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研究成果の概要（和文）：増殖休止細胞において形成される一次シリアと呼ばれる細胞内小器官の形成メカニズ
ム及び、一次シリアによる細胞周期制御機構の解明を進めてきた。本研究により、タンパク質分解の主要経路で
あるユビキチン・プロテアソーム系が一次シリアの形成に必要不可欠であることを示した。さらに、上皮成長因
子受容体EGFRによるシグナル伝達経路が、一次シリアの抑制因子のタンパク質分解を制御することを明らかにし
た。本研究成果により、一次シリアの形成と細胞周期が連関する分子メカニズムが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we show that ubiquitin-proteasome system controls the 
assembly and disassembly of primary cilia: CRL3-KCTD17 ubiquitin E3 ligase leads to 
poly-ubiquitination and degradation of trichoplein, a suppressor of ciliogenesis, thereby inducing 
ciliogenesis in response to serum starvation. In  proliferating cells, trichoplein is destabilized 
by USP8 deubiquitinase. Importantly, we reveal that epidermal growth factor receptor (EGFR) kinase 
directly phosphorylates and activates USP8. These data indicate that the 
ubiquitin-proteasome-mediated control of trichoplein level is critical for ciliogenesis.

研究分野：分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
中心体は、細胞分裂期において染色体の分
離・分配を制御し、静止期においては一次シ
リアを構成する基底小体として働くことが
知られている。多細胞生物において、細胞は、
内部環境（中心体など）から発生する情報と
一次シリアや細胞間接着装置などを介して
得た外部環境からの情報を統合して、その細
胞周期チェックポイントを制御し、秩序だっ
た増殖と分化を行い、巧みに組織や器官を形
成・維持していると考えられる。特に、組織
幹細胞において、このシリア・中心体系を経
由した細胞内外からの情報のフローが、細胞
周期チェックポイントをどのように制御し
ているのかは、細胞生物学・発生生物学にお
ける根本的命題であるが、研究開始当初にお
いてその詳細は不明であった。	
	 我々は本研究の開始時点において、一次シ
リアの形成を抑制する因子としてトリコプ
レイン	trichoplein を同定することに成功
した。さらに、トリコプレインが中心小体に
おいてオーロラ Aキナーゼを直接活性化する
ことで、G1 期に一次シリアが形成されないよ
うにしていることを明らかにした（Inoko	et	
al,	J	Cell	Biol,	2012）。また、これらの研
究と並行して、トリコプレインが持つ TPHD
ドメインと相同性の高い領域を含む蛋白質
群（TPHD 蛋白質群）97 種類の同定に成功し、
これら蛋白質の一部が一次シリア・中心体の
制御に関与していることを見出した。	
 
２．研究の目的 
	 これらの学術的背景・研究成果をふまえて、
本研究課題で我々は、トリコプレイン-オーロ
ラ A 系を中心とした一次シリアの制御機構
を詳らかにし、中心体・一次シリアと細胞周
期のダイナミックな制御連関を明らかにす
ることを目的として研究を進めてきた。また、
TPHD 蛋白質群による一次シリアの制御機
構ついても解析を進め、トリコプレイン-オー
ロラ A 系シグナルとのクロストークについ
ても解明を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1)E3 リガーゼプロテインマイクロアレイに
よるトリコプレイン結合蛋白質の探索	
	 我々は、本研究課題を申請時点において、
トリコプレインがユビキチン・プロテアソー
ム依存的に蛋白質分解されることが一次シ
リアの形成には必要不可欠であることを発
見した。そこで、トリコプレインをポリユビ
キチン化する酵素（E3 リガーゼ）を同定する
ため、研究分担者である五島博士が作製した
E3リガーゼを約1000種類搭載したE3リガー
ゼプロテインマイクロアレイ及びビアコア
A100 を用いた SPR 法によって、トリコプレイ
ンに対する E3 リガーゼの結合特異性を測定
した。これらのスクリーニングを経てトリコ
プレインと結合する E3 リガーゼとして同定
された分子について、細胞内で過剰発現もし

くは siRNA によるノックダウンし、トリコプ
レインの細胞内蓄積を調べ、in	vivo におけ
る分解系としての検証を行った。	
	
(2)TPHD 蛋白質群の網羅的解析	
	 我々は五島との共同研究で TPHD 様の構造
を有する 97 個の蛋白質群を同定し、TPHD 蛋
白質群と名付けた。そこで本研究課題では、
まずこれら 97 個の蛋白質群を一つずつ培養
細胞に強制発現させ、それらの細胞内局在を
解析し、中心体及び一次シリアに局在する蛋
白質を絞り込んだ。これらの候補蛋白質群に
ついて、強制発現や siRNA によるノックダウ
ンを行い、一次シリアの形成と G0/G1 移行に
及ぼす影響を詳細に解析した。	
	
(3)一次シリアを制御する脱ユビキチン化酵
素の網羅的解析	
	 一次シリアの制御におけるユビキチン・プ
ロテアソーム系の役割を明らかにするため、
脱ユビキチン化酵素の siRNA ライブラリーを
用いて、ノックダウンにより一次シリアの形
成を誘導する脱ユビキチン化酵素を同定し
た。同定した脱ユビキチン化酵素とトリコプ
レイン-オーロラ A 系の関係を調べるため、
脱ユビキチン化酵素の過剰発現もしくはノ
ックダウン細胞におけるトリコプレインの
蛋白質レベルの変動を解析した。また、精製
蛋白質を用いた試験管実験による検証も進
めた。	
	
(4)一次シリア関連因子の遺伝子改変動物の
表現型解析	
	 トリコプレイン及び、上記の研究で同定し
た一次シリア制御因子について遺伝子改変
マウスを作成して生理学的な機能を検証し
ている。また、一次シリア解析におけるモデ
ル動物であるゼブラフィッシュのノックア
ウト個体の表現型解析も行った。	
	
４．研究成果	
(1)トリコプレインの蛋白分解による一次シ
リア形成機構	
	 我々は、E3 リガーゼプロテインマイクロア
レイ及び siRNA を組み合わせたスクリーニン
グにより、トリコプレインのポリユビキチン
化に関与する蛋白質として KCTD17 を同定し
た。さらに、培養細胞を用いた実験系及び、
試験管内再構成実験系により KCTD17 は Cul3
及び Rbx1 と蛋白質複合体（CRL3-KCTD17 蛋白
質複合体）を形成し、トリコプレインの E3
リガーゼとして働くことを明らかにした。血
清飢餓などによる一次シリア形成に
CRL3-KCTD17 によるトリコプレインの分解誘
導が必要不可欠であることを示した
（Kasahara	et	al,	Nat	Commun,	2014;	Izawa	
et	al,	Cilia,	2015）。	
	
(2)Ndel1 による一次シリア制御機構	
	 97個のTPDH蛋白質群の網羅的解析により、



Ndel1 が中心小体に局在し、一次シリアの形
成を抑制していることを発見した。分子メカ
ニ ズ ム を 検 証 し た と こ ろ 、 Ndel1 は
CRL3-KCTD17 によるトリコプレインの蛋白質
分解を阻害することを示した。また Ndel1 の
遺伝子改変マウスは、腎管の一次シリアの長
さに異常を生じ、シリア病の一つである囊胞
腎様の症状を呈することも明らかにし、
Ndel1 による一次シリア制御が生理学的にも
重要であることがわかった（Inaba	et	al,	J	
Cell	Biol,	2016）。	
	
(3)脱ユビキチン化酵素 USP8 による一次シリ
ア制御機構	
	 脱ユビキチン化酵素の siRNA ライブラリー
を用いて、ノックダウンにより一次シリアの
形成を誘導する 6 つの脱ユビキチン化酵素
（USP8,	USP38,	USP43,	USP52,	USP54,	UCHL3）
を同定した。培養細胞を用いた解析の結果、
これら 6つの脱ユビキチン化酵素はいずれも
一次シリアの形成を抑制する因子であるこ
とを証明した。さらなる解析の結果、USP8 は、
上皮成長因子受容体	EGFR により直接リン酸
化/活性化され、トリコプレインを脱ユビキ
チン化することで一次シリアの形成を抑制
していることが判明した。	
さらに、USP8 をノックアウトしたゼブラフィ
ッシュでは、線毛の長さの異常や線毛病と思
われる症状が観察された。（Kasahara	et	al,	
Nat	Commun,	2018）。	
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