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研究成果の概要（和文）： 
	 アフリカツメガエル幼生の尾部再生過程において、FGFや hedgehog等のシグナル因子
が個々の細胞にどのように作用するかを明らかにしようとした。具体的モデルとして、脊
索細胞が in vitroで液胞化し、成熟する過程を解析できる実験系を確立した。さらに脊索
細胞の成熟に hedgehogシグナルが必要であり、FGFによりその過程が阻害されることが
わかった。また、脊索細胞の成熟に伴い発現変化する遺伝子を複数同定した。 
研究成果の概要（英文）： 
  To analyze direct effects of fibroblast growth factor and hedgehog signalings in the 
tail regeneration notochord cells were isolated from Xenopus tadpole. Isolated 
immature cells proliferated and terminally differentiated into vacuole-containing cells 
in a culture condition. The vacuolation was inhibited by FGFs or by hedgehog inhibitor. 
Genes associated with the notochord maturation were identified after a gene 
expression screening. 
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１．研究開始当初の背景 
	 イモリやカエルなど両生類を材料とした
器官再生の研究は古い歴史を持ち、生命科学
において非常に重要な貢献をしてきた。一方、
ほ乳動物の幹細胞研究は近年めざましい進
歩をとげ、培養細胞から様々な分化細胞を作
り出すことに成功している。しかし、大量の
幹細胞を集合させても、そこから秩序だった
完全な器官を作り出すことは現時点で不可

能である。これに対し、両生類の四肢や尾部
が失われた場合には、見事なまでに完璧に失
われた構造が生体内で再構築される。そこで、
再生過程における細胞の秩序だった増殖、分
化、移動のメカニズムを理解するためには、
両生類を材料とした再生研究が、今現在でも
なお大きな意義を持つと考えられる。 
	 	 近年、有尾両生類（アホロートル）の四
肢と尾部、アフリカツメガエルの尾部を材料
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として、我々を含む複数の研究グループによ
り、器官再生を制御する細胞外シグナル因子
の役割が明らかになってきた。例えば、再生
芽の細胞の増殖と分化には FGF、hedgehog
や canonical Wntシグナルが必要であること
が明らかになった。まだ不明な点も多いが、
胚発生過程で用いられたシグナルが、タイミ
ングや組織特異性に違いがあるものの再生
過程で再び重要な働きを持つことが大筋で
明らかになった。しかし、再生における器官
再構築のメカニズムを理解するためには、
個々の細胞がいつ、どのようなシグナルを受
け、どのような行動をとるのかまで明らかに
する必要がある。両生類を用いた実験系では
大きな器官や組織レベルでの解析が豊富な
のに対し、個々の細胞レベルでの解析におい
ては、きわめて限定的な情報しかない。そこ
でこのギャップを埋め器官再生のメカニズ
ムの全体像を解明するには、再生を制御する
シグナル機構を詳細に理解することに加え
て、細胞個々のレベルでの分裂、移動、細胞
死の解析や、遺伝子発現解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
 アフリカツメガエル幼生の尾部再生をモデ
ルとして、これまでに尾部の主要な組織であ
る脊髄、脊索、筋肉が、もとの組織に含まれ
ている細胞の増殖、分化により再構築される
こと(Sugiura et al., 2004; Mochii et al., 
2007)、尾部再生過程で FGFシグナルが脊索
前駆細胞の増殖や分化に重要な働きを持つ
こと(Taniguchi et al., 2008)、hedgehogシグ
ナルが筋肉や脊索の再生に重要であること、
さらにはWnt-5aによる non-canonicalシグ
ナルが基部末端方向への尾部の構築を誘導
することを明らかにしてきた(Sugiura et al. 
2009)。これらの研究をさらに進め、個々の
細胞が各種シグナルに対してどのように反
応し、行動するのかを明らかにしようとした。 
３．研究の方法 
	 (1)細胞標識法の検討	 
これまでにエレクトロポーレーション法に
より、表皮細胞、脊索細胞、脊髄細胞、筋線
維細胞の一部を GFPにより標識することに成
功している。さらに、長期間安定に標識する
ため、トランスジェニック法を用いる、ある
いは、局所的に細胞を標識するため、蛍光色
素等による直接標識を試みる。	 
	 	 (2)	 細胞の単離と遺伝子発現解析。個々
の細胞レベルでの遺伝子発現解析をおこな
うために、各組織の細胞を単離し、１細胞あ
るいは少数の細胞から cDNA を単離する。こ
れらの cDNA を用いて既存のマーカー遺伝子
の発現を解析するとともに、細胞種特異的に
発現する遺伝子を新たに単離する。また遺伝
子発現パターンから細胞の分類、性質の推定
をおこなう。	 

	 (3)	 培養細胞を用いた解析。単離した細
胞に対して、各種シグナルが具体的にどのよ
うな作用を持つのかを細胞レベルで解析す
るために、幼生尾部各組織から単離した細胞
を培養し、分化させる実験系の確立をめざす。	 
	 
４．研究成果	 
	 	 (1)蛍光色素を用いた傷表皮形成過程の
観察	 
	 尾部切断後の表皮細胞の移動を追跡する
目的で、幼生尾部表皮の表面細胞だけを標識
す る 方 法 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、
Sulfo-NHS-LC	 biotin 試薬や、蛍光標識小麦
胚芽レクチン(WGA)を用いることにより、表
面細胞のみを標識することができた。これら
の方法を用いて傷表皮形成過程を観察した
ところ、尾部切断後 3-6 時間で個々の表皮細
胞が変形・移動し、約 12 時間で完全に傷口
を被うことがわかった。また、これまで考え
られていたような、表皮の基底層に位置する
細胞が個々に移動するのではなく、むしろ表
面細胞がシート状に移動することにより傷
表皮が形成されるらしいことがわかった。	 
	 	 (2)脊索細胞の単離と培養	 
	 幼生尾部を断片化し、ディスパーゼで処理
した後、脊索のみを単離することに成功した。
単離した脊索を、解離・培養したところ、大
きな液胞を含む成熟した脊索細胞と、小さな
未分化脊索細胞とが含まれていた。培養を継
続することにより、未分化細胞内に液胞が形
成され、それが大きくなり成熟する過程を連
続的に単一細胞レベルで観察することに成
功した。また、この成熟過程は hedgehog シ
グナルを必要とし、FGF により抑制されるこ
ともわかった。以上の現象は、体内で尾部が
切断した後におきる一連の変化を再現して
いると考えられ、FGF と hedgehog の役割を一
部具体的に明らかにすることができた。	 
	 	 (3)脊索分化制御に関連する遺伝子の単
離と発現解析	 
	 単離した純粋な脊索を材料として	 cDNA ラ
イブラリーを作成し、ランダムに単離したク
ローンから、約 100種類の遺伝子を選び出し、
その再生過程および、培養脊索分化過程にお
ける発現を解析した。その結果、脊索で多く
発現する遺伝子として、8 種類の遺伝子を新
たに同定した。さらに、このうち 3種類は脊
索細胞の成熟（液胞化）と密接に関連して発
現上昇した。その一つ chloride	 intra	 
-cellular	 channel	 protein	 -	 5	 (CLIC5)の
液胞化における役割が強く示唆された。	 
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