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研究成果の概要（和文）：アカハライモリの資源・技術・情報基盤研究を様々な研究分野に展開するため、１）トラン
スジェニック個体の組織移植や細胞特異的プロモーターを利用した細胞追跡と条件付き遺伝子発現制御技術を確立し、
再生分野を含む様々な研究分野に実践適用することに成功した。また、ゲノム編集技術を導入し、様々な研究に適用可
能なイモリ系統を産出した。２）アカハライモリの転写産物データベース‘MORI’を構築し、公開した。これを基盤と
して、様々な分野において遺伝子発現解析が効率化した。３）屋外自然繁殖施設において卵から変態後の幼体までの効
率のよい飼育が可能になった。一部の幼生や幼体を研究用に提供することを始めた。

研究成果の概要（英文）：To install the resource, technology and information for the study of Japanese 
fire-bellied newt into various research areas, 1) we generated various lines of newts that were created 
by transgenesis or genome editing on demand, and established systems for cell tracking and conditional 
gene regulation by means of grafting of tissues from transgenic newts or by using cell-specific 
promoters. We successfully applied these systems to various research areas including the regenerative 
physiology. 2) We constructed a transcriptome database ‘IMORI’and opened it to the public 
(http://antler.is.utsunomiya-u.ac.jp/imori/). On the basis of sequence information in the database, 
molecular cloning and gene expression analyses were facilitated in various research areas. 3) We made it 
possible that the newt is reared from egg to juvenile (after metamorphosis) efficiently in Imori-no-Sato, 
the newt stock center in the field. We started to supply larvae and juveniles for research purpose.
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１．研究開始当初の背景 

イモリは 18 世紀から様々な生命科学研究
に利用されてきた実験動物（脊椎動物・有尾
両生類）である。この動物は、その特徴や利
点から数々の歴史的発見に貢献し、現在でも
生命活動の普遍原理や新概念の探究におい
て breakthrough につながる数多くの発見が
期待されている。我々は、平成 21-23 年度に
科学研究費補助金・基盤研究（B）の支援を
受け、アカハライモリの資源化とモデル動物
化に向けた調査、研究および技術開発に着手
し、確実に前進させてきた。具体的には、１）
アカハライモリの研究・教育用資源化に向け
て、茨城県取手市にストックセンター（いも
りの里；約 3ha）を民・学・官協働で設置し、
個体群再導入による屋外大規模養殖を開始
した。２）イモリでは不可能とまでされてき
た高効率なトランスジェニック (TG) とノ
ック・ダウン技術を確立した。これらは、疑
いもなく breakthrough であり、特に TG 技術
は他種のイモリでは困難なため我が国が独
占状態にある。この業績は新学術領域研究
「再生原理」にも貢献し、現在のイモリ再生
研究の主力となっている。３）次世代ゲノム
アナライザーにより取得した cDNA／ゲノム
断片情報から効率よくコンティグを構築す
るアルゴリズム（ゲノム解読を目指して
Velvet のメモリ 1/2 減を達成）を開発し、遺
伝子情報を研究者がオンラインで閲覧でき
るシステムを確立した。このように研究の第
１フェーズは通過した。次に、我々は、これ
らの資源・技術・情報基盤研究を、イモリを
用いる様々な研究分野に拡大しなければな
らない。そのために、利用価値の高い遺伝子
情報の集積（データベース構築）と TG を適
用する応用技術の開発に着手しなければな
らない。この目的の実現のために、JNRC-NNN 
Project は申請グループを再編成し本補助金
に応募した。 
 
２．研究の目的 
平成 24 年度から、生殖、発生、再生、生

理の 4分野に設定した実験モデル（合計 8 課
題）に対して、 (1) 有用性の高い遺伝子情
報を収集し、利用可能にするとともに、(2) TG
技術を適用する新技術・ツールを共同開発す
る。平成 25-27 年度（３年間）で、これらを
実験モデルに適用し、各分野において(3)普
遍的原理や新概念の創出を狙う。また、研究
期間を通じて (4) 屋外養殖施設を利用して
イモリの生態・生活史を究明するとともに、
平成27年度内にイモリを研究用に供給する。 
 
３．研究の方法 
イモリ研究を牽引する4分野（生殖、発生、

再生、生理）に設定した 8つの実験モデルに
対して、まず 1) 高効率 TG技術を適用する新
技術・ツールの開発・導入や、Oocyte を用い
た構造未知遺伝子の単離を共同で行うとと
もに、2) 研究推進に必要な遺伝子情報（cDNA

とプロモーター領域）を、次世代シーケンサ
により集積し、独自のアセンブルアルゴリズ
ムにより解析して全研究者にフィードバッ
クする。次に、3) トランスクリプトーム解
析や TG イモリの作製などで各実験モデルの
推進を技術的にサポートする。また、研究用
イモリの安定確保に向け、4) 屋外養殖施設
においてイモリの生態・生活史を調査すると
ともに、イモリ供給に向けた体制を整備する。 
 
４．研究成果 

(1) TG 技術を適用する新技術・ツールの共同
開発  

◆ TG 個体の組織移植や細胞特異的プロモ
ーターを利用した細胞追跡と条件付き遺伝
子発現制御技術を確立し、網膜、肢、水晶体
の再生研究に実践適用することに成功した。
◆ ゲノム編集技術を導入し、遺伝子ノック
アウトが可能な条件を明らかにした。これに
より、アルビノイモリなど様々な分野に適用
可能なイモリ系統を産出した。◆ TG イモリ
系統を１年以内に産卵可能な状態にまで成
長させることに成功した。また、生殖系列へ
のトランスミッションを確認した。これらの
個体は 1-1.5 年で婚姻行動を発現し、受精卵
を産卵した。 

(2) 有用性の高い遺伝子情報の収集と全研
究者へのフィードバック 

 ◆ アカハライモリの組織特異的（21 セッ
ト）および全 transcriptome（contig 数：
694,138；N50: 2,294 b；GC: 45.52%）を構
築した。◆ これらの情報は機能注釈も含め
て、JNRC が管理する遺伝子データサイト
‘MORI’ (http://antler.is.utsunomiya-u. 
ac.jp/imori/)で公開した。 

(3) 技術的サポートによる普遍的原理や新
概念の創出 

 ◆ イモリが幼生（水棲期）と変態後の成
体（陸棲期）で肢再生の様式を「幹細胞型」
から「脱分化型」に切り替えることを証明し
た。このことは、イモリがもつ成体における
卓越した再生能力が、他の陸上四足動物には
なく、この動物が進化の過程で新規に獲得し
た能力であることを示唆する。この能力の主
軸を担うメカニズムが、脱分化／リプログラ
ミングである。◆ 網膜において疾患か再生
かを決定づける因子を明らかにした。このこ
とは、イモリの高い再生能力がヒトの外傷性
疾患と共通のメカニズムから進化したこと
を示唆する。すなわち、細胞の外傷応答のメ
カニズムに何らかの変化（おそらく突然変
異）が生じたことにより、イモリは自律的で
高度な再生能力を獲得したと考えられる。◆ 
これら二つの発見により、これからのイモリ
再生研究の焦点は、この動物が進化上獲得し
たメカニズム、あるいは Factor を見つけ出
すことになる。また、このメカニズムを医療
に適用するということは、「イモリに進化上



起こったことをヒトで再現すること」に他な
らない。◆ 水晶体の繰り返し再生を可能に
する細胞メカニズムを明らかにした。◆ 肢
再生の初期過程（再生芽）に発現するイモリ
固有の新奇遺伝子（1,512 bp）を同定した。
◆ 網膜を再生する RPE 細胞のリプログラミ
ングを single cell レベルで証明した。また、
single cell transcriptome 解析により、RPE
細胞のリプログラミング過程で発現が有意
に増加、あるいは減少する遺伝子のリストを
作成した。◆ 水晶体が加齢や 19 回の繰り返
し再生に抗して若い状態を維持できること
を明らかにした。◆ SMIS を含む受精過程に
関わる遺伝子群の比較から体内受精様式の
進化について仮説を提唱した。◆ Pou5f1 と
Pou5f3（いずれも Oct4 のホモログ）をクロ
ーニングし発生過程における遺伝子発現の
違いを検討した結果、Pou5f1 は卵巣の卵母細
胞でマターナルに発現するのに対し、Pou5f3
はザイゴティックに様々な器官で発現する
ことが分かった。◆ 心臓の再生メカニズム
と変態との関連を調べる目的で、変態の前後
の心臓、正常と再生中の心臓における遺伝子
発現動態の解析を始めた。◆ 精子形成過程
でアポトーシス細胞に発現するRNA結合タン
パク質 nRBP の標的となる候補因子のリスト
を作成した。◆ single cell レベルの遺伝子
発現解析に適用するため、原腸胚期前後の胚
から外胚葉細胞を採取する技術を開発した。
◆ 原腸胚から単離した中胚葉細胞と内胚葉
細胞の自律的細胞運動のしくみを解析した。
その結果，これらの細胞は外胚葉細胞と異な
り，自律的な細胞伸長と蠕動運動様の細胞運
動をし，これらがイノシトール３リン酸経路
を利用した細胞内 Ca イオン動員機構による
ことを明らかにした。また、形態形成時にお
けるクラシックカドヘリンの局在の動的変
化をライブイメージングにより明らかにす
る目的で、胚から E-カドヘリンおよび C-カ
ドヘリンの cDNA をクローニングしている。
E-カドヘリンについてはほぼ全長 cDNA が得
られ、C-カドヘリンに関しては現在進行中で
ある。その際、本研究で作成されたトランス
クリプトームデータベースを活用した。◆ 
ソデフリン（ペプチドフェロモン）やアミノ
酸に対する嗅覚受容体遺伝子を同定する目
的で、Ca イメージングと single cell 
transcriptome／マッピング解析を組み合わ
せた実験系を開発した。◆ イモリの毒 TTX
が、実験室で育ったイモリにはなく、外因性
であることを証明した。◆ De novo assemble
アルゴリズムを改良し、効率化した。 

(4) 屋外養殖施設を利用したイモリの生
態・生活史の究明、および研究用イモリ
の供給 

◆ 東北地方太平洋沖地震（平成 23年 3月）
以来、養殖田の水量の減少と水質の悪化が著
しくなったため、利用範囲を縮小し水路の構
造を改良した。現在では、生物相が回復し、
以前より豊かな状態になりつつある。また、

ザリガニや鳥、アライグマによる捕食圧を下
げたことにより、幼生から成体までの飼育が
十分に可能な環境になった。◆ 卵から変態
後の幼体までの効率のよい飼育が可能にな
った。一部の幼生や幼体はすでに研究用に提
供することを始めている。◆ 自然繁殖には
まだ成功していない。その理由は、成体の密
度が低いためである。そのため、幼体を性成
熟に達するまで効率よく飼育する必要があ
る。継続観察の結果から、幼体は水から離れ、
林床で生活する可能性が出てきた。現在、実
験区を設置し、幼体が性成熟に達するまでの
行動・生態を調査している。◆ 地元のいも
りの里協議会とともに市民向けイベントや
講座を開催した。 
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