
京都大学・薬学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(A)（一般）

2023～2019

繊毛内タンパク質輸送複合体の構築様式と機能の相関：繊毛病の分子基盤

Relationship between architecture and function of intraciliary protein 
trafficking complex: molecular basis for ciliopathies

４０１９２６７９研究者番号：

中山　和久（Nakayama, Kazuhisa）

研究期間：

１９Ｈ００９８０

年 月 日現在  ６   ６ ２１

円    35,000,000

研究成果の概要（和文）：細胞のアンテナとして機能する一次繊毛において、繊毛内タンパク質輸送（IFT）が
異常になると、さまざまな重篤症状を呈する繊毛病を引き起こす。本研究では、繊毛病原因遺伝子の変異（遺伝
子型）と個体レベルの異常表現型（症状）の間のブラックボックスであったタンパク質間の相互作用の異常およ
び繊毛機能レベルでの異常を明らかにした。特に、IFTを媒介するタンパク質複合体やモータータンパク質の変
異に起因する繊毛病に関して、それらのタンパク質レベルでの変異をタンパク質間相互作用の異常、繊毛レベル
での異常に結びつけることができ、繊毛病の分子基盤を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Primary cilia serve as cellular antennae. Defects in intraflagellar 
transport (IFT) machinery cause the ciliopathies with a variety of severe symptoms. In this study, 
we identified aberrant protein-protein interactions and abnormalities at the level of ciliary 
function, which had been a black box between ciliopathy-causing gene mutations (genotypes) and 
abnormal phenotypes at the individual level (symptoms). In particular, with regard to ciliopathies 
caused by mutations in protein complexes and motor proteins that mediate IFT, we were able to link 
these protein-level mutations to abnormalities in protein-protein interactions and at the level of 
cilia, thus clarifying the molecular basis of ciliopathies.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 繊毛　繊毛病　タンパク質輸送　タンパク質複合体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、一部の繊毛病に関して、その発症の分子基盤を明らかにできた。今後は同様の手法を用いて他
の繊毛病についても、基盤の解明にもつなげることができる。現在は治療法のない繊毛病ではあるが、地道に発
症機構を解明していけば、将来的には早期介入などの治療法の開発につながる可能性があることを示したこと
は、本研究の学術的意義である。

※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。



様式 C–19, F–19–1（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 繊毛は細胞のアンテナのような役割を果たし、光や機械的刺激（液体流動など）、発生シグナ

ル（ヘッジホッグ、Wnt など）の受容と伝達に関与する。そこには特異的な受容体やイオンチャ

ネルなどのタンパク質が局在する。繊毛内での順行性や逆行性のタンパク質輸送や、繊毛内への

タンパク質の進入や繊毛からの排出は、繊毛内タンパク質輸送装置（IFT 装置）および BBSome

複合体という巨大なタンパク質複合体によって媒介され、モータータンパク質複合体（キネシン

2 およびダイニン 2）によって駆動される（図 1）。一方、繊毛内部と細胞質を隔てる拡散障壁

（トランジション・ゾーン：TZ）は、繊毛へのタンパク質の選択的な出入りを制御する。IFT 装

置や BBSome、TZ の異常によって多岐にわたる症状を呈する繊毛病を発症する（バルデー・ビ

ードル症候群（BBS）、メッケル症候群

（MKS）など）。しかし、IFT 装置やモー

タータンパク質による繊毛内輸送や TZ を

隔てる出入りの制御の詳細な機構は不明で

ある。また、IFT 装置、BBSome 複合体、そ

してモータータンパク質複合体、TZ を構成

するタンパク質のさまざまな変異に起因す

る繊毛病の発症の分子基盤も不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、❶IFT 装置や BBSome 複合体、モータータンパク質

複合体、TZ を構成する巨大なタンパク質複合体の構築様式の全

体像を解明するとともに、❷IFT 装置や BBSome 複合体、モータ

ータンパク質複合体、TZ の構成タンパク質の繊毛病型変異と構

築様式の異常の相関を解明する。さらに、構成タンパク質のノッ

クアウト細胞やノックイン細胞の表現型解析によって、❸IFT 装

置や BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、TZ の構築の

異常に起因する繊毛病発症の細胞レベルでの基盤を解明する。こ

のような構築様式と機能の相関に関する研究によって、これまで

はブラックボックスであった遺伝子型（分子レベル）と表現型（細

胞レベル）を明確に関連づけて（図 2）、繊毛病発症の分子基盤の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

❶IFT 装置や、BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、TZ を構成する巨大なタンパク質

複合体の構築様式の全体像の解明 

巨大なタンパク質複合体を構成するタンパク質

（サブユニット）どうしの相互作用を明らかにす

るために、代表者らが独自に開発した「VIP

（visible immunoprecipitation）アッセイ：観るだけ

でわかるタンパク質間相互作用解析法」を活用す

る（図 3）。VIP アッセイは、タンパク質間の１：

1 の相互作用だけでなく、１：多や多：多の相互



作用も検出可能なので、複合体における複雑な相互作用の解明にとって最適である。 

 

❷ IFT 装置や BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、

TZ の構成タンパク質の繊毛病型変異と構築様式の異常の相関

の解明 

IFT 装置や、BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、TZ

の構成タンパク質に関して、繊毛病で見られる変異（特に点変

異）を導入した発現ベクターを構築する。そして、VIP アッセ

イを活用して、上記の❶で特定した複合体内でのタンパク質間

相互作用を失う繊毛病型変異、および複合体間の相互作用を失

う繊毛病型変異を多数同定する。相互作用を失うことを特定し

た繊毛病型変異タンパク質に関して、細胞に発現させて、細胞

内局在（繊毛内、TZ など）を蛍光抗体法および独自に改良した

超々解像イメージング技術（図 4）を用いて解析して、野生型

タンパク質の局在との違いを明らかにする。 

 

❸IFT装置や BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、TZの構築の異常に起因する繊毛病

発症の細胞レベルの基盤の解明 

代表者らが独自に改良して高効率化した CRISPR/Cas9 システムを用いて、hTERT-RPE1 細

胞に関して、IFT 装置や BBSome 複合体、モータータンパク質複合体、TZ の構成タンパク質な

どのノックアウト（KO）細胞を樹立して、繊毛機能の異常表現型を解析する。そして、樹立し

た KO 細胞に、❷で特定した複合体内でのタンパク質間相互作用を失うような繊毛病型変異体

や、複合体間の相互作用を失うような繊毛病型変異体を安定発現させて、野生型を発現させた細

胞との表現型を比較することによって、繊毛病型変異に起因する細胞レベルでの繊毛異常を特

定する。 

 

４．研究成果 

①IFT-A 複合体、IFT-B 複合体、BBSome 複合体

の相互作用様式とその役割 

 VIP アッセイなどを用いて、IFT-B 複合体と

BBSome 複合体の間の相互作用様式、およびその

相互作用と繊毛 GPCR の繊毛からの排出におけ

る役割を明らかにした（Nozaki et al., 2019）。また、

VIP アッセイなどを用いて、IFT-A 複合体と IFT-

B 複合体の間の相互作用様式、およびその相互作

用の繊毛内でのタンパク質の順行輸送、および繊

毛 GPCR の繊毛内への進入過程における役割を

明らかにした（Kobayashi et al., 2020）（図 5）。 

 

②ICK および CCRK が IFT 装置の繊毛先端での順行輸送から逆行輸送への方向転換で果たす役

割 

 MAP キナーゼ様のキナーゼ ICK/CILK1 が IFT-B 複合体に結合して繊毛先端へと輸送される



機構、および ICK/CILK1 が IFT 装置の繊毛先端での順行輸送から逆行輸送への方向転換で果

たす役割を明らかにした（Nakamura et al., 2020）。さらに、CDK ファミリーに属する

CCRK/CDK20 およびそれと相互作用するタンパク質が、ICK/CILK1 の機能を調節して、繊毛

先端での方向転換を間接的に制御することを明らかにした（Noguchi et al., 2021; Satoda et al., 

2022）。 

 

③IFT-B 複合体とダイニン 2 複合体との間の相互作用様式、およびその相互作用のダイニン 2 複

合体の繊毛内順行輸送における役割 

 ダイニン 2 複合体が逆行輸送モーターとして働くためには、IFT 装置の積み荷として繊毛の先

端まで順行輸送されなければならない。VIP アッセイなどを用いて、IFT-B 複合体とダイニン 2

複合体の間の相互作用式を明らかにし、その相互作用がダイニン 2 複合体が繊毛内を順行輸送

されるために重要であることを示した（Hiyamizu et al., 2023a, 2023b）。 

 

④TZ の MKS モジュールを構成するタンパク質間の相互作用、およびその相互作用が拡散障壁

機能において果たす役割 

 TZ の MKS モジュールを構成する可溶性タンパク質の MKS1、B9D1/MKS9、B9D2/MKS10 が

三者複合体を形成し、その複合体形成が TZ の拡散障壁としての機能にとって必須であることを

明らかにした（Okazaki et al., 2020）。さらに、TZ の MKS モジュールを構成する膜タンパク質の

TMEM218 の繊毛病型変異によって MKS モジュールが構築されず、TZ の拡散障壁としての機能

が喪失することを示した（Fujii et al., 2024）。 

 

⑤繊毛膜に局在する低分子量 GTPase の ARL13B とホスホイノシチドキナーゼ INPP5E の相互

作用が果たす役割 

 低分子量 GTPase の ARL13B、およびホスホイノシチドキナーゼの INPP5E が相互作用し、

INPP5E によって PtdIns(4,5)P2 が PtdIns(4)に変換され、繊毛膜の PtdIns(4)のレベルが高く維持さ

れることが、繊毛 GPCR の繊毛外への排出にとって重要であることを示した（Qiu et al., 2021; 

Fujisawa et al., 2022）。 

 

⑥ダイニン 2 複合体の変異に起因する骨格系繊毛病の分子基盤 

 ダイニン 2 複合体のサブユニット DYNC2LI1 の変異に起因する骨格系繊毛病の分子基盤を明

らかにした（Qiu et al., 2022）。また、国際共同研究によって、ダイニン 2 複合体のサブユニット

WDR34 の繊毛病変異が、ダイニン 2 の機能にさまざまな影響を及ぼすことを明らかにした（Shak 

et al., 2023）。 

 

⑦IFT-B 複合体のサブユニットの変異に起因する BBS の分子基盤 

 バルデー・ビードル症候群（BBS）は、BBSome 複合体を構成する 8 つのサブユニットの変異

だけでなく、IFT-B 複合体のサブユニット IFT27 と IFT74 の変異によっても起こる。BBS になる

原因として、IFT27 や IFT74 の変異によって、IFT-B 複合体中で IFT25-IFT27 二量体と IFT74-

IFT81 二量体の間の相互作用の欠陥が原因であることを、VIP アッセイを活用して明らかにした

（Zhou et al., 2022a）。この研究から派生して、基底小体タンパク質 CEP19 と低分子量 GTPase の

RABL2 の下流で IFT-B 複合体が機能して、BBSome が媒介する GPCR の繊毛外への排出を調節

することを明らかにした（Zhou et al., 2022b）。 



 

⑧IFT-A 複合体、および IFT-B 複合体のサブユニットの変異に起因

する骨格系繊毛病の分子基盤 

 IFT-A 複合体、および IFT-B 複合体のいくつかのサブユニットの変

異によって、骨格系繊毛病が引き起こされる。これらのうち、IFT144、

IFT52、IFT81 の変異によって IFT-B 複合体内のサブユニット間の相

互作用が障害されることを VIP アッセイを活用して明らかにすると

ともに、その相互作用異常に伴って繊毛内タンパク質輸送が異常に

なることを明らかにした（Ishida et al., 2021, 2022; Tasaki et al., 2023）。

Tasaki et al., 2023 の論文は掲載誌の表紙に採用された。 

 

⑨実用的な膨張顕微鏡法の開発 

 従来からの膨張顕微鏡法を改良し、かつ高感度の検出可能な蛍光

増幅法を開発して、通常の顕微鏡でも超解像顕微鏡並みの画像を得

られる実用的な方法を開発した。さらに、SIM などの超解像顕微鏡

法と組み合わせれば、STORM などの超解像顕微鏡法を凌ぐ解像度の

データが得られることを示した。この方法を活用して、IFT-B 複合体

が基底小体近傍に集まる様子を超解像で観察した（Katoh et al., 

2020）。本論文は、掲載誌の表紙に採用された。 
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繊毛膜タンパク質に対する拡散障壁を構成するB9ドメインタンパク質複合体の役割

IFT-A複合体サブユニットIFT144の変異に起因する繊毛病の分子基盤

繊毛内輸送におけるIFT-A複合体とIFT-B複合体の相互作用の役割の解明

メンブレントラフィック研究から繊毛内タンパク質輸送研究へ：低分子量GTPaseに導かれて
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第19回次世代を担う若手ファーマ・バイオフォーラム2020

第70回日本薬学会関西支部大会

第59回日本薬学会・日本薬剤師会・日本病院薬剤師会　中国四国支部学術大会（招待講演）

日本薬学会第141年会

中村健太郎、野口達郎、加藤洋平、中山和久

中山和久

周 壮、加藤洋平、中山和久

石田大和、古林拓也、加藤洋平、中山和久

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

繊毛先端に局在するMAPK様キナーゼICK/CILK1の繊毛内輸送機構と機能

繊毛病の分子基盤：タンパク質間相互作用とゲノム編集に基づく解析

繊毛内タンパク質輸送複合体IFT-Bの変異に起因する繊毛病バルデー・ビードル症候群（BBS）発症の分子基盤
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IFT-A複合体とIFT-B複合体の相互作用による繊毛内逆行輸送とGPCRの繊毛内移行の調節

膨張顕微鏡法（Expansion microscopy）を用いた一次繊毛の超解像観察

ダイニン2 複合体中間鎖WDR34の繊毛内逆行輸送における役割

繊毛関連キナーICKの繊毛内輸送機構とその機能の解明
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FASEB Science Research Conference, The Biology of Cilia and Flagella（国際学会）

2019 Annual Meeting of the German Pharmaceutical Society（招待講演）（国際学会）

Katoh, Y., Kobayashi, T., Hirano, T. & Nakayama, K.

Nakayama, K. & Katoh, Y.
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IFT-A－IFT-B interaction is required for ciliary retrograde trafficking and ciliary GPCR import

Molecular basis for protein trafficking within cilia and ciliopathies revealed by the visible immunoprecipitation (VIP)
assay and CRISPR/Cas9 system

ホスホイノシチド5-ホスファターゼINPP5Eの繊毛膜局在機構

繊毛関連MAPK様キナーゼICKの繊毛内輸送機構とその役割
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第69回日本生化学会近畿支部例会

第75回日本細胞生物学会大会
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一次繊毛トランジション・ゾーンを構成するB9ドメインタンパク質複合体の役割

繊毛トランジション・ゾーンの構成膜タンパク質TMEM218の変異に起因する繊毛病の分子基盤

骨格繊毛病の原因となるIFT81の複合ヘテロ接合性変異はBardet-Biedl症候群様の繊毛の異常を引き起こす

繊毛関連キナーゼCCRKの繊毛形成および繊毛機能の制御における役割
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第22回次世代を担う若手ファーマ・バイオフォーラム2023

第96回日本生化学会大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山崎慎悟、加藤洋平、中山和久

加藤洋平、里田裕紀、田崎晃司、千葉秀平、中山和久
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繊毛病（メッケル症候群）で見られるTXNDC15の変異に起因する一次繊毛の機能異常

膨張顕微鏡法による一次繊毛の超解像イメージング：ProExMとU-ExMの比較および抗体適用性の評価

転写因子Gli1/Gli2/Gli3の繊毛先端への輸送の分子機構と役割

繊毛GPCRの繊毛外排出におけるβ-アレスチンの役割の解明
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繊毛GPCRの繊毛外への排出におけるβ-アレスチンの役割

ヒト一次繊毛の基部におけるIFT装置組立ての分子機構

ヘッジホッグシグナル転写因子GLIが繊毛先端に輸送される分子機構

繊毛トランジション・ゾーンの構成膜貫通タンパク質TMEM218の変異に起因する繊毛病発症の分子基盤
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