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研究成果の概要（和文）：始原生殖細胞を用いた鳥類遺伝資源の永久的な保存戦略の構築を試み

た。天然記念物である岐阜地鶏の始原生殖細胞をドナーとし、不妊化した代理親用のニワトリ

（白色レグホン）のレシピエント初期胚へ移植した。こうして生殖キメラを作出し、宿主自身

の精子・卵を全く生産せずに異種由来の精子・卵のみを生産する完全な生殖細胞系列キメラ個

体を効率的に作出することが可能となった。また生殖系列キメラを介した岐阜地鶏の再生が可

能となった。 

 
研究成果の概要（英文）：PGCs of Gifujidori fowl were collected from the blood of early embryos for 

transfer to recipients. The embryos were cultured until hatching; fertility tests indicated that they had 

normal reproductive abilities. White Leghorn were used as recipients for chimera production following 

blood removal. The PGCs were microinjected into the recipients obtaining offspring from Gifujidori. 

In conclusion, PGCs from the embryos was combined with the conservation of live animals. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、地球環の悪化に伴い生物多様化の保全
が脅かされている。地球上の生物の多様性は、
ゲノムの多様性に由来するもので、特定の生
物種が絶滅してしまえば、その生物種を規定
する貴重なゲノム配列も消滅してしまう。こ
のため、絶滅危惧生物の増殖・保全は一刻の
猶予も許されない極めて重要な課題である。
家禽においても絶滅の危機に瀕する品種が
多数存在し、効率的な繁殖・保全が切望され
ている。家禽の繁殖において精子の凍結保存

技術が確立されているのは、精液の採取が可
能な一部の品種に限られている。家禽の胚は、
巨大な卵黄上で発生し、また、卵殻によって
外部と完全に遮断されているため、凍結保存
法は全く樹立されいない。従って、雌由来の
遺伝資源の長期保存は現時点では不可能で
ある。こうした現状に鑑み、鳥類遺伝資源の
安全かつ半永久的な保存戦略の構築が切望
されている。また近年、世界中で懸念されて
いる鳥インフルエンザ等のウイルス性感染
症の伝播を防止するためには、家禽生産の現
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場で一般に行われている成熟個体の精子お
よび卵の受精による後代生産、に換わる細胞
レベルでの家禽繁殖方法が必要である。これ
らの背景に鑑み、本課題においては、生殖細
胞キメラを介して効率的に家禽後代を作出
することを探求した。 

 

２．研究の目的 

ニワトリなどの家禽において、効率的な繁殖
方法や保全方法の開発は極めて重要である。
すなわち、これらの方法の開発は希少鳥類の
再生や家禽生産の効率化に直結する。そこで、
ニワトリにおいて、レシピエント胚へと移植
したドナー由来の始原生殖細胞がキメラ個
体の生殖腺中で、受精能を持つ機能的な精子
および卵に分化することに着目した。すなわ
ち、精子および卵に代わる細胞として、始原
生殖細胞を用いた後代の生産を試みる。希少
性の高い鳥類から採取した始原生殖細胞を
ドナーとして、不妊化した代理親用のニワト
リ（白色レグホン）のレシピエント初期胚へ
移植する。これらのドナーおよびレシピエン
トを用いて生殖キメラを作出する。これによ
り、宿主自身の精子・卵を全く生産せずに異
種由来の精子・卵のみを生産する完全な生殖
細胞系列キメラ個体を効率的に作出するこ
とを目的とした。この生殖キメラの作出にお
いて、天然記念物である岐阜地鶏に注目し、
その再生を試みる。これらの研究を通じて得
られた知見や新たに開発した実験手法を、将
来的な希少鳥類の再生や家禽育種の効率化
に活用する。 

 

３．研究の方法 

ニワトリ胚発生に伴う PGCs の発生遺伝学的
解析を行った。実体顕微鏡下で、ニワトリ（白
色レグホン）の受精卵内で発生する胚を観察
し、胚の発生段階を厳密に同定した。この発
生中の胚の周囲に付着する卵黄膜、卵黄、卵
白、血液、等を PBS溶液を用いて完全に洗浄・
除去した。こうして胚体のみを眼科手術用の
ハサミを用いて切除し、その後の解析用のサ
ンプルとした。これらの胚を用いた免疫組織
化学的手法により、特異的に免疫染色される
細胞を検出した。免疫染色には、ニワトリ特
異的抗 VASA 抗体である CVH を使用した。こ
れにより、ニワトリの PGCs を特異的に検出
する実験系の開発を試みた。さらに本解析の
活用によって、PGCs の放卵直後における移動
様式の究明を試みた。次に、レシピエント胚
をブスルファン処理することによって、レシ
ピエント生殖腺内の PGCsの不活化を試みた。
ブスルファンは発生中の胚の卵黄内に注入
した。こうした処理胚を操作実験用孵卵器に
入れて培養した。これらの胚の腹腔を切開し、
消化器系器官および循環器系器官を取り除
いた。腹腔内に存在する生殖腺を確認し、採

取した。前述と同様の免疫組織化学的手法に
より処理胚の生殖腺中の PGCs の増減を検定
した。岐阜地鶏の受精卵を孵卵し、胚の循環
血を採取した。こうして得られた血液サンプ
ルをナイコデンツ溶液に混合した。密度勾配
遠心によって、血球細胞層と PGCs 細胞層に
分離した。顕微鏡下で分離した細胞層を確認
し、PGCsのみを採取した。ニワトリ（白色レ
グホン）の受精卵の卵黄中にブスルファンを
注入しを孵卵した。この胚をステージ 15 前
後まで発生させレシピエントとした。前述の
岐阜地鶏の PGCs をレシピエント胚の血管内
に移植した。このキメラ胚を実験用孵卵器で
培養し、キメラ雛を孵化させた。ふこれらの
キメラ雛が性成熟に達するまで飼育した。こ
れらの個体が性成熟した後に、雌雄のキメラ
同士を交配した。これによりドナーPGCs由来
の後代検定を行った。これらの実験によって
生殖キメラを介して岐阜地鶏を再生できる
か否かを検定した。更に PGCs の凍結保存法
の開発を試みた。前述のナイコデンツ法によ
りニワトリ循環血中の PGCs を採取し、液体
窒素中で急速凍結した。これらの凍結 PGCs
を保存し、必要に応じ融解した。この凍結・
融解 PGCs をドナー細胞とし、レシピエント
胚に移植しキメラを作出した。作出したキメ
ラの後代検定によって凍結 PGCs の利用の可
否を検定した。 
 
４．研究成果 
ニワトリの初期胚における PGCs の発生分化
機構を詳細に解析する免疫組織化学的解析
法を確立した。免疫染色にはニワトリ CVH を
抗体として利用した。この免疫組織化学的解
析法によって PGCs を極めて高い精度で検出
することが可能となった。本法を用いた解析
結果から、ニワトリの PGCは放卵直後の胚盤
葉の明域中央部に大部分が局在することを
明らかにした。また、ニワトリ胚盤葉期以後
の胚発生に伴い、PGCsは循環血に乗って胚体
外周縁部へと移動することを明らかにした。
さらに、胚の発生を進展するにつれ、PGCsは
胚体内および胚体外を廻ることを確認した。
これらの循環を終えた PGCs は生殖腺へ移動
することを明らかにした。生殖腺へ移住した
PGCsは、雄においては精巣において精子形成
を、また、雌においては卵巣において卵子形
成を進展することも確認した。レシピエント
受精卵の卵黄へのブスルファン注入によっ
て、レシピエント生殖腺内の PGCs をほぼ完
全に不活化することに成功した。また、これ
らの処理胚においては、内因性の PGCs は不
活化されるものの、正常な胚発生は継続され、
雛として産出可能であることが明らかとな
った。また、ブスルファン処理を行った胚（レ
シピエント）にドナーの PGCs を移植したと
ころ、正常なキメラ胚の発生も確認された。



 

 

これらのキメラ胚を、事前に準備した他の卵
殻に移入し、体外培養法によって培養を継続
した。孵化したキメラを性成熟まで飼養し、
生殖系列キメラの作出を試みた。これらのキ
メラが性成熟に達した後に後代検定を行っ
た。この結果、ドナー配偶子由来の後代を復
元することに成功した。またドナー由来後代
の平均作出率も 90％以上であり、これまでの
生殖キメラ作出率よりも格段に高いことが
確認された。さらに、循環血中からナイコデ
ンツ法によって採取した直後の、フレッシュ
な PGCs を液体窒素中で急速に凍結保存する
研究を行った。これらの凍結 PGCsを融解し、
レシピエント胚に移植し生殖系列キメラの
作出に成功した。また、天然記念物である岐
阜地鶏の PGCs を用いて、白色レグホンの胚
に移植し、生殖系列キメラを作出した。作出
されたキメラを性成熟に達するまで飼養し
た。これらの雌雄生殖系列キメラ同士を交配
して生殖キメラの後代検定を試みた。これら
の交配から、岐阜地鶏の個体復元に成功した。
以上の結果から、異品種由来の精子・卵を生
産する生殖細胞系列キメラニワトリの個体
を効率的に作出することに成功した。これま
での家禽育種においては、主に種鶏を飼養維
持し、成熟後に精子と卵子を受精させる方法
によって後代を生産してき。本研究の結果は、
PGCs の操作によってニワトリ後代を効率的
に生産し得ることを明らかにした。 
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