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研究成果の概要： 

真核鞭毛の運動の基本は，鞭毛軸糸を構成する 9 本のダブレット微小管間に起こさ
れる滑り運動であり，この滑りは，ダブレット上に並ぶダイニンが力を出すことに
よって起こされる．鞭毛内にある多種類のタンパク質は周辺制御因子としてダイニ
ンの dynamic states をモジュレートすることにより，屈曲形成にカップルしてダ
イニンの活性を制御し，その結果振動運動が時間空間的に巧みにコントロールされ
ていると考えられる．本研究班では、ダイニンの特性をモジュレートする生理的条
件および鞭毛の振動運動の発生に関わる要素を解明すると共に，ダイニンの活性制
御に最も重要なダイニン結合制御因子と中心対微小管／スポーク系の分子構築を
解明することにより，振動運動を生み出すダイニンの dynamic states の制御機構
を明らかにすることを目指した．その結果，ウニ精子鞭毛を用いて，振動運動機構
の基礎となるダイニンによる滑りの切り替え機構とダイニンのヌクレオチド結合
による活性調節の機構の解明，クラミドモナス鞭毛を用いて内腕ダイニンの機能特
性の完全な理解，ホヤ精子プロテオーム解析からいくつもの制御因子の特性解析に
成功し，振動運動機構の制御の理解に大きく貢献した． 
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１．研究開始当初の背景 

 真核鞭毛の運動の基本は，鞭毛軸糸を構
成する 9 本のダブレット微小管間に起こさ

れる滑り運動であり，この滑りは，ダブレ
ット上に並ぶダイニンが力を出すことによ
って起こされる．鞭毛内にある多種類のタ
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ンパク質は周辺制御因子としてダイニンの
dynamic states をモジュレートすること
により，屈曲形成にカップルしてダイニン
の活性を制御し，その結果振動運動が時間
空間的に巧みにコントロールされていると
考えられる．ダイニンの基本的特性はかな
り明らかとなっていたが，鞭毛内のダイニ
ンの制御の実体の解明は容易ではなく，特
に振動機構の概要は未解明であった． 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ダイニンの特性をモジュレ
ートする生理的条件および鞭毛の振動運動
の発生に関わる要素を解明すると共に，ダ
イニンの活性制御に最も重要なダイニン結
合制御因子と中心対微小管／スポーク系の
分子構築を解明することにより，振動運動
を生み出すダイニンの dynamic states の
制御機構を明らかにすることを目指す．具
体的には，ウニ精子・クラミドモナス鞭毛
を用いて，ヌクレオチド，屈曲，中心小管
などが微小管滑り運動や鞭毛の振動に及ぼ
す効果を解析し，ダイニンの活性制御機構
を解明する．また，ホヤ精子鞭毛を用いて，
鞭毛の各サブ構造体を構成するタンパク質
をプロテオミクスの手段により同定し，さ
らに抗体を用いたタンパク質−タンパク質
相互作用の解析を行い，ダイニンの活性状
態を制御する分子ネットワークを明らかに
する．これらを基礎に，高次ナノシステム
としての鞭毛における「動的で柔軟な特性
を備えたダイニンの機能制御」分子モデル
を提案する． 
 
３．研究の方法 

屈曲効果の解析：ウニ精子鞭毛を用い，振
動運動の基礎となる滑りの切り替えと鞭毛
の（微小ガラス針による）屈曲方向との関
係，及び振動運動開始を誘導する屈曲条件
を明らかにする．ウニ精子エラスターゼ処
理鞭毛軸糸から得たダブレット束を用いる．
また，鞭毛軸糸および単離ダイニンを用い
て，蛍光ヌクレオチド（ATPまたはADP）
アナログ結合による1分子観察と滑り運動
の観察とを行い，ダイニン分子レベルの活
性制御と振動制御の関係を調べる． 
クラミドモナス鞭毛ダイニンを用いた解析： 
ある種類の内腕ダイニンだけを欠失したク
ラミドモナス変異株をあらたに単離・解析し，
そのダイニンの機能と重鎖遺伝子の配列を
明らかにする． 
ホヤ精子鞭毛を用いて，鞭毛の各サブユニ
ット構造体を構成するタンパク質をプロテ
オミクスの手段により同定する．また、サ
ブユニット間の相互作用について，抗体を
用いた解析を行なう．具体例としては，新
規カルシウム結合タンパク質カラクシンの

機能解析，新規ラジアルスポークタンパク
質NDK/DPY26、CMUB116、LRR37のタン
パク質間相互作用の解析などを行なう．さ
らに，蛍光タンパク質と軸糸タンパク質の
融合タンパク質を発現するトランスジェニ
ックホヤ精子の作製を試みる．これを用い
て，軸糸タンパク質の状態を可視化し，ダ
イニンの活性状態を制御する分子ネットワ
ークを明らかにする． 
４．研究成果 
（1）ウニ精子鞭毛を用いた振動の基本機構
とその制御因子の解明（新規モデルの提唱） 
 ウニ精子鞭毛を用いて，鞭毛の振動の基礎
となる微小管滑り運動の切り替え機構を解
析した．その結果，滑りの切り替えは鞭毛の
一定方向への屈曲により誘導されることを
証明することに成功した．振動運動の基本は，
軸糸内の中心小管の両側に位置するダイニ
ンの活性が交互に切り替わる制御であるこ
とを示し，さらに，この切り替えが，ダブレ
ット微小管の屈曲によって中心小管とダブ
レット間に与えられる規則性をもった力学
的変形により誘導されることを示した（下
図）．   

 また，
ウニ精
子鞭毛
を用い
て，振
動運動
を誘導
する実
験系を
構築し，
振動運
動の開
始条件

を特定した．具体的には，低濃度 ATP 中で自
発的に運動のできない除膜鞭毛に力学的変
形を与えることにより，屈曲の誘導に成功し
た．この実験系を用いて，ADP 結合が振動運
動の誘導に必須であることを明らかにした．
さらに，蛍光ヌクレオチドアナログを用いた
ダイニンへの結合実験等により，ATP の加水
分解活性はダイニンの滑り運動活性の誘導
に十分な条件とはならず，ATP および ADP の
結合が必要であることを明らかにした．この
ヌクレオチド結合が力学シグナルに依存し
て変化するらしいこと，この変化が軸糸内に
誘導される滑りの切り換えの引き金となる
らしいことを明らかにした． 
 これにより，ウニ精子鞭毛の「振動は力学
シグナルによる自律制御により引き起こさ
れる」とするモデルが証明され，さらにその
力学制御には，ダイニン分子内の力発生制御
部位への ATP と ADP の直接結合が関わる可能
性を示す，新しいモデルを提唱した．また，

 



 

 

鞭毛基部における振動の発生と鞭毛先端方
向への振動の伝播には，鞭毛の前方と後方の
反応性の差と，局所的滑り量の差の創出とが
重要である可能性を示した．これらの成果に
より，振動運動の基本機構の全体像がほぼ明
らかとなった． 
（2）クラミドモナス鞭毛ダイニンを用いた
解析 
 多種類存在する内腕ダイニンは屈曲の形
成に必須であることから，その機能解析は重
要である．ある種類の内腕ダイニンだけを欠
失したクラミドモナス変異株をあらたに単
離・解析し，そのダイニンの機能と重鎖遺伝
子の配列を明らかにした．クラミドモナスゲ
ノムデータベースを利用し，他のダイニンの
重鎖に対応する遺伝子も同定した．さらに，
クラミドモナスダイニンのモーター活性を
高く保った状態で解析する系を開発し，３つ
の重鎖の違いを明らかにした．鞭毛内に新に
3 種類の内腕ダイニンを見出し，そのうちの
１つは基部に局在していることを明らかに
した．ダイニン分子の動作機構を調べるため
に，クラミドモナス鞭毛内の特定のタンパク
質に蛍光色素を導入する遺伝子工学的な方
法を新たに開発し，蛍光外腕ダイニンの 1 分
子運動活性を調べた．その結果，外腕ダイニ
ンがプロセッシブに運動できることがわか
った．鞭毛の根元にのみに局在する内腕ダイ
ニンの存在は，先の，ウニ精子鞭毛で明らか
となった振動機構における前方と後方との
差を考える上で興味深い． 
（3）ホヤ精子を用いた鞭毛タンパク質のプ
ロテオーム解析 
 精子鞭毛を構築する各分子の機能解析を
行うために，ホヤ精子を用いて軸糸の分子構
築に関してプロテオミクスの手法を用いた
解析を行った．その結果，外腕の新奇ドッキ
ングタンパク質，スポークHSP40，MORN repeat 
protein，p33 を精子軸糸の成分として同定し
た．また，外腕ダイニンに結合する新規カル
シウム結合タンパク質「カラクシン」を同定
し，これがカルシウム依存的に外腕ダイニン
を調節していることを明らかにした．ホヤ精
子のカラクシンは，10-8 −10-7 M という濃度の
カルシウム存在下でダイニンと相互作用す
ることを見いだした．In vitro motility 
assay を用い外腕ダイニンへのカラクシンの
影響を調べた結果，カルシウム存在下でカラ
クシンがダイニンによる微小管滑り運動を
抑制することを明らにした．また，鞭毛運動
活性化時に起こる細胞内 cAMP の増加に、カ
ルパインによるタンパク質分解が必須であ
ることを明らかにした． 
 ホヤ精子鞭毛軸糸のラジアルスポーク成
分を合計で 12 種類同定した．また抗体を用
いて，これらの成分のラジアルスポークにお
けるトポロジーを解析した．さらに、精子鞭

毛を構築する各分子の機能解析を行うため
に，トランスポゾンを用いてホヤ精子軸糸成
分の遺伝子の導入を試みた，その結果，新規
カルシウム結合タンパク質であるカラクシ
ンと GFP の融合タンパク質の導入に成功し，
GFP-カラクシンが軸糸に結合した精子を単
離することに成功した． 
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