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研究成果の概要（和文）：本研究では両生類の腎尿細管の再生をモデルとして、再生過程をライブイメージング
できるトランスジェニック・ツメガエルから摘出した腎管細胞の網羅的オープンクロマチン領域解析とH3K27 の
アセチル化修飾(H3K27ac)抗体を用いたクロマチン免疫沈降シーケンス、再生中の腎尿細管で活性を示すエンハ
ンサーのトランスジェニック・スクリーニングを行い、(1) 再生特異的なエンハンサーの同定、(2) 再生特異的
なエンハンサーを活性化する転写因子の同定、(3) 標的遺伝子の同定、に成功した。これから、個体内でのネフ
ロン再生を可能とさせるシス調節メカニズムの一端が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We first collected proximal and intermediate tubules from Xenopus Pax8:GFP 
positive uninjured (day 0), regenerating (day 2), and regenerated (day 5) conditions for ATAC-seq 
and H3K27ac ChIP-seq, and uninjured (day 0), uninjured (day 2), and regenerating (day 2) conditions 
for RNA-seq. We then obtained putative enhancers of regeneration based on these data sets. In vivo 
enhancer activities for putative enhancers were tested using Xenopus transgenic system and confirmed
 that putative enhancers were activated after the injury of nephric tubules. Then, we applied the 
HOMER tools to identify drivers of the regeneration enhancers. We found a robust enrichment of Pbx, 
Tead, Klf motifs in regenerating specific open chromatin elements. Transcriptional activities were 
tested using luciferase reporter system, and Klf functions as an activator for these elements. These
 results suggest that the transcriptional activator of Klfs is one of the regulators for nephric 
tubules regeneration enhancers.

研究分野： 遺伝子発現制御

キーワード： 再生エンハンサー　網羅的オープンクロマチン解析　腎再生　転写因子　ゲノム　シス調節配列　アフ
リカツメガエル　ネッタイツメガエル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織・器官の再生では発生過程で使われた遺伝子が再び発現することが知られている。しかしながら、これら発
生制御遺伝子の再発現を担うエンハンサーがいずれの転写因子により活性化されるのか全ゲノムレベルでその機
能を捉える研究は殆どなされていなかった。本研究は哺乳類と同様に損傷後の残存している細胞から尿細管を再
生する両生類をモデルとしてその問の解決に挑み、腎尿細管再生における全ゲノムレベルでの再生エンハンサー
と活性化因子を明らかにした。これらエンハンサーや活性化メカニズムは哺乳類においても進化的に保存されて
いると予想され、将来の再生医療技術の発展に繋がる点において社会的意義が高い。

※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 
腎臓は⽣体内の恒常性を維持する上で必須の臓器である。それゆえ、ヒトを含む様々な
脊椎動物は、障害を受けた腎組織を完全に、あるいは部分的に再⽣することができる。
両⽣類の胚は、ほ乳類と同様に腎尿細管が損傷を受けけると残存する細胞から再び尿細
管が再⽣する。加えて、両⽣類は単に尿細管上⽪細胞が再⽣するだけでなく、機能的な
ネフロンも再構築する。この腎尿細管の再⽣については細胞の増殖能や幹細胞の存在の
有無の視点から研究が進められているが、損傷後のゲノム動態については不明な点が多
かった。本研究は、腎尿細管の再⽣に関わる遺伝⼦群の⾮コード DNA 領域の機能を俯
瞰的な視点から捉え、個体内でのネフロン再⽣を可能とさせるシス調節メカニズムの全
容解明を⽬指すものであった。 
 
 

2. 研究の⽬的 
遺伝子の発現は、ONスイッチに相当するエンハンサー配列と OFFスイッチであるサイ

レンサー配列が制御する。ヒトゲノムの 98%を占める遺伝子をコードしない領域には

様々な生体機能に特化したエンハンサーとサイレンサーが存在するが、機能が明らかに

なっているものはごく一部であり、そのほとんどははいまだ未知である。魚類や両生類

は損傷を受けた複雑な組織や器官を再生する高い能力をもつが、それら動物のゲノムに

は、再生で使う遺伝子の発現を制御するエンハンサーが存在することが予想され、世界

中でその探索が続けられてきた。2016 年に Junsu Kang 博士らが初めて、成体小型魚類

の再生中の心臓細胞のエピジェネティク修飾情報を利用して「心臓再生エンハンサー」

を発見した (Kang., J., Nature, 2016)。一方、我々は、国内外で唯一、両生類の再生中の腎

組織でのエンハンサー活性を指標とした in vivo スクリーニングにより「腎再生エンハ

ンサー」の同定に成功した (Suzuki, N., eLife, 2019)。しかしながら、この研究では Lhx1

遺伝子の近傍の数百 Kbp に存在する保存された進化的に保存された非コード領域(保存

非コード DNA領域)についてのみエンハンサー機能の解析を行っており、全ゲノムレベ

ルでの変化については捉えることができていなかった。そこで本研究は、近年急速に技
術的課題が克服された網羅的オープンクロマチン領域解析と網羅的 in vivo エンハンサ
ー機能解析の⼿法を組み合わせて、腎尿細管が再⽣する過程のゲノム動態の全容の解明
を⽬的とした。 

 
3. 研究の⽅法 

網羅的オープンクロマチン解析（ATAC-seq）とエピジェネティック修飾のクロマチン
免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）を⽬的として、腎尿細管の再⽣過程をメージングでき
るトランスジェニック・ツメガエルから損傷前、再⽣ 2 ⽇⽬、再⽣ 5⽇⽬の腎臓尿細管
をそれぞれ 50個ずつ摘出した。また網羅的発現解（RNA-seq）を⽬的として、損傷前、



再⽣ 2 ⽇⽬、損傷を与えずに 2 ⽇飼育した個体の腎尿細管からそれぞれ 50個ずつ摘出
した。ATAC-seq については、新学術領域「学術研究⽀援基盤形成 先進ゲノム⽀援」の
⽀援によりデータを得た。クロマチン免疫沈降シーケンスについては、ミクロコッカス
ヌクレアーゼ（MNase）でゲノム DNA を切断後、H3K27 のアセチル化修飾(H3K27ac)
抗体とH3K9me3抗体を⽤いて免疫沈降を⾏い、ThruPLEX DNA-seq Kit （Takara Bio 
In., Cat# R400674)によりライブラリー作製ならびにシーケンスを⾏い、データを⼊⼿
した。発現解析については、total RNA を精製後、Ion AmpliSeq Library Kit Plus(Thermo 
Fisher Scientific, Cat#4488990)を⽤いてライブラリーを作製後、シーケンスを⾏い、デ
ータを得た。再⽣時に特異的にオープになるゲノム領域を抽出後、HOMER tools を⽤
いて、de novo の転写因⼦の結合モチーフを探索した。候補転写因⼦に絞り込みについ
ては、再⽣時に特異的にオープンになる領域とルシフェラーゼ遺伝⼦を連結したレポー
ターと候補転写因⼦をヒト胎児腎細胞 293 (Human Embryonic Kidney cells 293)に共導
⼊し、その活性を測定した。また候補転写因⼦の DNA 結合ドメインに Engrailed 
repressor domain (EnR)を融合した後、熱ショック依存的にそれら融合遺伝⼦の発現を
誘導できるトランスジェニック・ツメガエルを作製し、候補転写因⼦の腎尿細管再⽣に
おける役割について検討した。 

 
4. 研究成果 

損傷後の再⽣時に特異的にクロマチンがオープンになる領域は、1,020 箇所あった。そ
れらオープン領域にエンリッチしている転写因⼦の結合モチーフを探索したところ、
Krüppel-like factors (Klf)ファミリーのモチーフが有意に認められることがわかった。
RNA-seq のデータを調べると、再⽣中の腎尿細管では Klf4、Klf6、Klf15、SP1、SP4、
SP8が発現することがわかった。これらは再⽣を制御する遺伝⼦の発現を誘導する候補
である。そこで、まずネッタイツメガエルの cDNA から Klf4、Klf6、Klf15、SP1、SP4
の全⻑をクローニングした。次に、ChIPpeakAnno を⽤いて再⽣特異的に発現が亢進す
る遺伝⼦の中で再⽣時に特異的にクロマチンがオープンになる領域を抽出し、それら領
域をルシフェラーゼ遺伝⼦に連結したレポーター遺伝⼦を構築した。これらレポーター
遺伝⼦と Klf4、Klf6、Klf15、SP1、SP4をHEK293T 細胞に共導⼊し、レポーター活性
を測定した。これにより、Klf6と Klf15が再⽣時に特異的にクロマチンがオープンにな
る領域に対して、転写活性化能を⽰すことがわかった。損傷後 24 時間、48 時間の腎尿
細管について定量 PCR（quantitative PCR）を⾏ったところKlf6と Klf15のいずれも、
損傷後 48 時間での発現誘導が認められたが、24 時間においては Klf15のみ発現の誘導
が認められた。次に Klf15の DNA結合ドメインと EnRを融合し、熱ショック依存的に
それら融合遺伝⼦の発現を誘導できるトランスジェニック・ツメガエルを作製した。そ
れら個体に対して、熱ショックによりEnR-Klf15を誘導後に損傷を与えたところ、再⽣
が阻害されることがわかった。 
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