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研究成果の概要（和文）：　動物の組織を形成する上で、組織を構成する細胞は、適切な形態を取り秩序を持っ
て配列する必要がある。こうした細胞の振る舞いは、細胞極性により決定される事が知られている。細胞極性の
形成が障害されると、組織の異形成を伴い、様々な疾患の発症に繋がります。また、細胞極性の維持は、組織の
恒常性の維持に必要であり、破綻すると発がんやがんの悪性化の要因となる。
　私共はゲノム編集技術を用いて解析対象のタンパク質を生体内で可視化し、これまでの実験手法では解析が出
来なかった、タンパク質が有する細胞内での本来の動きや局在を解析した。その結果として、細胞極性を調節す
る新しい制御システムの解明に成功した。

研究成果の概要（英文）： Wnt5a signaling through a β-catenin-independent pathway promotes 
microtubule (MT) remodeling during cell-substrate adhesion, cell migration, and planer cell polarity
 (PCP) formation, all of which are essential features of tissue morphogenesis. Although Wnt5a 
signaling and MT remodeling are known to form an interdependent regulatory loop, the underlying 
mechanism remains unknown. Here we show that Map7/7D1 cooperate with Kif5b to coordinate a feedback 
loop between Dvl dynamics and MT remodeling in the Wnt5a signaling pathway, and that the role of 
Map7/7D1 family proteins in Dvl/Dsh localization is evolutionarily conserved.
 As a methodological highlight, we adapted a CRISPR-Cas9-mediated genome editing technology to 
generate knock-in HeLa cells and fly strains. As the overexpression of Map7/7D1 family proteins is 
reported to induce aberrant MT bundling, this strategy allowed us to reliably analyze behaviors of 
endogenous Map7/7D1 family proteins in cells and tissues.

研究分野： 細胞生物学、分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞極性の形成・維持機構は、動物発生に

おける組織や器官形成に必須である。また、
細胞極性の形成・維持が障害されると、
組織・器官の異形成により様々な疾患の
発症に繋がる。細胞極性の形成・維持には、
細胞骨格（アクチンフィラメント・中間径フ
ィラメント・微小管）による細胞の形態維持、
及び、細胞骨格を介した細胞内での物質輸送
等の関与が知られている（Woodham, E.F. & 
Machesky, L.M., Curr. Opin. Cell Biol., 
2014.）。私共は、細胞極性の形成・維持に重
要な役割を果たす細胞骨格の中でも特に、微
小管に着目し、微小管動態と細胞極性の連関
について解析を進めてきた（Kikuchi, K. et 
al., EMBO J., 2010.; Fumoto, K.#, Kikuchi, 
K.# et al., J. Cell Sci., 2012.）。 

私共はこれまでの研究過程から、微小管動
態と Wnt5aシグナル経路との連関に着目した。
Wnt5a シグナル経路は、Wnt シグナル経路の
ひとつであるβ-Catenin 非依存性経路に分
類され、細胞骨格の動態制御を介して、細胞
運動時における前後極性、上皮組織を構成す
る上皮細胞の平面内細胞極性（Planar cell 
polarity; 以降、PCP）の形成・維持に関与
する（Kikuchi, A. et al., Acta Physiol., 
2012.）。一方で、Wnt5a シグナル経路・構成
因子群の局在が微小管動態により制御され
る事から（Matsumoto, S. et al., EMBO J., 
2010.; Fumoto, K.#, Kikuchi, K.# et al., J. 
Cell Sci., 2012.）、微小管が何らかの形で
Wnt5a からのシグナル伝達を介在する可能性
が考えられてきた。則ち、上記の知見は、
Wnt5a シグナル経路と微小管動態が相互に制
御し合う可能性を示唆しているが、その制御
メカニズムに関与する分子が未同定であっ
た事から、その詳細は判然としなかった。 

私共は、「微小管に結合するタンパク質が
Wnt5a シグナル経路－微小管動態の相互依存
性の制御メカニズムの鍵になる」という仮説
を立てた。そして、ヒト子宮頸がん由来・HeLa
細胞が Wnt5aを発現し、それに応答して細胞
接着・運動が制御されるという特性を利用し、
私共がプロテオミクス解析によって網羅的
に同定した新規微小管結合タンパク質群
（Sakamoto, T. et al., Genes Cells, 2008.）
を対象に、細胞接着・運動能を指標とした
siRNA ライブラリーによる表現型スクリーニ
ングによって、Wnt5a シグナル経路に関与す
る候補分子の探索を行った。 
 

２．研究の目的 
 私共は、本研究の開始までに微小管結合タ
ンパク質である Map7 とそのパラログ Map7D1
（以降、纏めて Map7/7D1）が、細胞極性の形
成に関与する Wnt5aシグナル経路で機能する
可能性を見出した。従って、本研究の目的は
「Map7/7D1が如何にして Wnt5aシグナル経路
－微小管動態の相互依存性制御メカニズム
に関与するか？」という問いを明らかにする

事である。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するため、以下の研究
方法に従って研究を推進した。特に、ゲノム
編集技術（CRISPR-Cas9 システム）によって
ノックイン細胞・ハエを樹立し、これまでの
解析手法では明らかに出来なかった、タンパ
ク質が有する細胞内での本来の動きや局在
を解析した。 
① Map7/7D1 による Wnt5a シグナル－微小管

動態の相互生存性制御メカニズムの解明 
 HeLa細胞において、Wnt5a シグナル経路は
微小管やアクチン骨格のリモデリングを誘
導し、細胞接着・運動を制御する。Map7/7D1
が Wnt5aシグナル経路で機能する可能性を検
討すべく、まず初めに、Map7/7D1 ノックダウ
ンによる微小管やアクチン骨格のリモデリ
ングへの影響を確認した。また、Map7/7D1が
Wnt5a シグナル経路の構成分子と結合して、
Wnt5a シグナル経路－微小管動態をリンクす
る可能性を考え、Wnt5a シグナル経路の構成
分子で微小管動態に関わる分子である Dvlと
APCに着目して（Matsumoto, S. et al., EMBO 
J., 2010.; Fumoto, K.#, Kikuchi, K.# et al., 
J. Cell Sci., 2012.）、Map7/7D1 との関係性
を解析した。本項目の細胞生物学的解析は
HeLa細胞を用い、一部を除き、創傷により細
胞運動を誘導し、解析を行った。また、生化
学的解析によって、分子間の結合様式等を詳
細に解析した。 
 
② Map7/7D1 を介した平面内細胞極性の形成

メカニズムの解明 
 Wnt5a シグナル経路は PCP の形成にも関与
する。そこで、①の結果に基づき、Map7/7D1
が PCPの形成に関与するか否かを解析する事
にした。PCP を形成する培養細胞株は存在し
ないため、モデル生物の上皮組織を用いて解
析する必要がある。ここでは、PCP の研究分
野で広く用いられるショウジョウバエ・翅上
皮組織をモデルに PCP形成への寄与を検討し、
さらに、マウス・卵管上皮組織を用いた局在
解析により、生物種を超えた機能の保存性を
確認した。 
 
４．研究成果 
① Map7/7D1 による Wnt5a シグナル－微小管

動態の相互生存性制御メカニズムの解明 
本研究の開始までに、細胞接着・運動にお

いて Map7と Map7D1が機能重複する事を見出
したため、以降の解析は Map7/7D1 ダブルノ
ックダウン細胞（以降、Map7/7D1 ノックダウ
ン細胞）を用いて行った。 
 

 Map7/7D1 ノックダウンによる微小管やア
クチン骨格のリモデリングへの影響 
微小管結合タンパク質は微小管に結合す

る事により微小管を安定化する場合がある。
そこで、Map7/7D1ノックダウンによる微小管
の安定性への影響を評価すべく、アセチル化



チューブリン、及び、脱チロシン化チューブ
リンの量をコントロール細胞と比較したと
ころ、変化が見られなかった。これまでに、
Map7の過剰発現により微小管の束化（＝過剰
な微小管の安定化）が誘導される事が報告さ
れていたが（Masson, D. & Kreis, T.E., J. 
Cell Biol., 1993.）、内在性の Map7/7D1 は
微小管を直接的に安定化する分子ではない
事が分かった。 
次に、Map7/7D1ノックダウンによる微小管

の配向性への影響を評価した。コントロール
細胞では、創傷により細胞運動を誘導すると、
運動方向の先導端に向かって微小管が配向
する。一方で、Map7/7D1ノックダウン細胞で
は配向の異常が認められた。また、EB1-EGFP
を用いて、先導端・細胞表層近傍における微
小管の伸長速度・方向を解析したところ、
Map7/7D1 ノックダウン細胞では、微小管の伸
長速度は変化しないものの、伸長方向がラン
ダムになる事がわかった。則ち、Map7/7D1ノ
ックダウンによる微小管の配向異常は先導
端・細胞表層への微小管のターゲティング異
常に起因し、Map7/7D1は微小管のターゲティ
ングに関与する分子である事がわかった。 
微小管のターゲティング異常はしばしば、

アクチン骨格のリモデリングや接着斑のタ
ーンオーバーに影響する。そこで、Map7/7D1
ノックダウンによるアクチン骨格のリモデ
リングと接着斑のターンオーバーへの影響
を評価した。Map7/7D1ノックダウン細胞では、
微小管のターゲティング異常と相関して、先
導端・細胞表層におけるフィロポディア形成
の減少と接着斑のターンオーバーの遅延が
認められた。さらに、細胞接着時においても
Map7/7D1 ノックダウンにより同様の影響（微
小管・ターゲティングの異常、アクチン骨
格・リモデリングの異常、接着斑・ターンオ
ーバーの遅延）が認められた。以上の結果か
ら、Map7/7D1は、細胞接着・運動時における
細胞表層への微小管のターゲティングを制
御して、アクチン骨格のリモデリングや接着
斑のターンオーバーに関与する事が明らか
になった。 
 

 Map7/7D1 と Wnt5a シグナル経路の構成分
子との連関 
Map7/7D1 ノックダウンによる表現型は、

Wnt5a シグナル経路・構成因子群のノックダ
ウンによる表現型と非常に類似していたた
め、「Map7/7D1 が Wnt5a シグナル経路－微小
管動態の相互依存性の制御メカニズムの鍵
になる」と考えた。そこで、Wnt5a シグナル
経路・構成因子群の中で、微小管のリモデリ
ングに関与する分子である Dvl に着目し
（Matsumoto, S. et al., EMBO J., 2010.; 
Fumoto, K.#, Kikuchi, K.# et al., J. Cell 
Sci., 2012.）、Map7/7D1と Dvlの結合を検証
した。免疫沈降実験の結果から、Map7/7D1は
内在性レベルで Dvlと複合体を形成した。ま
た、欠失変異体を用いた共沈降実験や in 
vitro 結合実験の結果から、Map7 と Dvl は

Map7の 159-246アミノ酸の領域と Dvlの DEP
領域を介して結合する可能性が示唆された。
さらに、Dvlノックダウンにより Map7/7D1の
タンパク質量が減少した事から、Dvl は
Map7/7D1 と結合して、その安定性を保持する
のに寄与する事がわかった。 
Dvl の DEP 領域はこれまでの報告から、

Wnt3aシグナル経路を含むβ-Catenin依存性
経路、及び、Wnt5a シグナル経路を含むβ
-Catenin 非依存性経路の両者のシグナル伝
達に必要である事が明らかになっている（Yu, 
A. et al., Dev. Cell, 2007.; Nishita, M. 
et al., Mol. Cell. Biol., 2010.; Gammons, 
M.V. et al., J. Cell Sci., 2016.; Paclikova, 
P. et al., Mol. Cell. Biol., 2017.）。そ
こで、Map7/7D1が Wnt5aシグナル経路のみで
はなく、β-Catenin 依存性経路のひとつであ
る Wnt3aシグナル経路で機能するか否かを解
析した。培地中に精製 Wnt3a タンパク質を添
加すると、HeLa 細胞は Wnt3a に応答してβ
-Catenin が核内に蓄積し、AXIN2 の転写が上
昇する事が知られているが、Map7/7D1ノック
ダウンによる AXIN2の転写上昇への影響は認
められなかった。従って、Map7/7D1は Dvlの
DEP 領域を介して結合し、Wnt5a シグナル経
路特異的に機能する事が示唆された。 
 
 Map7/7D1 による Dvl の局在制御メカニズ

ム 
創傷により細胞運動を誘導すると、Dvl は

先導端・細胞表層に集積する（Matsumoto, S. 
et al., EMBO J., 2010.; Ishida-Takagishi, 
M. et al., Nat. Commun., 2012.）。Map7/7D1
は Dvl と直接的に結合し、Dvl ノックダウン
細胞と同様に、Map7/7D1ノックダウン細胞は
微小管のターゲティング異常を示す事から、
Map7/7D1が Dvlの局在化に関与する可能性を
考えた。そこで、まず初めに Map7/7D1 ノッ
クダウンによって、細胞運動時における Dvl
の 局 在 化 に 影 響 が み ら れ る か 否 か を
Dvl2-EGFPノックイン HeLa細胞を用いて解析
した（以降の Dvl の局在化解析はすべて、
Dvl2-EGFPノックイン HeLa細胞を用いて行っ
た）。コントロール細胞では、細胞運動を誘
導すると、Dvl2-EGFP が先導端・細胞表層に
集積したが、Map7/7D1ノックダウン細胞では
集積が大きく低下した。また、HeLa細胞では、
自身が発現する Wnt5aに応答して Dvlの細胞
表層への集積が一部の細胞で観察できるが、
培地中に精製 Wnt5aタンパク質を添加すると、
その集積が大きく促進される。そこで、精製
Wnt5a タンパク質の添加後の Dvl2-EGFP の細
胞表層への集積が Map7/7D1 ノックダウンに
より影響がみられるか否かを解析したとこ
ろ、コントロール細胞では 74.2%の細胞で
Dvl2-EGFP の集積が認められたが、Map7/7D1
ノックダウン細胞では、22.5%の細胞でのみ
しか集積が認められなかった。従って、
Map7/7D1が Dvlの局在化に関与する可能性が
示唆された。 
Map7/7D1 ノックダウンは微小管のターゲ



ティング異常によりアクチン骨格のリモデ
リングにも影響する。Dvl はこれまでの報告
から、アクチン分子に結合し（Capelluto, D.G. 
et al., Nature, 2002.）、アクチン骨格で形
成されるラメリポディアに集積する事が報
告されている（Matsumoto, S. et al., EMBO 
J., 2010.; Ishida-Takagishi, M. et al., 
Nat. Commun., 2012.）。従って、Map7/7D1 ノ
ックダウンによる Dvlの局在化の異常は間接
的な原因（＝ラメリポディアの形成不全）に
よる可能性が考えられた。そこで、Map7/7D1
による直接的な Dvlの局在化制御の可能性を
検証すべく、Map7/7D1ノックダウン細胞に活
性型 Rac1 を発現させて、強制的にラメリポ
ディアを形成させて、そのラメリポディアに
Dvl が集積するか否かを解析した。コントロ
ール細胞では、活性型 Rac1を発現させると、
ラメリポディアが形成され、ラメリポディア
に向かって、微小管が配向し、Dvl2-EGFP が
集積した。一方で、Dvl の集積に必須である
Wnt5a をノックダウンすると、活性型 Rac1 の
発現により、ラメリポディアの形成と微小管
の配向性はコントロール細胞と同様に確認
できたが、Dvl2-EGFP の集積は大きく低下し
ていた。Map7/7D1 ノックダウン細胞では、
Wnt5a ノックダウンと同様の結果が得られた。
則ち、Dvl の局在化に適した細胞骨格の構造
（ラメリポディアの形成と微小管の配向）を
誘導しても、Map7/7D1 ノックダウンにより
Dvl はラメリポディアに集積しなかったため、
Map7/7D1は直接的に Dvlの局在化を制御する
事が示唆された。 
これまでの報告から、Dvl は微小管結合タ

ンパク質である APC（Adenomatous polyposis 
coli）と結合して、微小管のターゲティング
に関与する事が報告されている（Matsumoto, 
S. et al., EMBO J., 2010.）。私共が同定し
た Map7/7D1も微小管結合タンパク質であり、
かつ、Dvl と結合し、微小管のターゲティン
グに必要であるので、Map7/7D1と APCの機能
の違いを検討した。APC ノックダウン細胞で
活性型 Rac1 を発現させたところ、Map7/7D1
ノックダウン・Wnt5a ノックダウン細胞とは
異なり、ラメリポディアの形成は観察された
が、微小管はラメリポディアに向かって配向
しなかった。また、Dvl ノックダウン細胞は
Map7/7D1 ノックダウン・Wnt5aノックダウン
細胞と同様の結果であった（ラメリポディア
の形成と微小管の配向が観察された）。これ
までの報告から、APCは Rac1の下流で機能し、
ラメリポディアへの微小管の捕捉に必要で
あり（ Watanabe, T. et al., Dev. Cell, 
2004.）、Wnt5aと Dvlは Rac1 の上流で機能す
る事が明らかになっている（Sato, A. et al., 
EMBO J., 2010.）。従って、活性型 Rac1を用
いた実験結果から、Map7/7D1 は APCとは異な
り、Wnt5aや Dvl と同様に Rac1の上流で機能
する分子であり、微小管の Dvlの局在化を制
御して、微小管のターゲティングに関与する
事が示唆された。 
 

 蛍光ライブイメージングによる Map7/7D1
の動態解析 
私共は、細胞運動を誘導すると、微小管上

の Map7/7D1 の局在パターンが変化する（顆
粒状になる）事を免疫染色法により見出した。
Map7/7D1 は過剰発現を行うと、微小管の束化
（＝過剰な微小管の安定化）を誘導し
（Masson, D. & Kreis, T.E., J. Cell Biol., 
1993.）、Map7/7D1本来の細胞内局在が観察で
きない。そこで、Map7-EGFP ノックイン HeLa
細胞を作製し、蛍光ライブイメージングによ
り Map7-EGFPの動態を解析した。細胞運動を
誘導すると、顆粒状の Map7-EGFP は先導端の
細胞表層方向、則ち、微小管プラス端方向に
移動する可能性を見出した。顆粒状の
Map7-EGFP は微小管プラス端のマーカーであ
る EB1とは共局在しなかった事から、微小管
に沿って微小管プラス端方向に移動してい
る事が示唆された。 
次に、Map7-EGFP の動態を光退色後蛍光回

復 法 （ Fluorescence recovery after 
photobleaching; FRAP）により詳細に解析し
た。細胞運動前・後で先導端・細胞表層にお
ける Map7-EGFP の動態を測定したところ、細
胞運動の誘導により、Map7-EGFP の動態が上
昇する事がわかった。また、この時に、
Map7-EGFP のシグナルは微小管マイナス端方
向から回復していく事がわかった。さらに、
細胞運動時における Map7-EGFP の動態が
Wnt5a シグナルに依存するか否かを解析した。
Wnt5a ノックダウン細胞では、コントロール
細胞と比較し、先導端・細胞表層における
Map7-EGFP の蛍光回復が遅延した。Wnt5a ノ
ックダウン細胞では、Map7/7D1ノックダウン
細胞と同様に、微小管伸長方向がランダムに
なったものの、微小管の伸長速度は変化しな
かったため、Map7-EGFP の蛍光回復の遅延は
微小管の伸長速度が低下した事によるもの
ではない事を、Map7-EGFP の微小管プラス端
方向への移動は Wnt5aからのシグナルに依存
する可能性が示唆された。 
 
 キネシン－１・Kif5b による Dvl の局在化

の制御 
これまでに、Map7がキネシン－1 のひとつ

である Kif5bの微小管上へのローディングに
関与する事が報告されている（Metzger, T. 
et al., Nature, 2012.）。 Kif5b は微小管マ
イナス端側で微小管上にローディングされ、
微小管に沿って微小管プラス端方向に移動
する。細胞運動時に Map7/7D1 は微小管に沿
って微小管プラス端方向に移動した事から、
Map7/7D1が Kif5bを微小管上にローディング
した後に、Kif5b と共に微小管上を移動する
可能性を考えた。そこで、Kif5b ノックダウ
ンによる Map7-EGFP の動態への影響を FRAP
により解析した。Kif5b ノックダウン細胞で
は、Wnt5a ノックダウン細胞と同様に、コン
トロール細胞と比較して先導端・細胞表層に
おける Map7-EGFPの蛍光回復が遅延した。従
って、Map7-EGFP の微小管プラス端方向への
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移動は Kif5bによって行われる可能性が示唆
された。さらに、Kif5b が Dvl の局在化に関
与するか否かを、活性型 Rac1 を用いた実験
系により確認した。活性型 Rac1 の発現によ
り、Kif5b ノックダウン細胞では、Map7/7D1
ノックダウン・Wnt5a ノックダウン細胞と同
様に、ラメリポディアの形成と微小管の配向
が観察されたが、Dvl-EGFPはラメリポディア
に集積しなかった。以上の結果から、
Kif5b-Map7/7D1 が微小管に沿って微小管プ
ラス端方向に移動し、Dvl を先導端・細胞表
層に輸送する可能性が示唆された。 

 
② Map7/7D1 を介した平面内細胞極性の形成

メカニズムの解明 
 ①の研究成果に基づき、Map7/7D1が PCPの
形成に関与するか否かを解析すべく、マウ
ス・卵管上皮組織とショウジョウバエ蛹・翅
上皮組織を用いた解析を実施した。PCP の形
成に関与する分子群の多くは、上皮組織を構
成する上皮細胞の近位（卵巣）－遠位（子宮）
軸に沿って、偏在化して局在化する事が知ら
れている。そこで、まず初めに、マウス・卵
管上皮組織の多繊毛上皮細胞における
Map7/7D1 の細胞内局在を免疫染色により解
析した。Map7/7D1 は共に、近位（卵巣）側に
偏在化して局在した。また、in vivo エレク
トロポレーションにより Map7-EGFP 及び
Map7D1-EGFP を多繊毛上皮細胞で発現させた
ところ、免疫染色と同様の結果が確認できた。
さらに、ショウジョウバエ Map7/7D1 ホモロ
グ Ensconsin（Ens）の局在化を Ens::EGFP ノ
ックインハエを作製し、蛹・翅上皮組織を用
いて解析した。Ens::EGFP は PCP 形成過程に
おいて、近位側に偏在化して局在した。従っ
て、 PCP を形成する上皮細胞において
Map7/7D1と Ensの局在化パターンが保存され
ている事が明らかになった。 
上記の局在解析の結果を踏まえ、Ensの PCP

への関与を解析する事にした。その前段とし
て、Ensがショウジョウバエ Dvlホモログ Dsh
と複合体を形成するか否かを解析した。共免
疫沈降実験により、Ens は Dsh と複合体を形
成する事が明らかになり、ショウジョウバエ
と哺乳類において、Map7/7D1/Ensと Dvl/Dsh
の結合が保存されている可能性が示唆され
た。次に、CRISPR-Cas9 システムを用いて、
ens 完全欠失変異体を作製した。ens ホモ完
全欠失変異体（以降、ens 変異体）は成虫に
なるまでに致死であったが、PCP の形成が観
察可能な時期までは発生が進んだため（蛹期
後期に致死）、蛹・翅上皮組織を用いて、PCP
の形成と Dsh の局在化を解析した。PCP の形
成を翅毛の方向性により確認したところ、
ens 変異体では、翅毛の方向性が大きく乱れ
たことから、Ens が PCP の形成に関与する事
が明らかになった。また、Dsh::EGFP を用い
て、PCP 形成過程における Dsh の局在化を確
認した。PCP 形成過程において、Dsh::EGFP
は遠位側の細胞表層に偏在化して局在する

が、ens 変異体では、その局在化が乱れ、顆
粒状の Dsh::EGFPのシグナルが細胞質内に認
められた。従って、Ens は PCP 形成過程にお
ける Dsh の局在化を制御し、PCP の形成に関
与する事が明らかになった。 
 
 本研究により、“組織を構成する細胞の形
態や配列を調節する新しい制御システム：
Wnt5a シグナル経路－微小管動態の相互依存
性制御メカニズム”が明らかになった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、ショウジョウバエを用いた解析により、
PCP 形成過程においても図の分子メカニズム
が保存されている可能性が示唆された。さら
に、局在化パターンや Dvl/Dshとの結合とい
った、Map7/7D1/Ens の細胞内での振る舞いや
性質が保存されていたことから、PCP 形成過
程における機能についても生物の種を超え
て広く保存されている可能性が示唆された。
以上の研究成果を纏めた論文が EMBO reports
誌に採択された。 
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