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研究成果の概要（和文）：高い再生能力をもつアフリカツメガエル幼生が後肢を発生・再生する過程の形態形成
期についてトランスクリプトーム解析を行い、「再生領域特異的に発現上昇する遺伝子」を10個同定した。
うち2個の遺伝子（X1, X2）についてゲノム編集による機能欠損実験を行ったところ、幼生で後肢再生が異常に
なる表現系(後肢"発生"には全く異常が見られない)が得られ、複数の形態形成遺伝子発現の減少が見られた。
次に熱ショック応答を利用した過剰発現による機能回復実験を行ったところ、成体で後肢切断後に先端が2～3本
に分岐した軟骨をもつ器官が再生するという表現系が得られ、形態形成遺伝子発現の上昇が確認された。

研究成果の概要（英文）：We conducted transcriptome analysis of the morphogenesis phase of hindlimb 
development and regeneration in larvae of Xenopus laevis, which has a high regenerative capacity, 
and identified 10 genes that are upregulated specifically in the regeneration region. Genome editing
 of two of these genes (X1 and X2) resulted in abnormal hindlimb regeneration in larvae (no 
abnormalities were observed in hindlimb "development") and a decrease in the expression of several 
morphogenetic genes. Next, we conducted a functional recovery experiment by overexpression of X1 or 
X2 using heat shock response, and obtained regenerates with bifurcate/trifurcate cartilage after 
hindlimb amputation in adult frogs, confirming an increase in morphogenetic gene expression.

研究分野：四肢再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アフリカツメガエル成体は不完全な後肢再生（通常は単純な１本の軟骨をもつ後肢が再生）しか起こせないが、
単一遺伝子を人為的に発現させることで、最大３本に分かれた軟骨をもつ後肢を再生させることができた。
また、機能欠損することによって後肢再生部位の形態形成に異常が現れ、その時に発生の形態形成には全く影響
が見られなかった。この様な働きをもつ遺伝子の発見は世界初である。
今回得られた因子をさらに詳しく解析することで、不完全な再生能力をもつアフリカツメガエルに完全な再生を
させるための手がかりが得られると予想される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

ヒトを含む哺乳類の再生能力を向上させることは、理学的に魅力的な研究課題であるととも

に、医学的にみても究極的な課題の一つである。もちろん哺乳動物を対象にこの課題にダイレク

トに踏み込むことは極めて難しく、そのため、再生能力の高いモデル動物を用いて研究を行い、

その仕組みを哺乳類へ応用することを模索するというストラテジーがとられてきた。特に両生

類は高い再生能力を持ち、四肢再生の研究については長い歴史を持つ。興味深いことに、イモリ

を代表とする有尾目が一生に渡り四肢再生可能であるのに対し、無尾目（カエル類）は、幼生期

には高い四肢再生能を示す一方で、成体になるまでにその能力は低下していき、最終的にはスパ

イクと呼ばれる１本のとげ状の軟骨と表皮のみの構造が復元されるのみとなる（指や筋肉など

の構造ができない）。そこで多くの研究者は哺乳類再生への応用の第一歩として、再生能力の低

いカエルの成体において四肢を完全再生させる方法を模索してきた。イモリやカエルにおいて

再生可能な器官が損傷を受けると、まずその損傷部位に「再生芽」と呼ばれる特殊な組織が形成

されるため、多くの先行研究では、この再生初期の再生芽形成過程にフォーカスし、脱分化・増

殖に必要な因子を同定してきた。しかしこれまでに、それらの因子を操作することで後の形態自

身の復元に至ったという報告は皆無である。 

 

 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、トランスクリプトーム解析によって再生領域特異的に発現する遺伝子群

を明らかにしてきた。本研究では、これらの遺伝子の機能解析を起点に、ツメガエル四肢再生を

駆動する分子機構を明らかにするとともに、その機構を再生能力が著しく低下する成体に誘導

することで再生能力を回復させることに挑戦する。 

 

 

 

３．研究の方法 

以下の２課題に取り組むことで研究目的を達成する。 

［課題１］ゲノム編集技術による再生領域特異的に発現する遺伝子の機能解析 

［課題２］候補遺伝子の過剰発現によるツメガエル成体再生能力回復への挑戦 

［課題３］機能欠損/獲得ツメガエル個体の再生領域における遺伝子発現と細胞増殖の解析 

 

 

  



４．研究成果 

［課題１］ 

アフリカツメガエル幼生の四肢再生・発生過程における形態形成期について RNA-seq による

トランスクリプトーム解析を行った結果、再生領域特異的に発現上昇する遺伝子 10 個が同定さ

れた。この 10 個のうち最も発現量の差が大きい 2 つの候補遺伝子(X1, X2)について、Crispr-

Cas9 系を利用したゲノム編集による機能解析(Loss of Function)を 2倍体であるネッタイツメ

ガエルに対して行った。Founder 個体(F0)は高いモザイク性を示したため次世代(F1)による解析

を行ったところ、遺伝子 X1,X2 ともに変異個体(幼生)について四肢再生が異常になる表現系が

得られた。この時、四肢再生異常を示した個体は左後肢のみを切断し、右後肢はそのまま発生過

程を進めていたのだが、四肢発生に関しては全く異常が見られなかった。この様な「四肢発生に

は影響せず四肢再生だけで働く遺伝子」はこれまでに知られていない。 

 

［課題２］ 

熱ショック応答により遺伝子 X1, X2 発現を誘導できる Transgenic アフリカツメガエル個体

を作製し、四肢再生領域で X1, X2 を過剰発現させることによってこれら遺伝子の機能解析(Gain 

of Function)を行った。野生型のアフリカツメガエルでは、変態後の個体は幼生よりも再生能力

が低く、四肢切断を行った場合には 1本の棒状軟骨をもつ「スパイク」が再生するのみで指など

のパターンは再生しない。ところが、遺伝子 X1をリークにより発現させた Tg個体(変態後の幼

若個体)について後肢切断を行い再生させたところ、先端が 2〜3 本に分岐した軟骨をもつ再生

が起こること（X1 : N=10/30, X2 : N=7/21）を確認した。 

 

［課題３］ 

遺伝子X1のゲノム編集F2個体(幼生)の四肢再生における形態形成遺伝子発現をRNAscopeに

より確認したところ、最大 4割の個体でいずれかの遺伝子発現パターンに異常が見られた。同様

にして形態形成遺伝子発現量の定量をリアルタイム PCR によって行ったところ、最大 4 割の個

体でいずれかの遺伝子発現量の低下を確認した。 

次に、遺伝子 X1の過剰発現個体(変態後の幼若個体)においてもリアルタイム PCR による形態

形成遺伝子発現量の定量を行ったところ、約 3 割の個体で形態形成遺伝子発現量の上昇が確認

された。 

遺伝子 X1 のゲノム編集 F2 個体(幼生)/過剰発現個体(変態後の幼若個体)の四肢再生におい

て、自脚部の低形成/再生部位の膨大がそれぞれ確認されたため、 形態変化が現れる少し前の再

生部位における細胞増殖パターンをリン酸化ヒストン H3 の免疫染色によって確認した。その結

果、ゲノム編集個体/過剰発現個体は野生型と比較してそれぞれ有意に増殖細胞数の減少/増加

していた。 
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