
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 

本研究はキンカチョウの多能性細胞培養法の確立を目的とする。キンカチョウの胚はニワトリ
胚に比べて若いステージであることがわかった。また孵卵前のキンカチョウとニワトリの卵で
は細胞の特性と挙動に大きな違いが見られた。一定培養条件下では、キンカチョウの単離細胞
は幹細胞マーカーを発現するが、ニワトリは発現しなかった。今回我々は初めて、鳥類の桑実
胚期後胚の詳細な分子解析と、初期胚培養法および無血清フィーダーセルフリー条件での幹細
胞様細胞培養法について報告した。 

  

研究成果の概要（英文）：  

In this project, we set out to establish pluripotent cell culture in the zebra finch 
species. We found that finch eggs were laid at an earlier stage than chick. There were 
significant differences between the unincubated eggs of these two species in terms of 
cell identity and cell behaviour in vitro. As a consequence dissociated finch cells, but 
not chick cells, produced cells that expressed various stem cell markers under a defined 
culture condition. We reported for the first time, a detailed molecular analysis of 
post-morula avian embryos and a methodology for culturing such early embryos and a 
feeder-free serum-free culture condition that could obtain stem cell-like cells. 
 

交付決定額  

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 0 0 0 

2009年度 0 0 0 

2010年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2011年度 800,000 240,000 1,040,000 

2012年度 600,000 180,000 780,000 

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

研究分野：生物学  

科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 

キーワード： 組換え、胚性幹細胞 

 

１．研究開始当初の背景 
鳥類を用いた研究は、遺伝子座を特定して遺
伝子を導入する技術がないため非常に困難

である。遺伝子導入技術が発展しない理由と
して、主に以下の 2つの問題が考えられる。 
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(1) 多能性細胞を行うためのクローン培養
システムが十分に確立されていない。 
(2) 鳥類ではニワトリが定番の研究モデル
とされてきたが、ニワトリはサイズが大きく、
性的に成熟するまでの期間が長い（ため、効
率的でない。） 
結果的に、鳥類の導入遺伝子を用いて遺伝子
機能の詳細な解析を行うには限界がある。
我々はこれらの問題に対処するため、キンカ
チョウ種の多能性細胞培養を試みることに
した。まずキンカチョウの初期発生について
調べるため、実験用の卵を絶えず供給してく
れる健康なキンカチョウのコロニーを作る
ところから研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究はウイルスを用いない鳥類ト

ランスジェニック作製技術を確立するこ

とを目的としている。 

トリＥＳ細胞の取得および培養方法

は他の複数のグループから既に報告

されているが、この方法では、細胞

の多能性が培養１−２週間後には急

激に低下する。トリＥＳ細胞研究お

よび鳥類トランスジェニック作製技

術を進展させるためにトリＥＳ細胞

の安定維持法を確立し、さらに将来

的な応用を見据えてニワトリとフィン

チを用いて複数種の鳥類からトリＥＳ細

胞を作製する。 

 
 
３．研究の方法 
 
 (1)研究所内でキンカチョウのコロニ   
  ーを樹立 
  
 (2)キンカチョウの初期胚の特徴付けと 
   ＥＳ細胞の多能性の確認 

 

 (3)トリＥＳ細胞の最適な培養方   

  法の確立： 

  複数の哺乳動物ES細胞の培養法   

 （ 2iおよび 3i培養）をトリ ES細胞 

  に応用しること。最近新たに確立 

  された哺乳動物ＥＳ細胞の培養法 

 (3i method)1,2をトリＥＳ細胞に  

  応用した。 

・ 3種類の阻害剤（3iとは、FGFR

阻害剤の SU5402、 ERK阻害剤の

PD184352/PD0325901、GSK3阻害

剤の CHIR99021）により多能性

維持を改善 

・ マトリゲルコーティングによ

り幹細胞増殖を促進 

・ 細胞単離および細胞継代条件

を改善 

  これらの検討からトリ ES細胞 

  の培養に最適な条件を確立し 

  た。 

 

1. The ground state of embryonic stem 
cell self-renewal, Ying et al. Nature 
453, 519-523, 2008 
2. Capture of Authentic Embryonic 
Stem Cells from Rat Blastocysts, 
Buehr et al. Cell 135(7), 1287-1298, 
2008 
 
 
４．研究成果 

我々の実験結果より、後期のニワトリ胞胚に

比べてキンカチョウの初期胞胚は、形態学的

にマウス胚の E4.5 前の着床前期に近いと考

えられる。我々は、キンカチョウが EGK6-8

ステージ（一般的に知られている EGK10ニワ

トリ胚より早い段階）で胚を形成するのを観

察したが、鳥類の胚をこのような自然に誕生

した初期胚の段階で採取するのは初めてで

あったため、これらの胚を特定するところか

ら実験を開始した。 

 

キンカチョウ胚の初期胚盤葉段階の特徴

を明らかにするため、免疫組織化学的染

色を行い、キンカチョウ特有のプローブ

を用いてIn situハイブリダイゼーショ

ン(図１) およびRT-PCR(図２) 解析を進

めてきた。 キンカチョウの初期胞胚は、

多能性関連遺伝子Nanog, Pou5f1, Sox2 

などを発現していたが、マウスの

epi-stem cell (mEpiSc)マーカーである

Fgf5 の発現は見られなかった(図３)。ま



 

 

た、 SSEA-1,EMA-1等の多能性マー

カーやアルカリフォスファターゼ

を用いた解析を行った (図４)。 

 転写因子群 GATA6, GATA4, SOX3もま 

 た初期胚において検出された（図５）。  

 キンカチョウ胚は、一般に実験使用され 

 ている主な鳥類（ニワトリ、ウズラなど） 

 の胚よりもステージが若く遥かに小さい 

 ため、研究には特別な技術が必要であっ 

 た。キンカチョウ胚を数々の分子解析と 

 組織培養に用いるため、胚を効率良く 

 分離する方法を確立した。 

 さらにキンカチョウの初期胚盤葉細胞 

 は、1i / 2i （単独あるいは２つの阻害 

 剤）存在下において無血清培地とフィー 

 ダーセルフリー条件での培養が可能で、 

 NanogとPou5f1の二重染色陽性(図６左)  

 およびアルカリホスファターゼ陽性(図 

 ７左)の細胞塊を形成した。一方、同条 

 件で培養されたニワトリEGK10胚盤葉由 

 来の細胞塊は、アルカリホスファターゼ 

 もESCマーカーも共に陰性を示した（図 

 ６、７右）。キンカチョウとニワトリで 

 このように結果が異なるのは、産卵時の 

 成長度合いが違うためだと考えられる。 

 我々は当初の予定通り、キンカチョウES 

 細胞培養法を確立した。鳥類に哺乳動物 

 ES細胞の培養法（1i, 2i培養）が適用でき 

 ることを、キンカチョウを用いて証明し 

 たのである。これは 哺乳類以外の動物を 

 用いて胚性幹細胞の研究を行う重要な手 

 がかりとなる。 
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（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 3） 
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