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研究成果の概要（和文）：IFT-B複合体は繊毛内の軸糸微小管に沿った順行輸送を担う。SUMOタグを利用した多
サブユニット共発現系を用いてIFT-B複合体の16サブユニットの中からIFT74-81複合体、IFT22-74-81複合体につ
いて発現量の高いコンストラクトを得ることに成功し、大腸菌で共発現、精製し結晶化スクリーニングを行っ
た。しかし、精製した複合体は数日間で分解が進行し、結晶が得られることはなかった。そこでクライオ電子顕
微鏡を用いて、複合体を精製直後に凍結し測定したところ、分解前と考えられる棒状の粒子を確認することが出
来た。

研究成果の概要（英文）：The Intraflagellar transport (IFT)-B complex is involved in anterograde 
ciliary trafficking along the axoneme. Among 16 subunits of the IFT-B complex, IFT74-81 and 
IFT22-74-81 subcomplexes have been successfully expressed in E. coli using SUMO-tag and coexpression
 system. However, crystallization trials of the purified subcomplexes failed because of rapid 
protein degradation within a few days. By quick sample freezing after purification, a rod-like 
structure of IFT74-81 subcomplex was observed by cryo-EM single particle analysis.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究のSUMOタグを利用した共発現系によって、発現の困難だった多サブユニット複合体の発現が可能になっ
た。この手法はX線結晶構造解析だけでなくクライオ電子顕微鏡単粒子解析にも有効である。

※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 
鞭毛・繊毛は細胞の運動器官であるだけでなく、感覚器官としても重要な役割を果たしている。
特に、運動機能を持たない一次繊毛は、真核生物のほぼすべての細胞に存在し、外界の情報を感
知するアンテナ機能に特化したオルガネラである。一次繊毛の形成が正常に起こらないと、発生
段階で必要な細胞外からのシグナルを受容出来なくなり、繊毛病と呼ばれる重篤な疾患を引き
起こす。 
 外界の情報を感知するために、繊毛内部には様々なシグナル受容体が運び込まれている。シグ
ナル受容体の繊毛内への輸送は、IFT（intraflagellar transport）装置と呼ばれる巨大なタンパク質
複合体がモータータンパク質と結合して軸糸微小管に沿って移動することで達成されている。
IFT 装置は、いずれも多サブユニット複合体である IFT-A 複合体、IFT-B 複合体、BBSome から
構成される。IFT-B複合体がキネシン 2と結合することで、IFT装置とシグナル受容体は繊毛の
根元から先端まで順行輸送され、一方 IFT-A 複合体がダイニン 2 と結合することで先端から根
元へ逆行輸送される。シグナル受容体は IFT 複合体に結合した BBSome を介して繊毛内へと運
ばれる。IFT装置を構成するヒトの遺伝子に変異が生じると正常な繊毛形成が起こらず、繊毛病
を発症する。 

IFT装置は細胞内の輸送小胞コートタンパク質とドメイン構成に共通点（TPRなどのαソレノ
イド構造、βプロペラ構造、GTPase ドメインなど）があり、両者は共通の祖先タンパク質から
進化して来たと考えられている。しかし、繊毛内輸送は輸送小胞を介さないため、IFT装置は小
胞を覆うかご状のコートではなく、ラフト状の平板なコート様の形状を取る可能性が考えられ
るがその全体構造は未知である。 
 
２．研究の目的 

IFT装置の全体構造を解明するため、その中核部分から構造解析に着手する。IFT装置は IFT-
A 複合体、IFT-B 複合体、BBSome から構成されており、IFT-B 複合体は順行輸送を担う部分で
ある。クラミドモナスの鞭毛から単離された IFT-B複合体は高塩濃度で IFT-Bコア複合体と IFT-
Bペリフェラル複合体に解離する。IFT-Bコア複合体はチューブリン結合ドメインを持ち、軸糸
微小管の伸長にも重要な部分と考えられる。本研究は IFT-B 複合体の機能と構造の中核となる
IFT-Bコア複合体の立体構造解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 

IFT-B コア複合体は 10 サブユニットから成る約 530 kDa のタンパク質複合体である。本研究
では、研究代表者の改良した SUMO タグを利用した多サブユニット共発現系と、研究協力者の
開発した VIP（visible immunoprecipitation assay）アッセイに基づく立体構造の均一化を組み合わ
せることで、多サブユニット複合体の結晶構造解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）SUMOタグを利用した多サブユニット共発現系の構築 
最初に大腸菌共発現系MultiBacを用いてヒト IFT-Bコア複合体の 10サブユニットすべての共発
現系を構築したが、ほとんど発現が認められなかった。しかし、発現を促進するために SUMO
タンパク質と個々のサブユニットを融合することで、発現量が飛躍的に上昇することを見出し、
IFT-Bコア複合体を精製することが可能になった。VIPアッセイに基づいて相互作用するサブユ
ニットを組み合わせて共発現させると同時に、二次構造予測に基づきフレキシブルな領域をで
きるだけ削除し、安定で均一な部分複合体を取り出すことを試みた。 
（２）IFT74-81および IFT22-74-81複合体の精製と結晶化 
IFT-Bコア複合体はコア 1とコア 2に大きく分割される（図 1）。IFT-Bコア 1のうち、IFT74と
IFT81 はコイルドコイル 2 量体を形成し、コア 1 の中心的骨格となると予想される。IFT74 と
IFT81の N末端側の約 100アミノ酸および C末端側の約 60アミノ酸のフレキシブルな領域を削
除して共発現させることで、大腸菌で可溶性画分に発現する量が大幅に上昇することを見出し
た（図 2）。VIPアッセイに基づいて IFT22とも共発現させることで、IFT22-74-81の三者複合体
の精製にも成功した（図 2）。得られたサンプルを用いて結晶化スクリーニングを行った。しか
し、精製した複合体は数日間で分解が進行し、結晶が得られることはなかった。 
（３）IFT74-81複合体のクライオ電子顕微鏡単粒子解析 
精製サンプルが数日間で分解してしまうことから、結晶化に時間を要する結晶構造解析は困難
と考えられた。そこでクライオ電子顕微鏡を用いて、複合体を精製直後に凍結し測定したところ、
分解前と考えられる棒状の粒子を確認することが出来た。画像の二次元クラス分類で得られた
棒状の粒子を選択し（図 3）、三次元モデルを作成したところ、長さ 110Å程度で一部枝分かれし
たような棒状のマップが得られた（図 4）。 
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