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研究成果の概要（和文）：本研究の目的であるイモリの分子遺伝学実験システムの確立に向けて、イベリアトゲイモリ
を導入、世代時間を短縮した。さらにバイオリソースとなる近交系を2系統樹立した。一方、イモリの遺伝子操作方法
の整備に関しては、Cre-loxP組換え系が機能することを明らかにした。次いで、人工ヌクレアーゼ（TALEN）を使用し
たイモリの遺伝子ノックアウトを達成した。さらにCre-loxP組替えとTALEN法を組み合わせて、コンディショナノック
アウトイモリが作製できることを示した。このシステムは再生研究だけでなく、広く他分野への応用が期待できる。本
研究の成果に関連して、雑誌論文12件、学会発表等29件を発表した。

研究成果の概要（英文）：An experimental model system for molecular genetics in newts is necessary to clari
fy the mechanisms of regeneration from the perspective of gene functions. We have introduced Iberian ribbe
d newt (Pleurodeles waltl) as the suitable model newts. In the results of our researches, we have been abl
e to shorten the periods for sexual maturation, and are developing 2 inbred and various transgenic lines o
f P. waltl newts. We also demonstrated that Cre-loxP recombination system efficiently worked in the newts.
 In addition, we achieved targeted gene knockout in the newt using TALENs. These results show that conditi
onal knockout newts would be available by combination of Cre-loxP recombination and TALENs. Our system wou
ld be very powerful for studying the molecular mechanisms of not only regeneration but also various resear
ches. In relation to the result of this research, we published total 12 research and review papers, also o
ur group had 29 conference presentations.
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の働きを個体レベルで研究するに
は、変異体の解析に加えてトランスジェニッ
ク (Tg)やノックアウト(KO)などの遺伝子操
作を行う分子遺伝学的解析が有用である。し
かし、四肢、水晶体、脳、心臓など多数の組
織を再生するイモリでは、この分子遺伝学的
解析が殆ど行われてこなかった。 
 そこで、我々は人工繁殖が容易なスペイン
産のイベリアトゲイモリ  (Pleurodeles 
waltl)を見いだし、繁殖力、再生能など多く
の点で、実験動物としての優位性を確認した。 
 このような背景のもと、この種を用いた分
子遺伝学的解析が可能な再生研究システム
の整備に着手した。 
 
２．研究の目的 
 イモリの強力な再生能力を分子遺伝学の手法
で解析し、その機構を解明し得る実験システム
の確立にむけて、次の 3 点を目的とした。 
（１）分子遺伝学を行う上で、その生物の世
代時間（性成熟に要する期間）の短縮が重要
である。そこでイベリアトゲイモリにおける
性成熟を目指した。 
（２）既に確立した Tg 技術を基に、両生類
の再生研究で最初の Cre-loxP 組換え系、お
よび遺伝子 KO 法の確立に挑戦する。これに
より遺伝子機能の検定や細胞系譜の追跡を
するような研究を可能にする。 
（３）遺伝学実験および交換移植実験には遺
伝的均一性を持つが必要となる。そのための
イモリ系統の樹立を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）性成熟に要する期間の短縮 
 変態後の幼体（受精後 2、3 ヶ月）に成熟
を促すホルモンを単独、または組み合わせて
投与することで、性成熟が促進されるか否か
を検討した。同時に、更なる飼育条件の検討
による期間短縮の可能性について調べた。 
（２）Cre-loxP 組換え系と遺伝子 KO 法確立 

 モデルケースとして、我々が研究している
心筋細胞を主な対象に研究を行った。心筋特
異的に、組換え酵素である Cre を発現する
Tg イモリと Cre 依存的に GFP を発現する
Tg イモリを作成する。これらを交配して得た
仔の心筋に GFP の発現が誘導されれば、
Cre-loxP 系の有効性が確認できる。 
次に、特定の DNA 配列を認識・切断する

人工ヌクレアーゼ（TALEN）を利用して、
標的遺伝子の KO が可能か否かを検討した。 
さらに、Cre-loxP 組換え系と TALEN を組

み合わせることで、遺伝子のコンディショナ
ル KO 法の確立にも挑戦した。 
トランスジェニック（Tg）イモリ 

（３）遺伝的均一性を持つイモリ系統の樹立 
 人工単為発生による純系の樹立に必要な、
人工授精法の改良を行った。同時に姉妹間の
交配による遺伝的背景の均一化も進めた。 
 

４．研究成果 
（１）性成熟に要する期間の短縮 
 分子遺伝学研究をより効率にすすめるた
めには、対象となる生物が性成熟までに要す
る時間が短いほどよい。特に器官再生の実験
では、主に成体を使用する点からも早い成熟
が要求される。 
 本研究の開始当初、平均的なオスの成熟期
間は受精後約 8 ヶ月、メスでは受精後約 12
ヶ月であった。そこで我々は飼育条件の改良
や性腺刺激ホルモン処理によるさらなる期
間短縮を目指してきた。 
 その結果、幼体期の個体の飼育に際して、
主に餌を与える条件と光周期を変えること、
加えてヒト由来の性腺刺激ホルモン（ゴナド
トロピン）の適切な投与により、大部分のオ
ス個体を受精後６ヶ月、メスでは受精後 9 ヶ
月で成熟させることが可能となった（表 1）。

特にオス個体に関しては早いものでは５ヶ
月で精子を得ることができる。 
 この結果は、現在イモリと同じ両生類の分
子遺伝学モデルとして知られているゼノパ
ストロピカリスと同等であるといえる（表 1）。 
これにより、イベリアトゲイモリを分子遺伝
学のモデルとして使用するための基盤を整
えることができた。しかし他の脊椎動物にお
ける分子遺伝学モデルであるマウスやゼブ
ラフィッシュでは、性成熟に必要な期間は 2
〜3 ヶ月である。現在はそれらの動物並みの
短縮を目指してさらなる条件の改良を進め
ている。 
 本項目に関する成果の一部は、Hayashi et 
al. (2013)に発表された。 
 
（２）イモリの遺伝子操作法の確立 
コンディショナルに遺伝子を操作すること

は、時期・組織特異的な KO や細胞のラベリ
ングに不可欠である。この手法確立の為、ま
ず細胞特異的 Cre-loxP 組換え系を構築した。 
 この Cre リコンビナーゼと loxP 組替え配
列を利用した遺伝子の発現誘導は、マウスや
ゼブラフィッシュを始めた様な生物で使用
されている。本研究では、タモキシフェン存
在時にのみ機能するタイプの Cre を、心筋細
胞特異的なプロモーターするコンストラク
トと、Cre 依存的に GFP を発現するコンス
トラクトをもつダブルTgイモリを作製した。
このイモリは、タモキシフェン非存在下では
GFP を発現することは無かったが、幼生期、
変態後ともにタモキシフェンの投与により、
心筋細胞における GFP の発現を誘導するこ
とに成功した（図１）。また、適切なタモキ



シフェンの量も決定した。 
 現在はこのイモリ系統を用いた細胞の追
跡実験を開始している。 

 イモリの再生機構を遺伝子の機能を真に
解明するためには遺伝子をノックアウト
（KO）して、その影響を調べることが強力
な手段となる。我々は広島大学の山本卓教授
らと共同で、人工ヌクレアーゼ（TALEN）
を使用したノックアウトイモリの作製の試
みに世界で初めて成功した。図 2 には、体表
や網膜色素上皮に存在するメラニン色素の
合成に関わるチロシナーゼがノックアウト
されて、アルビノ化したイモリを示す。 
 さらに我々は、コンディショナル KO の作
製に必要な loxP サイトの挿入を試みた。そ
の結果、TALEN よるチロシナーゼ遺伝子の
切断部位に約 100 bp の loxP をコードする
DNA 断片を挿入することに成功した。これ
を応用すれば、loxP サイトを目的とする遺伝
子の上流と下流の２箇所に導入することで、
CRE リコンビナーゼが働いたときに、loxP
で挟まれた遺伝子が破壊されるというコン
ディテョナル KO イモリが作製できる。 
 これらの成果は Hayashi et al. (2014)とし
て報告した。現在は、再生を制御する候補遺
伝子のコンディショナルKO イモリの作製が
進行中である。 

 
（３）遺伝的均一性を持つイモリ系統の樹立 
 免疫学的拒絶がない純系動物は移植実験
に有用である。また遺伝的な均一性は、ゲノ
ム情報の整備や誤差の少ない実験結果を得
るためにも役立つ。 
 本研究では、姉妹間の交配に基づいた純系
化を推進した。これと同時に、魚類で行われ
ている人工単為発生法を応用して、2 世代で
の純系樹立に挑戦してきた。 
 姉妹間の交配による遺伝的背景の均一化
に関しては、研究成果（１）の項にあるとお
り、性成熟に要する期間の短縮が順調に進行
したこともあり、本研究期間中に、遺伝的均
一性の１つの目安である近交系（姉妹間の交
配を 5 世代以上経たもの）を 2 系統樹立する
ことができた。 
 姉妹間交配に平行して行った人工単為発
生については、その基礎となる人工授精の効
率化について検討を行った。その結果、精子
の取り扱い方法や質の良い卵を得る方法が
確立された。これにより研究開始当初に比べ、
人工授精の効率が飛躍的に向上した。 
 これらの成果を活用して、遺伝的背景が完
全に均一化された純系統の樹立に向け、引き
続き人工単為発生の試みと、姉妹間交配を行

っていく。 
 先述した 2 系統の近交系イモリに加えて、
図 3 にある例の様に、多数の Tg イモリを作
製、それぞれから導入した遺伝子を安定的に
発現する子孫を得て、系統化に成功するとい
う成果を得た。 
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