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研究要旨  

 本研究は，食品や医薬品への応用研究開発が進んでいる遺伝子改変（TG）ニワト

リをモデルに，オミクス解析などによる安全性評価に関する実証的データの蓄積と

整備を行い，その検討を行なうことが目的である。平成 28 年度は，緑色蛍光タン

パク質（GFP）遺伝子が片アレルに組込まれた GFP ニワトリから 15 羽のヒナを孵

化させた。孵化したヒナは，組換え体の有無と雌雄判定を PCR により行い，1-2 ヶ

月齢まで飼育した。飼育した中から，雌の正常ニワトリと TG ニワトリを 3 羽ずつ

選抜し，オミクス解析用に血漿と血清を分離した。また白血球由来 RNA の抽出を

行い，それぞれ研究協力者に解析を依頼した。 

 

A. 研究目的 

 遺伝子組換え食品の安全性評価は，次世代の

国民の食の安全性を確保する上で重要な研究

課題であり，既に遺伝子組換え植物は，世界的

な流通規模となっており，様々な対策が図られ、

またリスクコミュニケーションが進められて

いる。一方，遺伝子組換え動物では，水域にお

ける魚類においてアメリカ食品医薬品局

（FDA）の認可がおり，いよいよ流通の段階ま

できている。陸域の遺伝子組換え動物は，既に

医薬品において組換え動物由来の医薬品が複

数 FDA により認可され，日本でも遺伝子組換え

ニワトリの鶏卵で製造された組換え酵素製剤

の認可が了承されたところである。今後は，ゲ

ノム編集技術を中心とした遺伝子改変動物由

来の食品開発が加速することも予想され，その

対策が急務であると思われる。 

 そこで本研究の目的は，食品や医薬品への応

用研究開発が進んでいる遺伝子改変ニワトリ

をモデルにオミクス解析などによる安全性評

価に関する実証的データの蓄積と整備を行い，

その検討を行なうことである。平成 28 年度は，

遺伝子改変ニワトリ（GFP ニワトリ）の各オミ

クス解析（メタボローム解析，トランスクリプ

トーム解析，プロテオーム解析）を行なうため

に，GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並びに

白血球由来 RNA の抽出を行い，研究協力者へ

の試料提供を行なった。 

 

B. 研究方法 

（１）GFP 遺伝子導入ニワトリの選抜と育成 

 GFP ニワトリは，国立大学法人名古屋大学・

鳥類バイオサイエンス研究センターで維持さ

れている LSi/ΔAeGFP-TG ニワトリの受精卵を

導入した。この GFP ニワトリは，片方のアレル

に GFP 遺伝子が導入されたもので GFP+/-で維持

されている。導入した受精卵は，分担者の研究

室で孵化させたのち，血液を試料に GFP 遺伝子

の有無と雌雄判定を PCR によって行なった。雌

雄判定には，chicken dead end homologue (CDH) 
遺伝子を標的とした。CDH 遺伝子は，ニワトリ

の性染色体にコードされた遺伝子であり，Z 染

色体と W 染色体上で塩基に違いがある。その

ためこの領域を PCR で増幅すると，ZZ（雄）

では 1 本，ZW（雌）では 2 本のバンドが増幅

され，電気泳動により雌雄を判定することがで
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きる。GFP 遺伝子が検出されたヒナは GFP ニワ

トリとして，また検出されなかったヒナは正常

ニワトリとして，分担者が管理する TG ニワト

リ飼育施設で育成した。 

 

（２）GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並び 

   に白血球由来 RNA の抽出 

 1-2 ヶ月齢の雌の GFP 及び正常ニワトリそれ

ぞれ 3 羽を選抜し，採血を行い，遠心分離によ

りそれぞれ血漿を回収した。また採血した血液

は，37℃で一時間固化させた後，4℃で一昼夜

静置し，その後，遠心分離により血清を回収し，

-80℃で保存した。また白血球の分離では，採血

した血液を PBS(-)で 2 倍に希釈し，Ficoll-Paque
を用いた密度勾配遠心法（740 G,10 分）により

白血球を回収した。回収した白血球は全 RNA
単離キット（RNeasy, QIAGEN）により全 RNA
を単離した。単離した全 RNA は分光光度計に

より，230，260，280 nm の吸光度を測定し，全

RNA の量と純度を計算した。 

 

倫理面への配慮  

組換え DNA 実験に関しては，カルタヘナ法

のもと，広島大学が定める組換え DNA 実験安

全管理規則に従い，研究計画書を提出し，機関

承認実験として広島大学長から承認を得て実

施した（承認番号：27-69, 27-99）。 

動物使用実験に関しては，広島大学動物実験

実施規則に従い研究計画を提出し，広島大学長

からの承認（承認番号：C11-29）を受け，この

規則に従い研究を実施した。 

研究倫理教育は，平成 27 年 12 月 21 日（月）

に広島大学において開催された理工農系の研

究者を対象とした研究倫理教育 FD を受講する

とともに，CITI JAPAN の基本コース B を

e-learning により受講し，平成 28 年 10 月 29 日

に全てのカリキュラムを修了した。 

 

C. 研究結果 

（１）GFP 遺伝子導入ニワトリの選抜と育成 

 導入した GFP ニワトリ受精卵 20 個を 3 週間

孵卵し，15 羽（#42-56）を孵化させた。孵化し

たヒナは，少量の採血を行い，血液細胞を用い

た PCR 法に供試した。GFP 遺伝子の有無を判

定する PCR から，9 羽が GFP ニワトリ，6 羽が

正常ニワトリであることがわかった（図 1）。次

に雌雄判定の PCR では，GFP ニワトリの 5 羽

が ZZ（雄）であり，4 羽が ZW（雌），また正

常ニワトリでは，2 羽が ZZ（雄）であり，4 羽

が ZW（雌）であることがわかった。そこで，

オミクス解析の試料は，それぞれ ZW の雌個体

を育成して，調整した。 

（２）GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並び 

   に白血球由来 RNA の抽出 

 分離した血漿は，メタボローム解析用とし，

研究協力者へ分与した。また同様に，分離した

血清はプロテオーム解析用とし，研究協力者へ

送付した。白血球由来 RNA は，数回の実験で

ゲノム DNAの混入が認められたため，手法を一

部改変して行なったところ，高純度で十分量の

RNA が単離された（表 1）ことから，トランス

クリプトーム解析用に研究協力者へ送付した。 

 

D. 考察 

 平成 28 年度は，当初予定していた計画を全

て完了することができた。モデルニワトリの作

出試験では，国立大学法人名古屋大学・鳥類バ

イオサイエンス研究センターから GFP 遺伝子

が導入されたニワトリの受精卵から育成した。

このニワトリは，GFP+/+では胚性致死となるた

め，GFP+/-で維持されている。そのためメンデ

ルの法則に従うと，組換え体と正常ニワトリが

1:1 の割合で孵化する。本作出試験では，約 3:2
の割合で孵化しており，ほぼメンデルの法則に

準じているものと思われる。  

 組換え動物をオミクス解析等により評価す

る際，個体差を如何にデータに反映させ補正す

るかは，極めて重要であり，データの変動が個

体差によるものなのか，それとも遺伝子の改変

によるものなのかを明らかにする必要がある。

またこれは雌雄差によっても生じるものであ

り，このデータの蓄積は必須である。平成 27
年度には，既にこれらのデータの蓄積が済んで

いることから，本実験結果から，外来遺伝子が

ランダムに発現する生体内での，代謝系，遺伝

子発現，タンパク質の翻訳に与える影響が解析

できるものと思われる。これらの点は，遺伝子

改変生物を食品や医薬品として利用していく

上で，安全性を評価する重要な視点である。本

研究成果をもとに，今後は鶏卵や鶏肉など実際

の可食部での解析も必要であろう。 

 

E. 結論 

平成 28 年度は，GFP+/-ニワトリ受精卵 20 個

から，15 羽のニワトリを孵化させ，選抜の結果， 

GFP+/-ニワトリ 9 羽と正常ニワトリ 6 羽を育成
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させた。この内，それぞれ雌 3 羽ずつからオミ

クス解析に使用する血漿，血清及び白血球由来

RNA の調整を行い，各種解析に使用した。 

 

F. 健康危険情報 

 異常なし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  なし 

2. 実用新案登録  なし 

3. その他   

  なし。 
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