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研究成果の概要（和文）：DNAマイクロアレイ解析からIEC6細胞においてWnt3a/EGFにより協調的に発現誘導される標的
遺伝子P2Y2Rを同定した。IEC6細胞でP2Y2Rを発現抑制するとWnt3a/EGF依存的な管腔形成が抑制された。P2Y2Rは細胞外
領域にインテグリン結合RGD配列を有しており、P2Y2Rのインテグリン非結合変異体の発現は管腔形成を誘導しなかった
。また、αvβ3インテグリンの特異的阻害剤であるRGDFVによる接着阻害は、IEC6細胞に対してP2Y2Rの発現と同様の管
腔形成を誘導した。したがって、P2Y2Rはインテグリンと結合することによりIEC6細胞の管腔構造形成に関与すること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We used rat intestinal epithelial IEC6 cells to investigate tubulogenesis and we 
found that tubular formation was induced by a combination of Wnt3a and EGF signaling during 3D culture. 
Wnt3a and EGF induced the expression of the P2Y2 receptor, and knockdown of P2Y2R suppressed tubular 
formation. The Arg-Gly-Asp (RGD) sequence of P2Y2R has been shown to interact with integrins, and a P2Y2R 
mutant lacking integrin-binding activity was unable to induce tubular formation. P2Y2R expression 
inhibited the interaction between integrins and fibronectin. Inhibition of integrin and fibronectin 
binding by treatment with the cyclic RGD peptide and fibronectin knockdown induced tubular formation in 
the presence of EGF alone, but a fibronectin coat suppressed Wnt3a- and EGF-induced tubular formation. 
These results suggest that Wnt3a- and EGF-induced P2Y2R expression causes tubular formation by preventing 
the binding of integrins and fibronectin rather than by mediating nucleotide responses.
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１． 研究開始当初の背景 

小児外科領域では、囊胞性肺疾患や肺低形成

など、上皮管腔組織の形成異常が原因である

先天性疾患が少なくない。これらの疾患の発

生機序を理解し、治療に応用するためには、

上皮管腔組織形成制御の分子機構の解明が

欠かせない。近年、肺や気管支を含め、腎臓

や唾液腺などの上皮管腔組織における管腔

形成の分子機構が、Wnt シグナルの関与を含

め、明らかになりつつある。私共はこれまで

に Wnt3a が細胞外基質中において、上皮細

胞に対して分枝上皮管腔形成を誘導するこ

とを見出している。本研究では Wnt シグナ

ルと細胞外基質蛋白質の相互作用に焦点を

あて、Wnt シグナルによる上皮組織の管腔形

成制御機構を明らかにし、その異常による気

管無形成や肺低形成、分化異常による囊胞性

肺疾患などの原因および治療の開発を最終

的な研究の目的としている。 

 

２．研究の目的 

上皮管腔形成は、様々な臓器の発生において

必須の形態形成パターンである。近年、肺や

気管支を含め、腎臓や唾液腺などの上皮管腔

組織における管腔形成の分子機構が、Wnt シ

グナルの関与を含め、明らかになりつつある。

しかし、細胞が集団としてどのように組織や

臓器を協調的に形成するのか、その機能の詳

細は未だ明らかになっていない。私共はこれ

までにWnt3aとEGFが同時に作用すること

で細胞外基質中において、上皮細胞に対して

上皮分岐管腔形成を誘導することを見出し

ている。本研究では Wnt3a と EGF シグナル

による上皮組織の管腔形成制御機構を明ら

かにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

1)細胞外基質タンパクのマトリゲルを用い

た三次元基質培養環境下で、Wnt3a と EGF

（Wnt3a/EGF）の同時刺激は正常ラット腸管

上皮細胞（IEC6 細胞）の管腔形成を誘導する

ことを発見した。 IEC6 細胞において

Wnt3a/EGF 依存的に発現する標的遺伝子の 1

つとして細胞外ヌクレオチド（ATP/UTP）受

容体である P2Y2 receptor（P2Y2R）を同定し

た。 

2)IEC6細胞においてsiRNAを用いてP2Y2Rを

発現抑制するとWnt3a/EGF依存的な管腔形成

が抑制された。また P2Y2R の安定発現細胞株

（IEC6/P2Y2R-HA）を樹立したところ、発現抑

制 の 表 現 型 を 回 復 さ せ た 。 さ ら に 、

IEC6/P2Y2R-HA 細胞において EGF 単独存在下

で管腔形成が誘導された。 

3)リガンド（ATP と UTP）不応性変異体

（P2Y2R
R264L）を作製した。IEC6/P2Y2R

R264L細胞

は、IEC6/P2Y2R-HA 細胞と同様に P2Y2R の発現

抑制の表現型を回復した。この結果から、

IEC6細胞における上皮管腔形成にはP2Y2Rの

リガンド応答性は必要ではなかった。 

4)一方、P2Y2R は細胞外領域に RGD（ラットで

は QGD）配列を有しており、インテグリンと

相互作用することが知られていることから、

インテグリン非結合変異体（P2Y2R
D97E）を作

製した。IEC6/P2Y2R
D97E 細胞は、P2Y2R の発現

抑制の表現型を回復できなかった。さらに、

IEC6/P2Y2R
D97E細胞においてはEGF単独存在下

で管腔形成が誘導されなかった。これらの結

果から、IEC6 細胞において上皮管腔形成の誘

導にはインテグリンとの結合が必要である

ことが明らかになった。 

5)Proximity ligation assay (PLA)および免

疫沈降法を用いた生化学的解析により P2Y2R

は、インテグリンと RGD 配列を有する細胞外

基質であるフィブロネクチンとの相互作用

を抑制することを見出した。RGD ペプチドを

用いたインテグリン依存性細胞接着の抑制

は、P2Y2R の発現と同様に管腔形成を誘導し

たことから、P2Y2R は RGD 依存性細胞接着を

適切に抑制することで管腔形成を誘導する

と考えられた。 



6)IEC6細胞においてP2Y2Rの発現、またはRGD

ペプチドを用いたインテグリン依存性細胞

接着の阻害は IEC6 細胞の伸長形態変化を誘

導した。免疫染色法にて、伸長形態変化した

細胞において細胞増殖活性化因子である

YAP/TAZ が細胞質から核内へと移行し、管腔

形成にともなう細胞増殖が誘導されること

が明らかになった。 

 

４．研究成果 

本研究によって、IEC6 細胞における、P2Y2R

によるインテグリンとフィブロネクチンの

結合抑制を介したWnt3a/EGF誘導性上皮管腔

形成の新規制御機構を明らかにした。本研究

成果は、種々の管腔臓器における発生と再生

の仕組みの解明につながることが期待され

る。また、Wnt と EGF シグナルの異常活性化

にもとづく上皮管腔構造の破綻は種々のヒ

トがんにおいて認められることから、P2Y2R

の発現が発がんと関連する可能性があり、本

研究成果はがんの病態理解につながること

が期待される。 
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