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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、新たにβカテニンのリン酸化動態を可視化するプローブを開発する
ことで、Wntシグナルをβカテニンタンパク質レベルで実時間定量する方法の開発に取り組んだ。その結果、既
存のプローブと比較してWntシグナルに対する応答性の高いプローブを複数開発することに成功した。今後はこ
れらプローブのS/Nおよび感度をより改良し、生体内Wntシグナルの定量解析とその調節機構の解析に取り組む。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to develop novel visualization probes of 
phosphorylation dynamics of β-catenin for real-time and quantitative analysis of Wnt signaling at 
the level of β-catenin protein. As a result, we succeeded in the development of several probes with
 higher responsiveness to Wnt signaling, compared with conventional Wnt probe. After further 
improvement of these probes in S/N and sensitivity, we will apply these probes to quantitative 
analysis of in vivo Wnt signaling and study its regulation machinery.

研究分野：発生生物学、細胞生物学

キーワード： Wntシグナル　シグナル伝達　プローブ開発　発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脊椎動物の初期発生過程では、細胞外か
らの各種シグナルによって胚組織中の組
織パターンが決定されると考えられてい
る。例えば中枢神経組織の前脳・中脳・
菱脳・脊髄といった前後軸に沿ったパタ
ーン形成は、Wnt や FGF などの後方化
シグナルの濃度勾配によって形成される
と理解されている。しかしながら細胞外
のシグナル伝達物質の濃度勾配として表
現された位置情報を、各々の細胞がいか
に読み解き、細胞分化・組織パターン形
成が進行するのかについては未だ不明な
点が多い。特に細胞外のWntリガンドの
濃度は連続的に変化する、つまり濃度は
徐々に高くなったり低くなったりするは
ずであるが、細胞の分化運命は前脳ある
いは菱脳という非連続的（閾値的）応答
を示し、前脳と菱脳の中間の性質を持っ
た細胞にはならない。これはなぜか？ 
 

(2) 申請者はこれまでに Wnt/βカテニンシ
グナルによる脊椎動物中枢神経組織の前
後軸パターンの制御機構について解析し
てきた（ Takai et al., Development 
2010）。その結果、頭側中枢神経組織にお
いて、Ror2受容体を介したシグナル経路
が前脳の運命決定に重要であることを見
出した。さらなる解析の結果、Ror2シグ
ナルはWnt/βカテニン経路を、βカテニ
ンタンパク質の下流で抑制していること
が判明した。これはパターン形成に関わ
る既知のWnt抑制因子が細胞外レベルで
作用することと対照的である。以上のこ

とから申請者は、Ror2シグナル経路が細
胞内での Wnt/βカテニンシグナルの”伝
達過程”を fine-tuning することで、前
脳・中脳などの非連続的な領域決定とい
う”伝達出力”を生み出すのに重要な役割
を担っているのではないか、という仮説
に至った（図１）。 

 
(3) 一方、Wnt/βカテニンシグナルを in vivo
で定量的に解析する方法は限られており、
上記仮説を検討するには技術的に困難な
点がある。Wnt/βカテニンシグナルの最
下流での標的遺伝子の発現は、レポータ
ーアッセイでの解析例がある。しかしな
がらその上流のβカテニンタンパク質レ
ベルでの Wnt シグナル解析については、
βカテニンタンパク質のウエスタンブロ
ッティングや免疫染色以外にこれまでに
有効な解析法はほとんどなかった。 

 
２．研究の目的 

本申請研究では、上記 Wnt/βカテニン
シグナルの細胞内 fine-tuning 現象およ
びその制御機構の解析のため、Wntシグ
ナルをβカテニンタンパク質で定量解
析する新たなプローブを開発すること
を目的とする。十分な性能を持つプロー
ブが開発できれば、次にそのプローブを
Wnt/βカテニンシグナルの標的遺伝子
レポーターと組み合わせ、Wnt/βカテニ
ンシグナルをベータカテニンタンパク
質レベルおよび標的遺伝子発現レベル
で同時解析を行うことで、fine-tuning
仮説の実証に取り組む。 
 

３．研究の方法 
(1) Wnt/βカテニンシグナルが伝達されてい
ない状態では、その細胞内下流で GSK3
β依存的なβカテニンタンパク質のリン
酸化が生じ、リン酸化されたβカテニン
はユビキチン・プロテアソーム系によっ
て分解され、そのタンパク質レベルは低
く制御されている。一方でWnt/βカテニ
ンシグナルが伝達されると、βカテニン
タンパク質のリン酸化が抑制され、βカ
テニンタンパク質レベルの増加及び核内
移行が起きる。これを応用して、βカテ
ニンの N末端領域のリン酸化領域を模倣
した人工ペプチドと GFPを組み合わせた
GSK3 バイオセンサーが先行研究で使用
されている。しかしながら GFPを計測す
る際の自家蛍光などが起因し、その定量
性は低い。そこで本申請研究ではまず、
申請者らの開発した自家蛍光のない定量
性に優れた高輝度発光プローブである
Nano-lantern（Takai et al., PNAS 2015）を
応用し、新たに発光タンパク質型の GSK3
発光センサーを開発した。次にこのプロ
ーブの Wntシグナル刺激に対する応答性
を培養細胞を用いて検討した。	

ST
A

G
ES

 O
F 

EM
B

R
Y

O
N

IC
 D

EV
EL

O
PM

EN
T 

O
F 

TH
E 

ZE
B

R
A

FI
SH

 
25

9 

hi
gh

 p
ec

 
42

 h
 

lo
n

g
 p

ec
 

48
 h

 
Fi

g.
 1

. 
C

am
er

a 
lu

ci
da

 sk
et

ch
es

 o
f t

he
 e

m
br

yo
 a

t s
el

ec
te

d 
st

ag
es

. T
he

 
an

im
al

 p
ol

e 
is

 to
 th

e 
to

p 
fo

r 
th

e 
ea

rly
 s

ta
ge

s,
 a

nd
 a

nt
er

io
r 

is
 to

 th
e 

to
p 

la
te

r, 
ex

ce
pt

 fo
r 

th
e 

tw
o 

an
im

al
 p

ol
ar

 (A
P

) v
ie

w
s 

sh
ow

n 
be

lo
w

 th
ei

r 
si

de
 

vi
ew

 c
ou

nt
er

pa
rts

 f
or

 g
er

m
-ri

ng
 a

nd
 s

hi
el

d 
ga

st
ru

la
s.

 F
ac

e 
vi

ew
s 

ar
e 

sh
ow

n 
du

rin
g 

cl
ea

va
ge

 a
nd

 b
la

st
ul

a 
st

ag
es

. A
fte

r s
hi

el
d 

st
ag

e,
 th

e 
vi

ew
s 

ar
e 

of
 t

he
 e

m
br

yo
's

 le
ft 

si
de

, 
bu

t 
be

fo
re

 th
e 

sh
ie

ld
 a

ris
es

 o
ne

 c
an

no
t 

re
lia

bl
y 

as
ce

rta
in

 w
hi

ch
 s

id
e 

is
 w

hi
ch

. 
P

ig
m

en
ta

tio
n 

is
 o

m
itt

ed
. 

A
rro

w
- 

he
ad

s 
in

di
ca

te
 th

e 
ea

rly
 a

pp
ea

ra
nc

e 
of

 s
om

e 
ke

y 
di

ag
no

st
ic

 fe
at

ur
es

 a
t 

pe
c 

fin
 

60
 h

 
pr

ot
ru

di
ng

 
m

ou
th

 
72

 h
 

th
e 

fo
llo

w
in

g 
st

ag
es

: 1
 k-

ce
ll:

 Y
S

L 
nu

cl
ei

. D
om

e:
 th

e 
do

m
in

g 
yo

lk
 s

yn
cy

- 
tiu

m
. G

er
m

 ri
ng

: g
er

m
 ri

ng
. S

hi
el

d:
 e

m
br

yo
ni

c 
sh

ie
ld

. 7
5O

h-
ep

ib
ol

y:
 B

ra
- 

ch
et

's
 c

le
ft.

 9
0%

-e
pi

bo
ly

: b
la

st
od

er
m

 m
ar

gi
n 

cl
os

in
g 

ov
er

 th
e 

yo
lk

 p
lu

g.
 

B
ud

: 
po

ls
te

r. 
3-

so
m

ite
: t

hi
rd

 s
om

ite
. 6

-s
om

ite
: 

ey
e 

pr
im

or
di

um
 (

up
pe

r 
ar

ro
w

), 
K

up
ffe

r's
 ve

si
cl

e 
(lo

w
er

). 
10

-s
om

ite
: o

tic
 p

la
co

de
. 2

1-
so

m
ite

: l
en

s 
pr

im
or

di
um

. P
rim

-6
: p

rim
or

di
um

 o
f t

he
 p

os
te

rio
r l

at
er

al
 li

ne
 (o

n 
th

e 
do

rs
al

 
si

de
), 

ha
tc

hi
ng

 gl
an

d 
(o

n 
th

e 
yo

lk
 b

al
l).

 P
rim

-1
6:

 h
ea

rt.
 H

ig
h-

pe
c:

 p
ec

to
ra

l 
fin

 b
ud

. S
ca

le
 b

ar
 =

 2
50

 p
n
. 

yo
lk

 m
as

s,
 a

nd
 d

if
fe

re
nt

ia
l 

sh
ri

nk
ag

e 
du

ri
ng

 f
ix

at
io

n 
di

st
or

ts
 th

e 
no

rm
al

 re
la

tio
ns

hi
p.

 N
ev

er
th

el
es

s,
 if

 p
re

s-
 

er
va

tio
n 

is
 g

oo
d 

en
ou

gh
, o

ne
 c

an
 f

ai
rl

y 
re

lia
bl

y 
st

ag
e 

fix
ed

 a
nd

 w
ho

le
-m

ou
nt

ed
 e

m
br

yo
s 

(e
.g

., 
im

m
un

ol
a-

 
be

le
d 

on
es

) 
us

in
g 

ot
he

r 
cr

ite
ri

a.
 O

ne
 c

an
no

t 
ea

si
ly

 
st

ag
e 

an
 e

m
br

yo
 a

ft
er

 i
t i

s 
se

ct
io

ne
d.

 

P
ho

to
gr

ap
hs

 
T

he
 a

cc
om

pa
ny

in
g 

ph
ot

og
ra

ph
s 

ar
e 

of
 l

iv
in

g 
em

- 
br

yo
s,

 a
ne

st
he

tiz
ed

 f
or

 t
he

 l
at

er
 s

ta
ge

s.
 T

he
 o

ri
gi

na
l 

ph
ot

og
ra

ph
s 

w
er

e 
m

ad
e 

as
 co

lo
r s

lid
es

 (K
od

ak
 E

kt
ac

h-
 

ro
m

e 
16

0T
 D

X
), 

an
d 

th
e 

bl
ac

k 
an

d 
w

hi
te

s 
pl

at
es

 a
re

 
re

pr
od

uc
ed

 f
ro

m
 i

nt
er

ne
ga

tiv
es

. 
Se

ts
 o

f 
co

pi
es

 o
f 

th
e 

1
	

�
�

�
2
�

1
	

�
�

�
2
�

1
�

�



2
�

WntC9F?���

�� ��

β
8
>
A
F
E
B
D
�

�
�
�
	
�
�
�
�

fine-tuning�

	J�(-.!08>AF<:@D6*,-) ./-,-+���



	
(2) さらに KTR(kinase translocation reporter; 

Regot et al., Cell 2014)を βカテニンのN末
端ペプチド配列に応用し、GSK3βによる
リン酸化依存的に核外移行する新たな
GSK3バイオセンサーの開発を試みた。報
告されているKTRのデザイン法をβカテ
ニン N 末端領域に応用することで、4 種
類のKTR型GSK3バイオセンサーペプチ
ドをデザインした。これらバイオセンサ
ーを Nano-lanternの N末あるいは C末に
融合したコンストラクト、さらにはバイ
オセンサーを複数タンデムに融合したコ
ンストラクトも作製し、最終的に 10種類
以上のKTR型GSK3発光センサーを作製
した。次にこのプローブの Wntシグナル
刺激に対する応答性を培養細胞を用いて
検討した。	

 
(3) 最後に、KTR型GSK3発光センサーの S/N
の改善のため、Nano-lantern を N 末と C
末に分割した split Nano-lantern を応用し
たKTR型GSK3分割発光センサーの開発
を試みた。split Nano-lanternの C末を核移
行シグナルと融合し、N末をKTR型GSK3
バイオセンサーペプチドと融合すること
で、Wntシグナルの伝達依存的に KTR型
GSK3分割発光センサー（N末）が核内移
行し、split Nano-lanternの C末と再構成し
て発光するようデザインした。次にこの
プローブの Wntシグナル刺激に対する応
答性を培養細胞を用いて検討した。	

	
４．研究成果	
(1) まず、従来の GSK3 バイオセンサーに

Nano-lantern を応用した発光タンパク質
型の GSK3 発光センサーを培養細胞に発
現させ、Wnt 刺激あり・なしの条件にお

ける発光強度を解析したところ、GFP の
蛍光を用いた GSK3 バイオセンサーより
も定量性よく Wntシグナル応答性を検出
できることがわかった。さらに作製した
10種類以上のKTR型GSK3発光センサー
を同様に解析したところ、従来型よりも
Wnt シグナルに対する応答性に優れたセ
ンサーが複数得られていることが判明し
た（図２）。またセンサーペプチド領域
のタンデム化の効果も検討したところ、
いくつかのペプチトについてはタンデム
化により Wntシグナルに対する応答性が
改善していることが判明した。 
 

(2) 上記の検討においてもっとも Wntシグナ
ルに対する応答性の優れたセンサーペプ
チドについて、split Nano-lanternと組み合
わせたKTR型GSK3分割発光センサーを
構築し、その Wntシグナルに対する応答
性を培養細胞に発現させて検討した。そ
の結果、Wnt 刺激のない状態での発光強
度が顕著に低減し、S/N が改善している
ことが明らかとなった。 

 
(3) 最後に、本研究で開発した KTR型 GSK3
発光センサーの Wnt刺激依存的な局在変
化を、培養細胞における 1 細胞イメージ
ングで解析した。その結果、多くの KTR
型 GSK3発光センサーはWnt刺激前から
核内に局在していることが判明し、KTR
としての機能には改善の余地が多いこと
が考えられた。今後、この KTRとしての
機能を改善することで、KTR型 GSK3分
割発光センサーの S/NおよびWnt応答性
がより改善され、生体内への応用に十分
な性能を持ったプローブを開発できると
期待される。 
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