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【本研究の目的】

最近、 ヒトの体の組織 に内在する再生能力に着 目し、これを上手 く引き出すことで 高度

な組織修復や舘官再生を行わせよ うという医療分野が注 目され、再生医学と呼ばれるよ う

にな った。 ヒ トの場合、幼児であれ成人であれ、手足はおろか指ですら決 して再生する

ことはない。 ところが両生類の場合は、幼生の四肢や尾などが強い再生力を持 っている。

特 に イモ リな どの有尾両生類は、脊椎動物中で最強の再生力を持つ動物であるとされ、

例えば イモ リ威盤の肢や尾を切断 しても、驚くべきことに完全 に再生する。

有尾両生類が何故、他の四肢動物とは異な り、成佑になっても完全 に四肢や尾を再生

することが出来るのかについて実験発生学的/個体生物学的に追求することによって、

ヒ トの手足の再生の研究の基礎的知見を得よう、というのが本研究課題の 目的である。

肢の再生力について 系統発生学的な見地か ら知見を得るために、硬骨魚類の鰭の再生現

象 についても 有尾両生類のそれと比較検討する。

【現在までの研究状況】

上述のように、両生類の幼生の尾は強い再生力を持っていることが知 られてお り、尾を

切断すると、処理個体が死亡 しない限り、元通 りの尾が 同 じ長さで再生する。1992年 、

イン ドのMohanty-Hejmadiら は、ma市ledballoonfrogと いう無尾両生類の幼生

(カエルのオタマジャクシ)の尾を切断 した後 に、高濃度の レチノイン酸溶液に浸 しなが ら

飼育すると、尾の再生初期に形成される再生芽と呼ばれる細馳塊か ら、数本の完全な肢が

見事に生えてくることを発見 している。Mohanty-Hejmadiら の報告 した現象は、再生生

物学の常識を覆すもので、脊椎動物 においても尾か ら肢への器官レベルでの大規模な分化

転換(homeotictransformation)が 単一の分子で誘導され得たことを示 している。

(無脊椎動物の場合 には、シ ョウジョウバエにおいて、触覚から肢、平均棍か ら羽へ等の

分化転換が生 じ得ることが、Lewisら の研究によって古 くから知 られている。)

marbledballoonfrogの 研究成果を、他の脊椎動物種に転用出来 るものな らば.将 来、

同 じ脊椎動物門に属するヒ トの手足にも再生能力を与えることが出来ると期待される。

筆者 らは、再生力の強い有尾両生類のイモ リな らば、尾から肢への分化転換が容易に起 こ

るのではないかと予想 し、Mohanty-Hejmadiの 実験条件を参考 に、イモ リ成体の尾を切

断 した後の再生芽を高濃度のレチノイン酸溶液で暴露処理 した.尾 の切断は肛【と尾端 と

の中間の位置で行い、再生芽の形成される4日 後から8日 間もしくは16日 後から4日 閥、

1-50ｵMの レチノイン酸溶液 に個体ごと浸 した(それぞれn=11,n=14)。 結果 としては、

切断後の尾はレチノイン酸処理下でも元通 り再生するばか りで、尾から肢は生えてこな

かった。有尾両生類のイモ リは再生力が強すぎて、 レチノイン酸存在下で も正確な再生の
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みが遂行されたと考えられる。尾を切断し再生芽を生 じたstage56-57の イモ リ幼生を

3-10μMの レチノイン酸溶液に浸 しなが ら飼育 した場合 には、外鰐の分岐パターンに

異常が認め られたが、切断 した尾の再生芽から肢が生えてくることはなかった(n=11)。

実験動物として頻用 される無尾両生類 ピパ科のアフリカツメガエルの幼生の場合、切断

した尾の再生芽を0.1-1μMレ チノイン酸で3日 間処理すると、尾が海老反 りになるなどの

奇形が生 じたが 再生芽か ら肢は生えてこなかった(n=97)。 アフリカツメガエルの成体の

四肢は 再生力がほとんどないとされ、幼生の肢の再生力も、変態が進むにつれ 徐々に

消失 していくとされる。実験に用いた幼生の発生段階(stage52-59)が 進みすぎていた

ことが 失敗の原因かもしれない。イモ リと再生力や分化転換能力の違 いを比較検討する

実験材料としてウシガエルの幼生を用い、同種の実験を行 うことを試みた。 しか しなが

ら、ウシガエルの幼生の尾は肉質で血管が太 く、尾を切断した個体が しば しば失血死 して

しまい、十分な例数を得 られなか った(n=1Q)。 外科的な止血 も試みたが、Mohanty-

Hejmadiら の実験にな らい尾の半分の位置で切断 した場合には、再生現象を観察する前

に悉 く死亡 して しまった.今 後は他の無尾両生類幼生を実験材料 に用いてみたい。

一般 に、下等な動物ほど再生力が強いと書われるが、四肢の再生や分化転換は、両生類

のみ に特異的な現象であるのか否かについては、よく分かっていない。魚類の鰭は、四肢

動物の肢 と相同な器官であ り、遺伝子発現(例えば後述の乃 栄遺伝子など)にも深 い共通性

がみ られることが 近年判明してきている。硬骨魚の胚魚、成魚の尾鰭などの再生力と

分化転換能力についても、今後 は調査検討を行いたい。竹内と大川(1994)は 、キンギ ョ

成体の鰭を レチノイン酸溶液に浸すと、処理後2-3ヶ 月を経過 してから鰭の大部分が消失

することを発見 し、その原因は 鰭の幹細胞が レチノイン酸の影響で変化 したためである

と解釈 した。鰭の再生現象の研究をレチノイン酸処理 によるhomeosisと 絡めて行 う場

合、この報告が ヒン トになると考えている。 レチノイン酸は、両生類 四肢の切断面の再生

芽細胞を基部化する(再生芽細胞の位置価を、切断面の細胞のそれか ら肢の付 け根の細胞

の それにシフ トさせること)と一般に言われているが、Mohanty-Hejmadiの 実験は、

体の末端 にある尾の再生芽の位置価を、体の■心に近 い後肢のそれ に"中心化"し たと考え

るべきかもしれない.
★ ★ ★

近年、ペプチ ド性シグナル分子であるFGF(繊 維芽細胞成長因子)の仲間が、四肢動物

の肢形成 に重要な働きをする鍵分子であることが判明 しつつある。FGF-10,遺 伝子のノッ

クアウ トマウスは、手足が付け根から欠損する表現型を示すことから、F6F・7α ま、側板

と呼ばれる体の側面の中胚葉由来組織からr肢 が生える」ことに必須の遺伝子であるとさ

れている。また、FGF-8遺 伝子は肢芽の先端で発現 し、(肢芽が伸長 しながらパターン形

成を行 う時に形成中心 となる)進行帯と呼ばれる領域の維持 に必要であるとされている。

FGF-4遺 伝子は、分泌性蛋白質をコ0ド するSonichedgehogと 共に、肢芽の前後軸形成

に重要な役割を果た していることが知られている。

筆者 らは、FGF-4タ ンパク質やFGF-10タ ンパク質を 肢芽を生み出す起源組織である

側板中胚葉に注射 し、注射 した領域 にr過 剰肢が生える(専門用語でdasoku=蛇 足と言

う)」か否かについて検討 した。stage26の イモ リ胚の側面中央に25四/mlのFGF-4を
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25n1注 射 した場合 も、stage34-36の イモ リ胚 の同領域 に同■注 射 した場 合 も、何 も起

こらなか った(そ れぞれn=3,n=15)。 次 に、100ｵg/mlの 濃度 のFGF-10を5nlま たは

15n1,stage27。40の イモ リ胚 の側面 中央 に皮下注射 した(n=21)。 注射 か ら2-5日 を経

過 した時 点で、注 射部位 に 肢芽 のよ うな突起 が生えた胚が4例 得 られた。 突起 は、発生 が

進む につれて約5日 後 に消 失 した。今後 は、一定 の間隔で同 じ領域 にFGF-10タ ンパ ク質

を投与 するな ど して 、連続 したFGF-10刺 激 を与 える ことで、得 られた突起構造 が肢芽

(dasoku)形 成 に至 るのか否か について、更 に実験 を重ねた い。

イモ リ成体,イ モ リ幼 生や ツメガエル幼生の尾 の切断後の再生 芽 に、高濃度 のFGF-4

タ ンパク質(25ｵg/mlを10-220n1)を 注 入す る実験 も行 ったが、再生 芽 に何の変化 も生

じな か った(そ れ ぞれn=11,n=3,n=6)。 この時 、色素マ0カ ーと共 にFGF-4を 注 入 した

が 、色素 マーカ ーが す ぐに消失 した ことか ら、再 生芽 に局在 させるべ く注射 したFGF。4

が、幼生の発 達 した 血流 に乗 って拡散 し、 す ぐに濃度が下が って しまった ことが変化が生

じなか った原 因か も知れな い。現 在、タ ンパ ク質 を表面 に吸着 させる素材 、例 えば金 コロ

イ ド粒子の表 面 にFGF-4,-8,-10を 静電 的 に吸着 させ て 再生芽 に与 える ことを計薗 し、

予備 実験 を開始 して いる.魚 類 を対象 に した 実験 と して は、FGF-10やFGF-8を メダ カ胚

やゼ ブラフ ィ ッシ ュ胚 の側板 中胚 葉領域 に微 ■注 入す る ことで 、異所的な鰭 を誘導 出来 る

か否か について 実験 する ことを計画 して いる。

【今後の展望】

当初の研究目的である、尾から肢への分化転換の実験系の作出については手がか りが得 ら

れなかった。 しか しなが ら、イモ リ胚の側板へFGF-10を 皮下注射する実験では、肢芽様

の突起構造が得 られた。今後は実験の中心を 「5本目の過剰肢を生やす」ことに置く予定

である。肢芽様の突起を肢形成 にまで誘導するために、FGF-4,FGF-8,FGF-10の 混合

溶液をカクテルで微■注入することや、 レトロウイルスベクターを用いて持続的にFGFを

発現 させることを考えている。

ごく最近、ニワ トリ胚 において、転写調節因子であるTbxSが 前肢芽特異的に発現 し、

同じTbxフ ァミリーに属するTbx4が 後肢芽特異的に発現することが、CliffTabinら のグ

ループによって報告された。TbxS遺 伝子を組み込んだウイルスベクターを後肢芽に注射

すると、ニワ トリの脚(後 肢)か ら羽毛が生え、翼をもった前肢になることが示された。

これ らの結果か ら.前 肢 と後肢のidentityは、Tbxフ ァミリーの遺伝子群によって規定さ

れていると予想されている。イモ リのTbx,遺伝子もいくつかクローニ ングされているの

で、dasoku(実 験的に誘導された五本 目の肢芽)が安定 して得 られる実験条件を見 いだ し

た後に、これが前肢なのか後肢なのかを、それぞれに特異的なTbx遺 伝子(前肢な らTbxS,

後肢ならTbx4)を プローブにwholemountins'tohybridizationの 技法で組織染色す

ることで検討 したい。魚類の胸鰭にも7bx5遺 伝子が発現 し、腹鰭にはTbx4遺 伝子が発現

することが田村 ら(1999)に よって報告された。 レチノイン酸処理等を したメダカやゼブ

ラフィッシュ稚魚 ・成魚で、尾鰭再生芽から他の鰭が生える可能性について、これ らの分

子マーカーを利用 して検討 したい。口
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