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研究成果の概要（和文）：ラット正常腸管上皮細胞株IEC6においてWnt3aとEGFによって協調的に発現し、三次元基質内
での管腔形態形成を誘導する新規因子Arl4cを同定した。Arl4cは細胞骨格制御因子であるRacとRhoの活性を調節するこ
とで上皮細胞の伸長形態変化を誘導した。上皮細胞の形態変化は増殖制御因子YAP/TAZの核への移行を誘導して管腔形
成にともなう細胞増殖を活性化した。Arl4cは胎生期マウス腎臓の尿管芽先端部で強く発現しており、尿管上皮の分岐
管腔形成にも関与していた。さらに、Arl4cはヒト大腸がんおよび肺がんにおいて高頻度に高発現し、がんの運動・浸
潤能や腫瘍形成能に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Co-stimulation with Wnt3a and EGF induced development of tubes consisting of rat 
intestinal epithelial cells (IEC6) by inducing expression of Arl4c in three-dimensional culture. Arl4c 
expression resulted in cell morphological change (extension) through the activation of Rac and 
inactivation of Rho properly, which promoted cell growth by inducing nuclear translocation of YAP/TAZ in 
leading cells. Arl4c was expressed in ureteric bud tips in the embryonic kidney and regulated ureteric 
buds tubulogenesis. Furthermore, immunohistochemical analyses revealed that Arl4c was strongly expressed 
at high frequencies in tumor lesions of colorectal and lung cancers. Arl4c was involved in migration, 
invasion and proliferation capabilities both in vitro and in vivo.

研究分野： 分子細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
上皮細胞集団による分岐管腔形成は肺や

腎臓、腸管といった管腔臓器に加え、乳腺や
唾液腺、前立腺などの外分泌腺の発生におい
て必須の形態形成パターンである。上皮組織
は間質内で伸長と分岐を繰り返し、極性化す
ることで内腔を有した管腔構造を形成する。
分岐管腔形成には細胞機能を細胞外から制
御する増殖分化因子と細胞外基質（ECM）の
存在が必須である。上皮細胞集団は増殖分化
因子と細胞外基質からのシグナルによって
伸長先端部において動的に細胞形態を変化
させ、増殖しながら分岐や伸長のパターンを
決定していると考えられているが、それらの
具体的な制御メカニズムは不明である。ノッ
クアウトマウスを用いた解析から、複数の
Wnt リガンドが肺や腎臓、乳腺等の多くの管
腔臓器の形成に関与することは明らかであ
るが、Wnt シグナルが分岐管腔形成のどのよ
うなプロセスを制御しているのかについて
は不明である。 
正常管腔組織由来の上皮細胞を基底膜類

似の細胞外基質ゲル（マトリゲル）内で三次
元培養すると上皮細胞は凝集し、頂底極性と
内腔を有する球状の嚢胞（シスト）を形成す
る。しかし、シストはマトリゲル内で形態を
変えることなく増殖を停止し、分岐管腔構造
を形成しない。 
私共は最近、細胞外基質ゲル内のシストに

対してWnt3aやEGFを各々単独で作用させ
てもシストは形態を変化しなかったが、
Wnt3aとEGFを組み合わせて(Wnt3a/EGF)
作用させると分岐管腔構造が形成されるこ
とを見出している（図１）。上皮細胞は二次
元的なディッシュ上に播種すると接着後に
広く伸展して運動しながら活発に増殖する
が、基底膜基質内では伸展せずにコンパクト
な形態をとり運動および増殖しなかった。
Wnt3a と EGF を組み合わせて作用させると
シストを構成する上皮細胞は基底膜基質内
で局所的に細長く伸長した形態へと変化し、
形態変化した細胞は活発に移動・増殖を繰り
返し管腔構造を形成した。これらの結果は
Wnt シグナルと増殖因子である EGF シグナ
ルの協調による細胞形態と増殖制御を介し
た新たな分岐管腔形成機構の存在を示唆す

ると考えられる。 
 

２．研究の目的 
上皮細胞集団による分岐管腔組織形成は

肺や腎臓、腸管といった管腔臓器に加え、乳
腺や唾液腺、前立腺などの外分泌腺の発生に
おいて必須の形態形成パターンである。Wnt
蛋白質は形態形成因子として、多くの管腔臓
器の発生に関与することが明らかになって
いるが、その詳細な制御機構は不明である。
私共は、生理活性を有する 3 種類の Wnt 蛋
白質の精製に成功しており、その生理活性を
解析する過程で、Wnt3a が in vitro の三次元
基質内で培養上皮細胞に対して分岐管腔形
成を誘導することを見出した。この結果は
Wnt シグナルによる新たな上皮分岐管腔形
成の制御機構の存在を示唆するものである
と考えられる。そこで、本研究では、Wnt シ
グナルによる細胞形態調節および細胞増殖
制御に焦点をあてて、Wnt シグナルによる空
間的分岐管腔形成制御機構を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、上皮細胞の形態と増殖の関係

に着目し、増殖分化因子である Wnt と EGF が
基底膜基質中でどのようにして上皮管腔形
態形成を制御するのかという点を明らかに
するために、下記の方法で研究を遂行する。 
(1) Wnt3a および EGF シグナルの協調による
基底膜基質中での細胞形態制御の分子機構
の解析 
①Wnt3a/EGF シグナルによる協調的遺伝子発
現制御の解析 
DNA マイクロアレイを用いて Wnt3a/EGF の下
流で発現変動する標的因子の候補を同定す
る。候補因子について RNAi を用いた発現抑
制実験を行いWnt3a/EGF依存的な上皮伸長を
抑制するか否かを検討する。さらに候補因子
の過剰発現を行い上皮細胞伸長を誘導する
遺伝子を同定する。Wnt と EGF シグナルが標
的因子の発現を活性化する細胞内シグナル
メカニズムを明らかにする。 
②Wnt3a/EGF シグナルによる上皮形態伸長の
分子機構の解析 
上皮細胞の伸長変化に関わるアクトミオシ
ン系は上流で低分子量 G 蛋白質である RhoA
と Rhoキナーゼの活性によって制御されてい
る。そこで Wnt3a/EGF シグナルおよび①で同
定した標的因子が RhoA の活性に与える影響
を解析する。 
(2)上皮細胞形態が増殖を制御する分子機構
の解析 
①Wnt3a/EGF 依存的な上皮伸長と細胞増殖に
おける YAP/TAZ の役割についての解析 
細胞増殖活性化因子YAP/TAZが伸長部上皮特
異的に核内に局在することから、YAP/TAZ の
発現抑制または恒常的活性化型（非リン酸化
型）YAP が Wnt3a/EGF 依存性管腔形成に与え
る影響を検討する。 

図1. Wnt3a/EGFシグナルによる 
三次元基質内での上皮管腔形成 



②管腔形成にともなう細胞増殖における標
的因子を介した上皮形態伸長変化の役割の
解析 
同定した標的因子の過剰発現または発現抑
制が増殖活性化因子であるYAP/TAZの細胞内
局在に与える影響を検討する。また、Rho シ
グナルの適切な抑制による細胞伸長が
YAP/TAZ の局在に与える影響も同様に検討す
る。 
(3)マウス生体内での管腔形成における標的
因子シグナルの役割の解析 
胎生期マウスの組織標本を用いて、管腔形成
過程の臓器における同定した標的因子の発
現を免疫組織学的に検討する。発現を認めた
臓器について器官培養を行い、標的因子シグ
ナルの抑制が管腔形成に与える影響を検討
する。 
(4)上皮性悪性腫瘍における標的因子の発現
と腫瘍形成への関与の解析 
Wnt または EGF シグナルの過剰活性化が腫瘍
化に関与することが報告されているヒト大
腸がんおよび肺がん組織における標的因子
の発現を免疫組織学的に検討する。高発現を
認めたがん種の細胞株を用いて標的因子の
発現抑制が in vitro での細胞運動・浸潤能
や増殖能、または in vivoでの腫瘍形成能に
与える影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) Wnt3a および EGF シグナルの協調による
基底膜基質中での細胞形態制御の分子機構
の解析 
①Wnt3a/EGF シグナルによる協調的遺伝子発
現制御の解析 
 DNA マイクロアレイを用いた解析から、
Wnt3a および EGF の同時刺激によって強く発
現が誘導される標的遺伝子として Arl4c 
(ADP-ribosylation factor-like 4c)を同定
した（図 2）。Arl4c は Arf ファミリーに属す
る低分子量 Gタンパク質で、これまでにコレ
ステロールやトランスフェリンの細胞内輸
送に関与することが報告されているものの、
上皮形態や管腔形態形成への関与について
は全く報告されていない。IEC6 における
Arl4c の発現抑制は Wnt3a/EGF 依存的な管腔
形成を抑制し、過剰発現は EGF 単独存在下で

管腔形成を誘導した。Arl4c は Wnt3a/β-カ
テニンシグナルと EGF-Ras-MAPK シグナル依
存的に発現が誘導された。Wnt3a/EGF 刺激に
よってβ-カテニンシグナルの下流転写因子
Tcf-4 が Ras-MAPK シグナルの下流転写因子
Ets と複合体を形成し、Arl4c 遺伝子の Ets
結合領域にリクルートされる結果、ヒストン
のアセチル化が促進してArl4c遺子の転写が
活性化した（図 3）。 

②Wnt3a/EGF シグナルによる上皮形態伸長の
分子機構の解析 
 Arl4c の発現抑制は、Wnt3a/EGF 依存的な
上皮細胞伸長を抑制し、Arl4c の過剰発現は
EGF 存在下で上皮細胞の伸長変化を誘導した。
Arl4cは細胞骨格の制御に関わるArf6の活性
化因子 ARNO と結合し、Arf6 の活性化に関与
することが報告されている。IEC6 において
Arl4c は ARNO/Arf6 を介して細胞骨格制御因
子の Rac を活性化し、Rho を抑制する結果、
上皮細胞の伸長形態変化を誘導した（図 4）。 

(2)上皮細胞形態が増殖を制御する分子機構
の解析 
①Wnt3a/EGF 依存的な上皮伸長と細胞増殖に
おける YAP/TAZ の役割についての解析 
 Wnt3a/EGF 依存的に管腔形成する際には上
皮の伸長部において特異的に細胞増殖が活
性化していた（図 5）。増殖の活性化している
細胞は形態的な伸長変化を認めたので、細胞
の伸展や形態を感知して細胞増殖や分化を
制御するシグナルとして近年注目されてい
る YAP/TAZ の局在を検討した。その結果、基
底膜基質中で細胞の伸展が抑制された上皮

図 2. Wnt3a/EGF シグナルによる 
低分子量 G タンパク質 Arl4c の発現 

図 3. Wnt3a/EGF シグナルによる 
Arl4c の発現制御機構 

図 4. Arl4c による細胞骨格と 
上皮伸長形態制御の分子機構 
 



シストでは YAP/TAZ は細胞質に局在したが、
Wnt3a/EGF によって局所的に伸長した細胞で
は YAP/TAZ が核に局在していた（図 6)。
YAP/TAZ の発現抑制は Wnt3a/EGF 依存的な管
腔形成を強く抑制し、恒常活性型（非リン酸
化型）YAP 変異体の発現は管腔形成を促進し
たことから、YAP/TAZ が Wnt3a/EGF 依存的な
上皮形態変化による細胞増殖活性化に関与
していると考えられた。 

 
②管腔形成にともなう細胞増殖における標
的因子を介した上皮形態伸長変化の意義の
解析 
 標的因子 Arl4c を発現抑制したところ、
Wnt3a/EGF 依存的な上皮伸長と細胞増殖の活
性化が抑制された。また、Arl4c の発現抑制
により伸長部上皮でのYAP/TAZの核への局在
も消失した（図 7)。一方で、Arl4c の過剰発
現は上皮伸長をともなう管腔形成を誘導す
るが、この時伸長部上皮特異的に YAP/TAZ が
核に局在していた。さらに、阻害剤を用いた
適切なRhoシグナルの抑制による管腔形成に
おいても同様にYAP/TAZが核内への局在が認
められた。これらの結果から、Arl4c を介し
た Rho シグナルの抑制による細胞形態制御
（伸長）が YAP/TAZ の核へ局在を誘導する結
果、管腔形成にともなう細胞増殖が活性化さ
れることが明らかになった。 
(3)マウス生体内での管腔形成における標的
因子シグナルの役割の解析 
 多くの管腔臓器の器官形成期にあたる胎

生 15 日目マウス胎児における Arl4c の発現
を免疫組織学的に検討したところ、Arl4c は
腎臓原基の尿管芽先端部の上皮において強
く発現していた（図 8)。阻害剤を用いた解析
から、胎生期の腎臓原基において Arl4c は
Wnt-βカテニンシグナルと FGF-Ras-MAPK シ
グナルに依存して発現していた。尿管芽上皮
の管腔形成におけるArl4cの役割を明らかに
するために、増殖因子として FGF1 と GDNF に
加えて Wnt 活性化因子 R-spondin1 の添加に
よる尿管芽上皮単独の器官培養法を確立し
た。尿管芽上皮において Arl4c を発現抑制し
たところ、管腔形成が抑制されたことから、
胎生期腎臓における尿管上皮の管腔形成に
も Wnt/増殖因子-Arl4c シグナルが関与する
ことが明らかになった（図 9)。 

図 6. Wnt3a/EGF による上皮伸長部 
における YAP/TAZ の核への局在化 

図 5. Wnt3a/EGF による上皮伸長部 
における局所的細胞増殖の活性化 

図 7. Arl4c の発現抑制による Wnt3a/EGF 
依存性細胞増殖と YAP/TAZ の局在への影響 

図 8. マウス胎児腎臓原基の尿管芽 
先端部における Arl4c の発現 
 

図 9. Arl4c の発現抑制による 
尿管芽上皮管腔形成の抑制 
 



(4)上皮性悪性腫瘍における標的因子の発現
と腫瘍形成への関与の解析 
WntとEGF-Ras-MAPKシグナルの異常活性化は
各種ヒトがんの発がんおよび悪性化に密接
に関与することが知られている。管腔形成と
腫瘍形成の過程は、上皮が活発に増殖しなが
ら周囲の間質組織へと進展するという共通
点を有していることから、Arl4c のヒトがん
における発現を免疫組織学的に検討した。そ
の結果、肺(腺)がんでは約 7割、大腸がんで
も約 5割の症例で Arl4c が腫瘍細胞特異的に
高発現していた（図 10)。 

Arl4c が高発現しているがん細胞株において、
Arl4c は Wnt/β-カテニンおよび Ras-MAPK シ
グナルに依存して発現していた。また、Arl4c
の発現抑制を行うと、これらのがん細胞の運
動・浸潤能が抑制されるとともに、ヌードマ
ウス皮下における腫瘍形成能が著しく阻害
された（図 11)。これらの結果から、Wnt/増
殖因子-Arl4c シグナルの異常活性化が腫瘍
形成の過程にも関与するが明らかになり、
Arl4c がヒトがんにおいて有用な分子標的と
なりうる可能性を示すものである。 
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