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研究成果の概要（和文）：本研究は、Wntシグナル伝達経路で機能するAxinとCoiled-coil-DIX1(Ccd1)がDIXドメ
インと呼ばれる機能領域で形成するヘテロオリゴマーのX線結晶構造解析、蛍光共鳴移動エネルギー移動(FRET)
を利用した溶液中におけるオリゴマー構造解析と分子間相互作用解析、培養細胞における転写活性測定をおこな
った。その結果、Ccd1がホモオリゴマー状態から解離してくるAxinとヘテロオリゴマーを形成することで、Axin
のホモオリゴマー構造が解消される可能性が示唆された。今後、Axinのオリゴマー構造の変化とシグナル伝達制
御との関係を明らかにすることが必要である。

研究成果の概要（英文）：Wnt signaling pathway plays an important role in determination for cell 
fate, such as embryonic development. The cytoplasmic signaling proteins, Axin, Coiled-coil-DIX1 
(Ccd1), and Dvl form the platform for cytoplasmic signal transduction by making the dynamic oligomer
 through the homotypic and heterotypic interaction. In this study, we determined the crystal 
structure of Axin-Ccd1 heteroligomer forming the DIX domains conserved at both proteins. The 
structure of Axin-Ccd1 heterooligomer revealed the detail of the heterotypic interaction between the
 DIX domains and the rearrangement of the Axin homooligomer induced by the Ccd1-binding. The 
fluorescence resonance energy transfer measurement and mutation study indicated that Ccd1 induces 
the rearrangement of Axin homooligmer in solution by the heterotypic interaction. These findings 
suggest the requirement investigating the relationship between the rearrangement of Axin 
homooligomer and the regulatory mechanism for Wnt signaling.

研究分野：構造生物化学

キーワード： Wntシグナル伝達　動的オリゴマー形成　X線結晶解析　蛍光共鳴エネルギー移動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntシグナル伝達経路は、構成するタンパク質の機能異常が、細胞のがん化や精神性疾患、糖尿病、骨・軟骨性
疾患に関係することが臨床研究から報告されているため、本研究の成果は、創薬に応用することができる。動的
オリゴマー形成を介するシグナル伝達制御は、Wnt経路に特異的な分子機構であるため、その制御の仕組みを理
解することで、がんや精神性疾患などに対する副作用の少ない薬剤開発が可能になることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 Wnt シグナル伝達は、ショウジョウバエからヒトに至る高等生物に保存されており、シグナル
伝達を構成するタンパク質群の機能異常が癌や精神性疾患、糖尿病、骨・軟骨疾患にみいだされ
ている。分泌タンパク質 Wnt が細胞膜にある受容体に結合すると、膜直下に Axin、Dvl、Coiled-
coil-DIX1(Ccd1)が DIX ドメインと呼ばれる機能領域を介した分子間相互作用の協同的作用によ
り、解離・会合を繰り返す動的オリゴマーを形成して下流シグナルを伝達する。DIX ドメインは、
ユビキチン様構造の 2 番目と 4 番目のβストランド(β2、β4)からなる Head 領域と Tail 領域
を介して分子間相互作用し、らせん状のホモオリゴマー構造を形成することが明らかとなって
いるが、一方で、ヘテロオリゴマーがどのようにして形成されるのかはわかっていない。そこで、
本研究では、Axin-Ccd1 ヘテロオリゴマーの X 線結晶解析、蛍光エネルギー移動共鳴(FRET:	
Fluorescence	resonance	energy	transfer)を利用した溶液構造解析と分子間相互作用解析、培
養細胞を用いた Wnt 依存的転写活性測定を通して、Wnt シグナル伝達制御における動的オリゴマ
ー形成の仕組みと意義の解明をおこなった。	
	 本課題に先立って実施した研究課題(若手研究 B	 課題番号 25840017)において、Axin-Ccd1 ヘ
テロオリゴマーの結晶化および X 線回折実験を実施して、分解能 3.1Åでの構造解析に成功し
て、低分解能の分子構造モデルから、Ccd1 による Axin の分子認識機構と Axin ホモオリゴマー
構造を変化させてシグナル伝達を制御する仕組みについて、作用モデルを考察することができ
ていた。	
	
２．研究の目的 
 本研究では、Wnt シグナル依存的に解離・会合を繰り返して動的なオリゴマーを形成する DIX
ドメインが、分子間相互作用によってオリゴマー構造を変化させてシグナル伝達を制御する仕
組みを立体構造に基づいて原子レベルで解明することを目的とした。Ccd1-Axin 複合体の低分解
能構造解析から、2 分子の Ccd1 が 1 つの Axin	 を挟み込んで、らせん状のヘテロオリゴマー構
造を形成することがわかってきた。しかし、低分解能構造のためアミノ酸残基の側鎖間の相互作
用は精度よく解析できておらず、また、観察されたヘテロオリゴマー構造が、シグナル伝達制御
にどのように関与しているのかは生化学的検証を必要としていた。そこで、本研究では、①高分
解能での X 線結晶構造解析、②溶液中における蛍光共鳴エネルギー移動を利用したオリゴマー
構造変化の解析、③in	vitro 結合実験および培養細胞を利用した転写活性測定を実施した。	

 
３．研究の方法 
	 Axin-Ccd1 複合体の結晶化条件を検討して、3Åを超える高分解能構造解析をおこない、DIX ド
メインの分子間相互作用をアミノ酸側鎖レベルで解析することを試みた。そして、ヘテロオリゴ
マー中の Ccd1 と Axin のそれぞれの DIX ドメインについて、単独ホモオリゴマー中の立体構造
と比較し、ヘテロオリゴマー形成に関与する DIX ドメインの構造変化とシグナル伝達制御との
関係を検証した。次に、構造解析から特定した相互作用部位の変異体を作成し、in	 vitro 結合
実験から相互作用に重要なアミノ酸残基の同定を試みた。また、立体構造に基づいて、Axin	DIX
ドメインの蛍光標識体を作成し、単独ホモオリゴマーと Ccd1	DIX ドメインと結合したヘテロオ
リゴマーについて、FRET の変化を測定して、ホモオリゴマーとヘテロオリゴマーの状態で、溶
液中における DIX ドメイン間の距離分布を解析し、結晶構造で観察されるオリゴマー構造の変
化と一致するかどうかを検証した。さらに、培養細胞をもちいた転写活性測定をおこない、構造
情報から示唆される相互作用がシグナル伝達制御に必須なことを検証した。	
	
４．研究成果	
	 Axin-Ccd1 ヘテロオリゴマーの高分解能結晶を調製するために、Ccd1	DIX ドメインのβ1-β2
ループ領域の複数のアミノ酸残基にアラニン変異を導入することで、ホモオリゴマー状態を改
良して結晶化を試みたところ、X 線回折データセットの分解能は 2.80Åまで向上した。Axin-Ccd1
ヘテロオリゴマーの低分解能構造モデルを元に精密化をおこない、構造決定をおこなった
(R/Rfree=21.8/26.1(%))。構造解析の結果、Axin-Ccd1 ヘテロオリゴマーは、1 本鎖型のらせんオ
リゴマー構造をとっており、その繰り返し単位は、それぞれ単独のホモオリゴマー構造と比較す
ると大きく構造変化することが明らかになった。ヘテロオリゴマー構造の最小ユニットは、Ccd1
と Axin が 2 対 1 で形成されており、結晶中では、2 つの最小ユニットでらせん構造ピッチを形
成していた。このらせん構造においては、2 つのサブユニットタンパク質の N 末端は、すべてら
せんオリゴマー構造の外側に向いており、全長タンパク質が相互作用する際にも影響を与えな
いと予測され、生体内でも形成が可能な構造体であると考えられた。	
 構造解析から特定した相互作用に関わるアミノ酸残基について、変異体を作成して In	 vitro	
pull-down	assay によって、各残基の相互作用に対する寄与を検討した。その結果、Ccd1	Tail
領域と Axin	Head 領域の Head-to-Tail ヘテロ相互作用がヘテロオリゴマー形成に重要であるこ
とがわかった。特に Axin	Head 領域にヘテロオリゴマー形成に重要であるが、ホモオリゴマー形
成には関与していない残基を同定できたことは意義がある。また、興味深いことに、Axin	Tail
領域のアミノ酸残基の変異は、ホモオリゴマー形成を抑制する一方で、ヘテロオリゴマー形成は
促進する結果となった。このことは、Ccd1 が Axin とヘテロオリゴマーを形成する過程では、
Axin ホモオリゴマーではなく、Axin 単量体を補足する可能性を示唆しており、解離・会合を繰



り返す動的な特性がシグナル伝達制御に関わることを示していると考えられた。	
 次に、Ccd1-Axin ヘテロオリゴマーの形成にともなう Axin ホモオリゴマー構造変化を検討す
るために、立体構造に基づいた FRET 実験系の構築をおこなった。Axin	DIX ドメインの N 末端シ
ステイン残基に対して 2 種類の蛍光色素をチオール-マレイミド反応を利用して導入し、Axin ホ
モオリゴマー形成に由来する FRET シグナルを観測可能な実験系を構築した。この FRET 実験系
において、Ccd1 を添加したところ、Axin とのヘテロオリゴマー形成に伴って、Axin ホモオリゴ
ーの形成に由来する FRET シグナルは減少したことから、Ccd1 とのヘテロオリゴマー化によって
Axin 間距離が広がることが確認できた。この結果は、結晶構造中で確認された Axin の間に Ccd1
が入り込むことで、Axin 間距離が変化することを示すものと考えられる。この FRET 実験系にお
いて、Axin 変異体をもちいた測定をおこなったところ、ヘテロオリゴマー形成を特異的に抑制
する変異体では、Axin ホモオリゴマー形成には影響しないものの、Ccd1 による FRET シグナルの
変化は観測されなかった。また、Axin ホモオリゴマー形成を抑制する変異体は、Axin ホモオリ
ゴマー形成に由来する FRET シグナルを減少させた。以上の結果から、構築した FRET 実験系での
検証によって、溶液中においても Ccd1 は Axin ホモオリゴマー構造を変化させることが確認さ
れた。続いて、培養細胞を用いて、Axin と Ccd1 を共発現させて転写活性の測定をおこなった。
ヘテロオリゴマー形成特異的なアミノ酸残基の Axin 変異体は、野生型と同等の分子活性を示し、
一方でホモオリゴマー形成を抑制する変異体では、転写活性の抑制効果が減少したことから、変
異の効果が培養細胞内での分子活性とも一致することを確認した。	
	 本研究から、Ccd1 が Axin のホモオリゴマー構造を変化させてシグナル伝達を制御する新規な
分子機構を提唱することが可能になった。Axin は、GSK3βや CK1 と複合体を形成して、Wnt シグ
ナル ON の場合では、Ccd1 やもう一つの活性化因子 Dvl を介することで、受容体および共役受容
体 LRP6 と共局在し、GSK3βを抑制する。しかしながら、Axin ホモオリゴマー構造の変化が、LRP6
による Axin 複合体中の GSK3βに対する抑制に必要なのかは検討できていない。今後、細胞内で
の Axin ホモオリゴマーの構造変化と分子制御との関係を構造生物学的手法に基づいて明らかに
していくことが、Wnt シグナル伝達経路の仕組みを理解するために必要である。	
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