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研究成果の概要（和文）：イモリの脊髄再生において発現が上昇する遺伝子を見つけるためにトランスクリプト
ーム解析を行った。その結果、低下する遺伝子群に比較して、増加する遺伝子群が多く、脊髄再生過程にの遺伝
子発現が活発になっていることが示された。
脊髄再生において5倍以上増加する遺伝子が30個見つかり、それら遺伝子群の内、およそ1/3が哺乳類と共通の遺
伝子群、1/3が魚類と両生類の再生能力が高い脊椎動物と共通の遺伝子群、残り1/3が未知の遺伝子であった。そ
れら機能未知の遺伝子は他の脊椎動物種が持つ遺伝子とは相同性が見られず、イモリ固有の遺伝子であると考え
られ、脊髄再生における幹細胞制御との関与が示唆される。

研究成果の概要（英文）：To investigate alternative expression genes in newt spinal cord 
regeneration, we performed transcriptome analysis. As a result, many genes were upregulated while a 
few genes were downregulated indicating that entire gene expression is activated during spinal cord 
regeneration. 
High expression genes higher than 5-fold compared with intact spinal cord, were 30 genes and we 
refer them as Spinal Cord Regeneration Genes (SCRGs). Out of SCRGs, approximately one-third genes 
were shared genes with mammals, approximately one-third of SCRGs were conserved genes between fishes
 and amphibians, and one-third of SCRGs were unknown genes. Conserved genes with the unknown genes 
were not found among vertebrates suggesting that they are newt-specific genes and relate to stem 
cell regulation in spinal cord regeneration. 

研究分野： 有尾両生類における脊髄再生研究

キーワード： 脊髄再生　有尾両生類　神経新生　再生遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、日本では10-20万人の人が脊髄損傷によって苦しめられており、毎年4000-5000人の患者が増え続けている
と見積もられているが、最新の医療においても未だ有効な解決策が見出されていない。有尾両生類であるイモリ
は脊髄を含め、各種の器官、臓器の完全再生能力を有している。そのため、イモリの完全再生能力を解明するこ
とで、我々、ヒトの脊髄を再生させるために不足している要素、あるいは妨げている要因を見出すことができる
と考えられる。本研究により発見した脊髄再生時におけるこう発現遺伝子にはイモリ固有とみられる遺伝子が見
つかった。イモリの再生原理の一端を担い、ヒトの脊髄再生に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。
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１．研究開始当初の背景 
有尾両生類では古くから様々な器官が完全に再生することが知られてきたが遺伝工学的解析法
開発の遅れなどから有尾両生類の各種器官における再生メカニズムには不明な点が多く残され
ている。位置情報や細胞記憶、器官サイズの制御という謎を研究する中で、それらの土台になり
最も再生に重要な現象は再生を担う再生細胞の出現であるという考えに至った。脊髄の３次元
構造を再構築可能な再生細胞の出現、これこそが再生可能な動物と再生できない動物を隔てる
壁であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
有尾両生類の脊髄再生過程で脱分化によって神経と中胚葉を産む二胚葉性幹細胞が出現するこ
とが知られている(1)。これは神経幹細胞より、さらに初期の幹細胞であると考えられ、その制
御機構を明らかにすることで脊髄再生の中心的メカニズムを解明する。また脊髄の再生ができ
ないマウス・ラットにおいて、有尾両生類の脊髄再生メカニズムを再現することで脊髄再生メカ
ニズムの実証を目指す。有尾両生類脊髄における初期幹細胞への脱分化制御機構を明らかにす
ることで、各種の細胞がどのように位置を認識しているか、辿ってきた細胞系譜を如何に記憶し
ているかといった未だに明らかになっていない再生制御機構の解明に繋がるだけではなく、我々
ヒトの脊髄損傷再生へ向けて大きな知見が得られると期待される。 
 
３．研究の方法 
成体イモリにおける３次元的な組織再構築のメカニズムから、再生を可能にしている初期幹細
胞を同定し、その制御機構を明らかにする。そのために下記の実験計画（1）-（3）を行う。 
 
（１）トランスクリプトーム解析による再生特異的遺伝子の同定 
報告者らはイモリを用いた脊髄損傷実験を既に行っており、脊髄 5mm 切除モデルにおいては損
傷２週間後の段階で脊髄除去部に頭側・尾側より再生組織が生じ癒合した状態となっているこ
と、そこには脊髄上衣細胞のみが存在し、脊髄組織の細胞構築において他の細胞の関与はほとん
どないことを見出している。すなわち、この時点において組織採取を行うことで、比較的均一な
細胞群を得ることが可能と考えている。この細胞群を用いトランスクリプトーム解析を行うこ
とで、再生細胞として考えられる脊髄上衣細胞の再生時特異的発現遺伝子の同定を試みる。さら
にトランスクリプトーム解析で関与が予想される遺伝子について、免疫染色や in situ 
hybridization により損傷脊髄における時空間的な発現解析を行い、特定遺伝子の再生細胞にお
ける特異的発現を確認する。 
 
（２）レポーターモデルと細胞除去モデル作製による再生細胞の同定 
 初期幹細胞は脊髄上衣細胞に由来すると考えられているが、未だ実証されていない。細胞レベ
ルの解析にイモリの遺伝子改変は必須であるが、イモリの I-SceI トランスジェネシス法(2)が
開発され、遺伝学的手法が可能となったことから、さらに深い分子メカニズム解明の目途が立っ
た。再生特異的遺伝子のプロモーター制御下で CreERT2 と GFP 発現系、及びジフテリア毒素発現
系を組み合わせることで特異的なレポーター追跡と細胞除去を行う。ドライバーとして従来の
脊髄上衣細胞特異的遺伝子である FoxJ1 のプロモーターを用いた。トランスジェニックイモリ
の作成後、生後 5ヶ月で 4-OH tamoxifen 100 nmol/g を皮下注射、5.5 ヶ月後に脊髄切断が行
われたイモリを用いた。生後 6.5 ヶ月に 4％ Paraformaldehyde で灌流固定、続いて 4％ 
Paraformaldehyde で浸漬固定し、一晩振盪した。切片を作成後、抗 NF200・抗 GFP を反応させ、
蛍光免疫染色を行った。 
 
（３）損傷応答に着目した脱分化による再生細胞出現メカニズムの解明 
イモリの脊髄再生遺伝子候補に対して機能的解析を行うために、イモリにおけるゲノム編集法
を用い、脊髄再生における各遺伝子の役割の解明を目的に行う。In vitro 再構成系によりガイ
ド RNA と Cas9 タンパク質による RNP 複合体を作成し、インジェクション法により、遺伝子改変
イモリを作成した。またイモリの再生遺伝子をマウスに導入する方法として、ゲノム編集による
ノックイン法を開発し、機能解析から見出したイモリの脊髄遺伝子、あるいはその相同遺伝子を
導入し、脊髄再生における炎症、瘢痕形成、幹細胞の制御にどのような影響が出るかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
（１）トランスクリプトーム解析による再生特異的遺伝子の同定 
再生能力は脊椎動物の中でも種によって大きく異なり、イモリやサンショウウオなどの有尾両
生類では脊髄が切断されても完全に再生してしまう類まれな再生能力を有している。この脊髄



再生過程では神経系の再生であるにもかかわらず、中胚葉性の性質を獲得して二胚葉性の性質
を示すことが知られている。そのため、神経系前駆細胞ではなく、もう一段階早い神経・中胚葉
前駆細胞（初期幹細胞）を解析する必要があると考え、神経新生が盛んになる切断後 2週間の再
生脊髄に対するトランスクリプトーム解析を行った。その結果、低下する遺伝子群と比較して、
増加する遺伝子群が非常に多く、脊髄再生過程において各種遺伝子の発現が活発になっている
ことが示された。非損傷時に対して脊髄再生で 5倍以上増加する遺伝子 30 と 1/5 以下に低下す
る遺伝子 1を特定した。それらの遺伝子の内、およそ 1/3 が哺乳類と共通の遺伝子群、1/3 が魚
類と両生類の再生能力が高い脊椎動物と共通の遺伝子群、残り 1/3 が未知の遺伝子であった。脊
髄再生において変動するそれらの遺伝子を Spinal cord regeneration gene (SCRG)とした。2次
スクリーニングとして in situ hybridization 法による発現解析を行って、再生脊髄における

SCRG の発現の確認を行った結果、SCRG1, 2, 3, 14 は髄膜に、SCRG9, 11, 27 は再生脊髄上で散
在的に発現が確認できた。SCRG に含まれる未知の遺伝子はイモリ固有の遺伝子と考えられ、脊
髄再生遺伝子の候補であると共に初期幹細胞の制御に関与することが示唆される。 
 
（２）細胞除去モデル作製による再生細胞の同定 
タモキシフェンが働き、Cre ドライバーが誘導されたことにより、GFP が発現した（図２）。以上
のことより、脊髄上衣細胞から神経新生が起こっていることがわかる。その結果、再生した神経
には GFP の発現が見られ、脊髄上衣細胞に由来することが推測された。完全に切断した脊髄は再
生 1 か月後には組織レベルでの接続が見られ、この段階では後肢や尾の運動機能も回復が見ら
れている。しかし、再生した神経には GFP 陰性のものが見られ、脊髄上衣細胞とは異なる由来の
再生幹細胞が存在することが示唆された。ジフテリアトキシンの発現カセットを持つトランス
ジェニックイモリは虚弱で生存率が低いことから、タモキシフェン誘導前からのリークが予想
されるため、リークを防ぐ方法が必要と考えられる。 

 
（３）損傷応答に着目した脱分化による再生細胞出現メカニズムの解明 
イモリにおけるゲノム編集を確立させるために先行研究(3)に基づきチロシナーゼ遺伝子に対す
るゲノム編集を行った結果、メラニン色素が形成されないイモリの作成に成功し、ゲノム編集法
を確立させた。また SCRG の１つに対してゲノム編集を行って、数塩基の欠失によるフレームシ
フト変異イモリを作成した。ゲノム編集による遺伝子破壊法をイモリで確立させたことにより、
各種遺伝子の脊髄再生における機能解析が可能となった。またイモリ遺伝子をマウスに導入す
ることを想定し、マウスにおけるノックイン法を検討した。プラスミドにターゲット配列を組み
込み、ゲノムと同時に切断する HITI 法(4)、1 本鎖 DNA を用いて相同組み換えを行う ivTRT 法
(5)と卵管中の受精卵に直接、電気穿孔をかけることによって CRISPR/Cas9 RNP 複合体を導入す
る i-GONAD 法(6)と組み合わせた。その結果、どちらの場合も低頻度で遺伝子が導入され、マウ
スにおける遺伝子導入することができた。この結果、イモリにおける脊髄再生遺伝子をマウスで
検証するための道が開けた。 
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