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研究成果の概要（和文）： 
一次繊毛は細胞表面から突出する細胞内小器官であるが、そこには 650 種以上もの蛋白が局

在する。Inv は内臓逆位とともに嚢胞腎を発症する inv マウスの責任遺伝子産物である。人に
おいては、2 型若年性ネフロン癆（NPHP2）の原因遺伝子でもある。我々は、Inv がこれまで
見出されていなかった一次繊毛基部領域に局在することを発見し、この領域を「Inv コンパー
トメント」と名づけた。さらに本研究において、Nphp3, Nphp9/Nek8 蛋白が Inv コンパートメ
ントに局在することを見出した。また、Nphp3, Nphp9/Nek8 のコンパートメント局在は Inv に
より制御されていた。Inv, Nphp3, Nphp9/Nek8 の欠失マウスは内臓逆位とともに嚢胞腎を発症す
るため、我々が見出した繊毛基部領域は、繊毛内における反応場として機能していることが推
測される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Primary cilia have diverse functions in cell signaling pathways, including mechanosensation and 
hedgehog signaling. More than 650 proteins are now identified to localize in the cilium. Inv, which 
is a mouse homolog of human Nphp2, is responsible for situs inversus and multiple renal cysts of 
the inv mutant mouse. Inv is localized at a distinctive proximal segment of the primary cilium, 
which we have named as the Inv compartment of the cilium. Nphp3 and Nek8/Nphp9 are also 
localized to the Inv compartment in wild type cells. Interestingly, the compartment localization of 
Nphp3 and Nek8/Nphp9 are lost in Inv mutant cells. Introduction of an Inv gene into Inv mutant 
cells restores in the compartment localization, suggesting that the compartment localization of 
Nphp3 and Nek8/Nphp9 is dependent on Inv function.  
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センサーとして機能することが報告され、一
次繊毛は組織や細胞ごとに多様な役割を果
たすことが明らかとなった (Hirokawa N Cell, 
2006 / Singla V Science, 2006)。一次繊毛の多様
な機能は、一次繊毛に局在する蛋白質の違い
により規定されると考えられる。繊毛機能の
全貌を理解するには、繊毛蛋白質の局在制御
メカニズムの解明が必須であるが、未だその
制御機構は明らかになっていない。解析が遅
れていた要因として、in vitro で容易に一次繊
毛を形成しうるマウス由来細胞株が樹立さ
れていなかったことや、ライブ（生細胞）で
の一次繊毛観察が容易でなかった点があげ
られる。 
 

inv（inversion of embryonic turning）マ
ウスは内臓逆位とともに嚢胞腎を発症する
変異体として我々の研究室で作出し原因遺
伝子を同定したマウスである（Yokoyama T 
Science, 1993, Mochizuki T Nature, 1998）。し
かし、Inv 蛋白質の機能は未解明である。 

平成 17-18 年度若手研究 B（解剖学）研
究において、高解像度で腎尿細管上皮細胞
の一次繊毛観察を行う実験系を構築し、inv 
マウス細胞一次繊毛のメカノセンサー機能
を解析した（Shiba D Cell Struct. Funct., 2005）。
引き続いて採択された平成 19-20 年度若手
研究 B（解剖学）で、in vitro で一次繊毛を
形成可能なマウス腎尿細管由来細胞株の樹
立に成功し、GFP 融合 inv 蛋白や抗 inv 抗
体を作成・利用し、inv 蛋白質が繊毛基部に
局在することを明らかにした（図 1）。繊毛
内にこのような分子の偏りが存在すること
を初めて発見し、inv 蛋白質が局在する繊毛
基部領域を「Inv compartment」と名付けた
（Shiba D  J. Cell Sci., 2009）。 
 
２．研究の目的 

細胞には細胞表面から突き出した一次繊毛
という細胞内小器官が存在する。繊毛には 
650 種以上の蛋白質の存在が報告されてい
るが、繊毛内での蛋白質局在制御メカニズム
は未解明である。最近、繊毛基部領域にこれ
まで見出されていなかった蛋白局在の偏り
があることを発見した（Shiba D  J. Cell Sci., 
2009）。これは繊毛機能を分子レベルで解明
する上で足がかりになる成果であり、一次繊
毛内の分子コンパートメント研究へと発展
させることが研究の全体構想である。本研究
の目的は、繊毛内に新しく見出した分子領域
が単一蛋白に特有でなく、他の繊毛蛋白にも
関係することを明らかにし、この領域内の新
規蛋白局在制御機構を解明することである。 

 
３．研究の方法 
Nphp 責任遺伝子のクローニングは mKIAA 
もしくは FANTOM ライブラリーを利用し 
PCR 法により行った。 
種々の遺伝子発現コンストラクト（GFP, 
mKO2, Myc, GST, FLAG, mcherry）は 適切な
制限酵素を用いて作成した。 
細胞は 0.5% FBS 入りの DMEM/F12 培地で
37 度 CO2 制御恒温機で維持した。培養シャ
ーレにはコラーゲン type IV コートシャーレ

Inv
compartment

基底小体 inv

図1. 一次繊毛の免疫電子顕微鏡写真
inv 蛋白質は繊毛基部に局在する。
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図2 Inv, Nphp3, Nphp9/Nek8 は
繊毛基部に集積する



を用いた。 
繊毛の可視化は抗アセチル化チューブリン
抗体および抗ガンマチューブリン抗体を用
いた。 
細胞写真はオリンパス社製 IX71 蛍光顕微鏡
に CCD カメラを接続し取得した。繊毛の直
径が 0.25Pm であるため、解像度の高い CCD
カメラ（QE）選択した。 
画像解析はソフトウェア MetaMorph を使用
して行った。 
蛋白間相互作用は、pull down 法および免疫
沈降法で取得したサンプルをウェスタンブ
ロティングで検出することにより評価した。 
 
４．研究成果 

マウス inv 遺伝子のヒトホモログは 2 型
若年性ネフロン癆（NPHP 2）の責任遺伝子で
あり、NPHP 疾患遺伝子は他に 8 つが報告
されている（ Salomon R Pediatr Nephrol., 
2008）。これらと Inv 蛋白質との共局在は不
明であるため、これらのマウス遺伝子をクロ
ーニングした。GFP タグを付加した融合蛋白
コンストラクトを細胞にトランスフェクシ

ョンし、蛋白の繊毛内局在を調べたところ、                        

NPHP 疾患遺伝子産物のうち Nphp3 およ
び Nphp9/Nek8 は Inv 蛋白質と同様に繊毛
基部に局在した(ac-tubulin 染色と比較)。し
かし、繊毛の根元構造である基底小体には局
在しなかった（r-tubulin 染色と比較）（図２）。
さらに、蛋白シグナルを画像解析（line scan）
したところ、Inv・Nphp3・Nphp9/Nek8 の局
在は完全に一致した。 

 
Inv 蛋白の機能を調べるために、Inv 欠失

細胞において GFP 融合 Nphp3・Nphp9/Nek8
を強制発現させたところ、Nphp3・Nphp9/Nek8
はどちらも Inv compartment へ局在しなかっ
た。さらに、全長 Inv 蛋白を共発現させたと
ころ、失われていた Nphp3・Nphp9/Nek8 の
Inv コンパートメント局在は完全に回復した。
これらの結果から Inv が Nphp3・Nphp9/Nek8
の繊毛局在を制御していると想定された。 

 
また、Inv と Nphp3・Nphp9/Nek8 の結合

を調べるために、pull down 法および免疫沈
降法により調べたところ、どちらも Inv と共
沈した（図 3 A, B）。以上から、Inv・Nphp3・
Nphp9/Nek8 は Inv compartment で複合体
を形成しており、Inv 蛋白質が主として複合
体の局在を制御していると想定された。 
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〔その他〕 
その他活動 
・ 繊毛研究会の立ち上げ 
国内で繊毛研究を行っている研究者は多数
いるが、その情報交換を効率的に行うために、
繊毛研究会を立ち上げた。数名の研究メンバ
ーとともに会の発足に貢献した。 



http://www.geocities.jp/cilia_club/ 
第一回研究会を 2010 年 11 月 13 日「繊毛の
構造と機能のインターフェイス」と題し、基
礎生物学研究所 （明大寺地区） 会議室（111
号室）で行った。 
 
・ 学術講演会 
2010 年 11 月 16 日 「嚢胞性腎疾患と一次繊
毛機能」と題し、大塚製薬徳島研究所 （徳
島） で学術講演会を行った。 
 
ホームページ等 
http://www.f.kpu-m.ac.jp/k/anat2/Projects/thema
2.html 
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