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研究成果の概要（和文）：両生類は四肢を切断しても元通りに再生する高い再生能力を持つ。その一方で遺伝子
を体内の特定の位置で発現させる方法がなかったことが分子レベルでの研究をこれまで妨げてきた。本研究では
遺伝子組換えを介した熱ショックによる発現誘導系をベースに、IR-LEGOと温冷負荷装置という２つの方法を両
生類に適用することで局所的な遺伝子発現の誘導を可能にした。これにより、１細胞レベルで特定の遺伝子の機
能を実証し、あるいは四肢の中である領域のみで遺伝子を発現させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Amphibians have high regenerative capacity. For example, they can regenerate
 a limb after amputation. However, difficulty in manipulating gene expression in spatially 
restricted manner has so far hindered elucidation of the molecular mechanisms of regeneration in 
amphibians. In this study, I applied two types of gene induction systems, IR-LEGO and temperature 
stimulator to amphibians and enabled local gene induction. As a result, function of a specific gene 
has been revealed by single cell level gene induction by IR-LEGO. Furthermore, gene induction 
exclusively in a specific region in a limb has been done by using temperature stimulator. 

研究分野：発生生物学、再生生物学
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１．研究開始当初の背景 
両生類は四肢（手足）のような器官そのもの
を再生できる高い再生能力を持つが、遺伝子
操作の手段がないことが研究を進める上で
の障害になっていた。その中で熱ショックプ
ロモーターを組み込んだ遺伝子組換え（Tg）
個体を作製し、適切な時期に熱ショックを与
えることで任意のタイミングで遺伝子を発
現させるやり方が、近年多くの研究者の間で
行われていた。その一方で熱ショックを利用
した発現誘導はほとんど全てのケースにお
いて全身性の発現誘導であり、目的の位置の
みに限局した発現誘導の技術は存在しなか
った。そこで研究代表者は位置特異的な遺伝
子発現の誘導技術をアフリカツメガエル（以
下、ゼノパス）で確立することを目指した。
ゼノパスは Tg 個体の大量作製が容易で、幼
生期には四肢を完全に再生できるが、成体期
には１本の棒状な軟骨構造（スパイク）しか
再生できないという特徴がある。もし遺伝子
操作によってゼノパスの成体により完全な
四肢を再生させられれば、３次元的な器官
（四肢）の再生能力の回復を示すモデルケー
スを提供できる。その一方で前述のように、
局所的な発現誘導技術がないことが長年研
究の障害になっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究を開始した当初においては、「１．効
率的な Tg個体選別法の確立」「２．位置特異
的な遺伝子発現の誘導技術の確立」「３．遺
伝子操作による成体ゼノパスの再生能回復」
という大きく分けて３つの目的を掲げてい
た。Tg個体を作製すると、とくに最初の世代
（F0）においては目的の遺伝子が個体ゲノム
に導入されて期待通りの発現を示す個体と、
全く発現しない個体とに分かれ、バラつきが
非常に大きい。そこで１つめの目的として、
これら個体を効率よく選別する方法の確立
を目指した。２つめの目的としては個体の体
内において目的の位置に限局して遺伝子の
発現を誘導する技術の確立を目指した。そし
て３つめとしてはこの局所的な発現誘導技
術を活用して、再生能力の低下したゼノパス
に対して再生能力を回復させることを目指
した。 
 
３．研究の方法 
本研究では熱ショックプロモーターに目的
の遺伝子をつないだ Tg ゼノパスを作製し、
IR-LEGO と温冷負荷装置という２種類の方法
（図１）を用いて局所的な発現誘導の実現を
目指した。IR-LEGO は個体の体の一部に赤外
レーザーを照射してその箇所のみに熱ショ
ックを与えることで、局所的な遺伝子発現の
誘導を可能にする技術であり、これまでに線
虫や魚類で用いられてきた（Kamei et al., 
2009; Deguchi et al., 2009 など）。これに
対して温冷負荷装置は温度コントロールし
た金属製のプローブを個体に押し当てるこ

とで、より広範囲にかつ局所的に遺伝子発現
を誘導する技術である。これまでにメダカを
対象にした研究で有効性が報告されていた
（Kobayashi et al., 2013）。本研究ではこ
れらの実験技術を用いて、ゼノパスにおいて
局所的な遺伝子発現の誘導を実現し、１－３
の目的を達成することを目指した。 

 
４．研究成果 
研究を開始する時点で、IR-LEGO と温冷負荷
装置の技術はゼノパスに対して有効である
ことを示唆する予備的なデータが得られて
いたが（図１）、実際に研究を開始するとゼ
ノパス（アフリカツメガエル）だけではなく、
有尾両生類のイベリアトゲイモリに対して
も有効な技術であることが確認できた
（Kawasumi-Kita and Hayashi et al., 2015）。
またIR-LEGOに関してはレーザーの強度や照
射範囲を変えることで、１細胞レベルから直
径数十μm の範囲までさまざまなスケールで
の発現誘導が可能であることがわかった
（Kawasumi-Kita and Hayashi et al., 2015）。
とくに１細胞レベルの発現誘導を利用して、
ゼノパス幼生の尾の再生においてHippoシグ
ナル経路の下流に位置する Tead および Yap
が重要な機能を持つことを実証した
（Hayashi et al., 2014a）。研究代表者らは
IR-LEGO を適用する以前から Hippo シグナル
経路に着目し、幼生の四肢（肢芽）の再生
（ Hayashi et al., 2014b ）と尾の再生
（Hayashi et al., 2014a）における Tead, Yap
の必要性を全身レベルでの発現誘導で示し
ていたが、さらに１細胞レベルでの発現誘導
を行うことでこれらの分子の細胞自律的な
機能を明らかにすることができた。このよう
に目的の２つ目に挙げた位置特異的な遺伝
子発現の誘導技術の確立については、予想以
上にうまく行き、様々なスケール（範囲）で
の発現誘導が可能になった。 
 その一方で１つめの目標に掲げた効率的
な Tg 個体選別法の確立については、当初は
幼生の尾などに IR-LEGOを行い、光る個体
をそこから選別することで目的とする Tg 個



体を選別することを目指したが、一定の条件
で各個体に赤外レーザー照射を行うのに予
想以上に時間がかかるなどの問題があり、
IR-LEGO のみを指標にして Tg 個体の選別
を行うのは途中で断念した。そこで従来行っ
てきたクリスタリンプロモーターで Tg 個体
のレンズを標識する方法（Yokoyama et al., 
2011; Hayashi et al., 2014a, 2014bなど）と
併用しつつ、熱ショックよって目的の遺伝子
を発現する理想的な Tg 個体であることの最
終確認の方法として IR-LEGOを利用すると
いうやり方に方針を転換した。 
 ３つめの目的である遺伝子操作による成
体ゼノパスの再生能回復については、少なく
とも幼生と成体の両方で局所的に遺伝子発
現を操作し、四肢の形態形成に変化を与えう
ることまでは確認できた。例えば Tead, Yap
の機能を発生中の肢芽のみに限局して阻害
することで、実際に形成される四肢のサイズ
や形態に変化が生じることを明らかにする
ことができた。 
また当初予定していなかった予想外の成
果として、純系統である J系統のゼノパスを
用いることで拒絶を起こさない組織の移植
を成体ゼノパスで実現することができた。こ
れにより皮下組織のみで局所的に GFP を発
現する個体を作製し、前述の IR-LEGOおよ
び温冷負荷装置に依らない方法で細胞標識
を行い、皮膚再生に対する皮下組織の寄与を
示すことができた（Otsuka-Yamaguchi et al., 
2017）。また IR-LEGO によって予想以上に
高い精度で局所的に発現を誘導できること
から、ある細胞のみをピンポイントで標識し
てその後の運命を観察する細胞系譜解析に
も有効であることがわかった。これまで両生
類では困難だった細胞系譜解析を行うため
に有効なツールになりうると期待される。 
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