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〔論文審査の要旨〕 

 本論文は第 1 章緒言，第 2 章「ニワトリ ES 細胞の培養条件の検討」，第 3 章「鶏卵バイオ

リアクターin vitro 評価系の構築」，第 4 章総合考察，第 5 章総括から構成されている。 

 第 1 章では，研究の背景として，近年のバイオ医薬品の需要が高まりを見せる中，ニワトリ

はその生産性の高さから有用物質を生産するバイオリアクター（鶏卵バイオリアクター）とし

ての利用が進められていること，そのためには，ゲノム編集技術を含めた鶏卵バイオリアクタ

ーに必要な技術開発と生産系の短期での評価系の必要性が論じられた。これは，鶏卵バイオリ

アクター化において取り扱いが難しい始原生殖細胞（PGC）のルートしか開発されておらず，

またニワトリの開発に至っては，PGC の遺伝子改変からバイオリアクター化まで 2〜3 年間を

要し，さらにバイオリアクター化が成功した後にしか，その生産量や生物活性が評価できない

ことが，鶏卵バイオリアクターの実用化の障壁になっていることが紹介された。 

 第 2 章では，PGC の代替ルートとして，ニワトリ胚性幹細胞（ES 細胞）の有用性と問題点

が指摘され，ニワトリ ES 細胞の問題点である生殖細胞への分化能を得るための新たな培養方

法の開発とその知見が示された。梶原氏は，マウス ES 細胞の多能性維持に重要な Wnt/β

-cetenin シグナルの活性化に着目し，ニワトリ ES 細胞で Wnt/β-cetenin シグナルの活性化を

行なったところ，予想に反して，細胞形態，増殖能，多能性維持や生殖細胞で機能する転写因

子の発現が低下することを見出した。次に，逆にニワトリ ES 細胞で Wnt/β-cetenin シグナル

の抑制化を行なったところ細胞形態，増殖能，多能性維持や生殖細胞で機能する転写因子の発

現が上昇することを発見し，この条件下で培養したニワトリ ES 細胞がキメラ形成能を有する

ことも明らかにした。 

 第 3 章では，PGC や ES 細胞を用いた鶏卵バイオリアクター化で問題になる作出期間の長さ

とその後の生産物の評価を短期間に培養細胞で可能にする研究が報告された。現在，実用化が

目指されている鶏卵バイオリアクター化では，卵白中の最大成分であるオボアルブミン（OVA）

の転写翻訳系の利用が主流であるが，鶏卵 1 個あたりの OVA 量が 2 g であるの対して現状の

手法での生産量は 60 mg に留まっており，また生産物を精製したところ，生物活性が消失して

いた。これを事前に評価するためには，培養細胞を用いた in vitro での評価系が有効であるが，

現在までに OVA を産生する卵管内分泌細胞の培養細胞が完全に樹立されていない。そこで本

研究では，ニワトリ 胚線維細胞株である DF1 細胞の OVA 遺伝子を強制発現させるために，



細胞内恒常発現遺伝子である EF1のプロモターを OVA 遺伝子座のエクソン 1 と開始コドン

を含むエクソン 2 の上流に，ゲノム編集によりそれぞれノックインした。その結果，両方の系

で mRNA の発現が認められたが，エクソン 1 の上流に EF1のプロモターをノックインした

場合に高い翻訳活性が認められた。そこでエクソン 1 の上流に EF1のプロモターをノックイ

ンした DF1 細胞クローンを用いて，ヒト線維芽細胞増殖因子 2（hFGF2）遺伝子を開始コド

ン直下もしくは終止コドン直前もしくは直下にOVA遺伝子と共発現させる形で2Aペプチドも

しくは IRES 配列を繋ぎ目にゲノム編集技術によりノックインした。その結果，hFGF2 を 2A

ペプチドで開始コドン直下に連結させた場合で，最も高い hFGF2 の転写産物が得られること

がわかった。 

 第 4 章では，それぞれの本研究成果に対して，これまでの知見と比較する形で，総合考察が

行われていた。なお本研究は，遺伝子改変ニワトリを作出する上でこれまで PGC ルートのみ

でしか作出できたかったのに対して，新たに ES 細胞ルートの利用の可能性を示す重要な知見

を得た。また鶏卵バイオリアクター化で問題になる事前評価系を構築し，その有用性を証明し

ている。  

 本研究は，食品や医薬品製造に重要な役割を担っているニワトリをさらに有効活用するため

に，ゲノム編集を含む遺伝子改変技術に有用な多くの知見を発見した。今後，これらの成果は，

ニワトリでの遺伝子改変技術に大きな発展に寄与することが期待される。 

 以上，審査の結果，本論文は統合生命科学研究科学位論文評価基準を満たし，梶原氏は博士

（学術）の学位を授与される十分な資格があるものと認められる。 

 

 


