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主な略号  

 

略号



第 章  緒言

ゲノム編集技術は，生物の設計図である を編集できる技術として，生命科学

分野に大きな変革をもたらした．ゲノム編集技術とは，ゲノム の任意の箇所に

二本鎖切断を誘導し， の修復機構を介して，生物のゲノム情報を編集する技術で

ある．突然変異や品種改良により得られる変異を，高効率に誘導できるため，基礎的

研究のみならず，家畜の改良を目的とする農畜産分野，遺伝子を標的にした医療分野

など幅広い分野において利用されている．ゲノム編集ツールはこれまでに主に，

の３種類が報告されている．特に， システムは，作製が簡便で，標的の

自由度も高いため，様々な動物種において活発に利用されている．ゲノム編集は，狙

った遺伝子の欠損（ノックアウト）が可能なだけではなく，任意の箇所への外来遺伝

子の導入（ノックイン）も可能である．ノックインは， の修復機構を巧みに利用

した手法であり，導入したい 配列を搭載したドナーベクターを使用することで

達成される．二本鎖切断が誘導されると，切断部位を直接つなぎ合わせる非相同末端

結合 ，相同配列をもとに修復を行う相同末端結合

切断部位の末端の の相同配列が結合するマイク

ロホモロジー媒介末端結合 などの機構に

より が修復される．ドナーベクターに との相同配列を付加することで，修

復過程で外来遺伝子をゲノム へ組み込むことができる．このように，ゲノム編

集技術は，生物の任意の機能を欠損させることができるだけでなく，新たな機能を付

与することもでき 生命科学の基礎・応用分野を大きく発展させ，これからも活発に

利用されることが予想される．

ニワトリは，鶏肉，鶏卵が畜産物として利用されることから，食を支える家畜とし



て知られている．また，鶏卵はワクチンの生産工場や医薬品 化粧品の成分としても

利用されている．その利用価値は，ゲノム編集技術によってますます高まっていくこ

とが考えられる．最近では，卵白に含まれる主要なアレルゲンであるオボムコイドを

ノックアウトしたニワトリの安全性が確認され ゲノム編集ニワトリの社会実装が

本格化しつつある．食分野だけでなく，ニワトリは年に約 個の卵を生み，鶏卵に

豊富なタンパク質を含むことから，バイオ医薬品や研究用のサイトカイン等の有用物

質を生産するバイオリアクター（鶏卵バイオリアクター）としての利用が進んでい

る．ニワトリをバイオリアクターとして利用する場合 鶏卵に最も多く含まれるタン

パク質である （ ）がしばしば標的として用いられる ． は卵

管に特異的に発現し 卵 個あたり約 と大量に存在する． の転写翻訳系を利

用して組換えタンパク質を生産することで 鶏卵中へ組換えタンパク質を多量に蓄積

させることができ，血流中にはそれらのタンパク質は移行しないことから，生体に影

響を与えることもない．さらに，鶏卵中は無菌環境下で保たれ，複数のプロテアーゼ

阻害物質が存在することから，生産物を安定した状態で蓄積することができると考え

られる ．これまで卵管特異的に組換えタンパク質を発現させるため，卵管特異的

に発現誘導が可能な プロモーターが利用されている．それらの研究ではプロモー

ター領域の解析が試みられている ．再構築されたプロモーターはウイルスベクタ

ーに搭載可能で，トランスジェニックニワトリにおいて，組換えタンパク質の卵管特

異的な発現を可能にする ． 年には （ ）

が，ニワトリで生産されたライソゾーム病の治療薬を承認した ．ウイルスベクタ

ーを利用し，ニワトリゲノム中に組換えタンパク質発現カセットを組み込んだ場合，

組換えタンパク質の発現量が世代間で異なることがある．これは，導入されたウイル

ス由来の配列のサイレンシング，ランダムな組み込みによる位置効果が原因と考えら

れる ．最近では ゲノム編集技術を用いて，組換えタンパク質の遺伝子を目的



箇所に導入することで，これらの問題を回避し，世代間で安定的に組換えタンパク質

を生産できるバイオリアクターシステムが開発されている ．

技術的に，ニワトリを利用したタンパク質生産システムが実現可能であるにも関わ

らず，それらが社会実装された例はごくわずかである．その原因の一つとして，生産

系の構築に必要な，ゲノム編集ニワトリの作出に多大な労力が必要なことが考えられ

る．バイオ医薬品の生産現場では，動物細胞を利用し，細胞株の迅速なスクリーニン

グから，小ロット多品種生産，単一品種の大量生産を実現している．細胞系による生

産系の利点として，迅速な組換え体の作出，小スケールでの評価が可能なことが挙げ

られる．これにより，生産系の構築過程でバイオ医薬品の生産量・活性評価等が可能

となり迅速な生産系の構築が可能となる．一方，鶏卵バイオリアクターの構築では，

ゲノム編集技術を用いた場合でも遺伝子改変体の作出に 年もの時間を要するた

め，生産する有用タンパク質の評価を迅速に実施することができない．そのため，生

産量・活性等に問題があった場合，生産系の構築を最初からやり直す必要がある．従

って，鶏卵バイオリアクターシステムを実用化していくためには，生産系の構築を迅

速に行う必要がある．そこで，重要となるのが，①ゲノム編集ニワトリ作出の効率化 

②鶏卵バイオリアクターの迅速な評価である．本研究は，鶏卵バイオリアクターの実

用化を目指し，この 点に取り組んだ．

ニワトリの遺伝子改変は，哺乳類と比較して困難である．それは，ゲノム編集の標

的となる一細胞期受精卵が，豊富な卵黄に覆われ直接的な操作が難しく，体外受精法

も確立されていないことに起因する．従って，ニワトリの遺伝子改変は，幹細胞がゲ

ノム編集の標的となる．多能性幹細胞（ ）は三胚葉に分化で

き 自己複製能を示す細胞である．最初の であるマウス胚性幹細胞（

）は 年にマウスの内部細胞塊を用いて樹立された

．その培養に利用される白血病抑制因子（ ）は 試験



管内で未分化の を維持する重要な因子である ． が受容体に結合すると

チロシンキナーゼである （ ）が活性化され

（ ）のリン酸化を介して の多能性と自己複製能

の維持をサポートする シグナル ． 年には

（ ）が仲介する分化シグナルと （ ）の阻

害を含む培養系が の培養を強力にサポートすることが報告された ．再生

医療や動物遺伝学の進歩により ヒトを含む様々な哺乳動物で が樹立されてい

る．しかし マウスやラットなどの齧歯類と他の動物種の の増殖シグナルは，明

確に異なっている．齧歯類では シグナルが の自己複製に重要である

のに対し ヒトの では ファミリーの一つである

（ ）が重要である ．

哺乳類だけでなく，鳥類であるニワトリでも，ニワトリ胚性幹細胞（

）の研究が進んでいる．ニワトリでは，哺乳類と発生段階

が異なっており，哺乳類の胚盤胞の内部細胞塊に相当する段階が観察されない．ニワ

トリでは，胚盤葉を用いた移植実験により 胚盤葉が体細胞と生殖細胞に分化できる

ことが示されたため 胚盤葉を採取して で培養することにより が

樹立された ． 年 ニワトリ （ ）がクローニングされ に

よる のリン酸化が の維持に重要であることが報告された ．興味深

いことに は と同様に シグナルを活性化することで多能性を

維持し 初期胚への移植でキメラ形成能を示す ．さらに 解析によ

り の遺伝子発現プロファイルは ） より

に類似することが示された ．しかし の特徴である生殖細胞系列へ

の伝達は ではほとんど観察されていない ．さらに 哺乳類の の中心

的な多能性因子である の相同遺伝子である は ニワトリにおいて多能性の



維持に関連しない可能性がある ．これらの知見から はユニークな特徴を

持つと考えられる．従って， を利用して，ゲノム編集ニワトリの作出を行うた

めには，より詳細な の性状解析が求められる．

前述したように，鶏卵バイオリアクターの構築では，系の構築過程で発現タンパク

質の評価を実施することができない．これは，このシステムを実用化する障壁となっ

ている．この課題を解決するためには， でタンパク質生産系を評価するシステ

ムが有用であると考えられる．このシステムを構築するためには 卵白成分を恒常的

に発現する細胞株（卵管上皮細胞）が必要である．卵管上皮細胞は，成熟した雌ニワ

トリの卵管内に存在し，ステロイドホルモンに応答し，卵白成分を分泌する．ニワト

リは多量のタンパク質を生産するため，卵白成分の発現誘導システムはバイオリアク

ターに有用である．従って， におけるホルモン応答に関する研究 や，医薬

品タンパク質生産への利用 を目的に．卵管上皮の細胞株を樹立する試みがされて

きた ．しかし 卵管上皮細胞の培養系は現在確立されていない．それは，卵

白成分を発現する卵管上皮細胞の単離が難しい事に起因する．ニワトリ卵管から採取

した細胞群の中には，目的の卵管上皮細胞の他に，非分泌性の真皮線維芽細胞や上皮

細胞 真皮線維芽細胞の中間の形態をもつ複数の細胞種が存在し，目的の細胞群のみを

で増殖させることは困難である ．さらに，卵管内部は粘膜に覆われ，これ

が酵素処理の妨げになっている ．鶏卵バイオリアクターの 評価を可能にす

るためには，以上の課題を回避し卵白成分を発現する細胞株の樹立が求められる．

以上の背景から，本研究では，鶏卵バイオリアクターの社会実装を最終目的に，そ

の構築に必要な技術に関する研究に取り組んだ．第 章では， を利用したゲノ

ム編集ニワトリ作出を目指して， の培養条件の検討を実施した．第 章では，

鶏卵バイオリアクターの 評価系の構築を目的に，卵白成分を発現する培養細胞

株の樹立と，細胞株を利用した 評価に取り組んだ．



第 章

ニワトリ 細胞の培養条件の検討



序序論

前章で述べたように， は， と同様に により活性化される

シグナルが多能性の維持に寄与する．その一方で，多能性関連因子の差

異，潜在的な分化能の違いから は哺乳類 とは異なるユニークな特徴を有

すると考えられる．その違いの一つであり，ゲノム編集個体を作出する上で焦点とな

る，生殖細胞への分化能が ではほとんど確認されていない ．

本研究では，生殖細胞への分化が可能な の樹立を目指し，培養条件の検討

に着手した．その中で の増殖を支える代表的なシグナル伝達経路である

カテニンシグナル経路に注目した． 遺伝子ファミリーは 胚発生を制御する

糖タンパク質をコードしている ． カテニンシグナル経路が活性化されると

カテニンは核に移動し 細胞因子（ ）とリンパ球エンハンサー結

合因子（ ）ファミリーに結合し 転写因子として

機能する． カテニンシグナル経路の活性化は 未分化な を維持すること

が報告されている ．しかしながら 哺乳類の において重要な役割を果た

す カテニンシグナル伝達が に及ぼす影響については 未だ不明である

（図 ）．

そこで，本研究では カテニンシグナル経路を活性化，阻害する低分子阻害剤

を利用することで， カテニンシグナル経路が の多能性維持にもたらす影

響を解析した．その後，得られた知見をもとに， の培養条件を最適化し，

の多能性を遺伝子の発現レベル，分化能の双方から評価した．



図 マウス とニワトリ の多能性維持に関連するシグナル経路



  材料と方法

実験動物

本実験では白色レグホーン種の受精卵を用いた．白色レグホーンの受精卵は株式会

社アキタフーズから購入した．ニワトリ胚盤葉細胞

は が定義する胚 期の受精卵から 既報のプロトコールに

従って採取した 図 ．本研究で実施した動物実験は 広島大学動物実験委員会の

承認（承認番号： ）を受け 広島大学のガイドラインに従って実施した．

の培養

 は フィーダー細胞を播種した ウェルプレートまたは ディッシュ

（ ）で の条件下で培養した．フィーダー細胞として

（ ）細胞（

）を用いた． 細胞は （

）を添加した ）中で 条件下で培養し

た．培養した 細胞を のマイトマイシン （ ）で処理し，

％ゼラチン（ ） でコートした ウェルプレートまたは ディ

ッシュに フィーダー細胞を の密度で播種した．

 は ）

（ ） （

） （ ）

（ ） （ ）

（ ） （富士フ

ィルム和光純薬）を添加した （ ）で培養し



た． は （ ）を用いて単離し 日ごとに

継代した．培地の半分は毎日新鮮な培地と交換した．

 その他の添加物は （ ）

（ ） （ ）

（ ） （ ）

および （ ）を適宜添加した．

コンパクトコロニーのカウント

 コンパクトな高密度コロニーの割合を測定するために コロニー形成アッセイを行

った ． を様々な条件下で培養しコロニー形成後 顕微鏡（オリンパ

ス）を用いてランダムな 視野を撮影した．視野内（約 ）の高密度のコンパ

クトコロニーを数え 総コロニー数を用いて，コンパクトなコロニーの割合を算出し

た．

（ ）染色

 ウェルプレートで培養した を 染色に供試した．培養液を除去し

を （ ）で洗浄した後 （ ；

）で固定した．固定した を

（ ）を用いて プロトコールに従って染色した．

 （ ）を用いて から全 を抽出

した．抽出した を （ ）

を用いて を合成した． は （ ）を用い



て行った．サイクル条件は，初期変性 分の後に， 秒， 秒

分を サイクル実行した．融解曲線分析条件は， 秒， 分，

秒の条件で実行した．標的遺伝子は 多能性関連遺伝子（

） 生殖細胞マーカー（ ）で，プライマーの配列は表１に示

した．遺伝子発現は の発現量で正規化した．

免疫細胞化学染色

の多能性マーカーの発現を免疫細胞化学染色法により解析した． を

％ で ， 分間固定し、 で洗浄した．その後，

を加え， で 分間インキュベートした． で洗浄後、 を

で で 分間ブロッキングした． で洗浄後，一次抗

体（抗 抗体 ， で に希釈）および抗

（ ）抗体（

で に希釈）と共に で 分間インキュベートした．

で洗浄後， を二次抗体 : ヤギ抗マウス （

で 希釈）およびヤギ抗ウサギ （

で

に希釈）と共に で 分間インキュベートした．洗浄後， を

（ ）

（ ）で封入した．蛍光観察は蛍光顕微鏡（ ；オリンパス）を

用いて観察した．

（ ）陽性細胞比率の測定



各種条件で培養した の 陽性細胞の割合を セルソーター

（ ）を用いて測定した． を用いて を単一細

胞に分離し 洗浄バッファー（ ）で洗

浄した．洗浄後 を抗 抗体：

洗浄バッファーで に希釈 と氷上で 分間反応

させた．インキュベート後 を洗浄バッファーで洗浄し で固定し

た．測定前に をさらに洗浄バッファーで 回洗浄し，測定に供試した．

発現 の樹立

の における分化能を評価するため， を蛍光標識した

は システムを用いて作製した． （ ）と

を発現する 種類のベクターを に委託し，構築した．

そのベクターマップを図 に示す．遺伝子導入には （

）を用いた．遺伝子導入の 日後 を発現する を セルソ

ーターにより分取することで， を樹立した．

を用いたキメラニワトリの作出

樹立した （ ）を白色レグホーン受精卵の胚盤葉下腔に注入

し レシピエント胚を発生させた． 日後 胚を卵黄から分離し で洗浄した後

蛍光実体顕微鏡（ ）を用いてニワトリキメラ

胚を観察した．

統計解析

得られたデータは ソフトウェアを用いて統計解析を実施し，グラ



フを作成した． 群間で得られた結果の比較には を用い 多重比較には

を用いた（

）．



継代（ ）
回目

ニワトリES細胞
の培養

放卵直後のステージⅩ胚

胚盤葉下腔

胚盤葉細胞

ニワトリES細胞の候補である
胚盤葉細胞を回収

卵黄

種々の添加物

図 ニワトリ胚盤葉細胞の回収と培養の模式図．



ACCCCAAAGCCAACAGAGAG

AACACCATCACCAGAGTCCATC

AAGGTGGAACAAGCTGCAAC

ACAGGAGAGCTCGAGAACTG

CCAACTCGGCCGCGAACAAC

CGCGGGACCACACCATGAAG

CGGTAACAGCCACAACTCGGAA

CTTCGCACCTGCAAACTGCT

CAAACCACTGGGCGTCAAAG

ATGAACAAGGCACAGCACCT

GTTCGCCTACCGCTACTACC

CAGAGGTGGCAGGGGAATTT

CAAAGCACAGGTGGTGAACG

GAACGGAAATCGCGAAGAGC

GCTCAGACGTATGCGTACAG

GTGGTGGAGCCTGATAGTTG

表 に使用したプライマー



図 の蛍光標識に利用したプラスミドベクターのベクターマップ．
を搭載するドナーベクター． を搭載する発現ベクター

．



  成績

と 種類の阻害剤 を用いた の培養

先行研究で報告されている条件下で を安定に培養できるかどうかを調べ

た． の培養には シグナルの活性化と （ ）の阻害

が有用であるため ステージ の受精卵から採取した

を と 種類の低分子阻害剤（ と ； 条件）

の存在下で培養した．培養された はコロニーを形成し 条件下で安定に

増殖した．興味深いことに は 種類のコロニーを形成した（図 ）．

と同様に細胞密度が高いコンパクトなコロニー（黒矢印）と 個々の細胞が明瞭な平

坦なコロニー（白矢印）をそれぞれ示す． の未分化能を評価するため，

（ ）染色すると 小さなコロニーは強く染色され 平坦なコロニ

ーは弱く染色された（図 ）．このことから 小コロニーは平らなコロニーよりも高

い多能性を保持していることが示唆された．最初の継代（ ）後 コンパクトコロニ

ーの数は急速に減少した（図 ）． 回目の継代（ ）では 小型コロニーの割合が

後に比べて増加した．培養 週間が経過すると， 種類のコロニーが共存した状態

で，安定した増殖を示した．

における カテニンシグナル活性化の影響

 シグナルを活性化するために 低分子阻害剤 を培養系に添加した．

はアミノピリミジン誘導体で と を阻害する． を

添加すると初代培養において は 条件下と同様に コンパクトなコロニ

ーを形成した（図 黒矢印）．しかし 以降 コンパクトなコロニーの数は著しく減

少し 各細胞は個々の細胞が明瞭な平坦なコロニーを形成した．その後 コンパクトな



コロニーはほとんど形成されず ほとんどの は平坦なコロニーを形成した．

の添加が の多能性維持に機能しているかどうかを調べるために 多

能性関連マーカー（ ）および生殖細胞マーカー

（ および ）の発現レベルを により解析した．これらのマーカーの発

現は 添加後 日目から 日目にかけて経時的に減少した（図 ）．

添加条件下で培養した は 染色陰性であり（図 ） これは

の結果と一致した．これらの結果から カテニンシグナルの持続的な活性

化は の多能性の維持を促進しないことが示唆された．

における カテニンシグナル阻害の効果

 添加後 多能性関連マーカーおよび生殖細胞マーカーの発現レベルが低

下したため カテニンシグナルの活性化が分化を誘導していると考え， カ

テニンシグナル経路の阻害を試みた． カテニンシグナル阻害には，タンキラー

ゼの阻害剤である を用いた．さらに の培養条件を最適化するために

ヒトの の培養に利用されるプロテインキナーゼ （ ）阻害

剤である を添加した． 種類の阻害剤（

）と （ ＋ ）の存在下で を培養した． は

の濃度で 陽性細胞の割合を増加させた（図 ）． の添加濃度が高いほ

ど，より迅速な 陽性率の上昇が見られたが，培養を継続していくにつれて陽

性率の差は小さくなった．その中で，安定した 陽性率の増加が見られた

の を培養系に添加した． の初代培養では コロニーの約 ％がコンパ

クトタイプであった（図 ）． 後 いくつかの平坦なコロニーが観察された．しか

し 同時に は 条件下で観察されたコロニーと比較して より多くのコンパク

トコロニーを形成した（ ）．さらに 以降は ％以上の がコンパク



トなコロニーを形成した．継代条件にも特徴が見られ， 条件下で培養した

は シングルセル継代が可能であった． 条件下で が多能性を維

持しているかどうかを調べるため 多能性関連マーカー（

）および生殖細胞マーカー（ および ）の発現レベルを により

解析したところ これらのマーカーの発現レベルは 日目から 日目まで経時的に上

昇した（図 ）．さらに、多能性マーカーである と の発現を免疫細胞

化学染色で調べた。その結果、 は細胞膜に， は核に局在しており，多能

性マーカーの発現が確認された（図 ）．形成されたコンパクトなコロニーは 染

色で強い陽性を示した（図 ）．これらの結果から カテニンシグナル阻害剤

である と 阻害剤である が の多能性維持に効果的である

ことが示唆された．

の多能性維持に関与する因子（サイトカイン，阻害剤）の特定

条件下で培養した は と類似したコンパクトなコロニーを形

成し，安定した多能性関連遺伝子の発現を示した．この現象がどの添加物により生じ

ているかを特定するため 各因子の非存在下で を培養した． 非存在下で

は 回目の継代（ 日目）でコンパクトなコロニーが形成された．しかし 回目の

継代（ 日目）後には 一部のコロニーが線維芽細胞様細胞に分化していた（図

）． 非存在下では はコンパクトなコロニーを形成し 安定した

増殖を示した．興味深いことに 阻害剤である の非存在下では 個々の細

胞が明瞭な平坦なコロニーの形成が促進された．重要なことは 非存在下で

は コンパクトなコロニーはほとんど観察されず 細胞は最終的に増殖を停止して死

滅したことである．多能性マーカーである の陽性率をフローサイトメトリー

で解析した． 陽性細胞の割合は 添加後に有意に増加した（



）（図 ）．以上のことは カテニンシグナル阻害剤である が

の多能性維持を促進したことを示している．

 次に 他の カテニンシグナル阻害剤によって の多能性が維持される

かどうかを調べた．そこで， とは作用点が異なる カテニンシグナル阻

害剤である を用いた 図 ．まず， の添加濃度を決定するため，濃度

検討を実施した（図 ）． ， を検討し， の を培養系に添加し

た． の存在下で培養した はコンパクトなコロニーを形成し そのコロ

ニーは の存在下で培養した のコロニーと類似していた（図 ）．し

かし コンパクトなコロニーの割合は 添加群よりも 添加群の方が低

かった（ ）．フローサイトメトリーにより 陽性割合を解析した結果

添加群ではコントロール群（ 添加群）よりも 陽性細胞の割合が

有意に高かった（図 ）．しかしながら 添加群の陽性率は 添

加群よりも有意に低かった（ ）．これらの結果から カテニンシグナルの

阻害は の多能性維持に機能することが明らかになった．一方で，多能性維持

の効果は阻害剤の種類によって異なることが示唆された．

の分化能の評価

 カテニンシグナル活性化剤および阻害剤の存在下で培養した の

における分化能を評価した．移植後，レシピエント胚との区別ができるように，

を蛍光標識した（図 ）． （ ）を受精卵の胚盤葉下腔

に移植し 日間孵卵した 図 ． 添加条件で培養した を移

植した胚では 蛍光が観察された（図 ）．一方 培地で培養した移

植 を移植した胚では 僅かな の蛍光しか観察できなかった．



染色

図 条件下で培養した の形態観察と
多能性評価． 白い矢印は平らなコロニー，黒い矢印は細胞密度が高いコンパク
トなコロニーを示す． 胚盤葉細胞回収後， 日間培養した の 染色
の結果．
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図 条件下で培養した の経時的な形
態変化．黒い矢印はコンパクトなコロニーを示す．グラフは，それぞれの培養期間
におけるコンパクトコロニーの割合を示す．各プロットは，算出された割合を表し
黒い直線は平均値を表す．



図 添加条件下で培養した の経時的な形態変化．黒い矢印はコ
ンパクトなコロニーを示す．



図 による多能性関連遺伝子（ ）およ
び生殖細胞関連遺伝子（ ）の発現解析．胚盤葉細胞を回収し，
添加条件（ ）で培養した の遺伝子発現
の変動を示す．エラーバーは，平均値の標準誤差 を表す



図 添加条件（ ）で培養した
の 染色結果． 添加後， 日間培養した を染色に供

試した．

染色



図 の濃度検討．（ ） を異なる濃度で添加した場合の，
陽性率の経時的な変化．エラーバーは，平均値の標準偏差 を表す．（ ）

添加時の の形態観察．添加濃度は ．
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図 条件下で培養した
の経時的な形態変化．黒い矢印はコンパクトなコロニーを示す．グラフは，

それぞれの培養期間におけるコンパクトコロニーの割合を示す．白いプロットは，
条件下で形成されたコンパクトコロニー，灰色のプロットは， 条件下

で形成されたコンパクトコロニーの割合を示す．統計解析は，



図 による多能性関連遺伝子（ ）お
よび生殖細胞関連遺伝子（ ）の発現解析．胚盤葉細胞を回収し，

添加条件（ ）で培養した
の遺伝子発現の変動を示す．エラーバーは，平均値の標準誤差 を表す



図 条件下で培養した の多能性評価． 免疫細胞化学染色の
結果． 染色の結果．
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図 の培養に必要な添加物の特定． 非
添加条件における の 陽性率の経時的変化を示す．エラーバーは，平
均値の標準偏差 を表し， の検定により統計的に解析された

． は測定していないことを表す．
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核

図 と の作用機序の違い． は膜結合型アシルトランスフェ
ラーゼである を不活性化することで， タンパク質の脂質修飾を阻害
する． は の分解複合体の タンパク質を安定化することで，

の分解を促進する．
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図 の濃度検討． の濃度で添加した場合の，
陽性率の経時的な変化．エラーバーは，平均値の標準偏差 を表す．

（ ） 添加時の の形態観察．
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図 シグナル阻害剤を添加した条件で培養した の形態．
培養条件は

である．グラフは，
それぞれの培養期間におけるコンパクトコロニーの割合を示す．黒いプロットは

条件下 灰色のプロットは 条件下，白いプロットは 条件下で
形成されたコンパクトコロニーの割合を示す．統計解析は， の検定により実
施された ．
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図 シグナル阻害剤添加条件における の 陽性細胞率の経時
的な変化．エラーバーは，平均値の標準偏差 を表し， の検定により
統計的に解析された ．



図 発現 ． 条件と 条件のそれぞれで培養し
た を示す．



図 発現 のキメラ試験． キメラ試験の概要図
条件下で培養した を移植したキメラニワトリ胚を示す

（ 日目胚）．

発現ベクター

胚盤葉

胚盤葉下腔



  考察

本研究では カテニンシグナルが に及ぼす影響を解析した．その結果

カテニンシグナルを阻害すると の多能性が維持された．一方 数日間に

わたる カテニンシグナルの活性化は 多能性を低下させた． の阻害を介

した カテニンシグナルの活性化は において自己複製を促進する

． では シグナルの効果は明確には分かっておらず カテニンシグ

ナルの効果は 研究グループによって異なっている ．最近の研究では

カテニンシグナル伝達はある特定の作用を持つのではなく 経時的に調節される様々

な作用をもつことが示唆されている ．従って， カテニンシグナルは発生制

御に密接に関係しており そのメカニズムの解明は幹細胞研究の進展にとって重要で

ある．

カテニンシグナルは進化的に保存されており，ニワトリでは発生を制御して

いる ．また カテニンシグナルは，発生に関与するだけでなく，ニワトリ

幹細胞の一種である始原生殖細胞 の増殖に機能すること

が示唆されている ．本研究において， カテニンシグナルの活性化は，

の平坦なコロニーの形成を促進し 多能性関連マーカーの発現を低下させた．

これは が多能性を失い，他細胞へと分化したことが考えられる．本研究で

は，数日間にわたる カテニンシグナル活性化の影響を調べた．しかし，短期間

のシグナルの活性化や低濃度での刺激が， に及ぼす影響については調べること

ができなかった．ヒト では，短時間（ 時間以内）の カテニンシグナル

の活性化 や，低濃度での カテニンシグナル活性化因子の添加 が

の増殖を促進した．したがって、 カテニンシグナルは において，時間依

存的・濃度依存的に様々な機能を発揮している可能性がある．今後，より詳細な検討



により， における カテニンシグナルについてより深い理解が得られるか

もしれない．一方で， カテニンシグナル阻害剤の添加により，キメラ形成能を

有する機能的な を培養することができた．しかしながら，当初の目的であっ

た の生殖細胞への分化能を解析することはできなかった． の性状を解

析する中で，生殖細胞マーカーの 発現レベルが上昇したことは大変興味深い．

従って，最適化された培地で培養した の生殖細胞への分化能を，レシピエント

胚のガンマ線処理 および の強制発現による の誘導 などの手法に

より解析することで新たな知見が得られるかもしれない．

は つのコロニー形態を示し それら つの細胞の比率は様々であった．先

行研究で は複数のタイプのコロニー形態を示すことが報告されている ．

その研究では 異なるコロニーが胚盤葉上層と胚盤葉下層からそれぞれ形成された．

その中で，胚盤葉上層に由来する高密度でコンパクトなコロニーのみが多能性マーカ

ーである を発現していた．この観察結果と一致して 本研究では，高密度のコ

ンパクトなコロニーは高い多能性を保持していることが示唆された．興味深いことに

において カテニンシグナルを制御すると 異なるタイプのコロニーが形

成された． カテニンシグナルを阻害するとコンパクトなコロニーが形成され

カテニンシグナルを活性化すると平坦なコロニーの形成が促進された．これは

おそらく カドヘリンと カテニンの影響によるものと考えられる． カドヘリンは

カテニンシグナル伝達の中心因子として機能する カテニンと相互作用する．

コンパクトなコロニーを形成する は カドヘリン カテニン複合体を介する

細胞接着により コンパクトなコロニーを形成する の形態は の形

態と同様に カドヘリン カテニン複合体の作用に影響されているのかもしれない．

カテニンは細胞間接着に関与するだけでなく 転写因子としても機能する ．

したがって カテニンシグナルの調節が カテニンの作用を介した の多



能性維持に影響を及ぼしている可能性がある． による カテニンのリン酸化は

によって阻害され カテニンシグナルの活性化を誘導する．その結

果 カテニンは分解されずに蓄積する． カテニンシグナル経路の阻害を誘導す

る はタンキラーゼ阻害剤であり （ ）タンパク質を安定化

することにより カテニンの分解を促進する ． は を阻害するこ

とで， リガンドのパルミトイル化を抑制し， リガンドの分泌を阻害する．結

果として， カテニンシグナルを阻害し， カテニンの蓄積を抑制する ．本

研究で用いた低分子阻害剤は カテニンの蓄積と分解を介して， カテニンシグ

ナルの下流の遺伝子発現を調節することで の多能性を変化させたと考えられ

る．対照的に カテニンシグナルの活性化による カテニンの安定化は

でのニワトリ の増殖に重要である これらの知見は カテニンシグナ

ルの制御が，哺乳類だけでなくニワトリの幹細胞の研究にとっても重要であることを

示唆している．

哺乳類の には「ナイーブ」な状態と「プライム」な状態がある ．ナイー

ブ型は未分化の基底状態 プライム型は基底状態から発生が進んだ段階と定義され

る．そのため 再生医療や遺伝子工学に用いることを目的に，ナイーブ型 の樹立

に関する研究が いくつかの動物種で行われている 近年 鳥類にもナイ

ーブ型とプライム型が存在する可能性が複数の研究で示唆されている．受精卵の発育

段階は鳥類種によって異なる．ゼブラフィンチはステージ で産卵し，ニワトリ

ステージ よりも早い発育段階で産卵する．フィンチの胚盤葉細胞はニワトリより

も，哺乳類におけるナイーブ特異的マーカー遺伝子を高発現する と

を用いて行った遺伝子の網羅的発現解析では の発現プロファイルは

の発現プロファイルよりも の発現プロファイルに類似していることが

明らかになった （ ）に関する最近の研究



では 鳥類種によって の性質が異なることが判明しており 特に 雷鳥由来の

は に類似した性質を示した 本研究では カテニンシグナル阻

害剤存在下で培養した は コロニー形態 シグナル依存性 キメラ形成能

高いクローン形成能など ナイーブ型の と類似したいくつかの特性を示し

た．しかしながら 哺乳類と鳥類では発生パターンが異なること 鳥類ではナイーブ型

とプライム型を定義する明確なマーカーが知られていないことから 本研究では

の状態を定義することはできなかった．さらなる詳細な解析により 鳥類

の特徴を明確に定義できるかもしれない．

結論として 本研究では に対する カテニンシグナルの影響を調べ，

カテニンシグナル阻害剤を用いることで の未分化状態を安定に維持で

きることを見出した．一方で，当初の目的であった の生殖細胞への分化を実

現することはできなかった．しかし，培養条件の最適化により，生殖細胞関連遺伝子

の発現が安定化したことから，継続的な研究により， の生殖細胞への分化を実

現できる可能性がある．まとめると，本研究成果は，ニワトリ 細胞に関する研究

を行っていく上で重要な知見を提供するものとなった．



第 章

鶏卵バイオリアクター 評価系の構築



序序論

近年 バイオ医薬品など医療用の組換えタンパク質の需要が高まっている．これら

のタンパク質は新しい標的分子に作用し 低分子医薬品とは異なる高い特異性と有効

性を有する．しかし 翻訳後修飾を受ける治療用組換えタンパク質の生産には

（ ）細胞が主に用いられており，その，製造コストの高さが課題と

なっている．

緒言で述べたように，ニワトリはその生産性の高さから，上記の課題を解決するバ

イオリアクターとして有用と考えられる．しかしながら，卵管上皮細胞の培養系が確

立されていないことから，生産系の評価を迅速に実施することができない．すなわ

ち，ゲノム編集個体の作出後に初めて生産物の評価が可能になることが実用化の障害

になっていると言える．

そこで，本研究では，まずゲノム編集技術を利用して，主要な卵白成分である

を恒常的に発現するニワトリ培養細胞株 細胞 を樹立した．続いて，有用物質

として を選択し， 遺伝子を 発現細胞株の 遺伝子座にノックイ

ンし，鶏卵バイオリアクターの モデルを作製した．遺伝子間のリンカー，ノッ

クイン箇所を変えた株を複数樹立し，発現する タンパク質の量から，鶏卵バイ

オリアクターの 評価を実施し，評価系の有効性を確認した．

 



  材料と方法

■ 発現細胞株の樹立

（１）供試細胞

本実験に使用された 細胞は （ ）

から入手し （ ）

（ ）を添加した （ ）で培養

し ディッシュ（ ）で で培養した．

（２）ゲノム編集ツールの作製

遺伝子座への強制発現プロモーターのノックインを実施するため，

を利用した ．それに伴い

以下に示す３種類のベクターを作製した．

遺伝子座を標的とする ベクター

遺伝子座の標的配列を図 に示した．強制発現プロモーターのノックイ

ン箇所として， 遺伝子の 箇所を標的とした．１箇所は，エクソン 上流のイ

ントロン領域，もう１箇所は，エクソン の開始コドン上流である． として機

能する 塩基を合成オリゴとして，ユーロフィンジェノミクス株式会社に委託し，

合成した．合成オリゴの配列は図 に示す．それらの合成オリゴを，

と を使用した 法に

より， ベクター 図 に

挿入した．



プロモーターを搭載した ドナーベクター

ベクターの構築に利用した のベクターマ

ップを図 に示す．本研究で使用した ドナーベクターは，

のマルチクローニングサイト内の ， に 遺伝子と相同な約

（マイクロホモロジー）の配列を挿入することにより作製した．挿入する配列は，

合成オリゴとしてユーロフィンジェノミクス株式会社に委託し，合成した 図

は ， により制限酵素処理し， アガロースゲルで

電気泳動した．アガロースゲルから目的の領域を切り出し，精製した（

）．精製したベクターとインサートを，

により連結した．

ドナーベクターを標的とする ベクター

で作製した ベクター中の標的配列を図 に示す． を合成オリゴ

として，ユーロフィンジェノミクス株式会社に委託し，合成した 図 ．それらを

ベクター へ挿入することで作製した．

（３） 細胞への遺伝子導入

作製したゲノム編集ツールを 細胞へと遺伝子導入した． ディッシュ

で ％コンフルエントに達した細胞に対して

（ ）を使用して トランスフェクションを実施した．トランス

フェクションから 時間後 プロモーターのノックインに成功した細胞は

（ ）を用いて選択した．選択から 週間後

ウェルプレート（ ）に限界希釈培養法を用いて細胞を播種し 細胞を単一化

した．



（４）ノックインの検出

プロモーターを搭載したドナーベクターが， 遺伝子座の目的箇所 エク

ソン１上流およびエクソン２開始コドン上流 にノックインされているかを，

とシークエンス解析により確認した． 解析に使用

したプライマーは表 に示す． は， を使用

し， 秒， 秒， 秒のサイクルを サイクル実行した．シークエ

ンス解析は，抽出したゲノム ）から解析領域

を増幅し，ダイレクトシークエンス法により実施した．サイクルシークエンス反応

は， を使用し，

秒， 秒， 分のサイクルを サイクル実行した．本研究のシークエン

ス解析は， を使用した．データの

解析は を用いた．さらに， プロモーターが対立遺伝子の，片

アレルにノックインされているか，両アレルにノックインされているかを調べるため

に， によるジェノタイピングを実施した．使用されたプライマーは表 に示

す．サイクル条件は， 秒， 秒， 秒で サイクルである．

産物は， アガロースゲルを使用した電気泳動に供試した．以上の解析により樹立

した細胞株を以下のように定義する．エクソン 上流に プロモーターがノック

インされた株： 株，エクソン の開始コドン上流に プロモーター

がノックインされた株： 株

（５）オフターゲット変異の検出

使用した ベクターにより，オフターゲット変異が生じていないかを解

析した． ソフトウェア（ ）を用いて のエクソン



の上流 エクソン の開始コドン上流 および ドナーベクターを標的とする

種類の の計 種類を検索した．各 は 塩基に及び

）配列を含む． により， 近位の シード配

列 が一致するゲノム領域を検索した．さらにその領域が遺伝子のコード領域である

かを により調べた．各オフターゲット

候補部位は 遺伝子をコードする領域を解析対象とした． 株

株 および野生型 細胞からゲノム を抽出し（

） オフターゲット候補領域を増幅した．使用したプライマーセットを表 に

示す．その後 （ ）を用い

てサイクルシークエンシングを行い （

）を用いて配列を解析した．

（６） の発現解析

株， 株において が発現しているかを により

解析した． 株， 株および野生型 細胞の全 を

（ ）を使用して，抽出した．抽出後，全

を に逆転写した（

）． に特異的なプライマーセット（表 ）を使用して，

により を行った．サイクル条件は， 秒， 秒， 秒で

サイクルである． 産物は， アガロースゲルを使用した電気泳動に供試した．

は （ ）を用いて実施した．サイクル条件

は，初期変性 分の後に， 秒， 秒 分を サイクル実行

した．融解曲線分析条件は， 秒， 分， 秒の条件で実行した．



解析した遺伝子は と で，プライマーの配列は表 に示した．遺伝子発現

は 法を用いて算出した．

の配列解析

  転写産物が正しく転写されたかどうかを確認するため 株および

株の転写産物配列をダイレクトシークエンス法により確認した．

株および 株の を鋳型として

を用いた により の開始コドンから終止コドンの領域を増幅した．サイクル

条件は， 秒 秒 秒を サイクル実行した．サイクルシークエン

シングは を使用し，

（ ）を用いてシーケンス解析を行っ

た．使用したプライマーセットを表 に示す．

および 株のライセートおよび培養上清中の タンパク質

を （ ）および

により検出した．ライセートサンプルの調製には （

）を用いた．プロトコールに従い ディッシュでコンフルエントにした

株と 株からサンプルを調製した．培養上清サンプルは

および 株を ディッシュでコンフルエントになるまで培養し

た後に，培地を吸引し，細胞を （ ）で 回洗浄した後 の無血清培地

（ ）を加え 日後に回収した．回収した培養上清

サンプルを を用いて，限外濾過によりサンプルを約

倍に濃縮し ポリアクリルアミドゲル ･パジェル を用いて



を行った．サンプルに を の濃度で加え で 分

間熱処理した．分離したタンパク質バンドをメンブレン（

）に転写した．メンブレンを

（ ）で 一晩ブロッキングした．一次抗体は，

を

（ ）で ： に希釈し，

で 分間，抗体反応させた．二次抗体は， 標識ヤギ抗ウサギ抗体

を （

）で に希釈したものを用いた．化学発光は

を用いて， により検出した．

株および 株の培養上清およびライセートサンプル中の

タンパク質濃度を推定するために 抗 抗体を用いて を行った．培

養上清は 株および 株を ディッシュに播種し コンフ

ルエントに達した 日後に回収した．ライセートサンプルの調製には

（ ）を用いた．捕捉抗体は

を用いた．捕捉抗体は で に希釈し

（ ）を使用し， で一晩固

相化した． により洗浄後， ブロックエース 株

式会社ケー・エー・シー を使用し， 時間ブロッキングした．ブロッキング

後，測定サンプルを ， 時間固相化した． スタンダードは オボアルブミン



低エンドトキシン（ ）を で段階希釈し使用した．検出

抗体は （ ）で標識したウサギ抗

抗体（ ）を （

）で 希釈し， で 時間反応させ

た．基質には

を用いた．発色は マイクロプレートリーダー（

）を用いて検出した． タンパク質の正味吸光度は 測定値からコン

トロール（ ）の吸光度を差し引いて算出した．

■ 遺伝子のノックイン

（７）供試細胞

株において， タンパク質が高発現しているため， 株

を本実験に供試した．

（８）ゲノム編集ツールの作製

遺伝子の 遺伝子座へのノックインを行うため，以下の 種類のゲノム

編集ツールを準備した．

遺伝子座 開始コドン近傍 を標的とする ベクター

遺伝子座を標的とする ベクターは， 発現細胞株の樹立で

作製した ベクター エクソン を標的 を使用した．

遺伝子座（終止コドン近傍）を標的とする ベクター

 終止コドン近傍を標的とする ベクターは，広島大学統合生命科学研究科の



佐久間哲史教授に依頼し，作製していただいた．

遺伝子を搭載したドナーベクター

種類のドナーベクターを作製した． ペプチドを介して，開始コドン上流に

遺伝子をノックインするドナーベクター， ペプチドと

配列を介して終止コドン下流に 遺伝子をノックインする 種

のドナーベクターの計 種類である．ドナーベクターの設計過程を図 に示す．

によるノックインを実施するため， 用のドナーベ

クターを作製した．まず， により， 遺伝子座の標的領域近傍の約

をホモロジー領域として増幅し， （ ）にク

ローニングした．その後， 遺伝子， ペプチドおよび 配列をそれぞれ

増幅し， 反応（ ）によりドナーベクターに組み込んだ． 遺

伝子は，住友化学株式会社の高橋康彦主任研究員，浅野宏治研究員より供与していた

だいた． ペプチド配列は，広島大学統合生命科学研究科の佐久間哲史教授から供

与していただいた ベクターから増幅した． 配列は，

ベクター（ ）から増幅した． 株には， プロ

モーターのノックイン時に， 耐性遺伝子が組み込まれているため，

耐性遺伝子を薬剤選択マーカーとして，ドナーベクターに組み込んだ．使

用したプライマーは表 に示す．

（９） 株への遺伝子導入

作製したゲノム編集ツールを 株へと遺伝子導入した．樹立する細胞株

は図 に示す 種類である． ディッシュ で ％コンフルエント

に達した細胞に （ ）を用いて トラ



ンスフェクションを行った．トランスフェクションから 時間後 遺伝子を

含むドナーベクターのノックインに成功した細胞は （

を用いて選択した．選択から 週間

後 ウェルプレート（ ）に限界希釈培養法を用いて細胞を播種し 細胞を

単一化した．

（１０） ノックインの検出

遺伝子を搭載したドナーベクターが， 遺伝子座の目的箇所 エクソン

開始コドン上流，エクソン 終止コドン下流 にノックインされているかを，

およびシークエンス解析により確認した． 解析に使用されたプライマーは表

に示す． は， を使用し， 秒，

秒， 秒のサイクルを サイクル実行した． 産物は， アガロースゲル

を使用した電気泳動に供試した．シークエンス解析は，抽出したゲノム

）から解析領域を増幅し，それらをテンプレートに

して，ダイレクトシークエンス法により実施した．サイクルシークエンス反応は，

を使用し， 秒，

秒， 分のサイクルを サイクル実行した．データの解析は

を用いた．ノックインが検出された株について，以下のように定義する．

ペプチドを介して， 上流に がノックインされた株： 株．

ペプチドを介して， 下流に がノックインされた株：

株 配列を介して， 下流に がノックインされた株：

株

（１１） オフターゲット変異の検出



使用した ， ベクターにより，オフターゲット変異が生じてい

ないかを解析した． ベクターによるオフターゲット変異解析には，

ソフトウェア（ ）， ベクターによるオフター

ゲット変異解析には ソフトウェア

（ ） を使用した．各オ

フターゲット候補部位について 遺伝子をコードする領域を解析対象とした．

株 株 株，および 細胞からゲノム

を抽出し（ ） オフターゲット部位を増幅し

た．使用したプライマーセットを表 に示す．その後

（ ）を用いてサイクルシークエンシングを行い

（ ）を用いて配列を解析した．

（１２） の発現解析

株 株 株において

が発現しているかを により解析した． 株

株 株および野生型 細胞のトータル は

（ ）を使用して，抽出した．抽出後，トータル を

に逆転写した（ ）．使

用したプライマーセットは表 に示し， を用いて を行っ

た．サイクル条件は， 秒， 秒， 秒で サイクルである．

産物は， アガロースゲルを使用した電気泳動に供試した．



株， 株，および 株の培養上清，

ライセートサンプル中の タンパク質， タンパク質をサンドイッチ

で測定した．培養上清は 細胞を ディッシュに播種し コンフルエント

に達した 日後に回収した．溶解液サンプルは の細胞溶解バッフ

ァー（ ）に溶解して調製した タンパ

ク質濃度は， と同様の手法で測定した． タンパク質濃度は

のプロトコールに従って測定し

た． タンパク質の吸光度は 野生型 細胞ライセートサンプルの吸光度を

差し引くことにより算出した．

ペプチドが機能的であるかを確認するため， 株から分泌され

る タンパク質を により検出した．培養上清サンプルは

株を ディッシュでコンフルエントになるまで培養した後に，培

地を吸引し 細胞を （ ）で 回洗浄した後 の無血清培地

（ ）を加え 日後に回収した．回収した培養上清サンプルを

を用いて，限外濾過によりサンプルを約 倍に濃縮

し ポリアクリルアミドゲル ･パジェル を用いて

，及び 抗体を利用した を実施した．手法は，（ ） ③に記

載した．



図 遺伝子座における ベクターの標的配列 と， と
して合成した配列 を示す． において小文字はイントロン領域 大文字はエ
クソン領域を表す．

tattccccagggctcagccagtgtctgtACATACAGCTAGAAAGCTGTATTGCCTTTA
ataaggggtcccgagtcggtcacagacaTGTATGTCGATCTTTCGACATAACGGAAAT

エクソン1

配列

tgctctagACAACTCAGAGTTCACCATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATTT
acgagatcTGTTGAGTCTCAAGTGGTACCCGAGGTAGCCACGTCGTTCGTACCTTAAA

配列エクソン

エクソン 標的 合成オリゴ

5’-CACCGAGACAACTCAGAGTTCACCA-3’
3’-CTCTGTTGAGTCTCAAGTGGTCAAA-5’

エクソン 標的 合成オリゴ

5’-CACCGCTAGCTGTATGTACAGACAC-3’
3’-CGATCGACATACATGTCTGTGCAAA-5’

開始コドン



図 ベクターの作製に利用した
ベクター と ドナーベクターの作製に利用した

のベクターマップを示す
．



エクソン 編集用 ベクター 合成オリゴ

5’-GGATCCTCTGTACATACAGCTAGAAAGCTGTGGTATATTCCCCAGGGCTCAAGCCAGTGAAGCTT-3’
3’-CCTAGGAGACATGTATGTCGATCTTTCGACACCATATAAGGGGTCCCGAGTTCGGTCACTTCGAA-5’

エクソン 編集用 ベクター 合成オリゴ
5’-GGATCCGCCACCATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCCTTTGCTCTAGACAACTCAGAGTTCAAAGCTT-3’
3’-CCTAGGCGGTGGTACCCGAGGTAGCCACGTCGTTCGGAAACGAGATCTGTTGAGTCTCAAGTTTCGAA-5’

マイクロホモロジー マイクロホモロジー

マイクロホモロジー マイクロホモロジー

図 ドナーベクターに挿入した合成オリゴの配列を示す．制限酵素配列，
遺伝子座との相同なマイクロホモロジー配列が含まれる．



エクソン 編集用 ベクター 標的配列

エクソン 編集用 ベクター 標的配列

5’-GGATCCTCTGTACATACAGCTAGAAAGCTGTGGTATATTCCCCAGGGCTCAAGCCAGTGAAGCTT-3’
3’-CCTAGGAGACATGTATGTCGATCTTTCGACACCATATAAGGGGTCCCGAGTTCGGTCACTTCGAA-5’

配列

5’-GGATCCGCCACCATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCCTTTGCTCTAGACAACTCAGAGTTCAAAGCTT-3’
3’-CCTAGGCGGTGGTACCCGAGGTAGCCACGTCGTTCGGAAACGAGATCTGTTGAGTCTCAAGTTTCGAA-5’

配列

ベクター 合成オリゴ
5’-CACCGTACATACAGCTAGAAAGCTG-3’

3’-CATGTATGTCGATCTTTCGACCAAA-5’

5’-CACCGCTCTGAGTTGTCTAGAGCAA-3’
3’-CGAGACTCAACAGATCTCGTTCAAA-5’

ベクター 合成オリゴ

図 ドナーベクターを標的とする の配列．



CTGTGGGTGGGTCACAATTC

GACCGAACCCCGCGTTTA

CTGTGGGTGGGTCACAATTC

CACGCAGGTACTTCACCCTT

GGGTTATGGCCCTTGCGTG

CATTGGCATGGTGGACTTTGA

GGGTTATGGCCCTTGCGTG

TTCTGGGACAGTTTGCTACCC

表 αプロモーターのノックインの検出に使用したプライマー



GACGGATTTCAGTTGCCAGC

TCTGGAACACTGCAGACACC

TCCCATAGGTTCAGAATTTTCCTTC

TGTTCTGTGGGAAGTAAGCCC

GATGGGCTCCCTCAGCTTTT

GGGAAGCAGAGCAGTCTCAG

ACTGATGCCCACCTTGCTAC

AAGTTGGGTGGCAGTGTTGA

CTGCAGTCATGCTAAGGAAGC

GCACAGATCGTTGCCAGTTC

TACAACCTTTCTCTGGGGGC

CGGTCTCCTTCAGCTTTGGT

表 オフターゲット変異の検出に使用したプライマー



GCGCAGCAAGCATGGAATTT

AGAAGAGAACGGCGTTGGTT

GCGCAGCAAGCATGGAATTT

AGAAGAGAACGGCGTTGGTT

AATCCGGACCCTCCATTGTC

AATCCGGACCCTCCATTGTC

表 に使用したプライマー



ATGGGCTCCATCGGCGCAGC

CCAAATCACCAAACCAAATG

AAGTATTCTGGCAGGATTGG

TACCAGATTGGTTTATTTAG

GCAGAAATCAATGAAGCAGG

GTTGGAAGGGACAGAGTTTT

表 の配列解析に使用したプライマー



図 上流に 遺伝子をノックインするために使用するドナーベクター
の作製過程．各矢印は， に使用したプライマーを示す．



図 下流に 遺伝子をノックインするために使用するドナーベクターの
作製過程．各矢印は， に使用したプライマーを示す．



GCAAGCCTCTGCTTTCTCAT

GCTTCCAGAGGAAAGGGACA

ATGGGCTCCATCGGTGCA

GAACTCTGAGTTGTCTAGAGCAAACAG

CTCTAGACAACTCAGAGTTCGCCACCATGGCTGCTGGCAGCATC

CTCCGCTTCCATGGTGATGGTGATGATGGCTCTTGGCGCTCATTGG

CGCCAAGAGCCATCATCACCATCACCATGGAAGCGGAGAGGGCAGA

GCTGCACCGATGGAGCCCATAGGTCCAGGATTCTCCTCG

ATGTTAACTAGGGTGTGGAAAGTCC

ATGTTAACTTTATTGCAGCTTATAATGGTTAC

CAGGAAGGAAGTTATGTCGCC

AAGAGCACATTCACAAGACCCAT

AAAGAAGAAAGCTGAAAAACTCTG

AGGGGAAACACATCTGCC

TCCTGGACCTATGGCTGCTGGCAGCATC

TCAATGGTGATGGTGATGATGGCTCTTGGCGCTCATTGG

TTGGCAGATGTGTTTCCCCTGGAAGCGGAGAGGGCAGA

CAGCAGCCATAGGTCCAGGATTCTCCTCG

CATCATCACCATCACCATTGAGGTGTGGAAAGTCCCCAG

GTTTTTCAGCTTTCTTCTTTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAG

CAGGAAGGAAGTTATGTCGCC

AAGAGCACATTCACAAGACCCAT

AAAGAAGAAAGCTGAAAAAC

TTAAGGGGAAACACATCTG

CGATGATAATGCCACCATGGCTGCTGGCAGCATC

TCAATGGTGATGGTGATGATGGCTCTTGGCGCTCATTGG

GCAGATGTGTTTCCCCTTAAGCCCCTCTCCCTCCCCCC

CCATGGTGGCATTATCATCGTGTTTTTCAAAGGAAAACCACGTCCCC

CATCATCACCATCACCATTGAGGTGTGGAAAGTCCCCAG

GTTTTTCAGCTTTCTTCTTTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAG

GTCTGGATCTTCAGAAGAACTCGTCAAGAA

CGGATCTACCATGATTGAACAAGATGGATT

GTTCAATCATGGTAGATCCGGGACCTGAAA

GTTCTTCTGAAGATCCAGACATGATAAGAT

CGGATCTACCATGATTGAACAAGATGGATTG

GTCTGGATCTTCAGAAGAACTCGTCAAG

GTTCTTCTGAAGATCCAGACATGATAAGATACATTGATG

GTTCAATCATGGTAGATCCGGGACCTGAAATAAAAG

CGGATCTACCATGATTGAACAAGATGGATTG

GTCTGGATCTTCAGAAGAACTCGTCAAG

GTTCTTCTGAAGATCCAGACATGATAAGATACATTGATG

GTTCAATCATGGTAGATCCGGGACCTGAAATAAAAG

表 遺伝子を搭載したドナーベクター作製に使用したプライマー



上流に をノックイン

下流に をノックイン

株

株

株

図 遺伝子のノックインにより樹立する細胞株．



AGTACCTGCGTGATACCCCC

CCACTCTTCCATCGGGGTGA

CTTCAAGGACCCCAAGAGACTG

AGGGCTTGGAACAGCTAAGAG

AATCGGACGGGGGTAGTCTC

CCACTCTTCCATCGGGGTGA

GCCATGACAAGAGCAATCAGTT

CCACTCTTCCATCGGGGTGA

TGCTTCTTCTTCGAACGCCT

GCTGTAGGGGACTCTTGTTCA

GAAGTGGGTGGGAGAGTTCG

TTGAAGTGGCCTGGTGGAAA

GCCATGACAAGAGCAATCAGTT

CCTCACATTGCCAAAAGACGG

TGCTTCTTCTTCGAACGCCT

GCTGTAGGGGACTCTTGTTCA

GAAGTGGGTGGGAGAGTTCG

TTGAAGTGGCCTGGTGGAAA

表 遺伝子のノックインの検出に使用したプライマー



CTGCAGTCATGCTAAGGAAGC

GCACAGATCGTTGCCAGTTC

TCAGTGGGTGTTGGTCCAAGC

CCCTTAATCTGGCAAGCAAGCCAT

GCCTGCAGACTGTAAGAACAAGTG

CACAACACGAGGAATGGCTTCTAG

CTCCAGCTCGCAGATAACACAAAG

GCAAAGTACCTGGGAATGATGGAG

表 オフターゲット変異の検出に使用したプライマー



ATGGCTGCTGGCAGCATCAC

AGAAGAGAACGGCGTTGGTT

ATGGGCTCCATCGGTGCAGC

GCTCTTGGCGCTCAT

ATGGGCTCCATCGGTGCAGC

GCTCTTGGCGCTCAT

表 に使用したプライマー



成成績

（ ） 発現細胞株の樹立

の強制発現は， 法を用いて 遺伝子座に プロモーターをノッ

クインすることで実施した． 種類のプラスミドベクター（ 遺伝子座を標的と

する ベクター， プロモーターを有する ドナーベクター，お

よび ドナーベクターを標的とする ベクター）を用いて，エクソ

ン 上流のイントロン，開始コドン上流のエクソンに プロモーターをノックイ

ンした．クローン化した細胞からゲノム を抽出し，図 および図 に示

すように フラグメント および を増幅することで ノックインを検出した．

の結果， プロモーターが 遺伝子座の目的箇所にノックインされたことを確

認した（図 および図 ）．さらに， ドナーベクターは のエクソン

上流，エクソン の開始コドン上流の標的 箇所において，対立遺伝子の片アレル

にノックインされたことを確認した（図 および図 ）．

続いて 株， 株において，オフターゲット変異が生じたか

どうかを解析した． を用いて と相同性の高い領域をスクリーニン

グした．スクリーニングした領域のうち 遺伝子をコードする つの領域をオフター

ゲット解析のために選択した．候補領域を により増幅し，シークエンス解析を実

施した結果， および 株にインデル変異は認められなかった

（表 ）．

（ ） の発現解析

まず， および 株における 発現を レベルで解析

した． の結果 は および 株で発現していたが ゲ



ノム編集ツールを導入していない 細胞では発現していなかった（図 ）．次

に 株と 株の間で の転写レベルに違いがあるかどうかを

調べるため を行った． の結果 細胞株では

細胞株よりも 発現が約 倍高いことが示された（図 ）．また 合成した

を鋳型としたシークエンス解析により，正常に が転写されているか

を確認した．シークエンス結果を， 上

の 配列（ ）と比較し，正常な転写が生じ

ていることを確認した（図 ）．

次に 株と 株から分泌される タンパク質を，抗 抗

体を使用した で確認した．その結果， 株の培養上清から多量

の タンパク質が検出されたのに対し 株の培養上清からは微量の

タンパク質しか検出されなかった 図 ）．ライセートサンプルからは タン

パク質は検出されなかった．培養上清およびライセート中の タンパク質濃度を推

定するため サンドイッチ を実施した．濃度の推定に用いた標準曲線を図

に示す． 細胞株の培養上清には約 の タンパク質が含まれ

ライセートには約 の タンパク質が含まれていた（図 ）．

（ ） 遺伝子のノックイン

株は 株と比較して， タンパク質を高発現するため

評価系に使用した．有用タンパク質として，再生医療における重要性から

タンパク質を選択した． の開始コドンは，ニワトリを利用したバイオリアクター

におけるノックイン部位として一般的に用いられている ．しかしながら，

は胚発生に必須であるため， の完全な欠失は胚性致死を引き起こす．そこで本研

究では を へと置き換えるのではなく， と タンパク質の共発



現系の構築を試みた． 開始コドンの上流への 遺伝子のノックインの模式図

を図 に示す． 遺伝子を， ペプチドを介して 上流にノックインし，

薬剤選択マーカーは，エクソン 上流のイントロン領域に位置するように設計した．

ドナーベクターのノックインは により増幅されるフラグメント によって確認

した．シングルセルクローニングの後にジェノタイピングを実施した結果， つの

株（ ）においてドナーベクターのノックインが確認された

（図 ）． 終始コドン下流への， ペプチドを介した 遺伝子のノック

インの模式図を図 に示す．ジェノタイピングを実施した結果， つの

株（ ）においてドナーベクターのノックインが確認された（図

）．同様に， 配列を介した 遺伝子のノックインの模式図を図 に示

す．ジェノタイピングを実施した結果， つの 株（ ）に

おいてドナーベクターのノックインが確認された（図 ）．それぞれの，細胞株に

おいて，ドナーベクターが正確に目的領域にノックインされているかを確認するため

シークエンス解析を実施した．その結果， 株 ，

株 ，および 株 において目的位置に

正確にドナーベクターがノックインされていることが確認された 図 ．

続いて 株 ， 株 ，および

株 において，オフターゲット変異が生じたかどうかを

解析した．ニワトリゲノムにおける の変異候補領域を ，

の変異候補領域を， を用いてスクリーニングした．スクリーニング

した領域のうち 遺伝子をコードする領域をオフターゲット解析のために選択した．

候補領域を により増幅し，シークエンス解析を実施した結果， 株

， 株 ，および 株

にインデル変異は認められなかった（表 ）．



（ ） 遺伝子ノックイン細胞株の解析

をノックインした 株 ， 株

，および 株 で と が転写されるか

どうかを調べた．それぞれの株においての予測 配列を図 図 および図

に示す． の結果，すべての細胞株で と が転写されているこ

とを確認した（図 図 および図 ）．

培養上清とライセート中の と タンパク質の濃度を推定するため サン

ドイッチ を実施した．濃度の推定に用いた検量線を図 に示す．まず，

リンカーの検討のため， 株 ， 株

における ， タンパク質の発現量を測定した 図 ．

株においては， タンパク質は培養上清中に ， タンパク

質はライセート中に に含まれていた． 株においては，

タンパク質は培養上清中に ， タンパク質はライセート中に約

に含まれていた（図 ）．これらの結果は，２つの遺伝子をリンカー

（ ペプチド， ）により接続する場合，下流に位置する遺伝子の発現量は，

ペプチドを利用することで，高収量が得られる傾向があることを示唆している．

続いて，有用タンパク質のノックイン箇所として， の上流または下流を検討す

るため， 株 ， 株 における

， タンパク質の発現量を測定した． 株においては， タ

ンパク質は培養上清中に約 ， タンパク質はライセート中に

に含まれていた（図 ）．この結果を， 株の測定結果と比較する

と， 上流への 遺伝子のノックインにより，より多量な タンパク質

（ ）が得られることが示唆された．さらに， ペプチドが機能的であるかどう



かを確認するために から分泌された タンパク質をウェスタンブ

ロッティングにより検出した．その結果 培養上清中から単一の タンパク質が検

出され ペプチド領域で切断が起こったことが示唆された（図 ）．一方，ライセ

ートサンプル中から， タンパク質を検出することはできなかった データは示

していない



ttccccagggctcagccagtgtctgtACATACAGCTAGAAAGC

α 

α

α

図 上流への プロモーターのノックイン． ノックインの模式図を示
す． と はノックインの検出で増幅された領域を表す．

の検出． の検出．



ttgctctagACAACTCAGAGTTCACCATGGGCTCCATCGGTGCAGC

α

α

α

図 下流への プロモーターのノックイン． ノックインの模式図を
示す． と はノックインの検出で増幅された領域を表す．

の検出． の検出．



CCTGTGTCTGTACATGAAGCAG

ATGTGATGTACAGACACAGGAG

CCTCAGCTTTCTAGCACACGGAA

CCTCAGCTTTCTAGCCCCAAAC

GGAACTACAGAGTTCACCAGGG

CCGTATCCTGTCTAGAGCAAGGG

表 オフターゲット変異候補領域の解析

シークエンスの太字は 配列を示す．下線は使用した と相同な配列を表す．



α α

α α

図 および による の発現解析． による
株， 株および野生型 の の発現を示す． に

よる 株， 株間における の発現レベルの差を示す．エ
ラーバーは，標準偏差 を示す 統計解析は によ
り実施した



EF1α-Exon1 1:ATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATTTTGTTTTGATGTATTCAAGGAGCTCAAAGTCCACCATGCCAATGAGAACATCTTCTACTGCCCCATTGCCATCATGTCAGCTCTAGCC 120
EF1α-Exon2 1:ATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATTTTGTTTTGATGTATTCAAGGAGCTCAAAGTCCACCATGCCAATGAGAACATCTTCTACTGCCCCATTGCCATCATGTCAGCTCTAGCC 120
OVA mRNA 1:ATGGGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATTTTGTTTTGATGTATTCAAGGAGCTCAAAGTCCACCATGCCAATGAGAACATCTTCTACTGCCCCATTGCCATCATGTCAGCTCTAGCC 120

M  G  S  I  G  A  A  S  M  E  F  C  F  D  V  F  K  E  L  K  V  H  H  A  N  E  N  I  F  Y  C  P  I A I  M  S  A  L  A

EF1α-Exon1 121:ATGGTATACCTGGGTGCAAAAGACAGCACCAGGACACAAATAAATAAGGTTGTTCGCTTTGATAAACTTCCAGGATTCGGAGACAGTATTGAAGCTCAGTGTGGCACATCTGTAAACGTT 240
EF1α-Exon2 121:ATGGTATACCTGGGTGCAAAAGACAGCACCAGGACACAAATAAATAAGGTTGTTCGCTTTGATAAACTTCCAGGATTCGGAGACAGTATTGAAGCTCAGTGTGGCACATCTGTAAACGTT 240
OVA mRNA 121:ATGGTATACCTGGGTGCAAAAGACAGCACCAGGACACAAATAAATAAGGTTGTTCGCTTTGATAAACTTCCAGGATTCGGAGACAGTATTGAAGCTCAGTGTGGCACATCTGTAAACGTT 240

M  V  Y  L  G  A  K  D  S  T  R  T  Q  I  N  K  V  V  R  F D  K  L  P  G  F  G  D  S  I  E  A  Q  C  G  T  S  V  N  V

EF1α-Exon1 241:CACTCTTCACTTAGAGACATCCTCAACCAAATCACCAAACCAAATGATGTTTATTCGTTCAGCCTTGCCAGTAGACTTTATGCTGAAGAGAGATACCCAATCCTGCCAGAATACTTGCAG 360
EF1α-Exon2 241:CACTCTTCACTTAGAGACATCCTCAACCAAATCACCAAACCAAATGATGTTTATTCGTTCAGCCTTGCCAGTAGACTTTATGCTGAAGAGAGATACCCAATCCTGCCAGAATACTTGCAG 360
OVA mRNA   241:CACTCTTCACTTAGAGACATCCTCAACCAAATCACCAAACCAAATGATGTTTATTCGTTCAGCCTTGCCAGTAGACTTTATGCTGAAGAGAGATACCCAATCCTGCCAGAATACTTGCAG 360

H  S  S  L  R  D  I  L  N  Q  I  T  K  P  N  D  V  Y  S  F S  L  A  S  R  L  Y  A  E  E  R  Y  P  I  L  P  E  Y  L  Q

EF1α-Exon1 361:TGTGTGAAGGAACTGTATAGAGGAGGCTTGGAACCTATCAACTTTCAAACAGCTGCAGATCAAGCCAGAGAGCTCATCAATTCCTGGGTAGAAAGTCAGACAAATGGAATTATCAGAAAT 480
EF1α-Exon2 361:TGTGTGAAGGAACTGTATAGAGGAGGCTTGGAACCTATCAACTTTCAAACAGCTGCAGATCAAGCCAGAGAGCTCATCAATTCCTGGGTAGAAAGTCAGACAAATGGAATTATCAGAAAT 480
OVA mRNA   361:TGTGTGAAGGAACTGTATAGAGGAGGCTTGGAACCTATCAACTTTCAAACAGCTGCAGATCAAGCCAGAGAGCTCATCAATTCCTGGGTAGAAAGTCAGACAAATGGAATTATCAGAAAT 480

C  V  K  E  L  Y  R  G  G  L  E  P  I  N  F  Q  T  A  A  D  Q  A  R  E  L  I  N  S  W  V  E  S  Q  T  N  G  I  I R  N

EF1α-Exon1 481:GTCCTTCAGCCAAGCTCCGTGGATTCTCAAACTGCAATGGTTCTGGTTAATGCCATTGTCTTCAAAGGACTGTGGGAGAAAGCATTTAAGGATGAAGACACACAAGCAATGCCTTTCAGA 600
EF1α-Exon2 481:GTCCTTCAGCCAAGCTCCGTGGATTCTCAAACTGCAATGGTTCTGGTTAATGCCATTGTCTTCAAAGGACTGTGGGAGAAAGCATTTAAGGATGAAGACACACAAGCAATGCCTTTCAGA 600
OVA mRNA   481:GTCCTTCAGCCAAGCTCCGTGGATTCTCAAACTGCAATGGTTCTGGTTAATGCCATTGTCTTCAAAGGACTGTGGGAGAAAGCATTTAAGGATGAAGACACACAAGCAATGCCTTTCAGA 600

V  L  Q  P  S  S  V  D  S  Q  T  A  M  V  L  V  N  A  I  V  F  K  G  L  W  E  K  A  F  K  D  E  D  T  Q  A  M  P F  R

EF1α-Exon1 601:GTGACTGAGCAAGAAAGCAAACCTGTGCAGATGATGTACCAGATTGGTTTATTTAGAGTGGCATCAATGGCTTCTGAGAAAATGAAGATCCTGGAGCTTCCATTTGCCAGTGGGACAATG 720
EF1α-Exon2 601:GTGACTGAGCAAGAAAGCAAACCTGTGCAGATGATGTACCAGATTGGTTTATTTAGAGTGGCATCAATGGCTTCTGAGAAAATGAAGATCCTGGAGCTTCCATTTGCCAGTGGGACAATG 720
OVA mRNA   601:GTGACTGAGCAAGAAAGCAAACCTGTGCAGATGATGTACCAGATTGGTTTATTTAGAGTGGCATCAATGGCTTCTGAGAAAATGAAGATCCTGGAGCTTCCATTTGCCAGTGGGACAATG 720

V  T  E  Q  E  S  K  P  V  Q  M  M  Y  Q  I  G  L  F  R  V  A  S  M  A  S  E  K  M  K  I  L  E  L  P  F  A  S  G T  M

EF1α-Exon1 721:AGCATGTTGGTGCTGTTGCCTGATGAAGTCTCAGGCCTTGAGCAGCTTGAGAGTATAATCAACTTTGAAAAACTGACTGAATGGACCAGTTCTAATGTTATGGAAGAGAGGAAGATCAAA 840
EF1α-Exon2 721:AGCATGTTGGTGCTGTTGCCTGATGAAGTCTCAGGCCTTGAGCAGCTTGAGAGTATAATCAACTTTGAAAAACTGACTGAATGGACCAGTTCTAATGTTATGGAAGAGAGGAAGATCAAA 840
OVA mRNA   721:AGCATGTTGGTGCTGTTGCCTGATGAAGTCTCAGGCCTTGAGCAGCTTGAGAGTATAATCAACTTTGAAAAACTGACTGAATGGACCAGTTCTAATGTTATGGAAGAGAGGAAGATCAAA 840

S  M  L  V  L  L  P  D  E  V  S  G  L  E  Q  L  E  S  I  I  N  F  E  K  L  T  E  W  T  S  S  N  V  M  E  E  R  K I  K

EF1α-Exon1 841:GTGTACTTACCTCGCATGAAGATGGAGGAAAAATACAACCTCACATCTGTCTTAATGGCTATGGGCATTACTGACGTGTTTAGCTCTTCAGCCAATCTGTCTGGCATCTCCTCAGCAGAG 960
EF1α-Exon2 841:GTGTACTTACCTCGCATGAAGATGGAGGAAAAATACAACCTCACATCTGTCTTAATGGCTATGGGCATTACTGACGTGTTTAGCTCTTCAGCCAATCTGTCTGGCATCTCCTCAGCAGAG 960
OVA mRNA   841:GTGTACTTACCTCGCATGAAGATGGAGGAAAAATACAACCTCACATCTGTCTTAATGGCTATGGGCATTACTGACGTGTTTAGCTCTTCAGCCAATCTGTCTGGCATCTCCTCAGCAGAG 960

V  Y  L  P  R  M  K  M  E  E  K  Y  N  L  T  S  V  L  M  A  M  G  I  T  D  V  F  S  S  S  A  N  L  S  G  I  S  S A  E

EF1α-Exon1 961:AGCCTGAAGATATCTCAAGCTGTCCATGCAGCACATGCAGAAATCAATGAAGCAGGCAGAGAGGTGGTAGGGTCAGCAGAGGCTGGAGTGGATGCTGCAAGCGTCTCTGAAGAATTTAGG 1080
EF1α-Exon2 961:AGCCTGAAGATATCTCAAGCTGTCCATGCAGCACATGCAGAAATCAATGAAGCAGGCAGAGAGGTGGTAGGGTCAGCAGAGGCTGGAGTGGATGCTGCAAGCGTCTCTGAAGAATTTAGG 1080
OVA mRNA   961:AGCCTGAAGATATCTCAAGCTGTCCATGCAGCACATGCAGAAATCAATGAAGCAGGCAGAGAGGTGGTAGGGTCAGCAGAGGCTGGAGTGGATGCTGCAAGCGTCTCTGAAGAATTTAGG 1080

S  L  K  I  S  Q  A  V  H  A  A  H  A  E  I  N  E  A  G  R  E  V  V  G  S  A  E  A  G  V  D  A  A  S  V  S  E  E F  R 

EF1α-Exon1 1081:GCTGACCATCCATTCCTCTTCTGTATCAAGCACATCGCAACCAACGCCGTTCTCTTCTTTGGCAGATGTGTTTCCCCTTAA 1161
EF1α-Exon2 1081:GCTGACCATCCATTCCTCTTCTGTATCAAGCACATCGCAACCAACGCCGTTCTCTTCTTTGGCAGATGTGTTTCCCCTTAA 1161
OVA mRNA   1081:GCTGACCATCCATTCCTCTTCTGTATCAAGCACATCGCAACCAACGCCGTTCTCTTCTTTGGCAGATGTGTTTCCCCT--- 1158

A  D  H  P  F  L  F  C  I  K  H  I  A  T  N  A  V  L  F  F  G  R  C  V  S  P  *

図 のシークエンス解析の結果 株 株 および
データベース上の の 配列 ．
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図 抗 抗体を使用した の結果． 左レーンからプロテインマ
ーカー， 標準試料 ， 培養上清， 培養上清，
培養上清， ライセート， ライセート， ライセート．



α α

図 抗 抗体を使用した の結果． 標準試料を使用して作製
した検量線 検量線を使用して算出された 培養上清およびライセート中の

タンパク質の濃度。エラーバーは平均値の として表され の検定
により統計的に解析された ．



α

TGCTCTAGACAACTCAGAGTTCACCATGGGCTCCATCGGT
ACGAGATCTGTTGAGTCTCAAGTGGTACCCGAGGTAGCCA

M  G  S  I  G

α

図 上流への相同組換えによる ノックインの模式図． に
よる の検出． はゲノムとドナーベクターの間の 接合
部， はゲノムとドナーベクターの間の 接合部 は
プロモーターと 遺伝子が同じ遺伝子座にあることを示す．



α

GCCGTTCTCTTCTTTGGCAGATGTGTTTCCCCTTAAAAAGAAGAAAGCTGAAAAACT
CGGCAAGAGAAGAAACCGTCTACACAAAGGGGAATTTTTCTTCTTTCGACTTTTTGA
A  V  L  F  F  G  R  C  V  S  P  *

α

図 ペプチドを介した， 下流への相同組換えによる ノッ
クインの模式図． による の検出． はゲノムと
ドナーベクターの間の 接合部， はゲノムとドナーベクターの間の
接合部， は プロモーターと 遺伝子が同じ遺伝子座

にあることを示す．



α

GCCGTTCTCTTCTTTGGCAGATGTGTTTCCCCTTAAAAAGAAGAAAGCTGAAAAACT
CGGCAAGAGAAGAAACCGTCTACACAAAGGGGAATTTTTCTTCTTTCGACTTTTTGA
A  V  L  F  F  G  R  C  V  S  P  *

α

図 を介した， 下流への相同組換えによる ノックインの模
式図． による の検出． はゲノムとドナーベクタ
ーの間の 接合部， はゲノムとドナーベクターの間の 接合部，

は プロモーターと 遺伝子が同じ遺伝子座にあることを示
す．



CTGCAATAAAtgtacatagt TGGAGCCCATaggtccagga

TCCGCTTCCAggggaaacac CTGCAATAAAaaagaagaaa

CTGCAATAAAaaagaagaaaGGAGAGGGGCttaaggggaa

図 シークエンス解析の結果．大文字はドナーベクターの配列，小文字は 遺
伝子座の配列を示す． 株のドナーベクター配列の と の接合
部を示す． 株のドナーベクター配列の と の接合部を示す．

株のドナーベクター配列の と の接合部を示す．



GGAACTACAGAGTTCACCAGGG

TTATCTTCTATAACAAA

GTCTATTCTTTAGAAGA

ATATCTCCTTCAGCAGA

ATTTCACCTTTCATCTTT

ATCTCTTCTTCAGCAAA

CTCTTTTCTCTAGCAGT

表 オフターゲット変異候補領域の解析

シークエンスの太字は 配列を示す．下線は使用した の認識配列
と相同な配列を表す．



図 による および の発現解析
株の予測 の概略図． の増幅を示す．

株の予測 の概略図． の増幅を示す．
株の予測 の概略図． の増幅

を示す．



図 濃度推定に利用した検量線 標準試料を使用して作製した検量線
標準試料を使用して作製した検量線
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図 抗 ， 抗体を使用した の結果． 検量線を使用して算
出された，ライセート中の タンパク質の濃度．エラーバーは平均値の と
して表され， により統計的に解析された

検量線を使用して算出された，培養上清中の タンパク質の濃度．
エラーバーは平均値の として表され， により統計的に
解析された
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図 ペプチドの機能評価．抗 抗体を使用した の結果．左
レーンからプロテインマーカー， 標準試料 ，プロテイ
ンマーカー， 培養上清 希釈なし 倍希釈 培養上清 希釈
なし 倍希釈



考考察

バイオリアクターでの鶏卵の使用にはいくつかの問題がある．大きな問題は，生産

システムの構築には数年かかることである．これは鶏卵をバイオリアクターとして使

用する生産者にとっては大きな障壁であり その使用を制限している．ニワトリの培

養細胞を用いた での組換えタンパク質の生産系は タンパク質の発現によ

って評価される．しかし ニワトリにおいて はステロイドホルモン応答性タンパ

ク質であり 性成熟した雌ニワトリの卵管細胞でのみ産生される．また 雌ニワトリの

卵管から分泌細胞を大量に採取することは困難であり その長期培養法も確立されて

いない ．したがって 雌ニワトリから卵管細胞を得て実験に利用することは現

実的ではない．そこで本研究では 細胞において 細胞内ハウスキーピング遺伝子

である （ ）のプロモーターを 遺伝子の上流にノックイ

ンすることにより 発現細胞株を樹立した．エクソン の上流に プロモータ

ーをノックインした細胞（ 株）は 約 の タンパク質を産生

した．これにより を産生するニワトリ細胞株の樹立に成功したことが確認され

た．また エクソン の上流に プロモーターをノックインした 細胞

株は 細胞株と比較して の発現量が低かった．このことは

（ ）である のエクソン 領域が転写および翻訳に重要で

あることを示唆している．

発現細胞株の解析を通して プロモーターのノックイン位置によって

の転写レベル および分泌される タンパク質の量が異なることを見出した．

遺伝子はいくつかの因子によって制御されている． の転写開始部位から

上流にある が 発現に関与している

ことが報告されている ．また 転写開始部位の 上流には ボックスがあ

り その 上流には （ ）がある ．さらに の制



御領域には （ ）

（ ） および

（ ） があり これらは組織特異的な 発現を制御している．

本研究では， の転写開始部位の上流に約 の ドナーベクターがノッ

クインされているため 上記の調節領域は の転写 翻訳系には関与していないと考

えられる．したがって 転写開始部位の下流の違いを考慮すると のスキップ

が 株における の発現を低下させた可能性があり これが

株と 株間の の発現レベルの違いの原因であると考えられる．成熟

では リボソームが付着するために にキャップ構造が付加される．

の配列は の安定性と翻訳効率に影響することが報告されている ．し

たがって 配列をスキップすることで 株における の発現が低

下した可能性がある．本研究では の重要な配列を同定することはできなかっ

た．今後 の をさらに解析することで 発現調節機構の理解が深まる

と考えられる．

発現細胞株を樹立した後 遺伝子をノックインすることで有用タンパク

質の評価系を構築した． のノックインには と を用い

上流の編集には を 下流の編集には を用いて 開始コドン上流と

終始コドン下流に 遺伝子をノックインすることに成功した．これらの結果は

標的部位に応じてゲノム編集ツールを使い分けることで 標的部位を効率的に編集で

きることを示している．

株を使用した解析により， ペプチドを利用し

た細胞株で タンパク質の発現量が高い傾向があった．これは，リンカーの特性

を反映しているものと考えられる． はウイルスゲノム内にある非コード領域で，

キャップ非依存的な翻訳を誘導する ． ペプチドは アミノ酸ほどのウイル



ス由来のペプチドで，リボソームスキッピングにより，単一プロモーターからのポリ

シストロニックな遺伝子発現を誘導する ．両者とも， つの遺伝子間に位置する

とき，下流側の遺伝子の発現量が低下することが知られている．それは， のキャ

ップ非依存的な翻訳が， キャップ依存的な翻訳より効率が低い ， ペプチドの

リボソームスキッピングの効率 によるものである．また，

株における，ノックイン位置による タンパク質の発現の違いも 上

記の ペプチドの特性のためだと考えられる．構築した モデルを利用した評

価の結果は，これらのリンカーの特性を反映したものだった．これは， モデル

が生体における転写翻訳系を再現していることを示唆しており，生産系構築時のノッ

クイン戦略について知見を与えるものである．さらに ペプチドには

などの種類があり，その切断効率は動物種や細胞種によって異

なることが報告されている ．ニワトリで高い切断効率を示す ペプチドを

調べることで 発現系の効率が高まることが期待される．

タンパク質の発現解析において， タンパク質はライセート中に タンパ

ク質は培養上清中に蓄積した．これは両タンパク質の輸送経路の違いによるものと思

われる． タンパク質はアミノ酸残基 番目 にシグナルペプチドを持ち

翻訳後 およびゴルジ依存性の分泌経路で分泌される．一方， タンパク質

は，シグナル配列を持たず およびゴルジ非依存性の分泌経路で膜を透過し 膜上

のヘパラン硫酸プロテオグリカンに捕捉されることが報告されている ．したがっ

て タンパク質はライセートサンプル中に蓄積する．これらの結果は この評価

系が，有用タンパク質の局在の決定にも有用であることを示唆している．本研究では

タンパク質の機能に影響する糖鎖付加を解析することはできなかった．ニワトリの糖

鎖付加はヒトと類似しており 有用タンパク質の発現系として有用である．また



糖鎖修飾酵素を用いることで 糖鎖修飾のコントロールが可能である ．今後は，

これらの知見をもとに，ゲノム編集ニワトリを利用した解析を実施することで，ヒト

への応用が可能なタンパク質生産システムの構築が可能であると考えられる．

本研究では 発現細胞株の樹立に成功し の共発現系におけるリン

カー， 遺伝子座におけるノックイン位置を評価した．このモデルは 鶏卵バイオ

リアクターにおける様々なタンパク質の発現系の迅速な評価と構築に利用できると考

えられ，今後生産系の構築を実施するにあたり，重要な知見をもたらしたといえる．



第 章  総合考察

近年，バイオテクノロジー技術を利用して生産される，バイオ医薬品がその優れた

薬効・特異性から，需要が増加している．バイオ医薬品は，細胞を利用して生産され

るが，その培養，設備投資等に高額なコストが生じる．高額な医療費を抑え，治療を

望む患者が平等に治療を受けられるように，バイオ医薬品の低コストな生産法の確立

が望まれる．

本研究では，バイオ医薬品の低コストな生産を実現する鶏卵バイオリアクターの確

立を最終目的に，必要な技術の構築に努めた．具体的には，ゲノム編集ニワトリの作

出に利用可能な の培養条件の検討 第 章 ，鶏卵バイオリアクターの

評価系の構築 第 章 である．

第 章では， の培養条件の検討を実施した．ここでは，特に，哺乳類

で多能性維持に重要な役割を持つ カテニンシグナルが にもたらす影響

を解析した．その結果， において， カテニンシグナルを低分子阻害剤

によって刺激した結果， のコロニーは平坦化し，多能性関連遺伝子

および生殖細胞関連遺伝子 の発現

が低下した．一方， カテニンシグナル阻害剤である を添加した結果，

コロニー形態は に類似したコンパクトなコロニーを形成し，多能性関連遺伝子

生殖細胞関連遺伝子 の安定的な発

現が見られた．これらの結果は， において カテニンシグナルの活性化

は，分化を誘導するのに対して， カテニンシグナルの阻害は，多能性維持に機

能していることを示唆していた．一方，鳥類の幹細胞の一つである において

は， カテニンシグナルの活性化が増殖を活性化することが報告されている

．これは，哺乳類だけでなく鳥類の幹細胞においても シグナルが幹細胞の維



持に重要な役割を担っていることを示唆しており，本研究結果は，鳥類幹細胞研究に

重要な知見をもたらしたといえる．

しかしながら，本研究で樹立された の生殖細胞への分化能を評価すること

はできなかった．これは，先行研究 で課題となっていた の生殖細胞への

分化能を改善できたとはいえない結果である．今後の研究として，哺乳類で活発に研

究が行われている生殖細胞への分化誘導 が挙げられる．実際ニワトリにおい

ても 培養時に生殖細胞への誘導を実施することで生殖腺への定着能が向上した

報告がある ．また， の生殖細胞への分化能をより厳密に評価するため，レ

シピエント胚のガンマ線処理 ，アポトーシス誘導遺伝子である を利用

した，生殖細胞をもたないゲノム編集ニワトリの利用 など，レシピエント胚の生

殖細胞を減少させるアプローチも有効であると考えられる．

現在，ゲノム編集ニワトリの作出には，精子・卵に分化する が利用される．

ニワトリでは， の培養法が確立されており ， にゲノム編集を施す

ことでゲノム編集ニワトリが作出される．しかし，現在ニワトリ以外の鳥類で

を安定的に培養できる種は限られており，培養 へのゲノム編集の適応例は，ニ

ワトリ以外報告されていない ．従って，ニワトリ以外の鳥類へのゲノム編集

の適応が制限されている．本研究で得られた カテニンシグナルに関する知見

は，鳥類全般で応用できる可能性がある．実際に，ウズラ胚性幹細胞 の

培養に カテニンシグナル阻害剤が有効であるデータが取得できている（未発表

データ）．よって，本研究で得られた知見を利用することで，幹細胞が樹立されていな

い鳥類において，その樹立が可能になることが期待される．それは，鳥類へのゲノム

編集技術の適応を促進するだけでなく，絶滅危惧種鳥類や希少鳥類の保全につながる

ことが期待される．

第 章では，鶏卵バイオリアクターの 評価系を構築した．先行研究において



卵白成分を発現する細胞株の長期培養法が確立されていないという背景から，本研究

では，ゲノム編集技術を利用することで，卵白成分を発現する細胞株の樹立を試み

た．強制発現プロモーターである プロモーターを，卵白の主要なタンパク質で

ある の遺伝子座にノックインした．その結果，ニワトリ培養細胞株である

細胞の 遺伝子を発現させることができ， 発現細胞株の樹立に成功した．有

用タンパク質の生産，鶏卵バイオリアクターの評価を目的に，近年，卵白成分を発現

する細胞株の樹立が相次いでいる． らは， の発現を負に調節する

に着目し．この領域を に

より抑制することで， 細胞における 発現を実現した．さらに， と

（ ）の欠失が， 細胞においてステロイ

ドホルモン非依存的な の発現をもたらすことを明らかにした ． らは，ヒ

トテロメラーゼ逆転写酵素を持つレトロウイルスベクターを，卵管上皮細胞に感染さ

せることで，不死化卵管上皮細胞を樹立した と は， を利

用した遠心分離により，効率よく卵管膨大部から 発現細胞株を分離できることを

報告した ． 発現細胞株を使用した研究により，鶏卵バイオリアクターに関す

る知見が充実することが期待される．

本研究では， の発現細胞株の樹立に続き， 遺伝子座に有用タンパク質遺伝

子として を選択し， ノックイン細胞株を複数樹立することで，これまで

前例がなかった鶏卵バイオリアクターの 評価を実施した．その結果， ペプ

チドと 配列の比較では， ペプチドが効率的なタンパク質発現に適している

ことが示唆された．本研究では， ペプチドを利用したが， ペプチドの種類によ

って切断効率が異なることが先行研究で報告されている ．そのため，ニワトリに

おいても ペプチドを最適化することでより高効率なタンパク質の発現が可能にな

ると考えられる． 遺伝子のノックイン箇所については， の開始コドン上流



が，終止コドン下流と比較して適していることが示唆された．これらの結果は，構築

した モデルにより有用タンパク質の発現量の評価が可能であることを示してい

る．しかしながら，この 評価系が，ゲノム編集ニワトリを利用した生産系の発

現レベルを反映しているかは，本研究では明らかにできていない．今後，ゲノム編集

ニワトリを作出し，有用タンパク質の発現レベルを解析することで，本評価系の有用

性を継続的に調べていく必要がある．

第 章，第 章を通して，本研究では，鶏卵バイオリアクターの構築に必要な技術

について研究を実施した． に関する研究では，哺乳類 との多能性維持シ

グナルの差異に着目し， カテニンシグナルが の多能性維持に寄与するこ

とを明らかにした．この発見は，鳥類の幹細胞研究で活かされる知見であり，鳥類全

般のゲノム編集の適応促進ならびに種の保全等に資するものである． 評価系の

構築では， の発現細胞株を樹立し，さらに 遺伝子を使用し，その発現系を

構築，評価した．本評価系により得られた知見は，高効率な有用タンパク発現を可能

にする鶏卵バイオリアクーの構築に繋がると期待される．



第 章  総括

ゲノム編集技術は，生命科学分野を飛躍的に発展させた．その技術は，生物の遺伝

情報を自由に書き換えることができ，基礎研究のみならず，農畜産分野・医療分野な

ど幅広い領域で応用されている．特に農畜産分野では，遺伝子改変動物を高効率に作

出することができ，生命現象の解明，迅速な品種改良などを実現している．代表的な

家禽であるニワトリにおいても，ゲノム編集技術が適応され，近年，アレルゲン低減

卵の安全性が確認された．また，食品への応用のみならず，医療用や研究用のタンパ

ク質の生産工場として，ニワトリは有用であると考えられる．実際に，ゲノム編集技

術を利用することで鶏卵中に有用タンパク質を蓄積する鶏卵バイオリアクターが実現

している．この生産系は，現在の細胞を利用した手法と比べて，低コストな生産が可

能であると考えられる．しかしながら，鶏卵バイオリアクターの構築には， 年の時

間が必要であり，生産系を実用化していくための障壁となっている．これらの背景を

受けて，本研究では，鶏卵バイオリアクターを構築するための技術開発に取り組ん

だ．

第 章では，ゲノム編集ニワトリの作出に利用する の培養条件の検討に取

り組んだ． は， と同様の増殖シグナルにより培養維持され，網羅的な

遺伝子発現解析から との類似性が高いことが報告されている．一方で

と異なる特徴も有することから哺乳類 とは異なるユニークな特徴を持つと考え

られる．従って， を利用した研究を進捗する上で，その性状を理解することが

不可欠である．そこで，本研究では，哺乳類 で重要な役割を果たす カテ

ニンシグナルが， にもたらす影響を解析した．その結果， カテニンシグ

ナルの阻害が の多能性維持をサポートし， カテニンシグナルの活性化が

の分化を促進することを示唆するデータを得た．これらは， を安定的



に培養する上で，大変重要な発見であり， を利用した研究に資するものであ

る．

第 章では，鶏卵バイオリアクターの 評価系の構築に着手した． モデ

ルに必要な卵管上皮細胞がこれまで樹立されていないことから，本研究では，ゲノム

編集技術を利用し，卵白成分である を恒常的に発現する細胞株の樹立に取り組ん

だ．強制発現プロモーターである プロモーターを， 遺伝子座にノックイン

することで， を恒常的に発現する細胞株の樹立に成功した．さらに，樹立した細

胞株を使用し，鶏卵バイオリアクターの モデルを構築することで，発現する

タンパク質量の評価を実施した．その結果，効率的な有用タンパク質の生産に

適した 遺伝子座へのノックイン箇所また，遺伝子間のリンカーを同定することが

できた．以上から，本研究で構築した 評価系は，効率的な鶏卵バイオリアクタ

ーの構築を可能にする技術であると考えられる．

本研究では，鶏卵バイオリアクターの構築を最終目的とし，その構築に必要な つ

の技術について研究を実施した．第 章では， の多能性を安定的に維持するた

めのシグナルを特定し， に関する研究を促進する知見を得た．第 章では，ゲ

ノム編集技術を利用することで，鶏卵バイオリアクターの モデルを作製し，培

養細胞レベルで，迅速な鶏卵バイオリアクターの評価が可能となった．本研究で得ら

れた知見は，今後，ニワトリを対象とするゲノム編集研究がより一層発展することに

貢献し，鶏卵バイオリアクター化を加速させることに貢献できるものと思われる．
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