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研究成果の概要（和文）：細胞外ストレスに対する一次繊毛の変化について，複数のストレスを検討した結果，
高浸透圧ストレスにより一次繊毛が短縮および消失することを見出した。また，この高浸透圧ストレスによる一
次繊毛の短縮・消失は一次繊毛基部の中心体周辺タンパク質の消失を伴うこと，細胞質全体の微小管およびアク
チン線維の過剰形成を伴うことを見出した。さらに，細胞内の微小管およびアクチン線維の重合を阻害すること
で高浸透圧ストレスによる一次繊毛の短縮・消失，および中心体周辺タンパク質の消失が抑制されることを見出
した。以上より，高浸透圧ストレスが細胞骨格過剰形成依存的に一次繊毛の短縮・消失を引き起こすことを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：We examined multiple stresses for changes in primary cilia in response to 
extracellular stress and found that hyperosmotic stress caused shortening and loss of primary cilia.
 We also found that the shortening and loss of primary cilia due to hyperosmotic stress was 
accompanied by the loss of peri-centrosomal proteins at the base of primary cilia and by the 
hyper-formation of microtubules and actin fibers in the entire cytoplasm. Furthermore, we found that
 inhibition of polymerization of intracellular microtubules and actin fibers suppressed hyperosmotic
 stress-induced shortening and loss of primary cilia and loss of peri-centrosomal proteins. Taken 
together, these results demonstrate that hyperosmotic stress induces shortening and loss of primary 
cilia in a manner dependent on hyper-formation of intracellular cytoskeleton.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 一次繊毛　中心体　ストレス　浸透圧変化　微小管　アクチン線維
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一次繊毛は人体の発生や形態形成に重要な役割を担っており，これまで多くの遺伝性先天性形態異常との関連が
「線毛病」として研究されてきた。本研究により細胞外ストレスによる非遺伝性の一次繊毛の形態異常が提示さ
れたことで，今後は環境因子による線毛病の発症を探究する新しい研究が展開されることが大いに期待される。
また一次繊毛消失とがん化は密接に関わっていると考えられており，今回得られたストレスによる一次繊毛の短
縮・消失は環境因子による細胞がん化のメカニズムの一端を説明する可能性もあり，将来的な疾患理解につなが
ることが期待される。更に，一次繊毛短縮・消失を抑制する処理はそれらがん化を阻止する方法に発展しうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(１) 一次繊毛は細胞表面に一本だけ突き出た細長い構造体である。この構造体は哺乳類から魚
類まで脊椎動物全般において，からだを構成する多くの細胞で見られる。一次繊毛には受
容体やチャネルが集積し，細胞外のシグナルを局所で受容する“アンテナ”の働きを担っ
ている。 
 

(２) 一次繊毛は細胞周期や受容体のリガンド刺激に応答して伸縮する構造的可塑性も持って
いる（Phua et al. Cell 2017）。一次繊毛の形成不全は胚発生の初期から中期において重篤
な発生異常（心臓や神経系の形成不全など）を引き起こし，胎生致死を招く。一次繊毛が
不完全に形成されたり一次繊毛のアンテナ機能に失調があったりすると，網膜，腎臓，脳，
指形成など，全身の様々な器官や組織に形態異常や機能破綻が生じる。近年，これらの先
天性異常と一次繊毛関連遺伝子の変異との関係が次々と明らかとなり，繊毛病 ciliopathy 
と呼ばれる疾患群として，世界中で研究が盛んに進められている。 
 

(３) 細胞周期やリガンド刺激による一次繊毛の伸縮が示すように一次繊毛は“動的”であるに
も関わらず，研究開始当初，繊毛病に見られる遺伝性の一次繊毛変化に関する研究のほと
んどは“静的”なアンテナ機能に着目したものであった。特に，環境因子やストレス因子
に依存した一次繊毛の変化や，その結果として生じうる『繊毛病“様”現象』については
研究の実施例がほとんどなく，未開拓の分野に近い状態であった。 

 
２．研究の目的 
 
(１) 本研究の目的は，第一に『ストレス依存的な一次繊毛の変化』を実証することである。ま
た発見したストレス依存的な一次繊毛の変化の分子基盤を明らかにすることを第二の目
標とする。これらをさらに広げ，それらストレス依存的な一次繊毛変化を原因とする繊毛
病様現象を実証し，一次繊毛変化を抑制する手段の構築を通し，ストレス依存的な一次繊
毛変化と繊毛病様現象を阻止することを目指す。究極的には，遺伝性繊毛病の中に潜んで
いると予想される遺伝性因子と環境因子の相乗効果によって生じる繊毛病重篤化に光を
当てる新視点を提供する。 

 
３． 研究の方法 
 
(１) がんなどの病的状態ではなく生理学的条件に近い状態で検証するために，細胞の形態が正
常に近く，正常組織形態を示しやすく，さらに一次繊毛の形成が良好な細胞としてマウス
腎臓髄質集合管上皮から樹立された mIMCD-3 細胞を実験材料とした。mIMCD-3 細胞を過密
培養することで上皮に分化させ，さらに細胞分裂を止めるために血清飢餓状態にすること
で大部分の細胞に一次繊毛を形成させた。 

 
(２) 上皮に分化し一次繊毛を形成したmIMCD-3 細胞を正常状態の2倍程度の高浸透圧培地に曝
露し，化学固定した後，一次繊毛のマーカーである ARL13B に対する抗体を用いて一次繊
毛を免疫染色し，共焦点顕微鏡を用いて三次元的に一次繊毛の長さを測定した。 
 

(３) くわえて，一次繊毛の基部に局在する ODF2，γチューブリンに対する抗体を用いた免疫染
色を行い，それらのタンパク質の細胞内局在を共焦点顕微鏡を用いて観察および解析した。 
 

(４) 高浸透圧ストレスによって起こる一次繊毛の変化の経時変化を検証するために，
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術を介したノックイン細胞を樹立した。ノックインで
は一次繊毛に局在する ARL13B のカルボキシ末端に蛍光タンパク質 Venus を挿入した。樹
立したノックイン細胞を用いてタイムラプス共焦点顕微鏡法により一次繊毛の形態変化
を三次元的に撮影した。 
 

(５) 細胞内の超微細形態をさらに検証するために，高浸透圧ストレスに曝露した細胞を強力に
化学固定し，超薄切片を作製し透過電子顕微鏡により一次繊毛の形態，一次繊毛基部の形
態，細胞内細胞骨格の形態を観察した。 

 
(６) 高浸透圧ストレスによって起こる一次繊毛の変化に寄与する分子を同定するために，細胞
骨格に着目し阻害剤を用いて検証した。アクチン線維の形成を阻害する Laturunculin A，
微小管の重合を阻害する Nocodazole の効果を検討した。 

 



４．研究成果 
 
(１) 高浸透圧ストレスに曝露したmIMCD-3細胞の免疫染色サンプルを共焦点顕微鏡を用いて三
次元的に観察した結果，浸透圧強度依存的に一次繊毛を有する細胞が減少することが明ら
かとなった（下グラフ A）。また，残っている一次繊毛の長さも浸透圧強度依存的に減少す
ることが明らかとなった（下グラフ B）。 
 

(２) 一次繊毛に加えて，高浸透圧ストレスに曝露した mIMCD-3 細胞の中心体周辺タンパク質の
免疫染色サンプルを共焦点顕微鏡で観察した結果，γチューブリンや ODF2 が浸透圧強度
依存的に消失することが明らかとなった（下グラフ Cおよび D）。興味深いことに，高浸透
圧ストレスによる中心体周辺タンパク質の消失はタンパク質ごとに応答が異なることが
明らかとなった（下グラフ C と D の比較）。また，高浸透圧ストレスに対する応答は中心
体周辺タンパク質の方が一次繊毛よりも敏感であることが明らかとなった（下グラフ A，C，
Dの比較）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(３) ゲノム編集で樹立した蛍光タン
パク質標識 ARL13B の生理学的レ
ベル安定発現ノックイン細胞株
を用いて，共焦点顕微鏡による三
次元タイムラプスイメージング
を行った結果，高浸透圧ストレス
への曝露から 2 時間経過する頃
から急激に一次繊毛が短縮することが明らかになった（上図 E）。 
 

(４) 高浸透圧ストレスに曝露した mIMCD-3 細胞を透過電子顕微鏡で観察した結果，興味深いこ
とに，高浸透圧ストレスによる一次繊毛基部中心体周辺タンパク質の消失にも関わらず中
心体のコア構造自体は保たれていることが明らかとなった（左下写真 F）。 
 

(５) 高浸透圧ストレスに曝露した mIMCD-3 細胞内の細胞骨格の状態を，抗チューブリン抗体あ
るいは蛍光標識されたアクチン線維結合分子ファロイジンを用いて可視化したのちに共
焦点顕微鏡で観察した結果，高浸透圧ストレスによって細胞質全体において微小管やアク
チン線維が過剰に形成されることが明らかとなった（下写真 Gおよび H）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
(６) 高浸透圧ストレスによる細胞骨格の変化が一次繊毛の短縮や消失，中心体周辺タンパク質
の消失などに関わっているという仮説を立て，細胞骨格形成阻害剤を用いた検証実験を行
った。微小管重合を阻害する Nocodazole で細胞を処理した結果，高浸透圧ストレスによ
る一次繊毛の短縮・消失が抑制された（グラフ I と J）。同様に Nocodazole 処理により高
浸透圧ス
トレスに
よる中心
体周辺タ
ンパク質
の消失も
抑制され
た（グラ
フKと J）。 
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(７) アクチン重合阻害剤 Laturunculin A で細胞を処理した結果，高浸透圧ストレスによる一
次繊毛の短縮・消失が抑制された（グラフ Mと N）。同様に Latrunculin A 処理により高浸
透圧ストレスによる中心体周辺タンパク質の消失も抑制された（グラフ Oと P）。興味深い
ことに，アクチン線維形成阻害による高浸透圧ストレス依存的な一次繊毛短縮と消失の抑
制は，微小管重合阻害による抑制よりも軽微であった（グラフ I，J と M，N の比較）。し
かし，それにも関わらずアクチン線維形成阻害は高浸透圧ストレスによる中心体周辺タン
パク質の消失をほぼ完全に抑制した（グラフ M，Nとグラフ O，Pの比較）。 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

(８) 以上の一連の結果から，高浸透圧ストレスにより一次繊毛が短縮および消失することが示
された。さらに，この高浸透圧ストレス依存的な一次繊毛の短縮および消失は一次繊毛基
部に集積する中心体周辺タンパク質の消失を伴うことも示された。細胞骨格重合阻害の結
果より，これら高浸透圧ストレスによる一次繊毛短縮・消失と中心体周辺タンパク質の消
失は，細胞骨格過剰重合を介して起こる一方で，異なる経路を介していることが示唆され
た。これらの研究結果は各種学会で発表するとともに，英文論文にまとめた上でプレプリ
ントとして公開したのち学術雑誌に投稿した。 
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