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【目的】 近年の目覚しいバイオ医薬品市場の拡大により、有用タンパク質を安価に大量に生産で

きる技術の開発が求められている。我々はニワトリの卵中に有用タンパク質を生産させ、生きたバイ

オリアクターとして利用するための技術開発を進めてきた。これまでにウイルスベクターを用いた遺

伝子導入によりモデル抗体やエリスロポエチンなどを生産するニワトリの取得を行ってきた。一方で

トランスジェニック後代取得効率の低さが問題となっており、代替方法としてニワトリ始原生殖細胞

（ＰＧＣ：Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ Ｇｅｒｍ Ｃｅｌｌ）の利用を検討してきた。今回、ＰＧＣのｉｎ ｖｉｔｒｏで培養及び

遺伝子導入とレシピエント胚へ移植する方法の検討を行った。 
【方法と結果】 ニワトリＰＧＣの培養法には様々な報告があるが、必ずしも再現可能とは言えない。

Ｗｈｙｔｅらの開発したＦＡＩｃｓ培地を元に培養条件の検討を行い、２．５日胚の全血から半年以上

増殖が可能なＰＧＣ様細胞株を複数樹立した。これらの細胞は凍結融解が可能であった。免疫染

色や定量ＰＣＲで確認を行ったところ、ＰＧＣで高発現するＣＶＨやＰｒｄｍ１４などは分離した直後の

ＰＧＣと大差ないレベルであったことから、未分化・生殖細胞性ともに維持していると考えられた。次

に樹立した細胞にＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９システムを用いてｅＧＦＰ遺伝子のノックインを行った。ＰＧＣで

強く発現している遺伝子座を標的としてノックインを行った結果、内在性のプロモーター活性により

ｅＧＦＰを安定的に強発現するニワトリＰＧＣ細胞株の樹立に成功した。一方、レンチウイルスを用い

たランダムな遺伝子導入ではゲノムＤＮＡへの組込みは可能であったがｅＧＦＰは発現しなかった。

この樹立した細胞株をレシピエント胚に移植し、５．５日胚で解析を行った結果、生殖線中ＰＧＣの

うち最大８４％が移植したＰＧＣ由来であった。そこで移植した胚を孵化させキメラニワトリの取得を

行った。成熟後、これらニワトリの精子を解析したところ、最大でゲノムあたり約０．６コピーのｅＧＦＰ

遺伝子の挿入が確認された。そこでキメラニワトリの精子を人工受精させトランスジェニックニワトリ

の取得を試みた。その結果４９羽中１４羽（２９％）という非常に高い確率でトランスジェニックニワトリ

の取得に成功した。これらトランスジェニック個体のゲノムを解析したところ、予想通りｅＧＦＰは片ア

レルにノックインされており、もう一方のアレルは変異がなかった。これらの結果から樹立した細胞株

を用いて種々の遺伝子改変ニワトリの作製が可能であると考えられた。 
 なお、本研究は科研費16H01253の助成を受け行われた。 
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