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研究成果の概要（和文）：本研究では、両生類の腎尿細管の再生をモデルにして、その再生過程で発現が亢進す
るLhx1遺伝子の発現を再生中の細胞でオンにするエンハンサー(再生シグナル応答エンハンサー)が、再生能の高
い動物だけでなく再生能の低い哺乳類でも保存されていること、その活性化は、転写因子Arid3aが結合すること
により、Arid3aがヒストンH3タンパク質の9番目のリジン残基のトリメチル基 (H3K9me3)を脱メチル化する酵素
Kdm4aを呼び込み、エンハンサーのエピゲノム状態を変えることが重要であることを発見した。また、Arid3aの
働きを阻害すると腎管 の再生が起こらないことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We screened regeneration signal-response enhancers (RSREs) at the lhx1 locus
 using a Xenopus transgenic system and found that the noncoding elements conserved between only 
highly regenerative species do not show strong enhancer activities in the regenerating amphibian 
nephric duct. Instead, the noncoding elements conserved from fish to humans function as enhancers in
 the regenerating nephric duct. We also found that DNA-binding motif of Arid3a, a component of 
H3K9me3 demethylases, was commonly found in RSREs. Arid3a is known as a component of H3K9 me3 
demethylases KDM4/JMJD2 complex. Arid3a binds to RSREs and reduces the H3K9me3 levels on RSREs. It 
also promotes cell cycle progression and causes the outgrowth of nephric tubules, whereas the 
conditional knockdown of arid3a using photo-morpholino inhibits regeneration. These results suggest 
that Arid3a contributes to the regeneration of nephric tubules by decreasing H3K9me3 on RSREs.

研究分野： 遺伝子発現制御

キーワード： 非コードDNA　再生シグナル応答エンハンサー　シス調節配列　エンハンサー　遺伝子発現制御　エピゲ
ノム　ネッタイツメガエル　アフリカツメガエル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進化の過程で両生類や魚類が再性能を獲得したのか、ほ乳類が再生能を失ったのか、これまでのところ、この問
いに直接的な答えとなる分子実体を示した研究はなかった。一方で、ゲノムの比較解析と遺伝子の機能の解析か
らは、発生再生に関わる遺伝子は、その種類、数、機能が、進化的に高度に保存されていることが示されてい
る。本研究により、再生を制御する遺伝子のみならず、その遺伝子の発現をオンにする調節配列も進化的に保存
されていることと、その活性化メカニズムが明らかとなった。この発見は、ほ乳類においてその働きが抑制され
ていると予想されるシステムの解除による組織再生技術へと繋がる点において今後の発展の可能性が高い。
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１． 研究開始当初の背景 
 失われた体の一部を取り換えることは、動物では一般的によく見られる現象である。例
えば扁形動物のプラナリアは、ごく小さな細胞塊から全身を再構築することができる。ま
た両生類の胚や魚類では四肢や鰭を失ったとしても、機能的な組織を再び作り上げる事が
できる。一方、ほ乳類は、組織や器官を丸ごと取り換える能力を持っていない。この違い
については、再生能をもつ動物が進化の過程でその能力を適応的に獲得してきたという説
と、ほ乳類が進化の過程でその能力を失ってきたとする説が唱えられてきた。これら仮説
について進化生態学的な視点からは、後者の説が有力となりつつある(Bely AE., Trend in 
Ecology and Evolution, 2010)。 
 近年のゲノム解読の進展により、脊索動物からほ乳類までの多数の動物のゲノム配列が
比較できるようになった。これらゲノムの比較解析や、これまでの発生や再生過程での遺
伝子破壊実験から、発生制御遺伝子や再生に関わる遺伝子は、その種類、数、機能が進化
的に高度に保存されていることが示されてきた。これらを鑑みるに、進化生態学的に示唆
されている進化にともない再生能力を失ったという仮説の実体は、遺伝子を失ったという
よりも、進化の過程で再生に使う遺伝子の発現が失われたと予想できる。しかしながら、
再生能を失わせる遺伝子の使い方の変化が、エピゲノム修飾の変化であるのか、あるいは
発現調節配列そのものの変化であるのかなど、本質に迫った研究はこれまでになく、解決
すべき問題として残されていた。 
 

２． 研究の目的 
 ほ乳類の再生能は魚類や両生類と比べて限られていることから、進化の過程でその能力
を失ったという仮説が提唱されてきた。一方で、ゲノムの比較解析と遺伝子の機能の解析
からは、発生再生に関わる遺伝子は、その種類、数、機能が、進化的に高度に保存されて
いることが示されている。ゆえに進化にともない再生能を失ったという仮説の実体は、遺
伝子を失ったというよりも、再生に使う遺伝子の発現システムが変容したと予想される。
しかしながら、これまでその実体に迫った研究はない。そこで本研究では、再生に応答し
て活性化する両生類のゲノム領域を足がかりとして、非コード DNA 領域に刻まれた再生
能を失うまでの進化プロセスの解明を目指ものであった。 

 
３． 研究の方法 

 申請者らは、両生類のトランスジェニックシステムを使った遺伝子発現調節領域の網羅
的なスクリーニングを得意としており、これまでに腎形成に関わる Pax2 や Pax8 のエン
ハンサーやサイレンサーを同定してきた (Ochi H., Nature Communications, 2012)。この
方法を発展させることで、両
生類の再生過程で活性化す
る発現調節領域を発見でき
るのではないかと考え、予備
実験としてネフロンの再生
に関わることが報告されて
いる Lhx1 の遺伝子座で、エ
ンハンサーと予想される領
域の一部についてレポータ
ー遺伝子(GFP)をもつトラ
ンスジェニック胚を作製し、
それらトランスジェニック個体で、近位尿細管の一部を切除し、その再生過程を観察した
(図 1)。その結果、前腎の再生過程で、Lhx1 遺伝子の発現をオンにするエンハンサーを同
定できることがわかってきた。そこで、まずはエンハンサーの候補として、再生能力の高
い魚類と両生類の間で進化的に保存されて
いる非コード DNA 領域  (Conserved 
noncoding DNA sequences, CNS)と、再生
能に関わらず魚類からヒトの間で進化的に
保存されている CNS を抽出した (図 2)。
抽出したエンハンサー候補領域のクローニ
ングを行い、レポーターDNA を作製した
後、トランスジェニック個体を作製、再生
中の腎尿細管での活性の有無を調べた。次
に、再生中の腎尿細管でエンハンサー活性
を示した配列中の転写因子の結合モチーフ
調べ、腎尿細管の再生で遺伝子の発現を活
性化する入力転写因子の候補を抽出、ヒト
胎 児 腎 細 胞 293 (Human Embryonic 
Kidney cells 293)を用いたルシフェラーゼ
レポーター解析、ならびにヒートショック
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依存的に遺伝子を発現できるトランスジェニックツメガエルを用いて、再生シグナル応答
エンハンサーを活性化する転写因子の同定を行った。次に、UV 光の照射で遺伝子の発現
の ON/OFF ができる、センス Photo-モルフォリノオリゴヌクレオチド 
/ アンチセンス モルフォリノオリゴヌクレオチドをツメガエル胚に導入し、腎尿細管の再
生が開始される前に UV 光を照射することでエンハンサーを活性化する転写因子の発現を
抑制し、それらが再生に必要な因子であるかどうか検討した。 
 

 
 
４． 研究成果 

 再生シグナルに応答して活性化するエンハンサーは、ほ乳類と両生類の間で高度に保存
されている領域であること、またこれらエンハンサーは腎管の発生では使われていないこ
とを発見した。我々は、これら腎管の再生時に Lhx1 の発現をオンにするエンハンサーを、
再生シグナル応答エンハンサー (Regeneration Signal-Response enhancer: RSRE)と命名
した。次に、RSRE の活性化メカニズムを解析し、転写因子 Arid3a が RSRE に直接結合する
こと、Arid3a はヒストン H3 タンパク質の 9 番目のリジンのトリメチル基 (H3K9me3)を脱
メチル化する酵素 Kdm4a と協調してエンハンサーのエピゲノム状態を変化させること、こ
のエピゲノム変化がエンハンサーの活性化に重要であることを、Arid3a の働きが阻害され
ると腎管の再生が起こらないことを発見した (図 3) (Suzuki N., et al., eLife, 2019)。
また、RSRE はヒトから魚類の間で進化的に保存された配列であることから、ほ乳類ゲノム
にあるカエル RSRE の相同領域にも再生シグナルに応答する活性があるのか調べたところ、
マウスのRSRE相
同領域は両生類
の腎管の再生中
にエンハンサー
活性を示すこと
がわかった。こ
れらから、マウ
スのゲノムには
腎管の再生に必
要な遺伝子だけ
でなく、再生に
使う調節配列の
機能も残されて
いることがわか
った。 
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