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研究成果の概要（和文）：アマミノクロウサギは我が国の特別天然記念物である。本研究ではゲノム構造を決定
し、アジアに生息した古代ウサギの特徴を明らかにすることを目的とした。ロードキルされた死体から筋肉組織
を得た。細胞の形態から筋肉由来の初代培養細胞を得た。PCR法を用いて導入遺伝子の検出を行なった。変異型
CDK4、サイクリンD1、TERT遺伝子の導入が行われたことが判明した。ウェスタンブロットにてタンパク質を発現
していることが判明した。連続継代実験を行なったところ、野生型は最大でPD値で40で分裂を停止した。K4Dお
よびK4DT細胞は分裂回数でおおよそ90ほどに達した。アマミノクロウサギ由来の細胞は無限分裂に成功した。

研究成果の概要（英文）：The amami rabbit has an biological characteristics of ancient rabbit.  In 
recent years, genome structure can be clalified on the progress of the next generation sequencing.  
In this study, we tried to establish the primary cells and immortalized cell derived from amami 
rabbit.  Furthermore, we also tried to clalify the genome struicture of the amami rabbit.  We 
obatined primery cells from 10 roadkilled animals.  The primary cells were maintained in the liquid 
nitrogen tank until use.  The PCR detection indicated that we successfully introduced the expression
 cassettes of mutant CDK4, Cyclin D1, TERT.  In the sequential passage, although the primary cell 
halted the cell proliferation around PD avlue of 40, K4D and K4DT cells showed the continous cell 
proliferation more than PD value of 90.  From these observations, we concluded that we successfully 
established the immortalized cells from amami rabbit.

研究分野： 生物多様性保全学

キーワード： 生物多様性　絶滅危惧種　培養細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
絶滅危惧種であり、我が国の特別天然記念物であるアマミノクロウサギから無限分裂細胞の樹立に成功した。
我々の樹立に成功したアマミノクロウサギ由来の細胞は無限分裂し、元の初代培養細胞の性質をある程度保持し
ていると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の国土は東西に広く、様々な動物や植物が気候と風土に適応した固有種の宝庫である。
この固有種の多さから、多様性のホットスポットと呼ばれている。その中でも奄美大島はその特
徴的な歴史から、独自の生態系の進化を遂げた重要な土地である。しかしその何十億年もかけて
形成された生態系および固有種が絶滅と破壊の危機に瀕している。本研究ではその絶滅危惧種、
そして我が国の特別天然記念物であるアマミノクロウサギ の初代培養細胞を作製した。さらに
元の染色体パターンを保持したまま無限分裂させることを試みた。また初代培養細胞から高分
子ゲノム DNA を抽出し、全ゲノム解析を試みた。 
２．研究の目的 
 奄美大島は日本本土および台湾から海で隔てられていた。太古にはアジアには現在のアマミ
ノクロウサギと同様に繁殖力が低く、そして短い耳、夜間行動する祖先が広く分布していたと考
えられている。その後、氷河期に入り北米大陸で増加していた現在のアナウサギが凍結したベー
リング海峡を超えてアジアに侵入を開始した。アナウサギは多胎で多くの子を産み、繁殖力に優
れている。加えて行動も早く、アジアに存在していた祖先を駆逐したと考えられている。一方で
海によって台湾、日本本土の両方からのアナウサギの侵入がなかった奄美大島にはアマミノク
ロウサギと呼ばれるムカシウサギの特徴を保持したウサギが残ることになった。この背景から
アマミノクロウサギは生きる化石と呼ばれている。この重要なアマミノクロウサギであるが、近
年中国が大型シークエンサーの導入により、様々な動植物のゲノムを次々と解読している。アマ
ミノクロウサギは我が国固有の特別天然記念物であり、我が国の研究者によって解読したいと
発想した。加えて従来の技術では不可能であったロングリード次世代シークエンサーとショー
トリード次世代シークエンサーを組み合わせて解析する手法が編み出されている。本研究では
アマミノクロウサギの全ゲノム構造を決定し、アジアに生息した古代のウサギのゲノムの特徴
を明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
奄美大島の獣医師の協力の元、ロードキルされたアマミノクロウサギの死体から筋肉組織を得
た。その筋肉組織から初代培養を行い、筋肉由来の線維芽細胞を得た。合計 10 個体の初代培養
細胞を得ることに成功した。初代培養細胞を無限分裂化させるために、ヒト由来 R24C 変異型サ
イクリン依存性キナーゼ４(CDK4)、サイクリン D1、テロメア逆転写酵素(TERT)を発現するレン
チウィルスを調製した。同時に遺伝子導入効率を推定するために、オワンクラゲ由来の蛍光タン
パク質(EGFP)を発現するレンチウィルスも同時に調製した。作製したレンチウィルス溶液はポ
リエチレングリコール(PEG)6000 存在下で濃縮を行なった。おおよそ 30 倍濃縮を行なった組み
換えウィルスをアマミノクロウサギ由来の初代培養細胞へおおよそ 48 時間暴露を行なった。変
異型 CDK4 およびサイクリン遺伝子を同時に導入した細胞をその遺伝子の名称から K4D 細胞、２
遺伝子にさらに TERT を導入した細胞を K4DT 細胞として実験を行なった。細胞形態、そして PCR
法による挿入遺伝子の検出、ウェスタンブロットによる導入遺伝子のタンパク質レベルでの検
出、連続継代培養、細胞老化の検出、細胞周期ステージの検出、染色体パターンの解析を実施し
た。さらに１匹のオス個体を選出し、培養細胞からフェノールクロロフォルム法にて高分子ゲノ
ム DNA を抽出した。高分子 DNA を元に HiseqX によってまず、ショートリードシークエンス解析
を行なった。さらにゲノムのカバレッジを向上させるために、10XGenomics による擬似的ロング
リード解析を実施した。さらに Sequell シークエンサーを用いることでロングリード解析を実
施した。以上のゲノム解析の結果をデノボアセンブルし、アナウサギ、ナキウサギのゲノム配列
と比較を実施した。 
４．研究成果 
初代培養細胞の性質 
 細胞の形態から筋肉由来の線維芽細胞と推測される初代培養細胞を得た。ロードキルされた
組織から、合計 10 個体の初代培養細胞を得た。初代培養細胞は凍結し、液体窒素中にて再使用
するまで安定的に保存した。初代培養細胞へオワンクラゲの蛍光タンパク質を発現するレンチ
ウィルスを導入した結果が Figure1A である。おおよそ 50%程度の遺伝子導入効率を得られてお
り、導入効率としては十分であると考えられた。次に PCR 法を用いて導入遺伝子の検出を行なっ
た。Figure1B にあるように、変異型 CDK4、サイクリン D1、TERT 遺伝子の導入がアマミノクロウ
サギ由来の細胞に行われたことが判明した。また、Figure1C にあるようにウェスタンブロット
にて導入した遺伝子がタンパク質を発現していることが判明した。連続継代実験を行なったと
ころ、３個体中、野生型は最大で PD 値で 40 で分裂を停止した(Figure 2A)。一方で K4D および
K4DT 細胞は分裂回数でおおよそ 90 ほどに達した。加えて Figure2B に示したように、細胞老化
の指標である SA-beta ガラクトシターゼ活性は陰性であった。Figure3A では細胞周期を検出し
たが、K4D および K4DT 細胞とも２倍体を維持していた。これらのことから、我々の樹立に成功
したアマミノクロウサギ由来の細胞は無限分裂し、元の初代培養細胞の性質をある程度保持し
ていると考えられた。また、オス 17 番の高分子 DNA をショートリードシークエンサーである
HiseqX、擬似的ロングリードシークエンサーである 10XGenomics、Sequel シークエンサーを用い



て全ゲノム解析を進行中である。現在 95%を超えるカバレッジの配列を得ており、公表準備中で
ある。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Establishment of primary cell line from Amami rabbits. (A) Detection of EGFP fluorescence in cells transduced with EGFP-expressing lentiviral vector in Amami rabbit-derived
cells are shown. Left panels, cell morphology of differential interference contrast (DIC). Middle panels, expression of fluorescence protein detected by fluorescence microscopy. Right
panels, merged images of DIC and fluorescence. White bar, 50 mm. (B) Detection of integration of the expression cassette into genomes of Amami rabbit-derived cells. PCR detection

A. Orimoto et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications xxx (xxxx) xxx4

Please cite this article as: A. Orimoto et al., Primary and immortalized cell lines derived from the Amami rabbit (Pentalagus furnessi) and
evolutionally conserved cell cycle control with CDK4 and Cyclin D1, Biochemical and Biophysical Research Communications, https://doi.org/
10.1016/j.bbrc.2020.03.036



 

B), indicating that the K4DTcells are keeping the original number of
chromosome condition.

3.6. Interspecies somatic cell nuclear transfer (iSCNT) of the K4DT
cells derived from Amami rabbits

To evaluate the potential for cloning of the Amami rabbits, we
performed the cloning oocytes of Amami rabbits through inter-
species somatic cell nuclear transfer (iSCNT) using our immortal-
ized fibroblasts from Amami rabbits, K4DT cells and the bovine
oocyte. About 192 h after the fusion of K4DT cells with the bovine
enucleated oocyte, the iSCNT embryo developed into 8 cell stages
(Fig. 4C). To monitor the successful iSCNT from K4DT cells to the
bovine oocyte, we performed PCR using genomic DNA of nuclear
transferred embryo from K4DT cells derived from Amami rabbits
and bovine-derived wild type. The amplification products specific
to the rabbit derived TSC2 CDK4, and TERT expression cassettes
were detected only in the nuclear transferred embryo from rabbit
cells (Fig. 4D, left panel). The data indicate that the genome cas-
settes from K4DT cells derived from Amami rabbits were integrated
into the embryo. We also confirmed the PCR amplification products
with specific primers for bovinemitochondrial DNA in both embryo
from K4DT cells derived from Amami rabbit and bovine. (Fig. 4D,
left panel). The data indicate that the bovine mitochondrial DNA in
the cytoplasm was not replaced although the nuclear of the oocyte
was replaced. We therefore concluded that procedure for iSCNT
from the K4DT cells was successful.

4. Discussion

In this study, we succeeded in establishing primary and
immortalized fibroblasts from Amami rabbits. To our knowledge,

this is the first report of the establishment of primary and
immortalized Amami rabbit-derived cells. The establishment of
Amami rabbit-derived cell lines have several advantages. The
immortalized cells could be shared with scientists worldwide as
research materials, that the cells allow us the detailed genome
analysis. The establishment of immortalized cell enable to extract
highmolecular and high quality of genomic DNA, since cultured cell
is ideal material for extraction of high molecular genomic DNA,
which essentially required for the reaction with long read
sequencer, such as PacBio or Sequel System. The establishment of
immortalized cells from Amami rabbit would contribute to un-
derstand the molecular evolution of the genome, which will be
required for advanced quality or quantity for next generation
genomic analysis.

During these experiments, our established K4DT cell line of
Amami rabbit-derived cells showed continuous proliferation
without signs of senescence and efficiently accelerated the cell
growth speed compared with the wild type cell. These results
indicated that human-derived mutant CDK4, Cyclin D1, and TERT
efficiently immortalized Amami rabbit-derived cells. Our study
showed that the function of cell cycle regulation, especially accu-
mulation of p16 protein and negative regulation of CDK4-Cyclin D1
complex by p16, and downstream phosphorylation of Retinoblas-
toma (RB) protein is the main machinery to prevent the infinite cell
proliferation. In this study, we showed that this circuit is conserved
in antient rabbit, which survived around approximately 1 million
years ago (5). Our results suggest that cellular senescence which
mainly regulated by p16-RB signaling pathway is conserved in
animal evolution at least from 1 million years ago.

In addition, we showed that K4DT cells derived from Amami
rabbits retained normal condition, 44 þ XX, suggesting our estab-
lished cell might be possible to re-generate the individual of Amami

Fig. 3. Cell cycle analysis of wild type, K4D, K4DT cells. (A) Cell cycle histogram of representative results obtained fromwild type, K4D, and K4DT cells by using the Muse Cell Cycle
kit and the Muse Cell Analyzer. (B) The percentages of wild type, K4D, and K4DT cells at each cell cycle phase were listed. Data are presented as the mean ± standard error of the
ratio of each cell cycle stage (n ¼ 6). We used the Steel-Dwass method. *p < 0.05.
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3.4. Cell cycle assay

To compare the cell cycle distribution, we carried out the anal-
ysis of the Amami rabbit 1 derived cells at passage 8. We compared
percentages of cells in G0/G1, S, and G2/M phases. Both K4D and
K4DT cells showed similar cell cycle profiles as WT cells with small
fraction of S phase cells (Fig. 4A). We also evaluated six samples for
each group and evaluated the potential effect of cell cycle stage. As
the statistical analysis, K4D cells groups did not show any signifi-
cant difference in phase of cell cycle among the WT cells groups

(Fig. 3B). K4DT cells remained in the G0/G1 and G2/M phase,
significantly increased ratio of S phase (Fig. 3B). This result sug-
gested that K4D and K4DT cells maintained the cell cycle as well as
WT cells did.

3.5. Chromosome analysis

We evaluated the chromosome of K4DT cells with G-bading
method. For getting the chromosome number, we evaluated 50
mitotic cells andwe observed that all cells have 2n¼ 46 (Fig. 4A and

of the expression cassettes of Cyclin D1, CDK4, and TERT in the genomic DNA of wild type (WT) (lane 1, 2, and 3), K4D (lane 4, 5, and 6), and K4DT (lane 7, 8, and 9) cells are shown.
Tuberous sclerosis type 1 (TSC1) were used as an internal control. (C) Detection of protein expression of the introduced genes. Western blot analysis of the cell lysate fromwild type
(lane 1 and 2), K4D (lane 3 and 4), and K4DT cells (lane 5 and 6) with anti-Cyclin D, anti-CDK4, and anti-atubulin antibodies are shown.

Fig. 2. Growth curve of the cell proliferation of wild type, K4D, K4DT cells. (A) Cell growth and sequential passaging of wild type, K4D, and K4DT cells in three individuals of Amami
rabbits. Cell growth is represented by the cumulative population doubling value. (B) Detection of senescent cells of the Amami rabbit 1 derived-primary cell, K4D, and K4DT cells in
at passage 11 by SA-beta-Gal staining.
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