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研究成果の概要（和文）： 
Wnt シグナルの制御機構とその異常による病態との関連を明らかにすることを目的とした解

析を行い、次の点が明らかになった。①Wnt シグナル経路の選択的活性化機構には受容体のエ
ンドサイトーシスが重要であった。②Wnt5a による細胞運動の制御は Dvl と APC の結合を介す
る微小管制御に基づいた。③Wnt5aの過剰発現はラミニンγ2の発現を誘導して、これが胃癌の
悪性化を促進した。④抗 Wnt5a 抗体は in vivo で胃癌細胞の転移を抑制した。⑤Dvl は細胞分
裂期に紡錘糸のキネトコアへの結合とチェックポイントの制御に関与した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study we analyzed the molecular mechanism of the regulation of Wnt signaling and 
the pathogenesis of diseases due to its abnormalities.  The following points were 
clarified.  ① The selective activation of Wnt signaling was regulated by 
receptor-mediated endocytosis.  ② Wnt5a regulated cell migration through the 
organization of microtubule stability by the binding of Dvl and APC.  ③Overexpression 
of Wnt5a promoted aggressiveness of gastric cancer through the induction of laminin 2.  
④Anti-Wnt5a antibody inhibited metastatic ability of gastric cancer cells in vivo.  ⑤
Dvl was involved in the binding of spindle microtubules and kinetochore and the regulation 
of checkpoint during mitotic phase.   
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１．研究開始当初の背景 

Wntはリガンドとして機能する分泌蛋白質
であり、線虫やショウジョウバエからヒトに
至るまで生物種を越えて保存されている。ヒ
トやマウスにおいては 19種類の Wntが存在

し、ノックアウトマウスの解析により、Wnt
は胎生期における体軸形成や臓器形成に必
須であることが明らかになっている。Wntが
細胞膜上の受容体に結合した後に活性化さ
れる細胞内のシグナル伝達機構は複数存在
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して、少なくとも①β-カテニン経路と②平
面内細胞極性 (PCP) 経路、③Ca2+経路の 3種
類は種々の細胞応答に重要であると考えら
れている。 
β-カテニン経路では、Wntが受容体(七回

膜貫通型受容体 Frizzledと一回膜貫通型受
容体 LRP5/6からなる共役受容体)に作用する
と細胞質のβ-カテニンが安定化する。細胞
質内で蓄積したβ-カテニンは核内に移行し
た後、転写因子 Tcfと複合体を形成し、種々
の標的遺伝子の発現を促進して、その結果、
細胞の増殖や分化を制御する。また、Wntは
PCP経路において低分子量 G蛋白質である
Rhoや Racを活性化し、Ca2+経路において蛋白
質リン酸化酵素である Cキナーゼ (PKC) や
カルモジュリンキナーゼ (CaMK) を活性化
することが、ショウジョウバエの遺伝学的解
析やアフリカツメガエルを用いた発生生物
学的解析から示唆されている。これらの経路
は、あわせてβ-カテニン非依存性経路とも
呼ばれ、細胞骨格の調整を介して、細胞運動
や極性決定を制御すると考えられている。し
かし、β-カテニン非依存性経路の詳細な分
子機構や哺乳動物細胞における生理的意義
は十分に理解されていない。 
私共は、蛋白質間の相互作用や翻訳後修飾

を基盤にして Wntシグナルによる細胞機能制
御を解析してきた。その成果の一つである
「Axin複合体におけるβ-カテニンの分解制
御機構の解明」は国際的に高く評価されてお
り、私共の一連の研究成果は Wntシグナル経
路において重要な役割を果たすβ-カテニン
の分解機構の解明に大きく貢献した。また、
私共は Wntシグナル経路を構成する蛋白質に
結合する 3種類の新規の蛋白質 Idaxと Axam、
Duplinを見出して、これらの蛋白質がβ-カ
テニン経路を抑制することを明らかにして
いる。このように、私共は Wnt研究領域に新
たな概念とその物質的基盤を示すことによ
り、本研究領域の進展に寄与してきた。 

Wntシグナルが複数のシグナル伝達経路を
活性化することにより、多彩な細胞応答を制
御することは決定的であるが、Wntがどのよ
うにして特異的なシグナル経路を活性化し
て、選択的に細胞応答を引き起こすかは不明
である。これまでは、Wntと受容体の結合の
組み合わせにより決定されると考えられて
きたが、私共は、β-カテニン経路の活性化
には、カベオリン依存性の受容体エンドサイ
トーシスも関与することを明らかにした。ま
た、細胞膜表面に存在するプロテオグリカン
がシグナル伝達に重要な役割を果たすこと
も示唆されている。したがって、Wntが如何
にして特異的なシグナル経路を活性化する
かは、明らかにしなければならない重大な課
題である。 
一方、上皮細胞では、頂部-基部軸に沿っ

た極性に加えて、その軸と直交する上皮平面
内の第二の軸に沿った極性も存在し、これを
平面内細胞極性 (PCP)と呼んでいる。Wntシ
グナル経路の構成蛋白質である Frizzledと
Dvlは PCPに関与する細胞極性遺伝子（蛋白
質）として同定され、β-カテニン非依存性
経路を活性化する。Wntシグナルによる細胞
機能制御の中で、β-カテニン経路を介する
細胞増殖の制御機構は比較的理解されてい
るが、β-カテニン非依存性経路を介した細
胞運動や細胞極性決定の制御に関しては、未
だに不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Wnt による細胞内シグナル伝

達経路の特異的活性化機構を解明すること
を第一の目的にする。本研究は、ファミリー
内のリガンド・受容体複合体が複数の細胞内
シグナル伝達機構の中で、どのようにして特
異的な経路を活性化するかという普遍的な
疑問に答えるものであり、Wnt シグナル研究
に留まらず細胞生物学全般の重要な課題で
もある。次に、β-カテニン非依存性経路を
介する細胞運動や細胞極性の分子機構を明
らかにするために、微小管と微小線維の再編
成の分子機構を基盤として、Wnt シグナルネ
ットワークによる細胞の運動や上皮細胞の
頂部-基部軸の形成、神経細胞の軸索形成の
制御機構等を解明することを第二の目的と
している。さらに、Wnt シグナル経路の異常
とがんの悪性化との関連並びに細胞周期調
節との関連についても明らかにすることを
目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 受容体のエンドサイトーシスを介する
Wntシグナルの制御の解析 
 タグの付いた Wnt 受容体 Frizzled2 (Fz2)
を細胞に発現させ、Wnt3aや Wnt5で刺激した
後に細胞内に取り込まれた受容体をタグに
対する抗体で確認した。また、クラスリンま
たはカベオリン依存性のエンドサイトーシ
ス経路を RNAi 法や薬剤によって抑制した後
に、Wnt 依存性の受容体のエンドサイトーシ
スへの影響を解析すると共に、Wnt 依存性の
β-カテニンの安定化や T-cell factor (Tcf) 
の活性化、Rac の活性化に対する影響を解析
した。 
(2) Wnt 依存性の細胞運動、極性、浸潤制御
の解析 
 精製 Wnt蛋白質が細胞運動を制御するか否
かを、トランスウエルアッセイと wound 
healing アッセイを用いて解析した。また、
Wnt シグナル伝達経路を構成する蛋白質を
RNAi法で減少させることにより、Wntがどの
シグナル伝達経路を介して細胞運動を制御
するかを解析した。 
(3) がん組織における Wnt シグナルの異常
の解析 



胃癌と前立腺癌手術症例において、Wnt5a
が発現しているか否かを免疫化学染色法に
より解析した。Wnt5a の異常発現と各症例の
予後や病理型等との関連を検討した。コント
ロール胃癌細胞と Wnt5aノックダウン胃癌細
胞をヌードマウスに移植して、増殖能と転移
能を比較検討した。この際に、Wnt5a 抗体を
腹腔内に投与して、本抗体に抗腫瘍効果があ
るか否かを解析した。抗腫瘍効果が認められ
れば、その作用機構を Wnt5aシグナル伝達に
与える影響を解析した。 
胃癌細胞において、DNA マイクロアレイ法

を用いて Wnt5a依存性に発現が制御される遺
伝子群を網羅的に解析して、浸潤・転移に関
連して発現が誘導される遺伝子を探索した。
さらに、それらの遺伝子の発現機構を解析し
た。 
(4) Wntシグナルによる細胞周期制御 
 Wntシグナル経路を構成する蛋白質である
Fz2、Ror2、LRP6、Dvlを HeLa細胞に発現さ
せて、これらの蛋白質の細胞分裂期特異的な
局在を解析した。特徴的な局在を示した Dvl
の細胞分裂期での微小管配向とチェックポ
イント制御における役割を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 受容体のエンドサイトーシス経路を介
する Wntシグナルの活性制御 
①クラスリンを介するβ-カテニン非依存性
経路の制御：β-カテニン非依存性経路は、
低分子量G蛋白質RhoやRac、Cキナーゼ(PKC)
やカルモジュリンキナーゼ(CaMK)を活性化
して、細胞運動や極性を制御する。β-カテ
ニン非依存性経路を活性化する代表的リガ
ンドである Wnt5aは Racを活性化した。Wnt5a
は Fz2のインターナリゼーションを引き起こ
した。クラスリン依存性エンドサイトーシス
経路を阻害すると、Wnt5a による Fz2 のイン
ターナリゼーションと Racの活性化が抑制さ
れた。したがって、β-カテニン非依存性経
路の活性化においては、Wnt 受容体のクラス
リン依存性エンドサイトーシス経路が重要
な役割を果たすと考えられた。 
②Wnt5a によるβ-カテニン経路の抑制：
Wnt5aはWnt3a依存性のβ-カテニン経路を抑
制することが知られており、核内でβ-カテ
ニンと転写因子 Tcf4 の結合を阻害されると
考えられていた。しかし、Wnt5a は Wnt3a が
作用する受容体 Fz2に競合して結合する結果、
β-カテニン経路を抑制した。この抑制作用
は、クラスリン依存性エンドサイトーシス経
路を阻害しても認められた。したがって、β
-カテニン経路を抑制するための複数の経路
が存在することが明らかになった。 
③Wntとヘパラン硫酸プロテオグリカンの関
連：プロテオグリカンは様々な成長因子と結
合して、その空間的配置や機能を制御するこ
とによって多様な細胞機能に関与すると考
えられている。プロテオグリカンの一つであ
る Glypican(GPC)は GPIアンカーによって細
胞表面に結合しており、Wntシグナルに関与

することが報告されている。私共はこれまで
にβ-カテニン経路の活性化時に起きる受容
体 LRP6のリン酸化やカベオリン依存性エン
ドサイトーシスは、脂質ラフトと呼ばれるシ
グナル伝達の足場となるマイクロドメイン
で起きることを明らかにしてきた。 
GPC4は脂質ラフトに局在し、Wnt3aと結合

し、受容体のエンドサイトーシスを促進する
ことにより、β-カテニン経路を活性化した。
これらの結果は、GPC4が脂質ラフトに Wntを
集積することによりβ-カテニン経路が活性
化しやすい環境を作り出していることを示
唆した。また、GPC4は非脂質ラフトにも局在
し、この GPC4は Wnt5aによりβ-カテニン非
依存性経路の活性化を増強した。GPCは GPI
アンカーの部分がリパーゼによって切断さ
れることで、細胞膜から解離することが知ら
れている。細胞膜から解離した GPC4 
ectodomainはWntと結合する性質は維持され
ていたが、細胞膜上の GPC4と異なり、β-カ
テニン経路とβ-カテニン非依存性経路を抑
制した。細胞膜から解離した GPC4 ectodomain
は Wnt3aや Wnt5aとそれらの受容体との結合
を阻害した。このように、GPCが Wntシグナ
ルを制御するには、脂質ラフトと非脂質ラフ
トに局在すること、また、細胞膜にアンカー
しているか、あるいは細胞膜から解離してい
るか等の性質が重要であり、GPCのこれらの
性質がどのように調節されているのかを解
析することが今後重要になってくると考え
られた。 
 
(2) Wntシグナルによる運動と形態形成の制
御 
これまでに、私共は Wnt5aが接着斑のター

ンオーバーを促進することを明らかにして
きたが、その作用機構として、Wnt5a 受容体
Fz2 が Dvl を介して APC と複合体を形成し、
さらに、Dvlと adenomatous polyposis coli
蛋 白 質  (APC) が 細 胞 接 着 斑 の Focal 
adhesion kinase (FAK)やパキシリンと結合
し活性化することを見出した。また、Fz2 が
インテグリンと隣接して局在することも見
出した。これは、Wnt5a がインテグリンシグ
ナルと共に、細胞の接着や運動を制御する可
能性を示唆した。 
さらに、運動を行っている極性化した細胞
の先導端に Dvl が局在し、微小管(+)端に結
合した APCは Dvlに結合することにより、微
小管を安定化することが明らかになった。し
たがって、Dvl と APC が微小管と協調して、
接着斑の形成に関与することが、Wnt5a によ
る細胞運動の分子機構の一つであると考え
られた。 
Wnt シグナルによる細胞形態、極性の制御

機構を解明するために、上皮細胞（MDCK細胞
と HPPL細胞）の 3次元培養と神経細胞(胎児
海馬神経細胞)の初代培養の実験系を確立し
た。Dvlをノックダウンすると、MDCK細胞の
頂底部極性形成が阻害された。また、MDCK
細胞は Hepatocyte growth factor (HGF) 刺
激により管腔構造を形成するが、Dvl をノッ
クダウンすると HGF依存性の管腔構造形成が



認められなくなった。さらに、HPPL 細胞が
HGF 刺激により管腔構造形成を行う場合にそ
の移動先端部の細胞の先進部に Dvlと APCが
濃縮した。 
胎児海馬神経細胞は極性を獲得すること

により、軸索と樹状突起を伸長するが、Wnt3a
と Wnt5aを作用させると、軸索と樹状突起の
伸長に異常が認められた。これらの結果から、
Wnt シグナルが細胞形態、極性の制御に関与
することが示された。 

 
(3) Wntシグナルの異常と病態 
①胃癌と Wnt5a：Wnt5a による浸潤・転移の
分子機構を明らかにするために、Wnt5a によ
り発現誘導される遺伝子群を DNAマイクロア
レイ法により解析した。これらの候補遺伝子
の中で、ラミニンγ2 に着目した。ラミニン
γ2 は基底膜蛋白質ラミニン 5 のサブユニッ
トであるが、大腸癌の浸潤先端部には単独で
発現し、癌細胞の浸潤・転移に関与すること
が示唆されていた。Wnt5a は胃癌細胞におい
て、PKC と c-Jun キナーゼ (JNK) の活性化
を介して、ラミニンγ2 のプロモーターへの
JunDの結合を促進することにより、ラミニン
γ2の発現を促進した。 
スキルス型胃癌の臨床検体において、

Wnt5a とラミニンγ2 の両者が高発現してい
る症例が有意に高いことが明らかになった。
これらの結果から、Wnt5a にはがん細胞転移
促進作用があり、Wnt5a による胃癌の細胞運
動・浸潤能促進の機構にラミニンγ2 の発現
を介する可能性が示唆された。したがって、
Wnt5a は胃癌予後判定のマーカーになると共
に、治療のための分子標的になる可能性が考
えられた。 
②Wnt5a 抗体を用いた治療戦略の可能性：
Wnt5a を高発現する胃癌細胞（KKLS、MKN-1、
TMK-1）を用いた in vitroの実験系において、
ウサギポリクローナル Wnt5a 抗体(pAb5a-5)
は運動・浸潤能を抑制した。しかし、pAb5a-5
は Wnt5aの発現が低い胃癌細胞（MKN-45）の
運動・浸潤能を抑制しなかった。MKN-45細胞
に Wnt5aを恒常的に発現させると運動・浸潤
能が亢進し、pAb5a-5 はその運動能・浸潤能
を抑制した。 

Rac1 は癌細胞の接着能や運動能に、
lamininγ2 は胃癌細胞の運動能や浸潤能に
関与する。上述したように、私共はこれまで
に Wnt5a により Rac1 が活性化し、また、
lamininγ2 の発現が亢進することを見出し
た。pAb5a-5はこの Wnt5a依存性の Rac1の活
性化を抑制し、lamininγ2の発現も抑制した。
さらに、レポーター遺伝子アッセイにより、
Rac1 が lamininγ2 の遺伝子発現を亢進する
ことが明らかになった。したがって、pAb5a-5
が Rac1の活性化や lamininγ2の発現の抑制
を介して、細胞の運動能や浸潤能を制御する
ことが示唆された。また、pAb5a-5は Rac1の
上流で作用すると考えられた。 

(1)①で述べたように、私共はこれまでに
Wnt5aシグナルの活性化(Rac1の活性化)に受
容体のエンドサイトーシスが重要であるこ
とを明らかにした。pAb5a-5 は Wnt5a とその

受容体である Fz2 と Ror2 との結合活性に影
響しなかったが、Wnt5a依存性の Fz2や Ror2
のエンドサイトーシスを抑制した。一方、本
抗体は Wnt3a依存性の受容体のエンドサイト
ーシスに対しては影響しなかった。したがっ
て、抗 Wnt5a抗体は Wnt5a依存性の受容体の
エンドサイトーシスを特異的に抑制するこ
とにより、Rac1 の活性化や lamininγ2 の発
現を抑制することが示唆された。 
ヌードマウスを用いた異種移植実験にお

いて、pAb5a-5は脾臓被膜下に移植した KKLS
細胞の肝転移を抑制した。一方、この pAb5a-5
は、MKN-45の肝転移には影響を与えなかった。
なお、本研究で用いた抗体の投与中、マウス
の成長や行動等に明らかな副作用は認めら
れず、肝臓と脾臓の組織学的な変化も認めら
れなかった。したがって、Wnt5a 抗体は新規
抗がん剤開発のシーズとなる可能性がある
ことが示唆された。 
③前立腺癌と Wnt5a：前立腺癌において Wnt5a
と悪性化との関連を解析したところ、98例中
30 例（約 30％）に高発現していた。Wnt5a
は Gleason score の高い症例並びに血清 PSA
値の高い症例に有意に発現していた。また、
Wnt5a が高発現している症例では、術後再発
する確率が高いことが明らかになった。さら
に、Wnt5a は前立腺癌細胞において PKC を介
して、matrix metalloprotease 1(MMP1)の発
現を促進した。したがって、Wnt5a は前立腺
癌においても進行度や予後判定のマーカー
になると考えられた。 
 
(4) Wntシグナルと細胞周期 
癌は細胞周期の異常に伴って生じることが
知られている。Wntシグナル構成蛋白質であ
る Dvlの分裂期における局在を検討したとこ
ろ、Dvlは主として、紡錘糸と中心体に局在
した。また、ノコダゾールで紡錘糸を破壊す
ると、Dvlは染色体中央部に存在するキネト
コアに局在した。Dvlをノックダウンすると、
紡錘糸の軸が野生型に比して傾き、分裂した
細胞の一つが接着面から離れる傾向にあっ
た。また、Dvlは紡錘糸(+)端のキネトコアへ
の結合に関与した。すなわち、Dvlは微小管
と細胞皮質およびキネトコアへの結合を促
進することにより、細胞分裂極性を保つこと
が示唆された。 
さらに、Dvlは分裂期チェックポイントの制
御に関する蛋白質のキネトコアへのリクル
ートに関与することが明らかになった。これ
らの結果に一致して、Dvlをノックダウンす
ると、分裂期チェックポイントが働かなくな
り、細胞周期制御が破綻した。このために、
Dvlに異常があると、分裂期における染色体
の分配が正常に行われなくても、細胞分裂が
進行した。したがって、Dvlは他の Wntシグ
ナル構成分子と同様に、異常が生じるとがん
化に結び付く可能性が示唆された。 
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