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概要 
細胞は多細胞⽣物の体を構成する最⼩単位であり、これらの細胞は集まって集団として

の性質を有するようになる。脊椎動物の胚発⽣の場では様々な種類の細胞集団が存在する
が、これらの集団を取り巻く環境は⽬まぐるしく変化する。細胞はこのような変化に時に
は強固に、時には柔軟に対応し続けなければならない。その際、細胞は個別に状況に対応
するのか、あるいはコミュニケーションを取り集団として対応するのか、また集団として
対応する場合、どのように集団内でコミュニケーションを取るのか、といった問題は⼗分
には理解されていない。 

集団として対応する場合、細胞間コミュニケーションには様々な⽅法が想定されるが、
本研究では分泌シグナルタンパク質を⽤いた細胞間コミュニケーションが、細胞集団内に
おける細胞同⼠のコミュニケーションに関わる可能性について着⽬した。分泌性シグナル
タンパク質を⽤いたコミュニケーションは古くから研究されてきたが、シグナルを出す分
泌細胞とそれを受け取る細胞は区別して扱われることがほとんどであった。それに対し
て、集団内の各々の細胞が分泌シグナルを産⽣しあい、それを受容しあうことによって集
団内のコミュニケーションを⾏うようなことも予想される。実際にそのようなコミュニケ
ーションが起きているのか、また起きているとしたらそれは細胞集団の持つ性質にどのよ
うに反映されるのだろうか。 

この問題にアプローチするため、私は細胞集団内における Wntリガンドに着⽬し、体軸
伸⻑期のマウス胚の尾側に位置するエピブラストで発現する Wnt について解析を⾏った。
脊椎動物の胚の体軸は、体幹や尾部の組織を構成する細胞が前駆細胞から連続的に⽣成さ
れることで伸⻑していく。このような前駆細胞は、胚の後端にあるエピブラストと呼ばれ
る領域に存在する。近年の系統解析の結果この前駆細胞の中には神経系と傍軸中胚葉系の
両⽅の細胞を⽣み出すものがあることがわかった。このような 2 つの分化先を持つ前駆細
胞は、”神経中胚葉前駆細胞”（Neuro-Mesodermal Progenitors : NMP）と呼ばれる。
NMP 細胞は体節形成の開始直前に出現し、体軸の伸⻑が終了するまで維持される。重要
なことは、NMP とその周辺のエピブラストの細胞は Wntリガンドを分泌すると同時に、
それを受容し Wnt シグナルが活性化されているという点である。このような場合、細胞同
⼠がお互いに分泌シグナルの分泌と受容を⾏うことによって細胞⾮⾃律的に集団内のコミ
ュニケーションが確⽴されている可能性がある⼀⽅で、細胞が分泌したシグナルにより⾃
⾝を細胞⾃律的に活性化している可能性がある。そこで、本研究では細胞⾃律的機能と細
胞⾮⾃律的機能を実験的に区別することによって、分泌シグナルを介した細胞⾮⾃律的な
集団内のコミュニケーションの意義を理解することを⽬的とした。 
そこで私は細胞⾃律的機能は保持するが細胞⾮⾃律的機能を失った Wnt3aリガンドを作

製しマウスにノックインすることにした。そのために、膜結合型⼈⼯Wntリガンド(マウ
ス Wnt3a と Wntリガンドの膜結合型受容体であるヒト Frizzled5 を融合したもの)をデザ



インした。この膜結合型 Wnt3a は培養細胞の実験において予想通り、細胞⾃律的機能は保
持されていたが、細胞⾮⾃律的機能を失っていた。また、培養液中にこの⼈⼯リガンドが
検出できないことから、拡散することができない受容体結合型として存在していることが
⽰唆された。この膜結合型 Wnt3a をマウスにノックインしたところヘテロ接合体胚の形態
に異常は認められなかった。⼀⽅、膜結合型 Wnt3a ホモ接合体胚(Wnt3a-Fzd5 胚)は後肢
より後⽅で形態異常を⽰した。後肢より後ろの神経管は閉鎖不全を起こし、尾は細く短く
なっていた。また Wnt3a-Fzd5 胚において NMP を検出したところ、細く短い尾の先端に
僅かに存在しており、このような NMP は尾の伸張が⽌まる直前のステージまで維持され
た。これまでの先⾏研究により、Wnt シグナルの強さに依存して NMP は維持されてお
り、Wnt3a のノックアウト胚やWnt3a機能が低下したハイポモルフ胚では、機能低下の
度合いに応じて体軸の伸⻑が途中で停⽌する。これに対して Wnt3a-Fzd5 胚では、尾の先
端まで体軸を伸⻑させるのに⼗分なシグナル活性があることが培養細胞を⽤いた実験で⽰
されたにも関わらず、後肢より後⽅の発⽣に⼤きな異常が⾒られた。その⼀⽅で、NMP
は体軸伸⻑期の途中より減少するものの維持され続け、尾も細く貧弱にはなるものの体軸
伸⻑が停⽌する胎⽣ 12⽇胚までは停⽌しなかった。以上の結果から、Wnt3a-Fzd5 胚にお
ける異常は、単なる Wnt 活性の低下では説明できないものであると考えられ、おそらく細
胞⾮⾃律的機能を失ったことによることが⽰唆される。 
 この Wnt3a-Fzd5 胚の異常をさらに解析するために、次に Wnt レポーターマウスを⽤い
て Wnt3a-Fzd5 胚における Wnt シグナルを単細胞レベルで解析した。興味深いことに
NMP を含むエピブラストの領域において、野⽣型胚においてもWnt シグナルはある程度
ばらついて検出された。このことは野⽣型胚においても、NMP内で Wnt シグナルが強い
細胞と弱い細胞が存在することを⽰した。このようなばらつきは Wnt3a-Fzd5 胚において
はさらに強く認められた。この結果から、Wnt3a の細胞⾮⾃律的機能の喪失が、NMP 細
胞の集団における Wnt シグナルのばらつきを増加させること、すなわちWnt3a の細胞⾮
⾃律的機能には細胞集団内における Wnt 活性のばらつきを抑える役割があることが⽰唆さ
れた。 
興味深いことに Wnt3a-Fzd5 胚において、NMP領域の Wnt シグナルのばらつきは、体

節形成期移⾏急激に増加していた。体節で合成されるレチノイン酸（RA）はエピブラスト
における Wnt の機能を阻害することから、Wnt3a-Fzd5 胚は RA シグナルに対してより影
響を受けやすい可能性が考えられる。これを確かめるために、妊娠雌マウスに RA を投与
し、Wnt3a-Fzd5 胚における Wnt シグナルをモニターした。その結果、Wnt3a-Fzd5 胚で
は体軸の伸⻑およびエピブラストでの Wnt シグナル活性に対して特異的に RA の影響を受
けることがわかった。以上の結果から、NMP 細胞集団における Wntリガンドを⽤いた細
胞間コミュニケーションは、Wnt シグナルのばらつきを減少させるとともに、RA などの
外部ストレスに対して細胞集団に頑健性を与えることが⽰唆された。本研究により、細胞
集団ないにおける分泌性シグナル伝達の分⼦実態が明らかになるとともに、細胞集団の維



持に対して果たす役割について新たな考え⽅が提⽰された。 
  



序論 
 
集団はコミュニケーションにより維持される 
古代ギリシアの哲学者アリストテレスは⾃⾝の著書で「⼈間は社会的動物である」と述
べている。我々は学校・会社・地域などのありとあらゆる場⾯において集団の中で社会性
のある⾏動をとり、集団の構成因⼦として振る舞う。しかし、集団の種類や規模、それら
を取り巻く環境などは様々であり、集団の維持と発展のためにこれらの構成因⼦は個別
に、あるいは集団として反応してく必要がある。このとき集団の構成因⼦たちは、⽂字や
⾔葉を⽤いてコミュニケーションを取り合うことでそれぞれの役割を果たし集団を維持し
ていると考えられる(図 1A)。 
⼀⽅、多細胞⽣物の体においては、個々

の細胞は最⼩の構成因⼦でありいくつかの
細胞が集まって集団を作る。これらの集団
もまた種類や規模、細胞を取り巻く外部環
境は様々であり、特に胚発⽣の場では⽬ま
ぐるしく変化する。細胞からなる集団は、
時には強固に、時には柔軟にその変化に対
応し、それによってこれらの細胞を制御し
続ける。このような場合、⼈間社会のよう
に細胞もコミュニケーションを取り集団と
して対応するのか、またコミュニケーショ
ンを取る場合、どのようにコミュニケーシ
ョンを取るのか、といった問題は⼗分には
理解されていない。 
 
細胞間コミュニケーションの種類と⽅法 

多細胞⽣物の体を構成する細胞同⼠は、様々な⼿段を⽤いてコミュニケーションを取る
と考えられている。例えばカドヘリンに代表される細胞接着因⼦は、細胞同⼠を接着させ
ることで相互に作⽤し合う物理的な⼒を⽣み出し、その⼒は様々な⽣命現象に反映されて
いる。また、これらの細胞接着因⼦は単に細胞同⼠を接着させるだけでなく、接着を引き
⾦として細胞内部にリン酸化のようなシグナルを伝えることがある。このような⽅法以外
にも様々な細胞間コミュニケーションが存在することが予想されるが、本研究では分泌シ
グナルタンパク質を⽤いた細胞間コミュニケーションが、細胞集団内における細胞同⼠の
コミュニケーションに関わる可能性について着⽬した(図 1B)。分泌性シグナルタンパク質
は、細胞で産⽣された後、細胞外に分泌され、標的細胞の受容体に結合することで、標的

図 1. 人間社会と細胞の社会のコミュニケーション 

(A)人間社会において組織は構成要因同士の文字や言

葉を用いたコミュニケーションで維持される。(B)細胞の社

会は細胞同士の分泌性シグナルを用いたコミュニケーシ

ョンにより維持される可能性がある。 



細胞の細胞増殖や細胞分化を制御する。分泌性シグナル分⼦を⽤いたコミュニケーション
は古くから研究されてきたが、シグナルを出す細胞集団とそれを受け取る細胞集団は別で
あることがほとんどである(図 2A, B)。例えば⽣殖系などの幹細胞は、周囲に存在する幹
細胞ニッチからの分泌シグナルを受け取り、未分化性の維持・⾃⼰新⽣と分化のバランス
が決まる(図 2A)。脊椎動物の胚発⽣では特定の細胞から分泌シグナルが周囲に拡散してい
くことで濃度依存的に周辺組織の増殖や分化が制御される(図 2B)。このように、分泌細胞
集団と受容細胞集団が明確に分かれている場における分泌シグナルの細胞⾮⾃律的作⽤ 
(パラクライン機能)についてはよく理解されてきた。それに対して、集団内の各々の細胞
が分泌シグナルを産⽣しあい、それを⽤いて集団内のコミュニケーションを⾏うようなこ
とも想定できるが、実際にそのようなコミュニケーションが起きているのか、また起きて
いるとしたらそれは細胞集団の持つ性質にどのように反映されるのか、といったことは良
くわかっていない(図 2C)。

 
図 2. 分泌細胞と受容細胞の区別と分泌性シグナル 

(A)拡散依存的モルフォゲンのモデル。分泌細胞と受容細胞は明確に区別される。(B)幹細胞ニッチモデル。分泌細胞と受容細

胞は明確に区別される。(C)想定される分泌細胞と受容細胞の区別が曖昧な場。各々の細胞は分泌性シグナルを生産しあいコ

ミュニケーションを取り合う。 

シグナル性分泌タンパク質 Wnt について 
細胞間コミュニケーションに使われる分泌性シグナルタンパク質は Wnt、BMP、FGF、
Hh などが知られているが、ここでは Wnt に着⽬した。脊椎動物では 19 種類の Wnt遺伝
⼦が同定されており、それぞれの Wnt遺伝⼦は時間的・空間的に特異な発現を⽰す。すべ
ての Wnt は分泌性のタンパク質であり、⼩胞体内で膜結合型アシル基転移酵素 porcupine
によるパルミトレイル化の脂質修飾をうけ、⼩胞体膜に結合した後、⼩胞体から輸送され
て細胞外に分泌される。これらの Wntリガンドは受容細胞の細胞表⾯に存在する受容体型
分⼦ Frizzled と結合することで、受容細胞の増殖や分化、あるいは細胞の極性や移動も制
御している。 

Wnt によるシグナル伝達経路はβカテニン依存的なものと、βカテニン⾮依存的なも
のが知られている。βカテニン依存的な Wnt シグナル伝達経路は canonical 経路と呼ば
れ、Wnt⾮存在下だと分解されるβカテニンが、Wnt 存在下だと安定的に存在できるよ
うになり、細胞内に蓄積された後に核内に移⾏し、最終的には転写因⼦である Tcf/Lefと



複合体を形成することで標的遺伝⼦の転写を制御することで Wnt受容細胞の増殖や分化を
制御する。⼀⽅、βカテニン⾮依存的な Wnt シグナル伝達経路は non-canonical 経路と呼
ばれる。細胞の極性を制御する平⾯内極性（planar cell polarity：PCP）経路は最も良く知
られる non-canonical 経路である。なお、本研究で取り上げた Wnt3a は、主にβカテニ
ン依存的な Wnt シグナル伝達経路を活性化することが、様々な研究により⽰されている。
細胞集団内における Wnt シグナルの役割を解析するために、本研究では体軸伸⻑期のマウ
ス胚の尾側に位置するエピブラストまたは尾芽で発現する Wnt に着⽬した。 
 
神経中胚葉前駆細胞”（Neuro-Mesodermal Progenitors : NMP）について 

脊椎動物の胚の体軸は、前後⽅向に伸⻑するが、この伸⻑過程で、体幹や尾部の組織を
構成する細胞は、前駆細胞から連続的に⽣成される(Stern et al. 2006)。これらの前駆細胞
は、胚の後端にある、初期胚ではエピブラスト、後期胚では尾芽と呼ばれる領域に存在す
る。興味深いことに、クローン系統解析の結果、軸索伸⻑期を通じて、神経系と傍軸中胚
葉系の両⽅の細胞がエピブラストや尾芽に存在する同じ前駆細胞から共通して発⽣するこ
とが明らかになった(Tzouanacou et al. 2009)。このような 2 つの分化先を持つ前駆細胞
は、”神経中胚葉前駆細胞”（Neuro-Mesodermal Progenitors : NMP）と呼ばれる。NMP
細胞は体節形成の開始直前に出現し、体軸の伸⻑が終了するまで維持される。マウス胚で
は、NMP は原始線条領域の尾側エピブラスト（Caudal Lateral Epiblast : CLE）と尾芽の
脊索神経管尾端境界（Chord Neural Hinge : CNH）に存在する(Noemí Cambray and 
Wilson 2002; Noemi Cambray and Wilson 2007; Tam and Beddington 1987; Tzouanacou et 
al. 2009; Wilson and Beddington 1996)。集団解析やクローン解析により、これらの細胞は
幹細胞のように振る舞うことが⽰されている(Noemi Cambray and Wilson 2007; Noemí 
Cambray and Wilson 2002)。重要なことは、NMP とその周辺の細胞は Wntリガンドを発
現すると同時に、それを受容し Wnt シグナルが活性化されているという点である。このこ
とから、NMP を含むエピブラスト/尾芽の領域においては、分泌細胞⾃⾝が分泌シグナル
により⾃⾝を細胞⾃律的に制御するのと同時に、周囲の細胞を細胞⾮⾃律的に制御してい
るのではないかと考えられる。このような異なる制御はそれぞれ集団内のコミュニケーシ
ョンによって細胞集団の持つ何らかの特性の制御に関わるのではないかと推察されるが、
その実態は良くわかっていない。例えば、Wnt3a のノックアウト胚では NMP が減少し体
軸伸⻑が停⽌することから、この Wntリガンドが NMP の維持に必須であることはわかる
ものの、細胞⾃律的機能と細胞⾮⾃律的機能が各々どのような役割を果たしているのか、
細胞⾮⾃律的を介した集団内のコミュニケーションが本当に必要なのか、もし必要だとし
た時にどのような役割を担うのかについては、単純なノックアウト胚の解析からでは解き
明かすことができない。そこで、本研究ではこのように分泌細胞と受容細胞が明確に区別
されない場に着⽬し、細胞⾃律的機能と細胞⾮⾃律的機能を区別して理解することを⽬的
とした。 



 
 
 
 
 
NMP 細胞を維持する分⼦ネットワーク 

細胞シグナル分⼦と転写因⼦は、NMP を含む前駆細胞の維持することによって体軸の
伸⻑を制御することに関与している。例えば、マウスでは、少なくとも 3 つの Wntリガン
ドがエピブラストと尾芽で順次発現する(Cunningham et al. 2015; P. Liu et al. 1999; 
Takada et al. 1994; Zhao and Duester 2009)。Wnt3 と Wnt8a の発現は体節初期までに停⽌
するが、Wnt3a の発現は尾部の伸⻑がほぼ完了する E12.5 まで継続する(Tenin et al. 
2010)。これらの Wntリガンドの発現とともに、T-box 転写因⼦である T/Brachyury (Bra) 
が Wnt3 発現の開始から終了まで同じ領域で連続的に発現している(Rivera-Pérez and 
Magnuson 2005)。Wnt シグナルと Bra が NMP の維持に重要であることはいくつかの証
拠が⽰唆している。Wnt3a および Bra の⽋失変異胚を⽤いた遺伝学的研究により、軸索伸
⻑に重要であることが⽰された(Takada et al. 1994; T P Yamaguchi et al. 1999)。また、Bra
を発現する細胞の系統追跡により、神経および中胚葉細胞が Bra 発現細胞から派⽣してい
ることが明らかにされた(Anderson et al. 2013; Garriock et al. 2015; Imuta et al. 2013; Koch 
et al. 2017)。NMP の維持に加えて、Wnt シグナルと Bra は、神経系と中胚葉系の運命決
定にも関与している(T P Yamaguchi et al. 1999; Yoshikawa et al. 1997)。特に、Wnt シグナ
ルは Tcf 転写因⼦を介して直接 Bra の発現を活性化し、Bra は Wnt3a の発現に必要である
(Dunty et al. 2008; 2014; Galceran, Hsu, and Grosschedl 2001; T P Yamaguchi et al. 
1999)。このように、Wnt と Bra はポジティブフィードバックループを形成し、それぞれ
が NMP の維持において他⽅の発現を積極的に制御しているのである。同様に、ゼブラフ
ィッシュの Bra のオーソログである wnt8 と tbxta（ntl）の間のポジティブフィードバック
も報告されている(Martin and Kimelman 2008; 2010)。 
 

図 2. NMP 細胞における、Wnt3a の細胞自律的機能と細胞非自律的機能 

(A)神経中胚葉前駆細胞(NMP)は脊椎動物の胚の後端に存在し、神経と中胚葉両方の細胞に分化する。NMP を含む周辺の領域は

勾配的に Wnt3a が発現する。(B) Wnt3a を発現する細胞は周囲の細胞に、細胞非自律的に働きかける。 (C) Wnt3a を発現する細

胞は分泌源である自身に対しても、細胞自律的にシグナルを伝える。 



Wnt3a のパラクラインシグナルの重要性 
NMP 細胞の維持において、Wnt シグナルの活性化と Bra の発現は、NMP の存在する
領域を含むエピブラストと尾芽で広く重複している(Rivera-Pérez and Magnuson 2005)。
したがって、Wntリガンドの中には、エピブラストと尾芽で細胞⾃律(オートクライン)的
に作⽤し、それぞれの細胞で Wnt/Bra制御ループが⾃⼰活性化されるものがあるのかもし
れない。⼀⽅、NMP 細胞に隣接する細胞もWntリガンドを発現しており、隣接細胞から
細胞⾮⾃律（パラクライン）的に供給される Wntリガンドも NMP の維持に関与している
可能性が考えられる。そこで、NMP を含む体軸の前駆細胞の維持における Wnt パラクラ
イン機能の重要性を調べるために、本研究では内在性の Wnt3a をパラクライン活性を⽋
き、オートクライン活性を保持する受容体融合型に置き換えたノックインマウスを作製
し、NMP 細胞の維持における Wnt パラクライン機能の重要性を調べた。 
 
  



材料と⽅法 
マウス 

動物の飼育および実験は、⾃然科学研究機構の動物実験指針に準拠して⾏った。すべて
の動物実験は⾃然科学研究機構動物実験委員会の承認を得ている（認証番号 : 22A031, 
21A041, 20A062, 19A047)。マウスは光と温度がコントロールされた部屋で、12時間-12
時間明暗サイクルで 21±2℃で維持した。実験に⽤いたマウスの系統は以下の通りであ
る。Wnt3a KO(Takada et al. 1994)、R26R-Wntvis(Takemoto et al. 2016)、Bra KO 
(RBRC00113：C3H/HeSn-Ttf/+tf)、Wnt3avt(Greco et al. 1996)。胚の遺伝⼦型は yolk sac
あるいは胚の⼀部から得られた DNA を⽤いた PCR により決定した。PCR の条件および
プライマーの配列は「プライマーと PCR」の項⽬に記す。Wnt3a-Fzd5 ノックインマウス
の作製については「ノックインマウスの作製」の項⽬に記す。 
 
WNT3A-FZD5 発現⽤プラスミドの作製 

マウス Wnt3a とヒト Frizzled 5（hFzd5）を融合したプラスミドコンストラクトを作製
するために、シグナルペプチドを含んだWnt3a の終⽌コドン直前に、シグナルペプチドを
除いた hFzd5 を 2xMycタグ（TSEQKLISEEDLNEMEQKLISEEDLRS）を介して結合さ
せた。これらの配列を CMV IE94 プロモータを持つ pCSf107 プラスミドベクターの ClaI
と XbaI 部位間に挿⼊した。 
 
細胞培養とトランスフェクション 
HEK293 細胞と Wnt シグナルレポーター細胞(STF293 : Tsukiyama et al. 2015)細胞

は、8.3%の⽜胎児⾎清を含むDMEM 培地とHamʼF12 培地を 1 : 1 で混合した培養液を⽤
いて 37度で培養した。培養は 24 マルチウェルプレートを⽤いて 1 x 105cell/well の濃度
で開始した。 遺伝⼦発現⽤プラスミドは FuGENE6 transfection reagent (Roche)を⽤い
てHEK293 細胞あるいは STF293 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクショ
ンはキットのプロトコールに従った。トランスフェクション後 6時間後に培養液を交換
し、24時間後、48時間後、72時間後に細胞および培養液を採取し、ウェスタンブロッテ
ィングおよびルシフェラーゼレポーターアッセイを⾏った。 
共培養実験では、各プラスミドをトランスフェクションしたHEK 293T 細胞をトランス

フェクションの 24時間後に回収し、STF293 細胞と 1 : 1 で混合した。この時 24 マルチウ
ェルプレートを⽤いて 1 x 105cell/well の濃度で開始した。ルシフェラーゼレポーターアッ
セイは、共培養の 24時間後または 48時間後に実施した。 

 
 



ウエスタンブロッティングおよびルシフェラーゼレポーターアッセイ 
培養細胞におけるウエスタンブロッティングは「細胞培養とトランスフェクション」の
項⽬に記述した⽅法で細胞を回収した。マウス胚における WNT3A-FZD5 を検出するため
のウエスタンブロッティングは、8.5⽇胚を⽤いて最も後⽅の体節より尾部側を切り出し
て回収した。SDS-PAGE は以前報告された⽅法(Laemmli 1970)に従って⾏った。全ての
サンプルは 2x サンプルバッファー [4% SDS, 20% glycerol, 0.001% bromophenol blue and 
0.125 M Tris HCl (pH 6.8)] と混ぜ 37℃で 1時間加熱し、10%ポリアクリルアミドゲルを
⽤いて電気泳動をした。泳動後、ゲル状のタンパク質を PVDFメンブレン(Millipore)に転
写した。その後、PVDFメンブレンを⼀次抗体(mouse anti-mouse Wnt3a 抗体: Takada et 
al., Dev. Cell, 2006)を⽤いて４度で⼀晩処理した。続いて、⼆次抗体を⽤いて室温で 1時
間処理し、最終的に Enhanced Chemiluminescent Detection System (Amersham)を⽤いて
タンパク質を可視化した。ルシフェラーゼレポーターアッセイは、Promega のプロトコー
ルに従って⾏った（Dual-Glo Luciferase Assay System: Promega）。遺伝⼦導⼊のモザイク
性を補正するために、Renilla ルシフェラーゼを内部コントロールとして⽤いた。ルシフェ
ラーゼの活性は、Luminometer（Turner Designs）を⽤いて検出した。 
 
Wnt3a-Fzd5 ノックインマウスの作製 

Wnt3a-Fzd5 ノックインマウスでは、myc-hFzd5 をコードする DNA断⽚を、マウス
Wnt3a遺伝⼦の exon4 のストップコドン直前に組み込むよう設計した（図 1A） この組換
え遺伝⼦座から発現するタンパク質は、上述の細胞培養実験で発現されたものと同じであ
ると考えられる。このノックイン遺伝⼦を作製するために、myc-Fzd5 の DNA断⽚を含む
プラスミド(pLSODN-3)を、受精卵に gRNA および Cas9 を発現するプラスミドと共に導
⼊した。gRNA の配列は以下の通りである 5'- TTAGGAGCTCTCCTACTTGC-3'。この
gRNA を pX330 に挿⼊した。遺伝⼦型判定の判定に使⽤したプライマーは「PCR とプラ
イマー」の項⽬に記す。野⽣型 Wnt3a および Wnt3a-Fzd5 の 5'-領域からは、それぞれ予
想通り 2,564 bpおよび 3,338 bpの断⽚が検出された(図 4B, 4C, 4D)。⼀⽅、野⽣型
Wnt3a および Wnt3a-Fzd5遺伝⼦の 3'領域には、それぞれ予想通り 2,368bpおよび
3,564bpの断⽚が検出された(図 4B, 4E, 4F)。 



 
In situ hybridization 

In situ hybridization は胚全体あるいはビブラトームで切り出された 100 µm の切⽚を⽤
いて⾏った。染⾊に⽤いた全てのプローブはジゴキシニンで標識されたアンチセンス RNA
プローブである。各々の胚は各ステージにおいて 4%パラホルムアルデヒド(PFA)を⽤いて
4度で⼀晩固定し、PBSで洗浄した後に、20mg/ml のプロテイナーゼ Kで５分間処理し、
PBSで洗浄した後、再度室温で 20 分間固定した。これらの胚および切⽚を 55℃のハイブ
リダイゼーションバッファー(50% formamide, 5×SSC, 1% SDS, 50 μg/mL tRNA)で 1時

図 4. Wnt3a-Fz5 ノックインマウスを作製する際の確認のタイピング 

(A-F)Wnt3a-Fzd5 ノックインマウスを作製した。マウス Wnt3a 遺伝子座と Wnt3a-Fzd5 ノックインアレルを示す模式図を(A)に示す。ノ

ックインアレルでは、マウス Wnt3a の C 末端にヒト Frizzled5（青）と 2 つの myc タグ（緑）が融合したものが挿入されている。ノックイ

ンは、B に示したプライマーセットを用いた PCR 解析により確認した（C-F）。プライマーセットは各図の上側に示されている。 



間処理し、その後、プローブを含む新しいハイブリダイゼーションバッファーを⽤いて
55℃で⼀晩処理した。翌⽇、胚 5×SSC、2×SSC、TBST で⼆回ずつ、各 30 分間、室温
で連続的に洗浄した。その後、1％ヒツジ⾎清/TBST を⽤いて室温で 1時間ブロッキング
した。これらの胚を抗ジゴキシニン AP標識抗体(Roche)を 1％ヒツジ⾎清/TBST を⽤い
て 500倍に希釈し 4℃で⼀晩処理した。翌⽇、胚を TBST を⽤いて室温で 30 分ずつ三回
洗浄し、アルカリフォスファターゼバッファー［100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 
9.5), 50 mM MgCl2, 0.5% Tween 20］で 10 分間処理した後、BM Purple（Roche）を⽤い
てシグナルを可視化した。各々の実験に⽤いたプローブの詳細は下記の通りである。マウ
ス Wnt3a(Roelink and Nusse 1991)、マウス Brachyury とマウス Tbx6(T P Yamaguchi et 
al. 1999)、マウス Uncx4.1(Mansouri et al. 1997)、およびヒト FRIZZLED5(C. Liu et al. 
2008)。Sox2 プローブを作製するために、マウスゲノムDNAからマウス Sox2 の第 1 エク
ソンを PCR で増幅し、クローニングしてアンチセンスプローブを作製した。 
 
免疫染⾊ 

免疫染⾊は胚全体を⽤いて⾏った。各々の胚は各ステージにおいて 4%パラホルムアル
デヒド(PFA)を⽤いて 4度で⼀晩固定し、PBSで洗浄した後に、1％ヒツジ⾎清/PBST を
⽤いて室温で 1時間ブロッキングした。その後以下の抗体を含む 1％ヒツジ⾎清/PBST 中
にて 4℃で⼀晩処理した。ウサギ抗 Sox2抗体 (polyclonal, Millipore, AB5603, 1:200) 、 
ヤギ抗Brachyury抗体 (polyclonal, Santacruz, 17745, 1:1000)。翌⽇、PBST を⽤いて３
回、各 30 分間、室温で洗浄した。これらの胚を以下の⼆次抗体および DAPI を含む 1％ヒ
ツジ⾎清/PBST を⽤いて 4℃で⼀晩処理した。ゴリラ抗-rabbit IgG (Alexa fluor 647 
conjugated, 1:500) and ゴリラ anti-goat IgG (Alexa fluor 647 conjugated, 1:500)。翌⽇、
胚を PBST を⽤いて洗浄し、倒⽴共焦点顕微鏡（Leica SP8）を⽤いて蛍光画像を取得し
た。 
 
DAPI 染⾊ 

DAPI の染⾊は胚をビブラトームで切り出した 100 µm の切⽚を⽤いて⾏った。各々の
胚は各ステージにおいて 4%パラホルムアルデヒド(PFA)を⽤いて 4度で⼀晩固定し、PBS
で洗浄した後にビブラトームを⽤いて切⽚を作成し、PBST を⽤いて DAPI（Dojindo）を
1/1000 に希釈したもので 4度で⼀晩処理した。翌⽇、胚を PBST を⽤いて洗浄し、倒⽴
共焦点顕微鏡（Leica SP8）を⽤いて蛍光画像を取得した。 
 
レチノイン酸処理 

Wnt3a-Fz5 ホモ接合体の RA シグナルに対する感受性を検出するために、Wnt3a-Fz5ヘ
テロ接合体同⼠を交配させ、E7.5 で雌マウスの腹腔内に 10mM RA あるいは DMSOを注
⼊し、E8.5 で胚を回収した。 



 
Wntvis レポーターの検出 
各々の胚は各ステージにおいて 4%パラホルムアルデヒド(PFA)を⽤いて 4度で⼀晩固
定し、その後、DAPI(1/2000)を含む 1% Triton X-100/PBSで数時間または⼀晩染⾊し、
0.8% LMP アガロースでマウントした。倒⽴共焦点顕微鏡(Leica SP8)を⽤いて蛍光画像を
取得した。核内のこのレポーターの蛍光は、photon-counting モードを⽤いて個々の細胞
で測定された。 
 
画像処理と統計処理 

統計解析は、Excel と Rソフトを使⽤して⾏った。p 値＜0.05 は統計的に有意であると
みなした。グラフ中のエラーバーは、各群の標準偏差あるいは標準誤差を⽰す。Wntvis レ
ポーターは倒⽴共焦点顕微鏡(Leica SP8)を⽤いて厚みを持った複数の画像を取得したのち
解析を⾏なった。各平⾯の画像は重ね合わせて、厚みを持った最⼤値投影法（Maximum 
Intensity Projection: MIP）を作製した。単細胞レベルの解析を⾏う際は、平⾯画像を使⽤
し、特定の領域をトリミングした後、DAPI の情報を⽤いて各々の細胞核を定義し、明る
さを測定した。各々の胚で細胞の持つ GFP シグナルの平均値および変動係数（特定の領
域内でどの程度シグナルがばらついているかの指数）を計算した。変動係数は標準偏差/平
均値で計算される。ばらつき指数（Variation index : V.I.）は上記の特定領域の画像を⽤い
て算出した。各々の画像の各細胞の GFP値を測定したのち、上位 10%の細胞を central 細
胞と定義し、その細胞から 10μm圏内に含まれる細胞を surround 細胞として定義した。
central 細胞と surround 細胞の⽐を以下の式で計算し１つの central 細胞と、その周りの全
ての surround 細胞の V.I.値の平均値を、そのグループの V.I.値とした。 

                         
 
 
 
PCR とプライマー 
全ての Typing PCR に使⽤したプライマーの配列と組み合わせおよび予想されるバンド

のサイズを以下に記す。 
 
Wnt3a-Fz5 の Typing PCR 
Wnt3a-Fz5 Geno 1F, 5ʼ GAGGGAGAAATGCCACTGTG 3ʼ  
Wnt3a-Fz5 Geno 1R, 5ʼ AGGCTGAAGGCAGAAACCGG 3 
Wnt3a-Fz5 Geno 3R, 5ʼ GCTGCGGTTGTAATCCATGC 3ʼ 
ミュータントアリル : Wnt3a-Fz5 Geno 1F + Wnt3a-Fz5 Geno 3R, 550bp 
野⽣型アリル : Wnt3a-Fz5 Geno 1F + Wnt3a-Fz5 Geno 1R, 261bp 



 
Wnt3aKOの Typing PCR 
ST3-2, 5ʼ CCTGTGAGCACTGAGTTCT 3ʼ 
ST5, 5ʼ GTTGTGACGGTTCATGGCAG 3ʼ 
Neo384, 5ʼ TGGCATCCCGTGATATTGCT 3ʼ 
ミュータントアリル : ST3-2 + Neo384, 500bp 
野⽣型アリル : ST3-2 + ST5, 357bp 
 
Wnt1-Cre, Wnt1-CreERT , Axin2CreERT2 の Typing PCR 
Cre-F, 5ʼ TCGATGCAACGAGTGATGAG 3ʼ 
Cre-R, 5ʼ TTCGGCTATACGTAACAGGG 3ʼ 
Cre アリル : Cre-F + Cre-R, 482bp 
 
R26R-Wntvis の Typing PCR 
Rosa11, 5ʼ CGA GGC GGA TCA CAA GCA ATA 3ʼ 
Rosa Fw1, 5ʼ GGC TGT TTT GGA GGC AGG AA 3ʼ 
R26 7xTCF ES5-1, 5ʼ TTG GG CTA GCA CGC GTA AGA GCT CG 3ʼ  
ミュータントアリル : Rosa11 + R26 7xTCF ES5-1, 320bp 
野⽣型アリル : Rosa11 + Rosa Fw1, 468bp 
  



結果 
FRIZZLED5 と融合した WNT3A はシグナル伝達活性を持つがパラクライン活性はない 

WNT3A のパラクライン活性をなくすために、マウス WNT3A とヒト FRIZZLED5 の N
末を 2 つの MYC タグを介して融合させ、膜結合型 WNT3A を作成した（WNT3A-
FZD5；図 5A）。その活性を、WNT シグナルレポーター細胞（STF293 細胞）で、野⽣型
の WNT3A、および GFP 融合 WNT3A（GFP-WNT3A；図 5A）と⽐較した。GFP-
WNT3A の活性は、野⽣型 WNT3A よりも低かったが(図 5B)、in vivo で内在性 WNT3A
を置き換えるには⼗分である(Shinozuka et al. 2019)。WNT3A-FZD5 は、トランスフェク
ション後 48時間で WNT3A と同程度に、GFP-WNT3A よりも強く Wnt シグナルを活性
化した。この活性はインキュベーション時間を⻑くしてもほぼ飽和していた（図 5B）。⼀
⽅、STF293 細胞と野⽣型 WNT3Aや GFP-WNT3A を発現する細胞との共培養では、
Wnt シグナルが活性化されたが、WNT3A-FZD5 発現細胞との共培養ではほとんどWnt
シグナルが検出されなかった(図 5C)。この結果と⼀致して、WNT3A-FZD5 は細胞ライゼ
ートでは検出されるが培養上清に検出されなかった（図 5D, 5E）。これらの結果から、
WNT3A-FZD5 は野⽣型と同様にシグナル伝達活性を有しているが、パラクライン活性は
ほとんど有していないことがわかった。 



図 5. WNT リガンドの模式図と、培養細胞における Wnt 活性 

(A) WNT3A-FZD5 タンパク質の模式図。(B, C) WNT3A-FZD5 と WNT3A および GFP-WNT3A との活性の比較。A に示した各コ

ンストラクトの Wnt シグナル活性は、SuperTOPFLASH レポーターを発現する HEK293T (STF293) 細胞でモニターした。B では、

STF293 細胞に各プラスミドをトランスフェクションしてから 24時間、48 時間、72時間後に Wnt 活性をモニターした。C では Wnt

発現 HEK293T 細胞と STF293 細胞の共培養により、トランスフェクション後 24時間および 48 時間におけるパラクライン Wnt 活

性をモニターした。差は T検定を用いて統計的有意性を評価した；** P < 0.001；** P < 0.01；* P < 0.05；P > 0.05；n.s. (not 

statistically significant)である。グラフ中のエラーバーは、各群の標準偏差を意味する。(D, E) WNT3A と WNT3A-FZD5 を発現す

る HEK293T 細胞から調製した細胞ライセート（D）と培養上清（E）を、トランスフェクション後 24、48、72時間でウェスタンブロッテ

ィング解析を行った。WNT3A-FZD5 の発現量は細胞ライセートでは WNT3A とほぼ同等であったが、培養上清では WNT3A-

FZD5 が検出されない。赤矢印は WNT3A-FZD5、青矢印は WNT3A の予測分子量に相当するバンドをそれぞれ示す。 

 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では体軸の伸⻑は損なわれているが、部分的に維持される  
次に、CRISPR/Cas9 を介したノックイン法により、内在性 Wnt3a を Wnt3a-Fzd5 に置
換したマウス胚を作成した（図 4）。Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体マウスは、形態学的に正常
であり、繁殖⼒もあった（図 6A-D, 7G）。予想通り、Wnt3a-Fzd5 はこれらの胚で内在性
Wnt3a と同⼀の発現パターンを⽰した（図 6A-D)。さらに、ウェスタンブロット解析によ
り、Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体およびホモ接合体胚は、後⽅領域で内在性 WNT3A の発現
を失い、代わりに WNT3A-FZD5 タンパク質を発現していることが明らかになった（図
6E）。このように、Wnt3a-Fzd5 は内在性 Wnt3a と同じ空間パターンで発現し、内在性
Wnt3a に置き換わっていた。 

図 6. Wnt3a-Fzd5 ノックインマウスの作製 

(A-D) Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（Wnt3a+/Fzd5）胚におけるマウス Wnt3a およびヒト Fzd5 の発現量。E10.5 の野生型（A, C）および

Wnt3a+/Fzd5（B, D）胚で、マウス Wnt3a（A, B）またはヒト Fzd5（C, D）のプローブを用いてホールマウント in situハイブリダイゼーシ

ョンが行われた。尾芽（A, B, C, D）および神経管のルーフプレート（A’, B’, C’, D’）にハイライトをかけた画像である。染色された

胚の数は画像中で「n=」で示されている。(E) E8.5 胚から調製したタンパク質を抗マウス WNT3A抗体でウェスタンブロッティング

解析した。各レーンに 2 つの胚から調製したサンプルを使用した。Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（+/Fzd5）およびホモ接合体

（Fzd5/Fzd5）胚の両方で Wnt3a-Fzd5 の予測分子量のバンドが検出された。 



 

図 7. Wnt3a-Fzd5 ノックインマウスの解析 

(A-C) E10.5 における野生型 (A), Wnt3a+/Fzd5 (B), Wnt3aFzd5/Fzd5 (C) 胚の画像。 A’, B’, C’はそれぞれ A, B, C の拡大画像。 

A’’, B’’, C’’はそれぞれ A’, B’, C’の画像のトレース図である。(D-F) E11.5 における野生型(D, D’, D’’), Wnt3a+/Fzd5 (E, E’, 

E’’), Wnt3aFzd5/Fzd5 (F, F’, F’’) 胚の神経管の切片画像。 前肢（D, E, F）、前肢と後肢の中間（D’, E’, F’）、後肢（D’’, E’’, 

F’’）レベルの切片を示す。スケールバー : 1 mm (A-C), 100 μm (D-F’), 200 μm (F’’)。HL: 後肢。FL：前肢。(G)胚発生時お

よび出生直後の各遺伝子型の個体の割合。 

 
Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（Wnt3a+/Fzd5）は明らかな胚の異常を⽰さなかったが（図 6A-

D, 7G）、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体（Wnt3aFzd5/ Fzd5）は胚性致死であり、E12.5後に死亡し
た（図 7G）。しかし、この表現型は、E9.5頃に死亡する Wnt3a⽋損胚の表現系よりも穏
やかである(Takada et al. 1994)。このように、WNT3A-FZD5 は in vitro で⼗分なシグナル
伝達活性を持っているにもかかわらず（図 5B）、内在性の Wnt3a を完全にではなく、部分
的にしか代替できない。Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚のこの不可解な表現型をより理解する
ために、その形態学的特徴を調べた。Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の形態は、後肢の前⽅で
は正常に⾒えたが、後肢の後⽅では際⽴った後述するような異常が認められる（図 7A-
C）。この後肢の⽋損は遅くとも E8.75 までには明らかになった（図 13A, B）。DAPI で染
⾊した E11.5 胚の切⽚画像から、これらの胚では神経管形態が前後軸に沿って徐々に乱れ
ていることがわかった（図 7D-F）。この異常は、前肢と後肢の中間領域で始まり（図
7.Fʼ）、より後⽅の領域では顕著で、後肢レベルでは神経管が開いた状態になっていた（図
7.Fʼʼ）。しかし、このように後肢の形態形成に重⼤な⽋陥があるにもかかわらず、これらの
胚の後端には細くくびれた尾状の構造が⾒られた（図 7.C-Cʼʼ）。 

また、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、Sox2 陽性の神経管が E10.5 で後肢の後⽅に異常
に開⼝していることも in situ hybridization解析で明らかになった（図 8I, J）。Uncx 4.1 プ
ローブで染⾊した体節は、前躯幹では正常に形成されたが、後肢より後⽅ではそのサイズ



が⼩さくなっている（図 8L, M）。注⽬すべきは、正常胚の尾芽や脊索で発現している
Brachyury（Bra）陽性細胞数は減少しているものの、細くて屈曲した尾の先端で発現して
いたことである（図 8A, B）。さらに、この後端部では、中胚葉系での細胞で発現する
Tbx6も発現していた（図 8G,F）。このように、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、後肢レベ
ルでの体幹の形態形成が阻害され、尾芽のサイズが⼩さくなっているが、尾芽からの分化
は軸伸⻑期を通して維持されているようであった。 

 
図 8. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚にお

ける中胚葉および神経マーカー遺伝

子の発現 

(A-M)E10.5 胚における中胚葉およ

び神経マーカー遺伝子の発現。Bra 

(A-D), Tbx6 (E-H), Sox2 (I-K), 

Uncx4.1 (L, M)のプローブを用いて、

E10.5 のステージで Wnt3a+/Fzd5 (A, E, 

I, L), Wnt3aFzd5/Fzd5 (B, F, J, M), 

Wnt3aGFP/GFP(C, G, K), Wnt3a-/-(D, H)

において Whole-mount in situ 

hybridization を行った。赤色点線は

尾部領域を示す。(M-Q)E12.5 胚に

おける中胚葉および神経マーカー遺

伝子の発現。E12.5 の野生型 およ

び Wnt3a+/Fzd5 (N, P), Wnt3aFzd5/Fzd5 

(O, Q) 胚で Bra (N, O), Tbx6 (P, Q) 

のプローブでホールマウント in situ

ハイブリダイゼーションがを行った。

染色した胚の尾部領域を切り出し、

O’’と Q’’で示した。O’と Q’ はそ

れぞれ O と Qの画像の図面であ

る．染色された胚の数は画像中に

「n=」で示した。スケールバーは 1 

mm。HL: 後肢． 

 
 
 
 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の神経・体節形成の異常は Wnt 陽性前駆細胞に由来する 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の後⽅の形態異常における尾芽の影響を調べるため、Wnt シ

グナルが活性化した細胞の系譜を調べた。Wnt シグナルはエピブラストと尾芽領域の前駆
細胞で活性化される。そこで、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚に Axin2-creERT2 および floxed 
tdTomato対⽴遺伝⼦を導⼊し、Wnt シグナルを活性化した細胞を追跡することで、
tdTomato を発現する細胞が Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の異常な後⽅組織にどの程度寄与す
るのかを調べた。妊娠した雌マウスにタモキシフェンを受精後 7.5⽇⽬または 8.5⽇⽬に
注射し、胚を E10.5 で固定した（図 9A）。野⽣型と Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体胚では、タ



モキシフェン投与のタイミングに関係なく、後肢レベルのほとんどの組織で標識細胞が検
出された（図 9B, Bʼ）。しかし、E7.5 ではなく E8.5 にタモキシフェンを注⼊すると、後肢
レベルの腹側神経管にはほとんど標識細胞が検出されず（図 9.J-Kʼ）、腹側神経細胞の起源
が E7.5以降Wnt シグナルを失っていることが⽰された。Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚で
は、これらのコントロールと同様に、E8.5 で標識された細胞が、神経管を除くほとんどの
組織に同様に分布していた（図 9C, Cʼ）。また、体節（図 9D）と腎管（図 9E）の標識効
率に有意な差は認められない。しかし、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、体節（図 9F）お
よび神経管（図 9G）で標識細胞数が特異的に減少していた。このように、Wnt3a-Fzd5 ホ
モ接合体胚の背側神経管と体節では、E8.5 で Wnt 陽性前駆細胞に由来する細胞の数が減
少していることが明らかになった。この背側神経細胞の減少が、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体
胚の神経管の開⼤をもたらしたと考えられる。 



 
図 9. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚における Wnt陽性細胞の神経および体節形成への寄与 

(A)実験手順。Axin2-CreERT2 発現によってモニターされる Wnt/b-catenin シグナルによって一旦活性化された細胞は、

tdTomatoの発現によって標識された。タモキシフェン（TM）を 8.5dpc の妊娠雌に注射し、E10.5 の胚を固定した。(B, C）

Wnt3a+/Fzd5（B）と Wnt3aFzd5/Fzd5（C）胚の後肢レベルでの tdTomato 標識細胞の分布 E10.5 におけるものである。DAPI 染色とのマ

ージ画像も示す（B'，C'）。神経管は白色点線、体節由来の皮膚筋原体はオレンジ色点線で囲んでいる。緑色の点線で囲まれた

四角は腎管を示す。E10.5 における Wnt3a+/Fzd5 および Wnt3aFzd5/Fzd5 胚の後肢レベルの体節（D, F）、腎管（E）および神経管（G）

における tdTomato 陽性細胞の割合（D, E）および全細胞数（F, G）。切片あたりのラベルされた細胞の数または割合（平均

±s.d.）を示す。***, P < 0.001; **, P < 0.01; *, P < 0.05;  n.s., 統計的に有意ではない（P > 0.05）。グラフ中のエラーバーは、各

群の標準偏差を意味する。7.5 dpc (H, I) または 8.5 dpc (J, K) の妊娠雌にタモキシフェン (TM) を注射し、胚を E10.5 で固定

した。ホールマウント明視野画像 (H, I) と tdTomato 染色も示している (H’, I’)。E10.5 における Wnt3a+/Fzd5 胚の後肢レベルに

おける tdTomato 標識細胞の分布(J, K)。スケールバー 100 μm 

 



前述のように、Wnt3a はエピブラストや尾芽に加えて、神経管のルーフプレートにも発
現している（図 6A-D）。したがって、ルーフプレート領域での Wnt3a-Fzd5 の発現が、
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の形態異常を引き起こす可能性もある。Bra はエピブラストと尾
芽の発⽣において Wnt3a と特異的に相互作⽤しているが、ルーフプレートでは相互作⽤し
ないため、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚への Bra の寄与を調べることでこの可能性を検証し
た。Wnt3a-Fz5ヘテロ接合体（図 10A）と Braヘテロ接合体（図 10B）は正常に⾒えた
が、Wnt3a-Fz5 と Bra のヘテロ接合体（Wnt3a+/Fz5；Bra+/-）は神経管が開き、尾部が曲が
っていた（図 10C）。このように、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の表現型は、エピブラストと
尾芽領域における Wnt3a-Fz5 と Bra の相互作⽤が原因であることが明らかとなった。 
 

図 10. Wnt3a-Frizzled と Bra の相

乗効果による体軸伸長後期発生

への影響 

Wnt3a+/Fzd5; Bra+/+（A）、Wnt3a+/+; 

Bra +/-（B）、Wnt3a+/Fzd5; Bra+/-（C）

胚を Sox2 プローブを用いたホー

ルマウント in situ hybridization に

より染色したものを示す。a'、b'、c'

はそれぞれ a、b、c の拡大画像で

ある。Wnt3a-Fzd5 と Bra の複合

ヘテロ接合体（Wnt3a+/Fzd5; Bra+/-

(c)）は体軸伸長の後方発生が損

なわれているが、どちらかのヘテ

ロ接合体胚は正常に見えることに

注意されたい。スケールバー : 1 

mm。 

 
 
 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体の表現型は、パラクライン活性を失ったことに起因する 
Wnt3a シグナルが減少することで、NMP 細胞を含む尾部が維持されなくなる(Garriock 

et al. 2015; Takada et al. 1994)。この⽋損は、Wnt3a 活性に依存した⽅法で尾部伸⻑が損
なわれることで説明される(Greco et al. 1996)。Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の表現型が
Wnt3a 活性の低下によるものかどうかを調べるために、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚を Wnt
シグナルが低下した変異体と⽐較し検討した。Wnt3a のハイポモルフ（vt）対⽴遺伝⼦を
1 コピー持つ Wnt3avt/-（vt/-）胚は E10.5以降, Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚と同様に後肢レ
ベルで体軸伸⻑が異常になる(図 11-2)。Wnt3a遺伝⼦の発現は E8.25 において vt/-胚では
vt/+胚と変わらず発現するが, E9.0以降に減少し E9.5 ではほとんど検出されなくなる(図
11A-F)。次に Wnt3avt/-胚における Wnt シグナルをモニターした。Wnt シグナルによって
発現が特異的に活性化されるヒストンH2B-GFP レポーター遺伝⼦を持つマウス
(Takemoto et al. 2016)を交配し、得られたレポーター遺伝⼦を 1 コピー持つ⼦孫胚のエピ
ブラストにおける Wnt 活性を、E8.0 および E9.0 のステージにおいて、抗GFP抗体を⽤



いたウェスタンブロッティングによって調べた。E8.0 において、Wnt3avt/-胚は in situハイ
ブリダイゼーションの結果と⼀貫しており、E8.0 のステージでは Wnt3a+/-胚とほとんど同
様であるが、E9.0 では著しく減少していた(図 11G, H)。 

 
図 11. Wnt3avt/-胚の特徴(1) 
Wnt3a の発現は、E8.25 (A, B), E9.0 (C, 

D), E9.5 (E, F)の Wnt3a+/vt (A, C, E) と 

Wnt3avt/- (B, D, F) 胚のホールマウン

ト in situハイブリダイゼーションによって

検出された。各胚の後方領域の拡大画

像を示す(C'-F')．Wnt3avt /-胚では、

Wnt3a の発現は E9.0 以降に尾芽で減

少し、E9.5 ではほとんど検出されない。 

Wnt シグナルによって発現が特異的に

活性化されるヒストン H2B-GFP レポー

ター遺伝子を用いて、Wnt シグナル活性

をモニターした。エピブラストにおける

Wnt 活性を、E8.0および E9.0に、抗

GFP抗体を用いたウェスタンブロッティ

ングによって調べた(G, H)。H2B-GFP に

対応するバンドの強度は、NIH image を

用いて定量した。 

 

 

 

 

 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体と⽐較して、Wnt3avt/-胚は Bra と Tbx6 の発現で⽰される尾芽を

E10.5 (図 11-2D-K), E12.5 (図 11-2L, M) で維持することができない。さらに、培養細胞
の実験において GFP-WNT3A は野⽣型 WNT3A と⽐較して Wnt 活性が低下している(図
5B)。しかし、GFP-Wnt3a ホモ接合体胚は Bra, Tbx6, Sox2 の発現でモニターされるよう
に尾芽は正常に発⽣する（図 8C, G, K）。これに対して WNT3A-FZD5 は培養細胞の実験
において GFP-WNT3 よりも強い Wnt 活性を有するが(図 5B)、表現系はより重篤である
(図 8B, F, J)。したがって、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体の表現型は、他の Wnt3aハイポモルフ
変異体と⽐較してユニークであり、単に Wnt3a 活性の低下によるものではないことがわか
る。 

 
 
 



 
図 11-2. Wnt3avt/-胚の特徴(2) 

(A-C) E11.5 における wt (A), 

Wnt3a+/vt (B), Wnt3avt/- (C) 胚。A', 

B', C' はそれぞれ A, B, C の拡大

画像。 A'', B'', C'' はそれぞれ A', 

B', C' の図面である。(D-K) E10.5 に

おける Wnt3a+/vt (D, F, H, J) および

Wnt3avt/- (E, G, I, K) 胚における中

胚葉および神経マーカー遺伝子の

発現。Bra (D, E), Tbx6 (F, G), 

Uncx4.1 (H, I), Sox2 (J, K) のプロー

ブを用いて in situハイブリダイゼー

ションを行った。赤い点線は尾部領

域を示す。 (L, M) E12.5 における

Wnt3a+/vt および Wnt3avt/-胚の in 

situハイブリダイゼーションで、

Bra(L)と Tbx6(M)のプローブが用い

られている。Wnt3a-Fzd5ホモ接合

体胚とは対照的に、Bra および Tbx6

の発現は Wnt3avt/-胚では検出さ

れない。染色された胚の数は画像中

で「n=」で示されている。HL：後肢。ス

ケールバー。スケールバー：1 mm.  

 
 
 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体
胚の特徴的な表現型(図
12B-Bʼʼ, E)は、
Wnt3aFzd5/-胚でも観察さ
れた（図 12C-Cʼʼ, G）。
Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合
体胚（Wnt3a+/Fzd5）は、
先に述べたように正常に
⾒えたので（図 6A-D, 図

12A-Aʼʼ, E）、Wnt3a-Fzd5 は、野⽣型 Wnt3a がなくてもこの表現型を引き起こすことが⽰
された。さらに、Wnt3aFzd5/-胚の表現型は、⽋失アリルを vt に置き換えることで部分的に
レスキューされた（Wnt3aFzd5/vt. : 図 12D-Dʼʼ, H)ことから、Wnt3a の発現量によってこの
表現型はレスキューできることがわかった。様々な Wnt3a変異体を⽤いたこれらの解析結
果から、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体の特徴的な表現型は、Wnt3a-Fzd5 で失われた何らかの特
性、おそらくパラクリン活性によるものであると考えられる。 



図 12. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚の表現型は、Wnt3a の細胞間シグナリングに依存して、レスキューすることができる 
(A-D) E10.5 における Wnt3a+/Fzd5 (A, A’, A’’), Wnt3aFzd5/Fzd5 (B, B’, B’’), Wnt3aFzd5/-(C, C’, C’’) および Wnt3avt/Fzd5(D, D’, 

D’’) 胚の図。A’, B’, C’, D’ はそれぞれ A, B, C, D の拡大画像。A’’, B’’, C’’, D’’はそれぞれ A’, B’, C’, D’の画像をト

レースしたもの。(E-H) E10.5 における Wnt3a+/Fzd5 (E), Wnt3aFzd5/Fzd5 (F), Wnt3aFzd5/-(G), Wnt3avt/Fzd5(H) 胚の Bra プローブを使用

した Whole-mount in situ hybridization。赤い点線は後肢より後方の体の縁を示す。スケールバー : 1 mm。 

 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では NMP 細胞は減少するが維持されている 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、後部の神経管や体節の発⽣が不⼗分であるにもかかわ
らず、中胚葉と神経細胞の分化が部分的に維持されていた（図 6）。さらに、これらの胚の
尾の後端には、Bra の発現によって⽰される尾芽が維持されていた（図 6A, B）。これらの
結果は、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、少数の NMP 細胞が残存していることを⽰唆し
ている。 

NMP 細胞の特徴の⼀つは Bra と Sox2 の発現である(Tsakiridis et al. 2014)。そこで、
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚と同腹のコントロールの免疫組織化学を⽤いて Bra と Sox2⼆重
陽性細胞の数を⽐較した（E8.75 : 図 13, W12.5 :図 14）。Bra と Sox2 の⼆重陽性細胞の数
は、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚において E8.75 で減少し始めたが（図 13.A-P）、E11.5 にお
いて少数の⼆重陽性細胞がまだ維持されていた（図 14）。⼀⽅、vt/-胚では、E11.5 で⼆重
陽性細胞は消失した（図 14D, H）。これらの結果は、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、体
幹の発達が損なわれた後でも、少数の NMP 細胞が特異的に維持されているという考えを
⽀持する。 



 

 



図 13. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚における NMP 細胞(E8.75) 

(A-L) E8.75 における Wnt3a-Fzd5 ヘテロ接合体 (A, C, E, G, J, L, N) およびホモ接合体 (B, D, F, H, K, M, O) 胚のホールマ

ウント染色法。抗 SOX2 抗体（マゼンタ）と抗 BRA 抗体（緑）で染色した胚の後端部を A と B に示す。SOX2/BRA 二重陽性

細胞の数を定量するために、原始線条の後端部の内側（I）と外側（II）の面画像を分析した（C-P）。DAPI 染色の画像（青；C、D、

J、K）、および抗 SOX2（マゼンタ）および抗 BRA（緑）抗体による染色のマージ画像（E、F、L、M）を示す。模式図（G、H、N、O）お

よびダイアグラム（I、P）も示している。内側と外側の領域の大きさは 50 μm x 100 μm である。各遺伝子型について 2個の胚

を調べた。(Q)免疫組織染色で調べた Bra と Sox2 シグナル強度のプロット。Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体およびホモ接合体胚にお

ける PS境界の内側（I）および外側（II）領域での Bra および Sox2 シグナル強度のプロット。各遺伝子型について 2個の胚を調

べた。各細胞の測定値は、Bra（x 軸）と Sox（y軸）のレベルに応じてプロットされている。各細胞の Bra と Sox2 のレベルは、Bra

と Sox2 のレベルの平均値で正規化した。レベルの平均値で正規化した。2本の破線の間に位置する細胞を Bra と Sox2 の二重

陽性細胞として定義した。 

 
図 14. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚における NMP 細胞(E12.5) 

(A-H) E11.5 における Wnt3a+/Fzd5(A, E), Wnt3aFzd5/Fzd5(B, F), Wnt3a+/vt(C, G), Wnt3avt/- (D, H) 胚のホールマウント染色。DAPI（青）

（A-D），抗 SOX2（マゼンタ）および抗 BRA（緑）抗体（A’-D’）で染色した胚の後端部セクション画像を示す。A’-D’で黄色い枠で

示した部分は、それぞれE-Hで拡大されている。抗SOX2抗体（マゼンタ；E’-H’）および抗BRA抗体（緑；E-H）で染色した画像、

ならびにマージした画像（E"-F"）を示す。黄色い枠は一辺が 100μm の正方形である。F"の矢印は、少数の Sox2/Bra 陽性細

胞を示す。Wnt3avt/-(D, H)には SOX2 と BRA の二重陽性細胞は存在しない。染色した胚の数を "n="で示す。スケールバー。100 

μm。 

 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では少数のエピブラストの細胞で Wnt 活性が持続する 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の異常をさらに調べるために、エピブラストの個々の細胞に

おける Wnt シグナル活性を直接調べた。この⽬的のために、我々は R26 WntVis レポータ
ーを利⽤した。このレポーターの発現は、Rosa26遺伝⼦座にウイルスプロモーターと結合



した 7量体の TCF/LEF1結合配列によって制御されている(Takemoto et al. 2016)。この
レポーターは、広範囲の Wnt シグナル強度に対して段階的に反応する。本研究では、この
レポーターの蛍光を個々の細胞で測定した。 

マウスエピブラストの発⽣過程では、Wnt3、
Wnt8、Wnt3a という 3 つの Wntリガンドが順次Wnt
シグナルを活性化する(Rivera-Pérez and Magnuson 
2005; Takada et al. 1994; Terry P. Yamaguchi 2008; 
Zhao and Duester 2009)。Wnt3 と Wnt8 は Wnt3a よ
り先に発現するため、Wnt3a⽋損変異胚でも early 
headfold (EHF) ステージ(E7.0)で Wnt 活性が検出さ
れた(Takemoto et al. 2016 : 図 15A, B)。この段階にお
いて、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、予測通り Wnt
活性の明らかな変化は検出されなかった（図 16B, 
C）。その後、Wnt3a の発現が活性化され、Wnt シグナ
ルレベルがコントロールと Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚
の両⽅で増加したが（図 16D, E）、Wnt3a⽋失胚では
増加しなかった（図 15B, D）。Late headfold（E7.5）
段階でもWnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚において Wnt シグ
ナル伝達は適切に⾏われた。このように、Wnt3a-Fzd5
ホモ接合体胚においても、Wnt シグナルは Wnt3a依存
の初期段階において適切に活性化される。注⽬すべき
は、これらのステージでは、コントロールと Wnt3a-
Fzd5 ホモ接合体胚の両⽅で、エピブラスト細胞間で蛍光レポーターのレベルが異なってい
ることである。 

図 15. Wnt3a ノックアウト胚のエプブラスト細

胞集団における Wnt シグナル 

Wntシグナルによって特異的に発現が活性化

される EGFP レポーター遺伝子を持つマウス

胚を用いて、個々のエピブラスト細胞におけ

る Wnt シグナル伝達活性を可視化した。

Wnt3a ノックアウト（B, D）と WT（A, C）胚で、

E7.5（A, B）および E8.5（C, D）の Wnt シグナル

活性をモニターした。Wnt3a ノックアウト胚で

は、Wnt シグナルが E7.5 で激減し、E8.5 で完

全に消失することから、E8.5 エピブラスト以降

の Wnt 活性は Wnt3a リガンドのみに依存する

ことが示唆される。スケールバー : 100 μm。 

 



 
図 16 . Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚のエピブラスト細胞集団における Wnt シグナル(E7.0-E8.0) 

Wnt/b-catenin シグナルによって発現が特異的に活性化される EGFP レポーター遺伝子を持つマウス胚を用いて、個々のエピ

ブラスト細胞における Wnt/b-catenin シグナル活性を視覚化した。Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（B, D, G）およびホモ接合体（C, E, 

H）の E7.0 (B, C), E7.5 (D, E), E8.0 (G, H, I, J)の胚で Wnt/b-catenin のシグナリング活性がモニターされた。Wnt/b-catenin シグ

ナル活性は，E8.0 (H, I) +/vt (I) と vt/- (J) 胚でも可視化された．E7.0胚では，B および C のボックスで示した部位の拡大画像

をそれぞれ B'および C'に示す．なお、Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚では、E7.0 (A', B'), E7.5 (C, D) と同様に Wnt/b-catenin シグナ

ル活性は明らかに変化していない。E8.0胚では、各遺伝子型において F のボックスで示される部位の拡大画像を示す。(領域の

大きさは 100μm×100μm)。PS : Primitive Streaks, NSB : node-streak border, CLE : caudal lateral epiblast。スケールバー。

100 μm。 

 
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、初期体節期（E8.0）から Wnt シグナル伝達が異常にな

り始めた(図 16G, H)。E8.0(2-3 体節期頃)において、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の前⽅お
よび側⽅エピブラスト領域で Wnt シグナル陽性細胞の数が減少した（図 16G, H）。Wnt シ
グナル陽性細胞の減少は、E8.75 の Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚のエピブラスト領域で顕著
であり、Wnt 陽性細胞と陰性細胞がパッチワーク状に分布していた（図 17A-Fʼʼ）。この減
少は E9.5 で増強されたが、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の後端には Wnt 陽性細胞が残って
いた（図 18A, B）。これらの後⽅ Wnt 陽性細胞はさらに E11.5 まで維持された(データは
⽰さない)。E8.75 においてエプブラストの細胞のばらつきを理解するために、各々の細胞
のシグナルの強さを定量し、変動係数（特定の領域内でどの程度シグナルがばらついてい
るかの指数 : C.V.）を測定した。その結果、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の変動係数は野⽣
型およびヘテロ接合体に⽐べ⼤きいことがわかった。特に Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚にお



いて area2 における変動係数は⾮常に⼤きく、中⼼よりも側⽅で Wnt シグナルは⼤きくば
らつくことがわかった。E8.75 の Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚において少数の強い Wnt シグ
ナルを有する細胞が観察された(図 17Fʼ)。これらの細胞が周りの細胞と同調して Wnt シグ
ナルを制御しているのかを定量化するため、ばらつき指数（Variation index : V.I.）として
明るい細胞と周囲の細胞のシグナルの⽐を定量化した(図 17O, P, Q)。その結果、Wnt3a-
Fzd5 ホモ接合体胚の V.I.は野⽣型およびヘテロ接合体に⽐べ⼤きいことがわかった。特に
Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚において area2 における変動係数は⾮常に⼤きく、中⼼よりも
側⽅で Wnt シグナルは⼤きくばらつくことがわかった。強い Wnt シグナルを持つ細胞の
周辺細胞における Wnt シグナルは強い訳ではないということから、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合
体胚における Wnt3a を介した細胞間コミュニケーションが損なわれているということが⽰
唆された。 
⼀⽅、vt/-胚では、Wnt シグナルの減少は E8.75 で始まった（図 17G-L̓ ）。さらに、ほ

とんどの Wnt 陽性エピブラスト細胞で活性レベルが徐々に減少しているように⾒え、エピ
ブラスト集団の Wnt 活性の変動係数およびばらつき指数(V.I.)は Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体
胚よりも⼩さかった(図 17O-Q)。 



 
図 17 . Wnt3a-Fzd5ホモ

接合体胚のエピブラスト

細胞集団における Wnt

シグナル 

Wnt シグナルによって

特異的に発現が活性化

される Histone2B-GFP

レポーター遺伝子を持

つマウス胚を用いて、

個々のエピブラスト細胞

における Wnt シグナル

活性を E8.75 で可視化

した。Wnt シグナル活性

は、Wnt3a-Fzd5ヘテロ

接合体（A、B、C）および

ホモ接合体（D、E、F）

胚、ならびに+/vt（G、

H、I）および vt/-（J、K、

L）胚でモニターされた。

各胚において、ボックス

で示された領域の拡大

画像も示されている。各

胚において、ノード

（region1）と CLE

（region2）の拡大画像を

示す（A100 x 100 

µm.）。region1 はノード

とストリークの境界を含

んでいる。拡大画像は

単一共焦点平面で撮影

した。region1 および

region2 の個々の細胞

における GFP強度は、

遺伝子型を決定した各

胚（M、N）において定量

した。各領域における胚

間の変動係数（CV）の

平均値は，GFP 画像の

下部に示した．各遺伝

子型について、+/vt を

除く 3個の胚を調べた

（2個）。箱ひげ図は，第

1，第 3四分位と中央値

を示す．隣接する細胞

間のばらつきも調べた

（O-Q）。ここでは、各枠

付き領域で Wnt 活性が上位 10％に入る細胞に着目し、そのような細胞と周囲の細胞との Wnt 活性の差の程度を（O）に示すよ

うに測定した。ここでは、region1（P）と region2（Q）について、その差の程度（V.I.）を調べている。(P)と(Q)の各点は、Wnt 活性の

上位 10%に位置する細胞の 1 つ周辺の変動指数を示している。スケールバー 100 µm.  

 



Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、Wnt 活性の低下が体節初期から起こっているが、少数
の Wnt 陽性細胞は⻑く残存する。特に、コントロールの胚でもWnt 活性は隣接する細胞
間で変動しているように⾒えるが、Wnt3a-Fzd5
ホモ接合体胚ではこの不均⼀性が強調された（図
17）。おそらく、多くのエピブラスト細胞で Wnt
活性が低下することにより、Wnt3a-Fzd5 ホモ接
合体胚では NMP 細胞の数、および NMP 細胞か
ら作られる神経細胞や体節細胞の数が減少するの
であろう。⼀⽅、他のエピブラスト細胞では、
Wnt シグナルが持続的に活性化されることにより
少数の NMP 細胞の維持に貢献し、その結果、細
く曲がりくねった尾が形成されることが予想され
る。 

 
図 18 . Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚のエピブラスト細胞集団における Wnt シグナル(E89.5) 

(A-D)Wnt/b-catenin シグナルレポーターマウスを用いて、個々のエピブラスト細胞における Wnt/b-catenin シグナル活性を視覚

化した。Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（A）, Wnt3a-Fzd5ホモ接合体（C）, +/vt (B) と vt/- (D) 胚において E9.5 の胚で Wnt/b-

catenin のシグナリング活性がモニターされた。矢頭はネフリックダクトの先端を示す。 

 
レチノイン酸は Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の表現型を増強する 

Wnt 活性の低下は体節形成期初期から観察されることから、体節形成が Wnt3a-Fzd5
特異的な Wnt 活性細胞の減少に影響している可能性がある。興味深いことに、体節細胞で
合成されるレチノイン酸（RA）は、ゼブラフィッシュ胚の Bra の機能を阻害する(Martin 
and Kimelman 2010)。また、RA を分解する酵素(Cyp26a)を変異させたマウス胚は、
Wnt3aや Bra変異胚と同様に体軸が短くなる表現型を⽰す(S Abu-Abed et al. 2001)。そこ
で Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚のエピブラスト細胞は、Wnt 活性の維持において RA に対し
てより感受性が⾼いと仮定した。 

この問題を解決するために、Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体雄と交配した雌の Wnt3a-Fzd5
ヘテロ接合体マウスに、妊娠 7.5⽇で RA 処理を⾏い、変異体胚に対する RA の影響を検
討した。RA 処理により、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚の形態の異常が特異的に増強された
（図 19B-G）。さらに、Wnt レポーター解析により、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚で特異的
に低下した Wnt 活性のパターンが RA 処理により増強され、前後軸の細胞位置に関係なく
パッチワークパターンが増強されていることが明らかになった（図 19I-M）。この結果
は、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚のエピブラスト細胞集団が、RA に対して特異的に感受性が
あることを⽰唆している。 



 
図 19. Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚のエピブラスト細胞集団におけるレチノイン酸の効果 

(A-G) E8.75 のレチノイン酸(RA)処理胚の解析。実験の模式図を(A)に示す。DMSO (B, C) または 10μM RA (D, E) で処理した

Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体 (B, D) およびホモ接合体 (C, E) E8.75 胚の背側画像を DAPI（青）染色したもの。各遺伝子型におけ

る PS 後端の幅（F）と PS 後端までの長さ（G）を定量した結果を示す。RA処理により、Wnt3a-Fzd5ホモ接合体胚で特に総形態

の異常が増強される。赤矢印は PS 後端での幅を、橙矢印は PS 後端での長さを示す。差は T-test を用いて統計的に有意かど

うかを評価した；** P < 0.001；** P < 0.01；* P < 0.05；P > 0.05；n.s. (not statistically significant)。 グラフ中のエラーバーは、各

群の標準偏差を意味する。スケールバー：100 mm。(H-M) レチノイン酸(RA)処理胚の E8.0での解析。実験スキームを(H)に示

す。個々のエピブラスト細胞における Wnt/b-カテニンシグナル活性は、図 5 に示すように可視化した。E8.5 の DMSO（I、K）また

は 10mM RA（J、L）処理 Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体（I、L）およびホモ接合体（K、L）胚の背側画像を示す。(H）の I、II、IIIで示され

る領域における単一共焦点面の画像も示す。これらの領域のサイズは 50μm×100μm であり、エピブラストにおける位置は図

5 に示したものと同じである。領域 I、II、IIIの個々の細胞における GFP強度を、それぞれ M、N、O にまとめた。各遺伝子型につ

いて 2個の胚を調べた。箱ひげ図は、第 1、第 3四分位値および中央値を示す。(A)と(H)では、PS は原始線条、青枠は体節を

示す。スケールバー：100 μm。 

 
 



考察 
分泌されたシグナルタンパク質は、あるときは分泌元細胞の近傍の細胞に作⽤し、また

あるときは遠くの細胞に作⽤すると考えられてきた(Briscoe and Small 2015; J. B. Gurdon 
and Bourillot 2001)。⼀⽅、エピブラストや尾芽では、ほとんどの細胞が Wntリガンドを
産⽣・受容している(Christian and Moon 1993; Garriock et al. 2015; Petersen and Reddien 
2009; Shimizu et al. 2005)。その結果、各細胞から細胞間隙に分泌された Wntリガンド
は、隣接する細胞の Wnt シグナルを活性化する(Christian and Moon 1993; Petersen and 
Reddien 2009; Shimizu et al. 2005)。このように、Wnt産⽣細胞から受容細胞への⼀⽅向
の伝達とは対照的に、Wntリガンドはエピブラストと尾芽の細胞間で相互に交換されてい
るようである。 

細胞集団内での相互リガンド交換の⽣物学的意義を理解するために、Wnt3a を介した細
胞間コミュニケーション、すなわちパラクライン機能が特異的に損なわれた Wnt3a-Fzd5
ホモ接合体胚を作製した。これらの胚では、体節で RA が合成され始めた後、エピブラス
トの前⽅および側⽅から Wnt 陽性細胞が急速に減少するが、後端には NMP 細胞を含む少
数の Wnt 陽性細胞が後期のステージまで残存している。Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体を調べた
ところ、Wnt3a を介した細胞間コミュニケーションが NMP 集団の維持に必要であるとい
うモデルが⽀持された(図 20)。 

図 20. Wnt3a のパラクライン機能は、エ

ピブラストの Wnt シグナルのばらつき

を補正し、RA シグナルに対しての頑強

性を獲得するために必要である。  

エピブラスト細胞集団における Wnt 

paracrine の効果を示す模式図。体節

形成前（E7.0-E8.0）、各エピブラスト細

胞における Wnt 活性は Wnt3a および

Bra を介した正のフィードバック制御に

より劇的に上昇する。この時期には、コ

ントロール胚とパラクライン Wnt シグナ

ルを欠く胚（Wnt3a-Fzd5）の間に明らか

な差は見られなかった。体節形成開始

後（E8.0 以降）は、体節で合成される

RA の拮抗作用により Wnt弱細胞が増

加するが、paracrine Wnt シグナルを欠

損した胚（paracrine (-)）では少数の

Wnt強細胞が長期間残存している。こ

の Wnt シグナルの不均一性の増大は、エピブラスト細胞間の Wnt リガンドの細胞間交換（paracrine (+)）によって補われる。 
 
 本研究で作成した Wnt3a-Fzd5 タンパク質がどのように Wnt シグナルを細胞内に伝える
のかについてはよくわからない。⼀般的に、βカテニン依存的な Wnt シグナル伝達経路
(canonical 経路)において Wnt3a は Frizzled と結合し, 共役受容体の LRP5 あるいは LRP6
と結合することで、Frizzled と LRP5/6 の細胞内ドメインが接近し Wnt シグナルが細胞内



に伝わっていくと考えられている。このことから、Wnt3a-Fzd5 の Wnt3a 部分が LRP5/6
と結合することで、Wnt3a-Fzd5 の Fzd5 部分と結合した LRP5/6 の細胞内ドメインが物理
的に接近し、Wnt シグナルを細胞内に伝えていると考えられる。 

NMP を含むエピブラストや尾芽領域では、Wnt3a を発現する細胞は Braも発現してい
る(T P Yamaguchi et al. 1999)。Bra は Wnt シグナルの直接的な転写標的であり、Wnt3a
の発現もまた Bra に依存している(Koch et al. 2017; T P Yamaguchi et al. 1999)。このよう
に、Wnt3a と Bra は相互に活性化し、ポジティブフィードバック制御ループを形成してい
る。ポジティブフィードバックは⼩さな変化を増幅するため、この制御系は細胞内の
Wnt3a および Bra の量を急速に増減させることができるはずである(Mitrophanov and 
Groisman 2008)。 

ポジティブフィードバックループの特性として、ループを構成する因⼦の発現は不安定
になりやすい。Wnt 活性の強い細胞は Wnt シグナルは活性化し続けるが、Wnt 活性の弱
い細胞は、ポジティブフィードバックによりこの活性を急速に失い、その結果、ゆらぎに
よって⽣じる格差が⼤きくなる。エピブラストや尾芽領域では、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体
において Wnt 活性をほとんど持たない細胞が E8.0から急速に増加する。興味深いことに
E8.0以降は、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体では、わずかではあるが⻑期間にわたって強い Wnt
活性を維持する細胞が出現した。Wnt 活性が⾼い細胞が存在し続ける理由は、これらの細
胞における Wnt 活性の変化が、ポジティブフィードバックによる減少を引き起こす閾値以
下であるためであると思われる。 
⼀⽅、Wnt3a-Fzd5ヘテロ接合体を含むコントロール胚では、Wnt3a 陽性細胞の数は
徐々に減少し、軸伸⻑が終了する E13.5付近で消失した。これらの胚では⾼い Wnt 活性を
持つ細胞から供給される Wntリガンドが、Wnt 活性の弱い細胞の Wnt 活性の低下をある
程度補っていることが予想される。このように、Wnt3aリガンドの交換が、個々の細胞に
おける Wnt 活性の急激な減少を補っているように⾒える。以上のことから、ポジティブフ
ィードバック制御は細胞集団の構成細胞間の不均⼀性を増幅させるが、Wntリガンドのよ
うな分泌性のポジティブフィードバックループ構成因⼦の共有が、この不均⼀性の増幅を
抑制することが⽰唆された。 

Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体のエピブラストでは、体節形成が始まる E8.0 において、多くの
細胞で Wnt シグナルが急速に減少した。これらの胚では、Wnt シグナルの低下は、エピブ
ラストの前⽅および側⽅でより顕著であった。注⽬すべきは、マウスの初期胚において、
RA 合成にはレチナールアルデヒド脱⽔素酵素 2（RALDH2/ALDH1a2）が必要であり、
これは体節と側板中胚葉で活性化される(Suzan Abu-Abed et al. 2003; Niederreither et al. 
1997)。RA シグナルが Wnt/Bra 活性を阻害することを⽰す証拠があるは豊富である(S 
Abu-Abed et al. 2001; Suzan Abu-Abed et al. 2003; MacLean et al. 2001; Martin and 
Kimelman 2010; Sakai et al. 2001)。 したがって、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体のエピブラスト
細胞集団は、エピブラストの前⽅および側⽅に発達した組織から発⽣する RA ストレスに



敏感であると⽰唆された。 
実際、Wnt3a-Fzd5 ホモ接合体胚では、RA 処理によってエピブラスト細胞の Wnt シグ

ナルが特異的に減少しており、これらの胚のエピブラストの細胞集団は RA に対してより
感受性が⾼いことが⽰された。おそらく、これらの胚では不均⼀性を減らすことができな
かったため、RA が引き⾦となって Wnt 活性が低下すると、個々の細胞でポジティブフィ
ードバックループを介して急速に増幅されるのであろう。したがって、エピブラストと尾
芽の細胞集団の構成細胞の協調性を維持し、細胞間の Wnt シグナルの不均⼀性を減少させ
ることで、細胞集団が外的ストレスに対してより強くなることが期待される。 

細胞の分化を制御するためには、細胞集団内の細胞間コミュニケーションが重要である
い証拠が⽰されている。Xenopus の原腸胚では、筋前駆細胞は互いにコミュニケーション
を取りながら分化していく。この例では、外胚葉にはさまれて移植された 100個以上の
Xenopus の筋前駆細胞は分化できるが、それ以下の数の少数の細胞集団や単⼀細胞は分化
できない(J. Gurdon 1998; J. B. Gurdon, Lemaire, and Kato 1993)。この細胞数依存的な分
化は、"コミュニティ効果 : community effect "と表現された。これは、前駆細胞間の細胞
間相互作⽤によって引き起こされるもので、細胞が分化するためには、このような相互作
⽤が必要である。理論的な研究により、細胞間コミュニケーションを介したポジティブフ
ィードバックが、この細胞数依存的な分化のメカニズムであることが⽰唆されている(Saka 
et al. 2011)。 
本研究では、Wntリガンドを介した細胞間コミュニケーションが、実はエピブラストと
尾芽領域における細胞集団の維持に関与していることを⽰した。ここでは、Wntリガンド
の細胞間交換は、Wnt3aや Braからのポジティブフィードバックを介して増幅された格差
を補うために重要である。ここで着⽬すべきなのは、同様の仕組みの分⼦ネットワーク
が、他の事象にも関与しているかどうかである。細胞シグナルの効率やポジティブフィー
ドバックループの増幅効率の違いは、おそらく細胞集団の特徴に違いを⽣じさせる。もし
そうだとすれば、今後の研究では、これらの事象をそれぞれ⽣み出す分⼦ネットワークの
主要なパラメータを特定することが重要になる。 
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