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ヒトと疾患・病原体との関わり 
	 ヒトは古来より都市及び国家と言った文化的にまとまった集団を形成して生

活を営み、その長きにわたる過程で得た知見・経験は自らの身を疾病から守る

医療技術を生み出した。文化の成熟に伴って近年では医療技術も目覚ましい進

歩を遂げ、日本では昭和 22 年時点に男性で 50.06 歳、女性で 53.96 歳であっ
た平均寿命は、平成 27 年時点では男性で 80.79 歳、女性では 87.05 歳まで延
伸した[1]。その一方で、健康に生活できる寿命として知られる健康寿命と平均

寿命との開きが問題となっており、平成 22年時点には男性で 9.13年、女性で
は 12.68 年の開きがあることが報告されている[2]。その理由として、長期の治

療が必要である悪性新生物や循環器系の疾患による死因の割合が増加している

ことが挙げられ、健康寿命の延伸のためにも画期的な治療薬の開発が期待され

ている。これらの疾患は従来の低分子医薬品では治療困難な分野 (アンメット
メディカルニーズ) であったが、近年盛んに研究開発が行なわれているバイオ
医薬品を用いた治療法の提案により必ずしも不治の病ではなくなろうとしてお

り、今後もターゲットとなる因子特異的かつ副作用の少ないバイオ医薬品の開

発と、完全な翻訳後修飾をほどこされた生体内に存在するものと同じ構造を持

った医薬品の安価な大量生産法が求められている[3]。 
	 人類が生活する上で懸念すべき事項は疾患だけにとどまらない。我々の生活

環境には一般に病原体と呼ばれる細菌・真菌・寄生虫・ウイルスが溢れており、

衛生環境の悪化のみならず、グローバル化や戦争による国境を越えた人的移動

が起こるたびに蔓延する感染症と文字通り「死闘」を繰り広げてきた。有名な

ものでは中世ヨーロッパでのペスト流行が挙げられ、一説ではヨーロッパ全土

で推定 5000万人が命を落としたと言われている。また、インフルエンザは 20
世紀に入ってからスペイン風邪・アジア風邪・香港風邪・ソ連風邪と合計 4回
の大流行 (パンデミック) を引き起こし、多くの感染者・死者を出した。中で
も第一次世界大戦真っ只中で発生したスペイン風邪では患者数 6 億人で推定
4000万人の命が奪われたとされており[4]、インフルエンザが第一次世界大戦終

結を早めたのではないかと考えられているほどである。感染症の蔓延は人類に

とって大きな懸念事項であったことから、近代に入ってから病原体への対抗策

として特効薬の開発、量産が試みられた。その先駆けとなったのが、1928年に
英国のアレクサンダー・フレミングにより発見された抗生物質ペニシリンで 
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(日本には 1943年にドイツから帰国した伊号第 8潜水艦により情報がもたらさ
れたとも言われている) 、ここから始まった抗菌薬は今や様々な作用機序のも
のが上市されている。一方、ウイルスに対する特効薬はあまり上市されておら

ず、人類が持ちうる唯一と言って良い武器がワクチンである。その始まりは

1796年英国のエドワード・ジェンナーによる牛痘接種で、天然痘ウイルスに対
する人類の反撃の第一歩であった。これにより当時猛威を振るっていた天然痘

は次第に駆逐されていき、結果として 1980年 WHOが天然痘撲滅宣言を行っ
て人類にとって初の対ウイルス戦勝利を飾ることができるなどワクチン接種の

効果は絶大であった。現在でもインフルエンザ、麻疹、結核や狂犬病といった

様々なウイルスに対する有効な防衛策としてワクチンの生産が行われており、

特にインフルエンザウイルスに関しては流行が予想される型についてあらかじ

めワクチンの生産を行うなどの手段が講じられている。 
	 このように、現代の医療技術は医薬品やワクチンの恩恵なしには語ることが

できず、その安定的供給を目的とした安価な大量生産法の開発は医療技術の進

歩にとって非常に重要であると言える。 
 

バイオ医薬品生産の現状と課題 
	 現在、医薬品市場は低分子医薬品に加えて抗体医薬品などのバイオ医薬品が

売上上位を占めるようになっている。2014年時点では世界売上上位 10品目中
7 品目がバイオ医薬品で、リウマチや癌に対しても抗体を用いた治療が提案さ
れている[5]。しかし、バイオ医薬品を広く治療法として確立するためには解決

すべき課題が多く残されており、特筆すべきはそのコストである。最近上市さ

れた抗がん剤オプジーボを例にとると、2週間間隔・投与目安 3 mg/kg に対し
て、薬価は約 72万円 (/100 mg) と著しく高価である。私 (体重 80 kg) が仮に
治療を受けた場合、ひと月あたり約 350 万円、1 年間で約 4200 万円という高
額な医療費が発生し、患者本人の負担はもちろんのこと国家社会保障費への影

響も大きいことが懸念されている。 
	 バイオ医薬品が高額な理由としてバイオ医薬品の安定生産・精製が困難であ

ることが挙げられ、より安価な生産技術を開発することが患者に多大な負担を

強いる事なくバイオ医薬品による治療を行うための必要条件であると言える。

既存生産技術は培養タンクを用いた遺伝子組換え CHO 細胞 (チャイニーズハ
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ムスター卵巣癌由来) の培養であるが、コストが高額となる理由としてバイオ
リアクターの維持管理や培養に伴う培地の大量消費が挙げられる。そこで当研

究室では、鶏卵中に有用タンパク質を生産させることで既存法の持つ難点を克

服しつつ効率的な取得が可能になると考え、遺伝子組換えニワトリの取得を目

指してきた。 
 

ニワトリを用いた医薬品およびワクチンの生産 

	 動物に有用タンパク質を生産させる動物工場は、既存技術の難点を克服でき

る可能性を秘めている。まず、大量の培地が必要な培養法と比べてニワトリは

飼料 (エサ) 代のみで生産が可能と考えられ、維持コストが安価であることが
利点として挙げられる。これに加えて、古くから家禽であるため飼育方法がよ

く知られており、一度取得してしまえば遺伝子組換え個体の繁殖、すなわちス

ケールアップが容易であることが想定される。また、採卵鶏は毎日産卵するた

め、医薬品生産において重要なファクターである安定的な供給が可能である。

「動物工場」構想は家畜でも計画されているが、ニワトリと比べて大型で飼料

消費量が多いこと、広い飼育面積が必要であることに加えて、性成熟が遅くス

ケールアップに時間がかかることも鑑みると、動物工場の中でもニワトリによ

る生産系はメリットの多い手法であると考えられる。 
	 一方、ニワトリはワクチン生産の分野でもなくてはならない存在である。お

たふく風邪や麻疹ウイルスのワクチンは孵卵 10 日目付近の胚から得られるニ
ワトリ胚線維芽細胞にウイルス株を接種する手法で取得しており、様々なウイ

ルスに対するワクチン生産系でニワトリが活躍している。中でも特に重要なの

は、インフルエンザウイルスのワクチン生産である。現在、インフルエンザウ

イルスのワクチン生産には発育鶏卵を使用しており (Fig. 1-1) 、孵卵 9日目の
胚にウイルスを接種して回収及び不活化することでワクチンを取得している。

そのためワクチン生産には大量の無菌受精卵が必要であり、限られた発育鶏卵

でいかに効率的にワクチン生産を行うかが重要である。また、ニワトリはイン

フルエンザウイルスの宿主ではあるもののヒトとはタンパク質の修飾糖鎖構造

が異なることが知られている。ワクチン生産過程でのウイルスの変異蓄積が懸

念されていることから、ニワトリの糖鎖構造を制御することも効率的なワクチ

ン生産にとって重要である。 
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	 このようにニワトリは我々にとって食用という範疇を超えて非常に有益な家

禽であり、研究対象として非常に魅力的かつ意義のあるものであると言える。 
 

ニワトリを動物工場として用いる上での課題 
	 ニワトリによる生産系には様々なメリットがあるが、解決すべき課題も存在

する。そこで私は、課題のうち以下の 2つについて解決することを目指した。 
 
1. 遺伝子組換えニワトリ取得効率の向上 
2. ニワトリにおける糖鎖修飾の解析 
 
	 ニワトリによる有用タンパク質生産系を確立するためには、まず有用タンパ

ク質を卵白中に生産できる遺伝子組換えニワトリについて、容易で安定的な取

得法の確立が必要である。しかし、マウスとは異なり受精卵の操作が難しいこ

とから遺伝子組換えニワトリの取得は困難であることが知られている。当研究

室では孵卵 55 時間胚でレトロウイルスのインジェクションを行って血中を循
環している始原生殖細胞に遺伝子を導入する手法を用いているが、遺伝子組換

えニワトリを取得することは容易ではない。私は、遺伝子導入に用いるレトロ

ウイルスの感染がニワトリ免疫系によって抑制されて効率の低下を招いている

と考え、影響を明らかにすることを試みた。 
	 ヒトを含め生物は、自らの持つ免疫系によりウイルスや病原細菌の感染に対

して抵抗性を示す。その作用機構は大きく 3つに分けられ、第 1に粘膜による
物理的防御、第 2に自然免疫系、第 3に獲得免疫系が作用する (Fig. 1-2) 。こ
のうち第 1の砦である粘膜による防御は非特異的な生体防御機構[6]で、第 2、3
の砦は自己と非自己の区別を行ってから攻撃する。2 つの機構は互いに協調し
て働くものの、作用機序は異なることが知られている。自然免疫系では侵入し

た病原体のゲノムや菌体構成因子が有するパターン構造を TLR ファミリーや
RIG−Iといったパターン認識受容体 (PRR; Pattern Recognition Receptor) が
非特異的に認識する[7]のに対して、獲得免疫系では抗原提示細胞によって提示

される病原体の構成因子を特異的に見分けて攻撃する。そのため、獲得免疫系

は抗原を記憶して同じ病原体が侵入した際に特異的に反応できるが、自然免疫

系は決まった受容体による非特異的な認識であるため免疫記憶ができないとい
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う特徴を持つ。また、機能するまでに要する時間は自然免疫が数時間で応答す

るのに対して、獲得免疫ではエフェクター細胞の分裂 (クローン増殖) がおこ
るため数週間のタイムラグが存在することが知られている[8]。加えて、獲得免

疫は後天的な病原体特異的認識機構であるのに対して自然免疫は先天的な機構

であり、我々がターゲットとしている未分化な始原生殖細胞でも自然免疫は機

能している可能性がある。そこで、私はニワトリにおける自然免疫機構に着目

して解析を行った。 
	 ウイルス感染に対する自然免疫機構ではインターフェロン (IFN) が重要な
役割を果たす[9]。守護者としての抗ウイルス因子の多くは IFNによって誘導さ
れることが知られており、例としてウイルス RNAの合成を阻害する 2’, 5’-オリ
ゴアデニル酸合成酵素 (OAS) / RNaseLシステム、ウイルスタンパク質の合成
を阻害するプロテインキナーゼ R (PKR) 、Mxなどが挙げられる[10]。一方、侵

略者であるウイルスの感染には、ターゲットとなる細胞膜との融合が非常に重

要なステップとなる[11, 12]。融合段階は 2つのタイプに分類され、インフルエン
ザウイルスや水疱性口内炎ウイルスVSVのようなpH依存的膜融合タイプのウ
イルスと麻疹ウイルスやレトロウイルスのような pH非依存的膜融合タイプの
ウイルスに大別される[13, 14]。このうち、pH依存的な膜融合を利用するウイル
スは主としてエンドソームを仲介して感染が進行し、リソソームと融合したエ

ンドリソソームから融合が始まることが報告されているため、私は自然免疫系

に関与する因子の中でも特に、エンドソーム膜に局在してウイルスとの膜融合

を阻害する因子 IFITM (interferon-inducible transmembrane protein) に着
目した。 
	 哺乳類においては、IFITM は IFN により誘導される因子であることが知ら
れ[15]、強い抗ウイルス活性が報告されている[16]。インフルエンザウイルスだけ

でなくフィロウイルスや SARS コロナウイルス、VSV やヒト免疫不全ウイル
ス HIV−1 と言った様々なウイルスに対しても阻害活性を持ち[17-21]、抗ウイル

スメカニズムとして膜融合の効率を下げることによるウイルスの細胞質侵入の

阻害が推定される[22, 23] (Fig. 1-3) 。このため、当研究室で使用している VSV-G
エンベロープでシュードタイプ化したレトロウイルスの感染に対して内在のニ

ワトリ IFITM が感染阻害に関与している可能性は否定できない。我々が目的

とする遺伝子組換えニワトリの取得及びワクチン生産効率の上昇にはウイルス

の感染ステップが非常に重要なポイントであり、ウイルス感染を適切に制御す
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ることで取得効率が上昇すると想定されるため、まずは第 2章でニワトリ抗ウ
イルス因子 IFITMについて解析を行った。 
	 糖鎖構造は、修飾されるタンパク質の挙動の制御に加えてウイルス感染にも

重要な役割を果たしている。細胞表面はウイルス吸着の場として非常に重要で、

デングウイルスやセンダイウイルスなど様々なウイルスが糖鎖構造を認識して

相互作用する[24-28]。中でもインフルエンザウイルスは細胞表面シアル酸の結合

様式を認識して感染が進行し、ヒト型インフルエンザウイルスはヒトに多い

α2,6結合のシアル酸を、トリ型インフルエンザウイルスはニワトリに多い α2,3
結合のシアル酸を認識することが知られている[29]。鶏卵を用いたワクチン生産

系ではこの糖鎖構造の違いが問題となっており、ヒトインフルエンザウイルス

を鶏卵に感染させても培養していくうちに馴化してしまうことで効果的なワク

チン取得ができなくなる懸念がある[30, 31]。また、生体内で働く有用タンパク質

は糖鎖修飾を行わなければ十分生理機能を発揮できないため、鶏卵を用いて効

率良く高性能のタンパク質取得を行う際には、親であるニワトリ個体の糖鎖修

飾制御を理解しておく必要がある。このように、効率的なワクチン生産や有用

タンパク質生産には糖鎖修飾酵素の解析は必須であるため、第 3章では以前当
研究室で解析していた N 型糖鎖に関連するシアル酸転移酵素 ST に引き続き、
O 型糖鎖構造にシアル酸を転移する ST についても広範な基質を用いてその性
質の解析を試みた。  
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Fig. 1-1 
発育鶏卵を用いたインフルエンザウイルスのワクチン取得法 
 
インフルエンザウイルスのワクチン取得には孵卵 9日目の発育鶏卵が使用され
ている。赤色で囲った漿尿腔へウイルス株を接種し、2 日後に中の漿尿液を回
収してから不活化処理をおこなうか、部分精製する事によりワクチンを得る。

この手法では大量の無菌的受精卵が必要であるため、効率的なワクチン生産法

が求められている。 
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Fig. 1-2 
生体における防御機構 
 
ウイルスや細菌などの病原体に対しては、第 1の砦として粘膜による機械的バ
リアーが侵入を防いでいる。粘膜に損傷があって病原体の侵入を許した場合、

第 2の砦として自然免疫機構が働いて病原体の排除を行う。感染が進行し自然
免疫では対処不能となった場合は、最後の砦として獲得免疫系が作用する。こ

れら免疫機構の働きにより、我々の身体の恒常性は保たれている。 
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Fig. 1-3 
ウイルスの感染機構と IFITMによる感染阻害 
 
ウイルス感染の初期段階は、吸着・取り込み・膜融合・脱核という 4つの重要
なステップを経て進行する。このうちエンドソームから感染するウイルスには、

膜融合の過程で pHが低下することが重要となるインフルエンザウイルスのよ
うなウイルスも存在する。抗ウイルス因子である IFITM は定常状態でもある

程度発現しており、ウイルスエンベロープとエンドソーム膜の融合を阻害する

ことでウイルスの感染を抑制すると言われている。 
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第 2章 
インターフェロン誘導性 
膜タンパク質の発現と 

ウイルス感染防御に関する役割 
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緒言  
	 IFITM (InterFeron-Inducible TransMembrane protein) ファミリータンパ
ク質はA型インフルエンザウイルスやエボラウイルスを含め様々な病原ウイル
スの複製を阻害することが知られており、哺乳類では研究が進んでいる。ヒト

においては IFITM1, 2, 3, 5, 10、マウスでは IFITM1, 2, 3, 5, 6のそれぞれ 5
種類が存在すると報告されており[1,2]、その作用点はエンドサイトーシスの後に

起こるウイルスと宿主の細胞膜融合の阻害であると考えられている。中でも、

IFITM3 は後期エンドソームにおいて様々なウイルス感染を抑制することが知
られており、インフルエンザウイルス、西ナイル熱ウイルス、黄熱病ウイルス

と広範囲にわたるウイルスが対象である[2]。 
	 最近の研究ではニワトリにおいても哺乳類と同様 (Fig. 2-1~4) の IFITMの
オルソログが発見され、in vitro ではあるがインフルエンザウイルスやリッサ
ウイルスの感染を阻害することが明らかとなった[3]。世界中、特にアジア地域

ではニワトリに感染する A型インフルエンザウイルス (いわゆる鳥インフルエ
ンザウイルス) の流行が非常に深刻な問題となっており、わずかではあるもの
のニワトリからヒトへの異種間感染も報告されている。パンデミックを引き起

こさないためには、ニワトリインフルエンザの蔓延を解消することが重要で、

ニワトリ個体における抗インフルエンザ因子の機能解析が待たれている。加え

て、鶏卵は現在インフルエンザ等のワクチン生産に必要な素材となっているこ

とから、効率的なワクチン生産に向けてウイルス感染を制御する IFITM の研

究を行う重要性は非常に高まっている。 
	 さらに、IFITMはウイルスの感染を制御する因子であることから、当研究室
で取得している遺伝子組換えニワトリ作製時にも影響を及ぼしている可能性が

ある。遺伝子組換え技術には様々な手法が知られており、現在までに有用な生

理活性物質を生産する家畜 (動物工場) が取得されてきた[4-6]。ニワトリにおい

ては当研究室で取得法が確立されており、水疱性口内炎ウイルス VSV 
(Vesicular Stomatitis Virus) のエンベロープ Gタンパク質でシュードタイプ
化したレトロウイルスベクターが広く用いられている[7]。この手法では組換え

ウイルスベクターをブラストダーム期胚もしくは発生 2.5 日胚の心臓にインジ
ェクションし感染させることで遺伝子組換えを行う[8-11]が、一般的に G１遺伝
子組換えニワトリが取得できる可能性は大変低い。哺乳類では VSV の感染が
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IFITMにより阻害されることが報告されている[2]ため、ニワトリ宿主側がウイ

ルスベクターの感染を阻害していることが想定される。 
	 遺伝子組換えニワトリを動物工場として用いるためには、人工的に繁殖可能

であることが重要で、将来精子や卵子に分化する始原生殖細胞 PGC 
(Primordial Germ Cell) に遺伝子を導入することが求められる。ニワトリの場
合、PGC はステージ X ブラストダームの明帯から出現し、胚発生の過程が進
むにつれて胚血中循環期を経て生殖隆起部に定着するという特徴を持つ[12]。

我々がウイルスインジェクションのターゲットとしている孵卵 2.5 日目の胚は
PGCが胚血中を循環している時期であるため、前述したような遺伝子組換えニ
ワトリの取得率が低い理由として、cPGC への感染効率が低いことが可能性と
して考えられる。 
	 この章では、まずエンドソームを介して感染するウイルスを阻害する IFITM
について、ニワトリの成鳥と胚で発現の解析を行った。さらに、PGCにおいて
ニワトリ IFITM が及ぼす組換えウイルスベクター感染への影響を明らかにす

るため、cPGCでの IFITM3発現レベルと同程度の IFITM3を発現するセルラ
インを用いて VSV−G シュードタイプウイルスの感染を行い、その効果を明ら
かにした。さらに、ウイルスワクチン生産の素材として用いられる鶏卵のうち、

ウイルス増殖の足場となる漿尿膜及び羊膜について IFITM 発現レベルを解析

した。  
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実験材料及び手法  

試薬及び細胞 
	 ニワトリインターフェロン (IFN; interferon) -α は、Abcam (Cambridge, 
UK) より購入した。抗 SSEA-1 (anti-stage-specific embryonic antigen−1) 抗
体及び FITC (fluorescence isothiocyanate) によりラベルされたウサギ抗ヤギ 
IgG抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 製品を使用し
た。また、PE (phycoerythrin) によりラベルされたヤギ抗マウス IgM抗体は
Rockland (Gilbertsville, PA, USA) 製品を使用した。 
	 ニワトリ胚線維芽細胞株 DF−1 (CRL−12203) は、American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) より購入した。DF−1細胞の培養に
は、10%のウシ胎児血清 (FBS; Fetal Bovine Serum, Biological Industries, 
Kibbutz Beit Haemek, Israel) に加え、抗生物質として 100 U/mLのペニシリ
ン G カリウム及び 100 µg/mL のストレプトマイシン硫酸塩を含む DMEM 
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium) 培地 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) を用いた (Table 2-1) 。また、レトロウイルス産生にはヒト胎児腎癌由
来 293FT 細胞を使用し、培養にはピルビン酸ナトリウム (和光純薬, 大阪, 日
本) 、非必須アミノ酸 NEAA (和光純薬) 及び HEPES (同仁化学研究所, 熊本, 
日本) を添加した DMEM-293培地 (Table 2-1) を用いた。得られたウイルス
の力価測定にはヒト子宮頸癌由来 Hela 細胞を使用し、培地として DMEM 培
地を用いた。 
 

ニワトリ成鳥、鶏卵 
	 白色レグホン種の受精卵は日生研 (山梨, 日本) 、竹内孵卵場 (奈良, 日本) 、
及び当研究室で採卵した自家製卵を使用した。ニワトリ胚線維芽細胞 CEF 
(Chicken Embryonic Fibroblast) は、38℃で 10日間転卵したこれらの受精卵
からトリプシン法にて取得した。CEFも DF−1と同じく 10% FBSと抗生物質
を含む DMEM 培地で培養し、2 もしくは 3 回の継代を行ってから実験に使用
した。 
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組織の取得 
	 発現確認に用いた組織は、当研究室で飼育しているニワトリ成鳥及び孵卵

5.5日胚を解剖し採取した。また、羊膜及び漿尿膜 (前章 Fig. 1-1を参照) は孵
卵 9日目胚から取得した。さらに、特定病原菌非感染 (SPF; specific pathogen 
free) ニワトリとして稲吉勇仁氏 (日生研) から白色レグホン種の組織を提供
していただいた。取得した組織は細かく切断した後リン酸緩衝液 (PBS) で洗
浄し、ISOGEN II (ニッポンジーン, 東京, 日本) を用いて全 RNAの抽出を行
った。なお、全ての動物実験は名古屋大学動物実験委員会の定める倫理指針に

則って行った。 
 

PGCの単離 
	 ニワトリ受精卵を温度 38℃、湿度 65%で転卵し、転卵後 55 時間 
(Hamburger-Hamilton stage[13] 13−16) 、3.5日 (stage 17−19) 、5.5日 (stage 
27−28) をそれぞれ cPGC (circulating PGC) 、grPGC (genital ridge PGC) 、
gPGC (gonadal PGC) の取得源とした。cPGCの取得では胚血管にガラス針を
刺して血液を抜き取り、 0.5% FBSを含む PBSで細胞を洗った。grPGC、gPGC
の取得では、それぞれ生殖隆起部及び生殖腺を採取し、0.1% トリプシンと
0.02% EDTAで細胞を分散させた。これらの血液及び生殖細胞を、一次抗体と
して抗 SSEA-1抗体、二次抗体として PEラベルしたヤギ抗マウス IgM抗体で
氷上  30 分反応させたのち、フローサイトメーター  (EPICS ALTRA; 
Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA 及び FACS Jazz; BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA) を用いてSSEA-1陽性細胞をPGCとして単離した[14,15]。 
 

定量リアルタイム PCR 
	 ISOGEN II を用いて抽出した組織の全 RNA は、poly dT プライマーと
ReverTra Ace (東洋紡, 大阪, 日本) を用いて逆転写したのち、SYBR GreenI
試薬である THUNDERBIRD qPCR Mix (東洋紡) を用いてインターカレータ
ー法による定量リアルタイム PCR (qRT − PCR; quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction) 解析を行った。解析には、Roche 
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Diagnostics (Mannheim, Germany) の LightCycler及び LightCycler96を使
用した。 
	 取得した PGC は数が少ないため、全 RNA 抽出には ReliaPrep RNA Cell 
Miniprep System (Promega, Madison, WI, USA) を使用して全 RNAを抽出
した。その後、ReverTra Ace qPCR Master Mix with gDNA Remover (東洋紡) 
を用いて逆転写を行い、THUNDERBIRD qPCR Mixにより qRT−PCR解析を
行った。PCRサイクル条件は以下に示した。 

 
95 ℃ 60 sec  
95 ℃ 3 sec  
60 ℃ 10 sec 	 40cycles 
72 ℃ 30 sec  

 
	 解析する遺伝子は制限酵素で切断してリニアにしたプラスミドを用いてスタ

ンダードカーブを作成しコピー数を算出してから GAPDH 
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) のmRNA量で補正を行った。
また、qRT−PCRに使用したプライマーは Table 2-2に示した。 
	 ニワトリ IFITM2はデータベースに登録がされておらずクローニングができ
なかったので、既報[3]のプライマーを参照し、GAPDHで補正して算出した。 
 

IFITMのクローニング 
	 IFITM1, 3, 5のクローニングに用いた cDNAは PGCから取得し、PCRでタ
ーゲット領域を増幅してから p3×FLAG CMV−14ベクター (Sigma-Aldrich) 
に挿入した。クローニングに使用したプライマーは Table 2-3に示した。組換
えプラスミドは大腸菌 DH5αに導入し、Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) 
を使用して大量精製を行った。その後、制限酵素によりリニア化してから

QIAquick Nucleotide Removal Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用いて精
製した。処理後のリニアプラスミドの濃度及び純度は吸光度計で測定し、

OD260/280が 1.65〜1.75となっていることを確認してから希釈を行って qRT−
PCRのコピー数スタンダードとして用いた。 
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IFN-αによる IFITMの発現誘導 
	 24wellプレートに CEF細胞を 1.0×105 (cells/well) で播種してから 24時
間後に、 200 ng/µL で IFN-αを加えた。さらに 18時間培養を行ったのち、
ISOGEN IIを用いて全 RNAを抽出した。得られた RNAは ReverTra Aceで
逆転写を行い、IFITM3の発現量を qRT−PCRにより解析した。 
 

VSV−Gシュードタイプレンチウイルスの取得 
	 レンチウイルスの生産は、基本的に以前の報告と同様に行った[15]。コラーゲ

ンコートした 60mmディッシュに 293FT細胞を 2.4×106 (cells/dish) で播種
し、24時間後に Lipofectamine2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) でトラ
ンスフェクションを行った。レンチウイルスベクターとしてニワトリアクチン

プロモーター駆動の eGFP発現ベクター (pLSi/ΔAeGFP) 3.8 µg、gag/polプ
ラスミド 2.0 µg、revプラスミド 1.1 µg、VSV−Gプラスミド (Invitrogen)  
1.1 µgを使用した。トランスフェクション後 72時間培養してから培養上清を
回収し、DISMIC 0.22µmフィルター (ADVANTEC, 東京, 日本) を通して細
胞残渣を取り除いた後ウイルス力価を測定した。24wellプレートに播種した
Hela細胞に段階希釈したウイルスを感染させ、感染後 48時間でフローサイト
メーターを用いて eGFP陽性細胞の比率を解析し、力価を算出した。 
 

IFITM3のノックダウンと感染効率の評価 
	 ニワトリ IFITM3のノックダウンには既報[3]配列の siRNA (Sigma-Aldrich) 
を使用した。DF−1細胞を 24wellプレートに 1.25×104 (cells/well) で播種し、
16時間後に IFITM3特異的 siRNAもしくはコントロール siRNA (siTrio; 
B-Bridge International Inc., Santa Clara, CA, USA) を Lipofectamine3000 
(Invitrogen) を用いてトランスフェクションした。さらに 48時間後、多重感
染度MOI (Multiplicity of infection) =0.1でレンチウイルスを感染させ、9時
間後に細胞を回収した。細胞はトリプシンで 10分処理して細胞表面に吸着し
たウイルスを取り除いてから 3500 rpm、10分遠心した後核酸を抽出した。逆
転写されたウイルスDNAの抽出には、QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) を、
mRNAの抽出には ReliaPrep RNA Cell Miniprep System (Promega) を使用
した。 
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	 得られた核酸は qRT−PCRにて解析を行い、感染効率を評価した。細胞質中
に存在する逆転写されたウイルス由来 eGFP遺伝子を感染度の指標として定量
し (Fig.2-5) 、プラスミドによるコピー数を計算してから細胞数の指標として
用いた gGAPDH (genome GAPDH) で補正した。また、同時に IFITM3及び
GAPDHのmRNA量を定量し、ノックダウン効率を算出した。GAPDHの
qRT-PCR用プライマーはゲノムDNA定量とmRNA定量で同じものを使用し
たが、増幅サイズは異なる (genome; 182bp, mRNA; 98bp) ため判別可能であ
る。  
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実験結果  

ニワトリ IFITM3は、成鳥の肺で高発現している 
	 成鳥における IFITMの発現パターンは既に論文で報告されている[3]ものの、

アガロース泳動によるバンド強度比較という半定量的なものである。そこで私

は生理的条件下における IFITMの発現について、プラスミドを用いたコピー
数の算出と GAPDHによる補正を行うことでより正確な定量を試みた。まず、
成鳥ニワトリ組織での IFITMのmRNA量を qRT−PCRで定量した (Fig. 
2-6A) 。成鳥組織では IFITM3が肺で一番高く、次いで脾臓で高い発現を示す
結果が得られた。また、気道及び大腸でもある程度の IFITM3発現が見られた。
さらに、特定の組織においては IFITM3の発現は GAPDHの発現に匹敵するこ
とが得られたコピー数の値から明らかとなり、肺では同程度、脾臓では 0.4倍
であった。IFITM2は IFITM3の 1/5程度であるが様々な組織で発現している
一方で、IFITM1及び 5は調べた組織では発現が低かった。しかし、IFITM1
のみ大腸で例外的に発現が高いという結果が示され、発現量は GAPDHの 0.4
倍であった。これらの結果から、鳥インフルエンザウイルス感染の主要ターゲ

ットである肺では、既報[3]で強い抗ウイルス活性を示した IFITM3の発現が高
いことが明らかとなった。一方、もう一つのターゲットである大腸では IFITM1
が主であり、次いで IFITM3の存在量が多い。 
	 IFITMは、その名が示す通り IFNにより誘導され、IFNはウイルス感染が
トリガーとなって産生される。得られた結果が IFNによる IFITM誘導後の結
果ではないことを保証するため、SPF条件下で飼育されたニワトリの組織につ
いても IFITMの発現を解析した結果 (Fig. 2-6B) 、同様の結果が得られたため、
Fig. 2-6Aにおける IFITMの発現レベルは健常なニワトリの基底発現レベルを
示していることが担保できた。 
 

ニワトリ IFITMは IFN-αにより誘導される 
	 IFNは様々な抗ウイルス因子を誘導することで抗ウイルス活性を示し、
IFITMも IFNによって発現が誘導されることが哺乳類で知られている。そこ
で、ニワトリ IFITMについても IFN誘導性を明らかにするために、CEFにお
ける IFITMの IFN-α誘導性を観察した (Fig. 2-7) 。10日目胚より採取した
CEFは IFN-α非刺激の基底状態では IFITM3及び2が発現しているが IFITM1
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及び 5は発現しておらず、IFITM3の発現は GAPDHと比較すると約 4%、
IFITM2は IFITM3の約 1/4程度の発現量であった。この発現レベルは Fig. 
2-6Aで解析した成鳥組織と比べて著しく低く、後述する胚組織での発現レベル
に近いことが明らかとなった。IFN-αで刺激を行うと IFITM3, 2の発現は著し
く亢進し、非刺激時と比較して IFITM3はおよそ 13倍、IFITM2は 21倍誘導
された。また、IFITM1及び IFITM5についても誘導性は観察されたが、IFITM3
と比べると発現誘導レベルは低かった。これらの結果は、ニワトリで IFN-αが
誘導する抗ウイルス活性に IFITMが関与していることを示している。 
 

IFITM3は胚組織及び PGCでも発現している 
	 ニワトリ胚における IFITMの発現については、未だ報告がされていない。
そこで孵卵 5.5日胚から組織を採取し、IFITM1, 2, 3, 5について qRT−PCRで
発現量解析を行った (Fig. 2-8) 。IFITM3は生殖腺 (gonad) 、腸管 (intestine) 
で発現が最も高く、次いで肝臓 (liver) と心臓 (heart) で高い発現を示した。
IFITM2は IFITM3に次ぐ発現量で、生殖腺では IFITM3のおよそ半分、肝臓
及び腸管でも発現が見られたが脳での発現は低かった。一方で、IFITM1及び
5の発現は低かった。また、胚組織での IFITM発現は成鳥と比べて著しく低く、
最大でも成鳥の肺における IFITM3発現量の 3%程度であった。 
	 解析した胚組織の中では、生殖腺における IFITM3の発現が高かった。生殖
腺には始原生殖細胞 PGC (Primordial Germ Cell) が定着することが知られて
いるため、ニワトリ PGCで解析を試みた。PGCには幾つかのステージがあり、
未分化の順から cPGC (circulating PGC; 血中循環期) 、grPGC (genital ridge 
PGC; 生殖隆起部由来) 、gPGC (gonadal PGC; 生殖腺由来) を用いて解析し
た。それぞれの PGCについて生殖腺で主要な IFITMであった IFITM3につい
て発現量を解析したところ (Fig. 2-9) 、cPGCでは IFITM3の発現が GAPDH
の 4.5%であったが、PGCの分化に伴って発現が低下し、gPGCでは GAPDH
に対して 1.2%程度の発現量であることが明らかとなった。 
 

ニワトリ IFITM3のノックダウンは、VSV−Gシュードタイ

プレンチウイルスの感染を促進する 

	 我々が試みている遺伝子組換えニワトリの取得には PGCへの遺伝子導入が



 

 26 

必須であるが Fig. 2-9で明らかにした通りウイルスインジェクションのターゲ
ットである cPGC (孵卵 55時間、血中循環期) では IFITM3の発現が高い。哺
乳類では、IFITM3は後期エンドソームを介して感染するウイルスを強く抑制
し、IFITM1は早期エンドソームを介するウイルスを抑制することが既に報告
されている[2]。また、ニワトリにおいては in vitroにおいて IFITM3が A型イ
ンフルエンザウイルス及びリッサウイルスの感染を阻害することが報告されて

おり [3]、これらの結果はニワトリの IFITM3も哺乳類同様に広範なウイルス感
染を阻害する可能性を示唆している。生理条件下における基底レベルでの

IFITM3発現量がレンチウイルスの感染阻害に対して効果があるかは未だ明ら
かではないため、株化細胞である DF−1細胞を用いて IFITM3のノックダウン
によるウイルス感染効率の解析を行った (Fig.2-10) 。 
	 DF−1細胞は IFN非刺激でも cPGCの約 1.5倍の IFITM3を発現していた。
特異的 siRNAをトランスフェクションして IFITM3のノックダウンを行うと、
本来の 15%程度まで発現レベルが低下した (Fig. 2-10 上図) 。これは、gPGC
相当の発現レベルである。ノックダウンした細胞に VSV−Gシュードタイプの
HIV−1ウイルスを感染させたところ、ノックダウンを行っていない細胞と比較
して約 1.8倍感染効率が上昇した (Fig. 2-10 下図) 。この結果から、cPGC程
度の低レベルの IFITM3発現であっても VSV−Gシュードタイプの HIV−1ウ
イルスの感染を阻害する可能性が示された。 
 

ワクチン生産に用いられる鶏卵組織では IFITM3の発現 

レベルが低い 
	 鶏卵は様々なウイルスのワクチン生産に用いられており、例えば麻疹やおた

ふくかぜなどが挙げられる。中でも、インフルエンザウイルスのワクチン生産

には現在のところ発育鶏卵が必須で、転卵 9日目の卵中の漿尿腔 (前章 Fig. 1-1
参照) にウイルスを導入することでワクチンを取得している。そのため、鶏卵
中では IFITMの発現が低いほうがワクチン生産効率の向上につながるが、鶏
卵組織での IFITM発現については現在まで解析されていなかったため、鶏卵
中の漿尿膜及び羊膜を採取してウイルス感染を阻害する IFITMの発現を解析
した (Fig. 2-11) 。漿尿膜・羊膜では IFITM3の発現は GAPDHに対して 3-4%
と、cPGCよりわずかに低かった。また、IFITM2は IFITM3と比較して 40−
50%の発現レベルで、IFITM1及び 5の発現は著しく低かった。これらの結果
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から、胚を囲む膜である漿尿膜及び羊膜でわずかながら IFITM3及び 2が発現
していることが示された。  
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考察  
	 この章では、抗ウイルス因子の一つである IFITMについて、ニワトリの胚
から成鳥までの組織における基底発現レベル、及び VSV−Gシュードタイプの
HIV−1ウイルスに対して IFITMが持つ抗ウイルス効果を解析した。 
	 成鳥では、既に臓器における発現パターンについてはある程度解析されてい

た[3]が、今回の解析で、大腸を除く成鳥組織では IFNによる刺激のない生理条
件下で IFITM3が主であることをより定量的に明らかにした。特に肺において
はウイルスが感染していないにもかかわらず IFITM3の発現が高く、GAPDH
と同程度であった。肺がウイルス感染のターゲットにさらされやすいことを考

慮すると、抗ウイルス活性機能を持つことが示唆される IFITM3の発現が肺で
高いことは妥当である。一方で IFITM1, 2, 5は IFITM3と比較して発現レベ
ルが低いことを明らかにしたが、IFITM1は発現分布に特徴が見られ、大腸で
のみ特異的に高く発現していたことは大変興味深い結果である。大腸は腸管免

疫や腸内細菌叢といった免疫システムが複雑に絡み合っており、大腸において

主要な IFITMである IFITM1及び 3がこれらに関与している可能性が示唆さ
れる。 
	 胚組織及びPGCの分化ステージにおける IFITMの定量は今まで行われてお
らず、今回の実験で私はこの点を明らかにした。胚組織においては、成鳥と同

様に IFITM3が主であった。しかし、GAPDHと同レベルの発現を示した成鳥
とは異なり、胚での IFITM発現量は多くとも成鳥肺の 3%程度であった。PGC
においてもその傾向は同様で、成鳥と比較して発現は低かった。また、PGCで
は分化に伴って IFIMT3の発現が低下し、gPGCの段階では cPGCの段階と比
較して約 1/4まで発現が低下することも明らかとなった。我々が行っている遺
伝子組換えニワトリ取得法では血中循環期の cPGCに対して操作していること
から、Fig. 2-9の結果より、現行法では IFITM3の発現が比較的高い状態のPGC
にウイルスインジェクションを行っていることが示唆された。遺伝子組換えニ

ワトリの後代を取得するためには PGCに対しての遺伝子導入が必須であるた
め、cPGCにおける発現レベルがレンチウイルスの感染に及ぼす影響を明らか
にすることを試みた。 
	 ニワトリ胚線維芽細胞由来の株化細胞 DF−1細胞を用いて感染モデル実験を
行ったが、これは PGCの取得できる数が限られているためである。DF−1細胞
はCEF細胞由来であるため基底状態の IFITM3の発現量はCEF細胞に近いパ
ターンを示した。特異的 siRNAを用いて IFITM3をノックダウンしたところ、
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mRNAレベルでの発現は gPGCレベルまで低下することは明らかにしたが、
タンパク質レベルでの発現変化については特異的抗体がなかったため未解析の

まま残っている。哺乳類 IFITM3は様々な翻訳後修飾 (S-パルミトイル化、ユ
ビキチン化、リン酸化) を受けることが知られており[16]、ニワトリ IFITM3の
詳細な機能解明には翻訳後修飾についてさらなる解析が必要である。また、DF
−1細胞では gPGCレベルまで IFITM3の発現が低下したことに伴って感染効
率は 1.8倍に上昇し、cPGCでの IFITM3の発現レベルは VSV−Gシュードタ
イプレンチウイルス感染の阻害に充分であることが示唆された。阻害メカニズ

ムの詳細については不明であるが、逆転写されたウイルス cDNA量が減少して
いることに加えて哺乳類 IFITM3の阻害メカニズムから、ウイルス膜と細胞膜
との膜融合過程もしくはウイルス RNAの cDNAへの逆転写ステップを阻害し
ている可能性が示唆される。この結果は、DF−1細胞を用いた解析系ではある
ものの、PGCにおける IFITM3の役割を間接的に示唆しており、PGCへの遺
伝子導入の難しさは PGCの増殖能の低さによるものだけではなく、内在
IFITM3も影響を及ぼしていることが推測される。 
	 CEF及び鶏卵は様々なウイルスに対するワクチン生産に用いられている。今
回の結果から、胚組織で IFITMの発現が低いことは効率的なワクチン生産と
いう目的に合致すると言える。特にインフルエンザウイルスワクチンは、ウイ

ルス液を孵卵 9日目発育鶏卵中の漿尿腔に接種して 2日程度培養してから漿尿
液を回収することで取得しており、ウイルス増殖の足場となる漿尿膜で DF−1
細胞の約 50%程度の IFITM3が発現していた。また、漿尿膜とは異なる糖鎖構
造を持ち[17]、実験的にヒト型インフルエンザウイルス増殖に用いられる羊膜に

おいても、漿尿膜と同程度の発現であった。既報では、IFITM3のノックダウ
ンによって A型インフルエンザウイルスの感染効率が上昇することから[3]、鶏

卵におけるインフルエンザウイルス感染は若干ではあるが基底レベルの内在

IFITM3によって阻害されている可能性がある。さらに、鶏卵だけではなく
CEFもワクチン生産に用いられており、例えば、麻疹ウイルスやおたふく風邪
ウイルス、狂犬病ウイルスのワクチンがあげられる。狂犬病ウイルスのエンベ

ロープでシュードタイプ化したレンチウイルスの感染を IFITM3が阻害するこ
とは以前の報告[3]で知られているため、狂犬病ウイルスのワクチン生産に関し

ても内在の IFITM3が影響を及ぼしている可能性が示唆される。一方、中性の
pHで細胞膜から直接侵入する麻疹ウイルスやおたふく風邪ウイルスに対して
IFITM3が阻害効果を持つかは断定できない [18]。 
	 これらの結果から、胚時期での IFITM3の発現を制御することで、遺伝子組
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換えニワトリの取得効率やウイルスワクチン生産効率が向上する可能性が示唆

された。 
 
なお本章の内容は下記の論文に発表した。また、図表は当該論文より引用した。 

Kidani, S., Okuzaki, Y., Kaneoka, H., Asai, S., Murakami, S., Murase, Y., Iijima, S. & 

Nishijima, K. I. (2016). Expression of interferon-inducible transmembrane proteins in the 

chicken and possible role in prevention of viral infections.Cytotechnology, 

DOI: 10.1007/s10616-016-9958-1	
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Table 2-1 
使用した培地の組成 
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Table 2-2 
qRT−PCRで用いたプライマーセット 
 
発現解析では以下のプライマーセットを使用した。IFITM2のプライマーは、
既報[3]で用いられた配列を使用した。GAPDHはmRNAと genome DNA解析
で同じプライマーを使用したが、増幅配列が異なるため区別は可能である。 
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Table 2-3 
クローニングに用いたプライマーセット 
 
PGCより取得した cDNAをテンプレートとし、以下のプライマーを用いてク
ローニングを行った。下線部は制限酵素サイトを示しており、対応する制限酵

素を使用して p3×CMV14ベクターに挿入した。 
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Fig. 2-1 
ニワトリ IFITM1の哺乳類オルソログとのアミノ酸アラインメント 
 
ニワトリ IFITM1と哺乳類 IFITM1とのアミノ酸配列の相同性を解析した。
G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ IFITM1、G. gallus; ニワト
リ、H. sapiens; ヒト、M. musculus; マウス 
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Fig. 2-2 
ニワトリ IFITM3の哺乳類オルソログとのアミノ酸アラインメント 
 
ニワトリ IFITM3と哺乳類 IFITM3とのアミノ酸配列の相同性を解析した。
G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ IFITM3、G. gallus; ニワト
リ、H. sapiens; ヒト、M. musculus; マウス 
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Fig. 2-3 
ニワトリ IFITM5の哺乳類オルソログとのアミノ酸アラインメント 
 
ニワトリ IFITM5と哺乳類 IFITM5とのアミノ酸配列の相同性を解析した。
G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ IFITM5、G. gallus; ニワト
リ、H. sapiens; ヒト、M. musculus; マウス 
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Fig. 2-4 
IFITMの遺伝子クラスター構造 
 
抗ウイルス効果が報告されている哺乳類 IFITMとニワトリ IFITMについて、
染色体上のクラスター構造を比較した。アミノ酸配列の相同性だけでなく (Fig. 
2-1~3) 、遺伝子クラスター構造も保存されており、ニワトリ IFITMについて
も抗ウイルス活性が期待される。 
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Fig.2-5 
感染効率算出のモデル図 
 
感染段階が進むとレトロウイルスのゲノム RNA (vRNA、図中黒) は酵素によ
って逆転写され、一本鎖 DNA (vDNA、図中赤) となる。IFITMのノックダウ
ンにより膜融合阻害効果が失われると細胞内に取り込まれる粒子数が増えて逆

転写産物量が増加すると考え、感染度の評価として vDNA量を使用した。 
 
A)	 infectionの実験手順 
B)	 感染度算出の概念図 
左図は基底状態、右図は IFITMノックダウンによる阻害効果低下時のモデル
図である。 
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Fig. 2-6 
成鳥ニワトリ組織における IFITMの発現 
 
成鳥組織での IFITM発現量を qRT−PCRにより解析した。IFITM発現レベル
はスタンダードカーブを用いてコピー数を算出し、GAPDHコピー数に対する
発現比で表現した。スタンダードカーブには制限酵素でリニアにしたプラスミ

ドを使用し、以降の qRT−PCRでも同様に用いた。平均値及び標準誤差は、独
立した 3回の実験により得られた値から算出した。 
trachea; 気道、lung; 肺、colon; 大腸、liver; 肝臓、spleen; 脾臓 
 
A)	 自家ニワトリ組織における IFITMの発現 
B)	 SPFニワトリ組織における IFITMの発現 
 
 

  



 

 44 

 

 
 
Fig. 2-7 
IFN-αによる IFITMの誘導 
 
CEFを IFN-αで刺激し、IFITMの発現誘導を qRT−PCRで解析した。左図が
IFN-α無添加、右図が IFN-α 200 ng/mLで刺激したサンプルでの発現量であ
る。コピー数を算出し、GAPDHとの発現量比で評価した。平均値及び標準誤
差は独立した 3回の実験により得られた値から算出した。 
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Fig. 2-8 
ニワトリ胚組織における IFITMの発現 
 
孵卵開始 5.5日目の胚から組織を採取し、qRT−PCRにより IFITM発現レベル
を解析した。なお、肺及び脾臓はこの段階ではまだ未発達であるため解析は行

えなかった。平均値及び標準誤差は独立した 3回の実験により得られた値から
算出した。 
gonad; 生殖腺、intestine; 腸管、brain; 脳、liver; 肝臓、heart; 心臓 
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Fig. 2-9 
異なる分化ステージにおける PGCでの IFITM3発現 
 
血中 (cPGC) 、生殖隆起部 (grPGC) 、生殖腺 (gPGC) から PGCを採取し、
qRT−PCRにより IFITM3の発現レベルを解析した。平均値及び標準誤差は 3
回の独立した実験により得られた値から算出した。 
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Fig. 2-10 
DF−1細胞系における IFITM3ノックダウン感染実験 
 
上図) 用いた siRNAによるノックダウン効率を解析した。感染実験終了時点で
の IFITM3発現レベルを qRT−PCRにて解析した。 
矢印 A; cPGCでの IFITM3発現レベル、B; gPGCでの IFITM3発現レベル 
 
下図) ノックダウンに伴う感染効率の上昇を解析した。DF−1細胞に VSV−Gシ
ュードタイプウイルスを感染させ、逆転写されたウイルス cDNAを感染効率の
尺度として定量した。コントロールの siRNAを作用させた DF−1細胞におけ
る感染効率を 1とし、相対比で表現した。 
＊: t検定 p<0.05より、有意差あり 
平均値及び標準誤差は 3回の独立した実験により得られた値から算出した。 
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Fig. 2-11 
漿尿膜及び羊膜における IFITMの発現 
 
発育鶏卵から漿尿膜、羊膜を採取し、qRT−PCRにて発現量を定量した。平均
値及び標準誤差は 3個の発育鶏卵から採取した漿尿膜、羊膜より得られた値か
ら算出した。 
CAM; 漿尿膜、AMN; 羊膜 
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第 3章 
O型糖鎖生合成に関わるニワトリ 

シアル酸転移酵素の解析 
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緒言  
	 哺乳類において、糖鎖はタンパク質の安定性だけでなく細胞間コミュニケー

ションや転写因子を含む細胞内分子の調節といった重要な役割を持っている［1

−3］。タンパク質の糖鎖修飾には N型と O型の 2つのパターンが存在し、N型
糖鎖修飾の重要性は既に知られている通りである［4］。O型糖鎖修飾はセリン 
(Ser) もしくはスレオニン (Thr) 残基で起こる。最もよく知られているタイプ
はムチン型の糖鎖で、Ser/Thr残基に開始糖として N-アセチルガラクトサミン 
(GalNAc) が結合している。他のタイプの O型糖鎖修飾も報告されており、開
始糖として N−アセチルグルコサミン (GlcNAc) 、キシロース、ガラクトース 
(Gal) 、フコース、マンノースが知られている[5]。この中で、ムチン型の O型
糖鎖はタンパク質の安定性、血中濃度、機能に重要な影響を与えていることが

知られており、例えば組換え抗体 IgA2は IgA1より早く血中から除かれること
が報告されている[6]。この 2つのサブクラス間の違いはヒンジ領域にある 13
アミノ酸で、IgA1ではこの領域に 3〜5個の O型糖鎖修飾がおこるのに対して
IgA2では糖鎖修飾がおこらない。また BR3−Fcの場合多くの O型糖鎖修飾点
を持っており、シアル酸の結合度合いがタンパク質分解に影響を及ぼす。これ

らアシアロ糖タンパク質が素早く分解される理由として、肝臓のレクチンによ

ってアシアロGalもしくはアシアロGalNAcがトラップされてしまうことが挙
げられる[7]。 
	 多くのバイオ医薬品は糖タンパク質である。糖鎖に依存した生物活性を示す

ため、糖鎖修飾を制御して最適化する技術は非常に重要で、N型糖鎖修飾の制
御は高等生物、例えば植物や昆虫、CHOでは成功している［8］。当研究室では、

ニワトリに糖鎖付加したタンパク質を生産させるべく研究を行っており、これ

までに有用タンパク質を生産する遺伝子組換えニワトリの取得には成功した［9

−12］。しかし、解析を進めた結果、卵白中に生産させたタンパク質には N型糖
鎖修飾の末端に位置するシアル酸 (Sia) と Galが付加していないことが明ら
かとなった［13,14］ため、Gal転移酵素を遺伝子導入して末端に Gal転移が行え
るニワトリを取得し、ニワトリ N型糖鎖合成に関与する STについても機能解
析を行った［15,16］。一方で、O型糖鎖修飾は制御が複雑かつあまりよくわかっ
ていないため[17]、ニワトリにおいてあまり研究が進んでいなかった。 
	 そこで、ニワトリにおける O型糖鎖修飾の制御機構の中でも特に末端の Sia
転移について明らかにするため、本章ではニワトリのシアル酸転移酵素 ST 
(SialylTransferase) をクローニングし、機能を解析した。O型糖鎖修飾に関与
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する 3つのニワトリ STを 293FT細胞で発現させ、種々の基質に対して反応さ
せて基質特異性を明らかにした。加えて、以前解析した ST［18］についても範囲

を広げてさらなる基質特異性を明らかにした。さらに、qRT−PCRによりニワ
トリ組織及び胚組織での STの発現を定量的に解析した。  
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実験材料及び手法  

試薬 
	 ガラクトース-β1,4-N-アセチルグルコサミン (Gal-β1,4-GlcNAc) 、GM1a、
アシアロフェツインは Sigma-Aldrichから購入した。ガラクトース-β1,3-N-ア
セチルグルコサミン (Gal-β1,3-GlcNAc) は、Dextra Laboratories Ltd. 
(Reading, UK) より購入した。ガラクトース-β1,3-N-アセチルガラクトサミン 
(Gal-β1,3-GalNAc) は、Tronto Research Chemicals (Ontario, Canada) から
購入した。ラクトシルセラミドは長良サイエンス (岐阜, 日本)より購入した。
これらの基質を利用し、ニワトリ STの活性測定を行った。 
 

ニワトリ STのクローニング 
	 ニワトリの β-ガラクトシド-α2,3-シアル酸転移酵素 (ST3Gal; β-galactoside 
α2,3-sialyltransferase) は、ニワトリブラストダームもしくは成鳥脳の cDNA
から PCRにより増幅し、pcDNA4/TO/myc−HisA (Invitrogen) ベクターにクロ
ーニングした。増幅に用いたプライマーは Table3-1Aに示した。これらのプラ
イマーは、Table3-1Bに示したシーケンスデータから作製した。また、NIH3T3
細胞から取得した cDNAを用いて PCRを行い、マウス ST3Gal5もポジティブ
コントロールとしてクローニングした。プライマー及びシーケンスデータは

Table 3-1で示した。 
 

ST活性測定 
	 293FT細胞は、10% FBS及び抗生物質を含むDMEM-293培地で培養した。
トランスフェクション前日に、35mm dishへ 5×105 (cells/dish) で播き直し、
その翌日に 2.5 µgのニワトリ ST発現ベクター (pcDNA4/TO/myc−
HisA+ckSTs) を Lipofectamine2000 (Invitrogen) を用いてトランスフェクシ
ョンした。48時間培養し、PBSで洗浄してからサスペンションバッファー (1 % 
TritonX−100を含む PBS) で懸濁したのちに Bioruptor (コスモ・バイオ, 東京, 
日本) で sonicationを行い、10000 rpm、4 ℃で 5分遠心して細胞残渣を取り
除いた。活性の測定は Fig. 3-1に示した流れで行った。炭素の放射性同位体で
ある 14Cでラベルした CMP-Siaは、American Radiolabeled Chemicals 
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(St.Louis, MO, USA) より購入した。全体の反応液量は 20 µLとし、図中の組
成で 37℃で一晩反応させた。翌日、反応液 5 µLを、HPTLCシリカゲル 60プ
レート  
(10 cm × 10 cm、 Merck Millipore, Darmstadt, Germany) にスポットして
展開した。展開液は、使用した基質によって以下の 2種類を使い分けた。 
 
合成糖; 1-ブタノール : エタノール : H2O = 5 : 3 : 2 
糖脂質; クロロホルム : メタノール : 0.25 %KCl水溶液 = 60 : 35 : 8 
 
展開したプレートは−80 ℃で X線フィルム (FUJIFILM, 東京, 日本) に 2日
もしくはイメージングプレート (FUJIFILM) に 1日露光した。 
	 糖タンパク質に対する反応性の解析では、25 µgのアシアロフェツインを用
いて反応させた。反応条件は合成糖を基質とした時と同様である。一晩反応さ

せたのち、反応液を SDS−PAGEにて展開泳動し、モデル 583ゲルドライヤー 
(BioRad, Hercules, CA, USA) を用いてゲルを乾燥させてからイメージングプ
レートに露光した。 
	 露光したイメージングプレートはイメージアナライザー Typhoon 
FLA9000 (GEヘルスケアジャパン, 東京, 日本) により解析した。また、ニワ
トリ STの発現レベルはウェスタンブロットにより定量した。1次抗体は抗 His
抗体 (医学生物学研究所, 名古屋, 日本) 、2次抗体にはヤギ抗マウス IgG−HRP
抗体 (Santa Cruz) を使用した。 
 

定量リアルタイム PCR (qRT-PCR) 
	 RNAは、当研究室で飼育した成鳥ニワトリの組織から、ISOGEN II (ニッポ
ンジーン) を用いて抽出した。解析に用いた組織は、脳 (brain) 、肺 (lung) 、
肝臓 (liver) 、腎臓 (kidney) 、卵管膨大部 (magnum) 、小腸 (small 
intestine) 、大腸 (large intestine) 、脾臓 (spleen) である。また、孵卵 9日
目の胚より漿尿膜及び羊膜を取得した。さらに、以前論文にて報告した手法で

[19]、輸卵管上皮細胞 TGC (Tubular Gland Cell) を取得した。取得した RNA
は、ReverTra Ace (東洋紡) で逆転写し、得られた cDNAを 5倍希釈してから
THUNDREBIRD SYBR qPCR Mix (東洋紡) を用いて qRT−PCRを行った。
機器は LightCycler96 (Roche) を使用し、PCRサイクル条件は以下の通りであ
る。  
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95 ℃ 1 min  
95 ℃ 3 sec  
60 ℃ 10 sec 	 40cycles 
72 ℃ 30 sec  

 
使用したリアルタイム PCRプライマーは Table 3-2で示した。なお、ST3Gal3, 
4, 6及びST6Gal1, 2のプライマーは、以前の論文で使用したものを用いた［18］。

スタンダードカーブはクローニングしたプラスミドを制限酵素でリニア化した

ものを用いた。  
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実験結果  

ニワトリ ST3Galのクローニングと基質特異性 
	 哺乳類では 20種のシアル酸転移酵素 STが知られている［17,20−22］。しかし、

ニワトリでは解析が進んでいなかったため、以前当研究室ではニワトリにおい

て N型糖鎖修飾に関与する ST3Gal3, 4, 6及び ST6Gal1, 2について解析した
［18］。そこで、本章ではまず、解析していなかった O型糖鎖修飾関連 STであ
る ST3Gal1, 2, 5について哺乳類 STとの相同性を基に解析した。また、以前
の報告では ST3Gal4及び ST6Gal2については合成糖基質 Gal-β1,4-GlcNAc
に対して活性を検出することができなかったため、以前解析した N型糖鎖合成
に関与する ST3Gal3, 4, 6についても広範に特異性を解析した。 
	 まずはニワトリとヒトでのアミノ酸残基の相同性を解析した (Fig. 3-2~4) 。
ST3Gal1で 67 %、ST3Gal2で 85 %、ST3Gal5で 64 %のアミノ酸相同性であ
った。ST3Gal5はヒトとマウスで幾つかの翻訳開始点の違いと種々のスプライ
シングバリアントが報告されており、酵素の細胞質領域の長さが異なることが

知られている［23］。ニワトリの ST3Gal5はその相同性から、細胞質領域の短い
ヒト ST3Gal5バリアントであるM−SAT−1/ST3Gal5に近いと示唆される。こ
れらの STについて他の生物由来の STとアミノ酸の相同配列を解析したとこ
ろ、哺乳類 STと同様に N末端の膜貫通ドメインとステム領域及び酵素活性中
心 (L, S, III, VSモチーフ) が保存されていることが明らかとなった。 
	 ST3Gal1はクローニングの過程で想定よりも短い配列が取得できたため、
DNA配列についてシーケンス解析により確認した。短い配列は 10個のクロー
ンをピックアップした中の 1つで、exon4全体にあたる 171〜230番の 60アミ
ノ酸が欠失しており、最初の 19アミノ酸は Lドメインの C末端側 19残基で
あることが明らかとなった。また、ヒトでは ST3Gal1にシュード遺伝子が存
在する[21]ため、取得した短いニワトリST3Gal1がシュード遺伝子か検討した。
シュード遺伝子は ST3Gal1のN端領域を持ち Lドメイン中にストップコドン
が存在するという特徴があるが、このクローンは Lドメイン中にストップコド
ンが存在しない。ここから、この短いクローンは ST3Gal1のスプライシング
バリアントであることが示唆される。 
	 次に、Hisタグ結合のニワトリ ST3Galを発現させた 293FT細胞の lysate
を用いて活性の測定を行った (Fig. 3-5) 。STの発現レベルは抗 His抗体を用
いたウェスタンブロットにより検出し、発現レベルは異なるがそれぞれの ST
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で発現が見られることを示した (Fig. 3-5A) 。ST活性はラジオアイソトープを
用いた系で行い、14Cでラベルした CMP−Siaをドナーとして、糖基質 (アクセ
プター) に対する基質特異性を解析した。Fig. 3-5Bに示すように O型糖鎖の
基質である Gal-β1,3-GalNAcをアクセプターとして用いた場合、ST3Gal1, 2
は活性を示したものの ST3Gal5は活性を示さなかった。さらに、取得した
ST3Gal1スプライシングバリアントでも反応を行ったが、活性は示さず (Fig. 
3-5C) 、Lドメインの C末端側が一部欠損しているため活性を示すことができ
ないことが示された。O型糖鎖修飾に関する STだけではなく以前解析した N
型糖鎖修飾に関与する ST (ST3Gal3, 4, 6) についても解析したが、
Gal-β1,3-GalNAcに対しては活性を示さなかった (Fig. 3-5B) 。次に N型糖鎖
に対する反応性を解析したところ、存在量が少ない N型糖鎖構造である
Gal-β1,3-GlcNAcに対しては ST3Gal1, 2が活性を示し、以前解析を行った
ST3Gal3も活性を示したが、ST3Gal5は活性を示さなかった (Fig. 3-5D) 。
また、主要な N型糖鎖構造である Gal-β1,4-GlcNAcに対しては以前同様
ST3Gal6が強い活性を示し、ST3Gal3は弱い活性を示す結果が得られた[18]が、

ST3Gal1, 2, 5は活性を示さなかった (Fig. 3-5E)。 
	 これらから、ST3Gal3は主要な N型基質である Gal-β1,4-GlcNAcに加えて
まれな N型基質である Gal-β1,3-GlcNAcに対しても活性を示すことが明らか
となった。哺乳類においては、ST3Gal3は基質特異性が Gal-β1,3-GlcNAc > 
Gal-β1,4-GlcNAcであることが知られており、ニワトリ ST3Gal3も哺乳類
ST3Gal3と同様の基質特異性を持つことが新たに示された。また、ST3Gal1, 2
は O型糖鎖修飾だけではなく、部分的に N型糖鎖修飾にも関与することが示
唆された。 
 

糖脂質及び糖タンパク質に対する ST活性 
	 さらに広範に基質特異性を明らかにするために、糖基質だけではなく糖脂質

に対する ST活性についても解析した。基質としてガングリオシドの合成経路
に関与する脂質である GM1a及びラクトシルセラミドを使用した。これらを受
容体とするシアル酸転移反応では脳に多く存在するガングリオシドである

GD1a[24]及び GM3が合成される。ST3Gal2は GM1aに対して強い ST活性を
示し、ST3Gal1も弱い活性を示したが、ST3Gal3, 4, 5, 6は GM1aに対しては
活性を示さなかった (Fig. 3-6A) 。一方、ラクトシルセラミドに対する活性を
解析したところ、ポジティブコントロールであるマウス ST3Gal5［25］に加えて
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ニワトリ ST3Gal5も活性を示し GM3のバンドを得た (Fig. 3-6B) 。この結果
から、ニワトリ ST3Gal5は GM3の合成酵素である可能性が示唆された。 
	 今までアクセプターとして用いた基質は、合成糖基質である。生理条件下に

近い基質で ST活性を明らかにするために、3本ずつの N型糖鎖及び O型糖鎖
構造を持つ糖タンパク質であるフェツイン［26］からシアル酸を除いたアシアロ

フェツインを用いて解析を行った (Fig. 3-7) 。結果、ST3Gal1, 2が強い活性
を示し、ST3Gal3, 6が弱い活性を示したことから、ニワトリにおいても
ST3Gal1, 2, 3, 6がタンパク質の糖鎖修飾に関与していることが示された。
ST3Gal3, 6で活性が低かった理由としては基質に対する特異性が低かったた
めであると推測される。また、ST3Gal5はタンパク質基質に対して反応性を示
さなかった。 
 

組織におけるニワトリ STの発現分布 
	 さらに、ニワトリ組織における ST3Galの発現を qRT−PCRにより解析した 
(Fig. 3-8A) 。以前報告した N型糖鎖修飾に関与する STの発現パターンとは
異なり、肝臓における ST3Gal1, 2, 5の発現は著しく低かった。ST3Gal1は気
道、肺、卵管膨大部、脾臓で高く、ST3Gal5は卵管膨大部、小腸、大腸、脾臓
で強く発現していた。 
	 また、卵白成分を生産する組織である卵管膨大部の輸卵管上皮細胞 TGCに
ついても、STの発現を解析した (Fig. 3-8B) 。ST3Gal1, 5が TGCで強く発
現しており、ST3Gal1が卵白タンパク質の O型糖鎖修飾に関与していること
が示唆される。また、次いで ST3Gal6の発現が高く、糖タンパク質中の
Gal-β1,4-GlcNAcへのシアル酸転移能力が示唆される。 
	 前章でも述べた通り、インフルエンザウイルスのワクチンは発育鶏卵中で作

製されるが、ニワトリインフルエンザウイルスは α2,3結合のシアル酸を認識す
るのに対してヒトインフルエンザウイルスは α2,6結合のシアル酸を認識して
感染することが知られている。効率的なヒトインフルエンザワクチン取得のた

めには鶏卵中のシアル酸プロファイルを解析する必要があると考え、シアル酸

転移酵素である STについて漿尿膜及び羊膜での発現を解析した (Fig. 3-9) 。
α2,3結合のシアル酸転移に関与する ST3Gal1, 5, 6は漿尿膜及び羊膜で高い発
現レベルを示したが α2,6結合のシアル酸転移に関与する ST6Gal1, 2の発現は
低かったことから、漿尿膜及び羊膜におけるタンパク質及びガングリオシドの

糖鎖修飾パターンは α2,3結合のシアル酸が主であることが示唆された。  
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考察  
	 哺乳類では 20種類の STが知られており、 
1. ST3Galファミリー 
2. ST6Galファミリー 
3. ST6GalNAcファミリー 
4. ST8Siaファミリー 
の 4種類に大別できる［17,21］。これら 4種類のうち、ST6Galファミリー 
(ST6Gal1, 2) 及びST3Galファミリーの一部 (ST3Gal3, 4, 6) については以前
当研究室でクローニングがなされ、解析が行われた。ST3Gal4及び ST6Gal2
については活性を検出することができなかったものの、ST3Gal3, 6及び
ST6Gal1は主要な N型糖鎖構造である Gal-β1,4-GlcNAc及び糖タンパク質ア
シアロフェツインに対して活性を示し、ニワトリ STが哺乳類 STと同様の酵
素活性を持つことを明らかにした［18］。 
	 そこで本章で、ニワトリST3Galにおける残り3つの酵素 (ST3Gal1, 2, 5) の
基質特異性を解析した結果、ST3Gal1, 2の基質特異性は Gal-β1,3-GlcNAc及
び Gal-β1,3-GalNAc、糖脂質では Gal-β1,3-GalNAcであった。ST3Gal1につ
いては既に基質特異性は報告されているが［27］、我々の結果はそれに反するも

のではなかった。加えて、ヒトでは ST3Gal3, 4, 5についてスプライシングバ
リアントが報告されており[23,28]、今回我々はニワトリ ST3Gal1でもスプライ
シングバリアントが存在することを示した。スプライシングバリアントの多く

は糖転移活性を失っていることが知られているが、ST3Gal1も同様に活性を失
っていた。ニワトリ ST3Gal6にも不活性バリアントが存在することは以前に
報告[18]しており、哺乳類と同様に他の ST3Galファミリーにもバリアントが存
在することが示唆されるが、これら ST3Galファミリーに多くのバリアントが
存在する理由は不明である。また、ニワトリ ST3Gal5は哺乳類のオルソログ
同様ラクトシルセラミドGal-β1,3-Glc-Ceramideに対してのみ基質特異性を示
し、GM3合成酵素であることを示唆する結果を得た。これらの結果から、O
型糖鎖修飾に関与するニワトリ STは哺乳類 STと機能的に相同であることが
示された。 
	 哺乳類においては、ST3Galファミリーはさらに 2つのサブファミリーに分
別される。1つは ST3Gal1, 2のグループ、もう 1つは ST3Gal3, 4, 5, 6のグル
ープで、前者は O型糖鎖修飾に関与することが知られている。以前の解析では、
卵管膨大部より取得したゴルジ画分がO型糖鎖の基質であるGal-β1,3-GalNAc
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に対して強い活性を示したことから、卵管膨大部及び TGCでの ST3Galの発
現を解析した。qRT−PCRの結果から、卵管膨大部では ST3Gal1が強く発現し
ており、以前観察[18]された強い ST活性は O型糖鎖構造に対する ST3Gal1の
活性であることが示唆された。 
	 O型糖鎖の中でも、ムチン型は core1〜4までさらに 4種類のコア構造に分
類される[29]が、タンパク質に対するO型糖鎖修飾の大部分は core1構造である。
例えば CHO細胞に生産させたエリスロポエチンは core1を持つことが知られ
ている［30］。また、ヒト IFNが core1の糖鎖修飾を受けることが報告されてお
り、30%がモノシアル酸、50%がジシアル酸であると言われているが、ヒト IFN
を遺伝子組換えニワトリで生産させると 29%がモノシアル酸、9%がジシアル
酸、20%が非シアル酸となることが知られている[31]。本章の結果も加味すると、

ニワトリでは ST3Gal1, 2が O型糖鎖修飾に関与し、core1タイプの糖鎖合成
に関与している可能性が示された。しかし、ジシアル酸の割合が通常の IFNと
比べて低いため、core1の O型糖鎖修飾機構を完全に明らかにするためには根
元のGalNAcにシアル酸を転移させる ST6GalNAcファミリーの基質特異性と
卵管膨大部での機能を明らかにすることが必要である。これまでの結果を総合

すると、卵白タンパク質は確かに O型糖鎖修飾を受けている一方、N型糖鎖修
飾は不十分で末端に Gal及び Siaが存在しないことが示されている[13-16]。 
	 粘膜は、気管におけるガス交換や腸における栄養分の吸収など様々な機能を

担っているが、ウイルスの感染時にも重要な役割を果たしている[32-33]。表面を

構成しているのがムチンで、複数の O型糖鎖修飾に ST3Gal1が関与する。組
織での qRT−PCRの結果から、気道及び肺で ST3Gal1が高発現していること
は妥当であると言える。一方で、今回の解析では小腸及び大腸で ST3Gal5の
発現が高く、脳で低いという特徴が見られた。実際、消化管には一定量のガン

グリオシドが存在することは言われているものの、マウスにおける ST3Gal5
の発現パターンと今回のニワトリ組織での発現パターンとは異なっている。ま

た、哺乳類において ST3Gal5はガングリオシドに富む脳で特異的に高い発現
を示すことが知られており［25］、ニワトリの脳で ST3Gal5が低い理由について
は不明である。 
	 前章でも述べたが、鶏卵はインフルエンザウイルスのワクチン生産に用いら

れている。インフルエンザウイルスは膜表面のシアル酸を認識して感染が進行

するため、ウイルスの感染が起こる漿尿膜及び羊膜において α2,3結合シアル酸
合成に関与する ST3Galファミリーと α2,6結合シアル酸合成に関与する
ST6Galの発現を解析した。その結果、これらの組織では ST3Galは高く
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ST6Galは低いという結果が示され、鶏卵中では α2,3結合のシアル酸が主であ
ることが示唆された。レクチンブロットを用いた今までの知見では、漿尿膜で

主に α2,3結合のシアル酸が存在する一方、羊膜では α2,3及び α2,6結合のシア
ル酸が混在することが知られている[34]。今回我々が得た結果は既報には矛盾し

ないものの、ST6Galの発現が低いにもかかわらず α2,6結合のシアル酸が存在
するという疑問は残る。考えられる可能性としては、O型糖鎖の根元にある
GalNAcの存在がある。GalNAcに α2,6結合でシアル酸を転移する酵素として
ST6GalNAcファミリーが知られており、この酵素によって結合した分枝シア
ル酸がレクチンと反応している可能性は排除できない。鶏卵における糖鎖修飾

を解明するためには、ST6GalNAcについてさらなる解析が必要であると考え
る。 
 
なお本章の内容は下記の論文に発表した。また、図表は当該論文より引用した。 

Kidani, S., Kaneoka, H., Okuzaki, Y., Asai, S., Kojima, Y., Nishijima, K. I., & Iijima, S. 

(2016). Analyses of chicken sialyltransferases related to O-glycosylation. Journal of 

bioscience and bioengineering in press. DOI: 10.1016/j.jbiosc.2016.03.017 
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Table 3-1 
ニワトリ STのクローニングプライマーセット 
 
A) クローニングに用いたプライマーセット 
 
成鳥脳もしくはブラストダームより取得した cDNAをテンプレートとし、以下
のプライマーを用いてクローニングを行った。下線部は制限酵素サイトを示し

ており、対応する制限酵素を使用して pcDNA4/TO/myc−HisAベクターに挿入
した。安定発現のために開始コドンの前に kozak配列を加え、3’末端側には検
出用に 6×Hisタグを付加した。 
 

 
 
 
B) 参照したシーケンスデータ 
NCBIに登録されている配列について、下記を参考にクローニングを行った。 
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Table 3-2 
qRT−PCRで用いたプライマーセット 
 
発現解析では以下のプライマーセットを使用した。ST3Gal3, 4, 6及び
ST6Gal1, 2のプライマーは、既報[18]で用いられた配列を使用した。GAPDH
はmRNAと genome DNA解析で同じプライマーを使用したが、増幅配列が異
なるため区別は可能である。 
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Fig. 3-1 
in vitroでの ST活性測定 
 
293FT細胞に ST発現ベクターをトランスフェクションして 48時間培養し、
得られた細胞懸濁液を粗酵素液として使用した。図中に示した組成通りに反応

液を調製して 37℃で一晩転移反応を行い、反応液をシリカプレート (TLCプレ
ート) にスポットしてから展開液を用いて展開した。IPプレートを用いて RI
シグナルを検出し、イメージアナライザーにて解析した。 
 
  

TLC
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�����

�RI��	��

50 mM HEPES�NaOH (pH6.9)
1 mg/mL �� (
�������������)
2.5 µCi/mL 14C	�
CMP-��
� (CMP-Sia)
1 mM MgCl2

0.50% TritonX�100
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Fig. 3-2 
ニワトリ ST3Gal1の哺乳類オルソログとのアミノ酸アラインメント 
 
ニワトリ ST3Gal1の DNAシーケンスを確認し、哺乳類 ST3Gal1とのアミノ
酸配列の相同性を解析した。G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ
ST3Gal1、G. gallus variant; 今回クローニングしたニワトリ ST3Gal1 (スプ
ライシングバリアント)、G. gallus; NCBIで報告されているニワトリ配列、H. 
sapiens; ヒト、M. musculus; マウス、B. taurus; ウシ 
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Fig. 3-3 
ST3Gal2の他の生物由来のオルソログとのアラインメント 
 
ニワトリ ST3Gal2の DNAシーケンスを確認し、哺乳類 ST3Gal2とのアミノ
酸配列の相同性を解析した。G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ
ST3Gal2、G. gallus; NCBIで報告されているニワトリ配列、H. sapiens; ヒト、
M. musculus; マウス、B. taurus; ウシ 
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Fig. 3-4 
ST3Gal5の他の生物由来のオルソログとのアラインメント 
 
ニワトリ ST3Gal5の DNAシーケンスを確認し、哺乳類 ST3Gal5とのアミノ
酸配列の相同性を解析した。G. gallus cloned; 今回クローニングしたニワトリ
ST3Gal2、G. gallus; NCBIで報告されているニワトリ配列、H. sapiens; ヒト、
M. musculus; マウス、B. taurus; ウシ 
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Fig. 3-5 
in vitroでのニワトリ STの活性測定 
 
A) 293FT細胞に発現させたニワトリ STを、抗 His抗体を用いたウェスタン
ブロットにて検出した。ここで得られた粗酵素液は以降の実験 (Fig. 3-5B
〜E、Fig. 3-6) で使用した。 

B) O型糖鎖基質である Gal-β1,3-GalNAcに対する活性測定。 
*; Sia-α2,3-Gal-β1,3-GalNAc、**; CMP-Sia 

C) 左パネル: O型糖鎖基質 Gal-β1,3-GalNAcに対する ST3Gal1スプライシン
グバリアントの活性測定。 
*; Sia-α2,3-Gal-β1,3-GalNAc、**; CMP-Sia 
右パネル: 抗His抗体を用いたウェスタンブロットによるニワトリ STの発
現確認。 

D) STによる N型糖鎖合成反応の比較的まれな基質である Gal-β1,3-GlcNAc
に対する活性測定。 
*; Sia-α2,3-Gal-β1,3-GlcNAc、**; CMP-Sia 

E) STによる N型糖鎖合成反応の主要な基質である Gal-β1,4-GlcNAcに対す
る活性測定。 
*; Sia-α2,3-Gal-β1,4-GlcNAc、**; CMP-Sia 

 
これらの図は、3回の独立した実験のうちの 1つを示している。 
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Fig. 3-6 
糖脂質 (ガングリオシド) に対するニワトリ STの活性測定 
 
A) GM1aに対する活性測定。 
B) Lactosylceramideに対する活性測定。 

*; 非特異バンド  
 

これらの図は、3回の独立した実験のうちの 1つを示している。 
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Fig. 3-7 
糖タンパク質 (アシアロフェツイン) に対するニワトリ STの活性測定 
 
A) アシアロフェツインに対する活性測定。 
B) 293FTで発現させたニワトリ STは、抗 His抗体を用いたウェスタンブロ
ットにより発現解析した。 

 
これらの図は、3回の独立した実験のうちの 1つを示している。 
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Fig. 3-8 
ニワトリ成鳥における各組織での ST発現解析 (qRT−PCR) 
 
ST発現レベルはスタンダードカーブを用いてコピー数を算出し、GAPDHコ
ピー数に対する発現比で評価した。スタンダードカーブには制限酵素でリニア

にしたプラスミドを使用し、以降の qRT−PCRでも同様に用いた。 
平均値及び標準誤差は独立した 3回の実験により得られた値から算出した。 
 
A) 成鳥ニワトリ組織での発現解析 

brain; 脳、trachea; 気道、lung; 肺、liver; 肝臓、kidney; 腎臓、magnum; 
輸卵管、small−intestine; 小腸、large-intestine; 大腸、spleen; 脾臓 

B) 輸卵管上皮細胞 TGCにおける発現解析 
 

 

  



 

 81 

 
 
Fig. 3-9 
漿尿膜及び羊膜におけるニワトリ STの発現解析 
 
3個の発育鶏卵からそれぞれ漿尿膜と羊膜を取得し、qRT−PCRによりニワト
リ ST3Gal及び ST6Galについて発現解析を行った。 
平均値及び標準誤差は独立した 3回の実験により得られた値から算出した。 
 
A) 漿尿膜 (CAM) 
B) 羊膜 (AMN) 
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第 4章 
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結言  
	 本論文で明らかにした結果について以下に示す。 
	 第 1章では本研究の目的とバックグラウンドについて述べた。 
	 第 2章では、有用タンパク質を生産する遺伝子組換えニワトリの取得効率上
昇を目指し、ニワトリの持つ自然免疫関連因子のうち IFITM に着目して解析

を行った。まずニワトリ成鳥では肺で IFITM3の発現が最も高いことが示され、
大腸では IFITM1が特異的に高く、次いで IFITM3が発現していることも分か
った。次に IFN 誘導性を解析したところ、IFITM3 は IFN-α に対して強い誘
導性が観察された。さらに、発現解析が行われていなかったニワトリ胚組織に

おける IFITM の発現は、生殖腺で IFITM3 が高いことが明らかとなった。生
殖腺に定着する PGC についても解析を行ったところ、分化に伴って IFITM3
の発現が低下することが明らかとなり、現行の遺伝子導入法はステージ中最も

IFITM3 の発現が高いタイミングで行っていることが示唆された。現行遺伝子
導入タイミングにおける IFITM3 の影響を明らかにするために株化細胞 DF-1
を用いて感染実験を行ったところ、IFITM3 をノックダウンすることで VSV−
Gシュードタイプのウイルス感染が促進することを明らかにした。最後に、鶏
卵における IFITM の発現を解析したところ、漿尿膜及び羊膜で IFITM3 の発
現が高いことがわかった。これらの結果から、胚時期における IFITM3の発現
制御による遺伝子組換えニワトリ及びワクチン取得の効率化の可能性が示され

たと考える。 
	 第 3章では生産させた有用タンパク質の糖鎖制御とワクチン取得の効率化を
目指し、ニワトリシアル酸転移酵素 STの機能解析を行った。まずは広範な合
成糖基質を用いて ST活性を解析したところ、ニワトリ STは哺乳類同様の活
性を持つことが明らかとなった。特に、ST3Gal1, 2は O型糖鎖合成だけでな
く部分的に N型糖鎖合成に関与する可能性が示唆された。また、ST3Gal1に
はスプライシングバリアントも認められたが、活性は失っていることがわかっ

た。次に糖脂質を基質として用いたところ、GM1aに対しては ST3Gal1, 2が、
ラクトシルセラミドに対しては ST3Gal5のみが活性を示した。さらに糖タン
パク質アシアロフェツインを基質として用いたところ、ST3Gal1, 2, 3, 6が活
性を示した。このように、ニワトリ STについて広範な基質に対する活性を明
らかにすることができた。最後に STの発現解析を行ったところ、成鳥組織で
は哺乳類とは異なり ST3Gal5が腸管と輸卵管で高いという特徴が観察された。
また、輸卵管において分泌を担う輸卵管上皮細胞について STの発現を解析し
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たところ、ST3Gal1, 5, 6が高いことが示された。さらに、発育鶏卵中の漿尿
膜及び羊膜では ST3Gal1, 5, 6の発現は高かったが ST6Galの発現は低く、鶏
卵中では α2,3結合のシアル酸が主であることが示唆された。これらの結果から、
ニワトリ成鳥組織 (特に輸卵管) における STの発現制御により、ニワトリを用
いた有用タンパク質の生産系で糖鎖制御が改善できる可能性を示した。また、

発育鶏卵における STの発現制御によるワクチン取得の効率化の可能性が示さ
れたと考える。 
	 以上、本論文で得た結果はニワトリを用いたタンパク質生産系の構築・改善

及びワクチン取得の効率化に向けて新たな可能性を示すことができたと考える。 
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