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研究成果の概要：Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の実体と生理的意義を明らかにす
ることを目的として研究を行い、以下の成果を得た。１）RunxがA-MybおよびRhoA特異的
guanine nucleotide exchange factor Net1と複合体を形成することを見出した。３）Dlg-/-
細胞ではProBからPreBへの分化に異常があることが確認された。４）Dlg-/-マウスでは、心室
中核欠損、口蓋裂、腎泌尿器系の発生異常を起こすことを見出した。５）ヒト乳癌培養細胞
株３５種類についてDlgの変異が存在しないことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
癌抑制遺伝子 dlgに変異が起きて失活する
と、Drosophilaの成虫原基の上皮細胞が極性
を失うと同時に異常増殖を起こして癌化す
ることや、神経細胞のシナプス構造に異常が
生じることが知られている。dlg遺伝子産物、
そのヒトホモログ Dlg、シナプスに多量に存
在する PSD95 などの蛋白質は、共通して

PDZ ドメイン、SH3 ドメインおよび GK
（guanylate kinase-like）ドメインからなっ
ている。これらの蛋白質は、細胞膜裏打ち蛋
白質として、受容体やイオンチャンネルのク
ラスタリングを引き起こす活性をもち、細胞
膜での蛋白質複合体の構築に重要な役割を
果たしている。また、シグナル伝達分子と結
合してシグナルを伝えるための足場にもな
ることが明らかにされており、これらの機能
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を通して増殖制御、シナプス可塑性などに関
与していると推定されてきた。 
我々は、Dlgが大腸癌の癌抑制遺伝子APC
の産物と複合体を形成し、細胞周期の進行を
負に制御する活性をもつこと、パピローマウ
イルスのE6やHTLVのTaxなどと複合体を形成
することを明らかにし、Dlgがほ乳類でも癌
抑制遺伝子として機能する可能性があるこ
とを見出した。事実、Dlgノックアウトマウ
スを作製すると、マウスのbackgroundによっ
ては、ヘテロマウスに乳癌、B-NK リンフォ
ーマ、悪性繊維性組織球腫、poroid 
hydradenomaが発症することを見出した。 
さらに、Dlg の機能を明らかにするために、

wild-type と Dlg ノックアウトマウスから調製した
MEF のアレイ解析を行ったところ Wnt シグナル
抑制因子 sFRP2 の発現が Dlg-/-マウスで低下
していることが明らかとなった。その結果、Runx
がsFRP2のプロモーター領域に結合して転写活
性化を引き起こすこと、Dlg-/-MEF ではこの活
性化が起こらないことを見出した。さらに、
Dlg-/-MEF では、sFRP2 の発現が低下した結
果、E-catenin が蓄積し Wnt シグナルの異常な
亢進が起きていることを見出した。 
また、MEF だけでなく胎児血球系細胞にお

いても同様に Dlg-Runx-sFRP2 というシグナル
伝達経路が機能していることを明らかにした。
Dlg-/-マウスの胎児血球系細胞では sFRP2 の
発現が低下して、E-catenin量が増大しWntシグ
ナルが亢進していることも確認した。そこで、この
シグナル伝達経路の血球分化における重要性
を明らかにするために、E14.5 Dlg-/-マウスの肝
臓から得た血球系細胞を成体マウスに移植し、
キメラマウスを構築することによって成体での解
析を行った（Dlg-/-マウスは出生直後に死亡す
るため成体マウスの血球系細胞の解析はできな
い ） 。その結果、Dlg-/-細胞では 、 pro-B
（B220+/CD43+）に異常は見られないが、Pre-B
（B220+/CD43-）が減少することが明らかになっ
た。さらに成熟 B 細胞もやや減少傾向を示すこ
とから、Pro-B から Pre-B への分化の移行が阻
害されていると考えられた。また、この現象は細
胞自律的に起こると考えられた。したがって、Dlg
シグナルはPro-BからPre-Bへの分化の移行を
促進するはたらきをもつと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の
実体と生理的意義を明らかにすることを目
的として以下の研究を行う。 
（1）DlgからRunxに至るシグナル伝達経路を
構成する因子群を同定し、このシグナル伝達経
路の分子レベルでの実体を明らかにする。 
（2）B細胞の分化におけるDlg-Runx-sFRP2 
-Wntシグナル伝達経路の生理的重要性をさら
に明らかにする。 

（3）上顎骨の低形成、腎臓、泌尿器の発生異
常 、 心 室 中 隔 欠 損 症 の 発 症 と
Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の異
常との関連を明らかにする。 
（4） ヒト乳癌でのDlgの変異を検索する。変異
の 見 出 さ れ る 細 胞 を 用 い て
Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の異
常を解析し、癌化における重要性を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)DlgからRunxに至るシグナル伝達経路を構
成する因子群の解析：  
① Dlg-Runxシグナル伝達経路の実体をDlg

の側から明らかにするために、Dlgをbait
としたyeast two-hybrid systemによりDlg
結合蛋白質を検索する。 

② Dlg-Runxシグナル伝達経路の実体を
Runxの側から明らかにするために、Runx
をbaitとしたyeast two-hybrid systemにより
Runx結合蛋白質を検索する。 

③ 同様の趣旨で 、 Flag-Dlg あ る い は
Flag-Runxを293細胞に発現させて免疫
沈降し、共沈する蛋白質を質量分析によ
り同定する（産総研 夏目徹博士との共
同研究）。 

④ 上記１）－３）により得られた候補につきin 
vitroおよびin vivoのpull-down assayによ
るDlgあるいはRunxとの結合、局在の一致
を確認する。 
 

(2) B 細 胞 の 分 化 に お け る
Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の生
理的重要性の解明: 
IL-7を添加したメチルセルロース培地での
PreBコロニーアッセイを行う。さらにレン
チウイルスを用いてSFRP2を過剰発現して
Dlg-/-血球系細胞におけるB細胞系の異常が
rescueされるかを確認する。 
 
(3)上顎骨の低形成、心室中隔欠損症、腎臓、
泌尿器の発生異常とDlg-Runx-sFRP2-Wntシ
グナル伝達経路の異常との関連の解析： 
Wild-typeとDlg-/-マウスの胎児組織について
継時的にDlg、sFRP2、b-cateninの発現を抗体
染色によって検討する。腎臓、神経堤について
も同様の検討を行う。 
 
(4) ヒト乳癌細胞株におけるDlg変異の検索と
Dlgシグナル伝達経路の役割の解析： 
乳癌培養細胞株３６種類からcDNAを抽出し
PCRによりDlg遺伝子を増幅し塩基配列を決定
する。変異の見出される細胞が得られた場合に
は、Dlg-Runx-sFRP-Wntシグナルの異常が起
きているかどうかを検討する。異常が起きている
場合には、その癌化における重要性を、構成因



子のRNAiによる発現抑制、強制発現などの手
法を用いて明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) Dlg から Runx に至るシグナル伝達経路を構
成する因子群の解析： 
① wild-typeと Dlg-/-のMEFにFlag-Runx2を
発現して共沈蛋白質を質量分析によって同定し
比較することにより、wild-type のMEFからは
Runx2-A-Myb 複合体が共沈するが、
Dlg-/-MEF からは共沈しないことを見出した。さ
らに、In vitro および in vivo の pull-down assay
により、Runx2 と A-Mybが複合体を形成すること
を確認した。C-Myb、B-MybはRunx2と複合体を
形成しないと考えられた。また、A-Mybが
Runxによる sFRP2の転写に及ぼす影響をレ
ポーターアッセイ、RT-PCR、
immunoblottingなどにより検討した。
Wild-type と Dlg-/-のMEFでA-Mybの発現量
は変わらないので、Dlg-/- MEF で Runx2 と
A-Mybが複合体を形成出来ない理由を明らか
にするために、リン酸化等の修飾、他の結合蛋
白質との相互作用等についての解析を手がけ
たが明確な結果は得られなかった。 
②Dlg側から Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナ
ル伝達経路を明らかにするために、Dlg結合
蛋白質を yeast two-hybrid 法を用いて検索
し、RhoA特異的 guanine nucleotide 
exchange factor Net1が Dlgの PDZドメイ
ンに結合することを見出した。 
 
（２）B細胞の分化におけるDlg-Runx-sFRP2- 
Wntシグナル伝達経路の生理的重要性の解
明: 
B細胞の分化におけるDlg-Runx-sFRP2-Wntシ
グナル伝達経路の生理的重要性を明らかに
するために、IL-7を添加したメチルセルロー
ス培地でのPreBコロニーアッセイを行った。
その結果、Dlg-/-細胞ではProBからPreBへ
の分化に異常があることが確認された。さら
にレンチウイルスを用いてSFRP2を過剰発現
してDlg-/-血球系細胞におけるB細胞系の異
常がrescueされることを明らかにした。 
 
（3）上顎骨の低形成、心室中隔欠損症、腎
臓 、 泌 尿 器 の 発 生 異 常 と
Dlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の異
常との関連の解析： 

Dlg-/-マウスでは、心室中核欠損（VSD）、口
蓋裂、腎臓の低形成、尿管の異所開口、ミュ
ラー管およびウォルフ管の発生異常などを
起こすことを見出した。neural crest 由来の組
織でWnt シグナルが異常に亢進するとアポトー
シスが起こり上顎骨の低形成や心室中隔欠損
症がおこることが既に報告されているので[例え
ばPNAS 99, 297 (2001)]、Dlgシグナルの異常に

よりWnt シグナル抑制因子 sFRP2 の発現が低
下するためにWnt シグナルが亢進して neural 
crest 由来の組織に apoptosis が起き、上顎骨の
低形成や心室中隔欠損症が起きた可能性が考
えられた。そこで、Wild-type と Dlg-/-マウスの
胎児組織（心臓、腎臓、神経堤）について継時
的に Dlg、sFRP2、b-catenin の発現を抗体染色、
in situ hybrydizationによって検討したが明
快な結果は得られなかった。 
 
（4）ヒト乳癌細胞株におけるDlg変異の検索と
Dlgシグナル伝達経路の役割の解析： 
ヒト乳癌の一部でDlgの変異が見出されることが
報告されているので[Cancer Res. 64, 942 
(2004)]、乳癌培養細胞株３６種類についてDlg
の変異を検索し、変異の見出される細胞を用い
てDlg-Runx-sFRP2-Wntシグナル伝達経路の
癌化における重要性を解析しようと試みたが、
意味があると思われる変異は見出されなかっ
た。 
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