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研究成果の概要（和文）：繊毛虫テトラヒメナの繊毛一本の波打運動を３次元空間でイメージングできる顕微計測シス
テムを確立し、一本の繊毛の運動の軌跡を定量した。繊毛内のダイニンやダイニン結合タンパク質、繊毛が細胞体から
生える起点となる基底小体関連タンパク質に、それぞれGFPが融合したタンパク質の遺伝子をテトラヒメナ内に形質転
換して発現する方法を確立し、繊毛打運動に関与するタンパク質に自在に変異の導入が可能となった。本研究の結果よ
り、軸糸内のダイニン分子の活性に応じた繊毛打運動の応答を定量でき、繊毛波打ち運動システムにおけるダイニン分
子の機能が定量できるようになった。

研究成果の概要（英文）：We have developed an optical microscopic imaging system that is able to observe 
the 3-dimentional motion of individual cilia in Tetrahymena thermophile with high spatial precision, and 
that detected the beating pattern. The genes encoding axonemal dyneins, dynein binding proteins and basal 
body localized proteins fused to EGFP were successfully translated into Tetrahymna. Our results suggest 
that responses of ciliary movement depending on dynein activities localized to the axoneme are quantified 
and therefore dynein functions in a ciliary motion system can be quantified.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

繊毛が波打ち運動するには、軸糸を構成する

分子モーター・ダイニンが微小管と相互作用

して局所的に活性化され、軸糸内でダイナミ

ックに時空の制御が行われる必要がある。こ

の制御機構には、軸糸内部にある化学的なシ

グナル伝達経路が間違いなく重要な役割を果

たしている。しかしながら、化学的な物質の

勾配などだけでは、繊毛の速い波打ち運動を

説明することができず、機械的な刺激を伝達

する機構の存在が提唱されてはいるが、その

実体は謎である。その理由としては、繊毛が

形態変化（屈曲）することで、伝播されてき

た負荷に対し、内部のダイニンや微小管がい

つ、どこで、どのように応答するのかが不明

な点が挙げられる。本申請者および分担者

は、これまでに２次元光ピンセット力学測定

技術(Hirakawa Toyoshima et al. 

PNAS, 2003)、ダイニンなどの組換え体発

現系の開発(Ichikawa Toyoshima.et al. 

FEBS 2011)や１分子イメージング技術、３

次元位置検出技術(Yajima et al .  Nat 

Struct Mol Biol ,  2008)により、ダイニ

ン分子の外部負荷に依存して起こる化学・力

学反応の特性の解明を目指す研究に従事して

きた。これらの要素技術を基に、1 本の繊毛

とその内部のダイニン分子を計測対象とし、

軸糸ダイニンの変異体を発現させ、波打ち運

動の特性を繊毛内部から変え、繊毛の波うち

運動を３次元的に定量することで、これまで

謎であった繊毛波打ち運動システムの一端を

解明するといった着想に至った。 

 

２．研究の目的 

繊毛軸糸を構成するダイニン分子は、軸糸の

形態変化（屈曲）に応じて活性化され、軸糸

を構成する２連微小管を滑らせる。軸糸内の

微小管と相互作用しているダイニン分子が活

性化される個所が周期的に切り替わること

で、繊毛打運動をすると考えられている。し

かしこの軸糸を構成する微小管の屈曲が、ど

のように局所的にダイニン分子を活性化さ

せ、軸糸内で屈曲を伝播し波うち運動を制御

するのか、不明である。そこで本研究の目的

は、本研究申請者等が確立してきた上述の要

素技術を基に、繊毛打運動に関わる軸糸ダイ

ニン分子が、周期的に切り替わる軸糸の形態

変化（屈曲）に応じて活性化される機構、及

びダイニン分子の活性化の伝播により、繊毛

の波うち運動が制御される機構を明らかにす

ることであった。 

 

３．研究の方法 

（１）繊毛虫テトラヒメナへの目的遺伝子の

導入：繊毛虫テトラヒメナは１個体あたり

500~600 本程度の多数の繊毛をもつ単細胞真

核生物である。このテトラヒメナの大核ゲノ

ムへ目的遺伝子を導入するため、テトラヒメ

ナ大核の無糸核分裂を利用し、パーティクル

ガン法を用いて内在性の標的タンパク質との

組み替えを行った。目的遺伝子には EGFP、

His-tag（Kobayashi et.al. 2008）がテトラ

ヒメナ用のコドンに最適化して組み込まれ、

同時に薬剤耐性 neo4 遺伝子の形質転換も行

った。 

（２）組換えた目的ダイニン分子や中心子マ

ーカータンパク質等のテトラヒメナ内での局

在：導入したタンパク質は GFP が融合され

ており、 GFP の蛍光を共焦点顕微鏡により

観察した。 

（３）組換えた目的タンパク質の精製：薬剤

耐性遺伝子とそれぞれ目的のタンパク質を導

入したテトラヒメナ株を作成し、大量培養を

行い、精製単離方法を検討した。 

（４）テトラヒメナから精製したタンパク質

の機能評価：①電子顕微鏡による観察 



精製したタンパク質は His-tag が融合されて

おり、His-tag 金粒子ラベルによって、透過

型電子顕微鏡像を用いて、形態観察を行っ

た。 

②ダイニン分子の運動機能評価 

繊毛打運動に動力を与える軸糸ダイニン分子

の運動を in vitro 再構成系で定量した。

（５）１本の繊毛観察系の構築：テトラヒメ

ナから生えている１本の繊毛を計測するた

め、①テトラヒメナを生きたまま固定する方

法を検討し、②固定したテトラヒメナから一

本の繊毛を計測する方法を検討した。適度な

界面活性剤で処理し、１本の繊毛に１個のビ

ーズを結合させた。ビーズは非特異的に繊毛

に結合するが、より特異的に結合させるため

に、軸糸膜外部のタンパク質を化学的にビオ

チン化修飾し、アビジンービオチン系を利用

してビーズを繊毛に結合させた。 

（６）繊毛運動の 3 次元位置測定:①

３次元計測可能な顕微システムの確

立を行った。OlympusIX71 顕微鏡の入

射ポートから 2 波長のレーザーを入

射し、それぞれの光の波長で３次元

計測するためのキャリブレーション

カーブの作成を行った。②繊毛全体

の波うち運動、繊毛に結合させたマ

ーカービーズ、繊毛の基部位置を同

時に 3 次元空間で測定する最適化条

件を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）繊毛虫テトラヒメナへの目的遺伝子の

導入：テトラヒメナに目的遺伝子（①軸糸ダ

イニンストーク結合タンパク質、②軸糸外腕

ダイニン、③中心子マーカータンパク質）に

GFP 及び His-tag をコードする DNA 塩基配

列を導入することに成功した。目的遺伝子を

導入したテトラヒメナのゲノム DNA を精製

し、電気泳動法によって、導入効率を定量し

た。 

（２）組換えた目的タンパク質のテトラヒメ

ナ内での局在：目的タンパク質に融合した

GFP を局在マーカー

として、テトラヒメナ

内での局在を確認し

た。GFP が導入され

ていない野生株のテトラヒメナでは、蛍光抗

体法により局在を確認し、目的遺伝子導入株

での局在と比較した。 

（３）組換えた目的タンパク質の精製：目的

タンパク質が発現しているテトラヒメナ株を

大量培養し、アフィニティーカラムクロマト

グラフフィーやショ糖密度遠心勾配法を用い

て目的タンパク質の精製を行い、電気泳動法

によりその純度を確認した。 

（４）テトラヒメナから精製したタンパク質

の機能評価：①電子顕微鏡による観察 

精製した目的タンパク質をネガティブ染色像

でその形態を確認した。さらに、His-tag を

有する目的タンパク質の詳細な構造を決定す

るため、Ni-NTA ナノ金粒子で標識して撮影

し、金粒子間の距離を定量した。 

②ダイニン分子の運動機能評価 

in vitro 再構成微小管滑り運動実験方法によ

って、ダイニン分

子が微小管を長軸

方向に滑らせなが

ら、微小管を曲げ

ることが、ダイニン分子の新たな特性として

あることが分かった。 

（５）１本の繊毛観察系の構築：様々な条件

を検討したが、マイクロマニュピレーターで

の吸引方法が活性を保ったままのテトラヒメ

ナの固定には最も適している

ことが分かった。さらに、固

定したテトラヒメナの繊毛は



低温状態でビオチン化することで、１本の繊

毛に適当量のビーズが固定できる条件を見出

した。 

（６）繊毛運動の 3 次元位置測定 :一本

の繊毛に結合したビーズ

の変位を３次元位置検出

顕微鏡で定量した。一本

の繊毛に結合した一個の

ビーズの軌跡を定量するのに、予想以上に時

間を要したため、多角的に繊毛打運動を行う

ための条件検討に費やす時間は不十分であっ

た。 

 

本研究課題は、これまでの成果に基づき、活

性を保ったままのテトラヒメナの一本の繊毛

運動の３次元空間での定量が可能と考えてい

るが、以下について更なる改良・検討が必要

である。計測系については、ビーズ、繊毛、

軸糸内蛍光タンパク質の３種の状態を同時に

３次元的に測定する必要がある。高速で励起

光の切り替えができるようなシャッターシス

テムの導入とともに、これに伴い計測中に生

じるドリフトを取り除く必要がある。生体試

料に関しては、繊毛打運動波形に影響を及ぼ

す軸糸タンパク質を網羅的にラベルし、繊毛

打運動過程で各々の軸糸内タンパク質の動的

な振る舞いを３次元空間で定量する必要があ

る。 
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