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研究成果の概要（和文）：　神経管形成において神経上皮細胞層が陥入する際には、平面内極性分子Celsr1が背
腹軸方向の細胞間接着に分布しアクチン繊維を極性収縮させるが、Celsr1を極性分布させる上流シグナルは不明
である。そこで、細胞に加わる機械的刺激や、Wnt等の内的刺激が関与する可能性を検討した。その結果、Wnt分
子の一部が、細胞膜由来の細胞外小胞であるマイクロベシクルを介して分泌され、受容体を活性化すること、ま
たその分泌に、細胞膜を変形・切断するI-BARタンパク質が関与する可能性を新たに見出した。今後は、これら
の現象がCelsr1の極性分布に関与するかを解明する予定である。

研究成果の概要（英文）： When the neuroepithelial layer is invaginated during the neural tube 
closure, a planar　polarity protein Celsr1 is distributed to the cell-cell contacts along the 
dorsoventral axis and contracts actin filaments in that direction. However, upstream signals that 
polarize Celsr1 are unknown. 
 Therefore, we investigated the possibility that mechanical stimuli added to cells or internal 
stimuli such as Wnt might be involved in the process. As a result, some of the Wnt molecules were 
secreted through microvesicles, which are extracellular vesicles derived from the plasma membrane, 
and activated the Wnt receptor. Furthermore, I-BAR proteins, which deform and cleave the plasma 
membrane, were found to be involved in the Wnt secretion. 
 We would like to elucidate next whether these phenomena are involved in the polar-polarized 
distribution of Celsr1.

研究分野： Cell biology, Developmental biology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
内的刺激因子Wntは、これまでタンパク質複合体やエンドソーム系細胞外小胞エクソソームを介して分泌される
と考えられており、細胞突起由来のマイクロベシクルを介して分泌されうることを示したのは我々が初めてであ
る。I-BARタンパク質MIMは神経管形成への関与が報告されており、その作用がCelsr1の極性分布を介する可能性
がある。神経管の異常形成は新生児の先天性疾患で2番目に多く、Celsr1の様々な変異が報告されている。
Celsr1を介したシグナル伝達の解明により、異常の原因解明や予防・治療につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
平面内極性（planar cell polarity, PCP）は、平面内における細胞や構造物の方向性、およ

び細胞の収縮や伸長の方向性を制御し、器官形成において重要な役割を担っている。例えば、ハ
エ羽の剛毛や脊椎動物の体毛・繊毛の方向、神経管・脊索・卵管の形成や伸長が、PCP による制
御を受ける。 
PCP シグナル系では、5種類の制御分子が細胞間接着部に特定の方向性を持って濃縮し、下流

分子に方向性情報を伝達する。一方、PCP 制御分子を極性分布させるための上流メカニズムにつ
いては、これまで殆ど未解明であった。最近、ハエ羽や脊椎動物体毛の PCP 形成において隣接組
織による機械的刺激が関与する可能性(1)、およびマウス体軸伸長の PCP 形成において制御分子
Frizzled に結合する液性因子 Wnt5a および Wnt11 が関与する可能性(2)が報告された。 
我々は、脳・脊髄の前駆体である神経管が形成される際に、細胞間接着の制御を介して神経上

皮細胞層の陥入が起こる機構を研究してきた(3-6)。そして、神経上皮の細胞間接着が背腹軸方向
に収縮することが細胞層陥入に必須であり、その機構として PCP 制御分子で細胞間接着分子の
Celsr1 が背腹軸方向の細胞間接着に特異的に分布し、下流シグナル系を介して背腹軸方向のア
クチン収縮を活性化することを見出した(5,6)。しかしながら、神経上皮細胞層において Celsr1 を
背腹軸方向の細胞間接着に分布させるための上流シグナルは明らかではない。 
 一方、BAR ファミリータンパク質は、脂質膜に結合して多量体を形成し、膜の突出構造や陥入
構造を形成する(7)。中でも、細胞膜の突出構造を形成する I-BAR タンパク質は、細胞突起を介し
た Wnt8a の細胞間情報伝達および発生時の脳のパターニングに関与し(8)、また神経管形成にも関
与することが報告されている(9)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経上皮細胞層で Celsr1 を背腹軸方向に分布させる際の、機械的刺激及び液性

因子 Wnt の役割について検証し、神経管における PCP の形成メカニズムを追究することを目指
した。また、Celsr1 の極性分布における BAR ファミリータンパク質の関与の可能性についても、
検討することとした。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞 
本研究では、イヌ腎細胞株 MCDK-II 細胞、ヒト胎児腎細胞株 HEK293 FreeStyle (FS)細胞、

Ror2-LRP6 および Super TOP FLASH を安定に発現するチャイニーズハムスター卵巣由来細胞株 
CHO/Ror2-LRP6/Super TOP FLASH（大阪大学の菊池章先生より分与)を用いた。培地は、MDCK-II
細胞は 10% fetal bovine serum (FBS)を含む DMEM-F-12 medium (WAKO)、HEK293FS 細胞は
FreeStyle293 Expression Medium（Thermo Fisher）、CHO/Ror2-LRP6/ Super TOP FLASH 細胞は
10% FBS を加えた F-12 medium（Nacalai）を用いた。 
 
(2)PEI によるトランスフェクション 
 HEK293FS 細胞は、トランスフェクション 2日前にフラスコに 2.0×10⁵cells/ ml, 30ml で播
種した。プラスミドを、培地中での濃度が 1µg/ µlでかつ 30ml culture あたり全部で 1ml にな
るようにOpti-mem(Thermo Fisher)で希釈を行い、更にプラスミドの3倍量のPEIを30ml culture
あたり全部で 1ml となるように Opti-mem で希釈を行った。室温で 5分間のインキュベートを行
い、その後、プラスミド溶液を PEI 溶液とピペッティングによって混ぜた。室温で 30 分間イン
キュベートを行った後に、プラスミド/ PEI 混合溶液を細胞に添加した。37℃、135rpm、8 %CO₂
で 48 時間振盪培養した後、細胞外小胞の調製に使用した。 
 
(3)細胞外小胞の調製 
 トランスフェクション後 48 時間の HEK293FS 細胞培養液 30ml を 1000g、5min で遠心し、細胞
ペレットと培養上清を回収した。細胞ペレットは発現確認に使用した。次に、培養上清を 3000g、
10min で遠心し、死細胞を沈殿させた。次に、上清を 16500g、20min、4℃で遠心した。ペレット
は PBS で懸濁し 1.5ml チューブに移し、16500g、20min、4℃で再び遠心し、マイクロベシクル画
分とした。上清は、超遠心分離機 (Optima L-90K Ultra、Beckman 45Ti Rotor) にて、120000g、
70 min、4℃で遠心した。遠心後、ペレットを PBS で懸濁し、超遠心機 (Optima TLX、Beckman 
TLA 120.2 rotor)にて、120000g、70min、4℃で遠心し、ペレットをエクソソーム画分とした。 
 
(4)HEK293FS 細胞の免疫染色 
 Collagen I-C(新田ゼラチン)/1mM HCl (pH3)をカバーガラス(MATSUNAMI)に塗り広げてドライ
アップし、培地で 3回洗った後、24well plate へ移した。そして各 DNA をトランスフェクショ
ンした HEK293FS 細胞を播種し、8% CO₂インキュベータで 37℃、24 時間培養した。その後、細胞
培養液を除去し、4% PFA/PBS で室温 20 分間、細胞を固定した。細胞に 0.5% Triton-X100-PBS
を入れ、室温で 20分振盪した後、PBS-T (0.1% Triton-X100)で 1回洗浄した。その後 3% BSA/10% 
goat serum/PBS で室温 1時間ブロッキングを行い、PBS-T で 1回洗浄した。次に、Blocking 液
で希釈した一次抗体を室温で 2 時間反応させた後、PBS-T で 10 分間×3 回洗浄した。その後、
Blocking 液で希釈した二次抗体を室温で 1 時間反応させ、PBS-T で 10 分間×3 回洗浄した。こ



のようにして得られたカバーガラスを ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI 
(molecular probes)20μlでスライドガラスにマウントした。その後、共焦点顕微鏡 (Olympus 
FV1000, UPlanSApo x100/1.4 oil lens)で観察した。 
 
(5) Wnt-PCP 経路活性測定のレポーターアッセイ 
レポーターアッセイには CHO/Ror2-LRP6/Super TOP flash 細胞(10)を用いた。この細胞は、Wnt5

受容体 Ror2 の細胞外ドメインと LRP6 の細胞内ドメインのキメラタンパク Ror2-LRP6、および
TCF/LEF 結合領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流にもつ Super TOP flash レポーターが安定導入
されている。測定を行う 1日前に、CHO/ Ror2-LRP6/ Super TOP flash 細胞を 96 well white 
plate (Thermo Fisher)にて 1.38×10⁴ cells/ wellで播種し、37℃で一晩培養した。翌日、細
胞培養上清から調製したマイクロベシクル画分またはエクソソーム画分を添加し、37℃、5%CO₂
存在下インキュベータにて8時間培養した。細胞にOne-Glo EX Luciferase assay試薬（Promega）
を等量添加し、室温、3 分間振盪した後、マルチプレートレーダー(BERTHOLD TECHNOLOGIES)に
てルシフェラーゼによる化学発光を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)Celsr1-EGFP を安定発現する培養上皮細胞株を作製した。この細胞を伸縮性チャンバー上で
培養し、その細胞層を細胞伸展器により一方向に伸展させた。しかしながら、チャンバーの伸展
方向と Celsr1-EGFP の分布との明らかな相関は認められなかった。 
 
(2)培養上皮細胞系において Wnt 発現が Celsr1 の極性分布を引き起こすか検討した。C末端に HA
タグを付加した Wnt を Dox 誘導性に発現する MDCK-II 株を作製し、Celsr1-EGFP を安定発現する
細胞株と混合培養（細胞数：Celsr1 細胞>>Wnt 細胞）して、Wnt 発現を誘導した際に Celsr1-EGFP
が再配列するかを調べたが、Celsr1-EGFP の明らかな配列変化は認められなかった。 
 
(3)脂質膜に結合して多量体を形成することで膜の形態を制御する I-BAR タンパク質の一種が、
神経管形成に関与することが報告されていたため、ニワトリ神経管凍結切片における様々な BAR
ファミリータンパクの分布を、免疫染色により調べた。その結果、数種の BAR タンパクが形成中
の神経管の apical 面に濃縮することが分かった。 
 
(4)数種類の Wnt について、内部 HA タグを付加した発現プラスミドを構築した。これらを
HEK293FS 細胞にトランスフェクションし、その培養上清から細胞外小胞を調製し、ウエスタン
ブロッティングで解析した。その結果、Wnt 分子は、報告されているように大部分がエクソソー
ム画分に検出されたものの、少量がマイクロベシクル画分に検出された。 
 
(5)Wnt 分子のマイクロベシクルを介した分泌における I-BAR タンパク質の関与について検討を
行った。その結果、一部の Wnt 分子を活性化型 I-BAR タンパク質と HEK293FS に共発現すると、
脂質膜に結合しない I-BAR タンパク質を共発現した場合と比較して、マイクロベシクル画分へ
の分布量が増加した。また、免疫染色を行った結果、これらの Wnt 分子は細胞突起に分布し、か
つ細胞突起において活性化型 I-BAR タンパク質と共局在した。 
 
(6)細胞外小胞に分泌された Wnt のレセプター活性化能をレポーターアッセイにより調べた。そ
の結果、マイクロベシクルの Wnt は Wnt 受容体のシグナル伝達を活性化した。 
  
以上の検討により、今回行った検討条件では、機械的刺激および N 末端タグの Wnt による

Celsr1 の極性分布は認められなかったものの、新たな知見として、Wnt の少なくとも一部がマイ
クロベシクルを介して分泌されて Wnt 受容体を活性化すること、その分泌に I-BAR タンパク質
が関与することが示唆された。今後はこれらの現象が、Celsr1 の極性分布に関与するかどうか
を解明していきたいと考えている。 
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