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研究成果の概要（和文）：本研究では，一次繊毛においてチューブリンポリグルタミン酸化を調節している酵素の特定
を目指し，TTLL1，TTLL6，CCP1という三つの酵素の特定に成功した．さらに，TTLL6の繊毛局在阻害，機能阻害により
，チューブリンポリグルタミン酸化が繊毛軸糸の構造維持に必須であることを見出した．くわえて，ポリグルタミン酸
化の低下と繊毛病ジュベール症候群との関連を示唆した．一次繊毛が高度に変形した網膜光受容細胞の維持には適切な
ポリグルタミン酸化レベルが必須であることを実証した．くわえて，CCP1の機能喪失によるポリグルタミン酸化レベル
制御の破綻により光受容細胞内のタンパク質分布が異常になることを発見した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to identify enzymes that regulated tubulin polyglutamylati
on in primary cilia. We have finally identified three enzymes, TTLL1, TTLL6, and CCP1, as polyglutamylatio
n-regulating enzymes in primary cilia. We found, by blocking the localization of TTLL6 into primary cilia 
or by the direct inhibition of TTLL6 function, that tubulin polyglutamylation was essential for maintainin
g the structural integrity of the ciliary axonemes. The results suggest an association of the dysregulatio
n of tubulin polyglutamylation with a ciliary disease, Joubert syndrome. We also demonstrated that appropr
iate polyglutamylation level was essential for the maintenance of retinal photoreceptor cells. In addition
, we found that intracellular distribution of a protein in photoreceptor cells were affected by the dysreg
ulated hyper-polyglutamylation in CCP1-deficient mouse retina.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 21 世紀に入り，繊毛研究は世界的に非常
に活発化し，とりわけ，全身の細胞で“セン
サー”の役割を担っている一次繊毛（Primary 
cilia）に関する研究は，一次繊毛の構造や
機能の異常が網膜変性を含む全身性の繊毛
病（Ciliopathy）の原因になると分かり，目
覚ましい発展を見せていた．中でも，繊毛構
成 物 質 を 一 次 繊 毛 内 に 輸 送 す る
Intraflagellar transport（IFT）に関する
研究が非常に盛んになっていた．一方，IFT
の『レール』として，また一次繊毛の『柱』
として働く軸糸を構成するチューブリンや
そのポリグルタミン酸化修飾については，一
次繊毛で修飾を調節する酵素の特定がなさ
れておらず，全く研究が進んでいなかった．
ポリグルタミン酸化修飾による一次繊毛の
形態や機能の制御，ポリグルタミン酸化修飾
異常よる繊毛病発症に着目した研究は，研究
開始当初，国内外に存在しなかった． 

(2) 研究代表者は，チューブリンポリグルタ
ミン酸化を担う修飾酵素（ポリグルタミン酸
化酵素：TTLLs）の同定，脱修飾酵素（脱グ
ルタミン酸化酵素：CCPs）の同定に成功して
きた．また，チューブリンポリグルタミン酸
化修飾が気道上皮の繊毛運動調節や，精子鞭
毛の構築に重要であることを見出してきた．
これら一連の研究成果から，修飾／脱修飾酵
素の on/off 制御によるチューブリンポリグ
ルタミン酸化修飾レベルの調整機構，修飾調
整による一次繊毛の形態や機能の調節機構
の存在を予想し，それらの解明を目指す本研
究の着想に至った． 
 
２．研究の目的 

(1) 本研究では，一次繊毛でチューブリンポ
リグルタミン酸化を調節する酵素の特定を
最低到達目標とした．さらに，特定された酵
素の機能阻害を通して，チューブリンポリグ
ルタミン酸化による一次繊毛の構造や機能
の調節を明らかにすることを達成目標とし
た． 

(2) 異常ポリグルタミン酸化マウスが示す
網膜変性を，ポリグルタミン酸化異常による
繊毛病の一例として解析し，遺伝学的レスキ
ュー実験を行うことにより，修飾異常による
繊毛病を実証し，疾患分子基盤の一端を明ら
かにすることを努力目標とした． 
 
３．研究の方法 

(1) 一次繊毛におけるチューブリンポリグ
ルタミン酸化調節酵素の特定と機能解析 

① カリフォルニア大学サンディエゴ校の
Joseph G Gleeson らのグループとの国際共同
研究を推進し，繊毛病の一つジュベール症候
群の原因となる CEP41 の変異を軸に，CEP41

と相互作用する TTLL を絞り込んだ． 

② 共同研究により，CEP41 の機能阻害による
TTLL の一次繊毛への局在，ならびに一次繊毛
におけるチューブリンポリグルタミン酸化
レベルを検証した． 

③ 共同研究により，絞り込んだ TTLL の機能
阻害を行い，繊毛におけるチューブリンポリ
グルタミン酸化のレベル，および繊毛の構造
を検証した． 

(2) チューブリンポリグルタミン酸化制御
異常による繊毛病の実証 

① ポリグルタミン酸化の脱グルタミン酸化
酵素 CCP1 の変異マウス（pcd マウス）の網膜
を免疫染色で解析し，網膜のどの部位で最も
ポリグルタミン酸化が亢進しているか検証
した． 

② pcd マウスとポリグルタミン酸化酵素
TTLL1 の変異マウス（TTLL1KO マウス）を交
配し，二重変異マウスを作製した．二重変異
マウス網膜におけるポリグルタミン酸化の
状態を免疫染色で解析した． 

③ 半年間飼育した二重変異マウスの網膜を
組織学的に解析し，網膜光受容細胞の変性度
合いを解析した． 

④ 変性前の pcd マウス網膜を組織化学的に
解析し，各種タンパク質の局在を検証した． 
 
４．研究成果 

(1) 一次繊毛におけるチューブリンポリグ
ルタミン酸化調節酵素の特定と機能解析 

① カリフォルニア大学サンディエゴ校の
Joseph G Gleeson らのグループとの国際共同
研究により，ポリグルタミン酸化修飾酵素の
一つ TTLL6 が繊毛局在タンパク質 CEP41 依存
的に繊毛に集積し，CEP41 の機能阻害により
TTLL6 が一次繊毛に局在しなくなり一次繊毛
のチューブリンポリグルタミン酸化が低下
することを明らかにした．これらの知見から，
TTLL6 が一次繊毛においてチューブリンポリ
グルタミン酸化を制御している酵素である
と特定された（雑誌論文③）． 

② 共同研究により，TTLL6 のノックダウンに
よる繊毛におけるチューブリンポリグルタ
ミン酸の低下が，繊毛の軸糸構造とくに周辺
微小管のA管の変形を引き起こすことを見出
した．この知見から，チューブリンポリグル
タミン酸化が繊毛軸糸の周辺微小管A管の構
造維持に寄与していることが明らかとなっ
た（雑誌論文③）． 

③ 以上の一連の知見は、繊毛病の一つであ
るジュベール症候群の解析に端を発したも
のであり，実際のヒト繊毛病疾患における一



次繊毛チューブリンポリグルタミン酸化制
御異常に関する洞察を与えた点で，基礎生命
科学のみならず医学的にも意義深いものと
なった． 

(2) チューブリンポリグルタミン酸化制御
異常による繊毛病の実証 

① pcd マウス網膜の免疫染色解析により，一
次繊毛に相当する光受容細胞の桿体層でチ
ューブリンポリグルタミン酸化が特に亢進
していることが明らかとなった（図 1）（学会
発表⑤，⑨，⑪，⑫，⑭，⑮，⑯）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．pcd マウス網膜におけるポリグル 
タミン酸化の異常亢進 

② pcdマウスとTTLL1KOマウスの二重変異マ
ウスを解析した結果，pcd 網膜光受容細胞の
桿体層で見られたポリグルタミン酸化修飾
の異常亢進が抑制されることを見出した（図
2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．pcd/TTLL1KO 二重変異マウス網膜にお
けるポリグルタミン酸化状態 

この結果より，網膜光受容細胞の桿体および
錐体ではTTLL1が主なポリグルタミン酸化酵
素であることが明らかとなった（学会発表⑤，
⑨，⑪，⑫，⑭，⑮，⑯）． 

③ pcd マウス網膜で観察される桿体層の薄
化および光受容細胞の変性脱落が，二重変異
マウスでは完全に抑止できることを発見し
た（図 3）． 
 
 
 
 
 
 

図 3．pcd/TTLL1KO 二重変異マウス網膜にお
ける光受容細胞の維持 

これによりチューブリンポリグルタミン酸
化の異常亢進が網膜光受容細胞桿体の構造
異常の原因になることが示された（学会発表
⑤，⑨，⑪，⑫，⑭，⑮，⑯）． 

④ pcd マウス網膜光受容細胞を構成する主
要タンパク質の分布を免疫組織化学染色で
解析した結果，ある種のタンパク質の光受容
細胞内局在の異常を見出した（学会発表⑤，
⑨，⑪，⑫，⑭，⑮，⑯）． 

⑤ 以上の一連の発見は，網膜光受容細胞の
繊毛構造と機能の維持に，ポリグルタミン酸
化酵素 TTLL1 と脱グルタミン酸化酵素 CCP1
の拮抗による適切なポリグルタミン酸化状
態の維持が必須であることが明らかとなっ
た．繊毛を介した物質輸送（IFT）における
ポリグルタミン酸化修飾の役割とその破綻
による繊毛機能異常に関する重要な分子的
洞察を与えた点で基礎生物学的に意義が大
きい． 

(3) 上記の当初計画した研究以外に，国内外
で共同研究を推進し，複数の興味深く且つ重
要な知見を得た． 

① 原子間力顕微鏡によるチューブリン C 末
端領域の検出に成功した（雑誌論文⑤）．こ
れは，軸糸を構成する微小管チューブリンの
ポリグルタミン酸化を直接イメージングす
る技術に繋がる点で，本研究のさらなる発展
のために非常に重要な成果となった． 

② 網膜の一次繊毛で脱ポリグルタミン酸化
を担っている酵素 CCP1 について，その酵素
学的特性を明らかにした（雑誌論文④）．ま
た，CCP1 のホモログである CCP5 についても
その酵素学的特性が明らかとなった（雑誌論
文①）．これらの発見は，ポリグルタミン酸
化修飾異常による実際の疾患に対する治療
薬開発につながる可能性を秘めており，医学
的に意義深い． 

③ 研究全体を総括する内容で講演を行い
（学会発表⑬，⑲，⑳），さらに，英文総説
（雑誌論文②）およびチューブリンポリグル
タミン酸化の解析法に関する概説（図書①）
を発表した．これらの発表は，国内外の多く
の研究者が繊毛軸糸チューブリンポリグル
タミン酸化の研究に参入しやすくなり，研究
分野のすそ野を広げるという点で，大いに意
義あるものとなった． 

④ 繊毛軸糸においてポリグルタミン酸化に
対し拮抗的に作用するポリグリシン化に着
目し，ポリグリシン化を消失させポリグルタ
ミン酸化が相対的に優位な状態を人為的に
作り出すことで，ポリグルタミン酸化／ポリ
グリシン化のバランスが繊毛機能に及ぼす
影響について新しい知見を得た（学会発表①，
②，③，⑥，⑦，⑧，⑩，⑰，⑱）． 
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