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研究成果の概要（和文）：Wnt シグナル経路の破綻は細胞のがん化を引き起こすことが知られて

いる。本研究は、細胞周期における Wnt シグナル経路の役割とがん化の連関を理解することを

目的とし、「Wnt シグナル経路が有糸分裂期において機能するか」という点に焦点を絞り、研究

を遂行した。本研究により、異なった Wnt シグナル経路がそれぞれ、分裂中期や分裂終期に機

能し、有糸分裂期における Wnt シグナル経路の多様な機能を明らかにすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：One of the Wnt signaling pathways, the -catenin-dependent pathway 
contributes to G1/S progression through transcriptional activation, and mutations in the 
genes encoding the pathway trigger tumorigensis. However, involvement of the Wnt 
signaling pathways in mitotic progression remains unclear. We found that the components 
of the -catenin-dependent pathway regulate spindle orientation in metaphase, and other 
Wnt signaling pathways, the -catenin-independent pathway controls the completion of 
cytokinetic abscission. Our findings suggest that the Wnt signaling pathways govern 
multiple events in mitosis. 
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１．研究開始当初の背景 
Wnt シグナル経路（図１）は高等真核生物に
おいて高度に保存されたシグナル伝達経路
であり、細胞増殖・分化、細胞極性、細胞遊
走などの多様な現象に関与することが知ら
れている。Wnt シグナル経路には大きく、
-catenin 依存性経路と非依存性経路の二つ

が存在し、細胞外分泌蛋白質である Wnt とそ
の受容体である Frizzled (Fz)、LRP5/6、
Ror1/2 などの組み合わせにより下流のシグ
ナル経路を決定する。 -catenin 依存性経路
は、-catenin を介して G1/S 期の移行に関与
し、その経路の破綻は細胞のがん化を引き起
こすことが知られている。いままでの Wnt シ
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グナル経路に関する研究は、遺伝子発現調節
や細胞骨格制御に伴う細胞運動等の間期に
おける細胞応答解析が主であり、「有糸分裂
期における機能と細胞周期に依存した制御
機構」については詳細な解析が進んでいなか
った。 

図１ Wnt シグナル経路 
Wnt シグナル経路には大きく、 -catenin 依
存性経路と非依存性経路の二つが存在する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞周期における Wnt シグナル経
路の役割とがん化の連関を理解するために、
「Wnt シグナル経路が有糸分裂期において機
能するか」という事に焦点を当て、開始した。
すなわち、本研究の目的は、Wnt シグナル経
路の有糸分裂期における機能と細胞周期に
依存した Wnt リガンドの発現調節機構を解明
し、新規の発がん制御機構を理解することで
ある。 
 
３．研究の方法 
本研究の開始までに得られた研究成果に基
づき、次の 3点について研究を計画した。 
 
(1) 有糸分裂期における Wnt シグナル経路の
制御機構…平面培養系における細胞周期解
析 
(2) 細胞周期に依存した Wnt リガンドの発現
調節機構…平面培養系における細胞周期解
析 
(3) 細胞周期に依存した Wnt シグナル経路の
機能と上皮極性…３次元培養系による解析 
 
(1)及び(2)については、細胞周期解析により
細胞周期に依存した Wntシグナル経路構成因
子の挙動を確認し、RNA 干渉法により表現型
解析を行うことにした。また、(2)では、前
述の解析方法により得られた結果に基づい
て、Wnt リガンドの調節因子の同定を行うこ
とにした。(3)については、(1)及び(2)で得
られた結果に基づき、細胞外マトリックスを
含有するゲルを用いた３次元培養法により
有糸分裂期-Wnt シグナル経路-上皮極性の３
者の連関を解析することにした。 
 

４．研究成果 
（１）Wnt シグナル経路の構成因子による紡
錘体軸・微小管-動原体結合・紡錘体チェッ
クポイントの制御機構 

本研究を開始するにあたり、Wnt シグナル
経路の構成因子のひとつである Dvl2 が紡錘
体軸の制御に関与すること、及び、紡錘体チ
ェックポイントに関与することを明らかに
していた。さらに、本研究の研究計画概要に
沿って研究を進め、以下の知見が得られた。
本研究成果は EMBO Journal（Kikuchi et al., 
29, 3470-3483. 2010）において公表済であ
る。 

 
① 細胞周期解析により Dvl2 が有糸分裂期特
異的に Plk1 と複合体を形成し、リン酸化を
受けることを見出した。さらに、in vitro キ
ナーゼアッセイにより、Plk1 によって Dvl2
の 206 番目のスレオニン（以下、T206）がリ
ン酸化を受けることを同定した（図２）。 

図２ Plk1 による Dvl2 のリン酸化 
Plk1 は in vitro において全長 Dvl2 をリン
酸化した。また、Dvl2 の欠失変異体を用いた
解析からリン酸化部位がアミノ酸配列：
140-358 の領域に存在することを見出し、さ
らに、Dvl2 のアミノ酸配列：140-358 の領域
に存在する Plk1 のリン酸化コンセンサス配
列に対し、それぞれ非リン酸化型変異体（ア
ラニン置換変異体）を作成し、T206 が Plk1
によりリン酸化を受けることを明らかにし
た。 
 
② T206 に対する非リン酸化型変異体 T206A
を作成し、Dvl2 による紡錘体軸の制御におい
て、Plk1 による Dvl2 のリン酸化が必要であ
ることを明らかにした（図３）。 

図３ Dvl2 による紡錘体軸の制御 
左図：紡錘体軸の測定方法。細胞固定後、免
疫染色により紡錘体極を -tubulin により染



色し、共焦点レーザー顕微鏡により Z軸撮影
を行い、取得した画像ファイルから Xと Z を
測定した後に、紡錘体軸の角度（θ）を計算
した。右図：Dvl2 による紡錘体軸の制御。Dvl2
ノックダウン細胞では紡錘体軸が有意に傾
き、その傾きはマウス野生型 Dvl2 を発現す
ることにより相補された。一方で、T206A 変
異体では相補されないことから、Plk1 による
Dvl2 のリン酸化が紡錘体軸の制御に関与す
ることが示唆された。 
 
③ 紡錘体軸の制御に加えて、Dvl2 がリン酸
化に依存して微小管-動原体結合を制御する
ことを明らかにした（図４）。 

図４ Dvl2 による微小管-動原体結合の制御 
Dvl2 ノックダウン細胞では、微小管-動原体
結合が減弱し、微小管からの張力が減少する
ため、姉妹動原体間の距離が短くなる。その
距離の短縮はマウス野生型 Dvl2 を発現する
ことにより相補されたが、T206A 変異体では
相補されないことから、Plk1 による Dvl2 の
リン酸化が微小管-動原体結合の制御に関与
することが示唆された。 
 
④有糸分裂期において、Dvl2 が APC と複合体
を形成することを見出した（図５）。さらに、
APCの Dvl2との結合部位であるarmadillo領
域の過剰発現（APC と Dvl2 の結合に対しドミ
ナントネガティブに作用する）により、紡錘
体軸と微小管-動原体結合の異常を引き起こ
した（図３、４）。以上より、有糸分裂期に
おける Dvl2 と APC の結合が紡錘体軸と微小
管-動原体結合の制御に関与することが示唆
された。 

図５ Dvl2 と APC の複合体形成 

HeLaS3 細胞を Thymidine-nocodazole block
により同調培養し、有糸分裂期における Dvl2
と APC の複合体形成を anti-APC 抗体を用い
た免疫沈降法により確認した。 
 
⑤ Dvl2 がリン酸化非依存的に紡錘体チェッ
クポイントの活性化に関与することを見出
した。さらに、紡錘体チェックポイントキナ
ーゼのひとつである Mps1 の活性化、及び、
Bub1とBubR1の動原体集積に関与することを
明らかにした（図６）。 

図６ Dvl2 による Bub1、BubR1 の動原体集積
への関与 
Bub1とBubR1は紡錘体チェックポイントの活
性化に伴い、動原体に集積する。Dvl2 ノック
ダウン細胞では Bub1 及び BubR1 の動原体へ
の集積が減弱した。 
 
⑥ Wntの受容体である Fz2と -catenin 依存
性経路の共役受容体のひとつである LRP6が、
Dvl2やAPCと共に紡錘体軸の制御に関与する
ことを明らかにした（図７）。また、紡錘体
軸の制御において -catenin を介した遺伝子
発現は必要なかった。 

図７ Fz2 及び LRP6 による紡錘体軸の制御 
Fz2 ノックダウン細胞、及び LRP6 ノックダウ
ン細胞では紡錘体軸の異常が観察された。一
方で、 -catenin 非依存性経路の Wnt リガン
ドである Wnt5a、及び、その共役受容体であ
る Ror2 のノックダウン細胞では紡錘体軸の
異常はみられなかった。 
 

以上の研究成果により、Wnt シグナル経路
の構成因子である Dvl2 が有糸分裂期におい
て紡錘体軸・微小管-動原体結合・紡錘体チ
ェックポイントの制御機構に関与すること
が明らかになった（図８）。さらに、Dvl2 の



紡錘体軸における機能を明らかにする過程
で、Wnt の受容体である Fz2 と -catenin 依
存性経路の共役受容体のひとつである LRP6
が -catenin を介した遺伝子発現に寄らず、
Dvl2やAPCと共に紡錘体軸を制御することが
明らかになり、LRP6-Fz2-Dvl2-APC から成る
シグナル経路により細胞表層と星状糸の結
合を制御する可能性を提示することができ
た（図８A）。 

図８ モデル図 
Dvl2 は Plk1 のリン酸化依存的に紡錘体軸・
微小管-動原体結合の制御に関与し（A、B）、
Plk1 のリン酸化非依存的に紡錘体チェック
ポイントの制御に関与する（C）。また、
LRP6-Fz2-Dvl2-APC から成るシグナル経路が
細胞表層と星状糸の結合を制御することに
より紡錘体軸を制御する可能性が示唆され
た（A）。 
 
（２）Wnt5a シグナル経路による細胞質分裂
の制御機構 
（１）の研究過程で、Dvl2 が分裂後期から分
裂終期において中間帯（midzone）と中央体
（midbody）に局在し、さらに、Dvl1/2/3 ト
リプルノックダウン細胞（以降、Dvl ノック
ダウン細胞とする）において、それぞれのシ
ングルノックダウン細胞と同等に細胞質分
裂異常の指標となる多核細胞が増加するこ
とを見出した（図９）。また、Dvl ノックダウ
ン細胞の表現型解析と平行して、 -catenin
非依存性経路の Wnt リガンドである Wnt5a、
及び、その共役受容体 Ror2 のノックダウン
細胞においても多核細胞が有意に増加する
ことを見出した（図１０）。当初の予定では、
（１）の結果を踏まえ、３次元培養系による
紡錘体軸の制御機構と上皮極性形成機構の
連関を解析する予定であったが、以上の結果

に基づいて、細胞質分裂における Wnt シグナ
ルの役割を解析することにし、以下の知見が
得られた。 

図９ Dvl ノックダウン細胞における多核細
胞の増加 
コントロール細胞と比較し、Dvl ノックダウ
ン細胞において、細胞質分裂異常の指標とな
る多核細胞が増加した。また、それぞれのシ
ングルノックダウン細胞においても同様に
多核細胞が増加し、マウス野生型 Dvl2 の発
現により Dvl2 シングルノックダウン細胞に
おいて確認された多核細胞の増加が抑制さ
れた。 

図１０ Wnt5a ノックダウン細胞における多
核細胞の増加 
コントロール細胞と比較し、Wnt5a ノックダ
ウン細胞において、多核細胞が増加した。ま
た、その多核細胞の増加は精製 Wnt5a タンパ
ク質の添加により抑制され、精製 Wnt3a タン
パク質では抑制されなかった。 
 
① Dvl2 に加えて、Wnt シグナル経路の受容
体である Fz2 が細胞質分裂時に中央体に局在
した。また、Fz2 は分裂前期から後期までは
細胞膜全周に局在するが、分裂終期移行後、
Rab11 依存的にリサイクリングエンドソーム
を介して中央体に集積することが明らかに
なった。 
 
② Dvl2 が Wnt5a シグナル経路依存的に中央
体に集積することが明らかになった。 
 
③ Dvl ノックダウン細胞、及び、Wnt5a ノッ
クダウン細胞では細胞間橋を構成する微小
管の安定性が低下し、ESCRT-III のサブユニ
ットのひとつである CHMP4B（細胞質分裂終了
時における膜器官分離に必要）の中央体にお



ける局在に異常がみられた。 
 
④ Wnt5a シグナル依存的に Fz2 と CHMP4B が
複合体を形成することを明らかにした。 
 

以上の研究成果により、 -catenin 非依存
性経路のひとつである Wnt5a シグナル経路が
細胞質分裂時に、細胞間橋を構成する微小管
の安定性を保持することにより、ESCRT-III
のサブユニットのひとつである CHMP4B の中
央体における局在を制御することにより、細
胞質分裂終了時における膜器官分離に関与
することが明らかになった。本研究成果は、
Journal of Cell Science に投稿し、査読審
査中である。 
 

本研究では、平面培養系における細胞周期
解析を取り入れることによって、有糸分裂期
における Wnt シグナル経路の多様な機能を提
示することができた。紡錘体軸の異常は細胞
極性・細胞分化の異常に伴う発がんを引き起
こす可能性があり、また、微小管-動原体結
合、紡錘体チェックポイント、細胞質分裂の
異常は染色体の不安定性に結びつくことか
ら、発がんの要因となりうる。今後の展望と
して、本研究で得られた成果を元に、研究計
画において提示した細胞外マトリックスを
含有するゲルを用いた３次元培養系の解析
を行う事により、Wnt シグナル経路の異常に
伴う細胞周期の進行異常が上皮極性に影響
するか否かを評価し、その結果を個体レベル
における解析に展開したいと考えている。 
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