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研究成果の概要（和文）：実験動物としての新世界ウズラに分類されるコリンウズラの基礎的な

生物学的情報を得た。①体外培養系を構築し,孵化に成功した。②コリンウズラとニホンウズラ
のゲノム識別およびコリンウズラの雌雄識別システムを実用化した。③染色体レベルでは新世

界ウズラと旧世界ウズラでは大きく異なっていた。④発生段階表を作成し，ニワトリの発生段

階と一対一対応させた。⑤コリンウズラとニホンウズラの間でキメラで，ドナー由来の DNA
産物が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）：Basic	
 biological	
 information	
 of	
 the	
 bobwhite	
 quail	
 belongs	
 to	
 New	
 
World	
 quail	
 was	
 obtained.	
 (1)	
 Ex	
 vivo	
 culture	
 system	
 leading	
 to	
 hatching	
 was	
 devised.	
 
(2)	
 PCR	
 systems	
 were	
 put	
 to	
 practical	
 use	
 to	
 identify	
 its	
 genome	
 and	
 sex.	
 	
 (3)	
 New	
 and	
 
Old	
 world	
 quails	
 were	
 different	
 in	
 chromosomal	
 level.	
 (4)	
 Normal	
 developmental	
 tables	
 
were	
 made.	
 (5)	
 Donor-derived	
 DNA	
 products	
 were	
 observed	
 in	
 chimeras	
 between	
 the	
 bobwhite	
 
quail	
 and	
 Japanese	
 quail	
 embryos. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 実験動物として世界各国で用いられてい
るウズラ（quail）はニホンウズラ（Coturnix	
 
japonica）である。他に，サイズがニホンウ
ズラの約半分のヒメウズラ（ Coturnix	
 
chinensis）および約二倍のコリンウズラ
（Colinus	
 virginianus）もわずかながら実
験に用いられている。ニホンウズラやヒメウ
ズラは旧世界ウズラ（キジ目キジ科ウズラ

属）に属し，コリンウズラ（キジ目ナンベイ
ウズラ科コリン属）は新世界ウズラに属して
いる。両属のウズラは外見は似ているが遺伝
的には離れている。申請者はヒメウズラを
1996 年から実験動物化および発生工学的研
究に用いてきた。コリンウズラは 2006 年春
に入手した。ニホンウズラも卵用（実験用）
タイプに加え，肉用タイプも 2002 年から繁
殖増産してきた。	
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２．研究の目的	
 
	
 鳥類では受精卵に多量の卵黄があること
などから，家禽を介して鳥類における絶滅危
惧種や希少種の個体復元や保全，および希少
品種や付加価値の高い系統の大量生産や保
存を目指す。その為に，胚発生初期，すなわ
ち始原生殖細胞（PGCs）が血流にあり予定生
殖腺に移動中の時期及び生殖腺に定住直後
の PGCs を取り出し，PGCs が血流循環中のニ
ホンウズラ胚血流に導入して，導入 PGCs の
分化および次世代での形質発現を調べる。ど
うしても機能的配偶子形成および後代がで
きない場合は，その研究過程において探索す
る種特異的 DNA マーカーをを用いて，導入生
殖細胞の系譜追跡，減数分裂，配偶子形成の
分化過程を調べ，その原因を解明する。本研
究は，旧世界のヒメウズラおよび新世界のコ
リンウズラを広くライフサイエンスのため
の実験動物として開発・確立することはもと
より，発生工学研究用の実験動物として開
発・確立することをも目的とする。実験動物
の開発を行う場合，最も重要なことは，その
種の全発生過程の解明，繁殖の統御，遺伝的
特製の把握，ならびに遺伝的プロファイルの
明らかな系統の造成である。本研究では	
 
(1)	
 胚の全発生段階表を作成して，それぞれ
の動物種の発生段階が基準となっているニ
ワトリ胚発生段階との対比が容易にできる
ようにする。	
 
(2)	
 クローズドコロニーの作出，系統造成を
して，広く研究者が使用できるようにする。	
 
(3)	
 胚培養法の開発と確立をして，広く発生
工学・遺伝子工学研究に用いることができる
ようにする。	
 
(4)	
 始原生殖細胞の異属及び異種間移植に
よる発現の追跡を試み，導入細胞の系譜追跡，
減数分裂，配偶子形成の分化過程を調べる。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 種特異的 DNA 識別マーカーの開発：種特
異的に識別可能なマイクロサテライトマー
カーを探索し利用する。新旧大陸系ウズラ識
別及び雌雄鑑別のためのＰＣＲシステムも
開発する。さらに，in	
 situhybridizationに
適用するためにゲノム DNA ライブラリーから
各種ウズラのゲノムを識別可能な DNA プロー
ブを探索し実用化する。	
 
(2)	
 レシピエントの生殖細胞除去：始原生殖
細胞（PGCs）は孵卵前には胚盤葉明域中央部
に存在し，胚体外前方生殖弦に移動し，血管
形成に伴い血中循環して，予定生殖腺に定住
する。孵卵前および PGCs 血中循環期（ドナ
ーPGCs 導入直前）に軟Ｘ線照射することによ
りほとんど胚発生の正常な進行を阻害せず
にレシピエント胚の PGCs を減少させる。	
 
(3)	
 ドナーの PGCs の単離，精製，導入およ

び導入胚の培養：胚発生初期（PGCs 血中循環
期）のドナー胚周縁静脈から血液を採取し，
免疫磁気ビーズ法，フィコールおよびナイコ
デンツ濃度勾配遠心分離法で PGCs と血球を
分離し，PGCs 画分を同一発生時期のニホンウ
ズラ胚体外周縁静脈に注入する。導入胚を培
養し，孵化させる。	
 
(4)	
 導入生殖細胞の同定：ニホンウズラに導
入したドナーPGCs は，上記種特異的 DNA 識別
マーカーにより胚の生殖腺から順次成長を
追って外来生殖細胞の存在を追跡する。孵化
後は雄の精巣及び精子における外来 DNA の存
在および占有性を調べる。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 コリンウズラ及びブロイラータイプの
ニホンウズラの成体重は類似し，雌雄それぞ
れ約 220ｇ及び
200ｇであった
(図 1)。卵重は約
10.5ｇ及び 11ｇ
であった。始原
生殖細胞の免疫
染色においてはコリンウズラはニワトリ特
異的抗体陽性，ニホンウズラ特異的抗体陰性
であった。通常のニホンウズラよりサイズが
大であるため，両ウズラの専用のケージを設
計して，系統造成した。ブロイラータイプの
コリンウズラは我々の飼育環境では次世代
を得ることはできなかったため，再度入手を
検討しなければならない。一方，ヒメウズラ
は雌雄とも成体重は 50-60ｇであり，始原生
殖細胞はニホンウズラと同様の免疫特異性
を示した。ヒメウズラの胚培養法を確立し，
種特異的ＰＣＲマーカーを開発した。それぞ
れのウズラの生物学的類似性，異質性の一部
が明らかにされたので新規実験動物の系統
として有用であることが示唆された。	
 



(2)	
 コリンウズラの胚発生ステージを作成
した(図２）。ニホンウズラとコリンウズラの
胚発生ステージを比較したところ 6時間培養
の段階でコリンウズラの胚発生進行がニホ
ンウズラより遅延しはじめた。コリンウズラ
の体外培養系を構築し，孵化に成功した。生
存率，孵化率が一番良いのはニホンウズラと
同じく 52 時間密閉培養（システムＱ２）後，
開放培養（システムＱ３）に移行する方法で
あった。この移行ステージはニホンウズラ
（ステージ 16）より早くステージ 9~10 であ
った。コリンウズラの種特異的ＰＣＲプライ
マ ー (For:5'-ACCCCGGTCCTAAGGTAAGA-3';	
 
Rev:5'-	
 
AAGACAAAAAGAAA
AGAAAGATGATGAT
G-3') を開発し
た。これはコリ
ンウズラとニホ
ンウズラにおい
て増幅する DNA
産物のサイズが
そ れ ぞ れ
530bp と
224bp と異
なるので，
両者間でキ
メラ作成を
した場合のマーカーとなる実用的なマーカ
ーとなりうる（図 3）。コリンウズラの雌雄識
別のために性特異的 PCR プライマー	
 
(For:5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3';Rev:5'
-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3')を用いた雌雄
鑑別を実用化した（図 4）。	
 
(3)	
 染色体レベルではニホンウズラとニワ
トリは構造やその特徴において類似点が多
いが，コリンウズラとの間には構造変化が起
こっており，染色体を構成する反復配列も大
きく異なっていた。コリンウズラのゲノム
DNA を HaeⅢで消化しアガロースゲル電気泳
動を行い，クローニングを行い，シークエン
スを決定した。コリンウズラの雌の胚から作
製した染色体標本を使用して FISH 解析を行
ったところ 224	
 bp で，8	
 bp のサテライト
(G/A/C)CCCA(T/C)(A/T)(G/C)を 14 個含んで
いた。これは W染色体を除く全ての染色体の
セントロメア領域にシグナルが検出された。	
 
(4)	
 実験動物は研究目的に応じてより多く
の種が用意されていることが望ましいとい
う見地から新世界ウズラに分類されるコリ
ンウズラを実験動物として確立するために
以下の研究を進めた。体外培養法を確立し，
コリンウズラにおいて 19.4％の孵化率が得
られた。これにより，胚発生観察や発生工学
的な胚操作を容易にした。外部形態の詳細な
発生段階表を作成し，ニワトリの発生段階と
一対一対応させた。これにより，コリンウズ

ラの胚発生の各段階を孵卵時間による表記
ではなく標準的なニワトリの胚発生の基準
で表現することができるようになった。培養
6 時間より前から両者に発生進度の差が生じ
た。コリンウズラがステージ 2になる頃にニ
ホンウズラはステージ 3付近に,	
 ニワトリと
は培養 1 日後からコリンウズラがステージ 5
になる頃にニワトリがステージ 8~10と顕著
な差が観察された。コリンウズラと他の鳥類
胚とのキメラ作成の上で細胞識別ができ，性
判別も外部形態に頼ることなく PCR により容
易に識別できることになった。コリンウズラ
をレシピエントに，ニホンウズラをドナーに
用い，胚盤葉細胞の移植によるキメラの作出
を試み，PCR によりドナー由来の DNA 産物が
観察された(図５）。以上により得られたコリ
ンウズラの基礎的な生物学的情報より実験
動物としての有用性が期待される。	
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