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研究成果の概要（和文）：WntのCo-receptorである膜蛋白LRP6	
 に結合する蛋白として、Keratin	
 

associated	
 protein	
 13	
 (Krtap13)を、見いだした。Wnt非存在下、Krtap13を強制発現させるだ

けで、Wnt経路の著しい活性化が生じた。Krtap13は、細胞膜上でLRP6-Dvl凝集体を形成させ、そ

こへWnt経路の負の制御因子Axinを引き寄せる事を介して、Wnt経路を活性化していた。Krtap13

を組織特異的に発現するTransgenicマウス系を開発し、悪性リンパ腫／白血病の発症をみた。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）：Keratin	
 associated	
 protein	
 (Krtap)	
 13	
 binds	
 to	
 LRP6,	
 a	
 co-receptor	
 

for	
 Wnt.	
 	
 Surprisingly,	
 Krtap13	
 overexpression	
 markedly	
 stimulates	
 Wnt	
 signaling.	
 	
 

Krtap13	
 induces	
 co-clustering	
 of	
 LRP6	
 and	
 Dvls,	
 thereby	
 recruiting	
 Axin	
 to	
 the	
 plasma	
 

membrane	
 that	
 leads	
 to	
 activation	
 of	
 Wn	
 signaling.	
 	
 Transgenic	
 mice	
 were	
 generated	
 to	
 

analyze	
 effect	
 of	
 Krtap13	
 overexpression	
 in	
 vivo.	
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１．研究開始当初の背景 
分泌蛋白 Wnt による細胞内シグナル伝達は、

発生や形態形成における多様な局面で重要

な役割を演じている。また、Canonial	
 Wnt シ

グナル伝達経路を構成する遺伝子の変異は、

多くの癌を誘発する。	
 

	
 この経路では、１回膜貫通型蛋白 LRP6 と

７ 回 膜 貫 通 型 蛋 白 Frizzled(Fz) が
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Co-receptor であり、この両者からなる複合

体が、機能的な Wnt受容体として働いている。

しかし、Wnt 受容体から下流のシグナル分子

（Dsh/Dvl やβ-catenin 分解蛋白複合体の

Scaffold	
 蛋白 Axin など）にいかなる分子機

構で情報が伝達されるのかについては不明

な点が多い。これらの理由から、研究代表者

は、LRP6 の細胞内ドメインを bait とした

Yeast	
 two	
 hybrid	
 screen	
 によって、LRP6 結

合蛋白を検索し、新たに Keratin	
 associated	
 

protein	
 13	
 (Krtap13)を見いだした。TCF 依

存性のレポーターアッセイを行うと、驚いた

事 に 、 Krtap13 の 強 制 発 現 は 、 強 く

Wnt/Wingless(Wg)シグナル伝達経路を活性

化した。	
 

	
 	
 Krtap13 は、マウスでは 197、ヒトでは 174
アミノ酸からなり、PMG 蛋白群の一員で、

Cys-Glnに富む10アミノ酸からなるリピート

構造を持つ。この配列が、Krtap と類似して

いることから、Krtap に分類されている。し

かし、その本来の機能は不明であった。	
 

 
２．研究の目的 
（１）Wnt 受容体と相互作用し、その分子単

独の強制発現により、著しい Wnt 経路の活性

化をもたらす新規細胞内分子 Krtap13 をプロ

ーブとして、Wnt 受容体活性化に共通した

molecular	
 events を探る事。	
 

（２）種々の組織で Krtap13 を高発現しうる

Transgenic	
 mouse 系を作成し、そこでの腫瘍

の発生の有無や組織に与える影響を解析刷

る事により Krtap13	
 の生理的機能を新たに

検索する事	
 

 
３．研究の方法 
 
（１）Krtap13の作用機序の解析 
２９３T培養細胞を用いたリポーターアッセ
イにLRP6やDvlのRNAiを組み合わせると
ともに、免疫共沈殿法により Krtap13・
LRP6・Dvlからなる Ternary complexの形
成を確認する。 

（２）種々の組織で Krtap13を高発現しうる
Transgenic mouse系の確立	
 
公汎な組織での発現が可能な CAGプロモータ
ーとヒト Krtap13 の cDNA の間に
loxP-polyA-loxP 配列を挿入した Trans	
 gene	
 
(Tg)を作成する。	
 この Tg は、Cre の存在下
においてのみ recombinant	
 Tg	
 (R-Tg)が生じ、
Krtap13 の発現がなされる。従って、この Tg
マウスと組織特異的に Creを発現する種々の
Cre マウスを交配する事より生まれた仔マウ
スに於いて、Krtap13 を種々の組織で高発現
させる事が出来る。	
 
CAG-Cre,	
 Kr5-Cre,Alb-Creマウスとの交配に
より、それぞれ公汎な組織、皮膚、肝臓に特
異的な Krtap13 の発現の影響を解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）Krtap13の作用機序の解析 
	
 
①Krtap13 の発現が Wnt の発現を誘導し、
その結果 TCF 依存性のリポーターを活性化
している可能性の排除。 
	
 Krtap13導入細胞と、TCFリポーター導入
細胞の Co-culture では、TCF 依存性のリポ
ーターを活性化出来なかった。 
 
②Krtap13の発現は、、β-catenin蛋白質の蓄
積を誘導し、細胞の増殖を促進する。 
Krtap13 によるリポーター活性化は、β-catenin
の分解を促進する機能を持つ Axin 蛋白質の共
発現によって拮抗された。Krtap13 の作用点は
Axinを含むその上流であった。実際に、Krtap13
の発現は、HEK293T 細胞で、β-catenin 蛋白質
の蓄積、そしてハエの S2R+細胞で、ハエの
β-catenin(Arm)の蓄積を誘導した。また、293T
およびマウス L 細胞で、Krtap13 を発現する
Stable line を作成し、ベクターの Stable line とそ
の増殖速度を比較すると、Krtap13 が、1.8 倍高
かった。 
 
③Krtap13は、LRP6のみならず、Dvlとも
結合する。 
免疫共沈法により、Krtap13 は、LRP6 のみな

らずもう一つの Wnt 経路の構成員である Dvl

とも結合し、その結合部位は、DIX ドメイン

から DEPドメインである事が明らかになった。

従って、LRP6、と Dvl と Krtap13 は、Krtap13

介して結合する事が判明した。	
 

	
 
④LRP6 と Dvl は Krtap13 を介して ternary	
 
complex を形成し、細胞膜上で、巨大な Dot
状に染色される複合体を形成する。	
 
蛍光免疫二重染色により、LRP6 と Dvl の細胞
内局在が、Krtap13 により、どの様に変化す



るかを観察した結果、細胞質に均一に存在し
た Dvl は、Krtap13 の発現により、Krtap13
と共局在し、巨大な Dot 状の染色像を示し
た。また、LRP6も、Krtap13 と共局在し,	
 
細胞膜上で、凝集体を形成した。	
 
	
 
⑤Krtap13によるWnt経路の活性化に、LRP6、
Dvl は必須である。	
 
Krtap13 によるリポーター活性化を、LRP6
および Dvl の siRNA さらに、Dominant 
negativeなDvl(K68A/E69A) mutantは阻害
した。この実験より、確かに Krtap13が示す
活性には、LRP6、Dvl ともに、必須である
事が確認された。 
 
⑥Krtap13 の発現は、Axin の結合部位とな
る LRP6の特異的リン酸化を促進しする。 
通常の Wnt 刺激により、LRP6 の Ser-1490 の
特異的リン酸化が生じる事が知られている。	
 
この部位のリン酸化を認識する抗体を用い
た Western	
 blot により、Krtap13 発現によっ
ても、このリン酸化が誘導される事から、
Ktap13もWnt刺激と同様な分子機構が働いて
いる事が明らかになった。	
 
	
 
⑦Krtap13 の作用機序のモデル	
 

Wnt 刺激により、細胞膜上に LRP6 とアダプタ

ー分子 Dvl の凝集体(LRP6	
 Signaloasome)が	
 

形成され、そこに Axin がリクルートされ、

結果として、β-catenin 分解蛋白複合体の崩

壊が生じている事(Science	
 316	
 1619,	
 2007)

が知られている。Krtap13 は、LRP6 と Dvl の

両者と結合する事により、Wnt 刺激の場合と

同様の、LRP6-Dvl 凝集体を形成させる事によ

り、Wnt 経路を活性化していると推測された。	
 

	
 

(２）Krtap13-Transgenic mouse系の確立	
 
	
 
① Cre の発現に依存して Krtap13 を発現する	
 
Trans-gene(Tg)の確立	
 
Krtap13 の強制発現による Wnt 経路の活性化
が与える影響を、in	
 vivo で解析する為、組
織特異的に Krtap13	
 を発現する Tg を考案し
た。公汎な組織での発現が可能な CAG プロモ
ーターと N-末端に 3XFLAG で標識を付けたヒ
ト Krtap13 の cDNA の間に loxP-polyA-loxP
配列を挿入した Trans	
 gene	
 (Tg)を作成した。	
 
この Tg は、そのままでは、Poly	
 A	
 配列のた
め Krtap13 のコード領域の前で、転写が終わ
ってしまうが、Cre の存在下において Poly	
 A	
 
配列が除去された recombinant	
 Tg	
 (R-Tg)が
生じた状況に於いてのみ、3XFLAG で標識され
た Krtap13 の発現がなされる。	
 
	
 293T	
 細胞に Krtap13-Tg と Cre を発現する

plasmid あ る い は Vector plasmid を
co-transfectionし、ゲノムDNA を調製した。 
CAG プ ロ モ ー タ ー 部 位 に 対 応 す る
Sense-primer と cDNA 末 端 に 対 応 す る
Anti-sense-primer とゲノム DNA を用いて、
PCR を行うと、Cre 非存在下では、Tg 由来
の 1276bpの、Cre存在下では、R-Tg由来の
691bp の PCR 産物が形成された事から、予
想通りの、Cre依存性の recombination が起
きた。更に、細胞抽出液について、坑 FLAG
抗体を用いた Western blot を行った結果、
Cre に依存して、3XFLAG で標識された
Krtap13（30KDa）の発現が確認された。	
 
	
 
② 3xFLAG-Krtap13-Tgを持つトランスジェニ
ックマウスの作成	
 

	
 	
 3xFLAG-Krtap13-Tg を、ユーテック（株）
に依頼して、C57BL/6 マウスの受精卵にマイ
クロインジェクションし、常法に従い、F0 マ
ウスを４ライン得た。一方、種々の組織で Cre
を発現する Cre マウスは、conditional	
 KO-
マウスの作成の為に、用いられており、様々
なものが使用可能である。このトランスジェ
ニックマウスと特定の Creマウスと交配して
生まれた仔マウスのうち、Tg と Cre を両方持
つ個体に於いては、Cre を発現する組織に於
いて特異的に R-Tg が生じ、3xFLAG	
 標識され
た Krtap13 蛋白の強制発現が起こる。	
 
	
 
(３）Krtap13-Transgenic mouseの表現型	
 
	
 
① 皮膚および肝臓に於ける Krtap13 の発現	
 
	
 	
 皮膚特異的に Cre	
 を発現するマウスと
して、Keratin5	
 (Kr5)のプロモーターを持つ、
Kr5-Cre を、肝実質細胞特異的に Cre	
 を発現
するマウスとして、Albumin(Alb)	
 のプロモ
ーターを持つ、Alb-Cre を、交配に用いた。	
 
仔マウスの 1/4 に Cre と 3xFLAG-Krtap13-Tg	
 
を持つマウスが生まれ、それぞれ、皮膚、肝
臓に於いてのみ R-Tg が生じ、そこで 3xFLAG	
 
標識された Krtap13 蛋白の強制発現が、確認
された。皮膚および肝臓に R-Tg を持つマウ
ス数匹ずつを、現在でそれぞれ１５ヶ月、１
２ヶ月間観察しているが、外見上大きな表現
型はみられなかった。	
 
	
 
②公汎な組織に於ける Krtap13 の発現の影響	
 
	
 	
 公汎な組織での発現が可能な CAGプロモ
ーターを持つ、CAG-Cre との交配では、R-Tg
を持つマウスが生まれるのは、全仔マウスの
僅か５％であり、胎生期に於ける、公汎な組
織での Krtap13 の高発現は、致死に至る事が
あると推定される。現在、R-Tg を持つマウス
15 匹を、２０ヶ月間観察しているが、そのう
ち２５％もマウスは、１２ヶ月~１５ヶ月ほ
どで、悪性リンパ腫／白血病を発症した。ど
の検体も、病理学的に良く類似していた。	
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