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研究成果の概要（和文）：多能性を保持する胚性幹細胞及び体性幹細胞の樹立を試みた。さらに、

これらの幹細胞の分化制御による家禽育種への活用を試みた。放卵直後のニワトリ胚盤葉より

多能性を保持する幹細胞を採取した。この幹細胞をドナーとし、レシピエントに移植し、生殖

細胞系列キメラを効率的に作出した。体性幹細胞は、初生雛の骨髄細胞から採取した。この細

胞をドナーとしレシピエント胚に移植したところ、キメラの血管系や心臓部に集積し、血管内

皮細胞として再生した。また脂肪由来幹細胞の培養によって骨細胞への分化制御が可能となっ

た。これらの結果から鶏幹細胞の分化制御により各種の臓器や器官を再生する新規の実験系を

確立した。これらの成果は家禽育種へ活用し得るものと期待された。 

 
研究成果の概要（英文）：Stem cells which retained pluripotency was isolated from the chick 
embryos or somatic cells. The obtained stem cells were used as donor cell for making 
germline and somatic chicmeras. The embryonic stem cells were derived from area 
pellucida of stage X blastoderm. The somatic stem cells were obtained from bone marrow 
cells or adipocytes. The germline chimeras were effectively generated by the embryonic 
stem cells. The bone marrow cells or adipocyte could be regenerated into vein, muscle or 
bone cells. Due to these results, the stem cells could be useful tools for future poultry 
breeding.  
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１．研究開始当初の背景 
近年、多能性を保持する幹細胞の分化制御と
臓器再生の研究は、広範な学問分野に多大な
影響を及ぼしている。例えば、哺乳類（主に

ヒトやマウス）の胚性幹細胞や骨髄細胞を培
養して、組織、器官、臓器を再生する研究が
世界中で競合的に展開されている。哺乳類に
おいて、一般に胚盤胞の内部細胞塊に由来す
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る細胞を培養し多能性細胞株が樹立されて
きた。さらに胚性幹細胞の樹立は内部細胞塊
からの誘導のみならず、栄養膜細胞からの誘
導も可能になりつつある。 
家禽においても、胚性幹細胞や体性幹細胞の
樹立に関する研究が世界の先導的研究機関
において活発に展開されている。しかし今日
に至も、家禽においては、当該研究は哺乳類
と比べ知見及び技術の集積が極めて乏しい。
そこで家禽胚性・体性幹細胞を単離し、これ
らの細胞の分化制御によって、組織、器官、
臓器、の再生を試みた。さらに、これらの成
果に基づく家禽育種への活用を展望した。 
 
２．研究の目的 
多能性を保持する幹細胞の分化制御によっ
て、組織、器官、臓器を再生する研究は、生
命科学において達成すべき最も重要な研究
課題の一つであろうと思われる。とりわけ、
哺乳類（主にヒトやマウス）の幹細胞（胚性
幹細胞や体性幹細胞）を合目的的に分化制御
し、各種の組織、器官、臓器を再生する研究
が世界中で展開されている。 
しかし現在に至も、家禽においては、幹細胞
の分化制御による器官、臓器の再生はほとん
ど成し遂げられていない。本課題においては、
家禽（主にニワトリ）の胚性幹細胞及び体性
幹細胞の厳密な単離を試みた。胚性幹細胞は
放卵直後の胚盤葉細胞を基幹細胞として利
用したとした。また、体性幹細胞の樹立に関
しては、骨髄幹細胞、及び脂肪幹細胞を基幹
細胞とした。 
これらの幹細胞の発生・分化における遺伝子
制御機構の解明も試みた。様々な組織、器官、
臓器におけて分化した細胞においても、細胞
相互のゲノム配列は基本的に同一である。し
かしこれらの形態や機能は明瞭に異なる。よ
って発生分化における遺伝子制御機構の解
析も試みた。 
これら一連の研究によって得られる、分子、
細胞、個体、レベルでの新たな知見や新技術
を統合的に活用し、効率的な家禽臓器・個体
再生を試みる。更に、得られた知見を元に家
禽育種への統合的な活用を試みる。 
 
３．研究の方法 
FACS 解析や SP 細胞分取法を活用し、家禽胚
性幹細胞及び体性幹細胞の同定・分取を試み
た。また、これらの幹細胞の分化制御による
臓器・個体再生を家禽（主にニワトリ）にお
いて試みた。 
放卵直後の発生過程 Xの胚盤葉における明域
中央部よりターゲットとなる細胞を採取し
た。得られた細胞塊を単一解離細胞へと解離
した。これらの細胞培養においては、各種の
サイトカインを培養液に添加し、それらの効
果を解析した。さらにこれらの培養細胞（胚

性幹細胞）をドナーとして活用した。レシピ
エント胚盤葉下腔に幹細胞（ドナー細胞）を
移植した。こうして作出したキメラにおいて、
細胞の挙動、発生、分化、の機構を細胞分子
生物学的に解析した。また生殖細胞きめらが
性成熟に達した後に、これらのキメラにおけ
るドナー細胞のキメラ生殖腺内における機
能的な配偶子への発生及を解析した。さらに、
家禽始原生殖細胞の簡易で効率的な採取法
の開発を試みた。ニワトリ初期胚において、
循環血液を採取し、ACK 処理して血球を破壊
した。これらを用いた生殖系列キメラ作出の
可否を検討した。 
家禽における体性幹細胞を分取するため、初
生雛から骨髄細胞を分離し、Lympholyte-M
を加え、多能性細胞を分離した。さらに脂肪
幹細胞の単離を試みた。これらの体性幹細胞
を培養し、ドナーとしレシピエントに移植し、
組織、臓器の再生を試みた。 
さらに幹細胞における遺伝子発現制御機構
の解析を試みた。胚性及び体性幹細胞よりゲ
ノム DNA を抽出し、DNA メチル化感受性酵素
で消化した。消化サンプルを電気泳動しエピ
ジェネティックな遺伝子発現解析を試みた。 
 
４．研究成果 
胚性幹細胞の単離においては、ニワトリ発生
過程 X（胚盤葉）の中央部に存在する明域よ
り細胞塊を採取した。得られた細胞塊をピペ
ッティングによって完全に解離した。この解
離細胞は試験官内で培養したところ、明瞭な
細胞塊の形成が確認された。これらの細胞塊
は多能性マーカーを用いた免疫組織化学的
染色によって強く染色された。また、Spo11、
Stra 等の強い遺伝子発現が確認された。培養
細胞をドナーとし、レシピエントに移植しキ
メラを作出した。作出されたキメラにおいて
は、移植細胞（ドナー細胞）は初期胚の血管
系に侵入し、各種体細胞系列の組織、器官、
臓器へと発生分化し得ることが確認された。
さらにこれらの細胞は、生殖腺内においても
発生分化し得ることが確認された。このこと
から、ニワトリ胚性幹細胞は、キメラにおい
て、配偶子や各種の体細胞系譜へと効率的に
再生し得ることが確認された。これらの生殖
細胞キメラ技術を用いて、希少鳥類の再生を
試みた。作出した雌雄の生殖細胞キメラ同士
の交配によって、産卵系（白色レグホン）を
解した希少鳥類の再生にも成功した。 
体性幹細胞の研究においては、循環血を ACK
で処理して血球を破壊した。これら ACK 処理
によって得られた細胞は始原生殖細胞であ
る可能性が示唆された。これらの始原生殖細
胞様細胞を継続培養し、純度の高い始原生殖
細胞の単離を成し遂げた。これらの細胞から
を用いて遺伝子発現解析を行ったところ、生
殖細胞分化制御遺伝子の強い発現が認めら



れた。さらに、生殖細胞制御遺伝子（Cvh） 
を用いた免疫組織化学的解析の結果から、強
い発現が検出された。前述の結果から、新ら
たな生殖幹細胞の採取い方法を開発した。 
体性幹細胞の研究においては骨髄細胞及び
脂肪幹細胞を基幹細胞とした。骨髄細胞を
FACSまたは Side Population法によって分取
したところ、多能性を保持する細胞が得られ
た。これらの細胞をドナーとして体細胞系列
キメラを作出した。体細胞キメラの作出にお
いて、放射線照射を施したところ、レシピエ
ント臓器の萎縮を誘発し得ることが明らか
になった。そこで事前に調整したドナー脂肪
幹細胞を PKH26 で標識し、UV 照射したレシピ
エント胚に移植した所、移植した脂肪幹細胞
はレシピエント胚に定着し、キメラ体内で骨
芽細胞として再生した。これによりドナー脂
肪幹細胞が骨細胞系を再生し得ることが明
らかとなった。またドナー骨髄細胞移植によ
って再生した血管細胞を用いて半定量的
RT-PCR を行ったところ、血管内皮細胞制御遺
伝子の強い発現が確認された。よって採取し
た骨髄ドナー細胞は活発に血管再生を行っ
ていることが明らかとなった。 
上記一連の研究結果から、家禽における初期
胚由来幹細胞（胚性幹細胞）、及び体性幹細
胞（骨髄細胞及び脂肪幹細胞）の多分化能・
再生能が明らかとなった。更にこれらの幹細
胞の移植によって、効率的に生殖細胞系・各
種体細胞系キメラを作出し得ることが明ら
かとなった。本研究成果により、各種の臓
器・器官再生の新規実験系確立を開拓した。 
本研究課題を通じた一連の研究成果は国内
外で極めて高く評価された。我々の研究遂行
能力は当該研究者に極めて高く評価され、信
州大学農学部に幹細胞工学の世界的研究者
が集結し、国際動物バイオテクノロジー会議
を成功裡に開催することができた（2012 年 1
月、於信州大学農学部） 
胚性・体幹細胞分化制御とそれに基づく臓
器・個体再生の推進によって、将来的には家
禽育種へ活用し得るものと展望された。 
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