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研究成果の概要（和文）：　ニワトリIFITM10がVSV-Gシュドタイプ型ウイルスの感染性を若干低下させることが
示された。また、発現ベクター構築が可能なサイズのMuc13の過剰発現によっては強い抗ウイルス活性を持たせ
ることは難しいことが示唆された。このため、巨大ムチンの発現系を構築中である。
　また、長期培養した始原生殖細胞株の遺伝子導入及びゲノム編集条件を検討し、効率よい条件を見出した。実
際にCRISPR/Cas9を用いて、EGFP遺伝子をノックインしたゲノム編集ニワトリの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：   It was shown that chicken IFITM10 slightly reduced the infectivity of 
VSV-G-pseudotyped virus. In addition, overexpression of Muc13, of which gene size is below the limit
 to construct an expression vector, did not prevent infectivity of VSV-G-pseudotyped virus. Thus, 
expression system for large size mucin is under construction.
   We examined the gene transfer and genome editing conditions suitable for the long-term cultured 
primordial germ cells. Using CRISPR/Cas9, we succeeded in producing a genome-edited chicken in which
 the EGFP gene was knocked in.

研究分野：動物細胞工学

キーワード： ニワトリ　生殖細胞　ゲノム編集　ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、長期培養した始原生殖細胞を用いることにより、ゲノム編集を含めたニワトリの遺伝子改変を効
率よく行えることが示された。一方、抗ウイルス活性が期待できる遺伝子候補の解析を進めつつあり、これらを
融合してニワトリでのインフルエンザ流行抑制技術へつなげてゆくことが期待できる。逆に、ウイルス感受性が
特に高いニワトリを作製し、侵入したばかりのウイルスを感度良く検出するために利用するなども期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 

 

１．研究開始当初の背景 
	
 日本では 2009 年の「新型インフルエンザ」流行以降インフルエンザの脅威が遠のいた印象
がある。しかし、世界的にはその脅威はいっこうに減ずる様子がない。特に、トリインフルエ
ンザは近年になってからも、中国やエジプトで H5N1, H5N6 など複数の亜型のウイルスがヒ
トに感染し、死者も出ている。2015 年時点でトリインフルエンザが発生しているために世界
58カ国/地域からの生肉の輸入が禁止されており、10年以上も輸入停止措置が継続している地
域も多い。まさに世界中で「蔓延し続けている」ともいえる状況であり、強毒株の出現が恐れ
られている。 
	
 確認が可能な 1918 年以降、すべてのパンデミック（世界的流行）インフルエンザはトリ由
来である。このため、パンデミックの阻止にはトリでのインフルエンザ流行を抑えることが有
効である。本申請は､我々がこれまで開発してきたトランスジェニックニワトリ作製技術を利用
してこれらを実現することを目指すものである。 
 
２．研究の目的 
	
 トリインフルエンザウイルスはワクチンでは防げない。生産業者から要望が高いにもかかわ
らずニワトリ用ワクチンが我が国を含めた多くの国で禁止されている理由は、①効果が不完全
でウイルスがいつまでも残存し、この間に抗体が攻撃する部位が変異するため、②免疫系をす
り抜ける強毒株が出現しやすくなるためである。 
	
 我々はウズラ、ニワトリの家禽を遺伝子的に操作する技術開発を進めてきた。人の遺伝子治
療にも用いられるレトロウイルスベクターを用いることで、効率よく遺伝子導入（組換え）鳥
類を作製できる。この技術により、本申請では、ニワトリが本来持つ感染防御機構に着目し、
その活性を人為的に制御することで目的を達成する。 
	
 宿主側のウイルスなどの感染防御機構としては､ 
	
 	
 a) 組織表面における粘膜などによる物理的遮蔽 
	
 	
 b) 細胞への侵入阻止 
	
 	
 c) 免疫作用による感染細胞の除去 
	
 	
 d) 細胞内でのウイルス増殖の阻止	
 	
 	
 	
 	
 	
 などが考えられる。 
	
 本申請ではこれらのうちこれまで試みられてこなかった a)粘膜による阻止、b)細胞への侵入
阻止を取り上げた。具体的には粘膜タンパク質糖鎖の改変、ウイルスの細胞への融合を阻害す
るタンパク質の利用を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）ニワトリ IFITM10の機能解析 
	
 	
 インターフェロンにより誘導され、ウイルスが細胞に感染するのを抑制する IFITM
（Interferon-induced transmembrane）タンパクファミリーに属しながら、唯一機能未知
とされる IFITM10 の機能解析を目指した。VSV-G シュドタイプ型ウイルスを用いて抗ウ
イルス活性を中心に調べることとした。 

（２）粘液タンパク質ムチンの生理機能の検証 
	
 	
 ムチンは粘膜をウイルス等の感染から守る粘液の主成分である。データベース上に見いだ
したニワトリムチン候補配列の多くは､細胞外への分泌シグナルが存在せず、実際に発現し
ているムチンの転写開始・終結点の確認を含めさらに解析が必要である。そこで、本研究で
は 
①ニワトリより低分子ムチンの遺伝子を発現ベクターにクローニングし、強制発現させた
細胞のウイルス感染性を検証した。  
②クローニングが困難な巨大ムチンの遺伝子は CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集により
プロモーターを改変することにより強制発現させることを試みた。  
③ニワトリ各臓器におけるムチン遺伝子の発現パターンを RT-PCRにより調べ、候補遺伝
子の絞り込みに利用した。 

（３）ニワトリ始原生殖細胞の分化・増殖メカニズムの解明 
	
 	
 トランスジェニックニワトリの取得効率上昇には、遺伝子改変を施した生殖細胞の精子・
卵子への貢献度合いが重要である。そこで、効率を抜本的に改善するための基盤として、ニ
ワトリ始原生殖細胞の分化・増殖メカニズムの解明を目指した。 

 
４．研究成果 
（１）ニワトリ IFITM10の機能解析 



 

 

	
 抗ウイルス活性を有するとされる IFITM
ファミリーのうち､機能未知の IFITM10のク
ローニングと機能解析を行った。ニワトリ
IFITM10 はほ乳類との相同性の低い N 末端
と相同性の高いC末端とを有する240アミノ
酸のタンパク質であった。まず、ニワトリ個
体での発現を定量 RT-PCR 法により調べた。
成熟個体では輸卵管、脳、肺、卵巣などで発
現していたが、その発現レベルは他の IFITM
ファミリーに比べ低かった。また、IFITM10
は肝臓や精巣ではほとんど発現していなか
った。一方、胚では IFITM ファミリー遺伝
子は成熟個体よりも低い発現レベルを示す
中で、IFITM10は成熟個体よりもやや高いレ
ベルで発現していた(図 1)。このことから、
IFITM10 は IFITM3 とともに胚で発現する
主要な IFITMであるものと考えられた。 
	
 抗ウイルス活性を誘導するインターフェロン α によりニワトリ胚線維芽細胞を処理した際、
他の IFITMの発現が強く誘導される一方、IFITM10はほとんど誘導されないことが示された。
次に、IFITM10 を培養細胞で発現させ機能解析を試みた。IFITM10 は VSV-G 発現細胞の酸
処理により誘導される細胞融合を防ぐ活性が認められ、この活性は N末端領域を除去しても消
失しなかった。次に、ニワトリ線維芽細胞株 DF-1 を用いて IFITM10 安定発現細胞株を樹立
した。この細胞を用いて これらのことから、抗ウイルス活性の中心を担っている IFITMは
従来より知られている IFITM3 など他の IFITM であることが示唆された。胚で発現する
IFITM10 は例えば細胞融合の制御などウイルスとは関係の無い固有の機能を持つ可能性が考
えられる。 
 
（２）粘液タンパク質ムチンの生理機能の検証 
①	
 ニワトリ低分子ムチンMuc13の解析 
	
 データベース上に記載されたニワトリムチン候補遺伝子のうち、細胞外に分泌するためのシ
グナル配列を確認できた遺伝子の発現を定量 RT-PCR 法により測定した。このうち、Muc13
が鳥類でのウイルス感染の場でもある腸での発現が認められたため、遺伝子をクローニングし
た。クローニングした配列は、NCBIに登録された予測配列に比べ、N末端近傍に存在する TR
ドメインの繰り返し 1回分に相当する 20アミノ酸短いことが確認された。 
	
 次に、発現ベクターを作製し、ニワトリ細胞株 DF-1、LMHで強制発現させたところ、ウエ
スタンブロットでMuc13の発現が確認された。分子量はタンパク質配列から計算される 67kD
よりはるかに大きな 100kDa以上であったため、O型糖鎖が附加されていることが示唆された。
また、67kDaよりも小さな分子量のバンドが検出されたことから、細胞膜型ムチンの特徴であ
る開裂が起きていることが示唆された。さらに、Helaや 293FTなどに導入したところ、細胞
によって Muc13 の分子量が異なったことから、糖鎖附加の状態が異なっていることが示唆さ
れた。 
	
 次に局在を調べたところ、N末に付加した抗 FLAG抗体による染色では、細胞全体と核周囲
で蛍光が観察されたことから、Muc13は細胞質もしくはタンパク質輸送経路の細胞内小器官に
多く局在していることが示唆された。一部は細胞膜上での発現が確認された。 
	
 クローニングしたMuc13遺伝子を発現させた細胞に対し、モデルウイルスとして VSV-Gシ
ュドタイプ型のウイルスベクターを用いて抗ウイルス活性を検討した。293FT に一過性に
Muc13を発現させ、ウイルス感染性を検討したところ、大きな影響は認められなかった。この
ことから分子量の小さい Muc13 の過剰発現によっては強い抗ウイルス活性を持たせることは
難しいことが示唆された。 
 
②	
 ニワトリ高分子ムチンの解析 
	
 Muc5 遺伝子は分泌シグナルを有する比較的低分子のムチン遺伝子候補である。Muc5 はム
チン遺伝子がクラスターになって存在する染色体部位に位置するが、さらに下流のムチン遺伝

子には分泌シグナル配列が認められず､同一の分子が分断されて登録されている可能性を想定

した。そこで、ニワトリ各組織における遺伝子発現を調べたところ、すぐ下流のムチンと発現

パターンに相関が認められた。内在性の Muc5 を発現させるために、Muc5 のプロモーターを
ウイルス性の恒常性プロモーターに改変し、本来ムチンを発現していないニワトリ DF1に発現
させるゲノム編集用ベクターを作製した。今後ニワトリMuc5の遺伝子構造の一端が明らかと
なることが期待される。充分量の糖鎖附加型ムチンが発現できれば、抗ウイルス活性を検討す

る予定である。 
 

 

 
図 1.	
 胚における IFITM mRNAの発現 
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（３）ニワトリ始原生殖細胞の分化・増殖メカニズムの解明 
	
 将来精子・卵子となる始原生殖細胞を長期培養して操作した後、ニワトリ個体まで効率よく
発生させることができれば、ニワトリの遺伝子改変を自由に進めることができる。トランスジ
ェニックニワトリの取得効率を抜本的に改善するための基盤としてニワトリ始原生殖細胞の分
化・増殖メカニズムを調べることとした。 
	
 未分化な ES細胞様の細胞が存在する産卵直後の胚盤葉細胞を回収し、BMPや Activinを含
む始原生殖細胞培養用の培地で培養した後遺伝子発現を検討した。その結果、3 日間の培養後
においても CVHや DAZLなど生殖細胞特有遺伝子の発現レベル上昇は認められなかった。一
方、ある程度の分化を誘導するとされるサイトカインなしの DMEM 培地においてもやはり生
殖細胞関連遺伝子の発現は低いものであった。 
	
 複製型レトロウイルスベクターを用いた
PRDM14及びBLIMP1の in vivoノックダウンに
より、生殖巣内に定着する始原生殖細胞の数が有
意に減少することが確認されたことから、
PRDM14 及び BLIMP1 がニワトリ始原生殖細胞
分化に重要であることが示されている。そこで、
PRDM14, BLIMP1及びニワトリ始原生殖細胞の
分化に重要との報告がある CVH 遺伝子を胚盤葉
細胞に遺伝子導入し、始原生殖細胞の性質を誘導
できるか検討した。遺伝子導入に成功した細胞の
みをセルソーターにより回収し遺伝子発現の変化
を調べたところ、PRDM14, BLIMP1の導入によ
り、生殖細胞特異的な遺伝子とされる DAZL や
CVHの発現は若干上昇したが、本来の発現レベル
に比べると低かった(図 2)。CVH過剰発現によっ
て誘導されるDAZLなどの発現も始原生殖細胞に
比べて低いものであった。今後、複数の遺伝子の
共導入により誘導できる遺伝子発現レベルを明ら
かとする必要がある。 
	
 一方、増殖促進を指標に始原生殖細胞の生理機
能を制御できる低分子試薬をスクリーニングした
が、Y27632 や CHIR を含め効果的な薬剤は見い
だせなかった。 
	
 長 期 培 養 し た 始 原 生 殖 細 胞 に お け る
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集の効率につい
て検討した。エレクトロポレーション法により導入した CRISPR/Cas9発現ベクター上に挿入
された薬剤耐性遺伝子の一過的発現により選択を行った。その後限界希釈法によりクローニン
グし、増殖してきた細胞のゲノムを調製、配列を確認した。その結果、多くの細胞で目的遺伝
子部位に欠損が入っていることが確認された。さらなるゲノム編集効率の増大を目指し、培養
始原生殖細胞への遺伝子導入効率の上昇を目指した。その結果、導入条件を変更することによ
り、簡便なリポフェクションで効率よく遺伝子導入できることが明らかとなった。この条件を
用いれば始原生殖細胞の両アレルにレポーター遺伝子を同時にノックインすることが可能であ
ることも確認された。 
	
 実際に培養始原生殖細胞を用いて CRISPR/Cas9 によるゲノム編集ニワトリを作製した。
PRDM14遺伝子座に GFP遺伝子を片アレルのみノックインした始原生殖細胞株をレシピエン
ト胚に移植したところ､高効率で生殖腺に定着することが確認された。成熟したオス個体の交配
により、GFPを持つ子孫を効率よく得ることに成功した。この PRDM14ヘテロノックアウト
ニワトリは見かけ上健康であり、特に発生初期において始原生殖細胞を GFP 蛍光でトレース
できるため､ニワトリの生殖細胞研究に有用なツールとなることが期待される。一方、予想に反
して、PRDM14ホモノックアウトニワトリは発生のごく初期で死亡することが確認された。こ
のことから PRDM14 はニワトリの初期発生において、ほ乳類にない重要な役割を有している
ものと考えられた。 
 
	
 本研究では、ニワトリの遺伝子改変を効率よく行う技術開発を目指した。得られた知見から、
今後様々な遺伝子改変ニワトリを効率よく作成していくことが期待される。一方、抗ウイルス
活性が期待できる遺伝子候補も解析を進めつつあり、これらを融合してニワトリでのインフル
エンザ発生を抑制する技術へつなげてゆく計画である。一方、内在性の抗ウイルス因子の遺伝
子を破壊することで、逆にウイルス感染性が特に高いニワトリを作製し、侵入したばかりのウ
イルスを感度良く検出する「炭鉱のカナリヤ」として利用することも期待できる。 
 

 図 2.	
 胚盤葉細胞での過剰発現による遺
伝子発現変化.	
 （A）PRDM14,（B）
BLIMP1.（Dev Biol 455:32 (2019)より） 
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