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研究成果の概要（和文）：　ヒトなどの哺乳類での四肢再生実現を目指して、マウスと四肢再生モデル動物である両生
類との間で、四肢切断に対する反応性の違いを比較した。両生類では四肢を切断されると再生芽が形成され、失われた
部分を再生する。マウスでは再生芽は作られないが、残された基部側の組織では骨の切断端に軟骨カルスが作られ、ま
た特定の条件下では切断面を傷表皮が速やかに覆うなど、両生類と同様の反応が起きていることが分かった。一方で、
切断面で再生する神経の軸索を調べた結果から、両生類では神経からの因子に依存して起きる現象が、マウスでは起き
てないことが示唆された。この違いが、両者の再生能力の違いを生み出す原因であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of limb regeneration that differs between mammals 
(non-regenerative) and amphibians (regenerative), responses to limb amputation were compared between mice 
and African clawed frogs. The frogs can form a regeneration blastema that eventually develops into a lost 
part of the amputated limb, although mice cannot. In mice, however, cartilaginous calluses are formed 
around the cut edge of the amputated bones in the limb stump; and the amputation surface is covered by 
the wound epidermis rapidly in certain conditions, both of which occur and are thought to be important 
for limb regeneration in amphibians. On the other hand, the wound epidermis is well-innervated in the 
frogs, but the one in mice is not. Since blastema formation is nerve-dependent, whether or not nerves can 
interact with the wound epidermis might be one of the key processes to separate successful 
nerve-dependent blastema formation in the frogs and failure in mice.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
これまで器官再生のモデルとして長年に
亘って研究されてきた四肢再生は、主に有尾
両生類を用いて行われてきた。有尾両生類は
手足を切断されても、形態的にも機能的にも
切断前のオリジナルと違わぬ手足を作りな
おすことができるからである。これまで筆者
らは、有尾両生類における四肢再生が 3段階
から成り立ち(創傷治癒→再生芽形成→パタ
ーン形成)、各段階移行に必要な因子(神経因
子と切断面上の皮膚繊維芽細胞が持つ位置
価の多様性[極性])を元にして、それぞれを明
確に区別し、独立して解析できることを明ら
かにした(図 1)。 

＜図 1＞ 
有尾両生類が四肢の完全再生のモデルで
あるのに対して、ツメガエルを代表とする無
尾両生類は、不完全再生のモデル動物といえ
る。ツメガエル成体では四肢切断後に rod状
の構造(スパイク)しか形成できないからであ
る。ツメガエルでは前述した「四肢再生の 3
段階」のうち、最後のパターン形成の仕組み
に異常があると考えられる。このスパイク形
成においては、これまでにいくつかのパター
ン形成遺伝子の発現が、発生過程の発現とは
異なることが示されている。 
以上のことを考え合わせると、ヒトを含め
た哺乳類における四肢再生の可能性を考え
るときのポイントは大きく二つ、「どうやっ
て再生芽を作るか」と「再生芽細胞に、どう
やってパターンを作らせるか」に絞ることが
できる。 
 近年、再生医療研究の進展には目覚ましい
ものがあるが、そのほとんどは細胞移植技術
を用いたものであり、細胞分化に関する研究
が中心である。しかしながら再生させようと
している器官や組織は三次元的な「かたち」
を持っている。本研究が始まった当初、「か
たち」を意識した再生医療研究は、あまり行
われていない状況にあった。まして手足とい
う複雑な構造を丸ごと再生させることを目
指した挑戦的な研究はなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では再生研究に「かたち」の概念を

改めて導入し、哺乳類における四肢の再生を
目指した。 
 前述のように四肢再生モデル動物である
有尾両生類から得られた知見から、四肢再生
過程は「創傷治癒」・「再生芽形成」・「パター
ン形成」の 3段階から成り、これらを順に移
行していくことが分かってきた(図 1)。この
モデルを適用すると、四肢を切断された哺乳
類は創傷治癒過程で再生のカスケードを停
止した状態なのではないかと推測できる。本
研究では、哺乳類(マウス)が四肢を再生でき
ない原因が「再生芽形成」と「パターン形成」
を制御する仕組みの中にあると仮定した。こ
れらを分子生物学的かつ網羅的に解析し、両
生類の四肢再生機構と比較することで、再生
できない原因となっている要因を探った。ま
たその原因を改善することで、マウスの四肢
上に再生芽を形成し、ここから四肢のパター
ンを再生させることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 本実験は全て DDY 系統のマウス新生児を
用いて行われた。新生児前肢を前腕中央部分
で切断し、カルスを形成させた。再生モデル
動物としては、アフリカツメガエル(Xenopus 
laevis)を用いた。ツメガエルは前述のよう
に不完全再生のモデルであるが、再生芽を形
成することはできる。本研究では再生芽形成
モデルとして、マウスと比較した。変態直後
の小個体を使用し、マウスと同様に前肢を前
腕中央部で切断して再生芽を形成させた。 
 
(1)傷表皮誘導実験 
①器官培養 
マウス新生児(生後 1日目)から前腕部を切
断し、背側から 2x2mm 四方の皮膚を切り取っ
て、「窓」をあけた。前腕部は培養液の浸透
が良くなるように橈骨と尺骨より腹側の組
織を全て切り落とし、「かまぼこ」状にした。
培養液には 10％FBS 入りの DMEM を用い、CO2
インキュベーター内で浮遊培養した。 
②Hydrocolloidシート 
創傷治癒における Hydrocolloid シートの
影響を見る実験では、マウス新生児の前腕中
央部の皮膚を内径 1.5mm のバイオプシーパ
ンチで取り除き、その上に小さく切った市販
のHydrocolloidシートを貼り付け、テガダー
ムによって固定した。 
 
(2)再生阻害実験 
①マクロファージ除去実験 
 マウスでは、生後 0，1，2日目に 3日間連
続で、Clodronate 内包 liposome(Clo-lipo)
を前腕部に直接注射し、生後 2日目のうちに
前肢を切断した。ツメガエルでは前肢切断の
3，2，1 日前から Clo-lipo を前肢に注射し、
3回目の注射の翌日に切断を行った。 
②除神経肢におけるカルス形成 
 マウスでは 2 種類の除神経実験を行った。



まず一つ目は両生類で行われている手法と
同じで、前肢切断と同時に前肢に侵入する神
経束を脇の下部分で可能な限り切断した。二
つ目の実験では、より確実に神経の影響を排
除するために、前腕中央で切断した前肢切り
株部分から、皮膚以外の内部組織を切除し、
それを脇の下の皮下に移植した(図 5 のイラ
ストを参照)。 
 ツメガエルでは、前肢切断と同時に、肩の
部分で前肢に侵入する神経束を全て切断し
た。 
 
(3)傷表皮における神経分布の解析 
 マウス、ツメガエル共に、まず上腕部の皮
膚をくりぬくことで小さな創傷部を作った。
次に前腕神経を肘付近で切断し、基部側の神
経切断末端を引っ張り出して、神経の切断末
端を最初に作った創傷内へ配置した(図 6A参
照)。 
 
４．研究成果 
 
 両生類の四肢再生では切断に反応して
様々なイベントが起こり、その結果として再
生芽が形成される。再生芽を形成できないマ
ウス(新生児を使用)と再生芽を形成できる
ツメガエル(不完全再生モデル; 変態直後の
小個体を使用)の四肢において、切断に伴っ
て起きるイベントを詳細に比較解析し、再生
芽形成の有無を分ける仕組みを考察した。そ
れによって以下のことが明らかになった。 
 
(1)マウスでも wet な環境であれば傷表皮は
迅速に作られる 
 両生類では四肢の切断後数時間から1日以
内に切断面が傷表皮で覆われるのに対し、マ
ウス新生児は血餅が作られることなどが原
因で、傷表皮の形成には数日以上の時間がか
かり、また形態も一定にならない。これは四
肢の皮膚の一部を切り抜いて作った創傷部
でも同じである。しかしそのようなマウス創
傷部の器官培養を行うと、傷口が両生類様の
きれいな傷表皮で覆われることが分かった
(図 2)。すなわち傷表皮を形成する能力に、
マウスと両生類の間で大きな差はないと思
われる。 

＜図 2＞ 

培養のような wet な環境を in vivo でも実
現するために、hydrocolloid シートを創傷上
に固定する実験系を確立した。これによって
マウス in vivo においても、1-2 日できれい
な傷表皮を作らせることに成功した(図 3：写
真は創傷形成後 4 日目の肥厚した傷表皮)。
すなわちマウスでもwetな環境を作ることが
できれば、両生類と同じように迅速に傷表皮
を作ることが可能であることが分かった。 

＜図 3＞ 
 
 
(2)骨切断端に作られる「切断カルス」は、
マウス・両生類に共通の再生反応である 
 マウス新生児の前肢を切断した際に見ら
れる変化の中で最も顕著なものに、骨の切断
端における軟骨カルス(切断カルス)の形成
が挙げられる。両生類との比較によって、同
様の軟骨カルスはツメガエルやアホロート
ル(完全再生モデル)にも作られることが分
かった(図 4:マウス[上段]とツメガエル[厳
談]の写真のみ)。カルスの形態が近いツメガ
エルとマウス間でさらなる比較を行ったと
ころ、以下の 2点が明らかとなった。 

＜図 4＞ 
 
①切断とほぼ同時に一過的なマクロファー
ジ除去試薬である Clo-lipo を投与すること
よって、両動物で切断カルス形成が阻害され
た(図 5A-F)。このことから両動物の切断カル
ス形成の初期段階には、マクロファージの存
在が必要であるという共通点があることが
分かる。またマクロファージ除去によって、
骨折時に作られるカルスの形成も阻害され
ることが分かった(図 5G-J)。 



＜図 5＞ 
 
②両動物において切断カルスは、前肢を除神
経した状態でも形成された(図 6A: マウス; 
図 6D: ツメガエル)。またマウス前肢前腕部
の皮膚以外の組織を腕から切り離した上で、
体幹部付近の皮下に移植した場合にも、大き
さなどは小さいものの、カルス自体は形成さ
れていた(図 6B, C)。これらのことから少な
くとも切断カルスの形成開始は、神経非依存
的に起きると言える。 

＜図 6＞ 
 
(3)両生類の傷表皮には多くの再生軸索が侵
入するが、マウス傷表皮には軸索は侵入しな
い 
 上記 2点はツメガエルとマウスにおいて共
通に見られる再生イベントであったが、両者
の間で見られる切断直後の差として、傷表皮
に対する神経軸索の侵入の有無があること
を、ALM 実験(図 7A)によって見出した。ツメ
ガエルでALM実験を行うと創傷部から再生芽
が形成される(図 7B)。ツメガエルにおいては
再生芽形成に先立って、切断面付近の神経末
端から伸びる再生軸索が傷表皮内へと大量
に侵入する(図 7D)。一方マウス新生児では、
傷表皮内に軸索はほとんど確認できなかっ
た(図 7C)。ツメガエルの再生において神経は、
傷を覆った直後の傷表皮を、再生芽の伸長に
必要なAECと呼ばれるシグナルセンターへと
変化させる。マウス傷表皮では AEC マーカー
遺伝子の発現は確認できない。これらのこと
より神経軸索の侵入が起きないことが、マウ
スではAECが作られないことの原因ではない
かと考えられる。 
 
 

＜図 7＞ 
 
 以上の成果をもとにマウスで再生芽を形
成できない原因をモデル化し、図8に示した。 
 四肢再生モデル動物であるツメガエルと
再生できない動物であるマウスのどちらも、
四肢切断に反応して速やかに傷口を傷表皮
で覆う能力を持っている。また骨の切断末端
では、マクロファージの存在下で軟骨カルス
が形成される。ツメガエルでは切断された神
経の末端から再生する軸索が直上の傷表皮
へと侵入し、これによって傷表皮は AEC へと
分化する。軟骨カルスは AEC からの作用を受
けて、先端部方向へ増殖し再生芽が形成され、
最終的にスパイクが作られる。一方でマウス
では、再生軸索が傷表皮へと侵入しない。そ
のため傷表皮は AEC へと変化できず、再生芽
も伸長できないと考えられる。 

＜図 8＞ 
 
 
(4)増殖因子等の投与によるマウス再生芽誘
導の試み 
 両生類で再生芽形成に関与するとされる
様々な因子(BMP, FGF, BIO, Hh agonist など)
を投与することで、マウス切断前肢に再生芽
を誘導することを試みた。しかしこれまでの
ところ再生芽様の構造、もしくは骨構造を誘
導できたのは、既に東北大学・井出宏之らに
よって報告されている BMP だけであった。こ
れらの因子は主に間充織側に作用すること
が予想されるため、因子の作用を受けて再生
芽を作るべき間充織細胞に、因子を受容し再



生芽形成へ向けて反応する能力がない可能
性が考えられる。 
 
 
(5)今後の展望 
 本研究では、マウス新生児の前腕切断部に
再生芽を作らせることは成功しなかったも
のの、再生芽を形成できない原因の解明に向
けては、一定の方向性を示すことができた。 
 本研究から得られたツメガエルに関する
知見を考え合わせると、ツメガエルの四肢を
切断したときに作られるスパイクは、切断カ
ルスが先端部方向へ伸長したものである可
能性が考えられる。本研究によってツメガエ
ルとマウスに作られる切断カルスは同等の
ものであると示されたことから、マウスも
「スパイクを作る材料となる細胞」は持って
いると考えられる。スパイクのように一定方
向に骨を伸ばせるようになることは、骨折治
癒などの医療の観点からも重要である。 
 今後、まず目指すべきことは、再生芽伸長
に関わる因子(AEC 因子)をマウスに与えるこ
とで、切断カルスの成長を先端部方向へ制御
し、スパイク様の構造を作ることであると考
える。そのためにはマウス間充織細胞が、な
ぜそのような因子に対してほとんど反応し
ないのかを明らかにしていく必要がある。そ
の上で、持続的に AEC 因子を作用させるため
に、マウスで AEC 形成を誘導する方向へ展開
すべきだろう。スパイクの形成を実現した上
で、最終的にそのスパイクに四肢としてのパ
ターンを持たせる研究へと向かうべきだと
考える。 
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