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研究成果の概要（和文）：高い再生能力をもつツメガエル幼生の四肢再生の形態形成期について「四肢再生領域
特異的に発現上昇する遺伝子」としてX1 と X2を同定し、それらの機能を解析した。
幼生における機能欠損解析と変態後の幼若個体における機能回復解析により、X1, X2が四肢再生特異的に遠位
/後方のパターニング遺伝子発現制御を行うことが示唆され、X1, X2が四肢再生時に形態形成遺伝子発現を開始
させるための重要な遺伝子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified X1 and X2 as "genes with specific expression in Xenopus Laevis
 regenerating limb" and analyzed their functions.
Loss-of-function analysis in larvae and gain-of-function analysis in metamorphosed frogs suggested 
that X1 and X2 regulate distal/posterior patterning gene expressions in a limb regeneration specific
 manner, implying that X1 and X2 are important genes for initiating morphogenetic gene expressions 
during limb regeneration.

研究分野： 再生生物学

キーワード： 四肢再生　形態形成　ゲノム編集　トランスクリプトーム解析　RNA-seq　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
変態後のカエルでは不完全な後肢再生しか起こせない(指のない1本の棒状の後肢が再生)。本研究では変態後の
カエルで人為的に単一遺伝子（X1またはX2）を発現させることで、先端が3本に分かれた後肢を再生させること
ができた。このように単一遺伝子の導入のみで再生能力の向上を成し遂げられたのは世界初である。また本研究
では四肢再生におけるX1とX2を起点とした「四肢再生時に形態形成機構を再駆動させる分子機構」を詳細に明ら
かにしつつあり、ツメガエルに完全な再生をさせるための大きな手がかりとなることが予想される。

※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。 

一方、再生芽形成後の形態形成過程に関しては、発生の形態形成の分子機構とどの程度の共
通性があるのか（再生時のみ働く分子機構はあるのか）を網羅的に探索し、かつ機能解析した例
は非常に少ない。我々はツメガエル幼生の四肢再生における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する十個の候補遺伝子を見出した。本研究では、そ
のうち２つの候補遺伝子についてゲノム編集で機能解析することにより、四肢再生を駆動する
分子機構の解明を目指す。さらに、再生能力が低下する成体にその分子機構を誘導することで四
肢再生能力の回復に挑戦する。 
 
 
 
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３課題に取り組むことで研究目的を達成する。 
[課題 1] X1, X2 を起点とした四肢再生を駆動するシグナル伝達系の解明 
[課題 2] 四肢切断後に見られる遠位化 (Distalization) の分子機構の解明 
[課題 3] 転写因子 X1, X2 過剰発現によるツメガエル成体四肢再生能回復への挑戦 
 
 
 
４．研究成果 
[課題 1] 
ネッタイツメガエルにおいてゲノム編集により KO個体を作製し（機能欠損解析）、またアフリカ
ツメガエルにおいて熱ショック応答により遺伝子発現を誘導できる Transgenic 個体を作製した
（機能獲得解析）。まず幼生 KO個体で RNAscope アッセイとリアルタイム PCR 解析を行ったとこ
ろ、遠位/後方パターニング遺伝子発現が野生型に比べて有意に低下していた。一方、過剰発現
Tg(+)幼若個体では遠位ならびに後方パターニング遺伝子が Tg(-)個体に比べて有意に発現上昇
した。さらに、幼生 KO 個体/過剰発現 Tg(＋)幼若個体の四肢再生において、再生遠位領域の低
形成/膨大がそれぞれ確認されたため、それぞれの形態変化が現れる少し前の再生遠位領域にお
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ところ、それぞれコ
ントロールに比べて増殖細胞数が有意に減少/増加していた。 
 
[課題 2] 
X1 の KO 幼生と野生型の幼生（共にネッタイツメガエル）について四肢再生と四肢発生のトラン
スクリプトーム比較解析を行った。それぞれについて St52 で後肢を切断して 4日間再生させ、
その再生領域から取得した total RNA サンプルを次世代シーケンサーによって解析することで、
トランスクリプトームデータを取得した。現在は得られたデータの解析を行っており、四肢形態
形成過程が進行する再生組織の遠位部が同様の形態形成が見られる四肢発生過程の遠位部より



も、より強く遠位化(Distalization)している「遠位化」に関連する分子群を同定しようとして
いる。 
 
[課題 3] 
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
それぞれ作製し、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 hsp プロモーター制御下で発
現する 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。 
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