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研究成果の概要： 
 メダカは高い再生能力をもち、特にヒレは切断後わずか 10 日でほぼ元通りのヒレを再生で

きる。本研究ではメダカのヒレ再生を細胞レベルおよび分子レベルの両方の側面から理解する

ことを目的とし、研究を進めた。その結果、再生時に起こる個々の細胞現象を明らかにし、ま

た低分子化合物阻害剤を用いた実験から、PI3K シグナル伝達経路がヒレ再生過程での間充織

細胞の移動やヒレの血管新生に関与していることを解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 硬骨魚類であるメダカは室内飼育が簡便
で、かつ世代交代期間が約３ヶ月と短いこと
から、実験動物としての応用が精力的にすす
められ、日本を中心にゲノムプロジェクトが
進行している。 
 またメダカを始めとした魚類は著しい再
生能を示す。特にヒレは再生研究に最適の器
官であり、再生にかかる時間も短く、約 10
日でほぼ元通りのヒレを再生できる。ヒレは
わずか数種類の細胞群（上皮、神経、鰭条（骨）、

血管、間充織細胞）からなる単純な組織であ
り、再生のような複雑な現象を明らかにする
のに適している。イモリなどの両生類に比べ
透明であることから、再生過程の観察がしや
すい。 
 我々はメダカ再生時に起こる細胞移動・増
殖およびアポトーシス現象を明らかにし、ヒ
レ再生の基盤を築き上げてきた。また EST 解
析やマイクロアレイ解析により、ヒレ再生時
に特異的に発現する遺伝子を網羅的に単
離・同定することに成功してきた（Katogi, et 
al. (2004) Mech. Dev. 121, 861-872）。こ
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の中には、再生芽の形成誘導時のみに発現す
る新規分子など、再生を担うキー因子である
可能性が強く示唆されるものがあった。また、
再生時には再生芽先端に傷上皮とよばれる
分厚い上皮構造が形成され、再生芽の誘導・
維持に重要であると考えられている。我々が
単離した分子には、傷上皮のみで特異的に発
現する遺伝子があった。つまり、この分子は
細胞の再生能力維持に深く関わっているこ
とが予測される。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではメダカのヒレ再生を細胞レベ
ルおよび分子レベルで理解することを目的
としている。メダカ EST 解析およびマイクロ
アレイ解析で得られた、再生時に特異的に発
現する遺伝子を中心に、細胞レベルの研究で
は、トランスジェニックメダカを用いた、
個々の細胞レベルでのより詳細なヒレ再生
メカニズムの解明を進めることを計画した。
また分子レベルでは、低分子化合物である各
種阻害剤を用いて、ヒレ再生に関与する分子
経路とその影響を調べることを試みた。 
 再生能がどのようにして獲得され、維持さ
れているのかを理解することで、再生医療へ
の基礎的知見に大きく貢献できると考えて
いる。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ヒレ再生過程で起こる種々の細胞現象を
明らかにするため、トランスジェニックメダ
カを用いた解析を試みた。トランスジェニッ
クメダカ作製にあたっては、ヒートショック
プロモーター下流に蛍光色素である EGFP を
つないだコンストラクトを導入したトラン
スジェニックメダカを作製し、ヒレ再生時に
特定の細胞を蛍光発色させることで、細胞移
動などの追跡を行う。 
 また、EST 解析およびマイクロアレイ解析
から得られた、再生芽や傷上皮で特異的に発
現する遺伝子を候補とした。これら候補遺伝
子のプロモーター領域に EGFP をつないだコ
ンストラクトを作製し、メダカ卵へのインジ
ェクションを行って、再生芽や傷上皮で特異
的に EGFP を発現するトランスジェニックメ
ダカのライン化を行い、ヒレ再生過程におけ
る EGFP 発現細胞の挙動を観察する。 
 一方分子レベルでの解析では、ヒレ再生に
関与するシグナル伝達経路を同定するため、
ヒレを切断したメダカに各種シグナル伝達
経路阻害剤を投与し、ヒレ再生にどのような
影響をおよぼすかを検討する。 
 

 
４．研究成果 
 
 メダカ尾ビレの構造を図１に示す。ヒレは
鰭条（骨）、血管、神経、表皮、間充織細胞
といった数種類の細胞群からなる、シンプル
な構造のため、研究材料として非常に扱いや
すい。 
 

 
 図１：メダカ尾ビレの構造 
写真上部が尾の先端（後方）を示す。 
鰭条（骨）はそれぞれアリザリンレッド、ア
ルシアンブルー染色を行った。血管は血管内
皮細胞特異的 EGFP 発現トランスジェニッ
クメダカ（緑色が血管）、神経は抗アセチル
化チューブリン抗体にて免疫染色（赤色が神
経）を行った。 
 
 細胞学的解析では、ヒートショックプロモ
ーター下流に EGFP をつないだコンストラク
トを作製し、メダカ受精卵へのインジェクシ
ョンを行った。胚を 38℃でヒートショック処
理し、EGFP の発現がみられた個体を成魚にま
で育て、さらに EGFP を発現する卵を産む成
魚をヒートショックトランスジェニックメ
ダカとして、そのライン化に成功した。 
 また EST解析およびマイクロアレイ解析か
ら、再生芽や傷上皮細胞で特異的に発現する
遺伝子を検索した。再生芽に特異的に発現す
る遺伝子として、beta igh3、neurocan およ
び新規遺伝子である e16d23 を選び、傷上皮
に特異的に発現する遺伝子には、sppl2 と
tsp2 を用いることにした（Katogi et al. 
(2004) Mech. Dev. 121, 861-872; Nishidate 
et al. (2007) Dev. Dyn. 236, 2685-2693）。
これら各候補遺伝子のプロモーター領域を
メダカゲノムより単離し、その下流に EGFP
をつなげたコンストラクトを作製した。完成
したコンストラクトをメダカ受精卵にイン
ジェクションし、ライン化を行った。今後は
ライン化に成功したトランスジェニックメ
ダカのヒレを切断し、ヒレ再生過程で EGFP
発現細胞がヒレのどの組織に分化するのか
を詳細に検討する予定である。 
 



 

 

 分子学的解析では、シグナル伝達経路阻害
剤を用いて、メダカのヒレ再生に関与するシ
グナル伝達経路の特定とその役割を検討し
た。フォスファチジルイノシトール３キナー
ゼ（PI3K）は細胞移動や増殖、アポトーシス、
細胞内小胞輸送といった種々のメカニズム
に深く関与していることが知られている。
PI3K の阻害剤である LY294002（LY）をヒレ
切断後のメダカに投与すると、ヒレ再生が阻
害されることがわかった（図２）。 
 

 
図２：LY 処理によるヒレ再生の阻害。 
再生３日目のヒレの写真。左がコントロール
（cont）の未処理の再生ヒレで、右が LY 処
理した再生ヒレ（LY）。矢頭が切断面を示し、
矢頭より上部が新しく再生したヒレ組織を
示す。右の LY 処理したヒレでは、矢頭より
上方に再生したヒレ組織がないことがわか
る。 
 
 LY 処理による再生芽形成への影響を調べ
たところ、組織切片の結果から、LY 処理した
ヒレでは再生芽様の構造がほとんどみられ
なかった。そこで、再生芽の分子マーカーで
ある msxC 遺伝子などの発現を観察したとこ
ろ、これらの分子マーカーの再生芽での発現
が減少しており、分子的にも再生芽形成が阻
害されていることがわかった。 
 また再生芽は増殖能の高い細胞からなる
細胞集団組織である。増殖中の細胞 DNA にピ
リミジンアナログである BrdUを取り込ませ、
再生芽に存在する BrdU 陽性細胞、つまり増
殖能をもつ細胞、の数やその局在パターンを
調べた。未処理の通常の再生ヒレでは、ヒレ
切断後に増殖能をもった細胞が多数出現し、
その後、ヒレの再生部位先端に移動して、再
生芽を形成していることがわかった。 
 ところが LY 処理した再生ヒレでは、ヒレ
切断後に現れる BrdU 陽性細胞の数は、未処
理のヒレとで大きな差はみられなかったも
のの、その後の再生芽への移動が阻害されて
いることが確認できた。 
 以上の結果から、PI3K シグナル伝達経路が
ヒレ再生過程において、再生芽形成に重要な
はたらきをしており、特に再生芽を構成する
細胞群の移動に深く関与していることが明
らかになった。 
 
 ヒレ切断後に傷口に形成される傷上皮は、
再生芽と同様、再生する組織に生じる特殊な
構造である。傷上皮特異的に発現する dlx5a
遺伝子などの発現を観察したところ、LY処理

した再生ヒレではそれらの発現が減少して
いることがわかった。 
 さらに蛍光色素である DiI を用い、再生ヒ
レの上皮細胞をラベルすると、ヒレ切断後、
切断面下方に存在する上皮細胞がすみやか
に移動し、傷口（切断面）を覆うことで傷上
皮が形成されることがわかった。一方、LY 処
理した再生ヒレでは、この上皮細胞の傷口へ
の移動に著しい遅れがみられた。 
 
 PI3K の下流因子である Akt は、リン酸化を
受けることで活性型 Akt となる。ヒレ再生時
に Akt が活性化されているかを調べるため、
抗リン酸化 Akt 抗体を用いた、組織染色を行
った。すると切断後の上皮細胞で、リン酸化
Akt 陽性細胞が多数確認された。その数は切
断後 10 時間でほぼピークとなり、切断後３
日目にはリン酸化 Akt陽性細胞はほとんど観
察されなかった。またリン酸化 Akt 陽性細胞
の数は、LY処理によって阻害された。 
 これまでの結果から、再生芽でも Akt がリ
ン酸化されることが予想されていたが、我々
の結果では、再生芽にはリン酸化 Akt 陽性細
胞は確認できなかった。つまり、Akt 依存性
の PI3K シグナル伝達経路は、再生芽ではな
く上皮細胞ではたらいていることが示唆さ
れた。 
 
 さらに、LY処理したヒレでは、ヒレ内部に
存在する血管の再生が阻害されていること
がわかった（図３）。血管内皮細胞特異的に
EGFP を発現するトランスジェニックメダカ
を作製し、ヒレ切断後の血管の再生を共焦点
レーザー顕微鏡で観察したところ、コントロ
ールの未処理のヒレでは、再生部位に血管が
広く張りめぐらされ、plexus と呼ばれる網目
状の構造を形成していた。ところが LY 処理
したヒレでは、血管の plexus 構造がまった
く確認されなかった。 
 

 
図３：LY 処理による血管新生への阻害作用。 
再生３日目のヒレの写真。左がコントロール
（cont）の未処理の再生ヒレで、右が LY 処
理した再生ヒレ（LY）。白矢印が切断面を示
し、矢印より上部が新しく再生したヒレ組織
を示す。左の未処理のヒレでは血管が網目状
に張りめぐらされているが、右の LY 処理し
たヒレでは、血管の再生はほとんどみられな



 

 

い。 
 
 以上の結果から、PI3K シグナル伝達経路が
メダカのヒレ再生に関与していることが明
らかとなった。ヒレ切断後には、①細胞周期
の活性化、②間充織細胞の移動、③PI3K-Akt
依存性の上皮細胞の再編成、④細胞の分化、
といった現象が起こることで、ヒレの再生が
秩序正しく進んでいくことが示唆された。魚
類のヒレ再生過程では、今回我々が示した
PI3K シグナル伝達経路の他に、FGF シグナル
伝達経路や Wntシグナル伝達経路が関与して
いることが報告されており、各シグナル伝達
分子の相互作用や再生過程への影響をより
詳細に調べることで、今後の再生研究の発展
性が期待される。 
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