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研究成果の概要（和文）：本研究では、Wntシグナル伝達経路の制御因子Axinの分子制御機構の解明を目的とし
て、Axin結合タンパク質であるCoiled-Coil-DIX1(Ccd1)およびCK1との複合体形成の分子機構の解析をX線結晶構
造解析、NanoBit法、転写活性測定によって試みた。その結果、NanoBit法をによって、AxinのDAXドメインを介
したCcd1のDIXドメインとの結合は、ヘテロオリゴマー形成に伴いAxinの分子構造を大きく変化させることがわ
かった。また、Axin-CK1複合体の調製条件を確立したが、結晶化には至らなかった。今後は、クライオ電子顕微
鏡の活用を見込んだ構造解析を進める必要がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the molecular regulatory mechanism of Axin, a 
regulator of the Wnt signaling pathway, we investigated the molecular mechanism of complex formation
 with Coiled-Coil-DIX1 (Ccd1) and CK1, an Axin-binding protein, by X-ray crystallography, NanoBit 
method, and transcriptional activity measurement. The NanoBit method was applied to the analysis of 
the molecular mechanism of the complex formation with Ccd1. The NanoBit method revealed that the 
binding of Ccd1 to the DIX domain of Ccd1 via the DAX domain of Axin significantly changes the 
molecular structure of Axin upon hetero-oligomer formation. In addition, conditions for preparing a 
complex of Axin and CK1 were established, but crystallization was not achieved. In the future, it is
 necessary to proceed with structural analysis in anticipation of using cryo-electron microscopy.

研究分野：構造生物化学

キーワード： X線結晶構造解析　Wntシグナル　Axin

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntシグナル伝達経路の異常は、がんや精神性疾患などの多様な疾病に関係しており、創薬展開が期待されてい
る。動的オリゴマー形成を介するシグナル伝達制御は、Wnt経路に特異的であるため、その制御の仕組みの解明
は創薬基盤として有用である。本研究では、Axinと2つの結合タンパク質との複合体形成の分子機構を原子レベ
ルで解明することで、分子間相互作用と分子制御の仕組みを理解することを可能とする。また、Axin-CK1間の分
子間相互作用については、Wnt経路で特に注目すべき未解明な点の一つであるが、CK1を介するリン酸化シグナル
の制御についても全く未解明のため、学術的な理解にも大いに貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Wnt シグナル伝達は、細胞の増殖や分化を制御する重要なシグナル伝達経路の一つであり、が
ん、精神性疾患、生活習慣病等に対する創薬標的として期待されている。分泌型糖脂質修飾タン
パク質 Wnt が細胞膜上の受容体 Frizzled に結合すると、細胞内で Dvl や Ccd1 のシグナル伝達
因子が活性化して、Axin に結合するタンパク質リン酸化酵素群 GSK3β、CK1 によるβカテニン
のリン酸化を抑制することで、βカテニンが細胞内に蓄積して細胞核へ移行し、関連遺伝子群の
発現を促進する。本経路において、Axin は、βカテニンのリン酸化反応を促進する足場タンパ
ク質として機能して Wnt 経路を負に制御するが、Dvl や Ccd1 との複合体形成によって、βカテ
ニンのリン酸化が抑制される仕組みは理解されていない。 
Axin、Dvl、Ccd1 は、DIX ドメインと呼ばれる機能領域を共通に保存しており、ホモおよびヘテ
ロな分子間相互作用を通して、濃度依存的に解離・会合する動的なオリゴマーを形成する。本研
究グループでは、Axin、Dvl、Ccd1 の DIX ドメインのホモおよびヘテロオリゴマーの X線結晶構
造解析をおこない、その分子構造とオリゴマー形成の分子機構を明らかにすることで、動的オリ
ゴマー形成とシグナル伝達との関係の解明を試みてきた(Sci. Rep., 2017, 7, 7739; Sci, 
Signal, 2019, 12, eaaw5505)。本研究では、我々がおこなった Axin-Ccd1 ヘテロオリゴマーの
X線結晶構造解析の結果に基づくCcd1や Dvlが Axinの分子構造変化を誘導する制御モデルを検
証するために、発光検出法を利用した in vitro 実験系および培養細胞実験系を用いてオリゴマ
ー構造変化の分析をおこなった。また、Axin 結合タンパク質である CK1 は、分子間相互作用の
仕組みが未解明であり、Axin のオリゴマー構造の変化に依存して分子活性が制御されるかは明
らかになっていないため、Axin と CK1 との複合体の X線結晶構造解析を試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Wnt シグナル依存的に形成される DIX ドメインを介した Ccd1 と Axin とのヘテロ
オリゴマー形成が、Axin の分子構造変化を誘導して、タンパク質リン酸化酵素群の分子機能を
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。発光検出タグ
を Axin の N 末端に付加し、Axin のオリゴマー形成に依存して観測される発光を指標にすること
で、Axin のオリゴマー構造の変化の解析をおこない、シグナル伝達制御との関係を in vitro 実
験系から培養細胞実験系のレベルで明らかにする。また、Axin オリゴマーの構造変化に伴い、
Axin に結合するタンパク質リン酸化酵素群の分子活性が影響を受ける可能性を検討するために、
Axin-CK1 複合体の発現、精製、結晶化をおこない、X線結晶構造解析に向けた試料の調製方法を
確立し、立体構造解析によって分子間相互作用を原子レベルで解明することを試みる。 
 
３．研究の方法 
本課題に先立って実施した研究課題(基盤研究 C 課題番号 16K07262)において、Axin DAX ドメ
インのオリゴマー形成と構造変化を分析してきた。本課題から得られた知見をもとに、細胞内お
いても Axin のオリゴマー構造変化が検出できるかを発光検出法をもちいて検討した。 
Axin と CK1 との複合体の X結晶構造解析を目的として、結晶化に適した複合体試料の調製をお
こなった。Axin の CK1 結合部位は、天然変性領域である Axin の中央領域に含まれることが報告
されていたが、検討が不十分であった(J. Cell. Biochem.,2004, 94,217-224)。また、CK1 の特
定の塩基性アミノ酸残基が Axin との分子間相互作用に関わっているとの情報を参考にして、
Axin の欠損体および CK1 を大腸菌発現系を利用して調製し、精製タンパク質を用いた in vitro
プルダウンアッセイによって CK1 結合部位の同定を試みた。そして、同定した Axin の CK1 結合
領域と CK1 との複合体を調製し、結晶化を試みた。 
 
４．研究成果 
 発光検出法による Axin のオリゴマー構造変化の解析をおこなうにあたって、はじめに精製タ
ンパク質による検討をおこなった。発光タグを Axin DAX ドメインに付加する大腸菌発現系を
構築した。精製試料を用いて二つの試料を混合して発光測定をおこなったところ、濃度依存的な
発光強度の上昇が確認された。また、培養細胞を用いた結果から、細胞レベルにおいて、立体構
造解析の結果から示唆された Axin のオリゴマー構造が、Dvl や Ccd1 によって再編されることが
確認できた。今後は、Axin のオリゴマー構造変化とβカテニン転写活性との相関を分析するこ
とによってシグナル伝達制御との関係を検証していく必要がある。 
 次に、Axin の CK1 結合部位を同定するために、Axin 中央部に含まれる保存性の高い領域につ
いて MBP 融合タンパク質の大腸菌発現系を作成し、その精製タンパク質を使用した in vitro プ
ルダウンアッセイによって CK1 との結合実験をおこなった。その結果、これまでに報告されてい
る領域とは異なる酸性アミノ酸残基領域を含む 30 残基の CK1 結合部位(CBR)を同定することに
成功した。さらに、ゲル濾過によって Axin-CBR と CK1 との複合体が分取可能であることも確認
できた。複合体試料をもちいて結晶化スクリーニングをおこなったところ、硫酸アンモニウムを
沈殿剤とする条件において、結晶化を確認することができた。X線回折実験によって、分解能 3



Åの X 線回折データを収集し、CK1 をサーチモデルとして分子置換法によって位相決定したが、
Axin-CBR に相当する電子密度を確認することはできなかった。今後は、複合体の安定化が可能
な溶液条件を利用して、クライオ電子顕微鏡による立体構造解析を検討する必要がある。 
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