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研究成果の概要（和文）：一次繊毛は細胞のアンテナとして機能するオルガネラであり、その異常は多様な重篤
症状を呈する繊毛病を引き起こす。一次繊毛の形成や機能維持において基盤となるのは繊毛内に受容体等を輸送
する繊毛内タンパク質輸送装置（IFT装置）である。IFT装置は40種類以上のタンパク質から成る複雑な分子マシ
ンである。本研究では、研究代表者が開発・改良した『観るだけでわかるタンパク質間相互作用解析法：VIPア
ッセイ』、『改良型CRISPR/Cas9ゲノム編集法』、『膨張顕微鏡法による超解像イメージング』を駆使した多角
的なアプローチによる解析によって、IFT装置の構築様式および動作原理の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Primary cilia are organelles that function as a cellular antennas. Defects 
in primary cilia cause a hereditary disorder called ciliopathies with a variety of severe symptoms. 
The intraflagellar transport (IFT) machinery is a protein complex consisting of more than 40 
different proteins.  Ciliary protein transport by the IFT machinery plays an essential role in the 
function of cilia. In this study, we elucidated some of the functions of IFT machinery using various
 methods, including visible immunoprecipitation (VIP) assay, CRISPR/Cas9 genome editing,  and 
super-resolution imaging by expansion microscopy.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 一次繊毛　繊毛病　IFT複合体　中心体　トランジションゾーン　モータータンパク質　BBSome複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一次繊毛の異常は多様な重篤症状（嚢胞腎、網膜変性、骨形成異常、病的肥満、精神遅滞、内臓逆位、多指、不
妊など）を呈する繊毛病を引き起こすことから医学的に極めて重要な研究対象である。近年の次世代DNAシーク
エンシング技術の発展に伴って、繊毛病の原因となる遺伝子変異の発見が加速しているが、なぜ病気になるのか
という分子基盤の解明は遅れている。本研究によるIFT装置の構築様式や動作原理の解明は、繊毛病の発症メカ
ニズムの解明に大きく寄与するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトのほとんどの細胞には一次繊毛という細胞膜から突出したオルガネラが存在す

る。そこには様々な受容体やイオンチャネルが局在し、外部からのシグナル（機械的シ

グナルやヘッジホッグなどの発生シグナル分子）を感知するアンテナとして機能する。

一次繊毛の異常は多様な重篤症状（嚢胞腎、網膜変性、骨形成異常、病的肥満、精神遅

滞、内臓逆位、多指、不妊など）を呈する『繊毛病』を引き起こす。繊毛病の原因遺伝

子のなかには、繊毛内のタンパク質輸送に関与するものが多いことが判明している。し

かし、多数のサブユニットから成る繊毛内タンパク質輸送装置（intraflagellar transport 
machinery: 以降では IFT 装置と呼ぶ）の構造や機能を効率良く解析する技術が確立され

ていなかったため、IFT 装置の構築様式や動作原理、IFT 遺伝子の変異による繊毛病発

症の分子基盤はわかっていなかった。 

 
２．研究の目的 

 IFT装置にはモーター

タンパク質のキネシン-
2 と共役して、繊毛基部

から先端への順行輸送

を担う IFT-B 複合体、ダ

イニン-2 と共役して逆

行輸送を担う IFT-A 複

合体、および G タンパ

ク質共役受容体（GPCR）
などの積み荷タンパク

質を IFT 複合体と連結

する BBSome 複合体が

関与する（図 1）。この IFT 装置に含まれるタンパク質は合計で 40 種類以上にもなり、

分子複合体がさらに相互作用することによって超複合体を形成している。本研究では

IFT 装置の構築様式（サブユニット間の相互作用様式）や各サブユニットの働きを解明

することを第一の目的とした。 
 一次繊毛の根元には Transition zone（TZ）と呼ばれる拡散障壁がある（図 1）。TZ は

20 種類以上のタンパク質から構成されていることや TZ 遺伝子の変異が繊毛病の原因

となることが知られている。TZ によって細胞質と繊毛が隔てられているため、50kDa 以

上のタンパク質は拡散では出入りできない。ところが、IFT 装置は 1MDa を超えるにも

かかわらず TZ を通過できる。TZ が繊毛タンパク質をどのように選別しているのか、

そのメカニズムはわかっていない。本研究では、TZ の構築様式や各サブユニットの働

きを解明することを第二の目的とした。 
 IFT 装置にはモータータンパク質のキネシン-2 とダイニン-2 が結合している。順行輸

送の時はキネシン-2 だけが働き、逆行輸送の時はダイニン-2 だけが働いているはずで

ある（図 1）。しかし、2 つのモーターが切り替わるメカニズムはわかっていない。本研



 

 

究では、繊毛に局在するキナーゼによるリン酸化が IFT 装置の働き制御しているという

仮説のもと、繊毛に局在するキナーゼの ICK/CILK1 の機能を解明することを第三の目

的とした。 
 
３．研究の方法 

 本研究では、申請者がこれまでに開

発した『観るだけでわかるタンパク質

間 相 互 作 用 解 析 法 ： visible 
immunoprecipitation (VIP)アッセイ』

（Katoh et al. (2015) J. Cell Sci.）と『改

良型 CRISPR/Cas9 ゲノム編集法』

（Katoh et al. (2017) Mol. Biol. Cell）を

用いて IFT 装置などの解析を行った。

さらに、『膨張顕微鏡法（Expansion 
microscopy) 』と Airyscan 超解像顕微

鏡を組み合わせ、試料の膨張に伴う単

位体積あたりの蛍光シグナルの低下を補うためのツール『Amplibody』を独自に開発す

ることによって、繊毛、中心小体、TZ などの微細構造の超解像イメージング解析法を

確立した（Katoh et al. (2020) Mol. Biol. Cell）。本研究では、生化学、遺伝学、形態学と

いう全く異なるアプローチに基づく方法を組み合わせることで、繊毛内タンパク質輸送

システムを多角的に解析した（図 2）。 
 

４．研究成果 

(1) ヘテロ三量体キネシン-2 と IFT-B 複合体の相互作用部位の同定とその役割の解明 

 IFT 装置はモータータンパク質であるヘテロ三量体キネシン-2（KIF3A-KIF3B-KAP3）
の働きによって繊毛の根本から先端への順行輸送を行う。しかし、ヘテロ三量体キネシ

ン-2 が IFT 複合体のどのサブユニットを介して相互作用しているかは不明であった。

本研究では VIP アッセイを用いて、ヘテロ三量体キネシン-2 が IFT-B 複合体の 4 サブ

ユニット（IFT38-IFT52-IFT57-IFT88）を介して相互作用することを明らかにした。さら

に、KIF3B をノックアウト（KO）した細胞の繊毛形成不全は、野生型の KIF3B を外因

的に発現させることで回復するが、IFT-B との結合が損なわれた変異型では回復しない

ことを示した。これらの結果から、ヘテロ三量体キネシン-2 と IFT-B 複合体との相互作

用は、IFT 装置の順行輸送および繊毛形成に不可欠であることがわかった（Funabashi et 
al. (2018) J. Cell Biol.）（図 3）。 
 
(2) ダイニン-2 複合体の構築様式の解明とサブユニットの機能解析 

 ダイニン-2 複合体は IFT 装置の逆行輸送に必須のモータータンパク質である。ダイ

ニン-2 複合体を構成するサブユニットは 11 種類知られていたが、ダイニン-2 複合体の

構築様式は完全には解明されていなかった。そこで VIP アッセイを駆使した解析を行

い、これまで知られていなかった WDR60 と TCTEX1D2-DYNLT1/DYNLT3 二量体との

間の相互作用などを同定し、ダイニン-2 複合体が、DYNC2H1-DYNC2LI1、WDR34-



 

 

DYNLL1/DYNLL2-DYNLRB1/DYNLRB2、WDR60-TCTEX1D2-DYNLT1/DYNLT3 の 3 つ

のサブ複合体に分けられることを見出し、ダイニン-2 複合体の構築様式の全体像を明ら

かにした（図 3）。次に CRISPR/Cas9 を用いてダイニン-2 の中間鎖 WDR60-KO 細胞と

軽鎖 TCTEX1D2-KO 細胞を樹立した。これらの KO 細胞では、繊毛タンパク質の逆行輸

送に障害が見られ、WDR60-KO 細胞ではダイニン-2 複合体の組み立てがうまくいかな

いためか、より重篤な障害が見られた。TCTEX1D2 と結合できない WDR60 変異体を外

因的に発現させると、逆行輸送が TCTEX1D2-KO 細胞と同等のレベルにまで部分的に

回復した。これらの結果から、WDR60 はダイニン-2 複合体において主要な役割を果た

し、TCTEX1D2 は補助的な役割を果たしていることがわかった（Hamada et al. (2018) Mol. 
Biol. Cell）。 
 ダイニン-2 複合体の各サブユニットの役割を明らかにするため、中間鎖 WDR34 の機

能解析を行った。まず VIP アッセイにより、WDR34 は異なる部位を介して 2 つの軽鎖

である DYNLL1/DYNLL2 および DYNLRB1/DYNLRB2 と相互作用することを明らかに

した。次に様々な WDR34 変異体を外因的に発現させた WDR34-KO 細胞の表現型解析

により、WDR34 と軽鎖の相互作用が繊毛タンパク質の逆行輸送に必要であることが判

明した。さらに、WDR34 の N 末領域（軽鎖結合部位を含むが WD40 ドメインを欠く）

を発現させると、ドミナントネガティブな逆行輸送阻害が生じることを見出した。この

現象は WDR34 の N 末領域が WDR60 または軽鎖との相互作用を阻害するためと考えら

れる。これらの結果から、DYNLL1/DYNLL2 および DYNLRB1/DYNLRB2 が WDR34 中

間鎖との相互作用を介してダイニン-2 複合体に組み込まれることが、繊毛内の逆行輸送

にとって必須であることがわかった（Tsurumi et al. (2019) Mol. Biol. Cell）。 
 

(3) IFT-A 複合体と IFT-B 複合体の間の相互作用部位の同定とその役割の解明 

 IFT 装置は繊毛タンパク質の順行輸送と逆行輸送に加えて、繊毛ゲートを越えるタン

パク質の繊毛内への移行および繊毛外への排出も仲介している。IFT 装置は、IFT-A 複

合体と IFT-B 複合体という 2 つのマルチサブユニット複合体から成るが、この 2 つの複

合体がどのように協同して繊毛内タンパク質輸送を仲介しているのかについてはほと

んどわかっていなかった。そこで本研究では VIP アッセイによる解析を行い、IFT-A 複

合体の IFT144–IFT122 と IFT-B 複合体の IFT88–IFT52 が、複合体同士の相互作用を媒介

していることを発見した。IFT88-KO 細胞に IFT-A 複合体との相互作用が減弱した

IFT88(Δα)変異体を発現させると、IFT88-KO 細胞で見られた繊毛形成不全が部分的に

回復した。しかし、IFT88(Δα)発現細胞では、IFT-A 複合体の繊毛内への侵入障害、IFT-
B タンパク質の繊毛先端への異常蓄積、GPCR の繊毛内移行障害が見られた。さらに、

繊毛先端部に過剰に蓄積した IFT タンパク質は細胞外小胞として放出されていた。これ

らの表現型は IFT144-KO 細胞の表現型に類似していた。以上の観察結果から、IFT-A 複

合体は IFT-B 複合体と協同することによって、繊毛先端からの逆行輸送だけでなく、

GPCR の繊毛内移行も仲介していることが明らかになった（Kobayashi et al. (2021) Mol. 
Biol. Cell）。 
 

(4) TZ を構成する MKS1–B9D2–B9D1 三者複合体の機能解析 

 細胞膜から突出した構造である繊毛は、細胞体とは異なるタンパク質と脂質の組成を



 

 

維持している。繊毛の基部に存在するトランジションゾーン（TZ）と呼ばれる構造は、

繊毛の内部と外部を隔てるバリアとして機能している。TZ は膜貫通型および可溶性の

多くのタンパク質によって構成されていることが知られている。MKS1、B9D1/MKS9、
B9D2/MKS10 は、メッケル症候群（MKS : Meckel syndrome）の原因遺伝子によってコー

ドされている可溶性の TZ タンパク質であり、共通して B9 ドメイン（B9D）を有して

いる。本研究では、これらの B9D タンパク質が MKS1–B9D2–B9D1 の順で三者複合体

を形成すること、これらの TZ への局在化は相互依存的であることを明らかにした。

MKS1-KO 細胞と B9D2-KO 細胞の表現型解析から、B9D タンパク質は繊毛の形成に必

須ではないが、正常な繊毛形成には必要であることが明らかになった。これらの KO 細

胞を用いたレスキュー実験によって、B9D タンパク質複合体の形成が繊毛膜タンパク

質に対する拡散障壁を構築するために不可欠であることが示された（Okazaki et al. 
(2020) Mol. Biol. Cell）。 
 
(5) 繊毛に局在するリン酸化酵素 ICK/CILK1 の機能解析 

 ICK/CILK1 は、繊毛の先端に局在するリン酸化酵素であり、その機能不全は繊毛病の

原因となることが知られている。しかし、ICK がどのようにして繊毛の先端部に輸送さ

れ機能するのかわかっていなかった。VIP アッセイを用いた解析により、ICK の C 末端

の非触媒領域が IFT-B 複合体と相互作用し、ICK の繊毛先端部への輸送に関与している

ことを明らかにした。次に、全反射蛍光顕微鏡観察により、ICK が IFT 装置と同様に繊

毛内を双方向に移動していることが明らかになった。さらに、ICK-KO 細胞では、IFT 装

置や GPCR の逆行輸送が著しく阻害されることがわかった。また、ICK-KO 細胞では、

IFT タンパク質が膨らんだ繊毛の先端部に蓄積し、それが細胞外小胞として放出されて

いる様子がライブイメージングにより観察された。ICKの様々なコンストラクトを ICK-
KO 細胞で発現させたところ、ICK の機能には IFT 依存性の輸送だけでなく、ICK のキ

ナーゼ活性や ICK 自身が持つ TDY モチーフでのリン酸化が不可欠であることがわかっ

た。これらの結果から、IFT 装置によって繊毛先端部に輸送された ICK によるタンパク

質のリン酸化が繊毛内タンパク質の正常な逆行輸送に必須であることが示された

（Nakamura et al. (2020) J. Biol. Chem.）。 
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