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研究成果の概要（和文）：再生芽を構成する未分化幹細胞の脱分化プロセスの分子機構は未だ不明である。本研
究では、マクロファージ様細胞の機能がコオロギの脚再生に関与することを明らかにし、再生芽形成に必須な
JAK/STATシグナル径路への関与も示唆された。また、マクロファージ選択的に殺細胞効果を示すクロドロン酸処
理と正常な再生脚の2群間でトランスクリプトーム解析(RNA-seq)を行った結果、再生に必要と考えられる多くの
遺伝子の情報が得られた。さらに、CRISPR/Cas法を利用してSTAT遺伝子座にGFPを挿入したノックインコオロギ
の作製に成功しており、再生芽の時空間的な形成様式を可視化して解析することが可能となる。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of the dedifferentiation process in 
undifferentiated cells constituting the regenerating blastema remain unknown. In the present study, 
we found that the function of macrophage-like cells is involved in the cricket leg regeneration and 
might be associated with the JAK / STAT signaling pathway, which is essential for the blastemal 
formation. As a result of our transcriptome sequencing (RNA-seq) analysis between clodronate-treated
 and normal regenerating tissues, we obtained the gene information necessary for leg regeneration 
processes. Furthermore, we have succeeded in generating knock-in (KI) cricket in which GFP was 
knocked in at the STAT locus using the CRISPR/Cas system. Using the KI cricket, we are planning to 
reveal the spatiotemporal growth regulation of the regenerating blastema.

研究分野： 発生・再生生物学

キーワード： 再生　脱分化　マクロファージ　幹細胞　コオロギ　CRISPR/Cas　トランスクリプトーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、コオロギ脚の再生初期過程にマクロファージ様細胞の機能が関与すると示唆された。さらに、
マクロファージ様細胞の産生因子が脱分化や再生芽形成に関与している可能性があり、その再生関連因子の情報
が得られた。再生能力の高い昆虫の脚再生原理を分子レベルで解明することは、脊椎動物の原理的に同等な再生
過程の解明につながると期待される。また、iPS細胞の場合と異なる脱分化誘導の分子機構解明は、生体本来が
持つリセット機構として新しい再生原理の発展に貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) イモリをはじめとする再生能力を持つ動物では、損傷部にある細胞・組織がいったん未分化
な幹細胞に脱分化し、再生芽を形成する。また、コオロギ幼虫においても脚を切断すると、再生
芽を形成して完全に再生することが知られているが、昆虫の場合、未分化細胞の由来が脱分化に
よるのか、既存の幹細胞なのか未だ明確ではなく、その分子メカニズムもほとんど解明されてい
ない。 
 
(2) 再生過程において発生過程と大きく異なる点は、再生の初期であり、再生の場合は既存の細
胞・組織からスタートし、未分化な細胞で構成される再生芽が形成される。その後、再生芽は発
生における肢芽の発生過程のメカニズムを反復利用して、失われた部分を再生する。本研究室で
は、コオロギを用いた分子レベルでの脚再生メカニズムの研究により、①Dachsous/Fat シグナ
ル系による再生脚の細胞増殖及び位置情報の制御、②再生芽形成における JAK/STAT シグナル径
路の関与、③再生脚の再パターン形成に関わる転写因子の制御機構、④脚再生におけるエピジェ
ネティック因子の関与などを明らかにしてきた。 
 
(3) マクロファージは自己免疫系で重要な役割を担っており、損傷に応じて多様な炎症性また
は抗炎症性サイトカインを産生し、損傷組織の治癒に関わることが知られている。また近年、脊
椎動物の四肢再生や魚類のヒレ再生においてマクロファージが関与していることが報告され、
マクロファージによる炎症と再生の関係が明らかにされつつある。 
 
(4) 本研究室では，モデル昆虫のフタホシコオロギにおいてゲノム編集技術 Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated 9（CRISPR/Cas9）シス
テムを用いた遺伝子ノックアウト・ノックインが可能となり、発生に関わる遺伝子の機能解析が
進められている。CRISPR/Cas9 システムによるノックインの際、DNA 二本鎖切断修復は主に非相
同末端結合(NHEJ）もしくは相同組換え（HR）のどちらかの経路で行われるが、遺伝子を正確に
ノックインすることができる HR は効率が低く、現在報告されている生物種も限られている。一
方、コオロギでは NHEJ によるノックインに成功している。 
 
２．研究の目的 
(1) 昆虫の脚再生過程において、再生芽を構成する未分化な幹細胞群の由来が「脱分化」による
のかを明らかにし、脱分化現象を引き起こす分子機構の解明を目的とする。 
 
(2) コオロギにおいてマクロファージ様細胞が再生芽の形成に関与するかを明らかにする。 
 
(3) マクロファージ様細胞が産生する再生関連因子を探索し、脱分化や再生芽形成に関与する
かを明らかにする。 
 
(4) 未分化細胞を蛍光標識することで再生芽の形成メカニズムと未分化細胞の由来を明らかに
する。未分化細胞で特異的なマーカーの遺伝子座に GFP レポーター遺伝子を挿入したノックイ
ンコオロギの系統を作製することで未分化細胞を可視化して解析が可能となる。 
 
３．研究の方法 
(1) マクロファージ様細胞がコオロギの脚再生に関与するか解析を行った。骨粗鬆症治療薬と
して開発されたクロドロン酸(Clodronate)は、細胞内で ATP 類似体として ATP 代謝を阻害し、破
骨細胞・ミクログリア等のマクロファージへの殺細胞効果を示す。クロドロン酸単剤では細胞透
過率が低いため、リポソームに内包することで、マクロファージ貪食効率を促進できる。クロド
ロン酸を内包したリポソームをコオロギ 3齢幼虫に投与し、脚を切断後、再生への影響を解析し
た。 
 
(2) マクロファージ様細胞の機能が脚再生過程に関連するかを示すため、クロドロン酸処理に
よるマクロファージ様細胞の枯渇状態を確認した。損傷治癒が起こる脚切断 4 時間後のクロド
ロン酸処理と正常な再生脚の切断組織から RNA を抽出し、マクロファージ由来のマーカー遺伝
子として免疫応答系 Toll like receptor2 (Toll2)と炎症性サイトカイン eiger (TNF ホモログ)
の発現量を qRCR により解析した。 
 
(3) 未分化細胞の増殖と未分化性維持に関与する JAK/STAT シグナル経路にマクロファージ様細
胞の機能が影響するか調べため、クロドロン酸処理の脚切断組織おける STAT 遺伝子の発現量を
qRCR により解析した。 
 
(4) クロドロン酸処理したコオロギと正常なコオロギの脚切断部位からRNAを抽出し、そのcDNA
配列を次世代シークエンサー(RNA-Seq 解析）で決定し、その中から再生に関連する候補因子を
探索した。 
 



(5) STAT は幹細胞の未分化性維持と再生芽形成に関与する。そこで、PITCh（Precise Integration 
into Target Chromosome：標的染色体領域への正確な遺伝子挿入）システムを用いたマイクロホ
モロジー（MH，≦40bp）媒介末端結合（MMEJ）依存的な CRISPR/Cas ゲノム編集法により STAT 遺
伝子座に GFP の正確なノックインを行った。STAT-GFP 融合タンパクが未分化幹細胞群で発現す
ることで可視化が可能となり、再生芽の時空間的な形成様式が解析できる。 
 
(6) 脚再生の初期過程における Decapentaplegic(Dpp)シグナル径路の機能はこれまで不明であ
った。そこで、RNAi を用いた解析により再生における Dpp シグナルの機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 脚再生過程にマクロファージ様細胞が関与するか調べる
ため、マクロファージ選択的に殺細胞効果を示すクロドロン
酸をコオロギ 3 齢幼虫に投与し、脚を切断後、再生への影響
を調べた。その結果、損傷治癒は確認されたが、再生芽は形成
されず、その後の再生も生じない(図 1)ことから、マクロファ
ージ様細胞がコオロギ脚の再生芽形成に関与することが示唆
された。 
 
(2) クロドロン酸処理によるマクロファージ様細胞の枯渇状態を調べるため、マクロファージ
由来のマーカー遺伝子として
Toll2と eigerの発現量をqPCRに
より解析した。その結果、Toll2 の
発現量は正常な再生脚と比較して
約0.5倍に減少しており（図2左）、
クロドロン酸処理によりマクロフ
ァージ様細胞の枯渇が示唆され
た。逆に、eiger の発現量は約 2.5
倍に増加しており(図 2 右)、マク
ロファージ様細胞の非存在により
炎症反応に異常が生じたためと示
唆された。 
 
(3) クロドロン酸処理した再生脚において再生芽形成に
必須な STAT 遺伝子の発現を qPCR により解析した結果、
正常では脚切断後 12 hours (h)で STAT 発現量が約 2倍に
増加するのに対して、クロドロン酸処理により STAT 発現
は上昇しないことが明らかとなった(図 3)。このことは、
再生初期においてマクロファージ様細胞から未分化細胞
における JAK/STAT シグナル径路への関与を示唆してい
る。 
 
(4) クロドロン酸処理と正常個体の脚切断組織において RNA-Seq によるトランスクリプトーム
解析を行った。クロドロン酸処理vs.正常再生脚の2群間で有意に発現変動している遺伝子2,322
のうち(図 4-1)、発現量が増加した遺伝子は 1,676、発現量が減少した遺伝子は 646 であった(図
4-2)。また、Gene Ontology 解析の結果、脚形成、筋組織形成、幹細胞の未分化性維持や増殖、
免疫応答系などに関与する遺伝子の発現が有意に変動していた。再生芽形成に必要と考えられ
る多くの遺伝子の情報を得ることができたため、現在、RNAi を用いて再生芽形成への影響を調
べることにより、再生に関与する遺伝子の同定を遂行中である。 



 
(5) マイクロホモロジー媒介末端結合(MMEJ)機構を利用した遺伝子ノックイン技術 CRIS-PITCh
システムを用いて、再生芽形成に重要な STAT 遺伝子の C末端に蛍光マーカー遺伝子 GFP のノッ
クインを行うことで、未分化細胞群の GFP 蛍光標識を目指した(図 5)。ノックインにおいて PCR
による遺伝子型解析結果を平均すると、ドナーベクターの 5’側で MMEJ が検出された割合は
50.0%、3’側では 75.0%、両側では 35.4%であった。また、シークエンス解析により正確にノッ
クインされていることも確認できた。一方、非相同末端結合(NHEJ)も生じており、その効率は，
5’側で 20.8%、3’側で 79.1%、両側では 14.6%であった。また、MMEJ による正確なノックイン
が確認された中の 1個体においては胚における蛍光が観察された(図 6)。現在、ノックインコオ
ロギの系統化を遂行中である。 

 
(6) 脚再生の初期過程における Decapentaplegic(Dpp)シグナル径路の関与について解析を行っ
た。Dpp シグナル伝達物質である mad に着目し、RNAi による機構解析を行った結果、附節が再生
しない(図 7)ことから、再生脚の遠位端形成の開始に Dpp シグ
ナル経路が関与すると示唆された。一方、再生脚の脛節におい
て、より遠位方向への伸長が確認された(図 7；青色矢印)こと
から、脛節の遠位方向の伸長抑制とサイズ調節にも Dpp シグナ
ル経路が関与している可能性が示唆された。また、これら附節
と脛節における結果は、Dpp の TypeⅠ受容体に対する RNAi 解
析でも同様の結果であることが確認された。従って、Dpp シグ
ナル経路が再生脚の最遠位形成と遠近軸に沿った位置情報の
維持に関与しており、位置情報に基づいた遠位方向への再生脚
伸長の制御に必須であることがわかった。 
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