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研究の概要（４行以内） 
 
イモリでは、四肢切断後に<先端化>と<インターカレーション>の 2段階で進行する。カエルで
は<先端化>はいくものの、<インターカレーション>のステップで止まり、マウスでは<先端化>
すら行かずに再生ができない。本研究では、カエルとマウスで、止まっている段階を突破する
ことで四肢再生を惹起することを目指す。 
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１．研究開始当初の背景 
 
イモリの四肢の再生もプラナリアの再生と
同じく、<先端化>と<インターカレーション>
の 2段階で進行することを見出した。そして、
カエルでは第一段階の<先端化>はいくもの
の、第二段階の<インターカレーション>がう
まく行かずスパイク状の骨のみが再生し、マ
ウスでは<先端化>すら行かずに全く再生が
できない。また、<先端化>は傷上皮の形成に
伴う FGF シグナルの活性化によって、<イン
ターカレーション>は先端化の FGF シグナル
と Shhシグナルのポジティブ・ループの形成
によって遂行されると考えられた。すなわち、
カエルでは FGFシグナルは活性化されるもの
の四肢特異的エンハンサー(MFCS1)を介した
Shhシグナルとのポジティブ・ループが形成
されないためにスパイクが形成され、マウス
では傷上皮が形成されないために FGFシグナ
ルが活性化されないために全く四肢再生が
できないと推測された。 
 
２．研究の目的 
 
そこで、本研究では、カエルで MFCS1を介し
た FGFシグナルと Shh シグナルのポジティ
ブ・ループを形成させることで、カエルで指
パターンを含む四肢再生を惹起させること、
また、マウスで FGFシグナルを活性化させる、
さらには、FGFシグナルと Shhシグナルのポ

ジティブ・ループを形成させることで関節再
生を含む四肢再生を惹起させることを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
カエルで FGFシグナルと Shhシグナルのポジ
ティブ・ループを形成させるために、ポジテ
ィブ・ループ形成に重要な機能を担っている
と考えられる Shh遺伝子の四肢特異的エンハ
ンサーMFCS1 をゲノム編集によって、カエル
のものとイモリのものをお互いに入れ替え
る実験(スワッピング)を行い、イモリをカエ
ル化(スパイク形成)できるか、逆にカエルが
イモリ化(完全四肢再生)できるようになる
かを検証する。 
 また、マウスで四肢の関節再生を惹起させ
るために、イモリやカエルで関節再生に参画
する細胞を同定し、関節再生ができないンワ
トリやマウスにも同様な細胞が居るのか居
ないのかを組織培養と移植実験とによって
検証した。 
 
 
４．これまでの成果 
 
○Shh 遺伝子の四肢特異的エンハンサー
MFCS1 のイモリとカエルの配列のゲノム編集
によるスワッピング実験 

再生原理の理解にもとづいて四肢再生を惹起する 

Evoking limb regeneration from non-regenerative animals 
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約 1.6kb の MFCS1配列について、イモリとカ
エルで比較したところ、全般的に良く似た配
列で構成されているものの、イモリ特異的、
あるいはカエルに特異的な配列を見たい出
した(図 1)> 

  
図 1. イモリとカエルの MFCS1 配列比較、イモリに特異

的な挿入配列を示した。 

 
イモリとカエルで MFCS1配列を入れえるため
に、イモリについてはイベリアトゲイモリを
ゲノム編集用のモデル動物として、カエルに
ついてはネッタイツメガエルをモデル動物
として扱えられるようにし、図 2 に示す部位
に guide RNA (gRNA)を作製した(図 2)。 

 
図 2. イモリの MFCS1領域の gRNA作成部位。 

 
これらの部位でゲノム編集を行ったところ、
イモリについては 4箇所、カエルでは 2箇所
で高効率でゲノム編集できる部位を同定す
ることに成功した。特にイモリでは、完全に
MFCS1 領域を欠損したゲノム編集に成功した。
また、一部のゲノム編集個体では四肢の正常
発生そのものに異常が見られた(図 3)。 

 
図 3. イモリ MFCS1 部分欠損による四肢発生異常個体。

意外にも全領域欠損ヘテロ個体は正常な四肢を発生。 

 
また、イモリやカエルで関節の再生に参画す 
る細胞として関節部の腱や靭帯の中に潜ん
でいる細胞を同定し、同様の細胞がマウスの
腱や靭帯にも存在していることを示すこと
に成功し(図 4)、マウスでの関節再生の可能
性を強く示唆した。 

図 4. マウスの関節部の腱から這い出てきた細胞。 

さらに、新たに見出した再生原理---イモリ
類のみならず、サンショウウオ類でも、異
なるサイズの四肢や異なる成長段階の四肢
の四肢再生時には、ある一定の細胞数の再
生芽を形成した時にパターン形成が遂行さ
れるという<四肢再生の砂時計モデル>に
ついても検証する。 
 
５．今後の計画 
 
ゲノム編集技術を駆使して、イベリアトゲイ
モリとネッタイツメガエルで Shh遺伝子の四
肢特異的エンハンサーの取り換え(スワッピ
ング)実験を完遂して、MFCS1 を介した FGFシ
グナルと Shhシグナルのポジティブ・ループ
が形成されるか、四肢再生が惹起されるかを
明らかにしたい。 
 また、マウスで同定された関節再生に参画
する細胞を in vivo で活性化することで関節
の再生が惹起されるようになるかについて
も明らかにする予定である。 
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