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研究成果の概要（和文）：　インドネシア産野生マウスに発見された毛色突然変異遺伝子Oca2<p-cas>を導入した混合
系統を維持している過程で、加齢により眼色と被毛色が濃く変化する新奇突然変異体を発見した。選抜交配により、こ
の突然変異形質で固定した系統を樹立した。mRNA-sequencing解析の結果、メラニン合成に関わる遺伝子の発現量に突
然変異個体とコントロール個体間で差異はみられなかった。全ゲノムDNAメチル化解析の結果、2本の常染色体上に高メ
チル化領域と低メチル化領域を発見した。L-チロシンの存在下で突然変異個体の背部皮膚を体外培養するとメラノサイ
トの割合がコントロールより著しく増加した。

研究成果の概要（英文）：During development of a mixed strain carrying the Oca2p-cas (oculocutaneous 
albinism II; pink-eyed dilution castaneus) gene discovered from Indonesian wild mice, a novel spontaneous 
mutant showing age-related pigmentation was found. A line fixed for this mutant phenotype was established 
by selective breeding of the mutant phenotype. mRNA-sequencing analysis indicated no remarkable 
differences in expression levels of genes related to melanin synthesis between mutant and control mice. 
Whole-genome DNA methylation analysis identified two autosomes with high and low methylated regions. In 
vitro serum-free epidermal cell culture supplemented with L-tyrosine greatly induced the differentiation 
of melanocytes in mutant mice compared with controls.

研究分野：実験動物学

キーワード： 遺伝学　遺伝子　マウス　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
(1) oculocutanenous albinism II (Oca2)（旧
遺伝子名 pink-eyed dilution (p)）は、
マウスで発見された最も古い毛色突然
変異の一つである。Oca2p 遺伝子はマウ
ス第７染色体上に存在し、眼、皮膚と被
毛の色素沈着を減少させ、ホモ型個体は
ピンク色眼を呈し、被毛は agouti (a)
遺伝子座の影響により灰白色(a/a)また
はクリーム色(A/-)を呈する。Oca2p遺伝
子座には 56 個の対立遺伝子が報告され
ており、そのうちの 18 個は自然発症突
然変異遺伝子であり、残りは X線と化学
物質により誘発されたものである(MGI, 
http://www.informatics.jax.org/)。18
個の自然発症突然変異対立遺伝子のう
ち、最初に発見された対立遺伝子はオリ
ジナル Oca2p と呼ばれ、日本産マウス
(Mus musculus molossinus)に由来する。 
 

(2) 我々は、1990 年にインドネシア産野生マ
ウス(M. m. castaneus)の子孫から、Oca2
遺伝子座の新しい自然発症突然変異対
立遺伝子を発見し、pink-eyed castaneus 
(pcas、現シンボル Oca2p-cas)と名づけた
(Tsuji et al., Exp. Anim. 44:347,1995)。 
 

(3) その後、Oca2p-casを C57BL/6JJcl (B6)近
交系に導入した混合系統 B6;Cg-Oca2p-cas

を樹立し、兄妹交配による系統維持の過
程で、ホモ型個体の中に通常のピンク色
眼・灰白色被毛より眼と被毛色がやや濃
い新奇突然変異個体（黒眼個体と呼ぶ）
を発見した。驚くことに、この個体の
眼・被毛色は加齢により濃くなった（図
１と２）。予備的な交配実験と表現型観
察の結果、眼・被毛色の濃くなる新奇突
然変異形質は次世代に遺伝し、エピジェ
ネティクスの関与の可能性が示唆され
た。 
 

 
図 1.(A)生後 1 ケ月齢の通常の Oca2p-cas

ホモ型幼獣個体.(B)生後1ケ月齢の新奇
突然変異体.(C)生後５ケ月齢の通常個
体（右側）と新奇突然変異体（左側）. 
 

(4) 今までに、加齢により眼色と被毛色が濃
く変化する突然変異体はマウスやヒト
を含めた哺乳動物では全く報告されて
いない。そこで、この新奇突然変異形質

に関わる分子基盤を解析することは、エ
ピジェネティクスの新しい制御機構の
発見につながるかもしれない。 
 

(5) ヒトの生活習慣病、精神疾患や肥満など
にエピジェネティクスが関わっている
ことは今日明らかになりつつあるが、不
明な点が多い。本研究成果により、今ま
でに想像にもしない新しいエピジェネ
ティクスの役割を発見できるかもしれ
ない。 

 
図２. 背部体毛の光学顕微鏡像.(A)生後 4ケ
月齢の B6コントロールマウス.(B) 生後 4ケ
月齢の通常個体.(C)生後 16 日齢の新奇突然
変異体.(D)生後 4ケ月齢の新奇突然変異体（C
が成長した）. 
 
２．研究の目的 
(1) 我々の発見したオリジナルな新奇自然
発症突然変異マウスの系統を確立する。 
 

(2) 眼色・被毛色の加齢変化へのエピジェ
ネティクスの関与を探究する。 

 
３．研究の方法 
(1) 突然変異系統の確立 
毎世代、赤眼個体同士と黒眼個体同士を
選抜交配し、表現型の固定化を行った。 
 

(2) シークエンス解析 
赤眼と黒眼個体およびコントロールの
B6 マウスの眼から常法にしたがって
総 RNA を抽出した。RT-PCR 法により、
cDNA を合成し、常法に従ってシークエ
ンス解析を行った。また、DNA メチル
化に関わるプロモーター領域を探索す
るために、Oca2p-cas遺伝子の転写開始点
から上流約 1kb の塩基配列を決定した。 
 

(3) リアルタイム PCR 解析 
赤眼個体、黒眼個体と B6 マウスの眼か
ら常法に従って総 RNA を抽出し、cDNA



を合成した。Syber Green I（タカラバ
イオ、大津）で標識し、リアルタイム PCR
装置 StepOne Plus（ライフテクノロジー
ズ・ジャパン、東京）を用いて遺伝子発
現量を定量した。 
 

(4) mRNA-seq (mRNA-sequencing)解析 
赤眼と黒眼個体の眼から総RNAを抽出し、
cDNA を合成し、次世代シークエンサー
Illumina HiSeq2000 により網羅的にシ
ークエンス解析した。 
 

(5) 全ゲノム DNA メチル化解析 
赤眼個体と黒眼個体のゲノムDNAを抽出
し 、 EpiXplore Methylated DNA 
Enrichment Kit（タカラバイオ）を用い
てメチル化 DNA 領域を濃縮し、Illumina 
HiSeq2000 により網羅的に全ゲノム DNA
メチル化領域をシークエンス解析した。 
 

(6) 体外培養実験 
赤眼と黒眼ラインの新生仔の背部皮膚
を採取し、無血清体外培養を 14 日間行
った。同様に、L-チロシンを加えて培養
を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 突然変異系統の確立 
赤眼および黒眼形質でそれぞれ固定し
た２つのライン B6;Cg-Oca2p-cas/1Nga と
B6;Cg-Oca2p-cas/2Nga を、選抜交配を繰り
返して樹立した。現在、近交 15～17 世
代目にある。 
 

(2) シークエンス解析 
Oca2p-cas遺伝子のcDNA塩基配列を決定し
たところ、B6 の野生型遺伝子に対し、
Oca2p-casには281 bpの欠失等が見られた。
しかし、赤眼個体と黒眼個体間で塩基配
列の差異は全くみられなかった。この欠
失は、ゲノムレベルでは 4,140 bp の欠
失に相当した（図３）。また、Oca2p-cas

遺伝子の上流約1kbのプロモーター領域
の塩基配列を決定し、いくつかの DNA 結
合モチーフを発見した。しかし、この領
域内にCpGアイランドは全く存在しなか
った。 
 

 

図３. Oca2p-cas遺伝子のシークエンス解
析結果.(A)RT-PCR 産物のアガロースゲ
ル電気泳動像. バンドサイズは、野生型
の B6 に対し、Oca2p-casは短い.(B)cDNA
解析結果. Oca2p-casは 281 bp の欠失をも
つ.(C)欠失領域のゲノム DNA 解析結果. 
Oca2p-casは 4,140 bp の欠失をもつ. 
 

(3) リアルタイム PCR 解析 
Oca2p-cas遺伝子の発現量を赤眼個体と黒
眼個体間で比較した結果、両者間で差異
は見られなかった（図４）。しかし、両
者ともに、野生型遺伝子をもつ B6 に対
して著しく発現量が低下していた。 

 
図４.RT-qPCR 解析結果. Oca2p-cas遺伝子
の発現レベルに赤眼個体と黒眼個体間
で差異はない. 
 

(4) mRNA-seq (mRNA-sequencing)解析 
赤眼と黒眼個体間で２倍以上発現量が
異なる遺伝子を多く発見したが、メラニ
ン合成に関わる遺伝子の発現量には赤
眼と黒眼個体間で差異はみられなかっ
た。 
 

(5) 全ゲノム DNA メチル化解析 
赤眼個体と黒眼個体のゲノムDNAを抽出
し、Illumina HiSeq2000 により網羅的に
全ゲノムDNAメチル化解析を行った結果、
高メチル化領域または低メチル化領域
を示す2本の常染色体を発見することが
できた。 
 

(6) 体外培養実験 
黒眼個体の皮膚をチロシンの存在下で
培養すると、メラニン色素産生細胞であ
るメラノサイトの割合が赤眼個体より
著しく増加していた。これは、メラノサ
イトへの分可能が赤眼と黒眼個体間で
異なっていることを示唆した。 
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