
大阪大学・生命機能研究科・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）

１４４０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2016～2012

シリア・中心体系のダイナミズムにおける基底小体・細胞骨格相互作用の役割

The role of apical cytoskeletons in transition between centrosomes and ciliary 
basal bodies.

００１８８５１７研究者番号：

月田　早智子（Tsukita, Sachiko）

研究期間：

２４１１３００２

平成 年 月 日現在３０   ６ １９

円   160,200,000

研究成果の概要（和文）：中心体と繊毛の変換について、細胞骨格との相互作用から解明した。1: Odf2 変異細
胞解析から、Distal Appendageは繊毛形成に関わることを示した。2: Odf2関連新規Appendage蛋白質を検索し、
Sa(Subdistal Appendage)におけるOdf2 の蛋白質複合体構成を明らかにした。本新規蛋白質は基底小体の外側に
配向し、ノックダウンではSa の消失が認められた。 3:Bf (Basal Foot) のプロテオーム解析を目指した基底小
体の単離精製法は、さらに工夫が必要であった。4: 微小管、アクチン繊維に加え、中間径繊維も合わせたアピ
カル３層構造を発見した。

研究成果の概要（英文）：Ciliogenesis is regulated by context-dependent cellular cues, including some
 transduced through appendage-like structures on ciliary basal bodies called transition fibers and 
basal feet. We examined the effects of Odf2 deletion constructs on ciliogenesis in Odf2-knockout F9 
cells due to electron microscopy and revealed that during ciliogenesis, the different ODF2 fragments
 were required to form the distal and subdistal appendages (Da and Sa) in centrosomes which are 
related to transition fibers and basal feet (Tf and Bf), respectively.  The Da and Tf were required 
for ciliogenesis.  The Sa and Bf stabilized the microtubules associated. In the epithelial cell 
sheets, the apical cytoskeleton were formed differentially from centrosomal microtubules possibly 
with some relations unknown which stablize ciliogenesis and consisted of three layered structures of
 actin filaments, intermediate filaments, and microtubules, as revealed by the high voltage electron
 microscopic tomography. 

研究分野： 細胞生物学
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層構造
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１．研究開始当初の背景 
生体を構成する細胞内には種々の細胞内小器

官が存在し、それらが相互の関わりをもち細

胞全体で統合されることで、生命現象の高次

構築に寄与することがしられている。細胞内

小器官としてのシリアと中心体は、各々小器

官として同定され、各々、繊毛運動および細

胞分裂・極性という、異なる視点から解析が

行われ、その重要性は充分に認識されてい

る。近年、シリア-中心体系がひとつのシス
テムとして特に注目されているのは、主に、

(1)中心体が細胞膜にターゲットするとき一次
シリアの根元の土台構造である基底小体に形

をかえて機能すること、(2)一次シリアの形成
異常が病因として重要であること、等が最近

いくつかの例で示されたこと、による。シリ

ア-中心体系の動態制御は、細胞内周期等と
も連動しており、細胞内外情報のコンテクス

トの中で重要な位置をしめる。単に細胞内シ

グナル伝達系によりその動態が制御されるの

みではなく、中心体、或いは、基底小体・シ

リアの形成、そしてそれに伴う細胞膜アピカ

ル膜直下の細胞骨格が新たな情報フローの発

信源となるプラットフォームを構築している

という際立った特徴を示す。従って、中心体

-シリア基底小体軸 そのものが、シグナルを
受容し、新たなシグナルを発信するというシ

グナル統合基軸になると思われる。基底小体

が多数に複製した多繊毛細胞においては、シ

リアの役割は細胞外の流体制御というさらに

特化したものになり、動的なシリア-中心体
系の枠をとびこえたものとなるが、その基底

小体分子構築には共通点も見いだされてお

り、一次シリアを含めたシリア全般のモデル

としての役割も注目される(図1)。 
	 しかしながら、シリア-中心体系ダイナミ
ズムの分子基盤については、的を絞ったアプ

ローチが難しいこともあり、不明の点が多い

のが現状である。 本研究では、基底小体と
中心体に共通して存在するアペンデージ構造

に特に注目してシリア-中心体系の動態解析
をすすめることに、これまでにない大きな特

徴がある。 

 
２．研究の目的 
アペンデージ構造には、形態学的所見から2 
種類のタイプが認識されている。基底小体に

付随して細胞膜と橋わたしをしているように

みえるAnchoring fiber(Af)またはTransition fiber 
(Tf)と、基底小体と細胞表層細胞骨格を連結
するBasal foot (Bf) である。Tf とBf は、中心
体に付随するDistal appendage (Da)とSubdistal 
appendage (Sa) に対応するものと思われる。
Tf が細胞膜に連結するのに対し、Da ではそ
のようなことはないが、両者の形態学的所見

はよく似ている。また、Bf は多くの場合、
ひとつの基底小体に対し1 対1 対応で認めら
れるが、Sa は中心体に対し、5 対1 程度で
見いだされる。 アペンデージ構造は大きな
構造体であるが、これらのアペンデージ構造

の構成蛋白質については近年、数種のものが

同定されているにすぎない。私共では、中心

体のDa、Sa 両者に局在する新規蛋白質とし
てOdf2 を同定した(Mol. Biol. Cell 2001) 。そ
の後、Odf2 ノックアウトF9 細胞にてその機
能解析を行う過程でOdf2 が、Tf、Bf にも局
在し、一次繊毛形成に重要な役割を担うこと

をみいだした。さらに最近のC-末Odf2 のみ
を発現するOdf2 変異マウスの解析(Cell 2012)
から、Odf2 の機能として、(1) Odf2 の全長
はTf、Bf 両者の形成に必要充分であること、
(2) Odf2 のC 末はTf の形成に充分であるが、
Bf の形成には充分ではないこと、から、こ
れらの細胞におけるTf とBf の共通点と相違
点を比較検討し、Tf/Da、Bf/Sa におけるOdf2 
の分子構築や機能の解析を行う(図2)。 

 
（１）新規Odf2 関連アペンデージ蛋白質の
細胞生物学的検索：新規因子についてTf やBf
の構成成分としての役割について検討を加え

る。最近新たに作製した高性能の抗Odf2-C 
末モノクローナル抗体を用いた免疫沈降や、

また、気管からの基底小体を丸ごとの単離精

製することにより、新規Odf2 関連アペンデ
ージ蛋白質の分子的、機能的解析を行う。そ

の中心体Da、Sa での分子構築と中心体・基
底小体系での機能探索を行う。 
（２）Tf と細胞膜との結合の分子基盤の解
析： Tf と細胞膜との結合については、
Odf2C-末の機能が重要であることから、ター
ゲットする細胞膜蛋白質について、Odf2-C 
末を認識するモノクローナル抗体を用いて検

討を加える。 



（３） Bf と細胞表層細胞骨格・細胞接着系
相互作用の分子基盤及び機能解析 : Bf の構
築には全長のOdf2 分子が必要とされる。
Odf2KOマウスの解析から、多繊毛基底小体に
付随するBf はOdf2に依存して形成されてお
り、PCPに関わる、微小管を中心としたアピ
カル細胞骨格構築の拠点として機能すること

を示すデーターが得られている (Kunimoto et 
al. Cell 2012)。Bf にはアクチンフィラメント
もアンカーしており、その結合の分子基盤を

明らかにすることも重要事項である。アピカ

ル細胞骨格構築の拠点としては、一方では、

細胞接着系が考えられるが、Odf2 及び、
Odf2 関連アペンデージ蛋白質を基軸に、Bf 
と細胞表層細胞骨格・細胞間接着系の構築を

明らかにする(図3)。 

 
 
（４）	TfとDa、BfとSaの比較検討：シリア

基底小体と中心体において、TfとDa、BfとSa

の共通点と相違点を、Odf2及びその関連アペ

ンデージ蛋白質の視点から明らかにし、それ

らの細胞膜・細胞骨格との相互作用様式を比

較検討する。特に、基底小体・中心体系の動

態の分子機構における細胞骨格の役割を検討

する。	

	

３．研究の方法	

本研究では、シリア-中心体ダイナミズム

を、それらに付随する特徴的なアペンデージ

構造に注目して検討を進める。これらの構造

が完全に失われると、中心体からのシリア基

底小体への転換がみられなくなること、アペ

ンデージ構成蛋白質についての情報が決して

多いとはいえないこと、から、シリア形成に

必須なアペンデージ構成Odf2	蛋白質を基軸

に、アペンデージ構造の分子基盤と機能の解

析を行っていくことには、大きな意義がある

と思われる。本研究では以下の項目について

検討を進める。シリア基底小体、中心体のア

ペンデージ構造には、各々、２種類ずつある

ことは前述の通りであり、ここでも基底小体

アペンデージをAf、Bf	と記述し、中心体ア

ペンデージをSa、Da	と記載する。研究協力

者として、教室のスタッフ、大学院学生が連

携を保った。	

	

４．研究成果	

分裂期を脱した中心体が細胞アピカル膜直下

にターゲットして一次繊毛や多繊毛の基底小

体となるとき、細胞膜直下の細胞骨格構造の

変化を伴う。本研究では、基底小体と細胞膜

/細胞骨格との相互作用という視点から、中

心体-繊毛系のダイナミズムの解明を行っ

た。中心体〜繊毛の変換機構を細胞骨格との

相互作用の面からの解明を目標とした。以下

の研究成果を得た。	

❶各種欠失変異体発現F9細胞を用いたOdf2分

子の機能解析：Odf2	KOマウスの解(Kunimoto	

et	al.,	Cell	,	2012)から、Odf2は、(a)中
心体が細胞膜へターゲットして基底小体にな

る過程に必須であること、(b)	中心体/基底

小体のアペンデージ構造体の形成に必要不可

欠な因子であること、(c)基底小体の含まれ

る細胞膜裏打ち細胞骨格の構築、特に微小管

構築に重要な因子であること、を見出してい

た。ここでは、Odf2の各種欠失変異体を発現

するF9細胞を作製し、Odf2分子の機能解析を

進めた。完全なOdf2のKO細胞ではDistal	

appendage	(Da)とSubdistal	appendage	(Sa)	

のない基底小体を持つ細胞が生じ、Exon4/5

のみを欠失した細胞ではSaのない細胞を生じ

た。また、Exon6/7のみを欠損した細胞では

SaとDAは野生型と同様に形成された。これら

のOdf2変異細胞において、繊毛の形成を検討

するとDAが存在する細胞でのみ、繊毛の形成

が認められた。このことからDAの機能は繊毛

形成の制御であることが明らかとなった。一

方、ノコダゾール処理を用いて微小管抵抗性

を観察すると、SaAの機能は基底小体周辺の

微小管の安定化であることが示唆され、中心

図４. 中心体 Saによる 
細胞内微小管の安定化 



小体におけるDAとSAそれぞれの機能の一端を

明らかにすることができた（Tateishi	et	

al.,	JCB,	2013）(図4)。	
❷新規Odf2関連アペンデージ蛋白質を細胞生

物学的に検索する。新規因子について細胞レ

ベルKDやマウスレベルKOによる解析を行う。	

	 ここでは、Subdistal	appendageにおけ

る、Odf2のタンパク質複合体の解析を進め

た。この項目では、基底小体Saのタンパク質

複合体こうせいについて検討した。超解像イ

メージングを用いた解析から、Odf2が基底小

体に近く配置し、Odf2に免疫沈降で結合する

タンパク質(Odf2-IP)がその外側に配向し

た。Odf2-IPノックダウンでは、Saの消失が

認められた。Saの消失する本細胞では、細胞

周期への導入に遅延が遅れ、Saと細胞周期と

の関連性が示唆された。本内容は、残念なが

ら論文として取りまとめ中に他グループから

ほぼ同内容の論文が出版されたが、さらに、

細胞周期に関する新知見と合わせ、現在、論

文として取りまとめ中である。（Kashihara,	

Chiba	et	al.,	in	preparation）。		

❸	基底小体の単離精製法を確立し、基底小

体アペンデージとしてのBasal	Footのプロテ

オーム解析を行う。	

	 基底小体の単離精製を試みたが、十分な精

製度まで得るには、さらなる工夫が必要であ

った。一方、他の研究室を中心とした結果に

もとづく様々なデータベースがweb上で取得

可能となり、データベースを利用すること

で、候補タンパク質を絞ることが可能となっ

てきたため、本項目については、十分に補う

ことが可能であった。	

❹	基底小体/細胞骨格構築を制御する細胞間

接着の役割についての解析を行う。濱田との

共同研究により、特に細胞間接着発の平面極

性(PCP)のシグナルカスケードによる制御に

ついての解析を進める。	

	 本項目は、前半と後半の２期に分けること

ができる。期間の前半では、基底小体の足場

となる、上皮細胞アピカル微小管格子につい

て、タイトジャンクションを起点とした新し

い構造体として、Cingulinを中心とするタン

パク質複合体を、同定することができた	

(Yano	et	al.,	JCB,	2013) (図5)。期間の後
半では、特に、画像・形態学的な解析から進

めた。大阪大学の超高圧電子顕微鏡トモグラ

フィーや、大阪大学共同研究施設に導入され

た超解像顕微鏡SIMなど、すぐれた機器によ

り、マウス個体の気管の発生にともない、基

底小体が、アピカルの細胞骨格と連携しなが

ら、アピカル膜にドッキングし、PCPが整い

つつある様子を詳細に解析した。アピカル細

胞骨格は、一般によく考えられる微小管やア

クチン繊維のみではなく、中間系繊維も合わ

せた３層構造をつくる様子も詳細に示した点

は、生物学的に重要な意義があるものと考え

る。 (図6)。（Tateishi	et	al.,	Sci.Rep.	
2017）。	

以上、「中心体-シリア系ダイナミズムを

制御する情報フローのメディエーターとして

の細胞骨格」についての新機軸を示すことが

でき、当初の目標は達成できた。	
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