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研究成果の概要（和文）：本研究は絶滅危惧動物からの初代培養細胞の作成と、遺伝子導入によるiPS細胞もし
くは無限分裂のような付加価値を加えた細胞の作成を目的とした。。無限分裂細胞の誘導には主にレンチウィル
スを用いた。レンチウィルスは核膜を通過できる性質を持つために、細胞分裂状態でしか遺伝子できないレトロ
ウィルスよりも遺伝子導入効率において優れているとされている。我々は変異型CDK4、サイクリンD、TERTをサ
イトメガロウィルス由来のプロモータの制御下に発現するレンチウィルスを混合感染を行い、無限分裂誘導を行
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to establish the functional new cell lines (iPS cell
 lines and immortalized cell line) from critically endangered animals.  We used the sea turtles, and
 lowland anoa, and african savanna elephant.  The primary cells shows enlarged cytoplasm after the 
specific times of cell divisions.  In these cell lines, senescence associated protein, p16 is 
expected to accumulated in its cytoplasm.  In general, senescence cells shows positive staining for 
SA-beta galactosidase staining.
  For the induction of immortalized cell lines, the genetic introduction by lentiviruses were used. 
The primary cells of the critically endangered animals were immortalized with the expression of 
mutant cyclin dependent kinase (CDK4) and Cyclin D, and enzymatic subunit of human derived 
telomerase.  

研究分野：資源保全学、細胞生物学、遺伝学

キーワード： 資源保存　生物多様性　遺伝学　細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、レッドリストに掲載される絶滅危惧
種の数は増加している。特にウミガメ類は繁
殖地である砂浜の喪失や四輪駆動車の乗り入
れによって、繁殖が困難になっている。加え
てアジア地方では高価な鼈甲の材料として違
法な狩猟が続いており、個体数が減少してい
る。これらの希少ウミガメ類を繁殖させる活
動が行われている。しかし個体を繁殖させる
には多くの時間と費用が必要である。我々は
ウミガメ類の培養細胞を保存し、我々の次世
代の研究のために利用すること、加えて近年
樹立された iPS 細胞樹立技術を爬虫類に適用
することを発想した。 
	 また我が国の絶滅危惧種の数は年々増加の
一途を辿っている。個体を保護センターや動
物園にて繁殖が可能であればそれが最も良い
方法であると考えられるが、それらの個体レ
ベルの保護活動では対処できないほど絶滅
久々に瀕する動物数の数が増加している。ま
た環境省の保護活動に費やされる予算も欧米
と比較して大きく開きがある。 
	 このような絶滅危惧種の増加に対して、米
国ではサンディエゴ動物園が絶滅危惧種の生
殖細胞、体細胞、DNA を含む全ての生物資
料を保存する Frozen Zoo プロジェクトを
1970 年代から大規模に実施している。また
同様の趣旨のプロジェクトとして Frozen Ark
プロジェクトが進行している。これらは例え
絶滅に至ったっとしても、次世代に細胞や生
物資料として研究を継続できるように整備し
たもので、70 年代より大型の予算が投入さ
れている。一方、我が国では国立環境研究所
はタイムカプセル事業を開始したが、欧米の
プロジェクトと比較すると予算、人員ともに
1/50 以下である。このような状況の中、研
究代表者は絶滅危惧種由来の培養細胞を作成
するとともに、iPS 細胞のように高付加価値
の細胞を作成することを発想した。 
	 一方、iPS 細胞は京都大学の山中教授らの
研究チームによって報告された我が国独自の
研究成果である。iPS 細胞はノーベル賞対象
に選出された画期的技術であるが、我が国の
純粋な国産技術と言える。従来の日本人研究
者のノーベル賞受賞対象の研究は多くの研究
活動が海外で行われたものであり、国産技術
といえるような例はなかった。一方、iPS 細
胞技術は山中教授が独自に奈良先端大学およ
び京都大学にて行った研究である。我が国で
開発された iPS 細胞技術は現在、再生医療の
切り札として臨床応用が期待されている。こ
の技術を異分野に取り込むことによって、
様々な異分野融合研究が展開できると考えら
れる。 
	 また、共同研究者である国立がんセンター
研究所の清野透分野長は、ヒトの細胞におい
て 24 番目のアミノ酸が変異したサイクリン
依存性キナーゼ 4(CDK4)およびその結合タン
パク質であるサイクリン D、ヒトテロメラー
ゼ酵素サブユニット (TERT)の発現によっ

て、元となる細胞の性質を残したまま無限に
分裂することを見出した。初代培養細胞は細
胞老化すると p16と呼ばれる老化タンパク質
が蓄積する。この p16 タンパクは CDK4 お
よびサイクリン D 複合体に結合し、RB タン
パク質がリン酸化されることで、細胞周期が
停止する。清野分野長は p16タンパク質が結
合する CDK4 の結合部位である 25 番目のア
ミノ酸へ突然変異を導入することで、p16 の
負の制御をバイパスすることに成功した。
我々は CDK4、サイクリン Dの遺伝子がアミ
ノ酸配列において酵母からヒトに至る広い範
囲で保存されていることを見出し、ヒト変異
型 CDK4、サイクリン D、TERT を導入する
ことで、ウシ、ブタ、サルにおいて元の染色
体パターンを保持したまま無限に分裂するこ
とを見出した。これらの状況から、絶滅危惧
動物から初代培養細胞を作成、そして安定的
に保存可能とすること、様々な機能的な細胞
を作り出すことを発想した。 
 
２．研究の目的 
本研究は絶滅危惧動物からの初代培養細胞の
作成と、遺伝子導入による iPS 細胞もしくは
無限分裂のような付加価値を加えた細胞の作
成を目的とした。 
	 対象とした動物はアカウミガメ、タイマ
イ、ヒメウミガメ、ローランドアノア（絶滅
危惧スイギュウ）、アフリカサバンナゾウで
ある。初代培養細胞は一定の回数の細胞分裂
をえ経た後に、細胞質の大型化した老化細胞
の形態をとる。老化した細胞は p16を代表と
する老化タンパク質が蓄積していると考えら
れ、概してβガラクトシダーゼ染色に陽性を
示す。このことから senescence associated 
beta-gal 陽性と呼ばれている。本研究におい
ても SA-βgal 陽性を細胞老化の指標として
評価した。  
	 無限分裂細胞の誘導には主にレンチウィル
スを用いた。レンチウィルスは核膜を通過で
きる性質を持つために細胞分裂状態でしか遺
伝子できないレトロウィルスよりも遺伝子導
入効率において優れているとされている。
我々は変異型 CDK4、サイクリン D、TERT
をサイトメガロウィルス由来のプロモータの
制御下に発現するレンチウィルスを混合感染
を行い無限分裂誘導を行った。 
	 また我々の先行研究によって得られた無限
分裂細胞は元の染色体パターンを維持してい
ることが明らかとなっているので、将来的に
発生工学的手法を適用することで、得られた
細胞の元に個体を再生出来る可能性がある。
また得られた細胞は無限に分裂するために研
究材料として世界中の研究者と研究材料とし
て共有化することができる。さらに絶滅危惧
種の個体を保存、次世代に継承できることが
理想であるが、年々増加する絶滅危惧種の全
てを個体で保全することは不可能である。こ
のような保全が難しくなった動物由来の培養
細胞および無限分裂細胞を作成することは学



 

 

術的意義がある。 
 
３．研究の方法 
	 まず、初代培養細胞に関して述べる。アカ
ウミガメ、ヒメウミガメ、タイマイに関して
は名古屋港水族館にて飼育されている個体か
ら組織のサンプリングを行った。名古屋港水
族館ではこれらのウミガメの人工繁殖を行っ
ている。人工繁殖されたウミガメを放流させ
る際にプラスチックタグを打ち込む作業が行
われており、その際に生じる小さな組織片を
元に初代培養を行った。初代培養のための培
地は DMEM/F12 もしくは RPMI1640 を使用
し、基礎培地に 10%ウシ胎児血清(FCS)およ
び抗生物質を使用した。またローランドアノ
アに関しては国内で飼育されていた最後のメ
ス個体が死亡し、その耳組織から初代培養を
行った。また遠隔地でのサンプリングや得ら
れた組織の長期保存を考慮し、基礎培地に
10%DMSO を添加した不凍液を作成し、緩
徐冷却を行うことで初代培養のための組織を
長期保存することが可能であるかどうか検討
した。 
	 iPS 細胞の誘導のために山中４因子
(Oct3/4, Klf2, Sox2, c-Myc)および追加で
Nanogと Lin28を加えて合計６因子を発現す
る発現カセットを化学合成した。合成された
発現カセットは制限酵素切断およびライゲー
ションにより PiggyBac トランスポゾンへ導
入を行った。得られた PiggyBac リプログラ
ミングベクターをリポフェクションを用いて
初代培養細胞へ導入した。リポフェクション
後に PiggBac トランスポゾンに含まれるハ
イグロマイシン耐性遺伝子を利用し、導入さ
れた細胞のみを選択した。 
	 無限分裂細胞を作成するために、組換えレ
ンチウィルスを作成した。 CSII-CMV-
CDK4R24C, CSII-CMV-Cyclin D, CSII-CMV-
TERT プラスミド (国立がんセンター研究
所、清野透分野長から分与を受けた)および
HIV-gp ならびに CMV-VSVG-RSV-REV パッ
ケージングプラスミド(理化学研究所、三好
ユニットリーダーより分与を受けた)をリポ
フェクション法によってよって 293T 細胞へ
導入、組換えウィルスを含む培養上清を得
た。得られたウィルス上清をポリエチレング
リコール 6000 を含む濃縮溶液を加え、4℃
にて 16 時間沈殿を作成した。得られたウィ
ルス溶液を 4℃にて 3500rpm でスウィング
ローターの遠心分離を行い、ウィルスペレッ
トを得た。得られたウィルスペレットを対象
となる細胞の至適化培地 1.5ml にて懸濁し、
ポリブレンを 10µg/ml の最終濃度になるよう
に添加した。組換えウィルスの感染は 3.5cm
ディッシュにて 48 時間実施した。また遺伝
子導入の効率を推定することを目的にオワン
クラゲの蛍光タンパク質(EGFP)を発現する
レンチウィルスを導入し、サロゲートマーカ
ーとしておおよその遺伝子導入効率を検出し
た。 

	
４．研究成果	
	 アカウミガメ 15 頭、タイマイ 18 頭、ヒ
メウミガメ 2 頭より初代培養細胞を得ること
に成功した。タイマイおよびヒメウミガメに
おいて RPMI1640 基礎培地が適しているこ
と、加えてアカウミガメの細胞の場合、
DMEM/F12 混合培地が適していることを明
らかにした。加えて培養温度として 26-7℃
が一番適していることを明らかにした。 
	 またこれらの培養細胞から染色体標本を作
成し、正常染色体パターンがこれらの３種の
ウミガメ種に共通に 2n=56 であることを世
界で初めて明らかにした。特にアカウミガメ
においては戦後間もない時期に報告された
2n=58 の論文が存在し、これらの３種の染色
体数は異なるとの学説が主であった。一方、
我々はこれらの３種のウミガメの染色体パタ
ーンが共通していることを明らかにした。現
在、世界中でこれらのウミガメ類の交雑種の
出現が問題化している。３種のウミガメ類は
近い生息領域を持ちながら、独立した種とし
て何百万年の長い年月を経て進化した。我々
の研究はこれらの３種のウミガメがどのよう
に独立した種として形成されて生きたか研究
する上で重要な知見をもたらした。 
	 また、初代培養細胞に用いる組織を培養細
胞用不凍液を使用して長期保存することを試
みた。これは野生動物の組織は極地や遠隔地
で採取されることも多く、短時間で組織培養
へ持ち込むことが難しいケースも存在するこ
とから、研究の適用範囲を広げるために重要
な保存技術である。結果、培養細胞用の不凍
液に浸漬し、緩徐冷却を併用することによっ
て半年間液体窒素に凍結保存された場合でも
初代培養が可能であることが示された。 
	 さらに作成したタイマイ由来の初代培養培
養細胞へ iPS 細胞へのリプログラミングを試
みた。リプログラミング因子には山中４因子
(Oct3/4, Klf4, Sox2, cMyc)に加えて Lin28お
よび Nanog の合計６因子を発現するトラン
スポゾンを用いた。また Oct3/4 においては
転 写 活 性 化 能 力 を 強 化 し た 改 変 型
Oct3/4(M3O-Oct3/4)を用いた。M3O-Oct3/4
はマウスおよびヒトにおいてリプログラミン
グ効率を飛躍的に上昇させること、加えて生
殖細胞系列に寄与する割合が上昇することが
報告されている。リプログラミング因子の下
流に IRES(Internal Ribosomal Entry Site)お
よび EGFP が存在している。リポフェクシ
ョン法にてタイマイ由来の初代培養細胞へ導
入し、細胞が EGFP の蛍光タンパク質を発
現することを検出し、導入したリプラグラミ
ング 6 因子が発現することを確認した。しか
しながらリプログラミングに伴う細胞の小型
化などの形態変化は認められなかった。この
ことから爬虫類では山中４因子による iPS 細
胞への幹細胞シグナルの遺伝子ネットワーク
が保持されていない可能性が考えられた。 
	 さらにアカウミガメの初代培養細胞へ変異



 

 

型 CDK4、サイクリン D、TERT を導入し無
限分裂細胞化を試みた。上述した遺伝子を導
入した細胞は安定的に 40 回以上の細胞継代
を可能とし、さらに導入遺伝子のタンパク質
発現もウェスタンブロットにて検出した。結
果、細胞分裂回数が累積で 70 を越す、事実
上無限分裂細胞と言える細胞株の作成に成功
した。現在、導入した細胞のテロメラーゼ活
性を検出し、さらに変異型 CDK4、サイクリ
ン D のみでどこまで細胞分裂が可能か検討
を行っている。現在、学術論文として投稿
し、レビュワーの指摘を元に論文内容を修正
中である。 
	 また絶滅危惧スイギュウの一種であるロー
ランドアノアの初代培養細胞から無限分裂細
胞を得ることに成功した。ローランドアノア
はインドネシアを原産とする野生スイギュウ
であるが食肉目的とした乱獲と森林の減少に
よって絶滅の危機に瀕している。我々は国内
最後の個体となったメスの死亡個体より初代
培養細胞を作成し、その初代培養細胞を変異
型 CDK4、サイクリン D、TERT の発現によ
って無限分裂へ誘導することを試みた。得ら
れた細胞を元にウェスタンブロットににて期
待される組み合わせで導入遺伝子の発現がタ
ンパク質レベルで検出された。加えてテロメ
ア伸長活性が TERTを導入したもののみで検
出された。また野生型の細胞と同様の核型を
保持したまま細胞分裂していることを染色体
分析から明らかにした。さらに変異型
CDK4、サイクリン D の２遺伝子のみの導入
では細胞老化に至るまでの期間を延長できる
が、無限分裂には至らないことを明らかにし
た。さらに得られた無限分裂細胞は野生型細
胞に比べて細胞回転が早いことを細胞周期解
析により明らかにした。 
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