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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬剤誘導性Wnt5aコンディショナルノックアウトマウスを用いて実験を
行い、炎症を伴う腸管上皮修復過程においてWnt5aを欠損させると回復度合いが減弱することから、Wnt5aシグナ
ルがこの過程を促進することを明らかにした。さらに、発がん剤アゾキシメタン投与とその後のDSS投与によっ
て誘発される大腸がん形成過程でも、Wnt5aシグナルは腫瘍形成を促進することが明らかになった。また、ヒト
とマウスの腸管炎症病態では潰瘍部に集積した線維芽細胞でWnt5aが高発現するが、そのWnt5aの発現制御には
TGF-βシグナルが関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we observed that the depletion of Wnt5a suppresses epithelial
 regeneration process in colitis, suggesting that Wnt5a signal enhances epithelial regeneration in 
colitis. In addition, we also revealed that Wnt5a signal enhances the inflammation-associated tumor 
formation in vivo using the AOM/DSS-induced colorectal cancer model. Further we revealed that the 
expression of Wnt5a in intestinal fibroblasts in colitis is regulated by TGF-beta signaling pathway.

研究分野：分子生物学、生化学、腫瘍学

キーワード： Wnt5a　腸管炎症　上皮修復　大腸がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、腸管炎症病態におけるWnt5aの発現制御機構の一端が個体レベルで明らかになり、さらに高発
現したWnt5aが炎症病態からの上皮修復過程を増強するばかりでなく、炎症を背景とした大腸がん形成を促進す
ることが明らかになった。そのため、本研究は、Wnt5aシグナルが炎症応答やがんの浸潤・転移ばかりでなく、
上皮細胞（がん細胞）の増殖にも関与することが示されたため、学術的に意義が深く、がんを標的とした医療の
推進にも貢献するものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Wntは線虫からヒトまで種間を越えて高度に保存された細胞外分泌因子であり、ヒト・マウスに

おいては１９種類存在する。Wnt によって活性化される細胞内シグナル伝達経路は、β-カテニ

ンを介して遺伝子発現を制御するβ-カテニン経路とβ-カテニンを介さないβ-カテニン非依存

性経路に大別される（Kikuchi, A., et al., Int. Rev. Cell Mol. Biol., 2011）。β-カテニン経路は主とし

て細胞の増殖や分化を制御し、成体では毛包や皮膚、腸管上皮等の幹細胞 nicheの確立と維持に

必須であり、そのシグナル伝達の異常と発癌との関連が明らかになっていた。一方、β-カテニ

ン非依存性経路は、Rho,Rac等の small GTPaseや Protein kinase C（PKC）、Jun-N-terminal kinase(JNK)

等を活性化することで、細胞骨格や細胞極性、細胞運動を制御する。Wnt5a はβ-カテニン非依

存性経路を活性化する代表的な Wnt であり、胃癌、前立腺癌や肝癌において、その高発現とそ

のシグナルの異常が細胞浸潤・転移を促進することで癌の悪性化に関与することが示唆されて

いた。（Wang Y., Mol. Cancer Ther., 2009; Kikuchi, A., Cancer Sci., 2008; Gujiral T., Cell, 2014）。また、

私共を含めた幾つかの報告から、肺癌、子宮頸癌、食道癌由来の癌細胞株が Wnt5a シグナル依

存的 Src family の活性化によって細胞増殖が活性化することが判明した。研究開始当初、この

Wnt5a シグナルが種々の炎症応答に関与するという報告が幾つかなされていた（Bhatt PM, 

Atherosclerosis, 2014）。しかし、実験動物を用いた個体レベルでの炎症病態での Wnt5aの役割は

依然として未知のままだった。 

私共は、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘導性腸管炎症マウスモデルを用いて、腸管炎

症病態の進行に伴い Wnt5a の発現が大腸潰瘍部線維芽細胞で上昇すること、また同様の Wnt5a

の発現がヒトの潰瘍性大腸炎や Crohn’s 病患者由来の潰瘍部線維芽細胞においても上昇するこ

とを見出した。そこで私共は、種々の Wnt5a コンディショナルノックアウト（cKO）マウスと

Wnt5a 受容体 Ror2 cKO マウスを DSS 誘導性腸管炎症モデルに導入し、腸管炎症病態における

Wnt5a シグナルの機能解析を行い、Wnt5a シグナルが腸管炎症病態を促進することを見出した

（Sato A., Sci. Rep., 5:10536, 2016）。その作用機構は、Wnt5aが樹状細胞に発現する受容体 Ror2を

介して樹状細胞での STAT1の活性化を増強して IL-12の分泌を促進すること、その結果、IL-12

依存性 Th1 細胞分化が増強されることで腸管炎症病態の増悪に関与するというものである。こ

のように Wnt5a シグナルは、癌の転移や増殖に加えて炎症応答制御にも関与することが個体レ

ベルで明らかになりつつある。しかし、炎症病態の進行に伴い潰瘍部線維芽細胞で高発現する

Wnt5a の機能と発現制御機構に関しては不明である。また、腸管炎症病態の進行には Wnt5a シ

グナルは病態の増悪に関与するが、一方で腸管上皮の修復過程には適切に制御された炎症反応

が重要な役割を担うことが明らかになっている（Forbes SJ, Nat. Med.,2014）。しかし、炎症を伴っ

た上皮修復過程におけるWnt5aシグナルの関与は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、上記の背景をふまえて、炎症病態からの回復モデルとして、炎症を伴った腸管上皮修

復過程における Wnt5a シグナルの意義と発現制御機構を明らかにすることを目的として、主と

して下記の研究項目に焦点をあてた。 

(1) 腸管線維芽細胞での時期特異的遺伝子欠損を行う CreER発現マウスの作製 

腸管において、Wnt5aやその受容体 Ror2は線維芽細胞で最も高く発現している。そこで、既に

入手している上皮特異的（Villin-Cre）、血球系特異的（Mx-Cre）Cre 発現マウスに加えて、線維

芽細胞特異的 CreER 発現マウスを作製すれば、腸管に存在する主要な細胞種に対する特異的な

遺伝子欠損が可能となる。 



(2) 炎症を伴う上皮修復過程におけるWnt5aシグナルの作用機構の解明 

(1)で作製した線維芽細胞特異的Wnt5aの cKOを行い、腸管炎症病態からの上皮修復過程におけ

る Wnt5a 産生の主たる細胞種を特定し、Wnt5a シグナルの意義を明らかにする。一般的に腸管

上皮修復には血球系細胞から分泌されるサイトカインの他に、線維芽細胞から分泌される増殖

因子や結合組織も必要である。Wnt5a受容体 Ror2の発現はWnt5aと同様に線維芽細胞でも高い

ことが見出されている。そこで、上皮細胞、血球系細胞、線維芽細胞特異的 Ror2 cKOマウスを

用いて上皮修復を制御する Wnt5a シグナルの受容細胞種を明らかにし、その作用機序を解明す

る。 

(3) 腸管炎症病態におけるWnt5aの発現制御機構の解明 

腸管炎症病態では潰瘍部間質領域の線維芽細胞において Wnt5a の発現が高くなり、上皮が修復

するにつれてその発現は減弱するため、この上皮修復過程における Wnt5a の発現制御機構を明

らかにする。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 線維芽細胞特異的 CreER 発現マウスの作製と解析 

定常状態での腸管における Wnt5a の発現は、他の細胞群と比較して線維芽細胞で非常に高く、

腸管炎症病態では潰瘍部間質領域に集積した線維芽細胞でその発現はさらに上昇する。また受

容体 Ror2 の発現も線維芽細胞で最も高い。そのため、単純 KO では胎生致死となる Wnt5a や

Ror2遺伝子を、時期特異的に成体の線維芽細胞で欠失させる CreER 発現マウスの作製は必須で

ある。そこで、線維芽細胞で高発現する遺伝子（Twist2や Vimentinなど）に着目し、ゲノム編集

技術を用いて CreERをノックイン（KI）したマウスを作製する。 

 

(2) DSS誘導性腸炎からの上皮修復過程におけるWnt5aシグナルの機能解析 

 全身性時期特異的Wnt5a cKO（CAG-CreER; Wnt5afl/fl）マウスはコントロールマウスと比較し

て腸管炎症病態の軽減が観察されるため、体重減少、出血度合い、便の性状といった病態観察を

指標に、DSS投与の期間を調整してWnt5a cKOマウスにコントロールマウスと同程度に腸管炎

症を惹起させた後 DSS 投与を終了し、その後の回復過程を観察・検討する。また、病態観察だ

けではなく実際の遺伝子発現レベルにおいてもコントロールマウスと同程度の腸管炎症病態か

らの回復過程を観察しているのか否かを判別するため、DSS投与終了後の大腸から RNAを抽出

し、種々の炎症性サイトカインや増殖因子の発現の解析を行う。さらに、回復過程において経時

的に大腸組織を採取して、RT-PCRによる遺伝子発現解析と大腸標本の組織学的な観察を行うこ

とで、Wnt5a cKOマウスにおける DSS誘導性腸炎からの回復の表現型を明らかにする。①で述

べた線維芽細胞特異的 CreER KIマウスを用いて同様に解析を行い、線維芽細胞分泌因子として

のWnt5aの欠失が全身性時期特異的Wnt5a cKOマウスと同様の表現型を示すか否かを検討する。 

 

(3)  DSS誘導性腸管炎症潰瘍部線維芽細胞におけるWnt5aの発現制御機構の解析 

私共は、腸管から単離した線維芽細胞の初代培養系に対して、EGF、FGF、Wnt等の増殖因子や

炎症応答に関与する NFκB、TLRシグナルを活性化させる種々の ligand で処理を行うことによ

って、Wnt5aの発現に影響するか否かの検討を既に行い、少なくとも TGFβ1がWnt5aの発現を

亢進させることを見出している。DSS 投与によって大腸では TGFβ1 の発現が亢進することも

見出しているため、DSS誘導性腸管炎症モデルに TGFβ1シグナルの阻害剤を導入することで、



個体レベルの線維芽細胞においても、Wnt5aの発現が TGFβ1シグナルに依存しているのか検討

を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) 線維芽細胞特異的 CreER 発現マウスの作製と解析 

Wnt5a は腸管炎症病態において、線維芽細胞に高発現す

る。そこで線維芽細胞特異的転写因子 Twist2 遺伝子座に

CreERをノックインした Twist2-CreER KIマウスの作製を

行い、線維芽細胞特異的Wnt5a cKOマウスの作製を試み

た。ゲノム PCRによって、目的通り CreERがノックイン

されていることを確認した３系統のマウスにおいて、

ROSA-YFP マウスとの掛け合わせを行い、タモキシフェ

ン依存的 YFP の発現を検討した。しかし、残念なことに

得られた３系統全てにおいて、CreERと共に YFP の明ら

かな発現を確認出来なかった。そこで、次に線維芽細胞に高発現している中間径フィラメント

Vimentin に着目し、Vimentin 遺伝子座に CreER を挿入した Vimentin-CreER KI マウスの作製を

Crispr/Cas9システムによるゲノム編集技術を用いて試みた。まず、Vimentinの 1st ATGに CreER

を挿入した Targetting vector と Vimentin 1st ATG を含む Exon1 領域でデザインを行なった guide 

RNA (gRNA) の発現ベクター（pX459 ver2-Vimentin gRNA）を構築した。SSA assay により、

Vimentin gRNAが確かに標的 Exon1を効率よく切断することを確認後、これらの vectorを ES細

胞に導入して薬剤選択により 96 個の ES クローンが得られた。Genotyping の結果、目的通りに

CreERが挿入された ES細胞クローンが 28個得られた。この 28個の ESクローンを用いて、定

常状態での CreERの発現を定量的 RT-PCRによって確認したところ、6クローンを選別できた。

この 6 クローンの核型の正常率は全て 60%を超えていたため、これらのクローンを用いてキメ

ラマウスの作製を行なった。作製されたキメラマウスのうち、生殖系組織に目的の ESクローン

由来の細胞が伝達された系統を用いて、Vimentin-CreERマウスが得られた。そこで、Wnt5a flox

マウスを掛け合わせて、Vimentin-CreER; Wnt5afl/flマウスを作製した。タモキシフェン導入後の腸

管から FACS によって単離した各細胞腫での Wnt5a 遺伝子の欠損を確認したところ、線維芽細

胞で特異的に Wnt5a が欠失していることが確認できた（図１）。今後は、この Vimentin-CreER; 

Wnt5afl/flマウスを DSS誘導性腸管炎症モデルに導入し、線維芽細胞由来の Wnt5a が炎症病態の

増悪に関与するのかを検討する予定である。 

 

(2) DSS誘導性腸炎からの上皮修復過程におけるWnt5aシグナルの機能解析 

抗 Wnt5a 抗体を用いた組織免疫染色によっ

て、腸管上皮修復過程におけるWnt5aの発現

様式の解析を行った。その結果、腸管炎症時

の潰瘍部線維芽細胞でのWnt5aの発現は、上

皮の修復過程が進むに連れて減弱し、潰瘍が

一層の上皮組織に完全に覆われると、その発

現は検出されなくなることが明らかになった（図２A）。そこで、DSS 誘導性腸管炎症モデルに

CAG-CreER; Wnt5afl/flマウスを導入することで、炎症病態からの上皮修復過程でのWnt5aシグナ

ルの役割を検討した。その結果、Wnt5aを欠損させると上皮修復が遅延することが明らかになっ



た。 

発癌物質 AOM 投与と DSS 投与を組み

合わせた炎症を背景とした大腸がんモ

デル（AOM/DSS 大腸がんモデル）があ

る。この AOM/DSS大腸がんモデルにお

いて、形成された腫瘍でのWnt5aの発現

を検討したところ、腫瘍辺縁部の線維芽

細胞にWnt5aの高発現が観察された（図

２B）。そこで、このモデルに CAG-CreER; 

Wnt5afl/flマウスを導入し、Wnt5a シグナ

ルの腫瘍形成過程における役割を検討

した。炎症病態の程度はコントロールマ

ウスと同程度にするために、DSS投与後

の炎症病態が回復した後にタモキシフ

ェンを投与してWnt5aを欠損させた。そ

の結果、Wnt5aの欠損によって、腫瘍形成自体が抑制されることが明らかになった（図３）。 

 

(3) DSS誘導性腸管炎症潰瘍部線維芽細胞におけるWnt5aの発現制御機構の解析 

私共は、これまでに腸管線維芽細胞の初代培養系において Wnt5a の発現に関わるシグナル分子

として TGFβを見出している。そこで、DSS投与群の野生型マウスに対して、TGFβ受容体特異

的阻害剤 SB525334 の経時的投与を行い、

DSS投与９日目の大腸におけるWnt5aの発

現を観察した。その結果、SB525334投与群

では Wnt5a の発現の顕著な減弱が観察され

たため、個体レベルにおいても TGFβシグ

ナルが、Wnt5a の発現制御に関与すること

を明らかにした（図４）。 
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