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研究成果の概要（和文）：マウス胚の神経管の背側領域で局所的に発現するWnt1とWnt3aの時空間的挙動を詳細
に解析した結果、これらWntリガンドが発現細胞の頂端側に局在化することを見出した。これらのWntを発現する
細胞は発生の進行に伴い大きく形態を変化させ、背腹軸方向に伸長するが、このような形態変化にはこれらWnt
の分泌が必要である。解析の結果、この形態変化にはWntシグナル伝達経路の一つであるWnt/b-catenin経路の活
性化が重要であることが明らかになるとともに、Wntの頂端側への局在化が、背側領域でのWntシグナル活性を維
持し、その結果として細胞骨格因子の活性化と細胞の形態変化が引き起こすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Wnt1 and Wnt3a are locally expressed in the dorsal region of the neural tube
 in mouse embryo. We found that these Wnt ligands localize to the apical side of the expressing 
cells. The Wnt-expressing cells undergo a dynamic morphological change during development, 
elongating along the dorsoventral axis, and secretion of these Wnts is required for this 
morphological change. Our analysis revealed that activation of the Wnt/b-catenin pathway, one of the
 Wnt signaling pathways, is important for this morphological change. Our results strongly suggest 
that the apical localization of Wnt maintains Wnt signaling activity in the dorsal region, resulting
 in the activation of cytoskeletal factors and cell morphological change. 

研究分野： 発生生物学

キーワード： 遺伝子　細胞　発生　シグナル伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntをはじめとする分泌シグナルタンパク質は、発生のさまざまな局面で重要な働きをするが、分泌されたタン
パク質の時空間的挙動に関する知見は乏しく、それらの作用機構の詳細については不明な点が多い。本研究で
は、マウス神経管の最背側部で発現するWnt1とWnt3aに着目し、これらタンパク質の時空間的挙動を追跡すると
ともに、その挙動がもつ意義について検討した。その結果、これらWntが広く拡散しているという当初の予想に
反して、その多くは発現細胞の周囲に局在していることが明らかになり、分泌シグナルタンパク質の作用機構に
ついてのこれまでの一般的な考え方に修正が必要であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Wnt を含む分泌性シグナル蛋白質（以下、分泌シグナル）は、細胞の増殖、分化、移動などを
制御する。一般的にこれら分泌シグナルは、パラクラインとして周囲の細胞を制御しており、発
生生物学の古典的概念の一つであるモルフォゲンの分子実態とも考えられている。動物の発生
がダイナミックなプロセスであることを考えれば、絶え間なく起きる細胞の増殖・移動・形態変
化やそれらに伴う細胞相互の相対位置の変化により、細胞集団の中における分泌シグナルの分
布パターンは刻々と変化しているものと考えられる。このようなダイナミックなプロセスにお
いて分泌シグナルが果たす作用を理解するためには、組織内での分泌シグナルの空間分布のダ
イナミクスを把握する必要があるが、そのような研究は世界的に見ても端緒についたばかりで
ある。 
 従来、分泌シグナルの空間分布は、産生細胞から分泌された分泌シグナルと細胞膜や細胞外基
質中の分子との相互作用により規定され、産生細胞を中心に濃度勾配を呈するものと考えられ
てきた。しかし、近年のイメージング観察からは、実際の分泌シグナルの空間分布は必ずしも従
来のモデル通りではないことが示唆されている。例えば、細胞が伸ばす突起(cytoneme)を伝わっ
て分泌シグナルが遠く離れた細胞まで輸送されることが相次いで報告されており(Luz et al. PLoS 
One 9, e84922 (2014); Stanganello et al. Nat. Commun. 6, 5846 (2015))、分泌シグナルの空間分布は従
来考えられていたよりも遥かに多様で複雑であることがわかりつつある。したがって、様々な発
生現象のしくみを理解する上においては、分泌シグナルの空間分布の多様性を念頭におきつつ、
刻々と変化する発生プロセスの中のどのタイミングでどのように分泌シグナルの分布が変化す
るのかを把握することが重要であると考えられる。 
このような把握をする上において大事なことは、実際の発生過程における分泌シグナルの空

間分布やその動態、即ち内在性の分泌シグナルの挙動、を捉えることである。しかし、内在性の
分泌シグナルの空間分布を実際に観察した研究は未だ極めて少ない。その大きな理由の一つに、
免疫組織化学に適した抗体が不足していることが挙げられる。例えば、本研究で着目する Wnt の
場合、ショウジョウバエの Wnt1 ホモログである Wg 以外では、脊椎動物においてごく限られた
数の報告があるのみである(Serralbo & Marcelle Development 141, 2057-2063 (2014))。 

そこで研究代表者らは、独自の工夫により免疫組織染色が可能な各種 Wnt 抗体を作成すると
ともに、遺伝子ノックイン法を用いて Wnt3a 遺伝子座に EGFP を挿入したマウスを作成し、EGFP
抗体による免疫組織染色やライブイメージングによって内在性 Wnt3a 蛋白質を可視化できる系
を確立した。これらの道具立てにより Wnt の空間分布をどの程度解析することができるのかを
確かめるため、Wnt3a の機能解析が進んでいる神経管に着目した。将来脊髄となる神経管は発生
初期では構造が比較的単純であり、その最背側領域に位置する蓋板細胞では BMP 等とともに
Wnt1 と Wnt3a が発現し、この２つの Wnt が背腹軸に沿った神経サブタイプごとの領域形成を制
御している。 
 解析した結果、まず各神経サブタイプの
領域が形成される胎生 9.5 日から 10.5 日に
おいては、Wnt3a 蛋白質が蓋板細胞より広
く拡散している様子が確認された（分布パ
ターン１（図１左））。このような拡散性の
空間分布の他に、胎生 10.5 日から、蓋板細
胞の頂端側（apical 側）に Wnt3a タンパク
質が強く局在化するという予想外の結果が
得られた（分布パターン２（図１左：矢印））。
さらに胎生 13.5 日以降では、Wnt3a タンパ
ク質は脊髄神経管の正中部を背腹軸方向に
仕切る中隔（脊髄正中中隔）に沿って分布
していた （分布パターン３（図１右：括
弧））。このように Wnt タンパク質の分布パ
ターンが大きく変化する時期には、蓋板細胞自体の形態も変化し、Wnt タンパク質の分布がパタ
ーン２に移行するに従い、蓋板細胞は頂端側が収縮した円錐様の形態になり、さらにその頂端部
が伸長かつ束化して背腹軸に沿った構造（脊髄正中中隔）へと変形し、それに伴い、Wnt タンパ
ク質の分布がパターン３へと移行する（図２）。 

そこでこのような蓋板細胞の形態変化と Wnt の関係を調べるために、Wnt1/Wnt3a 二重変異体



ならびに蓋板細胞で特異的に Wnt
の分泌を阻害したマウス（蓋板特異
的 Wls cKO マウス：以下、蓋板特異
的 Wnt cKO マウスと記載）の胚を
解析したところ、蓋板細胞は頂端側
が収縮した円錐様の形態へと移行
せず、束化せずに伸長し、その結果
として脊髄正中中隔の低形成が認
められた（表現型１）。 
一方、蓋板細胞が変化した脊髄正

中中隔の先端は中心管と呼ばれる
脊髄神経管の内腔に由来する管の
内壁に接している（図２; E15.5）。中
心管には脊髄のグリアの前駆細胞
が存在しており、成獣マウスでは脊
髄損傷によりこの前駆細胞の細胞
増殖が亢進し多くのグリア細胞が分化してくることが知られている(Barnabé-Heider F et al. Cell 
Stem Cell. 7, 470-482 (2010))。そこで、野生型および蓋板特異的 Wnt cKO マウスを用いて脊髄損
傷実験を行ってみたところ、脊髄損傷により脊髄正中中隔において Wnt1 の発現が上昇するもの
の、蓋板特異的 Wnt cKO マウスでは、Wnt1 タンパク質が脊髄正中中隔の細胞から分泌されずに
細胞内部に溜まり、中心管での細胞増殖の亢進が阻害されることを見いだした（表現型２）。こ
の２つ目の表現型は、中心管での未分化細胞の維持、もしくは中心管への損傷刺激の伝達に、蓋
板細胞での Wnt の分泌が必要であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 

上述した Wnt タンパク質の分布パターンの特徴的な変遷と、蓋板特異的 Wnt cKO マウスの表
現型から得られた知見をもとに、本研究では以下の目的を掲げ、研究を進めた。 

(1)蓋板細胞周囲の Wnt タンパク質の分布パターン（分布パターン１）が形成されるしくみを
明らかにする。 
(2) Wnt タンパク質の頂端部への局在化と（分布パターン２への変化）、蓋板細胞の細胞骨格系
の変化との関連性を明らかにする。さらに、その分子機構の解明を目指す。 
(3) 蓋板細胞の頂端方向への伸長に伴い、Wnt タンパク質が伸長方向へと長距離輸送され（分
布パターン３への変化）、シグナルの受容域が遠隔化するかどうかを明らかにする。 
これらの３つの点を検証することにより、発生に伴い分泌シグナルの空間分布がダイナミッ

クに変化することの意義の一端が明らかになるものと考えられた。また、分布パターン２や３の
ような Wnt 蛋白質の空間分布はこれまで想定されていなかったものであり、このような特徴的
な空間分布を生み出すに至る分子機構についても合わせて解明することを試みた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、蓋板細胞の追跡を行うために、Wnt1cre もしくは Wnt1cre-ERT と floxed tdTomato

遺伝子を持つ胚を作成した。また、蓋板細胞における Wnt シグナルの機能を解析するために結
果に記載のあるさまざまな変異体マウス胚を用いた。アフリカツメガエル胚を用いた FCS 解析
では Venus タグを付加させた Wnt8 nRNA を受精卵に注入した。 
 
４．研究成果 
(1) 蓋板細胞で産生される Wnt の分布パターンの形成機構の解析 
胎生 10.5 日までにみられる背側神経管での Wnt タンパク質の分布パターン（分布パターン

１）の形成過程を追跡する上では、Wnt 産生細胞である蓋板細胞そのものの増殖や移動を考慮し
ておく必要がある。そこで、蓋板細胞で発現する Wnt1 遺伝子のプロモーターにより時期依存的
に cre リコンビナーゼを発現させることにより、蓋板由来の細胞を tdTomato によりマークし、
その挙動を追跡した。その結果、予想に反して、蓋板細胞に由来する子孫細胞は神経管の背側領
域に広く分布することが明らかになった。このことは、神経管の背側領域においては、Wnt タン
パク質の分泌・拡散により自身の空間分布パターンが形成されるという従来のモデルとは異な
り（図３左）、むしろ Wnt 産生細胞自体が増殖・移動することによって広い領域に Wnt タンパ



ク質が分布する
可能性を示唆し
ている（図３右）。
実際、蓋板細胞の
子孫細胞が神経
管内で増殖・移動
を開始する 9.5日
胚以降に、Wnt タ
ンパク質の分布
が広がり出すこ
とや、蓋板細胞か
らの Wnt の分泌
を阻害した胚に
おいても神経管背側の広い範囲に Wnt タンパク質が分布することが明らかになり、このモデル
の妥当性が示唆された (Hatakeyama et al.,学会発表済、論文発表準備中)。 
 さらにこのモデルの妥当性をさらに検討するため、遺伝子ノックインにより内在性 Wnt3a を
非分泌型に置換したマウスを作成し、それを Wnt1 変異マウスと交配することにより、Wnt1 を
欠失しかつ非分泌型 Wnt3a のみを蓋板で発現する二重変異胚（非分泌型 Wnt 発現胚）を作成し、
神経管の発生を解析した。Wnt1 と Wnt3a をともに欠失したマウス胚では背側神経管の発生に重
篤な異常が現れるのに対し、非分泌型 Wnt 発現胚では、その発生には大きな異常が観察されな
かった。以上の実験結果から、背側神経管での Wnt 作用の空間的な広がりは、従来考えられて
いたような Wnt リ
ガンドそのものの
分泌・拡散による
よりも、むしろ産
生細胞の増殖と移
動により規定され
ていることが強く
示 唆 さ れ た
(Hatakeyama et al.,
学会発表済、論文
発表準備中)。 
 そこで、Wnt タ
ンパク質の細胞外
での動体そのもの
を定量的に解析す
る必要があると考
え、アフリカツメ
ガエルの初期胚にお
いて Wnt タンパク
質のダイナミクスを
光活性化後蛍光減衰
法(FDAP)や蛍光相関解析(FCS)を用いて解析した。その結果、大半の Wnt タンパク質は実は細
胞膜上にトラップされており、全体の数％のみが細胞外で拡散していることが明らかになり、
神経管で観察された結果が支持された(図４；Takada et al., Commun. Biol. (2018)), Mii et al., eLife 
(2021) 発表論文リストに掲載)。 
 
(2) 蓋板細胞の頂端部に局在化する Wnt の作用機構の解析 

研究開始当初の背景に記載したように、Wnt タンパク質が蓋板細胞の頂端部に局在化するに
伴い、細胞の頂端側は収縮し円錐状へと変化するが、Wnt1/Wnt3a 二重変異体ならびに蓋板特異
的 Wnt cKO マウスの胚ではこの変化は見られない。したがって、頂端部に局在化する Wnt タン
パク質は蓋板細胞の細胞骨格系に変化をもたらし、細胞形態を変化させる可能性が示唆される。 

ここでの大きな問題は、頂端部への Wnt 蛋白質の局在化がどのように細胞骨格を制御するか
という点である。蓋板で産生される Wnt1 や Wnt3a といった Wnt タンパク質は、主として典型



的(canonical) Wnt 経路と呼ばれるシグナル伝達経路を活性化し、核における標的遺伝子の転写制
御を通じて機能するものと考えられている。一方、核での転写制御を介する場合、細胞膜上のど
こで Wnt タンパク質が受容体を活性化するかという細胞レベルでの位置情報は意味を持たない
はずであり、Wnt が頂端部に局在化することに積極的な意味がないようにも考えられる。そこで
研究代表者らは、Wnt は核へのシグナル伝達を介して、蓋板細胞の細胞骨格系の変化を誘起する
のかどうかを検討することにした。そこで、canonical Wnt 経路の中心的因子である-catenin の恒
常的活性化体を蓋板特異的 Wnt cKO マウスに発現させたところ、蓋板細胞の形態異常が回復す
ることが明らかになり、蓋板細胞の変化は canonical Wnt 経路に依存するものと結論された。 
つぎに、蓋板細胞の頂端側での細胞骨格系の変化の分子機構を明らかにするために、アクチン 

骨格系に注目した。アクチン骨格系の活性化を引き起こすミオシン軽鎖のリン酸化を調べたと
ころ、正常胚では蓋板細胞の頂端側の収縮とともにミオシン軽鎖のリン酸化が亢進したのに対
し、Wnt cKO マウス胚ではリン酸化が著しく低下していた。蓋板細胞ではアクチン骨格形成制
御に関わる ERM ファミリー因子のひとつである Ezrin が特異的に発現することが知られている
が(Gimenoet al. Gene Expr. Patterns 4, 749-754 (2004))、Wnt の局在化が見られる胎生 10.5 日胚にお
いては、活性化型であるリン酸化 Ezrin が頂端側に検出された。そこで、Ezrin の機能欠失胚を作
成し解析したところ、 蓋板特異的 Wnt cKO マウスとよく似た脊髄神経管の形態異常が確認でき
たことから、Wnt シグナルは Ezrin を介して細胞骨格系を制御し、蓋板細胞の変化を引き起こし
ているものと考えられる (Shinozuka et al., 学会発表済、論文発表準備中)。 

 
(3)  Wnt を蓋板細胞の頂端部に局在化させるしくみの解析 
 Wnt を蓋板細胞の頂端部に局在化させる仕組みについても併せて検討した。ここではヘパラ
ン硫酸のような Wnt を捕捉する細胞外蛋白質が頂端部での Wnt の局在に関与するのではないか
と考え、ヘパラン硫酸鎖の合成に必須なExt1遺伝子の変異体マウス胚（Jackson研究所より入手）
を用いて Wnt の局在化を検討した。その結果、変異体で特異的に Wnt の局在性の低下が認めら
れ、Wnt の頂端部への局在化にヘパラン硫酸が必要であることが明らかになった(Shinozuka et al.,
学会発表済、論文発表準備中)。 
 
(4) 脊髄正中中隔に沿って輸送される Wnt の役割と作用機構の解析 
 神経管の発生・成熟とともに、蓋板細胞は背腹方向に伸長して脊髄正中中隔を形成し、その
先端は中心管の管腔側に接する（図２; E15.5)。Wnt1とWnt3aタンパク質は脊髄正中中隔に沿っ
て見られるが、canonical Wntシグナルの活性化の指標であるAxin2遺伝子の発現は、中心管にお
いて検出された。したがって、Wntタンパク質は細長く伸長した蓋板細胞に沿って、中心管に
まで輸送されることが示唆された。さらに、蓋板特異的Wnt cKOマウスでは中心管でのWntシ
グナルの活性化ならびに細胞増殖の亢進の程度の低いことが明らかになった（図５）。これらの
知見から、脊髄正中中隔に沿って輸送されるWntは中心管に存在する上位細胞（神経前駆細
胞）を維持するために必要であり、Wntは伸長した蓋板細胞内で運ばれて、中心管に作用する
ものと考えられた(Shinozuka et al., Development (2019) 発表論文リストに掲載)。したがって、
細胞の形態変化によりWntシグナルの作用範囲が遠隔化するという、新たなWntの空間分布の制
御機構が明らかになった。 
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