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研究成果の概要（和文）：一次繊毛は細胞休止期に中心体が基底小体に変換されることにより形成されるが，細胞周期
依存的な一次繊毛形成機構は不明である。本研究では，Hippo経路の下流因子であるNDRの一次繊毛形成における機能解
明を目的として研究を実施し，NDR2 がRabin8 のリン酸化を介して一次繊毛形成に関与することを解明した。NDR2 はR
abin8 のSer-272のリン酸化により，Rabin8 とexocyst 成分であるSec15 の結合を促進し，Rabin8 の中心体への移行
と中心体近傍でのRab8 の活性化を促進し，一次繊毛形成の初期過程である繊毛小胞の形成に重要な役割を担っている
ことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Primary cilia are formed by conversion of the mother centriole to the basal body. 
Ciliary membranes are generated by fusion of vesicles to the pericentrosome, a process requiring Rab11-med
iated recruitment of Rabin8, Rab8 activation and Rabin8 binding to Sec15, a component of the exocyst.This 
study showed that NDR2 phosphorylates Rabin8 at Ser-272 and defects in this phosphorylation impair precili
ary membrane assembly and ciliogenesis, resulting in accumulation of Rabin8/Rab11-containing vesicles at t
he pericentrosome. Rabin8 binds to and colocalizes with GTP-bound Rab11 and phosphatidylserine (PS) on per
icentrosomal vesicles. The phospho-mimetic S272E mutation of Rabin8 decreases affinity for PS but increase
s affinity for Sec15. These results suggest that NDR2-mediated Rabin8 phosphorylation is crucial for cilio
genesis by triggering the switch in binding specificity of Rabin8 from PS to Sec15, thereby promoting loca
l activation of Rab8 and ciliary membrane formation.
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１．研究開始当初の背景 
 多くの動物細胞は G0 期に一次繊毛とよば
れる非運動性の突起を形成する。一次繊毛は
内部に微小管軸糸をもち、機械的刺激に対す
るセンサーとして、また、Hedgehog や Wnt 等
の受容体が集積するシグナル受容センター
としても重要な役割を担っている。血清飢餓
や接触阻害等により細胞が G0 期に移行する
と、中心体は細胞表層に移行し、母中心小体
は細胞膜と結合して基底小体となり、さらに
微小管の伸長により一次繊毛が形成される。
一方、細胞が増殖相に再入すると、中心小体
は複製を開始し、膜から解離して、紡錘体極
として機能する。このように中心体ー基底小
体変換は細胞増殖サイクルの休止と進行に
密接に関与しているが、その制御機構は不明
である。また、癌や嚢胞性腎疾患では一次繊
毛の形成不全と細胞の異常増殖の関連が示
唆されているが、細胞増殖制御における繊毛
形成の機能は不明である。私達は癌抑制遺伝
子 MST/Hippo の下流で活性化される Ser/Thr
キナーゼNDRの発現抑制によって紡錘体形成
に異常が生じることを報告したが、最近、NDR
が血清飢餓によって活性化されること、NDR
の発現抑制によって繊毛形成が抑制される
こと、さらに、NDR が繊毛形成に関与する
Rabin8 をリン酸化することを見出した。
Rabin8 は繊毛形成に関わる Rab8 の活性化因
子（GDP-GTP 交換因子）であり、Rab11, BBS1
など繊毛形成関連蛋白質と結合する。中心体
ー基底小体変換過程において、中心体周辺に
膜小胞が集積し、その小胞が細胞膜と融合し
て基底小体が形成されることが知られてい
るが、増殖抑制シグナルと膜輸送と中心体ー
基底小体変換をつなぐ機構は全く不明であ
る。本研究では、細胞周期依存的な中心体ー
基底小体変換機構を解明するため、中心体ー
基底小体変換ならびに一次繊毛形成におけ
るNDR、Rabin8、Rab8の機能の解明を進める。
本研究により、中心体ー基底小体変換という
観点から、細胞増殖制御の新しい機構が解明
されることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
 動物細胞は増殖抑制シグナルによって増
殖休止期に移行すると、中心体が細胞表層に
移行し基底小体に変換され、基底小体を土台
として一次繊毛が形成される。一方、増殖刺
激によって増殖相に再入すると基底小体は
膜から解離し一次繊毛は消失する。すなわち
細胞増殖サイクルの進行と一次繊毛の形成
は相反するが、細胞周期依存的な中心体ー基
底小体変換の分子機構は不明である。私達は
最近、増殖抑制シグナルの下流で活性化され
るキナーゼNDRが血清飢餓による一次繊毛形
成に関与することを見出した。さらに、NDR
は繊毛形成に関わる Rab8 の GDP-GTP 交換因
子である Rabin8 をリン酸化することを見出
した。本研究では、NDR 経路を中心に、増殖
抑制シグナル依存的な中心体ー基底小体変

換機構及び一次繊毛形成機構を解明し、さら
に、一次繊毛形成が細胞増殖の制御において
果たす役割を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、細胞周期依存的な中心体-基
底小体変換機構を解明するため、以下の解析
を行った。まず、NDRによるリン酸化がRabin8
の GEF 活性、局在、結合蛋白質との結合能に
与える影響や、繊毛形成に与える影響を解析
するため、Ser-272 を Ala に置換した S272A
変異体や Gluに置換した S272E 変異体を作成
し、野生型の機能と比較する。Rabin8 結合タ
ンパク質や結合脂質を同定し、一次繊毛形成
との関係を明らかにする。血清飢餓や接触阻
害等の細胞増殖抑制シグナルによるNDRの活
性化機構と Rabin8 のリン酸化レベルの変化
を測定し、また、これらの変化に伴って、Rab8
や Rab11小胞の細胞内分布や繊毛小胞の形成、
繊毛内成分や中心体成分の細胞内移行に与
える効果を解析し、NDR-Rabin8-Rab8 経路の
中心体-基底小体変換及び一次繊毛形成にお
ける機能を解明する。また、NDR 活性化因子
である Furry や Mob についてもその結合タン
パク質を解析し、中心体機能や一次繊毛形成
における機能を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) NDR-Rabin8 による一次繊毛形成機構 
 哺乳類細胞の NDR キナーゼ（NDR1,NDR2）
の細胞機能を解明するため、私達はまず出芽
酵母の NDR 相同分子である Cbk1 が哺乳類
Rabin8 の相同分子である Sec2 をリン酸化す
るという報告に着目した。まず、in vitro キ
ナーゼアッセイにより、NDR1, NDR2 が Rabin8
をリン酸化することを見出した。次に、NDR
の基質のコンセンサス配列(HxRxxS/T)に相
当する Ser-272 を Ala に置換した S272A 変異
体を作製し、キナーゼアッセイを行ったとこ
ろ、NDR1, NDR2 は野生型 Rabin8 をリン酸化
するが、S272A 変異型 Rabin8 はリン酸化しな
かった。この結果から、NDR1, NDR2 は Rabin8
の Ser-272を特異的にリン酸化することが明
らかとなった。 
 Rabin8のS272A及びS272E変異体を作成し、
Rab8 に対する GEF 活性を測定した結果、野生
型と同程度の活性を示したことから、Rabin8
の Ser-272 のリン酸化は Rabin8 の Rab8-GEF
活性には影響しないと考えられる。 
 次に、ヒト網膜色素上皮細胞(RPE 細胞）に
おいて、血清飢餓依存的な一次繊毛形成に対
する NDR1, NDR2 の siRNA による発現抑制の
効果を検討した。その結果、NDR1 の発現抑制
の効果は認められなかったが、NDR2 の発現抑
制によって一次繊毛形成は著しく抑制され
た。この結果は、NDR2 が一次繊毛形成に関与
していることを示している。また、Rabin8 の
発現抑制によっても一次繊毛形成が抑制さ
れたが、この抑制は野生型 Rabin8 の発現に
よって回復したが、S272A 変異体の発現では



回復しなかった。この結果は、Rabin8 の
Ser-272 のリン酸化が一次繊毛形成に必要で
あることを示している。 
 一次繊毛が形成されるためには、母中心小
体の近傍に低分子量 Gタンパク質 Rab11 を含
有する膜小胞が集積・融合して繊毛小胞が形
成されることが必要である。この過程には、
Rab8 とその活性化因子である Rabin8 や、膜
小胞の繋留に必要な exocyst の成分である
Sec15 が関与することが知られている。私達
は、Rabin8 が Rab11 含有小胞局在すること、
膜小胞の脂質成分であるホスファチジルセ
リンと結合することを見出した。また、
Rabin8 は Ser-272 のリン酸化によって、ホス
ファチジルセリンとの結合が低下し、逆に、
Sec15 との結合が促進することを見出した。
さらに、NDR2 の発現抑制や、Rabin8 の S272A
変異によって、Rabin8 を含む膜小胞が母中心
小体に集積はするが融合できず、繊毛小胞の
形成と一次繊毛形成が阻害されることを見
出した。以上の結果から、NDR2 による Rabin8
のリン酸化は、Rabin8 の結合特異性を膜小胞
を構成する脂質であるホスファチジルセリ
ンから母中心小体に局在するSec15にスイッ
チし、その結果、Rabin8 の膜小胞から中心体
への移行に寄与していることが示唆された。
Rabin8の中心体への移行は、中心体でのRab8
の活性化を促進し、一次繊毛形成の初期過程
である Rab8 と Sec15 による繊毛小胞の形成
に重要な役割を担っていると考えられる。 
 
(2) Furry による微小管アセチル化機構 

Furry は NDR に結合しそのキナーゼ活性を
促進することが知られている。本研究では、
Furry の結合蛋白質を解析し、微小管脱アセ
チル化酵素である SIRT2 を同定した。Furry
は N末端領域で SIRT2 と結合し、その微小管
脱アセチル化活性を抑制した。Furry の N 末
端断片を過剰発現すると、間期及び分裂期の
微小管のアセチル化レベルの上昇が認めら
れた。また、Furry を発現抑制した細胞では
分裂期紡錘体の微小管アセチル化レベルが
低下していること、このアセチル化レベルの
低下は SIRT2 阻害剤である AGK2 によって回
復することを見出した。以上の結果から、
Furry は SIRT2 の微小管脱アセチル化酵素活
性を阻害することで分裂期紡錘体の微小管
アセチル化を促進していることが示唆され
た。 
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