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研究成果の概要（和文）：Wntによって活性化される複数のシグナル伝達経路は、主として細胞

の分化・増殖を制御するβ—カテニン経路と細胞運動・極性を制御するβ−カテニン非依存性経

路に大別される。両経路で機能する細胞内因子 Dvl にはリン酸化される可能性の高いセリン、

スレオニン、チロシンが多く存在し、実際に幾つかの細胞株において Wnt で刺激をすると内在

性の Dvlのリン酸化が観察される。しかし、現在までに両経路における Dvlのリン酸化制御や

リン酸化の意義に関する知見は乏しい。そこで、ヒトの７１０種類のリン酸化酵素を網羅した

siRNA libraryを用いて HeLaS3細胞における Wnt5aシグナル依存性 Dvlのリン酸化に関与する

リン酸化酵素のスクリーニングを試みた。 

  
研究成果の概要（英文）： Wnts control various cellular functions including proliferation, 
differentiation, death, migration, and polarity, by activating multiple intracellular 
signaling cascades including the -catenin-dependent and -independent pathways. 
Dishevelled (Dvl), which has multiple phosphorylation sites, is an essential 
intracellular component for both pathways.  However, the detailed mechanisms and 
regulations of Wnt signaling cascades through Dvl have still been poorly understood.  
In this study, I performed siRNA library screenings to identify novel kinases that 
phosphorylate Dvl.  
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１．研究開始当初の背景 

 Wnt が細胞膜受容体に結合した後に引
き起こされる細胞内シグナル伝達経路とし
ては、これまでにβ—カテニン経路、平面内
細胞極性（PCP）経路、Ca2+経路の少なく

とも３種類が存在し、細胞増殖、分化、運
動、極性、老化等の種々の細胞応答に重要
であると考えられている。ショウジョウバ
エを用いた遺伝学から、Wnt の受容体とし
て最初に同定されたのは七回膜貫通型であ
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る Frizzled（Fz）であり、ヒトには１０種
類存在する。また、近年、一回膜貫通型受
容体（LRP5/6、Ror1/2、Ryk 等）が共役
受容体として機能し、下流のシグナル伝達
経路の選択的活性化に関与することが示唆
されている（Kikuchi, A., et al., Trends. 
Cell Biol., 2009）。 

 β—カテニン経路において、Wnt が受容
体 Fz と共役受容体 LRP5/6 に作用すると、
LRP5/6 の細胞内領域がリン酸化され、細
胞内のβ—カテニンが安定化する。蓄積した

β—カテニンは核内に移行し、DNA 結合性
の転写因子 Tcf/Lef と複合体を形成し遺伝
子の発現を介して、細胞の増殖や分化を制
御する（Polakis, P., Curr. Opin. Genet. 

Dev., 2007）。PCP 経路においては、低分
子量 G 蛋白質である Rho や Rac が活性化

され、Ca2+経路においては蛋白質リン酸化
酵素であるCキナーゼやカルモジュリンキ
ナーゼが活性化されることが、ショウジョ
ウバエの遺伝学的解析やツメガエル受精卵
を用いた発生生物学的解析から示唆されて
いる。これらの経路はβ—カテニン非依存性

経路とも呼ばれ、細胞運動や極性決定を制
御すると考えられているが、その詳細な分
子機構は依然として十分に理解されていな
い。（Kikuchi, A., et al., Trends. Cell Biol., 

2009）。 
 

２．研究の目的 
 Wnt シグナル伝達経路のうち比較的解
析の進んでいるβ—カテニン経路では、Wnt
が受容体に結合した後、最初に共役受容体
LRP5/6 がリン酸化される。これまでに私
どもは、Wnt3a 依存的なβ—カテニン経路
の活性化には、Lipid raft と呼ばれるコレ
ステロールやスフィンゴミエリンといった
脂質が豊富に存在する細胞膜上のマイクロ
ドメインにおいて、Wnt3a が受容体 Fz と
LRP6 に作用するとカベオリン依存性にエ
ンドサイトーシスされることが、βカテニ
ンの安定化に重要であることを明らかにし
た。現在までに LRP6 の細胞質領域をリン
酸化する酵素としては GSK3 と CKIγが
同定されているが、最近、ホスファチジル
イノシトール 4,5 ビスリン酸（PI(4,5)P2; 
PIP2）の合成に関わるリン酸化酵素（PI4
キナーゼ IIα、PI5 キナーゼ Iβ）が Wnt3a
依存性の LRP6 のリン酸化に重要な役割を
果たすことが示唆された。PIP2は細胞膜の
構成成分の一つでありシグナル伝達のセカ
ンドメッセンジャーとしての機能の他に、
その陰性の電化をもつ性質から細胞膜上に
電気的に陽性のドメインを持つ蛋白質をリ
クルートする性質を持つ。そのため、β—
カテニン経路の活性化の最初のトリガーと

なる LRP6 のリン酸化には、PIP2を介して
細胞膜直下に局在するような他の因子が介
在する可能性がある。このように、Lipid 
raft での LRP6 のリン酸化に関与する全て
の因子は明らかにはなっていない。 
β—カテニン経路とβ—カテニン非依存性

経路（PCP 経路）で共通に機能する細胞内
因子として Dvl が知られている。Dvl には
リン酸化される可能性が高いセリン、スレ
オニン、チロシンが多く存在し、クラスタ
ーを形成している領域が存在する。実際に
培養細胞に Wnt3aもしくは Wnt5aを作用
させると Dvl はリン酸化され、そのバンド
が上方にシフトする。しかし、両経路にお
いてDvlをリン酸化する酵素は共通である
のか異なるのか、また、そのリン酸化状態
や下流へのシグナル伝達機構との関連に関
しては依然として不明な点が多い。さらに、
両経路において Wnt 依存性にリン酸化さ
れた Dvl がどのような機能を有し、下流の
シグナル伝達を制御しているのかも不明で
ある。私共は、既にβ—カテニン経路の活性
化に導く Wnt として Wnt3a を、またβ—
カテニン非依存性経路を活性化する Wnt
として Wnt5aの精製方法を確立している。
また、培養細胞にこれら精製 Wnt 蛋白質を
作用させることによって内在性のβ—カテ
ニン経路とβ—カテニン非依存性経路の活
性化を容易に検出できる系を持っている。
本研究目的は、これらの系にリン酸化酵素
特異的な siRNA library を用いたスクリーニ
ングを組み合わせることによって、Wnt シグ
ナルを制御する未同定のリン酸化酵素の探
索とその作用機構を明らかにすることであ
る。 

 

３．研究の方法 

(１)Wnt3a依存性のLRP6のリン酸化に関与
する新規リン酸化酵素を同定とその機能解
析 

Wnt3a が LRP6 に結合すると、GSK3 によ
って 1490 番目のセリンがリン酸化される。
そのリン酸化セリンを特異的に認識する抗
体を用いたウェスタンブロットによって、私
共が調べた限り全ての細胞株において
Wnt3a 依存性の LRP6 のリン酸化が容易に
検出できる。NIH3T3 細胞は siRNA の導入
に優れた細胞株である。そこでマウスに存在
するほぼ全てのリン酸化酵素を網羅した
siRNA library（571 種類のリン酸化酵素を含
む）を NIH3T3 細胞に導入して、Wnt3a 依
存性の LRP６のリン酸化に関与するリン酸
化酵素の探索を行う。 

 

(２)Wnt5a依存性Dvlのリン酸化に関与する
新規リン酸化酵素を同定とその機能解析 

HeLaS3 細胞は、Wnt3a によるβ—カテ



 

 

ニン経路の活性化と Wnt5a によるβ—カテ
ニン非依存性経路（Rac の活性化）の両経
路の解析が容易な細胞株である。 siRNA
を用いたノックダウンによる解析から、少
なくともこの細胞株では、両経路の活性化
に必須な Fz 受容体は Fz2 であることが明
らかになった。当研究室は以前にβ—カテニ
ン経路の活性化にはカベオリン依存性のエ
ンドサイトーシスが関与することを明らか
にしているが（Yamamoto, H., et al., Dev. 
Cell, 2006）、私共は、HeLaS3 細胞にお
ける Wnt5a 依存性の Rac の活性化には
Fz2 がクラスリン依存性にエンドサイトー
シスされることが重要であり、同一細胞上
で異なる生理活性を持つ Wnt リガンドが
Fz2 を介した異なるエンドサイトーシス経
路によって、特異的な細胞内シグナル伝達
経路を選択的に活性化することを明らかに
した。さらに、HeLaS3細胞は内在性に Wnt5a
を高発現しており、siRNAを用いて Wnt5aや
その受容体である Fz2、Ror1/2をノックダウ
ンすると、Dvlのリン酸化が減弱する。つま
り、HeLaS3細胞における Dvl のリン酸化は、
内在性 Wnt5aが関与するシグナル経路の活性
化よる。そこで、ヒトの７１０種類のリン酸
化酵素を網羅した２１３０種類（一つのリン
酸化酵素につき３種類の siRNAで構成されて
いる）の siRNAより構成される libraryを用
いて HeLaS3細胞における Dvlのリン酸化に
関与するリン酸化酵素のスクリーニングを
行った。 
 
４．研究成果 
(１)Wnt3a依存性のLRP6のリン酸化に関与
する新規リン酸化酵素を同定とその機能解
析 

571 種類のリン酸化酵素を網羅したマウ
スリン酸化酵素 siRNA library を NIH3T3
細胞に導入して、Wnt3a 依存性 LRP６の
リン酸化を減弱させるリン酸化酵素のスク
リーニングを LRP6 の１４９０番目のリン
酸化セリン特異的抗体を用いた western 
blotting によって行った。この siRNA 
library は、一つのリン酸化酵素に関して３
種類の siRNA より構成されているが、最
終的には、３種類のうち少なくとも２つが
同じ効果を引き起こすリン酸化酵素の同定
を試み、一次候補として１３種類を同定し
た。次に、定量的 RT-PCR を用いて、これ
ら候補のうち Wnt3a依存性Axin2遺伝子の
発現を減弱させる候補の選別を行った。しか
し、Axin2 遺伝子の発現を有意に減少させる
因子の同定には至らなかった。 
 
(２)Wnt5a 依存性 Dvl のリン酸化に関与す
る新規リン酸化酵素を同定とその機能解析 

 ヒトの７１０種類のリン酸化酵素を網羅

した２１３０種類（一つのリン酸化酵素につ
き３種類のsiRNAで構成されている）のsiRNA
より構成される library を用いて HeLaS3 細
胞における Dvlのリン酸化に関与するリン酸
化酵素のスクリーニングを行った。方法とし
ては、各リン酸化酵素に対する３種類の
siRNAを同時に HeLaS3細胞に導入し、内在性
Dvlのリン酸化を減弱させる（Dvlの bandの
シフトダウンを引き起す）一次候補を選別し
た。さらに、一次候補の３種類の siRNAを個
別に HeLaS3 細胞に導入し、少なくとも２種
以上が依然として Dvlのリン酸化を減弱させ
る候補を二次スクリーニングした。その結果、
３２個のリン酸化酵素が同定された。これら
の候補の中には、これまでに Dvlのリン酸化
に関与すると報告されているCKIδやRor2も
含まれているため、スクリーニングは機能し
ていたと考えられた。次に、siRNA を導入後
Wnt5a で刺激しても依然として Dvl のリン酸
化が減弱したままの候補を選別しようと試
みた。しかし、Wnt5a シグナル下流で機能す
る決定的なリン酸化酵素の同定には至らな
かった。受容体 Fz2 のノックダウンでは、
Wnt5a 刺激を行っても Dvl のリン酸化は減弱
したままであることから、Fz2 下流で複数の
リン酸化酵素が作用し Dvlのリン酸化を引き
起しているものと考えられた。 
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