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研究成果の概要： 
 「器官再生を可能としている分子メカニズムの包括的理解」の研究目的のもと、両生類にお

けるトランスジェニック技術の再生研究への応用基盤形成を中心に多角的な解析を行った。結

果、Prx1 エンハンサーを用いたトランスジェニック Xenopus の作成により再生幹細胞の可視

化に成功しこの形成に MAPK・PI3K 経路が必須であることを発見した。また四肢再生過程に

おける shh 発現に DNA メチル化を含めたエピジェネティックな制御が重要であることを見出

した。 
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１．研究開始当初の背景 

近年再生医療は、胚性幹細胞(ES 細胞)や成
体幹細胞を材料とした幹細胞生物学の発展
とともにめざましく躍進しており、病気や事
故で失われた器官を患者自身の治癒力をも
って治す“器官再生”の可能性に徐々に近づき
つつあるように見える。しかし、器官再生に
必要な全ての組織種を分化させ、さらに機能
を有した“形態”を再生させるための必須の基
盤である、器官再生を制御する分子メカニズ

ム全体への理解は、現状は非常に立ち遅れて
いる。したがって、自然状態で器官再生を行
う動物の再生の分子メカニズムを理解する
ことは、今後の再生医療に器官再生という新
たな展開をもたらすための重要となる。 
 研究開始当初までに研究代表者はアフリ
カツメガエルの四肢をモデルとして、長年に
わたって器官再生メカニズムの解析を進め
てきた。これらの研究のなかで研究代表者の
最も大きな功績は、単なる異形組織再生とも



考えられてきたアフリカツメガエル成体に
おける四肢再生が、形態形成不全を伴いなが
らもイモリなどの有尾両生類における四肢
再生と同様の器官再生過程で行われている
ことを複数の論文を通して証明したことで
ある。これにより、有尾両生類に比べて分子
レベルでの解析に圧倒的に有利なアフリカ
ツメガエルを用いた器官再生研究の基盤が
形成された。 

このような研究の流れと背景のもとに、器
官再生メカニズムの包括的解明を推進する
ために、本研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 

上に示した現状と背景をもとに、「器官再
生を可能としている分子メカニズムの包括
的理解」を研究目的として設定した。すなわ
ち、器官再生能力とはどう理解されるのか、
器官再生における多能性幹細胞とはどのよ
うな性質を持つか、形態を再形成する能力を
規定している分子メカニズムはなにか、そし
てこれらの過程のどの部分をどのように克
服することによって器官再生が可能になる
か、これらの問いに対する基本原理の解明が
本研究の研究目的である。 
 なお、２年間の期間内に行う研究に関して、
より具体的な研究目標を以下のように設定
した。 
(1) 四肢再生における再生芽細胞誘導の分
子機構の理解 
(2) 四肢再生における再生芽細胞の特異性
質に関わる分子の半網羅的解析 
(3) 形態形成能力の責任メカニズムの抽
出・同定 
(4) 形態再形成に対するエピジェネティッ
ク制御の役割の解明 
 
３．研究の方法 
研究目的の項で掲げた４つの研究目標を

達成するため、それぞれに対して具体的な研
究計画を立てて研究を展開した。 

 
(1) 四肢再生における再生芽細胞誘導の分
子機構の理解 
 四肢再生の初期過程である再生芽形成の
なかでも最も初期の起こる再生芽細胞の誘
導機構に分子レベルでアプローチするため
に、作出した四肢特異的な Prx1 エンハンサ
ーを用いたトランスジェニックアフリカツ
メガエルの系を用いて再生芽細胞誘導の上
流メカニズムの解析を行う。器官培養系にさ
まざまなリガンド因子やシグナル伝達分子、
あるいはそれらの阻害分子を加え、GFP の発
現を手がかりに再生芽細胞の誘導に必要な
シグナリングメカニズムを同定する。 
 

 (2) 再生芽細胞の特異性質に関わる分子の
半網羅的解析 
 再生芽細胞の誘導システムに応答して再
生芽細胞が形成されたときに、再生芽細胞が
獲得する性質を明らかにするために初期再
生芽に特異的な発現を示す遺伝子の同定を
行う。 
 解析には信頼性の高い遺伝子発現比較を
行うことが可能な HiCEP 法を用いる。研究
開始当初までに小規模のパイロット実験に
よって再生過程において発現量が上昇する
遺伝子候補を獲得しており、本研究では解析
の規模を拡大してさらに多くの再生芽特異
的発現遺伝子を解析する。 
 
(3) 形態形成能力の責任メカニズムの抽
出・同定 
 アフリカツメガエルの成体では、四肢は再
生過程で正常な形態を再形成できない。形態
再形成の過程のどの部分にこの形態形成不
全の原因があるかを明らかにすることは、器
官再生過程において形態形成メカニズムの
理解につながる。そこで、前後・背腹・基部
先端それぞれの軸形成の指標をそれぞれ shh、
Lmx1、Hoxa11/13 の３つに絞り、それぞれ
の遺伝子および関連分子の発現状態を詳細
に解析する。 
 さらに再生芽形成とこれらの遺伝子の発
現の関係を調べる目的で、再生芽形成不全を
引き起こす除神経肢を作成して、このときの
各遺伝子の発現状態を調べ、形態形成と再生
芽形成の関係とそれに対する各遺伝子の機
能について考察する。 
 
(4) 形態再形成に対するエピジェネティッ
ク制御の役割の解明 
遺伝子発現のエピジェネティック制御は、特
に遺伝子発現の負の調節に重要であること
から、アフリカツメガエル成体の四肢再生に
おける形態形成不全の原因としてエピジェ
ネティック制御が重要な役割を持つ可能性
がある。そこで形態形成不全の原因遺伝子と
目されるshhに関して四肢におけるエンハン
サー配列が同定されているのでその配列に
関しても、エピジェネティックな主要な調節
のひとつである DNA のメチル化の状態をバ
イサルファイト法によって調べる。研究開始
当初までに予備実験としてshhのエンハンサ
ー領域の DNA メチル化状態を発生中の四肢
に関して解析している。これをさまざまな段
階のさまざまな組織(とくに成体の再生芽)か
ら抽出したゲノム DNA に関して行い、メチ
ル化状態と遺伝子発現状態の比較によって
相関関係を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 四肢再生における再生芽細胞誘導の分



子機構の理解 
 四肢再生の初期過程において、Prx1 遺伝子
が神経非依存的に再発現することを見出し、
更なる解析のためにPrx1-GFPトランスジェ
ニックカエルを作成した。組織培養系におい
て、MAP キナーゼおよび PI3 キナーゼ経路
が Prx1 遺伝子再発現に必須であることを、
このトランスジェニック動物を用いて明ら
かにした(Suzuki et al., 2007)。 
 
(2) 再生芽細胞の特異性質に関わる分子の
半網羅的解析 
 HiCEP 法を用いて、再生芽特異的発現遺
伝子を獲得した。Hesr1 を含む、12 種類の遺
伝子を候補遺伝子として同定した(未発表)。 
 
(3) 形態形成能力の責任メカニズムの抽
出・同定 

四肢形成過程について、とくにその基部先
端部軸形成過程を詳細に検討した。その結果、
四肢形成過程では細胞のミキシングが起こ
っていること、Hoxa11/13 遺伝子の発現が同
調的に変化すること、などを見出した(Sato 
et al., 2007)。これを元に、四肢再生過程にお
ける基部先端部軸形成を再検討し、アフリカ
ツメガエルの四肢再生過程において、この軸
形成が Hox 遺伝子発現変化の部分で不全が
あることを突き止めた（現在、論文投稿準備
中）。 

 
(4) 形態再形成に対するエピジェネティッ
ク制御の役割の解明 

アフリカツメガエルの四肢再生過程の軸
形成不全に関して、shh 遺伝子の発現不全が
その調節領域のエピジェネティックな負の
制御によることを突き止めた。これに関して、
四肢とそれ以外の臓器、カエルの発生変態過
程における変化を調べ、さらにイモリおよび
サンショウウオとの比較を行い、四肢再生過
程におけるshh遺伝子再発現とエピジェネテ
ィック制御との関係を調べた(Yakushiji et 
al., 2007)。 
 カエル成体の四肢再生時に発現不全とな
る shh 遺伝子の発現が、DNA 脱メチル化剤
とヒストン修飾剤との組み合わせによって
誘導できることを見出し、四肢再生過程にお
ける遺伝子発現調節にエピジェネティック
な制御が重要な役割を果たしていることを
示した。一方で、Hoxa 遺伝子群にも発現異
常があることが四肢再生時の細胞の分化に
異常をもたらして結果として形態異常を引
き起こしている可能性を考察した。これらに
ついて、四肢再生に関わる転写調節とエピジ
ェネティック制御について独自の考察をま
とめた。また、トランスジェニックカエル作
成技術を導入し、任意の時期に任意の場所で
遺伝子強制発現が行える系を構築して、とく

に筋衛星細胞の分化に着目して Pax9 遺伝子
についての解析を行った。 
 
(5) その他 

これらの知見を様々な脊椎動物種で比較
するための基盤としての、魚類・両生類・爬
虫類・鳥類・哺乳類の各グループにおけるモ
デル実験系の確立を行い、各グループの動物
維持と胚の獲得を行う実験環境も整えた。さ
らにいくつかの解析を行い、四肢の形態形成
の多様性に関する基礎データを収集し論文
としてまとめ報告した(Yonei-Tamura et al., 
2008)。とくに爬虫類に関しては繁殖コロ 
ニーを確立した。 
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