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研究成果の概要：  
 非ウィルス法による鳥類トランスジェニック作出は、成功率が極めて低い。よって本研究は、

細胞質内精子顕微注射法（Intracytoplasmic Sperm Injection, ICSI）による遺伝子導入法を試みた。
外来遺伝子としてGreen Fluorescent Protein (GFP)を単一射出精子と PLCzeta cRNAと同時に注入
し、ウズラ胚に GFPを発現させるた。pCX-E GFPプラスミドと PLCzeta cRNAをウズラ未受精
卵に同時に顕微注入し、24 時間の体外培養（System Q1a）と 48 時間の追加体外培養の結果、
外来遺伝子 GFPを胚盤葉で発現していることが観察できた。 
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１．研究開始当初の背景 
 

 最近、世界で初めてウィルスによらないト

ランスジェニックニワトリの生産が遺伝子

導入ＰＧＣキメラニワトリによって可能と

なった（Nature, 2006 Etches group、米国）

がその成功率はきわめて低いため、さまざま

な角度から特段の改良が求められている。し

たがって本研究では、鳥類では世界ではじめ

ての試みとして顕微授精（ICSI）法を用いて

ウズラ精子、PLCzeta cRNA、外来遺伝子 GFP
を同時注入してトランスジェニックウズラ

を作出する。 

 
２．研究の目的 
 
 ウズラ ICSI では申請者らが成功している

（Hrabia et al.,  Biol. Reprod. 2003）
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が「トランスジェニックニワトリの生産」に

達するまでには「遺伝子導入、ICSI、受精卵

培養発生、受精卵移植、孵卵、孵化」の諸過

程の効率を高めることが必須である。本研究

では、精子由来の卵活性因子 PLCzeta を
cRNA の形で ICSI 同時注射して受精率と発

生率を飛躍的に改善することが目的である。 
 
３．研究の方法 
 

 ウズラの未受精卵採集： 

 飼育：６週齢雌ニホンウズラ、室温 24℃、

湿度 50～60％、照明条件 14L:10D（5時点灯、

19時消灯）個別ケージ飼育：餌・水自由摂取、

個体産卵時刻：ビデオ撮影毎日記録（カメラ

‐ExwaveHAD  SSC- DC430、カメラアダプ

ター‐YS-W170、VHSビデオレコーダー‐

SVT-S 960 ES、ソニー）：8～16週齢でクラッ

チ間隔が 5以上の規則正しい産卵個体を使用。

ウズラ未受精卵は放卵後およそ 20分を排卵

時刻と仮定し推定排卵時刻の 15分後に断頭

放血により屠殺を行い卵管より卵子を採取

した。 

 

ウズラ精子の卵子への顕微注入： 

 ウズラ精子をホフマンモジュレーション

コントラスト倒立顕微鏡（IX-70、オリンパ

ス）下で三次 元ジョイスティック油圧マイ

クロマニピュレーター（MMO-202、ナリシゲ）

とマイクロインジェクター（IM-9Bナリシ

ゲ）を用いて精子をピペット内に吸入して

おく。未受精卵は、41.5℃のDulbecco’ s PBS
培養皿に置き、三眼ズーム実体顕微鏡

（SZ1145TR、オリンパス）下で胚盤の中央

に精子を注入した。 

 

精子由来の卵活性因子PLCzeta cDNAクロー
ニング： 
 ウズラ精子からPLCζ cDNAをRT-PCRに
より単離し、塩基配列の決定を行なった。 
 
PLCzeta cRNAのICSI： 
 ウズラPLCζ cDNAから発現ベクターを
使用してウズラPLCζ cRNAを発現させ調
整したもの60µg/mlをウズラ精子の卵子内
顕微授精の際に同時投与した。 

 

外来遺伝子導入： 
 外来遺伝子のGreen Fluorescent Protein 
(GFP)を単一射出精子とPLCzeta cRNAと同
時に注入し、ウズラ胚にGFPを発現させる
。ベクター・外来遺伝子は、pCX-E GFPプ
ラスミドを使用し60µg/ml PLCzeta cRNAを
インジェクションピペットに吸入した後、

同じインジェクションピペットへGFP-射出
精子を吸入する。顕微注入した卵子は、Ono
らの方法（1994, 2001）に従って、DMEM入
り20mlプラスチックカップ中で41.5℃、5% 
CO2条件のもと、24時間の体外培養を行ない
（System Q1a）、更に48時間のニワトリ水溶
性卵白で満たしたウズラホスト卵殻を用い

た追加体外培養を37.5℃の条件で行なった
。さらにSystem Q2では、30分のインターバ
ル、90度のアングルの条件のもとで転卵し
た。顕微注入後、計72時間体外培養したウ
ズラ卵子は、蛍光実体顕微鏡(Olympus SZX 
12)を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
 
精子由来の卵活性因子PLCzeta cDNAクロー
ニング： 
 ウズラ精子からPLCζ cDNAをRT-PCRに
より単離し、塩基配列の決定および推定ア
ミノ酸配列からEF-hand、X、Y、C2ドメ
インが保存されていた。ニワトリPLCzeta 
cDNAとは約92％のホモロジーの塩基配列
であった。 
 
PLCzetacRNAのウズラ卵子内投与による受
精率の向上： 
 PLCζ cRNAなしでICSIしたウズラ卵子
は、24時間の体外培養後では、16%（4/25）
が発生し、その胚盤葉ステージはIII-VIの
間を占めた。一方、PLCζ cRNA（60µg/ml
濃度で3nl量）とともにICSIした場合、24
時間培養後では、精子のみを注入した群に
対して2倍以上の発生率36.7%（7/19）を示
し、その胚盤葉ステージもIV-VIIの間を示
した。72時間培養を行なった場合、単一精
子のみのICSIでは、15.4%（2/13）が発生
し、その胚盤葉ステージはVからVIIの範
囲であった。一方、精子とともにPLCζ 
cRNAを注入した場合、50%（9/18）が発
生し、胚盤葉ステージもVIからX以上（胚
発生ステージ4-7）がみられ3例では原条も
みられた。 
 
外来遺伝子導入： 
 System Q1および Q2の体外培養72時間後
、7個の卵子が胚盤葉発生しそのうち6個が
外来遺伝子GFPを胚盤葉で発現しているこ
とが観察できた。さらに外来遺伝子がホス

トウズラ染色体に組み込まれているかを胚

盤葉DNAを用いてPCR法で検討した結果、
GFP遺伝子は6個の胚盤葉DNAの内3個に増
幅が観察された。したがって、PLCzeta 
cRNA注射と同時に本ICSIによる遺伝子導
入法が新しいトランスジェニックトリの作



 

 

出に道を開くものとして期待される。 
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