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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題では、キネシンスーパーファミリー蛋白質の１つである Kif26b の腎臓発生における

機能解析を行った。胎生期の腎臓において、Kif26b は腎臓前駆体細胞である後腎間葉にのみ発

現し、Kif26b ノックアウトマウスは腎臓欠損という重篤な表現型を示す。Kif26b は後腎間葉の

極性を制御することで、尿管芽誘引因子である GDNF の発現を制御していることが示唆された。

また、腎臓形成に必須である Zn フィンガー転写調節因子 Sall1 の標的遺伝子であることも明ら

かにし、腎臓発生における Sall1-Kif26b を軸とした分子カスケードの重要性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we performed the functional analysis of Kif26b, a member of kinesin super 
family proteins. Kif26b is expressed in the metanephric mesenchymes, a population of 

multipotent kidney progenitors. Disruption of Kif26b causes kidney agenesis because of 

impaired ureteric bud attraction. In the Kif26b-null metanephros, compact adhesion 

between mesenchymal cells adjacent to the ureteric buds and the polarized distribution 

of integrin alpha 8 were impaired, resulting in failed maintenance of Gdnf, a critical 

ureteric bud attractant. Overexpression of Kif26b in vitro caused increased cell adhesion 

through interactions with nonmuscle myosin. Thus, Kif26b is essential for kidney 

development because it regulates the adhesion of mesenchymal cells in contact with 

ureteric buds.  
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図 1 Kif26b は腎臓発生に必須の遺伝子である 
A.野生型(+/+)もしくは Kif26b(-/-)マウスの新生
児の腎臓を示す。Kif26b(-/-)マウスの新生児では
両側(パネル中央)もしくは片側(右)の腎臓が欠損
する(図中＊)。 
B.胎生14.5日目の胎児の腎臓において、Kif26b(左)
もしくはSall1(右)の発現をin situ hybridization
により確認した。Kif26b は表層部の後腎間葉にのみ
見られ(矢頭)、後腎間葉から分化した構造体(矢印)
では見られない。一方、Sall1 は分化・未分化どち
らの集団にも発現が見られる。 

おいて機能する腎臓は後腎である。後腎はネ
フロンと呼ばれる微小構造の集合体であり、
ネフロンの形成は尿管芽と後腎間葉との相
互作用から始まる。後腎間葉は液性因子であ
る GDNF(Glial cell line-Derived 
Neurotrophic Factor)を分泌し、尿管芽を引
き寄せる。後腎間葉に侵入した尿管芽は
Wnt9b を分泌し、それに反応した間葉は尿管
芽の先端に凝集する。その後、凝集した間葉
は自ら Wnt4 を分泌し、これが間葉自身に働
いて、上皮性の管へと分化する。この管は S
字型に変化し、その上部が近位尿細管、ヘン
レのループ、遠位尿細管となり尿管芽と合流
する。S 字体の下部はボウマン嚢および糸球
体上皮細胞(足細胞、ポドサイト)へと分化し、
そこに毛細血管が入り込んで糸球体が形成
される。一方、尿管芽は分岐を重ね、集合管
と尿管になる。この分化プロセスが分岐した
尿管芽の枝一つ一つで行われ、最終的にヒト
では50万-100万個のネフロンが形成される。 
Znフィンガー転写調節因子であるSall1は

腎臓発生に必須の遺伝子である。Sall1 の遺
伝子座に GFP を挿入したトランスジェニック
マウスの後腎間葉を、GFP の蛍光強度に基づ
いて分離し、それぞれの集団の遺伝子発現の
比較を行ったところ、GFP を強く発現してい
る細胞集団では、キネシンスーパーファミリ
ー蛋白(KIFs)の一員である Kif26b の発現が
顕著に亢進していることを見出しされた。さ
らに Kif26b ノックアウトマウス(Kif26b
（-/-）マウス)を解析すると、腎臓の欠損と
いう顕著な表現型が観察された(図 1)。これ
は Kif26b（-/-）マウスでは GDNF の発現が減
少し、尿管芽の後腎間葉への侵入が不完全で
あることが原因であったが、後腎間葉に発現
する Kif26b がどのように GDNF の発現を制御

するのか、その分子機構の解明が未解決のま
ま残されていた。また、Kif26b タンパク質の
機能もそれまで全く解析がなされていなか
った。 
 

2.研究の目的 
KIFs は微小管をレールとして働くモーター
分子である。近年の研究により KIFs は細胞
小器官やタンパク質、脂質などの多様な機能
分子を輸送するだけでなく、脳の高次機能、
神経回路網形成、左右の決定、腫瘍の抑制に
関わることが報告されており、個体レベルで
の重要性が指摘されているものの、未だ全て
の KIFs の機能解析には未だ至っていない。
本研究ではこれまで全く解析のなされてこ
なかった Kif26b ついて、分子レベルから個
体レベルまで幅広く解析を行い、Kif26b によ
る腎臓形成制御の分子メカニズムを明らか
にすることを目的とする。 
 
3.研究の方法 
本研究課題は (1)Kif26b の分子機能の解析、
(2)Kif26b 結合蛋白質の探索、(3)Kif26b の
細胞機能の解析、の大きく３つパートに分け
て解析を行った。 
(1) Kif26b の分子機能の解析 
培養細胞に FLAG タグをつけた Kif26b を発現
させ、その局在を観察した。また、Kif26b が
モーター活性を有するかについては、生化学
的な解析を行うことで評価を行った。さらに、
Kif26bがSall1の直接のターゲットになるか
についても解析を行った。 
(2) Kif26b 結合蛋白質の探索 
Kif26b がどのように GDNF の発現を制御する
のか、その分子メカニズムを解明するための
一助として、GST 融合蛋白質を用いた
pull-down アッセイにより、Kif26b 結合蛋白
質の探索を行った。 
(3) Kif26b の細胞機能の解析 
これまでの先行研究で、293 細胞における
FLAG-Kif26b 発 現 誘 導 細 胞 株 で は 、
FLAG-Kif26b の発現により細胞塊を形成する
ことを見出していた。このことは微小管モー
ター分子群に属する Kif26b が微小管細胞骨
格に基づく細胞の形態変化を引き起こすこ
とを示唆しており、Kif26b による GDNF の発
現制御のメカニズムを紐解く重要な鍵とな
る可能性を秘めていると考えた。そこで、こ
の細胞株では Kif26b の発現によりどのよう
な変化が起きているのかを細胞生物学的な
観点から解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Kif26b の分子機能の解析 
HeLa細胞にFLAGタグ付きのKif26bを発現さ
せその細胞内局在を観察したところ、
FLAG-Kif26b は微小管と共局在することが見



 

 

出された。さらにチューブリン重合阻害剤で
あるノコダゾールで処理によって微小管と
の共局在が解消することから、Kif26b の局在
は微小管によって規定されると考えられた。 
また in vitro で重合させたチューブリンを
用いた共沈実験では、Kif26b は他のキネシン
蛋白質と同様に、重合したチューブリンと共
に沈降したことから、Kif26b は微小管と直接
結合することが明らかとなった。この時、チ
ューブリンと共沈したキネシンに ATPを加え
るとキネシン蛋白質はチューブリンから解
離するが、Kif26b では ATP を加えても解離は
見られなかった。このことから Kif26b は
ATPase 活性を持たないことが示され、微小管
モーター活性のないキネシンであることが
強く示唆された。 
 Kif26b のプロモーター領域を解析したと
ころ、転写開始点から約 7.0kbp 上流に Sall1
結合配列(ATAA[A/T][A/T]AT[A/T])がクラス
ターを形成していることを見出した。ビオチ
ン化したオリゴヌクレトチドを用いた
pull-down アッセイと内在性 Sall1 に対する
ChIP アッセイを行うことで、この領域に
Sall1 が結合することが明らかにした。さら
にこの領域を用いたルシフェラーゼアッセ
イを行うと、Sall1 の発現依存的にレポータ
ー活性が上昇し、Sall1 結合配列に変異を導
入したものではこの上昇が見られなかった。
以上のことから、発生過程の腎臓において
Sall1がKif26bの発現を正に制御しているこ
とが示唆された。 
 
(2) Kif26b 結合蛋白質の探索 
N 末端側にモータードメインを有する KIF は
C 末端側でそのカーゴと結合することが知ら
れている。Kif26b はモーター活性を有さない
と考えられるもののモータードメイン自体
は N末端側に保持していることから、C 末端
側を GST 融合蛋白質として精製し、新生児の
腎臓の細胞抽出液を用いて pull-downアッセ
イを行った。このアッセイによる、Kif26b 結

合蛋白質としてアクチン結合蛋白質である
NMHCIIB(nonmuscle myosin heavy chain 
type IIB)と他にいくつかの蛋白質を同定し
た(図２)。さらに、293 もしくは HeLa 細胞で
FLAG-Kif26b の安定発現株を作製し、その細
胞抽出液を FLAG ビーズで免疫沈降すること
で、さらに数種類の蛋白質を結合蛋白質とし
て同定することができた。 
(3) Kif26b の細胞機能の解析 
293 細胞における FLAG-Kif26b 発現誘導細胞
株では、FLAG-Kif26b の発現により細胞塊を
形成する。細胞塊の形成は細胞-細胞間接着
の亢進によるものと考えられた。そこでディ
ソシエーションアッセイを行ない、Ca2+存在
もしくは非存在下での細胞塊の数の比を比
較したところ、Kif26b を発現する集団では有
意にこの比が高くなったことから、Kif26b に
よる細胞塊は Ca2+依存的な細胞間結合により
形成されていることが明らかになった。この
Ca2+依存的な細胞間結合の詳細を明らかにす
るために、FLAG-Kif26b 発現誘導細胞株にお
いて N-cadherin に対する siRNA で処理しそ
の細胞塊形成を評価したところ、N-cadherin
のノックダウンにより細胞塊形成が解消さ
れることが見出された(図３)。また、Kif26b
の結合蛋白質として NMHCIIB を同定していた
こ と か ら 、 こ の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る
Blebbistatin で処理したところ、やはり細胞
塊形成は解消された(図４)。以上のことから、
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図 3 Kif26b は N-cadherin 依存的な凝集塊形成を誘
導する 
A.293 細胞における N-cadherin ノックダウンの効果。 
B. HEK293 細胞において FLAG-Kif26b 発現誘導細胞株
を作製した。この細胞株にテトラサイクリンを添加し
た場合(+Tet)、細胞は細胞塊を形成することが観察さ
れた。しかし、N-cadherin をノックダウンした場合、
凝集塊形成は見られなかった。 
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図 2 Kif26b 結合蛋白質 NMHCIIB の同定 
A.GST を融合した Kif26b の C 末端をベイトとして、
マウス新生児の腎臓の細胞抽出液を用いた
pull-down アッセイを行った。矢印で示すバンドは
質量分析により NMHCIIB であることが示された。 
B. マウス新生児の腎臓の細胞抽出液において内在
性の Kif26b と NMHCIIB の結合を確認した。 

図4 Kif26bは NMHCIIBを介して凝集塊形成を誘導
する 
HEK293 細胞における FLAG-Kif26b 発現誘導細胞株
にテトラサイクリンを添加した場合(+Tet)、細胞は
細胞塊を形成するが、NMHCIIB の阻害剤である
Blebbistatin で処理すると、凝集塊形成は起こらな
かった。 



 

 

293細胞においてKif26bは NMHCIIBとともに
N-cadherin 依存的な細胞間接着を亢進する
ことが示された。 
 
以上のことから、Kif26b は NMHCIIB を介して
後腎間葉の細胞間接着を制御する可能性が
示唆された。野生型マウスでは、尿管芽先端
に接する一列の後腎間葉細胞が凝集して上
皮様の形態を示し、その側方で N-cadherin
の局在が見られるが、Kif26b（-/-）後腎間
葉では N-cadherin の側方への局在が低下し
ており、この可能性を強く支持する。さらに、
基底側（尿管芽側）に Integrinα8 の発現が
みられるのに対し、Kif26b（-/-）マウスで
はこのような後腎間葉細胞の凝集がみられ
ず、Integrinα8 の発現が低下していた。こ
れらの結果から、Kif26b は NMHCII を介して
尿管芽先端に接する後腎間葉細胞の上皮様
変化を制御し、Integrinα8 の基底側への発
現を促進して尿管芽の引き寄せに必要な
GDNF の発現を維持していると示唆された。 
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