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野生マウス由来線維芽細胞の樹立による遺伝資源保存技術の一・例
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要 旨

本実験では、野生種であるアカネズミおよびカヤネズミから少量の組織サンプルを回収 し効率よく安定

したDNAを 回収するために、バロサイクラー(BaroCycler)を 用いてDNA抽 出とその相同性について検

索を行なった。さらに、両マウスの尾部から採取 した組織より線維芽細胞を樹立 し、染色体解析および樹

立 した細胞の遺伝資源保存を検討 した。その結果、尾部組織および樹立線維芽細胞それぞれはシークエン

ス後のBLAST検 索によってデータベース上にて高い相同性を示 した。また、核型解析では、それぞれの核

型は高い正常性を示 した。さらに、それら体細胞を用いて、電気融合法による異属間体細胞核移植を実施

したところ、一部の再構築卵子は2細 胞期胚へ と発生することを認めた。以上の結果か ら、今回樹立 した

野生マウス由来線維芽細胞に異常は少な く、それら細胞の遺伝子資源の保存が可能であることが示された。

キーワー ド 野生マウス、遺伝資源保存、体細胞、体細胞核移植

1.緒 論

これ までの報告 におい て絶滅 の恐れ のある動植物種 は2万 種を超 え、 これ らの種を保護 してい くため に

保全繁殖技術(ReproductiveTechnologiesforSpeciesConservation)の 意義 が問われている1)。 我 が国で

は これ ま で に、 野 生 動 物 の保 護 は、 第 一 に 生 息 地 の生 息 数 の 確 保 とい っ た域 内 保 全 事 業(in-situ

conservation)が 優先 されてい るが、生息地 の回復 が困難な場合や それ まで に動物 の生息数 が激減す る可

能性 がある場合 は、動物 園や水 族館な どとい った域外保全(ex-situconservation)に よる飼育繁殖や調査

研究 を展 開 しなけれ ばな らない2・3)。 しか し実 際は、限 られ た飼育 スペ ースでBreedingLoanに よ り遺伝

的多様性 を維持 しなが ら繁殖 させ てい くことは極め て難 しい4・5)。その ため、動物 を生 体ではな く、胚お

よび配偶子 そ して体細胞 を回収 して保 存する活動が行なわれてい る。 これ によ り飼育スペースや コス ト面

の問題 が解消 され、個体再生 まで遺伝子 を長期 間保 存でき ることで遺伝的多様性を保持す ることを可能 と

した新 たな人工繁殖による試 みが展開 されている2・6・7)。一方、哺乳類 の中で一番多い生物種 であるげっ歯

類や多数 の県 で絶滅危惧種 に指 定されている小 型げ っ歯類は、種の保存に関す る活動 と して、生息域の環

境保全 と共 に これ らげっ歯類 の生理機能や遺伝的多型 に関す る研究が行 なわれてい る8-10)。 また通常の繁

殖活動 でその種 を保存 する ことができない小集 団では、遺伝的多様 性の確保 と遺伝的均一化の 回避方法 と

して、発生工学技術的手法 による遺伝資源の保存が期待 されている11)。 近年、展示動物園において飼育下

にあるキ タシロサイ(Ceratotheriumsimumcottoni)と ドリル(Mandri〃usleucophaeus)の 体細胞か ら、人工
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多能性幹細胞(iPSCs)の 樹立が可能であることが示され、絶滅に瀕する動物種の保護に対 して有用な手段

に繋がると期待されている12)。 また、長期間冷凍保管されたマウス屠体の組織から細胞核を取 り出し、体

細胞核移植によりクローンマウスが誕生 したことが報告されている13)。 しかし、この動物の誕生には体細

胞核移植胚由来胚性幹細胞(ntES細 胞)の 樹立を経てのみ個体産出が可能であり、保存組織の核内の遺伝

情報が完全であるかどうかは明らかでなく、それらの技術手法を野生動物種へ適用するには、より詳細な

検討を行なう必要があると思われる。本実験では、野生動物の遺伝資源の保存を目的として、富山市ファ

ミリーパークより提供 して頂いた野生小型げっ歯類を用いて、これらマウスの尾部から体細胞の樹立と保

存を行ない、凍結 ・融解後の細胞の機能性を検討した。

2.材 料および方法

(1)供 試動物

供試動物 として、 ドナー細胞 として富山市 ファミ リーパー クよ り供与頂 いた成熟カヤネズ ミ(Micromys

minutus)お よびアカネ ズ ミ(Apodemussρeciosus)の2種 の野生マ ウスを用い た。 また、細胞 の機 能性の

確認の ため、体細胞核移植 に供 されるマ ウスは成熟齢に達 したB6D2F1(日 本SLC(株))を 用 いた。 また

これ らのマ ウスは入荷後、12時 間照明下 において、1週 間以上順化 した後、実験 に供 した。飼育環境 とし

て、室 温23±20C、 湿度50%の 条 件下の空調 システ ムにおい て、飼料(CRFIR:オ リエ ンタル 酵母 工業

(株))を 不 断給餌 とし、飲水 は 自由摂取 とした。なお、本実験 に関す る動物実験の立案お よび実験動物の

飼養 と管理 については、近畿大学動物実験規定に準 じて実施 した。

(2)野 生マ ウス由来線維芽細胞 の樹立

今 回、供試 した組織 として、各 マウスに麻酔処置 を施 し尾部端を一部切除 した。初代培養 に用い る尾部

は、PBS(一)溶 液 内 にて 内部 尾部 組織 と尾 部表 皮 へ分離 した後、 回収 した それ ぞれ の組織 片 は35mm

細 胞 培 養 デ ィ ッ シ ュ(BDFalcon:353001)内 で、2.5μg/mL,のFungizoneを 含 む5%FBS加DMEM

(Dulbecco'smodifiedEaglemedium:LifetechnologiesCorp.)を デ ィッシュに添加 した14)。 調 整 した各

組織 は、炭酸ガスイ ンキュベー ター 内(37℃ 、5%CO2inair)で 培養 し、各組織由来の細胞 がコンフレン

ト状態 になった後、継代培養 にて線 維芽 細胞 の樹立を行な った。次に、十分に増殖 し継代培養が可能 な各

マウス由来線維芽 細胞は凍結保 存を行な った15)。 凍結 操作 は、培地 を除去後0.05%Trypsir卜EDTA(Life

technologiesCorp.)を 加 えて5分 間培 養 した後、5%FBS加DMEMを 加 えて細胞 を回収 した。 回収 した

細胞溶液を遠沈処理 して得 られた細胞塊 を500μLの 細胞保存液(セ ルバ ンカー:日 本全薬工業(株))に

懸 濁 して 一80℃ 下 で保 存 した。融解操 作 は、 細胞懸 濁液 を37℃ の ウ ォー ターバ スで急速 に融解 後、5%

FBS加DMEMを 加 え保存液を希釈 した。 その後、遠沈処理にて細胞保存液 を除去 した後、回収 した細胞塊

は同培地で懸濁を行ない機能性解析の ため継代培養 した(図1,2)。

(3)野 生マ ウス由来線維芽細胞 を用 いた核型解析

細胞 の核型 解析 は既 報 に準 じて行 った16・17)。即 ち、 対数 増殖 期 であ る最終 継代48時 間後 に、 細胞

ディ ッシ ュへ0.06pg/mLコ ルセ ミ ド溶液を加 え、37℃ 、5%CO2で3時 間培養 した。次 にPBS(一)で 洗

浄後、0.05%Trypsin-EDTAを 加 えて5分 間培養後、遠 沈処理 にて細胞塊 を回収 し、0.075M塩 化 カ リウ

ムを加 え低 張処理を30分 間行 な った。その後、 カル ノア固定 液を加 え、細胞浮遊液 を調 整 した。調整 し

た細胞浮遊 液をス ライ ドグラス上へ滴 下 し、VECTASHIELDwithDAPI(VectorLab.Inc.Burlingame,CA,

USA)で 染色 を行 ない蛍光顕微鏡(LEICADMI6000B:AF6000)に て観 察 した。
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図1.カ ヤネズ ミ(Micromysminutus)尾 部組織 由来線維芽細胞

(左:初 代培養時、右:継 代培養時)

図2.ア カネズ ミ(Apode〃zusspeciosus)尾 部組織 由来線維芽細胞

(左:初 代培養時、右:継 代培養時)

(4)野 生マ ウス尾部および尾部 由来線維芽細胞か らのDNA抽 出操作 および種の 同定

それ ぞれ の野生 マ ウス か ら回収 した一部 の尾 部お よび樹立 した線維 芽細 胞 か らのDNA抽 出操作 は、

BaroCycler((株)池 田理化)を 用 いて行 なった。即ち、回収 した各細胞組織 は、高圧力チュー ブに入れ、

超高圧35kpsi,20sec、 常圧Okpsi,20secでDNA抽 出を行な った。抽出 した各 サ ンプルの濃度測定 を行な

い、常法18・19)に よ りTEbufferで 調整を した後、PCRを 行 なった(表1)。 また、得 られ たPCR産 物を常

法 によ り再調整 した後 、ABIPRISM310GeneticAnalyzerに よ り塩基配列を 同定す ることによってシーケ

ンス解 析を実施 した。 なお、 これ らの デー タに よる相 同性 の検 索に は、DNADataBankofJapan(以 下、

DDBJ)を 用いて解析 した。

表1.各 種野生マウス由来組織解析に供したDNA解 析用プライマー配列

Spices
Preimer

(q吻chro〃zeb)

Sequence

珈04例 π∫3ρθc'03〃3

Forward ATTTCTCCACGTAGGACGAG

Reverse AAGAAGCGTGTTAGTGTTGC

Reverse TGAGAAGCCTCCTCAGATTC

ルz∫oハo〃那 〃伽 醜3

Forward CCTAGGAGTATGCCTTATCGT

Forward TCACTCCTAGGAGTATGCCTT

Reverse ATGCAGTTGCTATAACTGCG
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(5)体 細胞核移植操作法による野生マ ウス由来線維芽細胞 の機能解析

成熟齢 に達 したB6D2F1雌 マウス に妊馬血清性 腺刺激ホルモ ン(あ すか製薬(株))と ヒ ト絨毛性性腺

刺激 ホルモ ン(あ す か製薬(株))を48時 間間隔で7.5単 位 を腹腔 内投与 して過剰排卵処置 を施 した。次

に、 回収 した未受精 卵を用いてOguraら の方法 を修正 して核移植 を行な った20・21)。即 ち、5μg/mLサ イ

トカ ラシンB(以 下 、CB,和 光純薬 工業(株))を 含 むmCZB-HEPESへ 約10分 間静置後 、除核操作 を行

なった。卵子 は、mCZB培 地 にて洗浄後、 ドナー細胞 の移 植 まで37℃ にて平衡 された炭 酸 ガスイ ンキ ュ

ベー ター 内で培養 した。続いて ドナー細胞 の移植 は、樹立 した各線維芽細胞を0.25%ト リプシン溶液 で5

分 間処理 した後 、細胞 を回収 し単一 細胞 に分散 させた。 ドナー細胞の注入 は、イ ンジ ェクシ ョンピペ ッ ト

を用 いて除核 した卵子透明帯 を貫通 させ て囲卵腔 内へ1個 の体細胞 を卵子細胞膜 に隣接 させ た。生存 した

卵子 は、電気融合溶液(0.3MMannitol,1.7mMMgCl2,0.lmg/mLPoryvinylpyoridoninDW)へ 卵子 を移

し高 圧電パ ルス式細胞 融合装 置(LF101:ネ ッパ ジー ン(株))に よ り細胞融合 を行 なった(融 合条 件:

AC;10V,10psec30sec.,DC;90-100V,10psec2cycle.,postfusionAC;2V,20-30sec)。 融合卵子 の活性

化処理 は、Kishigamiら の方 法にほぼ準 じて行な った22)。 融合 した卵子は、早期染色体凝集の誘起を確認

した後、Ca2+不 含mCZB培 地 に10mM塩 化 ス トロ ンチ ウム(和 光 純薬工 業(株))、Sμg/mLCB、5nM

TrichostatinA(以 下、TSA,Sigma-AldrichCorp.,StLouis,MO,USA)を 加 え3時 間の卵子 活性化処理 を行

なった。続いて、Ca2+不 含mCZB培 地 に5μg/mLCBを 添加 、5nMTSAを 加 えて、3時 間卵子 を培養 した。

最後 にKSOM-AA培 地(EMDMilliporeCorporation,Billerica,MA,USA)に5nMTSAを 加 えた培地 に卵子

を移 し4時 間培養 した後、その後 の2細 胞期胚への発生を確認 した。

3.結 果

各野生マ ウス由来線維芽細胞 を用 いた核型解 析によ る細胞機能の正常性 について、 カヤネズ ミにおいて

は、今 回観察 した317区 画 を評価 した ところ、その正常な核型(2n=68)を 有 したものは268区 画(84%)

でであ った(図3)。 一方、 アカネズ ミにおいては、100区 画を評価 した ところ、正常 な核型 が得 られ た

のは、83区 画83%(83/100)と(図4)、 樹立 した線維芽細胞 は凍結 ・融解後 も高い正常性 を有 してい

るこ とを確認 した。

H

図3.カ ヤネズ ミ染色体検査像(2n=68) 図4.ア カネ ズミ染色体検査像(2n=46)

各野生マウス由来線維芽細胞を用いた相同性解析による細胞機能の正常性について、表2に は、アカネ

ネズミにおけるシークエンス結果の一例を示 した。樹立 した各線維芽細胞から得られたDNAシ ーケンス

結果をもとに、DDBJに よる相同性を検索 したところ、カヤネズミ由来細胞は、決定 した塩基配列情報を

BLAST解 析により100%の 相同性を有 した(デ ータ非表示)。 一方、アカネズミ由来細胞においても同様

にDDBJに よる相同性は100%で あった(表2)。
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表2.ア カネズミ由来線維芽細胞から抽出 ・増幅したDNA断 片

を用いたDDBJと の相同性解析の一例

Aooession Desoription Mδx

score

Total
score

Query
coveroge

AB164492」

Apodemusspeciosusmitochondriδlcytbgene

forcytochromeb,partialcds.

iso』te:HS3002/KTI3393

381 381 100%

AB164491コ

Apodemusspeciosusmitochondriδ1cytbgene

forcytochromeb,partialcd$.

isobte:HS3010/KT3401

381 381 100%

AB503240コ 幽podemusspeoiosusmitoohondriδIcytbgene

forcytochromeb.portialcd旨,isolate:ST-23
375 375 100餐

表3に は、各野 生マ ウス 由来線維 芽細胞を用い た体 細胞核移植操作 による細胞機能 の正 常性を示 した。

カヤネ ズミ由来線維芽細胞を用いた電気融合操作では53%(163/308)の 卵子が生存 し、融合 に成功 した

卵 子 は77%(126/163)で あ った。 また、融 合 した卵 子 を用 い て活性 化 処理 を行 なっ た結果、100個

(79%,100/126)の 前核様構造 を持つ再構築卵子 が得 られ た。一方、 アカネズ ミでは、電気融合操作 によ

り、83%(374/453)の 卵子 が生存 し、40%(148/374)の 細胞融合効率であ った。 また、融合 した卵子

を用い た活性化処理によ り、118個(80%,118/148)の 前核様構造を持 つ再構築卵子を作 出した。

表3.各 野生マウス由来線維芽細胞を用いた体細胞核移植成績

細胞由来系統 供試卵子数 生存卵子数(%) 融合卵子数(%) 再構築卵子数(%)

カヤネズミ

アカネズミ

308

453

163(53)

374(83)

126(77)

148(40)

100(79)

118(80)

各野生マウス由来線維芽細胞を用いた体細胞核移植操作により作製 された、再構築卵子の発生成績を

表4に 示 した。カヤネズミ由来線維芽細胞を用いて作製 した再構築卵子をKSOM-AA培 地にて培養 したと

ころ、70%(70/100)の 卵子が2細 胞期へ と発生 した。一方、アカネズミ由来線維芽細胞を用いて作出

された再構築卵子の2細 胞期への発生成績は64%(75/118)で あった。これ らの結果から、各野生マウ

スから樹立された線維芽細胞の機能性は、異属間での体細胞核移植操作において、一部の再構築卵子は

2細 胞期へと発生することが示された。

表4.体 細胞核移植法により作製した各野生マウス由来再構築卵子の発生成績

細胞由来系統 供試卵子数 2細 胞期発生数(%)

カヤネズミ

アカネズミ

100

118

70(70)

75(64)
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4.考 察

元来、カヤネズミ(Micromysminutus)は 、ネズミ科カヤネズミ属に分類されるネズミであり、日本では

宮城県 と新潟県を北限とし広 く生息 している23)。一方、アカネズミ(ApodemusspeciOSUS)は 、ネズミ科

アカネズミ属に分類され、北海道から九州まで広く分布しながら、富山と浜松を結んだ線を境界線 として

境界線 より以西では染色体数が2nニ46、 以東では2nニ48、 境界線では2nニ47と 、生息地域によって染

色体数の異なることが知られている24)。 しかし、土地開発や生息域の断片化などによって急速に生息場所

が減少 し、カヤネズミは、福岡 ・鹿児島 ・愛知 ・長野 ・群馬県など18都 道府県以上でレッドデータブッ

クに指定され、アカネズミは、東京都の保護上重要な野生生物種に登録されている。繁殖活動 として、地

域生活環をもつ野生マウスは、その繁殖性も多岐に渡っていることを示 し、その実態を調査 して繁殖性を

正 しくコントロールすることが困難であり25・26)、地域適応性とその生態の地域への順化が日本固有の野

生小型哺乳類の生息環境に大きく左右される27)。

一方で、野生マウスの様 々な種を研究用 として用いる新たな手法が導入され28-30)、興味深い ことに、

日本産野生由来マウスと実験動物化されている近交系C57BL/6系 において遺伝的に類似 した領域がある

ことが示され31)、 様々な野生マウスを用いた疾患研究が急速に進むと思われる。今回、供試 した2種 の

野生マウス32)に おいても、カヤネズミにおいては、体長が小さいマウスであること、球巣を構築 しその

なかで営巣と繁殖をもつ特徴を有 し33)、アカネズミでは、生息環境域の特性を持つ狭い範囲内での交雑で

維持されているため、劣勢な交雑個体で両染色体群が維持され、さらにロバー トソニアン異型接合体の減

数分裂が交配後の隔離機構 を働かせ、結果的に両染色体群の側所的分布の維持がされていると考えら

れ34)、 この特異性は、ダウン症の原因となるロバー トソニアン転座の解明につながる有用な疾患モデル と

なると期待されている35)。 このように野生マウスを研究資源 として用いるには、繁殖効率の向上は当然の

ことながら飼育繁殖法の確立が急務 とされている。宮田らはカヤネズミの栄巣と繁殖を展示環境下にて確

認 し環境への適応する能力が高いと報告 した36)。 また今まで繁殖が困難であったアカネズミ37)に おいて

は定量的な繁殖行動を捉えることに成功 したのは極めて最近であり38)、私たちもカヤネズミの繁殖には成

功 したもののアカネズミの繁殖は出来なかった(安 齋 ら、未発表)。 さらに、実験動物では困難な生物学

的特徴 と生物学的進化を有する、固有の野生小型げっ歯類では、飼育繁殖の基礎データの集積は始まった

ばか りである39)。

上述の通 り、 これからの野生マウスは実験動物化として大きな価値を持ち、生息域の保護 ・繁殖そ して

遺伝資源の保存技術を確立 していく必要があり、様々な動物種において人工繁殖による生息数の維持がさ

れているものの11)、繁殖能が低い場合や個体が既に死滅し、ペアの維持が困難を極める場合などは、遺伝

的形質の変化が危惧され、さらに人工繁殖が行なえない場合、よ り高度な生殖工学的技術と遺伝資源の保

存技術の開発が望まれる40・41)。Hasegawa42)ら は、野生マウスから得られる卵子の採取方法の改良に成

功 し、体外受精 と初期胚の保存を様々な野生マウス系統へ応用してバイオリソースとしての役割を進めて

いる。私たちも、飼育下にて繁殖が成立 した野生マウスを用いて体外受精を行ないガラス化保存により超

低温下(-1960C)に て保存された初期胚を用いて加温後、生存 した胚を移植することにより正常産子を獲

得 し、さらに微生物学的統御を可能にすることを示した43)。 また、マウスを処分することなく低侵襲的な

処置にて卵巣の一部を摘出し、そこから回収した未成熟卵子を用いた初期胚の作出と産子作出に成功 し、

今後、希少な野生マウスを処分することが無 く個体の生理機能を維持することが可能であると共に、生殖

細胞の回収と遺伝資源の保存ならびに個体増殖が期待できることを示唆した44)。

Wakayamaら は、凍結保護剤を用いずに冷凍されたマウスの屠体の組織から細胞核を取 り出し、核移植

によってクローンマウスが誕生 したことを報告 しているが、核の正常化は発生させたクローン胚からの
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ntES細 胞の樹立に寄与することが必要であった45)。 また、Katoら も、絶滅種である細胞核を用いて体細

胞核移植を行なったところ、細胞動態の確認は出来ず細胞核の正常性は認められなかった46)。今回、私た

ちが実施 した野生マウスからの体細胞樹立およびその細胞機能の特性を検討する上で、体細胞核移植技術

を用いたところ、異属間における卵子の処置は可能であ りクローン胚の作出にも成功 した。さらに単一ク

ローン胚由来DNA断 片からのシーケンス結果は、DDBJと 高い相同性を保持 していることを確認 し(安 齋

ら、未発表)、 生細胞 レベルでの遺伝資源の保存 とその機能性をこれ らの技術によって検証することは、

極めて有用であると思われる。

現在、多 くの機関において動物種の研究資源バ ンク11・47・48)が機能するに至っている。また、マウス

では体細胞から初期化により人工多能性幹細胞(iPSCs)を 樹立 し生殖細胞へ分化することが報告され

た49-51)。今後、遺伝子資源の保護および疾患モデル として研究価値の高まる希少な野生小型マウス由来

体細胞組織の獲得と研究材料 としての資源情報の共有化が進むことが可能となろう。

5.結 論

本実験では、2種 の野生マウスの尾部より採取 した組織を用いた遺伝資源保存を検討 した。尾部組織お

よび樹立線維芽細胞それぞれをシークエンス後のBLAST検 索により相同性を確認したところ、データベー

ス上にて高い相同性を示すことを確認した。さらに、それら体細胞の機能を調べるために、電気融合法に

よる体細胞核移植を試み、一部の再構築卵子は2細 胞期胚へと発生することを示 した。これらのことから、

今後、絶滅に瀕する野生動物の遺伝資源の保護技術 として胚 ・配偶子の保存操作に用いられる生殖工学技

術のみならず、体細胞機能の特性を活か した核移植操作による保存技術が有用であることが示唆された。
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Ageneticresourceconservationtechnology

byestablishingculturedfibroblastcellsderivedfromtwowildmice

MasayukiAnzail),HitoshiMurai2),MinoruMiyashita1),MasaoKishii'4),MasatakaNakaya3),

ManamiNishimura3'5),NaoSugimoto6),HikaruMatsuzaki6),RikaAzuma6),TasukuMitani1),

HiromiKatol)andYoshihikoHosoi1・3・6)

Abstract

Inthisstudy,toimprovetheDNAextractionefficienciesforasmallamountoftissuefromtwowild

mice,wehavedoneasearchforDNAhomologywithBaroCycler.Inaddition,fibroblastswerealso

establishedfromthosemicetails.Karyotypeanalyseswereperformedonthefibroblasts,andthosecells

werefrozenforthepreservation.Asaresult,thefrozen-thawedfibroblastcellshaveahighnumberof

normalkaryotype.Fibroblastsderivedfromorganizationandtailconfirmedthehomologysequenceafter

BLASTsearch.Furthermore,thesesomaticcellsperformedsomaticcellnucleartransfer(SCNT)by

electrofusionmethod.Theseresultsofreconstructedoocytesseveraldevelopedto2-cellstageembryos.

Inconclusion,abnormalitiesinthiswildmousederivedfibroblastcellswerelow,andtherefore

conservationofgeneticresourceswaspossibleinthesesomaticcells.

Keywordwildmouse,conservation,geneticresource,somaticcellnucleartransfer
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