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研究成果の概要（和文）：繊毛病の病態メカニズムを明らかにするために、繊毛病原因キナーゼIck、Makと相互
作用する分子のスクリーニングを行い、繊毛病原因遺伝子として知られるSdccag8を候補因子として同定した。
免疫沈降法によって、IckとMakはSdccag8のC末端領域 (Sdccag8-C)と相互作用した。また、Sdccag8-CはSdccag8
の基底小体への局在と繊毛形成に必要であることが明らかとなり、Sdccag8はIck、Makと機能的に相互作用して
いることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathophysiological mechanism of ciliopathy, we screened for
 molecules that interact with ciliopathy-causing kinases Ick and Mak, and identified Sdccag8, a 
known ciliopathy gene, as a candidate factor. Immunoprecipitation revealed that Ick and Mak interact
 with the C-terminal region of Sdccag8 (Sdccag8-C). In addition, we found that Sdccag8-C is required
 for the localization of Sdccag8 to the basal body and for cilia formation. Our results suggest that
 Sdccag8 functionally interacts with Ick and Mak.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 繊毛　リン酸化　タンパク質輸送　キナーゼ　繊毛病　網膜　ゲノム編集　マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトのSDCCAG8遺伝子において、SDCCAG8のC末端領域（Sdccag8-C）を欠失すると予想される変異が網膜変性をは
じめとした多様な臓器の障害と関連することが報告されている。私たちの結果より、Sdccag8-CはSdccag8の中心
体や基底小体への局在に必要なIckやMakとの結合モジュールを構成し、繊毛形成とそれに関連した臓器の発生や
恒常性維持に必須であることが示唆された。本研究により、SDCCAG8遺伝子の変異と関連した繊毛病の病態メカ
ニズムに対する知見を得ることができた。

※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 
繊毛は細胞の表面に形成される微小管を軸糸とした突起状の細胞小器官であり、進化的に幅

広い生物種にわたってその構造が保存されている。繊毛は大きく”動く繊毛”と”動かない繊
毛”に分類することができる。”動く繊毛”としては、運動能を有する精子の鞭毛や細菌やウイ
ルス等の異物の排出に関与する気道上皮の繊毛などが有名である。 
一方で、”動かない繊毛”（一次繊毛）は様々な種類の細胞に存在している。一次繊毛には受

容体が局在しており、細胞外からのシグナルを受け取る役割を持っている。例えば、発生期の
様々な種類の前駆細胞の繊毛はヘッジホッグシグナルの受容に関与しており、骨格系や神経系
をはじめとした個体の発生に不可欠の役割を担う。繊毛は生物の発生過程や恒常性の維持に重
要な役割を果たしており、ヒトにおいて繊毛の機能異常は、網膜色素変性症、難聴、無嗅覚症、
嚢胞腎、肥満・糖尿病、不妊、多指症、精神・神経疾患、水頭症などの「繊毛病」（Ciliopathy）
と呼ばれる一群の疾患を引き起こすことが知られているが、その発症メカニズムは不明な点が
多く、根本的な治療法は確立されていない。このような背景から、繊毛がどのように形成され機
能するのかを理解することは、繊毛病の治療法開発の基盤を構築する上で重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 脊椎動物の網膜は眼球の後方に位置する薄いシート状の中枢神経系の組織であり、主に 5 種
類の神経細胞から構成される。その中で網膜視細胞は外界からの光を受容し電気信号へと変換
する細胞として機能している。視細胞の繊毛は外節と結合繊毛から構成され、オプシンといった
光受容体タンパク質を外節に局在させることによって光を受け取っている。視細胞の繊毛の形
成や機能不全は、網膜色素変性症や錐体ジストロフィー、レーバー先天黒内障といった視細胞の
脱落や細胞死が観察され、最終的に失明へと至る疾患を引き起こすことが知られている。これら
の疾患の中でも、網膜色素変性症は比較的患者数の多い疾患であり、日本人における視覚障害の
原因として緑内障に次ぐ第 2 位となっている。網膜色素変性症は基本的に遺伝性の疾患として
知られており、日本人における網膜色素変性症の原因遺伝子のうち、繊毛関連遺伝子が約 80%を
占める。また世界的に見ても、網膜色素変性症の原因として繊毛関連遺伝子の変異が多いことが
報告されている。このように繊毛に関連する遺伝子の変異が網膜色素変性症に大きく寄与する
ことは明らかとなってきたが、発症や病態の分子メカニズムは不明な点が多い。また、網膜色素
変性症は指定難病として定められており、有効な治療法は未だ確立されていない。本研究では、
私たちがこれまで研究対象としてきた繊毛内におけるタンパク質輸送の制御の観点から、網膜
色素変性症の分子病態機構を解明し、治療法確立のための基盤構築を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 網膜色素変性症をはじめとした繊毛病の分子病態メカニズムを明らかにするため、繊毛内タ
ンパク質輸送制御因子 Ick と相互作用する分子を酵母ツーハイブリッド法により探索し候補因
子を得て、免疫沈降法によって Ick や、Ick とアミノ酸の相同性が高い Mak との結合部位を同定
した。結合部位を欠損するマウスを CRISPR/Cas9 法を用いたノックインにより作製し、網膜にお
ける組織学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
 網膜色素変性症などの繊毛病の分子メカニズムを調べるために、酵母ツーハイブリッド法に
よりIckと結合するタンパク質をスクリーニングしSdccag8を同定した。まず、私たちはHEK293T
細胞を用いた免疫沈降により、Ick と Mak が全長の Sdccag8（Sdccag8-FL）と相互作用すること
を確認した（図 1）。ヒト SDCCAG8 は 8 つの coiled-coil モチーフから構成されると予想されて
おり、これに基づいて N末端領域、真ん中の領域、C末端領域の 3つの領域に分割することがで
きる。Sdccag8 のどの領域が Ick や Mak と相互作用するか調べるために、私たちはマウス Sdccag8
を N 末端領域（Sdccag8-N）、真ん中の領域（Sdccag8-M）、C 末端領域（Sdccag8-C）の 3 領域に
分割し、それらと Ick あるいは Mak との相互作用を免疫沈降法により調べた。その結果、Ick と
Makは Sdccag8-Cとは相互作用したが、Sdccag8-Nや Sdccag8-Mとは相互作用しなかった（図1）。
これらの結果から、Ick と Mak は Sdccag8-C と相互作用することが示唆された。 
 Sdccag8-C の生体における役割を調べるために、私たちは CRISPR/Cas9 システムを用いて
Sdccag8ΔC/ΔC マウスを作製した。Sdccag8ΔC/ΔC マウスにおいては、Sdccag8-C をコードする DNA
配列の前に終止コドンと制限酵素 EcoRI の認識配列をノックインした（図 2a）。EcoRI 認識配列
は終止コドンの検出を促進するために挿入した（図 2b）。 
網膜における Sdccag8-C の役割を調べるために、私たちは野生型と Sdccag8ΔC/ΔC マウスの網

膜切片を用いた組織学的解析を行った。トルイジンブルー染色を行ったところ、生後 14 日目の
野生型と Sdccag8ΔC/ΔC マウス網膜では有意な差は認められなかったが、生後 6 週以降において
Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の視細胞層の厚みが進行性に薄くなっていた（図 3a, b）。一方、野生型
と Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の他の層の厚みには有意な差は見られなかった（図 3a, c）。これら



の結果から、Sdccag8ΔC/ΔC マウスは進行性の網膜視細胞変性を示すことが明らかとなった。
Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の外節を観察するために、私たちはロドプシン（桿体視細胞の外節のマ
ーカー）、青色オプシン（青色錐体視細胞の外節のマーカー）、緑色オプシン（緑色錐体視細胞の
外節のマーカー）に対する抗体を用いて網膜切片の免疫組織化学染色を行った。生後 14 日目の
Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜において外節の乱れと、ロドプシン、青色、緑色オプシンの視細胞の細
胞体への異所性の局在が観察された（図 3d）。Sdccag8 の視細胞における局在を調べるために、
私たちは Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の視細胞において Sdccag8 とアセチル化αチューブリンを免
疫染色し、野生型マウス網膜の視細胞と比較して Sdccag8ΔC/ΔC マウス網膜の視細胞では基底小
体における Sdccag8 のシグナルが減弱しており（図 3e）、Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の視細胞にお
いては Sdccag8 の基底小体への局在が弱くなっていることが示唆された。また、私たちはアセチ
ル化αチューブリンを免疫染色し、野生型マウス網膜と比較して Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜にお
いては視細胞の繊毛の数が有意に減少していた（図 3f, g）。予想に反して私たちは野生型マウ
ス網膜と比較して Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜においては、長い視細胞の繊毛が多くなっていた（図
3f, h）。これらの結果から、Sdccag8-C は視細胞の繊毛形成に必須であることが示唆された。 
 ヒトの SDCCAG8 遺伝子において、SDCCAG8 の C 末端領域を欠失すると予想される変異が網膜変
性をはじめとした多様な臓器の障害と関連することが報告されている。私たちの結果より、
Sdccag8-Cは Sdccag8の中心体や基底小体への局在に必要なIckや Makとの結合モジュールを構
成し、繊毛形成とそれに関連した臓器の発生や恒常性維持に必須であることが示唆された。本研
究により、SDCCAG8 遺伝子の変異と関連した繊毛病の病態メカニズムに対する知見を得ることが
できた。今後の Sdccag8 と Ick および Mak との関係に焦点を当てた研究により、詳細な繊毛病
の分子病態メカニズムの理解が進むことが期待される。 
 

図 1．Sdccag8 と Ick および Mak との相互作用 
a）Ick と Sdccag8-FL、Sdccag8-N、Sdccag8-M および Sdccag8-C との免疫沈降解析。 
b）Mak と Sdccag8-FL、Sdccag8-N、Sdccag8-M および Sdccag8-C との免疫沈降解析。 

 



図 2．Sdccag8ΔC/ΔCマウスの作製 
a）野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウスにおける Sdccag8 の C 末端領域周辺をコードする DNA 配列。 
b）野生型、Sdccag8ΔC/+、Sdccag8ΔC/ΔCマウスの PCR 解析。Sdccag8ΔC/+マウスと Sdccag8ΔC/ΔCマ
ウスからの PCR 産物は制限酵素 EcoRI により切断された。 
 

図 3．Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の解析 
a）生後 14 日齢、6週齢、3 か月齢の野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウスの網膜切片を用いたトルイジ
ンブルー染色。スケールバー：100μm 
b, c）aをもとに野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の ONL（b）と INL+IPL+GCL（c）の厚さを定
量化した。n.s.：有意差なし、***P<0.001（unpaired t test）。 
d）生後 14 日齢の野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウスの網膜切片を用いた免疫染色。スケールバー：50
μm（上）、100μm（真ん中、下） 
e）6週齢の野生型とSdccag8ΔC/ΔCマウスの網膜切片を用いた免疫染色。スケールバー：5μm（上）、
2μm（下） 
f）生後 14日齢の野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウスの網膜切片を用いた免疫染色。スケールバー：5
μm 
g, h）f をもとに野生型と Sdccag8ΔC/ΔCマウス網膜の視細胞の繊毛の数（g）と長さ（h）を定量
化した。*P<0.05、**P<0.01（unpaired t test）。 
OS：外節、IS：内節、ONL：外顆粒層（視細胞層）、INL：内顆粒層、IPL：内網状層、GCL：神経
節細胞層。 
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