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論　　文　　の　　要　　旨

　鳥類における遺伝資源の保存および遺伝子転換（Tg）動物作製技術の開発は大きな課題となってい

る。その方法としては，初期の生殖細胞である始原生殖細胞（Primordia1Germ　Ce11，PGC）の利用が

考えられる。ニワトリPGCは胚発生の初期に胚対外域で出現し，その後血流に乗って生殖巣に移住。

定着・増殖することにより配偶子を形成する。本研究はこのようなPGCの性質を利用して，PGCの

分離，培養および移植の方法について検討したものである。

　〔血液中始原生殖細胞（cPGC）の分離〕ニワトリの受精卵を2日間艀卵し，直径約40－50μmのガ

ラスマイクロピペットを用いて胚体の血管から採血した。血液サンプルをfiCO11溶液で混合・重層・

遠心分離することにより，16％ficol1溶液と613％ficol1溶液の境界面から細胞を回収・洗浄しPAS染

色を行った結果，cPGC含有率約90％（平均42PGCs／Egg）の細胞群を入手することができた。

　〔cPGCの培養〕分離・回収したcPGCを，新たに開発した「点滴培養系」（20μ1of㎜ediu阯wen）

を用いて培養した。すなわち，合成培地のM199にO，O．5および10％FBSを添加した場合のcPGC

の生存率を調べた結果，培養4日目のcPGCの生存率はそれぞれ43％，65％および97％であった。ま

た培養8日目の生存率はそれぞれ31％，52％および92％であった。このことから，基礎培地（M199）

に添加したユO％FBSが，cPGCの生存を支えていることが示された。次に，ニワトリ5日胚生殖細胞

由来の間質細胞を支持細胞とした場合のcPGCの増殖培養系について検討した。すなわち，艀卵開始

5日目のニワトリ胚から生殖巣を分離して細分化し，ユO％FBSを添加したM199にchick1GF，hu㎜an

FGF－bおよび㎜ur1ne　LIF等を加え，3－4日間初代培養を行った。こうして得た生殖巣聞質細胞を点
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滴培養系上で継代して支持細胞とし，蛍光標識されたcPGCを培養した。その結果ラ培養5日目の

cPGC数は1日目に比べて平均4．8倍（P＜0105）に増加した。この生殖巣間質細胞のPGCに対する効

果は，直接接触することによって生ずる可能性が高い事も示唆された。また，雌と思われる胚の右側

の生殖巣問質細胞を支持細胞として培養した場合は増殖効果が認められないが，左側の生殖巣問質細

胞を用いた場合はcPGCが増加する傾向が認められた。

　〔生殖巣中始原生殖細胞（gPGC）の培養〕生殖巣間質細胞を初代培養および継代培養し芋均一に

継代された聞質細胞について培養五日目および5日目にgPGC数を計測した結果，それぞれ868個お

よび3347個で，平均3．8倍に増加していることが明らかになった（p＜O．05）。

　〔培養後のgPGCの分離および移植による生殖系列キメラの作製〕培養後のgPGCが生殖巣に移住・

増殖しうることを確認するために，9PGCの移植を行った。移植に用いたgPGCは，培養された生殖

巣間質細胞から緩やかに撹幹する方法によって得た。このgPGCを無毒性の蛍光色素（P鵬26）を用

いて標識し，艀卵2．5日目の胚の血管内に注入して，その胚をさらに3日聞艀卵した。このレシピェ

ント胚を固定して連続切片を作製し，共焦点レーザ』顕微鏡を用いて観察した結果，生殖巣内に蛍光

色素によって染色されたドナーgPGCが観察され，生殖系列キメラになっていることが確認された。

ドナーgPGC数は移植後の3日問に平均約5倍に増加していることも明らかになった。この結果は，

すでに生殖巣に定着したgPGCを移住期の胚血管に移植すると，再び生殖巣に移住。増殖する能力を

もつようになることを示している。

審　　査　　の　　要　　旨

　この研究は（1）改良したfiCo11濃度勾配遠心分離法を用いてニワトリ初期胚の血液からほぼ純粋の

cPGCを取り出し，（2）対外培養系で血液由来および生殖巣由来のPGCを分裂。増殖させることに成功

し，（3）対外培養系で増殖したgPGCを移植することによって，生殖腺キメラを作製することができた，

というもので独創性に富んだ内容を含んでいる。本研究で得られた結果は，鳥類における遺伝資源保

存技術の実用化，遺伝子転換トリ作製技術の開発につながるものであり，また，鳥類における性分化

の機構，配偶子分化の機構，PGCの生物学的性質の解明等，広い分野での応用が期待されうる。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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