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要　約
　岩手地鶏（Iwate Jidori）は絶滅が危惧される日本の天然記念物である。本研究は、岩手地鶏の赤笹種（JR）の生殖隆
起から採取した始原生殖細胞（gPGCs）を白色レグホン種（WL）に移植して、生殖系キメラの作出を行った。生殖隆
起へ到達した 6.5 日目（ステージ 28-29）の JR の gPGCs を分離して①すぐに移植、②凍結融解後移植、③ニワトリヒ
ナ血清を添加した培地で 48 時間培養してから移植の 3 つの方法で、WL 胚（ステージ 13 〜 14）の卵黄周縁動静脈に
移植した。その結果、操作胚から計 24 羽の仮キメラが孵化し 17 羽が性成熟に達した。この時点の仮キメラの羽装は
WL の羽装と同じであった。性成熟に達した仮キメラと WL を人工授精し、後代検定を実施した。①の移植方法で孵化
した 2 羽の雄と WL（♀）の交配によって孵化したヒナから 10 羽（平均キメリズム：5.0％）、②の移植方法で孵化し
た 1 羽の雄と WL（♀）の交配から 1 羽（キメリズム：0.5％）の黒い刺毛の入った後代が確認された。③の方法で作
出された仮キメラの後代には黒い刺毛は確認されなかった。したがって、JR から採取され WL に移植された gPGCs は、
WL 胚中で正常に分化し精子として機能したことが確認された。雌の仮キメラ 10 羽も同様に WL（♂）と交配させたが、
キメラは確認できなかった。また、生殖隆起をヒナ血清で培養することにより、マウスと同様に生殖隆起から gPGCs
が移動しコロニーを形成することが観察されたが、FCS 添加では見られなかった。さらに、培養 21 日目の gPGCs は
PAS 陽性、SSEA-1 陽性であり、成長因子を添加しなくとも培養することが可能であった。
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緒　言

　岩手地鶏（Iwate Jidori）は、1984 年に日本の天然記
念物に指定された岩手県の重要な遺伝資源である。岩手
地鶏は年々減少し、現在では岩手県農業研究センター畜
産研究所で数百羽が飼育されている。しかし、1 羽当た
りの産卵数は約 60 個と年々少なくなっており絶滅の一
途をたどっている（吉田ら , 2006)。鳥類の始原生殖細胞

（Primordial germ cells： PGCs）は、孵卵約 60 時間後
の胚体外卵黄動静脈中を血液細胞とともに浮遊し（circu-
lating PGCs: cPGCs）、孵卵約 3.5 日目以降から生殖隆起

（genital ridge: GR）に到達し定着する（genital ridge 
PGCs: gPGCs）。したがって、この時期の cPGCs を取り
出して他の種類のニワトリ胚に移植することによって生
殖系キメラを作出することが可能である（Wentworth
ら , 1989: Vick ら , 1993: Shimkiss ら , 1989: Tajima ら , 
1993: Naito ら , 1994,1998: Rikimaru ら , 2011）。
　我々は、先に岩手地鶏の cPGCs を白色レグホーン種

（WL）の胚血管に移植して 3 羽の雄と 4 羽の雌を作出し、
これらのニワトリ同士を交配したが岩手地鶏を生産する
ことはできず、生殖腺異常を持つ個体が観察されたこと
を報告した（吉田ら ,　2006)。 一方、Kuwana ら（2006）
は、久連子鶏（Kureko Dori: KD）の凍結融解 cPGCs を
WL 胚に移植し、その生殖系雌キメラと雄の KD を交配
したところドナー由来の黒いヒナが得られたことを報告
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した。しかし、貴重な絶滅危惧種のニワトリ胚血液から
cPGCs を得て WL 胚の血管に移植するには熟練を要し、
移植した cPGCs が後代で生殖細胞となる確率も低いこ
とが問題となっている。移植効率を上げるためには、多
くのレシピエント（WL）胚にドナー PGCs を移植し、
多くの仮キメラを作出することが必要である。しかし、
血液中の cPGCs は少なくこの技術の欠点となっている。
Mayanagi ら（2003）は、交配後 12.5 日目のマウス胚か
ら採取した GR をラット血清添加 DMEM 培地で 7 日間
培養すると、アルカリフォスファターゼ陽性の gPGCs
が GR から移動するが、ウシ胎児血清（FCS）添加では
確認されなかったことを報告している。
　そこで本研究では、岩手地鶏の赤笹種（Japanese Red: 
JR）の生殖系キメラの作出を目指し、GR 由来 gPGCs
を採取後すぐに移植（方法 1）、凍結融解後移植（方法 2）、
または GR をヒナ血清で培養（方法 3）し、ステージ 12
〜 13 の WL 胚の血管に移植して生殖系キメラの作出を
試みた。

材料および方法

１．供試鶏卵
　JR と WL の卵は、それぞれ岩手県農業研究センター
畜産研究所で飼育している種鶏群、および小岩井農牧
株式会社で飼育している種鶏群から有精卵をランダム
に採取し使用した。それぞれの種卵は、温度 37.8℃、湿
度 60 〜 65% に設定した孵卵機（昭和フランキ、P-008B
型バイオ仕様）で孵卵した。以後の胚発生ステージは、
Hamburger & Hamilton（1951) の基準に従って判断し
た。

２．生殖隆起の培養とPGCs の確認
　孵卵 6.5 日目（ステージ 28 〜 29）の JR 胚から GR
を採取した。基礎培地は、Dulbecco's modified eagle's 
medium（DMEM：SIGMA）にペニシリン・ストレプ
トマイシン溶液（SIGMA）を添加したものを使用した。
採取した GR を FCS、あるいは孵化日の WL のヒナ血
清を 10% 添加した基礎培地に入れ、37℃、5％ CO2 で
3,7,14,21 日間培養した。PGCs は、PAS 染色（アスカ純
薬：S-395A）、およびマウス抗 SSEA-1 モノクローナル
抗体（MAB：4301）を 1 次抗体とし、2 次抗体に Bio-
tin 標識抗マウス Ig(GE ヘルスケアバイオサイエンス：
RPN1004）、その後ストレプトアビジン結合 HRP(GE ヘ
ルスケアバイオサイエンス：RPN1231）で細胞を標識し、
POD イムノステインキット（Wak：299-18841）で発色
させ倒立顕微鏡下で観察した。また、Mayanagi ら（2003）

が作製した FITC- ウサギ抗マウス 12.5dpc PGC IgG と
の反応を蛍光顕微鏡で観察した。さらに、培養細胞は 1
％グルタールアルデヒドで固定後、1％オスミウム酸で
固定しエタノール上昇系列で脱水した。次に酢酸イソア
ミルで置換し、臨界点乾燥後、金蒸着を行い走査型電子
顕微鏡 ( 日立 S-2500 型 SEM) で観察した。 

３．gPGCs の調製
　JR の gPGCs は次の 3 つの方法で調製した。6.5 日目
の JR 胚から分離した GR を① Trypsin-EDTA（GIBCO）
で解離し、ピペッティングにより細胞をバラバラにした。
その後遠心洗浄し Trypsin-EDTA を除去した（方法 1）。
② Trypsin・EDTA で解離した GR 懸濁液を遠心分離後、
Trypsin-EDTA を取り除きセルバンカー（日本全薬工
業株式会社）を加え懸濁した後、液体窒素に保存した。
移植当日氷水中で融解し、直ちに培地を加え遠心分離後
上清を除去した（方法 2）。③ GR を 37℃、5% CO2 で
10％ヒナ血清添加 DMEM を用いて 48 時間培養し、培
養プレートの底面に繊維芽細胞（fibroblast cells：FBC)
が広がり、その上に存在した gPGCs を採取し移植する
方法（方法 3）の 3 通りで実施した。gPGCs の採取は細
胞懸濁液を 35mm ペトリディシュ（Nunc）のフタにド
ロップを作り、倒立顕微鏡下で無菌的にマイクロピペッ
トを用いて gPGC を選択的に 1 個ずつ採取した。

４．gPGCs の移植
　WL 胚の培養は、Naito ら（1990）の方法を参考にし
て System III を実施した。WL 卵の鋭端部に内径 3.5cm
の穴をあけ、中身をプラスチックシャーレの上に移した。
濃厚卵白を除去した後、水様性卵白と卵黄を再び前の卵
殻に移し準備しておいた水様性卵白で満たした。ラップ
を卵白で満たした切断部にかぶせ、塩化ビニールパイプ
で作製した器具で卵殻を両方から挟み込み輪ゴムで固定
した。孵卵機は、温度 37.8℃、湿度 55 〜 65% に設定し、
48 〜 52 時間孵卵した。ステージ 12 〜 13 に達した WL
胚を、直径 4cm の鈍端部を切り取り中身を捨てておい
た二黄卵殻へ移し替えた。実体顕微鏡下で、移し替えた
WL 胚の血流に逆らって内径 100μm のマイクロピペッ
トで血液を 1 〜 2μl 程度吸い出した。その後、数時間
孵卵機内に静置した後移植を行った。gPGCs の移植細
胞数は、20 〜 50 個 /μl/ 個とした。なお、方法 1 では
2 つの WL 胚に 8 および 18 の性別不明の JR 胚由来 GR
を混合したもの、残り 7 つの WL 胚には、3 胚（後に
DNA 検査の結果 3 胚とも雌と判定）の JR 胚由来 GR
を混合したものから調製した gPGCs を使用した。また、
方法 2 では 12 から 15 の JR 胚由来 GR から、方法 3 で
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は 2 から 3 つの JR 胚由来 GR から調製した gPGCs を使
用した。内径 20μm のマイクロピペットを血管に刺し、
gPGCs を慎重に移植し、ラップで穴を覆って 15 日間孵
卵した。孵化予定 3 日前に発生座に静置した。孵化した
ヒナはバタリー鶏舎で餌付けをした。

５．ドナー胚のDNAによる性判別
　DNA の抽出は Walsh ら (1991) の方法に準じて行った。
PCR は Itoh ら（2001）の方法に準じて行った。また、
方法の詳細は安永ら（2006）の方法を参考にした。ドナ
ー胚組織片約 3mm3 に 5％ Polystyrene-divinylbenzene 
iminodiacetate (Chelex100：Bio-Rad) を 200μl 加 え た
後、56℃の恒温器中で一晩保温、煮沸後サンプルとした。
DNA/Chelex100 懸濁液を 12,000rpm で 3 分間遠心し、
上清を PCR 反応に使用した。プライマーは、W 染色体
特異的配列を増幅するプライマー USP1/USP3（SIGMA）
と Z 染色体特異的配列を増幅するプライマー CPE 15F/
CPE 15R（SIGMA）を使用した。DNA の増幅は、プレ
熱変性 95℃で 3 分、熱変性 95℃で 80 秒、アニーリン
グ 59℃で 90 秒を 1 サイクルとし、35 サイクル、プレ伸
張反応 72℃で 9 分間行った。目的部分の増幅を確認す
るためアガロース電気泳動を行い、泳動終了後に波長
312nm 下でバンドを確認した。

６．後代検定
　後代検定は、仮キメラが性成熟に達したことを確認し
た後（約 180 日）に行った。雄の性成熟については腹部
マッサージ法により精液を採取できたとき、雌について
は卵重がある程度大きくなった時点で性成熟に達したと
判断した。腹部マッサージ法により採取した雄の仮キ
メラの精液を雌 WL 3 〜 4 羽と、雌の仮キメラは雄 WL
から採取した精液を人工授精した。得られた有精卵は、
2 週間分を室温 10℃の貯卵室で保存し 1 度に孵卵した。
WL と JR の F1 ヒナは、WL ヒナには見られない黒い刺
毛が体のどこかに入るため、黒い刺毛が入ったヒナが生
まれた場合、その親である仮キメラは生殖系キメラにな
っていることが証明される（吉田ら , 2006）。

結　果

１．gPGCs の培養と観察
　孵卵 6.5 日目（ステージ 28 〜 29）の JR から採取し
た GR を、DMEM にヒナ血清または FCS を 10％にな
るように添加した 2 種類の培地で 48 時間器官培養した。
その結果、24 時間後にはヒナ血清添加区では GR の輪
郭が FCS 添加区よりも不鮮明となり（Fig.1-A,D）、48

時間後にはヒナ血清添加区が FCS 添加区と比較して完
全に崩れていた（Fig.1-B,E）。拡大すると GR 由来 FBC
が培養プレート底面にシート上に広がり、その上に球
形の gPGCs が観察された（Fig.1-C）。FCS 添加区では
若干崩壊した GR 周辺にわずかに FBC が認められたが、
その上には gPGCs は観察されなかった（Fig.1-F）。ヒ
ナ血清添加区で観察された gPGCs は、培養 21 日までは
PAS 陽性（Fig.2）、抗 SSEA-1 抗体陽性であった（Fig.3）。
ま た、FITC- ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 12.5dpc PGC IgG に も

Fig. 1. Observation of GR (genital ridge) cultured with chick serum 
or FCS.

A, B, C: addition of chick serum, D, E, F: addition of FCS, A, D: 
after 24hrs, B~F: after 48hrs, C, F: magnification of B and E, arrows: 
gPGCs

Fig. 2. Reaction of PAS in gPGCs cultured for 3, 7, 14, 21 days.

A: day 3 (×200), B: day 7 (×400), C: day14 (×400), D: day 21 (×400), 
arrows: PAS positive gPGCs
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gPGC は特異的に反応し、アメーバー状の細胞にも若干
反応した（Fig.4）。培養した GR を SEM で観察した結果、
培養 1,3 日目には GR 表面から突出した gPGCs が認め
られた（Fig.5-A,B）。培養が進むにつれて GR の周りに
FBC が徐々に張り出し（Fig.5-C）、GR から移動した 5
〜 15μm の gPGCs がその上に広がり、培養 7 日目には
アメーバー状の gPGCs が出現し（Fig.5-D）、その後 14
日目にはコロニーを形成することが観察された（Fig.5-
E,F）。

２．gPGCs 移植による仮キメラの作出
　上述した 3 種類の方法で準備した JR の gPGCs を WL
に移植した結果、方法 1 では、計 20 個の胚に移植し 9
羽（No.11~19）が孵化した（孵化率 45％）。このうち
8 羽（♂ 3：♀ 5）が性成熟に達した。方法 2 では、計
39 個の胚に移植し 7 羽（No.21~27）が孵化した（孵化

率 17.9％）。このうち 4 羽（♂ 1：♀ 3）が性成熟に達し
た。方法 3 では、計 25 個の胚に移植し 8 羽（No.31~38）
が孵化した（孵化率 32％）。このうち 5 羽（♂ 3：♀ 2）
が性成熟に達した（Table 1）。なお、これらの仮キメラ
の羽装は WL の羽装と同じであった。移植後、方法 1 の
ドナー胚の性を PCR により解析した。その結果、No.13
〜 19 の個体に移植した 3 個体混合のドナー gPGCs は、
それぞれのドナー個体が Z 染色体由来の 250bp と W 染
色体由来の 370bp の増幅バンドを持っていたことから
雌と判定された（Fig.6）。したがって、表現型の性も雌
である No.13,15,17,19 は同性キメラであり、雄の No.16
と 18 は異性キメラであることが判明した。なお、その
他の仮キメラに移植したドナー gPGCs は、2 〜 18 個体
の JR 胚から集めており、DNA による性判定もしてい
ないため同性キメラか異性キメラかは不明である。

３．仮キメラの後代検定
　性成熟に達した仮キメラから順に後代検定を実施し
た。その結果、方法 1 で孵化した No.12（♂）と WL

（♀）の交配による後代検定では、13 週間で 237 個の卵
が得られうち 183 個が有精卵であリ、106 羽が孵化し（孵
化率 57.9％）、うち 8 羽に黒い刺毛をもつ F1 が確認さ

Fig. 3. Observation by Anti SSEA-1 antiserum of gPGCs cultured 
for 3, 7, 14, 21 days.

A: day 3 (×200), B: day 7 (×200), C: day14 (×200), D: day 21 (×400), 
arrows: SSEA-1 positive gPGCs

Fig. 4. Observation by FITC-Anti mouse 12.5dpc PGC IgG of gPGCs 
cultured for 3, 7, 14, 21 days.

A: day 3 (×200), B: day 7 (×400), C: day14 (×400), D: day 21 (×400), 
arrows: mouse 12.5 dpc PGC IgG positive gPGCs

Fig. 5. Changes of cultured genital ridge observed by SEM.

A: gPGCs came out from GR after cultured for 1 day. B: gPGCs 
gathered the surface of GR after cultured for 3 days. C: gPGCs and 
fibroblast (FBC) spread from GR cultured for 7 days.  D: gPGCs on 
FBC of 7 days culture. E ,F: Colony of gPGCs on FBC of 14 days 
culture.
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れた（キメラ率 7.5％）。また、No.16（♂）の後代検定
では 11 週間で 161 個の卵が得られ、うち 125 個が有精
卵であり、81 羽が孵化し（孵化率 64.8％）、うち 2 羽に
黒い刺毛をもつ F1 が確認された（キメラ率 2.5％）。し
たがって、これら 2 羽のキメラ率は平均で 5.0％であっ
た。方法 2 の No. 24 は 20 週間で 302 個の卵を生産し、
うち 251 個が有精卵であり、194 羽が孵化し（孵化率
77.3%）、うち 1 羽に黒い刺毛をもつ F1 が確認された（キ
メラ率 0.52%）。方法 1 の No.18 と方法 3 の 3 羽の雄（No. 
34,36,38）からは、黒い刺毛をもつ F1 を確認すること
はできなかった（Table 2）。なお、雌の仮キメラ 10 羽
は、雄 WL と人工授精したが、試験期間 9 〜 17 週間で
いずれの個体からも黒い刺毛をもつ後代を確認すること
はできなかった（データは示していない）。後代検定の
結果生まれた黒い刺し毛を持つ F1 に異常は認められず、
順調に成長し 50 日を経ても黒い刺し毛は消えなかった

（Fig.7）。

Remove of
thin albumen

 Removed
blood of
recipient
embryo

 ml l
11 0 bloodletting 13 8embryos
12 0 blood 2 l1 2 18embryos
13 1.5 blood 1 l1 4
14 1.5 blood 1 l1 4 dead

15 1.5 blood 1 l1 4
16 1.5 blood 1 l1 4
17 1.5 bloodletting 14
18 1.5 bloodletting 14
19 1.5 blood 1.5 l1 4
21 2- 14 12embryos dead

22 2- 14 12embryos
23 2- 14 12embryos
24 2 blood 1 l1 4 15embryos
25 2 blood 0.5 l1 4 15embryos dead

26 2 blood 2 l1 4 15embryos dead

27 2- 14 14embryos
31 0 bloodletting 14 3embryos
32 0 bloodletting 14 3embryos dead

33 0 bloodletting 14 3embryos dead

34 0 bloodletting 14 3embryos
35 0 bloodletting 13 3embryos dead

36 0 blood 2.5 l1 2 2embryos
37 0 blood 0.5 l1 2 2embryos
38 0 bloodletting 13 2embryos

1

2

3

Sex determination by PCR method, Method1: gPGCs were collected from JR-GR and transplanted into
recipient WL embryos, immediately. Method2: Freezed JR-gPGCs were transplanted into recipient WL
embryos. Method3: gPGCs cultured for 48hr were transplanted into WL recipient embryos.

Table Transplant situation of chimera chickens produced by manipulation

Method Manipulated
chicken No.

Transfered
stage of
recipient
embryo

Transplant
situation of

gPGC
Sex

Fig. 6. Sex determination of three donor embryos by PCR method.

1: size marker, 2~4: three donor embryos were female. 250bp is common 
band and 370bp is W chromosome specific band.
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考　察

　本研究では後代検定の結果、No.12、16、34 の 3 羽の
雄が生殖系キメラであることが証明され、その生殖系キ
メリズムは 0.52 〜 7.5% であった。Naito ら（1994）は、
ドナーとレシピエントの品種間の産卵性が生殖系キメリ
ズムに影響していると報告した。WL の cPGCs を横斑
プリマスロック（YP）へ移植した場合、WL に由来す
る個体は 77 〜 95% の確率で生まれたが、その逆の組み
合わせでは、YP に由来する個体は 2.0 〜 46% と低い確
率であった。その原因は、両品種の産卵性によるもの
で、YP へ移植された WL の生殖細胞の増殖が、YP の

生殖細胞の増殖を上回ったため、多くのドナー由来の
後代が生まれてきたと推察している。本実験で使用し
た JR は、おそらく YP の産卵性より劣っていると考え
られ、産卵性の高い WL へ移植していることから、移
植された JR の gPGCs はその分化競争に敗北し、精子
や卵子といった段階まで分化できなかった可能性が示
唆される。JR のような貴重なニワトリを使用した報告

（Kuwana ら , 2006）では、KD の cPGCs を WL に移植
し、雌の移植鶏 6 羽の後代検定を行ったところキメラ率
は 0 〜 5.3% で雄は確認されず、本報告と同様生殖系キ
メリズムは低いものであった。レシピエント胚の生殖
細胞の働きを低下させ、産卵性の低いニワトリのドナ
ー PGCs でも優先的に生殖巣へ導入され、分化する方法
を検討する必要がある。Naito ら（1999）は、レシピエ
ント胚とドナー胚の性を DNA から決定し、その性に基
づいて同性キメラと異性キメラを作出し、その生殖系キ
メリズムについて検討した。その結果、同性キメラの方
が異性キメラと比較して生殖系キメラになる確率が高
く、さらにその生殖系キメリズムも高いことを示唆し
た。本研究では、No.13 〜 19 がドナー胚の性が雌であ
ったことから、No.16 は異性キメラである。したがって、
No.16 のキメリズムが No.12 と比較して低かった可能性
がある。Naito ら（1999）は、生殖系キメラ雄の精子か
ら W 精子の存在を確認した。これは、W 染色体を有す
る雌 PGCs が、雄個体内で W 染色体をもつ精子にまで
分化したことを示唆している。残念ながら、No.16 は W
精子の存在を検討する前に死亡した。しかし、JR 雌の
PGCs が WL 雄の精巣に入って、JR の精子に分化した
ことは間違いない。
　Tajima ら（1998）は、WL5 日目胚の gPGCs を液体
窒素で保存し、YP に移植して生殖系キメラを得てい
る。その雄 2 羽の生殖系キメリズムは 3.17% と 18.09%、
雌 2 羽のそれは 0 〜 9.33％であった。また、Kuwana ら

（2006）は凍結融解した KD の cPGCs を WL に移植し、

12 13 237 183 77.2 106 57.9 8 7.5
16 11 161 125 77.6 81 64.8 2(2.5)
18 11 136 102 75.0 44(43.1) 0

22 42 0 302 251(83.1) 194(77.3) 1(0.52)
34 4 104 92 88.5 69 75.0 0
36 47 2 69 95.8 58 84.0 0
38 47 6 75 98.7 64 85.0 0

The rate of fertilized eggs is number of fertilized eggs / number of produced eggs.

The rate of hatched chicks is number of hatched chicks / number of fertilized eggs.

1

3

Table 2 Results of  progeny test for male chickens produced by manipulation

Method Manipulated
chicken No.

Test periods
weeks

Number of
produced eggs

Number of
fertilized eggs

%

Number of
hatched chicks

%

Number of
F1chicks %

Fig. 7. Result of progeny test.

A chick was produced from chimeric chicken (No.12, male) × WL 
female. This chick had the black stinging feather. A: 1day old chick, 
B; chicken after 50 day old, arrows are black stinging feather.
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その生殖系キメリズムは最大でも 5.3％と報告している。
本研究の方法 2 では、gPGC を凍結して移植した No.34

（♂）の生殖系キメリズムは 0.52% と低かった。しかし、
gPGCs を凍結融解してもキメラを作出することは可能
であった。このことから、JR から採取した gPGC は、
凍結・融解後も WL 胚の血管に移植することによって
GR に到達し、生殖能力を有する精子へと分化したこと
が示唆された。ニワトリ種卵の凍結保存が確立しない現
状では、伊藤ら（2011）が報告しているように PGCs を
凍結保存するバンクは、絶滅品種の遺伝資源の保存に有
効と思われる。
　交配後 12.5 日目のマウス胚から採取した GR をラッ
ト血清添加 DMEM 培地で培養すると、GR からアルカ
リフォスファターゼ陽性の gPGC が移動するが、FCS
添加では確認されない（Mayanagi ら , 2003）。本研究に
おいても、マウスと同様にニワトリ GR から PAS 陽性、
抗 SSEA-1 抗体陽性、FITC- ウサギ抗マウス 12.5dpc 
PGC IgG 陽性の gPGCs が FBC 上を移動したが、FCS
添加では観察されなかった。この細胞は培養 21 日目で
も、PAS 陽性、SSEA-1 陽性、FITC- ウサギ抗マウス
12.5dpc PGC IgG にも反応することから PGC の特徴を
保ったまま培養されることが示唆された。しかし、ア
メーバー状に分化した細胞も認められることから、抗
Oct3/4 などの他の分化指標となる抗体との反応を詳細
に検討する必要がある。また SEM の観察では、FBC 上
に散らばった gPGCs が、培養 14 日目にはコロニーを形
成し、細胞表面の構造が変化することが観察された。ニ
ワトリ PGCs は、卵黄周縁動静脈から胚の GR に入り込
み定着するため、球状やアメーバー状に形態を変化する
ことが知られている。したがって、本研究の体外培養に
おいても PGCs は体内と同じ振る舞いをしたものと推察
される。
　本研究では、培養 48 時間目の JR の gPGCs を WL 胚
の卵黄周縁動静脈に移植したが、生殖系キメラを作出す
ることはできなかった。しかし、成長因子を添加しなく
とも PAS 陽性、SSEA-1 陽性、抗マウス 12.5dpc PGC 
IgG 陽性の gPGCs を 21 日まで培養することは可能であ
った。Park ら（2003）は、各種成長因子を添加した培
地で培養した gPGC 由来 EG 細胞を移植し、生殖系キメ
ラを作出した。彼らは、GR から取り出した gPGCs を
EG 細胞化する場合、培養期間を長くすることで、GR
から取り出された環境変化によるダメージが回復する可
能性を示唆した。したがって、移植した培養 48 時間の
gPGCs はダメージを受けたまま移植されたと考えられ
る。菊池ら（2000）は、ニワトリ cPGCs の表面構造は
孵卵開始 54 時間では凹凸が激しく、60、70 時間では凹

凸がなくなることを SEM で観察した。本研究でも、培
養 14 日の gPGC 表面の凹凸は 7 日目と比較して少なく
なることから、cPGCs に近い状態の gPGCs を移植する
ことによって、生殖系キメラが作出できる可能性がある。
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Abstract

    Iwate Jidori of local native chicken is the Japanese protected species that the extermination is felt 

uneasy about. In this study, we transplanted primordial germ cells (gPGCs) isolated from a genital ridge 

(GR) of Iwate Jidori, Japanese Red (JR) in white Leghorn (WL) and produced germ line chimera. We 

transplanted JR gPGCs of 6.5 days (stage 28-29) to an egg yolk circumference blood vessel of WL by 

three following methods. We transplanted the isolated gPGCs immediately (Method 1), after freeze 

thaw (Method 2), after culturing it with the culture media which added chick serum or FCS for 48 

hours (Method 3).  As the results, 24 chicks hatched from an operation embryo, and 17 chicks reached 

the sexual maturation. We performed a progeny test by crossbreed of these temporary chimera and WL 

which reached the sexual maturation. In Method 1, ten progeny with black stinging hair was produced 

by crossbreed of two temporary chimeric males and WL (♀). The chimerism was 5.3%. In Method 2, 

one progeny with black stinging hair was produced by crossbreed of one temporary chimeric male and 

WL (♀). The chimerism was 0.5%. In Method 3, the chick with black stinging hair was not produced 

from temporary chimeras. Therefore, gPGCs isolated from JR and transplanted into WL differentiated 

in WL embryos normally, and it was confirmed to get the function as the sperm. We crossbred similarly 

nine female temporary chimera and WL (♂), but were not able to produce the chimera. Also, chicken 

gPGCs moved from a GR similar to a mouse, and formed colonies by culturing a GR with chick serum. 

But, this phenomenon was not confirmed with addition of FCS. Furthermore, gPGCs of the culture 

21th day was PAS positive and SSEA-1 positive. Therefore,  we succeeded to culture  chicken gPGCs 

without growth factors.

A keyword: Iwate Jidori, primordial germ cells, germ line chimera, culture


