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研究成果の概要（和文）：本研究はゼノパス（ツメガエル）を主な材料にして、動物の器官再生の普遍的なメカニズム
の解明を目指した。四肢の前後軸形成に着目して、鳥類四肢の指のアイデンティティーを決定した。また哺乳類とは異
なり、ゼノパスは成体でも皮膚をほぼ完全に再生できることを発見した。さらに器官再生におけるHippoシグナル経路
の機能を検証し、動物界における普遍的な再生メカニズムの存在を裏付けた。これとは別に再生過程におけるゲノムの
エピジェネティックな修飾の安定性をエピゲノム解析から実証した。また新しい実験技術として、両生類における局所
的な遺伝子発現操作を可能にするシステムを開発した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to reveal common principles of organ-level regeneration among animals by 
using Xenopus as the main model. Firstly, we focused on the anterior-posterior axis formation of a limb 
and elucidated the avian digit identity of fore- and hindlimb. We found that an adult (metamorphosed) 
Xenopus can regenerate its skin almost completely after deep injury while an adult mammal cannot 
regenerate its skin. We analyzed the function of Hippo signaling pathway in organ regeneration of Xenopus 
and provided evidence that underlies the common mechanism(s) among vertebrate and invertebrate animals. 
We also found that epigenetic modification of genome is stable during limb regeneration by genome-wide 
analysis of histone modification. We also developed new experimental techniques for local gene induction 
in amphibians.

研究分野：再生生物学、発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
本研究課題を開始した当初、両生類を対象に
した器官の再生研究では遺伝子の発現レベ
ルでの解析は普及してきたものの、遺伝子の
機能レベルでの解析はほとんど行われてい
なかった。脊椎動物と無脊椎動物に共通した
普遍的な再生のメカニズムの存在が、古典的
な移植実験の成果から示唆されていたもの
の、両生類における分子遺伝学的な研究手法
の欠如から、普遍的な再生メカニズムの分子
レベルでの検証が全く行えない状態が長く
続いた。しかし、遺伝子組換え技術の普及や、
両生類（ネッタイツメガエル）でのゲノム解
読によって、ようやく普遍的な再生メカニズ
ムの検証に挑戦しうる状況が生まれた。研究
代表者らはゼノパス（アフリカツメガエル、
ネッタイツメガエル）を主な研究対象にして、
遺伝子組換え技術や次世代シークエンサー
を利用したエピゲノム解析を駆使して、普遍
的な再生メカニズムの分子レベルでの解明
に向けて挑戦を開始した。 
 
２．研究の目的 
イモリに代表される有尾両生類を用いた再
生現象の研究は、位置価の不連続を埋める
「インターカレーション（位置価の挿入）」
の概念を生み出した。しかし遺伝子操作が困
難という技術上の制約から、その分子機構の
解明は進んでいない。一方で近年の幹細胞研
究は大きな進歩を遂げたが、哺乳類において
四肢のような器官を再生させることは未だ
不可能である。無尾両生類であるゼノパスは、
幼生では四肢の原基（肢芽）を完全に再生で
きるが、変態後の成体では再生能が低下する
ため、種内で再生能の違いを比較できる。さ
らに近年では遺伝子組換え（Tg）個体の大量
作製技術が開発され、遺伝子の機能レベルで
の解析が可能になりつつある。本研究ではこ
れらゼノパスの利点をフルに生かして、脊椎
動物の器官レベルの再生能を遺伝子の機能
にまで踏み込んで解析し、脊椎動物・無脊椎
動物の全般にわたる普遍的な再生原理の解
明に資することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子操作を駆使した器官再生の分子
機構の普遍性の解明 
両生類の中でもゼノパスは低いコストで大
量のTg個体の作製が可能である。そのため、
これまで両生類では困難であった遺伝子の
機能レベルでの解析を行うことができる。そ
こで四肢再生や尾の再生などの器官再生を
モデルにして、コオロギやプラナリアなど無
脊椎動物における再生の分子機構と比較を
行うことで、再生の普遍的なメカニズムの検
証を行った。 
 
（２）次世代シークエンサーを駆使したエピ
ゲノム解析 
両生類の中でも例外的にゲノム解読が完了

しているゼノパスの利点を生かして、四肢の
再生にフォーカスをおいて、ゲノムのエピジ
ェネティックな修飾状態が再生の過程でど
のように移り変わるのかを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）四肢発生・再生における前後軸形成機
構の解明 
四足動物の指は、その発生過程において shh
遺伝子の制御下に形成され、またその作用の
違いによって前後軸に沿った各指のアイデ
ンティティーが作られると考えられている。
我々はマウスの５本の指（前側から順に１－
２－３－４－５とする）の形成メカニズムを
基準にして、鳥類の指のアイデンティティー
を推定する実験を行った。それにより鳥類の
前肢は１－２－３指、後肢は１－２－３－４
指を有することを示した（Tamura and Nomura 
et al., 2011）。さらにネッタイツメガエル
を用いて、両生類では 1番の指の前側に痕跡
的な 6 番目の指が存在することを発見した
（Hayashi et al. 2015b）。 
 
（２）四肢再生の開始と皮膚再生に関する研
究 
両生類の四肢再生において、再生芽の形成は
再生の成功に非常に重要である。我々は熱シ
ョック依存的にWntシグナリングを阻害でき
る Tg ゼノパスを利用して、幼生期の四肢再
生には Wnt シグナリングが必須だが、成体期
の再生には必ずしも必須ではないことを示
した（Yokoyama et al., 2011）。さらに我々
は皮膚の創傷治癒に着目した。哺乳類の成体
では皮膚が深層の真皮まで傷つくと真皮を
再生できず、代わりにコラーゲン線維に富ん
だ瘢痕が形成されて傷口を埋める。瘢痕は傷
跡として残り、様々なトラブルの原因になる。
これに対してゼノパスの成体では創傷後に
瘢痕の形成が起こらず、分泌腺のような皮膚
付属器官を含めた皮膚の再生が起きること
を発見した(図１、Yokoyama and Maruoka et 
al., 2011)。 

 
（３）器官再生の普遍的な制御メカニズム 
‐Hippo シグナル経路の機能に関する研究‐ 
 器官のサイズ調節に関与するHippoシグナ
ル経路は、昆虫（コオロギ）の脚の再生に必



須であることが既に報告されていたが、脊椎
動物の器官再生における機能は不明であっ
た。我々は Hippo 経路の下流における重要な
分子である Yap と Tead4 に着目し、それぞれ
の分子の機能を熱ショック依存的に阻害で
きる Tg ゼノパスの系統を樹立した。そして
Yap の機能はゼノパスの幼生における四肢
（肢芽）の再生だけでなく、挿入再生（イン
ターカレーション）にも必須であることを示
した（図２、Hayashi et al., 2014b）。さら
に Yapと Tead4 の機能は幼生の尾の再生にも
必要であり、再生する尾のサイズ調節に関与
する可能性を示した（Hayashi et al., 2014a）。
これらの結果はHippoシグナル経路が器官再
生において、動物界全般で普遍的な機能を持
つことを示唆する。 

 
（４）四肢再生におけるエピゲノム解析 
 ゲノム配列が解読されているネッタイツ
メガエルを利用して、遺伝子の転写調節に重
要な働きをする、ゲノムのエピジェネティッ
クな修飾状態をクロマチン免疫沈降（ChIP）
によって解析した。次世代シークエンサーを
利用してヒストンの修飾状態（H3K4 トリメチ
ル化と H3K27 トリメチル化）をゲノムワイド
に解析した結果、幼生期に確立した四肢領域
のエピジェネティックな修飾状態は四肢の
切断後も維持されることが明らかになった
（Hayashi et al., 2015a）。 
 
（５）両生類における局所的な遺伝子発現操
作システムの確立 
 Tg 個体を用いた熱ショックによる遺伝子
発現誘導の技術をより洗練させ、生体内の目
的の領域でのみ局所的に遺伝子発現を誘導
する技術を両生類に導入した。赤外レーザー
の照射によって遺伝子発現を誘導する技術
（IR-LEGO）を利用して、ゼノパスとイベリ
アトゲイモリで同技術による局所的な発現
誘 導 が 可 能 で あ る こ と を 示 し た
（Kawasumi-Kita and Hayashi et al., 2015）。 
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