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略語一覧 

 

Bcl-2:  B-cell lymphoma 2 

blebbistatin: (-)-blebbistatin 

BSA:  bovine serum albumin 

BPR:  Barred Plymouth Rock 

Cas:  CRISPR associated proteins 

CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CVH:  chicken vasa homolog 

DAPI:  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMRT1: doublesex and mab-3 related transcription factor 1 

DNA:  deoxyribonucleic acid 

ECC:  embryonic carcinoma cell 

EGF:  epidermal growth factor 

EGK:  Eyal-Giladi and Kochav 

EpiSC:  epiblast stem cell 

ERK:  extracellular signal-regulated kinase 

ES:  embryonic stem 

FGF2:  fibroblast growth factor 2 

GABA:  gamma amino butyric acid 

GFP:  green fluorescent protein 

H1152:  H1152 dihydrochloride 

HDR:  homology-directed repair 

HH:  Hamburger and Hamilton 

HMEJ:  homology-mediated end joining 

HR:  homologous recombination 

IGF1:  insulin-like growth factor 1 

iPS:  induced pluripotent stem 
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IRES:  internal ribosome entry site 

LIF:  leukemia inhibitory factor 

MEK:  mitogen-activated protein kinase kinase 

mRNA:  messenger RNA 

NHEJ:  non-homologous end-joining 

ORF:  open reading frame 

OVM:  ovomucoid 

PAM:  protospacer adjacent motif 

PBS:  phosphatebuffered saline 

PCR:  polymerase chain reaction 

PGC:  primordial germ cell 

PITCh:  precise integration into target chromosome 

PTEN:  phosphatase and tensin homolog 

RNA:  ribonucleic acid 

RNP:  ribonucleoprotein 

ROCK:  Rho-associated protein kinase 

SCF:  stem cell factor 

sgRNA:  single guide RNA 

TALEN:  transcription activator-like effector nuclease 

WL:  White Leghorn 

Z-VAD:  Z-VAD(OMe)-FMK (mixture of isomers) 

ZFN:  zinc finger nucleases 
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緒言 

 

野生動物の家畜化は，人類の文明の発達における主要なマイルストーンの 1

つである [1]。人類史を通じて，約 40 種の動物が家畜化されており，そのほと

んどは，今日でも家畜として農業および食料生産に貢献している。中でもニワ

トリは卵用と肉用の両方で飼育されており，セキショクヤケイを順化したと言

われている紀元前 6000 年前から今日まで，最も広く利用されている家禽の 1

つである [2, 3]。鶏卵は，主要栄養素であるタンパク質，炭水化物，脂質をバ

ランス良く含んでおり，ビタミンやミネラルも豊富な数少ない完全栄養食品と

呼ばれている。ニワトリの利用は，卵や肉を食品として利用するだけでなく，

その鶏卵成分が食品添加物や医薬品含有成分としての産業利用されている。ま

た，発育鶏卵は，インフルエンザや黄熱のワクチン生産 [4] に利用されるな

ど，食品から医薬品まで様々な分野で利用されている。このように産業的に有

用なニワトリの利用は，遺伝子改変技術により，さらにその利用価値を高めら

れると考えられる。 

遺伝子改変技術は，人工的に外来遺伝子を導入する，もしくは内在性遺伝子

に変異導入する技術である。遺伝子改変技術には，外来遺伝子をゲノム deoxy-

ribonucleic acid（DNA）に挿入するトランスジェニックと交雑や突然変異など

の自然現象で作り出される可能性のある変異を人為的に導入するナチュラルオ

カレンスに大別される。トランスジェニック動物の作製は，レトロウイルスを

用いて 1974 年にマウスで初めて作製された [5, 6]。この手法は，ウイルスが自

身の遺伝子を宿主細胞のゲノム DNA に挿入する性質を利用した方法であり，

ウイルスベクター法という [7]。利用するウイルスは，複製能を欠失させたレ

トロウイルス，レンチウイルス，アデノウイルス，アデノ随伴ウイルス，およ

び単純ヘルペスウイルスなど複数ある。ウイルスベクター法は，極小のウイル

ス粒子に導入遺伝子をパッケージングしなければいけないため，その導入可能

な遺伝子のサイズに制限があることや，導入コピー数，ゲノム上の挿入箇所に

導入遺伝子の発現が左右され，また，導入遺伝子がサイレンシングを受けやす
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いなどの問題点がある[8, 9]。しかし，ウイルスベクター法は，他の遺伝子導入

方法と比べ極めて導入効率が高いことから，トランスジェニック動物の作製だ

けでなく，遺伝子治療やワクチンへも応用されている有効な遺伝子導入技術で

ある。 

1980 年には，マイクロインジェクション法 [10] によるトランスジェニック

動物の作製法が報告された。Gordon らによってマウスで初めて報告されたこの

方法は，微小ガラスキャピラリーを用いて DNA などを直接，受精卵の前核や

細胞質へ注入する方法であり，その後，ヒツジやブタなどの種々の動物へ応用

された汎用性の高い手法である [11]。この手法は，特別な装置と高度な技術が

必要とされるため，一度に多数の細胞に対しては行えず，また，導入遺伝子が

染色体中に組み込まれる割合も極めて低いという問題点はあったが，一つ一つ

の細胞に導入遺伝子を確実に注入できるため，トランスジェニック体の作出に

汎用された。1982 年には，マイクロインジェクション法により作製されたラッ

トの成長因子を導入したトランスジェニックマウスが，その体重が 2 倍程度に

なり，人工的に導入した外来遺伝子が生体で機能することが示された [12]。外

来遺伝子が表現型に影響を及ぼすことを実証した意義は，科学的にも社会的に

も大きく，遺伝子組換え技術により導入された外来遺伝子の機能を解析できる

ばかりでなく，産業的にも家畜，家禽，農作物などの品種改良や，生物を利用

して有用な遺伝子産物を生産できる可能性が示された。 

ウイルスベクター法やマイクロインジェクション法は，外来遺伝子が対象生

物の染色体中にランダムに挿入されるランダムインテグレーションに基づいた

手法である。これらに対して，目的の遺伝子を特定の染色体上で欠失（ノック

アウト）もしくは付加（ノックイン）するジーンターゲッティング法も開発さ

れてきた。ジーンターゲッティング法によるトランスジェニック動物の作製で

は，多能性幹細胞である胚性幹（embryonic stem, ES）細胞の培養技術の発展が

重要な役割を果たしてきた。多能性幹細胞とは，in vitro で自己複製能と多分化

能を保持したまま長期継代培養が可能な細胞であり，この細胞からトランスジ

ェニック動物を作製するためには，利用する多能性幹細胞が生殖細胞へと分化



5 

 

し，その細胞由来の子孫を得られること（生殖系列伝播）が必要である。生殖

系列伝播が可能な多能性幹細胞の最初の報告は，in vitro で長期培養したマウス

のテラトカルシノーマ細胞（embryonic carcinoma cell, ECC）から正常な個体を

作製することができ，その後代を作出できる[13]というものであったが，その

後の解析から ECC の生殖細胞分化能は確認されていない。しかし，胚細胞由

来培養細胞が多分化能を有することが明らかとなり，ES 細胞研究が進展してい

った。その後，1981 年に Evans らは，マウスの正常な胚盤胞に由来する内部細

胞塊から多能性を維持したまま培養できる ES 細胞株の樹立に成功し，さらに

培養 ES 細胞由来の個体を作製することを可能にした [14]。一方，ジーンター

ゲッティング法によりトランスジェニックマウスを作製するためには，マウス

ES 細胞の培養技術の発展と合わせて相同組換え（homologous recombination, 

HR）法の開発も重要な役割を果たした。HR 法は，DNA の塩基配列が類似し

た相同配列で起こる相同組換え修復（homology-directed repair, HDR）を利用し

た手法である。HDR は鋳型 DNA を利用した DNA 修復機構であり，HR 法は，

遺伝子導入により標的の遺伝子と相同配列を持つドナーベクターを鋳型 DNA

として導入し，ドナーベクターと標的遺伝子間で HDR を誘導する方法である 

[15]。この時にドナーベクターが持つ変異や外来遺伝子が標的遺伝子領域へ取

り込まれる。この方法の優れたところは，薬剤耐性遺伝子やジフテリアトキシ

ン A サブユニットのような毒素遺伝子等を組み合わせることで HR を起こした

細胞のみを選抜し，目的の遺伝子組換えからその配列の確認までを in vitro で完

了できるところにある [16]。現在のところ，ES 細胞株が樹立されている動物

種はマウス [14] およびラット [17, 18] のみであり種々の動物へ適用できる汎

用性はないが，生殖系列伝播能を持ちその細胞由来の個体を作製できる ES 細

胞法と，標的遺伝子を目的の形に組換えることができる HR 法を用いること

で，ノックアウト，ノックインマウスの作製が可能となった。これにより，個

体レベルで特定遺伝子の機能を解析できるようになり，このジーンターゲッテ

ィング法は，哺乳動物における分子生物学のブレイクスルーといっても過言で

はない。 



6 

 

一方，トランスジェニック動物と同様に，自然現象である突然変異を人為的

に導入するナチュラルオカレンスに相当する技術開発も行われてきた。例え

ば，細胞内の DNA が放射線や紫外線，化学物質などにより切断を受けると，

これが原因となって突然変異が誘導されることが知られていた。これを応用し

農作物や微生物等において，標的の遺伝子に切断・修復を起こさせ，変異（欠

失，挿入，および置換）を導入する品種改良が行われてきた [19]。しかし，こ

の方法では，切断・修復は基本的にはランダムに起こるため，標的以外のゲノ

ム領域に複数の変異が起きてしまう。そのため，突然変異により目的の表現型

を得るためには膨大な時間を要してきた。近年，分子生物学的なナチュラルオ

カレンスには，新たな技術が加わった。その技術は，細菌の持つ防御システム

に利用されるタンパク質の一つである制限酵素（ヌクレアーゼ）を応用した人

工ヌクレアーゼ，いわゆるゲノム編集ツールである。1996 年に報告されたジン

クフィンガーヌクレアーゼ（zinc finger nucleases, ZFN）は，DNA を切断するヌ

クレアーゼドメインと DNA への認識・結合を行うドメインを連結した第一世

代のゲノム編集ツールである [20]。ZFN に利用されるヌクレアーゼは真正細菌

Flavobacterium okeanokoites 由来の制限酵素 Fok Iの DNA 切断ドメインである。

Fok Iの DNA 切断ドメインは，特定の認識配列を持たず，その DNA 切断活性

を発揮するためには，二量体形成が必要である。また，ジンクフィンガーと

は，多くの生物で転写因子の DNA 結合に用いられているドメインであり，1 フ

ィンガーが 3 塩基の配列を認識・結合する。これを複数連結することにより比

較的長い配列に特異的に結合させることができる。しかも，Fok I は二量体で働

くため，近接した 2 つの標的配列に対して ZFN をペアで作製し，その間に Fok 

Iの二量体を形成させることで，特異性高く二本鎖 DNA を切断することができ

る。ZFN は分子サイズが比較的小さいというメリットがある一方で，その設計

や作製が難しいとうデメリットも存在する。 

2010 年に報告された transcription activator-like effector nuclease（TALEN）は，

植物病原菌 Xanthomonas 由来の転写因子様エフェクターを利用した第二世代の

ゲノム編集ツールである [21]。転写因子様エフェクターには，33-35 アミノ酸
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からなる繰り返し構造（TALE リピート）があり，この TALE リピートの 12 番

目と 13 番目の可変領域のアミノ酸の並びが結合する塩基を決定している [22, 

23]。この転写因子様エフェクターに ZFN と同様に Fok Iの DNA 切断ドメイン

を連結させた人工ヌクレアーゼが TALEN である。TALE リピートの繰り返し数

は，TALEN では 15-20 と長いため，ZFN と同様にペアで作用させる場合，30-

40 塩基の標的配列を認識して切断させることが可能であり，非常に高い特異性

を持つ。また，TALEN のアミノ酸配列を改変することによって活性を高めた

高活性型 TALEN（platinum TALEN）も開発されており，種々の生物種での高効

率のゲノム編集が報告されている [24]。また，ZFN に比べると格段に多様な標

的配列を設定できることも TALEN を利用するうえで重要なメリットである。 

TALEN の開発によりゲノム編集技術は，多くの生物種への応用が始まった

が，依然としてツールの作製には煩雑な過程が必要であった。しかし，2012 年

に報告された第三世代のゲノム編集ツールである clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats（CRISPR）/CRISPR associated proteins（Cas）の開発 

[25] によってこの状況は一変した。CRISPR/ Cas は，細菌が持つ獲得免疫系を

利用した技術である。真正細菌や古細菌は，ファージなどの外来 DNA が侵入

すると，それを断片化し，自らのゲノムの CRISPR 領域に取り込む。再び同様

の外来 DNA が細菌に侵入すると，その CRISPR 領域が転写，断片化され，外

来 DNA と相同配列を有する短鎖 ribo-nucleic acid（RNA）が生成される。短鎖 

RNA は，ヌクレアーゼ活性を持つ Cas タンパク質と複合体を形成し，この複合

体は，新たに侵入してきた外来 DNA に結合し，その外来 DNA を切断する。こ

の細菌が備えている外来 DNA を排除するシステムの短鎖 RNA（single guide 

RNA, sgRNA）と化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）由来の Cas9 ヌクレ

アーゼを利用して，標的遺伝子を切断する技術が CRISPR/ Cas9 システムであ

る。2013 年には CRISPR/Cas9 は，哺乳動物細胞に利用できることが報告され 

[26, 27]，急速にその利用が広まった。このシステムは一般的な分子生物学的手

法により構築が可能であるため，これまでの ZFN や TALEN に比べ格段に簡便

に扱えるようになった。また，CRISPR/Cas9 を利用する形態は，プラスミド
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DNA，メッセンジャーRNA（messenger RNA, mRNA），Cas タンパク質と

sgRNA 複合体（ribonucleoprotein, RNP）などの選択肢が豊富であり，編集した

い標的に合わせてその導入形態を選択することができる。 

さて，ここまではゲノム DNA を切断する人工ヌクレアーゼ，いわゆるゲノ

ム編集ツールについて説明してきたが，実際にゲノムが書き換えられるのは，

ゲノム DNA の切断後の修復過程で起こる。切断されたゲノム DNA は，そのま

までは遺伝子が分断された状態となり致命的であるため，細胞内では切断され

たゲノム DNA は速やかに修復される。高確率で正確に修復される一方で，修

復のエラーが起こる場合がある。修復経路は，主として非相同末端結合（non-

homologous end-joining, NHEJ）と HDR が存在する [28]。NHEJ は，鋳型になる

DNA に依存せず切断されたゲノム DNA 末端を結合するため，修復箇所に微細

な変異（欠失や挿入および置換）が生じる。この変異によるフレームシフトや

ナンセンス変異が，タンパク質をコードする領域に生じれば，元々コードされ

ているタンパク質は正常に翻訳されず，機能的に遺伝子が破壊される。そして

複数の遺伝子を標的としてゲノム編集ツールを作製すれば，複数遺伝子の同時

破壊も可能である [29]。また，外来遺伝子の挿入なしに標的遺伝子の機能を破

壊できる点は，品種改良を行う上でも大きな利点である。一方，トランスジェ

ニック動物作製法でも前述した通り，HDR は鋳型 DNA を利用した DNA 修復

機構である。標的遺伝子の配列と相同配列を持つドナーベクターを鋳型 DNA

として導入することで，ドナーベクターが持つ変異や外来遺伝子を標的遺伝子

領域へ取り込ませることができる。ゲノム編集ツールを利用したゲノム DNA

の切断を伴う HR 法は，前述したトランスジェニック動物作製における HR 法

に比べて，DNA 修復機構を利用している特性上，格段にドナーベクターを取り

込む効率が高い。 

これまでに示した通り，ゲノム編集ツールの特異性や効率は注目に値する

が，特筆すべきはその汎用性である。ゲノム編集ツールは，ゲノム配列情報が

明らかにされている生物種であれば適用でき，これまでゲノムの改変が難しか

った生物種でもゲノム編集が可能となった。また，ゲノム編集動物を作製する



9 

 

上でも，前述したトランスジェニック動物を作製する技術である，マイクロイ

ンジェクション法，ウイルスベクター法および ES 細胞法と組み合わせること

により様々な動物種を個体レベルでゲノム編集することができる。これまで，

遺伝子改変が難しかったニワトリでもゲノム編集技術が利用されてきており，

その利用が広まれば，元来産業的に有用であったニワトリのさらなる有効活用

が可能となると考えられる。 

以上の観点から本研究では，ニワトリのゲノム編集技術に関する以下の研究

を行った。第 1 章ではゲノム編集技術をニワトリに適用する際の標的細胞とし

て始原生殖細胞（primordial germ cell, PGC）の培養法を検討し，低分子阻害剤

を用いたニワトリ PGC の培養系を開発した。第 2 章では，ニワトリ PGC への

遺伝子導入方法を検討し，いくつかの遺伝子を標的に CRISPR/Cas9 を用いた遺

伝子ノックアウト法の検討を行った。そして第 3 章では，CRISPR/Cas9 と共に

新たに開発されたジーンターゲッティング法である precise integration into target 

chromosome（PITCh）法をニワトリへ適用し，生殖細胞特異的遺伝子を標的と

した生殖細胞追跡系モデルニワトリの作製へ向けた研究を行った。 
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第 1章 

低分子阻害剤を用いたニワトリ始原生殖細胞の培養系の開発 
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1-1 序論 

 

近年，TALEN [21] や CRISPR/Cas9 [25]をはじめとしたゲノム編集技術が開

発され，様々な動物種においてゲノム情報を自在に編集できるようになった。

多くの生物種では，プラスミド DNA，mRNA，または RNP を一細胞期受精卵

へマイクロインジェクション法により導入することでゲノム編集生物の作製が

可能となった。しかし，ニワトリにおいては，体外受精法の報告は少なく [30, 

31]，一細胞期受精卵を十分に準備するのが難しい。また，ニワトリの受精様式

は，多精子受精であり，受精卵には複数の前核が形成されるため，前核へのゲ

ノム編集ツールの注入は効率的ではなく，さらにニワトリの一細胞期受精卵の

細胞質は，すでに豊富に卵黄を含んでおり，細胞質へのゲノム編集ツールの注

入も効果的ではないため，マイクロインジェクション法によりゲノム編集ニワ

トリを作製するのは困難である。そこで，遺伝子改変ニワトリの研究は，生殖

細胞の遺伝子改変に焦点が合わされており，in vitro および in vivo において，

PGC を標的とした遺伝子導入法が研究されてきた [32]。遺伝子改変ニワトリの

最初の報告は，レトロウイルスベクターを使用したものである。この報告は，

ニワトリ胚から PGC を回収した後，in vitro でレトロウイルスベクターにより

遺伝子導入し，それをレシピエント胚へ注入し，子孫を得るというものだった 

[33]。続いて，培養 PGC を使用した遺伝子改変ニワトリの作製法が報告され

た。これらの報告は，トランスポゾン [34-36] や相同遺伝子組換え法 [37] を

利用した非ウイルス性の遺伝子改変法である。最近では，オボアルブミンのノ

ックアウトニワトリ [38] や，chicken vasa homolog（CVH）遺伝子座に大きな

欠失を含む緑色蛍光タンパク質（green fluorescent protein, GFP）ノックインニワ

トリ [39] など，培養 PGC を標的細胞として TALEN を用い，ゲノム編集ニワ

トリを作製した報告がなされている。さらに，CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編

集ニワトリの報告においても培養 PGC が用いられており，オボアルブミンお

よびオボムコイドノックアウトニワトリ [40] や，免疫グロブリン重鎖遺伝子

座に loxP 配列をノックインし，Cre リコンビナーゼを働かせて 20 kbp もの大き
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な欠失を起こさせる研究 [41] など複数の報告がなされている。このように，

培養 PGC を標的としたゲノム編集が基礎研究や応用研究で広く利用されるよ

うになっており，安定したニワトリ PGC の培養技術の開発は，ゲノム編集技

術のニワトリへの利用を促進する可能性を示している。 

ニワトリ PGC の培養技術は，2006 年に，leukemia inhibitory factor（LIF），

fibroblast growth factor 2（FGF2），そして stem cell factor（SCF）を用いて，in 

vitro で正常に増殖することが報告されたが [42]，ニワトリ PGC の未分化状態

を維持し，生殖細胞への分化能を保持したまま培養することは，困難であった 

[43]。2015 年には，ニワトリ PGC は，FGF2，インスリンおよび SMAD シグナ

ルを活性化することにより in vitro で生殖系列への分化能を保持したまま培養で

きることが報告された [44]。 

マウスでは，PGC は，発生過程の胚体外外胚葉で最初に観察され，胚発生に

伴い，腸壁に沿って将来生殖腺になる生殖隆起へ移動する。生殖隆起へ到達し

た PGC は，生殖腺のストローマ細胞と相互作用することにより，PGC の特性

を維持しながら増殖する。ニワトリにおいて PGC は，初期胚発生時に CVH 陽

性細胞として胚盤葉の中心に観察され，原始線条の形成に伴い胚体外組織であ

る生殖三日月環へ移動する [45]。続いて，PGC は生殖三日月環から背部大動脈

へ入り，血流を循環して生殖隆起へ到達する。このように，移動経路に違いは

あるものの，生殖細胞の移動はマウスおよびニワトリにおいて共通な現象であ

る。マウス PGC は，この移動経路から脱落してしまった場合，速やかにアポ

トーシスを引き起こすことが知られており [46]，また，in vitro の培養系におい

ても急速なアポトーシスを引き起こすという報告がある [47]。さらに，培養ニ

ワトリ PGC は，カスパーゼ 3 やカスパーゼ 9 などのアポトーシス関連タンパ

ク質が活性化されており，その活性化が epidermal growth factor（EGF）により

部分的に阻害されることが報告されている [48]。 

これらのことから，ニワトリ PGC 培養系においてアポトーシスシグナルの

関連因子を阻害することで，その増殖が亢進され，培養系が安定すると仮定し

た。そこで本研究では，アポトーシスシグナル関連因子を阻害する低分子阻害
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剤の添加が in vitro でニワトリ PGC の増殖に寄与し，培養系が安定するかどう

かを調査した。 
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1-2 材料と方法 

 

（1） 供試動物 

 本研究で使用した受精卵およびニワトリは，産卵直後の未培養の受精卵を，

黄斑プリマスロック種（Barred Plymouth Rock, BPR）は祓川エッグファーム

（Fukuoka，Japan），白色レグホーン種（White Leghorn, WL）は株式会社アキタ

（Fukuyama, Japan）より購入し，広島大学大学院統合生命科学研究科付属瀬戸

内圏フィールド科学教育研究センター西条ステーション（農場）の隔離された

施設で維持した。また，本研究の実験方法は，広島大学の動物管理委員会によ

り承認された（承認番号 C16-23-3）。 

 

（2）ニワトリ PGC の分離と培養 

 PGC を含むニワトリの胚全血サンプルは，Hamburger and Hamilton（HH）の

ステージ 13-15 [49] の BPR 胚より回収した。各個体の胚血液は個別に扱い，回

収した胚血液は，500 µLの後述する PGC 培養用培地に分散させた。PGC 培養

用培地は，Whyte らの PGC 培養用培地 [44] にいくつかの変更点を加えて用い

た。PGC 培養用培地は，1×B-27 supplement, minus vitamin A（Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA），1% chicken serum（Thermo Fisher Scientific），1×

EmbryoMax nucleosides（Merck, Darmstadt, Germany），1×GlutaMAX supplement

（Thermo Fisher Scientific），1×MEM non-essential amino acid solution（Thermo 

Fisher Scientific），0.5 mM StemSure モノチオグリセロール溶液（Wako Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan），1×antibiotic-antimycotic mixed stock solution

（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan），10 ng/mL human FGF2（PeproTech, Rocky Hill, 

NJ, USA），1 unit/mL heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa（Merck），

そして 25 ng/mL human/mouse/rat activin A（PeproTech）含 KnockOut DMEM

（Thermo Fisher Scientific）を用いた。PGC を含む全血サンプルは，支持細胞を

含まない 24 ウェルプレートに播種し，38 度，5% CO2，および 3% O2条件下で

培養した。PGC を含む培養胚全血は，2-4 日おきに，PGC の増殖に合わせて継
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代し，凍結保存は，STEM-CELLBANKER（Nippon Zenyaku Kogyo, Fukushima, 

Japan）を用いて-80 度で保存した。安定的に増殖した PGC は，その一部を用い

て，Fridolfsson らの手法 [50] を用いて性染色体の識別を行った。 

 

（3） 培養ニワトリ PGC への低分子阻害剤処理 

第 1 章の材料と方法（2）の方法で培養し，安定的に増殖した PGC は，0.0 -2.0 

µM の (-)-blebbistatin（以下 blebbistatin），H1152 dihydrochloride（以下 H1152），

そして Z-VAD(OMe)-FMK (mixture of isomers)（以下 Z-VAD）（すべて Wako Pure 

Chemical Industries）を添加した培地にて培養した。培養開始時の PGC 数は，96

ウェルプレート 1 ウェルあたり 250 cells に調整し播種した（n＝3）。低分子阻害

剤を添加し培養した PGC の生細胞数は，代謝活性のある細胞に由来する ATP を

定量することで，培養中の生存細胞数を決定できる CellTiter-Glo luminescent cell 

viability assay（Promega, Madison, WI, USA）を使用した。本キットをマニュアル

に従い使用し，その発光シグナルは，マルチラベルリーダー2030 ARVO X4 

（PerkinElmer, Waltham, MA, USA）を用いて測定し，PGC 数を決定した。培養し

た PGC の倍化時間は，オンラインで入手可能なアルゴリズムを使用して算出し

た（www.doubling-time.com）。 

 

（4）flowcytometry（FCM）解析によるカスパーゼ活性化の検出 

 ニワトリ PGC 培養培地におけるサイトカインおよび低分子阻害剤の PGC 培

養系において起こるアポトーシスに与える影響を確認するために，FAM-FLICA 

caspase 3 & 7 assay kit（ImmunoChemistry Technologies, Bloomington, MN, USA）を

用いて FCM 解析を行った。各培養条件にて 4 時間培養したニワトリ PGC を 1×

106 cells 準備し，また，コントロールとして紫外線照射によりアポトーシスを誘

導した PGC も同様に準備した。方法は，キット添付マニュアルに従い，活性化

したカスパーゼ 3/7 を蛍光染色した。染色した細胞は，FACS Calibur（Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）を用いて測定し，得られた測定結果は，

CellQuest（Becton Dickinson）解析ソフトを用いて解析した。 
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（5）ZsGreen1 遺伝子発現レンチウイルスベクターの作製 

 pLVSIN-EF1alpha-IRES-ZsGreen1 ベクター（Takara Bio, Shiga, Japan）より，In-

Fusion HD cloning kit（Takara Bio）をマニュアルに従い使用し，internal ribosome 

entry site（IRES）配列を除去した。この様にして作製した pLVSIN-EF1alpha-

ZsGreen1 ベクターは，Competent Quick DH5α（Toyobo, Osaka, Japan）へ形質転換

し，EndoFree plasmid maxi kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて精製した。レ

ンチウイルス粒子の作製は， Lenti-X packaging single shots system（Takara Bio）

を使用し，Lenti-X 293T 細胞（Takara Bio）へ精製した pLVSIN-EF1alpha-ZsGreen1

ベクターを遺伝子導入して作製した。簡単に説明すると，Lenti-X 293T 細胞は，

8 mLの FreeStyle293 expression medium（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞

培養ディッシュ（直径 100 mm）に約 80％コンフルエントになるまで培養した。

また，プラスミドベクターと遺伝子導入試薬混合物の調整は，30 µg の pLVSIN-

EF1alpha-ZsGreen1 ベクターを含む 600 µL の蒸留水を Lenti-X packaging single 

shots system の 1 ウェルに添加し，室温（20〜25 度）で 10 分間，静置した。そ

して，Lenti-X 293T 細胞への遺伝子導入は，この混合物を細胞培養ディッシュに

滴下し，穏やかに揺り動かして混合し行い，遺伝子導入した Lenti-X 293T 細胞

は，37 度，5% CO2条件下で 6 時間インキュベートした後，新しい FreeStyle293 

expression medium へ培地交換した。続いて，レンチウイルス粒子を含む培養上

清の回収は，遺伝子導入した Lenti-X 293T 細胞をさらに 72 時間インキュベート

し，その培養上清を回収し，培地中のレンチウイルス粒子の有無の確認は，Lenti-

X GoStix（Takara Bio）を用いて確認した。回収したレンチウイルス粒子を含む

培養上清は，Lenti-X concentrator（Takara Bio）を用いて 100 倍に濃縮しレンチウ

イルス溶液とし，濃縮したレンチウイルス溶液は，分注し，使用するまで-80 度

で保存した。 

 

（6）レンチウイルスベクターを用いたニワトリ PGC への遺伝子導入 

 ニワトリ PGCへの遺伝子導入は，第 1章の材料と方法（4）で作製した ZsGreen1
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発現レンチウイル溶液を使用して行った。簡単に説明すると，まず，1×106 cells

の PGC を 0.25 µM blebbistatin を添加した PGC 培養用培地を用いて，細胞培養デ

ィッシュ（直径 100 mm）で培養した。Polybrene 溶液（Merck）は，最終濃度 4 

µg/mLになるようにこの細胞培養ディッシュに加え，穏やかに混合した。PGC へ

のレンチウイルス溶液の添加は，解凍したレンチウイルス溶液（力価 100 

multiplicity of infection）を，同細胞培養ディッシュに 200 µL滴下し，穏やかに揺

り動かし均質にした。ウイルスを感染させた PGC は，一晩培養した後，培地を

新しい PGC 培養用培地に交換し，続けて 1 週間培養した。ZsGreen1 陽性 PGC

クローニングは，レンチウイルスにより遺伝子導入した PGC のうち ZsGreen1 陽

性のものを，ガラスキャピラリーによりピックアップし，ピックアップした PGC

を限界希釈によりクローニングした。そして，クローニングした PGC は，免疫

蛍光染色により分析し，生殖細胞特異的マーカーである CVH および多能性マー

カーである NANOG の発現を維持していることを確認した。 

 

（7）免疫蛍光染色 

培養した PGC を収集およびペレット化し，1%ウシ血清アルブミン（bovine 

serum albumin, BSA; Thermo Fisher Scientific）を含むダルベッコリン酸緩衝生理

食塩水（phosphatebuffered saline, PBS; Nissui-Pharmaceutical, Tokyo, Japan）で 3 回

洗浄した。洗浄は，緩衝液で細胞を懸濁後，毎回 100×g で 5 分間遠心分離し，

細胞と緩衝液を分離した。細胞の固定は，4%パラホルムアルデヒド含有 PBS を

洗浄した細胞へ添加し，室温（20-25 度）で 30 分間静置し行った。次に，細胞の

透過処理は，固定処理した細胞を，1 mM グリシン（Wako Pure Chemical Industries）

/1％BSA-PBS で洗浄し，洗浄した細胞へ 0.1% Triton-X 100（Nacalai Tesque）/PBS

を添加および懸濁し，室温（20-25 度）で 5 分間静置し行った。透過処理後，一

次抗体反応は，細胞を 1％BSA / PBS で再度 3 回洗浄し，洗浄後の細胞へ抗 CVH

マウスモノクローナル抗体（ハイブリドーマ上清）[51] または抗ニワトリ

NANOG ウサギポリクローナル抗体（1:50）[51]を含む 1%BSA-PBS を添加し，

37 度で 1 時間静置し行った。二次抗体反応後は，一次抗体反応後，細胞を 1％
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BSA/PBS で 3 回洗浄し，洗浄後の細胞へ Alexa 594 標識抗ウサギ IgG（H＋L）

ヤギ抗体（1：100; Thermo Fisher Scientific）または Alexa 594 標識抗マウス IgG

（H＋L）ヤギ抗体（Thermo Fisher Scientific）を含む 1%BSA-PBS を添加し，37

度で 1 時間静置し行い，その後，1%BSA/PBS で再び 3 回洗浄した。染色された

細胞は， VECTASHIELD mounting medium with DAPI（ Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA）を添加し懸濁後，倒立蛍光顕微鏡（BX51; Olympus, Tokyo, 

Japan）によりその蛍光を観察した。 

 

（8）キメラニワトリの作出 

キメラニワトリの作出用 PGC は，2% chicken serum を含む KnockOut DMEM

を使用して 2500 cells/µL に調製した。レシピエント胚への PGC の打ち込みは，

2500 cells/µLに調整した PGC（2 µL）を， 3 Gyのガンマ線を照射した Eyal-Giladi 

and Kochav（EGK）ステージ X [52] の WLレシピエント胚の胚盤葉下腔に注入

し行った。PGC を注入した EGK ステージ X のレシピエント胚は，Perry により

報告されたニワトリ胚の卵殻外培養法 [53] を用いて孵化させた。簡単に説明す

ると，PGC を移植した胚は，代理卵殻に移し，卵白を充填した後，透明なラッ

プで密封した。この胚は，38 度，相対湿度 60％で 3 日間培養した（システム II）。

3日間培養した胚は，再び大きな代理卵殻に移し，透明なラップで密封し，38度，

相対湿度 60％で，さらに 4 日間，または孵化するまで培養した（システム III）。

生殖腺の単離は，システム IIIの培養開始から 4 日後に剖検により行った。生殖

腺の観察は，PBS で洗浄後，蛍光実体顕微鏡（SZX12, Olympus）を用いて行っ

た。 

 

（9）後代の作出 

人工授精による交配は，（8）の方法により作出されたキメラの雄鶏より採精し，

野生型の BPR 雌鶏の卵管へと注入し行った。得られた後代の由来する PGC の判

定は，黒（BPR 色）であればドナー由来，黄色（WL色）であればレシピエント

由来と判定した。  
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1-3 成績 

 

（1）ニワトリ PGC 培養系のおける低分子阻害剤の効果の検証 

オスのニワトリ PGC へのアポトーシスシグナル関連因子の低分子阻害剤の

影響は，3 つの低分子阻害剤（blebbistatin，H1152，および Z-VAD）を培地に添

加し培養した後，その増殖活性を測定した。本実験で使用した 0.25, 0.5, 1.0，

および 2.0 µM の 4 つの濃度の中で，PGC の増殖を亢進するのに最も効果的だ

った濃度は，blebbistatin および H1152 は 0.25 µM，Z-VAD は 0.5 µM であった

（図１）。低分子阻害剤による 10 日間の刺激培養期間に各低分子阻害剤によっ

て誘導された細胞数のうち，最も多かった細胞数は，培養開始時の細胞数であ

る 250 cells から blebbistatin は 4.21×105 cells±0.23 cells（図 1a），H1152 は 2.68

×10 5 cells±0.12 cells（図 1b），および Z-VAD は 2.50×105 cells±0.12 cells（図

1c）に達した。これらの細胞数は，低分子阻害剤を添加せずに培養した細胞数

と比較して blebbistatin は 3.84 倍（図 1a），H1152 は 2.45 倍（図 1b），そして Z-

VAD は 2.28 倍（図 1b）の増加であった。倍化時間について言及すると，低分

子阻害剤を添加せずに培養した PGC は 1.16 日で倍化したのに対し，blebbistatin

を用いて培養した PGC は 0.81 日，H1152 および Z-VAD で培養した PGC は

0.90 日で倍化した。PGC の生存と増殖に関するこれらの結果は，低分子阻害剤

の使用が PGC の増殖能力を効率的に促進することを示唆している。 

 

（2）ニワトリ PGC 培養系におけるカスパーゼ活性化の検出 

第 1 章の成績（1）において PGC 培養系においてブレビングを伴うアポトー

シス関連因子の阻害剤が有効であることが示されたため，アポトーシスは，

PGC 培養系の中でどれほど起こっているのか，FCM 解析により検出を試み

た。検出したのは，エフェクター（実行型）カスパーゼであるカスパーゼ 3/7

である。その結果，紫外線照射によりアポトーシスを誘導した雄 PGC では，

52.28%がカスパーゼ 3/7 の活性化が起こっており，この実験系においてアポト

ーシスの誘導と検出ができることが示された（図 2a）。培養培地にインスリン,  
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FGF2，および activin A を添加して培養した雄 PGC は，7.24%の細胞がカスパ

ーゼ 3/7 を活性化していた（図 2a）のに対し，3 つのサイトカインを添加せず

に培養した雄 PGC では，20.80%の細胞において，カスパーゼ 3/7 の活性化が起

こっていた（図 2b）。また，PGC 培養培地より 1 つのサイトカインを除いた条

件におけるカスパーゼ 3/7 の活性化は，PGC 培養培地よりインスリンを除いた

培地では 11.05%（図 2c），FGF2 を除いた培地では 6.98%（図 2d），activin A を

除いた培地では，6.50%（図 2e）の細胞で起こっていた。さらに，PGC 培養培

地より 2 つのサイトカインを除いた条件におけるカスパーゼ 3/7 の活性化は，

インスリンと FGF2 を除いた条件では 24.93%（図 2f），インスリンと activin A

を除いた条件では 9.24%（図 2g），FGF2 と activin A を除いた条件では 7.43％

（図 2h）の細胞で起こっていた。 

同様に，雌 PGC において培養系の中でどれほどアポトーシスが起こってい

るのかを検出した。その結果，紫外線照射によりアポトーシスを誘導した雌

PGC では，49.16%がカスパーゼ 3/7 の活性化が起こっており，雄 PGC と同様

に，この実験系においてアポトーシスの誘導と検出ができることが示された

（図 3a）。培養培地にインスリン，FGF2，および activin A を添加して培養した

雌 PGC は，7.52%の細胞がカスパーゼ 3/7 を活性化していたのに対し（図

3a），3 つのサイトカインを添加せずに培養した雌 PGC では，26.85%の細胞

は，カスパーゼ 3/7 の活性化が起こっていた（図 3b）。また，PGC 培養培地よ

り 1 つのサイトカインを除いた条件におけるカスパーゼ 3/7 の活性化は，PGC

培養培地よりインスリンを除いた培地では 17.89%（図 3c），FGF2 を除いた培

地では 10.81%（図 3d），activin A を除いた培地では，7.83%（図 3e）の細胞で

起こっていた。さらに，PGC 培養培地より 2 つのサイトカインを除いた条件に

おけるカスパーゼ 3/7 の活性化は，インスリンと FGF2 を除いた条件では

30.61%（図 3f），インスリンと activin A を除いた条件では 16.48%（図 3g），

FGF2 と activin A を除いた条件では 10.51%（図 3h）の細胞で起こっており，全

体的に雄 PGC におけるカスパーゼが活性化された細胞の割合と比較して高い

割合を示した。 
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興味深いことに，雄雌共に，3 つのサイトカインを除いた条件よりもインス

リンと FGF2 を除いた条件の方が，アポトーシスを起こす細胞の割合が多く，

activin A の必要性に疑問符が付く結果となった。そこで続いて，インスリンと

FGF2 を含む PGC 培養培地に，activin A と第 1 章の成績（1）にて有効性が確認

された低分子阻害剤を添加し，PGC を培養し，カスパーゼ 3/7 の活性化を FCM

により解析した。その結果，雄 PGC では，3 つのサイトカインを添加した培養

条件では，6.34%の割合でカスパーゼ 3/7 の活性化が起こっており（図 4a），0.2 

µM blebbistatin と 0.2 µM H1152 を添加することにより，5.30％と僅かではある

がカスパーゼ 3/7 の活性化は抑えられた（図 4c）。また，PGC 培養培地より

activin A を除いた培地で培養した雄 PGC では，6.08%の割合でカスパーゼ 3/7

が活性化されており（図 4d），0.2 µM blebbistatin と 0.2 µM H1152 を添加するこ

とにより，4.71％と僅かではあるが，さらにカスパーゼ 3/7 の活性化は抑えら

れた（図 4f）。 

同様に，雌 PGC における activin A と低分子阻害剤のアポトーシスに与える

影響を試験したところ，雌 PGC では，3 つのサイトカインを添加した培養条件

では，9.67%の割合でカスパーゼ 3/7 の活性化が起こっており（図 5a），0.2 µM 

blebbistatin と 0.2 µM H1152 を添加することにより，8.45％と僅かではあるがカ

スパーゼ 3/7 の活性化は抑えられた（図 5c）。また，PGC 培養培地より activin 

A を除いた培地で培養した雌 PGC では，7.73%の割合でカスパーゼ 3/7 が活性

化されており（図 5d），0.2 µM blebbistatin と 0.2 µM H1152 を添加することによ

り，9.40％と僅かではあるが，カスパーゼ 3/7 の活性化細胞の割合は増加した

（図 5f）。これらの結果より，activin A の添加は，カスパーゼ 3/7 の活性化とい

う観点から見ると，必要性は無く，雄 PGC における blebbistatin と H1152 の組

み合わせは，僅かではあるもののカスパーゼ 3/7 の活性化を抑え，培養系を安

定化できる可能性が示唆された。 
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（3）培養ニワトリ PGC の in vitro および in vivo における特性評価 

HH ステージ 13-15 の雄胚血液から得られたニワトリ PGC は，blebbistatin を

添加した PGC 培養用培地を用いて培養した。長期（28 日）培養された PGC

は，多数のグリコーゲン顆粒と多くの脂肪小滴が観察され，典型的な PGC の

特徴を有していた（図 6a, b）。また，培養 PGC は，適切な増殖率を維持するた

めに 2-4 日ごとに継代培養し，凍結保存および，その後の再培養後も，同じ特

徴を維持することが確認された。 PGC 培養の成功率は，約 50〜60％であり，

本研究で使用した培養 PGC の性染色体型は，ZZ であった。 

次に，ニワトリ培養 PGC への形質転換は，ZsGreen1 蛍光タンパク質の発現

カセットを有するレンチウイルスベクターにより行い，ZsGreen1 を発現する

PGC クローンは，限界希釈によるクローニングにより取得した。この ZsGreen1

を発現する PGC クローンが PGC の特性を維持しているかを分析するために，

免疫蛍光染色により，生殖細胞特異的マーカーである CVH および多能性マー

カーである NANOG の発現を分析した。その結果，蛍光顕微鏡による観察によ

り，レンチウイルスベクターにより形質転換した PGC クローンは，ZsGreen1

を発現しており（図 6d, h），また CVH は，PGC の細胞質で検出され（図 6e, 

f），NANOG は，PGC の核で検出された（図 6i, j）。 

さらに，ZsGreen1 を発現する PGC クローンがキメラニワトリの生殖腺への

移動能を確認するために，移植実験は，BPR 由来である ZsGreen1 を発現する

PGC クローンをドナー細胞とし，WL由来のレシピエント胚に注入して行っ

た。移植実験を行った胚では，7 日間の培養後，生殖腺に多くの ZsGreen1 陽性

細胞が観察された（図 6k，l）。 

 

（4）移植実験における培養ニワトリ PGC の生殖系列伝播の確認 

ドナー細胞として用いた培養ニワトリ PGC がレシピエント生殖腺で機能的

配偶子に分化できることを実証するために，移植実験は，雄の BPR 由来の培養

PGC（5000 cells）を EGK ステージ X の WL胚レシピエントの胚盤葉下腔に注

入し行った。キメラニワトリによる後代の作出は，移植実験にて作製したキメ
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ラ胚を孵化させ，性成熟まで飼育し，そして野生型の BPR 雌鶏と交配し行っ

た。その結果，BPR の子孫は，キメラニワトリの精子を人工授精した BPR 雌

鶏から得られ（図 7a），長期間（177 日）培養された PGC を使用した場合でも

効率は高かった（93％）（図 7b）。この結果は，blebbistatin を含む培地で長期間

維持された PGC が生殖系列伝播能を有していることを示している。 
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1-4 考察 

 

生殖細胞系列に寄与することができる細胞の培養は，遺伝子改変およびゲノ

ム編集ニワトリの作製，ならびに家禽の遺伝資源の保護および管理にとって重

要である。ニワトリの遺伝子改変が成功した最初の報告例は，生殖三日月環ま

たは胚血液から収集されたニワトリ PGC を，ウイルスベクターで形質転換

し，レシピエント胚に移植するという方法だった [33]。それ以来，ニワトリ

PGC は，ES 細胞とともに，遺伝子改変ニワトリの作製法の標的細胞となって

いる。今日まで，PGC 培養システムは，液性因子と細胞間相互作用によって維

持されている鶏卵内での PGC ニッチの再構築に焦点を合わせているのに対

し，本研究のアプローチは，PGC がニッチにないときに発生するアポトーシス

シグナル伝達の阻害に焦点を当てている。同様の原理に基づく培養法は，霊長

類 ES 細胞および人工多能性幹（induced pluripotent stem, iPS）細胞の維持のた

めに開発されている。例えば，ヒト ES 細胞および iPS 細胞のアポトーシス

は，細胞間接着の喪失によってブレビング（ミオシン IIの異常活性化による細

胞運動）という現象を伴い誘導される。 しかし，アポトーシスシグナル伝達

経路の阻害剤を使用することで，これらの細胞は細胞間接着がなくても培養で

き，クローニングを伴う細胞の均一化も可能である [54]。また，これらの細胞

と同様に，ニワトリエピブラスト幹細胞（epiblast stem cell, EpiSC）は，通常，

クローニングすることはできないが，アポトーシスシグナル伝達阻害剤の使用

により，クローニングが可能になる [51]。 これらの細胞のアポトーシスは，

異所性 PGC を排除するプロセスと同様に，エピブラスト層に組み込まれない

細胞を排除するのに利用されている可能性がある [46]。 

FGF2 シグナルおよびインスリン/insulin-like growth factor（IGF1）シグナルの

活性化は，ニワトリ PGC の培養において必須とされている。この FGF2 は，マ

イトジェン活性化プロテインキナーゼキナーゼ（mitogen-activated protein kinase 

kinase, MEK）/細胞外シグナル調節キナーゼ（extracellular signal-regulated kinase, 

ERK）シグナルを活性化する。また，インスリン/IGF1 は，Akt シグナルを活性
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化し，これらのシグナルは，それぞれ PGC の自己複製に寄与している [44]。

これらのシグナル伝達経路は，アポトーシス関連シグナルとクロストークして

おり，ERK および Akt シグナルの活性化は，抗アポトーシス活性を持つ B-cell 

lymphoma 2（Bcl-2）ファミリー（Bcl-2, Bcl-xL）を活性化し，なおかつアポト

ーシスを促進する Bcl-2 ファミリー（Bad, Bax）の活性化を抑制している。こ

れらの Bcl-2 ファミリーへの作用は，ミトコンドリアからのシトクロム c の放

出を防ぎ，カスパーゼの活性化を抑制している。さらに，ブレビングを伴うア

ポトーシスシグナルの Rho 関連プロテインキナーゼ（Rho-associated protein 

kinase, ROCK）は，ブレビングおよびカスパーゼの活性化を誘導するととも

に，ホスファターゼおよびテンシンホモログ（phosphatase and tensin homolog, 

PTEN）を介して Akt および ERK を抑制する [55]。 

本研究では，調査したすべての低分子阻害剤（blebbistatin，H1152，および

Z-VAD）が PGC の増殖活性を増加させることを示した。ミオシンに対して高い

親和性および選択性を持つ阻害剤であるブレビスタチン [56] は，調査したす

べての小分子阻害剤の中で最も効果的に PGC の増殖を誘導することが実証さ

れた。blebbistatin は，ミオシンアデノシン三リン酸加水分解酵素活性を阻害

し，アクトミオシンベースの運動性を阻害する。この阻害は，アクトミオシン

筋フィラメントを弛緩させ，ブレビングの抑制を含むいくつかの生物学的効果

をもたらす。ブレビングは，アポトーシスの定義された特徴の 1 つであり，細

胞骨格が破壊され，プログラム細胞死の際に膜が外側に膨らむ現象である。こ

れらは断片化された細胞質（断片化された核および細胞小器官を含む）を膨ら

ませ，アポトーシス小体として細胞から分離する [57]。また，ミオシンの過剰

活性化の上流にある ROCK の阻害も PGC の増殖能力の亢進に効果的だった。

興味深いことに，シングルセルへと解離したヒト ES 細胞で観察された現象 

[54] と同様に，ミオシンの過剰活性化を阻害することは，ニワトリ PGC 培養

においてカスパーゼを阻害するよりも効果的だったが，そのメカニズムを解明

することはできなかった。 
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本研究で低分子阻害剤の添加条件を検討するのに用いたニワトリ PGC 培養

用の基礎培地には Whyte らの PGC 培養用培地 [44] を用いた。この報告では，

ニワトリ PGC の自己複製において FGF レセプターからの MEK/ERK シグナ

ル，インスリンレセプターや IGF1 レセプターからの Akt シグナル，そして，

アクチビンレセプターからの SMAD2/3 および BMP レセプターからの SMAD 

1/5/8 シグナルが重要であると示されている。これらのシグナルのうち，MEK/ 

ERK シグナルは，FGF2 を用いて，Akt シグナルは，B-27 supplement に含まれ

るインスリンを用いて，SMAD シグナルは，Activin A を用いて活性化させ，

PGC の自己複製を促している。 

本研究では，各サイトカインの重要性を実行型カスパーゼであるカスパーゼ

3/7 の活性化により評価したところ，インスリンおよび FGF2 非添加条件は，添

加条件と比較してカスパーゼ 3/7 を活性化し，この二つのサイトカインの PGC

生存における重要性が示された。また，activin A 添加，非添加条件では，カス

パーゼ 3/7 の活性化に大きな差は無かった。ativin A 等による SMAD シグナル

の活性化は，重要ではあるが [44]，培地に含まれる血清成分やオートクライン

等で，そのシグナルが補填されている可能性が示唆され，あえて培地に添加す

る必要性はないものと考えられる。また，培地成分への activin A の非添加と

blebbisitatin と H1152 の共添加は，雄ニワトリ PGC において僅かではあるがカ

スパーゼ 3/7 の活性化を抑えた。その差は，1.63%と僅かではあるが，PGC の

刺激培養時間が 4 時間ということを考えると，長期培養において，その効果が

PGC 培養系の安定化という形で現れたのではないかと考えている。 

カスパーゼ 3/7 の活性化のおける雌雄差に着目すると，雌 PGC は，雄 PGC

と比較してカスパーゼ 3/7 が活性化された細胞の割合が多かった。雌 PGC は，

雄 PGC と比較して培養が難しいと言われており，雌 PGC のアポトーシスの起

こしやすさがこの培養の難しさに関係しているのかもしれない。これらのこと

から，アポトーシスに注目してさらに培養系を改変することで，雌 PGC の培

養系をさらに安定化することができる可能性がある。 
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また，blebbistatin を使用した培養法にて増殖させたニワトリ PGC は生殖腺に

移動する能力を維持しており，それらの生殖系列伝播能は長期培養後も維持さ

れていることが示された。本研究においてキメラニワトリが示したドナーPGC

の生殖系列への高い寄与率は，培養法による PGC 特性の維持だけでなく，ガ

ンマ線によるレシピエント胚の効果的な照射にも起因している可能性がある。

さらに，低分子阻害剤を使用した PGC 培養システムは，BPR 以外の WL やロ

ードアイランドレッドなどの他の鶏種でも利用できる（データは示していな

い）。この方法は，ニワトリだけでなく，遺伝資源として貴重な鳥類の保護お

よび管理や，ウズラやキンカチョウなどの基礎生物学において広く使用されて

いる鳥類にも適用できる可能性がある。 

本章では，低分子阻害剤を使用し，ニワトリ PGC を培養するための新しい

安定したプロトコルを開発した。本方法で培養したニワトリ PGC は，CVH と

NANOG を発現することが示され，長期の継代培養にてその発現を維持するこ

とが確認された。さらに，これらの PGC をドナー細胞として用いた移植実験

では，PGC は，レシピエント胚の生殖隆起へ移動し，キメラニワトリの発生と

生殖系列伝播が可能であることが実証された。これらの結果は，低分子阻害剤

が安定したニワトリ PGC 培養の維持に有用であり，将来の基礎研究および応

用研究に使用されるニワトリのゲノム編集を，加速するのに役立つ可能性があ

ることを示している。 
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第 2章 

ニワトリ始原生殖細胞への遺伝導入条件検討および CRISPR/Cas9 を

用いた遺伝子ノックアウト法の検討 
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2-1 序論 

 

2010 年に報告された TALEN [21] や 2012 年に報告された CRISPR/Cas [26-28] 

に代表されるゲノム編集技術は，特定のゲノム DNA を認識して核酸分解酵素

により切断する技術である。この核酸分解酵素により切断されたゲノム DNA

は，そのままでは遺伝子が分断された状態となり致命的であるため，速やかに

修復されるが，この修復時に起きる修復ミスにより，遺伝子に変異が導入さ

れ，フレームシフトやナンセンス変異により遺伝子がノックアウトされる。ま

たゲノム編集技術は，遺伝子のノックアウトだけでなく，相同配列を持つドナ

ーベクターを共導入することで遺伝子のノックインも可能である [58]。さら

に，核酸分解酵素の代わりに様々な機能的な人工因子を連結させることも可能

となり [59, 60]，文字通り自在にゲノムを編集できる技術に進化している。こ

のゲノム編集技術は，ライフサイエンスの分野において，欠かすことのできな

い技術に成りつつあるが，農業における品種改良や医療など様々な分野に変革

をもたらしている。特にこの技術は，“ゲノム DNA の中の標的部位を高い精度

で編集することにより特定の遺伝子が担う形質を改良，付加できる”という特

性を持ち，品種改良に適した技術である。また，これまでの育種法である突然

変異の誘導や有用種同士の交配と比較して，品種改良に要する期間を極端に短

縮することも可能である。最近，筑波大学のグループによる，γ-アミノ酪酸

（gamma amino butyric acid, GABA）を分解する酵素の遺伝子をゲノム編集によ

りノックアウトし，GABA を豊富に含むトマト[61]や，京都大学のグループに

よる，ミオスタチン遺伝子をゲノム編集によりノックアウトし，肉厚にしたマ

ダイ[62]など，社会実装例が報告されている。 

ゲノム編集技術の大きな特徴の一つは，微生物からヒトまで，あらゆる生物

に適用できるという汎用性である。多くの動物では，一細胞期受精卵にゲノム

編集を施すことで，個体レベルでの均一なゲノム編集が可能となっている。一

方，ニワトリでは，一細胞期受精卵操作が成熟していないため [30, 31]，ゲノ

ム編集技術の適用が遅れている。そこでニワトリでは，生殖細胞に分化可能な
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PGC を in vitro で培養して，ゲノム編集が行われている。PGC の長期培養方法

は，これまでに複数の方法が報告されており [42, 44]，培養した PGC に対して

ゲノム編集を施し，初期胚へ移植することでゲノム編集ニワトリが作出されて

いる [38, 40]。しかし，ニワトリでは，in vitro での編集効率に加え，移植によ

るキメラ体の作出を経なければならず，これがニワトリにおけるゲノム編集の

進展の妨げにになっている。特に遺伝子のノックインについては，その低さが

顕著に表れる [39, 41, 65]。高度な組換えや困難な標的を効率よく編集するため

には，根本的な組換え効率を改善する必要がある。 

ニワトリ PGC でのゲノム編集において，その可否を左右する要因には，い

かに高効率にゲノム編集ツールを PGC に導入できるかにかかっているが，ど

の方法が有効かは十分に検討されていないのが現状である。そこで本研究で

は，PGC における高効率なゲノム編集ツール導入方法の開発を目指し，陽イオ

ン性リポソームに焦点を絞り，その効果を検証した。   
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2-2 材料と方法 

 

（1） 供試動物 

 本研究で使用した受精卵およびニワトリは，第 1 章の材料と方法（1）と同

様に，産卵直後の未培養の受精卵を，BPR は祓川エッグファーム，WLは株式

会社アキタより購入し，広島大学大学院統合生命科学研究科付属瀬戸内圏フィ

ールド科学教育研究センター西条ステーション（農場）の隔離された施設で維

持した。また，本研究の実験方法は，広島大学の動物管理委員会により承認さ

れた（承認番号 C16-23-3）。 

 

（2）ニワトリ PGC の分離と培養 

ニワトリ PGC の分離と培養は，第 1 章の材料と方法（2）に従って行い，そ

の培養培地にいくつかの変更を加えた。簡単に説明すると，PGC 培養用培地

は，1×B-27 supplement, minus vitamin A（Thermo Fisher Scientific），1% chicken 

serum（Thermo Fisher Scientific），1×EmbryoMax nucleosides（Merck），1×

GlutaMAX supplement（Thermo Fisher Scientific），1×MEM non-essential amino 

acid solution（Thermo Fisher Scientific），0.5 mM StemSure モノチオグリセロール

溶液（Wako Pure Chemical Industries），1×antibiotic-antimycotic mixed stock 

solution（Nacalai Tesque），10 ng/mL human FGF2（PeproTech），1 unit/mL heparin 

sodium salt from porcine intestinal mucosa（Merck），0.2 µM blebbistatin，そして

0.2 µM H1152（Wako Pure Chemical Industries）含 KnockOut DMEM（Thermo 

Fisher Scientific）を用いた。 

 

（3） 培養ニワトリ PGC への遺伝子導入 

遺伝子導入試薬は，Lipofectamine 2000 transfection reagent，Lipofectamine 3000 

reagent（Thermo Fisher Scientific），および Viromer RED（Lipocalyx GmbH, Halle, 

Germany）を用いた。初回の実験では，各試薬の添付のマニュアルに従い，2×

105 cells の PGC（核型 ZZ，継代数 85 回に統一）に対し，0.5 または 1.5 µg の
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pBApo-EF1α Pur DNA（Takara Bio）のマルチクローニングサイトに ZsGreen1 遺

伝子を挿入した緑色蛍光タンパク質発現ベクター（ZsGreen1 発現ベクター, 5.6 

kbp）の遺伝子導入を行った（以下，マニュアル法とする）。また，もう一つの条

件としてDNA/遺伝子導入試薬複合体溶液を，上清を除去した 2×105 cellsの PGC

に DNA/遺伝子導入試薬複合体を加えて懸濁し 5 分間，37 度で加温する条件も

設定した（以下，ダイレクト添加法とする）。遺伝子導入した PGC は，24 ウェ

ルプレートへ播種し，2 日後に蛍光顕微鏡 IX71（Olympus）で蛍光観察を行った。

遺伝子導入効率は，倍化時間が一定でかつ同細胞数で条件を整えていることか

ら，培養器の任意の 4 ヶ所の蛍光細胞数をカウントし，その平均値で比較した。 

また，Viromer RED を用いた導入条件の検討は，以下に示す手順で行った。ま

ず 0.5 または 1.5 µg のプラスミド DNA を，buffer Red（キット添付）を用いて全

量が 35 µLになるように調製した（Tube 1）。別のチューブに 0.2，0.6 µLの Viromer 

RED を，buffer RED を用いて全量が 15 µLになるように調整した（Tube 2）。Tube 

1 と Tube 2 を DNA：遺伝子導入試薬が 1.0 µg：0.4 µLになる組み合わせで混合

し，室温で 15 分間加温した。その後，上清を除去した 2×105 cells の PGC（核

型 ZZ，継代数 86 回）に DNA/遺伝子導入試薬複合体を加えて懸濁し，10，30，

60 分間，37 度で加温した。加温後，PGC は 24 ウェルプレートへ播種し，PGC

培養用培地を用いて 38 度，5% CO2，3% O2 環境下で培養した。ZsGreen1 を遺

伝子導入した PGC は，遺伝子導入から 2 日後に蛍光顕微鏡 IX71 を用いて観察

した。遺伝子導入効率は，前述した方法と同様に行った。 

 

（4）CRISPR/Cas9 を用いた培養ニワトリ PGC のゲノム編集 

本研究で使用した CRISPR/Cas9 発現ベクターは，ピューロマシン耐性遺伝子

を付加した pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9（Plasmid #42230，Addgene, 

Cambridge, MA, USA）を用いて構築した。また， sgRNA は CRISPRdirect 

(https://crispr.dbcls.jp/) を用いて設計した。標的とした遺伝子は ovomucoid（OVM，

Gene ID: 416236），hemogen（HEMGN，Gene ID: 427378），doublesex and mab-3 related 

transcription factor 1（DMRT1，Gene ID: 769693）の 3 種類であり構築に使用した
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オリゴヌクレオチドの配列は表１に示した。構築した CRISPR/Cas9 発現ベクタ

ー（9.8 kbp）は，前述した Viromer RED を用いて PGC（核型 ZZ，OVM：継代数

10 回，HEMGN：継代数 20 回，DMRT1：継代数 46 回）へ遺伝子導入し，導入 2

日後に 1-2 µg/mLのピューロマイシンによる薬剤選択を開始した。薬剤選択を行

った細胞は選択開始から 24 もしくは 48 時間後にピューロマイシンを含まない

培養培地に交換し，培養を継続した。 

 

（5）ゲノム DNA の抽出および Cel-Iアッセイ 

 Cel-Iアッセイとは，ミスマッチ特異的ヌクレアーゼの特性を利用した DNAの

変異や多型を検出するための方法である [63]。第 2 章の材料と方法（4）で準備

した PGC は，Gentra Puregene cell kit（QIAGEN）を用いて，それぞれゲノム DNA

の抽出を行った。ゲノミック PCR に用いたプライマーは，表１に示した。それ

ぞれの予想される PCR 増幅産物の大きさは，OVMで 393 bp，HEMGN で 624 bp，

そして DMRT1 で 372 bp であった。ゲノミック PCR 産物は，Surveyor mutation 

detection kits（Integrated DNA Technologies）を用いて Cel-Iアッセイに供試し，そ

の変異の有無を確認した。 

 

（6）塩基配列の確認 

塩基配列の確認には，第 2 章の材料と方法（5）で変異導入が確認された PGC

ゲノムを供試し，材料と方法（5）と同様のプライマーを用いたゲノミック PCR

により変異導入領域を増幅した。ゲノミック PCR 産物は，TOPO TA cloning kit 

for sequencing（Thermo Fisher Scientific）を用いてクローニングし，各クローンの

インサート塩基配列をダイレクトシーケンス法により BigDye terminator v3.1 

cycle sequencing kit（Thermo Fisher Scientific）と ABI 3130xl Genetic Analyzer

（Thermo Fisher Scientific）を用いて解析した。変異導入効率は，“変異導入され

たクローン数／配列を確認した全クローン数×100”で算出した。 
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表 1. 第 2 章で使用した合成オリゴヌクレオチド配列 

名称 配列（5´-3´） 使用目的 

CRISPR-OVM_s CACCGCTGTTCTCTTTCGTGCTTTG OVM 遺伝子座 

sgRNAテンプレート CRISPR-OVM_as AAACCAAAGCACGAAAGAGAACAGC 

   

CRISPR-HEMGN_s CACCGCCTTCCTCTACAGCCCACG HEMGN 遺伝子座 

sgRNAテンプレート CRISPR-HEMGN_as AAACCGTGGGCTGTAGAGGAAGGC 

   

CRISPR-DMRT1_s CACCGCCTGATCGCCGAGCGGCAGC DMRT1 遺伝子座 

sgRNAテンプレート CRISPR-DMRT1_as AAACGCTGCCGCTCGGCGATCAGGC 

   

OVM-Cel-I_F CCTCATTGTGCCGCTGACAGATTCA 

OVM Cel-I アッセイ 

OVM-Cel-I_R GGGAGCACAGAACCCAACAGACACC 

   

HEMGN-Cel-I_F CTGCTGCACCAGTAACTCCAGATTCCAT 

HEMGN Cel-I アッセイ 

HEMGN-Cel-I_R GTCTCCTCCCCAATCCATCCTAAG 

   

DMRT1-Cel-I_F AGCTGCCGCGTCTGCCCAAGT 

DMRT1 Cel-I アッセイ 

DMRT1-Cel-I_R CGTCGAGGAAACCCCGCATTC 
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2-3 成績 

 

（1）PGC の培養と核型解析 

培養 PGC（継代回数 86 回）の形態は，図 8 に示した。培養 PGC は，球形で

あり細胞質に多数のグリコーゲン顆粒と，多くの脂肪小滴が観察され，典型的

な PGC の特徴を有していた。本研究では，PGC の核型が ZZのものを使用し，

その倍加時間は，約 20 時間であった。 

 

（2）ZsGreen1 発現ベクターを用いた遺伝子導入 

 遺伝子導入試薬の有効性を検討するために，3 種の遺伝子導入試薬

（Lipofectamine 2000，Lipofectamine 3000，および Viromer RED）比較検討し

た。その結果，マニュアル法を用いて導入した条件では，Lipofectamine 2000 で

0.5 µg の DNA を導入した条件で 0.25 個±0.25 個，1.5 µg の DNA を導入した条

件で 0.25 個±0.25 個，Lipofectamine 3000 で 0.5 µg の DNA を導入した条件で

0.25 個±0.25 個，1.5 µg の DNA を導入した条件で 3.25 個±1.03 個，および

Viromer RED で 0.5 µg の DNA を導入した条件で 0.25 個±0.25 個，1.5 µg の

DNA を導入した条件で 5.25 個±2.02 個であり Viromer RED が最も蛍光細胞数

が多いことがわかった（図 9，マニュアル法）。また，ダイレクト添加法では，

Lipofectamine 2000 で 0.5 µg の DNA を導入した条件で 2.00 個±0.71 個，1.5 µg

の DNA を導入した条件で 4.25 個±1.25 個，Lipofectamine 3000 で 0.5 µg の

DNA を導入した条件で 0.50 個±0.50 個，1.5 µg の DNA を導入した条件で 1.50

個±0.96 個，および Viromer RED で 0.5 µg の DNA を導入した条件で 0.25 個±

0.25 個，1.5 µg の DNA を導入した条件で 8.50 個±2.72 個であり Viromer RED

が最も蛍光細胞数が多いことがわかった（図 9，ダイレクト添加法）。 

 

（3）Viromer RED を用いた遺伝子導入条件検討 

PGC への遺伝子導入では，3 種の導入試薬のうち Viromer RED を用いたダイ

レクト添加法が最も蛍光細胞数が多かったことから，Viromer RED を用いてさ 
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らにダイレクト添加法の詳細な条件検討を行った。導入する DNA 量を 0.5 また

は 1.5 µg，PGC に DNA/遺伝子導入試薬複合体を加えて加温する時間を 10-60

分間とし，第 2 章の成績（2）と同様の方法により評価したところ，DNA 量が

多いほど多くの蛍光細胞が観察され，さらに DNA/遺伝子導入試薬複合体を細

胞に直接作用させる時間が長いほど多くの蛍光細胞が観察された（図 10a, b）。

Viromer RED を用いたダイレクト添加法では，1.5 µg の DNA 量で 60 分間作用

させた条件が最良と判断し，以降の実験では，この条件を採用した。 

 

（4）CRISPR/Cas9 によるゲノム編集および Cel-Iアッセイ 

 培養 PGC は，CRISPR/Cas9 発現ベクターを第 2 章の成績（3）で決定した条

件で遺伝子導入を行い，薬剤選抜後，薬剤を除去して培養を継続した。十分な

細胞数の増加を確認した後，培養 PGC からゲノム DNA の抽出を行い，抽出し

たゲノム DNA は，Cel-Iアッセイに供試した。その結果，Cel-Iアッセイの陽性

を示す，ヌクレアーゼによる消化バンドは，OVM，HEMGN，および DMRT1

のそれぞれすべての標的遺伝子で検出された（図 11）。Cel-Iアッセイ陽性（消

化バンドが検出されたもの）になったピューロマイシン選択条件は，OVM は，

1.5 µg/mLで 48 時間（図 11a），HEMGN は，1.5 µg/mLで 24 時間，1.0 または

1.5 µg/mLで 48 時間（図 11b），DMRT1 は，1.5 µg/mLで 48 時間（図 11c）であ

った。Cel-Iアッセイの陽性の PGC から得られたゲノム DNA は，塩基配列の解

析を行い，標的領域に全て変異が導入されていることを確認した。その解析の

一例として，HEMGN の変異導入領域の塩基配列解析結果は，図 12 に示した。

HEMGN の変異導入領域では sgRNA の認識領域を中心に欠失，挿入，および置

換が確認された（図 12）。その変異導入効率は，1.0 µg/mLのピューロマシンに

て薬剤選択を行ったものが 82.35%，1.5 µg/mL で薬剤選択を行ったものは

95.12%であった。  
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2-4 考察 

 

 ニワトリにおける CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集研究では，培養

細胞を標的にしたものが多数報告されており，個体レベルでのゲノム編集ニワ

トリの作製には培養 PGC を用いた方法が主流である [64]。遺伝子導入方法

は，エレクトロポレーション [39, 41]，およびリポフェクション [39, 40, 65] と

様々であり，HR による遺伝子のノックイン効率は，導入後の蛍光活性化セル

ソーティングによる選択を実施しても 30％程度である [65]。培養 PGC からゲ

ノム編集個体を作出して，研究や品種改良に応用するためには，他の生物と比

較して長い期間を要するため，まず PGC におけるゲノム編集の効率を高める

必要がある。ゲノム編集効率を高めるには，ゲノム編集ツールの細胞への導入

効率が重要であり，本研究では比較的安価で手法的にも簡便な薬剤導入法に焦

点を当て解析を行った。本研究では，これまでに PGC におけるゲノム編集に

おいて使用された実績のある 2 種の Lipofectamine [40, 65] と新たに Viromer 

RED を用いた方法で検討した。Oishi らの方法では，PGC へ直接 DNA/遺伝子

導入試薬複合体を加え 5 分間 37 度で加温している [40] ことから，5 分間の加

温条件も各試薬に設けた。その結果，Viromer RED を用いた条件が高成績を示

した。本来であれば，蛍光陽性細胞数/生細胞数で割合を取らなければならない

が，本実験の場合は，生細胞数を正確にカウントできなかったため，蛍光細胞

数が多い Viromer RED を採用した。Viromer シリーズの遺伝子導入試薬は，イ

ンフルエンザウイルスの持つ細胞侵入機構をモデルとしてデザインされたポリ

マー系遺伝子導入試薬である。この機構では，DNA/遺伝子導入試薬複合体

は，エンドサイトーシスで取り込まれた後のエンドソームから効率的に離脱し

DNA を細胞質へ輸送する。インフルエンザウイルスは，発育鶏卵で種を問わず

よく増殖する [4] ことから，ニワトリ細胞への遺伝子導入にも適しているのか

もしれない。特に，第 2 章の成績（3）で示したように 37 度で加温する時間を

長くすることで大幅に導入効率が亢進され，本方法を用いることで複数の標的

遺伝子で PGCs ゲノム DNA を編集できることが確認された。 
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本研究では，ゲノム編集 PGC 薬剤選択にピューロマイシンによる一過的な

薬剤処理を用いた。これまでのゲノム編集ニワトリ作製の報告においても遺伝

子導入細胞の選択は必須であり，蛍光タンパク質発現カセットの共導入による

蛍光活性化セルソーティング [65] を用いるか，薬剤耐性遺伝子発現カセット

の共導入による薬剤選択 [39-41] のいずれかを用いる必要がある。本研究の

Cel-Iアッセイでは，1.0 µg/mLのピューロマイシンによる薬剤選択条件ではほ

とんど陽性を示す消化バンドが見えなかったものが，1.5 µg/mLのピューロマ

シンにより選択することで Cel-Iアッセイ陽性を示したことから，ゲノム編集

の標的によっては，選択条件を厳しくすることで，より効果的にゲノム編集で

きる可能性が示唆された。また，Oishi らの報告では，遺伝子の変異導入効率

は，導入後の薬剤選択を行わない実験系では 0-6.7％，薬剤選択を行う実験系で

は 13-100％である [40]。今回の実験では，ピューロマシンによる選択を行って

おり，その変異導入効率は 82-95％であり，安定して遺伝子導入が可能である

ことが分かった。 

本章では，PGC への CRISPR/Cas9 ベクターの導入にこれまで報告がなかった

Viromer RED を用いた方法が有効であることを発見した。今後は，本手法を用

いた実際のゲノム編集ニワトリの作出やノックイン手法への応用に期待した

い。  
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第 3章 

ニワトリへの CRIS-PITCh法の適用および生殖細胞特異的遺伝子を

標的とした生殖細胞追跡系モデルニワトリの作製へ向けた研究 
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3-1 序論 

 

近年，動物の遺伝子改変技術は，目覚ましい進歩を遂げている。遺伝子改変

動物は，さまざまな生物学的現象を解明するためのモデル生物としてや，医療

および畜産業で広く利用されている。ニワトリの一細胞期受精卵では，受精様

式が多精子受精であるため，前核は複数形成され，その細胞質は，脂質に富む

大量の卵黄を含んでいる。したがって，ニワトリ一細胞期受精卵に，マイクロ

インジェクション法 [10] および体細胞核移植法 [66] を使用して直接アプロー

チすることは困難である。遺伝子改変ニワトリを作製する方法としては，ウイ

ルスベクター法 [7] や精子ベクター法 [67] が使用されてきたが，これらの方

法では，遺伝子がランダムインテグレーションによりゲノムに挿入される。家

禽産業において遺伝子改変ニワトリが，さらに有効活用されるためには，ゲノ

ム上の任意の標的領域に導入遺伝子を挿入する手法が必要である。すなわち，

ゲノム編集技術は，簡便で効率的な遺伝子ターゲティング技術として注目され

ている。ゲノム編集技術は，DNA に二本鎖切断（double strand breaks, DSB）を

引き起こす人工ヌクレアーゼを使用し，遺伝子をノックアウトまたはノックイ

ンする技術である。2012 年に開発され，急速に広まった CRISPR/Cas9 システ

ムは，ゲノム編集をより簡単かつ効率的にした [25-27]。CRISPR/Cas9 システ

ムでは，Cas9 ヌクレアーゼが DSB を導入し，NHEJ が DSB を修復する際に遺

伝子に変異が導入される。この変異は，欠失，挿入，および置換による塩基修

復エラーを含むため，その際に起こるフレームシフトが，標的遺伝子の機能を

喪失させ，遺伝子がノックアウトされる。一方，DSB が HDR によって修復さ

れる場合には，遺伝子ノックインが可能である。HDR での修復は，通常，姉妹

染色分体を鋳型として使用し，その DNA 修復は，NHEJ よりも HDR の方が正

確である。ゲノム編集によるノックインでは，標的遺伝子座と相同性のある塩

基配列を持つドナーベクターを鋳型として HDR を起こさせ，DNA の切断部位

にドナーベクターが含んでいる変異や挿入された遺伝子をゲノム上の目的の位
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置に挿入する [26, 27]。ただし，HDR の頻度は，動物種や細胞種によって異な

るため，この方法は，HDR の頻度が低い動物種や細胞種では困難である[68]。 

2014 年に開発された precise integration into the target chromosome（PITCh）法

は，HDR 頻度の低い動物種や細胞種におけるノックイン効率を改善するための

新しい技術である [69]。この方法では，DNA 修復メカニズムとして HDR の代

わりに microhomology-mediated end joining（MMEJ）を利用している。HDR を

使用する従来のノックインでは，500-1,000 bp の相同配列が必要だが，PITCh

法では，ドナーベクターに 5-50 bp の短い相同配列で組換えを起こすことがで

きる。これらの利点により，PITCh 法は，従来の方法ではノックインが困難な

動物種や細胞種でのノックインを可能とした。 

一般的にゲノム編集の標的細胞は，一細胞期受精卵が使用される。つまり，

ゲノム編集技術は，受精卵を体外で操作することが可能な動物種に適用するこ

とができる。一方，ニワトリでは，体外受精法の報告例は，僅かである [30, 

31]。また，1 羽の雌鶏から 1 個の受精卵しか得られず，多くの受精卵を用意す

ることは困難である。したがって，ニワトリのゲノム編集の標的細胞は，主

に，生殖細胞の前駆細胞である PGC が利用されている [38-40]。ニワトリで

は，培養 PGC でゲノム編集を行い，目的の編集済み PGC を選択して初期ニワ

トリ胚に移植し，生殖細胞キメラニワトリを作製する。この生殖細胞キメラニ

ワトリから子孫を取得することにより，ゲノムが編集されたニワトリを取得す

ることが可能である。 

本研究では，生殖質の構成要素である vasa 遺伝子を標的とした。vasa 遺伝子

は，ショウジョウバエの生殖細胞決定因子として同定されており [70]，vasa お

よびその相同分子は，線虫，アフリカツメガエル，ゼブラフィッシュ，マウ

ス，ヒトなど様々な動物種で生殖細胞特異的マーカーとして利用されている 

[71-75]。ニワトリでは，chicken vasa homologue（CVH）が vasa 遺伝子に相同な

遺伝子として同定され，CVH は生殖細胞で特異的に発現することが示されてい

る [45]。CVH ノックアウトニワトリは，すでにゲノム編集技術を使用して作

製されており，このニワトリでは，初期胚において PGC は形成されるが，生
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殖細胞は発生中の卵巣の減数分裂中に失われ，成鶏の雌の不妊につながること

が報告されている [39] が，CVH の詳細な機能については，未だ明らかになっ

ていない。そこで本研究では，CRISPR/Cas9 および CRISPR を介した PITCh

（CRIS-PITCh）法を使用し，CVH の機能解析のためのモデルニワトリの作出

のための実験を行った。   
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3-2 材料と方法 

 

（1） 供試動物 

 本研究で使用した受精卵およびニワトリは，第 1 章の材料と方法（1）と同

様に，産卵直後の未培養の受精卵を，BPR は祓川エッグファーム，WLは株式

会社アキタより購入し，広島大学大学院統合生命科学研究科付属瀬戸内圏フィ

ールド科学教育研究センター西条ステーション（農場）の隔離された施設で維

持した。また，本研究の実験方法は，広島大学の動物管理委員会により承認さ

れた（承認番号 C16-23-3）。 

 

（2）ベクター構築 

ゲノム上の CVH 遺伝子座を切断するためのオールインワン CRISPR/Cas9 発

現ベクターとドナーベクターは，Sakuma らの方法 [76] に従い，pX330-U6-

Chimeric_BB-CBh-hSpCas9（Plasmid #42230, Addgene, Cambridge, MA, USA）を

使用して構築した。sgRNA は，CRISPRdirect（https://crispr.dbcls.jp/）を使用し

て設計した。CVH および PITCh ドナーベクターを標的とする sgRNA の鋳型と

して使用したオリゴヌクレオチドは，表 2 に示した。PITCh ドナーベクターを

構築するために，ベクター骨格は，pBApo-EF1α Pur ベクター（Takara Bio）を

用いた。PITCh ドナーベクターは，そのベクター骨格に，標準的な分子生物学

的手法を用いて pAcGFP1-N1 ベクター（Takara Bio）より AcGFP1 を付加，同

時に EF1αプロモーターをベクターから除去し，さらに AcGFP1 の上流に CVH

遺伝子座の終止コドン周辺と相同性のあるマイクロホモロジーを挿入した。 

 

（3）ニワトリ PGC の分離と培養 

 ニワトリ PGC の分離と培養は，第 1 章の材料と方法（2）に従って行い，

その培養培地には，いくつかの変更を加えた。簡単に説明すると，PGC 培養用

培地は，1×B-27 supplement, minus vitamin A（Thermo Fisher Scientific），1%  
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表 2. 本研究で使用したオリゴヌクレオチド  

名称 塩基配列 (5′-3′) 目的 

CRISPR-CVH_s CACCGCTGAAACAACATTTAAGTCA 
CVH 遺伝子座 

sgRNA テンプレート 
CRISPR-CVH_as AAACTGACTTAAATGTTGTTTCAGC 

CRISPR-PITCh  

donor_s 

CACCGTTCAGAATATGACATCCTCA 

PITCh ドナー 

sgRNA テンプレート CRISPR-PITCh  

donor_as 

AAACTGAGGATGTCATATTCTGAAC 

CVH-check_F1 ACGAACTGGTCGTTGTGGAA 

PCR ジェノタイピング 

CVH-check_R1 GATGTGCTGCAAGGCGATTA 

CVH-check_F2 CTGAGGTTGGTGAAAGCATGTCC 

CVH-check_R2 GTGCTGCTTCATGTGATCGG 

CVH-check_R3 AGCGCCATCATGAGATACAAG 
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chicken serum（Thermo Fisher Scientific），1×EmbryoMax nucleosides（Merck），1

×GlutaMAX Supplement（Thermo Fisher Scientific），1×MEM non-essential amino 

acid solution（Thermo Fisher Scientific），0.5 mM StemSure モノチオグリセロール

溶液（Wako Pure Chemical Industries），1×antibiotic-antimycotic mixed stock 

solution（Nacalai Tesque），10 ng/mL human FGF2（PeproTech），1 unit/mL heparin 

sodium salt from porcine intestinal mucosa（Merck），0.2 µM blebbistatin，そして

0.2 µM H1152（Wako Pure Chemical Industries）含 KnockOut DMEM（Thermo 

Fisher Scientific）を用いた。 

 

（4） 培養ニワトリ PGC への遺伝子導入，薬剤選択，およびクローニング 

PITCh 法による遺伝子ノックインのために，遺伝子導入には，4×106個の PGC

（核型 ZZ，継代数 46 回）を用いた。Viromer RED による遺伝子導入は，第 2 章

の材料と方法（3）に従って行い，いくつかの変更を加えた。簡単に説明すると，

導入するプラスミド DNA は，CVH ゲノムと PITCh ドナーを標的とする 2 種の

CRISPR/Cas9発現ベクターと PITChドナーベクターをそれぞれ 2.5 μg（計 7.5 µg）

用い，遺伝子導入の反応系は，その DNA 量に合わせて調整した。遺伝子導入し

たニワトリ PGC は，60 mm 細胞培養へ播種し，PGC 培養用培地を用いて 38 度，

5% CO2, 3% O2 環境下で培養した。 

ピューロマイシンによる薬剤選択は，遺伝子導入から 72 時間後に，遺伝子導

入された PGC に終濃度 0.4 μg/mL のピューロマイシンを添加することにより実

施した。薬剤選択中の PGC は，2-3 日ごとに継代し，継代の度にピューロマイシ

ンを含む新鮮な培地で培養した。遺伝子導入 PGC のクローニングは，ピューロ

マイシンによる薬剤選択を 2 週間実施した後，安定して増殖する PGC を用いた

限界希釈法により行った。まず，細胞を回収し，10 cells/mL の細胞密度に調整

後，100 μL の懸濁細胞を 96 ウェルプレートの各ウェルに移した（1 細胞/ウェ

ル）。 
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（5）蛍光顕微鏡による観察 

ピューロマイシンによる薬剤選択の約 2 週間後に蛍光観察を行った。明視野

および蛍光画像は，IX71 蛍光顕微鏡（Olympus）を使用して取得した。 

 

（6）ジェノタイピングと塩基配列解析 

ゲノム DNA の抽出は，Gentra Puregene cell kit（QIAGEN）を使用して行った。 

PCR ジェノタイピングは，表 2 に記載したプライマーを使用して行った。続い

て，塩基配列の解析は，PCR ジェノタイピングにより，正しくノックインされ

ていることが確認された細胞からの 5’側ノックインジャンクションの PCR 産物

を，BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kitとABI 3130xl genetic analyzer（Thermo 

Fisher Scientific）を使用したダイレクトシーケンス法により実施した。 

 

（7）キメラニワトリの作出 

キメラニワトリの作出は，第 1 章の材料と方法（8）に従って行い，いくつか

の変更を加えた。キメラニワトリの作出用 PGC は，2% chicken serum を含む

KnockOut DMEM を使用して 2500 cells/µLに調製した。レシピエント胚への PGC

の打ち込みは，2500 cells/µLに調整した PGC（2 µL）を，EGK ステージ X [52] 

の WL レシピエント胚の胚盤葉下腔に注入し行った。PGC を注入したステージ

X のレシピエント胚は，Perryにより報告されたニワトリ胚の卵殻外培養法 [53] 

を用いて孵化させた。生殖腺の単離は，システム IIIの培養開始から 7 日後に剖

検により行った。生殖腺の観察は，PBS で洗浄後，蛍光実体顕微鏡（SZX12, 

Olympus）を用いて行った。 
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3-3 成績 

 

（1）CVH を標的とした PITCh 法によるノックインシステムの設計 

CVH 遺伝子座を標的とした PITCh システムの構築は，CRISPR/Cas9 により標

的遺伝子座の終止コドン周辺で部位特異的 DSB を誘導し，MMEJ 修復により

PITCh ドナーベクターが有する AcGFP1 遺伝子が CVH にインフレーム挿入でき

るように設計した。sgRNA 標的部位は，CVH ゲノム配列（GenBank accession 

number: NC_052572）をもとに設計し，CVH 遺伝子座を標的とする CRISPR/ 

Cas9 発現ベクター，PITCh ドナーベクター，および PITCh ドナーベクターを標

的とする CRISPR/Cas9 発現ベクターの計 3 種類のベクターを設計および構築し

た（図 13）。PITCh ドナーベクターが組み込まれた細胞が容易にスクリーニン

グできるように，ピューロマイシン耐性遺伝子カセットは，CVH 融合 AcGFP1

とは独立して配置し，SV40 プロモーターによって発現するように設計した。

これにより，ピューロマイシン耐性遺伝子カセットは，プラスミドがランダム

な組み込みによってゲノムに組み込まれた場合でも機能するが，AcGFP1 遺伝

子は，ノックインが成功した場合にのみ機能する。 

 

（2）PITCh システムを使用したニワトリ PGC の CVH 遺伝子座への遺伝子ノッ

クイン 

CVH 遺伝子に対する CRISPR/Cas9，PITCh ドナーベクターに対する CRISPR/ 

Cas9 の 2 つの発現ベクターは，PITCh ドナーベクターとともに同時に PGC へ

遺伝子導入した。導入した PGC の AcGFP1 の発現は，ピューロマイシンによ

る薬剤選択の 2 週間後に蛍光顕微鏡を使用して観察した。その結果，AcGFP1

陽性細胞は，ゲノム編集された PGC では検出されるが，野生型細胞では検出

されず，検出された AcGFP1 は，CVH と同様に細胞質に局在していた（図

14）。すべてのピューロマイシン耐性細胞に対する AcGFP1 陽性細胞の割合

は，94.7%±0.5％であった。 
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次に，これらの細胞のノックインが正しく行われているかを確認するため

に，CVH 遺伝子座のジェノタイピングを行った。PITCh ドナーベクターが，正

しくノックインされた場合の対立遺伝子の構造の概略図を図 15a に示し，それ

から転写された mRNA 配列の構造の概略図を図 15b に示した。AcGFP1 陽性細

胞は，ゲノミック PCR によるジェノタイピングおよび reverse transcription PCR

（RT-PCR）による 5´側へのノックインジャンクション部分の DNA 配列の増幅

により，ノックイン対立遺伝子を有することが確認された（図 15a, b）。さら

に，ゲノミック PCR および RT-PCR 産物の塩基配列を決定したところ，これら

の PCR 産物の塩基配列は，CVH および AcGFP1 の配列をインフレームで並べ

た予想配列と一致し，標的ゲノムを切断する sgRNA の protospacer adjacent motif

（PAM）配列を無効化する変異を含んでいることも確認された（図 15c）。 

 

（3）CVH 遺伝子座へ AcGFP１遺伝子がノックインされた遺伝子座の確認 

AcGFP1 陽性細胞のノックイン遺伝子座（片アレルなのか，両アレルなの

か）を推定するために，AcGFP1 陽性細胞のクローニングを行った。その結

果，96 ウェルプレートを用いた限界希釈法により，17 個の単一細胞クローン

を得た。ノックイン遺伝子座の推定には，片アレルでもノックインされていれ

ば PCR により増幅される F2-R2 プライマーと野生型アレルが存在する場合に

増幅される F2-R3 プライマーを使用した（図 16a）すなわち，F2-R2 と F2-R3

の両方のプライマーで増幅される場合には，片アレルへノックインされている

ことが分かる。一方，両アレルへノックインされている場合は，F2-R3 の断片

が 4.8 kbp に及ぶため増幅されない。以上の判定をもとに PCR を行ったとこ

ろ，クローン化した 17 の株のうち 3 クローンのみ片アレルノックインが確認

され，残りの 14 クローンは両アレルであることが推定された。 

 

4）AcGFP1 ノックイン PGC の生殖腺への移動能の確認 

AcGFP1 ノックイン PGC が生殖腺への移動能を保持しているかを確認するた

めに，移植実験を行った。移植胚の蛍光観察は，孵卵 10 日後の生殖腺を剖検 
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により摘出し，蛍光実体顕微鏡により行った。その結果，ノックイン PGC を

移植した生殖腺に多くの AcGFP1 陽性細胞が観察され（図 17），AcGFP1 ノッ

クイン PGC が正常に生殖腺へ移動することが確認された。 
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3-4 考察 

 

HDR 法は，ゲノム編集ツールを使用した遺伝子ノックインに利用されてきた

が，HDR の頻度が低い動物種や細胞種では効果的ではない [68]。PITCh 法

は，MMEJ を利用した方法であり，従来の方法では成功しなかった動物種およ

び細胞種でも遺伝子ノックインを実現している [69]。これまでのゲノム編集ニ

ワトリの報告では，ゲノム編集されたニワトリを生成するために，培養 PGC

を利用した論文が報告されており [64]，CRISPR/Cas9 システムを使用して作製

されたノックインニワトリの論文も報告されている [41, 65, 77, 78]。これらの

論文では，CRISPR/Cas9 発現ベクターとドナーベクターを PGC に遺伝子導入し

た後の抗生物質による薬剤選択または蛍光タンパク質マーカーを用いた細胞の

ソーティングの必要性を報告している。蛍光タンパク質を介した細胞のソーテ

ィングを伴う相同性媒介末端結合（homology-mediated end joining, HMEJ）法を

利用した研究によれば，目的の組換えを起こした細胞は，1 回のソーティング

で 30％の効率で得られ，最終的に，2 回のソーティングを行っている [65]。ま

た，HDR 法とハイグロマイシンによる薬剤選択を使用した研究では，得られた

9 つのクローンは，すべてで目的のノックインの成功が報告されている [41]。

本研究では，PITCh 法とピューロマシンによる薬剤耐性を使用することによ

り，得られた 17 のクローンすべてで正確なターゲティングが成功した。これ

らの結果から考えると，蛍光タンパク質でソーティングするよりも薬剤選択を

採用する戦略を選択することにより，目的のノックイン細胞を容易に取得でき

ることを示唆している。通常，両方のアレルに効果的にノックインするために

は，それぞれの対立遺伝子に異なる蛍光タンパク質マーカーや薬剤選択マーカ

ーをノックインするなどの二重選択が必要である [79]。しかし，本研究では非

常に興味深いことに二重選択は行わなかったが，CRIS-PITCh 法を使用して得

られたノックインクローンは，82％の効率で両アレルに目的の組換えが起きた

クローンであることが示唆された。 
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本研究では，ノックインの標的遺伝子としてニワトリの生殖細胞マーカーと

して使用されている CVH 遺伝子を標的とした [45]。CVH は，2 細胞期受精卵

の卵割溝の底に発現することから，ニワトリの生殖細胞の運命決定のメカニズ

ムは，前成説 [80, 81] によって決定されると考えられている。しかし，EpiSC

の CVH の発現を観察すると，この前成説では説明できない現象が存在する。

エピブラストに由来する EpiSC は，CVH 陽性細胞と CVH 陰性細胞からなるモ

ザイク状のコロニーを形成する。しかし，それらをクローン化しても，そのコ

ロニーでは，CVH 陽性細胞と陰性細胞が再びモザイク状になって表れる[51]。

CVH 陽性細胞が CVH 陰性細胞から分裂すると，後成説 [80] のように生殖細

胞が形成される可能性がある。PITCh 法を用いて CVH 遺伝子の下流に蛍光タン

パク質がノックインされたニワトリは，生殖細胞の運命決定メカニズムを解明

するためのモデル生物として使用することができる。 

本研究で使用された PITCh ドナーベクターは，組換えが成功すると AcGFP1

を発現するように設計し，この組換えには，2 つの sgRNA を用いる CRIS-

PITCh 法を使用した。これらの 2 つの sgRNA の 20mer + PAM は，それぞれの

標的配列とのみ結合するが，12 mer + PAM（シード配列）は，CVH ゲノムを切

断する sgRNA では 10 個のオフターゲット候補が，ドナーベクターを切断する

sgRNA では 9 個のオフターゲット候補が存在する。ただし，それらのオフター

ゲット候補は，すべて遺伝子をコードしていないか，イントロン配列であるた

め，プロモーターを欠く AcGFP1 がこれらの領域に挿入されても緑色蛍光は得

られないと考えられる。また，本研究で作製した CVH 遺伝子座へ AcGFP1 遺

伝子がノックインされたニワトリ PGC は，抗 CVH 抗体 [51] を用いた免疫蛍

光染色により，CVH の発現を維持していることが確認された（未発表デー

タ）。重要なことに，PGC が本来持つ特徴の 1 つである生殖腺への移動能は，

CVH 遺伝子座を編集した PGC においても維持されており（10 日および 18 日

胚），その機能がジーンターゲティングによって阻害されなかったことを示し

ている。 
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本章では，CRIS-PITCh 法をニワトリのゲノム編集に利用することで，ニワ

トリ PGC の CVH 遺伝子座を編集できることを実証した。CVH 遺伝子座へ

AcGFP1 遺伝子がノックインされたニワトリ PGC は，培養システムおよび組織

の蛍光を介して明瞭に観察され，追跡システムが有効であることを示してい

る。本研究では，CVH 発現の追跡に使用できるモデルニワトリを誕生させるこ

とはできなかったが，ゲノム編集ニワトリを作出するための PITCh 法の有用性

が示された。 
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総合考察 

 

ゲノム編集技術は，食品分野や医療分野など様々な分野に変革をもたらして

いる。このゲノム編集技術のニワトリへの応用は，産業的に有用なニワトリの

利用方法の選択肢をさらに広げることが期待される。実際，いくつかのゲノム

編集ニワトリの作製が報告されており，OVM 遺伝子をノックアウトした鶏卵の

低アレルギー化へ向けた研究 [40] や，インターフェロンβや有用抗体をオボ

アルブミン遺伝子座にノックインし，卵白にそれらを蓄積するニワトリバイオ

リアクターの開発へ向けた研究 [77, 78] など，産業的に有用なニワトリの品種

改良の報告が散見されるようになってきた。また，基礎研究分野においても，

CVH 遺伝子のノックアウトの研究 [39] が報告されており，これらの報告は，

培養ニワトリ PGC の培養技術と TALEN もしくは CRISPR/Cas9 のゲノム編集技

術が利用されている。これらの組み合わせによるゲノム編集ニワトリの作製

は，基礎研究から応用研究まで，今後ますます盛んに行われていくものと考え

られる。以上の観点から本研究では，ニワトリのゲノム編集技術に関する以下

の研究を行った。第 1 章では，ニワトリ PGC の培養法を検討し，低分子阻害

剤を用いたニワトリ PGC の培養系を開発した。第 2 章では，ニワトリ PGC へ

の遺伝子導入方法を検討し，いくつかの遺伝子を標的に CRISPR/Cas9 を用いた

遺伝子ノックアウト法の検討を行った。そして第 3 章では，CRISPR/Cas9 と共

に新たに開発されたジーンターゲッティング法である PITCh 法をニワトリへ適

用し，生殖細胞マーカーである CVH を標的とした，生殖細胞追跡系モデルニ

ワトリの作製へ向けた研究を行った。 

第 1 章から第 3 章を通して，まず，ニワトリ PGC の新規培養系を構築し，

安定してニワトリ PGC を増殖させ，大量の細胞数を確保する方法を開発し

た。また，その増殖させた PGC は長期において自己複製でき，長期培養後も

高い生殖系列伝播効率を維持していた。本来，1 個体から 100 cells ほどしか回

収できない PGC を大量に扱えることは，ゲノム編集ニワトリの作製に利用で

きるだけでなく，PGC の基礎研究においても大きな貢献ができると考えてい
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る。また，PGC の in vivo におけるニッチは，血流中を循環し到達する生殖腺で

ある。ニワトリ PGC は，生殖腺に到達後，分化・成熟していくことを考える

と，PGC の自己複製において細胞間相互作用は重要な役割を占めている可能性

がある。これらの点から，旋回培養による PGC の血流循環の in vitro における

再現や非接着系の細胞培養プレートの利用，細胞外マトリックス等を用いた細

胞培養プレートのコーティングなどに検討の余地がある。 

PGC の培養技術と合わせて遺伝子導入技術を開発することで，培養 PGC の

基礎研究および応用研究における利用の幅を広げることができると考え，ニワ

トリ PGC へ遺伝子導入する技術を検討した。第 1 章では，レンチウイルスベ

クターを用いた遺伝子導入を行い，第 2 章では，これまでニワトリ PGC の遺

伝子導入に利用された報告がなかった Viromer RED を用いて遺伝子導入法を検

討した。これにより，安定発現株の取得に成功し，またゲノム編集ツールを用

いて複数の遺伝子においてノックアウトができること，そして CRIS-PITCh 法

を用いてノックインができることも実証した。しかし，その遺伝子導入の効

果・効率の検討は十分ではなく，さらなる検討が必要であると考えられる。本

研究においてダイレクト添加法はマニュアル法より効果的であったことから，

培地成分が遺伝子導入試薬による導入を妨げている可能性が示唆され，培地か

らの構成成分の除去により導入効率を高めることができるかもしれない。 

本研究で作製したすべての遺伝子改変 PGC およびゲノム編集 PGC は，移植

実験においてレシピエント胚の生殖隆起へ移動し，このキメラニワトリの発生

と培養 PGC の生殖系列伝播が可能であることが確認された。これらの結果

は，低分子阻害剤が安定したニワトリ PGC 培養の維持に有用であり，なおか

つ本研究で用いた遺伝子導入法は，PGC の特性を大きく変えることなく形質転

換できることを示している。 

これらの成果は，ゲノム編集技術による商業的に有用なニワトリの品種改良

や，モデルニワトリの作製による基礎研究を促進させることに貢献できると考

えられ，本研究により，ニワトリの遺伝子工学，ゲノム編集工学がよりスタン

ダードな技術になることが期待される。 
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総括 

 

ニワトリは，最も広く利用されている家畜（家禽）の 1 つであり，食品から

医薬品まで様々な分野で利用されている。この産業的に有用なニワトリの利用

の可能性を遺伝子改変技術によって，さらに引き出すことが試みられてきた

が，これまでニワトリの遺伝子改変は，難しかった。一方，これまでの遺伝子

改変技術では，遺伝子操作が出来なかった生物種においても，遺伝子改変の成

功例が続々と報告されている技術がゲノム編集技術である。ニワトリにおいて

もゲノム編集技術が利用されてきており，その利用が広まれば，元来産業的に

有用であったニワトリのさらなる有効活用が可能となると考えられる。そこで

本研究では，ニワトリのゲノム編集技術に関する以下の研究を行った。 

 

【第 1 章】第 1 章ではゲノム編集技術をニワトリに適用する際の標的細胞とし

てニワトリ PGC の培養法を検討した。ニワトリ PGC がその移動経路およびニ

ッチから脱落した際に生じる，ブレビングを伴うアポトーシス経路の活性化に

着目し，これを，低分子阻害剤を用いて抑えることで，ニワトリ PGC の培養

系の安定化を図った。その結果，ミオシン II の特異的阻害剤である blebbistatin

は，PGC の増殖を亢進することを発見し，blebbistatin を用いたニワトリ PGC

を培養するための新しい安定したプロトコルを開発した。本方法で培養したニ

ワトリ PGC は，CVH と NANOG を発現することが示され，長期の継代培養に

てその発現を維持することが確認された。さらに，これらの PGC をドナー細

胞として用いた移植実験では，PGC は，レシピエント胚の生殖隆起へ移動し，

キメラニワトリの発生と生殖系列伝播が可能であることが実証された。これら

の結果は，blebbistatin が安定したニワトリ PGC 培養の維持に有用であり，将来

の基礎研究および応用研究に使用されるニワトリのゲノム編集を，加速するの

に役立つ可能性があることを示している。 

 

【第 2 章】第 2 章では，ニワトリ PGC への CRISPR/Cas9 ベクターの導入にこ
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れまで報告がなかった Viromer RED を用いた方法が有効であることを発見し

た。この Viromer RED を用いてニワトリ PGC への遺伝子導入方法を検討し，

PGC の細胞ペレットに直接，DNA/遺伝子導入試薬複合体を添加し，60 分間，

37 度でインキュベートする方法が効果的であることを見出した。本手法を用い

て， OVM，HEMGN，および DMRT1 の 3 つの遺伝子を標的にした CRISPR/ 

Cas9 発現ベクターは，ニワトリ PGC へ導入され，これらの遺伝子に実際に変

異導入できることが確認された。導入された変異はノックアウト変異を含んで

おり，本手法を用いた遺伝子ノックアウトが可能であることが実証された。今

後は，本手法を用いた実際のゲノム編集ニワトリの作出やノックイン手法への

応用に期待したい。 

 

【第 3 章】第 3 章では，CRISPR/Cas9 と共に新たに開発されたジーンターゲッ

ティング法である PITCh 法をニワトリへ適用し，生殖細胞特異的遺伝子を標的

とした生殖細胞追跡系モデルニワトリの作製へ向けた研究を行った。CRISPR/ 

Cas9 と PITCh 法を合わせて利用した CRIS-PITCh 法は，利用する動物種や細胞

種を選ばずに高効率で組換えを起こすことができる手法である。本章では，

CRIS-PITCh 法をニワトリのゲノム編集に利用することで，ニワトリ PGC の

CVH 遺伝子座を編集できることを実証した。CVH 遺伝子座へ AcGFP1 遺伝子

がノックインされたニワトリ PGC は，培養システムおよび組織において蛍光

を介して明瞭に観察され，これらの結果は，生殖細胞の追跡システムが有効で

あることを示している。本研究では，CVH 発現の追跡に使用できるモデルニワ

トリを誕生させることはできなかったが，ゲノム編集ニワトリを作出するため

の CRIS-PITCh 法の有用性を示した。 

 

本研究では，ニワトリ PGC の新規培養系を構築し，その培養 PGC は長期に

おいて自己複製でき，長期培養後も高い生殖系列伝播効率を維持していた。ニ

ワトリ PGC を大量に扱えることは，ゲノム編集ニワトリの作製に利用できる

だけでなく，ニワトリ PGC および生殖細胞の基礎研究においても大きな貢献
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ができると考えている。また，PGC の培養技術と合わせて PGC への遺伝子導

入法も検討し，本手法を用いて，複数の遺伝子において遺伝子ノックアウトが

可能であることも実証した。そして，ニワトリにおいて利用された報告がなか

った CRIS-PITCh 法を用いて遺伝子のノックインができることも実証した。こ

れらの成果は，ゲノム編集技術による商業的に有用なニワトリの品種改良や，

モデルニワトリの作製による基礎研究を促進させることに貢献できると考えら

れる。  
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