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シンポジウム報告「日韓科学協力事業セミナーを開催して」
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日韓セミナー「畜産における組み替えタンパク質生

産とトランスジェニック動物の作出」が，平成8年10

月 11~12 日に，北大キャンパス内の百年記念館で開催

された. 日本側の開催代表者は清水弘(北大・農)，韓

国側代表者は生命工学研究所 (KRIBB)のLee，

Kyung-K wang (李景虞)である.また，本セミナーは

日本学術振興会の事業の一つで、ある日韓科学協力事業

セミナーとして開催されたものであり，韓国側からは

5人が出席し， 日本側の講演者は 7人であった.講演

内容としては，「ミルクタンパク質のバイオテクノロ

ジー」として，午前中に 6題の発表があり，午後には

「トランスジェニック動物のバイオテクノロジー」とし

てやはり 6題の発表が行われた.講演会場には大学内

外から合わせて 55名が参加し，翌日のエクスカーショ

ンでは，苫小牧市植首にある雪印乳業側受精卵移植研

究所を見学した.

1 .はじめに

平成 8 年 10 月 11~12 日の 2 日間， 日韓科学協力事

業セミナー「畜産における組み替えタンパク質生産と

トランスジェニック動物の作出」が北海道大学で開催

された.筆者はその主催者の一員として企画から実行

まで携わったので，ここにそのセミナーの内容につい

て紹介しようと思う.講演発表のため韓国からは 5人

が出席し， 日本側の講演者は 7人であった.なお，本

セミナーは日本学術振興会が平成8年度から始めた日

韓科学協力事業セミナーのーっとして後援を受けて開

催されたものである.初日は北大キャンパス内の百年

記念館で講演会が開催され，まず日本側代表者である

清水弘(北大・農)の開会の挨拶と韓国側代表者の Lee，

Kyung-Kwang (李景庚)の挨拶で始まった.李代表は

4年間北大大学院に留学し，当時家畜育種学講座(現，

家畜改良・増殖学講座)の堤義雄(当時，助教授)に

家畜繁殖学の指導を受けて 1984年春に博士号を取得

している.現在はKoreaResearch Institute of Bio-

science and Biotechnology (KRIBB，韓国生命工学

研究所)で，家畜繁殖学の分野からさらに発展して，

発生工学やトランスジェニック動物に関して韓国にお

ける研究をリードする立場にあることなど，会場に来

ておられた思師の堤先生に対してその聞の指導を感謝

しながら語った.

ここで簡単に KRIBBについて紹介すると，ソウル

から列車で一時間半ほどの所にある忠清南道の道庁所

在地，大田市(テジョン)の大徳(テドク)研究団地

内に研究所がある.近くには儒城(ユソン)という温

泉があり，また EXPO'93が開催されたのでご存知の

方も多いと思う.研究所は 1985年に KoreaInstitute 

of Science and Technology (KIST，韓国科学技術院)

のTheGenetic Engineering Centerとして設立され，

1990年には GeneticEngineering Research Institute 

と改名，さらに 1995年に現在の名称となっている.組

織としては， Molecular & Cell Biology， Protein 
Engineering， Plant & Animal Cell Technology， 

Biomolecular Research， Applied Microbiology， Bio-

processの各研究部門があり，その他に Genetic

Resources Centerと BioPilot Plantを有している.

また研究員として 400名を擁し，その内の44%が博士

号を有しているという，非常にアクティブな研究所で

ある.

なおセミナー当日，会場には主催している関係研究

室(家畜改良・増殖学講座，酪農科学講座)のスタッ

フと大学院生らの他に， ~株)YS ニューテクノロジー研

究所の上田(所長)，柏崎の両氏が栃木県から参加し，

さらに雪印乳業側受精卵移植研究所(永井所長，高倉，

長尾，岸，須藤)，道立新得畜産試験場(山本，高橋，

陰山)，道立滝川畜産試験場(山田，賓寄山，内藤)， 

ょっ葉乳業側リサーチセンター(元島，大津，鈴木，

栗城)，サイエンスタナカ鮒(牧)などからも多くの人

が出席してくれた.さらに，獣医学部の家畜繁殖学研

究室の留学生も 3名(申秀品， S. H. Raza， C. Bishon-

sa)が出席し，講演会への参加者は合計55名にのぼっ

た.この様に大学内外から広く来聴頂いたことは，主

催者の一人として非常に嬉しかった.

2 .セミナー開催の背景

日本と同様に韓国においても， トランスジェニック
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動物や組み替えタンパク質を用いる研究機運が非常に

高まってきている.それは，家畜の改良・育種のため

のトランスジェニック動物の作出とその基礎研究を始

めとして，ヒトミルクタンパク質やその他の生物学的

に活性を有する物質を得るためのトランスジェニック

動物の利用，あるいは動物組織や細胞，微生物などを

用いた組み換えタンパク質の生産，およびそれらを治

療薬，ワクチン，ホルモン，診断薬，飼料添加物，食

品添加物として用いる可能性だけではなく，実際すで

に遺伝子の機能や発現調節の研究，疾患のメカニズム

の解明や医薬品のスクリーニングに用いる疾患モデル

動物の開発などにトランスジェニック動物は使われて

いるからである.そこで，我々は特に家畜・家禽など

の生産に関する畜産分野一般，および乳・乳製品など

の畜産食品分野における組み換えタンパク質の生産，

トランスジェニック動物の作出と利用に関する日韓両

国の研究の現状を，基礎と応用の両面から検討し，将

来の発展の方向性についての見通しを得ることを主眼

として本セミナーを企画した.

参加した日韓両国の研究グループによる研究交流

は， もともとがラクトフェリンを主な研究対象として

いた筆者らとの接触が発端となって始り， 1992年以降

相互に訪問および、頻繁な研究情報の交換を行ってき

た.そこで両研究グループがこれまでの研究成果を持

ち寄り，今回のセミナーの形で発表の場を持つことは，

これまでの部分的な共同研究や研究情報の交換の枠を

越えた，よりダイナミックな飛躍をもたらすものと期

待され，実施した結果は後述するようにまさに日韓両

研究グループにとって期待通りの成果が得られたと評

価できる.

3 .ミルクタンハク質のバイオテクノロジー

講演内容としては，「ミルクタンパク質のバイオテク

ノロジー」として，午前中に 6題の講演があり，午後

には「トランスジェニック動物のバイオテクノロジー」

としてやはり 6題の講演が行われた.午前の部におい

ては， ミルクに含まれる多機能性タンパク質であるラ

クトフェリンに関する研究発表が4つを占めた.ラク

トフェリンとは分子量が約 8万の金属結合性タンパク

質であり，血液中のトランスフェリンや卵白に含まれ

るオボトランスフェリンと非常に良く似た構造を持つ

タンパク質である. ミルクに含まれている他のタンパ

ク質に比べると，生体内における機能が非常に多岐に

Eっていることに特徴がある.例えば古くから知られ

ている抗菌・静菌活性の他に，免疫賦活作用，抗炎症

作用，細胞増殖制御作用などが見出きれており，現在

では育児用調製粉乳のほか，ペット，養殖魚などの治

療薬としての用途がまず開発され，さらにヒト口内炎

や歯周病などへの効果も期待されており，免疫グロプ

リンやリゾチームにならぶ利用価値の高いミルクタン

パク質と考えられるよつになってきている.そのため

に，組み替えタンパク質およびトランスジェニック動

植物研究における格好の対象ともなっている.

まず，清水(北大)の座長のもとに島崎(北大・農)

は，組み替えN-lobeの作成に挑戦した成果を発表し

た.これはウシラクトフェリンをトリフ。シンによって

消化した場合に，完全な半分子であるC-lobeは得ら

れるが， Lys282-Ser283聞の結合も切断されるため

に，完全な形でのN-lobe (340残基)を得ることはこ

れまでに成功していないからである.この研究ではま

ずウシ乳腺組織のmRNAから cDNAを合成し， N-

lobe領域に特異的なプライマーを用いて PCRを行い

目的の遺伝子を増幅した.次にクローニングベクター

に組み込み，大腸菌JM-109株に導入した後にプラス

ミドの配列を確認し，さらにN-lobeの領域を切り出

して発現ベクターに組み込み，大腸菌 BL21株に導入

してタンパク質の発現を IPTGによって誘導した.そ

の結果， glutathione-S -transferaseとN-lobeと

の融合タンパク質が発現していることを，ウエスタン

プロット法で確認した.今後は融合タンパク質の精製

写真 1 北大百年記念館における日韓セミナー会場の様

子.最前列が清水代表.
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とN-lobe部分の活性のある形での回収率の向上が

課題である.

玖村朗人(北大・農)は，形質転換したマウスのミ

ルク中に発現させたタンパク質を分離する方法につい

ての検討を行い，それらを効率よく分離する指針を確

立した過程を発表した.例えばラットミルクからのカ

ゼインの等電点沈殿には酢酸が有効で、，かつアルカリ

性領域でのイオン交換クロマトグラフィーが良好な結

果を示し，またブタミルクからのカゼインの分離には，

ウシの場合と同様に塩酸の方が好ましく，陰イオン交

換クロマトグラフィーで多数の成分が分離され，多岐

にわたる遺伝的変異体の存在が示唆されたという.さ

らに，ウシラクトフェリンを乳腺で発現するトランス

ジェニックラットのミルクからラクトフェリンを分離

するモデルを組んだ.すなわちウシラクトフェリンを

溶解したラットミルクから改めてラクトフェリンを分

離した結果，イオン交換クロマトグラフィーでほぼ純

粋なラクトフェリンが得られたが，回収率の点ではな

お改善の余地があるという.

次に演壇に立った Yu，Dae-Yeul (KRIBB)は， 1996 

年 1月から 2カ月間にわたって筆者の研究室に滞在し

て，生理活性のあるミルクタンパク質に関する共同研

究を行っていた.本講演ではラット βーカゼインとヒ

ト成長ホルモンの融合遺伝子を用いたトランスジェ

ニックマウスを作出し，そのミルク中へヒト成長ホル

モンを分泌させるのに成功した例を報告した.このト

ランスジェニックマウスの分泌するミルク中にはヒト

成長ホルモンが5500士620μg/ml含まれ，かつノーザ

ン・プロット法で、主に乳腺組織で、効率的に発現してい

ることを確かめた.また，ラット βーカゼインのプロ

モータ部分がヒト成長ホルモンを泌乳時期に合わせて

発現させること，さらにヒト成長ホルモン遺伝子の 3'

フランキング配列が効率的発現にとって重要で、あるこ

とを指摘した.

ついで島崎が座長をつとめ， トランスジェニック植

物におけるラクトフェリン関連物質のクローニングと

発現に関する研究が日韓双方から発表された.まず，

高瀬研二(農水省農業生物資源研究所)はトランスジェ

ニックタバコにおけるミルクタンパク質，特にヒト

α-ラクトアルブミンとヒトラクトフェリンの遺伝子

の導入を Agrobacteriumtum巳faciensを用いて行い，

それらの発現を行った成果について述べた.αーラク

トアルブミンはトランスジェニックタバコの葉の可溶

性画分に見出され， SDS-電気泳動による移動度もミ

ルクから分離した α-ラクトアルブミンと全く同じ

であり，シグナルペプチドが間違いなく外れていた.

これを DEAE-Sepharoseクロマトグラフィーで精

製し，乳糖合成系でチェックしたところ十分な活性を

示したという.また，乳腺cDNAライブラリーからヒ

トラクトフェリンの塩基配列を調べたところ，これま

でに報告されているものと 2カ所が異なっている (11

A→T， 29 K→R)ことを見出した.さらにヒトラク

トフェリンの一部であるN-末端に近い活性ペプチド

「ラクトフェリシン@Jに対応する部分を直接に遺伝子

から切り出して調製し，タバコに導入したところ，ラ

クトフェリシンの発現がウエスタン・プロット法で確

認された結果も述べた.

Liu， Jang R. (KRIBB)は， ヒトラクトフェリン遺

伝子を組み込んだトランスジェニックタバコを作出し

た成果を発表した.生育したトランスジェニックタバ

コの葉から酵素を用いて分離したプロトプラストに

は，ほとんどラクトフェリンは見出きれなかったが，

葉の組織自体には高レベルでラクトフェリンが含まれ

ていることがウエスタン・プロット法で認められ，細

胞壁にラクトフェリンが分泌されていることが確かめ

られた.さらに画期的なことに， ヒトラクトフェリン

を発現したこのトランスジェニックタバコは，キュウ

リモザイクウイルスの感染に対して強い抵抗性を示し

たという.

午前の部の最後は，豊田裕(帯広畜大・原虫病分子

免疫研究センター)の座長のもと， Lee， K.-K.によるヒ

トラクトフェリンをミルク中に分泌するトランスジェ

写真2 迫力のある講演発表(豊田)の様子.
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ニック動物の作出成果に関する発表であった.ウシ

βーカゼインのプロモータを用い，かつヒトラクト

フェリン発現レベルを向上させるために，発現ベク

ターの中に人為的に 2個のイントロンを導入するなど

してトランスジェニックマウスを作成した.20系統の

トランスジェニックマウスが作られ，ヒトラクトフェ

リンはミルク中に 1~200μg/ml の濃度で分泌したと

いう.ヒトラクトフェリン mRNAはトランスジェ

ニックマウスの乳腺にだけ見出され，また正常にエク

ソン/イントロン連結部で切断されていた.さらにヒ

トラクトフェリンをそのミルク中に分泌するトランス

ジェニックウシを作出するために， 目的DNAを導入

した受精卵を 51頭に移植したところ 7頭の仔牛が生

まれ，現在はそれらからさらに仔牛を作っているとい

う.その他に，妊娠率が最良となるためのDNA導入技

術と腔の培養条件を確立したことについても述べた.

4 • トランスジェニック動物の
バイオテクノロジー

引き続く午後の部は主に「トランスジェニック動物

のバイオテクノロジー」に関する講演が行われた.座

長・ Liu，J.-R.のもと，まず上田純治(北大・農)が有

用標識遺伝子のクローニングと物理的マッピンクホに関

するこれまでの研究成果を発表した.染色体上の連鎖

マーカー遺伝子としてマイクロサテライト多型は最も

役に立つ標識遺伝子として注目されている.そこで特

にブタのマイクロサテライトを非RI的に簡単にク

ローニングする方法を開発し，さらに比較的短い塩基

配列の物理的マッピングが可能で、ある PRINS法によ

るブタの反復配列への応用例を示すと共に，この方法

をマイクロサテライトに応用する可能性についても言

及した.

鈴木啓太(北大・農場)は， トランスジェニックブ

タの作出を目指した体外受精系についての研究成果に

ついて発表した.精子の受精能獲得のための前培養の

条件について検討した結果，採取した雄ブタあるいは

前培養時間の違いにより体外受精率に差が見られた

が，前培養を行わない場合にも高率に受精する例が観

察された.また，種々の受精現象を解析するためには，

完全合成培地を用いた体外受精系が望まししさらに

培養液に一般的に添加する BSAを除いて体外受精を

行っても受精が見られた.しかし， BSA無添加培地を

用いた場合の受精率は，添加培地を用いた場合に比較

して低率であった.そこで， BSA無添加培地を用いた

場合に，受精時の精子濃度を高めることで受精率を向

上させるのに成功したと報告した.

次いで上田(北大)座長のもと， Han， Yong-Mahn 

(KRIBB)が韓国在来種のヤギを対象とした腔発生に

関する研究成果を発表した.ヤギ卵管上皮細胞と共培

養した DNA挿入腔の invitroでの発達状態を，共培

養しない場合と比較検討した結果，怪から桑実腔への

分化においては差は認められなかったが，腔盤胞への

分化の割合は 65.6%と，ヤギ卵管上皮細胞無しで培養

した時の 12.0%よりはるかに高かった.ウシ βーカゼ

イン/ヒトラクトフェリン cDNA融合遺伝子を導入

したヤギ圧が，桑実目玉および、腔盤胞へ分化する割合は

それぞれ82.9，36.6%であり，いづれも共培養の有効

性を示し，正常な分割目玉盤胞へと分化したという.こ

の韓国原産のヤギの由来や現在の飼育状況についての

詳細は不明だが，古くから人々は薬用として珍重して

きたということである.また，演者は 1993年から 2度

にわたり帯広畜大(福井研究室)に滞在していたこと

がある.

森匡(北大・農)は，マウスでー卵性双仔の発育パ

ターンを観察した結果を報告した. 2細胞期で割球を

分離した分割腔由来のマウスの成長を，正常腔由来マ

ウスに比べると，オスでは 2-4週で体重が下回った

のに対し，メスでは成熟期において減少した.この様

な割球分離やその他の操作が，その後の成長に生理的

な影響を及ぼすという観察は，例えばクローンウシの

核移植の場合に生じている巨大仔などの，現在直面し

ている多くの問題の解決にとって，何らかの糸口を与

える可能性があると期待される.

Yu，D.-Y座長のもと Lee，Hoon Taek (建国大学)

が，遺伝性光レセプター退化症の研究のためのトラン

スジェニックマウスの作出に関する研究成果を発表し

た.常染色体優性遺伝性の色素性網膜炎患者のロドプ

シン(分子量約4万の ll-cisレチノールを発色団と

する色素タンパク質)においては， Pro23と347とに変

異が観察されており，臨床的には Pro23での変異の方

が一般的にあまりひどい症状ではないという.そこで

Pro347をSerに変えたロドプシンを有するトランス

ジェニックマウスを作ったところ，外核層に含まれる

梓状細胞の数が， 4 ~20 週で加齢に伴って 37-90% と

千余々 にj戚少した. トランスジェニックマウスの網膜中

のロドプシンの損失は光レセフターを含む列の数が減

少することと強く関係しており，これは 347番目のア

ミノ酸に相当する塩基の転換が， ヒトの視力減退の主

な原因である退化性の不調を引き起こしていることを

示唆しているという.

講演会の最後は上田正次 (YS研究所)座長のもと，

我が国のトランスジェニック動物研究の第一人者であ

る豊田裕(帯広畜大)がトランスジェニック動物作出

のための新しいアプローチに関する発表を行った.受

精卵に外来遺伝子を導入するために現在用いられてい

るマイクロインジェクション法は，前核に DNAを微

量注入する方法であるが，挿入される染色体上の位置

やコピー数を制御することが出来ないなどの制約があ

る.そこでこの方法に代わる画期的な方法として，ア

デノウイルスを DNAの運搬役として用い，マウス受
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精卵の遺伝物質の中に直接DNAを導入する方法を開

発した.この新しい方法では，処理をした 27匹のマウ

スの内 3匹で、遺伝子導入に成功し，かっその内の 2匹

がLacZレポーター遺伝子を発現したことを確かめ

た.さらに得=られたトランスジェニックマウスからは

安定的に遺伝子を保持した子孫も生まれているという

ことで，この方法の今後の活用が大いに期待されるも

のである.

なお，韓国からもう一人， Y 00， Ook J oon (Korea 
Advance Institute of Science and Technology)が参

加する予定であったが，やむを得ない事情で来日出来

ず，論文の寄稿のみにとどまった.それによると，再

発性血栓症の患者から見出されたアンチトロンビン

(トロンピンを不活性化するタンパク質)の一部の塩基

配列がTから C(Phe368→ Ser)に変異しているため，

疎水性の接触部分が変化してトロンビンと結合する能

力を損なったものであるとの興味ある内容であった.

5 .エクスカーション

翌日月 12日(土)は， 27名が参加して苫小牧市植

苗にある雪印乳業側受精卵移植研究所を訪問した.こ

こは本セミナーのメインテーマであるトランスジェ

ニック動物作出に非常に関連深い，ウシの受精卵(目歪)

移植や体外受精を商業レベルで、行っている研究所であ

る.まず永井政信所長による研究所の事業内容の紹介

が行われた.この研究所は 1981年に別海町にて産声を

上げ，その後長沼町に移り， 1986年に現在地での活動

を開始したとのことである.設立の主目的は，ウシ受

精卵移植の普及と発展に寄与することと，研究・技術

開発によって事業としての発展を図ることであり，現

在の所員は 24名で，研究開発，酪農家・畜産農家への

受精卵移植事業，和牛増殖，受卵牛・供卵牛の管理な

どの事業を行っているとのことであった.その後，研

究所で行われている王なテーマについて各研究担当者

から英語で説明を受けた.長尾慶和は研究所で開発さ

れたウシの体外受精に関する成果について発表し，さ

らに形質転換ウシ作出の先駆的な試みに関する成果も

報告した.さらに高倉良と岸昌生は，クローンウシ作

成を目指したウシ腔内部細胞塊 (ICM細胞)に由来す

る腔性幹細胞樹立の試みに関する研究の成果を発表した.

写真 3 雪印乳業側受精卵移植研究所にて，永井所長の説

明を聴く.前列向かつて左側が韓国 Lee代表.

写真 4 受精卵移植研究所の前で，エクスカーション参加

者の記念撮影.
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写真5， レセプションにおける交流風景.日韓両国の研究環
境やさらには今後の研究協力について活発な意見

の交換もあり，かつ和気あいあいの内に閉会した.

発表の後， 日韓セミナーの全日程が終了したことを

うけて閉会が宣言され，また韓国側の Lee代表から永

井所長に交流を記念したプレゼントが贈られた.建物

内の研究施設見学に続いて牧場を見学しながら様々な

話しを聞いたところ，ホルスタインおよび黒毛和種合

わせて 800頭以上を飼育しており，非常に省力的かっ

効率的に管理しているとのことであった.また，ウシ

ICM細胞を用いたクローンウシ作成の成果として， 8 

月に生まれたばかりの仔牛を見ることが出来た.家畜

繁殖学関係のパックグランドを持つ参加者が比較的多

かったためもあり非常に関心が高く，また特に韓国か

らの参加者の質問もかなり活発で、あった.我が国では

この分野におけるトップ。クゃルーフ。の一つで、ある企業研

究所の研究内容を見せて頂いたことは，主に大学や国

公立研究機関に所属している日韓両国の参加者にとっ

ては特に有意義な行事であった.

6 .セミナーを終えて

今回， 日本側研究グループの発表は比較的基礎的な

研究が主体であり，一方，韓国側研究グループはかな

り具体的あるいは応用的な研究が多かったといえよ

う. 日本には様々な研究グループがあり，我々の研究

クホルーフ。が我が国の研究状況を反映している訳ではな

い.しかし，韓国側については，現在の韓国のこれら

の分野をリードしている研究グループの発表であり，

日本側にとって非常にインパクトの強い，かつ収穫の

大きなセミナーであった.

また， 日韓両国における研究環境の相違，特に法的

な規制について参加者の関心が特に深かった.例えば，

ウシなどの大動物を対象として形質転換する際の環

境・施設整備が非常に困難で、，研究の遅れを招いてい

ることが話題となった.この様な研究環境の法的な面

をも含めた整備や，倫理的な面での検討についても，

本セミナーの企画段階ではテーマとして挙げてあった

が，時間的余裕のために次回以降に持ち越された課題

である.

さらに本セミナーの当初の開催趣旨は，比較的小さ

い研究グループでの日韓の研究交流を目的とするとい

うことであった. 日韓両研究グループ聞のこれまでの

細い線としての研究交流が，今回のセミナーにおいて

広い面での情報交換へと進展し，非常に有意義な催し

であったとの日韓双方の認識から，さらに今後も定期

的にセミナーを開催しょっとの計画が話し合われた.

また， 日韓2カ国とはいえ国際セミナーなので，共

通語である英語での発表で頑張らなければならないと

若い講演者達にハッパをかけた.その期待に十分応え

る活躍がみられたことは，今後の研究活動においても

期待できるものと，非常に心強く感じられた.また，こ

のセミナーに携わった筆者ら一同にとっては，発表経

験の面だけではなく，国際的セミナーの開催のノーハ

ウを得る面でも，非常によい経験となった.

あとがき

本文中に於いては敬称を省略させて頂いた.また，

記載の内容について，記憶違いや理解不十分のために，

不正確なあるいは間違った記述があると思うが，それ

らは全て筆者の責任でありお詫び、します.最後に，本

セミナーの準備，当日の運営，後始末あるいはエクス

カーションの手配，写真撮影・記録など，我々にとっ

て初の二国間行事主催の裏方を勤めてくれた三河勝

彦，三浦千春，山田雅美，森ゅうこ，そして会場運営

などに協力してくれた学生諸君に，紙面を借りて感謝

します.
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