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研究成果の概要（和文）：われわれは、イモリの四肢再生においても傷上皮が先端部として機能することで、残存部と
相互作用して再生芽を形成し残存部と先端部との間の構造を再生するモデルを提唱していたが、今回の関節再生に焦点
を当てた研究によって、想定以上に残存部から再生芽(新規再生部)へ強力な働きかけがあることが判明した。残存部か
らの働きかけによって、(1)残存部の軟骨と再生部の再生軟骨は整合性のある形を形成し、(2)上腕部の筋肉が下腕の再
生部の骨と腱を形成することで機能的な関節が形成されることを明らかにした。さらに、カエルでこの原理を適用した
ところ、関節を再生できないと言われていたカエルに機能的な関節を惹起することに成功した。

研究成果の概要（英文）：When we removed the lower arm of newts at the elbow joint level, we found 
regeneration of a functional elbow joint within 70 days after amputation, although the size of the 
regenerating lower arm was still miniature compared to that of the remaining upper arm, suggesting the 
existence of a reintegration system between regenerating and remaining tissues during regeneration. Based 
on this finding, we have amputated frog arms at the joint level according to our experiments using newts, 
and we have succeeded in evoking functional joint regeneration from frog, in which nobody had observed 
joint regeneration after metamorphosis so far. That is, we have shown a new strategy to induce 
regeneration ability in "non-regenerative" animals. The remaining joint part in the upper arm may supply 
cells and produce factors to form a functional elbow joint. This became a landmark work for future 
regenerative medicine in the field of joint regeneration.

研究分野：発生学
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１．研究開始当初の背景 
 

動物界全般を見渡した時、高等な動物ほど
再生能力が落ちるというより、動物門ごとに
再生できるものと再生できないものとがあ
ることに気づく(文献⑧参照)。そこで、本研
究班では、(1)再生できる動物で再生原理を明
らかにし、(2)近縁種で再生できない動物と比
較することで再生能力の違いをもたらして
いるステップを明らかにし、(3)再生できない
動物でそのステップを乗り越えることで再
生できるようにすることを目標にしている。
このような背景のもと、本計画班では、終生
四肢を再生できるイモリと変態後に四肢を
再生できなくなるカエルとの再生能力の違
いに着目して研究を展開し、四肢を再生でき
ないカエルで四肢再生をできるようにする
ことに挑戦した。また、脳の再生能力の違い
についても、プラナリア・イモリとカエルと
の比較を行った。 
 
２．研究の目的 
 

本研究は 3 つの目的で構成されている。す
なわち、(1)四肢を再生できるイモリで再生の
原理を明らかにする。(2)四肢を再生できない
カエルでは再生のどのステップで止まって
いるかを明らかにする。(3)カエルで止まって
いるステップを遺伝子操作などで乗り越え
ることで四肢再生を誘導できるようにする。
この 3 つを具体的な目的として実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 

関節を含む四肢再生の再生原理の研究に
ついては、日本産のアカハライモリを用いて
行った。四肢再生の比較をしたカエルについ
てはアフリカツメガエルを主に用いて実験
を行った。 

 
また、遺伝子操作についても研究当初にお

いては日本産アカハライモリを野外から採
集してきて実験を行ったが(文献⑦参照)、遺
伝子操作のための受精卵を一年中コンスタ
ントに得られないことから、公募研究班の林
利憲班員(鳥取大・生命)が確立したイベリア
トゲイモリの飼育・実験系を導入して、遺伝
子導入を行うようにした(文献⑤参照)。 

 
カエルとの遺伝子操作の相互乗り換えに

ついては計画班の横山班員(東北大・生命)/
越智班員(山形大・医)とイモリと同じ遺伝子
コンストラクトを導入する共同研究を実施
することで遂行した。 
 
 肘の関節再生についての詳細な解析につ
いては、山田博士(京大・医)のご厚意によっ
た EFICS を使わせてもらい、肘の関節構造の
三次元構築を行った。 
 

４．研究成果 
 
○関節再生の原理の解明 
 
 四肢再生においても傷上皮が先端部とし
て機能することで、残存部と相互作用して再
生芽を形成し、残存部と先端部との間の構造
を再生するという<ディスタリゼーション&
インターカレーション>という再生の普遍モ
デルが適用されると主張していたが、関節再
生でそのモデルの重要性がさらに認識され
た。すなわち、イモリで関節部位で切断した
時、再生芽で形成されたミニチャアの下腕部
と元の大きさの残存部の上腕との間に大き
さのギャップがありながら、残存部の関節の
大きさに合うように再生部の関節の大きさ
が調整されていることを見出した(図 1、文献
③)。 
 

図 1 再生部の関節面が異様に大きいことを
示す(下段右の拡大図) 
 
 今回の肘関節での切断実験によって、想定
以上に残存部から新規再生部へ強力な働き
かけがあることが判明した。この残存部から
の働きかけによって<残存部と再生部との構
造の調和がとられている>ことが明かとなっ
た。われわれはこの現象を reintegration 
mechanism(組織間調和)と命名し、組織間調
和によって、(1)残存部の軟骨と再生部の再
生軟骨は整合性のある形を形成すること、
(2)上腕部の筋肉が下腕の再生部の骨と腱を
形成して結合することで機能的な関節が形
成されることを明らかにした(図 2)。また、
この組織間調和は関節再生に限局したもの
ではなく、再生現象で普遍的に起きているこ
とを示唆した。 

図 2 肘関節の再生原理 

 



 
○関節再生ができないと言われていたカエ
ルで関節再生を引き起こすことに成功 
 

カエルでは四肢の何処で切断しても関節
は再生しないと言われてきた。しかし、今回、
われわれは、イモリで肘関節部分で切断する
ことで、想定以上に残存部から新規再生部へ
強力な働きかけがあることを明らかにした。
そこで、変態後のカエルを用いてイモリと同
様に肘関節部で切断したところ、カエルにお
いても機能的な関節を再生させることに成
功した。 

 
図 3 カエルで再生した肘関節 
 

すなわち、(1)イモリで関節の再生の原理
を明らかにしたことで(文献③)、(2)カエル
でも同様な実験をしてイモリの再生と比較
し、(3)カエルで世界で初めて関節の再生を
誘導することに成功した(文献①)。この画期
的な成果によって、関節の再生できない哺乳
類においても関節再生を引き起こすことが
できる可能性を示唆した。 
 
○四肢再生能力の違いとエピジェネティッ
ク・ステータスの比較 
 
 イモリでは終生にわたり四肢を再生でき
るのに対し、カエルでは変態前はイモリ同様
に四肢再生能力はあるものの、変態後にはス
パイクといわれる軟骨からだけなる突出構
造物しか再生できない。これは、カエルでは
傷上皮による先端化は起きるものの、Shh の
発現がないためにその後のインターカレー
ションが機能しない結果と考えられている。 
 

そして、この差は、Shh 遺伝子の四肢特異
的なエンハンサー部位(MFCS1)が変態後にメ
チル化を受けることで変態後の再生芽での
発現が抑制されることが示唆されている
(Yakushiji et al., 2007)。そこで、本研究
ではイモリにおける Shh遺伝子の四肢特異的
なエンハンサー部位(MFCS1)をクローニング
し、その DNA メチル化部位の比較を行った。
すると、確かに、MFCS1 部位としての配列保
存性は高いものの、メチル化候補部位がほと
んど保存されていないことが明かとなった。 
 
 

 

図 4 イモリとカエルの DNA メチル化部位 CpG
の比較(上段がイモリ、下段がカエルの配列) 
 
○イモリとカエルの Shh遺伝子の四肢特異的
なエンハンサー部位(MFCS1)のエハンサー活
性の比較 
 
そこで、イモリとカエルの Shh 遺伝子の四

肢特異的なエンハンサー部位(MFCS1)を GFP
のレポーター遺伝子とつないだ発現ベクタ
ーを作成し、イモリとカエルに遺伝子導入し
て、エンハンサー活性の比較を行った。する
と、どちらの種のエンハンサーもイモリをホ
ストとする場合には四肢特異的なエンハン
サー活性を示したものの、カエルをホストと
した場合には、イモリのものはエンハンサー
活性を示さないという予想外の結果を得た。 
 
○四肢再生能力の違いの新たな可能性 
 
われわれは、イモリで遺伝子操作を行う上

で従来のアカハライモリから、本総括班によ
って開発された新規モデル動物、イベリアト
ゲイモリへ実験動物の転換を図った。そこで、
イベリアトゲイモリにおける MFCS1 部位をク
ローニングして、シークエンスして他の
MFCS1 と比較したところ、イモリでのみ保存
されている新たな保存配列を見出した。その
結果、Shh 遺伝子の発現の差を生むメカニズ
ムとしては、エピジェネティックな違いと保
存配列の違い両方の面から調べる必要が出
てきた。その結果、期間内に再生能の違いを
生むメカニズムについての結論を導き出す
ことができなかった。 

 
図5 イモリのMFCS1にのみ保存されている配
列の発見(上段の右端の紫部分) 



○研究成果の総括 
 

カエルの四肢をイモリのエンハンサーに
置き換える遺伝子操作でカエルの四肢を再
生させることには至らなかったが、（1）従来
関節の再生は無理と考えられてきたカエル
で、関節の再生を引き出すことに成功した点、
（2）マウスなどの哺乳動物での関節再生を
引き出す有力な方法論として再生医療分野
にも大きな衝撃を与えた点、は高く評価でき
る。 
 
○その他 
 
 両生類四肢再生過程における遺伝子プロ
ファィリングについても精力的に行い(文献
⑥)、EST データをデータベース化した。 
 再生医療へのインパクトという点におい
て脳の再生は関心も高く、脳の再生の原理に
ついても、プラナリア・イモリを使って精力
的に展開した(文献②④)。 
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