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研究成果の概要（和文）：本研究では、ショウジョウバエ感覚ニューロンをモデルとして、受容野境界が確立される分
子・細胞メカニズムの解明を目指した。生体内の可視化法や遺伝学的手法を組み合わせることにより、分泌タンパク質
Wnt5が境界での樹状突起伸長を適切なレベルに抑えることを見出した。さらに、Wnt5シグナルを媒介する分子としてtr
ioを同定した。これらの結果は受容野境界を確立する仕組みの一端を示している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated molecular and cellular mechanisms by which 
boundaries of dendritic fields were established in Drosophila sensory neurons. Using a combination of in 
vivo imaging techniques and molecular genetics, we found that Wnt5 protein prevented dendritic branches 
from growing across the boundary during the dendrite development.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
感覚ニューロンは神経系において最も末
梢の皮膚などに位置し、体外環境に関する情
報を感知する。この情報はニューロンの樹状
突起によって感知され、軸索によって脳や脊
髄まで届けられる。感覚ニューロンの樹状突
起が外界の情報を正常に受容するためには、
自身の適切な「位置」及び「サイズ」を守り
ながら、皮膚などの感覚器官表面を覆わなけ
ればならない。このように感覚ニューロンが
自身の樹状突起によって覆う領域は受容野
と呼ばれる。感覚情報が外界から入ってくる
ときに、その場所に関する空間的情報は受容
野の位置及びサイズによって定義されるた
め、受容野形成メカニズムの解明は大切な問
題である。これまでの研究から、受容野の縁
にあたる受容野境界は細胞外環境に依存し
て決定されることが示されてきた。複数の感
覚ニューロン受容野が隣接して存在すると
きには、受容野境界は個々の受容野を形成す
る樹状突起の突起間反発作用により決定さ
れ、境界は受容野が互いに重なり合わないよ
うに形成される。一方で、隣接する感覚ニュ
ーロン受容野が存在しないときにも、受容野
は適切な領域にのみ形成されるが、受容野境
界が決定される分子・細胞メカニズムは分か
っていない。 
研究代表者はこれまでに、細胞外環境に着
目して樹状突起がつくる受容野の形態決定
メカニズムを追究してきた (Yasunaga et al., 
Dev. Cell (2010) 18: 621-632)。ショウジョウバ
エの成虫期感覚ニューロンをモデルとして
選び、以前には困難であった生体内の樹状突
起ダイナミクスのイメージング法を確立し
た。研究代表者は、感覚ニューロンの受容野
が表皮細胞性のうろこ様組織である腹板へ
向かって成長するが、その手前で停止し、境
界を完成させることを発見した（図 1）。さら
に、境界形成に必要な分子として、分泌因子
Wnt ファミリーの１つ Wnt5 と細胞表面受容
体 receptor related to tyrosine kinase (Ryk)を同
定した。感覚ニューロンに対するレスキュー
実験により、Ryk は感覚ニューロンで機能す
るが、Wnt5 は細胞非自律的に機能すること
が示唆された。これらの結果を発展させるこ
とで、細胞外環境による受容野境界決定の新
規メカニズムに迫ることが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ショウジョウバエ感覚ニュー
ロンをモデルとして使用し、主としてライブ
イメージング、免疫組織染色、組織解剖学、
遺伝学的解析、RNAi の方法を融合させるこ
とにより、樹状突起の受容野境界が細胞外環
境によって決定される分子・細胞メカニズム
を明らかにすることを目的とする。具体的に
は、以下の３つの研究計画を実施した。 
（1）受容野境界形成を制御する分泌因子
Wnt5のダイナミックな役割の解明 

ライブイメージング及び蛍光プローブ技
術を駆使することにより、受容野境界決定時
の Wnt5 ダイナミクスを発現及び分布につい
て時空間的に明らかにする。一方、変異体を
用いた解析により、どの細胞外マトリックス
分子が Wnt5 ダイナミクスの調節に重要なの
かを明らかにする。これらの結果を統合する
ことにより、Wnt5 がどのようなメカニズム
により受容野境界の決定に貢献しているか
を明らかにする。 
（2）受容野境界決定において樹状突起の振
るまいを制御するメカニズムの解明 

Wnt5 及び Ryk 変異体解析により、受容野
境界近傍における樹状突起の振るまいがこ
れらの分子によってどのように制御される
かを明らかにする。また、遺伝学的手法を用
いて Wnt5 を強制発現させることにより、受
容野境界決定シグナルとして機能する
Wnt5/Rykが樹状突起に対して誘引・反発いず
れの作用を示すかを明らかにする。一方、Ryk
の樹状突起内分布を解析することにより、
Ryk機能部位についての情報を得る。 

 

 
 
（3）受容野境界決定シグナルを伝達する受
容体下流の細胞内分子ネットワークの解明 

RNAi 法を利用したハエ全遺伝子の網羅的
スクリーニングにより、受容野境界の形成に
おいて必要な細胞内分子群を同定する。同定
された遺伝子を機能的に分類するために、
Ryk、細胞骨格、代表的な細胞内シグナル経
路などに対するそれらの相互作用を解析す
る。同定された分子群の解析結果をもとにし
て、受容野の境界形成を制御する分子間ネッ
トワークを明らかにする。 

 

図１ ショウジョウバエ感覚ニュー
ロン樹状突起によって形成される受
容野。破線に囲まれた領域が受容野境
界である。野生型において受容野は境
界より背側の領域に形成される（左）。
一方 Wnt5 変異体では、受容野が境界
を越えて拡大している（右）。下段は
上段の模式図。 
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３．研究の方法 
（1）受容野境界形成を制御する分泌因子
Wnt5のダイナミックな役割の解明 
研究代表者はこれまでの研究から、①受容
野は腹側表皮に位置する腹板へ向かって成
長するが、その手前で停止し境界を完成させ
ること、さらに②受容野境界決定が分泌因子
Wnt5に依存することを発見した。Wnt5変異
体では、受容野が腹板上にまで拡大してしま
う。しかし、どのようにして Wnt5 が受容野
境界決定における樹状突起の振るまいを制
御するかは不明である。本研究では、受容野
境界決定においてWnt5が「いつ」「どこで」
作用するかを明らかにするために、Wnt5 の
発現・分布の時間変化を詳細にイメージング
する。 
 具体的には、Wnt5 発現細胞を同定するた
めに、抗体による免疫組織染色をおこなった。
並行して、Wnt5 発現を再現するレポーター
系統（Wnt5-EGFP 系統）を作製し、Wnt5 発
現の時空間的変化を詳細にイメージングし
た。 
 
（2）受容野境界決定において樹状突起の振
るまいを制御するメカニズムの解明 
分泌因子 Wnt5 に対する細胞表面受容体の
１つとして receptor related to tyrosine kinase 
(Ryk)が同定されている。研究代表者はこれま
での研究から、感覚ニューロンの受容野境界
決定が Ryk に依存することを発見した。Ryk
変異体では、Wnt5 変異体と同様に受容野が
腹板上にまで拡大してしまう。さらにレスキ
ュー実験から、Ryk が感覚ニューロンにおい
て細胞自律的に機能する可能性を見出して
いる。しかし、受容野境界が決定されるとき
に、Wnt5と Rykが樹状突起の振るまいを「ど
のように」制御するかは不明である。本研究
では、受容野境界決定における樹状突起の振
るまいを制御する分子・細胞メカニズムを明
らかにするために、Wnt5 と Ryk を対象とす
る遺伝学的操作を施して樹状突起の振るま
いを詳細に解析する。 
具体的には、ライブイメージングを用いて
野生型とWnt5及び Ryk変異体の樹状突起を
比較解析した。これにより、Wnt5 と Ryk が
どのようにして退縮・方向転換などの受容野
境界近傍における樹状突起の振るまいを制
御するかを解明する。 
 
（3）受容野境界決定シグナルを伝達する受
容体下流の細胞内分子ネットワークの解明 
研究代表者はこれまでの研究から、受容野
境界の決定には分泌因子 Wnt5 と感覚ニュー
ロン中の受容体Rykが要求されることを明ら
かにしている。Ryk は何らかの細胞内シグナ
ル伝達経路を活性化し、局所的な細胞骨格系
を変化させ、樹状突起の形態を制御すると考
えられているが、その分子実体は不明な点が
多い。本研究では、受容体 Rykの下流におい
て、どのような細胞内分子ネットワークが受

容野境界決定における樹状突起の形態変化
を制御するかについて明らかにするために、
全遺伝子の網羅的スクリーニングを実施す
る。 
感覚ニューロン特異的に全遺伝子の機能
破壊をするために誘導型 RNAiを利用した。
誘導型 RNAiは非常に簡便なため、網羅的探
索に適している。ここでは Dishevelledといっ
た種々の Wnt シグナルに関与する遺伝子を
優先的に検証した。これと並行して、Src 
kinase などの細胞内シグナル分子やアクチン
などの細胞骨格分子との相互作用に着目し
て単離された遺伝子を解析した。最終的に、
同定された遺伝子群の解析により、受容野境
界決定を制御する分子間ネットワークを同
定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）受容野境界形成を制御する分泌因子
Wnt5のダイナミックな役割の解明 
受容野境界決定において分泌因子 Wnt5 が
「どこで」作用するかを明らかにするために、
境界が決まる時期のショウジョウバエを抗
Wnt5抗体により免疫組織染色した。しかし、
受容野とその周辺組織では、Wnt5 を検出す
ることはできなかった。その原因としてWnt5
発現が検出下限以下であること、また、抗体
が免疫組織染色に適していないことが想定
される。そこで、並行して作製した
Wnt5-EGFP系統を用いてWnt5発現細胞を調
べた。すると、Wnt5 が受容野境界部分の表
皮細胞に局所的な発現をすることが分かっ
た。この結果より、Wnt5 は受容野境界で局
所的に機能することが示唆された。 
次に、Wnt5 が「いつ」機能するかを調べ
るために、上記と同じレポーター系統を様々
な発生タイミングで解析した。Wnt5 は受容
野境界形成前から形成されるタイミングま
で境界部分で持続的に発現し続けるが、受容
野境界形成後にその発現が低下することが
分かった。したがって、Wnt5 は拡大する受
容野を適切なサイズで止めるときに必要で
あるが、完成後の受容野サイズを維持すると
きには不要になると考えられる。 
 
（2）受容野境界決定において樹状突起の振
るまいを制御するメカニズムの解明 
最初に、樹状突起の振るまいを経時的にラ
イブイメージングするシステムを確立した。
このシステムを利用して野生型の樹状突起
の振るまいをイメージングした結果、突起伸
長が境界近傍で有意に低下することが分か
った。次に、同じ条件下で Wnt5 変異体を解
析したところ、突起伸長が低下することはな
かった。そのため、樹状突起は境界を越えて
伸長してしまっていた。これらの結果より、
受容野境界が形成されるときには、樹状突起
の伸長が止まることにより、適切なサイズの
受容野が形成されることが明らかになった。



さらに、Wnt5 がこの伸長低下を制御してい
る可能性が高い。現在、Ryk 変異体と Wnt5
変異体との比較解析を進めており、その結果
を本研究と統合する予定である。 
 
（3）受容野境界決定シグナルを伝達する受
容体下流の細胞内分子ネットワークの解明 
ショウジョウバエの Wnt シグナルに関係
することが知られている約５０遺伝子につ
いて RNAiスクリーニングを実施した。この
中には、細胞表面分子や細胞内エフェクター
分子などが含まれる。しかし、有望な候補遺
伝子の発見には至らなかった。その原因とし
て、主に RNAiの遺伝子破壊効率が不十分な
ことが考えられるが、一方で未知の経路が受
容野形成を制御する可能性も否定できない。 
次に、細胞骨格系を制御する遺伝子である
低分子量 GTPアーゼとその調節分子 GAPと
GEFに着目した。その結果、候補として４遺
伝子が見つけ出され、最終的に GEF分子 trio
が同定された。trio のクローン解析と遺伝学
的相互作用解析をおこない、trioがWnt5及び
Ryk と同一経路で機能することを示唆するデ
ータを得た。本研究により同定された trioを
足掛かりとして、Wnt5/Rykの下流で機能する
分子ネットワークの全容解明を進めている。 
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