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研究成果の概要（和文）：本研究では、イモリで理解された四肢の『再生原理』(2つのステップ:<先端化>と<間
を作る*>)によると、カエルでは<先端化>は行われるが<間を作る>ステップが止まっている、マウスでは2つのス
タップとも止まっていると考えられた。そこで、カエルで<間を作る>ことを引き起こして四肢再生を惹起する、
マウスで<先端化>を引き起こしてカエル状態まで持ち込むことを研究の目的とした。その結果、マウスで<先端
化>を引き起こすことで、カエル同様に関節の再生を惹起することに成功した!! しかし、カエルでゲノム編集に
よって<間を作る>ステップを誘発して完全な四肢再生を惹起するまでには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Newt can regenerate complete limb structures after amputation including 
functional joint regeneration. Newt limb regeneration is achieved by two steps, distalization and 
intercalation. We are trying to induce limb-regeneration ability in frogs and mice. In the case of 
frogs, they lose the capability to achieve complete limb regeneration after metamorphosis due to the
 loss of MFCS1 activity after metamorphosis, although distalization is induced. When we compared the
 MFCS1 sequences between newts and frogs, newts were found to possess several specific sequences. 
Thus, we subsequently swapped the MFCS1 sequences between newts and frogs using CRISPR/Cas9 
technology to evoke limb regeneration in frogs. Although we have not yet succeeded in swapping the 
MFCS1 sequences, we have succeeded in evoking joint regeneration in mice by artificially inducing 
distalization. 

研究分野：再生生物学

キーワード： 四肢再生　関節再生　イモリ　カエル　マウス　ディスリゼーション　インターカレーション　再生医
療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療の提唱者として知られる本研究代表者が、iPS細胞を用いた再生医療ではなく、再生できる生き物から
『再生の原理』を学ぶことで、再生できない生き物を再生できるようにすることを目標に研究を展開してきた。
今回は、マウスで<先端化>を引き起こすことで関節再生を惹起させることに成功したことの社会的インパクトは
高く、新たな再生医療へ向けて大きな前進となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
本研究の代表者は、(1)いろいろな再生現象の分子・細胞レベルでの研究から、再生の普遍的な

原理を明らかにし、(2)動物によって再生能力の差があるのは進化の過程における環境適応の結

果と考え、(3)環境適応の結果として失った再生能力を再生段階の止まった段階を克服すること

で惹起することに挑戦している。本研究では四肢再生に焦点を当て、再生の普遍原理<先端化>
と<インターカレーション>という 2 つの段階について、四肢再生能の違いを考察した。イモリ

は変態後も四肢再生能力を維持するのに対し、カエルは変態後に四肢再生能力を失いスパイク

状の構造しか再生できない。これは再生の第一段階の<先端化>は行われるが、第二段階の<イン

ターカレーション>が遂行されないためと考えられた。すなわちFGFジナルは機能するものの、

FGF シグナルとポジティブ・フィードバック・ループを作るための Shh シグナルが機能しない

ためと考えられた。また、マウスでは、第二段階のみならず、第一段階の FGF による<先端化>
が遂行されず、第二段階に入ることすらできずに四肢の再生能を完全に失ったと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、(1)マウスについては、再生の第一段階である<先端化>を FGF 刺激で引き起

こすことで関節再生を惹起すること、(2)カエルについては再生の第二段階<インターカレーシヨ

ン>をゲノム編集によって引き起こすことで、カエルを変態後にも Shh シグナルを活性化させ

て完全な四肢再生を惹起することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
マウスについては、<先端化>の重要因子と考えられる FGF を指の第二関節で切断後に投与する

ことで、先端化を引き起こし、関節の再生を惹起することを行った。さらに、必要に応じて、イ

モリやカエルとは異なる点を探し出し、マウスでもイモリおカエルと同様に関節再生を引き起

こす工夫を行った。 
 
イモリにおいては、四肢再生における<インターカレーション>は、<先端化>シグナルの FGF と

SHH とのフィードバックループが形成されることで遂行される。そして、fgf 遺伝子と shh 遺

伝子との間でインターカレーションを引き起こすのに不可欠なのが shh 遺伝子のスーバーエン

ハンサーである MFCS1 である。カエルでは、変態後にこの MFCS1 エンハンサーが遺伝子の

エピジェネティックな修飾を受けて不活化されることで、四肢再生が阻害されることが報告さ

れている。そこで、本研究では、カエルの MFCS1 配列を、変態後も MFCS1 エンハンサーが機

能するイモリの MFCS1 配列に置き換えることで(またはその逆の置き換え、すなわちスワッピ

ングを行う)、カエルで<インターカレーション>を引き起こし完全な四肢再生を惹起することを

試みた。具体的には、カエルやイモリの受精卵を採取し、MFCS1 の各種ガイド RNA と MFCS1
配列を顕微注入することでゲノム編集を行った。 
 
４．研究成果 

 
(1) マウスにおける<先端化>による関節再生の惹起 

 
① FGF ピーズ移植による先端化と関節再生の惹起 
 
カエルでは不完全な四肢再生しか起きないものの<先端化>が行われていることは、関節部で切

断した場合に関節再生が引き起こされることで証明することに成功した(Tsutsumi et al., 2016)。
そこで、マウスでも<先端化>を誘発すれば、カエル同様に関節部で切断した場合に関節の再生

を惹起できるのではないかと考えた。実際に、生後マウスの中指の第二関節部で切断して、FGF
ビーズを移植して<先端化>を引き起こした場合に、低頻度であるが関節様の構造が再生される

ことを見出した。さらに、マウスとイモリ/カエルと異なる部分を探し出し、それらの違いを克

服することで、マウスにおいても関節の再生を惹起することに成功した(未発表、特許出願中)。 
 
 



(2) カエルにおける<インターカレーション>の誘発による完全な四肢再生の惹起の試み 
 
① MFCS1 スーパーエンハンサーの機能解析 

 
マウスで shh 遺伝子の約 1Mbp 上流に四肢特異
的な長距離エンハンサーが同定され(ZRS)、その
エンハンサー配列が四足動物で極めて高く保存さ
れているために MFCS1(Mouse-Fish-Conserved-
Sequence-1)と命名された。変態後のカエルでは、
このエンハンサーが機能しなくなるために、四肢
の再生が不全になることが知られている。一方、
完全な四肢再生が可能なイモリにおいては、
MFCS1 は変態後も機能していることが報告され
ている。すよわち、この MFCS1 が四肢再生時の
<インターカレーション>を引き起こすためのキー
プレーヤであり、MFCS1 がエンハンサーとして機
能するかどうかで、四肢再生ができるかできない
かの運命を分けていると考えられた。 
そこで、イモリとカエルのエンハンサー配列を比較したところ、四肢再生能をもつイモリに保

存されていて、四肢再生能を失ったカエルには欠損している配列があることが判明した。それら
を CCG 配列、CAT 配列と命名した(図 1)。 
 
近年、MFCS1 は super enhancer と呼ばれ、

この領域で non-coding RNA (ncRNA/enhancer 
RNA と呼ばれる)が転写されることでエンハン
サー活性が保持されることが示唆されている。
そこで、本研究においても、MFCS1 領域からの
non-coding RNA(ncRNA)の転写の有無を検定
した(図 2)。その結果、イモリでは発生過程でも
再生過程でも MFCS1 領域から ncRNA が転写
されているのに対し(図 2 左)カエルでは変態後
に MFCS1 領域からの ncRNA の転写が激減し
て shh の mRNA も検出されなくなることを見
出した(図 2 右)。 
すなわち、MFCS1 はエンハンサーRNA(eRNA)
を介して、約 1Mbp 下流の shh 遺伝子の発現を
制御していることを示唆した。イモリに特異的
に保存されている CCG 配列部位が eRNA の転写
制御にかかわっている可能性が高いので、eRNA
が MFCS1 領域のどの部分から転写されているかについて CAGE seq 解析を行ったが、転写量
が少なく転写開始点を同定するに至らなかった。現在、NET-CAGE によって転写開始部位の同
定を進めている。 
 
② イモリとカエルのMFCS1領域のゲノム編集に

よるスワッピング 
 

eRNA の転写部位の同定には至らなかったが、イ
モリとカエルの MFCS1 領域全体にわたるスワッ
プするためのゲノム編集を試みた。その結果、イ
モリにおいて、図 3 にあるように、CCG 配列より
5’側を欠損した場合には、インターカレーション
が起きずにカエル再生時と同じようにスパイク様
の構造が形成されることが明らかになった。種々
の領域を欠損した F0 個体を多数得たが、コロナ
禍で研究室への出入り制限もありそれらの個体が
死滅したことで、F1 を得ることもなく研究は振出
しに戻った。カエルのゲノム編集についても精力
的に行ったが、これも全個体が死滅したために、残
念ながら報告できる状態には至っていない。 
 

図 2 イモリとカエルの ncRNAの検出 

図 3 イモリ MFCS1 領域のゲノム編集個体と
 

図 1 イモリ 2 種とカエル 2 種の MFCS1 領域
の DNA 配列の比較(VISTA解析による) 
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