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キメラニワトリ怪の作成時における腔盤葉細胞の移植法の検討
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要約

キメラニワトリ目玉作成時において腔盤葉細胞の移植

法が圧の生存率， v昨化率におよぽす影響について検討

した.

体細胞レベルのマーカーとしてドナー卵に腔のとき

黒色羽毛を有する横班プリマスロック種，ホスト卵に

は白色レグホーン種の受精卵を用いた.

ホスト卵の腔盤にドナー卵の上層腔盤葉細胞を注入

した時，培養6日目の生存率は 67.5%，上層および下

層目玉盤葉細胞を注入した時は 39.6%，培養15日目で

は26.3%と9.4%の値を示した.しかし僻化率は

14.4%と0%となりキメラ作成のための目玉盤葉細胞の

注入移植には上層腔盤葉細胞を注入した方が生存率，

瞬化率共に良好で、あった.

さらに細胞移植操作において穿針(カ、、ラス針)の角

度が腔に与える影響を見たところ培養6日目の生存率

は，穿針の角度が腔盤に対して直角(約90度)のとき

62.5%，傾斜(約45度)では 36.8%，対照卵(移し替

えのみ以下，無処理)は 84.8%であった.卵手化率は直

角の穿針を用いたとき 20%，傾斜のもの 7.8%，対照は

48.4%となり腔盤葉細胞移植注入操作には直角に穿針

を注入したものが生存率，卯手化率共に良好で、あった.

この上層腔盤葉細胞の移植注入により 2例の羽毛キ

メラ圧が得られた.これらのキメラ腔には頭部，首部

と背部にドナー細胞の横斑プリマスロック種由来の黒

色羽毛が認められた.
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ニワトリの受精卵は卵内部に大量の卵黄，卵白があ

り産卵時の目玉盤にはすでに分裂が約 60，000個の細胞
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を有するまでに腔の発生は進んでいる. したがって鳥

類の腔の操作には晴乳類とは異なった技術が必要で、あ

る.近年，ニワトリの腔操作に関する研究が多数報告

されているが遺伝子導入ニワトリの開発は実用化まで

至っていない.この一つの方法として細胞レベルにお

ける腔操作技術を用いた生殖細胞キメラの作出によ

り，遺伝子導入ニワトリを容易に作製する方法が開発

されると，これらの技術は育種への応用技術へと大き

く広がるものと思われる. しかし，現状では腔操作技

術によるそれらの腔の発生率，僻化率は低く，またキ

メラ区培養の基礎技術の情報も十分とは言えない.

そこで今回は先報に引き続き培養腔の瞬化の基礎技

術と合わせてキメラニワトリの作出を目的に腔盤葉細

胞の注入する位置とその操作が培養腔の生存率， #時化

率に及ぼす影響について検討を試みた.

材料と方法

1，供試受精卵

供試した受精卵はドナー卵として黒色拡散遺伝子

(E/E)をもっ横斑プリマスロック種を用いた.この黒

色羽毛は体細胞レベルでのマーカーとして利用した.

またホスト受精卵には白色レグホーン種の放卵直後

(発生ステージX，HAMBERGER and HAMIL TON: 1951) 

の卵を用いた.

2，腔盤葉細胞の採取

ドナー細胞を分離するための腔盤は放卵直後の受精

卵(発生ステージX，HAMBERGER and HAMIL TON: 

1951)を用いた.腔盤は MEM溶液中で分離し， 0.05%

のEDTAを用いて洗浄後， トリプシン (0.1%トリプ

シン/PBS( -) 3TC， 10分)で処理した.その後， 10% 

ウシ胎児血清入りの MEMを加えて遠心 (1，000rpm， 

10分)した後，沈殿を血清を入れてない MEMに再浮

遊させ移植用の肢盤葉細胞を作製した.
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Figure 1. Manipulation system producing chimeric chicks by transfer of blastodermal 

cells. 

3， s歪盤葉細胞の移植と培養法

先端の外径約 100μm のガラス針に 2~4μ1ß歪盤

葉細胞浮遊液を入れ，直ちに注入操作を行った.ガラ

ス容器に移し，ホスト卵の腔盤葉下腔に以下のように

注入細胞と注入方法を変え，生存率，癖化率に与える

影響を調べた.

4，腔の培養法

注入移植する腔盤葉細胞は，上層腔盤葉細胞の場合

と上層および下層腔盤葉細胞とに区分した.また，操

作の腔盤葉細胞の注入時における穿針の角度を腔盤に

対して直角(約 90度)区と傾斜(約 45度)区とに設

定した.対照卵では移し替えのみ(以下，無処理)と

した.注入後，培養器卵殻に移し替え 3日間培養した.

その後，あらかじめ準備した培養用の卵殻にそれらを

移し替え速やかに卵殻の窓をラップで密封し，立体解
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転卵で残りの 18日間を培養した.供試卵数は合計240

個を用い腔盤葉細胞由来と移植法の違いによる腔の発

生過程，生存率について記録した.

結果および考察

放卵後の目玉盤は腔盤葉上層と腔盤葉下層の 2層に別

れ構成されている.また，鳥類の始原生殖細胞は腔盤

葉上層が起源とされている.そこでドナー卵細胞の的

確でかつ容易な採取操作法を考える時，上層腔盤葉細

胞と，上層および下層腔盤葉細胞を注入移植した場合

について，培養腔の生存率と鮮化率におよぼす影響を

比較検討した.

Figure2，由来を異にする細胞液移植後の腔の生存

率を示した.培養6日目の生存率を見ると，上層腔盤
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唱ト Epiblast and hypoblast 
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Figure2. Viability of chick embryos by transfer of two 

types of blastodermal cells. 
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葉細胞を注入したもの 65.7%，上層および下層腔盤葉

細胞の注入では 39.6%の値を示した.また 15日目で

は，それぞれ26.3%と9.4%となり経過は上層腔盤葉

細胞が上層および下層腔盤葉細胞を注入したものに比

べて高い生存率を示した.更に僻化率では 14.4%，

0%とかなり低下したが，ここでも上層腔盤葉細胞の

注入が良好で、あった.これらの経過から，注入するド

ナー細胞は上層腔盤細胞のみを注入した方が良いもの

と思われた.

細胞移植の際，腔盤への穿針操作はその後の目玉の発

生に与える影響が大きいとされている.そこで，今回

は注入する細胞をホスト卵の腔盤葉下腔へより的確に

注入するために移植注入の際の角度を変え，それらの

違いが生存率，僻化率におよぽす影響を検討した.な

お，実験区は穿針の角度は注入するホスト卵腔盤葉に

対し直角(約 90度)と傾斜(約 45度)，対照の 3区を

設定した.

その結果を Figure3に示した.培養3日目の腔の発

生は対照，続いて穿針の角度が腔盤に対して直角なも

のが良好な経過であった.また，培養6日目の生存率

は穿針が直角なもの 62.5%，傾斜36.8%と対照 84.8

%のとなり，また瞬化率では対照区が50%腔盤に対し

て直角 20%，傾斜7.8%を示した. したがって腔盤へ

の穿針角度は直角に注入したものが比較的良い生存

率，解化率が得られた.しかし，以上の過程で発生を

中止した腔の多くは直角，傾斜のいずれの場合も培養，

5 日 ~6 日目に増加し，生存率の急激な低下が見られ

た.これらの経過からニワトリ目玉の腔盤への穿針によ

る生存率に及ぽす影響は培養6日目までの腔に多くみ

られた. また細胞注入の際は穿針をホスト卵の目玉盤中

央に直角に注入することが望ましいと思われた.

体細胞キメラの出現頻度

上層目玉盤葉細胞を移植した 76個の受精卵から羽毛
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の色が確認できるまで発育した 20腔のうち 2羽が

HAMBERGER and HAMIL TON (1951)の発生段階 43か

ら45にまで至り，羽毛キメラであった.またこれら 2

例の羽毛キメラ圧は頭部から首部にかけてと背部に横

斑プリマスロック由来の黒色羽毛が認められた (Fig-

ure4) .これらの結果からドナー卵細胞由来の羽毛の発

現部位は PETITTE(1988)，山川ら (1990)の報告と一

致しているものと思われた.今回は羽毛の発現に注目

したが， ドナー卵の色素細胞は羽毛に限らず腔の各所

に分布しているものと思われ，羽毛にキメリズムが出

現しなかった個体中にもキメラ個体が含まれる可能性

があるため，隠れたキメリズムを明らかにする方法な

ども今後検討する必要がある.

今回の実験からキメラニワトリ作成時における細胞

移植操作の際の穿針の角度，また注入する腔盤葉細胞

の位置によって，培養腔の生存率に差が見られ，これ

らの操作が培養腔に影響をおよぽす結果が示された.

また， ドナー細胞を注入した 2例の体細胞，羽色キメ

ラ腔が得られた.しかし，これらの羽色キメラニワト

リは正常な僻化には至らず，先報と同様にここでも特

に培養 19 日目 ~21 日目の僻化直前，卯手化直後に死亡

した.これらは腔が築尿膜を通した呼吸から肺呼吸に

移り変わる時期と考えられた.

今後，体細胞羽色キメラニワトリの僻化とキメラ率

の向上に向けて，注入操作技術と細胞注入される圧の

ステージ，日歪盤葉細胞移植における羽色の発現部位の

分布などの詳細な検討が必要と思われた.
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