
特集 再生医療

01 はじめに

　ヒトは事故や怪我などで手足を失うと再生することはでき
ず、義肢に頼る生活を余儀なくされる。ES細胞やiPS細胞などの
幹細胞から特定の細胞を作り出して機能を補う再生医療の基
礎研究と臨床応用は日進月歩で進んでいるが、現在の再生医
療技術では複数種の細胞が立体的な構造を形成する手足のよ
うな器官を再生させることは未だ実現できておらず、失った体
の組織や器官を再生することは人類の夢となっている。ヒトに
限らずマウスやニワトリなど哺乳類や鳥類の再生能は低く、既
存の実験モデル動物を用いた器官再生の基礎研究には困難が
伴う。
　しかしながら実験室の外に目を向けると、器官再生能の高い
生物が多数存在することに気づく。トカゲは、敵に襲われると尻
尾を自切し、その後に元通りに再生することができる。両生類の
再生能が非常に高いことはよく知られており、イモリやサンショ
ウウオは手足や尻尾、脳や心臓の一部すら再生できる。扁形動
物のプラナリアに至っては、小さく切られた断片から体全体を
再生することが可能である1)。昆虫類では、蛹期を経ずに成虫へ
と成長する不完全変態昆虫類の幼虫が非常に高い再生能を有
している。ゴキブリを用いた器官再生の形態学的解析が1970
年代に精力的に行われていたが、分子生物学的な解析が行わ
れないままに研究が途絶えてしまっていた2)。我々は、亜熱帯に

生息するフタホシコオロギを再生モデル昆虫とし、脚再生過程
に働く分子メカニズムの解明に取り組んでいる。

02 コオロギの脚再生過程

　フタホシコオロギ（以下、コオロギ）はペットショップから安価
で購入できる（図1A）。卵から孵化した幼虫は8回の脱皮を経て
約1ヶ月で成虫となる3),4)。脚再生の実験には、体長約5mmの3
齢幼虫を使用する5)。コオロギのゲノムサイズは約1.7Gb、遺伝
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図1　再生モデル昆虫コオロギの脚再生過程
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子数は約20,000と推定されている。幼虫および成虫のさまざ
まな組織に対してin situ hybridization法を用いた遺伝子の
発現解析が可能であり、またRNA干渉法(RNAi)による遺伝子
機能阻害、piggy/Bacトランスポゾンを用いた遺伝子導入、人
工酵素ZFN、TALEN、CRISPR/Casによるゲノム編集などを応
用することで、器官再生を遺伝子レベルで解析することができ
る6), 7)。
　コオロギの脚は、体幹部に近い側から基節、転節、腿節、脛
節、附節、爪に分かれている。後脚の脛節は背側に数対の棘が、
遠位端に6本の脛節棘が形成される。附節はさらに3つの脚節
に分かれており、附節第1節には附節棘が形成される（図1B）。
コオロギの脚を脛節の中ほどで切断すると、以下の4つのス
テップを経て失われた部分が再生される。（１）創傷治癒；切断面
が瘡蓋で覆われた後、傷上皮が傷口を塞ぐ。（２）再生芽形成；脚
の遠位端において、再生芽が形成される。再生芽細胞は分化細
胞が脱分化した細胞で、幹細胞と同様に高い増殖能と多分化能
を持つ細胞であり、再生する組織の元となる。（３）位置情報の
認識；既存の組織の位置情報と遠位端に形成された再生芽の位
置情報を元に、失われた部分が認識される。（４）再パターン形
成；再生芽においてパターン形成遺伝子が再発現し、失われた
部分のみが再生芽細胞から分化して再構築される8), 9)。これら
のステップを経て、約2週間で元通りの形態と機能を有する脚
が再生する（図1C, 図2）。以下にコオロギ脚再生の各ステップ
の分子メカニズムを概説する。

2.1. 創傷治癒
　ヒトと同様に昆虫も体が傷つくと瘡蓋が形成されるが、昆
虫は脊椎動物とは異なり開放血管系であるため血球成分は異
なっている。ショウジョウバエを用いた研究から、瘡蓋の形成に
はプロフェノールオキシダーゼカスケードによる血漿成分の凝
固が必要であることが分かっている。傷を受けた上皮細胞では
JNKやERKが活性化し、転写因子Grainy headの働きにより上
皮細胞が移動して傷口を閉鎖することも明らかにされている
10)。コオロギの創傷治癒についてはまだほとんど分かっていな
いが、同様の分子メカニズムで瘡蓋や傷上皮の形成が起こると
考えている。

2.2. 再生芽形成
　器官再生において最も重要なステップが再生芽の形成であ
る。再生芽は、傷上皮の直下、既存の組織の遠位端に形成され
る組織で、幹細胞と同様の高い増殖能と多分化能を有する再
生芽細胞の塊である。再生芽には気管や筋肉が無く細胞の密
度が高いため、既存の組織との判別は容易である。分化した細
胞がiPS細胞のように脱分化を起こして再生芽細胞になると考
えられており、速やかに細胞増殖を繰り返して再生芽を形成し
たのち、適切な時期に細胞増殖を停止し様々な細胞へと分化す
ることで、失った組織を再生させる。
　再生芽形成にはたらく分子メカニズムを明らかにするため、
切断後24時間のコオロギの脚ならびに未切断の脚からRNAを
抽出し、次世代シーケンサーを用いて比較トランスクリプトー
ム解析を行った。再生脚では、免疫や幹細胞の増殖に関わる
Jak/STATシグナル因子や、腫瘍形成の抑制にはたらくHippo
シグナル因子の発現上昇が見られた。再生芽形成におけるこれ
らシグナル経路の役割を明らかにするため、RNAiを用いてシ
グナル因子の機能低下実験を行った。Jak/STATシグナルを構
成するインターロイキン受容体Domeless (Dome)、ヤヌスキ
ナーゼHopscotch (Hop)、転写因子Statに対してRNAiを行う
と、hopRNAi個体では附節が小さく再生したが、domeRNAi個体と
Stat RNAi個体では再生が全く起こらなかった（図3A）。Stat RNAi個
体では、細胞分裂の進行に必須なサイクリンEの発現が半減し
ていたことから、再生芽細胞の細胞増殖が低下して再生が阻害
されたと考えられる（図3B）。またJak/STATシグナルの活性を
抑制するSocs2やSocs5に対してRNAiを行うと、再生脚におけ
るサイクリンEの発現は上昇し、再生脚は正常脚よりも長くなっ
た（図3A,B）。これらの結果からJak/STATシグナルは再生芽
の細胞増殖を活性化する、再生に必須のシグナル経路といえる
11)。また、Hippoシグナルを構成するセリンスレオニンキナーゼ
Warts (Wts)や、Hippoシグナルの上流ではたらくプロトカド
ヘリンFatやDachsous (Ds)に対してRNAiを行うと再生芽領

域が肥大し（図4A）、再生芽での細胞分裂が増加した（図4B）。
FatやDsとHippoシグナルを中継する非典型ミオシンDachs 
(D)や、Hippoシグナルにより抑制的に制御される転写コアク
チベーターYorkie (Yki)に対してRNAiを行うことで、fat RNAi, 
dsRNAiやwtsRNAiによる再生芽の肥大は抑えられた（図4A）。これ
らの結果から、Hippoシグナルは再生芽細胞の増殖を抑制する
ために必要であることが分かった12)。

図2　脚再生過程の組織学的解析（文献 8)を一部改編）

図3　Jak/STATシグナルによる再生芽形成の制御（文献 11)を一部改編）
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　既存の組織の分化した細胞が脱分化する過程を制御する分
子メカニズムは未だ不明な点が多い。分化した細胞では、特定
の細胞系譜で発現する遺伝子の発現はオンに、不必要な遺伝
子の発現はオフに制御されており、遺伝子発現のオンオフはエ
ピジェネティックな機構により制御されると考えられている。実
際、ヒトiPS細胞においても、ヒストンH3のメチル化状態がiPS
細胞への脱分化の効率に影響することが分かっている。前述の
コオロギ再生脚の比較トランスクリプトーム解析においてもヒ
ストンの修飾酵素の発現が変化していることから、再生芽細胞
への脱分化にエピジェネティックな機構が働いているのは確か
らしいが、詳細な分子メカニズムは未解明である。また近年、カ
エルの尾部再生やアホロートルの四肢再生において、切断に
伴って傷害部位に遊走してくるマクロファージが再生に重要な
働きをすることが報告された。コオロギの脚再生においてもマ
クロファージによる炎症と脚再生の関係が明らかになりつつあ
る（板東、未発表）。

2.3. 位置情報の認識
　切断された脚の遠位端に再生芽が形成される。再生芽の細
胞は、既存の組織の位置情報を認識し、組織の失われた部分の
みを再生させる。生物における位置情報とは、組織などの細胞
集団の中でそれぞれの細胞が持つ空間的な場所の情報を指す
概念である。発生過程においては前後、背腹、左右の3軸に沿っ
て形成されるモルフォゲンの濃度勾配やホメオボックス遺伝子
の発現などにより規定されると考えられている。器官再生にお
いては、1970年代にFrenchらによるゴキブリの脚の移植実験
から遠近軸方向と円周方向の位置情報の概念が提唱された2)。
Bryantらは、イモリの四肢再生においても同様の位置情報の
概念が適応できることを見出したが、位置情報の分子実体は未
解明のままである。
　コオロギを用いてFrenchらと同様の4種類の移植実験を
行った。（１）脛節を近位で切断したホストに、脛節を遠位で切断
したグラフトを移植すると、脛節の中位部分が欠失した脚にな
る。欠失した中位部分は数回の脱皮の後に挿入再生された（図
5, 挿入再生）。（２）脛節を遠位で切断したホストに、脛節を近位
で切断したグラフトを移植すると、中位部分が重複した長い脚
になる。移植したコオロギを飼育すると、重複する中位部分が
ホストとグラフトの間にさらに逆向きに挿入再生され、より長い
脚になった（図5, 逆挿入再生）。（３）腿節を中位で切断したホス
トに、脛節を中位で切断したグラフトを移植すると、腿節に脛節
が直接繋がった脚になる。移植したコオロギを飼育し続けても、
腿節や脛節の長さに変化はなく関節が再生されることはなかっ
た。（４）右脛節を中位で切断したホストに、左脛節を中位で切断
したグラフトを背腹軸の方向を揃えて移植すると、右脚に左脚
が繋がった脚になる。移植したコオロギを飼育すると、グラフト

の移植部位から、前側と後側に過剰な脚が形成された（過剰肢
形成）。これらの移植実験の結果から、コオロギの脚にも遠近軸
方向や円周方向に沿った位置情報があること、移植により位置
情報の不連続が発生した場合は連続性を回復するよう最短で
位置情報を挿入するように挿入再生が起こること、各脚節の位
置情報は等価であること、が示唆された8), 13)。

　

器官再生において位置情報を担う分子は、遠近軸方向または
円周方向に濃度勾配を形成し、各脚節に繰り返して同じパター
ンで発現する、と期待される。位置情報を担う分子の候補とし
て、我々はHippoシグナルの上流ではたらくプロトカドヘリン
FatとDsおよび非典型ミオシンDに着目した。胚の肢芽と再生
脚においてfatは近位から中位にかけて、dsとdは遠位から濃
度勾配を形成し、各脚節で繰り返し同じパターンで発現した。そ
こでRNAiを用いてこれら遺伝子の発現を低下させたコオロギ
で移植実験を行うと、挿入再生や逆挿入再生が起こらなかった

（図6A）。挿入再生や逆挿入再生は位置情報の不連続が生じ
たときに起こることから、RNAiによりfat, ds, dの発現が低下し
たコオロギでは位置情報が保持されていないと考えられた。位
置情報が保持されていない脚を切断した場合、どの位置で切
断されたか、どの部分を再生するべきかが認識されないため、

図5　遠近軸方向の位置情報と挿入再生

図6　Fatを介した位置情報の認識（文献 12) を一部改編）

図4　Hippoシグナルによる再生芽形成の制御（文献 12)を一部改編）
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器官再生が正常に起こらずに切断位置に対応した短い再生脚
になると推測される。そこでRNAiによりfat, ds, dの発現を低
下させたコオロギの脚の脛節を近位、中位、遠位で別々に切断
して再生脚の長さを比較した（図6B）。fatなどの機能を低下さ
せたコオロギの再生脚の長さをコントロール個体の再生脚の
長さと比較すると、予想した通りに、遠位で切断した脚はやや短
く、近位で切断した脚はより短く再生した。我々はFat, Ds, D
が位置情報を担う分子の候補と考えており12), 14)、コオロギ以
外の再生可能動物での検証が待たれる。興味深いことに、Fat
とDsの細胞内ドメインに結合する2本鎖RNA結合タンパク質
Lowfat (Lft)は、遠近軸方向の器官再生の際には位置情報の
認識に必要であるが、挿入再生や逆挿入再生の際には必要で
ないことが分かっており15)、コオロギが再生過程に応じて異な
る位置情報の分子メカニズムを利用している可能性が示唆さ
れている。
　Hippoシグナルの上流ではたらくアクチン結合タンパク質
Expanded (Ex)とMerlin (Mer)は、Hippoシグナルを活性
化させることで細胞増殖を抑制する。RNAiによりexやMerの
発現を低下させたコオロギでは、再生芽と既存の組織におい
て細胞分裂が亢進し、再生脚はもとの脚よりも長く再生した。
またexRNAiやMerRNAi個体の脚を用いて移植実験を行うと、逆挿
入再生のパターンが異常になり、過剰肢の形成が起こらなかっ
た。野生型個体で見られる逆挿入再生ではより遠位の位置情
報を有するグラフトからのみ逆挿入再生を起こすが、ex RNAiや
Mer RNAiではホストとグラフトの両側で細胞増殖が過剰になり
両側から挿入再生を起こしていた12)。脊椎動物のExやMerのホ
モログは接触阻害(contact-dependent inhibition of cell 
proliferation)の制御に必要であることが知られている。コオ
ロギの再生脚で逆挿入再生が起こる際の細胞増殖の方向性
は、ExやMerを介した接触阻害のメカニズムにより制御されて
いるのかもしれない。exRNAiやMerRNAiにより過剰肢形成が抑制
されるメカニズムは未解明である。exRNAiやMerRNAi個体の再生
脚では細胞分裂が亢進していたため、細胞増殖能の低下による
過剰肢の形成不全とは考えにくい。ExやMerが円周方向の位
置情報を担う分子メカニズムと関連している可能性を検討して
いる。

2.4. 再パターン形成
　脚の先端に形成された再生芽の細胞は、脚の位置情報を認
識し、失われた部分のみを再生させるため様々な細胞へと再
分化して器官を再形成する。再パターン形成は発生過程の繰
り返しと考えられており、発生過程にはたらく遺伝子の発現が
再活性化されて器官を再形成すると考えられる。コオロギ肢芽
発生の初期にはWntシグナル、TGF-βシグナル、Shhシグナル
のリガンドであるwingless (wg), decapentaplegic (dpp), 
hedgehog (hh)がそれぞれ肢芽の腹側、背側、後側で発現す
る。再生過程においても再生芽でwg, dpp, hhが肢芽と同様
のパターンで発現し8), 9)、wgとdppの発現が接する再生芽の遠
位端からEpidermal growth factor receptor (Egfr)の発現
が誘導される16)。またwgやdppの発現を受けて、再生芽の予
定附節領域でDistal-less (Dll)、予定脛節と予定附節第1節領
域でdachshund (dac)が発現する（図7A）。コオロギにおいて
βカテニンをコードするarmadillo (arm)に対するRNAiを行
うとWntシグナルが不活性化されて器官再生が起こらず13)、

Egfr RNAiを行うと脚の遠位端が再生しなかった16)。脚パターン形
成遺伝子Dllやdacに対するRNAiでは、Dll RNAiでは脚の遠位側
が再生せずdacRNAiでは脛節の遠位側と附節の近位側が再生し
なかった（図7C）17)。これらの遺伝子に対するRNAiの表現型は、
ショウジョウバエの相同遺伝子の変異体において観察される肢
芽形成異常の表現型とよく類似しており、再生過程における再
パターン形成が発生の繰り返しであることが分かる。
　未切断の脚ではwgやEgfrは発現していないが、切断後の再
生芽ではwgやEgfrの発現が再活性化される13), 16)。再生過程に
おける遺伝子発現の再活性化の分子メカニズムを解析するた
め、再生脚で高発現するエピジェネティック因子に着目した11)。
遺伝子の発現はクロマチンの状態に強く依存し、クロマチンが
凝集したヘテロクロマチン状態では遺伝子は発現せず、クロマ
チンが弛緩したユークロマチン状態に移行することで遺伝子発
現が可能となる。クロマチンの状態はDNAのメチル化やヒスト
ンの化学修飾により制御されるが、昆虫ではDNAのメチル化
はほとんど使われていないため、ヒストンのメチル化とアセチ
ル化を介したクロマチン状態制御が遺伝子発現の中心的な役
割を担っている。なかでもヒストンH3の27番目のリジン残基の
メチル化（ヒストンH3K27me3）はヘテロクロマチン化を誘導
し、脱メチル化することでユークロマチン化を誘導して遺伝子
発現を活性化できる。昆虫ではEnhancer of zeste (E(z))がヒ
ストンH3K27をメチル化し、UtxがヒストンH3K27me3を脱メ
チル化する酵素であり、未切断の脚と比較してコオロギの再生
脚ではE(z)とUtxはそれぞれ2.2倍と8.9倍に発現上昇してい
た11)。再生脚におけるヒストンH3K27me3はE(z)RNAiにより低下
し、UtxRNAiにより亢進した（図8A）。E(z)RNAi個体の脚を脛節で切
断して再生過程を観察すると、脛節の失われた部分と附節およ

図7
脚パターン形成遺伝子群による再パターン形成の制御

（文献 8),16),9),17) を一部改編）
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び爪が再生され、脛節と附節の間に過剰な脛節が挿入再生さ
れた（図8B）。E(z) RNAiの再生脚では脚パターン形成遺伝子dac
が強く発現する領域が遠位側に拡大していた。dac発現の異所
的な再活性化により過剰な脛節形成が誘導されたと考えられ
る。またUtxRNAi個体の再生脚では、附節において関節の形成が
抑制された（図8B）。UtxRNAiの再生脚では附節中位において脚
パターン形成遺伝子Egfrの発現が再活性化されず、Egfr発現
の低下により関節形成が阻害されたと考えられる18)。再生芽に
おいてはヒストンH3K4やH3K9を修飾するエピジェネティック
因子群の発現も変化しており11)、多くの遺伝子の再発現がエピ
ジェネティックな制御を受けていると示唆されている。脚再生
におけるE(z) RNAiやUtx RNAiの表現型は、胚発生におけるE(z) RNAi

やUtxRNAiの表現型とは異なっており18), 19)、ヒストンH3K27me3
によりエピジェネティックに制御される標的遺伝子が脚再生と
肢芽発生では一部異なっているのかもしれない。今後より詳細
な解析に期待が持たれる。

03 おわりに

　コオロギを再生モデル昆虫とし、脚再生過程を経時的に遺伝
子レベルで解析することで、器官再生を制御する普遍的な分子
メカニズムを明らかにしてきた（図9A, B）。再生芽形成に重要

なJak/STATシグナルやHippoシグナルは、脊椎動物において
も細胞増殖を制御する重要なシグナル経路として知られてお
り、再生芽細胞の再分化にはたらくヒストンH3K27メチル化制
御因子E(z)とUtxはiPS細胞の分化においても重要なはたらき
をすることが明らかになりつつある。昆虫からヒトへの進化には
3億年以上の隔たりがあるが、発生に重要な分子メカニズムは
普遍的に保存されており、昆虫で分かったことの多くはヒトへも
応用できる。再生モデル昆虫から学んだ器官再生の分子メカニ
ズムが、ヒトの器官再生を実現する一助となれば幸いである。
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図8
ヒストンH3K27のメチル化を介した再パターン形成の制御

（文献 18)を一部改編）

図9　器官再生を制御する分子メカニズム
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