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研究成果の概要（和文）：繊毛虫テトラヒメナ個体の遊泳を3次元空間で定量し、テトラヒメナが自由に螺旋遊
泳する過程を詳細にとらえることができ、個体の長軸周りに右回転に自転しつつ、右巻き螺旋遊泳することを明
らかにした。さらに、個体内へのカルシウムイオンの流入によって、遊泳方向や螺旋方向が制御されていること
がわかった。また、テトラヒメナから単離した軸糸構成モータータンパク質・外腕ダイニンがin vitro再構成系
で微小管を運動させる際、微小管が進行方向に対し左に旋回する運動特性を有することを新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：We quantified the swimming of ciliate Tetrahymena cell in three-dimensional 
space and were able to clarify the process of their helical swimming behavior, and found that they 
performed right-handed helical swimming while rotating right around the longitudinal axis of the 
cell. The influx of calcium ions into the cilia changed the direction of swimming and helical 
motion. In addition, we newly found that an axonemal motor protein, outer-arm dynein, isolated from 
Tetrahymena, had the property of turning microtubules to the left in the direction of movement when 
the microtubules moved in an in vitro reconstituted system.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 繊毛虫　テトラヒメナ　繊毛運動　外腕ダイニン　3次元位置検出光学顕微システム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
繊毛虫であるテトラヒメナの遊泳は、ダイニン分子によって駆動される繊毛の屈曲波運動によって実現される
が、詳細な分子機構は明らかではなかった。特に個体の螺旋遊泳に関しては、長年の間、錯視により螺旋方向を
特定できていなかった。本研究により、3次元空間での個体の遊泳が直接定量できたこと、カルシウムイオンの
個体内への流入によって螺旋方向が制御されうること、さらに軸糸構成タンパク質外腕ダイニンの新たな運動特
性を見出したことは学術的な意義がある。

※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 
繊毛虫の行動は、個体全体を覆う繊毛が、状況に応じて適切なタイミングで適切な向きに屈曲

波運動をすることで、効率よく遊泳したり方向転換したり、時には止まり個体の行動を制御して
いる。繊毛の構成要素であるモータータンパク質や細胞骨格が制御され、600 本程度ある繊毛が
全体として、あるいは部分的に調和のとれた屈曲波運動を行い、個体の 3 次元的な行動に繋が
る。繊毛虫・テトラヒメナは、螺旋遊泳をすることが 100 年以上も前から顕微鏡下で観察されて
きたが、これまでに 3 次元空間で微小物体の運動を高分解能で観察する技術が繊毛虫の遊泳の
定量に適用された例はなく、従来の平面的な観察からでは錯視のため螺旋遊泳の巻き方といっ
た単純な行動過程すら同定できなかった。繊毛虫等では細胞体が分厚いため細胞表面付近での
動きを検出する方法がなく、繊毛の周期的な高速運動（特に回復打）の詳細な定量は困難である。
これまでにテトラヒメナの繊毛軸糸を構成するタンパク質は数多く同定され、構成因子の立体
構造や 3 次元空間配置が、クライオ電子顕微鏡技術の利用により急速に進んできたが、軸糸構成
タンパク質がテトラヒメナ個体の遊泳にどのような影響を与えるのかについての知見は乏しい。
また、微小管依存性モータータンパク質はトルク発生をすることが知られているが、繊毛運動を
駆動する外腕ダイニンのトルク発生機構の詳細は明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 
繊毛虫テトラヒメナにおいて、「個体の螺旋遊泳」、「繊毛運動」、「繊毛を駆動する軸糸構成タ

ンパク質」を直接関連付け、テトラヒメナの遊泳の統御機構を明らかにすることを目指す。この
ため、テトラヒメナ個体が自由に 3 次元空間を遊泳している様子を、螺旋の遊泳方向が検出でき
る程度な高時間・空間分解能で追跡できる 3 次元位置検出光学系を確立し、螺旋遊泳の巻き方
向、および、個体の回転方向を定量する。カルシウムイオンに依存した個体螺旋遊泳方向の定量、
および、軸糸構成因子に変異を導入した個体の螺旋遊泳方向の定量を行い、螺旋遊泳機構を明ら
かにする。さらに、テトラヒメナ個体からは 600 本程度の繊毛が生えているが、その 1 本の繊毛
の周期的な運動を検出できる 3 次元位置検出光学系を確立し、高速屈曲波を詳細に定量する。ま
た、細胞質ダイニンとは異なる外腕ダイニン特有の運動を in vitro 再構成系で 3 次元観察によっ
て明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）テトラヒメナ個体 3 次元空間観察系の確立 
モータータンパク質等の運動の 3 次元空間での振る舞いを検出することを主目的として開発

された 3 次元位置検出光学顕微技術１を、体長が５０～３００マイクロメートルある細胞体の遊
泳の 3 次元空間での振る舞いを定量できるように、低倍率の対物レンズ等を選択し光学系を確
立した。また、3 次元（主に光軸方向）位置情報をサブミリメートル範囲で計測するための位置
校正に使用する蛍光ビーズをアガロースゲル内に封入した状態で行った。細胞個体の追跡マー
カーはテトラヒメナ個体に取り込ませた蛍光ビーズを用い、個体の自転方向の定量の際には、1
個体に 2 個の蛍光ビーズを取り込むように調整した。また、変異体テトラヒメナも同様の方法で
計測した。 
（２）一部膜除去したドーピング細胞の作成 
細胞を完全に除膜して自発的な運動を止め外部より Mg2+と ATP を与えて運動を再活性化させ

る細胞モデルの手法に対し、本研究では遊泳中の生細胞に少量の界面活性剤を与えることで部
分的に除膜し細胞内に Ca2+を流入させる“ドーピング細胞”を作成した。ドーピング細胞では、細
胞に内在する ATP が使われるため外部から ATP を与える必要はなく、また細胞膜の大部分は残
ったままであり、より自然に近い状態でのテトラヒメナの運動観察ができる。 
（３）軸糸構成タンパク質のテトラヒメナ変異体の作成 
テトラヒメナへの目的 DNA 断片の導入は、遺伝子銃でテトラヒメナに金粒子に付加して打ち

込む方法を用いた２。テトラヒメナが持つ大核に目的遺伝子が相同組換えされ、薬剤濃度を徐々
に上げながら植継ぎ、変異を含む遺伝子の比率を増やすアソートメントを行った。外腕ダイニン
や軸糸構成タンパク質等の一部を欠損した DNA を導入した。 
（４）1 繊毛運動観察 
繊毛打軌跡の取得のため、繊毛をビオチン修飾し、アビジン修飾した蛍光ビーズを混合するこ

とによって、アビジンとビオチンが特異的に結合する性質を用いて、テトラヒメナの繊毛に蛍光
ビーズを付着させた。 
（５）外腕ダイニンの in vitro 再構成運動実験 
軸糸外腕ダイニン特有の運動性を明らかにするため、凹凸のあるガラス基板表面に、丸太橋状

にアビジンービオチン系を利用して微小管を固定し、微小管のあらゆる側面を移動できる運動
アッセイ系を用いて、微小管に沿って移動する外腕ダイニン、および、細胞質ダイニンの軌跡を
3 次元空間で追跡した。 
  



４．研究成果 
テトラヒメナ個体の 3 次元螺旋遊泳の定量 

3 次元位置検出顕微鏡を用いて、テトラヒメナが自由に遊泳する軌跡を 3 次元的に取得した
（図１）。平面的な観察からは判別がつかなかった螺旋の巻き方向が明らかとなり、Tetrahymena 
thermophile、及び、Tetrahymena pyriformis の 2 種において右巻きであった。3 次元の位置情報か
ら、個体の回転のピッチ等詳細な運動定量を行った（図２）。また、1 個体に複数の蛍光ビーズ
を摂取させた場合、蛍光ビーズの相対位置から螺旋遊泳中の個体の自転方向が定量でき、個体長
軸に対して右方向に回転運動していることが明らかになった（図 3）。変異体テトラヒメナにお
いては、いずれも並進及び回転速度が減少したが、軸糸結合タンパク質においては、並進速度の
減少率が大きく螺旋遊泳のピッチが短くなるとともに、方向転換の上昇がみられる変異体個体
を見出した。別の繊毛虫であるゾウリムシでも同様の計測を行い、螺旋遊泳の回転は一定の方向
であることを明らかにした。 

 
図１ 繊毛虫 T. thermopjila の 3 次元遊泳軌跡 
T. thermophila の三次元遊泳軌跡と、各平面へのその投影
図を示した（赤：三次元軌跡、マゼンタ：x-y 平面軌跡、
青：x-z 平面軌跡、緑：y-z 平面軌跡）。11.21 ミリ秒ごと
に取得した測定値を点線で示し、6 フレームごとに移動平
均した値を実線（三次元軌跡のみ移動平均した値の各点
も赤の点で記載）で示した。x-y 平面上の矢印で 100 ミリ
秒の間に進んだ距離を示した。 
 

 
 

図 ２  T. thermophila と T. 
pyriformis における遊泳パラ
メーターの比較 
(a)前進速度の比較 

(b)回転速度の比較 

(c)螺旋ピッチ長の比較 
 
 
 
 
 

 
図３ 螺旋遊泳している１細胞内の 2 輝点の軌跡 
赤と青の軌跡はそれぞれの細胞後方と細胞前方に位置 
していた輝点を示し、それを各時点において緑の線分で 
結んだ。右回転していることがわかる。 

 
 
 
 

 
（２）ドーピング細胞の螺旋遊泳の定量 
細胞膜の一部を除去したドーピング細胞を用いて、細胞内へのカルシウムイオンの流入に対応
した螺旋遊泳を 3 次元空間で定量した。前進、後進、前後両方向に遊泳する個体が観察され、螺
旋の巻き方向も、左右両方向が観察された。 

 
図 4 テトラヒメナ細胞の右螺旋後進遊泳 
カルシウムイオン刺激を受けた細胞は、右螺
旋の後ろ向き遊泳（青）を示し、数秒後にそ
の場で回転しながら方向転換をはじめ、その
後は刺激に順応して元のような右螺旋の前向
き遊泳（緑から赤）を示した。x-y 平面上には
投影した軌跡を示し、カラーバーで観察開始
からの時間経過を示した。 
 

 
 



（３）外腕ダイニンの in vitro 再構成運動実験 
ダイニン分子が微小管のあらゆる側面と相互作用できるように微小管を丸太橋状に配置可能な
実験系を確立し、ダイニン分子が微小管上を動く様子を 3 次元空間で定量した（図 5 左）。外腕
ダイニン(22S ダイニン)では、一方向に右螺旋運動することが明らかになり（図 5 右）、これは微
小管滑り運動アッセイにおいて報告されている運動様式と同等であった 3,4。一方で、細胞質ダイ
ニン分子では、外腕ダイニンとは異なり左右どちらの方向にも螺旋運動し、外腕ダイニンとの相
違が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ダイニンが微小管のあらゆる側面を運動できる実験系 
（左）凸凹のガラス基板に微小管を結合し、丸太橋状に微小管を固定した。蛍光ビーズ（直径 0.1 

µm）に外腕ダイニン、もしくは、細胞質ダイニンを固定し、それぞれのビーズが ATP 存在下で
微小管上を運動する様子を 3 次元位置検出顕微ユニットを用いて計測した。（右）外腕ダイニン
が結合した蛍光ビーズの微小管に沿った動いた 3 次元軌跡。微小管に沿って右巻き螺旋運動を
行っていることがわかる。（赤：三次元軌跡、マゼンタ：x-y 平面軌跡、青：x-z 平面軌跡、緑：
y-z 平面軌跡）。螺旋の周期は 0.65 ±0.36 µm (平均 SD)であった。                                                                   
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