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学位論文の内容要旨

Wnt5a signa1ing promotes apica1 and basolatera1 pol紅包ationof single epithelia1 cells 

Wnt5aシグナルは単一上皮細胞レベルでの頂底極性形成を促進する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

肝胆降外科学

(指導教員:具英成教授)

権英寿

{目的}

上皮細胞は頂底極性を形成しており、その極性の形成、維持には細胞間接着

や基底膜からのシグナルが重要であることが知られている。一方、 Wntシグナル

において、 βカテニン非依存性経路が平面内細胞極性や神経細胞極性などの極

性を制御する乙とが知られているが、頂底極性形成に対する役割は依然として

明らかではない。これまでに私共は、 Wntシグナルが基底膜シグナル誘導性の細

胞運動極性の制御に関与することを報告している。そこで頂底極性の制御にお

いても、Wntシグナルが基底膜シグナルと協調してその極性を制御する可能性を

考え、その点を明らかにすべく研究を行った。

(方法及び結果)

基底膜シグナルによる頂底極性形成に対するWntシグナルの影響を検討する

ために、以下に示すユニークな実験系を用いたアプローチを行った。なお、今

回の実験では基底膜のモデルとしてマトリゲルを使用した。ラット正常腸管上

皮細胞由来の細胞株である IEC6細胞を、単一細胞レベルにて厚みをもったマト

リゲル上で培養すると、細胞とマトリゲルの接着面と対側にF-actinが集積し

た特徴的な極性化形態を認め(actin cap)、このactincapにリン酸化Ezrin(頂

端部マーカー)が共局在した。また、その周囲を囲むようにZO-l(tight junction 

マーカー)が局在し、 Parlb(基底部マーカー)はactincap以外の細胞膜に分布

した。さらに走査型、透過型電子顕微鏡にてactin capの部分に微級毛様の構

造が集積していることも確認した。以上より、 IEC6細胞は単一細胞レベルで頂

底極性を形成していると考えられた。本実験系は、細胞間接着の影響なしに、

基底膜シグナルによる頂底極性形成をシンプルに評価できる系であると考え、

この系を用いてWntシグナルの頂底極性形成への影響を検討することとした。



なお、 IEC6細胞を浮遊培養した場合には極性化は見られなかったことから、マ

トリゲルとの接着が極性化に重要な因子であると考えられた。

Wntシグナルは遺伝子発現を介して細胞の増殖、分化を制御するβカテニン依

存経路と、細胞運動や骨格、極性の制御を行う βカテニン非依存経路の2つに

大別される。まずWntシグナルがマトリゲルとの接着により誘導される単一細

胞レベルでの頂底極性形成に関与しているかどうかについて検討するために、

これら両経路を阻害する薬剤であるWnt分泌阻害剤IWP2の処理を行い、上皮細

胞極性化への影響を検討した。その結果、極性化の抑制効果が見られたことか

ら、内在性Wntリガンドの極性化への関与が示唆された。乙れに対して、 βカ

テニン依存経路の選択的阻害剤である IWRl処理を行った場合には極性化に対す

る抑制効果は見られなかったことから、マトリゲル誘導性の頂底極性形成には、

Wntシグナルの8カテニン非依存経路が関与していることが示唆された。今回用

いた IEC6細胞において、内在性レベルでβカテニン非依存経路の代表的リガン

ドであるWnt5aの発現を認めたため、そのノックダウン(悶)を行ったところ、

極性化の抑制効果を認め、さらにWnt5a受容体Rorやその下流のDvlの阻でも

同様に極性化は抑制されたことから、Wnt5aシグナルがこの極性化の制御に関与

する乙とが示唆された。

βカテニン非依存経路の下流において、Dvlが細胞骨格制御因子であるRacl、

RhoAの活性を制御することが知られている。そ乙で単一細胞レベルでの頂底極

性形成にRacl、RhoA活性の極性化分布が重要ではないかと考え、これらの空間

的活性分布を fluorescenceresonance energy transfer (FRET)を用いて検討

した。その結果、Raclの活性はactin cap (頂端部に相当)よりもむしろ actincap

以外の細胞膜(基底部に相当)により強く見られたのに対して、馳oAの活性は相

対的に actincap側により強く認められた。同時にWnt5a、Dvlを回した条件

でRacl、阻oA活性をpulldown assayにて評価したと乙ろ、 Raclの活性はm

で抑制されるのに対して、 RhoAの活性は上昇することがわかった。これらの結

果から、Wnt5aシグナルは単一細胞レベルで極性化したIEC6細胞において、actin 

cap以外の細胞膜部分でのRacl活性をpositiveに制御すると同時に、 RhoA活

性を同部分でnegativeに制御している可能性が考えられた。

次にDvlによるRacl活性の制御因子について、 Dvlの結合因子である

Tiaml (RacGEFlに注目した。Tiamlを阻すると、極性化、 Racl活性ともに抑制

され、この抑制効果はDvlを安定発現した IEC6細胞においても同様に見られた

が、Tiamlを安定発現したIEC6細胞においてはDvlのmによる極性化及び、Racl

活性の抑制効果が部分的にレスキューされた。これらの結果から、 Dvlの下流で

TiamlがRacl活性の制御を行っている可能性が考えられた。さらにDvlによる

RhoA活性の制御因子についても検討した。 IEC6細胞の単一細胞レベルでの極性

化にはマトリゲルへの接着が重要な起点となる。そこで細胞接着において、 RhoA

活性をnegativeに制御する因子である p190RhoGAP-A(RhoGAPlに注目した。

P190阻oGAP-Aの阻により、極性化は抑制され、RhoA活性の上昇が見られた。

P190阻oGAP-AのGAP活性はそのチロシン燐酸化により制御されるが、Wnt5a、Dvl

を即した条件ではこのチロシン燐酸化は抑制され、 Wnt5a、DvlをKDした際に

RhoA活性が上昇するという上述の結果と一致するものであった。

また、極性化した IEC6細胞における Dvl、p190RhoGAP-Aの局在について検討

したところ、両者ともにactincap以外の細胞膜部分、つまりマトリゲルと接

着している部位に優位に局在することがわかった。この結果は、 Wnt5aシグナル

がactincap以外の細胞膜部分のRacl、RhoA活性の制御を行うという考えに矛

盾しないものであった。同時にTiamlの局在についても検討したが、これに関

しては上皮細胞全体に分布するという結果であった。そのため、 Raclの活性分



布が見られる理由としては、 Dvlがより優位に極性化した細胞のactincap以外

の細胞膜部分に分布することや、 RacGAPのような因子がactincap側に優位に

局在する可能性、といったことが考えられた。

さらにWnt5aシグナルによる極性制御のメカニズムの詳細について検討した。

まずIEC6細胞において、 Dvlは細胞接着におけるkeyfactorであるFocal

adhesion kinase (FAJQと、 Wnt5aシグナル依存的に、内在性のレベルで結合し

た。さらにp190RhoGAP-AがDvlのC末端側で結合すること (DEPdomainより C

端側で結合)、さらにその結合部分はTiamlの結合領域(PDZdomainとDEPdomain 

の聞で結合)とは異なり、 Dvl上でTiaml及びp190RhoGAP-Aが3者複合体を形

成しうることがわかった。加えて、この複合体にFAKも同時に結合することも

確認された。また、 P190拙oGAP-Aとの結合に必要なDvlのC末端側をdeletion

したDvlのmutantを安定発現した IEC6細胞では、 Dvlのmによる極性化のレ

スキュー効果がほとんど見られなかったことから、 Dvlとp190RhoGAP-Aの結合

が今回の頂底極性形成に重要であることが確認された。

最後に、 Wnt5aシグナルは単一締胞レベルの頂底極性のみでなく、上皮細胞シ

スト、つまり多細胞レベルでの極性化においても、 Racl、阻oA活性制御を介し一

てその極性制御に関与していることも確認した。

(結論)

マトリゲル誘導性の単一細胞レベルでの頂底極性形成には、Wnt5aシグナルが

FAKを介する細胞接着シグナルと協調して、Tia皿l、p190RhoGAP-Aを介してRacl、

RhoA活性の制御を同時に行うことが重要であることが示された。本研究は頂底

極性形成において、Wntシグナルが基底膜シグナルと協調してその極性を制御す

る可能性を示唆するものであると考えられた。
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(目的)

上皮細胞は頂底極性を有しており、その極性の形成、維持には細胞と基底膜の接着を起点とするシグ

ナノレ伝達が重要な役割を担っている。 Wntシグナノレは平面内細胞極性や神経細胞の極性形成に関与する

ことが知られているが、頂底極性形成における役割は不明である。本研究では、基底膜シグナル誘導性

の頂底極性形成における Wntシグナルの役割を検討した。

(方法)

-Single cell cul ture 

基底膜シグナルによる頂底極性形成への影響を評価するために、分離したラット正常腸管上皮細胞由

来の細胞株 IEC6細胞を単一細胞レベルでゲル化させたマトリグル上に婿種した。 Actil)capを形成した

状態を極性化と判定した。

-Racl及び陥oAの活性評価

Racl及びRhoA活性は、glutathione一長transferase-Cdc42/RacInteractive Binding及び貼o-binding

domainを用いた免疫沈降法により生化学的に評価した。また、細胞内における両者の活性の空間的分布

はRaichu-Rac1、 Raichu-RhoAを安定発現した IEC6細胞を用いて、 Fluorescenceresonance energy 

transfer (F郎T)analysisにより解析した。

(結果)

上記条件下において、単一の IEC6細胞は、マトリゲルの接着面と対側に F-actinの集積(actincap) 

した特徴的な極性化構造を形成した。このactincapには頂端部マーカーEzrinが局在し、それ以外の

細胞膜領域には側底部マーカーParlbが分布した。以上より、 IEC6細胞は単一細胞レベルで頂底極性を

形成していることが示された。

次に、 Wntシグナノレの IEC6細胞頂底極性形成への関与について検討した。 IEC6細胞において、内在

性レベルで発現を認めたWnt5aのノックダウン(KD)を行ったところ、極性化が抑制された。さらにWnt5a

受容体Rorやその下流のDvlのmでも同様に極性化は抑制されたことから、Wnt5aシグ、ナルが頂底極性

形成に関与することが明らかになったo

Wntシグナノレは、 Dvlを介して細胞骨格制御因子Racl、RhoAの活性に関与することが知られている。

IEC6細胞において Wnt5a、DvlをKDしたところ、 Raclの活性は減少したが、RhoAの活性は逆に上昇し

た。また、 Racl/RhoAの空間的活性分布をFRETにより解析した結果、RhoA活性はactincap側(頂端部)

に、 Racl活性はactincap以外の細胞膜領域(側底部)に強く見られた。以上より、 Wnt5aシグナノレは側

底部においてRacl活性化する一方、頂端部ではRhoA活性を抑制することが考えられた。

本系における Rac1及びRhoA活性制御機構として、 Dvlとの結合因子であるTiaml(RacGEF)及び

p190RhoGAP-A (肱oGAP)に注目しよ KDしたところ、上皮細胞の極性化は抑制された。また、接着シグナル

による Rac/Rho活性を仲介する Focaladhesion kinase (FAK)がDvl、Tiaml、p190RhoGAP-Aと複合体を

形成した。



(結論)

Wnt5aシグナルは細胞接着シグナルと協調して、 FAK、Ti四1、p190RhoGAP-Aを介して RaclとRhoAの

活性を空間的に制御して、頂底極性形成に関わることが明らかとなったa

本研究は、ラット正常腸管上皮細胞由来の細胞株 IEC6細胞を用いて、単一細胞レベルの頂底極性形

成における Wnt5aシグナルの役割について解析したものである。その結果、Wnt5aがRaclの活性化、RhoA

の不活性化を介して、単一上皮細胞の頂底極性形成を促進することを証明した点において、価値ある業

績であると認める。よって、本研究者は博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




