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 序論

ニワトリとヒトの関わり

ニワトリ (Gallus gallus domestics) は、我々人類にとって最も身近に存在する

鳥類だといえるであろう。2014年現在、我が国では常時 3億羽のニワトリが飼

育されており、これに世界中で飼育されているニワトリを合計すると、その数

は約 260億羽にのぼる[1]。世界の人口が約 70億人であることを考えると、ヒト

一人当たり 3羽以上のニワトリが飼育されていることになる。他の主要な家畜

である牛や豚は、全世界の飼育数を合計してもそれぞれ 15億頭に過ぎない[1]。

さらにニワトリは、家畜の中で最初に全ゲノムの DNA配列が決定された動物で

ある[2]。これらのことからもいかにニワトリが我々ヒトの生活に深く寄り添い、

また不可欠な存在であるかが見て取れる[3][4]。 

ニワトリの家畜化がいつ始まったのかについては、4000年前とも 8000年前と

もいわれ、いまだはっきりとはしていない。しかし、少なくともそれは東南ア

ジアのどこかで起こったと考えられている[3]。ニワトリの原種は、インドシナ半

島からインド東部にかけて生息する赤色野鶏 (Gallus gallus) であるとされる。

ニワトリと異なり赤色野鶏は、雄鶏においては鮮やかな生殖羽を持ち、雌鶏に

は鶏冠が存在しない。また、ニワトリよりずっと小柄で細身であり、ある程度

の距離であれば飛行することもできる。このような差異はあるものの、家畜の

ニワトリと野生の赤色野鶏の子孫は稔性を有しており、生物学的にはこれらの

鳥は同種であると考えられる。赤色野鶏は非常に憶病な鳥であり、初めの家畜

化には困難が伴ったと予測される。しかしいったん家畜化されたニワトリは、

良質なタンパク質源になる肉と卵だけにとどまらず、文化的には闘鶏という娯

楽や、光に応答して定期的に鳴く性質[5]や美しい羽根を使った宗教儀式への利用、

そして医薬品製造への応用など様々な恩恵を我々にもたらした。 

家畜化されたニワトリが単一起源を持つのか、それとも複数の起源を持つの

かについても未だ議論の余地が残る[6][7][8][9]。ただし、近年のミトコンドリアDNA

を用いた遺伝型解析は、複数起源説を支持するものが多く見受けられる。さら

に、ニワトリは、赤色野鶏を単一の起源とするのではなく、インドに生息する

灰色野鶏 (Gallus sonneratii) との交雑種であるとする論文も存在する[10]。これら
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の議論をまとめることが非常に困難である理由のひとつは、ニワトリは大昔か

らヒトとともに移動し、かつ飼育され続けてきたため、出自が正確な資料を発

掘することが困難という点にある[3]。一方でそれは数千年もの長きにわたり、ヒ

トとニワトリが共に暮らしてきたことを示す証拠であるとも考えられる。

ニワトリと生物学

 現代における生物学の主流は、実験に基づいた生命現象の説明および解明で

あると考えられる。一方で、自然科学 (natural science) という単語が存在せず、

今日のこうした概念が自然哲学 (natural philosophy) と呼ばれていた近世まで時

代を遡ってみると、生物学の出自は様々な生物の収集と分類を目的とする博物

学 (natural history) であり、実験科学が生物学の主流になったのは近代に入って

からであると考えられる。こうした点で生物学は、近世においても実験に基づ

く自然現象の原理解明が試みられてきた物理学、化学とは対照的である。実際

に、ニュートンが『自然哲学の数学的原理』を発表したのが 1687 年であるのに

対し、ダーウィンにより『種の起源』が発表されたのは、1859年と、19世紀も

半ばに入ってからの事である。さらに、ワトソン・クリックによる DNAの二重

らせん構造の発見まで話を進めれば、1953 年とつい最近のことになる[11]。この

ようにまとめると現代的な生物学は、他の自然科学分野に比べて歴史の浅い学

問であるように感じられる。一方、この 200 年間における生物学分野の発展が

目覚ましいものであることは明らかである。さらに、自然原理の解明という基

礎的な面だけではなく、農学や医学などの応用の面からも現代の生物学はさら

なる進歩が望まれている。 

ここで、生物学とニワトリの関わりについて話を戻すと、生物学史の中でニ

ワトリは、常に脚光を浴びるスターではないかもしれないが、影の名脇役的な

存在として常に研究され続けてきた。以降、生物学におけるニワトリについて

時代を追って記述する。 

ニワトリは卵生であり、さらに家禽として改良された品種は、卵をほぼ毎日

産むことができる。また、胚発生の様子が卵を割ることにより簡便に観察する

ことができ、胚のサイズも大きいため、観察・操作共に容易である。このよう

な特徴を持つニワトリは、発生生物学分野の実験モデル動物として、その黎明
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期から現在にわたり広く用いられてきた。16世紀ごろから盛んに研究が行われ

た、生物の解剖学的特徴を比較・考察する比較解剖学の創始者のひとりとして

知られるピエール・ブロンは、1555年の著書である『鳥類誌』において、トリ

とヒトの骨格の共通性について記述している。この比較解剖学は、生物の解剖

学的特徴の共通性からその起源に関する関心を生み、19世紀初頭には発生学を

生み出した。比較発生学者であり、発生における胚葉説の提唱者のひとりであ

るクリスティアン・パンダーは、ニワトリ胚の研究から胚葉説のアイデアを得

た[12]。さらに、これらの発生学的研究はダーウィンにも影響を及ぼしている。『種

の起源』における進化論の引き合いとして、ガラパゴス諸島のフィンチ類の適

応進化は有名であるが、ダーウィンはこれ以外にも『種の起源』の中で自身の

進化論の証拠のひとつとして、ニワトリの先祖が赤色野鶏であることを主張し

ている。実験手法の改良に伴い、近年ではマウスなどの哺乳類が発生学に用い

られることも増えてきているが、四肢形成や神経管形成、色素細胞の遊走など、

依然多くの発生学の分野においてニワトリ胚がモデル生物として用いられてい

る[13][14][15]。 

分子生物学分野におけるニワトリは、発生学分野に比べるとメジャーな研究

対象ではないが、それでも分子生物学上のいくつかの重要な発見は、ニワトリ

を用いた研究に基づいている。1909年にペイトン・ラウスは、ニワトリのがん

細胞抽出液を、別のニワトリに移植することにより再度がんが発生することを

発見し、この知見から発がん性ウイルスの存在を提唱した[16]。ラウス肉腫ウイ

ルス (RSV: Rous sarcoma virus) と名付けられたこの腫瘍ウイルスに関する研究

はその後も続き、1970 年代後半には J・マイケル・ビジョップ、ハロルド・ヴァ

ーマスらによって RSV のゲノム中にコードされているがん原遺伝子 v-Src遺伝

子が、ニワトリのゲノム中に存在する遺伝子と構造的に相同であることが発見

され、c-src (cellular-src)と命名された[17]。また日本の花房秀三郎は、v-Src遺伝子

が部分的欠損しておりトランスフォーメーション能を欠いた RSVをニワトリに

感染させると、ニワトリ内で c-srcとの組換え反応が起こり、RSVのがん原性が

回復することを示し、RSVの v-Srcがニワトリ由来であることを証明した[18]。こ

れらの一連の発見により、ペイトン・ラウスは 1966年に、J・マイケル・ビジョ

ップとハロルド・ヴァーマスは 1989年にノーベル医学・生理学賞を受賞してい

る。 
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さらに、現在の遺伝子工学の分野においてもいくつかのニワトリ由来の DNA

シスエレメントが常用されている。例えば、汎用の動物細胞用高発現プロモー

ターとして知られる CAGプロモーターは、サイトメガロウイルスの早期遺伝子

エンハンサーに、ニワトリの-アクチン遺伝子のプロモーターと、ウサギの-

グロビン遺伝子のスプライシングアクセプターを繋いだ合成プロモーターであ

る[19]。また、ニワトリ-グロビン遺伝子座の研究の中で発見された、遺伝子発

現の制御領域である HS4 は、エンハンサー遮断効果と、エピジェネティック制

御因子の遮断効果の両方を持つインシュレーターとして知られており、ローカ

ス非依存的な外来遺伝子の安定発現を狙いベクターに組み込まれることがある

[20][21][22]。 

このようにして、ニワトリは生物学の各時代において様々な側面から研究が

なされてきた。加えて、生物学の基礎的な分野にとどまらず、ニワトリは生物

学に基づく応用分野においても活用が進んできている。次の項ではニワトリを

用いた医薬品の生産という観点からニワトリの可能性を議論する。 

 

ニワトリを用いた医薬品の生産 

 

ニワトリは、我々に食肉や鶏卵を提供するだけでなく、生物学におけるモデ

ル生物でもあり、また医薬品生産でも重要な家禽である。中でも、発育鶏卵を

用いたワクチン生産は、ニワトリを用いた医薬品生産において最も確立され、

また広く用いられている技術であると考えられる。例えば、おたふくかぜや麻

疹のワクチンは、発生 10日前後のニワトリ胚由来の胚性線維芽細胞 (CEFs: 

Chicken embryonic fibroblasts) にそれぞれのウイルスを感染させ、増殖させるこ

とで生産されている[23]。また、現在我が国で用いられているインフルエンザワ

クチンは、発生 9日の発育鶏卵のしょう尿液中に直接インフルエンザウイルス

を播種し、生産されたものである[23]。  

 このような伝統的にニワトリが用いられてきたワクチン生産に加え、医薬品

生産におけるニワトリの新たな利用法として、遺伝子組換え技術を用いたバイ

オ医薬品の生産が考えられる。その背景として、近年、医薬品市場においては

従来型の低分子医薬に加えて、抗体医薬品をはじめとしたバイオ医薬品が売り

上げの上位を占めるようになってきたことが挙げられる。このようなバイオ医
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薬品は、従来型の医薬品と比べて、疾病に対してより特異的にはたらき、かつ

人体に低負荷であることが期待されている。一方で、バイオ医薬品を広く世間

に普及させるにあたり解決すべき重要な問題の 1つに、生産コストの高さと、

それに付随した薬価の高さがある。例えば、近年上市され注目されている抗が

ん剤オプジーボは、抗 PD-1抗体という抗体医薬品であり、悪性黒色腫や非小胞

性肺がん、腎細胞がんに対して高い効能を示すことが期待されている[24]。一方

でオプジーボの薬価は 73万円/100 mgであり、治療により年間にかかる医療費

は 3000万円を超える。昨年 (2016年) の薬価改定により、今年からオプジーボ

の薬価は半分に引き下げられたが、依然として高価な医薬品であることは変わ

りない。高齢社会にある我が国において、このような高額の医薬品は患者本人

のみならず、社会保障全般の維持運営に関わる問題であり、安価なバイオ医薬

品製造技術の開発は急務である。 

 現在このようなバイオ医薬品生産におけるゴールデンスタンダードは、遺伝

子組換え CHO細胞(Chinese hamster ovary cells) を用いた方法である。CHO細胞

は、増殖速度が速く、浮遊培養が可能であり、また多くの研究により効率的な

培養法や生産物の精製法が確立されている。さらに、前述したオプジーボも含

め、実際に上市され使用実績のある医薬品が既に多く存在するため、安全性が

第一に問われる医薬品市場における信頼性も高い。したがって、遺伝子組換え

ニワトリを含め、遺伝子組換え動物を用いたバイオ医薬品生産が、今からバイ

オ医薬品生産におけるゴールデンスタンダードとして再定義される可能性は低

いと言わざるを得ない。一方で、遺伝子組換えニワトリによるバイオ医薬品生

産にも、CHO細胞に勝る点が存在する可能性があることも確かである。 

例えば、鶏卵一個当たりには約 4gのタンパク質が含まれており、その半分は

オボアルブミンである。したがって、遺伝子組換え技術を用いてオボアルブミ

ンタンパク質を目的のタンパク質に置き換えることができれば、理論上は鶏卵

一個から最大 2gもの生産物を得られる可能性がある。現実的にこのような大量

のタンパク質を卵白中に生産させることは困難を伴い、依然解決すべき課題は

多いが、遺伝子組換えニワトリによるバイオ医薬品生産は、安価に大量の医薬

品を生産するポテンシャルを秘めていると考えられる。我々の研究室ではこう

した考えに基づき、遺伝子組換えニワトリを用いて、バイオ医薬品となりうる

有用タンパク質を卵白中に生産させる技術の開発を行ってきた[25][26]。また、実
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際に遺伝子組換えニワトリを用いた医薬品がすでに実用化された例もある。希

少疾病であるリソソーム酸性リパーゼ欠損症用の組換え酵素製剤として開発さ

れたカヌマは、ニワトリ卵白中に生産されたリコンビナントヒトリソソーム酸

性リパーゼを精製したものであり、2016年に厚生労働省の承認を得て日本にお

いても販売されている[27]。このように、ニワトリは医薬品生産の場面について

も魅力的な生物であり、今後のさらなる活用が期待されている。 

本研究の目的 

近年の分子生物学、細胞生物学や遺伝子工学などの技術の開発と向上により、

ヒトやマウスなど主要な哺乳類においては、細胞内外の刺激に対する細胞の遺

伝子発現の変化や制御メカニズムについて、その全容が明らかになりつつある。

一方で、ニワトリは農学・生物学・医学と多くの面について重要な動物である

にもかかわらず、細胞内における遺伝子発現の制御メカニズムについての知見

は少ない。ニワトリの細胞生物学を研究することは、家禽としてニワトリを活

用する際に有用であるだけでなく、得られた結果をヒトやマウスのデータと比

較することで、哺乳類における細胞生物学の理解や、生物の進化を考察する際

の一助にもなる。 

本研究は、ニワトリ細胞における遺伝子発現の制御機構の解明を目指し、ウ

イルス感染とそれに応答した遺伝子の発現、および発生過程における細胞の分

化と遺伝子発現を遺伝子工学および分子生物学的手法を用いて解析を行った。 

第 1章ではニワトリの自然免疫に関わる因子である IFITM (interferon-inducible 

transmembrane protein) に着目した。近年、トリインフルエンザウイルスの変異

により、人への感染力が強まった新型インフルエンザウイルスが出現し、これ

が世界的に大流行することの危険性が盛んに議論されている。この一連のシナ

リオは、ニワトリがトリインフルエンザウイルスの自然宿主とされる水鳥を介

して、ウイルスに感染することから始まると想定されている[23]。したがって、

ニワトリの免疫機構を解析し、インフルエンザウイルスの感染から防疫するこ

とは、公衆衛生上きわめて重要であると考えられる。 

IFITM ファミリータンパク質は、細胞膜もしくはエンドソーム上に存在する
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膜タンパク質であり、ウイルス感染に応答して発現するインターフェロン (IFN) 

により発現誘導され、種々のウイルスに対して抗ウイルス活性を示すことが知

られている[28][29]。中でも IFITM3 は、インフルエンザウイルスの感染を阻害す

ることが、哺乳類だけでなくニワトリにおいても報告されている[30][31]。また、

当研究室の先行研究においても、ニワトリ IFITM3 が遺伝子工学分野で常用され

る VSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの感染を阻害することを報告

している[32]。これらの背景より本研究では、この IFITMファミリー遺伝子の中

で最も解析が進んでおらず、機能が未知であった IFITM10に焦点を当てて、そ

の発現と抗ウイルス活性を含む機能の解析を行った。その結果、IFITM10 も

IFITM3 と同様に VSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの感染を阻害

する活性を持ち、またその活性は VSV-Gによる細胞膜融合の阻害によることが

示唆された。 

 

 第 2章では近年の分子生物学における主要なトピックの一つであるエピジェ

ネティック制御因子に注目し、その中でもゲノム DNAの脱メチル化に関与する

TET ファミリー遺伝子について解析を行った。一般的にエピジェネティクス 

(epigenetics) とは、ゲノム DNA上の塩基配列の変化を伴わずに、細胞分裂後や、

あるいはその子孫まで維持される遺伝子発現の変化について研究する学問領域

である。その具体的な例としては、ヒストンテールの化学修飾や、ノンコーデ

ィング RNA、またゲノム DNA上の CpG残基のメチル化による遺伝子発現の制

御が挙げられる。 

これらメカニズムの中でもゲノム DNAのメチル化については、DNAメチル

トランスフェラーゼ(DNMT: DNA methyl transferase) によりシトシン残基のメチ

ル化が触媒され、またそれが遺伝子の発現抑制のシグナルとしてはたらくこと

が、比較的古くから報告されていた[33][34]。一方で、メチル化されたゲノム DNA

がどのようにして脱メチル化され、未修飾の CpGへと再変換されるのか、その

メカニズムがほぼ完全に解明されたのは 2011 年とつい最近のことである[35][36]。

これらの論文で報告された TETタンパク質は、5-メチルシトシン (5mC)を水酸

化し、5-ヒドロキシルメチルシトシン (5hmC)、5-ホルミルシトシン (5fC)、5-

カルボキシルシトシン (5caC) へと変換する酵素活性を持つ。TET タンパク質に

より生じたこれらシトシンの誘導体は、細胞分裂による希釈や、DNA 修復機構
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によって未修飾のシトシンへと変換され脱メチル化が完了する[37][38]。 

 本研究では、これまで解析が行われていなかったニワトリ TET 遺伝子 TET1, 2, 

3をクローニングし、その酵素活性を確認した。その結果、これらの TETタン

パク質は、いずれも 5mC を 5hmC へと変換する酵素活性を有していた。また、

ニワトリ TET1 が赤血球で高発現しており、-グロビン遺伝子のプロモーター領

域の DNAメチル化状態を制御することで、-グロビン遺伝子の発現を制御する

ことを発見した。 
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第 1 章 

 

インターフェロン誘導性膜タンパク質 IFITM10 の 

発現および機能の解析  
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 1.1緒言

インターフェロン (IFN) 応答性膜タンパク質 (IFITM: interferon-inducible

transmembrane protein) は、ウイルス感染による免疫の活性化に応答して誘導さ

れる抗ウイルス性タンパク質であり、哺乳類においてはヒトで IFITM1, 2, 3, 5, 

および 10が、マウスでは Ifitm1, 2, 3, 5, 6, 7, および 10が機能性の IFITMファミ

リー遺伝子として報告されている[1][2]。中でも IFITM1, 2, 3 は、ウイルスの膜タ

ンパク質と宿主細胞の細胞膜との融合を阻害することで、A型インフルエンザ

ウイルスやエボラウイルス、西ナイル熱ウイルスなど様々なウイルスの感染を

阻害する活性を持つことが報告されている[2]。これらウイルスの中で A型イン

フルエンザウイルスは、鳥類およびヒトを含む哺乳類に対して感染能を持つこ

とが広く知られている。近年、東南アジアを中心として鳥類に感染する A型イ

ンフルエンザウイルス、いわゆるトリインフルエンザウイルスに変異が起こり、

ヒトに容易に感染する能力を持った新型インフルエンザウイルスが発生し、世

界的な大流行であるパンデミックが引き起こされることが懸念されている[3]。ト

リインフルエンザの自然宿主は、水鳥であることが知られているが、感染の流

行においては家禽として飼育されているニワトリが果たす役割が大きい。した

がって、ニワトリに対するインフルエンザウイルスの防疫、ウイルス感染機構

の解明が急がれている。こうした背景のもとニワトリの IFITM遺伝子について

も研究がなされ、徐々にその機能が明らかにされつつある。これまでの研究に

おいてニワトリ IFITM 遺伝子には、IFITM1, 2, 3, 5, および 10が存在し、また

IFITM3 は、インフルエンザウイルスやラッサウイルスに対して抗ウイルス活性

を持つことが報告されている[3]。さらに当研究室における先行研究では、ニワト

リ IFITM3 が遺伝子工学分野において広く使用されているウイルスベクターで

ある水泡性口内炎ウイルス (VSV: vesicular stomatitis virus) Gタンパク質 

(VSV-G) シュードタイプレンチウイルスベクターの感染を阻害することを報告

している[4]。 

 ここで、哺乳類において IFITM は、ウイルス感染の阻害以外にも様々な働き

が報告されている。例えば IFITM1 は、細胞増殖の抑制や細胞接着に寄与する

[5][6][7]。IFITF2 はアポトーシス誘導活性が知られており、また IFITM3 は細胞増

殖の阻害や、エンドサイトーシスによるトランスフェリンや EGF の取り込み抑
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制などの活性が報告されている[8][9][10]。加えて IFITM3 は、マウス始原生殖細胞 

(PGCs: primordial germ cells) の発生にも関与すると考えられている[11][12]。さらに、

IFITM5 は骨芽細胞特異的な発現を示し、骨の石灰化に関与する可能性がある

[13][14]。これら IFITM ファミリー遺伝子はゲノム DNA上でクラスター構造をな

しており、例えばマウスにおいては 7番染色体中の 70 kbという狭い領域に Ifitm1, 

2, 3, 5, および 6がコードされている。近年の報告において、この Ifitm 遺伝子を

クラスターごとノックアウトした (Ifitm1, 2, 3, 5, 6


) マウスではレプチン経路

の異常による加齢性の肥満が観察されている[15]。このように IFITM 遺伝子はそ

の多くがクラスターをなしているのに対して、IFITM10遺伝子は、哺乳類および

ニワトリの両者において上述したクラスターの外に単独でコードされている。

一方で、IFITM10 は脊椎動物間でのアミノ酸配列の相同性が IFITM ファミリー

の中で一番高く、何らかの保存された機能を持つことが推測される[16]。しかし、

これまでに脊椎動物の IFITM10 についてその生理的な機能は報告されていない。 

本章は IFITMファミリー遺伝子の中で解析が進んでいないこの IFITM10に焦

点を当て解析を行った。ニワトリの各時期のおける IFITM10の発現解析では、

IFITM10は胚時期の組織において比較的発現が高く、また PGC においても他の

IFITM遺伝子と比べて高い発現を示した。さらに、ウイルスベクターの感染実験

より、IFITM10 は VSV-G シュードタイプレンチウイルスベクターに対し感染阻

害活性を持つ可能性が示された。 
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 1.2実験材料および手法 

 

1.2.1培養細胞 

 

 ニワトリ線維芽細胞である DF-1細胞 (CRL-12203) は、American Type Culture 

Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) より購入した。 

 HeLa細胞、293FT細胞、およびDF-1細胞は、10%の牛胎児血清 (FBS; Biological 

Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)、 90 g/ml のペニシリン G、 100 g/ml

のストレプトマイシン  (P&S) を含む  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) high glucose 培地中で培養を行った。 

 

1.2.2 ニワトリおよび種卵 

 

実験に使用した白色レグホーン種のニワトリおよび種卵は、竹内農園 (奈良, 

日本)、または日生研 (山梨, 日本) より購入した。また、白色レグホーン種の特

定病原体非感染 (SPF: specific pathogen-free) ニワトリ組織は、稲吉勇仁氏 (日生

研 ) より提供していただいた。ニワトリ胎児線維芽細胞  (CEFs: chicken 

embryonic fibroblasts) は、ニワトリ 10 日胚をトリプシンにより消化することで

取得した。CEFs は、10%の FBS、P&S を含む DMEM high glucose培地中で培養

を行い、2-3 回継代の後実験に使用した。また、5.5 日胚、および成鳥の各組織

は、解剖後リン酸緩衝生理食塩水 (PBS(-): phosphate-buffered saline (-)) により良

く洗浄し、ハサミにより細かく切断した後、全 RNAを抽出した。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規定に則り行った。 

 

1.2.3 始原生殖細胞の分離 

 

 本研究においては、各発生ステージの胚より取得した SSEA-1 陽性細胞を

PGCs として用いた。また、PGCs の分離は既報の手法を参考にした[17][18]。簡潔

に述べると、実験には、2.5日胚 (Hamburger–Hamilton (HH) stages 
[19]

) 13–16) の

血中循環 PGCs (cPGCs: circulating PGCs)、3.5 日胚 (HH stages 18-19) の生殖隆起

部由来 PGCs (grPGCs: genital ridge PGCs) および 5.5日胚 (HH stages 27–28)の生
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殖腺由来 PGCs (gPGCs: gonadal PGCs) を用いた。2.5日胚の血液は、ガラスキャ

ピラリーを胚血管に穿刺し、吸い上げることで回収した。また、3.5 日胚生殖隆

起部および 5.5日胚生殖腺は、解剖により該当する組織を採取した後、トリプシ

ンにより細胞を分散した。回収した 2.5 日胚血液、3.5 日胚生殖隆起部細胞、お

よび 5.5日胚生殖腺細胞は、氷上、1% FBS/PBS (-) 中で、マウス抗 stage-specific 

embryonic antigen (SSEA) -1抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 

と 1 時間反応させた後、PBS (-) により洗浄し、ついでフィコエリスリン (PE: 

phycoerythrin) 標識ヤギ抗マウス IgM抗体 (Santa Cruz Biotechnology) と1時間反

応させた。その後、セルソーター (EPICS ALTRA, Beckman-Coulter, Fullerton, CA, 

USA もしくは FACSJazz, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いて PGCs の

回収を行った。 

 

1.2.4 ニワトリ IFITM10のクローニング 

 

ニワトリ IFITM10 全長 (FL) および N 末端欠損 (N) をコードする DNA 断片

は、ニワトリ 3日胚由来の cDNAを鋳型とし、KOD-Plus-Neo (東洋紡, 大阪, 日

本) を用いて PCR により増幅した。 

また、クローニングに用いたプライマーの配列は以下の NCBI のデータベース

(cIFITM10: XM_00123445.3.) を基に設計し、それらの配列は以下の表 1.1にまと

めた。 

増幅したDNA断片は p3xFLAG-CMV14ベクター (Sigma) にクローニングした。

コントロールとして用いたヒト IFITM3 (hIFITM3) は、HeLa 細胞由来の cDNA

を鋳型とし、同様に PCR により増幅を行い p3xFLAG-CMV14ベクターにクロー

ン化した。プライマーは以下の NCBIのデータベースを基に設計した (hIFITM3: 

NM_021034.2.)。 

 

1.2.5 定量 PCR (qPCR) および定量-逆転写 PCR (qRT-PCR) 

 

 定量 PCR には、LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) もしくは 

LightCycler 96 (Roche Diagnostics) を用いた。サンプルからの全 RNA 抽出には

ISOGENII (ニッポンジーン, 東京, 日本) を、cDNA の合成には、オリゴ dT を
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プライマーとし、ReverTra Ace (東洋紡) をそれぞれ製造元のプロトコルに従い

使用した。少量のサンプル (PGCs サンプル) からのサンプル調整には ReliaPrep 

RNA Cell Miniprep System (Promega, Madison, WI, USA) を用いて全 RNAを精製

した後、 ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (東洋紡) により

cDNAを合成した。また、定量 PCR 酵素としては Thunderbird qPCR Mix (東洋紡) 

を用いた。PCR の条件は以下にまとめた。 

Predenature 95 °C for 60 s 

Denature 95 °C for 3 s 

Annealing 60 °C for 10 s 40 cycles 

Extension 72 °C for 30 s 

Melting 65 °C to 95 °C 

cDNA の定量には、LightCycler 付属の解析ソフトフェアを使用し、制限酵素に

より鎖状化した各遺伝子 (cIFITM2, 3, 10, および GAPDH) を含むプラスミドか

ら得たスタンダードカーブにより絶対定量を行った後、サンプルのロード量を

GAPDHの発現量により補正した。 

 またニワトリ IFITM10 は、データベース上で longバリアントおよびエキソン

2 が欠損した short バリアントという 2 つの転写バリアントの存在が示唆されて

いた。これらバリアントの発現解析には、両方のバリアントが増幅される CD225

ドメイン内に設計したプライマーセット、および long バリアント特異的なエキ

ソン 2内部に設計したプライマーセットを用いた。

また、これら PCRに使用したプライマーは以下の表 1.1にまとめた。

1.2.6 IFN-による IFITM10の誘導 

 CEFを 1.0 × 10
5
 cells/well で 24ウェルプレートに播種し、24時間後に IFN-

(Abcam, Cambridge, UK) を 200 ng/ml の濃度で加えた。18時間の培養の後、細胞

を回収し定量 PCR による解析を行った。 
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1.2.7 IFITM10 安定発現 DF-1細胞の取得 

 

DF-1細胞を 1.0 × 10
5
 cells/wellで 24ウェルプレートに播種し、24時間後に ScaI

による制限酵素処理で鎖状化した p3x FLAG-CMV14 IFITM10発現プラスミドを、

LF2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いてトランスフェクションした。48

時間後から G418を 400 μg/mLの濃度で添加し、生存細胞をバルクの状態で安定

発現株として使用した。また、コントロールとして空の p3x FLAG-CMV14をト

ランスフェクションした安定発現株も同様にして取得した。 

 

1.2.8 VSV-G シュードタイプ化レンチウイルスベクターの作製 

 

 293FT細胞を 2 x 10
6
 cells/dishでコラーゲンコートした 60 mmディッシュに播

種し、24時間後にレンチウイルス生産プラスミドである pSicoR (CMV プロモー

ター駆動で eGFP を発現する) (3.8 μg/dish), ウイルスタンパク質生産プラスミド

pLP1 (2.0μg/dish) (Invitrogen), pLP2 (1.1μg/dish) (Invitrogen), VSV-G タンパク質生

産プラスミド pLP VSV-G (1.1μg/dish) (Invitrogen) を、LF2000 (Invitrogen) を用い

てトランスフェクションした。72時間後に培養上清を回収し、DISMIC 0.45 μm 

フィルター (ADVANTEC, 東京, 日本) により濾過することで、ウイルス溶液を

得た。また、HeLa細胞に段階希釈したウイルスを感染させ、フローサイトメト

リーにより eGFP 陽性細胞の割合を測定することで、作製したウイルスの力価を

決定した。 

 

1.2.9 レンチウイルス感染効率の測定 

 

 DF-1細胞を 5.0 × 10
4
 cells/well で 24ウェルプレートに播種し、24時間後にレ

ンチウイルスベクターを多重感染度 (MOI: multiplicity of infection) 0.1 で感染さ

せた。9時間後に細胞を PBS (-) で洗浄、ついでトリプシンにより処理し、細胞

表面に吸着したウイルス粒子を取り除いてから回収した。ゲノム DNA およびウ

イルス cDNAの精製にはQIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用

いた。ウイルスの感染効率の測定には、ウイルス由来 cDNA に含まれる eGFP

遺伝子のコピー数を指標として利用した。また、ウイルスを感染させた細胞数
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の補正には、DF-1細胞ゲノム DNA由来の GAPDHコピー数を用いた。使用した

プライマーは表 1.1 にまとめた。ゲノム DNA 由来の GAPDH を測定するプライ

マーは、mRNA 由来の GAPDH を測定するプライマーと同様の配列を用いてい

るが、アンプリコンのサイズの違い (ゲノム: 182 bp, mRNA: 98bp) から判別する

ことができる。 

 

1.2.10 VSV-Gによる細胞融合実験 

 

HeLa細胞を 1.0 × 10
5
 cells/wellで 24ウェルプレートに播種し、24時間後に 500 

ng/well の p3x FLAG-CMV14 IFITMs 発現プラスミドを、Viafect (Promega) を用

いてトランスフェクションした。翌日 300 ng/well の pLP VSV-G 発現プラスミ

ドを同様にしてトランスフェクションした。24 時間の培養後、培地を取り除き

Opti-MEM 培地 (Invitrogen) に溶かした 500 ng/ml Calcein-AM (同仁化学研究所、

熊本、日本) を加え、37 °C で 15 分間反応させた。ついで細胞を PBS(-)で洗浄

し、融合バッファー(10 mM HEPES, 10 mM MES, pH 5.5) を加え、1分間反応さ

せた。その後、融合バッファーを取り除き、500 μl の DMEMを添加し、さらに

37 °C で 15 分間細胞融合をさせた。細胞融合を、4%パラホルムアルデヒド溶液

で固定することで停止し、融合の度合いを In Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare 

Japan, 東京, 日本) もしくは Biozero (キーエンス, 大阪, 日本) により観測した。

また、細胞融合の度合いは、ImageJ ソフトフェアにより解析し、“% 融合面積 (% 

fusion area)” を “(融合した細胞の面積) / (全細胞の面積) x100 ”として表した[20]。  

 

1.2.11 ウエスタンブロッティング 

 

 解析に用いた細胞は、SDS サンプルバッファー (60 mM Tris-HCl (pH6.8), 1% 

SDS, 10% グリセロール, 0.01% ブロモフェノールブルー, 0.01% キシレンシア

ノール, 5% -メルカプトエタノール) により溶解し、100 °C で 10 分間熱変性さ

せた後、急冷し、アクリルアミドゲル電気泳動にかけ、PVDF メンブレン (GE 

Healthcare Japan) に転写した。各 IFITM-FLAG およびローディングコントロー

ルに用いた-ACTIN の検出には、1 次抗体としてマウス抗 FLAG 抗体 (和光

純薬, 大阪, 日本)、またはマウス抗 -ACTIN 抗体 (医学生物学研究所, 名古屋, 
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日本 ) を、2 次抗体としてヤギ抗マウス  IgG-HRP 抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology) を用いた。また、発色基質としては、ECL plus (Perkin Elmer, 横

浜, 日本) もしくは ImmunoStar LD (和光純薬) を用い、LAS-3000 mini (富士フ

ィルムエンジニアリング, 東京, 日本) により解析した [21]。また、バンド強度

の定量には、ImageJ ソフトフェアを用いた。 
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 1.3 実験結果 

 

1.3.1 ニワトリ IFITM10のクローニング 

 

 ニワトリ IFITM10 をクローニングするにあたり、2 種類の転写バリアントが

NCBI のデータベース上にコンピューター予測されていた(XM_001234445.3, お

よび XM_001234445.2)。このうち、スプライシングバリアントだと予測される

短いバリアントは、予測上のエキソン 2 (27 から 157番ヌクレオチド) が欠損し

ていた (図 1.1.A)。 

本研究においては、この予測配列を基に IFITM10 のクローニングを行った。

10 個のそれぞれ異なったクローンを解析したが、本研究において取得できた

IFITM10は短いバリアントのみであった。そこで、長いバリアントが、転写産物

として存在しているかを確認するため、このバリアント特異的に増幅が行える

プライマーセットを、予測上のエキソン 2 内部に設計した。これを用いて、5.5

日胚および成鳥の各臓器より取得した cDNA について PCR を行ったが、これら

のサンプルにおいて長いバリアントの存在は確認できなかった (図 1.1.B)。した

がって、少なくともこれらの発生時期のニワトリにおいて、IFITM10の長いバリ

アントは転写されていないと考えられる。 

また、今回取得できた IFITM10の短いバリアントの DNA配列は、NCBIデー

タベースの DNA配列と完全に一致していた。本研究においては、この短いバリ

アントのみが IFITM10 遺伝子の転写産物として観察されたため、以降の実験で

はこの短いバリアントをニワトリ IFITM10として使用することにした。 

 IFITM10 のアミノ酸配列は、他の IFITM1, 2, 3といったファミリータンパク質

と比べて、種間での保存性が高いことが知られている[16]。ヒトおよびマウス

IFITM10 とのアミノ酸相同性解析の結果、細胞膜内部ドメイン 1, 2 (IM1, 2) およ

び保存された細胞内ループ構造 (CIL) を含む CD225ドメイン (ニワトリにおけ

る 126 アミノ酸残基 (AA) – 187 AA) は、ヒトとニワトリ間でよく保存されてい

た (図 1.2.A)。一方で、マウスは CIL, IM2 がヒト、ニワトリ共に相同性が低く、

独自の配列を持つように見えた。N 末端側については、CD225 ドメインに近い

80 AA – 126 AAにかけては保存性が高く、一方ではじめの 35AAは、ヒトとマウ

スでは相同性が高いが、ニワトリとの相同性は低かった。さらにニワトリ IFITM
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ファミリー遺伝子間でアミノ酸配列の比較をしてみると、CD225 ドメインは各

遺伝子間で比較的相同性が高く、また他の種の IFITM において翻訳後修飾を受

けることが知られている部位は、特によく保存されていた (図 1.2.B)。 

 

1.3.2 ニワトリ IFITM10の発現解析 

 

 当研究室の先行研究において、ニワトリ IFITM1, 2, 3, および 5 の発現解析が

報告されており、中でも IFITM3が胚および成鳥の臓器において最も高いレベル

で発現していることが確認されている[4]。 

本研究ではこれを踏まえ、ニワトリ IFITM10 の発現解析を行った。成鳥の各

臓器から合成した cDNA を定量 PCR により解析した結果、肝臓、精巣を除く、

解析したほぼすべての臓器で IFITM10 の発現が確認された (図 1.3.)。特に、輸

卵管、卵巣、脳において比較的高い IFITM10 の発現が見られた。一方で、これ

らの発現量は、成鳥おいて IFITM3 の発現が最も高い肺における発現量 (1.12 ± 

0.32 vs. GAPDH) と比べると低い値であった[4]。また、SPFニワトリの臓器にお

ける IFITM10 の発現も、本研究室で飼育しているニワトリにおける発現量とほ

とんど同じであった (データ未記載)。これらの結果から、IFITM10 は成鳥の多

くの臓器で発現しているが、その絶対量は、他の強い発現が見られる IFITM 遺

伝子に比べると低いと考えられる。 

また、5.5 日胚における IFITM10 の発現解析も行った。5.5 日胚において

IFITM10の発現は、解析したすべての臓器において観察された (図 1.4.)。ここで、

成鳥で最もメジャーな IFITMである IFITM3の発現は、5.5日胚においては低く、

IFITM10と比べて同程度の発現量であった[4]。また、解析した 5.5 日胚の組織の

中では、生殖腺が最も高い IFITM10 の発現を示したことから、生殖幹細胞であ

る PGCs についても IFITM10の発現量の解析を行った。その結果、PGCs におい

ては 2.5日胚血中循環期の PGCs において IFITM10の発現が最も高く、発生時期

が進むにつれてその発現が低下していくことが明らかとなった (図 1.5.)。また、

PGCs における IFITM3 の発現ついても同様の傾向が報告されている[4]。 

 

 

 



27 

 

1.3.3 CEFs においてニワトリ IFITM10は IFN-応答性を示さない 

 

ウイルス感染により細胞から誘導される IFN-は、IFITMファミリー遺伝子

を含む種々の抗ウイルス活性を示す遺伝子の転写を活性化することで、細胞に

ウイルス抵抗性を与えることが知られている。ここでヒトにでは、IFN刺激によ

り IFITM1, 2, 3 が強く誘導されることが報告されている[1][4]。また、マウスにお

いては IFN刺激により Ifitm1, 2が弱く誘導され、一方で Ifitm3 は強く誘導され

るとの報告がある[22]。 

 ニワトリ胚性線維芽細胞である CEFs において、IFN刺激を行わない基底状態

における IFITM10の発現は非常に低く、5.5 日胚の生殖腺と比べるとおよそ 2% 

程度の発現しか観察されなかった (図 1.6.A)。また、IFN-刺激により IFITM10

の発現量はおよそ 1.4 倍に増加したものの、統計的に有意といえるほどの発現量

の増加は認められなかった (図 1.6.B)。一方で、既報と同様に CEFs で最も発現

量の高い IFITM遺伝子である IFITM2の発現は、IFN- 刺激により約 25倍上昇

した[4]。 

これらの結果からニワトリにおいて IFITM10 は、IFN-に非応答性であり、

したがって IFN刺激による IFITM10のウイルス抵抗性への寄与は強くないと考

えられる。 

 IFITMファミリー遺伝子の IFN応答性についてさらに検討するべく、プロモ

ーター上の IFN応答配列 (ISRE: IFN-stimulated response element) の部位予測を

コンピューター上で行った(図 1.6.C)。その結果、IFNに強い応答性を示す IFITM2, 

3については、遺伝子上流 -500 bp以内のプロモーター上に複数個の予測 ISRE

が存在することが示された。また IFITM10プロモーター上にも、遺伝子上流 -400 

bpくらいの位置に予測 ISREが 1つ存在した。一方でプロモーター上に予測 ISRE

を持たない IFITM1, 5 は、IFN刺激により発現が中程度に誘導されることが報告

されている[4]。したがって、IFN-刺激による IFITM1, 5 の発現誘導は、プロモ

ーター部位の ISRE 以外のメカニズムが関与している可能性がある。可能性のひ

とつとして、IFITM1, 2, 3, 5は、各遺伝子がすぐ近傍に並列するクラスター構造

をなしているため、これら遺伝子全体をまとめて制御する何らかのメカニズム

があると推測される。一方で、IFITM10はこれらの遺伝子とは同一の染色体上に
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あるものの、10 Mb 以上離れた位置に存在するため、他の IFITMs とは独立した

制御を受けるのかもしれない。 

 

1.3.4 DF-1細胞においてニワトリ IFITM10 は VSV-Gシュードタイプ 

レンチウイルスベクターの感染を阻害する 

 

 哺乳類の IFITM3 は後期エンドソーム内において、また IFITM1 は初期エンド

ソーム内において、種々のウイルスの感染を阻害することが知られている[1]。本

研究室の先行研究では、DF-1 細胞においてニワトリ IFITM3 は、VSV-G シュー

ドタイプレンチウイルスベクターの感染を阻害することがわかっている[4]。さら

に、ニワトリ IFITM3 は A 型インフルエンザウイルスや、ラッサウイルスの感

染を阻害することも報告されている[3]。これらの結果を基に本研究においては、

IFITM10 が VSV-G シュードタイプレンチウイルスベクターの感染を阻害するか

を検討した。 

実験を行うにあたり、ニワトリ DF-1細胞は IFITM10 の発現が非常に低い (< 1 

x 10
-5

 vs. GAPDH ) ため、IFITM10安定発現株を作製し実験に用いることにした。

また、作製した安定発現株は、IFITM10 の発現量が生理条件の cPGC における

IFITM10 の発現量と同レベルのものを使用した (図 1.7.A)。この細胞に対して

VSV-G シュードタイプレンチウイルスベクターを感染させたところ、ウイルス

の感染効率が 30%程度低下した (図 1.7.B)。この結果は、IFITM10 が他の IFITM

遺伝子と同様に、ウイルスに対する感染阻害能力を持つ可能性を示唆するもの

である。 

 

1.3.5ニワトリ IFITM10 は VSV-Gタンパク質による膜融合を阻害する 

 

 インフルエンザウイルスのヘマグルチニンや、水泡性口内炎ウイルスの

VSV-Gなどのウイルス膜タンパク質は、脂質二重膜で構成されたウイルスエン

ベロープと宿主細胞の細胞膜やエンドソームとを膜融合させる活性を有してい

る。また、これらのタンパク質を細胞に強制発現させた場合、細胞間において

膜融合が引き起こされることが知られている。ここで IFITM タンパク質には、

このようなウイルスの膜タンパク質による細胞融合を阻害する活性があること
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が報告されている 
[23]。前項の結果から IFITM10 が VSV-Gシュードタイプレン

チウイルスベクターの感染を阻害することが示唆された。そこで、IFITM10 に

よるウイルス感染の阻害は、VSV-Gタンパク質による膜融合の阻害によるもの

なのかを検証するため、合胞体形成アッセイ (syncytia formation assay) を試みた。 

 合胞体形成アッセイでは、C 末端に FLAG タグを融合した cIFITM10 および膜

融合阻害効果を持つことが知られている hIFITM3 をコントロールとして HeLa

細胞に強制発現させた。各 IFITM の発現をウエスタンブロッティングにより確

認したところ、 cIFITM10,  hIFITM3 ともに予測分子量より高い位置にメジャー

バンドが観察された (cIFITM10: 予測分子量 24 kDa, 実測分子量 27-28 kDa 

および hIFITM10:  予測分子量 17.5 kD, 実測分子量 22-23 kDa)  (図 1.8.A)。

IFITM タンパク質はリン酸化、パルミトイル化、ユビキチン化などの翻訳後修

飾を受けることが報告されていることから、観察された分子量の増加の原因は

これらの翻訳後修飾による可能性が考えられた[24]。ついでこれらの細胞に

VSV-Gタンパク質を強制発現させた。その後、細胞を酸性バッファーに晒すこ

とで VSV-Gタンパク質による膜融合を誘導した[25][26][27]。その結果、cIFITM10

および hIFITM3 を強制発現させた細胞の両方において、膜融合の阻害が確認さ

れた (図 1. 8.B,C)。 

 ここで、IFITM遺伝子間において CD225 ドメインは比較的保存性が高く、一

方でドメイン構造を持たない N末端側は相同性が低い (図 1.2.B)。そこで、N末

端部位が VSV-G による膜融合を阻害するために重要であるかの評価を試みた。

N末端 105 AAを欠損した IFITM10 (ΔN) を発現するプラスミドベクターを作製

し、同様にして VSV-Gによる合胞体形成アッセイを行った。IFITM10 (ΔN) を

強制発現させた細胞は、IFITM10 (FL) 発現細胞と同様に強く膜融合を阻害した。 

これらの結果より、cIFITM10 は hIFITM3 と同様に VSV-Gに対する膜融合阻

害活性を持っていることが示された。また、その活性には、cIFITM10 タンパク

質の N末端は必須ではなく、おそらく CD225 ドメインが重要であることが示唆

された。 
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 1.4 考察 

 

これまでに各 IFITM タンパク質に関して、様々な機能が報告されてきた。例

えば、IFITM1, 2, および 3は、抗ウイルス活性を持つ細胞内タンパク質として

広く知られている。また、IFITM5 は主に骨芽細胞で発現していており、骨の石

灰化に関与していると考えられている[1][2][13][14]。その一方で、IFITM10 の生理活

性については未知のままであった。本研究では、IFITM10 がもつ分子生物学的

な機能として、VEV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの感染阻害、お

よび VSV-Gタンパク質による膜融合の阻害というふたつのはたらきを初めて明

らかにした (図 1.7-8.)。また、これらの実験結果およびに他の IFITM タンパク

質によるウイルス感染阻害機構から推測するに、IFITM10 はウイルス膜タンパ

ク質を介したエンドソームとウイルスエンベロープの膜融合を阻害することで、

ウイルスの感染を阻害していると考えられる。一方で IFITM10は、成鳥におい

て IFITM2, 3といった他の IFITMファミリー遺伝子に比べ発現が低く (図 1.3.)、

また CEFs を用いた実験において IFN-応答性を示さなかった (図 1.6.A)。した

がって、成鳥において IFITM10 が意味のある抗ウイルス活性を示すかどうかは

疑問である。一方で、5.5日胚や PGCs において、IFITM10の発現レベルは他の

IFITM遺伝子と同等であった (図 1.4-5.)。ニワトリにおいて免疫応答の未発達な

胚時期では、主に母鶏由来の IgYが種々の感染に対する防御機構としてはたら

いているが、これに加えて IFITM10 がウイルスに対する自然免疫として寄与す

る可能性は考えられる。さらに、マウスにおいて Iftim5 は主に骨芽細胞特異的に

発現しているが、Ifitm5 ノックアウトマウスは呼吸器系疾患の表現系が観察され

ることから、必ずしも多量の IFITM が、生理的な機能を発揮するために必要で

あるわけではないのかもしれない[14]。いずれにせよ、生理条件下において

IFITM10 が抗ウイルス活性を十分に発揮しているかについては、いまだ議論の

余地があると考えられる。 

 胚性の組織においては、PGCs で比較的高い IFITM10の発現が観察され、その

発現量は発生が進むにつれて次第に減少していった(図 1.5.)。また、PGCs にお

ける同様の発現パターンは、IFITM3についても観察されている[4]。マウスの胚

において Ifitm3は、PGC 特異的な発現を示すことから PGC のマーカータンパク

質として使用されている[12]。一方で Ifitm遺伝子座のノックアウトマウス (Ifitm1, 
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2, 3, 5, 6 


) において、PGC や生殖細胞に対する目立った表現系の変化は観察さ

れておらず、その生理的機能はいまだ不明である[28]。また、マウスにおいても

Ifitm10 は他の Ifitm 遺伝子とは離れた場所に位置しており、現在までノックアウ

トマウスをもちいた解析はなされていない。したがって、ニワトリにおいて

IFITM10 が PGC の発生に関与しているのかということは、今後の課題として興

味深い。 

 本章では、脊椎動物を通して初めて IFITM10 の分子生物学的機能を明らかに

した。また上述した結果は、IFITMファミリー遺伝子が共通して潜在的に抗ウイ

ルス活性を持つことを示唆するものである。しかしながら、生体内における

IFITM10 の正確な役割を議論するには、今後のさらなる研究が必要であると考

えられる。 

 

 

 

なお本章は以下の論文に発表したものであり、また図表は同論文より引用、一

部加筆したものである。  

Okuzaki et al. Characterization of chicken interferon-inducible transmembrane 

protein-10, Biosci Biotechnol Biochem. 2017 May ;81(5):914-921.  
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クローニングに使用したプライマー 

cIFITM10 FL Dir CATAAGCTTACCATGGACGGACGGACAGGCAGC 

cIFITM10 ΔN Dir AAAAAGCTTACCATGAACCCCACCACCGTCATCGAGATCT 

cIFITM10 Rev Rev CATGAATTCTCGTAATCGGTGAGGGGGTACCGCAGG 

hIFITM3 Dir AAAGAATTCACCATGAATCACACTGTCCAAACCC 

  Rev AAAGGATCCTCCATAGGCCTGGAAGATCAG   

下線は制限酵素認識部位を示している 

表1.1. プライマーリスト 
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この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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表1.1. プライマーリスト 

定量PCRおよび逆転写PCRに使用したプライマー 

cIFITM2 Dir AGGTGAGCATCCCGCTGCAC   
  Rev ACCGCCGAGCACCTTCCAGG   
cIFITM3 Dir TCACGGCCCATCTGATCAAC   
  Rev GGGTCCAATGAATTCGGGGT   
cIFITM10 Dir ATTCGCTGAAAGTCCGGGAT   
  Rev GGGCTGAGCTGGTGATGTTA   
cIFITM10 Dir GACAACCAGAGGGACAGCC   

  (long バリアント専用) Rev ATCCTGCGTCCTCTCCGT   

GAPDH Dir GGGCACGCCATCACTATC   
  Rev GTGAAGACACCAGTGGACTCC   
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この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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A: IFITM10 各バリアントの構造模式図および、逆転写PCR解析に用いたプライマーセット
の位置を示した。数字はヌクレオチド残基の番号を示している。Pair1: 両方のバリアントを
増幅するプライマー。 Pair2: longバリアント特異的なプライマー 

 

 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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図1.1. IFITM10転写バリアントの発現解析 
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図1.1. IFITM10転写バリアントの発現解析 

B: IFITM10 各バリアントの逆転写PCR解析。PCRにより、目的のDNA断片を40サイクルの
増幅した後、アガロースゲル電気泳動により増幅の確認を行った。 

 

 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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A 

図1.2. IFITM10のアミノ酸配列解析 

A: 本章でクローン化したニワトリIFITM10 のアミノ酸配列の相同性を、NCBIデータベース
上のマウスおよびヒトのIFITM10タンパク質のアミノ酸配列と比較した。 また、解析には
以下のデータベース上の配列を用いた。 (ヒトIFITM10): NP_001164291.2 ,  およびマウス
IFITM10: NP_001334470.1 ) 

 

IM: 膜内部ドメイン CIL: 保存された細胞内ループ部位 

 

また、アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
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B:本章でクローン化したニワトリIFITM10と他のニワトリIFITMタンパク質とのアミノ酸配
列を比較した。 

予測上のユビキチン化部位 (K) およびパルミトイル化部位 (C)は、それぞれ△および ▲で示
した。IM: 膜内部ドメイン CIL: 保存された細胞内ループ部位 

また、アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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図1.2. IFITM10のアミノ酸配列解析 
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図1.3. 成鳥におけるニワトリIFITM10の発現解析 

  性成熟したニワトリの各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解
析を行った。IFITM10の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。データ
は精巣 (testis), 輸卵管 (oviduct), 卵巣 (ovary) については3個体の、それ以外の臓器は6個体 (

雌雄それぞれ3個体ずつ) の異なったニワトリの平均値を相対誤差とともに示した。  
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図1.4. 5.5日胚におけるニワトリIFITM10の発現解析 

  5.5日胚ニワトリの各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析
を行った。IFITM10の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、デ
ータは3胚の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 矢印は5.5日胚におけ
る生殖腺のIFITM3の発現量を示している(2.89 ± 0.11 x 10-2 vs. GAPDH) 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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図1.5. PGCにおけるニワトリIFITM10の発現解析 

  55時間胚の血液、3.5日胚の生殖隆起部、および5.5日胚の生殖腺からフローサイトメトリ
ーを用いて、SSEA-1陽性細胞として分離したPGCs (それぞれcPGC、grPGC、gPGC)より精
製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。また、生殖隆起部および
生殖腺の体細胞としてSSEA-1陰性細胞も同時に回収し (それぞれgr soma、およびg soma)、
同様にして定量PCRを行った。IFITM10の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量とし
て示した。また、データは3つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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A: IFN-a により刺激を行ったCEFより精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる
解析を行った。IFITM10、および 2 の発現は、GAPDH の発現に対する相対発現量として示
した。また、データは3つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  * は、
Student’s t-test において有意な差が認められることを示している(p < 0.05)。 NS, 有意な差は
認められない。 
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図1.6. CEFにおいてIFITM10はIFN-a応答性を示さない 
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B:  TFBIND (http://tfbind.hgc.jp/)を用いて転写因子結合部位予測を行い、予測されたISRE部
位をスコアとともに示した。また、本章における結果、および先行研究 [4] において示され
た各IFITM遺伝子のIFN-a 応答性を、図の右側に示した。CDS: アミノ酸コード領域 
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図1.7. IFITM10はVSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの 
感染を阻害する 

A: 樹立したIFITM10安定発現DF-1細胞、コントロールベクターの安定発現株、および遺伝
子導入操作を行っていないDF-1細胞より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによ
る解析を行った。IFITM10の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。ま
た、データは3つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 矢頭はcPGCに
おけるIFITM10の発現量を示している 
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図1.7. IFITM10はVSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの 
感染を阻害する 

B:  VSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの感染効率を示した。データはコントロ
ールベクターの安定発現株における感染効率を100%とした相対感染効率として、6つの異な
ったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 * は、Student’s t-test において有意な差
が認められることを示している(p < 0.05)。  
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図1.8. IFITM10はVSV-Gによる膜融合を阻害する 

A: 各IFITM-FLAGの発現量を、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析
した。各IFITM-FLAGのメジャーバンドの発現量は、ローディングコントロールに用いたb-

ACTINの発現量で補正することでその強度を定量した。 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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図1.8. IFITM10はVSV-Gによる膜融合を阻害する 

B: VSV-Gによる膜融合の誘導前後における細胞の形態を示した。破線は融合した細胞と融
合していない細胞との境界を示している。バー: 50 mm 
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図1.8. IFITM10はVSV-Gによる膜融合を阻害する 

C: VSV-Gによる膜融合の度合いを画像解析により定量した。また、データは3連のサンプル
における平均値を相対誤差とともに示した。 * は、Student’s t-test において有意な差が認め
られることを示している(p < 0.05)。  
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A: N末端欠損IFITM10の構造模式図。数字はアミノ酸残基の番号を示している。 

FL: IFITM10全長 DN: IFITM10 N末端欠損 
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図1.9. IFITM10がVSV-Gによる膜融合を阻害するために、 
N末端領域は必要でない 
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B: 各IFITM-FLAGの発現量を、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析
した。各IFITM-FLAGのメジャーバンドの発現量は、ローディングコントロールに用いたb-

ACTINの発現量で補正することでその強度を定量した。 
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C: VSV-Gによる膜融合の誘導前後における細胞の形態を示した。破線は融合した細胞と融
合していない細胞との境界を示している。バー: 50 mm 
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D: VSV-Gによる膜融合の度合いを画像解析により定量した。また、データは3連のサンプル
における平均値を相対誤差とともに示した。 * は、Student’s t-test において有意な差が認め
られることを示している(p < 0.05)。 NS, 有意な差は認められない。  

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Characterization of chicken interferon-inducible transmembrane protein-10 

Biosci Biotechnol Biochem. 2017 May ;81(5):914-921. 

図1.9. IFITM10がVSV-Gによる膜融合を阻害するために、 
N末端領域は必要でない 
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第 2 章 

ニワトリ TET ファミリー遺伝子のクローニング

および赤血球分化におけるニワトリ TET1 の役割
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 2.1緒言

ゲノム DNA上のシトシン残基のメチル化は、ヒストンテールの化学修飾と並

び最も重要なエピジェネティック修飾のひとつである。ゲノム DNA のメチル化

は胚発生や細胞分化、細胞のがん化など生体内の多くのプロセスにおける遺伝

子発現制御に深く関与している[1]。これまでの研究から DNAのメチル化を触媒

する酵素、DNAメチルトランスフェラーゼ (DNMTs: DNA methyl transferases) に

は、維持メチル化  (maintenance methylation) と de novo メチル化  (de novo 

methylation) のふたつのタイプが存在することが知られている。一般に維持メチ

ル化を行う DNMT1 タンパク質は、細胞分裂の際に母鎖の DNA上に存在するメ

チルシトシン (5mC) を認識し、新生された娘鎖の DNA 上のシトシンを同様に

メチル化することで、ゲノム DNAのメチル化状態を細胞分裂前後で維持するは

たらきを有している。 一方で、de novoメチル化を行う DNMT3A、3Bタンパク

質は、ゲノム DNA 上の未修飾のシトシンに新たにメチル基を付加する触媒活性

を有しており、これにより細胞内の遺伝子発現を変化させることができる[1][2]。 

このようにゲノムDNAメチル化の制御機構については多くの研究がなされて

いるのに対し、メチル化されたゲノム DNA がどのようにして脱メチル化される

かについてはいまだ不明な点が多い。長年ゲノム DNAの脱メチル化機構として

は、DNMTs の発現低下と、細胞分裂に伴うゲノム DNA メチル化の希釈という

受動的なゲノム DNA 脱メチル化 (passive demethylation) が、主たるメカニズム

であると考えられてきた。これに加えて、近年能動的なゲノム DNA 脱メチル化

(active demethylation) の存在が提唱され、またそれに関与すると考えられるタン

パク質 Ten eleven translocation methylcytosine dioxygenase (TET) が発見された。 

TET ファミリー遺伝子には TET1, 2, 3の 3つの遺伝子があり、それぞれのタンパ

ク質が 5-メチルシトシン (5mC) を基質とし、5-ヒドロキシメチルシトシン

(5hmC) に水酸化する酵素活性を有している。また、TETタンパク質は 5hmC を

さらに酸化し、5-ホルミルシトシン (5fC) および 5-カルボキシルシトシン 

(5caC) に変換する酵素活性も持つ[3][4]。TET タンパク質は能動的に 5mC を別の

化学種に変換することができるため、結果として積極的なゲノム DNA の脱メチ

ル化が引き起こされると考えられている。一方で TET タンパク質を介したゲノ

ム DNAの脱メチル化にも受動的なものと、能動的なものとあると提唱されてい
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る。上述した維持型の DNMT である DNMT1 は、細胞分裂の際にメチル化され

た母鎖の DNA を認識し、新生された娘鎖 DNA のメチル化を行う。ところが、

DNMT1は 5hmC をメチル化シグナルとして認識できないため、TET による 5mC

の水酸化は受動的な脱メチル化の引き金となる[5]。他方、TETにより 5mC が 5fC

および 5caC まで酸化されると、塩基除去修復機構がこれを認識し、これらの化

学種は未修飾のシトシンへと置換される。この脱メチル化メカニズムは、細胞

分裂非依存的に起こるため、能動的脱メチル化であると考えられている[6][7]。 

 このように、TET はゲノム DNAのメチル化状態をグローバルに変化させる可

能性を持ち、実際に胚発生、細胞分化の制御に重要であるとの報告が、多くな

されている。 発生初期のマウスにおいては、胚盤胞期の内部細胞塊や、そこか

ら樹立したマウス胚性幹細胞、および始原生殖細胞においてマウス Tet1 (mTet1)

および 2 が、受精直後の胚において mTet3 が強く発現していることが知られて

おり、これらの細胞において TET タンパク質は、細胞の未分化性の維持、およ

びグローバルなエピゲノム状態のコントロールを行っている[8][9][10]。また TET

は、胚発生の後期や特定の細胞種の分化においても重要である。TET1 は、神経

形成や腸管幹細胞の機能維持に関わることが知られている[11][12]。TET2 は、血球

系の細胞において幅広く発現しており、それらの細胞の分化に重要である

[13][14][15][16][17][18]。また、TET3 も神経形成や血球系細胞の分化に関与している。

一方でこれらの報告は主に哺乳類におけるものであり、ニワトリを含む鳥類に

おける TET遺伝子のはたらきは、ほとんど研究がされていないのが現状である。 

 ニワトリ- および-グロビン遺伝子座は、エピジェネティック制御であるヒ

ストン修飾や、DNA のメチル化におけるモデル系として広く研究がなされてき

た[19][20][21][22][23][24]。ニワトリ-グロビン遺伝子は 3つの機能性遺伝子 ―(HBZ), 

D (HBM), および A (HBA1) ―から構成されており、-グロビン遺伝子は 4

つの遺伝子 ― (HBG1), H (HBE1), A (HBG2), および (HBE) ―から構成さ

れている。また、これらグロビン遺伝子は発生の時期に応じて発現する遺伝子

が変化していくという特徴を持っており、特に-グロビン遺伝子(および A) 

は、プロモーターにおける DNAのメチル化の状態が遺伝子発現に関わることが

報告されている[21][22][25]
.  

 本章では、ニワトリ TETファミリー遺伝子についてクローニングを行い、そ

の活性を、培養細胞を用いた系で確認した。さらに、ニワトリ TET1 が赤血球に
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おいて非常に強く発現し、-グロビン遺伝子の発現制御を行うことを明らかにし

た。 
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 2.2 実験材料および手法 

 

2.2.1 培養細胞 

 

293FT、 HeLa、 および DF-1 細胞は 10%の FBS、P&S を含む DMEM high 

glucose 培地中で培養を行った。DT40細胞は、7.5%の FBS (Biological Industries)、

2.5%のニワトリ血清 (Invitrogen)、 P&Sを含むRPMI1640 (日水製薬, 東京, 日本) 

培地中で培養を行った。 

 

2.2.2 ニワトリおよび種卵 

 

実験に使用した白色レグホーン種のニワトリおよび種卵は竹内農園、または

日生研より購入した。組織は解剖後 PBS(-) により良く洗浄し、ハサミにより細

かく切断した後、全 RNAを抽出した。血液サンプルはシリンジもしくはガラス

キャピラリーを用いて、成鳥および胚体より採取した。血液からの白血球と赤

血球の分離には、Histodenz (Sigma-Aldrich) を用いた密度勾配遠心を使用した。

赤血球前駆細胞である T2ECs (TGF-TGF--induced erythroid cells) は、孵化後

間もないヒヨコの大腿骨骨髄より既報の手法により樹立した[26]。T2ECs は 10%

の FBS、1%のニワトリ血清、P&S、0.1 mM の-メルカプトエタノール (和光純

薬)、5 ng/ml のヒト TGF-(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA)、1ng/ml のヒト TGF- 

(Peprotech)、1 M のデキサメタゾン (和光純薬) を含む-MEM (Invitrogen) 培地

中で培養を行った。T2ECs を分化誘導する際は、培地中より TGF-、TGF-1、

およびデキサメタゾンを除去した後、10 ng/ml のインスリン (和光純薬) および 

100 IU/ml のエポジン (中外製薬, 東京, 日本) を加え、実験条件に示した期間培

養を行った。また、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

規定に則り行った。 
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2.2.3 TET 遺伝子のクローニング 

 

ニワトリ TET1, 2, 3 遺伝子 (c TET1, 2, 3) 全長 (FL) および触媒活性ドメイン 

(CD) (cTET1: 1486–2244 アミノ酸(AA)、 cTET2: 1101–1955 AA、および cTET3: 

568–1524 AA) をコードする DNA 断片は、ニワトリ胚盤葉もしくは脳由来の

cDNAを鋳型とし、KOD-Fx-Neo (東洋紡) を用いて PCR により増幅した。 

増幅に用いたプライマーの配列は以下の NCBI のデータベースを基に設計した

( cTET1: XM_015278732 、  cTET2: NM_001277794 、 お よ び  cTET3: 

XM_015297468.1.)。増幅した DNA断片は pFLAG-CMV2ベクター (Sigma) にク

ローニングした。mTet1 CD (1367–2039 AA) は、NIH3T3マウス繊維芽細胞由来

の cDNA を鋳型とし、同様に PCR により増幅を行い pFLAG-CMV2 にクローン

化した。プライマーは以下の NCBI のデータベースを基に設計した (mTet1: 

NM_001253857.)。またクローニングに用いた各プライマーの配列は、表 2.1 に

まとめた。 

 

2.2.4 In vitro における 5hmCの検出 

 

 293FT細胞を 5 x 10
5
 cells/dish の濃度で 35 mm ディッシュに播種し、翌日 4 

g の各 FLAG-TET (CD) 発現プラスミドベクターを LF2000 (Invitrogen) を

用いトランスフェクションした。24時間の培養後、細胞を回収し、MagExtractor 

-Genome- (東洋紡) を用いてゲノム DNAの抽出、もしくは SDS サンプルバッ

ファーに溶解した。 5hmC検出のためのドットブロットアッセイでは、抽出し

たゲノム DNAを Hybond-XL membranes (GE Healthcare) に等量ずつブロッ

トし、80°C で 3 時間加熱することで固定化した。5hmC の検出には 1 次抗体

としてウサギ抗 5hmC 抗体 (Active Motif, Carlsbad, CA, USA) を、2次抗体

としてヤギ抗ウサギ IgG-HRP 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) を用いたイ

ムノブロット法を使用した。また、各 FLAG-TETおよびローディングコントロ

ールに用いた-ACTIN の検出には、1 次抗体としてマウス抗 FLAG 抗体 (和

光純薬)、またはマウス抗 -ACTIN 抗体 (医学生物学研究所)を、2 次抗体とし

てヤギ抗マウス IgG-HRP抗体 (Santa Cruz Biotechnology) を用いた。また、

発色基質として、ECL plus (Perkin Elmer) もしくは ImmunoStar LD (和光純薬) 

を用い、LAS-3000 mini (富士フィルムエンジニアリング) により解析した。 
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2.2.5 定量 PCR (qPCR) および定量-逆転写 PCR (qRT-PCR) 

 RNA の抽出、cDNA の合成および qPCR については前章で述べた方法と同様

である[27]。また、PCR に使用したプライマーは以下の表 2.1にまとめた。 

2.2.6 メチル化 DNA 免疫沈降法 (MeDIP) 

およびヒドロキシメチル化 DNA免疫沈降法 (hMeDIP) 

 解析に用いたゲノム DNAは、ニワトリ赤血球、T2ECs および DT40細胞から

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) を用いて精製した。MeDIP および hMeDIP は

既報の手法を参考に行った[8]。簡潔に述べると、精製した DNAは超音波破砕に

より約 500 bp 程度に断片化した後、95 °C で 10分間加熱、変性させた後急冷し

た。次に、4 °CのMeDIP バッファー (10 mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0), 

140 mM 塩化ナトリウム, 0.05% TritonX-100) 中で、それぞれマウス抗 5mC 抗体 

(Active motif) もしくはウサギ抗 5hmC 抗体を用いて一晩の間免疫沈降した。ま

た、MeDIP においては、マウス抗 5mC 抗体をブリッジするために、ヤギ抗マウ

ス IgG抗体 (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) を同時に等量加え

た。その後、プロテイン G アガロースビーズ(Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)を加え、4 °Cで 3時間抗体-DNA複合体を吸着させた。免

疫沈降したサンプルは、MeDIPバッファーで 3回洗浄した後、55 °C で 5 時間

プロテイナーゼ Kにより消化を行い、QIAquick Nucleotide Removal Kit (QIAGEN)

により DNA を精製した。その後、定量 PCR による解析を行った。解析に用い

たプライマーは表 2.1 にまとめた。 
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2.2.7 テトラベンジジン染色 

 

T2ECs を PBS(-)により洗浄した後、96ウェルプレートに 5 x 10
4
 cells/well で播

種した。ついでテトラベンジジン染色液 (0.2 M 酢酸-酢酸ナトリウム緩衝液 

(pH 4.0), 0.5 mM テトラベンジジン, 0.01% 過酸化水素) を加え、37 °C で 30分

間発色させた。その後、染色液と等量の 2M 硫酸を加え反応を停止させ、MTP-500

プレートリーダー (コロナ電気, 茨城, 日本) を用いて波長 450 nm における吸

光度を測定した。 

 

2.2.7 cTET1 のノックダウン 

 

 cTET1 ノックダウン実験においては、150 pmol の cTET1 特異的 (北海道シス

テムサイエンス , 北海道 , 日本 ) またはコントロール  (siTrio; B-Bridge 

International Inc, Santa Clara, CA, USA) siRNAを 1 x 10
6
 cells の T2ECs に対して

NEPA21 electroporator (ネッパジーン, 千葉, 日本) を用いたエレクトロポレーシ

ョン法により導入した。T2ECs は通常の培養条件で 24時間培養した後、48時間

分化誘導条件で培養を行い、以降の解析に用いた。実験に使用した cTET1 特異

的 siRNAの配列は、表 2.1に示した。 
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 2.3 実験結果 

 

2.3.1 ニワトリ TET1, 2, 3のクローニングおよび生化学的活性の確認 

 

 マウスにおいては 3 種類の Tet ファミリー遺伝子が知られており、またそれ

らすべての TETタンパク質おいて、5mC を水酸化する酵素活性が報告されてい

る[8]。ニワトリにおける TET ファミリー遺伝子である cTET1, 2, 3 についても、

NCBIのデータベース上に予測配列のデータが存在することが確認できた。本研

究は、この予測配列を基に cTET 遺伝子のクローニングを行い、実際にその配列

を決定した (図 2.1.A-C)。 

クローン化した cTET1, 2, 3遺伝子はそれぞれ 2244 AA, 1955 AA, 1524 AAのア

ミノ酸配列をコードしていた (図 2.1.D-F)。また、3 種類全ての cTET 遺伝子に

ついて、いくつかの塩基で NCBIデータベースと異なる部分が見られた。一方で、

アミノ酸配列の変異は cTET2 においては観察されなかった。cTET1 については

1832 番目のリジン残基がプロリンへ置換されることが観察された。cTET3 は 3

か所において 1塩基が挿入される変異が観察された (550番目と 551番目の塩基

対の間に C の挿入、1292 番目と 1293 番目の塩基対の間に G の挿入、1363 番目

と 1364 番目の塩基対の間に C の挿入)。このため cTET3 は一部データベースと

は異なったオープンリーディングフレームを有することが予測された。一方で、

今回取得した cTET3 のアミノ酸配列は、進化的にニワトリに近縁の種であるウ

ズラ TET3 のアミノ酸配列 (XP_015738510.1) と高い相同性を持つことが確認で

きた (図 2.1.G)。したがって、この cTET3 遺伝子は少なくとも白色レグホーン系

統のニワトリでは機能的であると推定し、以降の実験ではこの配列を用いるこ

ととした。 

クローニングした cTET1は、N末端付近に CXXC タイプのジンクフィンガー

ドメインを持ち、タンパク質中央付近のシステインに富んだ領域とそれに続く 2

つの分離した触媒活性ドメイン (CD1, CD2) を持つことが解析より予測された。

また、cTET2, 3に関しては cTET1と同様にシステインに富んだ領域と CD1, CD2

を持つが、ジンクフィンガードメインは観察できなかった (図 2.1.D-F)。cTET1, 

2 のドメイン構造は他種の TET1, 2 とよく似ている一方で、TET3 は他種では N

末端領域に CXXC ジンクフィンガードメインを持つことが報告されている。
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TET3 の CXXC ジンクフィンガードメインは、メチル化および非メチル化 CpG

配列に結合し、眼球および神経の発生を行う遺伝子の制御を行うことがアフリ

カツメガエルの系で報告されている[28]。本研究において CXXC ジンクフィンガ

ードメインを持つ cTET3 はクローニングできておらず、また NCBI のデータベ

ースの予測配列上でも確認されてはいないが、脊椎動物間における TET3のドメ

イン構造の保存性を鑑みると、CXXC ジンクフィンガードメインを持つ cTET3

のアイソフォームが存在する可能性は否定できない。 

cTET1, 2, 3 はいずれも全長を発現し解析するには巨大なタンパク質であるた

め、既報を参考に酵素活性の確認には活性ドメインのみを用いた[8]。システイン

に富む領域から C 末端までの領域を触媒活性ドメイン(CD)とし、この領域を

FLAG タグ融合タンパク質として 293FT 細胞に強制発現させた。その結果、

cTET1-, cTET3-, およびポジティブコントロールである mTet1を強制発現させた

細胞においてゲノム DNA における 5hmC の集積が観察された。一方で、cTET2

を強制発現させた細胞においては目立った 5hmC シグナルの増加は観察されな

かった (図 2.2.A)。TETタンパク質の発現を、FLAGタグを用いたウエスタンブ

ロッティングにより確認したところ、cTET1-, cTET3-, mTet1, を強制発現させた

細胞においては発現が確認されたが、cTET2を強制発現させた細胞では予想され

る分子量の位置にタンパク質の発現が確認できなかった(図 2.2.B)。cTET2 の発

現は、HeLa 細胞、およびニワトリ線維芽細胞である DF-1 細胞に対して、同様

の実験を行った場合でも観察されなかった (データ未記載)。ここで、ヒトの培

養細胞系で TET2の活性ドメインは、ユビキチン化の後、ユビキチンプロテアソ

ーム系によって分解されると報告されている[29]。これを参考に、cTET2 を強制

発現させた細胞を、ユビキチンプロテアソーム系の阻害剤である MG132存在下

で培養し、同様に 5hmC の検出及び TET タンパク質の発現確認を行った。その

結果、ゲノム DNA における 5hmC の集積、および cTET2タンパク質の発現を確

認することができた (図 2.2.C,D)。これらの結果より、培養細胞の系において

cTET1, 2, 3はいずれも 5mC を 5hmC に変換する触媒活性を有していると推定さ

れた。 
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2.3.2 ニワトリ TET遺伝子の発現解析 

 

 マウスにおいて、5hmC のシグナルは受精直後の胚において観察できるように

なり、また胚盤胞期の胚およびこの発生段階の胚より樹立されたマウス胚性幹

細胞、ならびに始原生殖細胞においてもゲノム DNA上に 5hmC が豊富に存在す

ることが知られている[8][9][10]。一方、ニワトリ胚における 5hmC の集積は、原条

の伸長以前には観察されず、6体節期 (転卵 28時間胚) の辺りから強い 5hmC の

シグナルが観察され始めると報告されている[30]。しかし、5mC を 5hmC に変換

する TET 遺伝子自体の発現の時空間的パターンについては未だ解析がなされて

いない。そこで、様々な発生段階の胚および成鳥における cTET 遺伝子の発現量

解析を行った。 

胚盤葉期の胚 (EK stage X 
[31]

) において cTET 遺伝子の発現量はいずれも低い

値であった(図 2.3.A)。5、10、15日胚では、胚盤葉期の胚と比較して一部の臓器

において TET 遺伝子の発現量の増加が見られた (図 2.3.B-D)。成鳥においては、

肺、脾臓、腸管、輸卵管、子宮、白血球において他の臓器と比較して高い cTET

遺伝子の発現量が観察された (図 2.3.E-G)。また、興味深いことに、赤血球にお

いて非常に高い cTET1 の発現が観察された。そこで、様々な発生ステージでの

赤血球における cTET 遺伝子の発現量を測定したところ、発生にしたがって

cTET1 のみが特異的に増加していくことが明らかとなった。また特に、5日胚を

境に cTET1 の発現量が急増する傾向が観察された (図 2.3.H)。これに加えて、ゲ

ノム DNA メチル化を触媒する DNMTs についても発現の解析を行ったところ、

これらの遺伝子は、3 日胚から 15 日胚にかけて微増する傾向が観察された (図

2.3.I) 

 

2.3.3 ニワトリ-グロビン遺伝子座における 5mCおよび 5hmC の変化 

 

 qRT-PCR による発現量解析から、cTET1 が赤血球において非常に高いレベル

が発現していることが明らかとなった。そこで、赤血球における cTET1 の生理

的役割を明らかにすべく実験を行った。 

赤血球における重要なタンパク質の一つとしてヘモグロビンが挙げられる。

生体内の酸素運搬を担うタンパク質であるヘモグロビンは、それぞれ 2 分子の
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-グロビンと-グロビンタンパク質から構成されている。脊椎動物で保存された

特徴として、-グロビンおよび-グロビン遺伝子は、比較的狭い領域にそれぞれ

数個の相同性の高い遺伝子が並ぶというクラスター構造をなしており、またそ

こから実際に転写される遺伝子は、発生時期に応じて変化していくという特徴

を持っている。ニワトリ-グロビン遺伝子については、2日胚から 5日胚にかけ

て存在する primitive タイプの血球細胞では、胚性の-グロビン遺伝子 (および

が発現している。一方、5 日胚以降に増加する definitive タイプの血球細胞で

は、胎性および成熟型の-グロビン遺伝子 (HおよびA の発現が優位となり、

胚性の-グロビン遺伝子の発現は抑制される。さらに、孵化後の個体においては

胎性の-グロビン遺伝子は抑制され、成熟型の-グロビン遺伝子が主に発現する

ことが知られている[25]。実際に、5日胚および 8日胚から採取した赤血球におけ

る-グロビン遺伝子の発現量を調べてみると、発生に伴い胚性の-グロビン遺伝

子 (およびは抑制されており、胎性および成熟型の-グロビン遺伝子 (H

およびAの発現量が増加することが確かめられた (図 2.4.A)。 

ゲノムDNA上のヒドロキシメチル化が-グロビン遺伝子の発現に関与してい

ることはバブーンにおいてすでに報告がなされている[16]。また、ニワトリにお

いても血球細胞の分化の際に、胎性の-グロビン遺伝子Dにおける 5hmC の集

積が報告されている[24]。さらに、胚発生の過程においてニワトリ-グロビン遺

伝子およびAは、ゲノム DNAのメチル化により発現制御を受けることが知ら

れている[21][22]。しかしながら、ニワトリ-グロビン遺伝子の発現制御における

ヒドロキシメチル化の役割については明らかではない。これを解明するため私

は、様々な発生ステージにおけるおよびA 遺伝子のプロモーター領域におけ

るゲノムDNAのメチル化およびヒドロキシメチル化を、MeDIP および hMeDIP

法により解析した。また、実際の解析には胚より単離した赤血球、およびコン

トロールとして非血球細胞であり TET 遺伝子の発現量が低い、ニワトリ B 細胞

由来の細胞株 DT40より精製したゲノム DNA を用いた (Fig. 2.4.B)。PCR による

増幅領域は、ゲノム DNA がメチル化されることが知られているおよびA 遺

伝子の転写開始点 500 bp以内のプロモーター近接領域に設定し、断片化したゲ

ノム DNA はそれぞれ抗 5mC および抗 5hmC 抗体を用いて免疫沈降することに

より濃縮した。既報の通り、プロモーターにおけるmC の集積は、 5 日胚赤

血球においては観察されず、転写が抑制され始める 8 日胚において上昇し、10
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日胚および成鳥においても維持されていることが確認された (図 2.4.C)。また、

遺伝子が発現していない DT40 においても、同様にゲノム DNA がメチル化さ

れていることが観察できた。さらに興味深いことに、5hmC のシグナルは 5日胚

から 8 日胚にかけて増加する傾向が見られ、その後分化が進むにつれ減少した

が、一定量の 5hmCは成鳥においても維持されていることが判明した (図 2.4.D)。

一方で DT40において、プロモーターにおける 5hmC のシグナルはほとんど見

られなかった。プロモーターとは対照的に、赤血球でのA プロモーターにお

ける 5mC は、5 日胚において非常に強く観察され、5 日胚から 8 日胚の間に急

速に減少し、成鳥においてはほとんど消失していた。他方、A 遺伝子も発現し

ていない DT40では、プロモーターと同様にA プロモーターにおいても 5mC

のシグナルが観察された。また、赤血球のA プロモーターにおける 5hmC のレ

ベルは 5 日胚から 8 日胚にかけて上昇しており、その後発生に伴い減少してい

った。DT40においては 5hmCのシグナルはほとんど観察されなかった。さらに、

HS4 領域についても同様の解析を行った。HS4 領域は、 -グロビン遺伝子座の

上流に位置しており、非常に強いインシュレーター活性を持つ遺伝子制御領域

である。また、HS4 領域は非血球細胞においてもゲノム DNAメチル化状態が低

く維持されている (hypomethylated) ことが知られている[32][33]。この領域におい

て 5mC は、全ての発生ステージにおける赤血球および DT40 について低い値を

維持しており、同様に 5hmC の値も低く抑えられていた。全体としては、およ

びA遺伝子のプロモーター領域における 5mC の強さは、それぞれの遺伝子の発

現と逆相関していることが示された。また、A プロモーター領域上の 5hmC シ

グナルの増加時期は、5mC シグナルの減少時期と一致していた。これは 5hmC

が能動的な 5mC消去カスケードにおける中間体であるということを反映してい

るからだと考えられる。一方で、プロモーターにおいて 8 日胚から 10 日胚に

かけて 5hmC のシグナルが増加する生理的意義については不明な点が残る。 
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2.3.4 分化誘導した T2ECs において cTET1はA 遺伝子の発現を促進する 

 

 前項までおいてA 遺伝子の発現の変化とゲノム DNA 上の 5hmC の変化に相

関がある可能性が示された。ニワトリ赤血球においては cTET1 が強く発現して

いることから、cTET1 がゲノム DNA 上のメチル化状態を変化させることでA

遺伝子の転写を促進していることが予想された。これを証明するため in vitro の

細胞系を用いた実験を行った。 

本研究では、ニワトリ赤血球前駆細胞としての性質を持つことが知られてい

る T2ECs を、ヒヨコ大腿骨骨髄より樹立し、実験に使用した[26]。樹立した T2ECs

が赤血球への分化能を持つことは、テトラベンジジン染色によりヘモグロビン

の存在を測定することで確認した (図 2.5.A)。また、定量 PCR により- および 

-グロビン遺伝子が発現誘導されることも確認した。 分化誘導により、成熟型

のグロビン遺伝子 (A および A) が誘導される一方で、胚性のグロビン遺伝

子 ( および ) には変化が見られなかった (図 2.5.B)。これは今回使用した

T2ECs がヒヨコの骨髄細胞から樹立されたため、血球前駆細胞が潜在的に

definitive タイプの赤血球の性質を有しているからだと考えられる。また、分化

誘導により cTET1 の発現が上昇することも確認された。一方で、cTET2 および

cTET3の発現には変化が見られなかった (図 2.5.C)。次に、分化誘導前後におけ

るA プロモーター上の 5mC および 5hmC の変化について、T2ECs から精製し

たゲノム DNAをMeDIP および hMeDIP により解析した。A プロモーター上の

5mC は、48時間の分化誘導により有意に減少しており、一方で 5hmC は有意に

増加していた (図 2.5.D,E)。これらの結果は、分化に伴うA プロモーターの脱

メチル化に cTET1が関与していることを示唆するものである。 

これについてさらに詳しく調べるため、siRNAを用いた cTET1 のノックダウン

実験を行った。T2ECs に対する siRNAの導入効率は約 50%前後とあまり高い値

は達成できなかったが、2種類の異なる配列を持つ siRNAのどちらにおいても、

cTET1 特異的な発現低下が観察され、また cTET1 のノックダウンはA遺伝子の

発現量を低下させた (図 2.5.F)。これらより、cTET1はおそらくゲノム DNA上

の 5mC の脱メチル化を介してA遺伝子の発現を制御していると考えられる。  
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 2.4 考察 

 

本章では初めに、ニワトリ TET ファミリー遺伝子、cTET1, 2, 3 のクローニン

グを行い、培養細胞中での強制発現の系においてこれら TET タンパク質による

5hmC の集積を確認した (図 2.2.A,C)。これまでの研究から、5mC を水酸化する

という TET タンパク質の酵素活性は、魚類から哺乳類まで脊椎動物間で広く保

存されていることが知られている[8][15][28][30]。本研究は鳥類における TET ファミ

リー遺伝子のはたらきを初めて確認したものであり、上述した結果より cTETタ

ンパク質も他の脊椎動物と同様に 5mCを基質としそれを水酸化する酵素活性を

有していると予測される。 

定量 PCR による発現解析から、マウスとは異なり、ニワトリ胚盤葉では TETs

の発現が比較的低いことが明らかとなった(図 2.3.A)。この結果は、胚盤葉では

5hmC のシグナルが検出されないという以前の報告とよく一致している[30]。正確

な議論をするには in vivo におけるさらに詳細な解析が必要であるが、本研究に

おける結果は、哺乳類とは異なりニワトリにおいては発生の初期段階において

TETによる制御が重要でないことを示唆している。  

また、cTET1 は赤血球において非常に高い発現が観察された。さらに、cTET1

の発現は、血球細胞が primitive 型から definitive 型へと置き換わる 5 日胚から 8

日胚にかけて増加する傾向が見られた (図 2.3.H)。MeDIP および hMeDIP 法に

よる解析から、Aプロモーター上の 5mC は 5日胚から 8日胚の間に急速に消失

し、成鳥ではほとんど検出されなくなった(図 2.4.C)。また、この際一過的な 5hmC

シグナルの増加が観察された(図 2.4.D)。ここで、DNMTs の発現解析からA プ

ロモーター上の 5mC の消失は、DNMT1 の発現低下による受動的な脱メチル化

によるものではないと考えられる(図 2.3.I)。さらに、A プロモーター上の 5mC

および 5hmC 量の変化は、T2ECs を用いた in vitro の分化系でも同様の傾向が観

察された(図 2.5.D,E)。これらの結果に加えて、cTET1 のノックダウンによりA

の発現が低下するという実験の結果(図 2.5.F)を統合すると、ニワトリでは血球

細胞分化の際に、cTET1 がAプロモーター上の 5mC を直接 5hmCに変換し、脱

メチル化を促進することでAの発現を促進しているのだと推定される。一方で、

例えばゼブラフィッシュにおいて、Tet2 が scl, gata-1, および cmyb といった血

球細胞系の主要な転写因子のプロモーター領域の脱メチル化を促進しており、
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tet2 のノックアウトにより赤血球新生がトータルに阻害されることが報告され

ている[15]。またヒトにおいても、TET2の機能喪失により赤血球特異的転写因子

の結合部位における 5hmC のパターンが変化し、赤血球の分化が阻害されると

いう報告がある[18]。したがって、cTET1についても、Aプロモーターの直接的

脱メチル化以外のメカニズムによりA の発現を制御している可能性を捨てるこ

とはできない。 

本研究からニワトリにおいては cTET1 が赤血球における主要な働きを行う

TET 遺伝子であることが示された。しかしながら、他の種 ― ゼブラフィッシ

ュ、バブーン、およびヒト ― においては TET2 および 3 が主に赤血球新生に

関わることが知られている[15][16][17][18]。したがって、TET1 が赤血球で主に発現し

ていることは、ニワトリ (あるいは鳥類) 特異的なことであると考えられるが、

なぜ TET2 や 3でなく TET1 が強く発現し、グロビン遺伝子の制御を行っている

のかを説明するにはさらなる研究が必要である。 

本章では、ニワトリ TET 遺伝子のクローニングを行い、その活性について評

価した。また、ニワトリ TET 遺伝子の生理的な役割のひとつとして、赤血球分

化における cTET1 の役割、特に-グロビン遺伝子の発現制御についてふれた。

ニワトリ-グロビン遺伝子座は、転写制御、クロマチン構造の制御機構、そして

エピジェネティック修飾研究におけるモデルとして古くから多くの研究が行わ

れてきた。本章の研究により、cTET1を介した脱メチル化が、-グロビン遺伝子

の発現を制御するという新たな知見をこのモデル系に加えることができた。こ

れは、細胞内における包括的な遺伝子発現制御メカニズム理解の一助になると

いう点で意義深いものだと考えられる。 

 

 

 

なお本章は以下の論文に発表したものであり、また図表は同論文より引用、一

部加筆したものである。  

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken 

TET1 in erythropoiesis, Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759.  
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クローニングに使用したプライマー        
cTET1 FL Dir CATATCGATAATGGCTCACCACGCAAGGC   
cTET1 CD Dir CATATCGATAGAATTGCCAACTTGTGACTGTGTTG 

cTET1 Rev Rev CATTCTAGACTATGCCCAATGGTTGTAAGGCCC 

cTET2 FL Dir CATGAATTCAAATGGAACAGGACAGAACCATCCATG 

cTET2 CD Dir CATGAATTCAAGATTTCCCATCTTGCAGCTG 

cTET2 Rev Rev CATGCGGCCGCTTAGATGTATCTGTTGTAAAGGCC 

cTET3 FL Dir CATGAATTCAATGGCTGCCCGGCCCCCCGCCGGCC  

cTET3 CD Dir CATATCGATAGAGTTCCCCACCTGCGA   
cTET3 Rev Rev CATTCTAGATCAAACCCAGCGGCTG   
mTet1 CD Dir CATATCGATAGAAGCTGCACCCTGTGACTGTGATG 

  Rev CATGGATCCTTAGACCCAACGATTGTAGGGTCCC 

表2.1. プライマーおよびsiRNAリスト 

下線は制限酵素認識部位を示している 
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この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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定量PCRに使用したプライマー (発現解析用)       

GAPDH Dir GGGCACGCCATCACTATC   
  Rev GTGAAGACACCAGTGGACTCC   
cTET1 Dir CAGGAAGCGCAAAACCAGTC   
  Rev CCTCAAAAGGTAGTGTGA   
cTET2 Dir TCGAGTACGAACACAGAGCG   
  Rev TGCAAACCAGTGTACTCCCG   

cTET3 Dir CAGAATGCAGGGTATGGCGT   
  Rev TCATGCTGTAAGGGTCGGAG   
π Dir TCACTGGAGAGGCTTTTTGCC   
  Rev GTGGGAAAGCAGCTTGAAGTT   
αA Dir CCCTGGAAAGGATGTTCACC   
  Rev GGCCCAGGAGTTTGAAGTTG   
ρ Dir CTTCAGGCTCCTGGGGAACA   
  Rev TCACACTGTGTCCTGCTCTG   
βH Dir GAGAACTTCAGGCTCCTGGG   
  Rev GAGCATCTCCAAGTGGCTGT   
βA Dir ACTTCAGGCTCCTGGGTGA   
  Rev GTGATCTTTGGTGCTGGTGC   
ε Dir GAACTTCAGGCTCCTTGGGG   
  Rev CAACGTTGACCAGCTTCTGC     

表2.1. プライマーおよびsiRNAリスト 

この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
 



定量PCRに使用したプライマー (MeDIP, hMeDIP用)       
HS4 Dir CGGGGAAGGTGGCACG   
  Rev AGCTTTTTCCCCGTATCCCC   
ρ promoter Dir TGCAGTGAGGACAGCAAGAT   
  Rev TGTGCACAAGGTGTGGTCTT   
βA promoter Dir CCTCTGGAGATGCAGCCAAT   
  Rev TCTTGCTCCCGTGGGGATA     

表2.1. プライマーおよびsiRNAリスト 
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この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
 



77 

 siRNA           
siTET1 #1  guide UUAUCAUUCAGCAAAAUUCCA   
  passenger GAAUUUUGCUGAAUGAUAAGA    
siTET1 #2 guide CAUCCUUUGCCUCAAACUUUU   
  passenger AAGUUUGAGGCAAAGGAUGUG    

表2.1. プライマーおよびsiRNAリスト 

この表は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

A: cTET1 のヌクレオチド配列を、本章でクローン化したものとNCBIのデータベース上の配
列 (cTET1: XM_015278732) との間で比較した。また、ヌクレオチドの変異は黒で示した。 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

B: cTET2 のヌクレオチド配列を、本章でクローン化したものとNCBIのデータベース上の配
列 (cTET2: NM_001277794) との間で比較した。また、ヌクレオチドの変異は黒で示した。 

 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

C: cTET3 のヌクレオチド配列を、本章でクローン化したものとNCBIのデータベース上の配
列 (cTET3: XM_015297468.1.) との間で比較した。また、ヌクレオチドの変異は黒で、挿入は
赤でそれぞれ示した。 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

D: 本章でクローン化したニワトリTET1のアミノ酸配列の相同性を、NCBIデータベース上
のマウスおよびヒトのTET1タンパク質のアミノ酸配列と比較した。 また、解析には以下の
データベース上の配列を用いた。 (ヒトTET1 (hTET1): NP_085128.2, mTET1: 

NP_001240786.1)  本章でクローン化したcTET1と、NCBIデータベース上のcTET1を比較し
た際のアミノ酸の変異部位は赤で示した。 

 

アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

E: 本章でクローン化したニワトリTET2 のアミノ酸配列の相同性を、NCBIデータベース上
のマウスおよびヒトのTET2タンパク質のアミノ酸配列と比較した。 また、解析には以下の
データベース上の配列を用いた。 (hTET2: NP_001120680.1, mTET2: NP_001035490.2.) 

 

アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

F: 本章でクローン化したニワトリTET3 のアミノ酸配列の相同性を、NCBIデータベース上
のマウスおよびヒトのTET3タンパク質のアミノ酸配列と比較した。 また、解析には以下の
データベース上の配列を用いた。 (hTET3: NP_001274420.1, mTET3: NP_001334242.1.)  

 

 

アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.1. ニワトリTET遺伝子のクローニング 

G: TET3のアミノ酸配列を、本章でクローン化したものと、NCBIデータベース上のニワト
リTET3 (cTET3: XP_015152954.1) およびウズラTET3 (ウズラTET3: XP_015738510.1.) の配列
との間で比較した。 

 

アミノ酸配列のアライメントには以下のソフトウェアを用いた。 

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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A 

図2.2. ニワトリTETタンパク質の活性測定 

A: 各FLAG-TET CDを強制発現させた293FT細胞からゲノムDNAを抽出し、メンブレン上に
200 ng ずつゲノムDNAを滴下した。ついで、抗5hmC抗体を用いたイムノブロッティングに
より各サンプル中の5hmCを検出した。 

 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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140 

95 

図2.2. ニワトリTETタンパク質の活性測定 

B: 各FLAG-TET CDの発現量を抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析
した。また、ローディングコントロールとしてb-ACTINも同時に解析した。 

 

 
この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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C: HA-cTET2 CDを強制発現させた293FT細胞に18時間MG132を作用させ、その後ゲノムDNA

を抽出し、メンブレン上に300 ng ずつゲノムDNAを滴下した。ついで、抗5hmC抗体を用い
たイムノブロッティングにより各サンプル中の5hmCを検出した。 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 

Biochem Biophys Res Commun. 2017 Aug 26;490(3):753-759. 
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図2.2. ニワトリTETタンパク質の活性測定 



100 

D 
cTET2 

MG132 ＋    ＋      - 

IB: HA 

IB: β-ACTIN 

95 

140 

44 

* 

図2.2. ニワトリTETタンパク質の活性測定 

D: HA-cTET2 CDの発現量を抗HA抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析した。
また、ローディングコントロールとしてb-ACTINも同時に解析した。▲はHA-cTET2 CDと考
えられる分子量のバンドを示しており、また * は、HA-cTET2 CD由来と考えられる非同定の
バンドを示している。 
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 
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A: 胚盤葉期の胚 (EK stage.X) より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析
を行った。cTET1, 2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、
データは3胚の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 
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B: 5日胚の各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。
cTET1, 2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは3胚
の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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C: 10日胚の各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。
cTET1, 2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは3胚
の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 

D: 15日胚の各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。
cTET1, 2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは3胚
の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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E: 性成熟したニワトリの各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRを行った。
cTET1 の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは精巣 

(testis), 輸卵管 (oviduct), 卵巣 (ovary) については3個体の、また赤血球 (erythrocyte), 白血球 

(leukocyte) については4個体の、それ以外の臓器は6個体 (雌雄それぞれ3個体ずつ) の異なった
ニワトリの平均値を相対誤差とともに示した。  
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F: 性成熟したニワトリの各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRを行った。 

cTET2 の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは精巣 

(testis), 輸卵管 (oviduct), 卵巣 (ovary) については3個体の、また赤血球 (erythrocyte), 白血球 

(leukocyte) については4個体の、それ以外の臓器は6個体 (雌雄それぞれ3個体ずつ) の異なった
ニワトリの平均値を相対誤差とともに示した。  

 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 

G: 性成熟したニワトリの各臓器より精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRを行った。 

cTET3 の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは精巣 

(testis), 輸卵管 (oviduct), 卵巣 (ovary) については3個体の、また赤血球 (erythrocyte), 白血球 

(leukocyte) については4個体の、それ以外の臓器は6個体 (雌雄それぞれ3個体ずつ) の異なった
ニワトリの平均値を相対誤差とともに示した。  
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 

H: 各発生時期 (胚、ヒヨコ、および成鳥)から採取した血液サンプルから、密度勾配遠心分
離法により赤血球を単離した。ついで、全RNAの精製およびcDNAの合成を行い、定量PCR

による解析を行った。 cTET1, 2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示し
た。また、データは4個体の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 
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図2.3. ニワトリTET遺伝子の発現解析 

I 

I: 各発生時期の胚から採取した血液サンプルから、密度勾配遠心分離法により赤血球を単
離した。ついで、全RNAの精製およびcDNAの合成を行い、定量PCRによる解析を行った。 

DNMT1, 3A, 3Bの発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データ
は4個体の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 
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図2.4. 赤血球におけるb-グロビン遺伝子座のMeDIPおよびhMeDIP解析 

A: 5日胚および8日胚 から採取した血液サンプルから、密度勾配遠心分離法により赤血球を単
離した。ついで、全RNAの精製およびcDNAの合成を行い、定量PCRによる解析を行った。 

r, bH, bA および e の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データ
は4個体の異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 
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B: DF-1細胞から精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。 cTET1, 

2, 3の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量として示した。また、データは3つの異なっ
たサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 
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図2.4. 赤血球におけるb-グロビン遺伝子座のMeDIPおよびhMeDIP解析 

C: 各発生ステージより精製した赤血球およびDT40 細胞からゲノムDNAを抽出し、抗5mC

抗体 により免疫沈降を行った。ついで、免疫沈降されたDNAを定量PCRにより解析した。
また、データは3つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  
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図2.4. 赤血球におけるb-グロビン遺伝子座のMeDIPおよびhMeDIP解析 

D: 各発生ステージより精製した赤血球およびDT40 細胞からゲノムDNAを抽出し、抗5hmC 

抗体により免疫沈降を行った。ついで、免疫沈降されたDNAを定量PCRにより解析した。
また、データは4つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。  

 

 

 

この図は以下の論文から引用、一部加筆したものである。 

Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 
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図2.５. T2ECs赤血球前駆細胞の分化時にcTET1はbAの発現を促進する 

A: 1週間分化誘導したT2ECs (EPO+) および分化誘導を行わなかったT2ECs (EPO-)をテトラ
ベンジジン染色により染色した。また、データは8つの異なったサンプルの平均値を相対誤
差とともに示した。 * は、Student’s t-test において有意な差が認められることを示している
(p < 0.01)。 
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図2.５. T2ECs赤血球前駆細胞の分化時にcTET1はbAの発現を促進する 

B: 各期間エポジン (EPO) により分化させたT2ECsより精製した全RNAからcDNAを合成し、
定量PCRによる解析を行った。p, aA, r の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量とし
て示した。また、データは6つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 
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C: 各期間エポジン (EPO) により分化させたT2ECsより精製した全RNAからcDNAを合成し、
定量PCRによる解析を行った。cTET1, 2, 3 の発現は、GAPDHの発現に対する相対発現量と
して示した。また、データは6つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とともに示した。 
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D: 48時間分化誘導したT2ECs (EPO+) および分化誘導を行わなかったT2ECs (EPO-) からゲノ
ムDNAを抽出し、抗5mC 抗体により免疫沈降を行った。ついで、免疫沈降されたDNAを定
量PCRにより解析した。また、データは4つの異なったサンプルの平均値を相対誤差ととも
に示した。 * および ** は、Student’s t-test において有意な差が認められることを示している
(それぞれ p < 0.05 および p < 0.01)。 
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図2.５. T2ECs赤血球前駆細胞の分化時にcTET1はbAの発現を促進する 

E: 48時間分化誘導したT2ECs (EPO+) および分化誘導を行わなかったT2ECs (EPO-) からゲノ
ムDNAを抽出し、抗5hmC  抗体により免疫沈降を行った。ついで、免疫沈降されたDNAを
定量PCRにより解析した。また、データは4つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とと
もに示した。 ** は、Student’s t-test において有意な差が認められることを示している(p < 

0.01)。 
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Okuzaki et al. Molecular cloning of chicken TET family genes and role of chicken TET1 in 

erythropoiesis. 
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図2.５. T2ECs赤血球前駆細胞の分化時にcTET1はbAの発現を促進する 

F: T2ECsにcTET1に対するsiRNAをエレクトロポレーションにより導入し、分化誘導をかけ
た後、精製した全RNAからcDNAを合成し、定量PCRによる解析を行った。cTET1, 2, 3, およ
び bA の発現は、コトンロールsiRNAを導入した細胞における各遺伝子の発現量を1とする
相対発現量として示した。また、データは4つの異なったサンプルの平均値を相対誤差とと
もに示した。 * は、Student’s t-test において有意な差が認められることを示している(p < 

0.05)。 NS, 有意な差は認められない 
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 結言 

 

 本研究において得られた成果を各章ごとにまとめる。 

 

 第 1章では家禽としてのニワトリに注目し、インフルエンザに対するニワト

リの防疫という観点から、インターフェロン誘導性遺伝子として知られている

IFITMファミリー遺伝子のうち、機能が未知であった IFITM10に注目して解析

を行った。IFITM10は成鳥の臓器においては他の IFITM遺伝子と比べて発現量

が低い一方で、胚時期の各組織においては、高い発現を示した。また、ニワト

リ繊維芽細胞 DF-1 を用いたウイルスベクターの感染実験において、IFITM10 は

VSV-Gシュードタイプレンチウイルスベクターの感染および機能発現を阻害し

た。さらに合胞体形成アッセイより、IFITM10 は VSV-Gによる膜融合を阻害す

る活性を持つことが明らかになった。一方で、CEFs において IFITM10 は IFN-

応答性を示さなかった。これらの結果をまとめると、本研究において IFITM10

は生化学的な機能として抗ウイルス活性を持つ可能性が示唆されたが、生理条

件下に置いて IFITM10 が十分に抗ウイルス活性を示すかどうかは、更なる研究

が必要である。 

 

 第 2章ではモデル生物としてのニワトリの活用を目指し、ゲノム DNAの脱メ

チル化を触媒する酵素 TETの、ニワトリにおける生化学的および生理学的機能

を解析した。クローニングした TETファミリータンパク質である TET1, 2, 3は

—TET2は培養細胞系において不安定であったものの—その全てにおいて酵素

活性が確認された。各発生時期のニワトリ組織における発現解析では、各 TET

遺伝子は発生の初期では発現が低く、それ以降の胚時期での臓器や、成鳥の臓

器ではある程度の発現を示した。また特に TET1は、赤血球において胚から成鳥

に至るまで高発現していることが明らかとなった。そこで、赤血球についてさ

らに詳しく解析したところ、-グロビン遺伝子プロモーター領域のゲノム DNA

上に 5hmC の集積が観察され、胚時期における-グロビン遺伝子の発現制御に

TET1が関与している可能性が示唆された。さらに、ヒヨコ骨髄から血球前駆細

胞 T2ECs を樹立し、解析したところ、分化に伴った TET1の発現増加が観察さ

れた。また、TET1をノックダウンすることにより-グロビン遺伝子Aの発現が
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抑制された。これらの結果から TET1は、-グロビン遺伝子プロモーター上の

DNAメチル化状態を制御することで、-グロビン遺伝子の発現を制御している

と考えられる。 

 TET遺伝子の変異は、ヒトにおいても血球細胞由来のがんにおいて広く観察

されており、TET遺伝子は抗がん剤のターゲットとしても有望な遺伝子である

と考えられる。ニワトリ赤血球は、哺乳類赤血球と異なり有核であることから、

終末分化した赤血球においてもゲノム DNA の取得及び解析が可能であり、また

大量の血液を容易に入手できる。したがって、本研究はニワトリの細胞生物学

にとどまらず、ヒトの疾病を考える上でも有用な知見を得ることができたと考

えられる。 

 

 本研究から、ウイルスの感染および発生過程における細胞分化の誘導という

生体内外の刺激に対する、ニワトリ細胞の遺伝子発現制御メカニズムの一端を

解明できたと考えられる。また、本研究において明らかになった事柄に基づき

今後さらに詳細なニワトリ細胞の研究が発展することが期待される。  
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