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研究成果の概要（和文）：ツメガエル幼生の器官再生能を規定する分子的要因を探る目的で、その分子基盤・細
胞動態を解析した。本研究期間では、(1) 幼生切断肢芽のFGF10による形態形成能向上に関連する候補として新
規なsteap4+細胞集団を見出した。(2) 幼生尾再生促進能をもつ免疫細胞と、その機能に必須な遺伝子を同定し
た。(3) 幼生尾再生においてはil11が必須な役割を担うが、その受容体も尾再生に重要であることを示した。
(4) ツメガエルにおけるノックイン手法の確立と改良を行った。(5) サイドポピュレーション法による幼生尾再
生芽の組織幹細胞濃縮分画法を確立した。各項目の研究成果はそれぞれ国際誌に論文発表した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular basis and cellular dynamics to explore the 
molecular factors determining organ regenerative ability in Xenopus laevis tadpoles. In this 
research period, (1) We identified the steap4+ cell population as a candidate cell population 
associated with enhanced morphogenesis by FGF10 after tadpole limb bud amputation. (2) We identified
 immune cells able to promote larval tail regeneration and a gene essential for their function. (3) 
We previously showed that il11 is essential in tadpole tail regeneration. Here we showed that its 
receptor is also important for tail regeneration. (4) We first established and improved a knock-in 
method in X. laevis. (5) We established a method for enrichment and fractionation of tissue stem 
cells of regenerating tadpole tails by side-population method. The results of each research subject 
were published in international journals.

研究分野： Regenerative biology

キーワード： アフリカツメガエル　器官再生　再生芽　Single cell RNA-seq　Crispr/Cas9　Side population法　IL
-11　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物の器官再生能に関する研究は、基礎生物学のみならず、将来的には臨床応用の観点からも重要である。本研
究課題の最終目標は、両生類のもつ高い器官再生能を支える両生類固有な分子基盤・細胞挙動を解明することで
ある。本研究課題ではアフリカツメガエル幼生の肢芽切断後の形態の再形成に関与する新規な候補細胞集団の同
定、尾再生に必須な新規遺伝子の同定に加えて、幼生尾再生芽からの組織幹細胞濃縮分画の単離法や、ツメガエ
ルゲノムの任意部位へのノックイン法の確立と改善と言う、将来的な研究発展の礎となる研究基盤を整備した。
これらの研究成果は何れも独自性が高く、再生生物学分野において重要な貢献をなすものと考えている。

※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 

無尾両生類であるアフリカツメガエル(Xenopus laevis)の幼生（オタマジャクシ）は高い器官再生

能をもつ。幼生の尾は切断後、１週間程度で脊髄や脊索、筋肉を備えた機能的な尾を再生するこ

とができる。また幼生の後肢芽においても発生ステージ 52 以前に切断した際にはその後正常に

後肢を形成できる。一方で、後肢芽においては発生の進行とともにその切断時の後肢形成能は低

下することも知られている [1]。これらの特徴から、ツメガエル幼生は器官再生能や発生の進行

に伴うその喪失に関わる細胞挙動や分子機構の解析の良いモデルになる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ツメガエル幼生の器官再生能を規定する分子的要因を探る目的で、再生芽における

分子機構と細胞挙動を解析した。具体的には、(1) ツメガエル幼生肢芽の発生進行に伴う切断後

形態形成能喪失に関与する細胞種の解析、(2)ツメガエル幼生尾の再生に必要な免疫細胞種の機

能を担う因子の同定、(3)ツメガエル幼生尾再生におけるインターロイキン 11 受容体の解析、ま

た研究遂行に必要な手法確立として(4)ツメガエルゲノムへのノックイン手法の確立とその効率

向上法、(5)ツメガエル幼生尾再生芽からの組織幹細胞濃縮分画単離法の確立、を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) ツメガエル幼生肢芽の発生進行に伴う再生能喪失に関与する細胞種の解析 

アフリカツメガエル幼生は後肢芽を切断してもその後正常に後肢を形成することができる。し

かしながら、これは発生ステージ 52 以前までであり、発生の進行に伴い後肢芽切断後に形成さ

れる後肢は指が正常に形成されないなど後肢形成能の低下を示し、発生ステージ 58 頃では切断

後に形成される後肢は指様の構造を欠くスパイク形成となる [1]。ここで、発生ステージ 56 頃

までにおいては、肢芽切断後に Fibroblast growth factor 10 (FGF10)を投与すると限定的ではある

が後肢形成能が回復することが報告されていた [2-3]。本研究では、肢芽切断後 FGF10 投与によ

る形態形成能向上に付随する細胞挙動について、FGF10 処理・無処理の肢芽再生芽での single cell 

RNA sequencing (scRNAseq)の比較により解析した。 

(2) ツメガエル幼生尾の再生に必要な免疫細胞種の機能を担う因子の同定 

当研究室の先行研究により、ツメガエル幼生尾再生における各組織の未分化細胞の誘導に必要

十分な因子としてインターロイキン 11 (il11)を同定していた [4]。本研究では、尾再生において

il11 ノックダウン(KD)時に発現低下する遺伝子の探索を端緒に il11 下流の機構を解析した。 

(3) ツメガエル幼生尾再生におけるインターロイキン 11 受容体の解析 

前述の Il11 は分泌因子であるため、その機能は Il11 を受容した細胞によって発揮されると考え

られる。本研究ではツメガエル Il11 の受容体の発現解析と機能解析を行った。 

(4) ツメガエルゲノムへのノックイン手法の確立とその効率向上 

アフリカツメガエルにおいては研究開始時点でゲノムの特定位置への配列挿入法（ノックイン）

は確立されていなかった。本研究ではノックイン手法を確立し、さらにノックイン効率向上の条

件検討を行った。 

(5) ツメガエル幼生尾再生芽からの組織幹細胞濃縮分画単離法の確立 

様々な状況証拠からツメガエル幼生尾再生には組織幹細胞が寄与すると考えられているが [5]、

組織幹細胞マーカーがツメガエルでは十分には整備されておらず、再生時の幹細胞の挙動の解

析が困難であった。本研究では、幹細胞マーカー分子ではなく薬剤排出能を利用して組織幹細胞

を組織より抽出するサイドポピュレーション法 [6] がツメガエル幼生尾再生芽へ適応可能かを

検討した。 

 



４．研究成果 

(1) ツメガエル幼生の発生ステージ56において

後肢芽を切断後、FGF10・PBS(対照)を浸透させ

たビーズを傷口下に移植（図 1）、5 日間後の再

生芽を組織分散し scRNAseq を行った。先行研

究において FGF10 投与は再生芽の Apical 

Epidermal Cap (AEC)での fgf8 発現を誘導するこ

とが報告されていたが [2]、本 scRNAseq データ

の AEC 様の遺伝子発現プロファイルを示す細

胞群において FGF10 投与群では fgf8 発現の有

意な上昇が確認されたことから、ビーズ移植などの操作

に問題はなかったと判断した。このデータを用い FGF10

投与時にその遺伝子発現プロファイルが大きく影響を

受ける細胞種を探索したところ、前述の AEC の他、骨

髄性白血球の一部と、six-transmembrane epithelial antigen 

of prostate 4 (steap4) を排他的に発現する線維芽細胞様

集団(steap4+ population)を見出した。steap4+ population は

これまでに報告のなかった集団であり、また FGF10 処

理群の steap4+ population はツメガエル幼生尾の再生に

必須と報告されている matrix metalloproteinase 8 を高発現するようになっており（図 2）、FGF10

が媒介する後肢形成能向上にこの細胞集団が関与する可能性を初めて示した [7]。 

(2) 尾再生時における il11 の下流で機能する因子を探索するために尾切断後の il11 KD 群で対照

群に対し発現低下する遺伝子の探索を行ったところ、そのような因子として Xetrov90002578m.L

と Xetrov90002579m.S を得た。この 2 つの遺伝子の KD は尾再生を阻害した。幼生尾再生芽にお

ける scRNAseq を実施したところ、この２つの因子はマクロファージ様の遺伝子発現様式を示す

白血球の一部で発現が検出された。そこで、ツメガエルでのマクロファージ様細胞において機能

する mpeg1 プロモーター配列の下流に Xetrov90002578m.L を導入したコンストラクトを作成し

マクロファージ様細胞選択的な Xetrov90002578m.L 発現のレスキューを試みた。前述の２つの因

子の KD 個体で見られた尾再生阻害は、マクロファージ様細胞選択的な Xetrov90002578m.L 発現

誘導によりレスキューされることを見出した。これをもって、前述の２つの因子は尾再生に必須

な機能をもつマクロファージ様細胞の再生促進能を担う因子であるとし、これらの因子を

regeneration factors expressed on myeloid と命名した [8]。 

(3) アフリカツメガエルゲノムにおいて他種との配列相同性から il11 receptor alpha subunit 

(il11ra.L) 遺伝子がアノテーションされていた。まずこの遺伝子が実際にツメガエル Il11 受容体

の構成因子であるかを検討するため、il11ra.L KD ツメガエル培養細胞株を樹立しこの細胞の Il11

への応答能をリン酸化 Stat3 の核移行を指標に確認したところ、野生型株では見られたリン酸化

Stat3 の核移行が KD 株では見られなくなることを確認し、il11ra.L はツメガエルにおける Il11 受

容に必要な遺伝子であることが示された。次に il11ra.L KD ツメガエル幼生を作出し尾を切断す

ると、これらの個体は il11 KD と同様に尾再生が阻害されることを見出した。in situ hybridization

によりツメガエル幼生尾再生過程での il11ra.L の発現部位を観察してみると、尾切断前後に依ら

ず恒常的に脊髄・脊索・筋肉・表皮・間充織の大部分の細胞で発現が観察された。創傷は偶発的

に起こるものであるので、いついかなる部位で創傷による Il11 発現が起こっても、恒常的で広

範囲に il11ra.L を発現させることで対応している可能性を考えている [9]。 

(4) Crispr/Cas9 法による DNA 二本鎖切断と、切断部位近辺の配列をホモロジーアームとして持

たせた長鎖一本鎖 DNA (lsDNA) の導入とによりノックインが起こることが他生物種で報告され

ていた [10]。そこでアフリカツメガエルでのノックインでのこの手法の有効性を確かめるため、

受精卵に cas9 mRNA と guide RNA、lsDNA を共注入したところ、lsDNA 配列のゲノムへのノッ

図 1. 後肢芽切断後に PBS または FGF10 を浸
透させたビーズ(*)を移植した個体 

図 2. steap4+ population は FGF10
処理により mmp8 を高発現するよう
になる 



クインが確認された（図 3）。次にノックイン効率を

推定するため、ノックイン細胞が GFP で標識され

る系を構築し作出された個体を酵素的に細胞分散

させ GFP 陽性細胞数の率からノックイン効率を算

出する系を確立した。この評価系では個体に占める

ノックイン細胞の率は平均 7%程度と算出された。

ここで、顕微注入後の胚を 6 時間 12°C に置くとい

う過程を加えるとノックイン効率は平均 17%に改

善することも見出した [11]。 

(5) 幾つかの動物種の組織において、その組織幹細胞が ABC トンラスポーター発現による薬剤

排出能を持つことが知られており、核酸染色試薬に対し染色抵抗性を示す細胞集団（サイドポピ

ュレーション；SP）を単離することで組織幹細胞の濃縮分画を得る方法として SP 法がある [6]。

SP 法がツメガエル幼生尾再生芽に適応可能であるかを検討するため、幼生尾再生芽の細胞を酵

素を用いて分散させ、核酸染色試薬で染色したのちフローサイトメトリーを行ったところ、SP

が検出された。そこで幼生尾再生芽 SP をセルソーターにて回収し scRNAseq を行ったところ、

SP には筋衛星細胞や神経前駆細胞が高頻度で含まれていることが確認され、SP 法がツメガエル

幼生尾再生芽の組織幹細胞濃縮にも有効であることを示した [12]。 

なお、(1)と(2)の scRNAseq は「先進ゲノム支援」（16H06279）のご支援により実施した。また、 

(1)〜(5)の研究成果の一部は科研費課題番号 19K06437、(1)(2)(5)の研究成果の一部は課題番号

22K19325、(5)の研究成果の一部は課題番号 22J21275 の研究費を部分的に利用して実施した。ま

た、(1)〜(5)の全ての研究項目について、発表論文は当研究室助教の深澤太郎博士が連絡著者を

務めた。 
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