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ニワトリ羽毛の形態形成に関する免疫組織化学的検討
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要約

ニワトリ腔子背部皮膚を用い，生長に伴う表皮，基

底膜，真皮構成タンパク質の局在変化を調べ，羽毛(初

生羽)の形態形成に果たす細胞外マトリックスの役割

を検討した.

未分化な組織として隆起した羽芽は，羽髄における

線維芽細胞の増殖と細胞外マトリックスの蓄積に伴い

伸長した.羽芽の尾方への傾斜には，羽髄基部の I型

コラーゲン，フィブロネクチンおよび、線維芽細胞の関

与が示唆された.羽髄における細胞外マトリックスと

線維芽細胞は，初生羽を形成する表皮細胞の増殖と分

化を促進したが，羽枝と小羽枝の最終的な形態形成，

それに伴う β ケラチンの蓄積と角質化に先行して退

縮した.

緒 C::J 

トリの羽毛は，形状によって正羽，綿羽，毛羽の三

種類に分けられる.一般にダウンと呼ばれているトリ

の綿羽は，絶縁効果が高く，保温性と防水性に優れ，

軽量で弾力性にも富んでRいることから(安倍， 1991)， 

衣料や寝具の素材として重用されている畜産副生物で

あり，綿羽の前記の特性はその構造と成分に依拠して

いる(茂田， 1997).表皮の変形物である羽毛は，複雑

な形態を示し，腔子期に綿羽の一種である初生羽とし

て真皮との相互作用により形成される (SENGEL，

1986).しかし，羽毛の形態形成過程における真皮や基

底膜を構成する細胞外マトリックス (ECM)の具体的

な役割や挙動の全容は明らかにされていない.本研究

では，羽芽として初生羽が形成されるニワトリ腔子期
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の背部皮膚における表皮，基底膜および真皮を構成す

るタンパク質の局在変化を免疫組織化学的に追究じ，

羽毛の形態形成に果たすECMの役割を検討した.

材料および方法

北海道大学農学部附属農場で瞬卵中のロードアイラ

ンドレッド種ニワトリを下記の実験に供試した.

組織化学

卯拘s7， 9， 10， 11， 12， 13， 15， 17および19日目

の背部を採取し，QCTコンパウンドに包埋した後クリ

オスタットを用いて厚さ 10μmの矢状断および羽芽

の横断と縦断凍結切片を調製した.ホルマリン (10%

in PBS)で固定した後，へマトキシリン・エオシン(H.
E)染色を行う一方，表皮構成成分としての αーケラチ

ンと β ケラチン，基底膜構成成分としてのW型コラー

ゲンとラミニン (LN)，真皮構成成分としてのフィブ
ロネクチン (FN)， 1型およびIII型コラーゲンに対す

る抗血清を第一抗体とし， FITC標識した第二抗体に

より可視化する間接蛍光抗体染色を行った.

電気泳動

鮮卵 12，13， 15， 17および19日目の背部初生羽を

ピンセットで抜き取り，サンプル処理液 (2% SDS， 

8M尿素， O.lMβーメルカフトエタノール， 50mM 

Tris-HCl， pH 9.8 ; KEMP and ROGERS， 1972)に4
0

C

で2日間浸潰した後100
0

Cで3分間処理し，遠心分離

(10，000 rpm， 5分)によって得られた上清を SDS-

PAGEサンプルとした.尿素を含む 10%ゲルを用いて

泳動し， CBBで染色した.
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高吉 果

H.E染色像

鮮卵7日目のニワトリ背部皮膚において，表皮細胞

の重層化の程度は低く，真皮の線維芽細胞も羽芽原基

部を除き全体的には散在していた(図 1A).表皮細胞

の重層化が進んだ9日目には，隆起した羽芽が観察さ

れ，真皮の線維芽細胞も幾分高密度化した(図 1B). 

図 1 ニワトリ睦子背部のH・E染色像
7日目 (A)， 9日目(B)および10日目背部皮膚矢状断面 (C)，11日目 (D)，13日目 (E)および

15日目羽芽横断面(F)と17日目羽芽縦断面 (G)像を示す.Aの矢印は羽芽原基を， EおよびFの矢印
は小羽枝を示す。 x75.
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図2 ニワトリ睦子背部の間接蛍光抗体染色像
7日目 (A，B， C)， 9日目 (D，E， F)， 10日目 (G，H， 1， J)の背部皮膚矢状断面， 13日目

(K， L， M)， 15日目 (N，0)の羽芽横断面と 19日目(P)の羽芽縦断面を示す. A， D， G， KはI
型コラーゲン， EはIII型コラーゲン， 1はW型コラーゲン， B， Hはフィブロネクチン， C， F， Lはラ
ミニン， J， Nは αーケラチン， M，0， Pはβーケラチンに対する免疫染色像.AとCの矢印は羽芽原基を，
1， K， Lの矢印は羽髄の血管を， 0の矢印は小羽枝を， Gの星印は頭方を， Hの米印は尾方を示す.x90. 

伸長著しい 10日目の羽芽は尾方に傾斜し，羽芽先端部

はエオシンにより赤染され，羽芽内部の真皮に連続し

た組織である羽髄には線維芽細胞が充満しており，特

に，基部の頭方側と尾方側には高密度で存在していた

(図 1C).羽芽の伸長がさらに進んだ11日目の横断面

では，増殖した表皮細胞が羽髄へ花弁状に陥入して羽

枚の形成を開始しており(図 1D)，羽芽の伸長が止

まった 13日目には，各花弁内の表皮細胞は索状に配列

して小羽枝の形成を開始していた(図 1E).羽髄の退

化が明確になった 15日目の横断面では，中空化した羽

枝髄と矢羽状の小羽枝に加え色素の沈着も観察され

(図 1F)， 17日目の羽芽縦断面では，色素が沈着した
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羽枝皮質と角質化した小羽枝の規則的な配列が観察さ

れた(図 1G). 

蛍光抗体染色像

α一ケラチンやβーケラチンに対する明確な陽性反応

は7日目の背部皮膚では観察きれなかったが， 1型コ

ラーゲンは真皮下部や皮下組織では全体に弱く，羽芽

原基と表皮直下では帯状に強く染色され(図 2A)， 

FNは真皮および皮下組織全体で強く染色されていた

(図2B). LNは表皮層での強染に加え，真皮層でも染
色されていたが，基底膜特有の線状像は観察されず(図

2 C)，これはW型コラーゲンでも同様で、あった(図省

略).羽芽の隆起に伴って 9日目では， 1型およびIII型

コラーゲンの真皮や羽髄における染色性は増加し(図

2 D， E)，基底膜も抗LN抗体によって線状に染色さ
れていたが(図 2F)，III型コラーゲンは表皮細胞層に，

LNは表皮細胞層と羽髄にも存在していた(図 2E， 
F). 尾方に傾斜した 10日目の羽芽において，羽髄全

体の陽性反応に加え I型コラーゲンは羽髄基部の頭方

側で， FNは尾方側でより強く染色されていた(図 2

G， H). N型コラーゲンに対する陽性反応は表皮下の

基底膜および羽髄の血管壁に限定されるようになり

(図 21)，表皮層における α一ケラチンの存在も観察

されるようになった(図2J ).解卵13日目の羽芽横
断面では，羽髄全体の陽性反応ではなく血管，縦溝，

羽枝端部における I型コラーゲンやLNに対する車
軸状の染色像が観察され(図 2K， L)，対照的に，抗

βーケラチン抗体では辺縁の外鞘と縦溝両側の羽枝細

胞索が染色されていた(図 2M).外鞘最外部と羽枝端

における αーケラチンに対する染色像が観察された 15

日目には(図 2N)，β-ケラチンに対する染色では，中

12 13 15 17 19 

図3 ニワトリ初生羽の SDS-PAGE像
矢印は βーケラチン主鎖の位置を，レーン下

の数字は腔齢(日)を示す.

空化した羽枝と矢羽状の小羽枝の輪郭が観察され(図

20)， 19日自の縦断面では羽枝皮質とその両側を縦

走する小羽枝全体が染色されていた(図 2P). 

SDS-PAGEi:象

β一ケラチンの主鎖は僻卵13日目に明確なバンドと

して出現し， 17日目まで増加したが19日目には減少

していた(図 3).本実験におけるサンプル処理による

羽毛ケラチンの可溶化は， 15日目以降は不完全とな

り，遠心分離後の沈殿量は 19日目には急増していた

(図省略). 

考 察

解卵9日目までは表皮におけるケラチンの局在が不

明確であったこと，基底膜を構成するタンパク質であ

るW型コラーゲンやラミニンが表皮や真皮にも存在し

ていたこと， III型コラーゲンが表皮層にも存在してい

たこと等から，羽芽は未分化な組織として隆起したと

判断される.その後，羽芽は羽髄における線維芽細胞

の増殖と ECMの蓄積に伴って伸長し， 11日目には，

増殖した表皮細胞の分化により羽枝の形成が開始され

た.培養系において I型コラーゲンと線維芽細胞は表

皮細胞の増殖と分化を促進することから(久保ら，

1997)， ECMと線維芽細胞が充満した羽髄は，羽芽の

伸長だけではなく羽枝の形成をも促進していると考え

られる.また，線維芽細胞は FNを介してコラーゲン

を牽引することが知られていることから (ASAGA et 

al.， 1991)，騨卵 10日目の羽芽の尾方への傾斜には，

頭方側における I型コラーゲンの蓄積による尾方への

押し出しと，尾方における線維芽細胞による FNを介

したコラーゲンの牽引が深く関与しているものと考え

られる.一方，羽毛の主要構成タンパク質であり分化

す旨程!でもある β-ケラチンは (HAAKEet al.， 1984)， 

小羽枝の形成が開始された 13日目から急増し， 15日

目の羽枝，小羽枝の輪郭における局在から 19日目には

小羽校全体に存在するよつになり，さらに角質化によ

り不溶化していた.羽髄の退化は 13日目には始ってお

り， ECMは羽髄全体には存在しておらず，対照的に

βーケラチンは外鞘と羽枝細胞索に局在していた.これ

らのことから，初生羽の最終的な形態形成に先行して

羽髄は退行し， ECMと線維芽細胞の退縮が羽枝，小羽

枝における β-ケラチンの蓄積と角質化を誘導してい

ると考えられる.しかし，これらの事象をより明確に

するには， 日齢ではなくステージ毎のサンプリングと

プロテオグリカンを含む多種類の ECMタンパク質に

関するさらなる検討が必要で、あろう.
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