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研究成果の概要（和文）：Wnt受容体である LRP6が、Wnt3aによって脂質ラフトにおいて特異的

にリン酸化されることを明らかとした。また、Wntシグナルに対して抑制的に作用する Dkk1は

内在性 LRP6を非脂質ラフトに移行させてクラスリン依存性エンドサイトーシスを誘導した。 

さらにプロテオグリカンである Glypican4 は脂質ラフトに局在する時はβ-カテニン経路を活

性化し、非脂質ラフトに局在する時はβ-カテニン経路を抑制する一方で、β-カテニン非依存性

経路を活性化することを明らかとした。以上の知見は Dkk1 および Glypican4 による Wnt シグナ

ル伝達の制御機構の一端を明らかとしたものである。 

研究成果の概要（英文）：We found that Wnt receptor LRP6 was phosphorylated in the lipid 
raft by Wnt3a stimulation.  Wnt antagonist Dkk1 shifted endogenous LRP6 to the non-lipid 
raft fraction and induced clathrin-dependent endocytosis.  We also found that glypican4, 
a member of proteoglycan, in the lipid raft activated the -catenin pathway.  However, 
glypican4 in the non-lipid raft suppressed -catenin pathway but activated 
-catenin-independent pathway.  These results indicates how Wnt signaling pathway is 
regulated by Dkk1 and glypican4.   
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１．研究開始当初の背景 

(1) 分泌性蛋白質である Wntは細胞膜上の受
容体と結合して、細胞の増殖や分化など多く
の細胞機能を制御しており、Wnt シグナルの
異常は発癌と密接に関連することが知られ
ている。そのシグナルにはβ-カテニンの安定
化に伴う遺伝子発現を介する細胞増殖や分
化を制御するβ-カテニン経路と、細胞運動
や極性を制御するβ-カテニン非依存性経路

がある。分泌性蛋白質 Dkk1はβ-カテニン経
路の抑制因子であり、その抑制機構を解明す
ることは発癌機構を解明する一助になると
考えられる。 
①私共はこれまでに Wntシグナルに受容体の
エンドサイトーシスが関わることを解析し
てきているが、Dkk1 が内在性の Wnt 受容体
LRP6 のエンドサイトーシスを誘導するか否
か明らかでない。 
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②細胞膜上には脂質ラフトと呼ばれるコレ
ステロールやスフィンゴ脂質に富んだマイ
クロドメインが存在するが、Wnt シグナルに
おいてどのような役割を持つのかについて
は明らかではない。 

(2) 細胞表面にはプロテオグリカンが存在
しており、様々なシグナル伝達に関与する。
その一つである Glypican4 (GPC4) は GPI ア
ンカーにより細胞膜上の脂質ラフトに局在
するが、GPI アンカーが切断されると細胞膜
から解離する。GPC4は Wntシグナルに関与す
ることが報告されているが、GPC4による Wnt
シグナルの制御機構については明らかでは
ない。 

 

２．研究の目的 

Wnt シグナル伝達において、明らかとなって
いない以下の点について解析を行う。 

(1) エンドサイトーシスと脂質ラフトによ
る Wnt シグナルの制御機構を明らかとする。 
①Wntシグナル抑制因子であるDkk1による内
在性 LRP6 のエンドサイトーシス経路につい
て解析する。 
②脂質ラフトにおける LRP6 のリン酸化につ
いて解析を行う。 
(2) GPC4による Wntシグナルの制御機構につ
いて明らかとなっていない以下の点につい
て解析を行う。 
①GPC4 の脂質ラフトあるいは非脂質ラフト
への局在に依存した Wntシグナル伝達の制御
機構について解析する。 
②細胞膜から解離して分泌された GPC4 によ
る Wntシグナルの制御機構を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) エンドサイトーシスと脂質ラフトによ
る Wnt シグナルの制御機構を解明するため、
以下の方法により解析した。 
①内在性の LRP6はショ糖密度勾配遠心法に
より一部が脂質ラフトに局在するが、Dkk1刺
激による局在変化を検討した。また、Dkk1刺
激によって内在性 LRP6がエンドサイトーシ
スされるか否かを細胞表面の蛋白質をビオ
チン化する方法で検討した。また、Dkk1によ
る LRP6のエンドサイトーシスが RNAiによる
クラスリンの発現抑制の影響を受けるか否
かを検討した。 
②Wnt3a刺激により脂質ラフトに局在する
LRP6がリン酸化を受けるか検討した。また、
ナイスタチンにより脂質ラフトの機能を阻
害することで、そのリン酸化がどのようにな
るかを検討した。 
 
(2) GPC4による Wntシグナルの制御機構を解
明するため、以下の方法により解析した。 
①GPC4の脂質ラフトへの局在に依存した Wnt
シグナルの制御機構を解析するため、GPC4あ

るいは脂質ラフトに局在しない GPC4/SDC1キ
メラ蛋白質を安定発現する HeLaS3細胞を作
製し、β-カテニン経路を活性化する Wnt3a
で刺激して LRP6のリン酸化を検討し、さら
に Dkk1の抑制効果を検討した。また、β-カ
テニン非依存性経路を活性化する Wnt5aで刺
激して、受容体である Ror2のエンドサイト
ーシスや Rac1の活性化に対する GPC4あるい
は GPC4/SDC1の影響を検討した。 
②細胞外に分泌された GPC4存在下で、β-カ
テニン経路を活性化する Wnt3aによる LRP6
のリン酸化とβ-カテニン非依存性経路を活
性化する Wnt5aによる Racの活性化を検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 
①内在性の LRP6 は脂質ラフトと非脂質ラフ
トの両方に局在したが、Dkk1で細胞を刺激す
ると、LRP6が非脂質ラフトに移行することを
明らかとした(図1)。また、Dkk1は内在性LRP6
のクラスリン依存性エンドサイトーシスを
誘導することを明らかとし、Dkk1による Wnt
シグナル伝達の抑制機構について新たな知
見を得ることができた (図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②Wnt3a 刺激によって脂質ラフトに局在する
LRP6のみリン酸化を受けた(図 3)。また、そ
のリン酸化はナイスタチンによる脂質ラフ
トの機能阻害によって抑制され、Wnt シグナ
ルにおける脂質ラフトの役割の一端を明ら
かとした (図 4)。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)  
①安定発現した GPC4 はショ糖密度勾配遠心
法において、脂質ラフトと非脂質ラフトの両
方に局在したが、GPC4/SDC1 は非脂質ラフト
にのみ局在した(図 5)。GPC4 の発現は Wnt3a
による LRP6 のリン酸化を促進したが、
GPC4/SDC1 の発現は抑制したことから、GPC4
が脂質ラフトに局在することがβ-カテニン
経路の活性化に重要であることを明らかと
した(図 6)。Wnt3a 刺激により細胞内 Axin2 
mRNA が増加し、これは Dkk1 により抑制され
た(図 7)。この時、GPC4の発現は Wnt3aによ
る Axin2 mRNA の増加を亢進したが、Dkk1 の
抑制作用は減弱した(図 7)。よって、GPC4は
Wnt3aを脂質ラフトに集積するが、Dkk1を集
積しないことを明らかとした。GPC4 および
GPC4/SDC1 の発現は Wnt5a による Rac の活性
化と Ror2 のエンドサイトーシスを亢進した
ことから、GPC4が非脂質ラフトに局在するこ
とがβ-カテニン非依存性経路の活性化に重
要であることを明らかとした(図 8,9)。以上
の結果から、GPC4による Wntシグナル伝達の
制御機構について新たな知見を得ることが
できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②分泌された GPC4 存在下で HeLaS3 細胞を
Wnt3aで刺激すると、LRP6のリン酸化が抑制
され（図 10）、さらに Wnt5a による Rac の活
性化も抑制された（図 11）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果から、GPC4 が Wnt のβ-カテニン
経路とβ-カテニン非依存性経路を細胞膜上
の脂質ラフトへの局在に依存して制御する
ことを明らかとし、さらに細胞外に分泌され
た GPC4 においては、どちらの Wnt シグナル
についても抑制することを明らかとし、GPC4
による Wntシグナルの制御機構について新た
な知見を得ることができた。 
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