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鶏の効率的な育種改良のため、生殖系列キメラ鶏の作出方法を検討した。異

なる品種の胚盤葉細胞を移植した胚の孵化率は、二黄卵卵殻を用いた方法で2.1

％、窓開け卵を用いた方法で9.1％だった。孵化した雛を育成し、性成熟後雄7

羽雌12羽について後代検定を行った結果、雄2羽が生殖系列キメラであり、移植

した細胞由来の雛の発生率は0.8％及び1.4％だった。始原生殖細胞を移植した

胚の孵化率は14.9％で、雄4羽雌6羽について後代検定を行い、雄1羽雌2羽が生

殖系列キメラであり、移植した細胞由来の雛の発生率はそれぞれ17.0％、7.8％、

3.6％だった。
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鶏の育種改良は、集団遺伝学に基づき行われ、

多くの年月と羽数を必要としてきた。最近になっ

て、１細胞期から孵化までの鶏胚の体外培養法１）

が開発され、卵・肉質、抗病性等の改良や、有用

蛋白質等の生産を目的とした形質転換鶏の作出、

希少鶏種の遺伝資源の保存等の研究が進められて

いる。

形質転換鶏作出のため、鶏胚への遺伝子導入が

検討され、未分割の受精卵に注入する方法２）３）、

胚盤葉細胞や始原生殖細胞に導入する方法４）５）等

が報告されている６）。胚盤葉細胞や始原生殖細胞

に導入する方法は、放卵後の受精卵を用いるので

材料を得やすく、これらの細胞の培養が可能にな

れば効率良く遺伝子導入できると考えられる。そ

こでこれらの細胞を他の胚に移植して孵化させ、

生殖系列キメラを作出する方法が検討され、羽毛

色等をマーカーとして胚盤葉細胞及び始原生殖細

胞の移植による生殖系列キメラの作出が報告され

ている７）８）９）１０）１１）１２）。また、生殖系列キメラを

利用して特殊鶏作出の可能性もある。

本試験では、効率的な育種改良及び特殊鶏作出

の基礎技術として、異なる品種の胚盤葉細胞及び

始原生殖細胞の移植による生殖系列キメラ鶏の作

出方法について検討した。

材料及び方法

(1)胚盤葉細胞の移植による生殖系列キメラ鶏の作

出

ﾄﾞﾅｰ胚にはロードアイランドレッド、比内鶏、

名古屋、シャモ、アローカナ、横斑プリマスロッ

ク、黒色ミノルカ及び烏骨鶏の放卵後の受精卵を、

ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚には白色レグホンの放卵後の受精卵を用

いた。

ア．胚の培養に二黄卵卵殻を用いた方法

注入用胚盤葉細胞の調製は、Naito et al.の方

法１3 ）に準拠した。胚盤葉を卵黄から剥離して､ﾄﾘ

ﾌﾟｼﾝ処理(0.1%ﾄﾘﾌﾟｼﾝ/PBS－,37℃,10分)を行い細胞

を分離し、500-1000個/μl(PBS－)になるように調

製した。この胚盤葉細胞浮遊液1-2μlを、ｶﾞﾗｽﾏｲ

ｸﾛﾋﾟﾍﾟｯﾄを用いて、ｼｬｰﾚに割卵したﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の胚

盤葉下腔に注入した。その後ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚をNaito

et al.の方法１4 ）により培養し、孵化させた。培養
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4,7,14日目の胚の生存率と孵化率を調査した。

イ．胚の培養に窓開け卵を用いた方法

胚盤葉を卵黄から剥離し、中心部を直径1.5-

2mmの円状に残して周辺部を除去し、KAｖ-1

medium１5 ）中でｶﾞﾗｽﾏｲｸﾛﾋﾟﾍﾟｯﾄを用いてﾋﾟﾍﾟｯﾃｨﾝ

ｸﾞを行い細胞を分離し、注入用胚盤葉細胞を調製

した。この胚盤葉細胞浮遊液1-2μlを、受精卵中

央部の卵殻を直径6-8mmの丸型に切り取って作成し

た窓から、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の胚盤葉下腔に、ｶﾞﾗｽﾏｲｸﾛ

ﾋﾟﾍﾟｯﾄを用いて注入した。1個の胚盤葉中心部から

調製した細胞浮遊液を約3個のﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚へ注入し

た。注入後、卵殻の窓の部分をｱｾﾃｰﾄﾌｨﾙﾑﾃｰﾌﾟで密

封し、孵卵機内の温度38.0℃、湿度60%、転卵は

30°で1回/1時間の条件で培養し、培養18日目に転

卵を止めて培養を続け孵化させた。培養7,14日目

の胚の生存率と孵化率を調査した。

(2)始原生殖細胞(primordial germ cells:PGC)の

移植による生殖系列キメラ鶏の作出

ﾄﾞﾅｰ胚には白色レグホンの受精卵を、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚

にはロードアイランドレッド、比内鶏、名古屋、

シャモ、アローカナ、横斑プリマスロック、黒色

ミノルカ及び烏骨鶏の受精卵を用いた。

PGCの採取及び注入方法は、Yasuda et al.の方

法１6 ）に準拠した。発生ｽﾃｰｼﾞ13-15１7 ）のﾄﾞﾅｰ胚から

ｶﾞﾗｽﾏｲｸﾛﾋﾟﾍﾟｯﾄを用いて1-2μl採血し、濃度勾配

遠心分離法によりPGCを回収した。このPGC100-

200個を含むKAv-1medium１5 ）1-2μlを、鋭端部の卵

殻を直径6-8mmの丸型に切り取って作成した窓から、

発生ｽﾃｰｼﾞ13-15１7 ）のﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の血管に注入した。

血液から回収したPGCの一部は、CO２5％、空気95％、

37.0℃の培養器内で1～5日間培養後、同様に

ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚に注入した。注入後、(1)イ．の方法と

同様にﾃｰﾌﾟを貼って密封し、培養し、孵化させた。

培養14日目の胚の生存率と孵化率を調査した。

(3)移植した細胞由来の雛の発生率の検討

胚盤葉細胞または始原生殖細胞を移植して孵化

した雛を育成し、性成熟後、次の組合せで人工授

精により交配し、移植した細胞由来の雛の発生率

を調査した。

鶏の羽毛色は、白色レグホンの持つ優性白色遺

伝子が、有色羽毛種の持つ黒色、赤笹、小麦色遺

伝子などに対して上位である１8 ）。このことから、

有色羽毛種の胚盤葉細胞を白色レグホンの胚に移

植した鶏に、それぞれの有色羽毛種の鶏を交配し

て孵化した雛の羽毛色が有色であれば、移植した

細胞由来の雛であると判断した。また、白色レグ

ホンの始原生殖細胞を有色羽毛種の胚に移植した

鶏に、それぞれの有色羽毛種の鶏を交配して孵化

した雛の羽毛色が白色または白色に有色の刺毛で

あれば、移植した細胞由来の雛であると判断した。

結 果

細胞を移植した鶏胚の生存率及び孵化率を表１

に示した。方法アにより胚盤葉細胞を移植した胚

を142個培養した結果、胚の生存率は培養後４日目

で51.4％、７日では14.1％、14日では8.5％となり、

孵化率は2.1％(3羽)だった。

方法イにより胚盤葉細胞を移植した胚を307個培

養した結果、胚の生存率は、培養後７日で30.9％、

14日で20.5％であり、孵化率は9.1％(28羽)だった。

始原生殖細胞を移植した胚を101個培養した結果、

胚の生存率は、培養後14日で38.6％であったが、

孵化率は14.9％(15羽)だった。

細胞を移植して孵化した雛の育成期の生存率を

表２に示した。方法アにより孵化した雛の生存率

は150日齢で33.3％だった。方法イでは150日齢で

85.7％、始原生殖細胞を移植して孵化した雛の生

存率は150日齢で73.3％だった。

胚盤葉細胞を移植した鶏が生殖系列キメラ鶏で

あるかを検討した結果を表３に示した。方法アに

より孵化した雛は、人工授精を開始する前に全羽

死亡したので後代検定を実施できなかった。方法

イにより孵化して育成した鶏のうち、雄7羽雌12羽

について人工授精法を用い、雛を20～280羽孵化さ

せ羽毛色を調査した結果、雄2羽が生殖系列キメラ

鶏であることが明らかになった。この雄2羽の、移

植した細胞由来の雛の発生率はそれぞれ0.8％

(251羽中2羽)及び1.4％(74羽中1羽)だった。

始原生殖細胞を移植した鶏が生殖系列キメラ鶏

であるかを検討した結果を表４に示した。雄4羽雌

6羽について人工授精法を用い、雛を50～290羽孵

化させ羽毛色を調査した結果、雄1羽雌2羽が生殖

系列キメラ鶏だった。この3羽の移植した細胞由来

の雛の発生率は、雄1羽が17.0％(253羽中43羽)、

雌がそれぞれ7.8％(129羽中10羽)及び3.6％(166羽

中6羽)だった。

考 察

本試験では、異なる品種の胚盤葉細胞または始

原生殖細胞を移植して生殖系列キメラ鶏を作出で

きるか検討した。

胚盤葉細胞の移植による方法のうち、二黄卵卵

殻を用いた方法では、培養７日目で生存率が14.1

％と大きく低下し、孵化率は2.1％まで低下した。

これは、細胞注入時の胚盤葉の損傷や、培養４日

目に胚を別の卵殻に移し換える時の胚や卵黄の損

傷により生存率が大きく低下したと考えられる。
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また、胚と卵白の量や卵殻の大きさのバランスが 悪かったり、孵化時のラップの穴開け時期が適当

表１ 細胞を移植した鶏胚の生存率及び孵化率

移植した 培養方法 培養胚 生存率 孵化率
細胞 4日 7日 14日

胚盤葉細胞 二黄卵卵殻 (142) 51.4 14.1 8.5 2.1( 3)
胚盤葉細胞 窓開け卵 (307) 30.9 20.5 9.1(28)

始原生殖細胞 窓開け卵 (101) 38.6 14.9(15)

注)数値の単位は％、()内は胚数を示す。

表２ 孵化した雛の生存率

移植した 培養方法 育成羽数 生存率(%)
細胞 (羽) 30日齢 90日齢 150日齢

胚盤葉細胞 二黄卵卵殻 3 66.7 33.3 33.3
胚盤葉細胞 窓開け卵 28 100.0 85.7 85.7

始原生殖細胞 窓開け卵 15 93.3 73.3 73.3

表３ 胚盤葉細胞を移植した鶏の雛の羽毛色調査 表４ 始原生殖細胞を移植した鶏の雛の羽毛色調査

性 個体No. 羽毛色調査雛数 移植した細胞 移植した細胞由来雛 性 個体No. 羽毛色調査雛数 移植した細胞 移植した細胞由来雛

(羽) 由来雛数(羽) の発生率(%) (羽) 由来雛数(羽) の発生率(%)

雄 83 251 2 0.8 雄 95 253 43 17.0
92 43 0 0.0 112 120 0 0.0

106 21 0 0.0 115 222 0 0.0
117 74 1 1.4 125 291 0 0.0
118 61 0 0.0 雌 84 54 0 0.0
119 178 0 0.0 97 78 0 0.0
123 287 0 0.0 110 129 10 7.8

雌 82 101 0 0.0 111 166 6 3.6
89 110 0 0.0 114 127 0 0.0
99 145 0 0.0 128 50 0 0.0

100 128 0 0.0
101 133 0 0.0
102 159 0 0.0
104 138 0 0.0
107 132 0 0.0
109 110 0 0.0
120 94 0 0.0
121 115 0 0.0
124 106 0 0.0

でなかったなどの理由で孵化率が低下したと考え

られる。Naito et al.１3 ）や大塚ら8 ）は、同様の方

法で孵化率がそれぞれ約40％、20～25％と報告し

ており、本試験との孵化率の差は、主に胚の培養

技術の違いと考えられる。

胚盤葉細胞の移植で窓開け卵を用いた方法では、

培養７日目で生存率は30.9％だったが孵化率は

9.1％と低下した。これは、細胞注入時の胚盤葉の

損傷や、卵殻の窓をふさいだテープの接着剤部分

への卵白の付着により生存率が低下したと考えら

れる。また、孵化時に、はしうちがテープ部分に

妨げられるなど胚の孵化直前の死亡や死籠り卵に

より孵化率が低下したと考えられる。Petitte

et al.7 ）は、窓開け卵を用いた方法で、培養10～

16日目の胚の生存率は28％、孵化率は7％と報告し

ており、胚の死亡率は培養初期と後期に多く、本

試験も同様の傾向を示した。

始原生殖細胞の移植による方法では、胚の孵化

率は14.9％だった。これは、細胞注入時の胚の血

管の損傷や、卵殻の窓のテープ部分への卵白の付

着により生存率が低下したと考えられる。また、

前述の窓開け卵の方法と同様の理由で孵化率が低

下したと考えられる。

細胞を移植して孵化した雛の150日齢での生存率

は、二黄卵卵殻を用いた方法で33.3％、窓開け卵

を用いた方法で85.7％、始原生殖細胞の移植によ

る方法で73.3％と、通常の育成期の生存率よりや

や低かった。これは、通常と異なる方法で孵卵し

たためにやや虚弱だった雛の育成中の死亡による。

胚盤葉細胞を移植して孵化した鶏のうち、雄7羽

雌12羽について生殖系列キメラであるか後代検定

した結果、雄2羽の生殖系列キメラが確認され、移

植した細胞由来の雛の発生率は、それぞれ0.8％及

び1.4％だった。
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大塚ら8 ）は、発生ｽﾃｰｼﾞⅩ１９）のﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚に胚盤

葉細胞を500-1000個移植して孵化させ、後代検定

した雄3羽のうち2羽が、また、発生ｽﾃｰｼﾞⅧ-Ⅸ
１９）のﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚に移植し後代検定した雄4羽のうち

2羽が生殖系列キメラであり、移植した細胞由来の

雛の発生率は、それぞれ0.37及び1.37％、0.48％

及び0.58％と報告している。

Petitte et al.7 ）は、胚盤葉細胞を200-500個移植

して孵化させ、後代検定した雄1羽雌2羽のうち雄

1羽が生殖系列キメラであり、移植した細胞由来の

雛の発生率は、0.28％と報告している。Kagami

et al.１０）の報告ではﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の胚盤葉明域中心

部、周辺部、暗域を除去し、その部分にﾄﾞﾅｰ胚の

胚盤葉細胞を約500個移植し、孵化後それぞれ27羽､

24羽､24羽の後代検定を行い、17羽､11羽､7羽が生

殖系列キメラであった。これらの生殖系列キメラ

鶏の、移植した細胞由来の雛の発生率は8～100％、

1～76％、1～25％と報告している。また、

Carsience et al.9 ）は、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚にγ-線を照射し、

胚盤葉細胞を100個移植して孵化させ、後代検定し

た雄13羽雌11羽のうち雄2羽雌1羽が生殖系列キメ

ラであり、移植した細胞由来の雛の発生率は1.9％、

5.1％及び1.3％と報告している。また、胚盤葉細

胞を200-400個移植した場合は、後代検定した雄6

羽雌8羽のうち雄5羽雌3羽が生殖系列キメラであり、

移植した細胞由来の雛の発生率は、2.3～100％だ

ったと報告している。

本試験と他の報告を比較すると、後代検定を行

った羽数に対する生殖系列キメラ鶏の羽数は、本

試験の方がやや少なかった。また、生殖系列キメ

ラ鶏の、移植した細胞由来の雛の発生率は、ﾚｼﾋﾟ

ｴﾝﾄ胚にの無処理のものを用いた報告とは同程度か

やや高い数値で、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚除去などの処理を行っ

たものよりは低い数値だった。本試験では移植す

る胚盤葉細胞をﾄﾞﾅｰ胚の胚盤葉中心部から採取し、

ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚は無処理のものを用いた。放卵時の受精

卵の胚盤葉中心部には、周辺部より始原生殖細胞

になる細胞が多く存在する２0 ）ため、移植した細胞

由来の雛の発生率を高めるには、この部分の移植

が適すると考えられる。また、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚に対する

ﾄﾞﾅｰ胚の始原生殖細胞の割合を高めるため、ﾚｼﾋﾟ

ｴﾝﾄ胚の胚盤葉を一部除去するなどﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の条

件を検討する必要もあると考えられる。

始原生殖細胞を移植して孵化した鶏のうち、雄

4羽雌6羽について生殖系列キメラであるか後代検

定した結果、雄1羽雌2羽の生殖系列キメラ鶏が確

認され、移植した細胞由来の雛の発生率は、それ

ぞれ17.0％、7.8％及び3.6％だった。

Tajima et al.１1 ）は始原生殖細胞を100個移植し

て孵化させ、後代検定した17羽のうち13羽が生殖

系列キメラであり、移植した細胞由来の雛の発生

率は0.6～11.8％と報告している。本試験と比較す

ると、後代検定を行った羽数に対する生殖系列キ

メラ鶏の羽数は、本試験の方が少なかった。また、

生殖系列キメラ鶏の、移植した細胞由来の雛の発

生率は、同程度の数値だった。

本試験では、移植した細胞由来の雛の発生率は、

始原生殖細胞を移植する方法が胚盤葉細胞の場合

より高かった。鳥類の始原生殖細胞は、発生に伴

い胚盤葉上層からやがて生殖三日月環へ移動し、

血流中を循環した後、生殖隆起へ到達すると言わ

れている２1 ）。このことから、本試験の二方法では、

始原生殖細胞を移植した方法の方が、胚盤葉細胞

を移植した場合よりも、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の生殖隆起に

ﾄﾞﾅｰ胚由来の始原生殖細胞が到達した割合が高か

ったと考えられる。

Naito et al.１2 ）は、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の血液を抜いた後

に、ﾄﾞﾅｰ胚の始原生殖細胞200個を移植して孵化さ

せ、後代検定を行った。その結果、移植した細胞

由来の雛の発生率は77～95％となり、血液を抜か

ずに移植したものは5～62％だったと報告している。

また、Kagami et al.１0 ）は胚盤葉明域中心部を除去

した胚を発生ｽﾃｰｼﾞ15１7 ）まで培養し、血液中の始原

生殖細胞数を測定した結果、通常より減少したと

報告している。これらのことから、ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚に対

するﾄﾞﾅｰ胚の始原生殖細胞の割合を高めるために、

ﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の始原生殖細胞数を減少させる方法の検

討も必要であると考えられる。

本試験で、異なる品種の胚盤葉細胞または始原

生殖細胞を移植して生殖系列キメラ鶏を作出でき

ることを確認した。さらに生殖系列キメラになる

率と、移植した細胞由来の雛の発生率を高めるた

めには、移植する胚盤葉細胞の採取部位や細胞数、

始原生殖細胞数や、細胞浮遊液注入量などﾄﾞﾅｰ細

胞の条件と、先述のﾚｼﾋﾟｴﾝﾄ胚の条件の両面の検討

が重要と考えられる。
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