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研究成果の概要（和文）： 
 
平面内細胞極性形成シグナルは、細胞膜上に存在する Frizzled-1 受容体を中心に構成され

るが、この受容体と結合するリガンド分子は不明である。本研究では未知のリガンド分子の同

定を目的とし、培養細胞を用いて受容体とリガンド分子との結合の評価系を確立した。種々の

膜タンパク質をコードする遺伝子を細胞株で発現させるコンストラクトも構築中であり、これ

らの膜タンパク質と同受容体との結合について検討を進める。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
    Planar cell polarity is known to be established mainly by the signals originated 
from the Frizzled-1 receptor localized on the plasma membrane, although available 
information on the ligand molecule for Frizzled-1 is still limited. The present study 
has aimed to reveal the unknown ligand molecule(s) using Drosophila cell culture 
system coupled with chimeric molecule (Frizzled-1-Frizzled-2 chimeras) technique. 
We have established culture cell-based assay system of the target molecules, together 
with the constructs enabling to express various membranous receptor molecules 
reported in Drosophila. We are trying to survey receptor molecules to reveal the 
Frizzled-1-ligand in question. 
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１．研究開始当初の背景 

 上皮細胞は、頂部から基部に至る細胞軸上

に沿った極性を持っているが、これと直行す

る平面内にもう一つの極性を形成しており、

こ れ は 平 面 内 細 胞 極 性  (planar cell 

polarity) と呼ばれている。平面内細胞極性

は、腎臓、心臓をはじめとする臓器や神経系

の形成に重要な役割を担うことが知られてお

り、平面内細胞極性を形成するためのシグナ

ル伝達経路の解明は生物学的見地からのみで

なく、医学的見地からも極めて重要である。 

平面内細胞極性形成シグナルは、細胞膜上

に存在する Frizzled-1 (Fz-1) 受容体を中

心に構成されるが、この Fz-1 受容体と結合

し活性を制御するリガンド分子に関しては不

明の部分が多い。しかしながらこの未知の分

子は、平面内細胞極性を形成する個々の細胞

に位置情報を提供するという極めて重要な役

割を持つ、細胞膜上のタンパク質あるいは細

胞外分泌性タンパク質であると考えられた。

この未知のリガンド分子を同定することで得

られる生物学的な知見は大きく、研究の成果

が期待された。 
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図１ 本研究で探索する Frizzled-1 (Fz-1) 受容

体未知のリガンド分子の機能 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ショウジョウバエの培養細胞

系を用いて、Fz-1 受容体の未知のリガンド

を同定するための評価系を樹立し、その分子

の平面内細胞極性形成における役割を明ら

かにすることを目的とする。哺乳類ではなく

ショウジョウバエの系を用いた理由は、研究

分担者の濱田が長年ショウジョウバエを用

いた遺伝学的解析に携わってきたこと、さら

にショウジョウバエの変異体を用いて分

子・細胞レベルから個体レベルの解析までが

可能になること、にある。 

 

３．研究の方法 

 リガンド分子が未知であることもあり、

Fz-1 とリガンドとの結合を評価する方法は

未だ確立されていない。そこで Frizzled-1 

(Fz-1)の関連分子であり、評価系が確立され

ている Frizzled-2 (Fz-2)受容体の細胞内ド

メインと、Fz-1 の細胞外ドメインからなる

キメラ受容体(Fz-1/Fz-2 キメラ受容体)を

用いることにより、 Fz-1 とリガンドとの結

合を、Fz-2からの細胞内シグナルを検出する

ことによって評価する系の樹立を試みた。 
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図２ 既に評価法の確立されている Frizzled-2 

(Fz-2)受容体による細胞内シグナル伝達 
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図３ 本研究で作成するキメラ受容体分子を使っ

た評価系の概念図 

 

 そのために本研究では、Frizzled-2 (Fz-2) 

受容体のリガンド分子である Wingless（Wg、

ショウジョウバエの Wnt）シグナルを伝達す

る主要な細胞内コンポーネントがすべて発

現しており、かつ Fz-1 および Fz-2が両者と

も無視できる程度しか発現していないこと

が知られているショウジョウバエ細胞株 S2 

を用いることとし、この細胞株に種々の遺伝

子コンストラクトを発現させて、培養細胞を

用いた評価系を作成することとした。 

 



 

 

(1)Fz-1/Fz-2 キメラ受容体の構築とその発

現細胞株の確立  

 遺伝子組替えの定法を用いて、Fz-1受容体

の細胞外ドメイン（リガンドに結合するドメ

イン）と、Fz-2 の細胞内ドメイン（細胞内

定法伝達系を活性化するドメイン）からなる

キメラ受容体、「Fz-1/Fz-2 キメラ受容体」

をコードするコンストラクトを作成した。ま

たコントロールとして、「Fz-1 受容体のみ」

および「Fz-2 受容体のみ」、さらに細胞外ド

メインが Fz-2 由来で細胞内ドメインが Fz-1

由来のキメラ受容体、「Fz-2/Fz-1 キメラ受

容体」（実験群とは逆の組み合わせのキメラ

分子）をコードするコンストラクトも作成し

た。その後、これらの遺伝子を過剰発現する

細胞株を確立した。具体的には、これらの受

容体タンパク質をコードする遺伝子を発現

ベクター（ネオマイシン耐性遺伝子を持つ）

に組み込み、これを S2細胞株に導入した後、

ネオマイシン存在下に長期培養することに

より、発現細胞株を得た。それぞれのタンパ

ク質の発現は、Western blotting または細

胞の免疫染色によって確認した。その結果と

して発現量の多い細胞株を選択し、以後の実

験に用いた。 

 

(2)Fz-1/Fz-2 キメラ受容体を過剰発現する

細胞株の細胞凝集実験  

 まず、上述の方法によって樹立した培養細

胞株を用いて細胞の凝集実験が可能かどう

か、言い換えれば受容体とリガンド分子の結

合が正常に行われるかどうかを確認する実

験を行った。具体的には、キメラ受容体分子

を発現する細胞株と Wg タンパク質を発現す

る S2 細胞株とを共培養し、細胞塊が形成さ

れるかどうかを観察した。この場合、Fz-2受

容体ないし Fz-2/Fz-1 キメラ受容体を発現

する細胞株で細胞膜上に十分な Fz-2 の発現

が得られれば、Wgとの結合により細胞の凝集

が顕微鏡下に確認できる。同時に、Fz-1受容

体または Fz-1/Fz-2 キメラ受容体を発現す

る細胞では、受容体とリガンド分子がマッチ

しないため、細胞凝集塊を形成しないことを

確認する。これにより、得られた細胞株が機

能的に有効なキメラ受容体を発現している

ことを確認した。 

 

(3)ルシフェラーゼ活性の測定によって Fz-1

とリガンドとの結合を評価する系の樹立 

 上述の通り Frizzled-2 (Fz-2)は分泌型成

長因子 Wingless（以下 Wg）の受容体である

が、Wgシグナル伝達経路の活性化、言い換え

れば Fz-2と Wg との結合は、このシグナル伝

達経路の最下流に位置する転写因子ＴＣＦ 

(T cell factor) の活性化によって評価でき

る。そこで、Fz-1/Fz-2 キメラ受容体を発現

するショウジョウバエ S2 細胞に、ＴＣＦ結

合配列の下流にルシフェラーゼ遺伝子をつ

ないだレポータープラスミド TOPFLASH また

は LEF-luciferase reporterを導入した細胞

を使用し、ルシフェラーゼ活性を測定するこ

とによって、Fz-1とリガンドとの結合を評価

する系を樹立した。 

 
４．研究成果 
 

(1) Fz-1/Fz-2キメラ受容体を過剰発現する

細胞株の細胞凝集実験の結果 

 Western blotting および免疫染色による

評価の結果、ショウジョウバエS2 培養細胞

株において、Fz-1/Fz-2 キメラ受容体を過剰

発現する細胞株、Fz-2/Fz-1キメラ受容体、

Fz-1受容体、Fz-2 受容体を十分量発現する

細胞株をそれぞれ樹立できた。また、Wgタン

パク質を培養液中に分泌する S2 細胞株 

(S2-HS-wg)も別途樹立した。 

 次に、キメラ受容体分子を発現する細胞株

と S2-HS-wg とを共培養し、リガンド結合に

よる細胞塊 の形成実験を行った。その結果、

Fz-2 受容体ないしFz-2/Fz-1 キメラ受容体

を発現する細胞株では、Wg と受容体分子の

結合により細胞塊の形成が確認された。一方、

Fz-1受容体ないしFz-1/Fz-2 キメラ受容体

を発現する細胞は、ほとんど細胞塊を形成し

なかった。 

 この結果、強制発現させたキメラ受容体分

子の細胞外ドメインが、リガンドとの結合に

おいて期待通りの機能を発揮していること

を確認できた。 

 

(2)ルシフェラーゼ活性の測定によって Fz-1

とリガンドとの結合を評価する実験の結果 

ルシフェラーゼ遺伝子の上流に Wg シグナ

ル伝達経路の転写因子 TCF の DNA-binding 

motif を複数持つコンストラクトを発現する

S2 細胞株を確立した。Fz-2 受容体を発現す

る細胞株では Wg との結合によりルシフェラ

ーゼ活性が上昇することが確認された。この

結果、強制発現させたキメラ受容体分子の細

胞内ドメインが、リガンド結合後の細胞内シ

グナル伝達において期待通りの機能を発揮

していることを確認できた。 

 これにより、当所計画した Frizzled-1 

(Fz-1)の未知のリガンド分子を探索する評

価系が樹立できた。 

 



 

 

(3)今後の研究の発展 

 ゲノム情報データベースの検索から、ショ

ウジョウバエには約 150種類の膜型タンパク

質をコードする遺伝子が存在することが明

らかになっている。これまでに機能が判明し

ている膜型タンパク質を除く約 120種類につ

いて、S2細胞株で過剰発現するプラスミドの

構築を行う。これらの細胞質内ドメインには 

Flag-tag を付加しておき、抗 Flag 抗体を用

いた Western Blotting あるいは細胞の免疫

染色によって、それぞれのタンパク質の発現

量及び発現部位を確認する。さらにこれらの

120 種類の膜型タンパク質を発現する細胞株

と、本研究によって樹立された Fz-1/Fz-2 キ

メラ受容体発現細胞株とを共培養し、細胞塊

形成の観察、および TCFを介する転写活性を

測定する。これにより、Fz-1 のリガンド候補

を同定する。 

 現在、ショウジョウバエの約 80 種類の膜
タンパク質をコードする遺伝子を S2 細胞株
で発現させるためのコンストラクトを構築
中であり、並行してこれらの膜タンパク質と
Fz-1 受容体との結合について検討を進めて
いる。 
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