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研究成果の概要（和文）： 
Wnt シグナルに対して拮抗的に機能する分泌性蛋白質の Dkk1 は脂質ラフトに局在する LRP6 を

非脂質ラフト分画に移行させ、クラスリン依存性に LRP6 のエンドサイトーシスを誘導すること
によりβ-カテニン経路を抑制した。一方、β-カテニン非依存性経路を活性化する Wnt5a は Rac
を活性化するが、その活性化には共役受容体の Ror1/2 やアレスチンとクラスリン依存性のエン
ドサイトーシス経路が必要であった。以上の知見はエンドサイトーシスによる Wnt シグナル経路
の活性制御機構の一端を明らかにしたものである。 
研究成果の概要（英文）： 
We examined whether the internalization of Wnt receptors affects the ability of Dkk1 and 
Wnt5a to regulate Wnt signaling pathways.  A secreted protein Dkk1, which acts as an 
inhibitor of Wnt signaling, reduced the amount of LRP6 from the lipid raft and induced 
clathrin-mediated internalization of LRP6 to suppress β-catenin pathway.  Wnt5a 
activated Rac in the β-catenin-independent pathway, and Frizzled 2 (Fz2), clathrin, 
arrestin, and Ror1 or Ror2 were required for this action.  These results indicate that 
Wnt signaling pathway is regulated by the internalization of Wnt receptors.   
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１．研究開始当初の背景 ①Wnt3a に対して拮抗的に機能する分泌性蛋

白質のDickkopf1 (Dkk1)はWnt受容体のLRP6
に結合することにより、β-カテニン経路を
抑制することが明らかにされていたが、その
分子機構は明らかにされていなかった。 

(1)Wntは分泌性蛋白質で受容体に結合するこ
とにより、細胞の増殖や分化、運動等の種々
の細胞機能を制御する。Wntが細胞膜の受容体
に結合すると、そのシグナルはβ-カテニンの
安定化とそれに伴う遺伝子発現を介して細
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
存性経路を活性化する。 

②β-カテニン非依存性経路を活性化する
Wnt5a は Dvl を介して Rac や Rho を活性化す
ることが示唆されていたが、受容体エンドサ
イトーシスとシグナル伝達の活性化の関連



 は明らかにされていなかった。 
 (2) β-カテニン非依存性経路を活性化する

WntとしてWnt5aの他にもWnt11が存在するが、
その生理機能は不明である。また、Wnt11 の生
化学的性状や哺乳動物細胞における細胞応答
の詳細は明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
Wnt 研究領域において未解決であり重要課題
とされている 3点を明らかにすることを目的
としている。 
(1) エンドサイトーシスによる Wnt シグナル
の活性制御について解析する。 
①Wnt 阻害因子 DKK1 によるβ-カテニン経路
の抑制機構を解明する。 
② Wnt と受容体の結合の特異性や受容体エン
ドサイトーシスによるβ-カテニン非依存性経
路の活性制御機構を解明する。 

 (2) Wnt11の生化学的性状や細胞応答を明らか
にするためにWn11 の精製法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)エンドサイトーシスによるWntシグナルの
活性制御機構について以下の方法を用いて解
析した。 
①DKk1刺激により内在性のLRP6と低分子量G
蛋白質 Rabファミリーや各小胞のマーカー蛋
白質の局在を免疫染色によって経時的に解析
する。また、LRP6 の一部はラフトに局在する
が、Dkk1 が細胞膜上の脂質ラフトに局在する
LRP6 に影響するか否かを解析した。Dkk1 によ
る LRP6 の細胞内小胞輸送経路を解析した。 
 
②エンドサイトーシスによってβ-カテニン非
依存性経が活性化されるか否かを明らかにする
ため、RNAiによるクラスリンやアレスチン2の
発現抑制や優性抑性型変異体のアレスチン2の
発現によって、Wnt3aやWnt5aの細胞応答に対
して影響するか否かを解析した。また、クラス
リンやカベオリン依存性のエンドサイトーシス
をダンシルカダベリンやナイスタチンにより抑
制することによって、Wnt3aやWnt5aの細胞応
答に対して影響するか否かを解析した。 

 

 
(2）アフィニティカラムやゲルろ過カラムを
組み合わせた数段階のクロマトグラフィーに
より調製した分画を抗 Wnt11 抗体による検出
と Dvlのリン酸化、Racの活性化を指標に活性
画分を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 
① Dkk1は脂質ラフトに存在するLRP6受容体
を非脂質ラフトに移行させた後、クラスリンを
介するエンドサイトーシスによって LRP6 を細
胞質に移行させることにより、β-カテニン経
路を抑制することを明らかにした（図1-4）。  

 
 
 
 
 



  
  

 

 
 
② Wnt5a は Frizzled2 受容体のクラスリン
依存性のエンドサイトーシスを誘導した。さ
らに、Wnt5a 刺激により Rac が活性化されるが
その活性化にはRor2やアレスチンとクラスリ
ン依存性のエンドサイトーシス経路が必要で
あることを明らかにした。これまでに、私は
Wnt3a 刺激により LRP6 受容体がカベオリン依
存性に細胞質へ移行することを明らかにして
いる。したがって、同一の Wnt 受容体におい
ても細胞膜における局在やリガンドと受容体
の組み合わせに加えて、異なるエンドサイト
ーシス経路によって Wnt シグナルの活性化が
制御されることが示唆された（図5-10）。 
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(2) 
Blue sepharose、Superdex200（ゲルろ過）、
Hydroxyapatite、ConA sepharose、Cu chelate 
column の 5 段階のカラムを用いて、抗 Wnt11
抗体による検出と Dvl のリン酸化、Racの活性
化を指標に Wnt11 の活性画分を検出し、同一
蛋白質にまで精製することに成功した（図 11）。 
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