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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨形成に関与する骨芽細胞がどのように外界のストレスを感知し、応答
しているのかについて検討を行った。分子シャペロンは様々なストレス応答に関与することが知られており、そ
のひとつであるPontin-Reptinシャペロンに焦点を当てて解析を行った。本研究によってPontin-Reptinシャペロ
ンが骨芽細胞の細胞周期と一次繊毛形成を仲介していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated how osteoblasts, which are involved in bone 
formation, perceive and respond to external stress. Molecular chaperones are known to be involved in
 a variety of stress responses. We focused our research on Pontin-Reptin chaperone, which is one of 
the emerging molecular chaperone. Our results suggest that the Pontin-Reptin mediates between cell 
cycle and primary cilia formation in osteoblasts.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
繊毛病（ciliopathy）は、繊毛形成因子の欠損によって生じ、腎嚢胞、胆管異常、内臓逆位、多指症、脳梁低形
成、網膜色素変性症、頭蓋・骨格異常、糖尿病など多岐にわたる症状を呈する。本研究は、骨形成において重要
な働きを担う骨芽細胞における一次繊毛機能の解析を行った。本研究成果は、一次繊毛の機能解明と繊毛病の発
症メカニズムの解明やその治療法の開発に貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Pontin-Reptin は、AAA+ (ATPases Associated with diverse cellular Activities)ファミリータ
ンパク質に属し、細胞内の様々な生命現象に関わるヘテロ六量体のストレス応答性シャペロン
である（①）。シャペロンとは、言わば”介添え人”であり、自分自身でフォールディングでき
ないタンパク質や、複合体形成できないタンパク質の手助けをする。申請者らは、これまで、
真核生物モデルの出芽酵母やヒト培養細胞系を用いて Pontin-Reptin の新規ターゲットの同定
とその作用機序を解明してきた（②）。近年、報告した論文では、Pontin-Reptin を含む新規複
合体（R2TP）が栄養飢餓ストレスに応答し、細胞増殖を制御するモデルを提唱した（③）。ま
た、別グループからは、Pontin が繊毛病のひとつである原発性線毛機能不全症候群（PCD）
の原因遺伝子 LRRC6 と直接結合し、繊毛形成に必須な機能を持つことが報告された（④）。 
 一次繊毛は、細胞周期が停止すると、微小管形成中心である中心体から伸張する。逆に、細
胞周期が回り始めると、中心体から消失する。Pontin-Reptin は細胞周期を制御し、かつ、一
次繊毛形成にも関与することが示唆されていることから、Pontin-Reptin が、両者を巧妙に制
御している可能性が考えられた。また、骨芽細胞や骨細胞の一次繊毛は、機械的刺激（メカニ
カルストレス）を感知するセンサーとしての役割を持つことが明らかになりつつある。近年、
一次繊毛形成に関与する因子が次々と同定され、それらが繊毛形成以外のプロセスにも関わる
ことから、その形成メカニズムは非常に巧妙に制御されていることが示唆されている（⑤）。 
 
２．研究の目的 
 繊毛形成因子の欠損によって生じる繊毛病（ciliopathy）は、、腎嚢胞、胆管異常、内臓逆位、
多指症、脳梁低形成、網膜色素変性症、頭蓋・骨格異常、糖尿病など多岐にわたる症状を呈す
る。そのため、様々な脊椎動物モデルが使われ、腎臓、網膜視細胞、神経細胞における一次繊
毛の機能解析が精力的に行われている。本研究では、骨芽細胞の一次繊毛を介したメカニカル
ストレス応答において、Pontin-Reptin シャペロンがどのように細胞周期と一次繊毛形成を機
能を制御しているのかについて解析し、その複雑な制御メカニズムを分子レベルで解明し、生
理学的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、分子生物学、生化学、細胞生物学、プロテオミクス等のアプローチによって、
骨芽細胞におけるメカニカルストレスによる Pontin-Reptin の動態変化を明らかにすると共に
Pontin-Reptin がどのような因子と相互作用しているのかについて解明する。さらに、ケミカ
ルライブラリーをスクリーニングし、一次繊毛形成を制御する化合物を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）Pontin-Reptin の相互作用因子の同定 
 マウス由来の前駆骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞における Pontin-Reptin 相互作用因子の同定
を試みた。MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞分化誘導前後において抗 Pontin 抗体と抗 Reptin 抗体
による免疫沈降を行った。共免疫沈降したタンパク質を質量分析解析したところ、既知の
Pontin-Reptin 相互作用因子である PIH1D1 と RPAP3、さらにそのアダプター因子である
TELO2 の結合が示唆された。ウェスタンブロットにより、それらのタンパク質の相互作用が
確認され、マウス骨芽細胞においても Pontin-Reptin-PIH1D1-RPAP3-TELO2 のコンプレック
ス（R2TP-TELO2 コンプレックス）が形成されていることが明らかになった。さらに、細胞
圧縮ストレスによる Pontin-Reptin とそれらのタンパク質の結合の変化を調べたが、R2TP 間
において顕著な相互作用の変化は観察されなかった。 
 
（２）Pontin-Reptin の細胞内動態変化とその機能 
 マウス由来の前駆骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞における Pontin-Reptin、さらに PIH1D1, 
RPAP3, TELO2 の細胞内局在を免疫蛍光染色法によって調べた。Pontin-Reptin は、細胞全体
に局在し、特に核内において多く存在することが明らかとなった。PIH1D1、RPAP3 は主に細
胞質に局在し、TELO2 は主に核内に局在することが観察された。細胞圧縮ストレスによるこ
れらのタンパク質局在変化を調べたところ、顕著な局在変化は観察されず、一次繊毛の構成因
子であるアセチル化チューブリンとの共局在も見られなかった。また、MC3T3-E1 細胞におい
て、Pontin または Reptin のノックダウンを行ったところ、細胞の増殖抑制が見られた。さら
に、それらの細胞において、一次繊毛が顕著に伸張している細胞が観察されたことから、
Pontin-Reptin が細胞周期と一次繊毛形成を仲介していることが示唆された。 
 
 
（３）一次繊毛形成を制御する化合物のスクリーニング 
 マウス由来の前駆骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞を用いて、一次繊毛形成を制御する化合物の
スクリーニングを行ったところ、一次繊毛を伸張させる化合物として ROCK 阻害剤が単離され
た。ROCK 阻害剤はアクチンストレスファイバーの形成を抑制することが知られているため、
MC3T3-E1 細胞においてもその影響を調べたところ、同様に ROCK 阻害剤によってストレス
ファイバーの消失が観察された。また、ROCK 阻害剤存在下において骨芽細胞分化誘導を行い、



2 週間後にアリザリンレッド S 染色によって石灰化を調べたところ、顕著な亢進が見られた。
このことから、ROCK タンパク質は骨芽細胞分化を負に制御していることが明らかとなった。 
 
（４）Pontin-Reptin と ROCK タンパク質の相互作用 
 同様の系を用いて Pontin-Reptin と ROCK タンパク質の相互作用について共免疫沈降法を
用いて調べた。抗 ROCK1 抗体、抗 ROCK2 抗体を用いて免疫沈降を行い、Pontin もしくは
Reptin の相互作用について調べたところ、分化誘導前の前駆骨芽細胞において ROCK2 と
Pontin の顕著な相互作用が観察された。今後、圧縮ストレス存在の有無による両者の結合変化
について解析を進めていく。また、当初予定していた Pontin-Reptin のメカニカルストレス下
における生体内での挙動について、過剰咬合ストレスモデルでは結果の再現性を得ることが困
難であったことから、矯正学的な歯の移動モデルを構築したので、この系を用いて
Pontin-Reptin-ROCK2 のメカニカルストレス応答に対する生体内での動態変化を検討する。 
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