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研究成果の概要（和文）：ハダカデバネズミは、最大寿命30年の長寿、がん化耐性をしめす真社会性齧歯類である。本
研究では、ハダカデバネズミのゲノム安定性を検討するため、DNA傷害への応答性について解析を行った。マイトマイ
シンCや放射線照射後の応答をマウスと比較解析した結果、急性のDNA傷害に対しては、ハダカデバネズミ特異的な耐性
が存在する可能性が考えられた。また、DNA傷害に関連して発現が上昇するgene Xについて、geneXの配列をハダカデバ
ネズミ型に改変したノックインマウスの作出にむけて、組換えES細胞の樹立を行った。

研究成果の概要（英文）：Naked mole-rat (NMR) is one of only two eusocial mammals like ant or bee. NMR’s 
maximum lifespan exceeds 30 years although their body size is same as mouse. Moreover, these animals have 
never been observed any spontaneous tumor formation. The purpose of this study is to test whether NMR 
cells have the resistance to DNA damage or not. We treated the cells with mitomycin C or radiation, and 
found that NMR cells may have the resistance to acute DNA damage. Furthermore, we generated knock-in ES 
cells carrying NMR-gene X, which contribute to the DNA damage response, toward the generation of NMR-gene 
X knock-in mouse.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ハダカデバネズミ　naked mole rat
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１．研究開始当初の背景 

 ハダカデバネズミ(naked mole rat)は、エ

チオピア・ケニア・ソマリアの地下に集団で

生息する齧歯類である（図 1）。マウスとほ

ぼおなじ大きさであるにも関わらず、異例の

長寿命（平均生存期間 28 年）であり、今ま

で自然発生腫瘍がほとんど確認されたこと

が無いという、がん化耐性の特徴を持つ。

 

図 1. ハダカデバネズミ 

 自然環境では、ハダカデバネズミは、サバ

ンナの地下の比較的安定な環境（温湿度の変

化が少なく、外敵が少ない）に生息し、アリ

やハチに類似した分業制の真社会性コロニ

ーを形成する。一つのコロニーは、繁殖を行

う 1 匹の Queen、1-3 匹の King、そして多数

の非繁殖個体から構成され、分業制の集団生

活を営む。 

 我々は、ハダカデバネズミのがん化耐性・

老化耐性の獲得と真社会性の発達に、ゲノム

DNA の安定性が関与しているのではないかと

考えた。そこで、DNA の安定性や損傷に対す

る応答性について、比較解析を行うことにし

た。  

 
２．研究の目的 
 

 本研究では、in vitroにおけるハダカデバ

ネズミの DNA損傷への応答性および DNA損傷

に関連して発現が上昇する gene X の機能解

析を行うことを目的とした。なお、当初、ハ

ダカデバネズミのゲノム多様性が低いとい

う報告があり、真社会性の成立との関係性が

想定されたため、ハダカデバネズミのケニア

での野生個体の採取およびマイクロサテラ

イトの解析も検討していたが、当該地域での

政情の不安定化に加え、他グループから、野

生のハダカデバネズミ集団内のゲノム多様

性は地域により異なる（Athi River を境に、

多様性が高い地域と多様性が低い地域があ

る）という報告もあったことから (Ingram et 

al., 2015)、野生個体のゲノム採取を行う意

義が低下したため、ケニアへの渡航は行わず、

in vitroでの解析に特化することとした。 

 

３．研究の方法 

(1) 線維芽細胞の樹立 

ハダカデバネズミ（1 才）および C57BL/6 マ

ウス（6 週齢）を使用した。ハダカデバネズ

ミは皮膚を清拭し、マウスについては剃毛後、

背中の皮膚を回収してペニシリン/ストレプ

トマイシン入り PBS で洗浄した。皮膚を 3 mm

四方程度の大きさに細断後、15%FBS/DMEM で

懸濁してゼラチンコート培養皿に播種した。

32℃、5% O2、5% CO2 にて培養し、組織片か

ら遊走してきた線維芽細胞を初代皮膚線維

芽細胞として樹立した。 

 

(2) マイトマイシン Cによる DNA 傷害 

マイトマイシン C濃度がそれぞれ 0 nM、40 

nM、200 nM、1000 nM、5000 nM となるように

添加した培地で線維芽細胞を 24 時間培養し

た。その後、上記濃度のマイトマイシン Cを

添加した新しい培地で培地交換を行い、さら

に 24 時間培養した。PBS で 2回洗浄後、マイ

トマイシンCを含まない新しい培地に交換し

て培養し、5日目と 10 日目に回収して各種ア

ッセイを行った。回収の 24 時間前に BrdU を

培地中に加えて培養し、サンプルを回収後、

抗 BrdU 抗体で陽性細胞を検出することで、

細胞増殖を定量した。 

 

(3) 放射線による DNA 傷害 

線維芽細胞に15 GyのX線を照射し、24時間、

4日間、10 日間、14 日間培養した。 



(4) 細胞死解析 

細胞を回収し、Annexin V-PI 染色を行った。

アポトーシス細胞の割合を FACS Calibur で

解析した。 

 

(5) 組換え ES 細胞の作出 

ハ ダ カ デ バ ネ ズ ミ gene X 

CDS-Ires2-AcGFP1-pA-loxP-pGK-neo-pA-lox

p のカセットを構築し、PCR により arm をつ

けて増幅後、gene X の周辺領域のマウス

BAC(Bacterial artificial chromosome)を購

入し組換えをおこなった。組換えには Red/Et 

recombination kit を使用した。ES 細胞のタ

ーゲティング効率を上昇させるため、 BAC を

ES 細胞に導入する際に、マウスの geneX を標

的としたガイド RNA を設計し、CRISPR/Cas9

による DSB の誘導も行った。ES 細胞の組換え

に関しては、まず B6 由来の ES 細胞に、20 ug

の組換え BAC と 10 ug の CRISPR/Cas9 ベクタ

ーをエレクトロポレーション法により導入

した。導入後の ES 細胞は MEF フィーダー上

で培養し、ネオマイシンによるセレクション

後、サザンブロッティングと PCR により、目

的の領域が組換わったマウス ES 細胞を確認

し、目的のクローンを得た。 

 

４．研究成果 

 

 DNA 傷害剤であるマイトマイシン C に対す

る応答性を解析するために、マイトマイシン

Cを 0 nM、40 nM、200 nM、1000 nM、5000 nM

の濃度で添加して培養した。BrdU を用いて細

胞増殖を解析したところ、マウスは 200 nM

で処理した後 10日間培養すると BrdU 陽性の

細胞が出現しなくなったのに対し、ハダカデ

バネズミではBrdU陽性細胞が20%程度存在し

ていた。1000 nM を添加した群ではマウスお

よびハダカデバネズミで BrdU 陽性細胞が消

失した。このことから、ハダカデバネズミは

マイトマイシンCに対する感受性がマウスよ

り低いことが考えられた。また、DNA 損傷に

対する応答性を解析するために、マウス及び

ハダカデバネズミ線維芽細胞にX線照射を行

った。その結果、照射後に残存した細胞の核

の変形や DNA 損傷マーカーの発現上昇が、マ

ウスに比べて軽微である傾向が認められた。

これらのことからハダカデバネズミでは、急

性のDNA傷害に対する抵抗性が存在する可能

性が考えられた。別解析において、マイトマ

イシン処理後時間をおいて細胞老化を誘導

した場合には、ハダカデバネズミではマウス

より顕著に細胞死が亢進することも判明し

たため、今後、多角的に解析を進めていく。 

 また、我々は次に、DNA 損傷に関与する遺

伝子 Xについて機能解析を行ったところ、配

列・発現制御について種特異性を見出した。 

 そこで、gene X の配列をハダカデバネズミ

型に改変したマウスの作出に向けて、マウス

ES 細胞のターゲティングを行うこととした。

ターゲティングには、マウス gene X をハダ

カデバネズミ gene X に組換えた BAC vector

と、CRISPR/Cas9 を組み合わせて用いた。サ

ザンブロットによって組換えを評価したと

ころ、3/32 クローンにおいて、相同組換えが

生じており、およそ 10%の高確率で、ヘテロ

変異体の組換え ES 細胞を樹立することがで

きた。現在、gene X の強制発現等の in vitro

での機能評価をさらに詳しく進めている。ま

た、テニュアトラック研究者として独立し、

自らの研究室に高効率にキメラマウスを作

出する胚操作系を立ち上げた。今後、

NMR-gene X 組換え ES 細胞からのキメラマウ

スの作出を経て、gene X のハダカデバネズミ

化マウスの作出を行い、がん化耐性能力の獲

得の有無について、機能解析を進めていく。 
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