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研究成果の概要（和文）：鞭毛・繊毛運動機構におけるチューブリン・ポリグルタミル酸化修飾の役割を解明するため
、修飾酵素TTLL9を欠失していて長鎖グルタミン酸化の修飾ができないクラミドモナス突然変異株tpg1を用いて実験を
行った。多数のダイニン分子種欠損変異株とtpg1の二重変異株の解析から、長鎖グルタミン酸化は、10 種以上存在す
る軸糸ダイニンのうち 内腕ダイニンeと呼ばれる特定の分子種の運動性だけに大きな影響を与えることが明らかになっ
た。さらに、別種の変異株tpg2を単離し、その解析からFAP234というタンパク質がTTLL9の輸送と安定化に関与してい
ることが判明した。

研究成果の概要（英文）：To approach the function of tubulin polyglutamylation in cilia/flagella motility, 
we examined the motile properties of a Chlamydomonas tpg1, a mutant that lacks a tubulin polygultamylating
 enzyme (TTLL9). Motility analyses in double mutants between tpg1 and various kinds of dynein-deficient mu
tants revealed that long-chain tubulin polyglutamylation affects the function of only one particular speci
es of dynein, inner arm dynein e, among more than 10 species of axonemal dyneins. Furthermore, studies usi
ng another mutant, tpg2, showed that a protein designated FAP234 functions in the transport and stabilizat
ion of TTLL9.
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研究開始当初の背景 
 チューブリンポリグルタミン酸化は、微小
管機能を調節する翻訳後修飾として知られ
ている。神経や鞭毛繊毛に多く見られ、修飾
の程度によって微小管結合タンパク質との
相互作用が変化することが示されている。ま
た繊毛では、ポリグルタミン酸化欠損により、
形成不全が起こることも知られていた。 
 われわれは鞭毛繊毛研究のモデル生物で
あるクラミドモナスにおいて、ポリグルタミ
ル酸化酵素の１つTTLL9を欠損した突然変異
株 tpg1 を単離し、その株では軸糸内腕ダイ
ニンの機能が異常になるために鞭毛運動能
が低下することを報告した（Kubo et al, Curr. 
Biol. 20, 441-445, 2010)。ポリグルタミン
酸化が内腕ダイニンに特異的に影響を与え
ることは、他の生物では全く知られていなか
った。TTLL9 は鞭毛繊毛を持つ生物に広く存
在するので、この現象は真核生物の鞭毛繊毛
運動調節機構として、一般的な重要性がある
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 チューブリンポリグルタミン酸化がダイ
ニンの機能調節を通して鞭毛運動に影響を
与える機構を解明するため、以下の問題にと
りくんだ。また、ポリグルタミル酸化酵素と
結合する新規タンパク質が発見されたため、
そのタンパク質の挙動の検討も目的に加え
た。 
(1) チューブリンポリグルタミン酸化修飾
の程度と鞭毛運動性の関係の検討 
(2) チューブリンポリグルタミン酸化修飾
が各種ダイニン重鎖におよぼす影響の検討 
(3) チューブリンポリグルタミン酸化がダ
イニン調節複合体(DRC)に及ぼす影響の検討 
(4) チューブリングルタミン酸化酵素 TTLL9
と相互作用する軸糸内タンパク質 FAP234 の
性質の検討 
 
３．研究の方法 
(1) ポリグルタミン酸化修飾と運動性の関
係 
 TTLL9 欠損変異株 tpg1 とダイニン外腕欠
損変異株 oda2 の２重変異株を TTLL9 発現ベ
クターで形質変換し、さまざまな程度のチュ
ーブリン修飾を示す株を得た。それらの株の
運動性をビデオ記録して解析した。oda2 との
２重変異株を用いたのは、チューブリン修飾
の影響を鋭敏に検出するためである。 
 
(2) 各種ダイニンに及ぼす影響の検討 
 クラミドモナスには１種の外腕ダイニン
（３種の重鎖を含む）と７種の内腕ダイニン
（８種の重鎖を含む）があり、それらをさま
ざまな組み合わせで欠失した変異株が得ら
れている。それらの株と tpg1 の２重変異株
を作製し、その運動性を調べることにより、
各種ダイニン重鎖に及ぼすチューブリンポ
リグルタミン酸化修飾の影響を検討した。外

腕欠失変異株との2重変異株については以前
報告したが、今回は現在知られている内腕ダ
イニン欠失変異株すべてを用いた。内腕ダイ
ニンには分子種 a～g の 7 種があり、そのう
ち fだけが 2本の重鎖、他は 1本の重鎖を持
つ。用いた変異株は次のとおりである：ida1 
(f を欠失)、ida4（a, c, d 欠失)、ida5
（a,c,d,e 欠失)、ida6（e欠失）、ida9（c欠
失）。 
 
(3) ダイニンの機能を調節している複合体
(DRC)に対する影響 
 DRC の機能を失っている変異株４種（pf2, 
pf3, sup-pf-3, sup-pf-4）と tpg1 の２重
変異株の運動性を検討して、DRC に対する影
響を評価した。 
 
(4) TTLL9 と相互作用するタンパク質 FAP234
の挙動の解析 
tpg1 類似の表現形を示す新規突然変異株
を単離し、その原因遺伝子が FAP234 と呼ば
れるタンパク質をコードしていることをつ
きとめた。抗体を作製し、超遠心分析、間接
蛍光抗体法観察などにより、FAP234 の局在と
TTLL9 との結合性を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ポリグルタミン酸化修飾と運動性の関係 
 TTLL9 の発現と軸糸チューブリンのポリグ
ルタミン酸化のレベルが異なる形質転換株
５種について、軸糸微小管のポリグルタミル
酸化の程度と細胞遊泳速度の相関を検討し
た。この実験で用いた tpg1oda2 という２重
変異株は、長鎖ポリグルタミン酸化修飾の欠
失がある上にダイニン外腕を持たないので、
鞭毛運動を全く行えない。しかしその形質転
換株は、チューブリンポリグルタミン酸化修
飾の回復と並行して運動性を示すようにな
った。この実験結果は、チューブリン修飾は
鞭毛運動機能を連続的に変化させることが
できることを意味している。すなわち、チュ
ーブリン修飾は鞭毛繊毛運動のアナログ調
節機構としてはたらいている可能性が強く
示される。 
 
(2)チューブリンポリグルタミン酸化修飾が
各種ダイニン重鎖におよぼす影響の検討 
軸糸内に存在する多数のダイニン重鎖が
それぞれチューブリン修飾によってどのよ
うな影響を受けるかを調べるため、まず鞭毛
軸糸から調整したチューブリンを試験管内
で重合させ、単離したダイニンによる in 
vitro motility 検定法で運動性を検討する
試みを行った。しかし、鞭毛軸糸からのチュ
ーブリン調製が技術的に困難であることが
判明し、この計画は実行に至らなかった。 
 次に、各種ダイニンを欠失している突然変
異株と tpg1 の２重変異株を作製し、それら
の運動性からポリグルタミン酸化修飾の各
種ダイニンに及ぼす効果を間接的に評価す



る実験を行った。その結果、ダイニン eを欠
失している突然変異株（ida5, ida6）ではtpg1
変異の有無による運動性の変化がほとんど
現れないという、思いがけない結果が得られ
た。この結果は、ダイニン eがチューブリン
ポリグルタミン酸化修飾によって最も大き
く影響を受けるダイニンであることを示唆
する。ダイニン e重鎖の微小管結合部は、全
ダイニン中最も塩基性であり、酸性のポリグ
ルタミン酸側鎖と強い静電相互作用を行う
可能性がある。 

 
図１．内腕ダイニン欠失変異株 ida4, ida5 の運動
性に対する tpg1 変異の影響。ida4 はダイニン
a,c,d ,ida5はダイニンa,c,d,eを欠失している。
tpg1 との 2 重変異株は ida4 の方がはるかに低い
運動性を示す。このことはチューブリンポリグル
タミン酸化修飾ができない微小管に対してダイニ
ン e が異常なふるまいをすることを示している。 
 
 (3) ダイニン調節複合体への影響 
 ダイニン調節複合体（DRC）は、最近、周
辺微小管同士を架橋する構造であるネキシ
ンリンクそのものであることが示されてい
る。また、生化学実験により、7 種の主要内
腕ダイニンのうち、ダイニン eとだけ物理的
に結合していることが知られている。上記の
実験により、チューブリンポリグルタミン酸
化によってダイニンeが特に大きく影響を受
けることが判明したので、ダイニン eと同時
にDRCの機能がチューブリン修飾によって強
い影響を受けるかどうか、興味深い問題であ
る。そこで、DRC に異常がある 4 種の変異株
と tpg1 株の 2 重変異株を作製し、その運動
性を解析した。その結果、4種とも tpg1 変異
の共存によって運動性は大きな影響を受け
なかった。このことは、元来 DRC はチューブ
リンポリグルタミン酸化によって大きな影
響をうけるが、DRC を部分欠損している株の
運動性はポリグルタミン酸化の欠如によっ
てさらに低下することはないことを示して
いる。すなわち、以上の結果は、チューブリ

ンポリグルタミン酸化がダイニン eと DRC を
通して鞭毛繊毛の運動性を調節している可
能性を強く示唆するものである。 
われわれは、これらの結果から、チューブリ
ンポリグルタミン酸化修飾は、ダイニン eと
DRC との相互作用によって微小管間の距離を
短縮し、それによってダイニン eばかりでな
く他の内腕ダイニンの活性を高めるはたら
きをしているというモデルを提唱した(図
１)。 

 
 
図２．ポリグルタミン酸側鎖がダイニン e と DRC
と静電相互作用して微小管間距離を変化させ、そ
の結果として多くのダイニンの活性を制御すると
いうモデル。B 小管上の突起はポリグルタミン酸
側鎖を表す。 
 
(4) チューブリングルタミン酸化酵素 TTLL9
と相互作用する軸糸内タンパク質 FAP234 の
性質の検討 
 本研究を実施中に、tpg1 変異株と同一の表
現型を示す新しい変異株を単離した。この株
もチューブリンのポリグルタミン酸化に異
常があったため tpg2 と命名した。4分子分析
によるポジショナルクローニングとデータ
ーベースの検索から、tpg2 は機能未知の鞭毛
タンパク質 FAP234 に異常があることが判明
した。 
 FAP234 と TTLL9 の関係などを調べるため、
FAP234 の抗体を作製し、軸糸と軸糸抽出物中
の両者の存在様式を調べた。その結果、
FAP234 と TTLL9 は複合体を形成し、軸糸内で
同じ局在を示した。興味深いことに、tpg1 変
異株では FAP234 単独で鞭毛内に輸送される
のに対し、tpg2 では TTLL9 は鞭毛内に輸送さ
れず、細胞質でも消失することが判明した。
このことから、FAP234 は TTLL9 の細胞質にお
ける安定化と、その鞭毛内の輸送に関与して
いる可能性が考えられる。 
 さらに、FAP234 は軸糸だけでなく鞭毛内の
細胞質分画にも存在することがわかり、その
鞭毛内での局在には、鞭毛内輸送系(IFT)が
重要であることが示唆された。そこで IFT の
温度感受性と tpg1 または tpg2 との 2重変異
株を作製して制限温度下で培養したところ、
TTLL9、FAP234 ともに鞭毛内への局在は抑制
された。したがって、FAP234 と TTLL9 が IFT
によって輸送されていることは間違いない。 
 
(5) 鞭毛内でチューブリンポリグルタミン
酸化反応が起こる場の決定 



 鞭毛内のチューブリンポリグルタミン酸
化修飾は、軸糸周辺微小管の B小管上だけで
起こることが知られている。その場合、ポリ
グルタミン酸化は形成された微小管上で起
こるという可能性と、重合する前のチューブ
リン上で起こり、その修飾されたチューブリ
ンが微小管に組み込まれるという可能性が
ある。このことはまだ解決していない。そこ
でわれわれは、tpg1 変異株と野生株の配偶子
を掛け合わせ、その接合過程で生じる 4本鞭
毛の接合子におけるチューブリンポリグル
タミン酸化の程度を、間接蛍光抗体法で評価
した。その結果、接合が開始してから、tpg1
由来の鞭毛軸糸が徐々にポリグルタミル酸
化されることが見出された。すなわち、完成
した鞭毛軸糸微小管上で、チューブリンのポ
リグルタミン酸化が起こることが直接的に
証明された。 
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