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1. 緒 言 

１－１ 生物の組織再生 

 再生とは，失った組織や器官，付属器官を体細胞の増殖，成長や再パターン形成に

より元通りに修復する現象である。多細胞生物は，組織再生により失った組織の構造

と機能を回復し，個体全体としての完全性を維持している。しかし，組織の再生能力

は生物種や組織などにより大きく異なる。 

無脊椎動物のプラナリアやヒドラなどは，ごく小さな体の断片からでも個体全体へ

の再生（全身再生）が可能である (Chandebois, 1976)。プラナリア，ヒドラにおける

再生は，細胞分裂と成長をほとんど伴わずに残存組織が再パターン形成することによ

って再生するものであり，再編再生と呼ばれる (Hichlin & Wolpert 1973)。例えば，ヒ

ドラでは体内に多能性幹細胞が広く分布しており，この既存の細胞が分化し，欠損し

た器官を新たに構成し修復する (Bosch, 2007)。その後，細胞分裂，成長により元の

大きさへと回復する。 

プラナリア，ヒドラなどに比べると，ヒトやマウスを始めとした哺乳類の再生能力

は限定的である。全身の再生や四肢の付加再生は起こらないが，哺乳類でも肝臓や指

の先端など限られた組織で再生は可能である (Carlson, 2005; Han et al., 2005)。哺乳

類の肝臓では，全体の 70%を失っても肝細胞や胆管の細胞が分裂することで元の大き

さへ回復し機能を回復する (Michalopoulos, 2007)。一方で，四肢やその他の臓器では

このような再生メカニズムをもっておらず，大きな損傷を受けると再生できない。 

一方で，脊椎動物でもサンショウウオを始めとした有尾両生類やゼブラフィッシュ

などの硬骨魚類は高い組織再生能力をもつ。尾や肢の再生をはじめとして，多くの内

蔵器官，神経組織なども完全に再生できる (Carlson, 2003)。特に，有尾両生類や硬骨

魚における四肢やヒレの再生は，失った部位から新たな成長によって，正常なパター

ンを持った完全に新しい構造が再構成される再生であり，付加再生と呼ばれる。この

ように，生物種や組織によりで再生能力の有無（多少）や再生の過程は異なってい

る。再生能力が高い生物モデルを用いて再生メカニズムを解明することにより，ヒト

などの哺乳類における臓器や四肢の再生能力の活性化，再生医療への応用が期待され

る。 

 このような生物種による再生能力の差について，進化の過程により徐々に失われた

という見方がある。四肢やヒレの再生において硬骨魚類や両生類が再生能をもってい

るのに対し，哺乳類，鳥類，爬虫類などは再生することができない。また，同じ両生

類でもイモリなどの有尾両生類が生涯に渡り四肢再生が可能であるのに対し，カエル

などでは幼生の成長過程でのみ四肢の再生が可能であることが知られている (Darnet 

et al., 2019)。 

 一方で再生能力の差には進化的な種分化とは一致しないことから，個々の種におい
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てそれぞれ獲得したものであるという見方もある。例えば Acoela や棘皮動物，プラナ

リアなどの生物種では全身再生による再生が可能であることが知られている(Bely et 

al., 2010)。だが，全身再生が行える Lophotrochozoa と近縁に当たる Ecdysozoa は全

身再生ができないことが報告されている。また，同じ全身再生であっても生物群によ

り制御メカニズムが大きく異なることも報告されている(Ramirez et al., 2020)。このよ

うに，再生能力の獲得や損失の詳細な過程ははっきりしておらず，その解明のために

様々な種における組織再生の能力やメカニズムの比較解析などが必要である。 

 

１－２ ゼブラフィッシュの尾ヒレの構造及び再生過程 

 硬骨魚類であるゼブラフィッシュは様々な組織で高い再生能力を有しており，ヒ

レ，心筋，脊髄，脳，網膜など様々な組織において付加再生が可能である (Hata et 

al., 2007; Kawakami, 2010; Nakatani et al., 2007; Witten & Huysseune, 2009)。この中

でもヒレは，(1) 透明で生きた状態の観察が容易なこと，(2) 約 2 週間の短期間で再生

できることなどにより (Gemberling et al., 2013)，付加再生のメカニズム解明の極めて

優れたモデルとなっている。 

 ゼブラフィッシュの尾ヒレは，16-18 本の鰭条 (fin ray) と呼ばれる放射状の骨組織

と，その間を埋める鰭条間 (inter ray) および鰭条の間葉組織，さらに血管，神経繊維

と，それらを覆う上皮により構成される。鰭条は，円柱を縦に 2 つに割ったような骨

が，一定間隔で存在するジョイント（節）によって一列につながって存在している

（Fig. 1）。それぞれの鰭条の内側には動脈が通り，線維芽細胞または間葉細胞で満た

されている。尾ヒレは，陸上脊椎動物の四肢とは異なり筋組織を持たず，骨芽細胞，

線維芽細胞，色素細胞と血管，神経から形成される比較的単純な組織である (Tu and 

Johnson, 2011)。また，幼生の時期は，骨組織をもたない膜ヒレと呼ばれる組織であ

り，成体の尾ヒレと構造が異なっている。この膜ヒレも損傷後，組織再生が可能であ

り，約 3 日で再生が完了する (Kawakami et al., 2004)。 

前述の通り，膜ヒレ及び尾ヒレの再生は付加再生と呼ばれる再生様式により進行する。

その過程は以下の３つの過程により進む (Akimenko et al., 2003; Kawakami, 2009; 

Poss et al., 2003) (Fig. 2)。 

(1) 傷上皮形成：損傷直後に上皮が傷口を覆い，傷上皮と呼ばれる肥厚した上皮組織（傷

上皮）が形成される。傷上皮は傷周辺の上皮細胞が移動した組織であることが示唆

されている（Kragl et al., 2009; Shibata et al., 2018）。 

(2) 再生芽形成：再生芽とは，傷上皮で覆われた内部に形成される増殖細胞集団であり，

傷断面付近の間葉細胞が再生部位に移動することで形成される (Poleo et al., 2001)。 

(3) 組織の伸長・パターンの再構成：再生芽の細胞分裂によって組織は伸長し，細胞

の分化と形態形成を経て組織は再形成される。 
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１－３ 再生時における遺伝子発現の制御 

生体内の現象の分子基盤の解析には，特定の遺伝子に着目しその発現組織や機能の解

析が広く行われている。その際には，マイクロアレイ解析や RNA シークエンスなどに

より，発現する遺伝子を同定することや，それらの遺伝子の mRNA を in situ 

hybridization (ISH) 法により検出したり，タンパク質を染色したりすることにより，発

現細胞の種類や発現量を調べることが行われている。また，遺伝子をノックアウトもし

くは過剰発現させることにより，機能を調べることなどのアプローチも行われる。 

 ゼブラフィッシュを用いた研究をはじめとした様々な再生モデルにおいて，再生に応

答して発現する多数の遺伝子が報告されている。これらの遺伝子の発現解析により，再

生組織内の細胞ごとに発現が誘導される遺伝子が多数同定されている (Poss et al., 

2003)。 

 例えば Fibroblast growth factors (Fgfs) は，先端再生芽の形成を促進することが示唆

されている (Poss et al., 2000; Lee et al., 2005; Shibata et al., 2016)。その他にも，レ

チノイン酸 Retionic acid や Wnt/B-catenin シグナル，Hedgehog, Notch, Bone 

morphogenic protein, Activin, インスリン様成長因子 Insulin-like growth factor など，多

数のシグナルが付加再生に必要であることが示唆されている (Wehner and Weidinger, 

2015)。また，最近では，当研究室をはじめとした研究により，Interleukin 1 beta 

(il1b) による炎症応答が再生に関与することも報告されている (Hasegawa et al., 

2017)。 

このように再生に寄与する遺伝子の発現組織や機能，制御メカニズムについて詳細

な解析が行われている。しかし，再生そのものを開始させるトリガーはわかっておら

ず，再生そのものを開始させる要因は明らかになっていない。 

 

１－４ 傷害に応答したエンハンサーによる遺伝子の発現制御 

 遺伝子の発現の制御は，遺伝子の周辺に存在する転写エンハンサー配列により制御さ

れることが知られている。再生に応答した発現も同様に再生応答転写エンハンサー

（Regeneration response element, RRE）によって制御されていると考えられ，傷害に

応答する転写エンハンサーの同定もいくつか報告されている。Kang らは，ゼブラフィ

ッシュの leptin b の周囲から尾ヒレと心臓の再生に関する RRE の同定を報告している 

(Kang et al., 2016)。彼らは，尾ヒレと心臓再生でそれぞれエンハンサーとして働く短い

ゲノム配列を明らかにした。また，この RRE は哺乳類でも指先の損傷に応答して転写

活性化を誘導することができた。このことは遺伝子の傷害への応答機構そのものは再生

能力をもたない組織，種においても保存されていることを示唆している。 

 また，Wang らは inhba の周辺にヒレ再生の RRE が存在することを示した (Wang et 

al., 2020)。この RRE は African killifish とゼブラフィッシュの種間で共通して機能する

エンハンサーであった。このことは特定の再生応答エンハンサーが種間で保存されてい



7 

 

ることを示している。 

 魚類以外でも再生エンハンサーは報告されており，Harris らは，ショウジョウバエを

用いて 1 kb 未満のエンハンサーが再生時に Wnt の特異的な発現部位を制御しているこ

とを示した（Harris et al., 2016）。別の研究では，Suzuki らはアフリカツメガエルを用

いて，LIM homeobox (lhx1) の上流に腎臓の再生に必要な応答エンハンサーが存在して

いることを示している (Suzuki et al., 2019)。 

 このように様々な生物種において再生エンハンサーが報告されており，再生能力をも

たいない生物種・組織と比較することにより，再生能力の有無を決定する分子メカニズ

ムが明らかになることが期待できる。また，各生物種間でこの再生の制御メカニズムを

比較・解析することによって，再生能の差が発生するメカニズムや再生能を獲得・損失

した進化的なプロセスの解明にもつながる。 

 

１－５ AP-1 による再生応答への影響 

RRE にはどのような転写因子とその結合モチーフが働き，活性化をおこなっている

のであろうか。上記の Suzuki らのアフリカツメガエルの再生エンハンサーでは，転写

因子として immunoglobulin heavy chain (IgH) エンハンサーでの機能が報告されてい

る Arid3a の結合モチーフが遺伝子の発現誘導に関与していることが示唆されている 

(Suzuki et al., 2019)。また，leptinb や inhibina の RRE では AP-1 結合配列が再生エン

ハンサーとしての機能に必要であることが示唆されている。  

 AP-1 モチーフは，ロイシンジッパー型転写因子の JUN と FOS が結合し（AP-1 フ

ァミリー転写因子），Jun N-terminus kinase (JNK) によって JUN がリン酸化を受ける

ことにより活性化される (Fig. 3)。AP-1 は傷害やストレスなどに応答して活性化する

ことが知られており，細胞の分化や細胞周期，アポトーシスなどの制御にも必要なこ

とが示唆されている (Hess et al., 2004)。AP-1 はヒレの再生応答において必要な働き

をしていると考えられるが，一方で，AP-1 は非常に広範囲の傷害やストレス応答，生

命現象に関与しており，AP-1 のみで RRE の活性化に必要十分かどうかなど，再生応

答の制御メカニズムは明らかになっていない。 

 

１－６ 本研究の目的と結果の概要  

 複数の生物種において RRE や転写因子の結合モチーフが報告されてきたが，まだ詳

細な制御メカニズムは解明されていない。特に，RRE が共通したメカニズムを持って

いるのかなども明らかになっていない。 

 

本研究ではゼブラフィッシュのヒレ再生をモデルとし，トランスジェニック（Tg）

を用いたエンハンサーのレポーターアッセイを行い，新たな再生応答エンハンサーの

同定と解析から，再生応答に共通したメカニズムを解明することを目的とした。 
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その結果，本研究では以下のことを明らかにした。 

1．ゼブラフィッシュのヒレ再生において発現誘導される fn1b 遺伝子上流から，

300~400 bp の保存されている配列を発見した。 

2．これらの保存配列は，いずれもトランスポゾン由来であり，ゼブラフィッシュのゲ

ノム中に，極めて多数存在していた。 

3．2 つのトランスポゾンと 1 つの非トランスポゾン配列が RRE として機能すること

を示した。 

4．RRE には，AP-1 と E-box の転写因子結合モチーフが両方必要であることを明らか

にした 

5．この RRE は，多様な組織の切断や，アフリカツメガエル幼生の肢芽再生でも応答

した。E-box/AP-1 による再生応答が様々な組織や種において保存されていることを

示した。 

 

 以上から，E-box と AP-1 モチーフが協働で機能することにより再生応答エンハンサ

ーを形成すること，この RRE による応答は種々の組織や種間で保存されていることが

示された。トランスポゾンによってゲノム中に作られた多数の E-box, AP-1 モチーフ

によって，再生能が形成，維持されてきたと考えられる。 
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2. 材料及び方法 

２－１ ゼブラフィッシュの系統および飼育方法 

野生型ゼブラフィッシュとして，当研究室において 10 年以上の交雑によって維持

されている Tübingen 野生型に由来する系統を用いた。また，トランスジェニックラ

イン BAC Tg (msxc:egfp) (横田，H27 年度修士論文；川上ら，未発表)，BAC Tg 

(fn1b:egfp) (Shibata et al., 2016) は，当研究室で作製されたものである。ゼブラフィ

ッシュは循環水槽システムにより維持し，照明は明 14 時間，暗 10 時間の周期で行っ

た。成体・解析ともに水温 28.5 ℃で飼育した。胚の飼育には egg water (0.06 % 

artificial marine salt， 0.0002 % methylene blue) を用いた。すべての動物実験は東京

工業大学における実験動物に関する指針に則って行った。 

 

２－２ ヒレの切断 

 尾ヒレの再生実験には，幼生の場合は受精後 2～4 日，成体では 3～10 ヶ月齢のゼ

ブラフィッシュを使用した。0.05 % tricaine (Ethyl 3-aminobenzoate 

methanesulfonate salt, Sigma) で麻酔し，実体顕微鏡下で解剖用メスを用いて背腹軸

方向に尾ヒレを切断した。切断後は，幼生は egg water，成体は飼育水に直ちに戻し，

28.5 ℃で再生を進行させた。 

 

２－３ 顕微鏡観察 

 蛍光顕微鏡で観察する際は，0.05 % tricaine で麻酔した魚を 2 % アガロースで作成

した観察台に乗せて観察し，写真を撮影した。実体顕微鏡は AF6000（Leica）を用い

た。観察後は直ちに飼育水に戻した。取得した画像は Leica LAS AF software (version 

3.1) を用いて処理を行った。 

 

２－４ ゲノム配列のクローニングとベクターの作製 

 ゼブラフィッシュの fn1b の転写開始点上流の 4.5 kb，3.2 kb プロモーター配列を持

つコンストラクト，pT2(4.5k:egfp)，pT2(3.2k:egfp) は，BAC CH73-4O1 から，XhoI 

および AgeI をそれぞれ末端に付加したプライマーペアによって PCR を行ってクロ

ーニングした。PCR 断片は，クローニングベクター pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen) 

に，いったんクローニングし，Tol2 トランスポゾン配列を含む pT2KXIGDin ベクター 

(Kawakami et al., 2004) の XhoI, AgeI サイトの間へ挿入した。 

fn1b 上流 1.8 kb プロモーター配列は，上記の 3.2 kb コンストラクトを XhoI，

PflMI サイトで切断し，上流 3.2 kb～1.8 kb の範囲を除いて作製した。その後，α-

crystalin alpha a (cryaa):GFP カセットを EcoNI サイトに挿入し，トランスジェニック

キャリアーのマーカーとした。 
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 E1 をもつ pT2 (E1-miniP;cryaa:egfp) は，PCR により E1 配列をクローニングし，

同様に，TOPO ベクターに一度クローニングし，pT2(TCF-miniP:d2egfp) (Shimizu et 

al., 2012) の AvaI, SbfI の間へ挿入して pT2(E1-mini:d2egfp) とし，さらに E1+mini

配列を XhoI と AgeI で切りだし，pT2KXIGDin の XhoI, AgeI サイトの間へクローニン

グした。α-crystalin alpha a (cryaa):EGFP カセットは，EcoNI サイトに挿入し，トラ

ンスジェニックキャリアーのマーカーとした。 

 E2L，E4，E5，E6 は，PCR によりクローニングし，同様に TOPO ベクターにクロ

ーン化した後，pT2(E1-miniP:egfp;cryaa:egfp) の XhoI, SalI サイトに挿入した。その

後，上流 0.7 kb をクローニングし，E2L, E4, E5 の下流の SalI, BamHI サイトに挿入し

た。E2, E2S, E2, E2S, E2S(dA), E2S(dE) は，KOD -Plus- Mutagenesis Kit を用い

て，E2L から一部領域を Deletion させて作製した。 

E-Box または AP-1 のリピートを持つコンストラクトは，以下の合成オリゴ DNA を

アニールさせて，miniP または 0.7 k 上流の制限酵素サイトへ挿入した。アンダーライ

ンは，それぞれのモチーフのコア配列を示す。 

6xA repeat 5’- 

TCGAGTTAGTGAGTAATGATTAGTGAGTAATGATTAGTGAGTAATGATCATTACTC

ACTAATCATTACTCACTAATCATTACTCACTAAC -3’ 

6xE repeat Fw 5’- 

TCGAGACAGCTGGAGGACAGCTGGAGGACAGCTGGAGGCCTCCAGCTGTCCTCC

AGCTGTCCTCCAGCTGTCCTGCA -3’  

6xE repeat Rv 5’- 

GGACAGCTGGAGGACAGCTGGAGGACAGCTGGAGGCCTCCAGCTGTCCTCCAG

CTGTCCTCCAGCTGTC -3’ 

6xE(m) repeat Fw 5’- 

CATAACTGAATGATAACTGAATGATAACTGAATGCATTCAGTTATCATTCAGTTATCAT

TCAGTTATC-3’ 

6xE(m) Rv 5’- 

TCGAGATAACTGAATGATAACTGAATGATAACTGAATGCATTCAGTTATCATTCAGTT

ATCATTCAGTTATGGGCC-3’ 

 

HE1_DR1 (m) は，ゼブラフィッシュゲノムをテンプレートとして PCR を行っ

た。PCR 産物を pCR-Blunt II-TOPO にクローニングしてコンピテントセルに挿入後，

固形培地にて培養したうちの 1 クローンをランダムに選んで，シーケンスを行いコン

ストラクト作成に用いる配列の選出を行なった。その次に，pT2(E1-miniP:egfpP; 

cryaa:egfp) に XhoI, SbfI サイトで挿入した。その後 SalI, BamHI サイトで上流 0.7kb

を挿入した。 
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以上の全てのコンストラクトは，シーケンスによって，正しく挿入されていること

を確認した。 

 以下は，クローニングに用いたプライマー配列である（下線部は制限酵素部位）。 

 

Name  Primer sequences 

XhoI-f4.5kb F 

AgeI-f4.5k R 

F CTCGAGGGGTTGCAGCTGGAAGAGCATGTGGTGCG 

R ACCGGTCACCCGCGTTATGGAGAGCAGCTTCTGGC 

XhoI-f3.2k F 

AgeI-f3.2k R 

F CTCGAGCATCCCCAACAGCACACAAGGGTTAAACC 

R ACCGGTCACCCGCGTTATGGAGAGCAGCTTCTGGC 

AvaI-E1 F 

SbfI-E1 R  

F CTCGAGCCCCCCCCTGAATTATTAGCGCCCCTGTT 

R CCTGCAGGGGTTTAACCCTTGTGTGCTGTTGGGGA 

XhoI-E2L F  

SalI-E2L R 

F CTCGAGCCCATGACAGTTCATATTATTTGACTAGA 

R GTCGACCGGCCTCTACATGCCTGCGCCTCCAGCTG 

XhoI-E4 F  

SalI-E4 R 

F CTCGAGGCTAGGCCAGTTGGCATTTCTGTGTGGAG 

R GTCGACTGAGAAGTCGTTGGGGGTGGTGGGGAGGG 

XhoI-E5 F  

SalI-E5 R 

F CTCGAGCCATGTTGTGGATGCTAATGGCCGCCGAT  

R GTCGACCAAAACAGTTCTGTTTGGATCTTGAATCT 

XhoI-E6 F  

SalI-E6 R 

F CTCGAGCACCCATCACAAATTTCTCATTTAAATTA 

R GTCGACATAGTGCTCAGCATAAATGAGTACACCCC 

0.8k_F_SalI_sbfI 

fn1b pro BamHI 

F CCTGCAGGTCGACTTAGTGAGTAATGAAGGCAAATCTGGAGCTCATC 

R GGATCCCACCCGCGTTATGGAGAGCAGCTTCTGG 

HE1 DR1 F Xh 

HE1 DR1 R Sb 

F CTCGAGGGCGACACGGTGGCTCAGTGG 

R CCTGCAGGATTCATTCATTCATTTTCCTTCGGCTTAG 

E2 F XhoI 

E2 R 

F CACGAGTCGACTCTAGAGGATCCGGCGAATTCA 

R AATTATTGGCTCCCCTGTGAATTTTTTTGAAATATTTCC 

E2S F EcoRI 

E2S R 

F GAATTCTTGACTTCAATTGTACATTACAGATGTGATGAGTCTG 

R GCCTGTGTTTCAGACACCAGGGAG 

E2S dAP1 BglI F 

E2S dAP1 R 

F AGATCTCAGTATTAGCAGTGAATGTACAGGGAAACAGCTGGAG 

R TCACATCTGTAATGTACAATTGAAGTCAAGAATTCGCCT 

BglII-E2S dEbox F 

E2S dEbox R 

F AGATCTGCGCAGGCATGTAGAGGCCGG 

R AATTATTGGCTCCCCTGTGAATTTTTTTGAAATATTTCC 



12 

 

 

２－５ ゼブラフィッシュトランスジェニックラインの作製 

作製したコンストラクトは，以下の組成の溶液に調整して，受精卵へインジェクシ

ョンを行った。ゼブラフィッシュの受精卵は，2 mg/ml のアクチナーゼ E（Nacalai 

Tesque）により卵膜を取り除き，1 細胞から 2 細胞で，マイクロインジェクションを

行なった。受精後 1 日，2 日で蛍光を観察し，多くの EGFP 陽性細胞が観察された，

モザイク率の高い個体を成体まで成長させ，これらを掛け合わせることにより，F1 ト

ランスジェニックラインを得た。 

インジェクション溶液 

20~50 ng/l  Tol2 プラスミド  

25 ng/l  transposase mRNA 

0.2 M    塩化カリウム 

0.25 % (w/v)   フェノールレッド 

 

２－６ 凍結切片の作製 

4 % PFA/PBS（PFA: Paraformaldehyde; PBS: Phosphate buffered saline）で 4 ℃,

一晩固定したゼブラフィッシュの尾ヒレを，20 %スクロース/PBS 溶液に置換し，

Tissue-Tek compound (Miles) で凍結包埋した。クリオスタットを用いて 10-20 μm の

切片を作製した。作製した凍結切片は 80 %グリセロールでマウントし，共焦点顕微鏡 

(Fluoview FV1000) による写真撮影を行なった。 

 

２－７ 配列比較・分析 

 ゼブラフィッシュゲノムや BAC・プラスミドコンストラクトの比較，分析には

Genetyx_Ver. 10 プログラムを用いて行った。それぞれの BAC の塩基配列は，Genetyx

によりホモロジー検索を行った。msxc を含む CH211-217G15 と fn1b を含む CH73-

4O17 間で保存されている配列のうち，100 bp 以上にわたり，70％以上のホモロジーを

もち，かつ繰り返し配列ではない領域を，高度保存配列と判断した。 

 転写因子の結合配列の分析は，オープンアクセスのデータベースである Jaspar ver. 7 

(Fornes et al.,2019) を用いて転写因子の結合配列を検索した。検索に用いた配列を

relative score 0.8 以上の条件で検索を行い, score 10 以上のものを検出した。 

 また，トランスポゾンの解析は，東京工業大学生命理工学院，西原秀典 先生との共

同研究で行った。トランスポゾンとの比較には UCSC Genome Browser を用いて行な

った。ゼブラフィッシュゲノム内 (GRCz10) における特定の配列の分布や数の検索は 

Repeat Masker analysis (http://www.repeatmasker.org) を用いた。検索には CENSOR 

(Jurka et al. 2005) を用いて，Repbase (Bao et al. 2015) に登録されている情報を元に

行った。 

http://www.repeatmasker.org/
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２－８ whole mount in situ hybridization(ISH) 

 ISH は Thisse らの方法に沿って行った（Thisse and Thisse, 2008)。以下に具体的な

方法を示す。採取したサンプルは 4 % PFA/PBS で浸漬し，4 ℃にて一晩以上固定した。

その後，0.1 % Tween 20/PBS (PBT) で洗浄し，MeOH に置換して脱水した。脱水した

サンプルは 100 % MeOH 中-30 ℃で保存した。サンプルを室温に戻したのち，段階的

に PBT に置換して再水和させ，10 μg/ml ProK/PBT で 20 分間処理し，その後 PBT で

洗浄した。その後，Hybridization Buffer (HB, 50% formamide, 5xSSC (pH 7.0), 500 ug/ml 

torula (yeast) RNA or tRNA 50 ug/ml heparin, 0.1 % Tween 20, 9mM citric acid to pH 6.0-

6.5) に置換し，65-70 ℃で 2 時間以上プレハイブリダイゼーションを行った。用いた

20x Saline Sodium Citrate (20xSSC, Nacalai Tesque) の組成は，3 M NaCl, 0.3 M 

Sodium Citrate, pH 7.0 である。続いて Digoxigenin (DIG) 識したアンチセンス RNA プ

ローブ約 1 μg/ml を含む HB に置換し，65-70 ℃でハイブリダイゼーションを一晩行っ

た。その後，HB/2xSSC 混合溶液 (75 %HB, 50 %HB, 25 %HB) で各 10 分間洗浄し，

続いて 2xSSC と 0.2xSSC による洗浄を行った。以後はサンプルを室温に戻し，

0.2xSSC/PBT 混合溶液 (75 % 0.2xSSC, 50 % 0.2xSSC, 25 % 0.2xSSC) で各 5 分間洗

浄を行い，続けて PBT に置換した。さらに，Blocking buffer (2 mg/ml BSA, 5 % Fetal 

Bovine Serum /PBT) で室温にて 2 時間以上のブロッキングを行った後，Alkaline 

Phosphatase (AP) 標識抗 DIG 抗体を Blocking buffer に 4000 倍希釈し，4 ℃で一晩抗

体反応を行った。その後，PBT で洗浄を行い，NTMT buffer (50 mM MgCl2, 0.1M Tris-

HCl, 0.1M NaCl, 0.1％ Tween 20) で 5 分間，3 回洗浄を行った後，450 μg/ml nitro blue 

tetrazolium (NBT), 175 μg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) を含む

NTMT buffer に置換し，室温・遮光条件下で発色反応を行った。発色後は，PBT により

数回洗浄し，4 % PFA /PBS に置換することで発色反応を停止した。染色したサンプル

は 80 % glycerol に置換し，光学顕微鏡を用いて観察した。組織切片を作製する際は，

80 % glycerol を PBT により洗い流し，20 ％ sucrose /PBS に置換して 4°C で一晩置

き，Tissue-Tek® O.C.T. Compound（サクラファインテックジャパン）で包埋したのち

切片作成を行なった。 

 

２－９ 免疫染色 

 凍結切片は，最初に PBS，次に PBT に浸し O.C.T. Compound を洗い流した。次にブ

ロッキングバッファー (5 % Fetal Bovine Serum / PBT) とともに，湿潤箱中で乾かな

いように室温 2 時間ブロッキングを行なった。一次抗体をブロッキングバッファーで希

釈し，室温で 2 時間反応させた。PBT で 10 分 3 回洗浄したのちに，二次抗体を 4′,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI; 0.1 μg/ml in PBTx; Invitrogen) と供にブロッキングバ

ッファーで希釈し置換した。さらに室温 2 時間反応させた。PBT で 10 分間 3 回洗浄
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し，25 mg/ml DABCO（1,4-diazabicyclo-[2,2,2,] octane，Nacalai Tesque）を含む 80 %

グリセロールでマウントして，共焦点顕微鏡を用いて観察を行なった。 

 

用いた抗体の詳細は以下のとおりである。 

抗体名 動物種 希釈倍率 メーカー 

anti-GFP rabbit 1/1000 MBL 

anti-Zns5 mouse 1/50 ZIRC 

anti-rabbit Alexa 488 goat 1/1000 Invitrogen 

anti-mouse Alexa 568 goat 1/1000 Invitrogen 

 

 

２－１０  Dominant negative lef1 (dnlef1) 

 石谷太 先生（大阪大学）から供与された dnlef1 プラスミド pTol2(hsp70l:mKO2-2a-

dnlef1) (Akieda et al., 2019) をゼブラフィッシュ胚に導入して系統を確立した。 

 ヒートショック誘導は恒温槽を用いて行い 38 ℃にて 2 時間行なった後， 28.5℃の

飼育水に戻して再生を進行させた。なお，最初のヒートショックは切断 6 時間前に行な

い，再生進行中は毎日 2 時間ヒートショックを行った。 

 

２－１１ アフリカツメガエルの飼育及び再生応答  

 山形大学の越智陽城 先生との共同研究で行った，Tg(E2L-miniP:egfp), Tg(6xE-

0.7k:egfp) のコンストラクトをアフリカツメガエル胚に導入した。その後，24℃にて

飼育し，stage 52-54 の個体を 0.05 ％ tricaine で麻酔したのち，後脚を実体顕微鏡下

で切断した。切断後，直ちに飼育水に戻し再生を進行させた。観察は，0.05 ％ 

tricaine で麻酔したのちアガロース台に乗せ，蛍光実体顕微鏡下で行なった。 
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3. 結 果 

３－１ 再生応答遺伝子の周囲には高度に保存された配列が存在する 

先行研究では，bacterial artificial chromosome (BAC) を用いて，ゼブラフィッシュの

尾ヒレの再生組織で発現が上昇する遺伝子の蛍光 Tg の作製が行われ，いくつかの遺伝子

で再生に応答した遺伝子発現の再現に成功している（Shibata et al., 2016; Ando et al., 

2017）。これら BAC Tg では，遺伝子の周辺の非常に長い領域の配列がゼブラフィッシュ

胚に導入されている。 

再生誘導される遺伝子の周辺には，共通した制御配列があると考え，再生応答が再現

できた Tg ライン BAC Tg(msxc:egfp) (横田，H27 年度修士論文；未発表) および BAC 

Tg(fn1b:egfp) (Shibata et al., 2016) の配列比較を行った。fn1b は傷上皮，主にその基底

層で発現し，msxc は先端再生芽で発現する。これらの 2 つの遺伝子は発現組織が異なる

が，再生に応答するという点においては共通している。 

2 つの BAC の配列を比較し共通配列のサーチを行った。配列の比較には

Genetyx_Ver.10プログラムを用いて，塩基配列のホモロジー検索を行なった。その結果，

fn1b 遺伝子の転写開始点の上流 3 カ所とイントロンに 1 カ所，msxc 遺伝子の上流 4 カ

所と下流 1 カ所によく保存された 0.4 kb 前後の配列が見つかった (Fig. 4）。それらの向

きは遺伝子に対し一定ではなかった。fn1b 上流に存在する配列を，下流からそれぞれ E1，

E2，E3 と命名した。E1~E3 の結果を比較したところ，E1~E3 の中央部は高度に保存さ

れ，これらは同種のエンハンサー様配列であると推測された（Fig. 5）。 

また，E1~3 とは相同性のない別の保存配列 E4 も，2 つの BAC 上にそれぞれ 5 カ所ず

つ見つかった（Fig. 4）。これらの向きも，遺伝子に対して一定ではなかった。 

E1，E4 が fn1b と msxc 以外の再生遺伝子の周囲にも保存されているかどうかを調べ

るために，さらに，他の再生遺伝子の BAC 配列との比較も行った。junb (Yoshinari et al., 

2009) を含む CH211-145G9 (161 kb), junbl (Ishida et al., 2010) を含む CH73-348N11 

(107 kb), fibroblast growth factor 20a (fgf20a) (Shibata et al., 2016) を含む DKEY-109M11 

(89 kb), distal-less homeobox 5a (dlx5a) (Kawakami et al., 2004) を含む CH211-57N23 

(162 kb) に対して，それぞれホモロジー検索を行なった。その結果，E1，E4 の両方の配

列が，上記すべての再生関連遺伝子の周辺に多数あることが示された。さらに，E1，E4

と異なる配列が，fn1b 上流と junb, dlx5a 近傍にも保存されていることがわかった。これ

ら 2 つの配列をそれぞれ E5，E6 と命名した（Fig. 4）。 

 

３－２ 保存配列 E1-E6 はトランスポゾンを由来とした配列である 

 E1～E6 は，高度に保存されていることから，トランスポゾンなどのゲノム中で増幅・

分散する配列であることが予想された。そこで，報告されているゼブラフィッシュのト

ランスポゾンとの配列の比較を行った。その結果，すべての保存配列が short 
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interspersed element（SINE）や non-autonomous DNA transposon（MITE）などのトラ

ンスポゾンに由来していることがわかった。E1～E3 は hAT-N21B_DR (Fig. 6)， E5 は 

DNA-X-4_DR (Fig. 7)，E6 は TDR7 MITEs (Fig. 8) の配列の一部であることが明らか

となった。E4 は HE1_DR1 と 79 %の類似性が見られたことからこの配列を由来とし

ていると推測される (Fig. 9)。さらに，E2，E4，E5，E6 配列は、それぞれのトランス

ポゾンのコンセンサスから 18〜26％，あるいは 12〜15％配列が分岐していることがわ

かった。ヒトのトランスポゾンの 7 %の変異は 5000 万年前の挿入に相当すると推定さ

れるため（Lander et al., 2001)，これらのトランスポゾンは少なくとも数千万年前に挿

入されたと考えられる。 

さらに，E2, 4, 5, 6 についてゲノム中における個数を調べると，95%以上の一致が見

られるものが，E2 は 16,314，E4 は 43,848，E5 は 11,394，E6 は 11,394 コピー存在

し，これらの多くは 10%以上変異していた (Fig. 10)。さらにこれらの配列のゲノム中

の配置をプロットしたところゲノム全体に分散していることが明らかとなった (Fig. 

11)。 

 

３－３ fn1b の上流配列に再生応答エンハンサーが存在する 

E1，E4，E5，E6 を含む fn1b 上流 4.5 kb プロモーターを持つ EGFP 蛍光トランス

ジェニックを作製し，再生組織での EGFP の発現を観察した。pT2(4.5k:egfp) プラスミ

ドコンストラクトをゼブラフィッシュ胚に導入し，受精 2 日目に F0 個体の膜ヒレを切

断し，24 時間後に EGFP の発現を観察した。すると，ヒレを切断していない個体でも

広範囲で異所性の強い EGFP の発現が観察されたため，F0 におけるトランジエントア

ッセイでは，再生応答を見ることは難しいことがわかった。そこで，安定にトランスジ

ーンを保持した F1 個体を同定し，F1 以降の世代での解析を試みた。 

F1 のスクリーニングには，F0 を野生型と交配し採取した胚を受精後 3 日まで観察し

F1 を同定した。約 20 匹の F0 をスクリーニングし，そこから 2 系統の F1 を同定した。

確立した Tg(4.5k:egfp) の膜ヒレを切断すると，ヒレを切断した個体の切断部付近で

EGFP の発現が誘導された(Fig. 14)。このことから，幼生の再生に応答するエンハンサ

ー配列が上流 4.5 kb の範囲に含まれていることが示唆された。なお，確立した F1 の 2

系統どちらにおいても発現に違いは見られなかった。 

次に，成体のヒレ再生時における EGFP の発現誘導を観察した。尾ひれを切断後，切

断部付近で EGFP の発現が，fn1b と同様の発現パターン（傷上皮）で見られ始めた 

(Shibata et al., 2018) (Fig. 15 矢印)。凍結切片を作製し，EGFP の発現を観察すると，

上皮の特に基底層で強い EGFP の発現が観察された。 

BAC Tg(fn1b:egfp) における発現と比較すると，切断後 4 日までは非常に強く，切断

後４日目以降 EGFP の発現が減少し，７日目ではほぼ見られなくなり，Tg(fn1b:egfp) 

と一致していた (Fig. 17)。さらに，egfp の発現細胞を ISH 法にて染色したところ，鰭
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条間において EGFP の発現が同様に観察された (Fig.16)。さらに,凍結切片を作製し発

現組織を詳細に観察したところ，いずれにおいても上皮の基底層に発現が観察された。

以上のことから Tg(4.5k:egfp) は，再生過程における fn1b の応答を再現していること

が示された。 

  

E1, E4, E5, E6 を含む 4.5 kb プロモーターで fn1b の発現が再現できることが示され

たので，次は上流からこれらの配列を除いて再生応答に変化を観察した。まず，E1 配

列を含まない fn1b 上流 3.2 kb，E5 を含まない上流 1.8 kb のコンストラクトを同様に

作製し，このプラスミドをゼブラフィッシュ胚に導入した。 

Tg(3.2k:egfp) では，Tg(4.5k:egfp) と同様の傷上皮基底細胞で応答が観察されたが 

(Fig. 18, 19)，それに対し，Tg(1.8k:egfp) では，非切断での発現はほとんど見られず，

幼生のステージにおいては膜ヒレ切断に応答した EGFP の発現が観察された (Fig. 20, 

21)。また，成体の尾ひれでは，鰭条において EGFP の発現が観察された (Fig. 22)。こ

れらのことから，E5, E6 を含む 1.8 kb プロモーター配列に再生応答に必要十分な配列

が含まれることが示された。従って，3.2-1.8 kb の範囲に fn1b の組織特異性を決定する

情報が含まれていると考えられる。 

さらに，EGFP の発現組織を詳細に観察するために，凍結切片を作製し，核を DAPI

で，骨芽細胞を anti-Zns5 抗体により染色し，EGFP の発現細胞と比較した。すると，

EGFP の発現は Zns5＋の骨芽細胞とは一致しないことがわかった。骨芽細胞とは異な

る間葉細胞が EGFP を発現していることが示された (Fig. 22)。 

さらに，E6 のみを含む 0.8 kb のコンストラクト，E6 を含まない 0.4 kb も作製した

が，これらは，成体，幼生いずれにおいても再生応答は観察されなかった(Fig. 23)。こ

のことから fn1b の上流 1.8 kb から 0.8 kb の範囲に少なくとも再生応答に必要な配列が

含まれていることが示唆される。 

 

３－４ トランスポゾンおよび非トランスポゾン領域に存在する RRE 

 上記で 1.8 kb から 0.8 kb の範囲に RRE を含むことが示されたが，この領域は E5 を

含んでいる。そのため再生応答に対して E5 が活性を持っているかどうかを調べるため

に 0.7 kb のプロモーターの上流に直に E5 を挿入したコンストラクトを作製し，蛍光

Tg を作製して解析することにした。 

 まず，幼生のステージでは，切断に応じて EGFP の発現細胞が観察された（Fig. 24- 

26）。また，成体でも，いくらかの傷上皮の表層細胞でも発現が見られたが，主に鰭条

において EGFP の発現が観察された（Fig. 25, 27)。2 dpa において切片を作製し Zns5

抗体による染色を行うと，鰭条での発現は間葉細胞で，1.8 kb と同様に，EGFP を発現

している間葉組織は骨芽細胞とは異なることも明らかとなった。つまり，E5 は RRE を

含んでいることが示された 
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しかし，一方で，0.7 kb のプロモーターの代わりに，最小プロモーターminiP (Shimizu 

et al., 2012) をもつ E5 コンストラクトを作製したところ，EGFP の発現応答は観察で

きなかった（Fig. 24）。このことから，0.7 kb に含まれる配列（ヘルパーエンハンサー）

が E5 による再生応答に必要であることがわかった。 

 別のトランスポゾンを由来とする E4 についても E5 と同様の実験を行ったところ，

E4 についても RRE 活性を示すためには，0.7 kb 上流にあるヘルパーエンハンサーが

必要であることがわかった（Fig. 28-30）。発現細胞については，E5 で見られた上皮の

発現は見られなかったが，骨芽細胞でない間葉細胞で EGFP が観察され，E5 と同様の

細胞が応答していると考えられた。 

 さらに，E2 についても RRE 活性のアッセイを行った。E2 は隣り合う非トランスポ

ゾン領域 100 bp を一緒にクローニングしたが (E2L) (Fig. 24)，E2L は，最小プロモー

ターminiP のみで，幼生と成体両方のステージにおいて再生に応答した（Fig. 24, 31-33）。

また，成体での再生過程における発現に関して詳細に解析したところ，4.5 kb と同様に

傷上皮で応答していた。 

ところが，トランスポゾンと相同な領域 E2 だけを用いてアッセイすると，F0 で幼生

と成体いずれにおいても再生に応答した EGFP の発現は観察されなかった（Fig. 24）。

それに対し，隣接するゲノム配列 100 bp のみをもつ E2S では，E2L と同様，再生に応

答した EGFP の発現誘導が観察された (Fig.24, 34-36)。さらに E2S について F1 を確

立し，再生に対する応答を調べた。その結果，E2L と類似した fn1b に類似した発現が

観察された。以上から，E2 自体には再生応答に関する機能はなく，その挿入位置に隣

接する非トランスポゾン配列である E2S に RRE が含まれることが示された。 

 

３－５ 再生応答エンハンサーには E-box と AP-1 モチーフが共通している 

 上記により，E2S, E4, E5 は RRE としての活性をもち，さらに, 0.7 kb 上流には，E4, 

E5 と共に働くヘルパーエンハンサーが含まれることが示唆された。これらに共通する

転写因子結合モチーフの探索を行った。解析には公開されている転写因子の結合配列の

データベースである JASPAR 2020 (https://jaspar.genereg.net/) を用いて行った。解析

の結果，E4, E5, E2S には共通して E-box 転写因子結合モチーフが含まれていることが

明らかとなった (Fig. 37, 38, 40)。E-box は CAGCTG or CACCTG からなるモチーフ

であり，tcf, myoD, mesp, twist, clock, myc などの basic helix-loop-helix (bHLH) ファミ

リーに属する転写因子が結合する (Jones, 2004; Wang & Baker, 2015)。 

 さらにE2SとE6に関しては，AP-1の結合配列が共通して存在した (Fig. 37, 39, 40)。

AP-1 は TGASTCA のモチーフによって構成され，Fos, Jun, Atf, Jdp などの転写因子が

結合する (Gazon et al., 2018)。報告されている leptinb や inhibina の再生応答エンハ

ンサーにおいても，発現誘導に必要であることが示唆されている。以上のことから，RRE 

活性を示すためには，AP-1 と E-box の転写因子結合モチーフが両方含まれることが必

https://jaspar.genereg.net/
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要と考えられた。 

 また，これまで報告されていた RRE である leptinb, inhibina, ctgfa のエンハンサーに

ついても転写因子結合モチーフの探索を行うと，いずれの RRE においてもスコアの高

い AP-1 と E-box のモチーフが共通して含まれていることが明らかとなった (Fig. 41)。 

 

３－６ E-box と AP-1 モチーフの両方が再生応答に必要である 

 E-box, AP-1 それぞれが，実際に再生応答に十分かを調べるために，E2S から E-box，

AP-1 配列をそれぞれ除いたコンストラクトを作製し，これらを用いて同様の解析を行

った。なお，E-box を除いたものは E2S (dE), AP-1 を除いたものは E2S (dA) と表記す

る。E2S (dE)，E2S (dA) を導入した F0 個体はいずれも再生に応答した EGFP 発現が

観察されなかった (Fig. 24)。このことから E2S による再生応答には E-box と AP-1 の

両方が必要であることが示された。 

 続いて，ゲノムから E4 タイプのトランスポゾン HE1_DR1 を PCR で増幅して，ラ

ンダムに選んだ１クローン HE1_DR1 (m) の再生応答をアッセイした。このクローンで

は，E-box のリピートを含む領域の配列が E4 とは大きく異なっていた (Fig. 43) 。そ

の結果，-0.7 kb と miniP，どちらをプロモーターとして用いた場合にも再生に応答した

発現誘導は観察されなかった (Fig. 44, 45)。 

以上の結果は，RRE 活性には，E-box，AP-1 モチーフの配列が共に必要であること

を支持している。 

次に E-box と AP-1 モチーフ配列そのものに RRE としての活性があるかどうか調べ

るために，E-box と AP-1 モチーフを 6 回タンデムに繰り返した配列を，miniP または

0.7kb プロモーターの上流に挿入した (Fig. 42)。その結果，E-box, AP-1 のうち片方し

かもたない 6xA-miniP, 6xE-miniP では再生に応答した EGFP の発現は観察されなかっ

た。一方で，E-box, AP-1 の両方を含む 6xE-6xA-miniP や 6xE-0.7k では再生に応答した

EGFP の発現が観察された (Fig. 45, 46)。また，E-box リピートを変異させた 6xE (m) 

-0.7k コンストラクトでは，再生応答は著しく低下した (Fig. 42)。 

 6xE-6xA-miniP の成体でヒレ再生過程を観察したところ，1 dpa で再生組織の先端部

の傷上皮にまばらに EGFP の発現細胞が観察できた (Fig. 46-49)。その後，2dpa 以降

では，上皮における EGFP の発現は弱くなり，4 dpa にて発現が観察されなくなった。 

 他方，6xE-0.7k では，幼生で切断したところ，1 dpa で 6xE-6xA-miniP と同様の細胞

で発現が観察された (Fig. 45, 50-52)。この上皮の発現は 2 dpa では消えたが，一方で

鰭条における間葉細胞での発現誘導が 2 dpa 以降で観察された（Fig. 49）。 

以上より，AP-1 モチーフの配列（6xA タンデムリピートか，0.7 kb 領域由来か）に

より，発現組織が一部異なるが，E-box と AP-1 の両方を含むことで，RRE として働く

ためには必要かつ十分であることが示された。 
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３－７ E-box / AP-1 による再生応答は様々な組織で機能する 

以降の確立した RRE Tg 系統を使った応答機構の解析は，当研究室，吉田貴文（修士

2 年）と共同で行った。 

ここまでで，E-box/AP-1 が，ヒレの再生における RRE であることが示された。次に，

この RRE が，尾ひれ以外の組織においても RRE として機能するかを調べた。第一に，

幼生のステージで，膜ヒレではなく，さらに前方の胴部で切断して，応答を観察した。

上皮基底で応答する E2L と間葉で発現する E4 を用いて観察を行なった結果，E2, E4

いずれも切断部で EGFP の発現が観察された（Fig. 53, 54）。 

 また，尾ヒレ以外のヒレ，胸鰭では，E2L, E4 のいずれも，尾ヒレと同様に E2L は鰭

条間で，E4 は鰭条の間葉組織において EGFP の発現が観察され（Fig. 55），尾ヒレ以

外のヒレ組織においても同様の応答をすることが明らかとなった。 

 さらに，ヒレ以外の組織である鱗でも再生過程を観察した。鱗に隣接する線維組織内

に骨芽細胞が含まれており，骨芽細胞を可視化することにより，透明である鱗の再生過

程の観察が可能となる (Iwasaki et al., 2018)。そのため，骨芽細胞のマーカー遺伝子で

ある sp7 の発現細胞を mCherry によって可視化した Tg(sp7:mCherry)を，E2L と E4 の

Tg と交配させることで鱗の再生過程における EGFP の発現を観察した。すると E2L に

て再生に応答した EGFP の発現が観察された (Fig. 56)。これによりヒレ以外の組織の

再生でも応答することが明らかとなった。 

 次に，再生を伴わないような傷害への応答を調べるために，鰭条を貫通する様な穴を

あけて再生させた場合と，鰭条間組織にスリットを入れた再生を伴わない傷害を加えた

場合を比較した（Wang et al., 2020)。その結果，穴をあけた再生の誘導では，EGFP 発

現が観察されたのに対し，再生芽の形成を伴わないスリットを加えた場合は EGFP の

発現が観察されなかった（Fig. 57）。このことは RRE が再生にのみ応答することを示し

ている。 

 

３－８ アフリカツメガエルでも E-box / AP-1 に再生応答が機能する 

 さらに，E-box / AP-1 RRE がゼブラフィッシュだけでなく，生物種を超えて一般に

保存されているかどうかを検証するために，アフリカツメガエルを用いて再生応答能を

テストした。ゼブラフィッシュの成体の再生組織において，上皮が応答する Tg(1.8 

k:egfp) と，間葉細胞が応答する Tg(6xE-0.7k:egfp)，それぞれのコンストラクトを，ア

フリカツメガエルの受精卵に導入して，stage 52-54 で肢芽を切断して F0 アッセイを

行った（Fig. 58a）。その結果，いずれにおいても再生に応答した EGFP の応答が観察

された（Fig. 58b）。このことから，E-box / AP-1 RRE は種を超えて機能することが示

された。 
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３－９ AP-1 と E-box のシグナル活性が再生応答エンハンサーの機能に必要である 

 次に，E-box や AP-1 を介したシグナルが，再生応答や再生に必須の役割を果たして

いるかどうか検証した。AP-1 の構成因子である Jun は，JNK（Jun N-terminal kinase）

によってリン酸化され，活性化される（Gazon et al.,2018）。ゼブラフィッシュの先行

研究においても，JNK による Junb ファミリータンパクの活性化が，再生に必要である

ことが示されている（Ishida et al., 2010）。AP-1 を介したシグナルが RRE 活性化に必

要かどうかを調べるために，JNK の阻害剤である SP600125 を Tg(E2L:egfp) と Tg(E4-

0.7k:egfp) に投与し，再生過程の変化を観察した。その結果，どちらの Tg でも，EGFP

の誘導が著しく低下すると共に（特に，E4 では再生に応答した EGFP の発現は観察さ

れなかった），再生も抑制された（Fig. 59）。 

さらに，E-box を介したシグナルのノックダウンを試みた。RRE における E-box モ

チーフは，tcf3/12 の結合配列に最も近かった。Tcf ファミリーbHLH 転写因子は，N 末

端のドメインを欠失したドミナントネガティブ (dn) Lef1 によって，β カテニンとの結

合が阻害されることが示されている（Vacik & Lemke, 2011）。dnLef1 を熱ショックプロ

モーター下に発現する Tg を作製し，実際に，胚における効果を調べると，尾部の形成

に異常が見られた (Fig. 60)。これは報告されている β カテニン阻害の表現型と一致し

ていることから（Ishitani et al., 2005），dnLef1 が Tcf ファミリーの E-box への作用を阻

害していることが示された。 

 次に，E2L, E4 の RRE Tg を用いて再生への応答を調べると，EGFP 誘導は阻害され，

再生も進まないことが明らかとなった (Fig. 61, 62)。このことから， Tcf/Lef ファミリ

ー因子の E-box モチーフへの作用は，RRE 活性化とともに再生に必須であることを示

している。 
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4． 考 察 

４－１ E-box と AP-1 は協働することにより再生エンハンサーとして機能する 

 ゼブラフィッシュや killifish における再生エンハンサーの分析により，特定の RRE の

機能に AP-1 のモチーフが必須であることが報告されている (Kang et al., 2016; Wang 

et al., 2020)。しかし，AP-1 モチーフが再生応答に必要十分な配列であるか，また AP-

1 モチーフが再生応答エンハンサーを制御する分子メカニズムは明らかになっていな

かった。本研究では，再生応答エンハンサーを新たに複数同定し，これまで報告されて

きた再生応答エンハンサーを含めて配列を比較し，E-box と AP-1 が共通して含まれて

いることを示した。また，Tg を用いたレポーターアッセイにより，この二つが再生応

答エンハンサーの機能に必要であることが示された。 

 AP-1 は傷害やストレスなどに応答してアポトーシスや細胞分化の制御に関わること

が知られており (Hess et al., 2004)，組織の恒常性の維持に重要なモチーフである。一

方で，非常に広範囲の働きをもつ転写因子であり，役割や時期に応じた複数の制御メカ

ニズムが存在することが予想される。実際，AP-1 の上流の JUN をリン酸化する JNK の

制御因子として，ストレスに応答して活性化することが知られている MKK4/7 などが知

られている (McCubrey, et al., 2007)。また，JUN, FOS の発現制御に関しても，上流シ

グナルとして p38 や ERK などの MAPK が TCF や ATF2 などの転写因子をリン酸化さ

せることにより転写が活性化することが報告されている (Mendelson, et al., 1996)。こ

のように AP-1 モチーフの活性は複数のシグナルによって複雑に制御されることが知ら

れている。 

 本研究により AP-1 が周囲に存在する他の転写因子結合モチーフと協働することによ

り再生に応答した遺伝子発現を制御することが示された。このことは,AP-1 による遺伝

子発現の誘導の制御が上流のシグナルに当たる JNK などの活性以外にも，AP-1 モチー

フが周囲の配列の違いによっても制御されることを示している。このことは，AP-1 や

JUN などによる複雑な遺伝子発現の制御メカニズムを詳細に解明するうえで重要な見

解であるといえる。 

 また，ゼブラフィッシュのヒレ再生において JNK の上流シグナルに当たる junb や

junbl が再生の初期に機能するシグナルであり，これら JUN ファミリーの機能を阻害す

ることにより再生が阻害されることは報告されていたが (Ishida et al., 2010)，これら

が遺伝子の転写に関わる具体的なメカニズムは分かっていない。本研究において，阻害

剤を用いて JNK シグナルを阻害することによって E-box / AP-1 による再生応答が阻害

されることが示された (Fig. 62)。このことはいままで明らかになっていなかった junb, 

junbl の下流のシグナル経路が，RRE 内部の AP-1 モチーフの活性を制御することによ

り，直接的に再生応答遺伝子の転写に関与することで再生に寄与していることを示して

いる。 

 



23 

 

４－２ 組織や種を超えて E-box / AP-1 による再生応答が機能する。 

これまでの報告されてきた RRE の発現誘導や分子メカニズムの解析において，RRE

の同定や解析は特定の遺伝子に着目したものであり (Kang et al., 2016; Suzuki et al., 

2019; Wang et al., 2020)，再生応答遺伝子間で共通するエンハンサーや分子メカニズム

についてはわかっていない。 

 本研究により複数の再生応答遺伝子の周辺配列において保存されている再生応答エ

ンハンサーを新たに同定した (Fig. 4)。これは再生応答が共通の分子メカニズムにより

制御されている可能性を示すものである。組織の損傷後の再生初期にて，再生応答遺伝

子もしくは RRE を直接活性化させ，再生を開始させるメカニズムは明らかになってい

ない。再生を開始させる要因として，ROS や細胞，損傷組織における電位の変化など

様々な要因が予想されているが (Gauron et al., 2013; Kennard & Theriot, 2020)，明ら

かになってはいない。そのため，遺伝子間で共通する制御機構である RRE の上流シグ

ナルや制御メカニズムを今後明らかにすることにより，再生そのものを開始させる要因

が明らかになることが期待される。 

 また，遺伝子間で共通する再生応答エンハンサーが尾ひれ以外の組織や (Fig. 53-56)，

アフリカツメガエルで機能することも示された (Fig. 58)。このことは種間で再生応答

の仕組みが共通している可能性を示しており，再生能の獲得の経緯を知るうえで重要な

手がかりであるともいえる。本研究ではアフリカツメガエルの stage 52-54 のみを材料

に実験を行っているが，アフリカツメガエルは幼生の一時期に組織再生ができなくなる

不応期や成体など特定のステージにおいて組織再生の能力が大きく減少することが知

られている (Phipps et al., 2020)。こうした再生能力を持たないステージでは，本研究

で行った鰭条間の再生を伴わない損傷のように (Fig. 57)，損傷に応じた遺伝子の発現

誘導が機能しないことが予想できる。アフリカツメガエルを用いたステージごとの比較

実験は，同一個体内で同じ方法で損傷を与えることができるため，ゼブラフィッシュを

用いて損傷方法を変更するよりもより詳細な再生能力の有無を決定する分子メカニズ

ムの解析が期待できる。また，高い付加再生能力をもつ魚類，両生類だけでなく再生能

力の低い哺乳類や全身再生を行うヒドラやプラナリアなどでも同様の実験・比較を行う

ことにより生物間で共通する恒常性維持機構が明らかになることが期待できる。 

 

４－３ E-box と AP-1 は周辺配列の差により発現誘導する組織が異なる 

 本研究により RRE が E-box / AP-1 モチーフにより機能することを明らかにした。一

方で，同じ E-box / AP-1 モチーフによる再生応答でもエンハンサー配列により再生を

誘導する組織が大きく異なることが本研究で示されている。例えば，E2S による再生応

答は fn1b に近い鰭条間での上皮基底層によるものであるのに対し (Fig. 36)，6xE-0.7 k

では鰭条における間葉細胞での発現が誘導される (Fig. 49)。 

 このように発現組織の差が生じる要因として，1）組織特異的なエンハンサーが再生
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エンハンサーと別に存在する，2）エンハンサーの周辺の配列の違いによりモチーフに

結合する転写因子が異なる。以上の 2 つのことが考えられる。 

1）については本研究においても Tg(3.2kb:egfp) では fn1b の発現を再現した上皮基

底層での発現が誘導されたのに対し (Fig. 19)，それより範囲を狭めた Tg(1.8kb:egfp) 

では間葉細胞や再生芽で発現が観察された (Fig. 22)。このことは 3.2-1.8 kb の範囲に

fn1b に類似した上皮基底層での発現を誘導するのに必要な情報が含まれていることを

示しており，これが組織特異的エンハンサーであると考えられる。2) に関しては，本

研究において，dnLef1 の強制発現による実験により今回同定した RRE のコアとなって

いる E-box の機能に Tcf / Lef1 のシグナルが関与していることを示した (Fig. 62)。一方

で，E-box モチーフは今回必要であることが示された Tcf 以外に myc や twist などの

様々な bHLH 転写因子が結合するモチーフであることが知られている (Jones, 2004; 

Wang & Baker, 2015)。そのため，今回検証した Tcf 以外の転写因子が結合し，発現を制

御していることも予想できる。シグナル経路を分析した E2L や 6xE-0.7k はともに発現

誘導組織が異なる RRE ではあり (Fig. 33, 52)，共通して dnLef1 により発現誘導が阻害

されている (Fig. 62)。しかし，6xE-6xA-miniP のようにこの二つとは異なるパターンで

遺伝子の発現を誘導する RRE も存在しており (Fig. 49)，こうした発現ステージの異な

る RRE では Tcf 以外の bHLH が結合して機能していることが期待できる。以上のこと

から，今後ゲノム中に存在する E-box / AP-1 モチーフの詳細な分子メカニズムをさら

に解析することにより，再生過程において遺伝子発現の組織や時期などの違いが生じる

要因が明らかになることが期待できる。 

 

４－４ トランスポゾンの配列が再生応答エンハンサーとして機能する 

 トランスポゾンを由来とした配列がエンハンサーとしての機能を持つ場合があるこ

とは知られている。例えばマウスのトランスポゾンである AmnSINE1 が発生期マウス

を用いた実験にて組織特異的なエンハンサーとして機能することを示している 

(Nishihara et al., 2006)。このことから，進化の過程において遺伝子が特定の機能を獲得

するのにトランスポゾンの拡散が関与していることが予想される。RRE が再生応答遺

伝子形成される経緯は明らかになっていないが，同様にトランスポゾンが関与している

ことは十分に期待できる。 

 本研究で RRE として同定した E4, E5, E6 はトランスポゾンに由来するものであり 

(Fig. 7, 8, 9)，このことはトランスポゾンが再生応答遺伝子の特異的な発現の制御に関

わっていることを示している。 

 本研究で報告したいくつかの再生応答エンハンサーや E-box / AP-1 モチーフはトラ

ンスポゾンに由来するものであった。現在進化の過程において再生能を獲得した経緯は

わかっていないが，トランスポゾンに由来する配列が再生エンハンサーとしての機能を

有していたことから，ゲノム中における E-box / AP-1 モチーフを含むトランスポゾン
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の増幅・分散によって各遺伝子の周囲に広がることにより，再生機能の獲得に関わって

いることが推測できる。本研究における分析でも実際に再生応答エンハンサーに類似し

たトランスポゾンが多数保存されていた (Fig. 6-9)。一方で，HE1_DR1 の配列を用い

た実験よりゲノム中のトランスポゾンを由来とする配列の一部には，RRE としての機

能を失っているものが存在することが示された (Fig. 44)。このことから，トランスポゾ

ンを由来とする配列の中にはエンハンサーとしての機能を失っているものが多数存在

すると予想される。 

以上のことから，進化の過程で再生能の獲得の経緯として以下の仮説が考えられる。

まず，AP-1 は進化上古い起源をもつモチーフであり (Nishihara, 2019)，そのため，E-

box との組み合わせ以外でも，独自に損傷に対して応答した機能を持つ可能性が高い。

実際，AP-1 は再生以外でもストレスなどの外部の刺激に対して活性化することが報告

されており (Hess et al., 2004)，再生に対する応答は後から追加されたものと予想でき

る。もともと外部からの刺激に対して機能していた AP-1 の近傍に E-box を含んだトラ

ンスポゾンが増幅・転移することにより E-box と AP-1 のモチーフの組み合わせができ

たと推測できる。こうして E-box と AP-1 の組み合わせを獲得した遺伝子が再生に対す

る応答能をもったと考える (Fig. 63)。その後，進化の過程で，本研究で見られた

HE1_DR1 (m) のように，挿入されたトランスポゾンやその内部の E-box に変異が生じ

ることにより E-box / AP-1 の組み合わせが失われ，再生能が失われていったものと考

えられる。本研究で見つかったトランスポゾンを由来とする配列は多くが 12~15 %の

変異が生じており，上記で述べたように哺乳類では約 7 %の変異が生じることから，数

千万年前から長くとも 2 億年前より以前に挿入されたものと推定できる（Lander et al., 

2001)。ゼブラフィッシュが含まれる硬骨魚類に分化したのが 3 億年以上前であり，ヒ

レの付加再生の能力に明確な差が見られる軟骨魚類との分化が 4 億 5 千万年以上前の

ことであることを踏まえると (Darnet et al.,2019)，本研究で報告したトランスポゾンを

由来とする RRE が進化の過程における付加再生の直接的な起源になっているとは考

えにくい。現在のところ，硬骨魚類の種間で再生能力の差に関する知見はないが，能力

や分子メカニズムに違いが見られた場合，その再生能力の違いについて説明するのに今

回発見された RRE が重要となることが期待できる。 

また，トランスポゾンを由来とする配列以外にも RRE としての機能をもつ配列が存

在することが示された。本研究で再生応答への活性がみられた E2S はトランスポゾン

に隣接しているが，トランスポゾンとは異なる配列である (Fig. 24)。進化の過程で再生

能の獲得の過程について詳細に調べるために，今後トランスポゾン以外を由来とした

RRE の解析も進めていく必要がある。 
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6．図 表 

 

Fig. 1 ゼブラフィッシュの成体の尾ヒレの構造 

ゼブラフィッシュ成体の尾ヒレとその拡大図。 

2枚の瓦状の骨からなる鰭条とその間の鰭条間組織から構成される。 

 

 

 

 

Fig. 2 ゼブラフィッシュのヒレ，膜ヒレの再生 

ゼブラフィッシュの成体(上)と幼生(下)の全身と再生過程。切断後，成体では 2 dpa,

幼生では 1 dpa までに再生組織が形成される。 
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Fig. 3 AP-1 モチーフによる再生応答遺伝子の活性化 

傷害やストレスなどに応答して JNK が活性化し，JUN がリン酸化され，標的遺伝子の

発現を誘導する。 

 

 

 

 

Fig. 4 BAC 配列中における E1, E4, E5, E6 の分布 

再生応答遺伝子である fn1b, msxc, junbb, dlx5a, junba を含んだ BAC。橙色の矢印は再

生応答遺伝子の位置と向きを示しており，青の矢印はその他の遺伝子の位置を示して

いる。配列上の四角は 60 %以上の相動性が保存されている保存配列の位置を示してい

る。 
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Sequence homology between E1, E2 and E3 
 
Identity: 299 / 503 (59%) 
Similarity: 299 / 503 (59%) 
Strand: Plus / Minus 
 
E3     294  TTTGTTCTGTATACTAT--TGAA-AAAAATAGCTTAAAGGGGCTAATAATTTTGTCCCAA  350 
               | | ||||| |||||    ||| ||| || |||||| |||||| ||||| ||| ||  | 
E1     460  GGTATGCTGTAGACTATCAAGAATAAATATTGCTTAAGGGGGCTTATAATATTGACCTTA  401 
 
E3     351  AAATGTTTTTAAAAAAAATTAAAACTGCCTTTATTCTAGCCAAAATAAAACAAAAAAGAC  410 
             ||||| |||| |||||| |||||||||| |||||||||||| ||||||||| ||  |||| 
E1     400  AAATGGTTTTTAAAAAATTTAAAACTGCTTTTATTCTAGCCGAAATAAAACTAATGAGAC  341 
 
E3     411  TTTCTCCAGAAGAAAAAATATTATCAGACATACTGTGAAAATTTCCTTGCTCTGTTAAAC  470 
             ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||| 
E1     340  TTTCTCCAGAAGATAAAATATTATCAGACATACTGTGAAAAATCCCTTGCTCTGTTAAAC  281 
 

E3     471  AT-ATTTGGGAAATATTTTA--AAAAAATAAAATCAAAAGGGGGCTAATAATTTTGATTT  527 
             || ||||||||||||||  |  || || | |  |  |  |   |  ||  | | | |    
E1     280  ATCATTTGGGAAATATTAGAGGAAGAAGTCATTTTCACTGTATGTAAAACACTCTTAAAA  221 
 
E3     528  TACACTATATGTTTAAATATGAT  550 
                  | | | || |   ||| || 
E1     220  CCACCAAAACGTCTTCTTATAAT  198 
 
 
Identity: 363 / 563 (64%) 
Similarity: 363 / 563 (64%) 
Strand: Plus / Plus 
 
E3     116  TAGTTTTAATAACTCACGGATTTATTTTATCTTTGCCAT--GATGACAGTAAATAATATT  173 
             ||         |  | | |  ||  |        | ||     |   ||||||||   ||| |||| 
E2     138  TACCCCCCCT-TCCCCCCCATACACACACACATTAAATTCCCATGACAGTTCATATTATT  196 
 
E3     174  TGACTAGATATTTTTCAAGACACTTCTATACAGCTTAAAGTGA-CATTTAAAGGCTTAAC  232 
             ||||||||||||||||||||   ||  ||| ||||| || ||||  ||||||||||||||| 
E2     197  TGACTAGATATTTTTCAAGATGCTATTATTCAGCTCAATGTGAGAATTTAAAGGCTTAAC  256 
 
E3     233  TAGGTTAATTAGGTTAACTAGGCAGGTTAGGGTAATTAGGCAAGTTATTGTATAACGATG  292 
                                              ||  ||||   ||||| |  ||||||||| |||| 

E2     257  ---------------------------TA-TGTAA---GGCAAATCATTGTATAATGATG  285 
 
E3     293  ATTTGTTCTGTATACTATTGAA--AAAAATAGCTTAAAGGGGCTAATAATTTTGTCCCAA  350 
             ||||||| || |||| ||| ||  | |||| |||| |   |||||||||   |||  ||  | 
E2     286  GTTTGTTTTGCATACAATTAAACAATAAATTGCTTTAGAGGGCTAATAGCATTGACCTTA  345 
 
E3     351  AAATGTTTTTAAAAAAAATTAAAACTGCCTTTATTCTAGCCAAAATAAAACAAAAAAGAC  410 
             ||||| ||||  |||||  | ||||| || ||||| |||||| ||||| |||||| ||||| 
E2     346  AAATGGTTTT--AAAAATTAAAAACGGCTTTTATACTAGCCGAAATATAACAAATAAGAC  403 
 
E3     411  TTTCTCCAGA-AGAAAAAATATTATCAGACATACTGTGAAAATTTCCTTGCTCTGTTAAA  469 
             |||||| |||   ||||||||||||   || ||||| | |||| | | ||||||||||||| 
E2     404  TTTCTCAAGATTAAAAAAATATTATAGGAAATACTATTAAAAATGCTTTGCTCTGTTAAA  463 
 
E3     470  CAT-ATTTGGGAAATATTTTAAAAAAATAAAATCAAAAGGGGGCTAATAATTTTGATTTT  528 
             ||| ||||||||||||||| ||||||||     ||| | ||| || ||||||||||| ||  
E2     464  CATCATTTGGGAAATATTTCAAAAAAAT----TCACAGGGGAGCCAATAATTTTGACTTC  519 
 
E3     529  ACACTATATGTT-TAAATATGAT  550 
             | | | ||   ||  | || |||| 
E2     520  A-ATTGTACATTACAGATGTGAT  541 

 

Fig. 5 E3 と E1，および E3 と E2 の間の塩基配列のホモロジー  

E3 と E1 または E3 と E2 の間のホモロジー検索の結果，E1~E3 は互いに相同性の高

い配列である。 
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Fig. 6 E2 と hAT-N21B_DR の配列比較 

hAT-N21B_DR と E2 間のホモロジー検索の結果，hAT-N21B_DR の一部と E2 と高い

相同性を持っている。 

 

Fig. 7 E5 と DNA-X-4_DR の配列比較 

DNA-X-4_DR の一部と E5 が高い相同性を持っている。 
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Fig. 8 E6 と TDR7 の配列比較 

TDR7 の一部と E6 が高い相同性を持っている。 

 

 

 

 

Fig. 9 E4 と HE1_DR1 の配列比較 

HE1_DR1 と E4 間のホモロジー検索の結果。E4 は HE1_DR1 を由来とした配列であ

る。 
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Fig. 10 トランスポゾンの変異の分布 

横軸はトランスポゾンの配列中の変異の割合，縦軸はトランスポゾンの個数を示して

いる。12~15 %の変異が生じているものが多数であることが示された。 
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Fig. 11 ゼブラフィッシュゲノム内におけるトランスポゾンの分布 

(a) hAT-N21B_DR, (b) HE1_DR1, (c) DNA-X-4, (d) TDR7 のゼブラフィッシュゲノム内

にける分布のヒートマップ。赤色は各トランスポゾンが多く保存されている領域を示

している。 
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Fig. 12 Tg を用いた再生応答のアッセイ 

プラスミド内の egfp 遺伝子の直前に目的となる配列を挿入し，コンストラクトをゼブ

ラフィッシュ胚に導入する。その後，3-4 dpf の幼生と成体のステージでヒレを切断

し，EGFP の発現の再生応答を観察する。応答したと考えられたものは，Tg 系統を確

立して，応答を確認する。 

 

 

 

 

Fig. 13  fn1b のプロモーターコンストラクト模式図と F0 アッセイの結果  

再生応答の活性を調べた fn1b プロモーター領域を含むコンストラクトの模式図。右側

の数字は、cryaa : egfp の蛍光が強い F0 の中で，観察された EGFP 発現の比率を示

す。 n は，cryaa : egfp が発現した個体数。 

 

 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14  Tg(4.5k:egfp) の幼生での再生応答 

Tg(4.5k:egfp) の未切断ヒレ(a)，および 1 dpa ヒレ(b) における EGFP の発現。白線は

50μm。点線は膜ヒレの輪郭。n > 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.15  Tg(4.5k:egfp) の成体での再生応答 

 (a) ホールマウントと(b) 凍結切片。凍結切片は DAPI で核を染色している。矢印は

EGFP の発現位置，矢頭は切断箇所を示す。 

白線は(a) 500 µm, (b) 100 µm, n > 5 
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Fig. 16  Tg(4.5k:egfp)と Tg(fn1b:egfp)の成体ヒレでの egfp プローブ ISH 

Tg(4.5k:egfp) (左)と Tg(fn1b:egfp) (右)。それぞれ左はヒレの全体像，右はその切片。

矢頭は切断箇所，アスタリスクは鰭条の位置を示す 

 

 

 

 

Fig. 17 Tg(4.5k:egfp) と Tg(fn1b:egfp) 成体における EGFP の再生応答発現 

(上) Tg(4.5k:egfp) と (下) Tg(fn1b:egfp) の 0-7 dpa までの EGFP の発現。白矢頭は切

断箇所を示す。いずれも 1 dpa から発現が上昇し，7 dpa には EGFP の発現が弱くな

っていることが観察された。白線は 500 µm 
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Fig. 18 Tg(3.2k:egfp) における幼生ステージでの再生応答による EGFP 発現誘導 

Tg(3.2k:egfp)の未切断膜ヒレ（a），および 1 dpa 膜ヒレ（b）における EGFP の発

現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n > 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19 Tg(3.2k:egfp) の成体ヒレにおける EGFP の発現誘導  

Tg(3.2k:egfp) の成体ヒレの (a)未切断, (b)2 dpa 全体, (c)2 dpa 拡大, (d)2 dpa の凍結

切片 

白矢印は EGFP の発現箇所，赤矢印は鰭条内における EGFP の発現箇所，アスタリス

クは鰭条の位置，白矢頭は切断位置を示す。白線は (a, c) 500 µm, (d)100µm, n > 5 
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Fig. 20 Tg(1.8k:egfp) (F0) における再生応答による EGFP 発現誘導 

Tg(1.8k:egfp) (F0)の幼生膜ヒレ 1 dpa (a)，および成体 2 dpa ヒレ(b) における EGFP

の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生組織内の

EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白矢頭は切

断位置をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 Tg(1.8k:egfp) 幼生における再生応答 

Tg(1.8k:egfp)の未切断膜ヒレ（a），および 1 dpa 膜ヒレ（b）における EGFP の発

現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 35 
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Fig. 22 Tg(1.8k:egfp) の成体ヒレにおける再生応答  

Tg(1.8k:egfp) の成体ヒレの (a)未切断, (b) 2 dpa 全体, (c) 2 dpa 拡大, (d) 2 dpa の凍結

切片。白矢印は EGFP の発現個所，赤矢印は鰭条内における EGFP の発現箇所，アス

タリスクは鰭条の位置，白矢頭は切断位置を示す。n = 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 Tg(0.4k:egfp), Tg(0.8k:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(0.4k:egfp) (F0) の成体 2 dpa（a），および Tg(0.4k:egfp) (F0)の膜ヒレ 1 dpa (b) と

成体 2 dpa ヒレ（C）における EGFP の発現。白線 100 μm を示しており，点線は膜

ヒレの輪郭，白矢頭は切断位置をそれぞれ示す。 
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Fig. 24  E4, E5, E2 を含むコンストラクトと F0 アッセイの結果     

再生応答の活性を調べた fn1b プロモーター領域を含むコンストラクトの模式図。右側

の数字は，cryaa:egfp の蛍光が強い F0 の中で，観察された EGFP 発現の比率を示

す。 n は cryaa:egfp が発現した個体数。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 Tg(E5-0.7k:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(E5-0.7k:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）における

EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生組織

内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白矢頭

は切断位置をそれぞれ示す。 
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Fig .26 Tg(E5-0.7k:egfp) における幼生での再生応答 

Tg(E5-0.7k:egfp) の未切断膜ヒレ（a），および 1 dpa 膜ヒレ（b）における EGFP の

発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 Tg(E5-0.7k:egfp) の成体ヒレにおける EGFP の発現誘導  

Tg(E5-0.7k:egfp) の成体ヒレの (a) 未切断, (b) 2 dpa 全体, (c) 2 dpa 拡大, (d) 2 dpa の

凍結切片白矢印は EGFP の発現個所，赤矢印は鰭条内における EGFP の発現箇所，ア

スタリスクは鰭条の位置，白矢頭は切断位置を示す。白線は(a, c) 500 µm, (d)100 µm

を示す。n = 6 
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Fig. 28 Tg(E4-0.7k:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(E4-0.7k:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）における

EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生組織

内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白矢頭

は切断位置をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 Tg(E4-0.7k:egfp) における幼生ステージでの再生応答による EGFP 発現誘導 

Tg(E4-0.7k:egfp) の未切断膜ヒレ（a），および 1 dpa 膜ヒレ（b）における EGFP の

発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 51 
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Fig. 30 Tg(E4-0.7k:egfp) の成体ヒレにおける EGFP の発現誘導  

Tg(E4-0.7k:egfp) の成体ヒレの (a) 未切断, (b) 2 dpa 全体, (c) 2 dpa 拡大, (d) 2 dpa の

凍結切片白矢印は EGFP の発現個所，赤矢印は鰭条内における EGFP の発現位置，ア

スタリスクは鰭条の位置，白矢頭は切断箇所を示す。白線は(a, c) 500 µm, (d) 100 µm

を示す。n = 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31 Tg(E2L-miniP:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(E2L-miniP:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）におけ

る EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生組

織内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白矢

頭は切断位置をそれぞれ示す。 
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Fig. 32 Tg(E2L-miniP:egfp) の幼生ステージでの再生応答 

Tg(E2L-miniP:egfp) の未切断膜ヒレ（a），および 1 dpa 膜ヒレ（b）における EGFP

の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33 Tg(E2L-miniP:egfp) の成体ヒレにおける EGFP の発現応答  

Tg(E2L-miniP:egfp) の成体ヒレの (a) 未切断, (b) 2 dpa 全体, (c) 2 dpa 拡大, (d) 2 dpa

の凍結切片白矢印は EGFP の発現箇所，アスタリスクは鰭条の位置，白矢頭は切断位

置を示す。凍結切片は核が DAPI で染色されている。白線は(a, c) 500 µm, (d) 100 µm

を示す。n = 6 

 

 

 

 

 



48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34 Tg(E2S-miniP:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(E2S-miniP:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）にお

ける EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生

組織内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白

矢頭は切断位置をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 35 Tg(E2S-miniP:egfp) の幼生での再生応答 

Tg(E2S-miniP:egfp) の未切断ヒレ（a），および 1 dpa ヒレ（b）における EGFP の発

現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 10 
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Fig. 36 Tg(E2S-miniP:egfp) の成体ヒレにおける EGFP の発現応答 

Tg(E2S-miniP:egfp) の成体ヒレの (a) 未切断, (b) 2 dpa 全体, (c) 2 dpa 拡大, (d) 2 dpa

の凍結切片。白矢印は EGFP の発現箇所，アスタリスクは鰭条の位置，白矢頭は切断

箇所を示す。白線は(a, c) 500 µm, (d) 100 µm を示す。n = 6 
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Fig. 37 E5, E4, E2S, E6 の塩基配列と転写因子結合モチーフ 

緑は E-box, 黄色は AP-1 の転写因子結合モチーフを示す。スコア 10 以上のもののみ

を示した。 
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Fig. 38  様々な RRE に含まれる E-box モチーフ 

水色は共通部分を示す。Score は JASPAR 2020 を用いて検索による値を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39  様々な RRE に含まれる AP-1 モチーフ 

黄色は共通部分を示す。Score は JASPAR 2020 を用いて検索による値を示す。 
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Fig. 40  E4, E5, E2S, E6 における E-box, AP-1 モチーフ 

青は E-box モチーフの，橙は AP-1 モチーフの箇所を示す。各モチーフの数値は

JASPAR の検索による Score を示す。各配列に高 score の E-box, AP-1 モチーフが保

存されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 41  先行研究で同定された RRE における E-box, AP-1 モチーフ 

青は E-box モチーフの，橙は AP-1 モチーフの箇所を示す。各モチーフの数値は

JASPAR の検索による Score を示す。様々の RRE に高 score の E-box, AP-1 モチーフ

が保存されている。 
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Fig. 42  6xE, 6xA コンストラクトと F0 アッセイの結果 

6xE-miniP, 6xA-miniP, 6xE-0.7k, 6xE-6xA-miniP, 6xE(m)-0.7k のコンストラクト。右の

数字は F0 を用いたアッセイの結果を示す。n は cryaa:egfp の発現が観察された個体

数を示す。 

 

 

 

Fig. 43 E4 と HE1_DR1 (m) の配列比較  

緑が E-box のモチーフ，括弧内の数字は JASPAR による score を示す。 

HE1_DR1 (m) では E-box モチーフが大きく変異している。 

  



54 

 

 

Fig. 44 HE1_DR1 (m) コンストラクトと F0 アッセイの結果 

HE1_DR1 (m) を用いたコンストラクトの模式図。右の数字は F0 を用いたアッセイの

結果を示す。n は cryaa:egfp の発現が観察された個体数を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 45 Tg(6xE-0.7k:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(6xE-0.7k:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）におけ

る EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再生組

織内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，白矢

頭は切断位置をそれぞれ示す。 
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Fig. 46 Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) (F0) における再生応答 

Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) (F0) の幼生膜ヒレ 1 dpa（a），および成体 2 dpa ヒレ（b）に

おける EGFP の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭，白矢印は再

生組織内の EGFP 発現，赤矢印は鰭条内の EGFP 発現，アスタリスクは鰭条の位置，

白矢頭は切断位置をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

Fig. 47 Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) における幼生ステージでの再生応答 

Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) の未切断ヒレ（a），および 1 dpa ヒレ（b）における EGFP

の発現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 19 
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Fig. 48 Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) における成体での再生応答 

Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) の未切断ヒレ（a），および 2 dpa ヒレ（b）における EGFP

の発現。 

矢印は切断面を白線は 500 µm を示す。n = 11 

 

 

 

 

 

Fig. 49 Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) における成体での再生応答 

Tg(6xE-6xA-miniP:egfp) の 1 dpa (a), 1 dpa の凍結切片 (b), 2 dpa (c), 4 dpa (d) にお

ける EGFP の発現。白矢印は傷上皮中の EGFP 発現，赤矢印は間葉細胞の EGFP 発

現をそれぞれ示す。 

 

 



57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 50 Tg(6xE-0.7k:egfp) における幼生ステージでの再生応答 

Tg(6xE-0.7k:egfp) の未切断ヒレ（a），および 1 dpa ヒレ（b）における EGFP の発

現。白線は 50 μm を示しており，点線は膜ヒレの輪郭を示す。n = 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 51 Tg(6xE-0.7k:egfp) における成体での再生応答 

Tg(6xE-0.7k:egfp) の未切断ヒレ（a），および 2 dpa ヒレ（b）における EGFP の発

現。白線は 500 µm を示す。 

n = 8 
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Fig. 52 Tg(6xE-0.7k:egfp) における成体での再生応答 

Tg(6xE-0.7k:egfp) の 1 dpa (a), 1 dpa の凍結切片 (b), 2 dpa (c), 2 dpa の凍結切片(d), 

4 dpa (e), 7 dpa (f) における EGFP の発現。 

点線は再生芽の輪郭，白矢印は傷上皮中の EGFP 発現，赤矢印は間葉細胞の EGFP 発

現をそれぞれ示す。白線は(a, c, e, f) 500 µm, (b, d) 100 µm を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 53 Tg(E2L:egfp) の notochord 再生 

Tg(E2L:egfp) の幼生における notochord 再生の 2 dpa (a), 3 dpa (b) の EGFP 発現誘

導。白線は 500 μm を示す。n = 40 
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Fig. 54 Tg(E4-0.7k:egfp) の notochord 再生による EGFP の発現誘導 

Tg(E4-0.7k:egfp) の幼生における notochord 再生の 2 dpa (a), 3 dpa (b) の EGFP 発現

誘導 n = 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55 Tg(E4-0.7k:egfp), Tg(E2L:egfp) の胸鰭再生における EGFP の誘導 

Tg(E2L:egfp) (a) と Tg(E4-0.7k:egfp) (b) の胸鰭切断後の EGFP 発現量。矢印は切断

面。白線は 1 mm。n > 5 
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Fig. 56 Tg(E2L:egfp) の鱗再生による EGFP の発現誘導 

Tg(E2L:egfp) における鱗再生時の EGFP 発現。上段は EGFP、下段は骨芽細胞を示す

sp7:mCherry との併合画像。白線 : 100 μm, n = 10 
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Fig. 57 Tg(E4-0.7k:egfp), Tg(E2L:egfp) の尾ひれの穴あけ再生・傷害による EGFP

の発現誘導 

Tg(E4-0.7k:egfp) (上), Tg(E2L:egfp) (下) は鰭条を損傷すると EGFP が誘導されたが，

鰭条間の損傷では EGFP が発現しなかった。 

矢印は損傷箇所を，白線は 500 µm を示す。n > 5 
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Fig. 58 アフリカツメガエルの後脚再生による EGFP の発現誘導 

1 細胞期にそれぞれのコンストラクトを注入した Xenopus laevis の切断されたの肢芽

における EGFP の発現の検出。矢印は誘導された EGFP の発現。点線は切断された部

位。間葉系細胞:1.8k:egfp (b; n = 12) および上皮系細胞:6xE-0.7k:egfp (c; n = 8) の遠

位端でそれぞれ EGFP 応答が観察された。スケールバー, 1 mm 
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Fig. 59 SP600125 投与による再生異常 

JNK 阻害剤 SP600125 による、それぞれの Tg における AP-1 を介した EGFP の発現

のノックダウン。矢印は切断面。スケールバー：1 mm, n > 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 60 Tg(hsp70l:mKO2-2a-dnlef1) の幼生における HS による発生異常 

発生過程で HS を加えた野生型 (a) と Tg(hsp70l:mKO2-2a-dnlef1) (b) dnlef1 の発現

により発生に異常が見られた。N = 100 
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Fig. 61 ヒートショック (HS) による dnlef1 の発現実験 

切断 6 時間前に最初の HS を行ない，切断後 1 日 2 度ずつ HS を行なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 62 Tg(hsp70l:mKO2-2a-dnlef1) の成体における HS による再生異常 

hsp 制御下での dnLef1 発現による E-box を介した EGFP 発現のノックダウン。矢印

は切断面。スケールバー, 1 mm。 

(上) n=3, (下) n=6 
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Fig. 63 TE 挿入による組織再生能の獲得 

RRE と再生能力の進化的変化に関する仮説の模式図。 

AP-1 の近傍に TE が挿入されたことにより，再生能を獲得した。その後，変異が生じ

再生能力が失われた。 
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