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研究成果の概要（和文）：線毛のアクソネーム微小管を構成するアルファチューブリンはアセチル化修飾を受けている
が、その意義は不明である。本研究課題では線毛伸長制御機構、特に線毛伸長におけるチューブリンアセチル化の役割
を明らかにすることを目的として、チューブリンアセチル化酵素 (alphaTAT1) に焦点を当て、一次線毛発現培養細胞
や動物組織を用いて分子解剖学的に解析を進めた。ヒト線維芽細胞株KD細胞を用いた解析から、alphaTAT1は基底小体
の基部領域に局在し、塩化リチウムによる細胞内アルファチューブリンのアセチル化を促進することで一次線毛の伸長
に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Primary cilia, an organelle found on nearly every cell in the human body, contain 
an axoneme, which is composed of microtubules and their associated structures. Lithium ion is known to 
promote the elongation of primary cilia in a variety of cell types, but it is unknown whether lithium is 
involved in the acetylation of alpha-tubulin in cilia. Because the acetylation of alpha-tubulin may be 
important for the elongation of primary cilia, in this study we examined the effects of lithium chloride 
(LiCl) treatments on the acetylation of alpha-tubulin and length of primary cilia in human fibroblast KD 
cells. We also investigated the involvement of alphaTAT1 (alpha-tubulin N-acetyltransferase 1) in the 
signaling pathway mediating glycogen synthase kinase-3beta(GSK-3beta) and adenylate cyclase III. Our 
results suggested that LiCl treatments activate alphaTAT1 by the inhibition of GSK-3 beta and promote the 
alpha-tubulin acetylation, and then elongate the primary cilia.

研究分野： 解剖学
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１．研究開始当初の背景 
線毛には、線毛細胞にみられる運動線毛と

一次線毛の 2 つが区別される。線毛形成の全
プロセスを線毛発生といい、①中心子（基底
小体）の複製、②複製中心子（基底小体）の
移動、③基底小体付属構造の形成、線毛の伸
長という 4 段階からなる。また、一次線毛形
成は既存の母中心子（基底小体）を用いて行
われるので、②～④の段階からなる。線毛は、
細胞膜直下に移動した基底小体の遠位端で
チューブリン分子が重合して微小管が伸長
することにより形成される。基底小体から細
胞質内に向かって微小管が伸長し、細胞質内
線毛が形成されることもある。このように細
胞種に応じた線毛形成機構の存在が知られ
ているが、基底小体からの微小管伸長という
線毛形成の根幹に関わる最初の分子システ
ムについては未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

一次線毛は、既存の中心子の一方から微
小管が伸長することにより形成されるが、
すべての細胞で一次線毛が形成されるの
ではなく、特定の限られた細胞種に起こる。
これらの事象から考えられるのは、中心子
すなわち基底小体の遠位端には、微小管の
重合阻止または促進の分子機構が存在し、
そのスイッチのオン・オフにより微小管の
重合すなわち線毛形成が惹起すると考え
られる。オン・オフスイッチの候補として
はセントリンや Nek2 などの基底小体周囲に
局在するタンパク質だけでなく、微小管構成
タンパク質であるチューブリンの翻訳後修
飾、特にアセチル化も線毛伸長に何らかの関
与をしていることが推測される。このことか
ら、本研究では基底小体からの線毛伸長調節
機構の解明を目指し、チューブリンのアセチ
ル化調節に関与する酵素の細胞内局在を分
子解剖学的に明らかにし、微小管構成タンパ
ク質チューブリンのアセチル化修飾と線毛
伸長との関係について細胞生物学的に解析
を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) アルファチューブリンアセチル化関連
酵素群の細胞内局在を明らかにするために、
アルファチューブリンアセチル化酵素 
(alphaTAT1) と脱アセチル化酵素 (HDAC6) 
に対する特異的な抗体と線毛や中心体、微小
管関連分子に対する抗体とともに一次線毛
発現繊維芽細胞株 (3Y1beta 細胞、KD 細胞) 
に対して免疫組織化学的解析を行った。また、
各酵素と GFP の融合タンパク質を発現でき
るプラスミドを構築し、前述の培養細胞を用
いて過剰発現実験を行い、同様に細胞内局在
を共焦点レーザー顕微鏡観察により明らか
にした。 
 
(2) 塩化リチウムを添加すると培養細胞内
の一次線毛が伸長することが報告されてい

ることから、培養期間の異なった KD 細胞に
対して塩化リチウムの添加実験を行い、線毛
伸長率や線毛保有細胞率について免疫組織
化学的解析を行うとともに、細胞内アルファ
チューブリンのアセチル化変動についても
ウエスタンブロット解析を行い、塩化リチウ
ムによる線毛伸長作用とアルファチューブ
リンアセチル化の関係を解析した。 
 
(3) 塩化リチウムによるアルファチューブ
リンアセチル化に対する alphaTAT1 の関与
を明らかにするために、alphaTAT1 に特異的
な siRNA を KD 細胞にトランスフェクショ
ンし、ノックダウン実験を行った際の塩化リ
チウムの効果を調べた。 
 
(4) 塩化リチウム刺激で活性化する細胞内
シグナル伝達経路を明らかにするためグリ
コ ー ゲ ン 合 成 酵 素 キ ナ ー ゼ -3beta 
(GSK-3beta)、アデニル酸シクラーゼ III 
(ACIII) の発現変動およびリン酸化について、
ウエスタンブロット法によって解析した。 
 
(5) (1)～(3)の解析から、線毛伸長に対して
チューブリンのアセチル化が重要な役割を
果たすことが示されたため、成体ラットにお
ける線毛保有細胞での alphaTAT1 の細胞内
局在を免疫組織化学的および免疫細胞化学
的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) alphaTAT1 と HDAC6 に対する特異的抗
体を用いた培養細胞の免疫染色や GFP 融合
タンパク質の過剰発現実験の結果、HDAC6
は細胞質内全域に局在が見られたが、アセチ
ル化チューブリンとの局在についての規則
性は認められず、一方で alphaTAT1 は細胞分
裂時の紡錘体に加えて一次線毛を伸長した
基底小体の基部領域に強く発現し、線毛形成
に深く関係することが予想された。 
 
(2) 塩化リチウムと線毛伸長の関係を明ら
かにするために、継代 3 日および 7 日後の
KD 細胞に対して塩化リチウム添加実験を施
した。その結果、濃度依存的に有意な一次線
毛の伸長効果が免疫組織化学的手法により
観察された。また、細胞内アルファチューブ
リンのアセチル化が増加することがウエス
タンブロット解析により明らかになった。 
 
(3) 塩化リチウム添加によるアルファチュ
ーブリンのアセチル化は siRNA を用いた
alphaTAT1 発現抑制により有意に抑制され
た。 
 
(4) 塩化リチウム刺激によって KD 細胞内に
おける GSK-3beta の発現量とその不活性化
型であるリン酸化 GSK-3beta が有意に増加
することが明らかとなった。これは siRNA に
よる alphaTAT1 のノックダウン実験による



影響は見られなかったことから、alphaTAT1
より上流のシグナル分子である可能性が示
唆された。一方で、リチウム刺激で活性化す
る分子として報告のあるAC IIIの変化は見ら
れなかった。 
(5) 免疫組織化学的解析によって、成体ラッ
ト気管線毛細胞の線毛内に alphaTAT1 陽性
反応が観察された。 
 
以上の解析から、塩化リチウムは GSK-3beta
の働きを抑制することで alphaTAT1 を活性
化させ、微小管のアセチル化と線毛の伸長を
促進する可能性が示唆された。また、線毛内
に alphaTAT1 が局在していることから、線毛
機能の維持などにも alphaTAT1 によるチュ
ーブリンアセチル化が関与すると予想され
た。 
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