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研究成果の概要（和文）：発生過程の細胞の運命決定において重要な役割を担っている TGF-β
および Wnt シグナルに注目し、特にこれらのシグナルクロストークに関わる NLK シグナルが関

与する発生制御機構の解明を目指した。NLK シグナル因子と相互作用するリン酸化酵素、ユビ

キチン関連酵素、転写因子等を単離し、培養細胞系やモデル生物である Xenopusを用いた機能

解析を進め、主に頭部形成制御に関与することを示した。	 

 
研究成果の概要（英文）：We	 focus	 on	 the	 signal	 transduction	 regulating	 the	 mechanisms	 of	 
morphogenesis	 and	 organogenesis	 in	 development.	 To	 explore	 potential	 regulators	 of	 NLK	 
function,	 we	 identified	 a	 MAPK,	 ubiquitin	 ligase	 and	 transcriptional	 factors	 as	 candidate	 
proteins	 that	 physically	 interact	 with	 NLK.	 We	 finally	 provided	 the	 evidence	 that	 these	 
factors	 specifically	 regulates	 NLK	 function	 required	 for	 the	 anterior	 formation	 in	 
Xenopus	 development.	 
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１．研究開始当初の背景 
生物の発生過程において、個々の細胞の運命
は細胞外に存在する様々なシグナル因子や
転写因子により規定される。その際個々の細
胞内では、それぞれのシグナル因子に対応し
たシグナル伝達経路が活性化しており、その
結果として核内の転写因子の活性が変動し

遺伝子発現が調節されている。TGF-b および
Wnt ファミリーは線虫やショウジョウバエか
ら哺乳動物に至るまで広く保存され、生体内
において様々な生理活性を発揮することが
知られており、また初期発生における形態形
成、器官形成の調節因子として作用する。ま
た、両シグナルのバランス（クロストーク）
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により生物の形態形成、組織形成が調節され
ていることもよく知られている。したがって、
これらシグナルの下流で働く転写制御機構
の解明は生物の形態形成機構を明らかにす
るとともに疾患発症機構にもつながる重要
な課題である。TGF-b シグナルには Smad、Wnt
シグナルには LEF/TCF の転写因子の存在が知
られているだけで、両シグナルの生理活性を
説明できる詳細な転写制御機構はわかって
いないのが現状である。我々は TGF-b シグナ
ルや Wnt シグナルに関与する分子をいくつか
単離し、その重要性を示し、また、Smad4 や
TAB1/TAK1-NLK が両シグナルのクロストーク
を担っていること等、世界的にブレークスル
ーとなる報告をしてきた。	 
	 
２．研究の目的 
本研究では TGF-b および Wnt シグナル間の発
生分化制御機構を解明するため TGF-b および
Wnt シグナルが関与する転写制御機構の解析
を目指した。すなわち、これらのシグナル因
子と相互作用する新たな分子をこれまでよ
り大規模に質量分析計を駆使して単離し、両
シグナル間での機能を転写制御機構を通し
て明らかにし、これらシグナル伝達分子およ
び転写因子の解析からより直接的な TGF-b お
よび Wnt の生理活性機構が明らかにし、結果
として TGF-b および Wnt シグナルの関わる発
生分化機構全容を知ることができると考え
た。	 
	 
３．研究の方法 
本研究では疾患発症、形態形成に関わる TGF-
βおよび Wnt シグナル分子の制御機能を解明
するため、TGF-βおよび Wnt シグナルに関与
する分子に相互作用する分子を網羅的に単
離し、個体レベルでの解析を目指し、以下の
ような研究を中心に進めた。	 
	 
（１）TGF-βおよびWntシグナル関連分子NLK
会合分子の単離	 
培養細胞系もしくはXenopus胚にTGF-βおよ
び Wnt シグナル関連分子 NLK を強制発現し、
これらを免疫沈降した。これらの沈降物を電
気泳動することなく、特殊な微量カラムを通
すことにより分離し、質量分析計により直接
アミノ酸配列を決定した。これにより in	 vivo
で複合体形成している分子群を網羅的に同
定した。同定された複合体形成候補分子の全
長 cDNA をクローニングし、哺乳動物細胞内
において結合を確認した。	 
	 
（２）Xenopus を用いた機能解析	 
単離された分子の機能解析を Xenopus を用い
て進めた。特に、ステージ別、組織別の発現
解析、大量発現による表現系、各マーカー遺
伝子発現の解析、 morpholino-antisense	 
oligonucleotide	 (MO)を用いた発現抑制等の
技術を駆使した機能解析を優先的に行った。	 
 

４．研究成果	 
Nemo-like	 kinase（NLK）は MAP キナーゼフ
ァミリーと考えられている。我々は NLK が
TCF/LEF を直接リン酸化することで TCF/LEF
と b-カテニンの複合体形成を阻害し、Wnt シ
グナル伝達を抑制すること、TGF-b シグナル
の下流で STAT3 の機能制御に関与し、中胚葉
誘導を担っていること、一方、初期胚におい
て NLK は前頭部の神経領域において強く発現
し、神経系を誘導することを報告してきた。	 
	 
（１）NLK と会合する分子群の検索を酵母 two	 
hybrid 法を用いて実施した結果、N末端側に
RING フィンガー領域を有する分子 NARF を単
離した。次に NARF と会合する分子の同定を
試みたところ、ユビキチン結合酵素 E2-25K
を検出した。多くの RING フィンガータンパ
クが E3 ユビキチンリガーゼとして機能する
ことから、NARF がユビキンリガーゼ活性を発
揮するのか検討した。NARF と E2-25K を用い
て in	 vitro ユビキン化アッセイを行ったと
ころ、NARF が自己ユビキン化されることが確
認され、NARF がユビキチンリガーゼ活性を有
していることが明らかとなった。	 
	 in	 vitro ユビキン化を指標に NARF の標的
分子の検索を行ったところ、Wnt シグナル下
流の転写因子 TCF/LEF が NARF によってユビ
キン化されることが判明した。この TCF/LEF
のユビキン化は、NLK のキナーゼ活性に依存
して促進された。siRNA を用いて内在性 NARF
を消失させると TCF4 の蓄積が確認された。
これらの結果は NARF がユビキチン化を介し
て TCF4 のタンパク量を制御していることを
示している。また、Wnt3a 刺激により誘導さ
れるWntシグナルの標的遺伝子DKK1と axin2
遺伝子の転写がsiRNAを用いた内在性のNARF
タンパクの消失により、更に増強された。	 
	 以上の結果から、NLK による Wnt シグナル
伝達の抑制機序には、NLK が TCF/LEF をリン
酸化修飾することに加えて、NARF による
TCF/LEF のユビキチン化とそれに伴うタンパ
ク分解が関与するが明らかとなった。	 
	 
（２）NLK の機能に関与する新たな関連因子
を得ることを目的として、293 細胞に強制発
現させた NLK を免疫沈降し、共沈タンパク質
群をマススペクトロメーターにより解析し
た。その結果、初期胚において体節および神
経系で発現し、MyoD 等の標的遺伝子プロモー
ターの AT-rich 配列に結合し、活性化する転
写因子である myocyte	 enhancer	 factor	 2A
（MEF2A）を NLK 結合因子として同定した。
実際、293細胞にNLKと MEF2Aを共発現させ、
免疫沈降およびウエスタンブロット法によ
り、細胞内で NLK と MEF2A が複合体を形成し
ていることを確認した。次に、発生過程にお
ける NLK-MEF2A 複合体の機能を明らかにする
ため、アフリカツメガエルを用いて解析を進
めた。アフリカツメガエル初期胚へ Mo を微
量注入し、内在の NLK あるいは MEF2A をノッ
クダウンしたところ、いずれの胚においても
頭部形成が不完全となった。Mo を微量注入し



た胚における各種マーカー遺伝子の発現を
RT-PCR 法により調べた結果、いずれの遺伝子
ノックダウンによっても、前方マーカー遺伝
子の発現量が低下していることが明らかと
なった。以上のことより、NLK-MEF2A の前頭
部形成制御に関与している可能性が示唆さ
れた。	 
	 
（３）MAP キナーゼである p38 を NLK 結合因
子として同定し、機能解析をすすめた。実際、
293 細胞に NLK と p38 を共発現させ、免疫沈
降およびウエスタンブロット法により、細胞
内で NLK と p38 が複合体を形成していること、
p38がNLKをリン酸化できることを確認した。
次に、発生過程における NLK-p38 複合体の機
能を明らかにするため、アフリカツメガエル
を用いて解析を進めた。アフリカツメガエル
初期胚へ Mo を微量注入し、内在の NLK ある
いは p38 をノックダウンしたところ、いずれ
の胚においても頭部形成が不完全となった。
Mo を微量注入した胚における各種マーカー
遺伝子の発現を RT-PCR 法により調べた結果、
いずれの遺伝子ノックダウンによっても、前
方マーカー遺伝子の発現量が低下している
ことが明らかとなった。以上のことより、
NLK-p38 の前頭部形成制御に関与している可
能性が示唆された。	 
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