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研究成果の概要（和文）：　一次繊毛は、細胞外のシグナルを受容するアンテナとして機能し、その構造・機能異常が
多くの疾患を惹起する。細胞が細胞周期を脱してG0期に移行すると一次繊毛は形成され、細胞周期に戻ると消失するが
、一次繊毛の形成・消失を制御する分子メカニズムについては不明な点が多く残されている。本研究において、我々は
一次繊毛形成に重要な役割を担う中心小体タンパク質群であるCP110、Kif24が結合する新規タンパク質Talpid3を同定
した。我々は、Talpid3と繊毛性疾患原因タンパク質Cep290が、繊毛小胞形成を制御することにより、一次繊毛形成の
初期段階に寄与することを示した。

研究成果の概要（英文）：Primary cilia function as cell’s antenna and malfunction of this organelle 
causes various diseases called ciliopathy. Once cells exit cell cycle and go to quiescent phase, a 
primary cilium is formed. On the other hand, the primary cilium disappears when cells reenter to cell 
cycle. However, molecular mechanisms underlying assembly and disappearance of primary cilia are unclear. 
Here, we identified Talpid3 to associate with centriolar proteins CP110 and Kif24, requisite proteins for 
regulation of primary ciliogenesis. We showed that Talpid3 and Cep290, a causal protein of ciliopathies, 
play an essential role in early stage of primary ciliogenesis by controlling ciliary vesicle formation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 繊毛（cilia/flagella）は、細胞の運動性や感
覚受容に重要な役割を担っている。近年、繊
毛構造・機能の異常が、多数の疾患（繊毛性
疾患）を惹起することが明らかにされつつあ
る。これらの疾患の症状は、嚢胞腎、網膜変
性、内臓逆位、無臭覚、呼吸異常、不妊症、
水頭症、肥満、糖尿病、高血圧、多指症など
多岐に渡り、その発症メカニズムの解明は重
要な課題となっている。 
 繊毛は、運動性繊毛と非運動性繊毛（一次
繊毛: Primary cilia）に分けられる。細胞運動
や細胞外液の移動に働く運動性繊毛に対し
て、ほとんど全ての哺乳動物細胞に存在する
一次繊毛は、受容器官（センサー）として機
能し、光、化学、機械刺激だけでなく Hedgehog, 
Wnt, PDGFといった発生や器官形成に必須の
シグナル分子も受容することが知られてい
る。分裂期（M期）の紡錘体形成に重要な働
きを担う中心小体(Centriole)は、細胞が細胞周
期を脱して G0 期に入ると、細胞膜近傍へ移
動して基底小体(Basal body)と成り、そこから
細胞膜外側へ微小管が伸展し一次繊毛が形
成される。一方、細胞が再び細胞周期に戻る
と、一次繊毛は消失する。しかしながら、細
胞の G0期移行に伴う一次繊毛形成、G0期離
脱に伴う一次繊毛消失の分子メカニズムは
未だほとんど分かっていない。 
 我々は、中心小体に局在するタンパク質で
ある CP110が Cep97と複合体を形成し、細胞
周期中の一次繊毛形成を抑制することを報
告した。さらに我々は、CP110-Cep97 の相互
作用分子として新規キネシン Kif24 を同定し、
Kif24 が中心小体に局在する微小管分解酵素
であり、その活性により細胞周期中の一次繊
毛形成抑制に寄与することを報告した。しか
しながら、Kif24 や CP110 による一次繊毛形
成制御機構は不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 上記の知見から、Kif24 や CP110 が哺乳動
物細胞における一次繊毛サイクル（一次繊毛
形成、消失）において、重要な役割を果たす
ことが想定された。そこで本研究では、これ
らのタンパク質による一次繊毛形成過程、消
失過程制御の分子機序を解明することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 HEK293T細胞を用いた過剰発現系により、
Kif24, CP110, Talpid3 と相互作用する分子を
網羅的に探索した。得られた候補分子と

Kif24, CP110の結合は免疫沈降法で調べた。
各タンパク質の細胞内局在や動態について
は、免疫染色法、GFP融合タンパク質を用い
たライブイメージングで調べた。また、繊毛
小胞は透過型電子顕微鏡を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
 Kif24, CP110と結合する因子として、新規
タンパク質 Talpid3を同定した。Talpid3は、
マウス、ニワトリ、ゼブラフィッシュを用い
た遺伝学的な解析から、一次繊毛形成に必要
であることが示されていたが、その作用機序
は不明であった。 
(1) Talpid3は CP110, Kif24, Cep97, Cep290と
結合する 
 Talpid3とCP110の結合を調べるために、Flag
タグを付加した Talpid3 を発現させた
HEK293T 細胞から抗 Flag 抗体を用いて免疫
沈降実験を行った。その結果、Flag-Talpid3
と内在性CP110の共沈降が観察された。次に、
Talpid3の特異抗体を作製し、免疫沈降実験を
行った。その結果、Talpid3 は CP110, Kif24, 
Cep97, 繊毛性疾患原因タンパク質 Cep290と
複合体を形成することが示された。 
(2) Talpid3は中心小体に局在する 
 (1)で作製した抗 Talpid3 抗体を用いて、
Talpid3 の細胞内局在を免疫染色法により調
べた。その結果、Talpid3は細胞周期を通じて
中心小体マーカーである Centrin2と共局在し
た。さらに、超解像顕微鏡を用いて、Talpid3
の中心小体上での局在を詳細に調べたとこ
ろ、Talpid3は中心小体の末端面(distal end)に
おいてリング状に局在することが分かった。 

(3) Talpid3は Centriolar satellitesの動態を制御
する 
 網膜上皮由来 RPE1 細胞において Talpid3
の発現抑制が一次繊毛形成に影響するか調
べたところ、先の報告から予想された通り、
一次繊毛形成率の低下が観察された。そこで、
Talpid3 が一次繊毛形成に寄与する分子機構
を明らかにするため、Talpid3と相互作用する
タンパク質を網羅的に探索した結果、
Centriolar satellites（中心小体近傍に存在する
粒状の構造物）に局在する PCM1と結合する



ことが示された。さらに Talpid3 の発現抑制
は、Cep290 の発現抑制と同様に、Centriolar 
satellites の中心小体近傍における凝集を引き
起こした。これらの結果から、Cep290と同様
に、Talpid3 は PCM1 との結合を介して、
Centriolar satellitesの動態に寄与することが示
唆された。 
(4) Talpid3と Cep290は Rab8の局在を制御す
る 
 Cep290が低分子量Gタンパク質 Rab8と結
合することが報告されていることから、
Talpid3と Rab8の結合を調べた結果、両者の
結合が確認された。Rab8は一次繊毛形成初期
に中心小体近傍に局在し、繊毛小胞形成に働
くことが示唆されている。そこで、Talpid3, 
Cep290発現抑制細胞における Rab8の局在を
免疫染色法、及びライブイメージングにより
調べた結果、Rab8の中心小体近傍への集積が
阻害されることが分かった。これらの結果は、
一次繊毛形成初期における Rab8 の中心小体
近傍への局在に Talpid3とCep290が必要であ
ることを示唆している。 

(5) 一次繊毛形成過程において Rab8 は
Talpid3, Cep290の下流で機能する 
 次に、Talpid3や Cep290の発現抑制による
一次繊毛形成異常が活性化型 Rab8、または
Rab8 のグアニンヌクレオチド交換因子
Rabin8 の過剰発現でレスキューされるか調
べた。その結果、活性化型 Rab8、Rabin8 の
発現によりTalpid3, Cep290発現抑制細胞の一
次繊毛形成率が回復することが分かった。こ
れらの結果から、一次繊毛形成経路において
Rab8 は Talpid3, Cep290 より下流で機能する
ことが示唆された。 
(6) Talpid3とCep290は繊毛小胞形成過程に必
要である 
 Rab8 が繊毛小胞形成に必要であることが
示唆されていることから、透過型電子顕微鏡
を用いてTalpid3, Cep290発現抑制細胞におけ

る繊毛小胞を観察した。その結果、Talpid3発
現抑制細胞では繊毛小胞が形成されず、
Cep290 発現抑制細胞ではコントロールと比
べて小さい繊毛小胞が観察された。これらの
結果から、Talpid3は繊毛小胞形成の初期段階
に必要であり、Cep290は繊毛小胞の拡大に必
要であることが示唆された。 

(7) まとめ 
 以上の結果から、哺乳動物細胞において、
Talpid3と Cep290は、低分子量 Gタンパク質
Rab8の局在、または活性化を制御することに
より、繊毛小胞形成の異なる段階を制御する
ことが示唆された。今後は、CP110, Kif24が
Talpid3, Cep290と相互作用する意義について、
明らかにする必要がある。 
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