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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、四肢やレンズを再生できる脊椎動物であるイモリを用いて、再生開始の分子メカニ

ズムを解明するため、再生開始に関わる未知のレセプター様分子と、血液凝固因子唯一の膜蛋白

である「組織因子」に注目し、解析を行った。成果としては、①得られた分子は全くの新規分子

であり、ペプチドのモチーフレベルでもホモロジーのないものであったこと、②「組織因子」が

再生中のイモリ虹彩上部に特異的に発現しており、レンズ再生と密接に関連していることを見つ

けたことである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study was performed to elucidate the molecular mechanism of both limb and lens 

regeneration in newts. I mainly studied unknown receptor like molecule which is related 
to the regeneration initiation and “tissue factor” which is the only membrane protein 
among coagulant factors. Main results are ①I got completely unknown molecule which was 
not homologous to any other vertebrates’ molecules, ② Tissue factor is expressed in 
the dorsal iris of normal newt eye.  
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１．研究開始当初の背景 

本研究は、四肢(手足)や眼球内のレンズや
網膜を再生できる唯一の脊椎動物であるイ
モリを用いて、再生開始の分子メカニズムを
解明しようというものである。幹細胞を用い
た再生医学・再生医療の分野は近年大きく発
展してきているが、実際に再生可能な細胞が
どのようにして再生能力を獲得し、組織や器
官を三次元的に再生できるかはまだほとん
どわかっていない。これまでの我々の研究成
果により、イモリという脊椎動物の四肢再生
とレンズ再生には共通の再生開始分子メカ
ニズムが存在することが示唆されており、そ
のメカニズムの解明は iPS 細胞や ES 細胞を
はじめとした幹細胞の活用を飛躍的に改善
できる可能性を秘めており、その解明が大い
に期待されていた。アメリカ合州国では国防
省が機密国家プロジェクトとして、イモリな
どを用いた再生研究を本格的に開始してお
り、競争が激化してきている状態であった。 
 
２．研究の目的 

有尾両生類に属するアカハライモリとい
う動物は、四肢 (手足)ばかりではなく、眼球
内のレンズ及び、中枢神経系の一つである網
膜さえも再生できる唯一の脊椎動物である。
このイモリの再生開始メカニズムを解明す
ることは、今後の再生生物学・再生医学の発
展に大きく貢献できるものである。しかしな
がら、その分子メカニズムについてはまだほ
とんどわかっておらず、その分子メカニズム
の解明が本研究の大きな目的の一つである。
特に、この再生開始のメカニズムは、これま
で全く別々の再生と思われていた「レンズ再
生」と「四肢再生」に共通の再生開始メカニ
ズムが存在することがわかり、そのメカニズ
ムを解明することは脊椎動物の再生を理解
する上で極めて重要であると考えられた。そ
して、その候補分子として、レセプター様分
子と血液凝固因子の一つであり、その中で唯
一の膜たんぱく質である「組織因子」が関連
することを突き止め、その解析を本研究の目
的とした。 

 

３．研究の方法 

・動物：日本産アカハライモリを野外より捕
獲、もしくは業者より購入し、研究室で維
持しながら使用した。 

・細胞：イモリの四肢由来の培養細胞を 20℃
５％CO2状態で、70％MEM を用いて培養した。 

・cDNA ライブラリー：再生中のイモリの虹彩
や四肢より抽出した RNA より cDNA を合成
し、5`RACE や 3`RACE を行うため目的に合
わせて使用した。 

・塩基配列：得られた候補遺伝子は、Beckman
の DNA sequencer を用いて、塩基配列を解
析した。 

・抗体作成：得られた遺伝子情報より、親水
領域のペプチドを合成し、マウスに注射す
ることで、ポリクローナル抗体の作成を行
った。 

・免疫組織染色：再生中のイモリの組織を 3%
パラホルムアルデヒドで固定し、ホールマ
ウント、もしくは凍結切片を用いて、タン
パク質の発現領域を蛍光染色し解析した。 

・In situ hybridization:これまでの私の論
文に書かれている方法で行った。基本的に
は、3%パラホルムアルデヒドで固定した組
織に DIG でラベルした RNA プローブでハイ
ブリダイゼーションし、BCIP/NBT で発色さ
せることで、RNA の発現領域を特定した。 

 
４．研究成果 
本研究は、四肢(手足)や眼球内のレンズを

再生できる唯一の脊椎動物であるイモリを
用いて、再生開始の分子メカニズムを解明し
ようというものであり、平成１９年度より平
成２１年度までの研究では、再生開始を直接
誘導する可能性の高い未知のレセプター様
分子と、血液凝固因子唯一の膜タンパク質で
ある「組織因子」と呼ばれる分子に注目して、
解析を行った。この主な研究成果としては、
以下のとおりである。 
 

(1)再生開始を直接誘導する可能性の高い未

知のレセプター様分子はレセプター分子では

ない可能性も高くなったが、依然として既知

の分子と全くの相同性がない分子であること

が判明した。それは小さいなアミノ酸モチー

フレベルででもある。ゲノムプロジェクトが

進んでいるこの時代に再生と関わる分子で依

然として既知の分子との相同性がないことは

非常に興味深い。そこで、この分子名を新た

にA18と名付け、解析を進めている。このA18

分子はペプチド断片レベルでもどの分子とも

相同性がなく(まだ未発表のためデータ省略、

必要であれば機密書類として提出可能)、現在

バイオインフォマティクスの研究者と共同研

究を行う準備も進めている。この共同研究に

よる解析により、発現様式だけでない機能解

析に対する結果も得られるものと期待してい

る。 

また、このA18分子の機能解析のため、イモ

リA1細胞という細胞を用いた「機能阻害」実

験系の確立を行った。これまでにイモリを用

いたRNA干渉法の実験系が確立されていなか

ったため、A1細胞の骨格筋細胞分化をその分

化と関連する分子の発現阻害により行えるか

どうかを解析した。その結果、イモリの培養

細胞系においてもRNA干渉法により機能阻害

を行うことができることが明らかとなった(

論文①、図１)。 



 

 

 

 

図１ 長鎖ミオシン2本鎖RNA(dsRNA) による

多核筋管細胞への分化抑制. 

A-B;  緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 2 本 鎖 RNA 

(GFPdsRNA)が添加された低血清培地(LS培地)

下で分化誘導された多核筋管細胞, C-D;長鎖

ミオシンdsRNAが添加されたLS培地下で培養

されたA1細胞, E-F; 高血清(HS培地)で培養

されたA1細胞, A, C, E; 位相差顕微鏡像, B, 

D, F; 抗長鎖ミオシン抗体を用いた蛍光染色

(赤). 長鎖ミオシンdsRNAの添加により, LS

培地下でもA1細胞の多核筋管細胞への分化が

抑制されていることがわかる.  

 

 

 

今後はこのRNA干渉法を用いて、A18分子の

dsRNAを作成し、四肢再生やレンズ再生過程に

おける機能阻害実験を進め、抗体による染色

結果やin situ hybridizationによる解析と負

わせて、A18分子の再生における機能を詳細に

明らかにしていきたいと計画している。 

 

(2)血液凝固因子唯一の膜蛋白である「組織因

子」は血液凝固反応の最初に位置しており、

私が発見したレンズ再生におけるトロンビン

の活性化のさらに上流に存在していると考え

られており、レンズ再生と四肢再生の両再生

に関わる重要分子として注目した。しかし、

これまでイモリの血液凝固反応に関する文献

は皆無に近く、その分子の単離が必要であっ

た。現在まだ全長は得られていないが、これ

までに得られた発現解析では、組織因子は正

常イモリ虹彩の上部に特異的に発現している

ことが明らかとなった。これはトロンビンが

レンズ除去後虹彩上部に特異的に局在する結

果を強く支持するものであり、水溶性タンパ

ク質であるトロンビンがどのようにして脱分

化が起きると言われている5日間もの間、虹彩

の上部に局在できるのかを明らかにするうえ

でも極めて興味深い結果であった。今後はこ

の組織因子の発現を再生できない動物、例え

ば、メキシコサンショウウオなどについても

解析することでイモリの組織因子と再生との

関係をさらに解析する予定にしている。 
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