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緒 言 

 

運動性繊毛は、真核生物において多様な役割を担う細胞小器官である。原生生物では、運動性繊毛は個体運動や外界

感知に用いられる。また、高等動物においては、運動性繊毛が気管・脳室・精子・輸卵管等の細胞表面に存在し、異物

排出・恒常性維持・正常発生・生殖等に必須な役割を担っている。運動性繊毛の波動運動は、繊毛内部微小管上に存在

するモータータンパク質複合体『繊毛ダイニン』により駆動される［1］。繊毛ダイニンは複数種類存在し、そのどれも

が重鎖を含む複数のサブユニットから構成されている。繊毛内にはタンパク質合成系が存在しないため、これらの繊毛

ダイニンは繊毛に運ばれる前に細胞質内において前集合（pre-assembly）と呼ばれる機構によって各種サブユニット（重

鎖・中間鎖・軽鎖）から組み立て／折り畳まれることが現在までの研究で明らかになっている［2］。この繊毛ダイニン

前集合に異常が生じると、各種繊毛ダイニンが正しく組み立てられず、繊毛運動に異常が生じ、ひいては左右軸逆位・

水頭症・不妊等を含む繊毛病（Ciliopathy）を発症することが判明している。しかしながら、その重要性にも関わらず、

繊毛ダイニン前集合に関与すると示唆されている分子（前集合因子）は少数であり、その詳細な分子機構も不明である。

本研究では、新規繊毛ダイニン前集合因子の同定を通して、前集合機構の分子基盤を明らかにすることを目的とした。 
 

方 法 

 

通常のモデル生物であるマウス・ショウジョウバエ・ゼブラフィッシュ・線虫等では、微小な細胞小器官である繊毛

を大量に単離しその構築機構を詳細に研究するのは困難であると考え、2本の運動性繊毛を持つ単細胞緑藻クラミドモ

ナス（Chlamydomonas reinhardtii ）を用いて本研究を行った。クラミドモナスは完全人工培地での大量培養が可能

であり、繊毛単離が容易で、遺伝学も利用可能であるため、本研究に適したモデル生物である［3］。所属研究室にクラ

ミドモナスの培養と変異株単離の系を構築し、新規繊毛ダイニン前集合異常株の単離を試みた。 
 

結果および考察 

 

1．遺伝子変異導入薬剤を用いたクラミドモナス変異株ライブラリーの作製 
新規繊毛ダイニン前集合因子の同定を目指し、まず繊毛ダイニン前集合に異常を持つ新規クラミドモナス変異株の単

離を試みた。クラミドモナス野生型株（cc124 株または cc125 株）を遺伝子変異導入薬剤である EMS（Ethyl 
MethaneSulfonate）もしくはMNNG（1-Methyl-3-Nitro-1- NitrosoGuanidine）で処理し、薬剤を洗い流した後、底

部を遮光し上部のみ光を当てた15 mlファルコンチューブ内で液体培養を開始した。その後、数日おきに数回、チュー

ブ底部に溜まった細胞を注意深く新しいチューブに移し、再度底部を遮光し上部のみ光を当てるという作業を繰り返し

た。この手法は、クラミドモナスが光に集まる性質（走光性）を利用したものであり、無繊毛であったり、運動性が悪

かったりする株はチューブ底部に溜まるので、繊毛ダイニン前集合異常株の濃縮に有効だと判断し利用した［4］。次に、

十分濃縮された変異株を寒天培地上に薄く拡げて撒き、上部から光を当てて各変異株の細胞塊（コロニー）形成を促し

た。 
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2．変異株ライブラリーからの前集合異常候補株1次スクリーニング（遊泳速度／繊毛長観察） 
  各変異株細胞が十分な大きさのコロニーを形成したのを確認した後、滅菌した爪楊枝で1つずつコロニーを突き、96
穴プレート内の液体培地にコロニーを移動して明所で液体培養を開始した。変異株コロニーは少なくとも数百個以上を

突くように心がけた。その後、実体顕微鏡下で 96 穴プレート内の各変異株を観察し、野生型に比べて顕著に遅い遊泳

を示す株を SS 株（Slow Swimming 株）として以降の解析候補株とした。命名法としては、EMS が変異原の場合は

ESS（EMS-Slow Swimming）株、MNNGが変異原の場合はMSS（MNNG-Slow Swimming）株とし、株ごとに番

号を振っていった。同時に、既知の繊毛ダイニン前集合異常株は、貧栄養液体培地内では繊毛を生やすが、富栄養液体

培地内では繊毛を生やしにくいか、極く短い繊毛しか生やさない場合が多くみられるので［5，6］、それらの表現型を

示す株も優先的に以降の解析候補株とし、NF 株（Non Flagella 株）と命名した（ENF: EMS-Non Flagella, MNF: 
MNNG- Non Flagella）。何度か96穴プレート内で表現型観察を繰り返し、結果として、4株のESS株（ESS1-ESS4）、
5株のENF株（ENF1-ENF5）、18株のMSS株（MSS1-MSS18）、23株のMNF株（MNF1-MNF23）を単離する

ことに成功した。 
3. 変異株ライブラリーからの前集合異常候補株2次スクリーニング（細胞全体/繊毛内のダイニン量測定） 
上記した計 50 株の繊毛ダイニン前集合異常候補株から、更に解析候補株を取捨選択する目的で、まず変異株細胞全

体での繊毛ダイニンサブユニット（中間鎖・軽鎖）の存在量を、ウェスタンブロット法により野生型株と比較した。既

知の繊毛ダイニン前集合異常株では、繊毛ダイニン複合体が各種サブユニットから正しく組み立て／折り畳まれないた

めに、細胞体内に過剰に繊毛ダイニンサブユニットが蓄積するか、または分解され減少してしまう事象が観察されてい

る［5，6］。50株の前集合異常候補株からSDS-PAGE用の全細胞サンプルを調整し、各種繊毛ダイニン中間鎖・軽鎖

抗体でウェスタンブロット法を行った結果、野生型と比較した場合、繊毛ダイニン中間鎖・軽鎖存在量に何らかの差異

があると思慮される 15 株を選び出すことが出来た（表 1）（ESS1、ESS2、ESS3、MSS2、MSS7、MSS8、MSS9、
MSS10、MSS15、MSS16、MNF3、MNF9、MNF12、MNF15、MNF16）。次に、これら 15 株から繊毛単離が特

に困難であった株を除外し、残った株から繊毛を単離して繊毛ダイニンサブユニットの存在量をウェスタンブロット法

により野生型株と比較した。その結果、ESS1、ESS2、ESS3 株では軸糸外腕ダイニンサブユニットである IC69［7］
の繊毛内存在量が顕著に減少していることが観察され、特に ESS2、ESS3 株では検出限界以下にまで IC69 量が減少

していた（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

左欄に変異株の単離名を、右欄に表現型を記す。既存の変異株に遊泳パターンが似

ている場合はそれを記した。“smooth”、“jerky”、“sporadic twitching”、“non-motile”
は繊毛運動／クラミドモナス運動の印象を表す。 

 
 
  
 

表1. 前集合異常候補 15株の表現型 
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図1．各種繊毛ダイニン中間鎖・軽鎖抗体による前集合異常候補株繊毛軸糸のウェスタンブロット 
野生型株（wild-type）と繊毛ダイニン前集合異常候補株（ESS1、ESS2、ESS3）から繊毛を単離し、

界面活性剤で除膜した後、SDS-PAGEで展開し、その後 IC140（内腕ダイニン f／I1中間鎖）・IC69（外

腕ダイニン中間鎖）・p28（内腕ダイニンa／c／d軽鎖） に対する各抗体でウェスタンブロットを行った。

ESS1 では繊毛軸糸内の IC69 存在量が顕著に減少し、ESS2、ESS3 では更に検出限界以下にまで落ち

込んでいることが分かる（黄矢尻）。 
 
4．前集合異常候補株の戻し交配作業と多型株との掛け合わせによる変異遺伝子決定 
現在、上記スクリーニングを経て選び出した15株の中から、手始めに6株（MSS2、MSS7、MSS8、MSS10、MSS15、

MNF12）を選び、変異遺伝子を決定する前段階として、野生型株との戻し交配を行っている［8］。クラミドモナスは

一倍体であるため、多型株との掛け合わせにより割合容易に変異遺伝子mappingが可能であるが、その際に目的とする

表現型を単一の遺伝子変異に帰属させ、薬剤変異導入の際にランダムに挿入された背後の余分な変異を取り除く必要が

あるためである［9］。既にいくつかの株では2回目の戻し交配作業が終了しており、この作業を2～3回行って余分な背

後変異を取り除いた後、多型株を用いた変異遺伝子mapping［10］を行うことを予定している。これらの株の変異遺伝

子が決定された後は、原因遺伝子産物の機能解析と併せ、残りの変異株についても順次網羅的に変異遺伝子決定を行っ

ていく予定である。本研究は途上ではあるが、有力な前集合異常候補株を複数単離することに成功した。今後は、研究

を更に発展させ、繊毛ダイニン前集合因子の網羅的同定と、各々の分子機能決定を通して、繊毛ダイニン前集合機構の

全貌を明らかにしたいと考えている。 
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