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研究成果の概要（和文）：再生中の器官には、細胞の脱分化や幹細胞の増殖を保証するための「細胞外マトリッ
クス」や「分泌性増殖因子」で構成されたマトリソームが存在していると考えられている。本研究では、イモリ
とカエルの四肢再生芽マトリソームの比較オミックス解析を行った。その中でイモリ再生特有なマトリソーム因
子のノックアウトを行い、四肢再生における機能を解析した。およびイモリマトリソームプロテオミクスの高度
化に必要なタンパク質データベースを充実させるためのゲノムプロジェクトを先進ゲノム支援の元に行った。さ
らに、マウス四肢再生を誘導するための脱細胞化マトリックスの移植実験を行い、その評価も行った。

研究成果の概要（英文）：It is believed that regenerating organs contain matrisomes, which are 
composed of "extracellular matrix" and "secretory growth factors" that ensure cell dedifferentiation
 and stem cell proliferation. In this study, we performed comparative omics analysis of the 
matrisomes of newt and frog limb regenerating buds. We knocked out matrisome factors specific to 
newt regeneration and analyzed their functions in limb regeneration. In addition, we conducted a 
genome project with the support of the Platform for Advanced Genome Science (PAGS) to improve the 
protein database required for the advancement of newt matrisome proteomics. In addition, we 
experimented with transplanting decellularized matrices to induce mouse limb regeneration and 
evaluated the results.

研究分野： 再生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請課題によって得られる成果は、以下のような先進的な生体材料の開発に繋がることが期待できる。（１）
創傷治癒や器官再生を促進する有用な治療用生体材料の開発。（２）より生体に近い機能と構造を持つオルガノ
イドの創生技術の開発。（３）幹細胞を生体に近い状態で大量に産生可能な培養技術の開発。
生体材料工学に新機軸を打ち出し、イモリの高い器官再生能力についてマトリソームという新しい視点から解明
を行う本申請課題は、これまでに前例のないユニークな研究例となることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
有尾両生類（イモリ、サンショウウオ、アホロートル）は脊椎動物の中でも卓越した器官再生能

力を有する。レンズ、四肢、心臓、さらに

は脳に至るまで、形態的かつ機能的に再

生することが可能であるため、その高い

能力は古くから生物学において注目され

てきた。有尾両生類の四肢再生時には、筋

菅・軟骨・皮膚繊維芽細胞が脱分化し、未

分化間葉系幹細胞の特徴を持った再生芽

細胞の塊である再生芽が形成される。そ

の際、神経や免疫細胞の影響下で創傷治

癒から器官再生へと段階的に変化していく過程が知られており、このターニングポイントでの

分子機構は再生研究における最重要課題である(Endo et al., 2004)。脱分化を促進し、再生芽

細胞の増殖を支え、様々な組織由来の細胞を呼び込んで器官再生を完遂させる再生特有の細胞

外環境の解明から、組織工学や再生医療を革新的発展に導く知見が得られると期待できる。しか

しながら、未だその分子機構や実体は深い謎に包まれている。 

マトリソーム(Matrisome)とは、プロテオミクス技術の発展により腫瘍や疾患組織の細胞外環

境を構成しているタンパク質を包括的に理解する際に生まれた定義である(Hynes and Naba et 

al., 2012)。細胞外マトリックス(ECM)や、それに結合する分泌性増殖因子を主とするマトリソ

ームは、器官を形成して維持する細胞にとって最も重要な細胞外環境である。特に、腫瘍が前癌

性から癌性へと悪性化するタイミングで細胞

外環境が変化することから、マトリソーム研究

は年々盛んになっている。正常組織や器官が損

傷を受けた際にも、マトリソームは破壊されな

がら新しく再構築され、細胞の移動、脱分化、

増殖、そして再分化を保証し、器官修復や再生

を完遂させる。イモリの器官再生においても、神経や免疫細胞の影響下で創傷治癒から器官再生

へと段階的に変化していく過程で、器官再生特異的なマトリソームを形成していることが推測

される。 

 

２．研究の目的 

本申請課題の具体的な目的は、オミックス解析と逆遺伝学的解析が可能となった有尾両生類で

あるイベリアトゲイモリをモデルとし、高度な器官再生を可能とする再生マトリソーム因子を

徹底的に分子レベルにて同定し、器官再生におけるそれらの機能や役割を理解することである。

得られた結果から、組織工学や再生医療へ革新的な生体材料の開発に繋がる知見を供すること

を最終目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）イモリ四肢再生芽のマトリソームプロテオミクス解析：四肢再生芽では再生芽細胞（未分

化間葉系細胞）が大量に出現し増殖する。この再生芽を脱細胞化処理してマトリソーム分画とし、

ショットガンプロテオミクス解析を行う。 



（２）カエル再生芽の比較マトリソームプロテオミクス解析：有尾両生類であるイモリとは対照

的に、無尾両生類であるアフリカツメガエル成体の四肢再生芽は不完全な尖頭様の軟骨凝集塊

となる。（1）と同様に、この不完全な再生となるアフリカツメガエル成体の四肢再生芽について、

比較マトリソームプロテオミクス解析を行い、再生特有（イモリ特有）なマトリソーム因子を同

定する。 

（３）イモリ四肢再生におけるマトリソーム因子の機能解析：イベリアトゲイモリでは、受精卵

に CRISPR-Cas9/sgRNA RNP をインジェクションすることにより、ファウンダー個体において体

細胞変異率 99%以上のノックアウトが可能である(Suzuki et al., 2018)。この超高効率ファウ

ンダーノックアウト(KO)解析により、個体レベルで上記標的マトリソーム遺伝子の四肢再生に

おける機能（表現型）を評価する。さらに、これらのマトリソーム因子 KO イモリの四肢再生時

における形態形成遺伝子群（Hox、Prrx1、Shh, FGF 等）の発現を in situ FISH などにより詳細

に解析し、再生マトリソーム因子の器官再生における役割を理解する。 

（４）マウス個体を用いた再生マトリソームの in vivo 評価：再生マトリソーム因子をマウス

の切断指に移植することにより、創傷治癒の促進や指再生が可能か否かを検討し、高等生物にお

ける再生マトリソームの器官再生誘導能を評価する。本申請課題では、POC 実験として脱細胞化

したマウス軟骨を自家移植し、スキャフォールドとしての評価を組織学的解析により行う。 

 
 
４．研究成果 

（１）イモリ四肢再生芽のマトリソームプロテオミクス解析：イモリ四肢再生芽を脱細胞化処理

してマトリソーム分画とし、さらにヘパリン濃縮や脱グリコシル化したサンプルを、LC-MS/MS に

よる包括的なショットガンプロテオミクスにより解析した結果、約 2000 種類のマトリソーム関

連タンパク質に成功した。イモリマトリソームプロテオミクスの高度化に必要なタンパク質デ

ータベースを充実させるためのゲノムプロジェクトを先進ゲノム支援（PAGS）の支援の下に行い、

20G のドラフトゲノムデータの取得を達成した。これにより、イモリプロテオミクス解析の充実

が期待できる。 

（２）カエル再生芽の比較マトリソームプロテオミクス解析： (1）と同様に、不完全な再生

にとどまるアフリカツメガエル成体の四肢再生芽についてもマトリソームプロテオミクス解析

を行い、イモリとカエルの結果を比較した

ところ、マトリソーム構成タンパク質の違

いが確認された（右図）。イモリ再生芽に

おいては、豊富な ECM のレパートリー、さ

らには複数のプロテアーゼインヒビターが

特異的に確認された。一方、カエル再生芽

には基底膜構成 ECM が少なく、軟骨 ECM が

多いことが判明した。これら再生芽マトリ

ソームの質的な違いは再生能力の違いを反

映していると推測している。 

（３）イモリ四肢再生におけるマトリソーム因子の機能解析：上記イモリ再生芽の特徴を示すよ

うなマトリソーム遺伝子群について、CRISPR-Cas9 によるノックアウトを行い、その表現型を解

析した。創傷治癒の際に誘導されるテネイシンを KO したイモリ個体において、当初の期待とは

反対に、四肢再生は全く正常に起こった。このことはテネネイシンが四肢再生においては積極的

に関与していないことを意味している。その他、プロテアーゼインヒビター（遺伝子 X）やある



種のコラーゲン（遺伝子 Y）を KO しても、四肢再生は正常に起こったことから、再生能力の高

いイモリでは豊富な ECM のレパートリーが機能的代償することにより、再生能力を保証してい

るのではないかと推測している。また、再生中のマトリソーム遺伝子の発現制御を in vivo 解析

するために、両生類における新しいトランスジェニックやノックイン技術の開発も行い、アフリ

カツメガエルの再生マトリソームにおいて重要な役割を持つと推測されるバーシカン遺伝子の

内在性発現の可視化に成功した。 

（４）マウス個体を用いた再生マトリソームの in vivo 評価：この研究項目では、再生マトリ

ソーム因子の外挿を目指した POC 実験として位置付けて行なった。新生児マウス個体から指軟

骨片を取り出し、低張液・界面活性剤・ヌクレアーゼ消化することにより脱細胞化処理を行なっ

た。その脱細胞化軟骨片をマウスの指に戻し自家移植を行い、その生着を組織学的に評価した。

一連の脱細胞化はうまくいっており、コントロール（アガロース移植）と比較したところ、さま

ざまな再生分泌因子を染み込ませた生体スキャホールドとしての有用性が期待できる結果とな

った。 
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