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研究成果の概要（和文）：昆虫の脚再生の分子メカニズムを、再生依存的RNA干渉を利用して研究した。結果から、脚
再生においては、次のプロセスで、再生されると予想した。1. 脚切断により、マクロファージ様細胞が活性化。2. マ
 クロファージ様細胞が産生するサイトカインが未分化細胞による再生芽形成を誘導。3. 再生芽において、Wnt/BMPシ
グナルがEGFを誘導。エピジェネティクスを制御する遺伝子が活性化。4. EGFはdachshund/Distal-lessの発現およびDa
chsous/Fatシグナル系の発現制御することにより脚のパターンおよびサイズが決定。このサイズ決定機序を改変Steepn
essモデルにより説明した。

研究成果の概要（英文）：We have investigated molecular mechanisms underlying insect leg regeneration by 
means of regeneration-dependent RNA interference. Our results suggested that leg regeneration occurs as 
follows:
(1) Activation of macrophage-like cells by amputation at the amputated site, (2) Cytokines produced by 
the macrophage-like cells induce formation of a blastema consisting of undifferentiated cells, (3) In the 
blastema, EGF (epidermal growth factor) is induced by cross-talk of Wnt/BMP signaling pathways. 
Furthermore, genes involved in epigenetic regulations such as Enhancer of Zest and Utx are activated, (4) 
EGF induces expressions of dachshund/Distal-less and regulates expression of Dachsous/Fat signaling 
systems, which then determine re-patterning of the leg and its size. We speculated that the leg size 
regulation may be related to the number of Dachsous/Fat molecules in each cell membrane with a 
proximodistal gradient. This was simulated with our modified steepness model.

研究分野： 再生生物学

キーワード： 脚再生　Dachsous/Fat　Wnt/BMP/EGF　dachshund/Distal-less　マクロファージ　Enhancer of zeste/U
tx　ゲノム編集　 ノックイン
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１．研究開始当初の背景 
近年、再生医療が注目されており、特に iPS
細胞を用いた様々な研究が行われ、その成果
が期待されている。一方、再生のメカニズム
はまだ解明がすすんでおらず、今後の医療応
用を行ううえでも、再生の原理を解明してお
くことは安全性の面からも必要不可欠であ
ると考えられている。我々は、再生原理は基
本的には、脊椎動物も無脊椎動物も同じであ
るとのコンセプトのもとに、原理を解明する
のであれば、より単純な系の研究から出発す
るほうが、目標に早く到達できるとの考えか
ら、１９世紀から着目されている昆虫の脚の
再生の系に着目し、その研究をスタートした。 
 その研究による成果の一つに、コオロギの
脚の長さを決めるメカニズムの解明がある。
細胞の極性の決定などに関与することがシ
ョウジョウバエで知られているプロトカド
ヘリン分子に着目し、その機能をコオロギに
おいて RNA 干渉（RNAi）を用いて研究した。
この研究成果は、海外の発生生物学の教科書
にも紹介されている。この成果をさらに発展
することをこのプロジェクトでは試みた。 
 
２．研究の目的 
 コオロギの脚の各節には、独自の位置情報
があることが、切断した脚の移植実験から証
明されている。つまり、脚の一部を切断した
後に繋ぎあわせると、失われた部位のみが再
生するのである。この実験から位置情報とい
う概念が提唱されてきた。どのような分子が
位置情報を担っているのかは、位置情報の概
念が提唱された 1960 年代から謎であり、未
だに明確な答えは得られていない。そこで、
われわれは、その実体が Dachsous/ Fat プロ
トカドヘリンではないか、あるいはその分子
が関与していると仮定して、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)実験方法の開発 
分子レベルで遺伝子の機能を解明するため
に、再生依存的 RNAi(rdRNAi)およびゲノム配
列の決定とその情報に基づいたゲノム編集
の技術を同時に開発した。さらにゲノム編集
技術を用いたノックイン法を開発し、マーカ
ー遺伝子を標的遺伝子の一部にノックイン
することにより、得られたタンパク質の発現
挙動をリアルタイムで観測できるようにし
た。 
 
(2)遺伝子機能解析方法 
再生芽形成初期の組織における遺伝子発現
パターンの網羅的解析の結果、Jak/Stat 系お
よびエピジェネティクに関係した遺伝子発
現が活性化されていることがわかった。そこ
で、rdRNAi を用いて、その機能を解析した。 
 

４．研究成果 
（１）コオロギのゲノム解析 
次世代シーケンサーによるフタホシコオロ
ギ（ゲノムサイズ推定 1.7Gb）の全ゲノムシ
ーケンス解析を実験室維持系統（白眼変異体
系統）を用いて行った。１個体から抽出した
ゲノム DNA からインサートサイズ 375bp、お
よび 500bp のライブラリを作製し、イルミナ
Hiseq2000 によるシーケンス解析を行った
（伊藤武彦教授（東工大）との共同研究）。
その結果、コオロギの遺伝子サイズはショウ
ジョウバエやトリボリウムなど他の昆虫と
比較して顕著に大きいことがわかった。また、
Wnt ファミリーの一部の遺伝子にクラスター
構造のシンテニーが示唆された。ゲノム情報
の充実により、遺伝子数や遺伝子構造の情報
が容易に得られるようになり、再生に関わる
ゲノム機能解析の基盤が向上した。本ドラフ
トシーケンスをもとに全ゲノムにわたるア
ノテーションとゲノムデータベースを構築
する予定である。 
 
（２）コオロギにおけるゲノム編集実験 
発生・再生研究を進める上で遺伝子のノック
アウト実験や標的特異的へのノックイン技
術は必要不可欠である。そこで人工制限酵素
である Zinc Finger Nuclease（ZFN）及び TAL 
effector Nuclease（TALEN）を用いてコオロ
ギへの遺伝子改変技術の開発を行った（広島
大学・山本卓教授らと共同研究）。その研究
成果は，2012 年に Nature Communication 誌
に発表した。さらに、この度は、遺伝子改変
の方法として、CRISPR/Cas (clustered 
regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated)法を導入した。 
CRISPR/Cas 法による laccase2（lac2）への
変異導入及びノックアウト系統の作製をお
こなった。コオロギlac2に対するCRISPR/Cas
法を用いて変異導入及びノックアウト系統
の作製を試みた。CRISPR のガイド RNA および
Cas9 をコオロギ内に導入した結果，ふ化した
白い幼虫が観察され、高効率で両アレルに変
異が導入された。高効率に変異を導入する事
ができるため，今後コオロギにおいてもゲノ
ム編集の主役になると期待される。さらにノ
ックインの方法を検討し、eGFP 遺伝子を標的
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のゲノムの位置に導入することが可能とな
った。上図は Gb’abd-Aに導入した例を示す。
胚の腹部体節に特異的に蛍光を観察できる
ことから、ノックインが成功したと考えられ
る。 
 
（３）脚の長さの決定メカニズム：Steepness 
モデルについて 
 Peter A. Lawrence は生物のサイズの決定
メカニズムとして、Steepness モデルを提案
した。当初は形原の濃度勾配を想定していた
が、最近では Dachsous/Fat の勾配を想定し
ている。例えば、成長段階で脚の長さが短い
時は、勾配が大きいが、脚が長くなるとそれ
により勾配が小さくなり、ある閾値を超える
と成長が止まるとの考えである。この考えを
実際に下図に示すように、細胞膜の Dachsous 
/Fat 分子が再配分される簡単なモデルでシ
ミュレーションした。その結果、勾配が線形
でなくても同様な現象が生じることを示す
ことができた。       

 
 
（４）Distal-less と dachshund の再生にお
ける機能 
コオロギなどの昆虫の脚の発生において、脚
の形態形成に Distal-less と dachshund が関
与していることが良く知られている。脛節で
脚を切断した場合には、これらの遺伝子が発
現し、再生脚の形態形成に関与する。そこで、
これらの遺伝子と再生との関係を調べた。
Distal-less は第 2、3附節の形成及び
dachshund の発現制御を介し、附節の形成に
関与する遺伝子を制御し、附節の脚成長に関
与することを見出した（下図 a）。興味あるこ
とに、dachshund 遺伝子の RNAi により脚が短

くなった。これはまさに遺伝子の名前のとお
りである。同様な現象は Dachsous/Fat のノ
ックダウンによっても得られることから、そ
のシグナル系と関係があることが示唆され
た。下図 bにその予想図を示す。Dachsous ま
たはFat ノックダウン後のdachshund発現を
解析した結果、Dachsous/Dachsous(homo- 
philic)が dachshund の発現に必要であるこ
とが明らかとなった。これまでに、dachshund
は dpp シグナル伝達因子 Madと複合体を形成
し、dpp シグナルに対し抑制的に機能するこ
とが報告されている。そこで我々は、Mad と
抑制型 Mad である dad に着目し、RNAi 法によ
り再生脚での機能解析を行った。Mad RNAi で
は附節の欠損と脛節先端が遠位側にシフト
するのに対し、dad RNAi では脛節先端が近位
側にシフトする結果が得られた。dpp シグナ
ルが位置情報の形成に関与することが示唆
された。以上の結果から、脛節の近位側では
Dachsous/Dachsous (hemophilic)により正に
制御される dachshund が Mad と複合体を形成
することで dpp シグナルを負に制御し、遠位
側では Dachsous/Fat(heterophilic)による
dachshund の負の発現制御に伴う機能的 Mad
の細胞死誘導による分節形成、さらに Hippo 
pathway を介した細胞増殖抑制によって遠近
軸に沿った位置情報が決定されると考察さ
れ、今後さらに解析を進める予定である。 
 

（５）コオロギ再生芽における JAK/STAT シ
グナルの機能 
再生芽細胞で発現上昇していたコンティグ
には、初期発生や細胞増殖に関連する
JAK/STAT シグナル分子が含まれていたこと
から、これらの機能を解析し、すでに報告し
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た。特に、SOCS2(RNAi)により JAK/STAT シグ
ナルを恒常的に活性化するとサイクリンEの
発現は 1.7 倍に上昇し、再生脚の長さは通常
よりも長くなった。以上の結果より、再生芽
において、JAK/STAT シグナルが重要であるこ
とがわかった。 
 
（６）コオロギ再生芽におけるエピジェネテ
ィック因子の機能 
再生芽細胞は分化細胞が脱分化した多分化
能を持つ細胞で、増殖能が高い。分化細胞と
再生芽細胞では様々な遺伝子の発現が変化
していると考えられ、エピジェネティック因
子は再生芽細胞への脱分化過程で遺伝子発
現を変化させるキーと考えられてきたが、再
生過程における機能解析の報告はほとんど
無かった。再生過程に働くエピエジェネティ
ック因子を同定するため、既知の 37 種類の
エピジェネティック因子のコオロギホモロ
グをクローニングし、RNAi により機能的スク
リーニングを行った。ヒストンのメチル化や
アセチル化を制御する 11 因子に対する RNAi
により再生不能や再生脚の形態異常の表現
型が得られた。また次世代シーケンサーを用
いた比較トランスクリプトーム解析から、分
化細胞と比較して再生芽細胞で発現が2倍以
上に上昇したエピジェネティック因子が 24
種類同定された。ヒストン H3 27 番目のリジ
ン残基(H3K27)の脱メチル化に働く Utx の発
現は約 9倍、またヒストン H3K27 のメチル化
に働く Enhancer of zeste (E(z))の発現は
2.2 倍、メチル化ヒストン H3K27 に結合する
Polycomb (Pc)の発現は 4.5 倍に上昇してお
り、ヒストン H3K27 のメチル化状態が器官再
生に重要であることが示唆された。E(z)や
Utx に対する RNAi を行ったところ、
E(z)(RNAi)個体は再生脚の脛節と付節の間
に脚節が1つ過剰に形成された（下図参照）。
Utx(RNAi)個体は再生脚の付節第 1 節と第 2
節の関節が融合する形態異常の表現型を示
した。抗メチル化ヒストン H3K27 抗体を用い
た免疫染色から、E(z)(RNAi)個体ではヒスト
ン H3K27 のメチル化は消失しており、
Utx(RNAi)個体ではメチル化が亢進していた。
これら RNAi 個体の再生脚では、形態異常を
示した領域において脚のパターン形成を促
進する遺伝子群の異所的な発現誘導や発現
の消失が観察され、脚再生過程においてパタ
ーン形成遺伝子群の再発現にヒストン H3K27

のメチル化を介したエピジェネティックな
発現制御機構が働いていることを明らかに
した。論文は現在 revise 中である。 
 
（７）おわりに 
この研究により、切断された脚は、次のプロ
セスで、再生されると予想している。①脚切
断により、マクロファージ様細胞が活性化。
②マクロファージ様細胞が産生するサイト
カインが未分化細胞による再生芽形成を誘
導。③再生芽において、Wnt/BMP シグナル
が EGF を誘導。エピジェネティクスを制御
する遺伝子が活性化。④EGF は dachshund/ 
Distal-less の発現および Dachsous/Fat シグ
ナル系の発現制御することにより脚のパタ
ーンおよびサイズが決定。さらに、脚サイズ
の決定に関する改変勾配モデルを提案した。 
 昆虫の脚の再生といえども、遺伝子カスケ
ードが複雑に制御され、感動的な再生がおこ
なわれることがわかった。この研究でかなり
の情報が得られたが、全体の再生過程のほん
の一部を垣間みたに過ぎないであろう。この
新学術領域の研究は日本の強みであり、世界
唯一であり、追随を許さない研究がおこなわ
れてきた。今後、さらに発展させるべき領域
であるが、これで終了するのはまったく残念
である。 
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