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研究成果の概要（和文）：高効率なトランスジェニック技術 (TG)と個体間組織移植 (TP)を組み合わせることで、成体
イモリの肢再生メカニズムを分子・細胞レベルで解析する新たな実験系（TGPライン）を確立した。これを用いて、幼
生および成体の肢再生の系譜解析を行った結果、それぞれがもちいる細胞メカニズムに違いがあることがわかった。ま
た、成体肢の皮膚、筋肉、骨、神経はそれぞれ厳密に同じ組織を再生した。この成果は、脊椎動物の再生能力を理解す
る上で重要な知見を提供する。

研究成果の概要（英文）：We established a novel experimental system named ‘TGP line’ which enables us to 
investigate cellular and molecular mechanisms underlying limb regeneration in adult newts by combination 
of a highly efficient transgenic technique (TG) and tissue transplantation techniques (TP). Utilizing 
this system, here we carried out cell lineage tracing in the limb regeneration, and found that larval and 
adult newts regenerate their limbs by different cellular mechanisms. In addition, in the adult newt, we 
found that the key tissues of the limb regeneration, such as the skin, muscles, bones and nerves, rigidly 
give rise to the same type of tissues, with a few exceptions. These findings would certainly contribute 
to understanding of differences in regeneration-competency among vertebrates.

研究分野：再生生理学
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１．研究開始当初の背景 

成体イモリのみせる再生現象の中でも、四

肢の再生は魅力的で、研究者にとって究極の

到達目標である。しかし、この現象の解明は

技術的な困難さゆえに進んでおらず、200 年

に渡り多くが謎のまま残されている。最近、

アホロートルの再生芽細胞の分化能に関し

てこれまでの定説を覆す結果が報告された。

すなわち、それまでホモな細胞集団と考えら

れていた再生芽細胞が実はヘテロであり、組

織幹細胞のように分化能も限られ、胚葉のバ

リアを越えることはないことが証明された

のである (Kragl et al., Nature, 2009)。しかし、

アホロートルはネオテニーであるため、肢の

構造が成体型とは異なる。そのため、これが

そのまま成体イモリの肢再生に当てはまる

かどうかは分からない。 

この研究者がアホロートルを選んだ理由

は、イモリではトランスジェニックができな

いからであった。しかし、我々は、先の挑戦

的萌芽研究（H20-22年）により、イモリの高

効率なトランスジェニック法 (Casco-Robles 

et al., Nat. Protoc., 2011) と人工変態制御によ

る簡易な飼育法を確立した（Yamada et al., 

Zool. Sci., 2012）。このことから、イモリでチ

ャレンジしない理由はもはやない。さらに、

細胞・組織特異的プロモーターとタモキシフ

ェン誘導性Creリコンビナーゼ (CreERT2) を

利用した条件付き遺伝子発現制御法を組み

合わせれば、より詳細な分子メカニズムに切

り込むこともできるだろう。こうした経緯か

ら、我々は、本丸であるイモリに回帰し、そ

の四肢再生の分子・細胞メカニズムの解明に

挑むことにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、成体イモリの肢再生メカニズ

ムを遺伝子レベルで解析する新たな実験系 

(TGP ライン) の確立を目指す。これにより、

肢再生に関わる再生芽細胞集団の系譜（再生

芽細胞はどこから来て何になるのか？）およ

び分化能（イモリの再生芽細胞は胚葉のバリ

アを破れるか？）を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
高効率なトランスジェニック技術 (TG)に

より、細胞系譜解析用のアカハライモリを作

出した。条件付き遺伝子発現制御法、および

胚や成体の個体間組織移植 (TP)により細胞

系譜を解析した。Cell-Killing methodを適用し

た細胞の分化能評価は、条件付き遺伝子発現

制御法の開発が予想以上に難航したため、そ

ちらを優先し、今回は行わなかった。 
 
４．研究成果 

○条件付き遺伝子発現制御による系譜解析 

 骨格筋細胞を追跡するため、CarAプロモー

ターと CreERT2-LoxP システムを組み合わせ

たレポーター（mCherry）コンストラクトを

イモリに導入した。まず、このシステムをも

ちいると、幼生期に分化した骨格筋細胞だけ

が自発的に蛍光標識されることが分かった。

一方、衛星細胞（骨格筋前駆細胞）は標識さ

れなかった。 

 前肢に着目して、切断後の再生を観察した

結果、幼生期の肢では、骨格筋細胞の脱分化

や再生芽への移動は観察されず、肢再生への

主たる関与は認められなかった。一方、衛星

細胞の再生芽への移動は観察された。この様

式は、アホロートルとよく似ていた。 

 変態後の成体の前肢では、骨格筋細胞の脱

分化や再生芽への移動が観察され、再生肢中

の骨格筋細胞に分化することが分かった。し

かし、軟骨など他の細胞になることはなかっ

た。一方、再生芽細胞の再生芽への移動は顕

著ではなかった。これらの結果は、イモリが

発生段階に依存して筋再生の細胞起源を衛

星細胞（幹細胞；幼生型）から骨格筋細胞（分

化転換；成体型）に切り替えていることを示

唆している。すなわち、成体イモリの肢再生

をアホロートルの知見で説明することはで

きないことが明らかになった。 



○個体間組織移植 (TP)による系譜解析 

 EGFPやmCherryを全身に発現するイモリを

作製し、前肢の皮膚、筋肉、骨、神経（髄鞘）

を野生型イモリの対応する部分にそれぞれ

移植した。ただし、皮膚の表皮については、

尾芽胚期に前肢予定表皮領域を移植した。移

植組織を含む位置で肢を切断し、移植組織の

再生過程での変化を追跡した。その結果、皮

膚は、皮膚と間質性の組織を再生した。間質

性の組織は、主として真皮に由来した。皮膚

や表皮移植でも、移植組織から全ての表皮が

つくられなかった。皮膚以外の何らかの細胞

が表皮再生に関わると考えられる。筋肉は、

骨格筋細胞と骨/軟骨を再生した。条件付き

遺伝子発現制御による系譜解析の結果から、

骨格筋細胞は骨格筋細胞しか再生しないこ

とが分かっている。このことから、筋肉に含

まれる骨格筋細胞以外の細胞が骨の再生に

寄与している可能性が考えられる。骨は骨/

軟骨を再生した。神経については解析中であ

る（表皮に分化することはない）。 

 以上の結果から、変態後の成体イモリでも、

再生芽細胞はアホロートルのようにヘテロ

な細胞集団であり、基本的には胚葉のバリア

を破るほどの分化能はもたないと考えられ

る。むしろ、皮膚や骨についてみると、アホ

ロートルより分化の方向が厳格に決まって

いるように見える。ただし、骨の再生に関与

した筋肉中の細胞の種類によっては、分化転

換が起きている可能性もあるので、今後、こ

の細胞種を特定する必要がある。 

 本研究により、イモリの肢再生の細胞メカ

ニズムが変態前後で幼生型から成体型に切

り替わること、しかし、成体イモリでもアホ

ロートルのように、再生肢のもとになる細胞

の分化能は厳格に決まっていることが明ら

かになった（投稿準備中）。このことは、両

生類の肢再生の基本原理とイモリの特殊性

の理解につながる重要な発見である。この成

果は、本研究で確立した解析技術ともども、

本研究分野の今後の発展に大いに貢献する

と考えられる。 
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