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研究成果の概要（和文）：　本研究では、我々は、イモリが心臓を再生するメカニズムの解明を目的とした研究
を行った。その結果、イモリとマウスにおいてcyclin D1遺伝子の転写調節活性がある領域を見出すとともに、
その転写活性をtdTomato遺伝子のmRNA量の変化で検出する方法を確立した。さらに、再生時における細胞周期制
御因子の発現量の変化を解析した。加えて、イモリの心臓に凍結損傷を与えて再生を誘起する方法を確立した。
　さらに、イモリの遺伝子モデル作成やインジェクションプロトコールの改良、イモリへのCRISPR/Cas9法の導
入など、イモリのモデル実験系とバイオリソースの整備を行った。

研究成果の概要（英文）： In this study, we performed research aimed at elucidating the mechanism by 
which the amphibian newt regenerate the heart.  In the results, we found a region with 
transcriptional regulatory activity of cyclin D1 gene in the newt and the mouse, and established a 
method to estimate the transcriptional activity of the cyclin D1 by the change of mRNA level of 
tdTomato gene. We analyzed changes in the expression levels of the cell cycle regulators during 
regeneration. In addition, we developed a cry-damage methods for inducing cardiac regeneration in 
the nets.
 Moreover, in order to  polish the model experimental system and bioresources of the newt, we have 
developed or improved  the Gene model, CRISPR/Cas9 for the newts, and high-efficient microinjection 
protcol.

研究分野： 再生生物学

キーワード： イベリアトゲイモリ　cyclin D　心臓再生　心筋細胞　新規モデル

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、イモリとマウスの心臓における再生能力の違いについて、心筋細胞の増殖能の違いに着目して研究
を行った。細胞増殖進行の鍵となるcyclin Dという、イモリとマウス共通の遺伝子の機能に着目することで、異
なる動物間での比較研究により再生能力を明らかにしていくための道を開いた。
　同時に、本研究で整備されたイベリアトゲイモリの実験系やバイオリソースは、再生現象にとどまらず、様々
な研究に活用されていくことが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

有尾両生類に属するイモリは、これまでに知られている脊椎動物の中で最も強い再生能力を
持ち、四肢や尾に加え、角膜、水晶体や網膜などの眼の組織、脊髄や脳、さらには心臓に至るま
で、様々な部位を再生する。これに対して、ヒトやマウスといった哺乳類の再生能力は限定的で
あり、たとえ損傷を受けても心臓を再生することはできない。 
どうしてイモリは心臓を再生でき、マウスはできないのか？一般に体の部位を再生する能力

は動物の生存にとって有利であると考えられるにも関わらず、なにゆえ動物間でそのキャパシ
ティに違いがあるのだろうか。このような、動物間における再生能力の差異を決定づけている機
構を明らかにすることは、再生現象を理解していく上で不可欠であり、そのためには動物の種間
を超えた比較研究が求められる。 
しかしながら、イモリとマウスのように大きく異なる動物の間で比較研究を行うためには、

（１）それぞれの動物について、心臓の損傷後に細胞レベルでどのような応答が起こるのかを詳
細にふまえた解析が必要である。その上で（２）その応答のどの段階に注目すれば意味のある比
較ができるのか？さらには、（３）動物種間の比較可能な実験系をどのように準備するのかが重
要である。 
そこで本研究では、研究代表者自らが中心となって開発してきた新規モデル動物であるイベ

リアトゲイモリを使い、心臓損傷後における心筋細胞の増殖制御に着目した心臓再生機構の研
究を行った。 
 
２．研究の目的 

本研究では、再生可能なイモリの心臓では損傷後の心筋細胞の増殖が起こる一方で、再生でき
ないマウスの心臓では心筋細胞自体の増殖が起こらない点に注目した。そして、このような心筋
細胞の増殖能力の違いにより再生能力の有無が生じると考えた。そこで、心臓再生を可能とする
機構を解明することを目指して、心室損傷時において、イモリの心筋細胞が増殖を開始の機構に
焦点を絞った研究を行った。特に、cyclin D 遺伝子を初めとする、細胞周期制御因子の転写調
節機構の解明に向けた解析を行った。 
また背景の項で述べたように、マウスを始め他のモデル動物と直接比較が可能な実験結果を

得て、イモリを用いた研究を加速するためには、イモリのモデル実験系とバイオリソースの整備
が重要であるため、これらの研究基盤の整備も同時に行った。 
 
３．研究の方法 

上の目的を達成のため以下の研究項目を実施した。 
（１） レポーターイモリとレポーターマウスによる cyclin D1 遺伝子の発現解析 
心筋細胞を含め、細胞は細胞周期と呼ばれるステップが進行することによって増殖する。この

細胞周期の開始に重要な役割を果たす cyclin D1 遺伝子について、その発現を制御する DNA 配
列を同定する目的で、イモリとマウスそれぞれについて、cyclin D1 タンパク質のコード領域の
上流側を蛍光タンパク質の遺伝子に繋いだ遺伝子コンストラクトを遺伝子導入した個体を作成
した。これにより cyclin D1 遺伝子の発現を可視化したマウスとイモリを用いて、その詳細な発
現パターンと、転写制御を担う DNAZ 領域を解析した。 
 

（２）  凍結損傷法の確立 
 マウスとのより直接的な比較を目指して、マウスの心臓損傷法と同様の手法をイモリに適用
するための手術法を検討した。マウスの心臓損傷方法には、冠動脈の結紮法と液体窒素による凍
結傷害法があるが、イモリには凍結が適していると考え、実際の手術法を確立した。 
 
（３） モデル実験系とイモリリソースの整備 
 マウスを始め、他のモデル生物から得られているデータとの比較研究を行う上で、遺伝子発現
情報をバイオインフォマティクス により解析する手法が極めて強力である。しかしそのような
解析を行うためには、参照となるイベリアトゲイモリの遺伝子の配列情報が求められる。イベリ
アトゲイモリは新規のモデル動物であるため、遺伝情報が未整備であったため、網羅的な RNA
セークエンスを行い、イモリの遺伝子データベースの整備を行った。 
また、イモリを用いた研究を進めていく上で基本的な技術であるマイクロインジェクション

法の改良を行うとともに、他の研究に研究材料となるイモリを提供するためのバイオリソース
の拡充を行った。 
 
４．研究成果 

（１）cyclin D1 遺伝子の転写制御領域の同定と、q-PCR による発現パターンの評価 
心筋細胞の増殖に重要な役割を果たす cyclin D1 遺伝子の発現を蛍光タンパク質により可視

化できるマウスとイモリを用いて、その詳細な発現パターンを解析した。その結果、イモリとマ
ウス、いずれも cyclin D1 遺伝子の上流側 5 に転写調節活性がある領域を見出すとともに、そ
の転写活性を tdTomato 遺伝子の mRNA 量の変化で検出する方法を確立した。加えて、本研究で作



成したイベリアトゲイモリの遺伝子カタログ（項目３）を利用して、イモリの主要な細胞周期制
御因子の、心臓再生過程における発現パターンを詳細に解析した。 
 
（２）イモリ心臓の凍結損傷法の開発 
 これまでイモリの心臓再生は、心室の先端部を外科的に切除する方法で誘起されてきた。この
方法では、切除とともに大量の出血が起こるため、イモリ個体への負担が大きい。また、マウス
やラットで行われている心臓の損傷法とは大きく異なる。そこで、マウスで広く行われている液
体窒素による凍結損傷による再生誘起法をイモリに適用した。 
その結果、凍結損傷を受けたイモリの心臓は、４週間程度で再生することが確認できた。また、

この方法では手術時にほとんど出血が起こらないためイモリの生存率（手術の成功率）が高く、
実験個体へのダメージも少ないと考えられる。これにより、マウスにより近い条件で心臓損傷モ
デル間の比較が可能となった。また、従来の心室切除と、凍結損傷法それぞれの試料から、発現
している RNA の発現情報を次世代シークエンサーにより網羅的に取得した（論文投稿準備中）。 
 
（３）モデル実験系整備とイモリリソース化 

① イモリの遺伝子カタログの作成 
イモリの遺伝情報データベースを作成するた

めに、複数の研究機関に跨がる共同研究グルー
プを結成した。グループに参加する研究者によ
り、イベリアトゲイモリの様々な臓器や異なる
発生段階の胚で発現している RNA-seq データが
収集された。これをもとに、イベリアトゲイモリ
の遺伝子モデルを構築した。このモデルを検証
したところ、イベリアトゲイモリが保有する全
遺伝子の約 98％をカバーする網羅性の高い高品
質の遺伝子カタログであることが確認され、イ
ンフォマティクス解析の重要なリファレンスと
なることが示された（国際科学雑誌に発表）。 
右図にイベリアトゲイモリとヒトなど他の脊

椎動物との遺伝子レパートリー比較の結果を示
す。魚類から哺乳類まで、それぞれの代表となる
モデル動物を選び、イベリアトゲイモリとの間
でどの程度の遺伝子群を共有するのか、イベリ
アトゲイモリ固有の遺伝子はどの程度存在するのかを解析した。 
 

② マイクロインジェクション法の改良 
 受精卵に対するマイクロインジェクションはゲノム編集を含むイモリの遺伝子操作技術の基
礎となる。より効率的、かつ簡便で低コストでのインジェクションが可能となるように改良した
方法を国際科学雑誌に発表した。 

 
③ イモリに対するCRISPR/Cas9法の確立 

 広島大学の山本、鈴木らと共同で、イモリの
受精卵に対するマイクロインジェクション操
作を介して、インジェクションを行った初代
個体（F0 個体）の世代で遺伝子ノックアウト
の表現型解析が可能であることを示した（国
際科学雑誌にて発表）。この方法は、
CRISPQ/Cas9 をマイクロインジェクションさ
れた個体の標的遺伝子を 99%以上の効率で破
壊できることが明らかとなった。 
本研究成果は「１週間でできるゲノム編集」

として日経サイエンス誌に紹介された。 
右図は、tbx5 遺伝子を CRISPR/Cas9 によっ
てノックアウトしたイモリ（下段）と対照個体（上段）。tbx5 遺伝子のノックアウトにより心
臓の形成が阻害されることが示された 

 
④ イモリバイオリソースの整備と提供 
代表者が所属する研究室において繁殖したイモリ個体を国内の研究者に提供した。本研究の

期間内で延べ 100 件以上の提供を行った。特に研究期間の３年目以降は、現在の所属である広島
大学両生類研究センターにおいて、イベリアトゲイモリのバイオリソースを充実化させた。 
さらに、イモリの研究情報を公開するためのポータルサイト（iNewt）を開設した。 
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