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研究成果の概要（和文）：　動物が多くの子孫を残すために獲得した種卵の保存機構（貯卵）は、よく分かっていない
生命現象でその詳細な分子メカニズムは不明である。本研究では、ニワトリ種卵の貯卵機構に着目しステージ35までの
ニワトリ種卵における胚発生の停止と再開は、種卵を低温保存することにより人工的にコントロール可能で有ることを
示した。さらに、網羅的な遺伝子発現解析によりニワトリ種卵の胚発生の停止と再開時に関与すると推察される148個
の遺伝子の抽出を行った。このうち細胞周期に関与する遺伝子について検討し、1遺伝子が種卵の胚発生の停止と再開
に関与している可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： The molecular mechanism of storage of avian hatching eggs is unclear. This study 
was focused on storage of chicken hatching eggs on developmental stage. Exposing chicken hatching eggs at 
all each stage of 35 to 15 degree, leading to a delay in hatching as compared to controls at 37.5 degree. 
This observation suggested that chicken hatching eggs could arrest embryonic development until stage of 
35. Whole-transcriptome analysis of the embryonic heart incubated at 15 or 37.5 degrees showed that 
expression of 148 genes varied between arrest and resumption of embryonic development. Furthermore, in 
vitro and in vivo using quantitative PCR analysis of gene expression was associated with the cell cycle 
activation out of 148 genes indicated that one gene may be relevant to the mechanism of storage of avian 
hatching eggs.

研究分野：時間生物学
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）

１．研究開始当初の背景
我々は、日々ニワトリの卵を食している。

卵が市場から消えることなく食することの
出来る背景には、人類が長い時間を費やして
品種改良した家禽の歴史がある。ニワトリな
どの家禽は、繁殖期に関係なく毎日卵を産む
品種の改良が行われてきた。その結果、多く
のニワトリの品種で子孫を残すための就巣
性を欠いている。そのため、人工的な孵化と
育雛が必要である。孵卵場では、雛の生産効
率から種卵（受精卵）を集めて冷蔵貯蔵（貯
卵）し、数が揃ったところで孵化させている。
一方、ニワトリの原種であるヤケイ（Gallus）
においてもその繁殖期には、数が揃うまで 1
日 1個の卵を産み続け貯卵し抱卵する。この
様にニワトリの種卵は、長期間の胚の発生を
止めることが可能である。動物が多くの子孫
を残すために取ってきた貯卵時おける種卵
の長期保存機構は、よく分かっていないとて
も興味深い生命現象である。

２．研究の目的
多くの卵を産み就巣する鳥類は、抱卵時の

危険性やエネルギー供給から同時期に孵化
させている。これは種卵が長期間保存できる
事を意味する。そのために種卵は、適切な管
理により胚の発生を停止､再開できる高度に
分化した機構を備えている。この胚の発生停
止と再開機構は、細胞周期や細胞分化の停止
が考えられるが詳細な分子メカニズムは不
明である。ニワトリの発生過程は哺乳類に類
似し分子レベルでは本質的に脊椎動物と同
じ基本過程が生じている事から、鳥類の生殖
細胞のもつ発育停止と再開に関与する分子
の発見は、発生生物学のみならず組織あるい
は臓器保存技術における組織工学の分野に
も大きな波及効果が期待できる。そこで、ニ
ワトリ種卵の発生停止と再開機構をホール
トランスクリプトームおよびプロテオーム
解析を用いて明らかにすることを目的とし
た。

３．研究の方法
（１）人工的にコントロール可能なニワトリ
種卵の発生停止と再開ステージの同定
①15℃、湿度 75％(低温刺激)で 4 日間保存し
た産卵鶏(ジュリアライト)の種卵を 37.5 度、
湿度 75％(孵卵温度)に移行した 4日目から 9
日目(ステージ 35)までの各孵卵日齢に低温
刺激を 24 時間与えた後、再び孵卵温度に移
行し、孵化率からニワトリ種卵における胚の
発生停止と再開がどのステージまで人為的
にコントロールできるのか検討を行った。 
 
（２）ニワトリ種卵における発生停止と再開
に関わる遺伝子の抽出 
①種卵を 4 日間 15℃、湿度 75%で貯卵後、
37.5℃、湿度 75%で 8日間の孵卵を行った後、
低温刺激を 24時間与えた（Time-0h）。再び 3

時間(Time-3h)、6 時間(Time-6)の孵卵温度刺
激を与えた。その後、さらに低温刺激を 24
時間(Time-30h)与えた。この低温および孵卵
刺激に移行した際の Time-0h、Time-3h、
Time-6hおよび Time-30hの 4ポイントの種卵
の心臓から total RNAを抽出し、イルミナ社
TruSeq RNA Sample Prep Kitの標準プロトコ
ルに従いシークエンス用ライブラリーを作
製し Illumina HiSeqを使用してシーケンシン
グを行った。 
②Tophatとリファレンス配列（ニワトリ全ゲ
ノム配列、Ensemble Galgal 4 release 75）およ
び ア ノ テ ー シ ョ ン フ ァ イ ル
（Gallus_gallus.galgal4.75.gtf）を用いてマッピ
ングを行った。マッピング結果を元に検体間
比較用プログラム Cuffdiff を用いて遺伝子発
現量の数値化（FPKM値）および検体間比較
を行った。各検体間において FRKM値に有意
差（P<0.05）を示した遺伝子を孵卵温度の変
化によって発現変動する遺伝子、つまり発生
停止と再開に関与する可能性のある遺伝子
として抽出を行った。 
③②により抽出された遺伝子において、
MetaCore (THOMSON REUTERS社)データー
ベースを用いてオントロジー解析を行った。 
 
（３）ニワトリ肝臓初代培養細胞における細
胞周期の観察 
（２）-①と同様に 8日間孵卵させた種卵の肝
臓を採取しコラゲナーゼを用いて細胞を分
散させた。細胞は、10%FBS を含む M199 培
地、37℃5%CO2で 3日間培養を行った後、15℃
の低温刺激を 24時間与えた（Time-0h）。再度
37℃で 6時間培養を行った(Time-6h)。この際
のTime-0hおよびTime-6hの細胞とCell-Clock 
Cell Cycle Assay (biocolor)を用いて低温刺激
が細胞周期に与える影響について検討を行
った。 
 
（４）孵卵中の温度変化により発現変動する
遺伝子の抽出 
①（２）-①と同様に 8日間孵卵させた種卵に
低温刺激と孵卵刺激を与えた際の Time-0h、
Time-3h、Time-6h および Time-30h の 4 ポイ
ントの種卵の胚心臓と肝臓から total RNAを
抽出し、Real-time PCRを用いて孵卵中の温度
変化により心臓と肝臓で同様の発現変動を
示す遺伝子の抽出を行った。 
②（３）と同様に種卵の胚肝臓の初代培養を
行い細胞に 24 時間の低温刺激を与えた後
37℃5%CO2に移行した際の Time-0h、Time-3h、
Time-6hおよび Time-30hの 4ポイントの細胞
から total RNAを抽出し、in vitroにおいても
in vivoと同様に孵卵温度の変化による発現様
式を示す遺伝子の抽出を行った。 
 
（５）ニワトリ種卵における発生停止と再開
における修飾タンパク質の解析



①２）-①と同様に 8 日間孵卵させた種卵に
低温刺激と孵卵刺激を与えた際の Time-0h、
Time-0.5h、Time-1h、Time-2h、Time-3h、
Time-6、Time-30h の 7 ポイントの種卵から心
臓を採取し、タンパク質の抽出を行い
SDS-PAGE および二次元電気泳動法によりタ
ン パ ク 質 を 分 離 後 、 ProQ Diamond
Phosphoprotein Gel Stain (Molecular
Probes)を用いてリン酸化タンパク質につい
て検討を行った。

４．研究成果
（１）人工的にコントロール可能な種卵の発
生停止と再開ステージの同定
各孵卵ステージに低温刺激を与えた際の

孵化率を検討した結果、検討した全てのステ
ージ 35（E10）まで発生停止と再開の人工的
コントロールが可能で有った。さらに、24 時
間の低温刺激により孵化日の延長がみられ
た。このことから、低温刺激により一時的に
発生を停止できていると考えられた（表 1）。

（２）ホールトランスクリプトームによる発
生停止と再開に関わる遺伝子の抽出
（１）の結果より孵卵 8 日目の種卵に 24

時間の低温刺激を与えた後、再び孵卵刺激と
低温刺激を与えた際に心臓で発現変動する
遺伝子についてホールトランスクリプトー
ム解析を行った結果、発現様式から 6つのグ
ループに分類できる 148 個の遺伝子が孵卵温
度変化により発現変動していることが明ら
かになった(図 1)。さらにこれらの遺伝子に
ついて、オントロジー解析を行い機能ごとに
分類した結果、細胞周期に関わる遺伝子 13
個、細胞分化に関わる遺伝子 50 個、組織発
達に関わる遺伝子 53 個、器官発達に関わる
遺伝子 72 個、発生過程に関わる遺伝子 101
個に分類できた。

（３）ニワトリ肝臓初代培養細胞における細
胞周期の観察
ニワトリ種卵における発生停止と再開に

関わる遺伝子には、細胞周期に関わる遺伝子
が含まれていたこと（４－（２））、発生は、
細胞周期が正常に回ることよって細胞分裂
と DNA の複製を繰り返し進行することから、

孵卵を 8日間行った種卵の肝臓を初代培養し
24時間の低温刺激と6時間の孵卵刺激を与え
た際の細胞周期を調べたところ、細胞に低温
刺激を与えることにより G0期/G1 期の細胞が
増加し、これに孵卵刺激を 6時間与えること
で細胞周期がS期およびG2後期/M期に移行し
た細胞が増加した（表２）。これらの事から、
低温刺激は、細胞の増殖を停止させ、それに
対して孵卵刺激は、細胞の増殖を再開させて
いると考えられた。

（４）孵卵温度の変化により発現変動する遺
伝子の抽出
４－（２）の結果より、低温刺激により発

現が増加する 22 遺伝子および細胞周期に関
する遺伝子 13 個について心臓特異的な遺伝
子を除外するために肝臓においても孵卵温
度により心臓と同様の発現様式を示す遺伝
子を抽出したところ、細胞周期に関わる 2遺
伝子を抽出することができた（図 2、3）。そ
こで、さらにこれらの遺伝子についてニワト
リ胚肝臓由来の初代培養細胞に低温刺激と
孵卵刺激を与えた際の遺伝子発現様式を検



討したところ、1遺伝子の HSP90AA1が in vivo
と同様の発現を示した（図４）。すなわち、
この遺伝子は温度変化によって発現変動し、
かつ器官間の相互作用を受けない遺伝子で
あると考えられる。一方で HSP90AA1 阻害剤
は、ガン細胞の細胞増殖抑制性の働きを示す
ことから、HSP90AA1 は細胞増殖に関与してい
ると考えられる。これらのことより、
HSP90AA1 は、ニワトリ種卵における発生停止
と再開に関わる分子に含まれると推察され
た。今後、この遺伝子の機能解析を行う必要
がある。

（５）ニワトリ種卵における発生停止と再開
に関わる修飾タンパク質
ニワトリ種卵の発生停止と再開には、温度

変化が鍵となっていること、細胞周期の制御
の中心となっているのは、Cyclin-depend
kinase によるタンパク質リン酸化酵素によ
る活性制御が関与している事から、種卵に低
温刺激と孵卵刺激を与えた際のリン酸化タ
ンパク質について SDS-PAGE および二次元電
気泳動法を用いて検討したところ、経時的に

リン酸化されるタンパク質が存在していた。
これらのことから、ニワトリ種卵の発生停止
と再開機構には、細胞周期に関わる遺伝子の
発現調節と孵卵期間初期の修飾タンパク質
が関与している可能性が示唆されたが、タン
パク質の同定には至らなかった。今後、さら
にタンパク質の同定を行う必要がある。
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