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動物園動物由来組織を用いた保存研究
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要　　旨

現在、自然環境の悪化や乱獲などにより、かつてないスピードで種の絶滅が進んでいる。さらに、国内

の動物園や水族館施設では、大小を問わず約 6,000 種を超える動物が飼育されるに至っているが、多くの

動物種ではヒトと同様にこれから迎える高齢化と繁殖効率の低下が深刻な問題の一つとされている。我々

は、この貴重な動物種の遺伝資源の保存の一つとして、生殖細胞のみならず動物組織を用いた保存方法を

検討している。この調査報告では、これまで実施している動物筋肉組織から得られる遺伝資源の保存の可

能性について、我々の試みを紹介する。

キーワード：線維芽細胞、配偶子、遺伝資源保存、筋肉組織、プロテオーム解析、体細胞核移植

1．種の多様性と遺伝資源保存技術

今日、人類と動植物を含めた生息の基盤である地球の環境は、多様な種の進化をもたらし、広域な生態

系を構築している。人間はこの恩恵としてこれまで社会的活動や文化的活動などによって生活の質の向上

が進む一方で、活動範囲の拡大がもたらす野生動植物の権利に制約と制限がかつてないスピードで進行し

ており、動植物資源の衰退と地球環境の悪化が懸念されている（1）。国際自然保護連合（IUCN）は、既存

の哺乳類では約 5,500 種のうち 1,200 種が絶滅の危機に瀕していると報告した（図 1）。そのため、現存

する動物から遺伝形質の変化や繁殖効率の変化を損なわせることなく積極的に遺伝資源を保存すること

が、将来にわたる生態と環境さらには個体の生理と進化を探索する上で非常に重要であると考えられてい

る（2）。一方、本邦における動物園 89園、水族館 62施設が「（公社）動物園水族館協会」へ加盟しており、

「種の保存」「教育・環境教育」「調査・研究」「レクリエーション」の 4つの役割を目標として、来場者の

期待を支える機関として多くの動物種および個体群が管理されている（3）。特に 2012 年より新たに導入さ

れた JAZA�Collection�Plan（JCP）では、動物園水族館協会の有機的な連携のもと、動物の繁殖と遺伝資源

の保存に日本の動物園と水族館が一丸となって、繁殖の効率化に伴う動物の収集や繁殖スペースの改善、

獣医療施設の拡充などの取組みが開始されている。さらに、適正な施設整備およびその能力を有する動植

物園等を認定する制度の創設等を環境省は検討しており、「絶滅のおそれのある野生動植物の種の保存に

関する法律（種の保存法）」の改正が進むと思われる。

原稿受付　2017 年 1月 12日
1．近畿大学先端技術総合研究所　〒 642-0017�和歌山県海南市南赤坂 14-1
2．近畿大学大学院　生物理工学研究科生物工学専攻　〒 649-6493　和歌山県紀の川市西三谷 930
3．広島市安佐動物公園　〒 731-3355　広島県広島市安佐北区安佐町大字動物園
4．大阪市天王寺動物公園事務所　〒 543-0063　大阪府大阪市天王寺区茶臼山町 1-108
5．（公財）宇部市常盤動物園協会　宇部市ときわ動物園　〒 755-0003　山口県宇部市則貞 3-4-1
6．富山市ファミリーパーク　〒 930-0151　富山県富山市古沢 254
7．近畿大学生物理工学部遺伝子工学科　〒 649-6493　和歌山県紀の川市西三谷 930
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遺伝資源の保存方法としては、元来、野生動物の生息域内での生息数の確保といった域内保全が望まし

い（図 2,�3）。しかしながら、本邦においては住民の生活への配慮などの観点から、生息地を指定・保護

することが難しいのが現状である（4）。生息地での保存が困難な場合には、動物園や水族館などの飼育下繁

殖施設などによる生息域外保全が試みられている（5）。動物園や水族館における遺伝資源の保全として、国

内で 150 以上の施設において大小を問わず約 6,000 以上にのぼる動物種が飼育されている（6）。しかしな

がら、生体による遺伝資源の保存のための研究開発には、個体の飼養や繁殖のための輸送に掛かる莫大な

費用および大規模な飼育スペースを要するため特定の機関のみで進められているのが現状であり（7）、上述

の通り、JAZA�Collection�Plan で選定された 305 種の動物が自然繁殖による産仔獲得と繁殖メカニズムに

関する遺伝的保全戦略としての有用な知見を得るまでには、さらなる期間を要する。

 
これらの問題を解決するための有効な方法として動物を生体ではなく、配偶子や初期胚を凍結保存（図 4,�

5）、胚移植や人工授精による様々な遺伝資源の保存法が開発されている（8,�9）。動物園動物においても、国

内外の各施設において人工繁殖および生殖工学技術による初期胚の作製が試みられている（10,�11）。しかし

ながら、多くの動物種において、実用化の弊害になる要因として、季節繁殖性による成熟した配偶子（精

子・卵子）の回収の難易度の高さや生殖細胞自体の形成不全などが挙げられる（12,�13）。また、個体の老化

により生理的機能が損なわれ、配偶子の形成および成熟した精子・卵子の数が著しく低下することが知ら

れており、その後の受精能や染色体分配能力の低下による胚の発生が困難になると考えられている（14,�15）。

さらに、野生個体や生殖細胞からの遺伝情報の回収は、動物の捕獲自体のリスクや時間と費用を要すると

いう問題も指摘されている（16）。
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2．新しい遺伝資源保存技術の取り組みにむけて

動物個体は、形状や大きさなどは多様であるが、哺乳類の原則的な体部の組み立ては動物種間で似てお

り動物の生存に必要な機能を営む。動物園動物では、個体が死を迎えると獣医疫学的所見による解剖を終

え、一部の個体は剥製標本や骨格標本として試料を保存あるいは加工されるが、その殆どは廃棄物として

処理される場合が多い。筋肉組織の分化過程は（図 6）、筋衛星細胞が活性化されると筋芽細胞から筋細胞

へ発生する際にミオシン重鎖と細胞融合に必要なmyoseverin や PAX7 の発現により筋管細胞へと分化す

ることで多核化した細胞として遺伝情報を保持している（17－ 19）。高齢化によって生殖細胞の採取が困難

になった個体や死後に起こる自己融解された組織においては生殖細胞の採取が不可能になる場合がある。

この場合、代替手段としてより多くの組織の回収が可能であり全身に存在する筋肉組織を用いて、直接的

な遺伝子検査や筋肉組織から体細胞核を取り出し、個体再生に繋がる詳細な検討が可能となることは、遺

伝情報だけでなく生理学的情報も得られることを意味している。
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我々は、この新たな遺伝資源を回収する試みとして、筋肉組織を用いた遺伝資源保存の検討を開始して

いる（図 7）。まず、筋肉組織から網羅的データの定量的な情報取得を目的に、タンパク質を基盤とした生

命科学において、現在タンパク質同定法の主流である Triple�TOF�LC/MS/MS と配列データベースを利用

してタンパク質質量分析を検討した（図 8-a）。

 

 

提供組織として、生理的寿命を終えたアジアゾウの一亜種であるインドゾウおよびケープハイラックス

の大腿部筋肉組織を用いた。今回、供試された動物個体は、それぞれ体格は異なっているが、形態的に似

ているところも多く、全ミトコンドリアゲノム解析（21）から分子系統学的にアフリカ獣上目に位置する近

縁種であることが知られている（図 8-b）。この各動物の筋肉組織から、質量分析装置（AB�Sciex;�Triple�

TOF�5600）を用いて得られたMS/MS スペクトルは、UniProt データベースから哺乳類タンパク質プロファ

イルの網羅的な検索により、インドゾウでは 600 個以上、ケープハイラックスでは 800 個以上のタンパ

ク質が同定された。また、BLAST（Basic�Local�Alignment�Search�Tool）による相同性検索をおこない、こ

れまでに登録されているアミノ酸配列データベース上から、いずれも 50種類以上の動物種との類似性を

もち、興味深いことに、インドゾウで 50％、ケープハイラックスで 15％がアフリカゾウと高い相同性を

もつことが示された（図 9）。これまでのところ、アジアゾウとそれに類する亜種には、網羅的なタンパク

質情報を取得した報告例はほとんど無く、登録されているアフリカ獣上目に属する動物種において、登録

数が最も多い動物はアフリカゾウである。しかしながら、アフリカゾウにおいてもタンパク質名が不明な

ものが多く、動物園動物を含める野生動物においては、このように未だ理解が進んでいないことが現状で

ある。今後、網羅的なタンパク質情報から特定のタンパク質の定量的解析をおこなうことにより、形態学的・

分子遺伝学的分類に加えた新たな系統群分類が可能になると考えている。
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我々は、筋肉組織の有効利用を目的に、特に生理的寿命を終えた動物個体における組織を用いて、筋肉

組織内にある、体細胞核の機能はどのように「個体再生へ結びつくのか。その情報は正しく整っているの

か？」を検討している。これまでのところ、筋組織由来体細胞核を用いた産仔の作出の報告例は、未だ発

表されてはいない。しかしながら、ウシの胎児由来筋肉組織塊から筋管細胞を取り出して、体細胞核移植（ク

ローン技術）によって作製したクローン胚あるいは筋肉組織から線維芽細胞を樹立して得られた体細胞核

を同様に体細胞核移植により発生したクローン胚は、胚盤胞への発生には著しい影響はないことが Green

らによって報告されている（22）。一方、Wakayama らは、凍結保護剤を用いず－20℃下にて 16年間冷凍

保存したマウスの脳組織から体細胞核を取り出して、体細胞核移植により作製したクローン胚から ntES

細胞（クローン ES 細胞）を樹立し、再度核移植操作をおこなうことにより産仔の作出を報告した（23）。こ

れは、死体動物や絶滅動物からの遺伝情報をもとに個体再生に繋がる突破口となると考えられている。

我々は、動物園や博物館の協力を得て、生理的寿命を終えた動物園動物の個体から筋肉組織の提供を受

け、個体再生へ繋がる可能性を探求している。最初に、筋肉組織から極めて小さいサイズ（約 10µm以下）

の体細胞核を取り出すことが可能であるか確認した。最初から貴重なサンプルを用いて実施するのは多く

のリスクがあるので、乾燥処理を施している市販の「ビーフジャーキー」をモデルとして検討した。この

結果、「凍結・乾燥・脱塩・燻製」と様々な工程によって、極めて脱水された状態であるビーフジャーキー

の組織片を用いて、一つ一つに単離した状態で体細胞核の取出しに成功した（図 10）。
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この結果を踏まえて、動物園から提供された筋肉組織を用いて体細胞核の取出しに挑戦した。体細胞核

の分離の方法は、Triton�X を含む Tris-EDTA�buffer に筋肉組織を浸漬して組織を軟化させた後、ピンセッ

トで細切（MIP 法）する方法でおこなったところ（図 11）、単一な体細胞核の取出しに成功した。この回

収された体細胞核内に備わっている情報が整っているか、蛍光免疫染色操作によって調べたところ、核内

の機能の保持と核膜を構成するタンパク質の発現が確認できた。また、マウスおよびケープハイラックス

由来筋肉組織を真空乾燥により過度な脱水状態にて－30℃下で保存した場合においても、体細胞核の回収

は可能であることが確認できた（24）。さらに、本法により回収した単一な体細胞核を用いて室温保存を試

みたところ、マウスおよびアヌビスヒヒでは少なくとも 1週間は安定して保存が可能であることを示唆し

た（25）。

 
回収した体細胞核は実際には個体再生へ繋がるのか。上述したように、実際は筋肉組織から樹立した細

胞を使った体細胞核移植操作では、まだ直接的に個体再生へ結びつくことが可能ではない（図 12）。しか

し、個体再生に繋がる一歩を積み重ねることが一番重要である。我々は回収した体細胞核の機能を調べる

ため、アジアゾウ筋肉由来体細胞核をマウス卵子へ注入することで異種間体細胞核移植をおこなったとこ

ろ、前核形成能を有していることを確認した（図 13）。また、長期保存された筋肉組織由来体細胞核を用

いた体細胞核移植において再構築された卵子の核には、DNAリン酸化の指標となる、ɤH2A.X の発現が認
められDNA修復機構がはたらいていることが示唆されている（26）。

 



31

 

我々は、これまで野生小型げっ歯類の線維芽細胞の樹立をおこない異属間体細胞核移植によって再構築

胚の作製に成功している（27）。また、マウス体細胞核移植によって得られた再構築胚をガラス化保存し加

温後の一部の再構築胚は、胚盤胞期へ発生することが可能であった（28）。さらに、各機関から提供いただ

いた組織から順次、線維芽細胞の樹立を検討し、一部の動物種では樹立に成功した線維芽細胞の保存と遺

伝形質検査そして新たな分化能力の検証を実施している（未発表）。今後、細胞周期制御機構のはたらき

や種特異的な様々なリプログラム因子の特性などを明らかにすることは、獣医再生医療分野において待た

れている「iPS 細胞」や「細胞シート」の開発（29）、さらにタンパク質構造解析技術および体細胞核移植技

術を駆使した核ドナーの再プログラム化能力の検証、そして各細胞種、系統における分子遺伝学的な解明

が実用化に向けて大きく前進することに繋がると考えられる。これらのことにより、今回我々が示した動

物筋肉組織を用いた方法は、絶滅危惧種や各動物園で飼育されている動物において、新たな繁殖技術と遺

伝資源保存技術の構築として強力なツールとなると思われる。

動物園や水族館の役割の一つとして「種の保存」があり、多くの機関で繁殖技術の構築による生物多様

性の保全に貢献している。一方で、国内動物園において飼育されている種は減少していることは疑いな

い（30）。また、「よく見かけた動物はどうなった」と問われる日も近い将来に訪れるかもしれない。今回報

告した、一生を全うした動物個体の組織を生物多様性研究の一助にすることは、各動物園や水族館間の

「知の共有」を進め、様々な研究が有機的に推進されることに繋がると思われる。さらに、容易に研究で

きない動物園動物からの体細胞回収による、ゲノム情報解析すなわち「遺伝情報の見える化」も迅速に対

応が可能であろう。また、我々が進めている、「組織・線維芽細胞・再構築卵子（胚）」による選択的な体

細胞の遺伝資源保存操作を体系的に進めることは、「体細胞バンクの構築と供給」および「データベース

の構築」など、これまでにない新しい「研究する動物園」が本格化することに繋がると期待したい。

本調査報告は、平成 28年度近畿大学生物理工学部公開講座「クローン技術を駆使して動物園動物・絶

滅動物を研究する」を修正したものである。
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Abstract

Currently,�species�extinction� is�progressing�at�an�unprecedented�speed�by�such�as�deterioration�of�

natural�environment�and�overharvesting�wildlife.�Approximately�6,000�animal�species�are�reared�in�zoos�

and�aquariums� in�Japan.�However,� in�many�animal�species� the�aging�and�the�decline�of�reproductive�

efficiency�will�become�serious�problems�in�the�near�future.�As�the�preservation�of�genetic�resources�for�

these�valuable�animal�species,�we�are�studying�a�preservation�method�using�animal�muscle�tissues.�In�this�

case�report,�we� introduce�our�approaches�to�preserve�the�genetic�resources�obtained�from�the�animal�

muscle�tissues.

Key�words : �fibroblast�cells,�gametes,�genetic�resource�preservation,�muscle�tissues,�proteomics,�somatic�

cell�nuclear�transfer
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