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研究成果の概要（和文）：Dpcd KOマウスを用いて異常な繊毛運動の解析を行った。その結果内腕ダイニンの異
常時に見られる振幅に異常が認められた。次に内腕ダイニンサブユニットについて免疫染色およびRNA発現を解
析し、おもにDnah6の発現が低下していることがわかった。さらに、電子顕微鏡による内部構造の解析では内腕
ダイニンの一部が確認されており完全欠損ではないことが確認された。次に脳室繊毛の単離を試みた。ずり応力
による脱繊毛がもっとも効率良く繊毛の回収が可能であり、濃度勾配を利用した繊毛水溶液の精製に成功した。
この繊毛水溶液の濃度はクライオ電子顕微鏡による３D解析を可能とした。

研究成果の概要（英文）：Dpcd KO mice were used to analyze abnormal ciliary movements. We found that 
the amplitude of cilia movement was abnormal, which is observed in abnormal inner arm dynein. Next, 
immunostaining and RNA expression analysis of the inner arm dynein subunits revealed that the 
expression of Dnah6 was mainly downregulated. Furthermore, electron microscopic analysis of the 
internal structure showed that a portion of the inner arm dynein was present, confirming that it was
 not completely absent. Next, we attempted to isolate ventricular cilia. We succeeded in purifying 
an aqueous solution of cilia by using a concentration gradient, because shear stress is the most 
efficient way to recover cilia. The concentration of this aqueous cilia solution enabled 3D analysis
 by cryo-EM.

研究分野：脳神経外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでDpcdKOによる繊毛運動異常は内腕ダイニンの欠損によるものと報告されていた。我々の研究の結果、内
腕ダイニンは完全欠損しておらず一部の発現が低下していることが示唆された。さらに内部構造の把握を進める
ため、脳室繊毛の単離に取り組んだ。これまでに脳室繊毛の単離に成功した報告はなく極めて新規性が高いもの
である。我々は内部構造把握にはクライオ電子顕微鏡による３D画像の取得が重要と考え、これに耐える濃度の
繊毛水溶液作成に取り組んだ。その結果、十分な濃度の繊毛水溶液を作成し、クライオ電子顕微鏡観察に成功し
ている。今後繊毛運動に由来する脳疾患の研究に役立つものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
非閉塞性水頭症の原因として髄液吸収障害に加えて、脳室上衣の繊毛運動の機能不全による髄
液還流障害も考えられている。Dpcd遺伝子はダイニンを含むモータータンパク質複合体の発現
調整に関与する。これまで我々は繊毛運動障害を示す水頭症モデルマウス（Dpcd ノックアウト
マウス：Dpcd KOマウス）を用い、繊毛運動障害と髄液ダイナミクスの関係性について研究を
行ってきた。この結果、Dpcd遺伝子のノックアウトによる分子群の発現異常によりダイニンの
分子構成と構造変化が起こることが示唆された。本研究開始時点では Dpcd KOマウスにおける
繊毛分子構造異常は内腕ダイニンの欠損に伴うものであると報告がなされていた。しかしなが
ら我々の先行研究では電子顕微鏡で一部の内腕ダイニン構造が維持されていることが示唆され
ていた。そこで、本研究で脳室繊毛の内部構造の解明を行うべきと判断した。 
 
２．研究の目的 
繊毛は気管、卵管、脳室などの様々な体組織の細胞表面に多数存在する。これまでに脳室以外の
繊毛については研究が進んでおり、その内部構造の把握も報告が散見されるようになっている。
このような背景の中で、脳室繊毛については単離技術が確立しておらず、内部構造の解析は事実
上不可能な状態であった。このため、本研究の目的として、まず①脳室繊毛の単離・精製を行う
ことで、②繊毛単体での免疫染色および③クライオ電子顕微鏡を用いた繊毛内部構造の把握に
取り組むこととした。 
 
３．研究の方法 
前述の目的を達成すべく、①〜③の順に研究を進めた。 
① 脳室繊毛の単離。他部位における繊毛の単離方法であるジブカイン、Ca ショックなどの薬物
による単離、機械刺激など種々の単離方法を組み合わせる、あるいは改良することで単離す
る。得られた繊毛溶液について精製を行い②〜③の研究につなげる。 
② 繊毛単体での免疫染色。繊毛は微細な構造であり、脳室上衣組織に付着した状態での染色で
は十分な結果が得られなかった。このため①で得られた繊毛単体を利用することで発現した
内腕ダイニン構造の把握を行う。 
③ クライオ電子顕微鏡による内部構造の把握。内腕ダイニンの立体構造を把握するためにはク
ライオ電子顕微鏡による撮像が有用と考えた。①でえられた繊毛水溶液濃度を調整し脱膜処
理を行ったうえでクライオ電子顕微鏡による解析を行う。 
 
４．研究成果 
先行研究に続いて、脳室繊毛の動きの解析、内部構造に
ついて透過電子顕微鏡を用いて解析を行った。その結果
Dpcd KO マウスでは、繊毛運動の周波数には異常を認め
ず、振幅が大きく低下していることがわかった。これは
内腕ダイニンの異常を示唆する所見であった。そこで、
どの程度の内腕ダイニンの発現異常が見られるのか推
察するため透過型電子顕微鏡を用いて検討を進めた。そ
の結果、内腕ダイニンが一部維持されていることが確認
された(Fig.1)が、これは先行報告の Dpcd KO マウスでは内
腕ダイニンの完全欠損が見られるという報告と一致しないものであった。 
この結果を受けて、内腕ダイニンのどのサブユニットが発現しているのかという疑問が生まれ
た。内腕ダイニンの構造を把握すべく、内腕ダイニンの種々の免疫染色に取り組んだが、上衣細
胞に付着している状態での染色では十分な構造把握が難しいと判断し、繊毛の単離に取り組ん
だ。これまでに報告されている単離方法であるジブカインあるいは Ca ショックでは上衣細胞の
剥離は見られないものの非常に少量の繊毛のみ脱毛される状態であり、解析には利用が難しい
ものであった。そこで気管繊毛で利用される機械刺激を試みた。単離される繊毛は少量存在する
ものの、上衣細胞とともに剥離されたものが多数を占め解析には至らなかった。そこで、濃度調
整を行った Triton X を利用した流体のずり応力を用いたところ上衣細胞の少ない繊毛水溶液の
採取に成功した。脱繊毛処理後上衣組織の観察を行ったところ、処理前に比較して処理後では繊
毛基部に存在するγtubulin が欠損しており、細胞骨格であるβcatenin は破壊されているもの
のある程度維持されていることが確認され、十分な脱毛が行われたことがわかった。 
しかしながら、本水溶液中には上衣細胞や脈絡叢組織など多数の不純物が混入し、繊毛同士が絡
み合うような状態であった。この状態ではさらなる研究遂行は不可能と判断した。繊毛の絡みを
とるため、ボルテックス、ピペッティングなど種々の方法を検討し、最終的にピペッティングが
最も絡みを解消し、繊毛構造が保たれることがわかった。更に繊毛濃度を高めるため、Optiprep
を用いて濃度勾配を作成し超遠心を行うことで繊毛水溶液の精製を行い、十分な濃度を有した
繊毛水溶液の精製に成功した。 

Fig.1 繊毛の透過型電子顕微鏡像 



この繊毛水溶液を用いて、内腕ダイニン重鎖の免疫染色を施行したところ、一部の重鎖で低下が
認められることがわかり、また損傷ダイニン重鎖も発現消失ではなく低発現していることが示
唆された。また繊毛水溶液はクライオ電子顕微鏡にも対応可能であった。脱膜処理を行ったうえ
で観察を行ったところ、周辺微小管のうちA小管にMIPsと呼ばれる微小管内部構造が確認され、
この内部構造は他部位の繊毛では見られない未知のものであることが確認された。目的とした
内腕ダイニンの構造解析については前述の処理および脱膜処理の影響をうけ、外腕ダイニンの
多くが脱落しており平均化処理が難しく、現在のところ解明には至っていない。今後処理方法の
改良を行うことで内腕ダイニン構造が明らかになることが期待される。またこれまで研究が難
しかった脳室繊毛による水頭症発現のメカニズムが解明される可能性がある。 
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