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はじめに

日本において動物細胞による有用物質生産は，1980
年代に盛んになった．これは，ハイブリドーマによるモ
ノクローナル抗体の生産を工業レベルで行うという時代
の要請を受けたもので，ナショナルプロジェクトとして
も取り上げられ多くの研究が行われた．日本生物工学会
においても，酵素供給，増殖抑制物質の蓄積，培地組成
の影響をはじめとして，これらを理想的状態に維持する
ことを目的に，生育環境のオンライン測定とオンライン
制御，ろ過モジュールなどを組み入れた新しいバイオリ
アクターの試作などの研究が展開された．その後，大学
サイドにおけるこのような培養工学的研究は下火になっ
たものの，企業を中心に研究が続けられ，今では10 g/L
という高濃度でのモノクローナル抗体の生産や，超高濃
度にタンパク性生産物を含む培養液からの目的タンパク
質の精製など要素技術の開発が進んでいる．一方，これ
らの動きとは別に，生物個体そのものを生産手段として
用いる方法論についても研究されている．生物個体とし
ては，カイコなどの昆虫，植物，そして動物個体がター
ゲットとして想定されている．たとえば牛や羊のミルク
の中への有用タンパク質生産が有名である 1)．我々は，
バイオリアクターによる動物培養細胞の高濃度培養と効
率的物質生産を達成すべく，培養環境のオンライン測定
と制御について研究していたが 2)，さらに高い生産性を
目指し，ニワトリの遺伝子組換えにより卵中に有用タン

パク質を生産することを試みている．ニワトリは食用の
みならず卵はワクチンの生産に大量に用いられており，
さらにインフルエンザウイルスの宿主であるなど，いろ
いろな局面で人類と深くかかわっており研究対象として
も好都合と考えられる．

宿主としてのニワトリ

ニワトリ受精卵は21日で孵化する．ニワトリ卵巣で
卵子は卵黄上に存在し，この状態で輸卵管を下降する．
途中，精子だまりで受精し，さらに下降を続け膨大部に
おいて tubular gland cellより分泌されたオボアルブミン
など卵白タンパク質が付加される．さらに下降した卵は
総排出口近傍で殻に覆われた後放卵される．この間約
24時間かかるが，受精卵では卵割が進み，放卵時には
細胞数約60,000の胚盤葉を形成する．孵化した胚は約5
か月で成鳥となり2年半にわたり卵を産む．このような
受精，放卵過程を考慮し，どの段階で胚の遺伝子を操作
するかが決まってくる．
一方，遺伝子導入（トランスジェニック）動物を作製
する際には，最終的に生殖細胞の遺伝子が人工的に変換
され子孫に伝えられなければならない．卵子や精子の前
駆細胞である始原生殖細胞は放卵時にすでに分化をはじ
めており，孵卵2日目ころ形成された血管中を循環し70
時間程度で生殖巣への定着が始まり生殖細胞へと分化す
る．マウスに較べ，始原生殖細胞への分化が比較的早い
時期から起きるのもニワトリの特徴である．
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トランスジェニックニワトリ作製のストラテジー

トランスジェニックニワトリを作製する方法として何
らかの形で精子や卵子など生殖細胞に遺伝子を導入し，
かけあわせにより生まれた子孫を取得することが考えら
れる．このためには，精子や卵子を分離して遺伝子操作
を行い胚に移植するか，卵割のなるべく初期の胚に遺伝
子導入し，一定頻度で目的遺伝子が生殖細胞に導入され
るのを期待することになる．前者の場合，受精した卵子
の分離はたいへん難しく，輸卵管中に1個だけ存在する
受精卵を手術などで分離するのは非現実的である．精子
については，分離は容易であるが効率的に遺伝子を導入
する方法が見いだされておらず成功例はない．このよう
な状況で，実質的にターゲットとして用いられるのは始
原生殖細胞である．始原生殖細胞は45～60時間胚の血
中から血中循環始原生殖細胞として，また100～140時
間孵卵胚の生殖巣から分離できる．始原生殖細胞の精製
は，細胞表面の未分化細胞特異的糖鎖マーカーである
SSEAI抗体を用い，セルソーターあるいは磁気分離に
より可能である．一方，後者の胚への直接遺伝子導入法
の場合もやはり始原生殖細胞がターゲットとされ，卵割
中の胚に直接遺伝子導入操作を行い一定頻度で始原生殖
細胞へ遺伝子導入されることを期待する．いずれの場合
も，遺伝子導入操作がほどこされたキメラ胚，あるいは
遺伝子操作が行われた始原生殖細胞を移植したニワトリ
胚を，孵化・性成熟させた後かけあわせてトランスジェ
ニック子孫を得る．したがって，遺伝子導入効率があま
りよくない場合，膨大な数の子孫をスクリーニングする
必要があり，実行が不可能となる．このような観点から，
プロセス全体のキーを握る要素技術は遺伝子導入である
といえる．図1にはトランスジェニックニワトリ作製の
二つの方法の概略を示す．
遺伝子導入法としてはリポフェクション法など化学的

方法とレトロウイルスベクターなどを用いるウイルス法
あるが，前者の場合，始原生殖細胞への遺伝子導入効率
がさほど高くないため実施例を見ても千個を超える胚の
スクリーニングが必要となる．この点すぐれているのは
レトロウイルス法である，レトロウイルスは1本鎖
RNAをゲノムとして持ち，両端にLTRと呼ばれるプロ
モーター，エンハンサーなどを含む繰り返し配列，ウイ
ルス粒子へのパッケージングのシグナルとgag，pol，
envの最低3種のウイルスタンパク遺伝子を含む（図2）．
このうちpol遺伝子は，RNAゲノムからウイルスcDNA
を生成する逆転写酵素，ウイルスcDNAを染色体に挿
入するインテグラーゼおよびプロテアーゼよりなる．イ
ンテグラーゼによりきわめて効率的に遺伝子がゲノムに

挿入されるのがこの方法の特徴である（図2）．また安全
性の確保のために，ウイルスの増殖に必須な遺伝子
（gag，pol，env）をウイルスベクターから除き，代わ
りにこれらを染色体へ組込んだ細胞を宿主として，複製
能が欠損したウイルス粒子を作製する事が行われている
（図3）．これによりトランスジーンの両端にLTRを配置
し，パッケージングシグナルのみ残し他は目的遺伝子に

図1．トランスジェニックニワトリ作製法

図3．複製能欠損ウイルスベクターの作製

図2．レトロウイルスゲノムとウイルスの感染
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置換する事ができる．ウイルス粒子に遺伝子がパッケー
ジングされるため，導入できる異種遺伝子の長さには制
限がある．高い力価のウイルスベクターを得るには，マー
カー遺伝子を含め4–5 kb程度の遺伝子の導入が一つの
目安となる．また，ウイルス外皮タンパク質Envを牛口
内炎ウイルス（VSV）の外皮タンパク質であるGタン
パク質に置き換えることが多い．VSV-Gの受容体はリ
ン脂質であるので，これを用いたウイルスベクターの宿
主域は大幅に広がり，ほとんどすべての細胞に感染可能
となる．ただし，VSV-Gタンパク質は毒性が高いため，
ウイルス粒子作製時に別途その遺伝子を導入する．
ウイルスベクター感染後は操作した胚を孵化させなけ

ればならないが，卵殻を破壊し操作を行うため人工環境
下における孵化技術が必要であり，これについてはいく
つかの方法が報告されている 3,4)．現在では人工卵殻や
ホスト卵殻を用いる方法にかわり，卵殻に窓をあけ操作
をした後，再び窓をふさぎ孵卵させる方法が確立され多
用されている．

トランスジェニック鳥類作製の実際と問題点， 
できればいいという科学と応用技術の違い

トランスジェニックニワトリ作製については我々を含
めいくつかの研究があり，我々の結果がすべてでない．
我々の研究もこれら先行研究に学び，また，相互作用し
ながら進展してきたのも事実である．しかしながら，こ
れらの研究においては，何千羽という子孫を解析すると
いう力任せの研究が多いことが気になった．そこで，限
られた予算と日程でトランスジェニックニワトリを得る
にはどうしたらよいか，また，物質生産という観点から
他のシステムをしのぐ生産性を得るにはどうしたらよい
かという観点から技術の開発を行った．
トランスジェニックニワトリ作製の条件を検討するた

め，まず小型で扱いやすいウズラを用いて直接ウイルス
ベクターを胚に感染する方法の条件を検討した 5)．トラ
ンスジェニックニワトリを作製するためには，理想的に
は受精卵，もしくは卵割のごく初期の胚を使うのが望ま
しい．しかしながら，これらに対応する細胞は輸卵管中
にあり分離するのは困難である 6)．実質的に得ることが
できる初期胚は放卵直後の胚であるが，このステージで
は卵割が進み細胞数は約60,000に達する胚盤葉が形成
されている．一方，始原生殖細胞の分化は始まっている．
したがって，超高濃度のウイルスベクター溶液を用い，
たとえばmultiplcity of infetion（MOI）が10程度あれば，
将来始原生殖細胞に分化する前駆細胞を含めてすべての
細胞に遺伝子導入が可能と考えた．109/mL前後の力価
のウイルスベクター溶液2–5 Lを始原生殖細胞に分化

する領域である胚盤葉の明帯にマイクロインジェクショ
ンした．このとき，ウズラの卵は上部を切断し胚を露出
させて操作した．プラスチックフィルムで封をして2日
培養した後，ニワトリの卵殻に移し培養を続けた．合計
134胚にウイルスを感染させたが，そのうち37胚が孵
化した．これらのウズラの一部を解剖し選択マーカーと
して用いたneor遺伝子の有無を検出したところ，心臓，
脳，肝臓，筋肉，腎臓，脾臓，生殖巣など調べた臓器す
べてで検出された．そこで，これらキメラウズラから6
羽をランダムに選択し野生型ウズラと交配したところ，
得られたG1子孫の80％以上からPCRによりトランス
ジーンが検出された．もし，G0キメラウズラの始原生
殖細胞に平均1コピーのトランスジーンが存在すれば，
G1トランスジェニックウズラの出現頻度は50％と想定
される．したがって，この場合始原生殖細胞が複数のト
ランスジーンを有していたと考えられる．G1トランス
ジェニック子孫でのトランスジーンの存在を示すため，
各臓器よりDNAを抽出しPCRにて解析したところ調べ
たすべての臓器でウイルスベクターに組み込んであった
GFPおよびneor遺伝子が検出された．次にトランスジー
ンのコピー数を測定するためにDNAを制限酵素で消化
後，GFP配列をプローブとしてサザンブロットにより
解析したところ複数のバンドが検出され，トランスジェ
ニックウズラが一つ以上のトランスジーンを有する事が
わかった．さらにG1トランスジェニックウズラをかけ
合わせG2子孫を得る事を試みた．3コピーのトランス
ジーンをもつG1からは86％，2コピーの遺伝子をもつ
3羽のG1からは59，76，76％の頻度で，また，1コピー
のトランスジーンをもつ2羽のG1からは45および35％
の頻度でG2トランスジェニック子孫を取得する事がで
きた．G1トランスジェニック子孫のコピー数が1，2，
3コピーの時のトランスジェニック子孫出現頻度は，メ
ンデルの法則に従うと仮定するとそれぞれ50，75，
87.5％であり理論値とだいたい一致した（表1）．このよ
うに，放卵直後のウズラ胚にレトロウイルスベクターで
遺伝子導入すると効率的にトランスジェニック鳥類が取
得可能であることが示された．
次にトランスジーンが発現しているかどうかを，G1
およびG2トランスジェニックウズラで調べた．種々の
臓器を分離し抽出したRNAからRT-PCRによりneorの
mRNAレベルを調べたところ，弱いながらすべての臓
器で発現が見られた．特に，心臓と筋肉における発現は
相対的に高かった．これはneorを駆動するラウス肉腫
ウイルス（RSV）プロモーターが主にニワトリ胚の心
臓と筋肉で機能するという報告と一致する．しかし発現
レベルは，培養ニワトリ繊維芽細胞へMOIが0.01でウ
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イルスベクターを感染させた時と同等であり，高発現と
言える状況ではなかった．一方，ベクター由来のマウス
モロニー白血病ウイルスLTRプロモーターで駆動され
るGFPの発現はまったく検出されず，レトロウイルス
が胚において発現抑制を受けるという既存の結果と一致
した．次にこの発現抑制の原因を探るため，トランスジー
ンのメチル化を調べた．このため，CpGのメチル化に
感受性の制限酵素BssHIおよびHpaIIによるG1トラン
スジェニックウズラの染色体に挿入されたトランスジー
ンの切断を調べたところ，ウイルスベクター中に存在す
るこれら制限酵素サイト4か所いずれでも切断が確認さ
れ，DNAメチル化が発現抑制の原因ではないと考えら
れた．
ウズラを用いた条件検討により，放卵直後の受精卵に

ウイルスベクターを感染させる事によりトランスジェ
ニックウズラを取得する事は可能であるが，トランス
ジーンの発現が弱く物質生産の手段として利用するのが
難しい事が判明した．そこで目的タンパク質の高生産を
目指し，ニワトリを用いてウイルスベクター感染時期な
どの条件を検討した 7)．トランスジーンとしては，アク
チンプロモーターにより駆動する -ガラクトシダーゼ
を有するレトロウイルスベクター（MSCV/N Abおよ
びLNR ）を用いた．孵卵0から60時間の受精卵に，
108/mLの高力価ウイルスベクターを感染させ，5.5日胚
まで孵卵後胚から調製した細胞抽出液の酵素活性を調べ
たところ，発達が進むと活性が発現すること，孵卵55
時間前後で発現が最大になる事，またウズラの実験で用
いた孵卵ゼロ（胚盤葉）では -ガラクトシダーゼの発
現がまったくみられない事が判明した．また，孵卵60
時間を超えると -ガラクトシダーゼ活性が減少した（図
4）．これらから，孵卵50から60時間でウイルスベクター
を感染させるとトランスジーンの高レベルな発現が可能
である事が示唆された．またこの実験において，孵卵0
時間では明帯近傍に，発達が進んだ孵卵50時間前後で

は形成された心臓より血管にウイルスベクターを注入し
た．PCRの結果，55時間胚では48％の細胞にウイルス
が感染している事がわかった．一方，孵卵0時間の胚盤
葉では1％の細胞にしか感染がみられなかった．これは
心臓が形成された後は，発達した血管システムにウイル
スベクターを注入する事でウイルスベクターが効率的に
全身の細胞に送達される事を示唆している．したがって，
孵卵55時間胚における -ガラクトシダーゼの高発現の
原因は必ずしも遺伝子発現の抑制解除だけではなく，ウ
イルスベクターの送達も重要な因子になっていると考え
られる．同様の実験をウズラで行った結果を図5（p. 8
掲載）に示す 8)．この例ではX-galによる染色により -
ガラクトシダーゼの発現を観察したが，ニワトリと同様
に孵卵48時間で最大となった．
次に抗体など有用タンパク質の生産を目指し， -ガ
ラクトシダーゼ遺伝子の代わりに -アクチンプロモー
ターで駆動する抗プリオン一本鎖抗体の遺伝子を導入し
たウイルスベクター（MSCV/G AscFv-Fc）を作製し，
0.6–1.8 × 109/mL程度のウイルス溶液を孵卵55時間胚
の心臓に注入した 7)．総計51個の卵にウイルスを感染し
たところ，32個が in vitroで孵化した．孵化したニワト
リの一部を解剖し各臓器よりDNAを抽出しPCRで解析
したところ，すべての臓器よりトランスジーンが検出さ
れ感染がうまくいっている事が示唆された．また，一本
鎖抗体の前にニワトリリゾチームの分泌シグナルを連結
したため，卵中にも効率的に抗体が分泌されていた（表
2）．分泌された抗体の量は卵白で最大5.6 mg/mL，卵1
個あたりに換算すると0.1 gに達した．また，卵黄への
分泌量は卵白の数分の一であった．生産は長期にわたり
安定しており，1年近くたっても変化はなかった．しか
し，これらのニワトリから掛け合わせによりG1トラン

表1．G1トランスジェニックウズラからG2トランスジェニッ
ク子孫の誘導

G1# 性 遺伝子 
コピー数 解析子孫数 G2トランスジェニック

子孫数（％）

1 F 1 22 10（45％）

2 F 2 22 13（59％）

3 F 2 17 13（76％）

4 M 1 20 7（35％）

5 M 2 21 16（76％）

6 M 3 21 18（86％）

図4．レトロウイルスベクター感染時期による遺伝子発現の違い
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スジェニック子孫を得たところ生産性は低下した．トラ
ンスジェニック子孫では一本鎖抗体遺伝子がミクロ染色
体に1コピーおよび2コピー挿入されたもの，3番染色
体へ挿入されたものが得られた（表3）．またサザンハイ
ブリダイゼーションにより，挿入配列にリコンビネー
ションなどが起きていない事を確認した．トランスジー
ンが安定に保持される事を確認するため，さらに後代の
トランスジェニックニワトリが取得可能であるかを調べ
た．G1トランスジェニックニワトリのうちミクロ染色
体に2コピーのトランスジーンをもつ個体と3番染色体
に1コピーをもつ個体をそれぞれ野生型ニワトリとかけ
合わせたところ，78％および51％の確率でトランスジェ
ニック子孫を得る事ができた．これは，メンデルの法則

から予想される理論値と一致した．
次に，生産された抗体について調べた．血清，卵黄，
卵白サンプルをSDSゲル電気泳動で分離後，抗Fc抗体
で検出した．血清および卵白サンプルからは66 kDaの
単一バンドが検出された．卵黄サンプルからはこれ以外
に低分子のバンドが検出されたが，このバンドは分子量
がFcと一致しており，分解産物とも考えられる．また，
一本鎖抗体の推定分子量は約52,000である事から，糖
鎖などの修飾が起きている事が示唆された．さらにSH
試薬非存在下での電気泳動で，G0キメラの卵白に蓄積
した抗体について解析したところ二量体に相当するバン
ドが検出された．
次にこの方法を用いて実用的に価値のあるヒトエリス
ロポイエチンの生産を試みた 9)．このため一本鎖抗体生
産用ウイルスベクターの一本鎖抗体部分をヒトエリス
ロポイエチンcDNAで置き換えたウイルスベクター
pMSCV/G AhEpo(c)を作製し，3 × 108/mLから5 × 1010/
mLの高タイターウイルスを孵卵55時間の胚90個に感
染した．このうち24胚が孵化した．形成期の心臓より
血流中にウイルスベクターを導入したため，赤血球や心
臓では細胞あたり2.5から4.5という高いコピー数を示
した．また，精子におけるコピー数は0.04であったた
めトランスジェニック子孫を得る事を試みたが，300羽
近い子孫を解析したにもかかわらずうまくいかなかっ
た．キメラニワトリ（G0）におけるエリスロポイエチ
ンの生産は個体により異なっていたが，卵白中に最高で
5000から6000 IUの生産量を2年間にわたり維持できた．
また，in vitroの造血活性もCHOで生産したエリスロポ
イエチンと同レベルであった．

始原生殖細胞を用いた 
トランスジェニックニワトリの作製 10)

現在までにいくつかの研究室でトランスジェニックニ
ワトリ作製について報告があるが，その大部分は分離始

表2．一本鎖抗体を生産するG0トランスジェニックニワトリ
（キメラ）の取得

No ウイルス
力価 性

一本鎖抗体濃度（mg/mL）

血清 卵白 卵黄

102 6 × 108 F 0.24 0.06 0.04

105 M 0.29

108 F 0.40 0.59 0.10

110 F 1.72 3.88 0.85

111 M 1.74

116 M 0.82

305 1.2 × 109 F 2.08 4.85 1.18

308 M 1.73

402 1.8 × 109 M 1.60

405 M 3.50

407 F 1.97 4.00 0.81

410 F 3.56 5.57 1.77

表3．一本鎖抗体を発現するG1トランスジェニック子孫の取得

No 性
一本鎖抗体濃度（mg/mL）

コピー数 染色体挿入位置 伝播効率
血清 卵白 卵黄

1 M < 10–6 ̶ ̶ 1 Micro ND

2 F 1.1 0.22 0.48 2 Micro × 2 21/27（78％）

3 M 0.51 ̶ ̶ 1 3q2.6-2.8 22/43（51％）

4 F 0.50 0.41 0.22 1 3q2.6-2.8 ND

5 F 1.9 1.5 0.76 1 Micro ND

6 F 0.47 0.43 0.17 1 3q2.6-2.8 ND

ND：測定せず
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原生殖細胞を用いたものである．また，始原生殖細胞の
培養についての報告も多いが，この細胞を安定して培養
し，トランスジェニックニワトリを確実に得るのはいま
もって難しい．しかしながら，分離直後の始原生殖細胞
に遺伝子を導入して胚に移植しトランスジェニックニワ
トリを取得する事は可能である．始原生殖細胞は，血中
循環しているもの（孵卵45から60時間程度），生殖巣に
定着したもの（孵卵120時間程度）を採取し，超遠心，
あるいはSSEA1抗体を用いてセルソーターや磁気ビー
ズにより精製可能である．セルソーターでの分離結果よ
り血中細胞の0.03％，生殖巣細胞の1.9％が始原生殖細
胞と推定された．また，始原生殖細胞はセルソーターに
より純度95％以上に精製可能である（図6）．
最近は精製した始原生殖細胞への遺伝子導入に，レン

チウイルスベクターを用いる事が多い．これはリポフェ
クション法では遺伝子導入の効率が悪すぎること，また，
レトロウイルスベクターでは増殖していない細胞に遺伝
子を導入する事が難しいためである．これに対し，
HIV1由来のレンチウイルスベクターは非増殖細胞でも
感染すると考えられている．我々の実験でも，増殖細胞
に比べ感染効率は落ちるものの遺伝子導入は可能であっ
た．図7には，血中循環ならびに生殖巣始原生殖細胞に，
eGFPを発現するレンチウイルスベクターをMOI73で
感染させ2日間培養した後FACSで解析した結果を示す．
25から30％の血中循環ならびに生殖巣始原生殖細胞で
eGFPの発現が確認された．この実験ではきわめて高い
MOIでウイルスベクターを感染させたが，現在までこ
の方法でトランスジェニックニワトリを作製したという
報告ではいずれもこのように高いMOIで感染させてい
る．これは始原生殖細胞への遺伝子導入が難しく，逆に

言うといかに効率的に遺伝子導入できるかがトランス
ジェニックニワトリ作製のキーとなっていることを示し
ている．
さて，次に問題になるのがどの時期の胚から分離した
始原生殖細胞がトランスジェニックニワトリ作製に適し
ているかである．55時間孵卵胚から分離できる血中循
環始原生殖細胞の数は100程度と考えられるが，120時
間孵卵胚では1000個程度である．したがって，始原生
殖細胞の分離という観点からは生殖巣に定着した始原生
殖細胞を使うのが有利である．しかし，遺伝子操作した
始原生殖細胞を胚に戻す方法として現在確立されている
のは，孵卵50から60時間程度の胚で始原生殖細胞が血
中を循環している事を利用して，血中に移植し内在性の
始原生殖細胞とともに生殖巣に定着するのを期待すると
いうものである．遺伝子操作に血中循環始原生殖細胞を
用いれば，発達の時期がちょうど合うため問題が少ない
が，生殖巣に定着した始原生殖細胞を用いる場合は，移
植時に発達が進み過ぎ定着がうまくいかない恐れもあ
る．事実，多くの生殖細胞特異的遺伝子の発現はこの二
つの始原生殖細胞で差はないものの 11)，PRDM14など
いくつかの遺伝子では発現に明らかな差がある（奥嵜未
発表）．そこで，一本鎖抗体とeGFPを発現するトラン
スジェニックニワトリからこの二種類の始原生殖細胞を
分離し，胚に移植し生殖巣への定着効率を調べた．個体
による差がきわめて大きいため定量的な解析は難しい
が，移植始原生殖細胞数が100個程度の場合には明らか
に血中始原生殖細胞の方が定着効率が良い事，移植細胞
数を300程度確保できれば両者であまり差がなく，定着
効率が10％程度である事がわかった．そこで，充分量

図6．血中循環および生殖巣始原生殖細胞のセルソーターによ
る分離

図7．血中循環および生殖巣始原生殖細胞へのレンチウイルス
ベクターによるeGFP遺伝子の導入
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の始原生殖細胞を移植する前提で，生殖巣始原生殖細胞
に高いMOIでレンチウイルスベクターを感染させた後胚
に移植した．用いたレンチウイルスベクターは，アクチ
ンプロモーターでeGFPが発現するカセットが組み込ま
れている．表4に結果を示すが，移植個体のうちNo205
と225からは高頻度でトランスジェニック子孫G1を取
得する事ができた．また，蛍光顕微鏡観察からトランス
ジェニック子孫の白血球ではeGFPの発現が見られるも
のの，赤血球では発現しない事が判明した．eGFPの発
現にはアクチンプロモーターが用いられているが，この
プロモーターが赤血球ではほとんど機能しない事が原因
と考えられる．一方，トランスジェニックニワトリの体
表（くちばし，目）でもeGFPの蛍光が見られた（図8）．
このように，始原生殖細胞を用いてもトランスジェ

ニックニワトリを作製することが可能である．現在のと
ころ始原生殖細胞を用いる方法と，直接ウイルスベク
ターを胚に感染させる方法との優劣をつける事は難しい

が，我々は多くの場合，胚に直接ウイルスベクターを感
染させる方法でトランスジェニックニワトリを作製して
いる．これは，胚への直接感染法を用いると，生まれた
子孫の血中での遺伝子コピー数を測定する事により，実
験後1か月程度で将来かけあわせによりトランスジェ
ニックニワトリを取得できそうか予想できるのに対し，
始原生殖細胞を用いた場合，結果のばらつきが大きいの
みならず，成否がわかるのは胚が孵化しさらに性成熟し
て誕生した子孫を直接判定した後になるので半年以上必

図5．レトロウイルスベクター感染時期による遺伝子発現の違
い（ウズラ）

図8．トランスジェニックニワトリにおけるeGFPの発現

図11．DsRedの輸卵管膨大部特異的発現

図14．免疫染色による輸卵管膨大部におけるGalT1の発現．
抗GalT1抗体で輸卵管組織切片を染色した．

表4．レンチウイルスベクターによるトランスジェニックニワ
トリの作製

No. 性 使用PGC数 MOI 子孫数 G1（％）

#128 F 1600 55 36 0

#205 F 1200 54 30 2（6.6％）

#209 M 101 0

#225 F 850 77 30 1（3.3％）

#226 F 33 0

#511 F 1500 24 34 0

#513 F 32 0
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要であることによる．したがって実験の効率からは胚へ
の直接感染法が有利となる．

卵特異的な生産物の蓄積

タンパク性の生理活性物質の生産においては，過剰発
現により全身のホメオスタシスが崩壊し宿主ニワトリの
成長や生存に影響を及ぼす事が想定されるので，卵への
特異的生産が必要となる．卵への生産・蓄積を想定した
場合，一般に卵白は免疫原性が高く卵黄は低いので，生
産物を高度に精製しない場合は卵黄が有利である．一方，
卵黄へタンパク質が移行するには輸送システムによる血
中からの運搬が必要であり，この輸送システムがある抗
体など特殊なタンパク質しか蓄積させることができな
い．卵における免疫系は，親の血中からFc受容体によ
り卵黄に輸送された IgYによるが，Morrsisonによりヒ
ト IgGも卵黄に蓄積する事が示された 12)．我々は抗体以
外にFc融合タンパク質も卵黄への蓄積が可能である事
を示した 13)．そこでリュウマチの治療薬でもあるTNF
受容体2とヒトIgG1由来のFcの融合タンパク質（TNFR/
Fc）の卵黄への蓄積を試みた 14)．常法により，レトロ
ウイルスベクターを用いてTNFR/Fcタンパク質cDNA
をニワトリに導入した．G0キメラが性成熟後，精子中
のTNFR/Fc cDNAのコピー数を測定したところ0.005
以下ときわめて低かったため，トランスジェニック子孫
の取得をあきらめG0キメラの解析を行った．血中の
TNFR/Fc濃度は最高で0.2 mg/mL程度であったが，卵
黄中の濃度はその1/5程度であった．したがってこのキ
メラタンパクは，血中から卵黄へ移行するもののその効
率は低いと考えられる．また，生産は半年程度安定であっ
た．生産されたTNFR/Fcの修飾糖鎖をN-およびO-グ
ルカナーゼで切断したあと分子量を測定したところ，血
清中に生産されたTNFR/Fcタンパク質は単一のバンド
を示したが，分子量的には培養細胞NSOで生産された
ものより若干小さかった．一方，卵黄に蓄積したものに
ついては，分解物とも考えられるバンドがウエスタンブ
ロッティングにより検出された（図9）．このような結果
から，現状では卵黄への生産には解決すべき多くの問題
があると言える．
一方，卵白への生産は一本鎖抗体の例でも見られるよ

うに容易である．しかしながら，同時に血中や他の臓器
でも生産物が蓄積されるという問題点を克服する必要が
あり，卵白特異的に生産物を蓄積させる技術の開発が必
要となる．オボアルブミンは主要な卵白タンパク質であ
るが，輸卵管の膨大部領域に存在する tubular gland cell
により生産され卵白へ移行する．この他にも卵白タンパ
ク質としてはリゾチームがあり，これらのプロモーター

配列を用いれば輸卵管特異的発現，しいては卵白への特
異的な蓄積が可能と考えられる．しかし組織特異的プロ
モーターは制御領域が数キロベース以上と長く，ウイル
スベクターのパッケージング限界という点からそのまま
では使えない．また，制御領域を切りつめれば特異性や
生産性に問題をきたすことも多く，詳細な検討が必要と
なる．我々は，リゾチームプロモーターについて2 kb
程度の制御領域を用いればトランスジェニックニワトリ
で輸卵管特異的な遺伝子の高発現が可能である事を見い
だした（小島　未発表）．一方，オボアルブミンについ
ては，上流7 kb以上という制御領域の大半を用いれば
輸卵管特異的発現は可能であるが，生産量はオボアルブ
ミンと比較してきわめて低い事がわかっている．また，
この領域にはエンハンサーに相当するDNase I hyper-
sensitive site が3か所以上存在し，輸卵管特異的遺伝子
発現を保証していると考えられている 15)．我々は，プロ
モーターの3.5 kb上流に存在するDNase I hypersensi-
tive site IIIまでを含むオボアルブミンプロモーター領域
（–3.9kbから+1.5 kb）をヒト増殖ホルモン遺伝子に連
結し，レトロウイルスベクターに導入してトランスジェ
ニックニワトリを作製した（図10）．ヒト増殖ホルモン
の生産は卵白特異的であったが，生産量は1–5 ng/mL
卵白と低かったのでその原因を解析したところ，ウイル
スベクター作製時に想定外のスプライシングがおき，
DNase I hypersensitive site Iおよび IIを含む領域が欠失
している事が判明した（図10）．わずかな発現はDNase 
I hypersensitive site IIIの中にある弱いプロモーターに
よると推定された．そこで，組織特異性をある程度保証

図9．キメラニワトリ卵黄でのTNFR/Fcの生産．卵黄に蓄積
したTNFR/FcをプロテインAカラムで精製後，糖鎖をN-およ
びO-グルカナーゼで除去しウエスタンブロティングで検出し
た．NSO:NSO細胞で生産されたTNFR/Fc標準品．
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するDNaseI hypersensitive site IIIの下流に，on-off制御
可能なプロモーターを連結すれば組織特異的に目的タン
パク質を過剰生産させるシステムが構築可能ではないか
と考えた．具体的にはDNase I hypersensitive site IIIの
下流にTet activator responsive element（TRE）とCMV
プロモーターのコア領域（PCMV），さらにTet   activator
（tTA）を連結し，hypersensitive site IIIから輸卵管特異
的に発現した tTAがTREに結合し自触媒的に tTAの転
写が増強されるシステムを考案した（図10）．このウイ
ルスベクターをもつトランスジェニックニワトリを作製
すると，輸卵管特異的に tTAが生産される事がわかった．
さらに，この発現系によりDsRedを発現するウイルス
ベクターをニワトリに感染させるとDsRedが輸卵管特
異的に発現する事が示された（図11，p. 8掲載）16)．こ
のプロモーターの強さは大まかにではあるがニワトリ

-アクチンプロモーターの半分程度と考えられる．

卵中に蓄積したタンパク質の糖鎖修飾

動物由来のタンパク質は多くの場合糖鎖修飾を受けて
いるが，これは生理活性や血中における安定性に重要で
ある．したがって，タンパク性の生産物にいかに正しく
糖鎖を付加するかは重要な問題であり，動物細胞をはじ
め，酵母やカイコ，植物の生産システムでも改良が進ん
でいる．ヒト由来のタンパク質における糖鎖修飾は，ア
スパラギンに付加するN型糖鎖とセリンやスレオニンに
付加するO型糖鎖の存在が知られており，タンパク質の
安定性に関与するのはN型糖鎖である．O型糖鎖につい
ては，近年解析が進みつつあるが詳細な機能は不明であ
る．N型糖鎖修飾には高マンノース型，ハイブリッド型
および複合糖鎖型がある．小胞体においてタンパク質が
合成され糖鎖が付加された後，ゴルジ体においてこの糖
鎖からマンノースがマンノシダーゼの作用により除去さ
れる．さらに，ガラクトース転移酵素とシアル酸転移酵

素の働きでこれらの糖が付加され複合型糖鎖が生成す
る．ハイブリッド型糖鎖はこれらの中間型である．図
12には複合型糖鎖の構造を示す．複合型糖鎖の末端シ
アル酸が欠失すると，肝臓におけるアシアロタンパク受
容体によりタンパク質が吸着分解をうける事が知られて
おり，この点からもより完全な複合糖鎖構造を付加する
事が大切と考えられている．我々はトランスジェニック
ニワトリの卵白で生産された一本鎖抗体の糖鎖について
解析し，ハイブリッド型糖鎖と複合型糖鎖が大部分を占
める事，顕著なシアル酸の結合は観察されずガラクトー
スの付加も完全ではない事，多くのN型糖鎖の末端が
N-アセチルグルコサミンかマンノースであることを明
らかにした 17)．同様の事はZhuによっても報告されてい
る 18)．これに対し，血清や卵黄に蓄積した抗体では一部
ガラクトースやシアル酸の付加が起きていた 19)．
エリスロポイエチンの場合，N型糖鎖が最大3本，また，

O型糖鎖が存在し，これら糖鎖がその安定性と in vivoの
生物活性に大きな影響を与える．そこで，前に述べたト
ランスジェニックニワトリで生産されたエリスロポイエ
チンについて調べたところ，分子量的にCHO細胞で生
産された標準品と異なっていたが 9)，PNGaseとO-グル
カナーゼで糖鎖を消化すると分子量20 kD程度の単一バ
ンドが検出され，分子量の違いは糖鎖修飾の違いによる
ものと考えられた．さらに生産されたエリスロポイエチ
ンをPNGaseで部分分解すると，N型糖鎖が1本，2本，
また，3本付加したと推定されるバンドが検出された．
また， -2，3結合シアル酸特異的MAMレクチンを用い
たレクチンブロットで，CHOにより生産された市販エ
リスロポイエチンにはノイラミニダーゼF（NF）処理
により消失するバンドが検出されるが，ニワトリで生産
されたエリスロポイエチンではこのようなバンドは認め
られなかった．また， -2,6結合シアル酸特異的SSAレ
クチンを用いた場合，CHO，卵白どちらで生産された
エリスロポイエチンでもシアル酸は検出できなかった．
レクチンブロットの感度が低いため断定はできないもの
の，これらの結果からシアル酸の付加レベルは低いと推
定される．また，ガラクトース特異的レクチンRCA120

図12．N-型複合糖鎖の構造

図10．オボアルブミンプロモーターの構造と自触媒的活性化
ハイブリッドプロモーターの原理
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では，ノイラミニダーゼ処理依存的にバンドが検出され
たが，ニワトリ卵白の場合CHOエリスロポイエチンに
比べバンドの濃さが35％程度でありガラクトースの付
加も不完全であることが示唆された．
卵白タンパク質において一般的にガラクトースの付加

が起こりにくいのかを調べるために，ニワトリの原種と
される赤色野鶏をはじめ多くのニワトリについて卵白タ
ンパク質N型糖鎖へのガラクトースの付加をレクチンブ
ロットにより解析したところ，大部分のタンパク質のN
型糖鎖でガラクトースの付加レベルは低かった．また，
卵白タンパク質が生産される輸卵管膨大部の細胞のゴル
ジ体フラクションからガラクトース転移酵素活性を検出
できなかった．ニワトリには3種類のガラクトース転移
酵素の存在が示唆されているので，遺伝子をクローン化
した．これら遺伝子のcDNAを昆虫細胞に導入し酵素
を生産し，Gal 1,4GlcNAcをアクセプターとし放射ラ
ベルしたUDP-ガラクトースの転移活性を測定したとこ
ろ，GalT1およびT2に明らかな糖転移酵素活性が見い
だされたが，GalT3では活性が検出できなかった．糖鎖
基質を用いた試験管内の反応のため断定はできないが，
GalT3は酵素活性をもたない，あるいは基質特異性の異
なる酵素であると考えられた．また，RT-PCRによりニ
ワトリにおけるこれら遺伝子の発現の臓器特異性を調べ
たところ，輸卵管膨大部におけるGalT1の発現がきわ
めて低い事がわかった（図13）．また，GalT2の発現は
輸卵管膨大部を含むすべての臓器で観察されるものの，
その発現レベルはGalT1と比較して低レベルであった．
そこでレトロウイルスベクターにGalT1遺伝子を組込
み，一本鎖抗体を生産するトランスジェニックニワトリ
の胚に感染した 20)．比較的高いコピー数を持つG0キメ
ラでは膨大部で野生型ニワトリに比べきわめて高い
GalT1のmRNAが検出された．図14（p. 8掲載）には，

輸卵管膨大部におけるGalT1の発現を示す．また，卵
白よりProteinGカラムで一本鎖抗体を精製しガラクトー
ス特異的レクチンRCA120を用いたレクチンブロット
で検出したところ，糖転移酵素遺伝子を導入していない
コントロールには存在しないRCA120と反応するバン
ドが検出された．また，このバンドは -ガラクトシダー
ゼ処理により消失したので，N型糖鎖の末端ガラクトー
スと推定された（図15）．
このようにGalT1遺伝子を導入したニワトリでは，卵
白タンパク質のN型糖鎖にガラクトースを付加すること
ができたので，次にエリスロポイエチンについて糖鎖修
飾の改善を試みた．アクチンプロモーターから発現した
ヒトエリスロポイエチンとGalT1のポリシストロニッ
クRNAから，インターナルリボソームエントリーサイ
ト（IRES）を用いてこの2種類のタンパク質が生産さ
れるよう設計されたウイルスベクターをニワトリ胚に感
染しキメラニワトリを得た．性成熟後得られた卵白から
抗体で精製したヒトエリスロポイエチンをレクチンブ
ロットで解析したところ，抗ガラクトースレクチン
RCA120と反応することから，ガラクトース付加が起き
ていることが判明した（図16）21)．この実験では，
GalT1を導入していないトランスジェニックニワトリで
生産したエリスロポイエチンにガラクトースの付加は検
出できなかった．以上より，トランスジェニックニワト
リにGalT1遺伝子を導入すればN型糖鎖の改善が図られ
ることが示された．しかしながらこれらのタンパク質へ
の顕著なシアル酸の付加は見られなかった．
そこでニワトリのシアル酸転移酵素について解析する
こととした．ほ乳類ではシアル酸を2,3結合で転移する
ST3-3，3-4，3-6と，2,6で転移するST6-1および6-2
が存在することが知られている．ヒトの場合，シアル
酸の結合は2,6である．そこでほ乳類の酵素の塩基配列
を参考にしてニワトリのこれらの酵素遺伝子をクロー
ン化し，293FT細胞で発現したライゼートを用いて，
Gal 1,4GlcNAcへの放射ラベルしたCMP-シアル酸の

図13．ニワトリ臓器におけるガラクトース転移酵素の発現

図15．GalT1導入ニワトリにおける卵白に蓄積した一本鎖抗
体へのガラクトースの付加．精製一本鎖抗体をガラクトース
特異的レクチンRCA120を用いたレクチンブロットにより解
析した．CHO: CHO細胞で生産された一本鎖抗体．
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転移活性を調べたところ，ST3-3，3-6，6-1に活性が認
められた．ST3-4および6-2に酵素活性が検出できなかっ
た理由は現在のところ不明である．次にこれらの
mRNAの発現を調べたところ，肝臓においてはほとん
どすべてのシアル酸転移酵素の発現が見られたが，輸卵
管膨大部ではST3-6の発現が弱く見られただけである．
そこでニワトリの種々の臓器の細胞からゴルジフラク
ションを調製し酵素活性を測定したところ，肝臓では弱
い2,3および強い2,6転移酵素活性が見られるのに対し輸
卵管膨大部では酵素活性は検出できなかった（図17）22)．
したがって，卵白タンパク質が生産される輸卵管膨大部
のシアル酸転移酵素活性が低いことが卵白タンパク質の
N型糖鎖にシアル酸が転移しない原因と考えられ，今後
ST6-1を導入したニワトリが作製できれば糖鎖に関する
問題を乗り越える事ができると考えている．
シアル酸にはN-アセチルノイラミン酸とN-グリコリ

ルノイラミン酸の2種類が知られているが，ヒトおよび
ニワトリは前者のみ含むのに対し，CHOなど哺乳類細
胞では両者を含む．これはN-アセチルノイラミン酸か
らN-グリコリルノイラミン酸への変換酵素が，ヒトや
ニワトリで存在しない事による．N-グリコリルノイラ
ミン酸は免疫原性があるとも考えられており，この点か
らニワトリの生産システムは有利である．また，卵白で
生産された一本鎖抗体のN型糖鎖ではフコースが検出さ
れない．N型糖鎖のフコースは，抗体医療などで重要な
抗原特異的細胞障害活性（ADCC）を阻害する事が知
られており，ニワトリで生産された抗体はこの点からも
有利である．

おわりに

我々は20年近くにわたってトランスジェニックニワ
トリの開発を行ってきたが，汎用技術としては未完成で
ある．特にウイルスベクターを用いると短い遺伝子しか
導入できないことが最大の難点である．これを解決する
にはリポフェクション法による遺伝子導入がよいが，始
原生殖細胞への遺伝子の導入効率が低すぎるため利用で
きない．そこで我々はウイルス法の特徴である，染色体
への組込み酵素（インテグラーゼ）の利用を考えて基礎
研究を行い 23)，精製インテグラーゼとLTRを含むトラ
ンスジーン複合体をリポフェクション法などで始原生殖
細胞へ導入することを目指した．この方法は培養細胞で
は機能するが，始原生殖細胞は長期培養が難しいため適
用が難しく，トランスジェニックニワトリ作製には至っ
ていない．これらより始原生殖細胞の安定な培養が，ト
ランスジェニックニワトリ技術に汎用性をもたらすため
に重要と考えられる．
一方，生産物の糖鎖修飾に関してはシアル酸転移酵素
導入ニワトリにより十分対応可能と考える．また，近年
ニワトリインフルエンザのパンデミックやインフルエン
ザワクチンの効率的生産なども重要な課題となってきて
おり，今後これらについてもニワトリ糖鎖の研究を通し
て何らかの寄与ができればと考えている．
本総説では，我々が行ってきた動物に関する研究のう
ちトランスジェニックニワトリについてまとめた．今回
触れる事ができなかったが，この他に三宅克英博士，金
岡英徳博士を中心に動物細胞における遺伝子発現制御，
染色体構造変換さらに紫外線損傷修復 24,25)，また，西島
謙一博士とは，自然免疫とシアル酸結合レクチン 26)な
どの研究を行っており，これらを含め大変楽しく充実し
た研究生活ができたと感謝している．また，これらの研
究成果や得られた技術は，トランスジェニックニワトリ
の研究を進める上でも重要なものであった．

図17．ニワトリ各臓器におけるシアル酸転移酵素活性．ニワ
トリ臓器の細胞からゴルジフラクションを精製し， 2,3およ
び 2,6シアル酸転移酵素活性をGal 1,4GlcNAcと放射ラベル
したCMP-シアル酸を基質として測定した．

図16．卵白に蓄積したエリスロポイエチンへのガラクトース
の付加．A：レトロウイルスベクターの構造．B：ガラクトー
ス特異的レクチンRCA120を用いたレクチンブロット．*：抗
体軽鎖．E-hEPO：ヒトエリスロポイエチンのみ発現するトラ
ンスジェニックニワトリ#117により生産．EG-hEPO：ヒトエ
リスロポイエチンとGalT1を発現するトランスジェニックニ
ワトリEPO-GalT#1および#2により生産．
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