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鳥類胚卵殻外培養とその応用
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鳥類胚の卵殻外培養は，発生学のみならず，胚操作や毒性学，再生医療の基礎研究など様々な分野に応用可能である。

従来から，卵殻の一部に穴を開けて，様々な操作や観察を可能とする窓開け法や，代替卵殻を用いた培養が一般に広く用

いられてきた。一方で，高等学校などの生物の授業では，発生を学ぶ授業として，代替卵殻を用いない茶碗などの人工容

器でニワトリ胚を発生させる無卵殻培養が取り上げられてきた。しかし，この方法では，胚発生の初期に胚の発育が停止

するため，継続して胚の発生を観察することは不可能であった。そこで代替卵殻を用いない完全な人工培養容器を用いた

胚培養方法の開発が試みられ，Kamihira et al.（1998）はポリテトラフルオロエチレン（PTFE）膜を用いた人工培養容器

によるウズラ胚の孵化に成功した。さらに，田原は，ポリメチルペンテン製の食品用ラップを用いた人工培養容器により

ニワトリ胚を孵化させることに成功し，その詳細な方法について報告した（Tahara and Obara, 2014）。これらの技術は，

学校教育の現場のみならず，様々な分野への応用が進みつつある。
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※この記事はThe Journal of Poultry Science 58 巻 1 号に掲載された総説「Ex Ovo Culture System for Avian Embryos and

its Application」（Tahara and Obara, J. Poult. Sci., 58 : 1-4, 2021）を翻訳したものです。doi:10.2141/jpsa.0200016

──────────────────────────

緒 言

鳥類胚の卵殻外培養※1は，発生学分野における基礎研究に広

く貢献してきた。近年，これらの技術は，胚操作実験や，毒性試

験，再生医療への応用を目指した基礎研究など，様々な分野への

応用が期待されるようになってきている。一方で，高等学校にお

ける生物の授業でも，発生の過程をより理解するために，卵殻外

培養が実践されている。

鳥類胚の卵殻外培養は以前より様々な研究が行われてきたが，

ニワトリ胚を孵化させる事が可能な卵殻外培養技術の確立は非常

に困難とされ，長い間試行錯誤が続けられてきた。Rowlett and

Simkiss（1987）が初めて代替卵殻を用いた培養容器での孵化を報

告して以降，様々な改良が重ねられている。一方で，代替卵殻を

用いた方法では，培養するニワトリ胚に適した代替卵殻を用意し

なければならず，ニワトリ胚の観察や胚操作をする際には，卵殻

により可視化領域が制限される事が課題の１つであった。そこ

で，代替卵殻を用いず，完全な人工容器で孵化させる無卵殻培

養※2の研究が平行して行われ，Kamihira et al.（1998）が，ウズラ

胚をポリテトラフルオロエチレン（PTFE）膜を用いた培養容器

で孵化させることに成功した。その後，田原がニワトリ胚をポリ

メチルペンテン製食品用ラップを用いた完全な人工培養容器にて

孵化させることに成功し，最適な条件などの検討を加え，詳細な

方法について報告した（Tahara and Obara, 2014）。

このレビューでは，これまでの卵殻外培養および無卵殻培養の

技術の変遷，それぞれの利点や欠点，および技術の応用について

紹介する。

卵 殻 外 培 養

鳥類胚は，ほ乳類と異なり，放卵後の胚発生が体外で進むため，

発生学の研究や毒性試験，胚操作など，様々な分野で用いられて

きた。特に，殻の一部に穴を開けて様々な操作ができる窓開け法

は，多くの分野で広く普及している（Fisher and Schoenwolf, 1983 ;

Andacht et al., 2004）。

ニワトリ胚の卵殻外培養では，Rowlett and Simkiss（1987）が，

孵卵 3日目の受精卵の卵殻を除去した後，卵内容物を，七面鳥や

ニワトリの卵殻を代替卵殻として用いた培養容器に移し替えて孵

化させることに成功した。一方で，食品用ラップ（Cling-film）を

用いた無卵殻培養も試みられていたが，孵化させることはできな

かった。

Perry（1988）は，1細胞期の受精卵から，卵殻外培養によるニ

ワトリ胚の孵化に初めて成功した。この方法は，母体内から取り

出した前核期の受精卵を，3つのシステムを経ることで孵化させ

るものであった。まず，母体内から取り出された受精卵は，ガラ
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ス容器に，培養液とともに移されて 24 時間，胚盤葉期まで培養さ

れ（System1），代替卵殻を用いた容器に水様性卵白と共に移し替

え，容器を横に固定して，胚が空気に触れないように培養された

（System2）。次いで，3 日目胚を二黄卵のような大型の代替卵殻

に移し替え，空気層を取って孵化まで培養を行った（System3）。

この方法を用いた際の孵化率は，System1 から System3 まで通

した場合，およそ 7%ほどであった。

その後，System1 から System2 へ胚を移し替える際，濃厚卵白

を除去し水溶性卵白で満たすなどの改良が加えられ，孵化率は

30-50% にまで上昇した（Naito and Perry, 1989 ; Naito et al.,

1990）。

しかし，これらの代替卵殻を用いた培養では，容器となる卵殻

が必須となる。代替卵殻として，二黄卵のような大型の卵殻や，

例えば，アイガモやアヒル，七面鳥など，ニワトリよりもやや大

型の卵を産む鳥類の卵殻などが用いられてきた（Rowlett and

Simkiss, 1987 ; Borwornpinyo et al., 2005）。

窓開け法や卵殻外培養法が確立されたことで，発生学や奇形の

発生機序に関する研究（Matheus et al., 2019），イメージング

（Kulesa et al., 2010 ; Funahashi et al., 2014），異種移植などの胚操

作（Boulland et al., 2010），漿尿膜アッセイ（Ribatti, 2016 ; Vu et

al., 2018），幹細胞の多能性評価（Haraguchi et al., 2016），再生医

療の基礎研究（Chiba et al., 2010）など，様々な分野への応用が進

んだ。しかし，窓開け法や代替卵殻を使う方法は，様々な処理後

に，発生を継続させることはできたが，その過程を常時観察する

ことは極めて困難であった。さらに，代替卵殻を使う方法では，

一度にたくさんの代替卵殻の確保が難しい事もあり，卵殻を用い

ない完全な人工培養容器の開発が必要と考えられた。また，代替

卵殻を用いない人工培養容器の開発は，卵殻が胚に与える影響を

解析するためにも必要な技術と考えられた。

PTFE膜を用いた人工培養容器の開発

代替卵殻を用いない人工培養法の開発は，古くから行われてお

り，ポリエチレン製の袋や食品用ラップを用いた培養法では，初

期胚における発生継続が可能であった。しかし，これらでは，孵

化させることはできず，通気性や胚へのカルシウム供給など，

様々な問題点が指摘されてきた（Elliott and Bennett, 1971 ;

Rowlett and Simkiss, 1987）。

Kamihira et al.（1998）は，代替卵殻を用いず，PTFE膜を用い

た人工培養容器にてウズラ胚を孵化させることに成功した。この

方法では，培養 2日目の卵の卵殻を除去し，胚へのカルシウム源

として，人工培養容器に卵殻粉および乳酸カルシウムを加え，イ

ンキュベーター内に純酸素を供給しながら培養することで，42.

8% の胚が孵化したと報告した。また，代替卵殻を用いた人工培

養においても，乳酸カルシウムを添加することで，孵化率が向上

すると報告した。これらのことから，卵殻外培養において，乳酸

カルシウムの添加が重要であると指摘された。

田原による簡便な培養容器の開発

PTFE膜を用いた人工培養容器は，代替卵殻を必要としないと

いう大きな利点がある一方，PTFE膜は，不透明で，上部以外か

らの観察が難しく，また，入手が困難であった。田原は，主に，

高等学校での生物の授業への応用を目的とした，より簡便な人工

培養容器の開発を行った。その結果，培養容器としてポリメチル

ペンテン製食品用ラップを用い，胚へのカルシウム源として乳酸

カルシウムを加えた後，前培養 55時間前後（Stage 16 ; Hamburger

and Hamilton, 1951）の胚を培養容器に移して培養を続け，培養

17 日目以降は，純酸素を培養容器内に直接供給することで孵化さ

せることが可能となった（Tahara and Obara, 2014）。この方法

は，透明なフィルムを培養容器として用いることで，従来の方法

に比べ，発生の観察が容易になるだけでなく，胚へのアクセスも

容易となるため，バイオイメージング，胚操作や漿尿膜アッセイ

など，様々な分野への応用が容易になると考えられた。

高等学校等における無卵殻培養の実践

日本の公立高等学校に一般的にある設備では，鳥類胚の発生過

程を連続観察し，最終的にヒナを孵化させる実験は不可能とされ

てきた。一方で，日本の高等学校の生物の教科書では，ニワトリ

胚の初期発生を観察する方法として，胚を卵黄膜ごと切り取って

観察する方法（New, 1955）や，茶碗を培養容器として用いた無卵

殻培養が紹介され，授業でも用いられてきた（本川ら，2008）が，

この方法では胚を孵化させることはできなかった。

田原は，同僚らとともに 40 年以上前から，高等学校の生物の授

業での胚の発生観察や，生物部の研究活動を通して，鳥類の無卵

殻培養による胚の連続観察と孵化を可能にする新しい方法の開発

をめざし，高校生と共に試行錯誤を繰り返し，日本国内の生物の

教員が集まる場で報告を重ねた。この時の研究は，日本の高等学

校の生物の教科書にも紹介された（堀田ら，2010）。その後，田原

は 2012 年に千葉県立生浜高等学校で，食品用ラップを用いた無

卵殻培養により初めてニワトリのヒナを孵化させることに成功

し，さらに条件検討を繰り返した上で詳細な培養方法について報

告した。（Tahara and Obara, 2014 ; 田原，2016）

この報告以後，田原と同僚らは開発された技術を使い，ヒナを
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図 1． Tahara and Obara（2014）の方法で培養した 11 日目

のニワトリ胚の様子



孵化させることができる授業の実践や部活動での更なる研究活動

を継続してきた。本法で使用する培養容器は，容器が透明なため

様々な角度からの観察が可能なだけでなく，高校生が自作可能で

あり，無菌状態ではない環境で孵化するまでの培養が可能であ

る。本法は，高等学校の授業での実験の実践を十分可能にしてい

る（図 1）。

無卵殻培養実験後，孵化したヒナは希望する高校生が里親とし

て自宅で飼育するようにしている。しかし，都市部では，周辺環

境など様々な要因により，ニワトリを飼育できる家庭は限られ

る。そこで田原は，ニワトリ無卵殻培養法をニワトリに比べ飼育

しやすいウズラへ応用できないか，各条件を検討し，孵化させる

ことに成功した。近年，千葉県立生浜高等学校では，ウズラの無

卵殻培養を授業での実験観察に用いている（図 2，3）。

【用語解説】

※ 1 卵殻外培養：本来の卵殻を除去または卵殻形成前の胚を，

培養容器に移し替えて培養すること。培養容器に代替卵殻を用い

る場合も含む。

※ 2 無卵殻培養（SLC）：卵殻外培養のうち，代替卵殻を用いな

い方法。
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図 2． ウズラ卵を用いた授業の様子

図 3． Tahara and Obara（2014）の方法を応用して培養し

た 10 日目のウズラ胚の様子
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