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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は、組織再生時に形成される再生芽細胞において遺伝子発現調節機構に転写後
調節として関わる microRNA とその標的遺伝子群の働きを明らかにすることを目的として行
った。発生、再生過程の組織由来の miRNA ライブラリーから候補 miRNA を取得し、それら
の発現時期、部位を調べた。その結果、現在までに数 10 種類の miRNA とその発現様式が明
らかとなった。それらには、Wnt 関連遺伝子を標的とすることが知られている miR-8 が含ま
れていた。また、miRNA の機能解析を詳細に行うために、トランスジェニックコオロギの作
成とそれを利用した細胞追跡実験法を確立できた。さらに miRNA の機能解析系として開発し
ている ZFNs, TALENs を用いた遺伝子ターゲッティング法を確立でき、いくつかの遺伝子に
おいてノックアウト効果が観察された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We cloned several miRNAs from libraries of embryonic and regenerating tissues 

and observed these expressions in the embryos. We revealed expression patterns of cloned 

miRNAs. We found miR-8, which is a target of Wnt component gene in our miRNAs 

libraries. Moreover, to analyze the function of miRNA and its target genes, we established 

cell trajectory analysis using the transgenic cricket. Furthermore, we established 

gene-targeting systems using zinc finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-like 

(TAL) effector nucleases (TALENs). Using these systems, we are now trying to investigate 

the function of the miRNA involves in the leg regeneration in cricket. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 再生現象は、既に構築されている形
態から失われた部分のみを再構成する点が
発生現象と異なっている。組織・器官の損傷
後に形成される再生芽領域では、残った組織

の急速な崩壊、移動、増殖による未分化細胞
群の形成と集積、その未分化状態の維持、そ
して各組織への分化といった、複雑な現象が
観察できる。この過程において、Wnt, Bmp, 

FGFs などのシグナル分子の発現が素早く時
空間的に変化し再生が進行する(reviewed in 
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Brockes, 2008 など)。再生過程で観察される
急速な遺伝子発現調節機構には、microRNA 

(miRNA)の転写後調節による働きも考えら
れる。機能性非コード RNA の 1 つである
miRNA は、細胞の発生、増殖、分化、そし
て細胞周期を調節する重要な制御因子とし
て多くの分野で研究されている。近年、ゼブ
ラフィッシュの組織再生過程において
miRNA が、再生芽細胞の増殖に関与する
mps1 遺伝子の転写後調節を行うことが報告
された (Yin et al., 2008)。しかし、miRNA

を介した再生メカニズムの全容はまだ十分
明らかになっていない。本研究では、脚再生
モデル動物の１つであるコオロギを用いて、
遺伝子導入技術を利用し miRNA の機能解析
を行い、新規の再生メカニズムを解析するこ
とを目標とする。 

 

２．研究の目的 

 

 損傷を受けた組織・器官・四肢の再
生過程では、未分化細胞群が集合した再生芽
を形成する。その再生芽では、未分化細胞の
集積、増殖、維持、分化といった再生過程の
重要なイベントが観察され、シグナル分子の
素早い時空間的な発現調節が行われている。
本研究では、この急速な遺伝子発現調節機構
に転写後調節として microRNA が関与して
いると考え、脚再生のモデル動物であるコオ
ロギを材料とし遺伝子導入技術を用いて、再
生過程における分子メカニズムを解析する
ことを目標とする。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究では、再生研究のモデル動物
であるコオロギの実験系を用いて、再生過程
に関与する機能性 RNAの同定とその機能解析
を行い、新規再生メカニズムを解明する。ま
た、その過程において、再生研究で用いるこ
とのできる遺伝子改変技術を確立する。 
 
2010 年度 
再生に関与する機能性RNAのスクリーニング
（１）候補 miRNA とその標的遺伝子の解析 
 応募者らは、これまでにコオロギ発生過程
において、miRNA の探索とその発現解析を進
めてきている。その知見を利用し、コオロギ
の再生過程における miRNA の網羅的機能解析
を行う。さらに、miRNA 機構に関わる因子の
遺伝子をコオロギ ESTデータベースより探索
する。すでに、Argonaute ファミリー, 
Loquacious, Piwiなどいくつかの候補遺伝子
のクローンは準備できている。 
１）再生芽より抽出した miRNA 配列を決定す
る。次世代型高速シークエンサーを用いるこ
とも可能である。コオロギ EST データベース

などから miRbase などの予測プログラムを用
いて標的遺伝子も探索する。２）得られた
miRNA, 標的遺伝子に関して、miRNA アンチセ
ンス法や、再生依存的 nymphal RNAi などを
用い、再生過程での網羅的機能解析を行う。
３）得られた miRNA が標的遺伝子の発現調節
に関与するか、レポーター遺伝子（GFP など）
の 3’UTR に miRNA の標的部位を含んだトラ
ンスジェニックコオロギを作成し、miRNA の
転写後抑制による GFP の消失を解析する 
(GFP-sensor assay)。４）miRNA 候補とその
標的遺伝子について、発現パターン解析を in 
situ hybridization などにより解析し、再生
過程での発現時期、部位の関係を調べる 
 

遺伝子形質転換技術の確立（１）異所性発現
系の確立 
 上記スクリーニングと並行して、コオロギ
の遺伝子異所性発現系を開発する。コオロギ
では、一過性ではあるが Gal4/UAS 系が働く
（未発表データ）。Gal4 を再生組織特異的に
ドライブするプロモーターは、再生芽で高発
現する Distal-less 遺伝子を考えている。コ
オロギ Dll遺伝子のゲノム領域の解析は現在
行われている。その他にも、再生過程で領域
特異的なパターンで発現する遺伝子のシス
エレメントを単離する。また、エンハンサー
トラップ法と Gal4 を組み合わせ脚切断時に
Gal4 遺伝子が活性化するようなトラップ系
統の開発も目指す。 
 
2011 年度 
再生に関与する機能性RNAのスクリーニング
（２）未知因子の同定 
 候補 miRNA と標的遺伝子以外の miRNA と
EST クローンについても、網羅的に解析を進
め、再生過程に関与する未知の因子も同定す
る。 
遺伝子形質転換技術の確立（２）部位特異的
遺伝子改変技術の開発 
 Zinc-finger nuclease (ZFN)系を開発する。
まず、ポジティブコントロールとして
GFP/RFP 共発現コオロギを用い、GFP に対す
る ZFN 配列を用いることで GFP の消失を観察
する。ZFN 系が働くことが分かれば、候補
miRNA もしくは、標的遺伝子の miRNA 結合配
列に対応した任意の ZFN 配列を用いて、ノッ
クアウトコオロギを作成する。 
再生に関与する遺伝子の機能獲得型解析 
 前年度開発した Gal4/UAS 系を用い、機能
性 RNA スクリーニングで得られた再生に関与
する miRNA と標的遺伝子について、時空間的
な異所性発現による再生過程での機能解析

  



 

 

を行う。 
 
 これらの系を利用し、再生に関与する
miRNA とその標的配列の転写後抑制調節機構
を明らかにし、他の実験結果と統合し、新規
の再生分子メカニズムを解明する。 
 
４．研究成果 
 
 損傷を受けた組織・器官・四肢の再
生過程では、未分化細胞群が集合した再生芽
を形成する。その再生芽では、未分化細胞の
集積、増殖、維持、分化といった再生過程の
重要なイベントが観察され、シグナル分子の
素早い時空間的な発現調節が行われている。
この急速な遺伝子発現調節機構に転写後調
節として microRNA が関与していると考え、
コオロギ脚の再生をモデルとし、再生に関与
する miRNAとその標的遺伝子群の働きを明ら
かにし、新規の再生機構を解明することを目
的に本研究を行った。発生、再生過程の組織
由来の miRNA ライブラリーから候補 miRNA を
取得し、それらの発現時期、部位を調べた。 
その結果、現在までに数 10 種類の miRNA と
その発現様式を明らかにした（図１）。それ
ら miRNAのすべての標的遺伝子はまだ明らか
となっていないが、我々の miRNA ライブラリ
ーから miR-8 を見出した。miR-8 は近年、Wnt 

signaling において負の調節因子として知ら
れている（Kennel et al., 2008）。コオロギ
脚再生において canonical Wnt signaling は、
傷修復後の再生芽形成と伸長に重要である
ことが我々の研究において報告されている。
そこで、miR-8 の機能解析のためトランスジ
ェニックコオロギや、遺伝子ターゲッティン
グ技術の開発を行った。 
 まず、トランスジェニック技術によ
る遺伝子異所性発現解析の系を確立させる
ために、Gal4/UAS 系統の作成を試みた。様々
な試行錯誤の結果、コオロギの内在性プロモ
ーターの使用により、Gal4 遺伝子が発現する
ことが分かった。しかし、UAS-GFP 系統と掛
け合わせを行ったところ、GFP の発現を観察
することができなかった。現在のところ、コ
ドンの最適化と、位置効果を打ち消すための
インシュレーターの使用を考えさらなる実
験を行っている。その代わりに、FLP/FRT に
よる、部位特異的組み替えが働くことが分か
ったので、その系を利用できる系統の作成を
行った。 
 また、miRNA の機能解析系として開
発しているzinc finger nucleases (ZFNs) や
transcription activator-like (TAL) 
effector nucleases (TALENs)を用いた遺伝
子ターゲッティング法が確立でき、いくつか
の遺伝子においてノックアウトコオロギの
作成に成功した。 
 本研究により技術開発段階で見出
されたトランスジェニックコオロギを用い
たコオロギ胚形成に関する新規の知見は、
Current Biology 誌に掲載された。さらに開
発した技術を用いた、詳細な miRNA の機能解
析結果は順次報告予定である。 
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