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研究成果の概要（和文）：多細胞生物は、からだを長期に維持，再生する能力＝組織恒常性を持つが、このメカ
ニズムは未解明の部分が多い。本研究では，ゼブラフィッシュ尾ヒレをモデルとして，以下の成果を得た。
（1）傷害応答におけるマクロファージ動員にはPI3キナーゼシグナルが必要である。（2）遺伝子の再生応答に
は，2つの転写因子結合部位を介したシグナルが同時に活性化される。（3）骨，軟骨を産生，再生する間葉細胞
は，発生期に系譜が分かれ，生涯異なった系譜を持つ。（4）皮膚の基底幹細胞の自己複製と分化は，それぞれ
基底細胞，ケラチノサイトへの傷害によって誘導される。以上の研究により，再生プロセスの詳細なメカニズム
に関する理解が進んだ。

研究成果の概要（英文）：Multicellular organisms have an ability to maintain and regenerate their 
body parts over long periods of time, but many aspects of this mechanism remain unknown. In this 
study, using the zebrafish caudal fin model, we performed an analysis focusing on the important 
steps of tissue regeneration processes, and obtained the following results. (1) PI3 kinase signaling
 is required for macrophage recruitment in the injury response. (2) For transcriptional response of 
genes, signals via two transcription factor binding sites are simultaneously activated. (3) 
Mesenchymal cells, which produce and regenerate bone and cartilage, take different lineages during 
development and maintain throughout life. (4) Self-renewal of skin basal stem cells and keratinocyte
 differentiation are induced by injury to basal cells and keratinocytes, respectively. The above 
results greatly contributed to the understanding of the regeneration process.

研究分野： 再生生物学

キーワード： 組織再生　ゼブラフィッシュ　ヒレ　幹細胞　トランスジェニック

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
イモリや魚類などは，失った四肢や鰭を完全に再生することができる。この驚くべき能力の解明は近年急速に進
んできたが，依然として，再生を哺乳類において人為的に制御できるには遠い。本研究では，再生の開始におけ
るマクロファージの動員機構，遺伝子の再生応答，さらに，組織の主要な部分を作る間葉（骨細胞と軟骨細胞）
と皮膚細胞の由来・多様性・分化多能性を明らかにし，再生プロセスの重要なステップに関する知見を大きく前
進させた。
このような再生過程の解明から、ほ乳類で再生能力が限定されている原因や、いかにして組織が一定に保たれて
いるか、さらに幹細胞から組織，器官を作る技術へと繋がることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
生物は、多細胞体制を長期に維持，再生する能力＝組織ホメオスタシスを持つが、この分子・

細胞的基盤はまだほとんど明らかになっていない。特に、顕著な再生現象として、有尾両生類や
魚類は四肢や鰭を完全に再生することが知られているが、このような完全再生過程のメカニズ
ム解明から、ほ乳類で再生能力が限定されている原因や、組織ホメオスタシスの普遍原理の理解、
幹細胞から組織，器官を誘導する技術へと繋がることが期待される。 
多くの古典的な研究から，イモリなどの四肢や魚類のヒ

レの再生では、傷上皮（再生上皮），および増殖細胞を含む
再生芽という組織が形成されることが知られてきた（図
１）。近年，ゼブラフィッシュヒレの再生の分子的な解析か
ら，再生過程における分子基盤の解明が進み (Yoshinari et 
al. 2009. Dev Biol 325, 71–81; Kawakami 2010. DGD 52, 77-
87)，再生における Junb-JNK (Ishida et al. 2010. Dev Biol 340, 
468–479), Fgf (Shibata et al. 2016. Development 143, 2920-2929)
などをはじめ、多数のシグナルや分子の関与が明らかに
なってきている。 
また，再生における細胞の振る舞い，新たな組織を形

成する細胞の由来や細胞系譜についても，トランスジェ
ニック（Tg）を用いた研究から理解が進んできた。再生過程における細胞は，(長らく議論され
てきたような）多分化能を持つ細胞が多様な細胞を再形成するのではなく，それぞれのタイプの
細胞の“緩やかな脱分化”による再増殖や，組織幹細胞からの新たな細胞の供給によって，組織

を再構築することが，細胞系譜解析から明らかになってきた（Ando et al. 2017. Dev Cell 43, 1–8; 
Shibata et al. 2018. Development 145, dev.162016）。 
これらの研究から，魚類，哺乳類に関わらず，組織は常に再生や新生を繰り返しながら，組織

としての完全性を維持していることがいまや明らかになってきた。そこでは，間葉細胞，幹細胞，
前駆細胞，分化細胞など多様な細胞階層からなる集団が，組織の状態を感知し，位置情報に従っ
て，適切に細胞の供給や細胞死を誘導することで，恒常性を維持していると考えられる。従って，
付加再生過程の解析は，限られた生物の特異な現象の解明ではなく，多細胞生物に共通の重要な
システムを明らかにすることに繋がる。 
しかし，組織再生の分子・細胞基盤の理解が大きく進んできた一方で，哺乳類などの再生を人

為的に制御できるにはまだ多少のギャップが依然としてある。この理由は，再生の重要なステッ
プに関してほとんど未解明または手つかずのため，全体としての統合的な理解がまだ得られて
いないことが主要な原因と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では，解明が遅れていた重要かつ未解明の再生プロセスの研究と，それらの間のリンク

の解明によって，再生の具体的かつ統合的な理解を大きく前進させることを目指した。具体的に
は， 
① 再生開始における恒常性破綻の感知機構，免疫細胞との相互作用  
② 再生応答遺伝子の転写誘導メカニズム，再生応答エンハンサーの同定 
③ 再生に応答して組織の主要な部分を作る間葉細胞とはどういう細胞か？この細胞の由来，

多様性，分化多能性，恒常性維持における役割， 
④ 皮膚再生を担う基底幹細胞の自己複製と分化の制御メカニズム， 
について主に研究を進めた。 
 
 

図１：魚類ヒレの再生 組織切断後２日目ま

でに傷上皮と再生芽増殖細胞が形成され、14

日頃にはほぼ再生が完了する。 



３．研究の方法 
 
① 再生開始における恒常性破綻の感知機構，免疫細胞との相互作用 
私達は以前の研究で，マクロファージの供給する生存因子により，再生細胞の生存と再生が進

むことを示した。傷害組織は interleukin (il) 1などの炎症分子を発現し，過剰な il1は再生細胞
の死を誘導するが、正常な組織では主にマクロファージによって炎症が抑制され、再生細胞の生
存と再生をサポートする（Hasegawa et al. 2017. eLife 10.7554/eLife.22716） 
本研究では，再生細胞の死やマクロファージの動員を制御するシグナルメカニズム同定のた

め，ケミカルライブラリーのスクリーニングを行い，再生に伴って異常な細胞死を誘導する低分
子化合物の探索を行った。同定した化合物のうち，劇的に作用した１つに注目して，ケミカルノ
ックダウンした表現型の詳細な解析を行った。 
 
② 再生応答遺伝子の転写誘導メカニズム，再生応答エンハンサーの同定 
再生時に誘導される遺伝子（再生応答遺伝子）動員は，再生のカスケードを開始する最初の

プロセスであり，多くの遺伝子と同様，再生遺伝子の転写応答もエンハンサー・プロモーター
によって制御されると考えられる。再生応答エンハンサーRRE (Regeneration Responsive 
Enhancer) の解明は当分野の難しい課題であったが，近年に至り，幾つかのRREがゼブラフィ
ッシュなどで同定されてきた。 
本研究では，再生応答遺伝子の１つであるfibronectin 1b遺伝子上流から，トランスジェニッ

ク(Tg) アッセイによってRREを同定した。作製した様々のEGFPコンストラクトは，幼生膜ヒ
レの再生と成体ヒレの再生でアッセイを行い，再生応答を示した領域の比較から共通する転写
因子結合モチーフを同定した。これらは，上流の転写因子シグナルのノックダウンも行って検
証し，さらに，心筋再生や，アフリカツメガエルの幼生肢芽の再生でのエンハンサー活性を調
べた。 

 
③ 再生に応答して組織の主要な部分を作る間葉細胞とはどういう細胞か？ 
私達は以前の細胞系譜解析で，ヒレの間葉細胞は発生期の体節が起源で，この一部は骨を再

生する組織幹細胞としてニッチに蓄えられていること，さらに間葉細胞がこの組織幹細胞を維
持していることを発見した(Ando et al. 2017. Dev Cell 43, 1–8) 。多くの再生組織を占める細胞は
間葉細胞であるが，間葉細胞の実体についてはこれまでほとんど理解されていない。 
本研究では，間葉細胞の起源である発生期の体節で細胞をラベルして間葉細胞系譜を追跡す

ることを目指した。このため，体節で発現する sox9a などの Cre 組み換え酵素発現トランスジェ
ニックを作製し，Cre-loxP 組み換えによって細胞のラベルを行い，それらの細胞子孫が，成体の
骨芽，軟骨芽など，どのような細胞系列に寄与するかについて解析を行った。 
 
④ 皮膚再生を担う基底幹細胞の自己複製と分化の制御メカニズム 
私達は以前に，再生中の傷上皮を，Cre-loxP 組み換えにより EGFP で遺伝的に永久ラベルし，

細胞のトレーシングを行うことに成功した（Shibata et al. 2018. Development 145, dev.162016.）。
この解析から，表皮基底細胞が完全な皮膚再生の鍵であることが判明したが，標識した傷上皮由
来細胞は１週間から２週間程度経つとヒレの末端へ向かって押し出され消失し，長期の細胞動
態は追跡できなかった。 
 本研究では，発生期から成体まで生涯にわたって表皮基底幹細胞の動態を追跡するために，基
底細胞特異的に発現する遺伝子の同定と，これを用いた Cre-loxP による細胞標識を行った。基
底細胞の長期のライブイメージングから発生，成長，再生を通じた基底幹細胞の動態を解析し，
さらに基底細胞または表皮ケラチノサイトの遺伝学的な傷害実験を行い，基底細胞の自己複製
か分化かのチョイスを決めるメカニズムの探索を行った。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
① 再生開始における恒常性破綻の感知機構，免疫細胞との相互作用 
ケミカルライブラリーのスクリーニングを行い，再生に伴
って異常な細胞死を誘導する低分子化合物の探索を行っ
た結果。8 つの化合物を同定した。そのうち，極めて劇的
に作用した１つに注目して，ケミカルノックダウンした表
現型の詳細な解析を行った。PI3Kγ 特異的阻害剤である
AS605240 による PI3Kγ 阻害は、マクロファージ欠損変異
体で観察されるアポトーシス表現型と同様のアポトーシ
ス表現型を示し、再生初期の PI3Kγ 機能がマクロファージ
動員に必要であった。PI3Kγ を介したシグナルが、マクロ
ファージを損傷組織に動員するために不可欠であること
を示した。  

 

② 再生応答遺伝子の転写誘導メカニズム，再生応答

エンハンサーの同定 
本研究では，トランスジェニック(Tg) アッセイに

よって，fibronectin 1b遺伝子上流から，幾つかのエンハンサー領
域RREを同定した。これらのRREに含まれる転写因子結合配列を
比較したところ，AP-1モチーフ(Jun/Fos標的配列) と，E-boxモチ
ーフ(TCFなどのbHLH転写因子標的配列) の2つの転写因子結合モ
チーフが共通していることがわかった。実際に，これらのモチー
フの組み合わせは，再生エンハンサーとして機能することが示さ
れ，E-box，AP-1転写因子結合モチーフの組み合わせが再生エン
ハンサーの実体であることを明らかにした（図3） 
同定されたRREは，心筋やアフリカツメガエル幼生の肢芽

でも応答が見られ，組織や生物種を超えて機能することが示
された(Tamaki et al., 2023. Biol. Open 12, bio059810)。 
 

③ 再生に応答して組織の主要な部分を作る間葉細胞とはどう

いう細胞か？ 
Sox9 Cre系統を確立し，体節由来の間葉細胞の細胞系

譜の解析を行う系を確立した。これを使った体節細胞
の系譜解析により，すでに体節において，間葉系譜と
骨芽細胞を生み出す系譜が分かれることが明らかにな
った。遺伝子プロファイリングにより，非骨芽系間葉
細胞は，軟骨細胞を生み出す系譜であることを明らか
にした 
これら系譜は再生過程を経ても分化転換は生じない

で，生涯異なった系譜として存在し，それぞれ軟骨細
胞，骨芽前駆細胞を含む骨芽系列細胞を補充し続けるコ
ミットした幹細胞であることが示された。 
 

図2. マクロファージ動員におけるPI3Kγの機
能  PI3Kγシグナルはマクロファージの傷害
部位への動員に必須であることが示された。 

図3. E-boxとAP-1モチーフの組み
合わせが再生応答エンハンサー 
２つの転写因子モチーフを経由す
る異なったシグナルの統合が，再
生応答遺伝子の活性化と再生プロ
グラムの開始に必要である。 

図４間葉細胞の系譜 体節を起源とす
る骨軟骨系譜の間葉細胞は，発生期に
軟骨系間葉と骨芽系間葉に分かれ，そ
れらは生涯にわたって，軟骨芽と骨芽
細胞を維持する。 



④ 皮膚再生を担う基底幹細胞の自己複製と分化の制御メカニズム 
 表皮基底幹細胞の長期ライブイメージングのため，任意の時に幹細胞を Cre-loxP 組み換えで
標識できる Tg の開発を行った。その結果，
integrin b4 (itgb4)プロモーターを用い，発生期
から成体まで，どのステージでも幹細胞を標識
できる Tg が作製できた。これと，krt4, krt18 な
どの蛍光 Tg を駆使し，生涯にわたる幹細胞の
動態解析に成功した。 
発生初期には上皮は均一な細胞であるが，

体節期にヘテロな集団になり，同時に一部が
itgb4+の基底幹細胞前駆細胞になることがわか
った。以後，成体型の細胞は，胚性の表皮と
置き換わっていく。成体になると，基底細胞
は殆どは静止期に入るが，傷害が幹細胞の自
己複製や分化を誘導した。基底細胞の傷害は
自己複製を誘導し，表皮細胞の傷害は，特異的
に基底細胞の増殖細胞への分化とケラチノサイ
ト産生を誘導することを示した（図5）。 
 
 
 
 

図5 表皮細胞の発生起源と傷害による幹細胞の制御  
発生初期には均一な表皮細胞であるが (A)，体節期に
これらはヘテロな集団になり(B)，一部の細胞のみが
itgb4+となる (C)。itgb4細胞は将来の基底幹細胞にな
り，成体の表皮細胞が胚性の表皮に置き換わる(D)。
成長期を経て成体になると，基底細胞は静止期に入
るが (E)，傷害によって自己複製や分化が誘導され
る。基底細胞の傷害は自己複製のみを起こし(F)，表
皮細胞への傷害は，基底細胞の増殖細胞への分化と
ケラチノサイト産生を誘導する。 
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