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Summary

    This study investigated the taxonomic status of a laboratory strain belonging to the family Arvicolinae 
for which the wild species name is unknown. This vole strain, though considered formerly a Lemming, was 
distinguishable from any Lemmus species by features of its appearance, skull and molar morphology, and 
conventional chromosomal pattern. Subsequently, we read the nucleotide sequence of the mitochondrial 
cytochrome b (Cyb) gene and constructed a molecular phylogenetic tree. We found that this vole strain 
belongs to the same clade as Microtus guentheri. From these results, we concluded that this strain of 
Arvicoline should be considered M. guentheri. 

はじめに

ハタネズミ属（Microtus）（field vole）は哺乳

類の中でも爆発的に種分化を遂げたグループ

の一つである（Corbet 1978; Musser and Carleton 
1993）。これらは草食性の小型哺乳類であり、

種や属によって異なった染色体動態や社会構

造を示すことから（Borodin et al. 2012 Modi 
1987; Wolff 1985 など）、大型家畜のモデル動物

として、また、細胞遺伝学的研究や社会的行動

解析などに有用であり、これまでに、いくつか

のハタネズミ種が実験動物化されてきた（後藤
1979; Mallory and Dieterich 1985; Widayati et al. 
2003 など）。 
 岡山理科大学理学部動物学科動物資源学研

究室では、“ロシアレミング”という名前で、

他の研究室から譲渡された齧歯類の系統を維

持している（Fig. 1）。外見的に、この動物は

Lemmus 属（レミング属）が属するミズハタネ

ズミ亜科（Arvicolinae）の特徴を呈しているが、

標準和名リスト（川田ら 2018）や Common 
name リスト上（https://www.mammalogy.org/ma- 
mmals-list；2019 年 2 月 26 日版）には、“ロシ

アレミング”に該当する和名（英名）は記載さ

れおらず、該当する学名は不明であった。この

ような状況の中、譲渡元から、この動物のミト

コンドリア DNA cytochrome b（Cytb）遺伝子の

塩基配列の一部を解読したところ、ハタネズミ

属である Microtus guentheri（ギュンターハタネ

ズミ）の配列と類似していたという情報を得た

（篠原 私信）。したがって、本系統がギュンタ

ーハタネズミである可能性が予想されるが、本

系統の Cytb 遺伝子の塩基配列は完全には解読

されておらず、種を確定するには不十分である。

実験動物や展示動物のような飼育動物を扱う

上で、それらが位置する分類学的、系統発生学

的な位置を明確にすることは、正確な情報提供

や付加価値向上には欠かせない。そこで、本研

究では、この種名が不明なミズハタネズミ亜科

系統動物の種の同定を目的として、外部形態や

頭骨・歯形態の観察、染色体核型解析および

Cytb 遺伝子の全塩基配列の決定を行った。 

Fig. 1. Appearance of the vole strain studied. The 
species name is unknown. 

材料および方法 

動物 

 岡山理科大学理学部動物学科にて系統維持

されているミズハタネズミ亜科動物を対象と

した。外部形態および頭骨・歯形態の観察に 7
個体、染色体核型解析および Cytb 遺伝子の塩

基配列の決定に 3 個体を用いた。本研究の全て

の動物実験は、岡山理科大学の動物実験委員会
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によって承認され（承認番号 第実 2018-10号）、

かつ実験動物の飼養及び保管並びに苦痛に関

する基準（平成 25 年環境省告示 8 第 4 号）お

よびその他の動物実験などに関する法令など

の規定を踏まえ策定された学内取扱規定など

に準じて行った。

外部形態および頭骨形態・歯形態の観察

 動物を安楽死処置した後、外部形態の観察を

行った。続いて、頭骨標本を作製し、頭蓋骨な

らびに歯形態の観察を行った。

染色体核型解析

 動物より摘出した脾臓のリンパ球培養細胞

から常法に従って染色体核型標本を作製した。

ギムザ染色法により、染色体数のカウントと形

態の観察を行った。

Cytb遺伝子の塩基配列解析 
尾組織より抽出したゲノム DNA を使用した。

NCBI データベースより、 M. ochrogaster
（NC_027945）、M. arvalis（NC_038176）、M. levis
（NC_008064）および M. kikuchii（NC_003041）
の Cytb 遺伝子および前後の塩基配列情報を入

手し（Folkertsma et al. 2018; Lin et al. 2002; 
Triant and Dewoody 2006）、種間で保存性の高い

領域を利用して以下の Cytb 遺伝子全長をカバ

ーするプライマーを設計した。 

Vcb1-f: 5’-ACTATGACCAATGACATGAAAAATC-3’ 
Vcb1-r:  5’-TCTCCGAGAATATCTGGGAAAAAT-3’ 
Vcb2-f: 5’-AACAGCATTCTCATCAGTAGCC-3’ 
Vcb2-r: 5’-CTCCGAGAATATCTGGGAAAAA-3’ 
Vcb3-f: 5’-CCCAGATATTCTCGGAGACC-3’ 
Vcb3-r: 5’-CATAAGGTGGGCGGGTTG-3’ 
Vcb4-f: 5’-CCCTACATCGGCACAACACT-3’ 
Vcb4-r: 5’-GTAAGGACAAGGAGGTCGGC-3’ 

本系統のゲノム DNA に対して PCR を行い、

電気泳動により得られた PCR 産物を回収し、

ダイレクトシーケンス法により塩基配列を決

定した。得られた塩基配列情報を利用して

MEGA7（Kumar et al. 2016）により系統樹を作

製した。系統樹に加えたミズハタネズミ亜科種

の塩基配列情報は、M. agrestis（AF119271)、
M. duodecimcostatus (AY513796) 、 M. majori
（AY513814)、M. montebelli（AF163900）、M. 
oeconomus（AF163902）、M. levis（U54472）、
M. arvalis（U54479）、M. ochrogaster（AF163901）、
M. californicus （ AF163891 ）、 M. gregalis
（AF163895）、Clethrionomys rutilus（AF119274）、
Lemmus sibiricus （ KY754011 ）、 Lemmus 
trimucronatus （ AF119276 ）、 M. dogramacii
（AY513793、AY513794 および AY513795）、
M. anatolicus（ FJ767740、 FJ767741 および

FJ767742)、M. irani（FJ767748、FJ767749、

FJ767750 お よ び FJ767739 ）、 M. socialis
（AY513829、AY513830 および AY513831）お

よび M. guentheri（AY513804、AY513805、
AY513806、AY513807、FJ767743、FJ767744、
FJ767745、FJ767746、FJ767747、FJ767751 およ

び FJ767752）とした（Conroy and Cook 1999, 
2000; Galewski et al. 2006; Jaarola et al. 2004; 
Kryštufek et al. 2009; Liu et al. 2012; Steppan and 
Schenk 2017）。 

結果 

外部形態および頭骨形態・歯形態の観察

本系統は、外耳が発達しており（Fig. 1）、尾

は後足よりも長く、円筒状の形態であった（尾

長：21.4 mm〜24.9 mm、後足長：17.7 mm〜18.5 
mm）。前肢の親指の爪の形状は非 strap-shaped
型であった（Fig. 2）。頭蓋骨の骨口蓋の後端中

央には中壁があり、翼状骨間窩に向かってなだ

らかに下がる形状を呈していた（Fig. 3）。大臼

歯は無歯根で、長冠歯型を呈し、咬合面には頰

側および舌側へそれぞれエナメル紋のループ

を出していた。後環の前のエナメル紋の閉鎖し

た三角形（T）を呈しており、下顎第一大臼歯

の T1 から T5 は閉鎖していた（Fig. 3）。 

Fig. 2. Left front foot palm in an animal examined 
in this study (A) and Lemmus lemmus (B) (adapted 
from Gerrit and Miller 1896). Each of these 
thumbs has a strap-shaped nail (B) and a 
non-strap-shaped nail (A). 
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Fig. 3. (A) Palatal view of the skull of an animal 
examined in this study. The posterior margin of the 
bony palate forms a hollow bridge rising toward 
the skull base, separating the posterolateral pits 
(Arrowhead). (B) The occlusal surface of the lower 
molar series of an animal examined in this study. 
The lingual side is to the left, * indicates the 1st 
molar. (C) The enamel pattern of the 1st lower 
molar of Microtus guentheri (adapted from 
Kryštufek and Vohralík 2005). (D) The enamel 
pattern of the 1st lower molar of Lemmus lemmus 
(adapted from Gerrit and Miller 1896). 

染色体核型解析

本系統の染色体数は、2n = 52、常染色体の腕

の数は 52（NFa = 52）であり、アクロセントリ

ック型染色体が 26 対と大型のアクロセントリ

ック型の X 染色体と小型のアクロセントリッ

ク型の Y 染色体で構成されていた（Fig. 4）。解

析した細胞を見る限り（総計 50 核版）、個体間

での染色体数や形態の違いは認められなかっ

た。

Fig. 4. Conventionally stained karyotype of a male 
animal examined in this study. 
 

Fig. 5. Complete nucleotide sequence (1,143 bp) of 
the cytochrome b (Cytb) gene of the animals 
examined in this study. Single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) detected in one (ID: 68a, 

female) of the two analyzed animals are indicated 
by M (A982C) and Y (C1086T) (underlined). Both 
genotypes of the remaining animal (ID: 71A, male) 
were C/C homozygous. 

Cytb 遺伝子の塩基配列 
本系統の Cytb 遺伝子の塩基数は 1,143 bp で

あり、解析した 2 個体のうち、1 個体の 2 カ所

でヘテロ接合性の SNPs が認められた（それ以

外は 2 個体とも同じ配列であった）（Fig. 5）。
得られた本系統の塩基配列データとNCBIデー

タベース上のミズハタネズミ亜科 4 属 17 種の

配列データを用いて分子系統樹を作成した結

果、本系統は、M. guentheri のクレードに位置

していた（Fig. 6）、特にマケドニアやギリシャ、

トルコのもの（h1、Gw1、Gw2〜7）と同じク

ラスターに位置していた（Fig. 7）。この結果は、

近隣接合法および最尤法のどちらを使っても

同様であった。

Fig. 6. Evolutionary relationships of taxa. Breeding 
68a and 71A were the animals examined in this 
study. The evolutionary history was inferred using 
the Neighbor-Joining method (Saito and Nei 1987). 
The optimal tree with the sum of branch length = 
0.98556793 is shown. The percentage of replicate 
trees in which the associated taxa are clustered 
together in the bootstrap test (1000 replicates) is 
shown next to the branches (Felsenstein 1985). The 
tree is drawn to scale, with branch lengths in the 
same units as those of the evolutionary distances 
used to infer the phylogenetic tree. The 
evolutionary distances were computed using the 
Kimura 2-parameter method (Kimura 1980) and 
the units are the number of base substitutions per 
site. The analysis involved 18 nucleotide sequences. 
Codon positions included were 
1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions containing 
gaps and missing data were eliminated. There were 
1,136 positions in the final dataset. 

ATGACAATCATCCGGAAAAAACACCCACTAATCAAAATCATCAACCACTC 50
TTTCATTGACCTCCCTGCCCCATCGAACATCTCATCATGATGAAACTTCG 100
GATCCCTGTTAGGACTTTGCCTAATTATTCAAATTCTCACAGGGCTATTC 150
CTAGCCATACACTACACATCAGACACAGCAACAGCATTCTCATCAGTAAC 200
CCATATCTGCCGAGACGTAAACTACGGCTGACTAATCCGATATATACATG 250
CCAATGGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTCTTACACGTAGGACGA 300
GGGATTTACTATGGCTCCTACAACATAATCGAAACATGAAACATAGGAAT 350
CATCTTACTATTCGCCGTAATAGCTACAGCATTCATAGGCTATGTACTAC 400
CATGAGGCCAAATATCATTCTGAGGAGCCACAGTTATTACAAACCTACTA 450
TCAGCTATCCCCTACATCGGCACAACACTAGTAGAATGAATCTGAGGTGG 500
ATTCTCAGTAGATAAAGCTACCCTCACACGATTCTTCGCCTTCCACTTCA 550
TCCTACCCTTTATTATTACAGCCCTTGTACTAGTCCACCTTCTATTCCTT 600
CACGAAACAGGATCCAACAACCCAACCGGACTAAACTCAGATGCAGACAA 650
AATTCCATTCCACCCATACTATACAATCAAAGATTTCCTGGGGGTCCTTA 700
TCCTATTAATAGTTTTCATAATTTTGACTTTATTTTTCCCAGATATTCTC 750
GGAGACCCCGACAATTACACCCCTGCAAACCCACTCAATACTCCACCACA 800
CATCAAGCCAGAATGGTATTTCCTATTTGCCTATGCCATCTTACGATCTA 850
TTCCTAATAAACTAGGAGGTGTACTAGCCCTAATCCTATCAATTGTAATC 900
CTAGCCTTCATGCCATTACTCCATACCTCAAAACAACGAGCACTAACCTT 950
CCGCCCAATCACACAAACAATATATTGAATTMTAGTAGCCGACCTCCTTG 1000
TCCTTACATGAATCGGGGGACAGCCAGTTGAATACCCATTCATCATCATT 1050
GGCCAGACAGCCTCAATTGCCTACTTCGCTATCATYGTCATCCTCATACC 1100
AATAGCAGGCATATTTGAAAACAACATTATAGACCTAGATTAA
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Fig. 7. Evolutionary relationships of taxa. Breeding 
68a and 71A were the animals examined in this 
study. The evolutionary history was inferred using 
the Neighbor-Joining method (Saito and Nei 1987). 
The optimal tree with the sum of branch length = 
0.3172749 is shown. The percentage of replicate 
trees in which the associated taxa were clustered 
together in the bootstrap test (1000 replicates) is 
shown next to the branches (Felsenstein 1985). The 
tree is drawn to scale, with branch lengths in the 
same units as those of the evolutionary distances 
used to infer the phylogenetic tree. The 
evolutionary distances were computed using the 
Kimura 2-parameter method (Kimura 1980) and 
the units are the number of base substitutions per 
site. The analysis involved 27 nucleotide sequences. 
Codon positions included were 
1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions containing 
gaps and missing data were eliminated. There were 
1,137 positions in the final dataset. 

考察

 本系統の外部形態および頭骨・歯形態の検察

結果をミズハタネズミ亜科動物の属ならびに

種の分類表（Gerrit and Miller 1896; Gromov and 
Polyakov 1992; Krysŝtufek and Voharlik 2005）を

用いて比較したところ、レミング属特有である

「小型の外耳、尾長が後足長より短い、大型で

平らな strap-shaped 型の前肢の親指の爪の形状」

といった特徴は認められず、「尾長が後足長よ

り 長 い 、 前 肢 の 親 指 の 爪 の 形 状 は 非

strap-shaped 型」といったハタネズミ属特有の

特徴を示していた。また、頭蓋骨の観察では、

ハタネズミ属の特徴である骨口蓋の後端部の

中壁が観察されたことから、本系統はレミング

属ではなく、ハタネズミ属であると判断された。

また、本系統が示した下顎第一大臼歯の閉鎖三

角形の舌側に 3 個よび頰側に 2 個の特徴は M. 
guentheri のものと同じであった（Krysŝtufek and 
Voharlik 2005）。 

本系統の染色体核型を文献にあるLemmus属
ならびにM. guentheriが属するSumeriomys亜属

種のものと比較したところ（Table 1）、本系統

の染色体核型構成は、M. guentheri の染色体核

型（2n = 54、NFa = 52、アクロセントリック型

の常染色体 26 対、XY 性染色体がアクロセン

トリック型で構成）と同じであった。さらに、

ミトコンドリアDNAのCytb遺伝子を用いた塩

基配列の解析では、本系統の Cytb 遺伝子の塩

基配列は M. guentheri のものと最も高い相同性

が認められ、分子系統樹において、M. guentheri
と同じクレードに位置していた（Fig. 6）。また、

本系統はマケドニアやギリシャ、トルコのもの

とクラスターを形成していたことから（Fig. 7）、
M. guentheri の集団の中でも、ギリシャ・トル

コ西部産のものを由来としているのではない

かと考えられた。

以上の結果から、本系統は M. guentheri 種（ギ

ュンターハタネズミ）であると判断された。今

後は、新たなハタネズミ属の実験動物系統とし

て、ハタネズミ系統の遺伝的多様性に貢献し、

利用価値の向上につながるものと期待される。 

Table 1. Karyotypes of Lemmus amurensis, Microtus 
(subgenus Sumeriomys) species, and the animals examined 
in this study. 

参考文献 
Baydemir, A.N., Albayrak, I., Gözütok, S. (2011). 

Cytogenetic study on Microtus guentheri 
(Danford and Alston, 1880) (Mammalia: 
Rodentia) from Turkey: constitutive 
heterochromatin distribution and nucleolar 
organizer regions. Folia Biol, 59: 35–40. 

Borodin, P.M., Basheva, E.A., Torgasheva, A.A., 

Species 2n NFa X Y References

L. amurensis 50 48 A A Gileva 1983

M. socialis 62 60 A A
Kefelioğlu 1995; Kefelioğlu and 
Kryštufek 1999

M. anatolicus 60 58-60 A SM/A
Kefelioğlu and Kryštufek 1999; 
Yavuz et al. 2009 

M. dogramacii 48 46-50 M SM/A
Kefelioğlu 1995; Kefelioğlu and 
Kryštufek 1999; Şekeroğlu et al. 2011

M. irani 60 58 A A Kryštufek et al. 2010 

M. guentheri 54 52 A A
Baydemir et al. 2011; Kefelioğlu 
1995; Çolak et al. 1997

ID: 69A, male 54 52 A A In this study.

ID: 69B, male 54 52 A A In this study.
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