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研究成果の概要（和文）：Wntなどの分泌性シグナル蛋白質は、産生細胞からの分泌・拡散を介して作用すると
考えられているが、その根拠となるデータは十分とは言えない。そこで、本研究では、Wntの拡散性を規定する
分子基盤を理解するとともに、拡散の意義を実験的に明らかにすることを目指した。その結果、Wnt複合体形成
の特異性や細胞表面分子との相互作用がWntの動態に与える影響が明らかになるとともに、Wntの拡散が起きない
マウス胚を用いた解析から、神経管の発生におけるWntの拡散の意義が示された。以上の多面的な解析により、
発生における空間制御について新たなモデルが提唱された。

研究成果の概要（英文）：Secretory signal proteins, including Wnt, are considered to act through 
secretion and diffusion from producing cells, but there is insufficient data to support this theory.
 Therefore, in this study, we aimed to understand the molecular basis that regulates Wnt diffusivity
 and to experimentally clarify the significance of diffusion. As a result, the specificity of Wnt 
complex formation and the influence of interactions with cell surface molecules on Wnt dynamics were
 clarified, and analysis using mouse embryos in which Wnt diffusion does not occur revealed the 
significance of Wnt diffusion. Based on the above multifaceted analysis, a new model of spatial 
control during tissue development was proposed.

研究分野：発生生物学、分子生物学

キーワード： 遺伝子　細胞　発生・分化　シグナル伝達

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntの組織内伝達機構に関する研究は、ショウジョウバエを主なモデルにして精力的な解析が行われてきた。そ
の結果、Wgが細胞外小胞により運搬されるというモデルが提唱されている。一方、これらWnt拡散型のモデルと
対峙する形で、非拡散性のWntであっても組織の領域形成を起こしうるという報告がなされ、Wntの拡散の意義と
その制御機構は現在大きな議論の対象になっていた。本研究はWntの拡散の重要性を生化学的解析を含む多面的
な解析により検討したものであり、その結果はWntシグナルの組織内伝達機構の理解に大きく寄与する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（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。従来、分泌シグナルの空間分布は、

産生細胞からの分泌シグナルの拡散により規定され、産生細胞を中心に濃度勾配が形成されると考え

られてきた。一方、緻密な分子生物学的方法論やイメージング等を駆使した最近の研究成果の中には、

分泌シグナルの動態が従来考えられていたような単純な拡散モデルでは説明し難いことを示唆するも

のもある。このような混沌とした状況においては、確固たる基盤から分泌シグナルの分子的特性を捉え、

その知見をもとに生体組織内における分泌シグナルの空間分布とその制御機構を理解することが重要

である。 

 発生を制御する代表的な分泌シグナルである Wnt は、その重要性にもかかわらず、精製の難しさから、

蛋白質としての特性の解明が大きく立ち遅れている。研究代表者らは、非侵襲的な測定方法を駆使す

ることにより、精製を経ずに分泌されたままの状態の Wnt3a を直接解析することに世界で初めて成功し

た。その結果、「Wnt は元々はホモ３量体として分泌され、それらが凝集することにより拡散性の低い多

量体を形成すること、そして Wnt 結合蛋白質との相互

作用により多量体が解離し、Wnt 結合蛋白質と新たな

ヘテロ複合体が形成されることにより拡散性が亢進す

る」ことを明らかにし、Wnt シグナルの空間制御を分子

レベルで説明できるモデル  (図１) を提唱している

(Takada et al. Commun. Biol. 2018)。さらに、このような

蛋白質化学的な解析と並行して、胞胚期のアフリカツメ

ガエルを用いて、細胞外空間における Wnt の動態を定

量的に解析することも行い、一部の Wnt 分子は比較的

速い速度で拡散しているものの、大半（95%以上）の

Wnt 分子は低拡散状態にあることを見出している(Mii 
et al., eLife 2021) 。以上の結果から、Wnt は拡散性

の異なる複数の状態を取り得るものと考えられる。 
そこで、本研究では、従来当然のごとく受け取られて来た分泌シグナルは拡散するものという考え方

を問い直し、分泌シグナルの拡散状態の違いに注目し、それを生み出す分子機構とその生物的意義を

検討することを研究の中心に据え、(1) 複数の複合体構造や異なる拡散性を取りうるという特徴は、Wnt
の種類や発現細胞の違いに関わらず共通にみられることか、それとも多様性があるのか、(2)拡散性が

異なる状態への移行はどのように制御されるのか、(3)低拡散状態と高拡散状態の各々が持つ生物学

的意義とは何か、の３点を具体的な問いとして掲げた。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の３つの問いに対応して、本研究では以下の３点を目的に掲げた。 
研究目的１： Wnt の種類や発現細胞の違いが複合体構造と拡散性に与える影響を検討する 
 図１で示したような Wnt 複合体の解析は、マウス L 細胞に Wnt3a を過剰発現させ、培養上清中に分

泌された Wnt3a を回収することにより行われた。ヒトやマウスでは１９種類の Wnt が存在するが、Wnt3a

以外の Wnt も同様の複合体を形成し、複数の拡散状態を有しているかは定かではない。また、Wnt を

発現する細胞の違いによって、複合体の組成や各複合体間の量比が変わる可能性も考えられる。それ

らと同様に重要なのは、実際の発生現象において、内在の Wnt がどのような複合体を形成し、拡散性

を示すのかという問題である。そこで、Wnt の種類や発現細胞の違いが、複合体の形成や拡散性に影

響を与えるかどうかを、内在の Wnt にも注目しつつ検討する。 

研究目的２： Wnt の拡散性を制御する分子機構を理解する 

 図１に示すモデルに従えば、Wnt ホモ３量体がヘテロ複合体に改変されることにより拡散性が変化す

る。そこで、Wnt ホモ３量体を解離させ、新たに Wnt とヘテロ複合体を形成する分子を探索し、それらが

実際に Wnt の拡散性に影響を与えるのかを検証する。 

研究目的３： マウス神経管の発生過程における Wnt の拡散の必要性を明らかにする 
研究代表者らは、発生期のマウスの脊髄神経管において、最も背側に位置する蓋板(roof plate)細胞
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で産生される Wnt1 と Wnt3a が、神経管背側の dl1 から dl3 と呼ばれる領

域の形成に必要であることを明らかにしている（図２：Muroyama et al.  
Genes Dev. 2002）。Wnt によるこれらの領域形成が起きる胎生 9.5 日から

10.5日においては、Wnt1 と Wnt3a は蓋板細胞で特異的に転写される。一

方、これらの蛋白質は蓋板細胞のみならず背側神経管の広い領域に分布

するものの、研究代表者らによる先行研究から、そのような広い分布は拡

散なしにも起こり得る可能性が示唆された。そこで、実際の発生過程にお

いても拡散性の異なる Wnt が別々の機能を担っているのではないかと考

え、拡散性のない細胞膜結合型の Wnt3a を内在Wnt3a遺伝子と置換した

ノックインマウスを作成し、神経管の発生の各局面において Wnt の拡散が

どの程度必要なのかを検討する。 
 
 
３．研究の方法 
研究１： Wnt の複合体形成および拡散性についての検討 

Wnt の複合体形成の測定は、大阪大学大学院工学研究科の内山進教授の協力のもと、培養細胞か

ら分泌された Wnt3a（GFP でタグ）の分子量を、蛍光検出器付きの分析超遠心法(FDS-AUC)にて、精

製操作を加えることなく測定した。具体的には、以下の(1)（2）の解析を行った。 

(1) Wnt3a と同様のシグナル伝達経路（Wnt/beta-catenin 経路）を主に活性化することが知られてい

る Wnt1 と、Wnt3a とは異なるシグナル伝達経路を活性化する場合が多い Wnt5a と Wnt11 に着目し、

複合体構造を解析する。検出感度を上げるために、GFP 以外の緑色の蛍光蛋白質を複数検討し、Wnt

のシグナル活性を保持しつつ蛍光強度が強いものを選んで解析に用いた。 

(2) Wnt を発現する細胞の違いが複合体形成に与える影響を調べるために、上皮細胞である MDCK

細胞に着目し、トランスウェル培養により頂端面および基底面か

ら分泌される Wnt を別々に回収し、複合体構造を調べることを

試みた。ショウジョウバエの翅原基における遺伝学的研究から

は、頂端面と基底面から分泌される Wnt の拡散距離が異なるこ

とが示唆されているため、極性分泌と複合体構造の間に関連性

があるかどうかを検討する。また、アフリカツメガエル胚に Wnt を

発現させ、胞胚期のアフリカツメガエルの細胞を単離培養し、そ

こから分泌される Wnt を測定すること等により、多様な条件にお

いて分泌される Wnt の複合体構造に違いがあるかどうかを解析

した。 

さらに、実際の発生過程における Wnt の拡散性を調べるため

に、ゼブラフィッシュを用いて、ゲノム編集によるノックインにより

内在の Wnt に蛍光蛋白質を付加させ、可動性分子の量と拡散

定数を蛍光相関分光法（FCS)から求めるとともに、拡散距離を

モルフォトラップ法により解析した（図３）。 

研究２： Wnt の拡散性を制御する分子についての検討 

(1) Wnt 結合分子が Wnt の３量体を解離させ、拡散性を上げるかを調べるため、分泌性の Wnt 結合

分子として知られる 5 種類の sFRP 蛋白質に着目し、それらを発現させた培養細胞(HEK293)と緑色蛍

光蛋白質を付加した Wnt を発現する細胞を共培養し、その培養上清を研究１と同様に分析超遠心法に

て解析した。 

(2) 細胞表面上の HSPGや Wnt受容体に対する Wnt 複合体との結合性を培養細胞とアフリカツメガ

エル初期胚を用いた免疫組織染色や遺伝子ノックアウト実験により解析した。 

(3) 研究１で樹立した内在の Wnt に蛍光蛋白質が付加したゼブラフィッッシュ系統を用いて、上記

(1)(2)により特定された遺伝子に変異を導入し、これら分子が実際の発生過程において Wnt の拡散性

に影響を与えるかを検討した。 

研究３： マウス神経管の発生過程における Wnt の拡散の必要性についての検討 
(1) 神経管発生における Wnt の拡散の重要性を検討するため、内在性 Wnt3a を非分泌型Wnt3a に

置換したノックインマウスをゲノム編集により作成した。このマウスでは、内在性 Wnt3a の代わりに、

Wnt3a の C 末に Wnt の膜受容体である Frizzled5(Fz5)と融合させた融合蛋白質が発現する（図４A）。

この融合蛋白質は、正常な Wnt3aとほぼ同等の活性を有するものの、細胞間のシグナル伝達能（パラク

ライン能）をほぼ完全に欠落することを、培養細胞とマウス胚にて確認している（図４B,C）。研究目的の
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項に述べたように、蓋板では Wnt1

と Wnt3a という２つの Wnt が発現

する。これらの Wnt は二重変異体

においてのみ神経管での異常が

現れることから、相互の欠落を補完

できる関係(functional redundancy)

にある。そこで、Wnt3a-Fz5 ノックイ

ン変異と Wnt1KO変異を併せ持つ

マ ウ ス 胚 を 作 成 し 、 そ れ を

Wnt1/Wnt3 二重 KO 変異体胚と

比較す る こ と に よ り 、 非 分 泌型

Wnt3a の影響を調べた。特に、神

経管背側における Wnt シグナルの

活性化と領域形成（dl1 から dl６の

各領域：図１）に対する Wnt3aの拡

散の必要性の有無を検討した。 

(2) 神経管内で Wnt の拡散状態を制御する候補因子として HSPG に着目した。HSPG 糖鎖の合成

酵素である Ext1 の cKO を作成できるマウス(floxed Ext1)をすでに保有しているので、このマウスを

Wnt1-creERT2 を持つマウスと交配し、蓋板由来の細胞で特異的に HSPG 糖鎖の合成が低下するマウ

ス胚を作成し解析した。 
なお、本研究では、研究代表者が研究全体を統括し、以下の研究協力者（内山教授以外はすべて

研究代表者が主宰する研究グループに所属）との連携のもと行った。アフリカガエルを用いた実験は三

井優輔助教と大学院生１名が、ゼブラフィッシュを用いた実験は矢部泰二郎助教と三井助教が、マウス

を用いたノックイン個体の解析は研究代表者と篠塚琢磨特任助教並びに大学院生１名が行った。Wnt
蛋白質の生化学的解析は高田律子研究員と大学院生１名が大阪大学の内山教授と連携して行った。 
 

 

４．研究成果 

研究１： Wnt の複合体形成および拡散性についての検討 
  Wnt3aとは異なるシグナル伝達経路を活性化する場合が多いWnt5aとWnt11に着目し、複合

体構造を分析超遠心により解析した。検出感度を上げるために、GFP以外の緑色の蛍光蛋白質

を複数検討し、mCloverならびにNeonGreenを用いることにより活性を保持しつつ、蛍光強度を

高めることに成功した。分析超遠心による解析の結果、Wnt5aはWnt3aと同様なタンパク質複合

体を形成するのに対し、Wnt11では結果が大きく異なっていた。このことから、異なるWntタン

パク質の間では複合体構造に多様性があり、その多様性が細胞外における各々のWntの挙動に

影響している可能性が示唆された。一方、MDCK細胞を用いた実験では各Wntを安定に産生す

る細胞株は樹立できたものの、分析超遠心を行うには産生量が十分ではなく解析を断念した。

アフリカツメガエル胚で発現させたWntは培養細胞の場合とは異なる複合体を形成しており、

産生する細胞に依存して異なる複合体が形成されることが示唆された。 
 一方、ゲノム編集により樹立した内在のWntに蛍光タンパク質Achillesを付加さたノックイン

フィッシュを用いて、内在性Wntの観察・測定を行った結果、蛍光付きタンパク質は比較的高

い拡散能を有していることがFCS解析により明らかになった。同様の結果はモルフォトラップ

を用いた実験によっても確かめられた。しかしながら、Wntから切断された蛍光タンパク質の

挙動を見ている可能性が十分には排除できないことから、実際にWntが付加した蛍光タンパク

質の拡散が本当に高いのかどうかについてはより慎重な解析が必要である

との結論に達した。 
 

研究２： Wnt の拡散性を制御する分子についての検討 

sFRP1 から sFRP4 まで４つの sFRP と Wnt3a, Wnt5a, Wnt11 の複合体形成の有

無について分析超遠心法により検討した。その結果、sFRP1 と sFRP2 は Wnt3a と

Wnt5a に対して複合体を形成したが Wnt11 との複合体形成は確認できなかった。

また、sFRP3 や sFRP4 はどの Wnt とも複合体形成を確認することができなかった。

これらの結果は、Wnt と sFRP との複合体形成に特異性があることを示唆している。

さらに、Wnt3a や Wnt５a が細胞に一旦取り込まれた後、エキソソームにより再分泌



されることを見出し、sFRP1 と sFRP2 がこの再分泌を特異的に更新させることを見出した（図５）。さらに、

この再分泌の亢進には、Wnt の受容体である Frizzled や、細胞表面上に存在するへパラン硫酸プロテ

オグリカンの糖鎖が必要であった。一方、Wnt11 はどの sFRP 分子によっても、エキソソームを介した再

分泌の亢進が認められなかった。そこで、sFRP と複合体を形成できない Wnt3a の変異体を用いて解析

を進めたところ、sFRP2 による細胞膜への結合とエキソソームによる再分泌の亢進が起きないことが示さ

れた。これらの結果から、sFRP と特異的な複合体を形成することによって、Wnt3a の細胞膜上へのリク

ルートとエキソソームを介した再分泌が亢進されるものと結論された。 
一方、sFRP や HSPG がゼブラフィッシュ胚の内在性 Wnt8 の胴体に影響を与えるかどうかを検討す

るため、当該遺伝子のノックアウト個体を作成した。今後、それらを Wnt に蛍光タンパク質 Achilles を

付加したノックインフィッシュと交配し、当該分子の影響を検討する予定である。 
 
研究３： マウス神経管の発生過程における Wnt の拡散の必要性についての検討 
マウス胚神経管背側をモデルに、Wnt3a-Fz5ノックイン変異とWnt1KO変異を併せ持つマウス胚を作

成し、背腹軸に沿った領域形成を解析した。その結果、この変異体胚においては背側の各領域が正常

に形成され、領域形成はWntの拡散なしに起きるというこれまでの定説を覆す発見となった。合わせて

行った細胞の系譜解析の結果も踏まえ、Wntによる領域形成に関して新たなモデルを提唱することがで

きた。 
また、蓋板由来の細胞で特異的に HSPG 糖鎖の合成酵素である Ext1 の cKO を作成したところ、

Wnt3a 蛋白質の空間パターンに変化が生じたことから、神経管における Wnt の拡散性の制御に HSPG
が実際に関与することが強く示唆された。 
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