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研究成果の概要（和文）：本研究では、自然免疫応答で必須なToll様受容体経路（Toll経路）の因子、Irak1の
初期発生での役割を調べた。ツメガエル胚でIrak1を異所発現させるとWntシグナル経路の標的遺伝子である
SiamoisやXnr3が発現し、頭部が誘導された。Irak1をノックダウンすると頭部形成が部分的に阻害された。また
Irak1はWnt経路のGSK3β発現による頭部形成抑制を回復させたが、その上流で機能するDishevelledを阻害した
際には回復できなかった。すなわちIrak1は頭部形成に必要で、Wnt経路においてDishevelledあるいはその上流
に作用していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The Toll-like receptor pathway (Toll pathway) is essential in innate immune 
responses, but its role in early vertebrate development was unknown. In this study, we investigated 
the role of a Toll pathway factor, Irak1. Ectopic expression of Irak1 in Xenopus embryos induced 
expression of Siamois and Xnr3, target genes of canonical Wnt signaling pathway, and induced head 
formation. Consistently, Irak1 knockdown partially inhibited head formation. GSK3β expression, 
which is a component of Wnt pathway, suppressed head induction, but co-injection of Irak1 rescued 
the phenotype. In contrast, the phenotype when Dishevelled, which functions upstream of GSK3β, was 
inhibited was not rescued by Irak1. This suggests that Irak1 is required for head formation, and 
acts at or upstream of Dishevelled in the Wnt pathway.

研究分野： 発生生物学

キーワード： Toll-like receptor　Xenopus　頭部形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではToll経路からWnt経路に至る新たな分子経路を発見した。これは、発生・自然免疫の基礎的知見とし
て重要である。また免疫系のがん細胞ではToll経路によるWnt経路の活性化が想定されている (Ma and 
Hottiger, 2016）が、その全貌は未だ不明である。本研究の成果は、このような医学的に重要な現象の分子機構
解明につながる可能性を併せ持っており、実用・応用面での波及効果も期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

Toll 経路では、Toll 様受容体（TLR）がリガンドを受容する
ことで、細胞内因子の Irak1、Ikkα がこの順に活性化され、最終
的に核内で NF-κB が標的遺伝子の転写を活性化する（図 1 右）。 

Toll 関連因子は節足動物と脊椎動物のどちらでも、自然免疫
系が機能し始める以前の初期胚で高発現している (Kannaki et 

al., 2015)。また節足動物では、背腹軸形成や細胞移動に必須の
役割を担うことが知られているが、脊椎動物では、成体の海馬
における神経細胞サブタイプの分化に関わることが知られる 

(Rolls et al., 2007)のみで、初期発生における役割は全く不明で
あった。 

申請者は Toll 経路の細胞内因子である Irak1（Interleukin-

receptor associated kinase 1）をアフリカツメガエル胚で異所的に
発現させると、二次胚が形成されるという予備的な結果を得ていた。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では「脊椎動物において Irak1 が頭部・体幹部形成を制御する分子メカニズムの
解明」を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Irak1 の頭部誘導能の検証 

Irak1 に二次胚の誘導能があることはわかっていたものの、頭部を誘導できるのかは不明であ
った。そこでまずアフリカツメガエル胚の腹側で Irak1 を発現させ、頭部を誘導できるかを検証
することとした。 

これまでに免疫系において Irak1 の kinase としての基質は、Irak1 自身のみであることが知ら
れているが、頭部形成における Irak1 の基質は不明なままであった。そこでまず、Irak1 のリン酸
化活性が二次胚誘導に必須かどうかを知るために、リン酸化活性欠失型（kinase dead 変異型）が
二次胚を誘導できるか調べた。 

（２）Irak1 の必要性の検証 

通常胚の頭部形成において、Irak1 が必要であるか、どの程度主要な役割を担っているのかは
不明なままであった。そこで MO（antisense morpholino oligonucleotide）によるノックダウンを行
ない、頭部形成が抑制されるかを調べた。 

（３）Irak1 はどのように Wnt 経路を活性化するのか 

頭部形成に関わる代表的なシグナル経路には、Wnt や BMP 経路がある。特に（１）で眼やセ
メント腺を含む頭部が誘導された場合には、Wnt 経路に関わる可能性が高いと考えられる。 

そこで Irak1 過剰発現時に Wnt の標的遺伝子である Siamois や Xnr3 の発現が誘導されるかを
調べ、Wnt 経路の活性化が示された場合には、その作用点を調べることとした。 

Wnt 経路では、受容体の下流で Dishevelled (Dvl)が活性化され、これにより GSK3βの活性が抑
制されることで、β-catenin の分解が抑制され、標的遺伝子の転写が活性化される（図 1 左）。Irak1

の作用点については、この３因子に絞り、Irak1 との関係を調べることとした。研究結果に詳述
したが、具体的には Wnt 経路の活性化は頭部誘導の有無によって、ツメガエル胚では容易に判
別できるため、これを指標として dominant-negative Dvl 等と Irak1 を共注入し、作用点を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）Irak1 はオーガナイザー領域で発現し、頭部誘導能を持つ 

アフリカツメガエル胚で Irak1 が発現する場所を調べたとこ
ろ、オーガナイザー遺伝子として知られる Chordin の発現領域を
中心とした広範囲で発現していることがわかった（図２）。 

Irak1 mRNA を腹側赤道面に顕微注入したところ、眼（eye）・セ
メント腺（cement gland）を含む頭部およびそれに続く胴部が誘導
された（図３）。またこの誘導活性はツメガエル Irak1 だけでな
く、ヒト Irak1 でも保存されていた。また Irak1 の kinase dead 変
異型を注入した場合には、二次胚が誘導されなかった。このことから Irak1 による二次胚誘導は
Irak1 の kinase活性依存的であることも明らかになった。 

これまで頭部誘導機構については、シュペーマン・マンゴールドのオーガナイザー移植実験を
皮切りに、大変多くの研究がなされてきた。しかし Toll 経路の因子がこれに関わるという報告
は全くない。これに対し上述の結果は、Toll 経路が頭部誘導活性を持つことを示唆する初めての
報告である。 

しかし「通常胚の頭部形成において、Toll 経路が必要であるか・どの程度主要な役割を担って



いるのか」は不明なままである。 

 

（２）Irak1 の必要性の検証 

そこで Irak1 の必要性を調べるため、Irak1 の MO を設計
した。アフリカツメガエルは異質４倍体であるため、それぞ
れの遺伝子は homeolog を 2 つ持つことが多く、Irak1 遺伝子
もその例外ではなかった。そこで、この 2 つの遺伝子に対す
る MO を設計した。これらの MO ターゲット配列を開始コ
ドン周辺に含む mVenus の mRNAと Irak1 MOを共注入した
ところ、Irak1 MOで特異的に mVenus タンパク質の翻訳が減
少することを mVenus の蛍光観察により定性的に、ウエスタンブロッティング法により定量的に
確認した。これらの MO を用いて、Irak1 をノックダウンさせたところ、頭部形成が部分的に抑
制された。これらの結果から、Irak1 が脊椎動物において頭部形成に必要だと考えられる。 

 

（３）Irak1 はどのように Wnt 経路を活性化するのか 

前述の通り、頭部形成に関わる代表的なシグナル経路には、Wnt や BMP 経路があるが、（１）
で眼やセメント腺を含む頭部が誘導されたため、Irak1 は Wnt 経路の活性化に関わる可能性が高
いと考えられた。 

そこで Irak1 が Wnt の標的遺伝子である Siamois や Xnr3 を発現誘導するかを調べた。生体内
で Irak1 を過剰発現させた場合には、種々のシグナル経路が関与
して、その結果として間接的に Wnt の標的遺伝子の発現が誘導さ
れる可能性を否定できない。そこで、出来るだけ他のシグナル経
路の関与を排除するため、アフリカツメガエル胚の外胚葉片（ア
ニマルキャップ）を用いて、これを調べることにした。具体的に
は Irak1 mRNAを 4 細胞期に注入した胚の外胚葉片を切り出し、
これを培養し、Siamois や Xnr3 の発現を RT-PCR 法で調べた。そ
の結果、Irak1 がこれらの標的遺伝子の発現を誘導することがわ
かった（図４）。 

これらにより Irak1 が Wnt 経路を活性化することはわかったが、Irak1 は Wnt 経路のどの因子
を制御しているのだろうか。自然免疫がはたらく際には、Toll 経路の Ikkα（Irak1 よりも下流で
はたらく因子）が β-catenin の分解を抑制することが知られている（図 1; Ma and Hottiger, 2016）。
よって Irak1 による頭部誘導時の Wnt 経路の活性化も、Irak1 の下流因子 Ikkα を介したものであ
る可能性をまず考えた。しかし予想外なことに、Irak1 が Dvl や GSK3βと直接結合するという結
果を得た。また Ikkα の過剰発現では頭部を誘導できなかった。これらのことから、初期発生に
おける Irak1 による Wnt 経路への活性化経路は、既知の Ikkα による β-catenin の安定化ではない
と考えられたため、新たな経路を探索することにした。 

具体的には種々の Wnt 経路の因子を過剰発現させ、その作
用が Irak1を増減させた際にどのように変化するかについて、
頭部誘導を指標に探索した。Wnt 経路の転写制御因子である
β-catenin を注入すると頭部が異所的に誘導されるが、このと
き Irak1 をノックダウンしても顕著な変化は観察されなかっ
た。一方で β-catenin を抑制する GSK3β を注入した際には、
頭部誘導が抑制されたが、Irak1 の共注入によりその表現型が
回復した（図５）。これらの結果により、Irak1 が Wnt 経路で
GSK3βよりも上流に作用することが示唆された。次に GSK3β

よりも上流で作用する Dvl に着目した。dominant-negative Dvl

を頭部予定領域に注入すると頭部誘導が抑制される。このと
き Irak1 を共注入したところ、その表現型は回復しなかった。これらの結果から、Irak1 は Dvl、
あるいはその上流に作用することが明らかになった。 

また Irak1 はツメガエル胚でリン酸化されていること、Irak1 の kinase dead 変異体ではこのリ
ン酸化レベルが低いことを明らかにした。Dvl のリン酸化レベルやタンパク質量は Irak1 の注入
によって顕著な変化は見られなかった。これらのことから、Irak1 は他のタンパク質をリン酸化
するのではなく、自己リン酸化によって、Dvl あるいはその上流に作用し、Wnt 経路を活性化し
ている可能性が考えられる。 

Wnt 経路は初期胚において、胚の後方化にも作用する。そこで Irak1 を胚の後方領域に顕微注
入したところ、胚が後方化した。このことから Irak1 は初期発生過程において、頭部誘導および
後方化を制御する Wnt 経路の活性化に作用し得ることが明らかになった。 

本研究による、Toll 経路から Wnt 経路に至る新たな分子経路の発見は、発生・自然免疫の基礎
的知見として重要である。また免疫系のがん細胞では Toll 経路による Wnt 経路の活性化が想定
されている (Ma and Hottiger, 2016）が、その全貌は未だ不明である。本研究の成果は、このよう
な医学的に重要な現象の分子機構解明につながる可能性を併せ持っており、実用・応用面での波
及効果も期待できる。 

さらに本研究により、節足動物に限らず脊椎動物においても Toll 経路が免疫系と発生系の両



方で機能すること、が明らかになった。なぜ「免疫」と「発生」という一見まったく異なる現象
に、後生動物の複数系統で共通して Toll 経路が用いられるのか、その意義や進化的必然性の解
明については今後の課題である。 
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