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研究成果の概要（和文）：  

本研究は、アフリカツメガエルの初期発生で背側形成に重要な役割を果たす背側デターミナン
トを代替する分子である Xwnt8 が、従来の常識に反して細胞内だけに局在し、細胞内で働くこ
とを、胚の形態、免疫組織化学、lineage tracing、in situ hybridization などを用いて示し
たものである。本研究はシグナル伝達物質が細胞内でシグナル伝達をおこなうことを世界で初
めて示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of the present study is to show that Xwnt8, which has been shown to substitute 
the dorsal determinant in Xenopus early development, can act within the cell which inherit 
it. This study was carried out using morphological, immunohistochemical, lineage tracing 
and in situ hybridization techniques. We have shown, for the first time, that the signal 
transduction can occur within the cell, in a cell autonomous manner. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）アフリカツメガエルの初期発生におけ
る背側形成は 2種類の細胞質デターミナント
の相互作用によって引き起こされる。
Wnt/b-catenin 経路はこの過程に関わってい
ると考えられている。Xwnt8 は初期卵割期の
胚には存在しないが、背側デターミナントを
代替すると考えられて来た。背側デターミナ
ントは細胞自律的に（それが存在する細胞の
中で）働くが、Wnt タンパク質は非細胞自律
的に細胞表面で働くと考えられてきた。 
（２）私達は、Wnt はアフリカツメガエルの
背側化過程では細胞内で細胞自律的に（その
分子が存在する細胞内でだけ）働くのではな
いかという仮説を立て、これを検証しようと
した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Xwnt8 が細胞外からシグナ
ルを細胞内に伝えるのではなく、細胞内でシ
グナルを伝えることを示す事である。いわゆ
るシグナル伝達は細胞間で起こると考えら
れてきたが、細胞内でシグナルを伝えること
があることが示されることは、シグナル伝達
の概念を拡張するものとなる。また、アフリ
カツメガエルの細胞質デターミナントの作
用機作の点でも、これが細胞内で機能するこ
とを示すということになり、意義は大きい。
このような、細胞内シグナル伝達は、実は進
化的に見てより古いものであることが示さ
れる。 
 
３．研究の方法 
 
研究の方法は次の 3つである。 
 
（1）Wnt タンパク質の局在をタグをつけた

mRNA を細胞内に注入し、タグに対する抗
体で染色することによって調べる。 

(2) 小胞体貯留シグナルである KDEL を Wnt
につけて、その時の背側化能、タンパク
質の局在を調べる。 

(3) Wnt mRNA を lineage tracer と共に卵割
球に注入し、オーガナイザー遺伝子で in 
situ hybridizationによりはっきりと発
現がわかる chordin の局在と lineage 
tracer の局在を比較する。 
 

４． 研究成果 
 
(1) Xwnt8 に HA タグをつけた mRNA を、我々

が開発したアフリカツメガエルの卵片、

PBE (Permanent Blastula-type Embryo
の 4細胞期にlineage tracer Alexafluor 
647 dextran と共に注入した。この胚を
4000 細胞期に固定し、抗体染色によって
Xwnt8-HA を検出した。 

 
(2) Xwnt8-HA に小胞体貯留シグナルである

KDEL を付加した mRNA を作製し、これを
PBE に VegT mRNA と共に注入した。胚の
背側化は KDEL 付加によって阻害されな
かった。このことは、Xwnt8 が小胞体で
機能するというアイデアを支持する。 

 
(3) 当初の実験では、上記の抗体染色は、固

定後メタノールで 3日程度保存した後に
行っていた。しかし、他の研究者達によ
る先行研究では、Wnt タンパク質は主に
細胞表面に局在していた。これらの研究
ではメタノール保存のプロセスは使われ
ていなかった。そこで我々の実験でもメ
タノール保存を行わないで抗体染色を行
ってみたところ、先行研究と同様に細胞
の周辺で強い染色が見られた。 

 
(4) しかしながら、この場合でも、HA 染色領

域はlineage tracerで染まる領域と完全
に重なっており、この領域外への拡散は
見られなかった。 

左：Xwnt8-HA。右:Alexafluor647。染色細胞は

完全に重なっていて、核は Alexa では染まってお

り、HA では染まっていない。 

左：Xwnt8-HA。右:Alexafluor647。メタノール

処理なし。HA は主に細胞の周辺で染まっていた。



 
(5) また、KDEL を付加した Xwnt8 では、そも

そも細胞境界での染色は見られなかった。 

 
(6) これらのことは、Xwnt8 が細胞内、おそ

らくは小胞体で働くことを強く示唆する
が、非常に少量の Xwnt8 タンパク質が細
胞外にでて、それが隣の細胞の Wnt リセ
プターに結合して背側化を引き起こすこ
とは除外できない。この可能性を除外す
るために、Xwnt8 mRNA を注入した細胞で
だけ背側化が起こっていることをオーガ
ナイザー因子である chordin の in situ 
hybridization と lineage tracing を併
用して示そうとした。当初の何回かの実
験では、lineage tracer と chordin の in 
situ パターンは非常によく一致した。こ
れは複数の実験例で完全に重なっていた
ので、これが偶然の一致であるとはとう
てい思われなかった。 

 
(7) しかしながら、実験を繰り返すうちに、

lineage tracer で染まる領域の外側で
chordinの発現が見られる例も見られた。
これは、注入した tracer と Xwnt8 mRNA
の dose と関わりがあるように思われた。
つまり、tracerの濃度がある程度低いと、
これが検出されない領域で、Xwnt8 の濃
度が chordin の発現を導くのに必要な濃
度に達するのではないか、ということで
ある。現在、lineage tracer を別のもの

に変更して、さらに濃度の設定を変える
ことにより、再現性よく tracer と
chordin の発現が一致するという結果が
得られつつある。 

 

(8) 本研究で我々が示すモデルは以下のよう
である。通常の Wnt シグナリングモデルで
は、Wnt タンパク質は細胞外で働くが、
我々のモデルではそれは細胞内で、小胞体
内で働く。小胞体と細胞膜の連続性を考慮
すると、細胞外は小胞体内と共通の性質を
持つに違いない。 
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