
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

Ｗｎｔとその受容体の細胞内トラフィック制御機構の解析

Regulation of membrane traffic of Wnt and its receptors

２０３７２６９１研究者番号：

山本　英樹（Yamamoto, Hideki）

大阪大学・医学系研究科・准教授

研究期間：

２６４６０３６５

平成 年 月 日現在２９   ５ ２９

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：Wnt5aやWnt5bの翻訳後修飾を質量分析法により明らかにした。極性化MDCK細胞におい
てWnt5aは側底部、Wnt1は頂端部と側底部の両側に分泌され、両者の側底部への輸送はクラスリンやAP1によって
制御され、Wnt1の頂端部への輸送はエクソシストによって制御された。Wnt5bはエクソソームと呼ばれる細胞外
小胞と共に分泌され、Wnt5b含有エクソソームには癌細胞の増殖と運動能を亢進させる機能があることを見出し
た。一方、Wnt受容体のLRP6やRor2、Fz2は側底部に輸送された。さらにシストの内腔形成にWnt5aが関連するこ
とを見出し、Wnt5aが側底側に分泌される生理的役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mass-spectrometric analyses revealed that Wnt5a and Wnt5b are modified with 
palmitoleic acid and two high-mannose-type and hybrid-type glycans. We found that Wnt5a is secreted 
basolaterally and Wnt1 is equivalently secreted both apically and basolaterally in polarized MDCK 
cells. We also found that Wnt5b is secreted as a soluble form or as an exosome-associated form. The 
basolateral secretion of Wnt5a and Wnt1 required Wntless (Wls), clathrin and AP-1. Wnt1 was secreted
 apically via exocyst-mediated transport. Wnt5a receptors were also localized to the basolateral 
membranes. Knockdown of Wnt5a delayed apical lumen formation of the epithelial cyst, and these 
phenotypes were rescued by wild-type Wnt5a, but not by a Wnt5a mutant that is secreted apically. 
These results suggest that Wnt5a and its receptors are sorted to their correct destination by 
different mechanisms and that the basolateral secretion of Wnt5a is necessary for apical lumen 
formation in the epithelial cyst.

研究分野：生化学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

分泌蛋白質のWntは線虫やショウジョウバ

エからヒトに至るまで種を越えて保存され

ており、初期発生における体軸形成や器官形

成に必須であることが明らかになっている。

Wnt は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には、β

-カテニン経路と平面内細胞極性 (PCP) 経

路、Ca2+経路の少なくとも3種類が存在する。

Wnt シグナルは細胞内の複数のシグナル経路

を活性化することにより、細胞増殖や分化、

運動、極性等、多彩な細胞応答を制御する。 

哺乳動物において Wnt は 19 種類、Fz 受容

体は 10 種類存在し、1 回膜貫通型受容体の

LRP5/6 や Ror1/2 をはじめ複数の共役受容体

が存在する。しかし、Wnt 蛋白質の生化学的

性状やWntと受容体との結合の特異性につい

ては明らかにされていなかった。これは Wnt

蛋白質が細胞外マトリックスに結合する傾

向が強く、生理活性を有するWntとして単離、

精製することが困難であったためである。

2003 年 4月に Wnt3a の精製法が報告され、私

共もその方法を改良することにより、Wnt3a

に加えて Wnt5a や Wnt11 の精製に成功してい

る。Wnt の多様な生理活性を考えれば、他の

精製 Wnt 蛋白質を用いて細胞増殖や分化、運

動等の細胞応答を解析することがWntシグナ

ル経路の全貌を理解する上で必須である。 

一方、繊維芽細胞を用いた解析により、Wnt

の小胞体からゴルジ体への輸送にTMED5、ゴルジ

体から分泌小胞への輸送にWntlessが関与する

ことが報告されている。私共と連携研究者は

Wnt3aの翻訳後修飾について解析し、糖鎖と脂質

の付加がWntの細胞外分泌と機能発現に必要で

あることを明らかにしている。それらに加えて、

最近私共は精製Wnt蛋白質を用いてWnt3aと

Wnt11の糖鎖構造を質量分析法によって解析し、

Wnt3aは2箇所に高マンノース型糖鎖、Wnt11には

2箇所の高マンノース型に加えて、N末端側に複

合型糖鎖が付加されていることを見出した。さ

らに極性化した上皮細胞において、Wnt3aは主に

側底部、Wnt11は主に頂上部へ分泌されることを

明らかにした。したがって、付加される糖鎖構

造の違いによってWntの極性分泌が制御される

ことが示唆された。しかし、Wntとその受容体の

細胞質から細胞膜への輸送制御とWntシグナル

活性化との関連については明らかにされていな

い。また、Wntファミリーの細胞外分泌制御を明

らかにするには、Wnt3aやWnt11に加えて他のWnt

の翻訳後修飾と細胞外分泌の関連について解析

する必要がある。 

 

２．研究の目的 

Wnt 研究領域において重要課題である次の

３点を明らかにすることを目的としている。

(1) 精製したWnt蛋白質を用いて糖鎖修飾や脂

質修飾を解析し、翻訳後修飾による Wnt の細

胞外分泌や機能発現の制御機構を明らかに

する。 

 

(2) 極性化 MDCK 細胞における Wnt とその受

容体のゴルジ体から細胞膜への輸送経路を

解析し、上皮細胞における Wnt と受容体の極

性輸送とWntシグナル活性化との関連を明ら

かにする。 

 

(3) Wnt やその受容体の細胞膜から細胞質へ

のエンドサイトーシスや小胞輸送の制御機

構を解析し、Wnt や Wnt 受容体の細胞内トラ

フィックによる細胞応答制御を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)Wnt 蛋白質の精製と翻訳後修飾によるWnt

の機能発現制御について以下の方法を用いて

解析した。 

①アフィニティカラムやゲルろ過カラムを組

み合わせた数段階のクロマトグラフィーによ

り分画し、Wnt5aや Wnt5bを精製した。各分画

を抗Wnt5aあるいはWnt5b抗体による検出と

Dvlのリン酸化を指標にWnt5aや Wnt5bの活性

画分を検出した。 

 

②連携研究者の大阪大学蛋白質研究所の高

尾敏文教授の共同研究により、精製した

Wnt5a や Wnt5b 蛋白質を用いて、各々の糖鎖

修飾や脂質修飾の翻訳後修飾を質量分析法

によ Nano-liquid chromatography (LC) / 

electrospray ionization (ESI)-mass 

spectrometry (MS)/MS を用いて、各 Wnt の糖

鎖修飾や脂質修飾を解析した。 

(2) イヌ腎臓上皮細胞の MDCK 細胞をトラン



スウェルのフィルター上に播種し、極性化し

た MDCK 細胞を培養することにより、Wnt や

Wnt 受容体の輸送経路を解析した。具体的に

は頂端部と側底部の培養液中に分泌された

Wnt はブルーセファロースによって定量し、

Wnt 受容体や細胞膜表面に結合する Wnt はビ

オチン化することによって定量した。また、

3D マトリゲル内で MDCK 細胞を培養し、内腔

側に頂端膜、基質側に側底膜を有する球状の

シストを形成させ、Wnt の極性分泌や Wnt 受

容体の局在を免疫染色によって解析した。 

(3) Wnt5a の細胞内輸送と細胞－基質接着の関

連についてはMDCK細胞におけるWnt5aの極性分

泌によるFAKやPaxillinのリン酸化やRacの活

性化、ならびにシストの内腔形成に対する影響

を解析した。 

(4)エキソソームにおける Wnt については培

養液中に含まれるエキソソームを 10 万 x g

の超遠心によって回収してWntタンパク質を

定量した。 

 

４．研究成果 

(1) Wntの精製 

Blue sepharose、Superdex200（ゲルろ過）、

Hydroxyapatite、Heparin spharose column

の 3 段階のカラムを用いて、抗 Wnt5b 抗体に

よる検出と Dvlのリン酸化を指標に Wnt5b の

活性画分を検出し、同一蛋白質にまで精製し

た。Wnt5a も同様の手法により精製した。一

方、Wnt1 の精製も試みたが、質量分析法によ

って翻訳後修飾を解析可能となる高濃度の

Wnt1 タンパク質を精製出来なかった。 

 

 

(2) Wnt の翻訳後修飾と機能解析 

精製蛋白質を用いて翻訳後修飾を質量分

析法により解析したところ、Wnt5a の S244 に

はパルミトレイン酸が付加されていた。さら

に、N114 と N326 は高マンノース型、N312 に

は混成型のN結合型糖鎖が修飾されていた。ま

た、Wnt5bの S223 にはパルミトレイン酸が付

加され、N93 とN305には高マンノース型、N291

には混成型の N 結合型糖鎖が修飾されていた

( 図 1) 。 さ ら に 、 Glycosidase F や

Endoglycosidase Hf処理によってWnt１に付加

される糖鎖構造のプロファイリングを解析し



た。その結果、Wnt1 の N316 には高マンノー

ス型あるいはEndoglycosidase H感受性の混成

型糖鎖、N29 と N359 には複合型あるいは

Endoglycosidase H非感受性の混成型糖鎖が付

加されることを明らかにした（図１）。Wnt1

の 201 番の S は他の Wnt と保存されており、

パルミトレイン酸が付加されると考えられ

る（図１）。 

 

(3) 極性化MDCK細胞におけるWnt の分泌制御 

Wnt5a や Wnt1 が極性化された上皮細胞にお

いて頂端部、側底部のどちらに分泌されるかを

解析した。イヌ腎臓上皮細胞の MDCK 細胞をト

ランズウエルのフィルター上で培養する(図

2A)と Ezrinが細胞の頂端部、β-カテニンが側

底部に局在する頂底極性を有する上皮細胞の

形態をとる(図2B)。また、マトリゲル中でMDCK

細胞を三次元培養すると内腔側にアクチン、側

底部にはβ-カテニンが局在するシストを形成

する。このシストにおいてWnt5aは基質側の底

部、Wnt1は管腔側の頂上部と基質側の底部の両

者に局在した(図2C)。そこで、トランズウエル

のフィルター上に MDCK 細胞を培養し、両者の

極性分泌について解析した。その結果、Wnt5a

は主に側底部、Wnt1は頂端部と側底部の両者へ

極性分泌されることを見出した(図 2D)。また、

Wnt5a と Wnt1 はクラスリン AP1(adaptor 

protein 1)を介して側底側に分泌された。一方、

Wnt1の頂端側への分泌にはSec8やSec6が必要

であり、Exocyst を介して頂端側へ分泌される

ことを明らかにし、極性化上皮細胞における

Wntの分制御を明らかにした。 

 

 

(4) Wnt受容体の極性輸送 

Wntシグナルの選択的活性化は7回膜貫通

型受容体のFrizzled（Fz）と一回膜貫通型受

容体のLRP6やRor2、Rykの組み合わせによっ

て決定されている。例えば、LRP6はWnt3aや

Wnt1に結合し、β-カテニン経路を活性化し、

Ror2とRykはそれぞれWnt5aとWnt11に結合し、

β-カテニン非依存性経路を活性化するが、

Wnt受容体の極性輸送については明らかにさ

れていない。そこで、極性化されたMDCK細胞

においてWnt受容体の輸送経路について解析

した。その結果、Fz2やLRP6、Ror2は側底側

に局在し、Fz7やRykは頂端部、側底部の両者

に局在した(図3)。また、Wntリガンドの分泌

を制御するWntlessの発現抑制によってWnt

受容体の極性輸送には影響しなかった。さら

に、クラスリンやAP-1の発現抑制によって

Fz2やRor2、LRP6の側底部への輸送が抑制さ

れた(図4)。これはWntとその受容体は別々の

小胞によって側底部へ輸送され、細胞膜への

輸送時に両者の結合によるWntシグナル活性

化が誘導されないためと考えられる。Wnt3a

やWnt5aを頂端部から作用させてもWntシグ

ナルは活性化されませんが、側底側から刺激

するとWntシグナルが活性化された。したが

って、WntとWnt受容体を同じ側底部に輸送す

ることにより、効率よくWntシグナルが活性

化されると考えられる 

 

 

 (5）Wntシグナルによる上皮形態形成 

上皮細胞のシストの内腔形成における

Wnt5a シグナルの生理的役割を解析した。

MDCKI 細胞を 3Dマトリゲル内で培養すると 4

日目から内腔形成が始まり、6-7 日目にかけ

て細胞が辺縁で一層に並ぶと共に内腔が大



きくなり、8-9 日でシストが完成する。

Porcupine阻害剤のIWP2やWnt5aのノックダ

ウンによってWnt5aの分泌を抑制すると細胞

-ECM 接着が抑制され、6-7 日目において細胞

が内腔側に重層し、内腔形成が遅延すること

から、MDCKI 細胞シストの内腔形成に Wnt5a

シグナルが関与することが示唆された(図

4A）。さらに、Wnt5a の発現抑制による内腔形

成の遅延に対して頂端側に分泌される

Wnt5aL68N では影響しないが、側底側に分泌

される野生型のWnt5aによってレスキューさ

れた。したがって、側底側から Wnt5a シグナ

ルを活性化することがシストの内腔形成に

重要であると考えられた(図 4B）。 

私共は Wnt5a シグナルが Rac1 の活性化を

介して IEC6 細胞の頂底極性の決定に関与す

ること、がん細胞株において Wnt5a シグナル

が細胞-ECM 接着を促進することを報告して

いる。そこで、MDCKI 細胞において Wnt5a シ

グナルが細胞-ECM 接着や Rac1 の活性に対す

る影響を解析した。その結果、Wnt5a の発現

や分泌を抑制すると FAK や Paxillin のリン

酸化、Rac1 活性が抑制され、それらの表現型

は頂端側に分泌されるWnt5aL68Nでは影響し

ないが、側底側に分泌される野生型の Wnt5a

によってレスキューされた。したがって、極

性化された MDCKI 細胞において側底側から

Wnt5a シグナルが活性化されることにより、

細胞-ECM 接着や Rac1 の活性が促進されるこ

とが示唆された。これまでに、細胞接着が抑

制された MDCK 細胞におけるシストの内腔形

成(cavitation)においてアポトーシスが重

要であることが知られている。そこで、Wnt5a

シグナルが抑制されたMDCKI細胞におけるシ

ストの内腔形成にアポトーシスが関与する

かを解析した。その結果、コントロール細胞

ではアポトーシス細胞は見られませんが、

IWP2やノックダウンによってWnt5aの分泌を

抑制したMDCKI細胞の内腔ではアポトーシス

細胞が検出された。さらに、アポトーシス阻

害剤の QVD-Oph を野生型の MDCKI 細胞に作用

させてもシストの内腔形成に影響しないが、

Wnt5a の発現や分泌を抑制した MDCKI 細胞に

作用させると内腔形成が抑制された。これら

の結果から、Wnt5a シグナルが抑制されると

細胞-ECM 接着や Rac1 の活性が抑制され、そ

の結果、アポトーシスによって内腔形成が進

行すると考えられる。 

以上の結果から、極性化された MDCK 細胞

において Wnt5a とその受容体の Fz2 と Ror2

受容体が側底側に輸送され、Wnt5a シグナル

を活性化し、細胞-ECM 接着を促進することに

より、シストの内腔形成を促進すると考えら

れた。 
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