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研究成果の概要（和文）：WntLRP5/6はカルシウム代謝や糖、脂質の代謝調節を担うことが明らかにされている。本研
究は、精製Wntを用いて、種々の代謝系やエイジングにおける役割を明らかにすることを目的としている。Wntは疎水性
が高く、界面活性剤なしで精製することは極めて困難である。内在性Wntを除去した培地や無血清培地を用いて、Wnt3a
とWnt4、Wnt5aを高度に精製し、分子量3万9千の単量体以外の複数のWnt分子種が存在することを明らかにした。また、
Wntの標的たんぱく質も精製し、同定した。精製したWntと標的たんぱく質を用いて、細胞と個体レベルで、Wntが代謝
やエイジングに及ぼす影響を解析した。

研究成果の概要（英文）： Wnt and its corecptors, low density lipoprotein receptor related proteins 
(LRP5/6),play a key role in the metabolism of calcium, glucose and lipids. Mutations in LRP5 cause 
osteoporosis psudoglioma (OPPG) in humans, whereas rare point mutation in LRP6 leads to autosomal 
dominant atherosclerosis, combined hyperlipidemia, and fatty liver disease. To study the effects of wnts 
in lipid and glucose metabolism and aging related diseases, wnt3a, wnt4 and wnt5a proteins are 
overexpressed in HEK293 cells using wnt-depleted medium or chemically defined serum-free medium, and 
purified without using detergents. The purified wnt proteins appeared as several protein bands ranging at 
39-80 kDa, suggesting the presence of molecular variants. In addition, I also purified and identified a 
wnt-induced protein. The effects of purified wnt proteins and its induced protein on cell-proliferation 
and glucose metabolism were examined. Animal studies on the effects of these proteins are underway.

研究分野： 総合領域

キーワード： エネルギー代謝
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１．研究開始当初の背景 
（１）カロリー制限は酵母をはじめ、線虫や

マウス、霊長類などの生物の寿命を延ばすこ

とが広く認められている。これに対し、過剰

カロリーの摂取と運動不足が起因するメタ

ボリックシンドロームは、インスリン感受性

を低下させ、２型糖尿病や動脈硬化症のリス

クを高め、超高齢社会の深刻な問題となって

いる。申請者らは低密度リポたんぱく質レセ

プター類似たんぱく質（LRP）の１つである

LRP5 を欠損したマウスを作製し、LRP5 の

欠損が骨粗しょう症や、高脂血症、インスリ

ン感受性に大きな影響を与え、LRP5 がカロ

リーバランスやエイジングに関与し、動脈硬

化や骨粗しょう症、２型糖尿病の発症のリス

クを調節している可能性を示した（引用文献

①、②）。 

（２）その後、ヒトの LRP6 の変異が明らか

にされ、LRP6 が家族性複合型高脂血症の原

因で、脂肪肝や動脈硬化も併発することが示

された。さらに、組換え型の Wnt3a の投与

により、LRP6 変異により引き起こされた高

脂血症が改善することが示された（引用文献

③、④）。このように、Wnt とその共役レセ

プターである LRP5/6 は体内のカルシウムや

糖、脂質代謝の調節に重要であることが示さ

れ、Wnt 投与の有効性も明らかにされたが、

現在まで精製された Wnt は界面活性剤を用

いて精製されたもので、必ずしも動物やヒト

に対して安全で有効とは言えず、界面活性剤

なしの精製標品が必要とされた。 

 
２．研究の目的 
（１）Wnt たんぱく質はパルミチン酸により

修飾を受けるために、疎水性が高く（引用文

献⑤）、さらに凝集能が高く、界面活性剤な

しで精製することは極めて困難であった。本

研究では、Wnt たんぱく質を界面活性剤なし

で精製し、その効果を細胞と個体レベルで明

らかにすることを目的とした。 

（２）LRP5 と LRP6 の異常により、カルシ

ウムや糖、脂質代謝の調節が障害されること

が示され、さらに Wnt3a により改善するこ

とも明らかになったが、現在までに有効性が

示されたのは Wnt3a のみで、他の Wnt の有

効性は不明である。Wnt3a 以外の Wnt の効

果についても、明らかにする必要があり、

Wnt4 と Wnt5a も同様に界面活性剤なしで

精製し、その性質と機能を比較することも目

的とした。 

（３）Wnt はβカテニンの安定化を伴うカノ

ニカル経路と、伴わない非カノニカル経路が

知られている。LRP5/6 の機能が変異動物や

遺伝子変異の解析で明らかにされたが、

Wnt3a に代表されるカノニカル経路以外の

経路については不明な点が多い。遺伝子導入

以外の方法で、Wnt の機能を明らかにするた

めに、精製たんぱく質の調製が重要である。 
 
３．研究の方法 
（１）Wnt の発現。HEK293 細胞に Wnt を

多量発現させるために、内在性のリボソーム

エントリーサイト(IRES)を有するベクター

に Wnt3a, Wnt4, Wnt5a をそれぞれ組込み、

細胞に導入し、薬剤耐性の多量発現株を得た。 

（２）Wnt の精製。最初に無血清発現システ

ムであるフリースタイル培養系を用いたが、

接着細胞に比べ、Wnt の発現量が低く、また

100,000 X g で沈降してしまうために、培地

中の主たる Wnt はエキソゾームに存在する

ものと示唆された（引用文献⑥）。その後、

接着培養系で細胞を培養したが、血清に内在

的に存在する Wnt たんぱく質の存在に気づ

き、内在性 Wnt 除去を試み、Wnt を効率よ

く吸着する樹脂を除いた Wnt 除去培地を用

いて精製材料とした。複数のイオン交換カラ

ム、疎水性カラムなどを用いて、Wnt を精製

した。さらに、化学組成の明確な無血清培地

の条件検討を行い, HEK293 細胞を無血清で

培養することに成功し、この培地からも同様

に精製した。 

（３）細胞系での機能解析。精製 Wnt を用



い、細胞内のβカテニンの安定性や、糖代謝

や細胞増殖に与える影響などを解析した。 

（４）動物実験。代表的肥満マウスである

KKay マウスに精製 Wnt を腹腔内投与し、血

糖や血中脂質などに与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 

（１）Wnt の発現と発現培地の調製。IRES

ベクターに代表的WntであるWnt3a, Wnt4, 

Wnt5a を組み入れ、多量発現細胞を得た。

HEK293F 細胞と無血清の培地であるフリー

スタイル 293 培地を用いて Wnt 発現細胞を

浮遊培養した。無血清浮遊培養は接着培養に

比べ、発現量も少なく、培地中の Wnt の多

くは 100,000 X g の遠心により沈降した。こ

のことは、Wnt がエキソゾームとして細胞外

に存在することを示唆した（引用文献⑥）。

また、しょ糖密度勾配による沈降でも同様な

結果が得られた。無血清による浮遊培養に比

べ、接着培養で得られた Wnt は 100,000 X g

の上清に留まり、これを精製に用いた。牛胎

児血清には検出可能な程度の Wnt が存在す

るために、この内在性の Wnt を除去するこ

とを試み、Wnt を効率的に吸着する樹脂を用

いた Wnt 除去培地で細胞を培養し、精製に

供した。さらに、無血清培地の条件検討を行

い、Wnt 発現細胞の完全無血清培養に成功し

た。 

（２）Wnt の精製。Wnt 除去培地と無血清

培地より Wnt3a, Wnt4, Wnt5a の精製を可

能にした。精製は、各種イオンクロマトグラ

フィー、アフィニティークロマトグラフィー、

疎水クロマトグラフィーの数種のクロマト

グラフィーの組み合わせにより行った。精製

Wnt の主要分子量は 39 KDa で、このバンド

以外に複数のバンドが検出され、抗体により

認識された。このことは糖鎖修飾などによる

複数の分子種が存在することを示唆する。精

製たんぱく質は極めて疎水性が高く、強力な

疎水性クロマトグラフィーを用いると、溶出

できなかった。また、透析膜や限外ろ過膜に

強力に吸着する性質を持つために、これらの

操作はできなかった。このために、精製標本

の評価は困難を極めた。精製 Wnt の生物活

性は主として、マウス L 細胞を用いてβカテ

ニンの安定性をウエスタンブロットで確認

した。また、グルコースの細胞内への取り込

みや、細胞増殖についても検討した。 

（３）Wnt により誘導されるたんぱく質の精

製と同定。Wnt を発現させると様々な細胞応

答が起こることが明らかである。Wnt 精製過

程で、最も顕著に誘導されるたんぱく質を見

いだし、これを精製し、同定することができ

た。このたんぱく質は Wnt の機能発揮のた

めに重要と考えられ、現在、その機能解析や

性質や Wnt 機能との関連を明らかにしてい

る。 

（４）動物実験。Go, G-W らは LRP６ミュ

ータントマウスを作製し、ヒト同様に高脂血

症を発症することを示した。このミュータン

トマウスに組換え体 Wnt3a を投与すると高

脂血症が改善することも示し、個体レベルで

Wnt の有効性を示した。本研究では、界面活

性剤なしで Wnt を精製することを可能にし、

種々の加齢疾患動物に投与することも可能

となった。この動物実験は現在進行中で、結

果が得られ次第公表する予定である。また、

Wnt に誘導されるたんぱく質の細胞と個体

レベルの機能解析も進行中で、Wnt シグナリ

ングの標的の役割の解明が可能となった。 
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