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研究成果の概要（和文）：1細胞期受精卵操作が可能な動物では，TALENやCRISPR/Cas9といったゲノム編集の適
応が進展している。ニワトリでは，1細胞期受精卵操作が困難であり，ゲノム編集ニワトリの作出研究が遅れて
いる。そこで本研究では，生殖細胞に分化可能なニワトリ胚性幹細胞（ESC）や始原生殖細胞（PGC）を標的に，
ニワトリの雄化関連遺伝子であるcHEMGN遺伝子のノックアウト（KO）を試みた。その結果，TALENとCRISPR/Cas9
の両方の系から，cHEMGN-KO ESCやPGCを樹立し，cHEMGN-KO PGCの移植実験から，cHEMGNノックアウト・キメラ
ニワトリを15羽作出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genome editing technology is important for research of gene function. TALEN 
and CRISPR/ Cas9 system have been developed rapidly, and genome-modified animals have been reported 
in many species. Although genome-editing tool microinjections are mainly performed at one-cell stage
 using fertilized eggs, these procedures and in vitro fertilization are extremely difficult to 
perform in chickens. Therefore, the investigations of genetically modified chickens have been 
focused on the genetic modifications of germ cells, and the methods of gene transfer using ESCs and 
PGCs have been especially studied. Then, we try to create cHEMGN-knock out chickens that can keep 
germ line competency and genome editing tools for example, TALEN or CRISPR/Cas9. As a result, some 
cHEMGN knock-out ESC and PGC clones were obtained by using both TALEN- and CRISPR/Cas9-mediated 
methods, and fifteen germline chimeric chickens were created from transplantation experiments of 
cHEMGN-knock out PGC clones.

研究分野： 動物細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子破壊（ノックアウト）技術は，遺伝
子とその翻訳産物（タンパク質）の生体での
機能を明らかにする上で，欠かすことの出来
ない技術となっている。しかし鳥類では，本
技術が完全に確立されていないため，発生生
物学分野で格好の研究対象であるにも関わ
らず，この領域の研究が進んでいない。鳥類
でこの技術が完全に確立できれば，基礎研究
分野での活用はもちろんのこと，アレルゲン
や雄化遺伝子の破壊などで応用研究や産業
利用まで幅広い利用が可能となる。近年，こ
の分野にゲノム編集技術というブレイクス
ルーが起こり，これまで遺伝子ノックアウト
が不可能であった生物種でも，遺伝子ノック
アウト生物の作出が可能となってきた。一方，
鳥類であるニワトリは，ゲノム編集の標的と
なる１細胞期受精卵の操作が困難であり，他
の動物種に比べゲノム編集技術の適応が遅
れていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，鳥類におけるゲノム編集技術
を確立することを目的に，鳥類の雄化に関わ
る HEMGEN 遺伝子を標的に TALEN と
CRISPR/Cas9 を用いて，ニワトリ多能性幹
細胞（ESC）や始原生殖細胞（PGC）から
HEMGEN ノックアウトニワトリを作出し，
その表現型により本技術導入の可否を判断
するものである。本研究を行なうことで，鳥
類におけるゲノム編集技術を確立するとと
もに，鳥類における雄化の性決定機構を解明
するためのモデルニワトリを提供可能とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）TALEN と CRISPR/Cas9 ベクターの 
    構築 
 連携研究者である北海道大学・黒岩麻里教
授から HEMGEN の遺伝子・ゲノム情報並び
に cDNA の 提 供 を 受 け ， TALEN と
CRISPR/Cas9 ベクターの構築を行なった。
TALEN は，同じく連携研究者である広島大
学・山本卓教授の研究室で開発された
platinum TALEN（ptTALEN）を使用した。
また， CRISPR/Cas9 は AddGene から
pX330-U6-chimeric_BB-CBh-hSPCas9ベク
ターを導入して使用した。標的領域は，
HEMGENのエクソン 1の開始コドン下流に
設定し，ptTALEN で 3 箇所，CRISPR/Cas9
で 4 カ所設定し，それぞれベクターを構築し
た。構築したベクターはニワトリ細胞内で切
断活性が高いものを選抜するために，ニワト
リ ESC の候補細胞であるエピブラスト培養
細胞を用い，SSA アッセイにより試験した。 
 
（２）新規 PGC 培養方法の構築 
 本研究で変異導入に使用する細胞は，ニワ
トリ ESC と PGC である。既に報告者の研究
室では，ニワトリ ESC の培養方法は開発済

みであったため，本研究では新たに PGC の
培養方法の開発に取組んだ。PGC の培養は国
内外のいくつかのグループが成功し報告し
ているが汎用性が低く，論文通りに培養して
もうまく培養できない。そこで，本研究では
細胞内情報伝達系の阻害剤を活用すること
で新規の培養方法の構築に取組んだ。なお，
その手法は，特許出願中並びに論文作成中の
ため，詳細は省略する。 
 
（３）培養 PGC の評価 
 新規培養方法で培養した PGC は初期胚へ
の移植実験により，生殖巣への移動能，定着
率及び G1 の作出効率の面から評価した。定
着率では，ZsGreen 遺伝子を培養 PGC に導
入しクローン化したものを用いて，移植後の
孵卵 6 日胚から生殖巣を摘出し，蛍光観察を
行なった。また定着率では，移植実験後，孵
卵中に死亡した胚から生殖巣を摘出し，ドナ
ー由来のゲノム DNA を検出して行なった。
また，G1 の作出効率では，移植実験により
誕生した４羽の生殖細胞キメラニワトリの
交配実験により，G1 の作出効率を算定した。 
 
（４）ESC 及び PGC での変異導入試験 
 構築した ptTALEN と CRISPR/Cas9 ベク
ターは，ESC と PGC に導入し，Cel-1 アッ
セイにより変異導入を確認した。 
 
（５）ノックアウト細胞の取得とオフターゲ 
   ット評価 
 変異導入 ESC と PGC は，限界希釈法によ
り細胞クローニングを行い，クローン化した
細胞は，ベクターの挿入の有無，及び
CRISPR/Cas9 の場合は，オフターゲット候
補配列を調べ，その周辺のゲノム DNA の配
列を調査し，オフターゲットの有無を評価し
た。 
 
（６）生殖系列キメラニワトリの作出 
 オフターゲットがなく，HEMGEN 遺伝子
にフレームシフトが誘導されたものをノッ
クアウト細胞とし，初期胚への移植実験を行
なった。ノックアウト ESC は放卵直後の胚
盤葉下腔内に，ノックアウト PGC は同じく
胚盤葉下腔内と孵卵 50 時間の胚の背側大動
脈中に移植した。またレシピエント胚は，ガ
ンマ線処理と未処理のものを用い，孵卵中に
死亡した胚は，（３）の実験に活用した。 
 
４．研究成果 
（１）TALEN と CRISPR/Cas9 ベクター 
 3 種の ptTALEN ベクターと 4 種の
CRISPR/Cas9 ベクターは，エピブラスト培
養細胞に導入し SSA アッセイを行なった。
その結果，それぞれ 1 種の高切断活性を有す
るベクターを選抜した。 
 
（２）新規 PGC 培養方法の構築 
 新規に開発した培養方法は，極めて安定的



にかつ汎用性の高いPGCの培養方法であり，
種々のニワトリ種，雌雄の違いもなく確実に
培養できることがわかった。そのため，本手
法は，特許出願を行い，また論文作成を行な
った。 
 
（３）培養 PGC の評価 
 新規の培養方法により培養した PGC を用
いて ZsGreen 発現 PGC クローンを樹立した。
ZsGreen 発現 PGC を初期胚の胚盤葉下腔内
に移植し，孵卵 6 日目の生殖巣を観察したと
ころ生殖巣で多数の ZsGreen 発現 PGC が移
動していることがわかった。異動率について
は，移動した PGC が多数のため，また生殖
巣全体をカウントすることが困難であった
ため算出できなかった。そこで孵卵中に死亡
した移植胚生殖巣を用いて，ドナーPGC 由来
ゲノム配列を解析したところ，ガンマ線未処
理の胚では最大で 50%，ガンマ線処理の胚で
は 90-100%の割合でドナーPGC 由来ゲノム
配列が確認された。またこの割合は，移植場
所（胚盤葉下腔内か背側大動脈か）による違
いは認められなかった。培養 PGC を移植し
て誕生した雄 2 羽，雌 2 羽のキメラニワトリ
を用いて交配試験により G1 の作出効率を検
査したところ，1 羽の雄キメラニワトリから
は，75%の割合で，1 羽の雌キメラニワトリ
からは，20%の割合で G1 が作出できること
がわかった。以上の結果は，本研究で開発し
た新規培養方法により培養された PGC が極
めて高い生殖細胞分化能を保持しているこ
と，また今後のニワトリでのゲノム編集など
の遺伝子改変技術の適応に極めて有用であ
ることを示している。 
 
（４）ESC 及び PGC での変異導入試験 
 培養したESC及びPGCと構築したベクタ
ーを用いて，変異導入試験を行なった。その
結果，いずれの細胞への変異導入においても，
ベクター内に組込んだ薬剤耐性遺伝子によ
る一過性の発現と薬剤選抜が，これらの細胞
の変異導入に極めて有効であることがわか
った。 
 
（５）ノックアウト細胞の取得とオフターゲ 
   ット評価 
 変異導入細胞は，限界希釈法により細胞ク
ローニングを行い，それぞれノックアウトク
ローンの取得と CRISPR/Cas9 ベクターを用
いて変異導入した PGC に関しては，オフタ
ーゲットの評価を行なった。その結果，変異
導入 ESC では，2 種の HEMGEN ノックア
ウ ト ク ロ ー ン の 樹 立 に 成 功 し た 。
CRISPR/Cas9 ベクターを用いて変異導入し
た PGC では，クローン化した 4 種の PGC で
オフターゲットと思われる塩基の変異が
HEMGEN 以外の領域で検出されたが，得ら
れた 3 種のノックアウトクローンでは，当該
領域に変異は認められなかった。また全ての
ノックアウトクローンでベクター配列の挿

入は認められなかった。 
  
（６）生殖系列キメラニワトリの作出 
 クローン化したノックアウト細胞は，それ
ぞれ初期胚へ移植し，生殖系列キメラニワト
リの作出を行なった。その結果，ノックアウ
ト ESC から 3 羽，ノックアウト PGC から
13 羽の生殖系列キメラニワトリの作出に成
功した。今後は，キメラニワトリから
HEMGENノックアウトニワトリの作出を行
い，その表現型を解析する予定である。本系
の成功は，鳥類におけるゲノム編集技術の進
展に寄与できるとともに鳥類の性決定機構
解明に利用可能なモデルニワトリを提供で
きると考えられる。 
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