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ニワトリにおける始原生殖細胞を用いた体細胞核移植の試み

峰松健夫''2
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鳥類の卵細胞は，哺乳類とは大きく異なった形態的・生理学的特徴を持っていることから．ニワトリの繁殖工学の分野

は，生殖幹細胞である始原生殖細胞(PGC)を中心とした独自の発展を遂げてきた。

ニワトリの胚発生において，胚体外で発生したPGCは血流を循環した後に生殖腺原基へと移住する。この性質を利用

し，2日胚の血流中にPGCを移植することで生殖系列キメラ動物を作製することができる。この技術は，家禽繁殖工学の

基盤技術として遺伝資源の保存や遺伝子改変動物の作製に応用されている。

一方，マウスを中心とした哺乳類では，近年,胚性幹(ES)細胞や人工多能性幹(iPS)細胞の樹立,遺伝子ターケッティ

ング法の開発体細胞クローン動物の作製なと重要な発見が相次いでいる。今後の家禽繁殖工学の発展には，これらの新

しい技術を取り入れ，これまでの研究成果と統合していく必要があるものと思われる。

本槁では，体細胞核移植技術を家禽繁殖工学へ導入することを目的とした,PGCを核レシピエントとした体細胞核移植

の取り組みを紹介する。
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はじめに

卵生動物であるニワトリの卵細胞は，哺乳類であるマウスやウ

シ，ブタなと､とは大きく異なった形態的・生理学的特徴を持って

いる。

まず，ニワトリは季節に関らず1年を通じて産卵することがで

き，卵用鶏では年間200個以上もの卵を生産することができる。

受精卵は，放卵されたとき既に約60,000細胞からなる胚盤葉を形

成しているが,10～25℃で数日間発生を停止させたまま保存する

ことができる。また，母体外で孵卵することで胚発生が進行する

ため，胚盤葉期以降のいかなる発生段階の胚を得ることも可能で

ある。更に，受精直後以降の胚の体外培養法も開発されており

(NaitoandPerry,1989;Naito"al.,1990,1995,2005),顕微鏡

下における胚発生過程の観察や，顕微操作を容易に行うことがで

きる。これらの特徴から，ニワトリは発生学や繁殖学における優

れた実験動物として重用されてきた。

一方，卵細胞|ﾉ1に大量に蓄積された卵黄は，卵細胞や胚の凍結

保存を困難にしており，家禽繁殖工学の発展の妨げとなってい

る。しかし,Yasuda""､(1992)により，生殖幹細胞である始

原生殖細胞(PrimordialGermCell,以下PGC)を用いた生殖系
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列キメラの作製が報告されて以降この技術を基礎として，家禽

独自の繁殖工学的戦略が考案され，数多くの研究成果が発表され

てきた(Tajima,2002;NaitoandKuwana,2004)。

本槁では,PGCを用いた生殖系列キメラニワトリについて概

説し,PGCを用いた体細胞核移植動物作製に向けた試みを紹介

する。

1．始原生殖細胞

始原生殖細胞(PGC)とは，精粗細胞および卵祖細胞への分化

能を有する生殖幹細胞である。

ニワトリPGCは，胚発生初期に明域中央部の胚盤葉上層から

分化し(Eyal-Giladiaaj.,1976,1981;GinsburgandEyal-

Giladi,1987;Ginsburg,1997;Kagamiaα/.,1997;Naito"(zj.,

2001),発生ステージ4(HamburgarandHamilton,1951)にお

いては生殖三日月環で観察される(ClawsonandDomm1969;

Swift,1914;EnglandandMatsumura,1993)｡発生が進み血管

系が形成されると,PGCは血管内に取り込まれ血流に乗って循

環し，その後アメーバ運動によって血管から抜け出し生殖腺原基

へ移住する(Meyer,1964;Kuwana,1993;Kuwanaand

Rogulska,1999)。その後,PGCは精祖細胞または卵祖細胞へと

分化していく。

11.始原生殖細胞を用いた生殖系列キメラ

Yasudaer(zZ.(1992)は，胚体外で発生したPGCが生殖腺原基

へ移住する過程で血流中を循環する性質を利用して，生殖系列キ

メラ動物の作出が可能であることを初めて示した。彼らは，ニワ

トリ2日胚の血液から濃度勾配遠心分離法を用いて分離した
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PGCをニホンウズラの2日胚の血流中に注入すると,24時間後

以内にニワトリPGCがウズラ胚の生殖腺原基へ移住することを

報告した。その後，同様の手法を用いて，異なる品種間でPGCの

移植を行った生殖系列キメラニワトリが，移植PGC由来の産子

を生産することが証明された(Tajima"".,1993;Naito"".，

1994b,1998b)。更に,2日胚の血流中を循環しているPGCだけで

はなく，生殖腺へ移住後の生殖細胞も，孵卵2日目のレシピエン

ト胚の血管内へ移植された後生殖腺原基へ移住し，生殖系列キメ

ラ動物の作製が可能であることが示された(Tajima"α/.,1998,

2004;Minematsumα/・,2004b;Naitoaal.,2007a;Kohara"

(zj.,2008)。こうした成果によって，家禽独自の遺伝資源の保存

や，繁殖工学の方法論が議論されるようになった（図l)。

ウシやブタ，マウスなど多くの動物種では，精子や卵子，受精

卵の凍結保存が可能であり，遺伝資源保存法として確立してい

る。一方，ニワトリでは，精子の凍結保存は可能であるものの

(Wishart,2007),卵子や受精卵には大量の卵黄が含まれている

ことなどから，長期間の保存は実現していない。生殖系列キメラ

の作出は,PGCの凍結保存による新たな遺伝資源保存法を可能

にした(Naitoααﾉ.,1994a;Tajima"".,1998,2003,2004;

Kohara"(z/.,2008)｡
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PGCを用いた生殖系列キメラの作製

始原生殖細胞(PGC)は，孵卵2日目の胚の血流中

を循環して生殖腺原墓へ移住する。そこで，目的と

する品種・個体のPGCを汎用品種の2日胚血管内

に移植すると，移植されたPGC由来の生殖細胞と

自らの生殖細胞を併せ持つ生殖系列キメラニワトリ

が作製される。従って,PGCをターゲットとした遺

伝子改変や遺伝資源の保存が可能である。
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また，生殖系列キメラは遺伝子改変動物の作製に有効である。

これまで数多くの試みがなされ(Watanabe""/_｡1994;Hong"

".,1998;Naito2Z".,1998a,1999,2007b),2006年には，ついに

PGCを用いたトランスジェニック・ニワトリの作製に成功した

ことが報告された(vandeLavoir"".,2006)。今後，ノックア

ウトやノックインニワトリの作製技術の開発や，遺伝子改変ニワ

トリの実用的応用への取り組みが活発化することを期待したい。

一方，生殖系列キメラは，生殖細胞の移住や分化を研究する｜是

で，重要な実験材料となり得る。特に興味深いのは,PGCを採取

するドナー動物と，移植されるレシピエント胚の性が一致しない

場合でも，生殖系列キメラ動物が作製され，移植されたPGC山

来の産子が生産されることである(Tagami"".,1997,2007;

Naito"",,1999)。このことは,PGCが精祖細胞および卵祖細胞

のいずれにも分化できる多分化能を保有していることを示してお

り，生殖細胞の分化を理解するうえで重要な知見である。更に，

雌雄産み分け技術に繋がる可能性を秘めている。

このように家禽繁殖工学の分野では,PGCを利用した独自の

発展を遂げてきた。一方で，マウスなど哺乳類では，体細胞核移

植によるクローン動物の作製をはじめとした新たな技術が開発さ

れており，これらの技術を家禽へ応用する試みも始まっている。

IⅡ．体細胞核移植PGCを用いた

生殖系列キメラ胚の作製

近年，体細胞核移植によるクローン動物作製が相次いで報告さ

れた。WilmuteZ".,(1997)は，乳腺上皮細胞を用いて体細胞核

移植ヒツジの作製に成功した。以降，ウシ(Kato"".,1998),マ

ウス(Wakayama"(zI.,1998),ヤギ(Baguishi"".,1999),ブ

タ(Polejaeva"".,2000),ネコ(ShineZ".,2002),ラ(Woods

師奴.,2003)，ウマ(Galli"".,2003),イヌ(Leeel",,2005)

などにおいて体細胞クローンの報告がなされた。これらの研究成

果は，一度分化した体細胞核も分化全能性を獲得させることがで

きるという新たな知見と，発生・分化に関る分子メカニズムを解

明するための新たな方法論を提示した。また，体細胞クローン技

術は，優良家畜の増産や，遺伝資源の保存，遺伝子改変動物の効

率的な生産，家畜生産物への付加価値の付与など，学術的にも産

業的にも極めて価値の大きい技術であると考えられる。

そこで私たちは，体細胞核移植技術と．PGCを用いた生殖系列

キメラ作製技術とを融合し，体細胞核移植ニワトリを作製する試

みに着手した。図2に示したように,PGCを体細胞核のレシピエ

ントとして用いることで，生殖系列キメラ動物を介して体細胞核

由来の産子が得られるものと考えられる。ただし,PGCを核レシ

ピエントとした場合，減数分裂時の相同染色体の交叉，および受

精という過程を経るため，産子は体細胞ドナーのクローン動物と

はならない。

PGCの機能的除核

体細胞核移植PGCの作製の第一歩として取り組まなければな

らないのは,PGCの除核である。

細胞の除核法として一般的に用いられているのは，マイクロマ

ニピュレーターを用いて核を吸引除去する方法(McGrathand

Solter,1983)｣P,サイトカラシンなどの薬品を用いて細胞骨格を
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峰松：体細胞核移植ニワトリ作製の試み
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目的とす~る体細胞の核を除核した始原生殖細胞

(PGC)に移植した体細胞核移植PGCを用いて，生

殖系列キメラニワトリの作製に取り組んでいる。こ

のような試みは，希少動物の効果的な増産や保存，

遺伝子改変動物の効率的生産を可能にするものと期

待される。

図2
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一時的に崩壊させた後，超高速遠心分離によって核のみを細胞外

へ分離する方法(PrescottandKirkpatrick,1973)など，物理的

に核を取り除く方法である。当初．私たちもこれらの方法を試み

たが，ニワトリPGCは細胞の大部分を核が占めていることから，

十分な大きさの細胞質体を作製することができなかった。そこ

で，私たちは短波長紫外線の照射により核酸にダメージを与え，

機能的に核を不活化することを試みた(Minematsu"""2004a)。

紫外線を照射された細胞のDNAでは．隣り合ったピリミジン塩

基が結合しCycIobutanePyrimidineDimers(CPDs)｣P,

Prymidine-(6-4)-PyrimidonePhotoproducts(6-4PPs)を形成す

る(SetlowandCarrier,1966;Mori""..1991;Monegral.,

2001)｡CPDsや6-4PPsがDNA上に存在する細胞では,DNA

の複製(RuppandHoward-Flanders,1968;Radman,1971)JP

転写(Herrllchet""1994;vanHoffeneml.,1999;Moneeml.,

2001)が抑制される。

紫外線照射により機能的に除核した卵子を用いた核移植は，両

生類において古くから試みられている(GurdOn"".,1975)。ま

た，マウス(Tsunoda"".,1988)､,ウサギ(Yang"".,

1990),ウシ(Bradshaw"""1995),ブタ(Leal"".,1999)

などの哺乳類での有効性も検討されている。

PGCにおける紫外線照射の影響

(A)コメットアッセイ法によるDNA損傷の定量解析。

DNAの損傷l:対照区および紫外線照射区において泳動

象の長さを測定し，その差をDNAの損傷とみなした。

0.9±O1"W/cmの紫外線を照射した時,60秒までは照

射時間に比|llして損傷が増加する。値は平均値±標準誤

差を示し,Duncanの多重検定法を用いて解析した。

A-D:異なる文字間で有意差あり(p<0.05)｡

(B)PI･FDA二重染色による紫外線照射PGCの生存

率。値は平均値±標準誤差を表す。生存率の平方根を逆

正弦変換した後に対応のあるT検定で比較したところ，

対象区（□）および照射区（■）に有意差は認められな

かった。

(C)紫外線照射PGCの生殖腺への移住能。紫外線照射

PGCを蛍光色素PKH-26で染色した後,20個のPGCを

2日胚血流巾に注入し，5日後に生殖腺に移住したPKH

陽性細胞数を計測した。紫外線を30～60秒間照射された

場合，生殖腺に存在するPKH陽性PGC数は半減してお

り,PGCの増殖能が抑制されているのではないかと考え

られる。値は平均値±標準誤差を示し,Duncanの多重

検定法を用いて解析した。A-C:異なる文字間で有意差

あり(P<0.05)n

図3
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図4 体細胞核移植PGCの作製

紫外線照射PGCを核レシピエント，胚性血球細胞を核ドナーとして，電気融合法により体細胞核
移植PGCを作製した。電気剛1合法では，融合に先んじて微弱な交流電流により細胞を整列させ，
多数の細胞が一つに融合するのを防ぐことができる(A)｡その後，直流パルスにより，接する細
胞間で膜融合が起きる。胚性血球細胞と融合したPGCは,PGC由来の巨大な核と，胚性血球細
胞由来の小さな核を併せ持っている(B:明視野,C:ヘキスト染色)。あらかじめ，胚性血球細胞
を蛍光色素PKH-26で標識して用いた場合，融合後に色素がPGCの細胞膜にも拡散し，両者の細
胞膜が確かに融合していることが確認できる(D)。

私たちは，紫外線照射PGCのDNA損傷をコメットアッセイ

法を用いて，細胞膜および細胞質の損傷をPI・FDA二重染色に

て解析したところ，0.9±0.1/zW/cmの紫外線を30～60秒間照射

されたPGCは，核にのみ損傷を受けていることが明らかとなっ

た（図3-A,B)。また，これらの紫外線照射PGCを蛍光色素

PKH-26で標識した後,2日胚の血流中に移植し,5日後に生殖腺

に存在するPKH陽性PGCを観察したところ，紫外線照射PGC

は生殖腺への移住能は保持しており，また増殖能が抑制されてい

ることが示唆された（図3-C)。これらの結果から，紫外線の照射

は,PGCの機能的除核法として有効であろうと考え，体細胞核移

植における核レシピエントとしての利用を試みた。

体細胞核移植PGCを用いた生殖系列キメラの作製

紫外線照射PGCを核レシピエント，胚M血球細ll包を体細l1世核

ドナーとした場合，電気融合法により約15％の効率で核移植

PGCを作製することができる(Minematsu"".,2004c;図4)。

これらの核移植PGCを標識して,2日胚の血流中に移植してみ

ると，5日後の生殖腺にはわずかではあるものの標識細胞が検出

された。また標識細胞を含む生殖腺からDNAをｲlll出し解析する

と，核ドナーにのみ存在する配列も検出できることから，胚性血

球細胞が紫外線照射PGCとの細胞融合によって，生殖腺への移

住能を獲得したことが示された（未発表データ)。これらの結果

は，体細胞核移植PGCを用いた生殖系列キメラ動物の作製が可

能であることを強く示唆している。現在のところ，核移植PGC

の作製効率や生殖腺への移住効率が低いため，生殖腺で観察され

る核移植PGCの十分な解析には至っておらず，改善が必要であ

る。
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最近では，ニワトリ繊維芽細胞から作製した核体とPGCとの

融合（Koharagmj”2008）や，ニワトリとウズラ間での体細ll包核

移植PGCの作製(Ishiguroαα/"2008)など，家禽遺伝資源保存

や遺伝子組換えニワトリの作製などへの応用を念頭にした試みに

も取り組まれている。

今後は，核移植PGCが生殖腺に移住した後の動態（増殖や周

囲の細胞との相互作用など）や体細胞核のりプログラミング，正

常な精子あるいは卵子への分化能などについても研究が必要であ

り，最終的には核移植PGC由来の産子の生産を試みる予定であ

る。

これまで体細胞核移植は，一部の家畜や実験動物，ペットなど

でしか試みられていないが,PGCを用いた体細胞核移植動物の

作製法の確立は，野生動物や鳥類，爬虫類など，多くの動物種に

おける繁殖工学の新たな基盤技術となりえるものと思われる。ま

た，生殖細胞の発生や分化に関する基礎研究においても重要な実

験モデルとして注目される。

おわりに

本稿でも述べたように，これまで家禽繁殖工学分野ではPGC

を中心とした独自の発展を遂げてきた。このことは，生殖細胞の

発生や分化に関るメカニズムの理解に大きく貢献した他，新たな

遺伝資源保存法や遺伝子改変動物の作製法などを提案し，家禽以

外の動物種の研究にも影響を与えてきた。

一方で，マウスやラットなと､の実験動物を用いたIJ|究では，胚

性幹(ES)細胞や人工多能性幹(iPS)細胞の樹立，遺伝子ター

ゲッティング法の開発，体細胞クローン動物の作製など重要な発
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見が相次いでいる。今後の家禽繁殖工学の発展には，これらの新

しい技術を取り入れ，これまでの研究成果と統合していく必要が

あるものと思われる。今回の「PGCを用いた体細胞核移植」も，

そうした流れの中での試みである。昨年末には，ついにニワトリ

のES細胞株の樹立に成功したという報告もなされた（中野ら，

2007)。近い将来，こうした努力の末に，家禽繁殖工学における大

きなブレークスルーが起きることを期待してやまない。
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Primordialgermcell(PGC)isanessentialtoolfortheprogressoftheavianreproductivebiotechnology,

becauseofthediHErencesinmorphologicalandphysiologicalcharacteristicsofovafrommammalianspecies.

PGCs,whicharegermlinestemcellsandcapableofdiferentiatingtobothspermatogoniumandoogonium,

originatefromthecentralzoneoftheareapellucidaofablastodermandmigratetowardthegenitalridgeviathe

germinalcrescentandbloodstreaminavian.TakingadvantageofthecirculatingnatureofPGCsattheirearly

embryonicstage,germlinechimericchickenscouldbeproducedbytransfbrringPGCsintothebloodstreamof

2-dayincubatedrecipientembryos.Thistechnologyisappliedtothepreservationofgeneticresourcesand

producingthegeneticallymodifiedbirdsasabasictechnologyofavianreproductivebiotechnology.

Ontheotherhand,recently,alotofinnovativediscoverieshavebeenreportedinmammals,suchas

establishmentofembryonicstemcellsandinduced-pluripotentstemcells,genetargeting,andproductionofcloned

animalsbysomaticnucleartransfer.Theintegrationofthesenoveltechnologiesisrequiredforfurtherprogress

ofavianreproductivebiotechnology.

Inthisreview,theprogressionofthestudiesongermlinechimericchickensproducedbyPGCtransferwas

summarizedandourapproachesofthesomaticnucleartransferusingPGCsasnuclearrecipientsinchickenwere

introduced.

(Jqpa"eseJoz""α/qf助""r)ﾉS℃/e"ce,"fJ53-J5Q2008)

Keywords:somaticnucleartransfer,primordialgermcell,germlinechimera,chicken
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