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研究成果の概要（和文）：発生工学の研究は動物育種や遺伝資源保存への貢献が期待される。発生工学の研究は
主に哺乳類において先導されている。しかし鳥類（主にニワトリやウズラ、等）における発生工学の研究は発展
途上である。本研究課題においては、胚盤葉の明域中央部から多能性幹細胞の厳密な採取を実施した。これらの
幹細胞をドナーとしてレシピエント胚に移植し効率なキメラ作出の開発に先鞭をつけた。鳥類発生工学研究で
は、全胚培養技術の進展が重要である。本研究では、胚発生過程を透視できる実験系の開発も試みた。本研究課
題を通じ、家禽発生工学の革新に先鞭をつけた。これらの成果は、家禽における発生学・遺伝学の研究や家禽育
種に貢献し得ると思われた。

研究成果の概要（英文）：Developmental biotechnology using pluripotent stem cells is expected to 
contribute to animal breeding or genetic conservation. However, the knowledge and research 
techniques by the developmental biotechnology have been led in mammals. The progress in avian 
(mainly chickens, quails, etc.) are still under development.
In this research project, we carried out rigorous isolation of pluripotent stem cells from the 
central area of the blastoderm. The stem cells were transplanted into recipient embryos for 
efficient production of germline chimeras. Advances in manipulated embryo culture  are important for
 the advancement. In this study, an novel embryo culture  system are challenged. Through a series of
 research of this project, we pioneered the innovation of developmental biotechnology in birds. The 
results should contribute to avian developmental biology  and genetics and poultry breeding.

研究分野：家禽発生工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動物における育種や遺伝資源保存は食料生産や環境保全に極めてじゅうようである。また、鳥インフルエンザ等
の感染症の伝搬は人類の持続的な生活を脅かしている。本研究課題においては未だ発展途上である鳥類発生工学
の研究を進展しこれらの難題の解決に貢献を目指した。このため、ニワトリ初期胚から多能性幹細胞を採取し、
効率的なキメラ作出の開発を試みた。また、全胚培養技術の改善も実施した。本研究課題を通じ、新規の知見獲
得や研究技術の開発が成され、家禽発生工学の革新に先鞭をつけることができた。一連の研究成果は、家禽にお
ける発生学・遺伝学の基礎的研究や家禽育種確信に貢献し得ると思われた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞の発生分化を制御する発生工学の進展は、家畜における育種繁殖効率の改善や各
種の感染症に対する抵抗性の付与による生産革新への貢献が期待されている。とりわけ、
幹細胞や始原生殖細胞を用いた生殖工学の進展は動物生産性を飛躍的に改善するもの
と期待される。 
しかし、ニワトリ等の家禽における発生工学は、ヒトやマウス等の哺乳類と比較し大き
く遅れをとっている。この家禽発生工学の遅延の背景として、胚発生が卵殻内で進展し、
発生過程において外部からの実験操作が困難であることや家禽生殖細胞の発生制御が
ほとんど成されていないことに起因する。そこで、本研究課題の核心をなす学術的「問
い」は、ニワトリ生殖細胞制御遺伝子に対するゲノム編集によって生殖細胞を完全に欠
損させ得るか否かを究明する、ことにある。ゲノム編集による当該遺伝子発現の欠損が
確認されれば当該遺伝子が家禽生殖細胞発生分化を主導すると断定される。 
更に、この生殖細胞欠損胚に、ドナーPGCs または cESCs を移植し完全にドナー由来
配偶子と置換した上で、これらが機能的配偶子へ発生分化し得るか否かを究明する。上
記が解明されれば、得られた学問的知見や新規実験手法を活用し、完全ドナー配偶子伝
達生殖細胞キメラの作出を実施する。この生殖キメラニワトリを活用し革新的家禽生産
の礎を築く。また、これにより経済価値の極めて高いニワトリの生産性向上が強く期待
される。 
 
２．研究の目的 
本研究課題においては前述の背景に鑑み、キメラ作出においてレシピエント内因性生殖
細胞の完全な欠損と外因性生殖細胞での完全な置換を目的とする。これにより、生殖細
胞キメラを介し生産される全ての後代雛を外因性ドナー配偶子受精による雛として作
出することを目指す。これまで発生工学的手法を用いた家禽生産への応用は極めて競合
的に内外の研究機関で実施されてきた。しかし、現状では世界の何れの研究機関におい
ても生殖系列キメラの後代においてドナー由来雛とレシピエント由来雛の混在は免れ
ない。このことは、レシピエントにおける内因性配偶子の完全欠損が現状では不可能（極
めて困難）であることを示している。これはこれまでの方法が、生殖細胞発生抑制薬品
投与、光線照射による生殖細胞不活化、等の方法のみであり対症療法であることに起因
する。 
本研究課題ではゲノム編集技術で生殖細胞制御遺伝子自体の欠損を実施する。このため
同遺伝子が欠損した個体の生殖腺内においては生殖細胞の完全欠損（完全不妊）が期待
される。この遺伝子制御による完全ドナー配偶子伝達生殖細胞キメラの作出は極めて独
創的な研究課題である。キメラの生殖細胞発生分化状況を免疫組織化学的に解析する。
また、品種特異的遺伝子マーカーを探索し、キメリズムの分子識別に活用する。 
鳥類キメラの作出に応用される体外培養系では、孵化数日前での死籠りが多数観察され
る。このため人為的に死籠りを回避する実験系の開発は極めて重要である。そこでニワ
トリ体外培養における生殖補助技術の開発も試みた。またこの技術の活用によって体外
培養ニワトリ胚の効率的な孵化を実現する。 
 
３．研究の方法 
地上に放卵直後の受精卵中で発生する初期胚（ニワトリ胚盤葉及び Stage 15 胚）の発
生過程を判定する。また発生中の胚盤葉において胚盤葉名明域及び胚盤葉暗域を発生学
的に分別する。この胚盤葉明域から細胞塊を単離する。 
細胞周辺には血液、リンパ液、卵黄、卵白、等が付着していると思われる。これらの細
胞周辺付着物はレシピエントへ移植後の細胞接着を阻害すると思われる。このため、で
きる限り厳密に付着物を洗浄した。こうして得られた細塊から cESCs と PGCs を単離し
た。また、ニワトリ初期胚の筋肉由来および PGCs 由来のサンプルを用いたサブトラク
ションによって網羅的遺伝子発現解析を実施した。これにより、発生分化中の PGCs に
おいてのみに強い発現を示す候補遺伝子を同定した。 
また、この候補遺伝子をプローブとした FISH によって、初期胚の生殖細胞においての
み同遺伝子が強い発現を示すことを解析した。cESCs 及び PGCs における遺伝子の欠損
は CRISP/Cas9 によるゲノム編集による。生殖腺細胞における、当該遺伝子配列を同定
し欠損を確認する。RT-PCR 及び FISH によって発現欠損も確認する。 
当該遺伝子を欠損させた白色レグホンの受精卵を孵卵し、孵化した個体を性成熟まで飼
育する。性成熟後の雌雄の個体から精巣及び卵巣を採取した。これらの生殖腺の切片を
作製し HE染色を行なった。また凍結切片を作製し、cVasa 抗体（ニワトリ生殖細胞検出
抗体）を用いた免疫組織化学的解析を行なった。これらの解析によりゲノム編集個体の
生殖腺における生殖細胞の完全欠損（完全不妊）を確認した。これにより完全不妊が確



認されればレシピエントの生殖細胞完全除去方法として活用した。 
更に、ニワトリ胚盤葉に、ドナー細胞を顕微注入し胚を作製し培養した。このキメラ胚
を全胚培養系で培養した。発生途中で死亡したキメラ胚を蛍光顕微鏡下で観察した。体
外培養胚受の呼吸の安定性確保のために、ハサミとピンセットを使用して、血管の退縮
を確認した部分の卵黄膜を開放し、クチバシを上方に確保した。さらに培養を続け、血
管の退縮を確認する度に卵黄膜を除去した。血管が完全に退縮した時点で、卵殻の除去
を行った。これらの操作によって、発生率や孵化率の向上を図った。 
 
４．研究成果 
本研究課題においては、多能性幹細胞が局在すると思われる胚盤葉明域由来の細胞を用
いて効率なキメラ作出戦略の開発に先鞭をつけた。これらの鳥類発生工学研究を実施す
る上では全胚培養技術の進展が重要である。 
キメラの作出効率の向上にはレシピエントのゲノム編集による完全な不活化が重要で
あると思われた。加えて、ドナー幹細胞の厳密な単離が必要である。本研究を通じて、
多能生を保持するニワトリ幹細胞を胚盤葉明域中央部から効率的に単離する実験系が
開発された。 
また、ニワトリキメラの作出において、レシピエント胚の生殖腺中の幹細胞の不活化や
除去に関しては遺伝子工学的手法に加え、レシピエント幹細胞を外科的に除去するマイ
クロサージャリーを駆使した実験系を開発することもできた。 
キメラの作出においては、ドナーとレシピエントの性の相互作用を解析することが極め
て重要である。我々は本研究課題を通じてニワトリの性判別プライマー作成に先鞭をつ
けることができた。これらの実験手法はキメラ作成の向上に資すると思われた。 
以上の通り、本研究を通じて得られた成果は発生工学を用いた家禽生産の革新に貢献し
得るものと思われた。 
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