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研究成果の概要（和文）：われわれは大腸筋繊維芽細胞由来の細胞培養液からWnt5a蛋白の一部である31個のア
ミノ酸からなるペプチド（Wnt5aペプチド）が、大腸上皮細胞の酪酸誘導性Hsp25発現を抑制することを発見して
きたが、そのメカニズムや役割に関して本研究を通して以下の結果を得た：
1)大腸上皮細胞のHSP25発現を抑制することによる細胞増殖促進作用を認め、それはβカテニンの核内移行を促
進することによる。2)マウスDSS腸炎からの回復期モデルで、Wnt5aペプチドを腹腔内投与すると腸炎による腸管
障害からの回復が促進された。
以上よりWnt5aペプチドがHsp25の発現抑制を介した大腸上皮の再生を促進することがわかった。

研究成果の概要（英文）： In this study, two key factors were identifed that have important and 
counterbalancing roles regulating intestinal epithelial growth processes: pericrypt 
myofbroblast-derived Wnt5a and the microbial metabolite butyrate. 
 Intracellular Hsp25 inhibited YAMC proliferation and YAMC cell proliferation were enhanced via 
reduction of Hsp25 under butyrate condition with myofibroblasts conditioned medium and MS analysis 
revealed that the factor in conditioned medium was Wnt5a, especially a part of full length of Wnt5a:
 Wnt5a peptide (36mer amino acid). Synthesized Wnt5a peptide also reduced butyrate induced Hsp25 and
 promoted proliferation via β-catenin nuclear translocation in YAMC. Wnt5a peptide treatment in DSS
 colitis recovery phase model showed the quick recover compared to control.
 We conclude that Wnt5a peptide has an activity to promote colonic epithelial proliferation via 
reduction of Hsp25 under butyrate condition.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
	 潰瘍性大腸炎やクローン病を代表とする
炎症性腸疾患（Inflammatory bowel disease：
以下 IBD）は原因不明の慢性再燃性消化管
炎症疾患である。近年、IBD の病態におけ
る免疫機構や腸内細菌の関与などが明らか
となっており、それらを標的とする様々な
治療が提唱されている。その治療効果の目
標は臨床的寛解ではなく、内視鏡的に確認
する「粘膜治癒」が重要であり粘膜治癒が得
られれば、臨床的寛解の維持、手術率の低下
につながることが示されている。IBD に対
しては近年多くの治療薬が臨床応用されて
おり、治療成績も向上しているが、同時に治
療抵抗性で手術を余儀なくされる症例も依
然として多く存在している。また本邦では
患者数が年々増加の一途をたどっており、
内科治療に抵抗性で手術にいたる症例も増
加している。したがって、既存の内科治療に
加え、粘膜治癒を促すことによる長期寛解
維持効果を発揮する治療の開発が急務であ
る。これまでのわれわれの検討で、IBD 患
者の活動期病変部腸管粘膜において、Wnt5a 
mRNA 発現が有意に上昇していることが分
かっている（Figure 1）。 

 

また、潰瘍性大腸炎患者において、その後の
治療で活動期から粘膜治癒に至り、寛解期
へと移行した症例は、病勢のコントロール

が不良で寛解に至らなかっ
た症例と比べ、有意に粘膜

での Wnt5a 発
現が上昇して
いた。また、基
礎検討として
大腸筋線維芽
細胞から分泌

される Wnt5aが、大腸上皮細胞における酪
酸誘導性 Hsp25 発現を著明に抑制すること
（Figure 2（A））、抑制を介して大腸上皮細
胞の増殖を促進してい
ることを明らかにして
きた（Figure 2（B））。
さらに、筋線維芽細胞由
来の細胞培養液を高速
液体クロマトグラフィ
ー（HPLC）によって分
離し、質量分析計で活性
成分の配列を分析した
結果、筋線維芽細胞から 

 
                   分泌され、

活 性 を 持
つWnt5aは
蛋 白 の 全
長 で は な

く、その一部、31個
のアミノ酸からな
るペプチド（Wnt5a
ペプチド）であるこ
とを発見した。 
    この Wnt5a ペ
プチドは容量依存
性に大腸上皮細胞
における酪酸誘導
性 Hsp25 を抑制し
（Figure 3）、wound 

healing assay によって創傷治癒を促進する
ことはすでに確認している（Figure 4） 
 
２．研究の目的 
Wnt5a が TGFβの経路を介して大腸の粘膜修
復に関与する報告はあるが、腸管上皮細胞の
創傷治癒効果に対する Wnt5aの直接的な作用
はこれまで報告がない。Wnt蛋白質は 17種以
上のサブタイプから形成され、β-catenin、Gタ
ンパク質、protein kinase C、Rho/Racなどの細
胞内シグナルを介して、形態形成、細胞増殖、
形質転換（癌化）に関与している。Wnt5aはこ
れまでβ-catenin 非依存的なシグナルを惹起
するとされてきたが、細胞種や状況により
様々な経路を賦活化することが報告されてお
り、その役割の全貌に関しては未だに明らか
になっていない。これまでの検討で、我々は
潰瘍性大腸炎における粘膜治癒を伴った臨床
的寛解と、大腸粘膜における Wnt5a発現に関
連があることを見出した。さらに、我々は
Wnt5a の一部であり、培養細胞において創傷
治癒効果を有している Wnt5aペプチドを同定
しているが、この Wnt5aペプチドの細胞内シ
グナル機構の詳細や動物実験をもとにした臨
床応用の可能性に関しては今後のさらなる詳
細な検討が必要である。 
	 以上、これまでの我々の研究成果と IBDの
実臨床における問題点をふまえ、損傷した腸
管粘膜の修復における Wnt5aペプチドの有用
性を、培養細胞および動物実験モデルを用い
て、将来的な臨床応用を目指したうえでの検
討をおこなうために本研究を企画した。 
	 本研究では、3 年間の研究期間内に以下の
点を明らかにしたい。 
（1）Wnt5aペプチドはどのような細胞内シグ
ナルを介して大腸上皮細胞の創傷治癒を促進
しているのか。 
（2）マウス腸炎惹起モデルにおいて、Wnt5a
ペプチドが創傷治癒効果を発揮するのか、そ
の機構は培養細胞モデルと同様なのか。さら
に長期飼育した場合の発癌などの安全性は担
保されるのか。 
（3）IBD患者の各種治療による腸管粘膜での
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Wnt5a発現とその治療効果との相関を検討。 
 
３．研究の方法 
（1）	 培養細胞を用いた基礎実験 
Wnt5aペプチドによる細胞内シグナル 
	 細胞増殖・創傷治癒に関しては β-catenin、
protein kinase C、Rhoを介した経路が報告され
ており、いずれも Wnt5a刺激によって誘導さ
れる可能性がある。細胞はシカゴ大学 Eugene 
B Chang 教授より供与された正常マウス大腸
上皮細胞（Young Adult Mouse Colonic epithelial 
cell: YAMC細胞）を用いて検討し、検討項目
は以下とする。 
・	 TOP FLASHおよび FOP FLASHを用いた

Wnt5aペプチドの細胞内転写誘導。 
・	 Wnt5a ペプチドを作用させた際の β-

catenin 核内移行、Protein kinase C 活性、
Rho活性。 

筋線維芽細胞におけるWnt5a誘導因子 
	 Wnt5a は筋線維芽細胞から分泌されること
が分かっているが、その内因性の Wnt5a発現
調節因子を検討する。筋線維芽細胞からの
Wnt5a 分泌促進因子候補として IL-1β、IL-6、
IL-10、IL-17、TNF-α、IFN-γなど、IBDの病態
に関与しているサイトカインを検討する。そ
れぞれの因子を筋線維芽細胞（Vanderbilt 
University Pericrypt Fibroblast: VUPF-1細胞：シ
カゴ大学 Eugene B Chang教授より供与）に作
用させた際のWnt5a mRNAを Real Time PCR
で、タンパク発現をWestern blotting法を用い
て検討する。 
（2）	 マウスを用いた動物実験 
DSS腸炎モデル 
	 3%DSS 水を 7 日間自由飲水させた後、
Wnt5aペプチド（10µg/body）を 7日間腹腔内
投与する。検討項目は以下とする。 
・	 体重、DAIの経時的な測定 
・	 腸管長の測定 
・	 腸管粘膜での TGF-β などの増殖因子、

Hsp25発現（mRNA、タンパク） 
 
（3）	 IBD患者の臨床検体を用いた検討 
	 京都府立医科大学消化器内科・内藤裕二准
教授の協力のもと、京都府立医科大学付属病
院にて患者の同意のもとに採取された病変部
粘膜を用いて検討する。対象疾患は既存の治
療で病勢のコントロールが不応である潰瘍性
大腸炎、クローン病患とし、新たにステロイ
ド、タクロリムス、抗 TNF-α抗体製剤のいず
れかを投与する患者を対象とする。治療前の
内視鏡検査で病変部より生検を施行し、Real 
Time PCR 法を用いて Wnt5a mRNA 発現を測
定する。治療後は経時的に粘膜における
Wnt5a 発現を測定し、その際の臨床スコア、
内視鏡スコアとの相関を検討する 
 
４．研究成果 
1) Wnt5a ペプチドによる細胞内シグナルの検
討：YAMC細胞にWnt5aペプチドを作用させ
たところ、TOPflash によって β カテニンの核

内移行が促進さ 
れ（Figure 6）、細
胞増殖アッセイ
では細胞増殖が
促進された。マウ
ス大腸への lenti 
virus を用いた
Hsp25 強制発現
は大腸上皮細胞
の増殖が抑制さ
れ、マウス大腸粘
膜下への Wnt5a 
siRNA 投与は大
腸 上 皮 細 胞 の
Hsp25 発現を増
加させると同時に増殖を抑制した。 
 
2) マウス腸炎モデルを用いた検討：マウス
DSS腸炎の回復期モデルにおいて、DSS投与
後の回復期に Wnt5aペプチドを投与すること
により、 マウ 
ス大腸
上皮細
胞 で の
Hsp25発
現 が 抑
制され、
腸 炎 か
ら の 回
復が早まり（Figure 7）、粘膜再生が促進された。 
 
3) ヒト大腸の検体を用いた検討：潰瘍性大腸
炎患者の大腸粘膜生検からのWnt5a mRNA発
現は、潰瘍性大腸炎の活動期で強く、回復と
ともに改善した。また、発現量が高い患者は
寛解期への移行率が高かった。ただ、症例数
は限られており、今後さらなる症例数の増加
による詳細な検討が必要であると考えられた。 
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and nuclear localization of β -catenin (Fig. S5a–c). We attributed these negative findings in this case to subtle dif-
ferences between the endogenous 36 mer and synthesized 31 mer Wnt-5a peptides that may affect FrzB binding.

Figure 4. Bioactivity resides in cleaved peptide fragment of Wnt-5a. (a) The bioactivity of conditioned media 
for inhibition of butyrate-induced Hsp25 expression in YAMC cells (CM) resides in the < 10 kDa Centricon 
filtrate (CR), but not in the > 10 kDa retentate (CR). Con – control YAMC cells that were not treated with 
conditioned media. (b) Based on tandem mass spectrometry analysis of the < 10 kDa fraction, the near full 
length Wnt-5a peptide sequence (aa241 to aa271) was synthesized (the underlined portion of this sequence 
indicates part of the epitope to which the Wnt-5a antibody was made). Shown by Western blot, the synthesized 
Wnt-5a peptide inhibited butyrate-stimulated Hsp25 protein expression in YAMC cells in a dose-related 
fashion. Hsc70 is shown as a loading control. (c) Western blots showing that the antibody to Wnt-5a (α -Wnt-5a) 
blocks the action of the Wnt-5a synthesized peptide on β -catenin nuclear translocation (upper panel) and 
butyrate-stimulated Hsp25 expression in YAMC cells (lower panel). Goat IgG was used as the non-immune 
serum control. Fractions were analyzed for GAPDH and histone H3 to assess purity of nuclear and cytoplasmic 
separation. (d) The Wnt-5a synthesized peptide activates β -catenin, demonstrated by TOPflash reporter activity, 
This activity is blocked by Wnt-5a antibody, but not by goat IgG. The negative control FOP Flash is presented 
for all four conditions. (e) The Wnt-5a synthesized peptide blocks butyrate-inhibited cellular proliferation of 
YAMC cells (measured by the 3H-thymidine incorporation). The actions of Wnt-5a synthesized peptide are 
blocked by anti-Wnt-5a antibody. +p <  0.01, n =  5.

Figure 6 
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between Wnt-5a and butyrate favors the former, promoting cell proliferation. In contrast, in the upper regions 
of the colonic crypt where there is diminishing Wnt-5a signal due to fewer pericrypt myofibroblasts, the balance 
favors butyrate, resulting in cessation of epithelial proliferation and promotion of cell maturation.

Wnt-5a peptide speeds healing of experimental colitis. In light of the actions of Wnt-5a peptide, we 
examined its biological actions in the context of experimental colitis induced by dextran sulfate sodium (DSS). 
To determine if the Wnt-5a peptide might prevent the damage or subsequent recovery that involves a wound 
healing response, mice were treated with DSS and then allowed to recover with or without Wnt-5a peptide. Mice 
not treated with the peptide did not recover from the loss of body weight 17 days after DSS removal while those 
treated with the peptide demonstrated full recovery of body weight (Fig. 6). Colon length, which correlates with 
the degree of colitis, was also significantly longer in mice treated with the peptide after induction of colitis by 
DSS. Hsp25 mRNA and protein expression were also measured and found decreased in mice treated with Wnt-5a 
peptide. (Fig. 6c,d).

Discussion
In this study, we report the unique relationship between two key gut regulatory factors, one host- and the other 
microbe-derived, which appear to have counterbalancing roles in determining epithelial development from stem 
cells at the base to the surface epithelium of the colonic crypt. We find that Wnt-5a, secreted as a soluble mole-
cule by pericrypt myofibroblasts, stimulates intestinal epithelial proliferation through a canonical activation of 
β -catenin (see model presented in Fig. S6a). However, this action by itself is not sufficient and requires the inhi-
bition of butyrate-stimulated Hsp25/27 which, when present, counteracts the Wnt-5a and β -catenin-dependent 
stimulation of cell proliferation. In contrast, in the upper part of the colonic crypt where Wnt-5a signaling and 
the presence of pericrypt myofibroblast diminish, the expression of butyrate-stimulated Hsp25/27 is progressively 
restored as cells migrate to the colonic surface. Under these conditions, any further cell proliferation is inhibited 
through butyrate stimulated increases in p21waf-1 and p27 and the maturational process begins. Thus, the regional 
confinement of Wnt-5a signaling and interaction with butyrate are important in maintaining the orderly devel-
opment and turnover of colonic epithelial cells (Fig. S6b). On the same note, perturbations in either of these 
processes could also have profound effects that disrupt normal development of the gut mucosa. For instance, 

Figure 6. Wnt-5a peptide enhances recovery after DSS-induced colitis and suppresses Hsp25 mRNA. Mice 
were treated with 2.5% (wt/vol) DSS in drinking water for 7 days and then half treated with 36mer Wnt-5a 
peptide. Body weights were measured during recovery and after one week of daily peptide injections, all mice 
were sacrificed and colon length measured, followed by RNA and protein extraction and analysis for Hsp25. 
Data are means ±  SEM for 5 mice in each group. *p <  0.01 compared with non-peptide treated mice by paired 
Student’s T test.

Figure 7 
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