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研究成果の概要（和文）：一次繊毛の異常により惹起される腎嚢胞形成の分子機構は不明である。本研究では、
一次繊毛基部（一次繊毛の外）に局在するkendrinの遺伝子発現抑制により、嚢胞腎が形成される分子機構を明
らかにするために研究をおこなった。申請者は、一次線毛内のINV-Cに局在するいくつかのタンパク質とkendrin
の相互作用を明らかにした。また、kendrinの結合タンパク質の解析から新規の繊毛タンパク質を同定した。さ
らに、kendrinの遺伝子破壊により、繊毛内タンパク質の局在が異常になる事を見出した。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism of renal cyst formation induced by abnormalities in 
primary cilia is unknown. This study was conducted to elucidate the molecular mechanism by which 
cystic kidneys are formed by suppression of gene expression of kendrin, which is localized at the 
base of primary cilia (outside of primary cilia). The applicant has clarified the interaction of 
kendrin with proteins localized to INV-C in the primary cilia. Analysis of kendrin interaction 
proteins identified a novel ciliary protein. Furthermore, we found that genetic disruption of 
kendrin causes abnormal localization of the protein in the primary cilia.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 中心小体　一次繊毛
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、一次繊毛外（基底小体）に局在するkendrinが、一次線毛内のタンパク質の局在に寄与することで
一次繊毛を介したシグナル伝達を調整している可能性が強く示唆される結果を得た。これは、嚢胞腎形成メカニ
ズム解明へのマイルストーンとして意義深いと考えられる。悪化した腎機能を回復させることは困難であるが、
本研究の成果をもとに嚢胞腎形成のメカニズム解明が進めば、病態の進行を防ぎ腎機能を悪化させない予防薬の
開発や、新規治療薬の開発の一助となる事が期待できる。

※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 
一次繊毛は細胞周期の G0期において細胞膜近傍に移動した中心小体（基底小体）を基に形
成されることが知られている。一次繊毛内に局在する蛋白質の機能異常は、網膜変性や内臓逆
位、多指症、水頭症、肥満などの全身性の症状を呈する遺伝性疾患である「繊毛病」として知
られており、腎臓では多くの場合、嚢胞が形成される。ネフロン癆(NPHP)も繊毛病の１つであ
り、間質の線維化を伴う腎髄質に嚢胞が形成され、患者の多くは思春期までに末期腎不全に至
る。 
本研究に先立って、細胞周期を通して中心小体に局在するタンパク質 kendrin のノックア
ウトマウスが、嚢胞腎、内臓逆位、口蓋裂、多指症、心臓発生異常などの繊毛病の症状を示し
胎生致死となることが報告された［Chen C.T., et al., Curr. Biol., 2014］。つまり、一次
繊毛内に局在しない kendrin の異常が繊毛病様の表現型を示していた。しかし、先行論文では
心臓発生異常にのみ着目し、腎臓の表現型に関しては詳細な解析は行われていない。また、申
請者は、樹立した kendrin-KO 細胞を用いて一次繊毛形成を誘導したところ、kendrin-KO 細胞
では一次繊毛形成率が有意に減少する事を見出した。しかしながら、依然として 50％近い
kendrin-KO 細胞で一次繊毛が形成されていた。また、kendrin-KO 細胞において一次線毛内の
コンパートメントであるINVコンパートメント（INV-C）に局在するNPHP原因遺伝子産物Nphp3
や Nphp16 の局在が減少している事が分かった。 
上記より、一次繊毛外にある基底小体に局在する kendrin が、一次繊毛内におけるタンパク
質の局在を制御する未知のメカニズムが存在するという可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
一次繊毛の異常により惹起される繊毛病は多様な病態を示す。嚢胞腎もその１つであるが、
その分子病態機構は不明である。本研究は、kendrin 遺伝子破壊細胞株を用いて一次繊毛外に
局在するタンパク質が、一次繊毛内のタンパク質局在を制御する新規のメカニズムがあると
いう仮説を基に、嚢胞腎形成の分子機構を明らかにする事を目的としている。特に、基底小体
に局在する kendrin が一次繊毛内の INV-C に局在するタンパク質と如何に連関するのかを明
らかにしたいと考えている。 

 
３．研究の方法 
当初の研究計画では、下記３つの解析手法により研究目的を達成する予定であった。 
① Kendrin が INV-C タンパク質群と相互作用する可能性について検討。 

 免疫沈降法を使った NPHP 原因遺伝子産物との kendrin の相互作用の解析。 
② 局所ビオチン標識法を用いた一次繊毛内タンパク質の解析。 

 野生型、または kendrin-KO 細胞において Cilia-BirA を用いた一次繊毛タンパク
質のビオチン標識化による解析をおこなう予定から、高活性型ビオチンリガーゼ
（TurboID）を kendrin と融合させた TurboID-kendrin を細胞内に発現させ一次繊
毛に局在する kendrin 結合タンパク質の同定に変更した。 

③ 透過型電子顕微鏡（TEM）を用いた kendrin-KO 細胞の一次繊毛の構造観察。 
 
４．研究成果 
申請者は、kendrin の遺伝子破壊細胞を樹立し、一次繊毛内の特定 NPHP 原因遺伝子産物が
局在する領域である INV-C において、この領域に特異的に集積する事が報告されているタン
パク質（Nphp3、Nphp16）の局在異常を見出した（図１）。 そこで、kendrin が INV-C に局在
するタンパク質と相互作用するかを免疫沈降法により解析をおこなったところ、このうちの
いくつかのタンパク質と相互作
用している可能性が考えられた
（研究方法①）。申請者は、当初
INV-Cタンパク質の局在化に関与
している可能性があるタンパク
質リン酸化酵素 Nphp9/Nek8 が
kendrin と相互作用し、他の INV-
C タンパク質の局在化の制御に関
与する可能性について検討した。
しかし、Nphp9/Nek8 と kendrin と
の相互作用を見出すことはでき
なかった。 
研究方法②に関して、一次繊毛
局在型ビオチンリガーゼ（Cilia-



BirA(R118G)）により一次繊毛タン パク質のビオチン
標識化をおこない、野生型と kendrin 遺伝子破壊をお
こなった細胞間で繊毛内局在タンパク質の違いを解析
する予定であった。しかしながら、Cilia-BirA(R118G)
の発現プラスミド DNA を細胞に遺伝子導入したところ、
Cilia-BirA(R118G)が一次繊毛だけでなく細胞質にも
局在する事がわかった。この状態では、一次繊毛内の
タンパク質だけでなく細胞質に局在する多くのタンパ
ク質がビオチンラベルされる可能性があり、当初通り
の研究計画を実行する事は出来ないと判断した。次に、
Cilia-BirA(R118G)を用いた一次繊毛タンパク質のビ
オチン化標識法の代替案として、kendrin にビオチン
リガーゼを融合したタンパク質を発現させ、kendrin
と相互作用する一次繊毛タンパク質に関して検討をお
こなった。ビオチンリガーゼに関しては、BirA(R118G)
よりも活性が非常に高い TurboID を使用した。

TurboID-kendrin は中心小体に局在し、この周辺のタンパク質をビオチン化する事が、免疫蛍
光染色より明らかになった。さらに、ビオチン化されたタンパク質の質量分析の結果、これま
で一次繊毛への局在が報告されていないタンパク質が kendrin の結合タンパク質として同定
された（図２）。また、免疫蛍光染色をおこない、これらのうち数種類が一次線毛内に局在し
ていることがわかった。現在は、これらのタンパク質が一次線毛形成や、一次繊毛を介するシ
グナル伝達へ関与するのかなどを検討している。 
研究方法③に関して、本研究をおこなっている最中に、TEM に設置されている CCD カメラが
故障してしまった。そこで、フィルムで kendrin-KO における中心小体の構造観察をおこなっ
たが、野生型と比較して明瞭な差異は見いだせなかった。現在は、中心小体を構成する様々な
分子に関して免疫蛍光染色をおこない、超解像顕微鏡（LSM900 Airyscan2）をもちいて構造異
常があるか解析をおこなっている。 
以上より、一次繊毛外（基底小体）に局在する kendrin が、一次線毛内のタンパク質の局在
に寄与することで一次繊毛を介したシグナル伝達を調整している可能性が強く示唆される結
果を得た（図３）。コロナ禍での緊急事態宣言や
オンライン講義の準備などによる教育エフォー
トの増加、また開始当初に予期できなかったト
ラブルなどにより、本研究課題は研究の遂行が
遅れてしまった。しかしながら、当初の研究計画
で明らかにしたいと考えていた「基底小体に局
在する kendrin が、一次線毛内のタンパク質の
局在を制御する」新規の分子機構解明に迫るデ
ータを得る事ができたことは、嚢胞腎形成メカ
ニズム解明へのマイルストーンとして意義深い
と考えられる。嚢胞腎形成のメカニズムは未だ
詳細が不明であるが、本研究で得られた知見を
もとに、この分子機構を一端が明らかにできる
ように引き続き研究をおこないたいと考えてい
る。 
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