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研究成果の概要（和文）：再生可能な動物においては、損傷部位の細胞が増殖可能な細胞に変化する事により再
生が起こる。この様な細胞の変化は脱分化として知られているが、脱分化機構に関しては、未だ不明な点が多く
残されている。そこで、本研究においては、再生可能なゼブラフィッシュを用い、再生前後において脱分化細胞
で特異的に発現する遺伝子を網羅的に単離し、脱分化に機能する遺伝子を明らかにする事を目的に実験を行っ
た。その結果、切断前後で2倍以上発現に差がある遺伝子を132種類得る事に成功した。今後は、得られた遺伝子
の脱分化における機能を明らかにする事により、脱分化機構の解明を目指す予定である。

研究成果の概要（英文）：Some vertebrates such as teleosts and amphibians can regenerate their lost 
appendages, whereas mammalians have limited regeneration ability. In animals that have regenerative 
ability, the restart of cell proliferation occurs during regeneration. Although this phenomenon is 
well known as “dedifferentiation”, the mechanism of this dedifferentiation remains elusive. To 
elucidate this dedifferentiation mechanism, I tried to screen genes that are expressed in the 
dedifferentiated proliferative cells during zebrafish fin regeneration by using next-generation 
sequencing. I identified the 132 genes that are up-regulated their expression more than twice after 
fin amputation compared with those before fin amputation. I am planning to analyze the function of 
these genes in dedifferentiation processes.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多くの脊椎動物は、外傷や疾患による損傷
に対して高い再生能力を有するが、哺乳類等
の高等動物は非常に限られた再生能力しか
示さない。そこで私は、再生能力が高い・低
い脊椎動物間における再生機構の違いを解
明することにより、iPS 細胞を用いた移植に
よる再生医療ではなく、生体内での再生（in 
vivo再生）医療の創生を目指している。私の
研究室では、再生能力が高い動物として小型
熱帯魚ゼブラフィッシュを用い、尾ビレ再生
を実験系として研究を行っている。尾ビレ再
生においては主に 3つの過程［１．分化細胞
から増殖可能な未分化細胞への変換（脱分
化）、２．脱分化細胞が集合した再生芽の形
成、３．再分化による組織・器官の再構築］
を経て再生が進行する。しかし、現在までの
再生研究では、「どのようにして再生芽の細
胞から組織・器官が元に状態に再構築される
のか」という点に研究の力点がおかれていた。
そのため、「なぜ分化細胞が増殖可能な未分
化細胞に変換されるのか？或いは、なぜ再生
能力が低い動物では脱分化が起こらないの
か？」という視点からの研究は、非常に少な
いのが現状である。このような現状を踏まえ、
私達は脱分化には遺伝子発現制御に関与す
るエピジェネティックな変化が重要である
と考え、再生過程における DNA メチル化の
詳細な解析を行った。その結果、再生芽が形
成されるより早い段階（切断後 12〜24時間）
で、切断面より離れた細胞で、5-メチルシト
シン（5mC）、5-ヒドロキシメチルシトシン
（5hmC）レベルが大幅に減少することを見出
した（Hirose et al, Epigenetics, 2013）。更に再
生が進行すると 5mC は素早く元のレベルま
で戻るのに対し、5hmC レベルは再生完了ま
でにゆっくりと戻ることを報告した（Hirose 
et al, Epigenetics, 2013）。更に、DNAメチル
化レベルが低下した細胞では、細胞増殖のマ
ーカーである Proliferation Cell Nuclear Antigen
（PCNA）の発現が観察されたことから、切
断後 12時間目から切断面より離れた領域で、
脱分化が起こっている事が示唆された。 
 更に私達は、様々な阻害剤による再生阻害
実験を行った結果、 Insulin-like Growth 
Factor (IGF)/Akt/mammalian taget of 
rapamycin (mTOR)のシグナル経路及び
canonical Wnt 経路が、再生の初期過程に必
要 で あ る こ と を 見 出 し た （ BMC 
Developmental Biology 2014;14(1):42.）。mTOR
の下流ターゲットである ribosomal protein S6 
kinaseがリン酸化(p-S6K)された細胞は、切断
後 6時間目には切断面から離れた領域（1mm
以内）でまばらに出現し、切断後 12 時間目
ではPCNA発現細胞と部分的に重なっていた
（図 1）。更に、尾ビレ切断魚を mTOR 阻害
剤であるラパマイシンで処理すると、脱分化
細胞数の減少・再生阻害が観察されることか
ら、IGF/Akt/mTOR シグナルが脱分化に重要
な機能を有することが示された。以上の私達

の 研 究 結 果 を 総 合 的 に 考 え る と 、
IGF/Akt/mTOR シグナルにより切断面から
離れた細胞において脱分化が誘導され、エピ
ジェネティックな変化が起こると推測され
るが、脱分化の詳細な分子機構は未だ不明な

ままである。 
 
２．研究の目的 
 再生能力が高い脊椎動物の再生過程にお
いては、脱分化により増殖可能な未分化状態
の細胞が作られ、組織・器官が再生される。
しかし、脱分化の分子機構は未だ不明な点が
多く残されている。本研究課題では、ゼブラ
フィッシュ尾ビレ再生を実験系に用い、脱分
化細胞特異的に発現する遺伝子を、次世代シ
ークエンサーを用いたトランスクリプトー
ム解析によりスクリーニングする事を計画
している。更に単離された遺伝子の機能解析
を行う事により、脱分化の分子機構の解明を
研究目的としている。本研究成果により、脱
分化を制御する遺伝子が単離され、脱分化機
構が明らかになれば、iPS 細胞を用いた移植
による再生医療とは異なる、生体内での再生
（in vivo再生）医療技術の基盤になると考え
ている。 
 
３．研究の方法 
 再生時に観察される、分化細胞から未分化
細胞への脱分化機構を明らかにするため、次
世代シークエンサーにより、脱分化細胞で特
異的に発現する遺伝子をスクリーニングす
る。 
（1）脱分化細胞特異的に発現する遺伝子を
単離するため、翻訳リボソーム親和性精製法 
(Translating Ribosome Affinity Purification; 
TRAP)を用いる。TRAP 法は EGFP でラベル
したリボソーム（EGFP-ribosomal protein L10a; 



EGF-Rpl10a）を、EGFP 抗体でコートされた
ビーズで精製し、特異的な mRNAを単離する
ために開発された方法で、ゼブラフィッシュ
にも適応可能であることが最近報告された。
脱分化細胞特異的に発現させるため、
elongation factor 1 (ef1)或いは cyclin B1 
(ccnb1) 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー で 、
EGFP-rpl10a 遺伝子をコントロールさせたト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク フ ィ ッ シ ュ
（Tg[ef1:EGFP-rpl10a]）を作製する（図 2）。 

 
（2）切断後12時間目のTg[ef1:EGFP-rpl10a]
の尾ビレ、或いは切断していない尾ビレから
mRNA を抽出し、EGFP 抗体でコートされた
ビーズで精製した後、次世代シークエンサー
を用いて発現遺伝子の比較を行い、脱分化細
胞特異的に発現している遺伝子を網羅的に
単離する。 
（3）単離した遺伝子が、切断後脱分化した
細胞で発現していることを、 in situ 
hybridization や PCNA との抗体染色により明
らかにする。また、IGF 阻害剤やラパマイシ
ンで処理した尾ビレ切断魚での発現を調べ、
IGF/Akt/mTOR 経路との関連を明らかにする。 
（4）ゼブラフィッシュでは、尾ビレだけで
なく体の多くの組織・器官（心筋・網膜等）
において、脱分化により再生されることが報
告されている。そこで、単離された遺伝子が、
心筋や網膜再生においても発現しているこ
とを、in situ hybridizationや Real-Time PCRに
より確認する。 
 
４．研究成果 
本研究課題では、ゼブラフィッシュ尾ビレ
再生時に観察される脱分化機構の解明を研
究目的としている。この目的を達成するため、
翻訳リボソーム親和性精製法  (Translating 
Ribosome Affinity Purification; TRAP)を用いる
ことにより、脱分化細胞で特異的に発現する
遺伝子を次世代シークエンサーにより単離
し、脱分化に機能する遺伝子を明らかにする
事を目指している。脱分化細胞を GFP蛍光で
ラベルするため、elongation factor 1 (ef1)遺
伝子のプロモーターで、EGFP-ribosomal 
protein L10a（EGFP-rpl10a）遺伝子をコント
ロールさせたトランスジェニックフィッシ
ュ（Tg[ef1:EGFP-rpl10a]）の作製を行った。
更にこのトランスジェニックフィッシュの
再生芽から、GFP蛍光を指標にして脱分化細

胞を集め、再生芽の脱分化細胞特異的に発現
している遺伝子の単離を行った。その結果、
切断前後で 2倍以上発現に差がある遺伝子を
132 種類得る事に成功した。以下に、スクリ
ーニングにより得られた主な遺伝子を、3 つ
のカテゴリ（1. 再生への関与が既に報告或い
は予測される遺伝子、2. 再生への関与が報告
されていない遺伝子、3. 機能未知な遺伝子）
に分けて列挙する。 
 
1. 再生への関与が既に報告或いは予測され
る遺伝子 
gadd45ba: growth arrest and 
DNA-damage-inducible, beta a 
eif2s2: eukaryotic translation initiation factor 2, 
subunit 2 beta  
polr3c: polymerase (RNA) III (DNA directed) 
polypeptide C 
krt93: keratin 93 
 
2. 再生への関与が報告されていない遺伝子 
ost4: oligosaccharyltransferase complex subunit 
4 
atp5j: ATP synthase, H+ transporting, 
mitochondrial Fo complex, subunit F6 atp5j 
dlx3b: distal-less homeobox 3b 
jpt2: Jupiter microtubule associated homolog 2 
gpx4b: glutathione peroxidase 4b 
vdac3: voltage-dependent anion channel 3 
cox8a: cytochrome c oxidase subunit VIIIA 
nop56: NOP56 ribonucleoprotein homolog 
hnrpl: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
L 
xbp1: X-box binding protein 1 
ssr2: signal sequence receptor, beta 
snap23.2: synaptosomal-associated protein 23.2 
dkc1: dyskeratosis congenita 1, dyskerin 
lrrc59: leucine rich repeat containing 59 
fgfbp2b: fibroblast growth factor binding protein 
2b 
yipf4: Yip1 domain family, member 4 
lyve1a: lymphatic vessel endothelial hyaluronic 
receptor 1a 
rsrc2: arginine/serine-rich coiled-coil 2 
lima1a: LIM domain and actin binding 1a 
postnb: periostin, osteoblast specific factor b 
 
3. 機能未知な遺伝子 
zgc:193505 
zgc:153867 
zgc:152863 
 
 現在、スクリーニングで得られた遺伝子に
関して、切断尾ビレにおける発現解析を行っ
ている段階である。再生初期に発現している
遺伝子に関して、ノックダウンにより再生に
おける機能解明を行い、脱分化に関与する遺
伝子の探索を続ける予定である。 
 

＜新規尾ビレ再生制御機能の解析＞ 



 私達は、ゼブラフィッシュ尾ビレ再生は、
Mechanistic target of rapamycin complex 1
（mTORC1）により制御される事を新たに見
出した。更にこの mTORC1は、インスリン様
成長因子 1受容体（Insulin- like growth factor-1 
receptor: IGFR）・ホスファチジルイノシトー
ル 3 キナーゼ（Phosphatidylinositol-3 kinase: 
PI3K）経路及び canonical Wnt経路の下流に位
置する事を明らかにし、論文発表（BMC 
Developmental Biology 2014;14(1):42.）を行っ
た。しかし、mTORC1 の活性化は、IGF や
Wntの様な増殖因子以外にアミノ酸・外部ス
トレス（低 ATP、低酸素、DNA損傷等）によ
り制御されていることが知られている。私達
は、再生時において増殖因子以外の mTORC1
制御機構を明らかにする事を研究目的に、ド
ラックスクリーニングや遺伝子発現解析を
行った。その結果、再生初期（切断後 3時間
以内）では、mTORC1 の活性化は IGF, Wnt
シグナルの制御下に無い事を見出した。 
 現在までの研究結果により mTORC1 の活
性化は、ロイシン等のアミノ酸シグナル・プ
ロトンポンプである V-ATPase によりリソソ
ーム膜上で起こる事が報告されている。私達
は、アミノ酸シグナルの抑制、V-ATPase の
阻害により、mTORC1の活性化が抑制され、
アミノ酸シグナルの活性化により、mTORC1
が活性化されることを明らかにした。更に、
尾ビレ切断時のリソソームの活性化（酸性
化）は、尾ビレの遠位近位軸に沿って変化し
ている事を見出した。そのため、mTORC1の
活性化が尾ビレの遠位近位軸に沿った再生
制御として知られているポジショナルメモ
リー（切断した位置により増殖する細胞数が
異なる機構）の制御に関与している可能性が
予想されたため、アミノ酸シグナルを活性さ
せた結果、遠位での再生伸長を増加させるこ
とに成功した。 
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