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研究成果の概要（和文）：高効率で遺伝子組換え個体を作製できる利点を生かして、変態後に低

下する Xenopus の四肢再生能を回復させることを目指した。まず遺伝子発現の操作を効率よく

行えるように、その手法を改良した。ついで四肢再生の開始過程における Wnt シグナリングの

機能を解析し、幼生期と成体期では同シグナリングの再生開始への関与が異なることを明らか

にした。さらに Wnt シグナリングの活性化によって、本来は全く再生できない神経を除いた四

肢の再生を回復させえることを発見した。 

 
研究成果の概要（英文）：In amphibians, Xenopus is advantageous because we can prepare 

numerous transgenic animals efficiently. I aimed at recovery of limb regeneration in 

metamorphosed Xenopus, which has only restricted regenerative capacity of a limb. I 

modified the gene manipulation protocols to achieve effective control of gene expression at 

the beginning. Then, I examined the role of Wnt/β-catenin signaling in the initiation of 

limb regeneration and indicated the different mechanisms of limb regeneration initiation 

in tadpoles and young adults with reference to Wnt/β-catenin signaling. Finally, I found 

that the activation of Wnt/β-catenin signaling can rescue the loss of regenerative capacity 

in denervated limb of a young adult frog, which cannot regenerate at all originally.  
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１．研究開始当初の背景 

両生類が行う手足の再生（四肢再生）は四肢
という器官（付属肢）全体の再生であり、脊
椎動物が行いうる最も高度な再生である。四
肢の構造や発生過程における形成機構は脊
椎動物間でよく保存されていることから本
現象のメカニズムの解明が将来、器官レベル

での再生医療を実現させる上でも極めて有
用である。 
 両生類の中でもイモリやサンショウウオ
のような有尾両生類は成体になってもその
四肢を完全に再生できる。これに対してアフ
リカツメガエル（以下 Xenopus）に代表され
る無尾両生類は発生の初期には四肢の原基
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である肢芽を切断されても、最終的には完全
な四肢を再生できるものの、個体発生が進む
と次第に再生能が低下し、四肢を再生できな
くなる。したがって同種内で再生できる四肢
とできない四肢を比較することができ、
Xenopus における再生能低下の原因を探り、
これを逆行させる手法を探ることによって
将来ヒトのように四肢を再生できない動物
において器官レベルの再生を実現させるた
めの重要な手がかりが得られると期待され
る。 
 さらに有尾両生類においてはゲノムサイ
ズが巨大であることや効率のよい遺伝子操
作を行うことが困難なため、再生への関与が
予想される遺伝子の機能を解析する研究が
行えない状態が長年続いてきた。一方で
Xenopus では Xenopus tropicalisを用いたゲ
ノムプロジェクトがほぼ完了（研究開始当
初：現在では完了）し、さらに安価で高効率
な遺伝子操作の手法が確立しているという
大きな利点があった。研究代表者はこの利点
を最大限利用して、再生できなくなった
Xenopus の四肢を再生させ、脊椎動物におけ
る四肢再生能回復のモデルを構築する研究
に取りかかった。 
 

２．研究の目的 

Xenopus において変態が完了した後の小ガ
エル（以下 froglet）では軟骨のみからなる一
本のスパイクしか再生できなくなる。froglet

の四肢を切断してからスパイクの再生が完
了するまでには１ヶ月以上かかる。その一方
で再生の成功不成功は再生の開始時期にお
けるいわゆる「再生芽」の形成をうまく行え
るかどうかに大きく依存することが知られ
ている。したがって遺伝子操作によって
froglet の低下した再生能を回復させるため
には、この再生開始過程のメカニズムを分子
レベルで明らかにするとともに、特定の遺伝
子を適切なタイミングで発現させられる実
験系が不可欠になる。近年 Xenopus でトラ
ンスジェニック個体の作成法が確立したこ
とにより、例えば熱ショックプロモーターを
利用した発現系やテトラサイクリン（Tet）
による発現誘導系を胚発生が終了した後の
時期の Xenopus でも利用できるようになっ
た。本研究ではこのような発現誘導系を用い
て、再生の開始過程のメカニズムを分子レベ
ルで明らかにすることを最初の目的とする。
次に特定の遺伝子を適切な時期に最適の発
現量で発現させ、パターン形成の不全及び分
化能の不全のそれぞれをレスキューし、究極
的にはスパイクしか再生できない froglet に、
パターンを持ち筋肉等の軟骨以外の組織も
供えた四肢構造を再生させることを最終的
な目的とする。 

   

３．研究の方法 

四肢再生において特にその開始過程のメカ
ニズムを明らかにし、次に再生能が低下した
Xenopus の四肢をモデルにして再生能の回復
を行わせるために、以下のような研究方法を
用いた。 
 
（１）tg技術を利用した時期特異的な遺伝子
発現操作の確立 

従来トランスジェニック（以下 tg）技術を
利用した Xenopusにおける遺伝子発現操作で
は熱ショック（hsp70）プロモーターによる
発現誘導系が最もよく用いられてきた。しか
し、熱ショックをかけるまでは目的の遺伝子
をきちんと発現するかを予測できないこと
や、一回の熱ショックでは比較的短期間しか
目的の遺伝子を発現しないなどの制約があ
り、再生能の回復を目指す上で改善が必要で
あった。そこで遺伝子導入に用いるトランス
ジーンを改良することで、これらの欠点を克
服し、効率よく時期特異的な遺伝子を行える
ようにした。 
 
（２）tg技術を利用した領域特異的な遺伝子
発現操作の確立 

また従来の熱ショックプロモーターを利
用した遺伝子発現誘導系では個体の体全体
で遺伝子発現が誘導されるため、特定の領域
だけに限局した遺伝子発現の誘導が困難で
あった。そこで領域特異的な発現を行わせる
のに適したプロモーターやエンハンサーを
探索するとともに、テトラサイクリンを用い
た遺伝子発現系の導入を試みた。 

 
（３）四肢再生の開始機構の解析 

前述のように四肢再生が成功するために
はその開始過程（再生芽形成）がうまくいく
ことが鍵になると考えられている。以前の研
究から幼生期の Xenopus の再生には Wnt/β
-catenin シグナリングの活性化が必須である
ことが分かっていたが、変態後の froglet の
再生に対する関与はよくわかっていなかっ
た。そこで幼生期の Xenopus を用いた解析
でうまくいくことが分かっていた熱ショッ
ク（hsp70）プロモーターによる発現誘導系
を利用して、時期特異的に Wnt/β-catenin

のアンタゴニストであるDkk1を発現する tg

個体を作製して再生開始における Wnt/β
-catenin シグナリングの役割を検証した。ま
た Xenopus を含めた成体期の両生類の再生
では四肢に投射している神経軸索の存在が
必須で、再生に先立って神経を除くと再生が
起きなくなることが以前から知られていた。
そこで、再生開始への関与が予想される神経
から分泌されるシグナル（神経因子）との関
連を神経軸索の除去手術と組み合わせるこ
とで解析した。 



 

 

 

（４）低下した四肢再生能を回復させる手法
の探索 

主に（２）で述べた領域特異的な遺伝発現
の誘導系を用いることで、再生能が低下した
froglet に対して特定の遺伝子を再生過程で
発現させ、再生能を高めることを試みた。ま
た tg 個体の作製を介さずに、特定のシグナ
リングを活性化することが分かっている薬
剤を飼育水に加えて四肢の再生過程に作用
させることで、失われた再生能を回復させる
ことを試みた。 
 
４．研究成果 
以下、３「研究の方法」で列挙した 4つの項
目ごとに研究成果を述べる。 
 
（１）tg技術を利用した時期特異的な遺伝子
発現操作の確立 

従来 Xenopus でよく用いられてきた熱シ
ョック（hsp70）プロモーターによる発現誘
導では熱ショックをかけるまでは、どの個体
が目的の遺伝子を発現してくれるのかを予
測できず、したがって必要な例数よりもずっ
と多数の個体を育てておくことが必要にな
り、とくに発生後期で実験するにあたっては
その事が大きな負担になっていた。 

本研究では熱ショックの前にトランスジ
ーンがゲノムに導入された個体を識別する
ために、眼のレンズで特異的に活性化される
（γ）クリスタリンプロモーターを利用する
ことにした。このプロモーターに RFPをつな
いだトランスジーンを自分が導入したいト
ランスジーンと直列につないだ上で（図１）
tg 個体作製を行い、レンズが（RFPによって）
赤い蛍光を発した個体だけを選別すること
によって、目的のトランスジーンがゲノムに
導入された個体を効率よく選別できるよう
になった。同様のプロモーターを用いた標識
の試みは以前に他の研究者によっても試み
られているが、クリスタリンプロモーターに
よってレンズが標識された個体のうち、実際
に全ての個体が目的の遺伝子を本当に発現
しているのかについての定量的検証は行わ
れていなかった。研究代表者は目的の遺伝子
を GFP等で標識することにより、この点を検
証した。その結果、クリスタリンプロモータ
ーでレンズが標識された個体のうち半数以
上が目的の遺伝子を熱ショック後に発現す
るが、一部の個体は発現してこないことを明
らかにした。従って、クリスタリンプロモー
ターによる標識と目的の遺伝子そのものへ
の標識を両方行うことにより、効率よく遺伝
子発現の誘導が行えることが分かった。また

Xenopus で広く用いられる tg 個体作製の手
法は REMI 法と I-SceI 法に大別されるが、
このような標識は REMI 法でしか行えず、
I-SceI 法ではうまくいかないことを明らかに
した。 

 長期間にわたって目的の遺伝子を発現さ
せる手法の確立については（２）以降で述べ
る。 

 
（２）tg技術を利用した領域特異的な遺伝子
発現操作の確立 

特定の領域、とくに再生芽の領域で特異的
に遺伝子の発現を誘導するために、まず肢芽
および四肢の再生芽で特異的に活性化する
ことが報告されていた Prx1 のエンハンサー
を利用した。このエンハンサーを利用してテ
トラサイクリンによる誘導系（Tet-on）のベ
クターと組み合わせることによって、テトラ
サイクリンの誘導体であるドキシサイクリ
ン（Dox）を飼育水に加えることにより肢芽
および再生芽特異的な遺伝子発現の誘導が
行えることを明らかにした。また Doxを飼育
水に入れておくことによって、従来の熱ショ
ックプロモーターによる一回の発現誘導よ
りも長い期間にわたって目的の遺伝子発現
を持続させられることを明らかにした。 
 また frogletの四肢再生において前後軸や
背腹軸に沿ったパターン形成を回復させる
ためには、再生芽内においてさらに特定の領
域に限局した遺伝子発現の誘導を可能にす
る必要がある。そこで発生中の肢芽において
肢芽の後側だけで特異的に発現する shh遺伝
子の遠位エンハンサー（MFCS1）領域と shh

のプロモーターを連結したトランスジーン
を導入した tg 個体を作製して、領域特異的な
遺伝子発現をドライブできるか検証した。そ
の結果、通常の shh の発現パターンと同様に
肢芽および再生芽の後側に限局した遺伝子
発現をドライブできることを明らかにした。
これにより、再生芽の低下した frogletの再
生芽内において領域特異的な遺伝子発現の
誘導を可能にするための有力な足がかりに
なると期待される。 
 
（３）四肢再生の開始機構の解析 

「３．研究の方法」で述べたように幼生期
の再生では必須の働きを持つことが分かっ
ている Wnt/β-catenin シグナリングに着目
して、froglet の四肢再生における同シグナ
リングの役割を解析した。同シグナリングの
アンタゴニストである Dkk1 を熱ショックに
より時期特異的に発現させることにより、そ
の機能を解析したが、解析に当たっては項目
（１）で述べたクリスタリンプロモーターに
よる標識を利用して遺伝子発現操作の効率
化を行った。 
 幼生期の再生とは異なり、froglet の時期

図 1 



 

 

の四肢再生においては繰り返し熱ショック
を与えて再生芽形成の期間中にわたってず
っと Wnt/β-catenin シグナリングを阻害し
てもスパイク状軟骨の再生は正常に起こる
ことが分かった。一方で Wnt/β-catenin シ
グナリングに依存することが分かっている
fgf-8 や cyclinD1 などの遺伝子発現は Dkk1

を発現させた frogletにおいて減少していた。
そこで研究代表者は、幼生期とは異なり
froglet の四肢には神経軸索が多数投射して
いるため、その軸索から分泌されるいわゆる
神経因子の存在によって、Wnt/β-catenin シ
グナリングの役割が補償され、結果として再
生の阻害が起こらないという仮説を建てた。
この仮説を検証するために、四肢に投射して
いる神経軸索の数を約半分に減らした上で
同様な Wnt/β-catenin シグナリングの阻害
を froglet において行った。その結果シグナ
リングの阻害によって再生が起こらなくな
り、シグナリングを阻害していないコントロ
ールとの間で明らかな差が見られた。したが
って神経因子の分子的本体は Wnt/ β
-catenin シグナリングとは独立な分子である
が、その神経因子によって制御される下流の
分子の機能が Wnt/β-catenin シグナリング
の下流の機能とオーバラップしており、Wnt/

β-catenin シグナリングがブロックされた際
にはその機能を補償できるのだと考えられ
る。 

 本研究によって幼生期と成体期では四肢
再生の成功の鍵となる、開始過程のメカニズ
ムが異なっていることが Wnt/β-catenin シ
グナリングの必要性という観点から明らか
になった。さらに成体期では神経からの因子
が Wnt/β-catenin シグナリングよりも再生
開始において主要な役割を果たすことが明
らかになった。これらの知見は、高等脊椎動
物の成体において四肢再生の実現を図る上
でも重要な足がかりになると期待される。ま
た神経因子と Wnt/β-catenin シグナリング
それぞれの下流の機能が重複しているとい
う仮説については次の項目（４）でさらにそ
れを支持する結果が得られている。 

 

（４）低下した四肢再生能を回復させる手法
の探索 

再生能が低下した変態後の frogletにおい
て再生能を回復させる作用が期待される HGF
等の遺伝子を tg 技術を利用して発現させた
り、あるいは特定のシグナリングを活性化さ
せる薬剤を再生中の frogletに投与すること
で、再生能を回復させる手法を探索した。そ
の結果、Wnt/β-catenin シグナリングを活性
化する作用を持つ薬剤である GSK3 阻害剤
（BIO）によって一定の再生能回復への効果
が見られることが分かった。 

 前述のように frogletにおいて四肢に投射

している神経を全て除くと再生は起こらな
くなり、スパイク状軟骨すら再生しなくなる。

Froglet の前肢を切断してその直後に神経除
去（除神経）を行ない、除神経直後から 10
日目まで薬剤の入った飼育水で飼育した。コ
ントロールとして DMSO を加えて飼育水で飼
育した froglet では図 2A のように再生は全
く起こらないのに対して、BIO を飼育水に加
えた froglet では図 2B のような短いスパイ
ク状軟骨や、図 2C のような長いスパイクの
再生が見られるようになった（短い 2本の直
線は切断位置を示している）。BIO 処理を行っ
たうちで約２５％の個体でスパイク状軟骨
の再生が見られた。 
 従って全く再生を行えない成体期の四足
動物に対して Wnt/β-catenin シグナリング
を活性化することで何らかの構造を再生さ
せうる可能性が本研究の結果から示唆され
た。また神経を全て除いた四肢の再生が Wnt/

β-catenin シグナリングの活性化によって救
済されたことから、神経因子と Wnt/β
-catenin シグナリングはその下流における機
能が重複しているという項目（３）で述べた
仮説をさらに支持する結果となった。 
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