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ルπ17遺 伝子の増幅による各種マンモス軟組織の保存状態の検討
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要 旨

本実験で は、約15,000年 前 のマンモス皮膚、筋 肉お よび骨髄 の各組織 の核DNAの 保存状態 を解析す る

事 を 目的 に、核DNAに 存在 す るMelanocortintypelreceptor(Mo1の 遺 伝子 をPCRに よ って増 幅 し、

その増幅の成否を検討 した。その結果、骨髄組織 由来TotalDNAをPCRのTemplateと した区においてのみ、

目的 とす る221bpのDNA断 片が増 幅され た ことか ら、マ ンモ ス骨髄組織 に存 在す るDNAの 保 存状態 は

皮膚 お よび筋 肉組 織に比べ て良好であ る ことが示 され た。 しか し、骨髄組織 由来TotalDNAをTemplate

とた約500bp程 度のDNA断 片 を増 幅する 読 〃 遺伝子増幅 プライ マー を用 いてPCRを 行 った結果、 目的

とす るDNA断 片は増幅 され なかった。以上 の結果 よ り、 このマ ンモス組織 において は、骨髄 中の核DNA

は他 の皮膚 または筋 肉組織 中の核DNAよ りも保存状態が 良い が、DNAの 断片化 が進行 してい ることが示

され た。

キー ワー ド マ ンモス、PCR、 読 〃 遺伝子

1.緒 論

Wakayamaら は、16年 間、-20℃ で凍結保存されたマウスから回収 した脳細胞を用いて、核移植胚由来

胚性幹細胞を経由する事により、正常なクローンマウスの作製に成功 した1)。 また、Hoshinoら も、10年

間、-80℃ で凍結保存されたウシ精巣周辺組織から培養に成功 した体細胞を用いた核移植操作により、ク

ローンウシの作製に成功 した2)。 これらの報告は、死後耐凍剤を用いずに凍結保存されていた組織または

細胞から、細胞核を回収する事ができれば、体細胞核移植技術により個体を再生させることが可能である

ことを示 している。

我々の研究グルーフ.は、2002年 にシベ リアの永久凍土か ら発掘されたマンモス組織に由来する細胞核

を体細胞核移植 した際の核の初期の動態を観察することを目的に、マンモスの皮膚および筋肉組織由来細

胞核をマウス除核未受精卵子に注入 し、早期染色体凝集(PrematureChromosomeCondensation)な らび

に前核様構造物の形成について検討 した結果、皮膚および筋肉組織か らの細胞核の回収には成功したが、

回収効率は低 く、それらを注入 した卵子は、前核様構造物の形成には至らなかった3)。 この結果から、こ

のマンモスの皮膚および筋肉組織の保存状態は悪く、マンモスの再生には、さらに保存状態の良好なマン

モス組織の選定および効率的な細胞核の回収法の開発が必要であることが明らかとなった。

近年では遺伝子の解析技術が飛躍的に発達 し、少量のサンプルから得られた非常に断片化の進んだDNA

サンプルでも塩基配列の決定が可能になっている。このような研究の潮流の中で、わずかな骨か ら、マン

モスのミトコン ドリアゲノムDNAの 全塩基配列が解読された4)・5)。また、2008年 には、80%近 くのマ

ンモス核DNAの ドラフ ト配列が発表されてお り6)、マンモスの持っていた遺伝子の実像が明らかになる
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につれて、マンモスがどのような動物であったかという理解が深まりつつある7)。 しか し、マンモスの遺

伝子研究を効率よく行うためには、DNAの 保存状態の良いサンプルを獲得することが不可欠である状況は

変わらない。

本実験では、この約15,000年 前のマンモスから回収した皮膚、筋肉および骨髄組織を用いた核DNAの

保存状態を解析する事を目的に、核DNAに 存在する事が報告されているMc〃 遺伝子8)を 、PCRに よっ

て増幅後、その成否を検討 した。

2.材 料および方法

2002年8月 にシ ベ リア の永 久凍 土層 か ら発 掘 され、 国立 環 境研 究所 ・柴 田康 之 教授 らに よ って約

15,000年 前 のものであ ることが判明 したマ ンモ スの皮膚、筋 肉および骨髄組織を実験に用いた3)。

(1)マ ンモス組織お よびマウス尾部組織か らのDNAの 抽出

一80℃ で凍結保存 されたマ ンモスの皮膚、筋肉、骨髄組織お よび、B6C3F1(C57BL/6N×C3H/HeN)雌

マ ウスの 尾部 を それ ぞ れ細切 し、 定法 に従 ってProteinaseK(Nacalaitesque:29442-85)お よびSDS

(Sigma-Aldrich:L5750)を 用 い て 組 織 を 溶 解 し、Phenol/Chloroform(Nacalaitesque:26829-96,

08042-55)処 理を行 いタンパ ク質を除去 し、その後 エタノール沈殿 によ りTotalDNAを 回収 した。

(2)TotalDNAの 電気泳動

抽 出 したマ ンモス皮膚、筋 肉、骨髄組織 由来TotalDNAお よびマ ウス尾部組織 由来TotalDNAと その超

音 波 破 砕物 を5pg/μLの 濃 度 に調 整 し、 全量 を電 気 泳 動後 、EthidiumBromide(EtBr,Nacalaitesque:

14631-94)で 染色 し、Printgraph(ATTO)を 用いてDNAの 存在 を確認 した。

(3)PCR

本実験でPCRに 用いた プライマーを、表1に 示 した。

表1.読17遺 伝 子(GenomeNetAccessionNo.DQ648859)増 幅 プ ラ イ マ ー

プライマー

Set
Tm値

Product

Size(bp)
Sequence(5'-3')

①
67.57

221
F:5'-GCCACAATGCACTGACCAGA-3'

66.1 R:5'-GAGCTCATCCGGGATGGATA-3'

②
64.7

505
F:5'-ACCTCTGTGACCCTGTTCCA-3'

64.8 R:5'-CACAATGCTGTGGTAGCGAA-3'

③
66.2

521
F:5'-TTGCAGTGGACCGCTACATC-3'

65.0 R:5'-CTTTGAGTGTCTTGCGGAGC-3'

F,Forwardプ ラ イ マ ー;R,Reverseプ ラ イ マ ー

各DNAサ ン プ ル3FL(10ng/FL)に 、10FLの2×AmpdirectPlusBuffer(SIMAZU:241-08890-92)、

Forwardお よ びReverseプ ラ イ マ ー(50μM)を そ れ ぞ れ0.2μL(表1)、0.1μLのNovaTaqDNA

Polymerase(SIMAZU:241-08890-92)お よ び6.5μLの 滅 菌 水 を 加 え 、 計20μLの 反 応 液 を 調 製 し た 。

こ れ ら の 反 応 液 を0.2mLのPCRチ ュ ー ブ へ 入 れ 、GeneAmp⑪PCRSystem9700(AppliedBiosystems)

を 用 い てPCRを 行 っ た 。PCR反 応 の 温 度 条 件 は 、 図1に 示 し た 。PCR後 の サ ン プ ル は 、 電 気 泳 動 後 、

EtBrで 染 色 し 、Printgraphを 用 い て 増 幅 さ れ たDNA断 片 の バ ン ドを 確 認 し た 。
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図1.PCRの 反応温度条件

(4)増 幅 され たDNA断 片の クローニ ング とその塩基配列の決定

PCRに て増幅 されたDNA断 片は、UV照 射下で メスを用いて 目的の大 きさのバン ドを切 り出 した。続い

て、GenElute四MinusEtBrSpinColumn(Sigma-Aldrich:56501)を 用いて、増幅され たDNA断 片 を含

む溶液 を回収 した。エ タノール沈殿後DNA断 片を5μLのTEバ ッファー(pH8.0)に 溶解 し、使用時 まで

一20℃ で保存 した。得 られたDNA断 片をpGEM⑪ 一TEasyVectorSystemI(Promega:A1360)を 用 いて、

pGEM⑪ 一TEasyVectorヘ ライ ゲー シ ョン し、 そ の後Eco1'JM109CompetentCells(タ カ ラ バ イ オ:

9052)へ 導入 しクローニ ングを行 った。 その後、定法 に従 って クローニ ングされたDNA断 片の塩基配列

を、ABIPRISMTM310GeneticAnalyzer(AppliedBiosystems)を 用い て決定 した。

3.結 果

図2に は、マ ンモス皮膚、筋肉および骨髄組織 か らTotalDNAを 回収後、電気泳動 を行 い、検 出され た

DNAの 状態を示 した。対照 区 として、マウスTotalDNAサ ンプルおよびマ ウスTotalDNAを 超音波破砕 に

よ り人為 的にDNAを 断片 化 したサ ンプルを用いた。その結果、すべての レー ンでDNAの 存在が確認 され

た。 また、マ ンモ ス皮膚 と筋 肉組織のTotalDNAを 電気泳動 した レー ンでは、 ゲルの上部 で薄いバ ン ドが

存在 した。 マ ンモス骨髄組織のTotalDNAを 電気 泳動 した レー ンでは、約250bp以 下 にス メア状 のDNA

が存在 した。

マ ンモス皮膚、筋 肉お よび骨髄組織由来TotalDNAをTemplateと して、読17遺 伝子増幅 プライマーを

用いてPCRを 行 った結果、マ ンモスの皮膚 と筋 肉組織由来TotalDNAをTemplateと してPCRを 行 った区

では、 目的 とす る221bpの 長さのDNA断 片は増幅 されなか ったが、マ ンモス骨髄 組織由来TotalDNAを

Templateと してPCRを 行 った区では、 目的 とする長 さのDNA断 片が増幅 された(図3)。 しか し、マ ン

モス骨髄組織 由来TotalDNAをTemplateと して、約500bpの 長いDNA断 片 を増 幅する 読 〃 遺伝子増幅

プライマーを用いてPCRを 行 った結果 、 目的 とす るDNA断 片 は増幅 されなかった(図4)。

マ ンモス骨髄組 織由来TotalDNAをTemplateと して得 られ た221bpの 長 さのPCR産 物を クローニ ン

グ した後、そ の塩基 配列を決定 し(デ ー タ非表示)、 得 られ た塩基配列 をBLASTに よ って解析 した結果、

GenomeNetに 登録 されてい るマンモスMo〃 遺伝子 の182番 目の塩基配列 か ら402番 目の塩基 配列 との
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相 同性が99.5%で あった(デ ー タ非表示)。
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図2.マ ンモス 各組織由来TotalDNAの 電気泳動結果

TemplateDNA量(5μg/Sample)

M:1kbDNAラ ダーマー カー

①:マ ンモス筋肉組織 由来TotalDNA

②:マ ンモス皮膚組織 由来TotalDNA

③:マ ンモス骨髄組織 由来TotalDNA

④:マ ウス尾部組織 由来TotalDNA(対 照区)

⑤:超 音波破砕 したマ ウス尾部組織由来TotalDNA(対 照 区)

図3.読 〃 遺伝子増幅 プライマーを用い たPCR結 果(表1.① の プライマーSetを 使用)

① ② ③ N

目 的 産 物 ■曜 ■→
(221bp)

TemplateDNA量(10ng/Sample)

①:マ ンモス骨髄組織 由来TotalDNA

②:マ ンモス筋肉組織 由来TotalDNA

③:マ ンモス皮膚組織 由来TotalDNA

N:滅 菌水
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図4.長 いDNA断 片を増幅する読 〃遺伝子増幅プライマーを用いたPCR結 果

M① ⑦ ②N

500bp__髄
■一

目 的 産 物
←

{221bp)
200bp-一 レ

TemplateDNA量(10ng/Sample)

M:100bpマ ーカー

①:読17遺 伝子 増幅プライマー(表1

②:読17遺 伝子 増幅プライマー(表1

③:読17遺 伝子 増幅プライマー(表1

N:滅 菌水

.② のプライマーSetを 使用:目 的産物505bp)

.③ のプライマーSetを 使用:目 的産物521bp)

.① のプライマーSetを 使用:目 的産物221bp)

4.考 察

回収されたマンモスのTotalDNAをTemplateと した、それぞれ約200bpのDNA断 片を増幅する読17

遺伝子増幅プライマーを用いたPCRを 行 った結果、マンモスの筋肉および皮膚組織 由来TotalDNAを

Templateと したPCRを 行った区では目的とするDNA断 片は増幅されなかったが、マンモス骨髄組織由来

TotalDNAをTemplateと たPCRを 行った区では目的とするDNA断 片が増幅された。この結果から、マン

モス骨髄組織内には、皮膚および筋肉組織に比べて比較的損傷の少ないDNAが 存在する可能性が示された。

さらにマンモス骨髄組織由来TotalDNAをTemplateと した、約500bpのDNA断 片を増幅する読 〃遺伝

子増幅プライマーを用いたPCRを 行った結果、バンドは検出されなかった。この結果から、我々が所有す

るマンモス骨髄組織内には、200bp前 後のDNA断 片は存在 しているが、500bp以 上のDNA断 片は存在

せず、DNA断 片化がかなり進んでいる可能性が考えられた。また、体細胞核移植技術を用いたマンモスの

再生に使用する ドナー細胞 として、骨髄組織が皮膚や筋肉組織よりも適 している可能性が示された。骨髄

は皮膚や筋肉に比べてリン酸カルシウムの硬い骨質に囲まれているために比較的保存状態が良い と考えら

れる。また、動物の骨髄は個体の成長につれて造血組織である赤色骨髄から脂肪組織である黄色骨髄へ と

変化 し、黄色骨髄には脂質が多 く含まれる。Wakayamaら の報告でも、-20℃ と比較的高温で16年 間凍

結保存されたマウスから回収 した各組織由来の体細胞核を用いた体細胞核移植の研究では、脂質の割合が

最も高い組織である脳から採取された細胞核を用いた場合が最も体細胞核移植後の再構築胚の発生が優良

であった2)。

5.結 論

今後マンモスのように永久凍土中で比較的高温下(-100C)か ら発掘された動物個体から回収された細

胞核を用いた体細胞核移植や遺伝子に関わる研究を行 う場合、骨髄組織に由来する細胞からDNAを 回収

して使用することが、よりよい結果をもたらす可能性が示唆された。
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英 文 抄 録

Analysisoftheconservationstateof15,000yearsoldmammothsofttissue

bytheamplificationof耽 〃gene

KerUiKondo1),TakumiYoshizaki2),HiromiKato3)andAkiraIritani3)

Abstract

Inthisstudy,toanalyzetheconservationstateof15,000yearsoldmammothskin,muscleandbone

marrowtissuebyPCR,wetriedtoamplifytheDNAffagmentof漉1α ηocor枷 り!ρθ1rεcβ μor(読1のgene

whichexistsinthecellnuclear.Inresults,onlyinthereactioninwhichthetotalDNAfromthe

mammoth'sbonemarrowwasusedasthetemplateofPCR,the221bpDNAfragmentwasamplified.

However,whenwetriedtoamplifylongerDNAffagment(about500bpinlength)of読1アgene,noDNA

fragmentwasamplifiedbyPCRevenwhenthetotalDNAfromthemammoth'sbonemarrowwasusedas

thetemplateofPCR.Fromtheseresults,itwassuggestedthattheconservationstateofthebonemarrow

isbetterthantheskinandmuscletissue,however,thefragmentationofnuclearDNAwasalsoheavily

progressedinthebonemarrowtissue.

Keywords:mammoth,PCR,読1rgene
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