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研究成果の概要（和文）：  

ニワトリにおける生殖幹細胞の同定は、未だその存在すら同定されていないのが現状で、本研

究課題では、生殖細胞に特異的な分子指標である Vasa 抗体を用いて、免疫組織化学的にその

存在の有無について、個体発生過程を通じて精査した。その結果、精祖細胞ならびに卵祖細胞

が、これまでの報告にはみられない異所的な局在を見いだすことができた。その培養を試みた

が、一時的な培養に留まり、培養液のさらなる改良が必要と考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

これまでのところ、複数の研究機関において、

マウスの生殖幹細胞が同定されている。生殖

幹細胞は、その実体は完全には解き明かされ

ていないが、個体発生の特定の時期に運命決

定され、精巣においては組織内の限られた場

所に位置することが知られている。これは精

子を生み出すファウンダーの細胞であり、胚

性幹（Embryonic Stem）細胞に類似した性格

を持つことから、再生医療分野や生殖医療分

野において注目が集まっている。一方、ニワ

トリにおける生殖幹細胞の同定は、未だその

存在すら同定されていないのが現状で、本研

究課題は、例えば雄の精巣の場合、精細管構
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造を採用している点において哺乳類との共

通機構が備わっていると想定され、比較発生

生物学的な視点に於いて意義深く、かつ、安

定した遺伝子改変動物作出においても大き

く貢献することになる。また人類にとって貴

重な産業動物でもあることから、バイオリソ

ースを人為的管理する目的において格好の

対象になり、希少鳥類の保護にも貢献するこ

とになる。 

 

 

 
２．研究の目的 

多細胞生物の身体は、生殖細胞と体細胞とい

う２種類の細胞から構成される。このうち生

殖細胞は次世代への遺伝子伝達を行い、連綿

とした生物の種の遺伝や進化を担う。多くの

動物において、生殖細胞は胚発生の早い時期

に確立され、体細胞系列とは全く異なったプ

ログラムを進行させている。発生遺伝学の代

表的なモデル動物であるマウスなどにおい

ては、近年、生殖細胞の発生に関わる分子メ

カニズムが、少しずつ解き明かされつつある

が、ニワトリは、その基礎情報が極めて乏し

いことから、生殖工学や遺伝子資源の保全の

発展を阻む主たる原因となっている。本研究

課題ではニワトリを材料にして、生殖細胞の

幹細胞である生殖幹細胞（Germ Stem Cells）

の同定を試み、その機能的特性を解明するこ

とを目的とした。 

 

 

 
３．研究の方法 

生殖細胞を特異的に標識する抗ニワトリ

Vasa ホモログ抗体を用い、生殖幹細胞の候補

となる細胞を、様々な発育過程の雌雄個体を

材料にして、組織学的解析を行った。本抗体

は、本研究課題に先立ち、既に調整済みであ

り、体細胞への免疫反応が一切認められない

ことを追記する。材料として、初生雛、成熟

個体、老齢個体の精巣、卵巣さらに生殖腺の

周辺組織を準備した。未発達な右側卵巣領域

も研究対象とする。続いて本抗体を用いるこ

とにより、生殖細胞の分布様式を免疫組織化

学的に解析した。摘出された生殖腺組織をブ

アン液にて固定し、情報に従ってパラフィン

切片を作製し、DAB によって陽性シグナルを

可視化した。生殖幹細胞の候補となる細胞の

培養を試みた。培養は、ニワトリ ES 様細胞

で用いられる培地を一部改変して行い、初生

雛の精巣組織ならびに卵巣組織を摘出し、培

養を試みた。細胞の解離は、摘出された組織

をコラゲナーゼで 37℃、10分間処理し、0.05%

トリプシン-EDTA にて細胞の接着を剥離し、

酵素処理が不完全な細胞群をメッシュフィ

ルターで取り除いた。これを培養の対象とし

た。培地には DMEM: Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (Invitorogen)、5%  FBS: Fetal 

Bovine Serum ( Invitorogen)、 5% Chicken 

Serum（Invitorogen）、5% 初生雛血清、1mM 

Sodium Pyruvate ( Invitorogen) 、 1% 

Non-essential amino acid (Invitorogen)、

B-mercaptoethanol(Sigma) 、 Penicillin- 

Streptomycin-Glutamine (Invitorogen)を用

いた。また、成長因子の最終濃度は、LIF (104 

U/ml)、bFGF       40 ng/ml、IGF-1 6.25 

ng/ml、hSCF 10 ng/ml を基本培地として培養

を行った。 

 

 

 

４．研究成果 

(1)免疫組織化学による組織学的解析 

雌雄ともに、性分化後のステージにあたる孵

卵 6日胚子から初生雛までの胚子を対象にし



た。用いた材料では、すべての生殖細胞に於

いて Vasa 陽性で可視化された。雄において、

精巣索の形成に伴って、生殖細胞はコードに

取り込まれ、始原生殖細胞から前精原細胞へ

の分化課程を追うことができた。ここで注目

すべく細胞を見いだすことができた。始原生

殖細胞は、もともと生殖腺原器に備わってい

る細胞ではなく、背側腸間膜を移動して生殖

腺原器に到達するが、その課程で生殖腺と背

側腸間膜の境界領域に位置する始原生殖細

胞が存在する。これに対して背側腸間膜に位

置する始原生殖細胞は、発生に伴ってアポト

ーシスで死滅することが知られているが、本

研究を通じて明らかになったことは、境界領

域に位置する生殖細胞は、少なくとも初生雛

まで残ることを見いだした。その領域は、精

巣と精巣上体を連絡し、その領域に生殖細胞

が蓄積されることの意義は、今後精査しなく

てはならない。雌においては、発生に伴い、

卵巣組織では卵巣索が形成され、卵巣組織の

皮質と髄質の間で生殖細胞の発生に大きな

違いを生じる。孵卵９日胚子頃から始原生殖

細胞から卵祖細胞への分化が進行し、13 日胚

子になると卵祖細胞から卵母細胞への分化

がはじまる。しかしながら、卵母細胞への分

化が進行するのは、卵巣組織の皮質に限局し、

髄質に位置する生殖細胞は、形態学的に卵祖

細胞として評価される。卵母細胞と卵祖細胞

の両者において、Vasa 抗体によって陽性シグ

ナルとして認められるが、その免疫染色性が

異なる。卵母細胞は卵祖細胞に比べて弱いこ

とが見いだされ、このため、両者の区別は極

めて容易であることが判明した。卵巣髄質に

認められる卵祖細胞は、初生雛までその数を

増すことなく維持され、成熟個体においても

同様の細胞が認められた。実験的に卵巣切除

された個体に、生殖腺が再形成される古典的

な研究成果を強く指示する結果と考えるこ

とができる。 

培養は、初生雛から得られた生殖腺組織を用

いて行われた。雄個体においては、生殖腺組

織の再構成が認められ、期待通りの培養が困

難であった。このため、体細胞を極力取り除

くため、細胞の解離後、生殖細胞を顕微鏡下

で単離して培養を行った。最初の 1 週間は、

順調に増殖傾向にあったが、10 日目を境に培

養の継続が困難になった。雌においても同様、

体細胞組織を取り除いた上で培養を試みた。

出発となる細胞には、卵母細胞と卵祖細胞が

混在していたが、途中過程の免疫染色の結果

から、卵祖細胞が増殖していると考えられた。

しかしながら、10 日目を境に増殖能は失われ、

培養による成果は好ましくなかった。さらな

る培地の改良が望まれた。 
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