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研究成果の概要（和文）：両生類付属器官の再生開始のしくみを明らかにする目的で、アフリカツメガエル幼生尾部切
断後におきる迅速な傷修復および脊索の伸張について研究した。
１　脊索の単離・培養および、移植実験から、傷表皮や筋肉組織が脊索の再生に重要な役割を持つ事ことが示唆された
。
２　es1遺伝子プロモーターを用いることにより、傷表皮細胞を効率よく標識できるトランスジェニック系統を確立し
た。この系統を用いた解析から、es1の発現上昇と傷修復にはTGF-β、ROSおよびERKシグナルが必要であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：I analyzed wound healing and regeneration initiation after tail amputation using 
Xenopus tadpoles.
1. Analysis of notochord fragments grafted under host skin suggested that wounding of notochord, skin and 
muscle tissue is necessary to initiate notochord regeneration.
2. I established transgenic lines harboring egfp under control of xes1 promoter/enhancer, in which wound 
epidermis is labeled in situ. Pharmacological analysis using the transgenic tadpoles showed that TGF-β, 
ROS and ERK signals are required for both es1 expression and proper wound healing.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 両生類は一般的にほ乳動物よりはるかに
すぐれた再生能力を持つ。その再生メカニズ
ムを明らかにし、ほ乳動物と比較することに
よって、再生能力の本質を明らかにすること
ができ、将来的には再生医療へと応用するこ
とが期待されている。イモリやサンショウウ
オなど有尾両生類の四肢再生および、無尾両
生類のオタマジャクシの尾部をモデルとし
た研究から、両生類の付属器官を切断すると、
まず迅速に表皮が傷口を被い、引き続き傷口
を被った表皮（傷表皮）の一部が多層化する
ことが知られている。この多層化した傷表皮
は AEC (apical epidermal cap)とよばれ、そ
の直下に再生芽の主成分となる細胞が集積、
増殖、さらには分化することにより再生が進
行する。古典的な実験から、この AEC が再
生に必須な構造であり、直下の細胞との相互
作用が重要であると示唆されている。一方、
ほ乳動物の付属肢が切断された場合、傷口を
被うのは血餅であり、その後時間をかけて表
皮に置き換えられる。両生類で見られるよう
な傷表皮や AEC が形成されることはなく、
直下に再生芽が形成されることもない。つま
り、傷口が迅速に表皮で被われ、AECが形成
されることが、再生が進行するための必須の
ステップであり、逆に、このステップが無い
ことが理由となって、ほ乳動物で付属肢が再
生しないと推定することができる。しかし、
迅速に傷口が表皮で被われるしくみや AEC
が形成するメカニズム、あるいは AEC の再
生における役割の詳細についてはほとんど
明らかにされていない。 
 我々は、これまでにアフリカツメガエル幼
生の尾部再生について研究をおこなってき
た。その結果、尾部切断後 24 時間以内に傷
口が表皮で被われ、その一部は顕著な多層構
造を持つ AEC となり、直下に脊索細胞が集
積、増殖することにより再生が進行すること
を明らかにした。また、再生過程で一過的に
発現上昇する遺伝子の網羅的な解析から、
AEC を含む傷表皮で強く発現する遺伝子と
して、アフリカツメガエル es1を同定してい
る。 
 
２．研究の目的 
 両生類の付属器官の切断後にみられる表
皮による迅速な傷修復とそれに引き続きお
きる AEC 形成を制御するしくみを明らかに
する。また、AECが直下の細胞とどのような
相互作用をすることにより、再生が開始する
のか明らかにする。具体的には、アフリカツ
メガエル幼生の尾部切断後、どのような過程
により表皮が傷口を被い、多層化して AEC
となるのかを解析する。また、脊索細胞の集
合、増殖、分化に、AEC あるいは AEC 由
来の分子がどのように影響するかについて
解析する。さらに、es1 遺伝子プロモーター
を利用した傷表皮の標識をおこない、これら
の研究に利用する。 

３．研究の方法 
（１）傷修復過程の観察 
 幼生尾部切断後に、傷口が表皮で被われ
る過程とAECが形成される過程を組織学的、
および色素を用いた細胞標識により解析
した。 
（２）脊索再生に必要な組織と因子の同定 
 幼生尾部の脊索を単離し、別の個体の皮
下に移植し、さらにもう一度傷つけること
により、どのような組織への損傷が脊索の
再生を誘導するか検討した。また、単離し
た脊索を培養し、添加したシグナル因子が
その伸張を促進するかどうか検討した。 
（３）es1 遺伝子の発現調節領域を用いた
トランスジェニック系統の確立 
 es1 遺伝子上流配列を含むレポーター遺
伝子を持つトランスジェニック個体を作
成し、内在 es1 同様に傷表皮や AEC で強く
発現するかどうか検討した。 
（４）es1:egfp トランスジェニック系統を
用いた傷修復シグナルの検索 
 傷表皮で Egfp を発現するトランスジェ
ニック系統を確立し、傷修復にどのような
シグナルが必要か、様々なシグナルに対す
る阻害剤を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）傷修復過程の観察 
 蛍光標識したレクチン(WGA)を用いるこ
とにより、効率よく表皮細胞を標識できる
ことがわかった。尾部切断後 24 時間まで
に、残った部分の表皮が上皮形態を維持し
たまま傷口被うことがわかった。また、も
との表皮の基底層と表層の両方の細胞が
傷口を被うことが示唆された。 
（２）脊索再生に必要な組織と因子の同定 
 幼生尾部から純粋に単離した脊索断片
を培養すると、個々の細胞が移動し、脊索
としての形態を維持しなかったが、周囲を
囲む細胞外基質性の鞘とともにマトリゲ
ル中で培養することにより、形態を維持で
きることがわかった。また、AEC を含む断
片を共培養すると、脊索の部分的な伸長が
見られた。一方、解離した脊索細胞の増殖
活性を持つ bFGF を添加しても明らかな変
化は観察されなかった。 
 恒常的に Egfp を発現すトランスジェニ
ック個体から単離した上記脊索断片を別
個体の皮下に移植し、さらに尾部を切断す
ることにより、標識された脊索の再生過程
を観察することができた。周囲の組織を部
分的に切断する実験から、脊索の再生（伸
長）には、表皮と脊索の損傷に加えて筋肉
領域の損傷が必要であることが示唆され
た。 
（３）es1 遺伝子の発現調節領域を用いた
トランスジェニック系統の確立 
 es1遺伝子上流5 kb断片のうち傷表皮に
おける遺伝子発現に必要な領域を絞り込
む実験をおこなったところ、レポーター遺



伝子の発現レベルと頻度は段階的に低下し
たものの、上流約 300 b 程度でも、傷に応答
する発現を制御できることがわかった。 
 es1遺伝子上流5kbを含む断片にegfpをつ
ないだコンストラクト(es1:egfp)を発現す
るトランスジェニック個体を成熟させ、この
うち 2 個体のメスから、安定して Egfp を発
現する子孫を得ることができた。 
 上記 F1 幼生を用いて、詳細に Egfp の発現
を観察したところ、胚発生における es1 の発
現の大部分を再現するとともに、幼生の尾部、
肢芽切断後および成体の傷口で発現上昇す
ることが明らかとなった。尾部切断後は、6
時間以内に傷口に近接した表皮で発現を開
始し、傷を被う表皮で強い発現が維持される
とともに、24時間にかけて発現領域は頭部方
向に広がった。約2日後に発現が最大となり、
特にAEC領域で強く発現したが、3日後では、
AEC 以外の領域での発現が低下した。つまり、
得られたトランスジェニック系統では、AEC
を含む傷表皮領域で、Egfp が安定して、個体
ごとのばらつきの少ない状態で発現するこ
とがわかった。 
（４）es1:egfp トランスジェニック系統を用
いた傷修復シグナルの検索 
 傷修復過程が抑制されることが知られて
いる TGF-シグナルの阻害剤で、上記トラン
スジェニック幼生(F1 世代)を処理したとこ
ろ、es1:egfp の発現上昇が低下し、この発現
には TGF-シグナルが必要であることが示唆
された。さらに、アフリカツメガエルの尾部
やゼブラフィッシュのヒレ再生に必要であ
ると報告されている複数のシグナルに対す
る阻害剤を用いて検討したところ、ROS およ
び ERK シグナルが、尾部切断後の es1:egfp
の発現上昇に必要であることが示唆された。
また、これらシグナルが傷修復に必要である
ことも明らかになった。 
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