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研究成果の概要（和文）：一次繊毛は、殆どの細胞が一本のみ保有するオルガネラであるが、不動であることか
ら100年近く忘れられていた。近年になり、幾つかのGタンパク質共役型受容体（GPCR）が細胞膜ではなく一次繊
毛膜上に局在することが報告された。一次繊毛内は細胞質と物理的に隔てられているため、GPCRの一次繊毛特異
的な振る舞い（細胞内シグナル）が生じている可能性がある。本申請では、摂食に関与する神経ペプチドY
（NPY）受容体に着目して研究を行った。その結果、NPY2RとNPY5Rが一次繊毛特異的に発現し、NPYに応答し一次
繊毛を短縮させること。加えて、生体内においても同様の現象が生じることも突き止めた。

研究成果の概要（英文）：The primary cilium, an organelle that most cells possess only one cilium, 
has been forgotten for nearly 100 years because of its immobility. Recently, several G 
protein-coupled receptors (GPCRs) have been reported to localize on the primary ciliary membrane 
rather than on the plasma membrane. Since the primary cilia are physically separated from the 
cytoplasm, it is possible that the primary cilia-specific behavior of GPCRs (intracellular 
signaling) occurs in the primary cilia. In this application, we focused on neuropeptide Y (NPY) 
receptors involved in feeding. We found that NPY2R and NPY5R are expressed specifically in primary 
cilia, and that they shorten primary cilia in response to NPY. In addition, they found that the same
 phenomenon occurs in vivo.

研究分野：神経科学

キーワード： 一次繊毛　GPCR　NPYR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで生命現象の根幹を担う細胞内シグナルの解析は、細胞膜上に発現した受容体を介して研究が進められて
きた。これは、培養細胞作出の過程でほとんどの細胞の一次繊毛が退化してしまうことに起因する。そこで申請
者は、一次繊毛局在型GPCRの生理機能を真に解明するためには、「一次繊毛という特異なオルガネラに局在する
受容体の特徴的なシグナル経路」を明らかにすることの重要性を提唱してきた。本申請は強力な摂食亢進作用を
有するNPY受容体に着目したものであり、本来の発現場所である一次繊毛における挙動を詳細に解析した。本研
究成果は肥満を含む現代病の新規創薬等の橋頭保となりえる基礎研究である。

※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 
一次繊毛は、血球細胞を除くほとんどの細胞が一本のみ保有するオルガネラであり、繊毛膜に

発現する受容体を介して細胞外環境を検知するセルセンサーとして働く。作用機序に謎は多い
が、その攪乱は肥満など様々な疾患と結びつく。また、一次繊毛の根元には移行帯と呼ばれるバ
リア構造があり、繊毛内または膜へ輸送されるのは、幾つかの G タンパク質共役型受容体（GPCR
を含む限られた分子のみである。これまで生命現象の根幹を担う細胞内シグナルの解析は、細胞
膜上に発現した受容体を介して研究が進められてきた。これは、培養細胞作出の過程でほとんど
の細胞の一次繊毛が退化してしまうことに起因する。しかし近年、摂食に関与する複数の GPCR
が細胞膜ではなく、一次繊毛膜特異的に発現するという報告がなされた。そこで申請者は、一次
繊毛局在型 GPCR の生理機能を真に解明するためには、「一次繊毛という特異なオルガネラに局
在する受容体の特徴的なシグナル経路」を明らかにすることの重要性を提唱する。本申請では、
一次繊毛を保有する特殊な培養細胞を用いて、強力な摂食調節機構を仲介する一次繊毛局在型
GPCR である神経ペプチド Y 受容体（NPY2R と 5R）の解析を通して、摂食・エネルギー代謝機構
解明のブレイクスルーを目指す。 

 
２．研究の目的 

一次繊毛膜に高密度に局在する NPY2R と 5R のシグナル変換機構とその生理的意義の解明を目
指す。培養系 (vitro)を中心に繊毛という特異な場で生じる NPYR シグナル系を明らかにする。
加えて、ラット視床下部分散培養系（Ex-vivo）とマウス脳 (vivo)を用いて、当該経路の攪乱が
神経細胞の形態と機能にどのような影響を及ぼし、摂食に関連する機構とどのように結びつく
のかを解析する。 

 
３．研究の方法 
[1]NPYR を介した一次繊毛選択的な細胞内シグナルの同定（モデル細胞系）  
①NPYR を介した繊毛縮退のより詳細な評価：既に本研究を遂行するうえで有用な hRPE1 安定発
現細胞クローン（NPY2R:EGFP および NPY5R:EGFP）を作出済みである。本クローンを用いて、NPY2R
と 5R における縮退現象のリガンド濃度依存性と時間依存性を詳細に評価した。リガンドには、
2 種の NPY 関連ペプチド（NPY、PYY）を用いる。一次繊毛は蛍光免疫染色法（一次繊毛マーカー：
アセチル化チューブリン、各 NPYR：EGFP）により可視化し、繊毛長を蛍光顕微鏡下で測定した。  
②NPYR を介した初期繊毛縮退機構の解明：NPYR は G タンパク質である Gi/o と共役する GPCR で
ある。MCHR1 の縮退も Gi/o を介して生じることから、MCHR1 の先行研究を参考に NPYR の縮退シ
グナル経路を調べた。具体的には、マイクロプレートリーダーFlexStation（カルシウム, cAMP）
WB による評価（ERK、Akt、JNK のリン酸化など）を行い、候補シグナル分子の阻害剤を用いて、
NPY による繊毛縮退が阻害されるかを調べた。  
③NPYR を介した繊毛縮退仲介分子の解明：一般的に GPCR を介した細胞内シグナルは極短時間で
完結することが殆どであるが、一次繊毛の縮退には 3 時間から 6 時間の時間が必要となる。この
時間を考慮すると、特定のタンパク質が関与している可能性がある。そこで、縮退仲介分子の探
索を目的に、各受容体安定発現細胞株クローンを用いて、リガンド刺激群と未刺激群の間で
RNAseq 解析を行い、mRNA 変動を網羅的に調べた。遺伝子の既知機能（一次繊毛構成分子、輸送
タンパク質、細胞骨格系に重要等）を考慮し、NPYR を介した繊毛縮退現象に関与すると予測さ
れる遺伝子を絞り込んだ。その後、リガンド刺激時間を振った各 NPYR クローン由来の全 RNA を
用いて、候補遺伝子の時間変動を定量 PCR 法により調べた。これらの結果を考慮し、さらに候補
遺伝子を絞り込み。最終的に絞り込んだ候補遺伝子の Loss-of-function により、当該現象に関
与する分子の解明を試みた。候補遺伝子の Loss-of-function には、オフターゲットを考慮し、
siRNA によるノックダウンと改良型 CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用いた。作出した細胞の
一次繊毛形態およびリガンドに対する応答（繊毛長等）は、免疫組織化学染色により評価した。 
[2] NPY を介した生体内における一次繊毛縮退と環境要因の関連性（中枢神経培養、個体） 

モデル細胞系で見出した縮退現象が、生体内でも内在性 NPYR を介して同様に生じ得るのかを
解明することを目的とした。抗体は各社メーカーから市販されている抗体を用いて、NPY2R 陽性
繊毛を検出かのうな選書行く条件の確立を試みた。選出および確立した染色法を用いて、Ex-vivo
および vivo の実験を行った。具体的には、ラット視床下部のスライス培養系を用いて、hRPE1 細
胞と同様に、NPY 刺激により、繊毛縮退や繊毛保有細胞の減少が見られるかを評価した。加えて、 
[1]の hRPE1 細胞系で明らかにした「モデル細胞における繊毛縮退シグナル」の阻害剤を用いた
アッセイを行い、内在性 NPYR を介した繊毛縮退経路も同様の経路で生じるかを調べた。また、
絶食によりエネルギー状態が変動したマウスの脳を用いて、NPY の主な生理機能である摂食を考
慮した環境要因が繊毛長に及ぼす影響を調べた。即ち、脳の凍結切片の免疫組織染色を行い、視
床下部神経細胞の NPYR 陽性一次繊毛長および繊毛保有細胞の割合（DAPI で補正）を測定した。
また、各実験群の視床下部における NPY および受容体の mRNA を定量 PCR により測定し、生体内
で生じた現象と比較した。 
 
４．研究成果 



[1]一次繊毛における NPYR の挙動とシグナル解析  
NPY2Rまたは Y5Rを安定発現する hRPE1細胞クローン Y2および

Y5 を作出し、これらを用いて解析を行った。その結果、Y2 および
Y5 の双方で NPY 刺激により繊毛縮退が認められた。Y2 は NPY 添加
3 時間で最大効果が認められ、EC50 値は 0.10 nM であった。また、
NPY 添加 6 時間で Y2 陽性繊毛保有細胞の数が 60%減少し、繊毛自
体の数も 20%減少することがわかった。一方、Y5 では NPY 添加 6
時間で最大効果が認められ、EC50 値は 2.80 nM であった。Y5 では
Y5陽性繊毛保有細胞数の減少および繊毛自体の数に大きな変化は
生じなかった。以上より、Y2 と Y5 では NPY に対する 1 次繊毛の
応答性や感度に違いが観察され、両受容体共に生理的に意義のあ
る濃度で反応が認められた。そこで、繊毛縮退に関与するシグナ
ルをウエスタンブロット（WB）法により解析した。Y2 では NPY 添
加によって Aktおよび JNKのリン酸化レベルの亢進が認められた。
一方、Y5 では Akt は亢進したが、JNK の亢進は見られなかった。
そこで、Akt および JNK などの各阻害剤に加え、細胞膜発現系で
NPYR と共役する G タンパク質 Gi/o の共役阻害剤（百日咳毒素：
PTX）を用いて機能アッセイを行った。その結果、Y2 では PTX、Akt
および JNK阻害剤のそれぞれで NPYによる繊毛縮退が阻害された。
また、Akt および JNK の同時阻害では繊毛縮退が完全に阻害された。一方、Y5 では PTX のみで繊
毛縮退が阻害された。従って、Y2 を介した繊毛縮退は先行研究で明らかにしているメラニン凝
集ホルモン受容体 1（MCHR1）と同様に Gi/o-Akt/JNK 依存的に生じ、Y5 を介した繊毛縮退は Gi/o
は関与するがその下流は MCHR1、Y2 とは全く異なると考えられる。Y5 を介した繊毛縮退シグナ
ルに関しては、現在も探索を行っており複数の候補シグナルを見出しているが、さらなる検証が
必要である。 
 
[2]NPY-NPY2R で生じる繊毛縮退に関わるタンパク質の同定 

縮退現象はリガンド刺激後、3 から 6 時間で生じることから遺伝子の転写翻訳を介している可
能性が考えられた。実際、タンパク質合成の阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）で処理する
とほぼ縮退は阻害された。従って、NPY-Y2 を介した繊毛縮退には何らかのタンパク質の合成が
必須であることが示された。そこで、縮退経路を明らかにした NPY2R を用いて、RNAseq により、
リガンド未処理と処理したサンプル間で網羅的に遺伝子変動を解析した。具体的には、hRPE1 細
胞クローン Y2 を用いて、Akt/JNK の下流で繊毛縮退を仲介する分子特定のため、コントロール
群：①－NPY、②+NPY と Y2繊毛縮退に関与する Akt/JNK 阻害剤処理群：③－NPY、④+NPY の計 4
群の培養細胞を用いてトランスクリプトーム解析（RNA-seq）を行った。その結果、縮退への関
与が示唆される遺伝子を 130 見出した。 

さらに、定量 PCR により、リガンド刺激のタイムコースと遺伝子変動が対応する遺伝子を絞り
候補分子を選出した。以上の結果から、これら候補分子から繊毛プロテオームデータなどを基に
候補遺伝子を 18（CLDN9、CCL3、CHRNA10、LAG3、LFNG、CBARP、KCTD11、SPHK1、IER3、PDLIM3、
LATS2、RGPD5、RGS3、AKAP5、BBS12、TUBB2A、SOX4、FANCF）まで絞り込んだ。現在、これら候
補遺伝子に関して siRNA によるノックダウンと改良型 CRISPR/Cas9 によるゲノム編集により最
終評価を行っている。 
 
[3]生体内（齧歯類）における解析  

抗体および染色法の確立：これまでの研究は、モデル細胞（ヒト網膜色素上皮細胞：hRPE-1）
を用いて行ってきた。生体内においても実際に生じる現象であるかを証明するために、複数メー
カーの NPY2R 市販抗体を用いて検出を行ったが、染色シグナルが非常に弱く、本現象の解析は困
難であった。そこで、げっ歯類の脳切片上で、より効率よくワークする抗体の選出および染色法
の改良を試みた。一次繊毛膜上の NPY2R の検出は困難を極めたが（繊毛が細く NPY2R が属する
GPCR の立体構造が複雑なため）、マウスおよびラット脳切片において NPY2R を線状にかつ明瞭に
検出可能であり、今後の繊毛研究に耐えうる抗体の選出と染色法の確立に成功した。 
 ex vivo：ラット視床下部スライス培養 
ラット視床下部スライス培養系に NPY を添
加したところ、Y2 陽性 1 次繊毛の有意な縮
退が認められた（300 nM NPY, 3 時間）。こ
の縮退効果は PTX 処理もしくは Akt/JNK 阻
害剤処理によりほぼ完全にブロックされ
た。従って、神経細胞に局在する Y2 陽性 1
次繊毛においてもモデル細胞 Re#6 と同様、
Gi/o - Akt/JNK 依存的に繊毛縮退が生じる
ことがわかった。本成果は、スライス培養
系を用いて、視床下部領域における Y2 陽性
1 次繊毛長を比較評価した初の報告である。 



 
 in vivo：マウス脳凍結切片 Y2 陽性 1 次繊毛の縮退現象が生体内においても実際に生じてい
るかを評価するため、エネルギー代謝状態を変えたマウスの各脳領域（Arc：弓状核、VMH：腹内
側核、LH：外側野、DM：背内側核、Amy：扁桃体）における繊毛動態を解析した。8 から 12 週齢
のマウスを用いて 48 時間の絶食負荷実験を計 3 回行った。絶食群の体重減少率（vs Ctrl）は、
1 回目：平均 27.8%減少、2 回目：平均 26.9%減少、3 回目：平均 27.8%減少であった。免疫組織
染色を行い、視床下部（弓状核：Arc、腹内側核：VMH、背内側核：DM、外側野：LH）、扁桃体（基
底内側核：BMA）の 1 次繊毛長の計測を行った（VMH、DM、LH、BMA 領域では 1 個体 30 本以上、
Arc 領域では 10 本以上）。そ
の結果、Arc において Y2 陽性
1 次繊毛の長さが 18.2%縮退
した（通常飼育群：2.61±
0.11 µm→絶食飼育群：2.13±
0.07 µm）（右図）。VMH におい
ても Y2 陽性 1 次繊毛の長さ
が 14.3%縮退した（通常飼育
群：3.32±0.04 µm→絶食飼育
群：2.84±0.09 µm）。一方、
その他の脳領域では Y2 陽性
1 次繊毛長の変化は認められなかった。また、Y2 陽性繊毛長を測定した同じ脳領域において、Y2
陰性 1 次繊毛の長さを測定した。その結果、いずれの脳領域においても Y2 陰性 1 次繊毛長に変
化は見られなかった。即ち、Arc、VMH における 1 次繊毛の縮退は Y2 が発現する 1 次繊毛選択的
に生じることが示された。また、8 週齢のマウスを用いて、視床下部領域における NPY、PYY、
NPY2R および NPY5R mRNA の発現量を定量 PCR により測定した。その結果、絶食群における視床
下部の NPY mRNA 発現量は通常飼育群と比較して 5.52 倍増加していることが確認された。一方、
PYY mRNA は検出限界以下であった。NPY2R および NPY5R mRNA については、通常飼育群と絶食飼
育群の間に有意な差は観察されなかった。これらの結果から、視床下部における NPY の発現量増
加によって Arc および VMH 領域において Y2 陽性 1 次繊毛が縮退したと考えられる。 
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