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研究成果の概要（和文）：動物の発生や恒常性の維持には、分泌性シグナルタンパク質は重要な

働きをする。シグナルタンパク質により制御される現象が秩序正しく起きるためには、シグナ

ルタンパク質の分泌と細胞外での拡散が精密にコントロールされる必要がある。本研究では、

代表的なシグナルタンパク質である Wnt に着目し、その分泌の関わる脂肪酸修飾機構について

詳細に明らかにするとともに、経時的観察等により Wnt の拡散の様子を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：  Secreted signal proteins transmit their signals locally, 
presumably since their secretion and transport are under tight control. We found that 
murine Wnt-3a is modified with a mono-unsaturated fatty acid, palmitoleic acid, at a 
conserved Ser residue, and showed that this modification is required for secretion. We 
expect that the discovery of this unexpected lipid modification might provide a clue 
regarding the higher-order structure of secreted Wnt proteins and strict control of 
their extracellular spreading. 
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１．研究開始当初の背景 

 動物の発生過程の様々な局面において、
Wnt, BMP, FGF といった分泌性のシグナルタ
ンパク質が重要な働きを演じている。これら
のタンパク質は産生細胞自身および周囲の
細胞に対して働きかけるが、その拡散距離や
分泌量に応じて作用を受ける細胞の数や反
応のしかたが変わってくることが考えられ
る。特に、受容する細胞が分泌タンパク質の
濃度に応じて作用を異にする場合、すなわち
組織の部域化、もしくはパターニング、と呼
ばれるような現象が引き起こされる場合に
は、その濃度勾配の傾斜と広がりの程度が組
織の形態形成や機能分化に大きな意味をも
つ。したがって、分泌性シグナルタンパク質
が細胞外環境へどのように分泌され、その環
境下でどのように拡散が制御されるのかと
いったことは、動物の発生メカニズムを理解
する上で本質的な問題であるが、その理解は
研究開始当初はあまり進んでいなかった。 
 本研究で注目した Wnt の場合、ショウジョ
ウバエ、線虫を用いた遺伝学的解析から、そ
の分泌には Porcupine(Porc)と呼ばれる小胞
体に局在する膜タンパク質が必要であるこ
とが示唆されていた。また、Porcがアシル基
転位酵素と構造的に相同であることが示さ
れ、その酵素活性による脂質修飾が Wntタン
パク質の分泌に関わることが提唱されてい
た。しかしながら、他のグループによる先行
研究では、Wnt が飽和脂肪酸であるパルミチ
ン酸により修飾されるものの、その修飾は分
泌には必要がないことが示され、脂質修飾と
分泌の関連性は混沌としていた。 
 その一方で、ショウジョウバエにおいては
分泌された Wntタンパク質が脂質小胞により
細胞間を移動することが示唆されていた。脂
質小胞への Wntの取り込みに脂肪酸修飾が関
与するどうかは明らかではないものの、Wnt
に見られる特殊な修飾や細胞外輸送形態の
存在は、Wnt タンパク質が通常の分泌タンパ
ク質とは異なる機序により分泌、拡散される
ことを強く示唆していた。そして、そのよう
な特殊な機序が Wntタンパク質の拡散パター
ンの制御に重要ではないかと考えられてい
たが、Wnt の分泌・拡散に関わる分子メカニ
ズムについては多くのことが未解決のまま
残されていた。 
 

２．研究の目的 

 そこで、本研究では、Wnt タンパク質の分
泌、拡散の機構の解明に向けて、脊椎動物に
存在する多種類の Wntの中でもタンパク化学
的解析が比較的進んでいた Wnt3a に注目し、
Wnt3a タンパク質の分泌機構および分泌され
たタンパク質の分子的実体をおもに培養細
胞系、さらには個体を用いた実験により明ら

かにしていくことを目的とした。それと同時
に、脊椎動物の初期胚において Wnt や FGF と
いった分泌性シグナルが高レベルで分泌さ
れる尾芽に着目し、そこから発生する主要な
組織である体節の発生過程におけるこれら
シグナルの作用機構についても明らかにす
ることを目指した。 
 

３．研究の方法 

⑴ Wnt タンパク質の分泌・拡散機構と分泌
された Wntタンパク質の解析 
 培養細胞を用いた in vitro の実験とアフ
リカツメガエルとゼブラフィッシュ胚を用
いた in vivo の実験からこの問題に取り組ん
だ。Wntの分泌に関わる Porc がアシル基転移
酵素であることから、マウス L細胞の培養上
清に分泌された Wnt-3a の脂肪酸修飾を
LC/MS/MS 法等で解析した。さらに、脂肪酸修
飾の意義を調べるため、脂肪酸修飾部位に変
異を導入した Wnt-3a の挙動を L 細胞ならび
にアフリカツメガエルとゼブラフィッシュ
胚を用いて解析するとともに、修飾酵素であ
る Porc の阻害実験を L 細胞とゼブラフィッ
シュ胚において行った。L細胞の場合は siRNA
を、ゼブラフィッシュ胚の場合はモルフォリ
ノアンチセンスオリゴを用いて発現の阻害
を行った。 
 また、Wnt タンパク質の細胞外での動きを
モニターするため、Wnt と GFP の融合タンパ
ク質をアフリカツメガエル胚で発現させ、そ
の動きを経時的に観察した。 
 
⑵ 尾芽におけるシグナル分子の作用機構
の解析 
 ゼブラフィッシュを用いて、FGF シグナル
の応答機構に異常を呈する突然変異体の表
現型を種々のマーカー遺伝子を用いた in 
situ ハイブリダイゼーション等により解析
するとともに、突然変異体の原因遺伝子をポ
ジショナルクローニングにより同定した。 
 
４．研究成果 
⑴ Wnt において発見された新たな脂肪酸修
飾とその意義 
 培養細胞から分泌された Wnt-3a タンパク
質の脂肪酸修飾を LC/MS/MS 法により解析し
た結果、これまでに知られていたパルミチン
酸による修飾とは異なる様式の修飾が発見
された。その特徴は、モノ不飽和脂肪酸であ
るパルミトレイン酸がセリン残基に特異的
に結合していることである（図１）。これは
モノ不飽和脂肪酸がタンパク質に特異的に
結合することが示された初めての例であり、
セリン残基への脂肪酸の修飾という点にお
いても本例の他には過去に一例（グレリン）
の報告があるにすぎない。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このような特異的な脂肪酸修飾が持つ生
理的意義を探るため、脂肪酸修飾部位である
セリン残基をアラニンに置換した変異
Wnt-3aを培養細胞である L細胞ならびにアフ
リカツメガエル胚で発現させたところ、この
変異 Wnt-3a は小胞体にトラップされ、分泌
されなかった（図２）。したがって、本研究
で新たに発見された特異な脂肪酸修飾は Wnt
の分泌に必要であることが明らかになった。 
 この脂肪酸修飾に、脂肪酸修飾酵素である
Porcが関わるかどうかを確かめるため、L細
胞を用いてその発現を阻害したところ、
Wnt-3aの脂肪酸修飾が低下し、分泌が抑えら
れたことから、Porc がこの特異な脂肪酸修飾
に関わることが示された。さらに、Wnt-3aだ
けでなく、Wnt-5a の分泌も Porc が必要であ
ることを示し、尐なくとも L 細胞においては
Porcはさまざまな Wntの分泌に必要であると
結論した。 
 以上の研究成果は、これまで不確かであっ
た Wntの脂肪酸修飾と分泌の関係を明確に示
した点、Porcが Wnt の分泌に必要なことを明
確に示した点でシグナルタンパク質の分泌

機構の理解に大きく貢献した。このような脂
肪酸修飾がなぜ分泌に必要なのかというこ
とは興味深い問題であり、この特殊な分泌機
構が分泌された Wntタンパク質の高次構造や
細胞外での拡散にどのように関連するのか
といったことがこれから明らかにすべき新
たな問題として浮かび上がった。また、ここ
で見いだされた脂肪酸修飾の様式はこれま
でに報告のない新奇なものであり、タンパク
質の翻訳後修飾の新たな様式を提示した点
においても注目された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑵ 発生過程における脂肪酸修飾酵素の特
異的作用 
 一方、このような脂肪酸修飾がすべての
Wnt において同様の生理的意義を持つのか、
また脂肪酸修飾酵素 Porc は Wnt 以外にも作
用しうるか等の問題を明らかにするため、ゼ
ブラフィッシュをモデルに生体内における
Porcの役割を検討した。ゲノムデータベース
を検索したところゼブラフィッシュには他
の動物の Porc と構造的に類似なタンパク質
をコードする遺伝子が２つ存在することが
わかったが、このうち Porc の機能を有する
のは片方のみであることが明らかになり、そ
ちらに注目して研究を進めた。 

 

図２ Wnt タンパク質の分泌における Porc の役割 

Wnt タンパク質は小胞体でアシル基転移酵素である膜

タンパク質 Porc により特異な脂肪酸修飾(16:1)を受

けた後、小胞体からの分泌経路によって細胞外へと運

搬される。 

 

 

図１ Wnt に見いだされた特殊な脂肪酸修飾 (A) Wnt の

脂肪酸修飾を解析した MASS スペクトルのデータ。 (B)  

A の結果等により明らかになった新たな脂肪酸修飾。セ

リン残基にモノ不飽和脂肪酸であるパルミトレイン酸が

付加する。(C) Wnt に見られる２つの脂肪酸修飾。先行研

究により見つけられた Cysteine(C77)へのパルミチン酸

修飾に対し、我々が発見した報告したパルミトレイン酸

による修飾には Porc が必要である。 



 ゼブラフィッシュの Porcは母性 mRNAが初
期卵割期にすでに存在しているが、その発現
パターンはユビキタスではなく、発生の進行
とともに中枢神経系等に強く発現するよう
になる。このことは Porc による Wnt の分泌
の制御が細胞ごとに異なる、即ち Wntの分泌
プロセスそのものが発生過程で調節されて
いることを示唆している。一方、Porc 機能阻
害胚では、収斂伸長運動と呼ばれる原腸陥入
運動の異常が認められた（図３）。これは非
古典的 Wnt経路の異常で起きることが知られ
ている表現型であり、Porcが非古典的 Wnt 経
路を活性化する Wntの機能に必要であること
を示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 一方、古典的 Wnt 経路の異常として知られ
ているいくつかの表現型は Porc 阻害胚では
認められず、古典的 Wnt シグナルにより活性
化される遺伝子の発現が抑制されることも
なかった。さらに、いくつかの Wnt タンパク
の分泌を Porc 阻害胚で調べたところ、非古
典経路を活性化する Wnt-5の分泌は抑制され
るものの、古典的 Wnt 経路を活性化する
Wnt-3aの分泌は阻害されなかった。以上のこ
とから、発生過程の生体内では Porc は Wnt
の機能発現に関わるものの、その作用には
Wntに対する特異性があることがわかった。 
 以上の研究成果から、Porc は生体内におい
ても Wntの分泌を制御していることが示され
ると同時に、Porcは Wnt の種類により選択的
に作用する可能性が示唆された。このような
Porcの機能の特異性は、Wnt の種類により分
泌様式が異なる可能性を示唆しており、Wnt

の機能制御を考える上における分泌機構の
重要性が新たに浮き彫りになった。 
 
⑶ 細胞外における Wntの挙動 
 細胞外に分泌された Wntタンパク質の挙動
を時間経過とともに観察するため、アフリカ
ツメガエル胚に GFP を融合させた Wnt-3a を
発現させタイムラプス観察を行った。細胞外
に分泌された Wnt-3a はドット状の集合体と
して観察され（図４）、比較的長時間安定に
存在し続けた。さらに、Wnt-3aが集合体を形
成する上で関与する因子を同定した。以上の
ことから、細胞外に分泌された Wnt タンパク
質は均一に拡散するわけではなく、むしろ細
胞膜の局所に局在して存在し易い傾向にあ
ること、そしてそのような局在化には他の分
子との相互作用が関わることが示唆された。 
 このような局在化の持つ意義を明らかに
することが今後の大きな問題であり、生理的
条件下でこのような局在化が起きるかとい
う問題も含め、本研究成果は Wntシグナルの
研究に新たな問題を提示することになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑷ 尾芽におけるシグナルの認識機構 
 尾芽での FGF シグナルの認識機構に焦点
を当て、FGF シグナルによる誘導機構に異常
を示す変異体ゼブラフィッシュの原因遺伝
子を同定した。胚の後端に位置する尾芽から
未分節中胚葉領域にかけて FGF シグナルは
濃度勾配を形成するが、この FGF により発
現が誘導される遺伝子として転写抑制因子
である Her13.2 をすでに同定していた。
Her13.2 の機能阻害胚では体節の分節異常を
引き起こすことから、同様の異常を呈するゼ

 

図４ 細胞外に分泌された Wnt タンパク質 アフリカ

ツメガエル胚の上皮細胞に発現させた Wnt-3a タンパ

ク質（赤い点） の挙動を解析した。分泌された Wnt-3a

タンパク質は均一に拡散するのではなく細胞膜上の局

所にドット状に局在した。 
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図３  Porc 阻害胚における原腸形成運動の異常 コン

トロールゼブラフィッシュ胚(A), Porc 阻害胚(B) Porc

阻害胚では原腸形成期における収斂伸長運動運動に異

常が生じ、体幹部の長さが短くなる。 

 



ブラフィッシュ突然変異体の探索を行い、
kt280 と命名した突然変異体において
Her13.2 の発現量の低下ならびに FGF シグ
ナル伝達に関わる ERK のリン酸化の低下が
認められた（図５）。それに対して FGF その
ものの発現には異常は認められなかった。そ
こで、この変異体においては FGF シグナル
に対する応答機構のどこかに異常があるも
のと考え、ポジショナルクローニングにより
原因遺伝子の同定を行った。同定された遺伝
子は RNA の核外輸送因子をコードしており、
FGF シグナルの認識機構に関わる遺伝子の
RNA 輸送が選択的に制御されている可能性
が示唆された。 

 これは、RNA 輸送に関わる因子の異常が
シグナルの認識もしくは伝達に特異的に影
響を与えるということを示唆した初めての
例であり、そのような特異性がいかにして生
み出されるのかということに興味が持たれ
る。 
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図５ FGF シグナル認識機構に異常を呈する突然変異体 

野生型(wt)に対して凸園変異体(kt280-/-)では、ERK のリ

ン酸化に代表されるFGFシグナル伝達の低下が認められ

る。 
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