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ニワトリはその卵に代表されるように、産業動物とし

て極めて優れた特性をもつが、研究対象としても古くか

ら発生生物学分野において格好の実験動物として用いら

れてきた。また免疫学の研究分野では、ニワトリを用い

た研究が基礎免疫学の発展に大きく貢献してきたことは

周知の事実である。このようにニワトリは、膨大な基礎

研究成果の蓄積を提供しつつ、私たちの生活に密着した

稀な生物種で、あるといえる。

上の特徴に注目し、基礎から応用へ向けた研究を展開し

てきた。そして1989年にモノクローナル抗体の利用技術

を、ニワトリでも可能とした九ニワトリは哨乳動物よ

りも進化的に下等な動物として位置づけられているが、

免疫能力は精織であり抗体産生能力においては、日前乳動

物よりも優位な点さえ保持している。またこのことは、

ニワトリ抗体を研究や産業に応用していく上でマウスや

ヒト型の抗体を凌ぐ特性を獲得することに繋がってい

る。さらに著者らは、ニワトリの免疫系サイトカインの

研究の過程で、マウス怪性幹 (ES)細抱の培養に必要

であった白血病阻害因子 (LIF)をニワトリで発見し2)、

ニワトリES細胞株の樹立に向けた研究を展開している。著者らは早くから、ニワトリの持つユニークな免疫学
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著者らは、将来ニワトリの抗体作製技術とES細胞を利

用したトランスジェニック作製技術を融合させ、さらに

ニワトリ抗体の応用範国を拡充させるための研究を推進

している。本稿では、ニワトリ抗体の有用性から著者ら

が有する抗体エンジニアリンクキの技術及ひ'ニワトリES

細胞を用いたトランスジェニックテクノロジーについ

て、これまでの研究成果を中心に紹介したい。

2.二ワトリ抗体の有用性

ニワトリ抗体はIgM、IgYおよび19Aが知られているが、

特にIgYは系統発生学的に哨乳動物IgGとは加のクラスタ

ーに分類され、他の鳥類や両生類とともにIgYクラスタ

ーに属している。ニワトリ抗体の有用性のひとつは、ニ

ワトリが晴乳動物と遺伝的距離が離れていることに起因

している。すなわち、抗原となるタンパク質が晴乳動物

問では高度に保存されている場合が多いが、このような

タンパク質もニワトリでは相同性が低い場合が多い。こ

のようなタンパク質に対する抗体を作製する場合、捕乳

動物聞で抗原を免疫しでも産生される抗体のバリエーシ

ョンは狭められてしまう。これに対して、ニワトリを免

疫動物として用いれば、産生される抗体のバリエーショ

ンの拡大が見込まれ、晴乳動物では作製できないような

抗体を得ることができる可能性が高い。このニワトリ抗

体の有用性を示す良い例として、ヒトのクロイツフェル

ト・ヤコブ病や牛海綿状脳症 (BSE)の原因タンパク質

として知られる、プリオンタンパク質 (PrP)が挙げら

れる。 PrPは晴乳動物聞のアミノ酸の相同性において、

約90%と高度に保存されたタンパク質であるが、ニワト

リPrPとは40%前後の相同性に止まっている(表1)。国

内のBSE検査用抗体として用いられている44B1抗体など

は、マウスモノクローナル抗体であるが、これらはPrP

の遺伝子を排除したノックアウトマウスを利用して作ら

れている。もちろん野生型マウスにヒトやウシのPrPを

免疫しでも抗体を作製することは可能ではあるが、多種

多蟻なエピトープを認識する抗体を作製し、その中から

表1.異種動物聞におけるPrPの相同性(%)
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用途に合わせた有用抜体を選抜したい場合には、ノック

アウトマウスの利用など免疫動物の工夫が必要となる。

著者らはPrPの免疫動物にニワトリを用いることで、こ

れまでに多数種のニワトリモノクローナル抗体を作製し

ており 3..)、これらの中にはPrPのウエスタンプロッテイ

ング解析において、国内のBSE検査用マウスモノクロ一

ナル抗体よりもパックグランドが少なく、また検出感度

が優れている抗体も存在していた(掴1)。このように、

哨乳類動物闘で高度に保存された抗原に対して抗体を作

製したい場合、ニワトリは格好の免疫動物となる。特に

近年、ヒトの疾患モデルとして様々な変異マウスが作製

されているが、このようなマウスの病態解析等にモノク

ローナル抗体を利用したい場合など、ニワトリモノクロ

ーナル抗体は強力なツールになると考えられる。著者ら

のグループは、このニワトリの免疫動物としての特性と

モノクローナル抗体作製技術を用いて、 PrP以外にも

A.パックグランドの比較

箆内BSE検変用 ニワトリモノ
マウス抗体 クローナル銃体

B.検出感度の比較
2.5 1.3 0.6 0.3 0.15 (mg brain/lan直)

国内BSE検査局
マウス銃体

ニワトリモノ
クローナル抗体

図1.BSE脳サンプルを用いたウエスタンブロッティング解析
同一サンプルを、臨内BSE検査用マウス抗体とニワトリモノクロ
ーナル抗体を用いてウエスタンブロッティング解析を行い、検出
後のパックグランド (A)と検出感度 (B)を比較したもの。
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様々な抗原に特異的な有用抗体群をすでに保有してい

る。

ニワトリ抗体は、免疫動物としてのニワトリの有用性

以外にも、検査抗体として優れた特性を示すのではない

かと注目されている。検査抗体で重要な問題点は、抗体

の非特異的反応であり、この非特異的反応が検査抗体の

精度に大きく影響する。抗体を用いて免疫組織化学染色

やフローサイトメトリー解析を行う場合、細胞に抗体を

反応させるため細胞膜表面に存在するFc受容体が問題と

なる。 Fc受容体は、抗体の抗原特異性とは無関係に抗体

のFc部位と結合してしまい、これが非特異的反応となっ

て現れる。しかし、ニワトリ抗体は晴乳動物細胞のFc受

容体に結合しないため、抗体のFc部位による非特異反応、

を回避できるわけである。

その他、ニワトリ抗体は晴乳動物の補体系を活性化し

ないなどの特徴を有しており、今後の研究の進展次第で

これらの点もニワトリ抗体の有用性として注目されるか

もしれない。

3.ニワトリ抗体エンジニアリ
ングと令後の課題

ニワトリモノクローナル抗体の作製には、免疫ニワト
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りから得られる牌蹴リンパ球との細胞融合に使用する、

チミジンキナーゼ欠失ニワトリB細胞株の樹立が大きく

貢献した九その後、このB細胞株は、さらに改良が加

えられ、融合効率などが改善されている。この手法を用

いることで、国内外でいくつかの有用なニワトリモノク

ローナル抗体が作製されてきたが、この細胞融合法の最

大の欠点は、マウスの系と比較して抗体産生量が劣るこ

とであった。マウスの場合、細胞融合法により作製した

抗体産生ハイブリドーマをマウス腹腔内に移植すること

で高濃度のモノクローナル抗体を含む腹水が得られる

が、この手法もニワトリでは確立されていない。そこで

著者らは、この問題点を克服するために、ニワトリの抗

体産生ハイブリドーマの培養方法の改良を行うととも

に、遺伝子工学的にニワトリモノクローナル抗体を作製

する方法を確立した。

ニワトリ抗体は、遺伝子工学的に応用しやすい、遺伝

子構造上の特徴を有する。抗体の多様性は、抗原結合部

位を構成するH鎖可変部 (VH)とL鎖可変部 (VL)のア

ミノ酸配列に依存するが、 VHとVLの構造の多様性は、

これらをコードする遺伝子断片 (V、D、J)の組み合せ

や、体細胞突然変異によって生み出される。マウス抗体

遺伝子の場合、最初に複数種のV遺伝子と12種のD遺伝

子及び6語のJ遺伝子の遺伝子再構成により機能的な抗原

結合部位を構成することから、この領域をPCRで増幅し

A.マウス抗体遺伝子(遺伝子再構成)

..loo. ..loo. ..loo. 

‘町ー

司町田 司... 

B.ニワトリ抗体遺伝子(遺伝子変換)

‘町ー

~2. マウスおよびニワトリにおける抗体の多様性獲得機様の比較
マウス抗体は遺伝子得権成 (A)によって抗体の多様性を獲得するため、目的の抗体遺伝子がどのV遺伝子とJ遺伝子を使潤しているかわからない。
そのため再織成したVOJ遺伝子を士要領するためには、複数種のプライマーを必要とする。ニワトリ抗体1.1:遺伝子変換 (8)によって抗体の多綴性
を獲得するため、 1種のV遺伝子とJ遺伝子を使用している。そのためニワトリのVOJ遺伝子を増幅するためには，基本的に1種のプライマーを準
儀すればよい。
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組換え抗体として利用するには、複数種のプライマーセ

ットを準備する必要がある(図2A)。これに対してニワ

トリ抗体遺伝子の場合、 1種のV遺伝子と控数種のD遺伝

子及び1種のJ遺伝子から構成され、抗体の多様性はV遺

伝子の上流に複数存在する偽遺伝子 (psV)の一部が、

ランダムにY遺伝子内に挿入される遺伝子変換によって

獲得している。すなわちニワトリの場合、基本的に抗原

結合部位遺伝子の両端は1種の遺伝子であるため、この

領域をPCRで増幅し組換え抗体として利用するには、 1

種のプライマーセットを準備するだけで良い(図2B)。

著者らのこれまでの経験からも、目的のマウス抗体遺伝

子をクローニングするには、かなりの苦労を強いられた

が、ニワトリ抗体遺伝子の場合、比較的容易にクローニ

ングすることが可能であった。

まず著者らは、このニワトリ抗体遺伝子の特徴を利用

し、ファージ発現型の組換え抗体の作製技術の開発に着

手し、ファージ発現型抗体的、またそこから単鎖型抗体

(scFv)やFab型とpった可溶型抗体の作製、さらに遺伝

子組換えIgY型ニワトリモノクローナル抗体の大量生産

系を構築した。最近、非免疫ニワトリの牌臓細胞からナ

イーブ抗体ライブラリーの作製に成功し、免疫からモノ

クローナル抗体作製までの期間を数ヶ月から数週間に短

縮することを可能にしている。またニワトリ抗体の汎用

性の拡大を計るために、抗原結合部位のみをニワトリ抗

体由来にしたキメラマウス化、もしくはキメラヒト化抗

体の作製も可能にしているヘ近年、抗体は単に抗原の

検出や診断薬としての利用だけではなく、抗体医薬とし

て非常に注目されている。医薬品として抗体を利用する

ためには人体に投与する必要があり、抗原性の面から考

えてもヒト型抗体であることが望ましい。そこで著者ら

は、ヒト抗体遺伝子の抗原認識に必要な最小限の領域

(CDR)のみをニワトリ抗体に置換する方法也、すでに

構築している九

これまで述べてきたように、ニワトリ抗体はマウス抗

体とは異なる側面で極めて有用なツールとして利用可能

であり、またその技術もほぼ確立されている。しかし、

ニワトりを普段活用していない人たちにとっては、ニワ

トリの取り扱いを合め実際的でないために、自らニワト

リ抗体を作製することまで考えが至らないという実態が

ある。一方、抗体カタログをつぶさに眺めると如何に数

多くのニワトリ抗体が市販されているかという点にも気

付くであろう。今後著者らは、より有益なニワトリモノ

クローナル抗体の開発を進めるとともに、そのアピール
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に色努めていきたいと考えているo

4.トランスジヱニックニワト
リ開発の現状

鶏卵は、高タンパク質食品として知られているように、

鶏卵成分中の約13%がタンパク質である。また卵白中に

はIgMやIgAが、卵黄中には高濃度のIgYが存在する。こ

れらの抗体はすべて母親由来であり、この抗体の卵黄へ

の移行能を利用して、産卵鶏に抗原を免疫し特異抗体を

卵に蓄積させることが可能である。この現象を利用し、

抗原検出用のポリクローナル抗体を鶏卵で作製したり、

細菌や細菌成分に対する特異抗体が蓄積した鶏卵を機能

性食品や家畜の飼料へ応用することが既に行われてい

る。しかし、鶏卵中に移行する抗体は全てポリクローナ

ル抗体であり、その特異性の面において個体差が生じる

可能性がある。また、これらの抗体を産業へ利用するた

めには、抗原の大量調製と持続的な供給が必須となる。

もし抗原に対して均一な特異性と高親和性を有したモノ

クローナル抗体を鶏卵中に蓄積できれば、鶏卵抗体の用

途はさらに拡大するものと思われる。この技術を可能に

するのが遺伝子組換え技術を活用したトランスジェニッ

クニワトリの開発である。もちろん、ニワトリにおいて

汎用性のあるトランスジェニック技術が開発されれば、

鶏卵の高い生産性を背景に有用タンパク質生産の新産業

の創出も可能で、あると考えられる。

1980年に世界で初めて遺伝子導入マウスの作製の成功

が報告されて以来、他の動物種でも同様の技術が可能か

どうか研究が進められてきた。これはニワトリでも例外

ではなく、種々の方法が試行錯誤されてきた。一方、マ

ウスを用いた実験系では1981年にES細胞株が樹立され

ると、単なる遺伝子導入だけではなく相同遺伝子組換え

を利用したジーントラップ法が可能となり、ゲノムの狙

った位置に遺伝子を導入したり、特定の遺伝子のみを削

除(ノックアウト)することが可能となった。このマウ

スES細胞を用いたジーントラップ法は、その後の遺伝

子機能解析法の主流となっている。一方、その他の動物

では、 1997年のヒツジを問いた体細胞クローン技術が開

発され、トランスジェニック動物作製に利用されている。

ニワトリでは、旺、が卵黄上に位置し、また多精子受精で

複数の雄性前核が存在するため1細胞期の核操作が極め

て困難であり、マイクロインジェクションよる遺伝子導
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入や体細胞クローン技術は成功していない。ニワトリで

はこれまでに、 トランスジェニックニワトリの成功例と

して3つの方法が報告されている。ひとつ目は、精子ベ

クタ一法と呼ばれる方法で、導入したい遺伝子を精子認

識抗体を介して精子に結合させ、受精時に遺伝子を導入

する方法である8)。この方法を開発したBioAgri社はすで、

に陣内外のいくつかの製薬メーカーと共同でタンパク質

製薬の試験生産を始めていると聞いているが、方法論自

体を疑問視する研究者も多い。 2つ目は、トランスジェ

ニックニワトリの成功例として最も知られている、ウイ

ルスベクタ一法である。外来遺伝子を複製欠失のレトロ

ウイルスに導入し、ウイルスの感染能を利用してニワト

リ腔に遺伝子を導入する方法であり、縁色蛍光タンパク

質であるEGFPや特異抗体を発現するトランスジェニッ

クニワトリが作製されている9.則。しかし、ウイルスベ

クターの安全性が完全に保証されていないため、食品や

医薬品への応用は、まだまだハードルが高そうである。

3つ目は、長年、ニワトリES細胞の開発に取り組んでい

たEtchesらのグループが、培養可能にしたニワトリ始原

生殖細胞にEGFPを導入し、トランスジェニックニワト

リの作製に成功したと報告している11l。 トランスジェニ

ック動物を作製する際、重要なのは改変遺伝子が次世代

にも反映されることであり、生殖細胞に改変遺伝子が導

入されていなければならない。彼らの技術は、生殖細胞

の元となる始原生殖細胞の培養を可能とし、その細胞に

遺伝子導入を行っているため、この技術が成熟すれば汎

用性の高いトランスジェニックニワトリの作製に道が開

けると考えられる。但し、彼らの研究成果で残念なのは、

培養可能な始原生殖細胞を用いているにもかかわらず、

ランダムインテグレーションで遺伝子を導入しているこ

とである。 トランスジェニック動物を作製するのにES

細胞や培養可能になった始原生殖細胞(怪性生殖細胞;

EG細胞という)を用いる最大の利点は、ジーントラッ

プ法が可能となる点であり、彼らの手法でジーントラッ

プ法が可能かどうか興味深い点である。以上、これまで

に報告されているトランスジェニックニワトリの現状を

列記したが、これらの方法は、いずれもランダムインテ

グレーションによる遺伝子導入のみを可能にした技術で

あり、ジーントラップ法が可能なESやEG細胞株が作製

されれば、一気にトランスジェニックニワトリの活用が

広まるものと期待される。

5. ワトリLIFの発見

ニワトリにおいて、初めてES細胞が報告されたのは

1996年のPainらの論文である 1九ニワトリは晴乳動物と

発生様式が異なるため、マウスや霊長類ES細胞で用い

られる眠盤胞の内部細胞塊が存在しない。しかし、ニワ

トリでは、放卵査後の臨盤葉細胞を他の怪へ移植するこ

とで生殖系列キメラが作製できることが知られており、

ES細胞の候補と考えられていた。 Painらは、この眠盤葉

細胞をマウスES細胞の改変培養用培地をもとに長期継

代培養に成功し、また培養初期の旺盤葉細胞から生殖系

列キメラニワトリの作製に成功していた。筆者らは、こ

の論文が発表された当初からひとつの疑問を持ってい

た。それは彼らが使用していた培地に添加するサイトカ

インがすべて晴乳動物由来であった点であるo 著者らは

ニワトリ免疫系サイトカインの解析から、ニワトリと晴

乳動物のサイトカインではその相同性が極めて低いこと

を認識していた。すなわち、ニワトリの細胞を培養する

のに晴乳動物由来サイトカインでは効果がないのではな

いか、ということである。この疑問を解決するために著

者らは、マウスES細胞の未分化維持に必要であるLIFを

ニワトリでクローニングした九その結果、著者らの予

想通りニワトリと暗乳動物のLIFでは、アミノ酸レベル

での相同性が40%前後であることが判明した。またLIF

によるマウスES細抱株の未分化維持には、 LIFとLIF受

容体の結合による細胞内情報伝達物質であるSTAT3のリ

ン酸化が重要であるが、マウスLIFを怪盤葉綴胞に作用

させても経盤葉細胞のSTA'百のリン酸化が詩噂されない

ことも突き止めた(図的。すなわち、 PainらがES綱胞の

培養に使用していたマウス由来LIFは、ニワトリES栂胞

の未分化維持には機能していなかった可能性が高いs 一

方で最近、再生医療への応用へ向けた霊長類ES組組抹

示
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図3.LlF刺激旺銭葉細胞におけるSTAT3のリン酸化
放卵直後の~精卵から回収した怪盤葉細胞を、マウスもしくはニ
ワトリLlFで30分間刺激後、細胞内のリン酸化STAT3をウエスタ
ンプロッティング法により検出したもの。リン酸化STAT3は、ニ
ワトリLlFで刺激した座盤薬品目胞のみで検出された。
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の樹立が相次いでおり、その解析が盛んに行われている。

それらの研究成果によると、霊長類ES細胞は、その未

分化維持にLIFは効果がないことが示されている。霊長

類ES細胞にLIFを作用させるとSfAT3のリン酸化は正常

に起こっているにもかかわらず、未分化維持にはその他

の要因が関係しているようである。このように、 LIFの

ES細胞に対する未分化維持活性は、動物種により異な

ることが考えられる。そこで著者らは、ニワトリLIFに

よるSfAT3のリン酸化が、経盤葉細胞の未分化維持に重

要であるかどうかを試験した。著者らは、ニワトリLIF

の検出のために作製したモノクローナル抗体の中に、ニ

ワト lJLIFによる訂'AT3のリン酸化を特異的に阻害する

抗体が含まれていることを発見したω。そこで、この抗

体を匪盤葉細胞培養系に添加して細胞の形態を観察した

ところ、抗体添加群すなわちSfAT3のリン酸化を阻害す

ることで、匪盤葉細胞の分化形態である嚢胞性眼様体が

LIFのみを添加したものより早く出現することがわかっ

た。また、ニワトリLIF非添加群に限寄抗体のみを添加

した経盤葉細胞では、嚢胞性経様体がさらに早く出現す

ニワトリLIFのみ

ニワトリLIF
+ 
阻害抗体

阻害抗体のみ

培養5日目

国4 ニワトリLlFやSTAT3の1)ン酸化阻害抗体を加えて培養
した任盤葉細胞
ニワトリlIFやSTAT3のリン酸化阻害抗体を加えて58閑培養した
庇盤業細胞の増殖形態。陸害抗体を加えて培養したものには、座
援葉級胞の分化形態である嚢胞性Iff様体(矢印)が出現していた。
嚢胞性座様体はニワトリlIFと阻害抗体を同時に加えたもので培
養4日後から、阻害抗体のみを加えたものでは培養3日後から観察
された。
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ることもわかった(図4)。培養匪盤葉細胞のLIFmRNA

の発現解析を行ったところ、培養開始1日目に強く発現

していることから(図5)、どうやら培養睦盤葉細胞は培

養開始産後に自らLIFを産生し、オートクラインに作用

していることが強く示唆された。すなわち、旺盤葉細胞

は培養開始からしばらくの問、自らが産生するLIFIこよ

り未分化状態を維持していることになる。これはPainら

が培養初期の臨盤葉細胞から生殖系キメラニワトリの作

製に成功していることと一致しているものと思われる。

これらの研究結果は、ニワトリES細胞を未分化のまま

長期に培養を続けるには、外部からニワトリLIFを継続

的に供給しなければならないことを示唆している。

6. トランスジエニックニワト
リの今後

現時点で安定的にトランスジェニックニワトリを作製

する方法は、ウイルスベクタ一法に限られているようで

あるが、前述のとおりウイルスベクタ一法では遺伝子改

変技術が遺伝子導入に限られ、また、その応用範囲も限

局されてしまうことは否めない。これらの現状を打破す

るには、生殖細胞に分化可能でinvitroで、安定に培養可能

なESもしくはEG細胞株の樹立が必要であると考えられ

る。

Etchesらのグループは昨年、数種のニワトリES細胞株

からヒト抗体を産生するキメラニワトリの作製に成功し

たと報告している凶。しかし残念ながら作製されたキメ

ラニワトリはいずれも体細胞キメラのみで生殖系キメラ

体は作製できておらず、 トランスジェニック体にはなっ

ていなかった。すなわち、彼らの培養系ではES細胞株

が生殖細胞への分化能を保持してないことを示してい

る。これまでの研究成果から、ニワトリ ES細胞の候補

LlFmRNA 

s-actin mRNA 

培養日数

3 6 9 

図5.培養匪盤葉細胞を用いたLlFmRNAの発現解析

NC 

培養座盤葉級胞から継時的lこmRNAを回収し、 RT-PCRによりLlF
mRNAの発現解析を行った。 cDNA量は、ハウスキーピング遺伝
子の1種であるβ-aclinの発現量をもとに均一化した。LlFmRNA 
は培養1日目で最も強く検出された。 NCI!cDNAを含まない陰性
対照。



である怪盤葉細胞中には、生殖細胞への分化能を有して

いる細胞が存在することが明らかであり、報告された

ES細胞株は生殖細胞の前駆細胞が含まれていなかった

のか、もしくは培養中にその分化能が消失してしまった

ものと思われる。彼らは著者らとは異なり、ニワトリ

ロFを使用しない培地で、 ESもしくはEG細胞株の作出に

取り組んでおり、このことが実験結果に反映されている

かどうかはまだ不明であるが、著者らが培養している眠

盤葉細胞と彼らが培養しているES細胞とでは、明らか

に増殖形態が異なるようである。いずれにしろマウス

ES細胞と同等のニワトリ ESやEG細胞株が作製されれ

ば、ニワトリでもジーントラップ法が可能となり、基礎

研究分野への貢献と鶏卵を用いた新規産業への応用展開

が十分に期待される。著者らは現在、ニワトリLIFを用

いた培地を基盤に上記要件を満たしたES細胞株の樹立

に取り組んでいるところである。

本稿で紹介した筆者らの研究成果は、新技術・新分野

創出のための基礎研究推進事業(生物系特定産業技術研

究支援センター)および知的クラスター創成事業(文部

科学省)などの支援により、広島大学生物園科学研究科

免疫生物学研究室並びに広島県産業科学技術研究所松田

プロジェクトで行われたものであり、関係各位に感謝の

意を表すもので、ある。
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