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研究成果の概要（和文）：Wnt3aに対する人工受容体を発現させたマウスES細胞株を用いて、人工受容体を介するWntシ
グナルについて詳細に解析した。人工受容体に対するリガンドで細胞を刺激すると、その細胞ではWnt3aで刺激した場
合と同様の遺伝子発現変化が誘導されることが明らかになり、心筋細胞への分化誘導も同等に促進されることが示され
た。人工受容体を用いることにより内因性のWntシグナルを模倣できるため、本研究で作製した人工受容体はES細胞の
心筋細胞への分化誘導や、Wntシグナル経路の解析に応用できると期待される。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in create functional artificial Wnt3a receptors to promote 
myocardial differentiation from ES cells using antibody-antigen reactions. When the cells expressing the 
artificial receptors had been stimulated with the cognate ligand, gene expression profiles of them were 
changed almost the same as the cells stimulated with Wnt3a. Thus, as the artificial Wnt receptors could 
mimic Wnt signaling in the absence of Wnt3a, this artificial receptor system could serve as a powerful 
tool to analyze Wnt signaling pathways.

研究分野：細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
近年、増加の一途を辿るメタボリック症候
群の最大の合併症である冠動脈硬化症と心
筋梗塞後心不全の発症に対する根本的治療
として、喪失した心筋細胞を、胚性幹(ES)細
胞や人工多能性幹(iPS)細胞から体外で作り
移植する心臓再生療法の実現化が大きく期
待されている。 
最近の報告から、ES 細胞や iPS 細胞の分
化の初期段階で Wnt3a 分子により古典的
Wnt シグナルを、後期に Wnt11 を介して非
古典的 Wnt シグナルを活性化させるという
Wnt シグナルの時期特異的な切り替えを行
うことで、心筋細胞への効率的な分化誘導が
可能となることが見いだされている。しかし、
ここで用いるWnt3a、およびWnt11 は非常に
高額な組換えタンパク質であるため、実用化
できる程の大量の心筋細胞を調製すること
は医療経済的に現実的ではない。そこで本研
究では、より安価な分子で Wnt シグナル伝
達を制御する人工受容体を作製し、これを発
現させることで心筋細胞を経済的かつ効率
的に作製することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでの研究で、Wnt3a の受容体
である Frizzled8（Fz8）および LRP6 のWnt3a 
分子との結合領域を、フルオレセイン（FL）
を認識する一本鎖抗体可変領域（ScFv）に置
換した人工受容体（キメラ受容体）を作製し、
複数個の FL 分子 が表面修飾された BSA
（BSA-FL）をリガンドとして Wnt3a シグナ
ルを制御することに成功している。 
本研究では、上記の手法を応用することで、

Wnt3a、Wnt11 に代わる安価なリガンド分子
である BSA-FLを用いてそれぞれのシグナル
伝達を制御し、ES細胞や iPS細胞から心筋細
胞を効率的に作製する方法の開発を目的と
した。このキメラ受容体を用いたWntシグナ
ル伝達制御に成功すれば、医療経済的に実現
可能かつ効率的な心筋再生療法を確立する
ことができる。さらに、このキメラ受容体は
Wntシグナル自体の複雑なシグナル伝達機構
を解明するための有用なツールとしても応
用可能と考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）キメラWnt11受容体の構築 
既に作製済みであるキメラWnt3a受容体と
同様に、Wnt11受容体に対するキメラ受容体
も作製した。Wnt11 は Fz4、Fz7、ROR2 な
どの受容体を介して非古典的 Wnt シグナル
を伝達していると考えられているが、どの組
合せの受容体を介して心筋分化を促進して
いるかは不明である。そこで本研究では、Fz4、
Fz7、ROR2 の Wnt11 結合領域を、それぞれ
抗 FL抗体の ScFvに置換したキメラ受容体を
作製した（図 1）。 
 
 

（２）キメラ受容体の機能解析 
作製したキメラWnt3a受容体が、本来の受
容体が持つシグナル伝達能力を有している
ことを確認するために、Wnt3aシグナル下流
のシグナル伝達分子の活性化を、レポーター
アッセイやウェスタンブロッティングなど
により解析した。また DNA マイクロアレイ
やリアルタイム定量 PCRにより、シグナル伝
達による細胞の遺伝子発現変化の解析も行
った。 
さらに、Wnt3a シグナルおよび Wnt11 シ
グナルの活性化による心筋細胞分化亢進の
実績があるマウス ES 細胞株、iPS 細胞株を
用いて細胞の心筋細胞への分化誘導実験を
行った。具体的には、細胞へキメラ受容体遺
伝子あるいはコントロール遺伝子を導入し
た後、リガンド分子で刺激した場合の心筋細
胞への分化効率を心筋細胞特異的な遺伝子
の発現や自己拍動率などを指標に評価し、実
際に心筋細胞への分化が促進されるかどう
か検証した。 
 
４．研究成果 
（１）キメラWnt3a受容体を介したシグナル
伝達の解析 

Wnt3a の受容体である、LRP6 および Fz8
に対するキメラ受容体を、それぞれキメラ
LRP6、キメラ Fz8と呼称する。このキメラ受
容体ペアーを発現させたマウス ES 細胞株に
おいて、Wnt3aシグナル依存的な転写因子の
活性化をルシフェラーゼレポーターアッセ
イにより解析した結果、この細胞では
BSA-FL濃度依存的にWntシグナル伝達が厳
密に制御されていることが確認できた。 
次に、シグナルの阻害実験を行うことで、
このシグナル伝達が内在性のWnt3a受容体で
はなく、キメラWnt3a受容体を介して活性化
されていることを確認した。既往の報告から、
BSA-FL依存的なシグナルの活性化は、Wnt3a
のアンタゴニストである Dkk1 を添加しても
全く阻害されないことが確認済みである（若
手(B) 2010～2011課題番号 22760607）。Dkk1
は細胞膜上で Wnt3a と競合的に LRP6 と結
合することにより、Wnt3aシグナルを阻害す
ることが知られている。一方、BSA-FL と同
時に単量体の FL 分子を添加すると、単量体
FL 分子の濃度依存的にシグナルの活性化が
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図 1. Wnt11 に対するキメラ受容体の模式図 
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抑制されることが示された（図 2）。これは、
単量体の FL 分子が BSA-FL と競合的にキメ
ラ Wnt3a 受容体に結合することで、平均 10
個程度の FL 分子が表面修飾された BSA-FL
による、BSA-FL/キメラ LRP6/キメラ Fz8、と
いう三者複合体の形成が阻害されたためで
あると考えられる。これらの結果より、
BSA-FL 依存的なシグナルの活性化は、キメ
ラWnt3a受容体を介して誘導されていること
が証明できた。 

  
さらに、このシグナル伝達における下流の
細胞内シグナル分子の活性化に関して、ウェ
スタンブロッティング法による解析を行っ
た。Wnt3aシグナル伝達分子である Dvl2の活
性化の指標として、リン酸化 Dvl2 の発現を
確認した結果、キメラ受容体発現 ES 細胞株
を BSA-FLで刺激した場合のみ、Dvl2がリン
酸化を受けて活性化していることが示され
た（図 3）。 

 
 

（２）キメラWnt3a受容体を介したシグナル
伝達による細胞の心筋細胞への分化とその
遺伝子発現変化の解析 
キメラ Wnt3a 受容体を介したシグナルの
活性化により、ES細胞の心筋細胞分化が促進
されることはすでに報告済みである（若手(B) 
2010～2011課題番号 22760607）。その結果を
踏まえ、分化の過程における細胞の遺伝子発
現の変化をより詳細に解析した。リガンド刺
激 1日後のWnt3aの標的遺伝子の発現量の変
化を DNA マイクロアレイにより網羅的に解
析し、統計処理によるサンプル間の比較を行
った。その結果、コントロール遺伝子を導入
した ES 細胞を BSA-FL で刺激した場合の遺
伝子発現変化のパターンは、無刺激の細胞の
パターンとほぼ同様であったのに対して、キ
メラ発現 ES 細胞株を BSA-FL で刺激した場
合の遺伝子発現変化のパターンは、Wnt3aで
刺激した場合と非常に類似していることが
明らかとなった（図 4）。 

 
（３）キメラWnt3a受容体による心筋細胞へ
の分化過程におけるシグナルの解析 
 心筋細胞への分化過程におけるWnt3aシグ
ナル活性をリアルタイムで測定するために、
キメラWnt3a受容体発現 ES細胞へWnt3aシ
グナル依存的な転写因子に応答するレポー
タープラスミドを導入し、レポーターを安定
発現する細胞株を作製した。この細胞株を用
いて心筋細胞への分化誘導を行い、生細胞内
におけるレポーター活性をリアルタイムで
測定した。BSA-FL で刺激した細胞は Wnt3a
で刺激した細胞と同様に、分化開始 5日後辺
りでシグナル活性が最大となった後減少し、
分化 7 日後にはほぼ活性がなくなっていた。
一方、無刺激の細胞では全体的にシグナル活
性は弱く、最大の活性を示したのは分化 7日
後辺りであった。この結果より、心筋細胞へ
効率良く分化誘導するためには、分化の早い
段階でWnt3aシグナルが一過的に上昇し、反
対に分化後期にはシグナルが抑制されてい
る必要があると示唆される。また、BSA-FL
依存的なシグナルがWnt3a依存的なシグナル
と近い挙動を示していることが確認できた。 
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図 4 マイクロアレイによる遺伝子発現パターンの比較 
コントロール遺伝子導入 ES 細胞株とキメラ Wnt3a 受容
体発現 ES 細胞株をそれぞれ 0、0.1、1 g/ml の BSA-FL
または 50 ng/ml の Wnt3a で刺激し、刺激 24 時間後の
mRNA の発現量を DNA マイクロアレイにより網羅的に解
析した。コントロールおよびキメラ発現細胞それぞれ 4 条
件のサンプル間における遺伝子発現パターンの相関を、
ピアソン相関係数を用いて比較し、樹形図で表した。 
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図2. BSA-FL依存的なWnt3a下流の転写因子の活性化
に及ぼす単量体 FL 分子の阻害効果 
キメラWnt3a受容体発現ES細胞株において、Wnt3aシ
グナル下流の転写因子の活性化をルシフェラーゼレポー
ターアッセイにより確認した。1 g/ml の BSA-FL に対し
て、モル比が 0、1、10、100、1000 になるように単量体 FL
分子を加えて細胞を刺激した。グラフは vehicle 刺激のみ
の検体のルシフェラーゼ活性を 1 とした相対値で表す。 
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図 3. 画像解析によるウェスタンブロッティングのバンドの
濃さの比較 
コントロール遺伝子導入ES細胞株とキメラWnt3a受容体
発現 ES 細胞株を 1 g/ml の BSA-FL で刺激し、Wnt3a シ
グナル伝達分子であるDvl2のリン酸化をウェスタンブロッテ
ィングにより検出した。検出されたバンドの濃さを画像解析
により比較し、無刺激のコントロールの値を 1 とする相対値
をグラフに表した。 



（４）キメラWnt11受容体の作製と機能解析 
 キメラWnt3a受容体と同様に、Wnt11に対
するキメラ受容体としてキメラ ROR2、キメ
ラ Fz4、キメラ Fz7の 3種類の受容体を作製
した。これらのキメラ受容体をマウス ES 細
胞株に発現させ、キメラWnt3a受容体と同様
に種々の機能解析を行ったが、心筋細胞への
分化誘導を効率良く制御できる組合せを確
認することはできなかった。ただし、Wnt11
組換えタンパク質を用いて心筋分化誘導を
行っても、期待される程の効果は確認できな
かったことから、分化誘導方法や刺激条件が
最適ではない可能性や、本研究で用いた細胞
株ではWnt11による心筋分化誘導の促進効果
自体があまり強くない可能性が考えられる。
また、Wnt11のような非古典的Wntシグナル
を伝達するWnt分子では、対応する受容体や
シグナル伝達機構に関しても不明な点が多
いため、キメラ受容体の種類や構造を改良す
る必要があるかもしれない。今後は上述の点
を考慮して、用いる細胞や作製するキメラ受
容体の種類をさらに検討した上で、最適な実
験条件を決定する予定である。 
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