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 生体から取得した培養細胞は、医学・創薬研究を中心に活発に利用され、無限分裂細胞（不死化細

胞）や iPS細胞（人工多能性幹細胞）の樹立まで大きく発展している。一方で家禽を含めた鳥類では

発展途上であり、研究が必要であった。そこで、本研究では鳥類などの iPS細胞と無限分裂細胞の樹

立法の開発、さらに体細胞の効率的な培養条件を明らかにした。本業績は鳥類の試験管内における感

染症研究や遺伝学等を発展させるものである。また、鶏の胚発生期の生体における免疫細胞の運命制

御の理解も深めた。 

 

はじめに 

 生物を構成する最小単位である細胞は、生体内において微小環境により細胞運命は制御されている。

また個体から取得した体細胞は、試験管内で培養することで、古くから医学・創薬研究を中心に利用

されている。特にヒトやマウスでは、初代培養細胞の利用、無限分裂細胞の樹立、幹細胞を用いた特

定の細胞（神経細胞や肝細胞）への分化誘導後の利用まで大きく発展している。一方で、これらの細

胞培養における微小環境や、使用する遺伝子を含めた細胞の樹立条件は、マウスやヒトで最適化され

たものであり、他の生物、特に進化的に離れた鳥類においてそのまま利用できないものも多くあるた

め、鳥類ではその利用は限られていた。鳥類においても、体細胞を有効に活用できれば、鳥インフル

エンザなどの感染症の影響評価や、ゲノム編集との組み合わせによる逆遺伝学研究など様々な研究に

利用可能であり、農学の飛躍的な発展が可能になる。 

 

鶏などの効率的な iPS細胞の樹立 

  マウス iPS細胞樹立の初報が報告された当初は、4つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc）を体細

胞に導入することで、全ての生物で容易に iPS細胞が樹立可能であると考えられていた。しかしなが

ら、実際にはマウスの方法で iPS細胞が樹立できる種は限られていた。特に、マウスから進化的に離

れた鶏などの鳥類の iPS細胞の樹立に関しては、多くのグループが挑戦したが、報告は数報かつ再現

性が低く、幹細胞研究者間では鳥類の iPS 細胞の樹立方法は未確立と認識されていた。iPS 細胞など

の多能性幹細胞は、様々な細胞に分化可能であるため、試験管内において神経や肝細胞などに分化誘

導することで、感染症リスク評価など様々な研究に利用することができる。特に、iPS細胞は、受精卵

が必要なES細胞とは異なり、死亡個体由来の体細胞からであっても樹立が可能である。したがって、

受精卵が利用できない希少な家禽や絶滅危惧種からでも樹立が可能である。本研究では、鶏などの初

期化が困難な生物から、効率的な iPS細胞の樹立を目指し、iPS細胞の樹立方法の開発を進めた。 

 本研究では、初期化が困難な生物から効率的に iPS細胞を樹立するために、初期化因子数の増加（マ

ウスの４因子（Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc）から６因子（Lin28とNanogの追加）に変更）と遺伝子発現

量の均一化等が重要と考え、多数の初期化因子を一括導入する初期化ベクターを作製した。６遺伝子

を一括で体細胞に導入する場合、導入配列が大型になるため、一般的に使用されるウイルスベクター

での導入が困難である。そこで、本研究では、大型配列も導入可能なPiggyBacトランスポゾンシステ



ムを使用した。本研究では、さらに、初期化因子をドライブするプロモーターをEF1プロモーターか

ら CAG プロモーターに変更することで、初期化遺伝子の発現量の亢進を模索した。本研究では、同

システムを使用することで、

マウスやハタネズミから効

率的なiPS細胞の樹立に成功

した 5,6,10。一方で、これらの

ベクターでは鶏のiPS細胞の

樹立は困難であった。本研究

では検討を重ね、MyoDと言

う遺伝子の転写活性領域の

一部を Oct3/4 に連結させ、

Oct3/4 の転写活性を強化す

ることで、鶏の体細胞の効率的な初期化に成功した。樹立した細胞は、初期化マーカーを発現し、さ

らに三胚葉分化能力を有することが確認された。これらの結果から、効率的な鶏の iPS細胞の樹立方

法の開発に成功したと考えられる 4。加えて、本ベクターを使用することで、ハタネズミにおいて iPS

細胞が高品質化できる可能性を示す結果も得られており、種を超えて初期化に有用な手法である可能

性が考えられる 6。現在、他種鳥類への応用を進めている。 

 iPS 細胞の様な多能性幹細胞の培養の際には、フィーダー細胞と呼ばれる支持細胞を用いることで

多能性幹細胞培養の微小環境が構築されている。STO細胞などの無限分裂細胞を元細胞としたフィー

ダー細胞は剥がれやすく長期間の使用が困難である。そこで、マウス胎児から取得した初代培養細胞

を利用したフィーダー細胞が使用されているが、初代培養細胞は細胞増殖に限りがあり、無限分裂細

胞を用いた長期間使用できるフィーダー細胞の開発が期待されていた。フィーダー細胞の剥離現象は、

多くの無限分裂細胞で無効化される p53という遺伝子を中心とする細胞周期のArrest現象との強い関

係が考えられた。そこで、本研究では p53遺伝子が無損傷なラットの無限分裂細胞を樹立し、同細胞

をフィーダー細胞の元細胞とすることで、長期間利用可能な無限分裂細胞由来のフィーダー細胞を試

みた。結果、p53 遺伝子が無損傷なラットの無限分裂細胞を元細胞としたフィーダー細胞は、長期間

幹細胞を支持可能であり、長期間利用可能な無限分裂細胞由来のフィーダー細胞の開発に成功した 2。 

 

少数遺伝子を利用した鳥類の無限分裂細胞の樹立 

 初代培養細胞は数回細胞分裂の後に、

細胞老化現象により細胞増殖が停止す

る。したがって、長期培養が必要な実験

や、細胞状態の影響を受ける実験に利用

する際には細胞老化を乗り越える無限分

裂細胞（不死化細胞）が必要である。ヒ

トやマウスでは SV40T やヒトパピロー

マウイルス由来 E6E7 などのウイルス性

がん遺伝子を利用し、無限分裂細胞が樹

立されてきたが、鳥類の樹立方法は未確立であった。本研究では細胞周期の制御に着目した。一般的

に哺乳類では、細胞老化現象により p16などのタンパクが蓄積することで細胞周期が停止し、細胞増



殖が停止すると考えられている。鳥類では、p16と結合するCDK4遺伝子の存在は確認されていない

が、類似遺伝子であるCDK6遺伝子は確認されており、p16の蓄積による細胞老化機構が存在する可

能性が考えられた。この様な背景のもと、本研究では p16 と結合できないヒト由来変異型 CDK4、

CyclinD1、TERTの導入により、鶏とヤンバルクイナ（絶滅危惧鳥類）の無限分裂細胞の樹立を試みた
11。なお、ハタネズミにおいても、同システムで無限分裂細胞の樹立に成功している 7。検討の結果、

鶏とヤンバルクイナから人工的に無限分裂細胞の樹立に成功した 3。特に、ヤンバルクイナに関して

は、我々の知る限り世界初の絶滅危惧鳥類の無限分裂細胞となった。 

 

鳥類体細胞の効率的な培養条件の探索 

 鳥類の細胞培養には最適化された培地が必要であるが、一般的に細胞培養に利用されている培地の

多くがヒトやマウスなどの哺乳類の細胞に最適化された培地であるため検討が必要であった。本研究

では、DMEM、199、KAv-1（αMEMを基礎培地とする培地）培地を用いて、鶏をモデルに鳥類に適し

た培地の探索を実施した。結果、KAv-1 が、細胞増殖が最も活発であり、細胞老化や DNA 損傷が最

小であることを確認した。本研究では、これら3培地の中でKAv-1が鶏の体細胞の培養に適している

ことを明らかになった 1。 

 

鶏胚期におけるエストロゲンの免疫細胞の成熟への影響に関する研究 

 エストロゲンは、リンパ球の成熟に関連し、その作用はリンパ球への直接作用と、成熟器官への作

用を通じた作用の両方が示唆されている。本研究では、鶏発生後期のファブリキウス囊（鳥類のBリ

ンパ球成熟器官）と胸腺（リンパ球成熟器官）におけるエストロゲン受容体（ER）の局在を明らかに

し、リンパ球以外の細胞のER発現を明らかにした 8。また、胸腺の発生ステージごとのER発現の継

時的変化も明らかにした 9。本研究では鶏胚の免疫細胞の成熟におけるエストロゲンの意義に関する

理解を深めた。 

 

まとめ 

 本研究では鳥類を中心とした細胞の運命制御と新規研究基盤細胞の開発を進めた。特に、これまで

樹立が難しいと考えられていた、鶏の iPS細胞や無限分裂細胞の樹立は大きな進歩であると考えてい

る。培養細胞は動物実験の代替法として有用性が広く認識されている。これらの細胞は、高病原性鳥

インフルエンザ等の感染症評価や逆遺伝学研究など様々な研究への利用が期待されている。今後は、

感染症や遺伝子の機能等の評価につなげたいと考えている。また、個体を用いた実験が困難な、絶滅

危惧種を含めた野生動物への応用も進めたいと考えている。 
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