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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、両生類の四肢再生研究における最重要課題である、「四肢再生開始を
支配する神経因子」の同定を目標に据えた。四肢再生研究において、四肢の再生開始が神経の支配に大きく依存
していることは長く知られている。これは教科書にも長く記載されている事項であるが、神経の機能を説明しう
る分子実体は明らかにされてこなかった。我々の研究チームはこの190年余りにわたる謎に、新規の実験モデル
を構築・使用することで解答を見出しつつある。本研究内で骨形成因子と繊維芽細胞成長因子の組み合わせが、
四肢再生において神経の役割を代替し得ることを証明した。また、同定した因子が複数の器官と動物に有効であ
ることを示す事が出来た

研究成果の概要（英文）：This study aims for identification of nerve molecules, which regulate 
blastema induction phase in amphibian limb regeneration. It has been well described that nerve plays
 an essential roles in blastema induction. However, identification of nerve factors had not been 
achieved over 190 years. We approached this issue with a brand-new experimental model called the 
accessory limb model, which we established recently. What we found in this study was that Fibroblast
 growth factors (Fgfs) and Bone morphogenic protein (Bmp) could substitute for nerve roles in 
blastema induction. Moreover, we demonstrated that our defined molecules can induce organ-level 
regeneration in multiple organs and species. 

研究分野：再生生物学

キーワード： 四肢再生

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
四肢再生現象は、器官再生の代表的事象と

して長く研究対象になってきた。有尾両生

類（イモリ・サラマンダーなど）は、高等

脊椎動物にはない高い器官再生能力を有し

ている。この有尾両生類などに観察される

器官再生能力を解明し、ヒトなどの高等脊

椎動物の器官再生能力の向上に役立てると

いうコンセプトに沿って多くの研究がなさ

れてきた。四肢に関しては、再生開始メカ

ニズムについて多くの研究がなされてきた。

その最も重要な成果として、再生開始に神

経が必須である事がおよそ 190年前に明ら

かにされた（Todd T.J., 1823, Q. J. Sci. 

Lit. Arts）。しかし、その後神経の実体分子

の同定、ひいては四肢の再生開始メカニズ

ムの解明につながるような「確実性」なブ

レークスルーは生み出されてこなかったと

いっても過言ではないだろう。それ故に、

発生の教科書には両生類の四肢再生開始に

おける神経の必要性に関する記載は比較的

古くから記載されているものの、大きく刷

新される事はなかった。再生開始を支配す

る神経因子を確定させられれば、歴史的成

果というだけではなく、教科書の大幅な改

訂が可能になるだけのインパクトを与えら

れる。 

 四肢再生研究の難点は、四肢という解析

対象が「複雑系」である事を大きな要因と

してあげることができる。四肢には多種多

様な細胞・組織種が含まれ、これらは 3次

元的にも複雑な構成をしている。ここに、

切断などの損傷という複雑性をさらに増す

要因が付け加わる状況で再生が起こる。こ

のような複雑系に対し、複雑なまま分子生

物学的解析を行う試みはこれまで芳しい成

果を上げていなかった。我々を中心にした

研究チームはこの「複雑系」という四肢再

生研究の難点を「過剰肢付加モデル（The 

accessory limb model）」というユニークな

実験系を構築・発展させることで乗り越え

た。 

過剰肢付加モデルは、過剰にもう一つの手

（足）をはやすというものである。この過

剰肢誘導の実験系は切断を伴う四肢の再生

系と比較して、研究上の圧倒的なアドバン

テージを持つ。それは、四肢再生反応を ①

皮膚 ②神経 のたった二つの四肢の構成

成分の相互作用だけで引き起こせるからで

ある。これは、四肢の構成成分すべてを対

象にした「超複雑」な実験系から、究極的

にまで「単純化」した実験系と言える。こ

の単純化された実験系によって多くの事項

を明らかにしてきた。 

過剰肢付加モデルは「皮膚損傷」を神経

の介在によって「四肢形成」に言わば相転

移させる実験系と言える。我々が研究に用

いているメキシコサラマンダーも皮膚損

傷だけでは皮膚の修復がなされるだけで、

四肢形成には至らない。ところが、神経を

配向させることによって四肢再生反応を

誘導できる。この相転移を誘導する神経の

役割を担う実体分子を特定する事こそ、四

肢再生研究分野において最大の課題の一つ

であるといえる。 

これまでに申請者らは過剰肢付加モデル

を使用して、①皮膚損傷 ②神経を配向さ

せた再生環境 の 2サンプル間において次

世代シーケンサー（Roche454）を用いた比

較解析を行ってきた。結果として、MMP（細

胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 酵 素 ）、

FGF-Signaling 関連因子、BMP-Signaling

関連因子が再生環境で活性化されているこ

とを明らかにしてきた。この解析結果を基

に、2011 年には、神経の配向なしに、MMP

と FGF-Signaling の活性化によって再生へ

向けた構造（再生芽）の誘導ができること

を報告することができた。この成果は、再

生における神経の役割を考える上で大きな

楔になりうるものとして画期的であると言



えるだろう。 

上記の画期的発見によってもなお神経因

子の確定というには不十分であった。なぜ

ならば FGF-Signaling の活性化だけでは再

生芽の形成までは可能であるものの、四肢

の形成には至らないという問題点が依然残

されていたからである。完全な四肢の再生

を誘導する因子の道程を目指す事が本研究

の課題であった。 
  

 
２．研究の目的 
（１）神経に発現する BMP遺伝子の特定 

  これまでの研究から FGF に加え

て BMP が再生の初期段階で関与し

ている公算が高い。ことが明らかで

ある。神経に発現する BMP を同定

し、再生の関与を調べる。 

（２）特定した「再生誘導因子」の四肢再

生プログラム起動能力の検証 

    上記 BMPと FGFを単独、又は組

み合わせで再生への影響を調べる。 

（３）より詳細な検証に向けての遺伝子改

変動物作成 

    上記に研究によって再生誘導因子

の特定ができたうえで、その因子を

利用するためのツールとなる遺伝子

改変動物の作成を目指す。 
 
３．研究の方法 

（１）神経に発現する BMP 遺伝子の特定 

始めに、サラマンダーの DRG(脊髄後根神経

節)神経に発現する BMP をすべて PCR・次世

代シーケンシング等で検証した。さらに、

高等脊椎動物等への発展性を睨み、半再生

動物（アフリカツメガエル）、再生不能動物

（ マ ウ ス ） に お け る DRG 神 経 の

Transcriptome の情報も探索した。サラマ

ンダーよりも「高等」な動物とされるアフ

リカツメガエルにおいても皮膚損傷後に神

経を配向させることで再生の誘導は可能で

あることを証明できたので、ツメガエル

DRG 神経の Transcriptome の中にもサラマ

ンダーと同じ再生誘導にかかわる神経因子

がある事を期待でたことから、両者に共通

に発現する遺伝子だけに絞って神経因子の

探索を行った。 

また、過剰発現実験などの研究に向け、対

象遺伝子の全長クローニング（メキシコサ

ラマンダー）をも行った。サラマンダーに

おいてはゲノム情報など基本情報が不足し

ているため遺伝子のクローニングに時間を

費やした。 

（２）特定した「再生誘導因子」の四肢再

生プログラム起動能力の検証 

目的因子を用いた再生誘導の実験のノウハ

ウはすでに当研究室で確立しているものを

しようした。皮膚損傷後３日程度経った後

に、損傷部に徐放性ゼラチンビーズを任意

の因子とともに移植する。これら一連の検

証においては、過剰肢付加モデルで使用し

た研究手法（遺伝子発現パターンや分化能

検定法など）をそのまま使用した。 

（３）より詳細な検証に向けての遺伝子改

変動物作成 

本項目は研究が非常に大きく進展したため

に、計画当初と変更し、目的遺伝子をノッ

クアウト＆ダウンするためのより発展的な

遺伝子改変動物の創出を目指す方向で行っ

た。遺伝子改変動物作成については、鳥取

大学の竹内＆林研究室の標準プロトコルを

使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 

メキシコサラマンダ―（ウーパールーパー、

アホロートル）の DRG の神経細胞に発現する

FGF と BMP 遺伝子の探索を行い、さらにアフ

リカツメガエルにおける同様の探索から、

FGF2,FGF8,BMP2,BMP7 が神経因子として再生

に働きかけている公算が高い事が初めに明

らかになった。この結果を RT-PCR と in situ 

hybridization によって確認を取ったとこ

ろ、予想通り上記４因子が神経に発現してい

る事が明らかになった。ただし、この時点で

アフリカツメガエルには BMP2 遺伝子は神経

にほとんど発現していないことも明らかに

なった。時間が前後するが、神経細胞から軸

索を通って再生芽まで BMPと FGF が運ばれる

ことも明らかにした。この実験では後根神経

節に存在する DRG ニューロンに直接

FGF8-GFP,BMP7-GFP をエレクトロポレーショ

ンによって導入し、GFP の蛍光が再生領域で

観察できるかどうかで検証を行った。結果、

再生領域で導入後速やかにGFPの蛍光が観察

されることが判明した。FGF-GFP と BMP-GFP

の融合タンパク質は生体機能も発揮できる

ことから、これらの結果は生体内の反応を模

倣したものと考えている。 

 神経に発現する BM と FGF を同定したこと

で、過剰肢付加モデルにおいて、当該遺伝子

を導入し、神経の代替ができるかどうかとい

う研究が可能になった。今回同定したいずれ

の遺伝子もタンパク質として市販のもの（マ

ウス・ヒトリコンビナント）が利用可能であ

る。市販のものがアホロートルの体内で正し

く生理機能を発揮できるかは、in vivo レベ

ルで下流の遺伝子（タンパク質）のリン酸化

ｗ引き出せることを確認したことと、時間前

後するが、アホロートルの FGF と BMP を精製

し、それと同様の活性を持つ（四肢誘導活性）

ことから問題ないと判断している。過剰肢付

加モデルにおいて、皮膚損傷部に神経の代わ

りに 

FGF と BMP を単独、もしくはコンビネーショ

ンで加えたところ、BMP＋FGF というコンビネ

ーションの添加時においてのみ過剰肢の形

成を観察することができた（詳しくは論文を

参照）。FGF２＋８では再生芽の誘導までは

起こるものの、四肢の形成には至らない。

BMP7（もしくく BMP2）単独では、再生芽用の

「ふくらみ」はできる物の再生芽マーカー遺

伝子の欠落や、軟骨分化能を有する細胞の出

現には至らない。もちろん、四肢の形成にも

至らなかった。また、ノックダウンの研究か

ら、FGF８もしくは BMP7 のどちらか一方でも

欠失させると再生に対して著しいマイナス

（再生阻害）の影響が出ることも判明した。

これらの成果は FGFと BMP 同時期に両者のイ

ンプットが再生の開始、ひいては完全な再生

反応の完遂に必要かつ十分であることを示

していると考えられる。この成果によって

200 年余りにわたって謎であった両生類の再

生開始メカニズム、並びに再生開始を支配す

る神経因子の同定に成功したと言えると自

負する。 

 本研究は当初の予定を超えて更なる発展

を見ることができた。（この先一部現在進行

形の結果を含む。）我々の同定した神経因子

はその他の器官に、またその他の動物にも適

応可能であろうか?アホロートルをはじめと

する再生可能動物はその器官の多くを再生

できる。反対に非再生動物はほぼすべての器

官を再生できない。この事は、個体全体に渡

って一元的に再生を支配する基盤メカニズ

ムの存在を示唆すると考えられる。我々の同

定した FGF＋BMP がこの基盤システムにアク

セスしているのものであれば他の器官再生

も誘導できるのではないかと考えた。初めに

アホロートル尻尾再生に注目し、研究を行っ

た。アホロートルの尻尾は神経依存的再生を

しめす。四肢の再生研究と同様に過剰尾付加

モデルとも呼ぶべき実験系を構築し、FGF と

BMP の効果を検証した。結果、四肢と同様に



再生反応を誘導することが可能であること

が判明した。ただし、誘導された尻尾の再生

は不完全であり、神経配向時と比較して不完

全且つ矮小な構造しか誘導できなかった。し

かしながら、重要なのは「尻尾においても再

生芽の誘導が FGF+BMP によって可能である」

という事を示したことにある。各機関によっ

てディテールが異なる事はある意味当たり

前であり、おそらくは再生反応の開始以後の

各論の部分で不足があるものと思われる。こ

の部分については今後のさらなる研究を必

要とするだろう。現在更に、レンズやエラと

言ったその他器官についても解析を重ね、そ

の多くで再生反応の開始を誘導出来ている。

これらの結果は、器官再生普遍的な誘導因子

としてFGF+BMPという組み合わせが機能する

ことを示すものである。また、その他動物へ

の応用に関しても研究を展開し、イモリ、ア

フリカツメガエルにおいて効果を認めるこ

とができた。イモリでは FGF+BMP によって完

全な四肢誘導までが可能であった。カエルで

はFGF+BMPによって再生芽の誘導までが可能

であることを見出した。ただし別プロジェク

トにおいて、アフリカツメガエルにおいて更

なる再生に向けた改善に神経因子が働き得

ることを示してもいる。つまりは、両生類と

言う括りでは FGF+BMP が普遍的な（四肢）器

官再生誘導因子と言えるものである事を証

明した。 

これらの研究成果は当初の予定を大きく

超える物であった。研究の進展に従って遺伝

子改変動物の方策を変える必要が生じた。

CRISPR システムの登場によって、アホロート

ルにおいても遺伝子 KO が可能になってきた

ため、再生誘導物質（FGF+BMP）関連遺伝子

を KO して詳細な下流因子の解析が行える体

制が整った。ただし、再生研究で問題になる

のは初期発生を乗り越える必要があるとい

う事である。多くの遺伝子欠損は胚性致死に

至り、さらなる解析、つまり再生の解析には

至らない。この問題を解決する遺伝子組み換

え体の創出を目指している。この項目に関し

ては現在進行形の研究を大きく関連するた

め、本報告内では省略する。 
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