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研究成果の概要（和文）：両生類のツメガエルは四肢を切断されると再生芽を形成し、その後に四肢を再生す
る。さらに皮膚を深層の真皮まで傷つけられても瘢痕（傷あと）を残さず、皮膚構造をほぼ完全に再生する。本
研究ではまずGFPによる細胞標識により、ツメガエルの皮膚再生では創傷後に皮下の領域から移動してきた再生
芽様の細胞が傷口に集積し、皮膚再生に寄与することを発見した。次いでイベリアトゲイモリにおいても皮膚の
完全再生が起きることを共同研究者とともに示した。さらに網羅的な発現解析を実施して四肢再生と皮膚再生の
両方で発現が活性化する遺伝子群を特定した。

研究成果の概要（英文）：Xenopus, a model amphibian, forms a regeneration blastema after limb 
amputation and then regenerates a limb at last. Xenopus also regenerates skin almost completely 
after a deep skin injury extent to dermis without forming a scar. We labeled subcutaneous tissues 
with GFP and indicated that blastema-like cells derived from subcutaneous tissues migrate to the 
wound and then contribute to skin regeneration. Then, collaborators and I revealed that an Iberian 
ribbed newt also regenerates skin after deep injury. Furthermore, we identified some groups of genes
 which are commonly expressed both in limb regeneration and skin regeneration by RNA-seq analysis in
 Xenupus.   
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト（哺乳類）の場合は四肢を再生できないのはもちろん、皮膚が真皮まで傷ついた際にも再生できず、瘢痕を
形成して傷口をふさぐ。瘢痕は元の皮膚の機能を代替できない上に外見も損なうため、瘢痕を残さない皮膚再生
の実現が強く望まれている。皮膚を再生する両生類において再生に寄与する細胞が皮下から移動してくるという
発見は、皮膚再生のメカニズムの解明と四肢再生との共通性の解明の両方において大きな意義を持つ。本研究で
なされた四肢再生と皮膚再生での共通性の解明は、瘢痕のない皮膚再生を将来哺乳類で実現し、更にそこから四
肢再生へのステップアップを目指す上での重要な指針になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
イモリに代表される両生類が高い再生能力を持ち、四肢や尾を切断されても元通りに再生する
ことは古くから知られていた。哺乳類と同じ四肢を持つ脊椎動物（四足動物）でありながら、
これら複雑な形態や機能を持つ器官を再生できる両生類は、多くの研究者の興味を集めてきた。
さらに２０１０年ごろから両生類は皮膚だけの創傷に対しても高い再生能力を示すことが相次
いで報告され、研究代表者もツメガエルの成体が皮膚を再生することを報告していた
（Yokoyama and Maruoka et al., 2011）。さらに代表者らはツメガエルの皮膚再生の際に出現
する細胞が再生芽のマーカー遺伝子（prrx1）を発現することから、四肢再生と皮膚再生の共
通性を提唱していた。 
 有尾両生類（イモリ・サンショウウオ）は成体でも完全な四肢を再生できるのに対して、無
尾両生類（カエル）に属するツメガエルは幼生の時期ではイモリと同様に完全な四肢を再生で
きるが、変態の進行とともに四肢の再生は不完全になり、変態後（成体）では四肢切断後に再
生芽の形成は起きるものの、前後や背腹のパターンが見られない１本の棒状軟骨しか再生でき
ない。このような再生能力の差の原因として、四肢の前後軸のパターン形成に重要な shh遺伝
子や背腹軸形成に重要な lmx1b 遺伝子などの発現が成体の四肢再生では見られないことがわ
かっていた（Endo et al., 2000; Matsuda et al., 2001; Yakushiji et al., 2007）。しかし、これ
ら遺伝子の再生における機能の実証は以下に述べる理由から行われていなかった。 
 胚発生完了後の現象である再生を研究するに当たり、両生類では特定の遺伝子の機能を実証
する方法が限られていることが分子レベルの研究を進める上での大きな障害になっていた。近
年、遺伝子組換えの技術に加えてゲノム編集が両生類でも行えるようになり、遺伝子のノック
アウトも行えるようになったが、ノックアウトにより発生中に致死になったり発生異常を生じ
る危険性が高い。そのため時期特異的・領域特異的な遺伝子発現の操作技術が望まれていた。
代表者らは熱ショックプロモーターを利用した発現誘導の技術と、局所的な熱ショックを組み
合わせることで、局所的な発現操作がツメガエルおよびイモリ（イベリアトゲイモリ）で可能
なことを研究開始当初に報告していた（Kawasumi-Kita and Hayashi et al., 2015）。またこの
ころには世代時間が短く１年を通して産卵させられるイベリアトゲイモリが、有尾両生類の新
たなモデル動物として研究者の間で徐々に普及してきていた。加えて、ネッタイツメガエルで
のゲノム解読（Hellsten et al., 2010）に続いてアフリカツメガエルをはじめとする他の両生類
でのゲノム解読がいよいよ間近になり、ゲノム情報をベースにした解析（ゲノム情報をベース
にした網羅的発現解析など）が現実味を帯びてきた時期であった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではゲノム情報が利用でき、幼生と成体の間で四肢再生の能力が異なるツメガエルを材
料にして、再生能力の違いをもたらしている遺伝子群を次世代シーケンサーを用いた網羅的発
現解析（RNA-seq）により特定する。さらに四肢再生と皮膚再生において共通して発現が活性
化する遺伝子群を同様に RNA-seq により特定することで、皮膚再生と四肢再生との共通性を
遺伝子レベルで明らかにする。最終的には代表者らが両生類で実現してきた局所手な遺伝子発
現の操作技術を用いることにより、特定の遺伝子群を再生能力の低下したツメガエルの四肢で
発現させ、再生能力を回復させることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では（１）形態再生に関わる遺伝子群の特定、（２）再生芽細胞の形成に関わる遺伝子群
の特定、（３）器官再生を制御する遺伝子群の機能の実証 の３つの研究をツメガエルを主な対
象にして行う。（１）と（２）において RNA-seq によりそれぞれ目的とする遺伝子群を特定した
上で、（３）では局所的な遺伝子発現の操作技術を駆使して、特定の遺伝子を四肢や皮膚で発現
させ、その機能を実証する。 
 
（１）形態再生に関わる遺伝子群の特定 
ゲノム情報が以前から解読済みであり、代表者らが以前にエピゲノム解析を行った実績
（Hayashi et al., 2015）があるネッタイツメガエルを対象にして、幼生と成体のそれぞれの
四肢再生サンプルで RNA-seq による網羅的な発現比較を行う。これにより幼生の四肢再生で特
異的に発現量が増加する遺伝子群を特定する。 
 
（２）再生芽細胞の形成に関わる遺伝子群の特定 
本項目は、動物の個体サイズが大きく皮膚の創傷実験や移植実験が容易な変態後のアフリカツ
メガエルを対象にして行う。皮膚再生と四肢再生のサンプルで RNA-seq による網羅的な発現比
較を行い、皮膚再生と四肢再生の共通性を検証する。さらに皮膚再生で出現する再生芽様の細
胞の起源を明らかにするために、個体間で免疫拒絶を起こさずに移植が可能な近交系のアフリ
カツメガエル（J 系統）を利用して、全身が GFP 標識された遺伝子組換え（Tg）個体と野生型
の J系統個体の間で移植実験を行い、皮下の組織だけが GFP 標識された個体を作成する。この
個体の皮膚に創傷を与えて皮膚を再生させ、皮下の組織由来の細胞の皮膚再生への寄与を実証
する。 



 
（３）器官再生を制御する遺伝子群の機能の実証 
熱ショックプロモーターの制御下に目的の遺伝子を組み込んだ Tg 個体を作製し、この個体に局
所的な熱ショックを加えることで、適切な時期と位置において目的の遺伝子の発現を誘導する。
局所的な熱ショックの方法としては、温度コントロールした金属棒を押し当てる方法と、赤外
レーザーの照射により発現を誘導する方法（IR-LEGO）の２通りに方法を用いる。これにより特
定の遺伝子の再生における機能の実証や細胞の追跡を行う。 
 
４．研究成果 
３．研究の方法で述べた３つの項目それぞれに関する研究成果を以下に述べる 
 
（１）形態再生に関わる遺伝子群の特定 
幼生の四肢再生で特異的に発現量が増加する数十個の遺伝子を特定した。そのうちの 1/5 程度
の遺伝子については in situ hybridization での発現観察を行い、実際に幼生の再生芽内で発
現が見られることを確認した（残りの遺伝子については引き続き発現解析を行っている）。以前
に行ったエピゲノム解析の結果と総合して、四肢再生における発現制御のメカニズムについて
考察した（Hayashi et al., 2020）。 
 
（２）再生芽細胞の形成に関わる遺伝子群の特定 
四肢再生と皮膚再生で共通して発現が活性化する数百個の遺伝子を特定した。さらにそれら遺
伝子群に対するＧＯ解析（エンリッチメント解析）を行い、ここで見られる遺伝子の特徴を解
析した。また移植実験で皮下の組織をＧＦＰ標識した状態で皮膚再生を行わせたところ、皮下
の組織に由来する細胞が移動して傷口に集積し、皮膚再生に寄与することを発見した
（Otsuka-Yamaguchi et al., 2017）。さらにツメガエルでは背中だけでなく頭部の皮膚も再生
できることを示すとともに（Otsuka-Yamaguchi et al., 2017）、イベリアトゲイモリも皮膚を
再生できることを共同研究者とともに確認し（Abe et al., 2020）、非羊膜類の脊椎動物におけ
る皮膚再生について考察した。またツメガエルの皮膚再生において、四肢の再生芽マーカーと
される prrx1 遺伝子に注目して、ツメガエルにおける同遺伝子のエンハンサーが実際に皮膚再
生の過程で活性化することを、エンハンサー配列にＧＦＰをつないだ Tg 個体を用いて示した
（Yokoyama et al., 2018）。 
 
（３）器官再生を制御する遺伝子群の機能の実証 
熱ショックプロモーターに shh または lmx1b 遺伝子をつないだ Tg 個体を作製し、熱ショックで
発現を誘導することで、ツメガエルの四肢の発生および再生におけるパターン形成で実際に変
化が生じることを示した。また赤外レーザーによる発現誘導（IR-LEGO）により１細胞レベルで
の発現誘導（Hasugata et al., 2018）や表層よりも深い位置（100μm 程度）の細胞への発現
誘導（Abe et al., 2020）がツメガエルで行えることを報告した。shh に関しては局所的に誘
導した発現量が多いほど、成体の四肢再生に対する影響が強いことを示唆する結果を得たこと
から、再生能力の回復に最適な発現誘導の条件を引き続き解析中である。 
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