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研究成果の概要（和文）：組織再生の分子過程を理解するために、本研究ではゼブラフィッシュ鰭の再生開始・進行に
関わるシグナルメカニズムの解析と、多様な細胞の機能を解明することを目標とした。第一に、再生におけるFgfシグ
ナルの作用メカニズムの解明を行い、Fgf20a,Fgf3の異なった作用を明らかにした。また、再生細胞の細胞死を起こす
変異体の解析を行い、ミエロイド細胞の供給する液性因子によって、再生細胞の増殖、生存がサポートされていること
を示した。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular processes of tissue regeneration, we aimed to 
elucidate the signalling mechanism and cellular functions that control the zebrafish fin regeneration. We 
analyzed the role of Fgf signals during regeneration and revealed the essential functions of Fgf20a and 
Fgf3. Further, we analyzed a mutant that displays the apoptosis of regenerating cells and showed that a 
diffusible substance from the myeloid cells supports the survival and proliferation of regenerating 
cells.

研究分野： 生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 有尾両生類や魚類における再生能力は数
世紀も前から知られてきた。特に、魚類は脊
椎動物でも多様な組織が再生可能な生物で
あり、心臓、鱗、脊髄膵臓、肝臓、腎臓をは
じめ様々の組織を材料として再生の解析が
行われてきた。 
 
再生メカニズムの研究は、長い間組織学的

記載以上に進まなかったが、この 10 年ほど
の間に、様々の組織再生モデルにおいて分子
的な解析がめざましく進んできた。この数年
の間、再生過程に関与する分子やシグナル、
分子マーカーの同定などが、私たちやほかの
研究者によって行われ、それらの研究から、
再生組織は上皮と間充織からだけ成るシン
プルな組織ではなく、実際にはそれぞれ多数
の細胞小集団から構成されること、つまり再
生は従来考えられていたよりも多彩な細胞
の相互作用によって成り立っていることも
わかってきた。 
近年、再生への関与が示されているシグナ

ルの中でも、Fgf シグナルは必須の作用をす
ることがドミナントネガティブ（dn）Fgfr ト
ランスジェニックを使った解析によって示
されており、Fgf シグナルは再生過程の細胞
間の情報伝達に関わっていることは確実で
ある。しかし、Fgf シグナルが実際に再生の
どの段階の、どの細胞で作用しているかは明
らかになっていなかった。 
 
また、再生過程の研究には歴史的に成体組

織が用いられてきたが、一方で、私達は孵化
直後の幼生を使った再生解析系を開発し、こ
れを使って再生過程の解析を行ってきたこ
の系はホモ致死性の変異個体でも再生のア
ッセイが可能であり、私達はこれまでの研究
で、再生細胞がアポトーシスを起こす変異体
clocheを発見した。この変異体は血球と血管
内皮細胞の分化に欠損を持つ変異として
1995 年に報告された変異体である。私たちは、
特定領域研究「細胞周期」公募研究（H２２
－２３年度）によって解析を進め、Clo が再
生における増殖細胞の細胞周期制御に関わ
っていることを報告した。 
 
２．研究の目的 
本研究では第一に、我々の開発してきた再

生細胞マーカーやトランスジェニックレポ
ーターを使い、Fgf をコアとした細胞間相互

作用を解明することを目標の一つとした。こ
れによって、Fgf シグナルの細胞レベルの作
用点や役割だけでなく、再生過程の重要な細
胞間相互作用を明らかにできることが期待
できる。 
さらに第二に、私達がゼブラフィッシュ幼

生の再生アッセイで発見した再生細胞のア
ポトーシス変異体 cloche の解析を進め、再
生細胞の増殖と生存のメカニズムを解明す
ることを第二の目標とした。 
 

 
３．研究の方法 
（1）再生過程における Fgf シグナルの作用

メカニズム 
① 再生過程に必須の Fgf リガンドの同定 
Fgf シグナルは再生に必須なことが示され

ているが、再生組織ではどのリガンドがどの
細胞へ作用することが再生に必須なのか明
らかになっていない。そこで、網羅的な発現
解析を行い、再生過程に発現する Fgf リガン
ドとそれらの発現細胞を明らかにする。 
 
② Fgf シグナル阻害による標的プロセス解

析  
本研究では、熱ショックプロモーター誘導

dnFgfr1 発現ゼブラフィッシュ系統と、我々
の持つプローブやトランスジェニックを用
いて解析を行い、Fgf シグナルを阻害した際
の細胞レベルの影響について解析し、再生に
おける標的プロセスを解明する。  
 
③ 強制発現による Fgf 機能の解明 
再生で発現するそれぞれのFgfの役割を強

制発現実験によって解析する。 
 
 
（2）再生細胞の増殖と生存メカニズムの解

析 
① Cloche 作用の自律性に関する解析 
 これまでに、細胞周期制御のエラーによっ
て再生細胞の細胞死が起こることを我々は
示唆している。Cloche がどの細胞で作用する
かについて、変異体と野生型胚の間の細胞移
植、さらに遺伝学的解析から、細胞自律性の
解析を行う。 
 
②  再生細胞の生存メカニズムの解析 
 変異体における再生細胞の生存には、ミエ
ロイド細胞の存在が必須であることが、上の



解析から示唆された。そこで、ミエロイドと
再生細胞がどのようなメカニズムで相互作
用するか解析を行う。特に、何らかの細胞外
分子、拡散性因子が介在しているかどうかに
フォーカスし、外植体アッセイで解析する。 
 

４．研究成果 

（1）再生過程における Fgf シグナルの作用
メカニズム 

① 再生過程に必須の Fgf リガンド 
再生組織ではどのFgfリガンドが再生に必

須なのか解明するため、網羅的な発現解析を
行った。RT-PCR により、再生初期から fgf20a
が上皮で、さらに再生芽形成後からは、fFgf3, 
fgf10a が再生芽に発現することがわかった。 
これらの発現細胞をさらに詳しく調べる

ため、fgf20a エンハンサートラップ系統を用
い、fgf20a は再生 12 時間の初期から、上皮、
特に基底層細胞に発現することが示された。
さらに、fgf3, fgf10a については、in situ
発現解析により、先端再生芽に発現すること
がわかった。 
 
② Fgf シグナル阻害による標的プロセス解

析  
本研究では、再生芽移植により、ショック

プロモーター誘導dnFgfr1発現細胞をモザイ
クに持つ鰭を作り、これらの細胞で Fgf シグ
ナルを阻害するモザイクノックダウンとい
う新たな手法を開発した。この手法を用いて、
Fgf シグナルを再生芽形成前または後で阻害
した際の影響について解析した。これによっ
て、早期の Fgf シグナルは間充織細胞をリク
ルートして再生芽を形成させるのに必須で
あること、一方、後期のシグナルは再生芽の
増殖に必須であることが示された。  
 
③ 強制発現による Fgf 機能の解明 
Fgf20a と Fgf3 の機能を直接に調べるため

に、それぞれを熱誘導で強制発現するトラン
スジェニックを作製し解析を行った。 
 Fgf20a 発現は、再生芽マーカーの発現を誘
導することが示された。また、培養再生芽を
使った細胞増殖アッセイの結果、Fgf3 発現は
細胞増殖を促進することがわかった。Fgf3 は、
Fgf20a と異なり、再生芽マーカーの発現を誘
導することはなく、これらは別個の機能を果
たすことがわかった。 
 
（2）再生細胞の増殖と生存メカニズムの解

析 
① Cloche 作用の自律性に関する解析 
 再生細胞の生存に関わる Cloche がどの細

胞で作用するかについて、変異体と野生型胚
の間の細胞移植を行った結果、再生細胞死に
対し、Clo は細胞非自律的に作用することが
示唆された。さらに、他の血球分化欠損変異
対体や血球分化のノックダウンでも細胞死
は起こり、ミエロイド細胞の存在が再生細胞
の生存に必須であること、すなわち Clo 自身
は間接的に再生細胞の生存に作用すること
がわかった。 
 
②  再生細胞の生存メカニズムの解析 
 再生細胞の生存にはミエロイド細胞の存
在が必須であるとして、ミエロイドと再生細
胞がどのようなメカニズムで相互作用する
かについて、幼生尾部のホールマウント外植
体によって解析を行った。 
変異体の外植体でも細胞死は起こったが、

ここに野生型幼生の抽出液を培養に加える
と細胞死はレスキューされた。一方で、変異
体の抽出液ではレスキューは起こらなかっ
た。従って、再生細胞はミエロイド細胞から
の何らかの細胞外分子、拡散性因子によって、
生存をサポートされていることが示唆され
た。 
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