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体毛から抽出した DNAを用いた
オオアシトガリネズミ Sorex unguiculatusの

性判別
亀山祐一*†・黒田高光**・木村　慧*・沖本康平**・下井　岳*・橋詰良一*

（平成 26 年 1 月 23 日受付/平成 26 年 6 月 6 日受理）

要約：オオアシトガリネズミは外見による性判別が難しい上に，保定による外部生殖器の観察が野生由来の
飼育個体に多大なストレスを与える可能性もある。そこで本研究では，同種の体毛を材料とした PCR によ
る性判別法について検討した。毛による性判別に先立ち，解剖して生殖腺で性別を確認した個体から肝臓を
採取し，肝臓由来のゲノム DNA で性判別を行った。雄特異的プライマーはヨーロッパトガリネズミで雄特
異的産物の検出が報告されている DBY8，雌雄共通プライマーはスンクス（ジャコウネズミ）における
Aqp3 の相補的 DNA 配列からデザインした AQP3 を用いた。その結果，DBY8 では雄，AQP3 では雌雄の
両者において明瞭な 1 本バンドの PCR 産物が検出され，それらによる性判別の結果は，解剖で確認した性
別と一致した。次いで体毛に由来するゲノム DNA で性判別を行ったところ，解剖で確認した性別と完全に
一致した。以上より，生体から反復して簡便に採取できる体毛を材料として，PCR によるオオアシトガリ
ネズミの性判別法を確立した。
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1．　緒　　　言
　トガリネズミ形目における実験動物は，ジャコウネズミ

（実験動物名スンクス，Suncus murinus）が開発され，動
揺刺激による嘔吐反応，配偶子の形態や受精過程，母子の
キャラバン行動などで多くのユニークな特性が見出されて
いる1, 2）。しかし，その他のトガリネズミ形目における実
験動物はヒメコミミトガリネズミが開発途上の段階にある
だけで1），比較生物学的な問題がある。また，スンクスは
基礎代謝が齧歯目の 2 倍近くあり，熱帯原産で脂肪の蓄積
がほぼ皆無であるため，低温耐性の著しく低い問題があ 
る1）。このため，温帯または寒帯原産のトガリネズミ形目
におけるモデル動物の開発が必要とされている。
　オオアシトガリネズミ（Sorex unguiculatus）は北海道
におけるトガリネズミ形目の最優占種であるために安定し
て生体を確保でき，同目における寒帯産のモデル動物とな
る可能性がある。
　オオアシトガリネズミは特に若い個体で生殖器官を含め
た外貌による性判別が難しく3），生態調査，飼育繁殖の障
害となっている。また，性判別のための長時間の保定は，
野生から捕獲した未馴化の個体に多大なストレスを与える
可能性もある。
　体毛は動物を大きく傷つけることなく，反復して採取で

きる生体材料である。また，痕跡として残された体毛を利
用すれば，動物と採取者双方の安全が確保され，非侵襲的
に採取しうる。このため，体毛からゲノム DNA（gDNA）
を抽出し，性判別や個体識別に利用する試みが野生動物4）

や展示飼育5）で行われている。トガリネズミ形目では，オ
オアシトガリネズミ，バイカルトガリネズミ，ヒメトガリ
ネズミ，アズミトガリネズミ，ヤミトガリネズミ，チビト
ガリネズミ，ヨーロッパトガリネズミにおいて，gDNA か
ら Y 染色体上の Sry HMG ボックスを PCR で増幅し，雄
を選抜するための雄特異的な PCR プライマーが開発され
ている6, 7）。このうち，ヨーロッパトガリネズミで DEAD 
(Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked 遺伝子を増
幅することが報告されている DBY8 は霊長目，食肉目，
偶蹄目，奇蹄目でも増幅が確認されているため7），哺乳動
物で雄を検出するために汎用性の高いプライマーとなり得
る。しかし，これらの報告は雌雄に共通する塩基配列を増
幅するプライマーで，同時に PCR を実施していない。し
たがって，DNA 抽出，PCR 自体に問題のあったサンプル
はすべて雌と判定され，雌と判定された中に，誤判定され
た雄の入っている可能性がある。また，これらの報告では
gDNA を抽出した生体材料が明記されておらず，体毛を
材料とした場合における性判別の効率は不明である。
　そこで本研究は，オオアシトガリネズミの生体に大きな
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ストレス，障害を与えることなく，反復して確実に性別を
判定できる方法を開発するため，体毛を材料とした PCR
による性判別を検討することにした。

2．　材料および方法
　オオアシトガリネズミは鳥獣の保護及び狩猟の適正化に
関する法律に基づいた捕獲許可の申請を行った上で（オ
ホーツク総合振興局第他 3～8，11，12，22，23，40，41 号），
北海道網走市の天然林で墜落缶を用いて捕獲した。捕獲し
た生体は多孔板を蓋としたプラスチック製のケースで 1 頭
ずつ飼育した。体毛に餌や糞が付着していた場合，餌由来
の DNA がクロスコンタミネーションする可能性があるの
で，餌について記述する。餌はジャンボミルワーム，フタ
ホシコオロギ，ヨーロッパイエコオロギ，自家製配合飼 
料8）を給与した。飼育室は 20±2℃，12L：12D に設定した。
　捕獲時および飼育中の死亡個体は解剖して生殖器および
副生殖器で性別を判定した後，一部の個体で肝臓を摘出，
凍結保存した。凍結保存した肝臓は，High Pure �em-�em-
plate Preparation kit（Roche）を用い，マニュアルに準
じて gDNA を抽出した。体毛は上記の死亡個体または飼
育中の生体から毛抜きで 1.5 ml チューブに採取し，ISO-
HAIR（NIPPON GENE）でマニュアルに準じて gDNA
を抽出した。
　PCR による性判別は，雄特異的 DNA 配列と雌雄共通
DNA 配列を増幅して行った。雄特異的な DNA 配列を増
幅するプライマー（以下，雄特異的プライマー）は，
DBY8（Forward  :  5’-CCC CAA CAA GAG AA� �GG 
C�-3’, Reverse : 5’-CAG CAC CAC CA� AKA C�A CA-
3’）7）を用いた。雌雄共通のDNA配列を増幅するプライマー

（以下，雌雄共通プライマー）は，スンクスの Aqp3 遺伝
子の配列（GenBank : AB275385.1）でデザインした AQP3

（Forward  :  5’-�CC �CG �GA �G� �CG GC� G�-3’, 
Reverse : 5’-�G� C�G AGC CAG GGC A�A GA-3’）を用
い た。PCR は KAPAtaq Extra（KAPA BIOSYS�EMS）
を使用し，肝臓由来の gDNA は通常のプログラム，体毛
由来の gDNA はタッチダウン PCR で行った。通常の PCR
のプログラムは，最初の変性を 94℃で 2 分，変性 94℃ 25 秒，
アニーリング 50℃ 15 秒，伸長 72℃ 1 分を 35 サイクル，
最後の伸長を 72℃で 1 分とした。タッチダウン PCR のプ
ログラムは，最初の変性を 94℃で 2 分，タッチダウンに
よる増幅を 40 サイクル，最後の伸長を 72℃で 1 分とした。
タッチダウンによる増幅は DBY8 の原報7）を参考にして，
変性を 94℃ 25 秒，アニーリングを 60℃から 50℃までサ
イクルごとに 0.5℃下げた後，50℃に固定して各 30 秒，伸
長を 72℃ 30 秒で行った。PCR 産物は 2％アガロースゲル
で電気泳動し，エチジウムブロマイドで染色して観察した。
一 部 の PCR 産 物 は ゲ ル か ら 切 り 出 し，QIAquick Gel 
Extraction Kit（QIAGEN）でマニュアルに準じて DNA
を抽出，精製した。精製したDNAはPCRと同じプライマー
を使い，ダイレクトシーケンスを行った。相同性の検索は，
Reverse プライマーによる結果の逆相補鎖を Forward プ
ライマーによる結果と繋いだ後，BLAS� 上で行った。

3．　結　　　果
　解剖の際，生殖器と副生殖器で性別を確認したオオアシ
トガリネズミから肝臓を摘出し，肝臓から抽出した
gDNA で PCR による性判別を行った。その結果は，図 1
に示す通りである。雄特異的プライマーの DBY8 では，
雄においてのみ，ヨーロッパトガリネズミ7）と同様，約
200bp の PCR 産物が，明瞭なシングルバンドとして検出
された。また，雌雄共通プライマーの AQP3 では，雌雄
の両者において約 500bp の PCR 産物が，明瞭なシングル
バンドとして検出された。AQP3 はスンクスの相補的
DNA（cDNA）で 227bp の PCR 産物が得られるように設
計したが（図 2），得られた産物はそれよりも長い断片で
あった。

　⑴　スンクス AQP3cDNAによるプライマー設計

　⑵　AQP3による PCR産物のシーケンス

　⑶　⑵を BLASTに入れて検出されたヨーロッパトガ
リネズミ AQP3cDNAとの相同性（Queryが PCR産物）
　肝臓由来 gDNA で得られた DBY8 と AQP3 の PCR 産
物でシーケンスを行った。DBY8 による PCR 産物はマウ

図 1　肝臓由来 gDNA による PCR
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スの Y 染色体上にある DEAD（Asp-Glu-Ala-Asp）box 
poly- peptide 3, Y-linked（Ddx3y）をコードする領域との
み 75～78％（4 検体）の相同性が検出された。AQP3 によ
る PCR 産物（8 検体）は，ヨーロッパトガリネズミの Aqp3 
cDNA（GenBank  : XM_004600197）と極めて高い相同性
が検出された（図 2）。このため，AQP3 はオオアシトガ
リネズミのゲノムにおいても，Aqp3 の領域を増幅したと
考えられた。
　AQP3 による PCR 産物が想定したよりも長かったのは
cDNA でプライマーを設計し，gDNA で PCR を行ったの
で，イントロンも増幅されたためと考えている。オオアシ
トガリネズミと高い相同性が観察されたヨーロッパトガリ
ネズミの Aqp3 の cDNA は，不明な塩基配列が存在する
ものの，8 つのエクソンで構成されることが知られている

（Ensembl : ENSSAR�00000001518）。
　生体から抜いた体毛の gDNA で性判別し，それら個体
の供試時あるいは死亡時に剖検して，判定した性別との整
合性を確認した。体毛由来 gDNA でも，明瞭な PCR 産物
を安定して観察できた（図 3）。PCR で判定した性別は，
雄 41 頭，雌 20 頭の全例で，生殖器と副生殖器の観察で判
定した性別と一致した。

4．　考　　　察
　本研究で検出を試みた Dby 領域（Ddx3Y）は，Y 染色
体上に存在し，遺伝子変異がある場合に男性不妊症やセル
トリ細胞唯一症候群，重度の造精機能障害を起こすことか
ら精子形成過程に重要な働きをすると考えられている9）。
この領域は，哺乳動物の雄で多種にわたって保存されてお
り，人やマウスで検出されている7）。さらに，オオアシト

ガリネズミと同じトガリネズミ科であるヨーロッパトガリ
ネズミの雄でも 200bp のバンドが確認されたことから7），
オオアシトガリネズミにおける雄の検出に利用できると想
定した。
　雄特異的プライマー DBY8 は，肝臓 gDNA による PCR
とシーケンスの結果から，雄の Y 染色体上にある領域の
みを増幅することが分かった。哺乳類の性決定遺伝子は種
を超えて保存されているものの，動物種によってかなりの
塩基置換が生じており，その相同性は 7～9 割とされてい
る10）。今回はマウスの Dby と 78% の相同性が検出された
ため，DBY8 はオオアシトガリネズミでも Dby を増幅し
たと思われる。DBY8 は雄のみで約 200bp の位置に PCR
産物を検出でき，雌では PCR 産物が検出されなかったこ
とから，雄の検出に利用できることが示された。
　雌雄共通プライマー AQP3 は，スンクスの塩基配列を
用いて設計した。オオアシトガリネズミは，マウスのよう
にゲノム情報が分かっていない。そのため，同じトガリネ
ズミ形目に属し，唯一実験動物化に成功しているスンクス
のゲノム情報を使用した。AQP3 は Aqp3 cDNA からデ
ザインした。Aqp3 は細胞膜を介した水移動において機能
する膜の水チャンネル蛋白質の一種11）で，哺乳類の多く
で遺伝的な情報が保存されていると想定した。AQP3 はオ
オアシトガリネズミで一本の明瞭な DNA バンドを検出で
きたことから，トガリネズミ形目トガリネズミ科であれば
雌雄共通プライマーとして使用できる可能性がある。また，
AQP3 は DBY8 と同じアニーリング温度で使えるため，
雄特異的プライマーと雌雄共通プライマーを 1 回の PCR
で増幅できて使いやすい。
　体毛 gDNA で判定した性別は，すべての検体において，
解剖で確認した性別と一致した。しかし，体毛 gDNA に
よるバンドは，肝臓 gDNA を使用した際のバンドよりも
薄く，PCR 産物をまったく検出できないことも稀にあっ
た。その原因としては，供試した体毛の本数が少なく，
DNA 収量の低くなったことがまず考えられる。また，体毛
に含まれるメラニンはPCR反応を阻害するため（ISOHAIR
マニュアル），毛根部以外を多く採取して溶出した場合は，
PCR 反応に障害を及ぼす可能性もある。体毛から抽出し
た DNA では，低い回収量と変成が問題となる。しかし，
ジャイアントパンダでは PCR 産物の長さを 170bp 以下に
することにより，体毛から抽出した DNA による性判別の
一致率を 100％に改善している13）。本研究における高い一
致率も，PCR 産物の長さがあまり長くなかったことが寄

図 3　体毛由来 gDNA による性判別　D：DBY8，A：AQP3，個体①②④は雄、個体③は雌と判定

図 2　AQP3 プライマーによる PCR 産物のシーケンス



166 亀山・黒田・木村・沖本・下井・橋詰

与したと考えている。
　本研究では gDNA 抽出の材料に体毛を使用したが，糞
便を使用すると動物にとってより非侵襲的となる。体毛の
採取は動物を保定する必要があること，体毛の毛根細胞を
使用することから完全に非侵襲的方法ではない。抜け落ち
た体毛を使った場合は DNA の変成が懸念され，他個体の
体毛が混入する可能性もある。糞便は同一個体から何回も
サンプル採取が可能で，採取時に当該動物のみならず採取
者のリスクも少ないため，誰でも容易に採取できる利点が
ある。しかし，糞便から抽出した DNA には，被食種の組
織片，寄生虫，バクテリア，ウイルスなどの DNA も混在
している12）。また，PCR 反応の阻害物質の含有，DNA の
断片化なども懸念され，糞に由来する DNA の解析は技術
的な困難を伴うことが多い13）。
　以上より，外見では性判別が困難なオオアシトガリネズ
ミにおいて，簡便かつ反復して採取でき，採取時に個体へ
の侵襲度が低いと思われる体毛を材料とした PCR による
性判別の開発に成功した。この性判別法は動物園を含めた
飼育個体のみならず，フィールド調査における放獣個体に
も適応でき，今後の実験動物化に向けて有用な技術になる
と思われる。
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Sexing of Long-Clawed Shrew (Sorex unguiculatus)
by Using Genomic DNA from the Hair
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Summary：Sexing of  the  long-clawed shrew based on  its external  features  is relatively difficult. And 
physical restraint to observe their external genitalia often causes extreme  levels of stress, because the 
wild shrews are unaccustomed to handling. In this study, we employed polymerase chain reaction (PCR) 
analysis of genomic DNA (gDNA) from the hair of the shrews as an alternative method for sexing. In the 
preliminary experiment,  the  sexes  of  the  shrews were  confirmed by observing  their gonads  after 
dissection, prior to PCR analysis using gDNA extracted from the livers. DBY8, a male-specific primer set 
for  the European  shrew, was  utilized  as  the male-specific  primer  set. AQP3,  designed  from  the 
complementary DNA sequence of Aqp3 from musk shrew, was utilized as the gender-neutral primer set. 
A single, clear PCR product was detected in the gDNA from males by using DBY8 and from both sexes 
by using AQP3 after electrophoresis. �he results of  sexing by PCR analysis of  the hair gDNA were 
completely consistent with the sexing as confirmed by observing the dissected gonads. In conclusion, we 
developed a reliable method of sexing by using PCR analysis of gDNA extracted  from the hair of  the 
long-clawed shrew, which is a specimen that can be collected non-invasively and repeatedly.

Key words：long-clawed shrew, sexing, PCR, hair, DBY, AQP
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