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要旨 
序論 
様々な細胞に分化できる多能性の細胞状態を規定する分子機構は、主に哺乳類
の胚をモデルに研究されてきた。ゆえに、哺乳類以外の動物種で同様の機構が
働くのか、明らかではない。特に、鳥類や爬虫類では初期発生の様式が哺乳類
とは大きく異なっているため、これらの生物種間で多能性を制御する機構を比
較し、その分子機構の保存性と多様性を調べることは羊膜類の初期発生を理解
する上で重要である。 
 
方法 
鳥類と爬虫類の胚性細胞を無血清培地で培養し、哺乳類の多能性の制御におい
て重要な役割を持つ Fgf/Erk シグナルを活性化または阻害し、その影響を調べ
ることで、鳥類と爬虫類の胚性細胞における Fgf/Erk シグナルの役割を検証し
た。また、多能性状態を作り出す転写因子を解析するため、マウスで多能性状
態の樹立と維持に関わるNanog と Pou5f1 のニワトリホモログに対する特異的
な抗体を作製し、胚や培養細胞でのこれらのタンパク質の発現を調べた。さら
に、ニワトリにおいて多能性状態を支持する候補因子を網羅的な遺伝子発現解
析から探索し、それらの機能をニワトリ胚性細胞の培養系を用いて解析した。 
 
結果と考察 
第 1章：Fgf/Erk シグナルを阻害すると、ニワトリ・ウズラ・ヤモリ・スッポン
の胚盤葉から、マウスの ES細胞のコロニーに形態的に類似したドーム状のコロ
ニーが形成された。一方で、原腸陥入時以降の胚からは、このようなコロニー
が形成されず、むしろ Fgf/Erk シグナルの阻害下では細胞の生存と増殖が阻害
された。このことから、胚体内の多能性を持つ未分化な細胞は、原腸陥入を境
に多能性を失い、Fgf/Erk シグナル依存的な増殖に移行することが示唆された。 
 第 2 章：遺伝子を導入した 293T 細胞とニワトリ組織の免疫染色によって、
作製した抗体がニワトリのNanogと PouVを高い特異性で認識することを確認
した。これらの抗体を用いて、多能性を持つ epiblast の細胞や始原生殖細胞で
Nanog が特異的に発現することが明らかになった。また、これまで報告されて
いた PouV の遺伝子構造を修正し、新規に追加された N末端のアミノ酸配列に
もとづいて PouV遺伝子の分子進化を考察した。 



 第 3 章：第 1 章の結果から、ニワトリの胚では原腸陥入期以降、多能性が失
われることが明らかとなった。そこで、多能性を正に制御する因子が原腸陥入
前に機能していると考え、この仮説に合った発現動態を示す遺伝子を探索した。
その結果、Jak/Stat シグナルが、ニワトリ胚の細胞の多能性を正に制御してい
る可能性が示され、人為的な活性制御の実験からもその可能性が支持された。 
 
結論 
哺乳類で多能性を制御する分子経路を鳥類と爬虫類で検証した結果、哺乳類で
多能性を維持するのに重要と言われている転写因子のうち、Nanog の機能は種
間で共通しているが、PouV の機能は多様化していることが示唆された。一方、
シグナル経路による多能性状態の制御は種を越えてよく保存されていることが
示され、Jak/Stat 依存的な多能性の状態から Fgf/Erk 依存的な分化状態への移
行が、羊膜類の初期発生に一般的に見られる基本原理であることが考察された。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



目次 
 
 
 
序論       ・・・・・01 
 
第 1 章      ・・・・・05 
Fgf/Erk シグナルと Gsk3 シグナルによる多能性の負の制御  
結果       ・・・・・07 
考察       ・・・・・21 
 
第 2 章       ・・・・・24 
自作抗体による cNanog と cPou5f3 のタンパク質解析 
結果       ・・・・・26 
考察        ・・・・・41 
 
第 3 章        ・・・・・45 
Jak1/Stat3 シグナルによる多能性の正の制御 
結果        ・・・・・47 
考察       ・・・・・55 
 
結論        ・・・・・58 
 
材料と方法       ・・・・・63 
 
謝辞        ・・・・・75 
 
参考文献       ・・・・・77 



重要略語一覧 
 
ICM : inner cell mass、内部細胞塊 

ESCs : embryonic stem cells、胚性幹細胞 

iPSCs : induced pluripotent stem cells、人工多能性幹細胞 

TE : tropectoderm、栄養外胚葉 

Fgf : fibroblast growth factor、線維芽細胞増殖因子  

Mek：MAPK/ERK kinase 

Erk
extracellular signal-regulated kinase 

Gsk3
glycogen synthase kinase3 

PD：PD0325901、Mek1 の選択的な阻害剤 

CH：CHIR99021、Gsk3 の選択的な阻害剤 

2i：two inhibitors、Mek と Gsk3 の阻害剤を添加した培養条件のこと 

st.：stage、ニワトリ胚の発生段階をローマ数字とアラビア数字によって 

  st.I-XV：受精から原条形成まで（EGステージ） 

  st.2-45：原条形成から孵化まで（HHステージ）と表記する 

LIF
leukemia inhibitory factor��	����� 

IL-6
interleukin-6 

gp130：glycoprotein 130 

Jak：Jenus kinase 

Stat：signal transducers and activator of transcription 

Socs：suppressor of cytokine signaling 

Rux
Ruxolitinib�Jak1�Jak2の選択的な阻害剤 

AG
AG490�Jak2�Jak3の選択的な阻害剤 

4HT
4-hydroxytamoxifen 
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序論 
多能性とは、その生物の成体を構成する全種類の細胞に分化できる細胞の性質

であり(Smith, 2006)、種々の分化細胞を持つ多細胞生物の初期発生にとって根

幹となる性質である(Agata et al., 2006; Funayama, 2010)。多能性の獲得や維

持に関わる分子機構は主に哺乳類、特に、マウスの多能性細胞集団である内部

細胞塊（ICM : inner cell mass）から樹立されるマウス胚性幹細胞（ESCs : 

embryonic stem cells）を用いて研究されてきた(Fig. INT-1) (Chambers et al., 

2003; Mitsui et al., 2003; Niwa et al., 2000; Okamoto et al., 1990; Schöler et 

al., 1990)。 

 人工多能性幹細胞（iPSCs : induced pluripotent stem cells）の報告以来、多

能性の細胞状態を作り出す転写因子を主眼においた研究が多く行われている

(Okita et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007)。

しかしながら、哺乳類の発生で最初に起こる細胞系列決定は、ICM と胎盤の前

駆組織である栄養外胚葉（TE : tropectoderm）の分岐であり、哺乳類の多能性

を制御する分子機構は胎盤を形成するために他の生物種と異なっている可能性

がある(Fig. INT-2)(Niwa et al., 2000; 2008; 2005)。胎盤を持たない脊椎動物、

例えば鳥類や爬虫類の多能性の制御機構を調べ、哺乳類の機構と比較して保存

性や多様性を検証することは、多能性の制御機構をよりよく理解するために重

要である(Cañon et al., 2011)。しかし、過去にニワトリ ESCs 樹立の報告がい

くつかあるものの(Pain et al., 1996; Petitte et al., 2004)、鳥類・爬虫類の多能

性状態を維持または脱却させるする分子機構はほとんど解明されていない。 

 これまで理解されてきた哺乳類の多能性を制御する分子経路は 3 つある(Fig. 
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INT-1)。すなわち、1) 未分化状態のまま細胞を増殖させる Jak/Stat シグナルと 

2) その下流で働く転写因子、および 3) 多能性を失わせ分化を誘導する Fgf/Erk

と Gsk3 シグナル、である。1)と 2)を合わせて多能性の正の制御、3)を多能性の

負の制御と大別することもできる。本研究は 3 つの章に渡って、鳥類・爬虫類

におけるこれらの 3つの分子経路を検証する。 

 第 1 章は、シグナル伝達による多能性の負の制御機構に注目する。この機構

に関わる Fgf、Erk、Gsk3 などの因子は、種を越えて様々な生体反応に関わり、

非常に高い配列の保存を持つことから、機能も普遍的であることが予想される。

このため、これらの因子の鳥類・爬虫類の多能性への関与を検証することから

始めた。鳥類と爬虫類の胚を集めて細胞培養を行うことで、広汎な生物種の機

構を検証することを目指した。 

 哺乳類の Nanog と Pou5f1 は、マウス ESCs の多能性転写因子の中でも中心

的な役割を担うが(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Nichols et al., 

1998)、cNanog や cPouV がニワトリの多能性の樹立や維持に機能を持つかは

不明瞭であった(Lavial et al., 2007)。第 2章では、これら 2つの転写因子のニ

ワトリの相同遺伝子、cNanog と cPouV をタンパク質レベルで解析した。

cNanog と cPouV に対するポリクローナル抗体を作製し、この抗体を用いた実

験結果から新たな知見を得たのでそれについて報告する。 

 第 3 章は、ニワトリの胚盤葉で働く多能性の正の制御機構を模索する。哺乳

類では、サイトカインである LIF やその下流で働く Jak/Stat3 シグナルが多能性

転写因子の活性化を含めて多能性の正の制御因子として知られてきたが(Niwa 

et al., 2009)、LIF は種間でアミノ酸配列の保存性が低く、Jak/Stat3 シグナル
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の胚発生における機能も不明瞭であったため(Takeda et al., 1997)、ニワトリで

独自に正の制御因子を見つけ出すことを試みた。そこで、第 1 章で得た知見を

もとに、細胞運命の決定の時期に発現が変化する遺伝子を網羅的に探索した。

また、第 2 章で得た、ニワトリ多能性細胞の分子マーカーを利用して、細胞の

分化状態をモニターしながら検証実験を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. INT-1 マウス ESCs の研究によって明らかになった、哺乳類の多能性を制
御する分子機構。赤い矢印は多能性を維持した状態での生存や増殖を表し、
Jak/Stat シグナルとその下流の多能性転写因子（Nanog や Pou5f1 など）によ
って支持される（多能性の正の制御）。青い矢印は多能性の状態から分化状態へ
の移行を表し、Fgf/Erk シグナルやGsk3 シグナルによって誘導される（多能性
の負の制御）。 
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Fig. INT-2 マウスとニワトリの初期発生の比較。マウスでは種特異的な器官で
ある胎盤を形成するために、ニワトリには見られない細胞系譜の分岐（発生初
期における内部細胞塊と栄養外胚葉の分岐）が起こる。多能性関連転写因子と
して有名な Pou5f1（Oct3/4）はこの段階に関与している。一方、epiblast と
hypoblast の分離はマウス・ニワトリに共通に認められ、マウスではNanog が
関与していることが知られている。このように、多能性転写因子は、種間で共
通しない発生イベントに関与することがあり、その機能が種を越えて保存され
ているのかは検証の必要がある。 
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第 1 章 Fgf/Erk シグナルと Gsk3 シグナルによる多能性の負の制御 
 

MAPK/ERK kinase（Mek）と glycogen synthase kinase3（Gsk3）を阻害する

2i と呼ばれる条件において、マウス ESCs が多能性を保って増殖し続けること

が、近年になって報告された(Ying et al., 2008)。この条件で維持されるマウス

ESCs は、密で多層なコロニーを形成する。この特徴的なドーム状の形態は、

naive state と呼ばれる多能性状態の１つの形態的な指標とされている(Nichols 

and Smith, 2009)。 

 線維芽細胞増殖因子（Fgf : fibroblast growth factor）は、Mek の活性化を通

して extracellular signal-regulated kinase（Erk）を活性化する(Thisse and 

Thisse, 2005)。マウスの初期胚において、Fgf/Erk シグナルは多能性細胞の分

化に重要な役割を持つことが明らかになってきた(Lanner and Rossant, 2010)。

また、Fgf/Erkシグナルは培養下においてマウスESCsの分化を誘導する(Kunath 

et al., 2007)。さらに、Erk シグナルによる分化誘導作用は、扁形動物のプラナ

リアの多能性細胞にも見られ(Tasaki et al., 2011)、Fgf/Erk の役割は、広い生

物種に保存された性質であることが示唆されていた。 

 本章では、Fgf/Erk シグナルに注目し、鳥類（ニワトリ、ウズラ）と爬虫類（ヤ

モリ、スッポン）の胚を用い、培養細胞をベースとした研究手法を取った。他

の因子の影響を排除するため、マウス ESCs の培養に使われているN2B27 とい

う無血清培地を用いた(Nichols and Ying, 2006; Ying and Smith, 2003)。この

培地にMek と Gsk3 の阻害剤を添加することによりマウスやラットの ESCs が

未分化状態で維持される(Buehr et al., 2008; Li et al., 2008; Ying et al., 2008)。
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このN2B27 培地に特定の細胞外因子を加え、胚性細胞の形態や遺伝子発現への

影響を比較した。 
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結果 
ニワトリ胚盤葉の細胞はMek1とGsk3阻害下でドーム状コロニーを形成

する 

st.X-XI（EG stage X-XI、略語参照、(Eyal-Giladi and Kochav, 1976)）のニワ

トリ胚盤葉の細胞を、N2B27 培地（basic condition）で培養すると、細胞は密

集したコロニーを形成したが、コロニーは伸長し細胞間の境界も顕著だった

（Fig. 1-1A、矢じり）。Mek1 の選択的な阻害剤である PD0325901(Bain et al., 

2007)を添加すると（PD condition）、細胞は密集し、円形型で表面の滑らかな

コロニーが現れたが、潰れたコロニーも同時に観察された（Fig. 1-1B）。次に、

β -catenin をリン酸化して分解させる Gsk3 の選択的な阻害剤、

CHIR99021(Murray et al., 2004)を PD0325901 とともに添加した（2i 

condition）ところ、細胞は密集し、円形で滑らかなコロニー（ドーム状コロニ

ーと呼ぶ）が観察された（Fig. 1-1C、矢印）。ドーム状コロニーは、2i condition

で培養されたマウスやラットの naive ESCs に形態的に類似していた（Fig. 1-1C、

矢印）。CHIR99021 を単独で添加すると、密なコロニーが形成されたが(Fig. 

1-1D、矢印)、周縁部が不明瞭で表面が隆起しているコロニーや、茶色いコロニ

ーも観察された（Fig. 1-1D、矢じり）。（1）直径が 50µm以上、（2）長軸が短

軸の 2 倍以下、（3）縁の 2/3 以上が明瞭、（4）表面が滑らか、かつ（5）多層

なコロニーを、ドーム状コロニーと定義した。各条件におけるドーム状コロニ

ーの数を定量化したところ、basic、PD、CH condition に比べ、2i condition

では、ドーム状コロニーの数は増え、サンプルごとの形成されるコロニー数が

安定した（Fig. 1-1E）。これらの結果は、2つの阻害剤の組み合わせがドーム状 
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Fig. 1-1 N2B27 をベースとした培地におけるニワトリ胚の細胞培養。ニワト
リ胚盤葉の細胞を(A) basic、(B) PD (PD0325901; Mek 阻害剤)、(C) 2i (PD+CH)、
(D) CH (CHIR99021; Gsk3 阻害剤) conditions の条件で 2日間培養した。矢印
は、ドーム状コロニーを示している。(B) の矢じりは単層化したコロニーを、(D) 
の矢じりは表面が滑らかではなく明瞭な縁を持たないコロニーをそれぞれ示し
ている。全ての写真は同じ倍率で撮影した。スケールバーは 100 µm を表す。
(E) 1 視野（約 2.4 mm2）あたりのドーム状コロニーの数。平均値と標準偏差（n=3）
を示している。 
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コロニーの形成を促進することを示している。しかし、ドーム状コロニーのマ

ウス ESCs コロニーに対する形態的な類似にも関わらず、ドーム状コロニー内の

細胞同士は互いに強く接着していて完全に分離することができず、マウス ESCs

で示されるようなキメラ形成解析による多能性の確認はできなかった。 

 

ドーム状コロニーは細胞の分裂と接着によって生じる 

ドーム状コロニーが、分離が不十分だった細胞の集まりではなく、細胞増殖に

よって形成されることを確認するため、ドーム状コロニーの形成過程をタイム

ラプスイメージングにより観察した。培養開始から数時間で、培養ディッシュ

に接着した少数の細胞の集まりが一度広がり（Fig. 1-2A, 8.0h）、その後、再集

合した（Fig. 1-2A, 16.0h）。また、密集した細胞塊同士がまとまってより大き

な塊を形成することが観察された（Fig. 1-2A, 20.5-21.0h）。一方で、このよう

な細胞塊に接着しない単独の細胞も見られた。核染色を行ったところ、ドーム

状コロニー内の細胞は細胞分裂をしていることが明らかになった。(Fig. 2B, 矢

印)。抗 E-Cadherin 抗体を用いた免疫蛍光染色の結果、ドーム状のコロニーの

細胞は E-Cadherin を発現しているが、コロニーの周辺に拡がる単独の細胞は

E-Cadherin を発現していないことが分かった(Fig. 1-2B, C)。これらの結果から、

ドーム状コロニーは細胞の増殖と、細胞塊の集合によって成長することが分か

った。また、細胞間接着に関して少なくとも 2 種類の細胞集団が存在し、

E-Cadherin の有無がこれを分けている可能性が示唆された。 
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Fig. 1-2 ドーム状コロニーの形成過程の経時写真と免疫染色像。(A) 同じコロ
ニーを時間を追って撮影した。播種してからの経過時間が記されている。スケ
ールバーは 50 µm を示す。同じ培養中の(B)ドーム状コロニーと(C)単独細胞の
Hoechst33342 による核染色と抗 E-Cadherin 抗体による免疫蛍光染色像。明視
野と蛍光観察（シアン：核、赤：E-Cadherin）の写真を並列した。矢印は分裂
期にある細胞を示す。(B)と(C)の左のパネルのスケールバーは 50 µm、(B)の右
のパネルのものは 10 µmを表す。 
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ドーム状コロニーは原条伸長前の胚からしか形成されない 

ドーム状コロニーの由来を調べるため、各発生ステージのニワトリ胚から細胞

を播種して 2i condition で培養し、形成されたドーム状コロニーの数を計測し

た。原条形成の初期やそれ以前の胚から形成されるドーム状コロニーの数には、

大きな違いは見られなかった(Fig. 1-3)。一方で、原条が伸長している st.3+（HH 

stage 3+、略語参照、(Hamburger and Hamilton, 1951)）の胚から細胞を播く

と、形成されるドーム状コロニーの数は大きく減少し(Fig. 1-3)、原条の伸長が

完了した st.4 より後の発生ステージの胚では、ドーム状コロニーはほとんど形

成されなかった。このことから、ドーム状コロニーの形成能に関して、st.4 に

明確な境界があることが示唆された。以上の結果から、ドーム状コロニーの起

源となる細胞集団は、原条が伸長した後の胚には存在しないことが示された。

このことは胚性細胞の分化ポテンシャルを反映しているものと考えられる。 

 

密なコロニーは Fgf/Erk シグナルの活性により消散する 

Erk シグナルの活性が培養細胞に与える影響を調べるため、塩基性 Fgf（bFgf）

を N2B27 培地に添加した。この FGF condition において、多くの細胞は単層

のコロニーを形成し、細胞同士が離れていく傾向が見られた(Fig. 1-4A)。2i 

condition を培養 2 日目に FGF condition に置換すると、ドーム状コロニーは

単層になって拡がった(Fig. 1-4B)。 

 ニワトリのMek1 と Gsk3βのアミノ酸配列は、ヒトやマウスの相同タンパク

質のアミノ酸配列に 90%以上一致することから、PD0325901 と CHIR99021

は、ニワトリの細胞においても哺乳類の細胞と同様の対象分子に作用すること 
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Fig. 1-3 胚発生の経過に伴うドーム状コロニー形成能の変化。上のパネルは各
ステージの胚から2i conditionで2日間の培養をして形成されたコロニーの例。
スケールバーは 100 µm を示す。全ての写真は同じ倍率で撮影した。下のパネ
ルはドーム状コロニーの数の定量解析。エラーバーは各ステージごとに 6 つの
独立した実験から得られた標準偏差を示している。各バーの上の数値は t検定に
よって st.X との間に求められた P 値を表し、アスタリスクは P 値が 0.01 より
小さいことを示す。 
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が示唆される(Fig. 1-4C)。PD0325901 のニワトリ細胞への効果をさらに確かめ

るため、ウエスタンブロッティングを行ったところ、bFgf の添加で見られたリ

ン酸化 Erk の増加は、bFgf 添加の前に PD0325901 を加えることで抑えられた

(Fig. 1-4D)。したがって、PD0325901 は、ニワトリの細胞においてもMek に

よる Erk のリン酸化を妨げることにより Fgf/Erk シグナルを阻害していると考

えられた。Fig. 1-1 に示したデータと合わせると、Fgf/Erk シグナルの阻害と活

性化が、ドーム状コロニー形成に対して逆の効果を持つことが明らかとなった。 

 

産卵前後の卵のウズラ胚細胞もドーム状コロニーを形成する 

ドーム状コロニーが多能性の細胞に由来するのであれば、より分化ポテンシャ

ルの高い細胞も同様のコロニーを形成することが期待される。この仮説は、産

卵前の卵を使って検証できる。そこで、ウズラを飼育し、産卵前と後の卵から

胚を回収しその細胞を培養した。初めに、Fgf/Erk と Gsk3 シグナルが、ウズラ

胚盤葉の細胞に同様の効果を示すことを確認するため、産卵後のウズラ卵から

st.X 胚を回収し細胞を播種した。その結果、ニワトリで観察されたように、2i 

condition においてドーム状コロニーが観測された(Fig. 1-5B, 矢印)。ウズラの

ドーム状コロニーは、basic condition では少なく(Fig. 1-5A) 、FGF condition

では全く見られなかった(Fig. 1-5C)。次に、産卵前の卵から回収した st.V のウ

ズラ胚を培養したところ、basic と 2i condition においてドーム状コロニーが形

成された(Fig. 1-5D, E, 矢印)。以上の結果より、ウズラの初期胚も Fgf/Erk シ

グナル依存的にドーム状コロニーを形成すること、および高い分化ポテンシャ

ルを持つ細胞がドーム状コロニーを形成することが示された。 
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Fig. 1-4 ニワトリ胚性細胞への Fgf/Erk シグナルの影響。(A) bFgf 存在下で培
養されたニワトリ胚盤葉の細胞。スケールバーは 100 µm を示す。(B) ドーム
状コロニーへの bFgf の影響。培養 2日目に 2i から FGF condition へと培地を
交換した（右）。スケールバーは 100 µmを示す。(C) ニワトリ、マウス、ヒト
の間で見たMek1 と Gsk3βタンパク質のアミノ酸配列の相同性。各数字は、一
致するアミノ酸残基の割合を Geneious ソフトウェアによって計算した値を表
す。使用した配列のアクセッション番号：NP_989481.1、XP_416557.2、
NP_002746.1、NP_001139628.1、NP_032953.1、NP_062801.1。(D) 2 日間
培養した細胞の全タンパク質を用いたのウエスタンブロッティング。矢印は、
記載されている阻害剤や因子を細胞回収の直前に培地に加えたことを示す。リ
ン酸化された Erk は PD0325901 の添加によって減少した。各レーンに泳動し
たタンパク質量が揃っていることを確認するために、抗α-tubulin 抗体の染色
を行った。 
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ヤモリ卵割期胚を体外で発生させることで胚盤葉が入手できる 

爬虫類初期胚の入手は困難で、初期発生の記述は限られている。ニホンヤモリ

の場合、産卵前に原条の形成は完了しており、産卵時には体節期まで発生が進

行している。そこで、爬虫類の胚盤葉を得るために、卵を持つ野生のヤモリを

捕獲し、半透明の腹部を通して卵形成を観察した(Fig. 1-6A)。観察を開始して

数日の間に、卵巣中の卵の内 2 つが大きく顕著になった後、その色が黄色から

白色に変化した。白色化途中の卵は卵割期の胚を含んでおり、こうして入手し

たヤモリ胚は母体から取り出しても発生し続けた(Fig. 1-6B)。これらの実験によ

り、ヤモリの卵割期胚を取り出しその発生を体外で観察することで、ヤモリ胚

盤葉を入手する方法が見出された。 

 

ヤモリとスッポンの胚性細胞も2i conditionでドーム状コロニーを形成する 

ドーム状コロニーを形成する性質が爬虫類でも保存されているのか調べるため、

上記の方法で得たヤモリの胚からのコロニー形成を検証した。胚盤葉期まで発

生したヤモリ胚から細胞を撒くと、basic condition 中ではドーム状コロニーは

形成されなかった(Fig. 1-7A)が、2i condition 中でドーム状コロニーが確認され

た(Fig. 1-7B, 矢印)。bFgf を添加すると、FGF condition 中で見られたニワト

リやウズラで見られたように、単層のコロニーが形成された(Fig. 1-7C)。一方で、

原腸期の胚から細胞を撒いた場合、ドーム状コロニーは観察されなかった(Fig. 

1-7D, E, F)。阻害剤の存在下で、原腸期の細胞の生存率は低下したが(Fig. 1-7E)、

bFgf の添加により細胞の増殖が促進された(Fig. 1-7F)。次に、スッポンの胚盤  
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Fig. 1-5 ウズラ胚細胞の細胞。 (A) basic、(B) 2i、(C) FGF condition で培養
した st.X ウズラ胚（胚盤葉）の細胞、および(D) basic、(E) 2i、(F) FGF condition
で培養した st.V ウズラ胚（卵割期胚）の細胞。矢印はドーム状コロニーを示す。
全ての写真は同じ倍率で撮影し、スケールバーは 100 µm を示す。5 つの胚盤
葉と 2 つの卵割期胚を検証し、全てからドーム状コロニーの形成を確認した。
ドーム状コロニーの定義は、ニワトリのものに準ずる。 
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葉から細胞培養を試みたところ、ヤモリ胚盤葉の細胞と同様に、2i condition

においてのみ、ドーム状コロニーを形成した(Fig. 1-7G, H, I, 矢印)。これらの

結果から、Fgf/Erk シグナルの阻害によって、ヤモリとスッポンの初期胚からも

マウス ESCs 様コロニーの形成が促進されることが示唆された。 

 

N2B27 培地系で培養したニワトリ細胞の遺伝子発現 

N2B27培地をベースとした条件で培養した細胞の状態を分子レベルで調べるた

め、ニワトリ胚盤葉細胞を basic、2i、FGF condition の 3条件で培養し、各マ

ーカー遺伝子の発現量をリアルタイム RT-PCR によって測定した。まず、ニワ

トリの生殖細胞関連遺伝子であり、マウスの naive pluripotency マーカーでも

ある Nr0b1および Dazl (Kito et al., 2010; Smith et al., 2000; Tesar et al., 

2007)の発現量は、2i condition において顕著に上昇し、FGF condition では低

下することが明らかになった(Fig. 1-8A)。対照的に、ニワトリ胚の原腸形成に

関わるLefty、Brachyury(T)、Fgf8 (Bertocchini, 2004; Sheng et al., 2003; Yang 

et al., 2002)は、FGF condition で大きく発現量を上げたが、2i condition でそ

の発現は抑えられた(Fig. 1-8B)。一方で、2i condition で発現が維持される哺乳

類の多能性マーカーの相同遺伝子(Nanog, PouV, Sox2, Klf2, Klf4, Myc, Tbx3) 

(Hall et al., 2009; Lavial et al., 2007; Niwa et al., 2009)の発現は、2i condition

で明確な上昇を示さなかった。Nanogは FGF condition で強く抑制され、PouV

と Tbx3の発現レベルは basic と 2i condition 間でほぼ同じだった。2つの Klf

ファミリー遺伝子とMycの発現は、2i condition で低かった(Fig. 1-8C)。 
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Fig. 1-6 ヤモリの胚と卵培養。(A) メスのヤモリ。矢じりは腹部に透けて見え
る 2つの卵を示す。(B) 経時的に観察したヤモリの卵培養。卵の長軸は 1.2 cm。
写真ごとに倍率は異なる。 
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Fig. 1-7 ヤモリとスッポン胚細胞の細胞。(A) basic、(B) 2i、(C) FGF condition
で培養したヤモリ胚盤葉の細胞、および(D) basic、(E) 2i、(F) FGF condition
で培養したヤモリ原腸胚の細胞。(G) basic、(H) 2i、(I) FGF condition で培養
したスッポン胚盤葉の細胞。矢印はドーム状コロニーを示す。各列の写真は同
じ倍率で撮影し、スケールバーは 100 µm を示す。5 つのヤモリ胚盤葉の内 2
つからドーム状コロニー形成を確認したが、10のヤモリ原腸胚・神経胚・体節
期胚からはコロニーは形成されなかった。また、3 つのスッポン胚盤葉の内 2
つからドーム状コロニーの形成を確認した。ドーム状コロニーの定義は、ニワ
トリのものに準ずる。 
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Fig. 1-8  2 日間培養したニワトリ胚盤葉の細胞の qPCR による遺伝子発現解
析。縦軸は basic condition での発現量を 1.0 としたときの相対的な遺伝子発現
量を示す。ニワトリの細胞を basic、2i、FGF condition で培養し、(A) 生殖細
胞関連遺伝子、(B) 原腸形成関連遺伝子、(C) 哺乳類の多能性転写因子の発現量
を比較した。エラーバーは 3回の実験から得られた標準偏差を示す。 
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考察  
マウス ESCs のコロニーと 2i condition で形成されるコロニーの形態的類似 

2i condition で培養されたニワトリ胚盤葉由来のコロニーは、マウスやラット

の ESCs に形態的に類似していた(Fig. 1-1C)。マウスとラットの ESCs が示す特

徴的なドーム状のコロニーの形態は、多能性を持つ細胞の特徴の 1 つとして用

いられている(Greber et al., 2010; Hanna et al., 2010; Najm et al., 2011)。コ

ロニーの形態は、細胞の接着分子を反映しており(Nakagawa and Takeichi, 

1998)、細胞間接着因子である E-Cadherin が、マウス ICMやマウス ESCs の分

化ポテンシャルに重要な役割を果たすことを考えると(Lyashenko et al., 2011; 

Shirayoshi et al., 1983)、げっ歯類の ESCs のコロニーと今回観察されたドーム

状コロニーの形態的な類似は、分化ポテンシャルを含めた細胞の性質の類似性

を表しているのかもしれない。 

 

分化能、ドーム状コロニー形成能、および Fgf 依存性に同時に起こる変化 

本研究により、ニワトリ胚の st.3 と st.4 の間に、明確なドーム状コロニー形成

能の違いがあることが明らかになった(Fig. 1-3)。原条完成前のニワトリ胚が高

い分化能を持つことは、多くの先行研究が示している(Abercrombie and 

Bellairs, 1954; Abercrombie and Waddington, 1937; Gallera and Nicolet, 

1974)。st.4 以前のニワトリ胚は、細胞運命が決まっていない細胞によって構成

され、両生類のシュペーマンオーガナイザーに相当するヘンゼン結節も再生で

きるが(Psychoyos and Stern, 1996)、st.4 以降の胚では再生できない。胚にお

ける細胞の運命決定が起こるステージと、培養下でドーム状コロニーを形成で
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きなくなるステージが一致することから、ドーム状コロニーが多能性を持つ細

胞から形成されるという考えが支持される。さらに、Fgf/Erk シグナルがヤモリ

の胚盤葉と原腸胚の細胞の増殖に逆の影響を与える(Fig. 1-7B, C, E, F)ことを合

わせて考えると、胚発生において Fgf/Erk 非依存的な増殖から Fgf/Erk 依存的な

増殖への移行があり、そのタイミングは多能性の喪失と一致することが示唆さ

れる。 

 

多能性細胞を分化させる Fgf/Erk の機能が進化的に保存されている可能性 

ニワトリの発生において、Fgf ファミリータンパク質は原腸形成に重要な役割を

担っており(Sheng et al., 2003; Yang et al., 2002)、Fgf シグナルを阻害すると

原腸形成の場である原条が形成されなくなる(Bertocchini, 2004)。今回行った

遺伝子発現解析から、細胞培養においても bFgf が原腸形成に関連する遺伝子の

発現を誘導することが認められた(Fig. 8B)。一方で、2i condition においては、

生殖細胞関連遺伝子が高く発現し、原腸形成マーカー遺伝子は抑制された(Fig. 

8A, B)ことから、Fgf/Erk シグナルが阻害されると、胚性細胞は分化せず高い分

化能を保つことが示唆された。例えば Brachyury が発現すると上皮間充織転換

を起こすために細胞は形態を変化させる(Wilson et al., 1995)。このように、各

培養条件に特徴的な遺伝子の発現は、それぞれの特徴的なコロニーの形態に反

映されているのかもしれない。ウズラ、ヤモリ、スッポンの原腸未形成胚が Fgf

に対応して類似のコロニー形態を示した(Fig. 1-5, 7)ことを合わせて考えると、

これらの結果は、未分化状態から分化状態への移行を誘導する Fgf/Erk シグナ

ルの役割が、少なくとも哺乳類・鳥類・爬虫類の共通祖先に由来していること
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を示唆している。 

 一方、PD condition より 2i condition の方がドーム状コロニー形成の効率と

安定性を上げたものの(Fig. 1-1E)、Gsk3 阻害の役割は不明瞭である。マウス

ESCs では、分化を誘導する転写因子、T-cell factor 3（Tcf3）の活性が、β-catenin

が蓄積することで阻害されるということが示されている(Wray et al., 2011; Yi 

et al., 2011)。しかしながら、Gsk3やβ-cateninの機能は多岐に渡る(Frame and 

Cohen, 2001; Lyashenko et al., 2011)ために状況は複雑で、Gsk3 の阻害がど

のように効果を発揮するのか知るためには更なる実験が必要と思われる。  

 

多能性幹細胞の培養に向けて 

2i condition で培養したニワトリ、ウズラ、ヤモリ、スッポンの細胞は、形態

的にマウス ESCs に類似していたにも関わらず、継代によって長期間培養するこ

とはできなかった。このことは、鳥類・爬虫類の多能性を正に制御する因子が

あり、Fgf/Erk およびGsk3 シグナルを阻害するだけではこれらが活性化されな

かったことを表しているのかもしれない。マウスやラットの ESCs 作製において

も、2i condition 単独では維持できないことがあり(Buehr et al., 2008; Li et al., 

2008; Wray et al., 2010)、Fgf/Erk およびGsk3 シグナルの阻害と協調して独

立に働き、多能性を維持する機構が存在することが示唆された。 
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第 2 章 自作抗体による cNanog と cPou5f3 のタンパク質解析 
 

第 1 章において、多能性の細胞の分化を開始させる Fgf/Erk シグナルの役割が

種を越えて保存されている可能性を示したが、キメラ形成解析などによって培

養細胞の多能性が確認できていないため、ニワトリ細胞のコロニーの多能性を

特異的な分子マーカーを用いて調べる必要がある。また、多能性を持つ細胞を

標識する分子マーカーがあれば、より良い培養条件を模索するためにも役立つ。 

 哺乳類において、Nanog と Pou5f1（Oct3/4）は、多能性の維持に中心的な

役割を果たすことが知られており、多能性の分子マーカーとして用いられてい

る(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Nichols et al., 1998)。これら

の遺伝子のニワトリ相同遺伝子である chicken Nanog（cNanog）と chicken 

PouV（cPouV）も、同様にニワトリの多能性と初期発生に重要であると考えら

れているが(Lavial et al., 2007)、ニワトリの初期胚に対しては遺伝学的手法が

限られているために、生体内での機能は不明瞭なままであった。cNanog の

mRNA は epiblast に限局しており、hypoblast や胚盤葉期以降のステージでは

発現していないこと、および cPouVは広汎な細胞で発現していることが in situ 

hybridization によって示されていた(Lavial et al., 2007)。しかしながら、これ

らの因子に対する特異的な抗体が入手不可能であったために、免疫共沈降法を

用いたタンパク質レベルでの解析は行われておらず、タンパク質間およびゲノ

ム領域との相互作用についての情報が欠如していた。 

 そこで本章では、これらの転写因子の機能をよりよく理解するために、

cNanog と cPouV タンパク質に対する抗体を作製した。抗体の特異性と力価を
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ウエスタンブロッティングと免疫蛍光染色によって確かめた後、cNanog と

cPouVが多能性を持つ細胞に特異的に発現するのかを検証した。 
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結果 
ヒト胎児由来細胞株 293T 細胞を用いた抗体の特異性評価 

cNanog と cPouV に対する抗体を作製するため、Fig. 2-1A に示す配列の合成

ペプチドを抗原に用いて 6回免疫したウサギから抗血清を回収した(Medical & 

Biological Laboratories、伊那市）。抗血清を評価するコントロールを用意する

ため、ヒト胎児由来細胞株である 293T 細胞に外来遺伝子である cNanog と

cPouV を発現させた。cNanog (NM_001146142, 930 bp) または cPouV 

(NM_001110178, 888 bp) のコーディング領域全長を、双方向性発現ベクター

のマルチクローニングサイトに挿入し、EGFP を等量発現させることで遺伝子発

現を判定できるようにした。cNanog、cPouV、および空のマルチクローニング

サイトを含むベクターを 293T 細胞にトランスフェクションし、順に cNanog 

293T、cPouV 293T、MOCK 293T と名付けた。 

 これらの 293T 細胞を用いてウエスタンブロッティングを行ったところ、抗

cNanog 抗血清で、明確なバンドが cNanog 293T の抽出液に検出された(Fig. 

2-1B, 左)。このバンドは MOCK 293T の抽出液には見られなかったことから、

導入した遺伝子から発現した cNanog タンパク質に由来することが示された。

cNanog 293T の抽出液には、40 kDa と 50 kDa のマーカーの間にいくつかの

バンドが認められ、cNanog がアミノ酸配列から予想される 34 kDa よりも大き

い分子量を持つことが示唆された。このことから、cNanog タンパク質が 293T

細胞中で翻訳後修飾を受けた可能性が考えられる。一方で、抗 cPouV抗血清で

は、cPouV のアミノ酸配列から計算される分子量である 32 kDa ほどの単一バ

ンドが見られた(Fig. 2-1B, 右)。MOCK 293T の抽出液にこのバンドは見られ 
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Fig. 2-1 293T 細胞株を用いた抗体の特異性アッセイ。(A) 発現ベクターに挿
入された cDNA がコードする cNanog と cPouV タンパク質の構造の模式的な
図。青い四角は機能ドメインを示す。アミノ酸配列は、ウサギに免疫するため
に使用したペプチド抗原（2種類のペプチドのカクテルを 1羽のウサギに注射）
の配列を示す。ペプチド抗原は折りたたまれたタンパク質の外側に露出すると
予想される位置（傍線部、数字）にある。(B) 遺伝子を導入した 293T 細胞から
抽出したタンパク質を電気泳動しウエスタンブロッティングを行った。抗血清
はそれぞれの対象タンパク質を高い特異性を持って認識した。各 1 番目と 4 番
目のレーンはサイズマーカー。(C, D) 抗 cNanog 抗血清と抗 cPouV抗血清を使
った 293T 細胞培養の免疫染色。外来ベクターから発現しているそれぞれの対
象タンパク質が核に局在していることが抗血清によって明らかになった（マゼ
ンタ）。外来ベクターは同時に EGFP も発現している（緑）。スケールバーは 100 
µm。 
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なかったことから、抗血清が cPouVタンパク質を特異的に認識することが示さ

れた。 

 さらに抗体の評価を進めるために、293T 細胞の免疫蛍光染色を行った。EGFP

の発現によって、いくつかの細胞がモザイク状に発現ベクターを保持している

ことが確かめられた(Fig. 2-1C, D)。抗 cNanog 抗血清で染色すると、いくつか

の cNanog 293T 細胞の核に強いシグナルが観察されたが、MOCK 293T には

全く観察されなかった(Fig. 2-1C)。同様に、抗 cPouV抗血清では、いくつかの

cPouV 293T 細胞の核にシグナルが見られたが、MOCK 293T 細胞では全く見

られなかった(Fig. 2-1D)。これらを合わせると、cNanog または cPouVを発現

する 293T 細胞を用いたウエスタンブロッティングと免疫細胞染色において、

新規作製した抗体がそれぞれの対象タンパク質に対する十分な特異性と感度を

有することが示された。 

 

ニワトリ胚を用いた抗体の特異性評価 

ニワトリ胚において発現する内在性のタンパク質の解析に、作製した抗血清が

使用可能なのかを調べるため、st.XI 前後、および、st.5-8 の胚から抽出液を調

整しウエスタンブロッティングを行った。293T を用いた実験の結果と同様に、

抗 cNanog 抗血清を用いると、st.XI サンプルでは 40 kDa 付近に複数のバンド

が観察された(Fig. 2-2, 左)。これらのバンドは st.5-8 サンプルに見られず、過

去の文献で示された初期胚特異的なcNanog mRNAと抗血清が認識したタンパ

ク質の発現の時期が合致した。分子量の異なる複数のバンドが見られた(Fig. 2-2, 

矢印)ことから、内在性の cNanog タンパク質も翻訳後修飾を受けることが支持 
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Fig. 2-2 ニワトリ胚のウエスタンブロッティングアッセイ。レーン 1と 5：サ
イズマーカー。レーン 2：胚盤葉の全タンパク質。レーン 3：10 倍に希釈した
胚盤葉の全タンパク質。レーン 4：st.5-8 の全タンパク質。抗 cNanog 抗血清に
よってblastoderm sampleの 40 kDa付近に2本のバンドが検出された（矢印）。
20 kDa 付近のバンドは二次抗体に由来する非特異的バンド。 
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された。対照的に、抗 cPouV抗血清は、単一のバンドを st.XI サンプルと st.5-8

サンプルの両方で検出した(Fig. 2-2, 右)。原腸期前後の様々な発生ステージに

cPouV mRNA の発現があると過去に報告されており、抗 cPouV 抗血清の認識

したタンパク質の発現と時期的に一致した。しかしながら、cPouV 293T に由

来するバンドと、ニワトリ胚に由来するバンドでは、移動度に大きな違いが見

られた。このことから、ニワトリ胚で発現している内在性cPouVタンパク質は、

全長cDNAから発現しているcPouVタンパク質よりも約10 kDa大きいことが

示唆された(Fig. 2-1B と 2-2 の右のパネル同士を比較のこと)。この違いについ

ては、後に検証する。 

 次に、抗血清を用いてニワトリ胚の cNanog と cPouVタンパク質の局在を可

視化できるかを評価するため、胚盤葉期と神経胚期のニワトリ胚の免疫組織切

片染色を行った (Fig. 2-3A)。抗 cNanog抗血清を用いると、st.XIII 胚の epiblast

の核にシグナルが観察されたが、hypoblast にシグナルは見られなかった(Fig. 

2-3B)。シグナルは、後期の分化した細胞においても認められなかった(Fig. 2-3C)。

対照的に、抗 cPouV抗血清を用いると、広い発生ステージに渡りほぼ全ての核

からシグナルが検出された (Fig. 2-3D, E)。cNanog とは対照的に、抗 cPouV

染色では st.XIII の hypoblast 層と st.7の外胚葉にも非常に強い核シグナルが見

られた(Fig. 2-3D, E)。また、抗 cPouV染色は中-内胚葉の細胞で低かった (Fig. 

2-3E). これらの結果から、新規作製した抗体は、胚の抽出液中の対象タンパク

質に対しても高い特異性を持ち、対象タンパク質の胚での局在を可視化するた

めに十分な感度を有すること示された。また、cNanog は epiblast 特異的なマ

ーカーとして有用だが、cPouVは epiblast 細胞のマーカーには不適切であるこ 
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Fig. 2-3 凍結切片の抗体染色像。(A) 切片の部位を示す模式図。赤い線がセ
クションの位置を示す。(B)から(E) st.XIII と 7 の胚の切片を各抗血清で染色し
たもの。(B)と(C)は抗 cNanog 抗血清で、(D)と(F)は抗 cPouV抗血清で染色した
もの。Epi：epiblast。Hyp：hypoblast。MesEnd：内胚葉および中胚葉。マゼ
ンタと緑は、それぞれ抗cNanog抗血清と抗cPouV抗血清によって見えたAlexa 
488 のシグナル。各スケールバーは 100 µm。 
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とが明らかになった。 

 

ニワトリ胚性細胞培養の発現解析 

次に、作製した抗血清を用いて、第 1 章で報告した細胞培養における cNanog

と cPouVの局在を調べた。抗 cNanog 抗血清は、密なコロニーを形成している

細胞のみにシグナルを呈した (Fig. 2-4A)が、抗 cPouV 抗血清を用いると、コ

ロニーの細胞と周囲に拡がる単層の細胞の両方の核が染色された(Fig. 2-4B)。抗

cPouV 血清によって、大部分の細胞が染色されていたものの、大きな核を持つ

細胞は cPouV 陰性である傾向が見られた(Fig. 2-4B, 矢印)。これらの結果は、

ニワトリ胚内の cNanog 陽性な細胞が、培養中で密なコロニーを形成すること

を示唆している。そこで、培養中のコロニーと胚における epiblast の細胞の関

係を調べるため、epiblastとhypoblastの細胞を別々にして播種すると、epiblast

の細胞だけが密なコロニーを形成した(Fig. 2-4C, 左)。hypoblast の細胞はその

ようなコロニーを作らず、代わりに単層の薄い細胞が観察された(Fig. 2-4C, 右)。

これらの結果は、マウス ESCs に似たニワトリの密なコロニーが、epiblast の

cNanog 陽性な細胞に由来すること、および cNanog が多能性を持つ細胞のマ

ーカーとして相応しいことを示している。 

 

cPouV コーディング領域の塩基配列解析 

ウエスタンブロッティングにおいて、cDNA由来の cPouVタンパク質と胚由来

の cPouVタンパク質のサイズに、およそ 10 kDa と大きな相違があることを見

出した(Fig. 2-1B と 2-2 の右のパネルを比較のこと)。そこで、現行の遺伝子モ 
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Fig. 2-4 胚盤葉の細胞培養。(A、B) 細胞培養の免疫蛍光染色。矢印は cPouV
陰性な大きな細胞核。マゼンタと緑は、それぞれ抗 cNanog 抗血清と抗 cPouV
抗血清によって検出された Alexa 488 のシグナル。(C) epiblast と hypoblast
の細胞を物理的に分離し、別々に播種した。epiblastから形成されたマウスESCs
様のコロニーの 1つを矢印は示している。このような密なコロニーは hypoblast
の細胞培養では見られなかった。各スケールバーは 100 µm。 
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デルでは見落とされている、さらに上流の開始コドンが存在するのではないか

と考え、NCBI ゲノムデータベースの cPouV のゲノム領域(Gallus-gallus-4.0 

(GCF_000002315.3))を調べたところ、登録されているコーディング領域と、

RNAシーケンスの提示するエキソン領域が一致していないことが分かった(Fig. 

2-5A, 緑の四角と青いヒストグラム、Gallus gallus annotation Release 102 よ

り引用)。転写産物の定量データから、報告されているエキソン 1 の 5'側約 2/3

はイントロンであり、このイントロンの上流にもう 1 つのエキソンがあること

が示唆された。このエキソンをエキソン 0 と呼ぶ。このエキソン 0 の中に開始

コドンは見つからなかったが、その 5'側にはシーケンスされていないゲノム領

域があり、この未読領域の中に真の開始コドンが存在するのではないかと考え

られた(Fig. 2-5A, 青いヒストグラム)。この未読領域の周囲はGC含有率の高い

配列であることから、この領域は二次構造を形成するために大規模シーケンス

では解読できなかった可能性がある。そこで、シーケンス条件を最適化するこ

とで、この領域の配列を読むことに成功した(DDBJ に新たに登録した配列: 

LC016616) (Fig. 2-5C, 大文字表記の部分)。新たにシーケンスされた領域の中

に、6つのATGが見つかったが、最後のものだけがKozak 配列を持ち、エキソ

ン 0の既知部分、短くなった exon1(Fig. 2-5B)、および exon2 以降までつなが

るオープンリーディングフレームを与えることが分かり、このATGが真の開始

コドンであると期待された(Fig. 2-5C, 初めの赤い四角)。 

 次に、これらのエキソンが単一の mRNA に存在するのかを検証するため、

RT-PCR を行った。このATGの 32 塩基上流の位置とエキソン 2の中に設計し 
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たプライマー(Fig. 2-5C, 矢印)を用いて PCR を行うと、約 600 bp 長の単一増

幅産物が得られた(Fig. 2-5D)。この PCR産物をシーケンスしたところ、エキソ

ン 0 のコーディングシーケンスが短くなったエキソン 1 とエキソン 2 に接続し

ている配列が得られた (DDBJ に新たに登録した配列: LC016620)。さらに、ニ

ワトリ始原生殖細胞由来の ESTライブラリに、エキソン 0の既知部分と短くな

ったエキソン 1、およびエキソン 2、３、4 に一致する配列(DR410403)が見つ

かった。これらの結果は、新たに見出されたコーディング配列(Fig. 2-5B, 赤い

四角)が連続して転写されていることを表しており、cPouVの遺伝子モデルが修

正されるべきであることを示している。 

 

新たに予想された cPouV のアミノ酸配列解析 

上で示された cPouV のコーディング配列(DDBJ に新たに登録した配列: 

BR001258)は、1170 bp の塩基配列で、約 41 kDa のタンパク質をコードする。

これは、ニワトリ胚のサンプルを用いたウエスタンブロッティングによって示

唆される分子量により良く一致する(Fig. 2-2, 右)。このアミノ酸配列は、従来

の cPouVタンパク質と異なるN末端を持つが、C末端の POUドメインは共通

である(Fig. 2-6A)。BLAST 検索によって、新たに予想された cPouVタンパク質

に類似するタンパク質を探したところ、N 末端を含むタンパク質全域に高い相

同性を示す 2 つのタンパク質が見つかった。チベット台地に生息するシジュウ

カラ(Parus humilis)の POUタンパク質(XP_005527364)が、新しい cPouVの N

末端ドメインに非常に高い一致(170 中 127 アミノ残基)を示すことが分かった

(Fig. 2-6B)。また、アメリカワニの POUタンパク質(XP_006264903)も新たに 
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Fig. 2-5 cPouVの遺伝子構造。(A) NCBI データベースより引用したゲノムの
構造。緑の四角：報告されていたコーディング配列（NM_00110178）。左端に
は、別の遺伝子（NPDC1）のエキソンが薄緑の四角によって示されている。青
いヒストグラム：各場所における転写産物の量。エキソンからの転写産物は豊
富にあるので、イントロンに比べてエキソンは高い台地として見られる。
"Previously Unsequenced Region"はこれまで未読であった領域で、リファレン
スの配列がなかったために転写産物が全くマッピングされていない。上部の目
盛りはニワトリ 17番染色体上の位置を示している。(B) 赤い四角で示した、新
たに予測された cPouVコーディング配列のゲノム構造。(C) cPouV 遺伝子の 5'
側の詳細な配列。100 塩基の既知配列に続いて、新しく分かった"Previously 
Unsequenced Region"の配列がアルファベットの大文字でプリントしてある。
最も上流にある赤い四角が exon 0 内に見つかったコーディング領域を示す。こ
の四角の初めにある ATG の直前に Kozak 配列（GCCACC）がある。緑の四角
はこれまで報告されていた、intron 0 の中にある開始コドンを示しており、こ
こにコザック配列は認められない。黒い矢印は、RT-PCR に使用したプライマー
を示す。(D) アガロースゲルに電気泳動された RT-PCR 産物。逆転写酵素の添
加で得られたRT産物を鋳型としたもの、無添加のコントロールをそれぞれRT+、
RT-と記載。G：ゲノムを鋳型とした PCR産物。M：サイズマーカー。 
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予想されたcPouVのN末端に対して高い一致 (121中49アミノ残基)を示した。

これらの配列を、従来のクラスV POUタンパク質のアライメント(Frankenberg 

and Renfree, 2013)に加えて比較したところ、新しい cPouVの N末端によく保

存された[Q/P]XFF[P/A]F という配列モチーフが見つかった(Fig. 2-6B, 青い四

角)。このモチーフは、既知の Pou2 タンパク質で共通しているが、Pou5f1 タン

パク質では保存が低く、哺乳類 Pou5f1 では欠落していた。これらの結果は、今

回提示した新しい cPouVの遺伝子モデルが、ニワトリ胚において機能をもつ真

の cPouVタンパク質をコードしている可能性を示唆している。 
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Fig. 2-6 新しく予想された cPouVのアミノ酸配列。(A) Fig. 5 に示した新しい
コーディング配列がコードする cPouVタンパク質の全長配列。赤い四角は、こ
れまで報告されていた cPouVと異なるN末端部分を表し、これ以降の配列は従
来の配列と全く同じである。(B) BLAST にて新規 cPouVと高い相同性を示した
2つの暫定的 POUタンパク質（シジュウカラとアメリカワニ）とのアミノ酸配
列の比較。(A)の赤い四角で示されたN末端領域の内、少なくとも 2配列に共通
している箇所をオレンジの四角によってハイライトした。他の Pou5f3 タンパク
質も含めて高く保存されているモチーフ配列を青い四角で示した。 
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考察 
多能性を持つ細胞に特異的な cNanog の発現 

本研究は、主要な哺乳類多能性転写因子のニワトリホモログ、cNanog と cPouV

をタンパク質レベルで解析した初めての報告である。まず、cDNA およびニワ

トリの細胞によって作られる cNanog タンパク質に対して、十分な特異性と検

出感度を持つ抗血清が作製できた(Fig. 2-1, 2, 3)。ウエスタンブロッティングに

よって、いくつか分子量の異なる cNanog タンパク質が存在することが明らか

となり(Fig. 2-1B, 2)、cNanog が翻訳後修飾を受けている可能性が示された。

マウス ESCs において、Nanog タンパク質の多リン酸化が安定性に影響すると

いう報告(Moretto-Zita et al., 2010)があり、この制御機構が種を越えて保存さ

れている可能性がある。 

 cNanog タンパク質は epiblast 層に特異的に局在し、hypoblast やより後期の

分化細胞からは消失していた(Fig. 2-3B, C)。また、今回作製した抗血清は始原

生殖細胞の cNanog タンパク質も検出することができた(Fig. 2-7)ことから、

cNanog は多能性を持つ細胞系列と生殖細胞系列に特異的な分子マーカーとし

て有用であることが示唆された。また、cNanog 陽性細胞と epiblast、および密

なコロニーを形成する細胞は同じ細胞集団であることが示された(Fig. 2-4B, D)。

自作抗体を用いた cNanog の染色により、ニワトリの多能性細胞を維持するた

めのより良い培養方法の開発が進むことが期待される。 

 

抗血清を用いた今後の研究 

cPouV タンパク質を特異的かつ高感度で検出できる抗血清も作製でき、これに 
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Fig. 2-7 抗 cNanog 抗血清で染まった始原生殖細胞。(A) st.5 ニワトリ胚の模
式図。赤く囲んだ領域が(B)に示した部分である。この頭部側の領域は生殖三日
月環と呼ばれ、血流にのって生殖巣に到着する前のニワトリの始原生殖細胞が
豊富に観察される胚体外領域である。いくつかの細胞の核が強く染色されてい
る（矢印）。これらの細胞は、油滴を含んだ細胞質を持ち、周囲の表皮細胞とは
ことなる球状の形態をしている。スケールバーは 10 µm。 
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よってcPouVの発現が様々な発生ステージを通して胚全体で発現していること

が確認された(Fig. 2-1, 2, 3)。これは、培養胚盤葉細胞で見られた広範囲の発現

とも合致する(Fig. 2-4C)。ゆえに、cPouV の発現は多能性の細胞や生殖系列の

細胞には限定されず、これらの細胞を見分けるためのマーカーとしては使用で

きないことが明らかとなった。しかし、高品質な抗 cPouV抗血清は依然有用で

ある。cPouV の細胞ごとの役割を明らかにするために、免疫共沈降によって

cPouV と相互作用をするタンパク質を調べることは意義深い。加えて、クロマ

チン免疫共沈降と大規模シーケンシングを組み合わせた解析（ChIP-seq）を

cNanog と cPouV について行えば、下流のターゲット遺伝子群を明らかにし、

哺乳類の相同因子との機能をゲノムレベルで比較することも可能になる。本研

究で報告した抗体は、このようなタンパク質レベルでの研究に利用価値が高い。 

 

新しく予想された cPouV コーディング配列の構造 

本研究によって、登録されている cPouVの遺伝子構造を修正する必要があるこ

とが示された(Fig. 2-5, 6)。今回新たに予想されたコーディング配列(Fig. 2-5B)

は、ウエスタンブロッティングから推察される内在性のタンパク質のサイズ 

(Fig. 2-2)および、RNAシーケンスが示唆するエキソン構造 (Fig. 2-5A, 青いヒ

ストグラム)を考えると、より妥当性が高いと言える。さらに、他のクラスV POU

遺伝子に一般的に見られる、5つのエキソン構造(Frankenberg et al., 2010)は、

報告されていた 4つのエキソンを含む構造(Fig. 2-5A, 緑の四角)より、本研究が

示した 5つのエキソンを含む遺伝子構造(Fig. 2-5B)を支持している。 

 クラスV POUファミリー遺伝子は、複雑な進化的な背景を持つ。2つのパラ
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ログ遺伝子、つまり Pou5f1と Pou5f3（Pou2とも呼ばれてきた(Frankenberg et 

al., 2014)）があることは、丹羽らのグループによって初めて認識された(Niwa et 

al., 2008)。これらのパラログ遺伝子は、少なくとも硬骨魚と軟骨魚が分岐する

前に遺伝子重複によって生じ、それ以来、一方のパラログを失うということが

生物種系統ごとに独立に起きたと考えられている(Frankenberg and Renfree, 

2013)。ニワトリゲノムに唯一存在するクラスV POU遺伝子である cPouVは、

近隣遺伝子の保存度を調べるシンテニー解析の結果、Pou5f3型に属すると判断

された(Frankenberg et al., 2010; Niwa et al., 2008)。しかしながら、報告さ

れていた cPouVの N末端領域は短く、他の Pou5f3 タンパク質とは大きく異な

っていたことから、この結論には疑問が残っていた。本研究によって、他の

Pou5f3 タンパク質によく似た十分な長さのN末端が見つかったことで、ニワト

リ PouVを Pou5f3 に分類することに対する最後の矛盾が取り除かれた。サカナ

やカエルのホモログが Pou5f3に改名されたことに倣い、ニワトリのホモログも

従来の PouV、Pou5f1、Oct4 といった名前ではなく、Pou5f3 という名前に統

一されるべきであろう。 
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第 3 章 Jak1/Stat3 シグナルによる多能性の正の制御 
 

第 1 章では、未分化の細胞を分化させる多能性の負の制御に注目したが、ニワ

トリの未分化細胞が多能性を維持したまま増殖するために必要な正の制御機構

については未知のままである。ニワトリ胚では st.4 を境に、マウス ESCs 様の

コロニー形成能が失われ(Nakanoh et al., 2013)、分化が始まり予定運命が変更

できなくなる(Chapman et al., 2007; Psychoyos and Stern, 1996)。また、こ

の前後で、Fgf 受容体の発現や活性型 Erk が増加する(Lunn et al., 2007)ことか

ら、st.4 は多能性の負の制御因子である Fgf/Erk シグナルの影響が顕在化する時

期でもある。合わせると、ニワトリの多能性の正の制御因子があるのなら、st.4

以前に働き、それ以降機能を失うだろうと考察された。 

 一般に、Leukemia inhibitory factor（LIF）が属する Interleukin-6（IL-6）

サイトカインファミリーは、リガンド特異的な受容体タンパク質と、ファミリ

ーに共通の受容体タンパク質である glycoprotein 130（gp130）に結合し、受

容体をヘテロ二量体化させる(Auernhammer and Melmed, 2000)。これにより

細胞質内ドメインに結合している Janus kanase（Jak）が自らと受容体のチロ

シン残基をリン酸化する。Jak は次に、受容体のリン酸化チロシンに接着した

signal transducers and activator of transcription（Stat）をリン酸化すること

で二量体化させる。この活性型 Stat 二量体は核内に移行して下流遺伝子の転写

を制御する(Darnell, 1997)。下流遺伝子の1つsuppressor of cytokine signaling 

3（Socs3）は、Stat3 により転写され、Stat3 の活性を抑える負のフィードバッ

ク機構として働く(Herrmann et al., 2007)。マウス ESCs は初め、LIF によって
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自己複製を維持できることが発見され(Smith et al., 1988; Williams et al., 

1988)、後にそれは Jak1/Stat3 シグナルを介していることが明らかとなった

(Matsuda et al., 1999; Niwa et al., 1998)。しかしながら、LIF、LIF 受容体、

gp130、および Stat3 をノックアウトしたマウスでも少なくとも原条期までは初

期発生が進行する(Nichols et al., 2001; Takeda et al., 1997)ため、培養下で見

られる LIF/Stat3 の効果が、発生においてどのような意味を持つのかは理解され

ていなかった(Brook and Gardner, 1997; Zwaka, 2005)。 

 本章では、ニワトリ初期胚の細胞を分化させることなく増殖させる機構を明

らかにするため、網羅的な遺伝子発現解析を用いて、原条伸長の前の発生ステ

ージで機能を持つ因子を探索した。その結果、Jak1/Stat3 シグナルがニワトリ

の初期胚に特異的に活性を持つことを発見し、第 2 章で整備した遺伝子発現解

析ツールを用いて Jak1/Stat3 シグナルの多能性状態への関与を検証した。 
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結果 
遺伝子発現解析から示唆された初期胚特異的な Jak1/Stat シグナル活性 

ニワトリの多能性を正に制御する因子の候補を探すため、公共のマイクロアレ

イデータ(Irie and Kuratani, 2011)とRのプログラムを用いてニワトリ胚の発生

ステージごとの網羅的な遺伝子発現解析を行った。細胞の分化と運命決定が不

可逆的になる st.4 の前後で発現が低下する遺伝子を、その発現差の大きい順に

並べたところ、上位 10位の中に IL-6 と Socs3 が含まれていた。IL-6 は Jak/Stat

シグナルのリガンドであり、Socs3 は Jak/Stat シグナルの下流遺伝子であるこ

とから、st.4 以前で特異的に Jak/Stat シグナルが活性を持ち、それ以降で急速

に活性が下がることが示唆された。ランキング上位には、血球系の細胞におい

てIL-6の発現を上昇させる役割を持つIL-1β(Tosato and Jones, 1990)および、

Socs3同様にIL-6に誘導されて発現が上昇するSocs1(Alexander, 2002)も見つ

かったことから、IL6 に始まるシグナル経路が活性化していることがさらに支持

された。 

 網羅的解析の結果を確認するために、これらの遺伝子の発現をリアルタイム

RT-PCR にて定量化した(Fig. 3-1A)。IL-6と Socs3の発現量は st.XIII と st.2 で

最大値を示した後、st.4 以降では st.X に比べ 1/100 のオーダーまで低下した。

IL-1βも同様の発現動態を示した。また、Socs1およびニワトリの多能性マーカ

ーNanogの発現量は、st.X をピークに単調な減少を見せた。対象的に、原腸形

成のマーカーである Brachyuryの発現量は、原条の伸長が起こる st.4 の前後で

大きく増加した。以上の結果から、Jak/Stat シグナルの関連因子は、st.4 以前

で高く発現し、st.4 を境に発現量を下げることが確かめられた。 
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Fig. 3-1 遺伝子発現から見る Jak/Stat シグナルの活性動態。いずれも縦軸は
qPCRによって求め、Gapdhで標準化した各遺伝子の相対的な発現量。(A) st.X~
５のニワトリの胚に見られる遺伝子発現動態。Jak/Stat 関連因子の発現量は st.4
以前で高く以降大きく下がる。(B) 複数のニワトリ胚盤葉から細胞の懸濁液を作
り、N2B27 メディウム内で 2時間培養し、阻害剤を添加して更に 1時間し、IL-6
を添加してから 1時間後にRNAを回収した。エラーバーは 3つの実験から求め
た標準誤差。 
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 免疫系の分野では、IL-6 と Socs3 が Jak/Stat シグナルに関与していることが

広く認められている(Yasukawa et al., 2003)。ニワトリ初期胚において IL-6 と

Socs3 が関連していることを確かめるため、ニワトリの胚盤葉の細胞を短時間

培養し、IL-6 添加時の Socs3 の発現量を調べた。サイトカインのアミノ酸配列

は種間の保存が低く、ニワトリの IL-6 はマウスやヒトの IL-6 と 40%以下しか

アミノ酸配列が一致しないため、大腸菌で合成したリコンビナントのニワトリ

IL-6 を精製し使用した。IL-6 の添加 1 時間後、未添加のコントロールに比べ

Socs3 の発現はおよそ 6 倍高くなったが、Jak1 と Jak2 の阻害剤である

Ruxolitinib（Rux）(Do et al., 2013)を IL-6 添加の 1時間前に添加しておくと、

この上昇が抑えられた(Fig. 3-1B)。一方、Rux の代わりに、Jak2 と Jak3 の阻

害剤であるAG490（AG）(Do et al., 2013)を添加しても、IL-6 の効果は抑えら

れなかった。以上の結果から、ニワトリ胚盤葉において、IL-6 は Socs3の発現

を上昇させること、そしてそれは Jak1 に仲介されていることが明らかとなった。 

 

タンパク質レベルで確認された初期胚特異的な Jak1/Stat3 シグナル活性 

Stat ファミリーにはいくつかのタンパク質があるが、IL-6、Jak1、Socs3 と相

互作用をするものとして Stat3 がよく知られており、マウス ESCs でも Stat3 が

機能している（上述）。そこで、関連因子の遺伝子発現動態から示唆された初期

胚特異的な Jak1/Stat シグナルの活性を直接的に確かめるため、Stat3 タンパク

質の動態を抗体染色によって観察した。Stat3 の活性を示すチロシンのリン酸基

を認識する抗体を用いて免疫染色を行ったところ、st.X の胚では核が染色され

た(Fig. 3-2A)が、st.4 の胚ではシグナルは検出されなかった(Fig. 3-2B)。次に、 
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Fig. 3-2 初期胚特異的な Jak1/Stat3 シグナルの活性。(A, B) Stat3 のリン酸化
部位を認識する抗体での染色。(C-F) Stat3 の C 末端を認識する抗体での染色。
(A-D) ホールマウント染色を背側から撮影した。st.X では Stat3 の活性を示すリ
ン酸化や核局在が観察されたが、st.4 や 6 の胚では見られなかった。撮影時(C)
より(D)の露光が高かったため、(D)では細胞質にある不活性な Stat3 が検出され
ている。(E, F) ホールマウント染色した胚の切片。スケールバーは 50 µm。 
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Stat3 の C 末端を認識する抗体で染色を行ったところ、やはり st.X では Stat3

の核への局在が認められた(Fig. 3-2C)。一方で、st.6 の胚では、Stat3 は核より

も細胞質に多く局在していることが示された(Fig. 3-2D)。次に、抗 Stat3 C 末端

抗体によって免疫染色を行った胚の切片を観察すると、st.X ではモザイク状に

核に局在する Stat3 のシグナルが見られた(Fig. 3-2E)が、st.6 では核局在は認め

られなかった(Fig. 3-2F)。これらの結果は、st.4 以前の胚で Stat3 が活性化して

おり、st.4 以降不活性になることを示唆している。 

 

培養細胞における Jak1/Stat3 シグナルの機能解析 

ニワトリ胚盤葉の細胞において Jak1/Stat3 シグナルが機能を持つのかを検証す

るため、Jak1/Stat3 シグナル関連因子を添加したN2B27 培地中で細胞を培養し、

Nanog の発現をアフィニティ精製した抗血清を用いた免疫染色により観察した。

無添加の basic condition では、epiblast に由来する密なコロニーが観察され

Nanog 陽性であった(Fig. 3-3A)。IL-6 を添加するとコロニーはより高密になり、

コロニーの数が増え、Nanog の発現も強くなった(Fig. 3-3B)。一方で、Rux を

添加すると、密なコロニーは失われ、Nanog の発現も消失した（Fig. 3-3C）。

AG ではこのような効果は観察されず、basic condition と同様の結果が見られ

た(Fig. 3-3D)。また、IL-6 と Rux を同時に添加すると、IL-6 の効果は打ち消さ

れ、Rux 単独添加時と同様の結果となった(Fig. 3-3E)。これらの結果から、IL-6

により活性化される Jak1 シグナルは、ニワトリ胚盤葉の細胞において Nanog

の発現を維持するために必要であることが示唆された。 

 次に、この Jak1 シグナルが Stat3 を介しているのかを確かめるため、人為的
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に活性を調節できる Stat3 を用いて培養を行った。mStat3ERは、マウスの Stat3

とエストロゲン受容体の人工キメラタンパク質をコードする(Matsuda et al., 

1999)。エストロゲン受容体は 4-hydroxytamoxifen（4HT）によって二量体化

して核に移行するため、mStat3ER は 4HT の添加により活性型 Stat3 と同様の

機能を持つ。mStat3ER を恒常発現CAGGS プロモーターの発現ベクターに挿入

した。このベクターはレポーターとしてmStat3ERと等量のEGFPを発現する。

まず、得られた発現ベクターをニワトリ繊維芽細胞由来のDF-1 細胞株にトラン

スフェクトすることで、このベクターがニワトリ細胞中でも機能することを確

認した(Fig. 3-4)。次に、エレクトロポレーション法により、胚盤葉の細胞に発

現ベクターをトランスフェクトし、4HTおよび Rux の存在下で培養した。発現

ベクターを導入した細胞は、EGFP を発現し、通常の細胞と同様に basic 

condition で密なコロニーを形成した(Fig. 3-3F)。4HT を添加した培養でも

Nanog 陽性のコロニーが観察され、その形態は、4HT無添加時に比べてより円

形で高密である傾向が見られた(Fig. 3-3G)。一方、Rux を単独で添加すると予

想通りコロニーは失われ、Nanog の発現も消失した(Fig. 3-3H)。しかし、Rux

とともに 4HT を添加すると、Rux の効果が救済され、Nanog 陽性のコロニー

が観察された(Fig. 3-3I)。また、この条件下では、EGFP 陽性の細胞は、コロニ

ーに集中して存在する傾向が観察された(Fig. 3-3I, EGFP)。すなわち、Jak1 の

機能が阻害されても、mStat3ER の活性化によってコロニーやNanog の発現が

維持できることが明らかとなった。これらの結果から、epiblast 由来のコロニー

がNanog の発現を維持するために、Jak1 の下流で Stat3 が機能することが示唆

された。 
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Fig. 3-3 ニワトリ胚盤葉の細胞培養を用いて行った Jak1/Stat3 の機能解析。
(A-E) 各添加物の存在下での密なコロニーの形成。無添加のN2B27 の中に見ら
れる形状の崩れた密なコロニー(A)は IL-6 の添加によってドーム型になった(B)
が、Rux の添加により消失した(C)。(F-I) エレクトロポレーションによって
pCAGGS-EGFP-P2A-mStat3ERをトランスフェクトしたニワトリ胚盤葉の細胞。
Rux の存在下でも 4HT により mStat3ER が活性になれば、密なコロニーは
Nanog の発現を保てることが示された。スケールバーはいずれも 100 µmを示
す。一番上の明視野のパネルは蛍光写真に比べて倍率が低い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-4 mStat3ER のニワトリの細胞での機能。ニワトリ線維芽細胞由来の細
胞株DF-1 において、mStat3ER 発現ベクターをトランスフェクトして活性化因
子である4HTを添加し、qPCRによってSocs3の発現量を調べた。縦軸はGapdh
で標準化した Socs3の相対的な発現量。サンプルは下の通り： 
1. MOCKトランスフェクタント 
2. MOCKトランスフェクタント + [3 µM] 4HT 
3. mStat3ER トランスフェクタント  
4. mStat3ER トランスフェクタント + [1/9 µM] 4HT 
5. mStat3ER トランスフェクタント + [1 µM] 4HT 
6. mStat3ER トランスフェクタント + [3 µM] 4HT 
7. mStat3ER トランスフェクタント + [9 µM] 4HT 
mStat3ER をトランスフェクトした細胞では、4HT の濃度依存的に Socs3 の発
現量が上昇する。Stat3 の活性が 4HT依存的に誘導されたと考えられる。 
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考察  

初期胚特異的な Jak1/Stat3 シグナル活性 

本研究は、網羅的な発現解析を足掛かりに、ニワトリの多能性を正に制御する

因子を探索した初めての試みである。その結果として、Jak1/Stat3 シグナルの

上流および下流の因子、IL-6と Socs3の発現量の変化(Fig. 3-1A)から、st.4 以

前で Jak1/Stat3 シグナルが活性を持ち、st.4 以降でその活性が失われることが

予想された。このことは、抗体染色によって Stat3 タンパク質の動態を観察する

ことで確かめられた(Fig. 3-2)。抗体染色で見られた Stat3 の不均一な活性パタ

ーン(Fig. 3-2E)は、一部の細胞が活性を持つことを示すのか、全ての細胞が一時

的に活性を持つことを示すのか、検証が必要である。IL-6や Socs3を発現する

細胞の分布を調べることで、この問題にアプローチできるかもしれない。また、

st.4 以降の Jak1/Stat3 シグナルの活性低下がどのようなメカニズムで起こるの

かも、重要な点であるが明らかでないため、今後の究明が望まれる。 

 最近になって、マウスの ICM が多能性の細胞を維持するために LIF や IL-6

による Stat3 の活性化を必要とすることが報告された(Do et al., 2013)。これま

で、胚発生において分化や軸形成を担うシグナル経路は多く知られてきたが、

初期発生における IL-6や IL-1βなどのサイトカイン系の機能は不明な点が多い。

主に免疫学における重要な因子として認識されてきたシグナル経路(Hirano et 

al., 1990)が、初期発生にも重要な役割を持つならば、これまで周知されていな

かった生物学的な背景を反映しているのかもしれない。 
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初期発生における Jak1/Stat3 シグナルの機能 

阻害剤の実験により、epiblast の細胞が培養下でマウス ESCs 様の密なコロニー

とNanog の発現を保持するために、Jak1/Stat3 シグナルが必要であることが示

唆された(Fig. 3-3)。逆に、IL-6 や mStat3ER によってこのシグナル経路を活性

することで、コロニーが密になり Nanog の発現が強まる傾向が見られた(Fig. 

3-3B,G,I)。したがって、発生中の胚における Jak1/Stat3 シグナルは、epiblast

の細胞がその性質を保つために重要な役割を果たすと考えられる。しかしなが

ら、抗体染色では epiblast だけでなく hypoblast にも Stat3 の活性が見られた

(Fig. 3-2E)ことから、Jak1/Stat3 シグナルの機能は epiblast の維持だけではな

いことも示唆される。胚体そのものにはならない胚盤葉外縁の細胞でも Stat3

の核局在がよく観察された(data not shown)ことも合わせると、Jak1/Stat3 シ

グナルは増殖が活発な細胞で活性化している可能性もある。これらの細胞の分

化ポテンシャルに Jak1/Stat3 シグナルがどのように関与するのかは興味深い。 

 マウス ESCs において、Stat3 は Nanog の発現を間接的に制御しているとい

う報告がある(Martello et al., 2012; Niwa et al., 2009)が、ニワトリ初期胚の

Stat3 が直接的に Nanog の発現を調節しているのか、他の遺伝子を介して間接

的に影響を与えるのかは不明である。Nanog の自己調節(Marson et al., 2008)

および、Stat3 との協調(Stuart et al., 2014)を考えると、Jak1/Stat3 シグナルの

阻害は、自らの発現維持を含めたNanog の機能の低下を引き起こすのかもしれ

ない。 
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Jak1/Stat3 シグナルの応用とニワトリ多能性幹細胞株の樹立 

本研究によって、Jak1/Stat3 シグナルがニワトリの多能性の維持に必要である

可能性が示唆されたが、多能性の正の制御機構として、Jak1/Stat3 シグナルが

未分化細胞の増殖を支持するのかは依然不明瞭である。これを検証するために、

Jak1/Stat3 シグナル依存的に、ニワトリ多能性細胞の培養を維持することが望

まれる。実際、IL-6 や LIF、mStat3ER によって、ニワトリ胚盤葉からのコロニ

ーの形成が促進されており、このような培養条件において 1 回の継代ならコロ

ニーが維持できることを確認している。しかし、複数回の継代に耐える細胞培

養には成功しておらず、長期の増殖を支えるためにさらなる工夫が必要である。 
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結論 
Nanog とクラス V POU ファミリー遺伝子の初期胚における役割 

マウスの発生で起こる最初の細胞系列決定において、Pou5f1 は細胞を胚体外組

織のTEではなく多能性を持つICMに誘導する役割がある(Niwa et al., 2005)。

ICM の細胞が epiblast と hypoblast に分かれるのが、第二の運命決定であり、

ここでNanogが多能性を持つepiblastへの分化に機能する(Frankenberg et al., 

2011)。鳥類は胎盤の組織が無いため、クラスV POU遺伝子は鳥類と哺乳類で

異なる役割を持っているのではないだろうか。一方で、羊膜類は epiblast と

hypoblast を形成し、そこにはNanogが関与していると考えられるため、Nanog

の役割は少なくとも羊膜類の中で保存されていると考えられる。この仮説は、

Pou5f1 を欠損したマウス ESCs の増殖や、Nanog を欠損した体細胞のリプログ

ラミングにおいて、他の動物種の相同遺伝子による機能補完の実験によっても

支持されている(Niwa et al., 2008; Theunissen et al., 2011)。さらに本研究に

よって、ニワトリのクラスV POU遺伝子は、Pou5f1とは別のグループ（Pou5f3）

に属することが明らかになった。これらのことを踏まえると、Pou5f1 よりも

Nanog の方が、進化的に保存された多能性制御因子であることが示唆される

(Fig. DIS-1)。 

 

原腸形成を境にした Jak/Stat 依存状態から Fgf/Erk 依存状態への転換 

第 1章の結果から、鳥類や爬虫類の原腸形成以前の細胞は、Fgf/Erk シグナルが

不活性でも盛んに増殖できるが、原腸形成後の細胞はMek の阻害で大きく生存

を下げることが示された。また、第 3 章の実験から、ニワトリの st.4 以前の細
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胞は Jak/Stat シグナル依存的かつ Fgf/Erk シグナル非依存的な状態にあること

が示唆された。Jak1 阻害剤存在下においても Brachyury 陽性細胞が増殖するこ

とを示す結果を得ており(data not shown)、このことは原腸形成によって三胚

葉へと分化した細胞は Jak/Stat 非依存的な状態になることを示唆している。今

後、細胞増殖の詳細な解析から、シグナル経路と細胞増殖の関係を明らかにす

る必要がある。 

 ノックアウトマウスを用いた実験から、母性と胚性の Stat3 を完全に欠損する

条件では原腸形成前の胚で発生異常が起こること、Erk 欠損の条件では原腸形成

前の胚は正常だが、原腸形成が進行しないことが分かっている(Do et al., 2013; 

Saba-El-Leil et al., 2003; Yao et al., 2003)。以上をまとめると、少なくとも哺

乳類・鳥類・爬虫類の発生において、原腸形成前に見られる Jak/Stat 依存的・

Fgf/Erk 非依存的な増殖から、原腸形成後に見られる Jak/Stat 非依存的・Fgf/Erk

依存的な増殖へとシグナル系の転換が起こることが示唆される(Fig. DIS-2)。こ

の仮説は、これまで認識されてこなかった羊膜類の初期発生と多能性の機構を

体系的に理解する基本原理になるかもしれない。活性型 Erk が直接に Stat3 の

活性を抑えるという報告もあるが(Chung et al., 1997; Sengupta et al., 1998)、

これら２つのシグナル経路が切り替わっていく機構はマウスにおいても未知で

あるため、今後検証する価値がある。 

 

シグナル経路の転換と細胞周期・卵割型/体細胞型分裂の関連 

多くの体細胞において Erk の活性は G1/S 期の移行に必要であり、原腸形成前

の胚の細胞が Fgf/Erk シグナル非依存的に増殖することは特殊な例であるよう 
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Fig. DIS-1 羊膜類の初期発生と多能性転写因子の機能の変化。Nanog による
epiblast と hypoblast の分岐がデフォルトのイベントとしてあり、哺乳類では、
Pou5f1 によって多能性の細胞を確保しながら胎盤の細胞系譜を分化させるイ
ベントを付け加えたと見ることができる。こう考えると、Nanog は種を越えて
保存された役割を持つのに対し、Pou 遺伝子の機能が哺乳類に特異的であるこ
とが理解しやすい。 
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だ(Burdon et al., 1999)。興味深いことに、マウス ESCs は G1期が極端に短い

特殊な細胞周期を持ち、一般の体細胞が必要とする機構が無くても増殖できる

(Savatier et al., 1994)が、分化に伴ってG1期が伸長して一般的な細胞周期へ

と移行していくことが示唆されている(Savatier et al., 1996)。この分化に伴う

細胞周期の変化は、胚発生において原腸形成時にも見られる(Wianny et al., 

1998)。G1 期は分裂後の細胞が成長する期間である。ニワトリ胚の細胞は胚盤

葉ステージでは小さくなり続けており(Eyal-Giladi and Kochav, 1976)、ニワト

リ初期胚の Stat3 依存的な細胞も短いG1期を持つことが示唆される。これらを

合わせると、羊膜類の原腸形成以前の胚では、G1期が短く成長を伴わない「卵

割的な細胞分裂」が保たれていると見ることができる(Fig. DIS-2)。G1 期が短い

細胞周期と Jak/Stat シグナルの関連を示すことができれば、古典的な「卵割」

という概念を、シグナル経路と関連付けて捉え直すことが可能になるかもしれ

ない。 
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Fig. DIS-2 原腸形成の前後で変化する細胞分裂の特徴の比較。多能性に関連す
る転写因子に比べ、シグナル経路の役割は種間でよく保存されているように見
える。今後、これらの性質を詳細に調べ、本研究で見出したシグナル系の転換
との因果関係を検証していきたいと考えている。 
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材料と方法 

実験動物と動物の管理 

ニワトリ（Gallus gallus domesticus）の卵は、ヤマギシ養鶏場（和歌山県）よ

り購入した。ウズラ（Coturnix coturnix japonica）は小野珠乙教授（信州大学）

から提供いただき、京都大学植物園にて飼育した。ニホンヤモリ（Gecko 

japonicus）は京都大学の周辺、主に北白川や吉田地区で捕獲し飼育した。スッ

ポン（Pelodiscus sinensis）は、大和養殖場（佐賀県）より購入した。全ての

収集や飼育は認証済みの実験動物取り扱い規則に従って行った。 

 

ニワトリ胚の回収 

st.X前後のニワトリ胚盤葉を回収するためには、0~2時間孵卵した卵を割卵し、

白味を除いた後、ろ紙で作ったリングを置いて周囲の卵黄膜を切った。リング

に張り付いた胚を PBS(-)中に移し、水流によって卵黄を落として胚を卵黄膜か

ら剥がして 1.5ml チューブに集めた。st.2 から 11 の胚も孵卵時間を調節して同

様の方法で回収したが、胚体外領域はピンセットによって取り除いた。 

 

細胞の培養条件 

N2B27 基礎培地は以下を混合して作製した：100 ml DMEM/F-12 (Wako), 100 

ml Neurobasal (GIBCO), 1 ml 20 mM 2-mercaptoethanol (SIGMA) [0.1 mM], 

1 ml 200 mM L-Alanyl-LGlutamine (Nacalai Tesque) [1 mM], 1 ml N2 

supplement (GIBCO), 2 ml B27 supplement (GIBCO), 200 µl 1000x 

penicillin & streptomycin (Meiji)。各種添加物は特記無き場合、以下の終濃度
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で使用した：PD0325901 (Wako) [1 µM]、CHIR99021 (Wako) [3 µM]、bFGF 

(human recombinant, Wako) [20 ng/ml]（ニワトリ細胞）[40 ng/ml]（ウズラ、

ヤモリ、スッポン細胞）、Ruxolitinib (Funakoshi) [0.5 µM]（短期培養）[0.6 µM]

（通常の培養）[0.12 mM]（エレクトロポレーション後の培養）、AG-490 

(Funakoshi) [0.5 µM]（短期培養）[0.6 µM]（通常の培養）、4HT (SIGMA) [1 µM]。

基本的にコラーゲンコートディッシュとプレート (IWAKI)を使用した。ニワト

リとウズラの細胞は 37℃、5% CO2 のインキュベーターで培養した。 

 

ニワトリ胚盤葉の細胞培養とコロニー数の測定 

ニワトリの胚盤葉の細胞をピペッティングで物理的に解離させて播種した。コ

ロニー形成の比較 (Fig. 1-1)のために、2.8x104細胞を 35mmディッシュに播種

し、basic、PD、CH、2i および FGF condition で 2 日間培養し、約 2.4mm2

の視野を 10箇所無作為に撮影し、コロニーの数を数えた。統計的解析は、二標

本 t検定を利用した。 

 epiblast と hypoblast を分離する(Fig. 2-4)ために、0.104 mm直径のナイロ

ン釣り糸(TORAY)でループを作ってパスツールピペットの先に固定し、st.XIII

前後の胚の腹側表面の hypoblast を掻き取った。 

 

タイムラプス画像の撮影 

分離した st.X ニワトリ胚を 35 mmディッシュの 2i condition に播種し、播種

後 2から 36時間の間、1分毎に撮影した。  
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発生過程の胚からのコロニーの数え上げ 

回収したニワトリ胚を TripLE Express (GIBCO) で室温 10分間処理した後、等

量のN2B27 培地を加えて中和した。各胚から 2.8x104細胞を 35 mmディシュ

の 2i condition に播種し 2日間培養した。約 2.4mm2の視野を 10箇所無作為に

撮影してコロニーの数を数えた。st.X と各発生ステージとの間に、統計的に有

意な差があるのか明らかにするため、二標本 t検定を行った。 

 

ウズラの胚性細胞培養 

st.X のウズラ胚を得るために、産卵後の卵を孵卵せずに使用した。st.V のウズ

ラ胚を得るためには、最後の産卵より 12時間経過したメスのウズラから卵を摘

出した。胚の回収方法はニワトリ胚の回収方法と同様である。集めたウズラ胚

はピペッティングで物理的に解離させ、24-well プレートの各培養条件に 1/3 胚

づつ播種した。 

 

ヤモリとスッポンの胚性細胞培養 

ヤモリの卵割中の受精卵はメス個体から摘出し PBS(-)で洗った後、10x 

CaCl2+MgCl2および1000xペニシリンストレプトマイシンを添加したPBS(-)の

中に置き、数 1000 細胞（胚盤葉）になるまで、室温（およそ 27℃）で培養し

た。胚盤葉はピペッティングで物理的に解離させ、24-well プレートの各培養条

件に 1/4 胚ずつ播種した。原腸胚は摘出して PBS(-)で洗った後、胚体外組織を

除き、TripLE Express 室温約 10分間処理した後、ファイブロネクチン(SIGMA)

でコートした24-wellプレート(Grainer)の各培養条件に播種した。29℃、5%CO2
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で 5日間培養し、写真を撮影した。スッポンの場合、受精卵を摘出し、1000 細

胞程で原条を持たない胚（(Tokita and Kuratani, 2001)の stage 5 より早いステ

ージ）を胚盤葉として使用した。ピペッティングで細胞を分離し、24-well プレ

ートにて 28℃、5%CO2で 8日間培養し写真を撮影した。使用した各実験器具は

火炎滅菌し、卵は 75% EtOHで消毒した。 

 

リアルタイム PCR による遺伝子発現量解析 

ニワトリ胚の培養細胞の遺伝子発現解析(Fig. 1-8)のために、同じニワトリ胚に

由来する細胞を各条件で 2 日間培養した後、ISOGEN-LS(Wako)を使って total 

RNAの抽出を行った。total RNAからQuantiTect Reverse Transcription Kit 

(QIAGEN)によって逆転写をおこない、QuantiTect SYBR GREEN PCR Kit 

(QIAGEN)と ABI 7900 リアルタイム PCR マシン(Applied Biosystems)によっ

てリアルタイム PCR を行った。同じ cDNA を用いて 3 回定量 PCR を行い、

Gapdh の発現量を internal control として他の遺伝子の相対的な発現量を求め

た。各培養条件の各遺伝子の発現量を basic condition におけるその遺伝子の発

現量の平均値で割り、その条件の平均値を求めた。 

 発生ステージの異なるニワトリ胚の発現解析(Fig. 3-1)のために、回収したニ

ワトリ胚から同様の方法でリアルタイム PCRを行った。ただし、各ステージの

胚 3つから total RNAを抽出して 1つのサンプルとし、独立したサンプルから

少なくとも２回、同様の発現量変化が見られることを確認した。 

 DF-1 細胞の発現解析(Fig. 3-4)も同上の方法でリアルタイム PCRを行った。 

 各ニワトリ遺伝子のアクセッション番号と使用したプライマーの配列は以下
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の通りである：Gapdh (NM_204305)：CTGGCAAAGTCCAAGTGGTGGCCA、

TTGATGTTGCTGGGGTCACGCTCC 、 Nr0b1 (NM_204593) ：

AGGGCTTCCTGGCTAAGTGCTGGAG 、

AGATCCGGGTTGAAGAGCACCGTCC 、 Dazl (NM_204218) ：

ATGTGCTGTCCCAGAGCCCACA 、 ATGCGCCCTCCTCTCCCTGAAGTA 、

Lefty (NM_204764) ： AGGTTGCCAAGTCCGTGCGCTT 、

TGCACTCCATCCTTGCAGTCCCCA ： Brachyury (NM_204940) ：

AGCACTGGCACAGCTACCAGCT 、 CCGTTGGACATCCCGCTTGACTGA 、

Fgf8 (NM_001012767) ： TGTGCACGCCAAGCTCATCGTC 、

CGCAGTCCTTGCCTTTGCCGTT 、 Nanog (NM_001146142) ：

TGCCAGAAAGAGAGTCAGTGGGTGG、TGGTGTGCACTGGTCACAGCCT：

PouV (NM_001110178) ： TCTGGGCACGCTCTATGGGAAGATG 、

TTTCTCTTCCGGGCTTGGGCCA 、 Sox2 (NM_205188) ：

GTCTCATTCGAGGGCTCCTTGCCA、TCTGCTTGGGGCAGCTGGTTCT、Klf2 

(XM_418264) ： AGCGATACCATCCTGCCCTCCTTCG 、

TGCTCGCACTTCCACCTTTCGTGG 、 Klf4 (XM_001233583) ：

TGCAGTACCAAGAGCTGATGCCGC 、 TTTTCGAGGCCATGACCGCCGT 、

Myc (NM_001030952) ： AAATGCTCCAGTCCCCGCACGT 、

AGCTCATTCCTTCGCTGGCGCT 、 Tbx3 (XM_001234534) ：

TTCCCGGTGGATGGTAGCCGGCAAA 、

AGCGGGGCTGGTACTTGTGCATGGA 、 IL-6 (NM_204628) ：

AATGCCTGACGAAGCTCTCCAGCG、GGCCGAGTCTGGGATGACCACTTCA、
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Socs3 (NM_204600) ： GCACCAAGAACCTGCGCATCCAGT 、

TGCACCAGCTTCAGCACGCAGT 、 Socs1 (NM_001137648) ：

TGGTAGCGCACAGCAAGGTGTCAG、AAGGTTCGGAAGTGCGTGCTGCT、

IL-1 β  (NM_204524) ： GCCATGACCAAACTGCTGCGGA 、

ACTGTGAGCGGGTGTAGCGGAA。 

 

293T ヒト細胞株と DF-1 ニワトリ細胞株への発現ベクターの導入 

293T 細胞に導入する(Fig. 2-1, 2）ために、tetON bidirectional promoter 

system (Clonetech)にもとづいて発現ベクターを設計した。FUGENE-HD 

(ROCHE)を用いて、発現ベクターと tetONのトランスアクチベーターを発現す

るプラスミドを 293T 細胞にトランスフェクトした。10%ウシ胎児血清と

[1µg/ml]の終濃度でドキシサイクリンを添加した DMEM/F-12(Wako)で培養し、

遺伝子導入から 1日後に EGFP の発現が確認された。  

 DF-1 細胞に導入する(Fig. 3-4)ために、CAGGS ユビキタスプロモーター下に、

EGFP-P2A 配列およびマルチクローニングサイトまたは mStat3ER を持つ発現

ベクターを用意した。P2Aは、porcine teschovirus-1に由来する配列で、細胞

内のプロテアーゼによって翻訳後自律的に切断される(Kim et al., 2011)。P2A

の上流と下流にコドンの読み枠を揃えて配列を挿入すれば、これらの配列がコ

ードするタンパク質を等量発現させることができる。今回は mStat3ER が発現

している細胞をラベルするために EGFP レポーターを共発現させた。

Lipofectamine LTR Reagent with PLUS Reagent (Invitrogen)を使ってDF-1

にベクターを導入した。DF-1 細胞は 10%ウシ胎児血清および各濃度の 4HT を
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添加したDMEM/F-12 培地で培養した。 

 

ウエスタンブロッティング 

ニワトリ胚盤葉の培養細胞のウエスタンブロッティング(Fig. 1-3)のために、各

条件で胚盤葉の細胞を 2 日間培養した。“→PD03→bFGF”と“→bFGF”につい

ては basic condition で培養し、細胞を溶解する 3時間前に PD0325901 を、30

分前に bFGF を添加した。細胞を回収してサンプルバッファー中で 98℃、5 分

加熱し、全タンパク質を 10%のポリアクリルアミドゲルで泳動した後、PVDF

メンブレン(BIO-RAD)にタンパク質をトランスファーした。メンブレンを

Blocking One-P(Nacalai Tesque)でブロッキングし、Blocking One-P で希釈し

た抗リン酸化 ERK モノクローナル抗体(1:500、M8159、SIGMA)で一晩 4℃で

一晩インキュベートした後、Stabilized Goat Anti-Mouse HRP-conjugated 

(1:1000、PIERCE)で室温、1時間それぞれインキュベートした。洗浄には 0.1% 

Triton X-100 (Nacalai Tesque) / PBS を使用した。シグナルの検出は Super 

Signal West Dura Extended Duration Substrte (Thermo SCIENTIFIC)と

LAS-1000 lumino image analyzer (FUJIFILM)を用いて行った。シグナルを検

出した後、再びメンブレンを抗α-tublin モノクローナル抗体(1:500、T9026、

SIGMA)で室温、1時間インキュベートし、同様の方法でシグナル検出を行った。 

 293T 細胞のウエスタンブロッティング(Fig. 2-1)のために、加熱しておいたサ

ンプルバッファーを直接加え、293T 細胞をディッシュ上で溶解した。溶解液を

さらに 98℃で 5分加熱し、MagicMarkTM XP (Life Technologies)と共に 7.5%

ポリアクリルアミドゲル(Wako)で泳動した。以降の手順は基本的に上記と同じ
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だが、一次抗体にペプチド抗原で免疫したウサギの抗血清 [1:1000]、二次抗体

には anti-rabbit-IgG goat antibody coupled with horseradish peroxidase 

(1:2000、 BETHYL)を使用した。希釈には staining solution (0.1% Triton X-100

と 5% Blocking One-P を添加した PBS)を用いた。 

 ニワトリ胚のウエスタンブロッティング(Fig. 2-2)のために、blastoderm 

sampleとしてst.XI前後の胚とlater-stage sampleとしてst.5~8の胚を回収し、

サンプルバッファーで 98℃、5 分間加熱した。以降は 293T 細胞と同様の手順

で行った。 

 

抗体蛍光染色 

ドーム状コロニーの分析(Fig. 1-2)のために、st.X ニワトリ胚をカバーガラス

(Matsunami)上に播種し 24時間培養した。細胞を 4% PFA/PBS で室温 10分間

固定し、0.5% Triton X-100 を添加した PBS で室温２０分間透過処理を行った

後、Blocking One-P でブロッキングした。Blocking One-P で希釈した、

anti-human-E-cadherin mouse antibody(1:50、610181、BD Transduction 

Laboratory)と anti-mouse-IgG goat antibody coupled with Alexa 594 (1:500, 

Invitrogen)でインキュベートした。核は[1µg/ml] Hoechst 33342 で染色し、

FV10i conforcal microscope  (OLYMPUS)によって観察した。 

 抗 cNanog、cPouV抗血清による 293T 細胞の染色(Fig. 2-1)のために、293T

細胞を、上記の方法で固定、透過処理、ブロッキングした。一次抗体として抗

血清[1:1000]、二次抗体として anti-rabbit-IgG goat antibody coupled with 

Alexa 594 [1:1000]を使用した。抗体の希釈には staining solution (0.1% Triton 
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X-100 と 5% Blocking One-P を添加した PBS)を用いた。上記の方法で核を染

色し、A1 confocal microscope (NIKON)によって観察した。 

 抗 cNanog、cPouV抗血清によるニワトリ胚の染色(Fig. 2-3)のために、孵卵

した卵から回収したニワトリ胚を 4% PFA で一晩 4℃で固定した。凍結切片用

には、固定後の胚を 4℃の 10%と 20％のスクロースで平衡化し、OTC コンパ

ウンド(Funakoshi)で包埋した。-30℃でOTCのブロックを凍結させ、transverse

切片を作成してスライドガラスに接着させた。ブロッキング以降は 293T 細胞

のときと同様の手順で行った。ただし、二次抗体には anti-rabbit-IgG goat 

antibody coupled with Alexa 488 (1:500、Invitrogen)を使用した。ホールマ

ウント染色は、切片の染色と同じ手順を行った。  

 抗 cNanog、cPouV抗血清によるニワトリ胚盤葉の培養細胞の染色(Fig. 2-4)

のために、ニワトリ胚盤葉をカバーガラスチャンバー (IWAKI)に播種し、basic 

condition で 2日間培養した後、ドーム状コロニーの染色と同様の方法で細胞を

固定、透過処理、ブロッキングした。染色および観察は、293T 細胞のときと同

様の手順で行ったが、二次抗体にはAlexa 488 が付加したものを使用した。こ

の染色方法で、Jak/Stat の機能解析 (Fig. 3-3)も行った。ただし、一次抗体とし

てアフィニティ精製した抗血清を用いた。 

 抗 Stat3 リン酸化チロシン抗体によるニワトリ胚の染色(Fig. 3-2)のために、

孵卵した卵から回収したニワトリ胚を 4% PFA で氷上、2時間固定し、-20℃の

MeOHで 5分間透過処理をした後、抗血清によるニワトリ胚の染色と同様のブ

ロッキングと染色の手順を行った。ただし、基本的に使用する溶液には

PhosSTOP (ROCHE)を添加し、一次抗体として anti-phospho-Stat3 (Tyr705) 
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monoclonal rabbit antibody (1:50、 #9131、 Cell Signaling Technology)と

anti-human-E-cadherin mouse antibody、二次抗体として anti-rabbit-IgG goat 

antibody coupled with Alexa 488 と anti-mouse-IgG goat antibody coupled 

with Alexa 594 を使用した。観察には FV10i conforcal microscope を用いた。 

 抗 Stat3 C 末端抗体によるニワトリ胚の染色(Fig. 3-2)も抗 Stat3 リン酸化チ

ロシン抗体による染色と同様の手順を行った。ただし、MeOH処理とPhosSTOP

の添加は行わず、ブロッキング時には 0.1%の Triton X-100 を加えた。また、

一次抗体として、抗 Stat3 リン酸化チロシン抗体の代わりに、C-20 Stat3 抗体

(1:50、sc-482、Santa Cruz)を使用した。切片を作成するために、抗血清によ

るニワトリ胚の染色と同様に固定とブロッキングを行い、同上の方法で染色し

た後、パラフィンに包埋し、切片を作製、観察した。 

 

cPouV の exon 0 の 5'側にある未知領域のシーケンス  

KOD-FX NEO (TOYOBO)と Chicken Male Genomic DNA (GC-120M、

YYAGEN)を使って PCR 反応を行い、PCR 産物を TOPO TA cloning vector 

(Invitrogen)によってクローニングした。未読領域に隣接した部分に設計した以

下の 2 つのプライマーセットを使用した：①CTTCCGCCGCTGGGATGCGA、

GGAACGGGGCCGAGCGAAGG 、 ②

CTATATGACCGCCAATACAAGGGGCAGTTTCACTC 、

GGCATTTCGCAATCCTTTAAGCCATTTACACATTCG。これら 2つのプライマ

ーセットを使って 4つの独立した PCR反応を行い、その産物から得られた 6ク

ローンをシーケンスすることで、未読領域のコンセンサス配列を得た。シーケ
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ンス反応は Applied Biosystems の提示している方法に従ったが、終濃度[5%]

になるように dimethyl sulfoxide (DMSO)を添加し、DNA鎖変性の温度を上げ

て時間を伸ばすという改変を行った。以下の4つのシーケンス用プライマーは、

未読領域の全域を少なくとも 2 回シーケンスできるように設計した： 

GACAGCTGCACTGTGC 、 AGGGGAAGAAGAGCTGCTGC, 

CGGGGCACAGCGCGTGGC、CACCTCGTCTCCGCTGTCGC。転写産物を調

べるために、st.5 のニワトリ胚から抽出した total RNAと SuperScriptIII (Life 

Technologies)を用いて逆転写反応を行った。GC-rich PCR system (ROCHE)

を用いた RT-PCR の PCR産物を、ゲルから抽出しクローニングベクターに挿入

した。複数のクローンの配列をシーケンスしたところ、全てがゲノムの PCR産

物から得られた配列とほぼ一致する配列が得られた（exon 1 内に 1塩基の同義

置換がある以外は完全一致）。 

 

ニワトリ IL-6 リコンビナントタンパク質の精製 

コールドショック発現プラスミド(pCold、TaKaRa)にもとづいて、グルタチオ

ン-S-トランスフェラーゼ（GST）のタグが付いたニワトリ IL-6 を発現するコン

ストラクトを作り、タンパク質合成用に市販されている大腸菌 Rosetta 2 

competent cell (Millipore)に導入してリコンビナントタンパク質を合成した。

大腸菌を溶菌し、GST タグとグルタチオンの親和性を利用してリコンビナント

タンパク質をGSTrap HP カラム(GE Healthcare)に結合させた。非特異的なタ

ンパク質を洗い流した後、PreScission Protease (GE Healthcare)によってGST

タグとリコンビナントニワトリ IL-6 を切り離して溶出した。使用濃度は、
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[3:1000]（短期培養）、[1.2:10000]（通常の培養）。 

 

エレクトロポレーションによって遺伝子を導入したニワトリ胚盤葉細胞

の培養 

複数のニワトリ胚盤葉から細胞を回収し、播種する前に Neon Transfection 

System (Invitrogen)によって遺伝子導入を行った。方法は Invitrogen のマニュ

アルに準ずる（optimization protocol #2 の条件）。導入した発現ベクターは

DF-1細胞に導入したものと同じCAGGS-EGFP-P2A-mStat3ERプラスミドであ

る。エレクトロポレーション後の細胞を 4つのwell に分注し、Rux または 4HT

を添加したN2B27 培地（ペニシリンストレプトマイシン不含）に播種した。 
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