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研究成果の概要（和文）： 
 腹びれをもつ世界で唯一飼育されている雌ハンドウイルカ Tursiops truncatus 1 頭を対
象に鯨類における後肢発現機構を遺伝学的手法を用いて明らかにするため，次世代シーケ
ンサを用いて遺伝子解析を行った．その結果，あるホメオボックス遺伝子にミスセンス変
異を見い出した．同遺伝子は哺乳類において後肢の発生・形成を制御していることから，
腹びれ形成の有力な候補遺伝子である．腹びれイルカのゲノム DNA ソースを安定的に得
るための培養細胞株と iPS 細胞を樹立するため，血液細胞・骨髄細胞の採取および皮膚片
より線維芽細胞の培養・凍結保存を行った．またそれらの組換えウィルスによる遺伝子導
入を試みている． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to elucidate the genetic mechanism of the hind limb formation of the unique 
female bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) with fin-shaped hind limbs, we performed 
genome analysis of the dolphin using a next generation sequencer. We found a missense 
mutation in a homeobox gene, which is known to regulate development and formation of 
the hind limbs in mammals, therefore the gene is a strong candidate responsible for the 
hind limb formation in the dolphin. For the DNA source and future developmental 
biological experiments of her genome, we are trying to establish her immortal cell lines and 
iPS cells by recombinant viruses. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 鯨類は，5000 万年の時を経て地球上の水
域に広く適応放散してきた．この過程におい
て，四肢歩行してきた鯨類の祖先は，体型を
紡錘型に，前肢をひれ状に変化させ，尾びれ
を発達させた一方，現生鯨類では外形上完全

に後肢が消失した．しかし，鯨類はもとより，
後肢の消失は進化の過程において種々の動
物で繰り返し起きているが，その機構は未解
明である．魚類では，完全な腹びれをもつ個
体と腹びれが消失した個体間で遺伝的交雑
を行った研究が行われ，Pitx1 の転写制御領
域の変異が関わっていることが明らかにさ
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れている（Shapiro et al. 2004）．マウスやニ
ワトリでは，その四肢形成の過程は 3 つのス
テップ，Positioning (Hoxc6, Hoxd9 が関与)，
Initiation (Pitx1, Tbx4, Tbx5 等が関与)，
Outgrowth (shh や fgf 等が関与)から成り，
前肢と後肢の差はHoxとPitx1の発現に依存
し，Tbx5，Tbx4 はそれぞれ前肢，後肢特異
的に発現するものの，決定因子ではないとさ
れている．これらからすると，現生鯨類でも
胎児期において後肢芽が形成され，それに対
応した骨が存在することなどから，Initiation
までは四肢動物と同様に進行していると考
えられる．また，Outgrowth に関しては，fgf8
中心に fgf10 や shh などが正負のフィードバ
ックループを形成しながら四肢が形成され
るというモデルが有力であるが定説はない． 
 こうした背景の中，2006 年 10 月，和歌山
県太地町において，完全なひれ状の後肢を持
つハンドウイルカが捕獲され，現在まで太地
町立くじらの博物館で飼育されている（飼育
名「はるか」）（Ohsumi & Kato 2008）．過去
に 8 例，後肢の
痕跡を示す個体
が鯨類で発見さ
れているが，「は
るか」のような
完全な後肢を持
つ生体の発見は
未だ例がない． 
 
２．研究の目的 
 
 2006 年に和歌山県でイルカ追い込み漁に
よって発見され，世界的に注目を集めた「腹
びれ」（後肢に相当）をもつメスのハンドウ
イルカ Tursiops truncatus を対象に，①同
イルカのゲノムを解析し，特に鯨類の後肢の
形成と消失との関連が予想される遺伝子を
中心に正常個体や近縁の哺乳類等と比較す
ることにより，腹びれ形成の有力候補遺伝子
を絞る；②当該個体を繁殖させ，得られた仔
イルカの遺伝的解析により，その「腹びれ」
候補遺伝子の是非を検証する；③同イルカの
iPS 細胞を樹立・分化誘導し，四肢発生に関
する細胞生物学的研究への活用と将来のク
ローン作製に備えることも視野にいれる．そ
れらにより鯨類における後肢消失機構と腹
びれイルカのおける再獲得の機構を解明す
る． 
 なお，この個体は研究期間終了直後の 2013
年 4 月に死亡した． 
 
３．研究の方法 
 
(1) 腹びれイルカのゲノム DNA ソースを安

定的に得るための培養細胞株の樹立：水
族館で採血された通常イルカおよび腹

びれイルカの血液からリンパ球を分離
し，組換えレンチウィルスベクターの感
染により不死化遺伝子の導入を試みた．
なお，用いた遺伝子は SV40LargeT 抗原
遺伝子，ヒト由来 hTERT（テロメラー
ゼ）遺伝子，ヒト由来 L-myc 遺伝子，
ヒト由来 Hras 遺伝子および不死化を促
進する Bmi1 遺伝子である．これらレン
チウィルスベクターは blastcidinS や
puromycin に対する耐性遺伝子も共発
現するため，薬剤耐性を指標に遺伝子導
入細胞を選択可能である．ヒト B リンパ
球細胞の不死化に汎用される EB ウィル
スのがん遺伝子 EBNA-1 等も試みる予
定である．また，死亡した腹びれイルカ
皮膚片より線維芽細胞の採取にも成功
したのでこれも材料として併用する． 

(2) 腹びれイルカ iPS 胞樹立と性状解析：(1)
と同様であるが，iPS 樹立に向けて以下
のヒト由来遺伝子を CMV エンハンサー
＋EF2 融合プロモーターで強力に発現
する組換えレンチウィルスベクターを
独自に作製した．具体的には Oct4-(T2A
ペプチド)-SOX2-(T2A ペプチド)-Klf4， 
Nanog-(F2A ペプチド)-LMyc-(T2A ペ
プチド)-Lin28，Glis1 遺伝子である．
T2A ペプチド，F2A ペプチドは，細胞
内酵素で消化切断され，その結果一分子
のペプチド（タンパク）から複数の目的
タンパクを生成する．また，DNAVEC
社の山中４因子(Oct4, SOX2, cMyc, 
Klf4)を発現する組換えセンダイウィル
スによる iPS 細胞樹立も試みる．組換え
センダイウィルスは導入遺伝子がゲノ
ム DNA に組み込まれない点が優れてい
る． 

(3) 次世代シーケンサーシーケンシングデ
ータの解析と特定遺伝子完成シーケン
スの作成：腹びれイルカから採取した血
液からゲノム DNA の抽出を行い，次世
代シーケンサーHiSeq2000 により解読
した．解読データを Ensembl に登録さ
れているハンドウイルカのドラフトゲ
ノムと照合した結果，有力な変異が見い
だされた．そこで飼育および漁業で捕獲
された鯨類（ハンドウイルカ、他）200
個体以上からゲノム DNA を採取，同変
異領域を PCR 法によって増幅，直接シ
ーケンシング法によって解読し，同変異
の有無を調べた． 

(4) 子孫への影響をみるための繁殖に関す
る研究：腹びれイルカを訓練し，受診動
作により定期的採血を行い，血液中の 2
種の性ステロイド，すなわちエストラジ
オールとプロゲステロン濃度を RIA 法
により測定し，排卵の季節性や周期を調
べ，その結果を踏まえて，雄とのペアリ



 

 

ングを 2011 年 9 月および 2013 年 1 月
に実施した． 
 

４．研究成果 
(1) 腹びれイルカのゲノム DNA ソースを安

定的に得るための培養細胞株の樹立：ま
ず，EGFP を発現するレンチウィルスベ
クターで感染効率を検討した．しかし，
低張液法，比重分離法どちらで調製した
リンパ球細胞でも常法では非常に低い
ことが判明した．また T 細胞を増殖させ
ウィルス感染効率を向上させるため，
ConA 刺激や固相化抗ヒト CD３抗体＋
組換えヒト IL2 含有培地を用いたが持
続的な細胞増殖は観られなかった．その
ため血液細胞へのレンチウィルスの感
染効率を向上させる Retronectin の併
用を試みているが未だ不死化細胞は得
られていない．これは血液採取から白血
球細胞分離まで試料送付のため約1日経
ているためかもしれない．この影響を軽
減するため ROCK 阻害剤を採血直後に
添加することを試みている． 

(2) 腹びれイルカ iPS 細胞樹立と性状解析： 
(1)と同様の問題で未だ成功していない．
しかし，死亡した腹びれイルカより，血
液の他，骨髄液も採取し，リンパ球を分
収，凍結保存した．また，ROCK 阻害剤
を添加した培地に浸漬し輸送した皮膚
片を細断し，シャーレで培養したところ，
線維芽細胞の増殖が観察された．これを
さらに増殖させ，凍結保存した．線維芽
細胞は iPS 細胞樹立に汎用されている．
しかし他個体由来の線維芽細胞を用い
た予備実験では，レンチウィルスの感染
効率が非常に低かった．原因は不明であ
るがマイコプラズマ除去剤処理が有効
そうな手応えを得ている．今後は，増殖
性がよく遺伝子導入に都合が良い骨髄
由来リンパ球や上記線維芽細胞を材料
に，組換えレンチウィルスまたは組換え
センダイウィルスを用いて遺伝子導入
を行い，iPS 細胞の樹立を試みる． 

(3) 次世代シーケンサーによるシーケンシ
ング解析と特定遺伝子変異の検索：次世
代シーケンサーHiSeq2000 で腹びれイ
ルカゲノム DNA を解読した結果，後肢
の発生・形成において決定的に重要な制
御を行っているホメオボックス遺伝子
中にミスセンス変異が存在することを
見いだした．このミスセンス変異は，魚
類を含む脊椎動物で共通に保存されて
いるホメオドメイン中の１アミノ酸残
基を他のアミノ酸に置換させることな
どから同タンパク質の特性を大きく変
化させる可能性があり，腹びれ形成の極
めて有力な原因変異候補であると考え

た．しかし，もし同様の変異が他のハン
ドウイルカや鯨類にも存在すれば、同変
異が原因である根拠は乏しくなる．そこ
で飼育および漁業で捕獲されたハンド
ウイルカ・他鯨類，のべ 200 個体以上か
らゲノム DNA を採取，同変異領域を
PCR 法によって増幅し，直接シーケン
シング法によって解読し，変異の有無を
調べたが，同ミスセンス変異は見いださ
れなかった．このことから，同ミスセン
ス変異は腹びれイルカの特有の変異で
あると考えられ，同ミスセンス変異は腹
びれ形成の原因であることを支持する
結果となった. 

(4) 子孫への影響をみるための繁殖に関す
る研究：腹びれイルカは，研究開始以前
に性ホルモン濃度の変化からすでに成
熟していると考えられていたが，研究期
間中の初年度（2011 年）には，夏から
秋にかけて，また翌年度以降は春以降連
続的にプロゲステロンの周期的な上昇
が観察され，その周期は通常のハンドウ
イルカと同じほぼ1ヶ月周期であること
が明らかになった．また，2 回の雄との
ペアリング時には，いずれも交尾姿勢が
観察されるなどの繁殖行動が観察され
た（このときの交尾姿勢については，通
常個体同士の交尾姿勢とは異なる姿勢
をとることが明らかになった）．しかし，
最終的には受胎には至らず，その後，
2013 年 3 月より体調不良に陥り，研究
期間終了直後の 4 月 4 日に死亡した．な
お，死後に今後の繁殖研究に資するため，
卵巣および子宮を採取した． 
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