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【モーター・タンパク質ファミリー】

生体運動において代表的な筋収縮は、ミオシン分子で構成される太いフィラ

メントと、アクチン分子で構成されている細いフィラメントによる滑り運動で

起こる O そのメカニズムは、ミオシン分子が ATPを加水分解して得た化学エ

ネルギーを運動という力学エネルギーに変換することが基本となっている o こ

のようなミオシン分子が生体運動の主役を担うと考えられてきたが、巌近の

1 0年間でミオシンとは異なるタンパク質が発見され、これら一群のタンパク

質はモーター・タンパク質と呼ばれるようになった o それらは、 I ATPの加

水分解で得た化学エネルギーを利用して、 一定の方向に動くことのできるタン

パク質」と定義されている。神経細胞の軸索内輸送系の研究から、まずキネシ

ンが輸送モーター・タンパク質として発見され、次に細胞質ダイニンが同様の

輸送モーター・タンパク質として同定された。これらは微小管をレールとして

利用し、各々逆方向へ担体を輸送するモーター ω タンパク質である o 例えば、

キネシンは神経終末側へ膜頼粒を運ぶのに対して、細胞質ダイニンは多小胞体、

ラメラ体などの多様な分解系の膜成分を逆に細胞体側へ運んでいる (Vallee et 

a1. 1989; Vale and Goldstein， 1990; Walker and Sheetz， 1993) 0 現在のところモータ

ー・タンパク質は、ミオシン，ダイニン，キネシンの 3つのファミリーに分け

られており、ダイニンと キネシンの分子構造は、細長く頭部分を持つ ミオシン

の構造によく似ていると推定されている o

一方、ダイニン・ファミリーのうち、真核生物の繊毛・鞭毛を構成する軸糸

ダイニンは、細胞質ダイニンの同定より早い時期に「力を出すタンパク質」と
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して名づけられた (Gibbons and Rowe， 1965) 0 繊毛・鞭毛は生物体にとって

筋肉とならぶ重要な運動器官であり、以前から盛んに研究されている分野であ

るo 材料が得やすい軸糸ダイニンに関する研究は、繊毛・鞭毛運動機精の解明

はもとより、ダイニン・ファミリーの運動機構を理解するうえでも重要である o

【真核生物の繊毛と鞭毛】

多くの真核生物の繊毛や鞭毛は、細胞自体の運動、食餌の輸送、異物の排除

などに携わっている運動器官である o 繊毛と鞭毛はともに細胞表面の一部が細

長く伸びた構造を持つ o 両者の違いは主として形態的なもので、短くて多数生

えているのを繊毛と呼び、長くて少数生えている場合を鞭毛と呼んでいる o 繊

毛はゾウリムシ、テトラヒメナなどを含む原生動物の繊毛虫類、多細胞生物の

初期匹、哨乳類の気管や卵管などにみられる o 繊毛の基部のみに屈曲が生じて、

そのまま 一方向に倒れていく有効打と、屈曲が根元で発生しそれが先端に伝わ

ることにより抵抗が少ない様式で元の位置にもどる回復打の繰り返しで繊毛運

動が行われる O 一方、鞭毛は動物の精子や植物の雄性配偶子、原生動物、単細

胞藻類などにみられ、鞭毛の根元で正弦波状の屈曲が発生し、それが先端に向

かつて伝わることにより駆動力が発生する。繊毛運動も鞭毛運動も共に屈曲を

引き起こすことが必須と考えられている。繊毛、鞭毛ともに次に述べるように、

同一の内部構造をしており、基本的には ATPのエネルギーを使って屈曲波を

根元から先端方向に正しく伝播する機構を持っていると理解されている o
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【繊毛・鞭毛の微細構造】

運動の詳しいメカニズムを明らかにするために、 Afzelius (1959) は独自に

開発した特殊な固定液を使用し、繊毛や鞭毛の微細形態を電子顕微鏡で詳細に

観察している。それによると繊毛、鞭毛ともにその構造は基本的には同じで、

周囲は膜に囲まれ軸糸と呼ばれる内部は、主として微小管によって構成されて

いる o 軸糸では 2木のシングレット微小管(中心小管)を 9対の周辺微小管で

取り囲んだ独特な構造がみられ、それは一般的に 9+2榊造とよばれている

(図 1- 1) 0 対を形成した周辺微小管のうち、完全に円筒型で閉じているの

をA小管とよび、不完全でしかも不安定な微小管は B小管とよばれる o ~~h 糸中

rl'心対問架僑

図 1-1 繊毛・鞭毛の横断面模式図
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には微小管同士を結合する構造として、隣接する こつの周辺微小管の問にネキ

シンリンク、周辺微小管と中心小管の聞にはスポークという構造がある o また

A小管からは 2本の突起が隣の B小管のほうに突出している。これらの突起は

腕とよばれ、外側のものを外腕、内側のものを内腕とよんでいる。これら微小

管結合タンパク質は微小管の上に規則正しい周期で配列している o 軸糸構造内

の基本的な周期は 96nmで、この周期の間に iつのネキシンリンク、 3つのス

ポーク(24， 32， 40 nmごと)、 4つの外腕、内腕はまだよく分かっていないが

3種のものが l組ずつ存在するという報告がある (Piperno and Ramanis， 1991; 

Smith and Sale， 1992) 0 軸糸はこのように規則正しい構造をしているが、それ

らを構成している成分は非常に多い o クラミドモナス鞭毛を使った詳しい解析

によると、軸糸全体としては 200種類以上のポリペプチドより構成されている

(Piperno and Luck， 1979a )。

【運動の分子機構】

繊毛・鞭毛における力発生の基本となっている屈曲運動を説明する仮説とし

て収縮説(Gray， 1955 )が考えられたことがあったが、現在は滑り説が一般に信

じられている O この滑り説のきっかけとなったのは、二枚貝・イガイの鯨繊毛

を用いて行われた Satir(1965， 1968) の研究である o 彼は、 屈曲運動をしている

さまざまな時期の繊毛の輪切りのセクションを作製し、その先端部を注意深く

電子顕微鏡で観察した o そして、周辺微小管の先端部においては、外側より内

側の微小管のほうが常に先に突出していることを見出した o この観察の結果か
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ら、微小管自体の収縮 による繊毛の屈曲 は考えられない ことを明 らか にし、

Afzelius (1959)が提唱 していた滑り 説を支持した o

さら に Summersand Gibbons (1971)は TritonX-100を用いたウ ニ精子の鞭毛脱

膜モデル (トリト ン ・モデル)を作製し 直接的に滑り運動を観察した o 軸糸を

トリプ シン で軽く処理すると、スポークとネキシンリンクが分解され、 周辺微

小管同士の結合が弱くなるが、そのサ ンプルに ATPと Mg21を加えた ところ 、

周辺微小管が滑り出してくることを暗視野顕微鏡により観察した o 次に、ウ ニ

精子鞭毛の外腕ダイニ ンにより、チューブリンのみからなるウ シ脳の シング レ

ット微小管が移動することが暗視野顕微鏡下で、観察された (Paschalet al， 1987) 0 

このことは、微小管の滑り運動が、ダイニンと微小管のみの構成ではじめて m

vitro で再構成されたことを意味している o このようにして、滑り運動は微小

管のレールとダイニ ンというモーター ・タンパク質のみで起こるということが

明らかにされた O

繊毛 ・鞭毛運動が微小管どうしの滑り運動に由来することは確定したが、そ

の滑り運動が規則正しい波動運動に変換されるメカニズムはまだ解明されてい

ない。 ShingyoJlら(1977)は、繊毛と鞭毛の屈曲運動は微小管の聞の滑り 量が全

長にわたって等しくないということで生じることを イオノフォレイシィスを

使い ATPを局所的に与えた研究で明らかにした。ダイニンと微小管の滑りの

活性化・ 不活性化の制御は、ダイニンと微小管との相互作用を両者のメカニカ

ルな、いわゆる屈曲 率の大小が on-off状態を決定すると考え、さらに軸糸に

弾性があると仮定して、 Brokaw( 1971， 1972 )はコンピューター・ シュミレー

シ ョンで正常に近い鞭毛運動を発生させることができた o
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それでは、滑り運動から屈曲運動への変換には軸糸内のどの構造が必要とさ

れるのかという問いに対しては、 Luckら(1977)によってクラミドモナスの突

然、変異株を使った研究によって、中心小管とスポークは不必要であることが明

らかにされた。さらに、 Kamiya and Okagaki (1986)の研究では、クラミドモナ

スの鞭毛を界面活性剤で処理して作製した細胞モデルを ATPを含む液の中で

運動させておくと、軸糸が縦に割れたうちの 2本の周辺微小管が振動運動を引

き起こすことがわかった o このことは、屈曲の発現は周辺微小管とダイニンの

みで生じることを証明している。

ダイニンは周辺微小管のA小管から突出している腕様の構造をしている o 外

腕と内腕は構造的にも機能的にも同じとみなされてきたが、最近のクラミドモ

ナスの二重変異をもっ変異株の研究から、外腕と内腕の機能的な差異が明らか

になった(Kamiya et al， 1989)。そのクラミドモナスの変異株では鞭毛の屈曲運

動はおこらない(泳げない)が、脱膜してタンパク質分解酵素で処理すると、

周辺微小管は野生株に近い速度で滑り運動を開始した o このことは、外腕の存

在で滑り運動は可能であるが、鞭毛の屈曲運動には変換できないことを意味し

ている o すなわち、内腕が滑り運動の屈曲運動への変換に大きな役割を演じて

いるということを示唆している o

【ダイニンの構造と機能】

モーター・タンパク質であるダイニンは、 1965年に Gibbonsらが発見したタ

ンパク質複合体である (Gibbonsand Rowe， 1965) 0 テトラヒメナ繊毛から膜を界
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面活性剤で取り除 くことに よ って、 ATPase活性が抽 出可能になる ことを見出

し、その酵素を 力の単位 dyneにち なんでダイニ ン (dynein)と名付け た。さらに、

ダイ ニン を抽 出 した軸 糸の電子顕微鏡観察により、周辺微小管上の2つの突起

が失われる ことが観察 されたので、その突起がダイニ ンの存在部位である と結

論された o これまで、外腕は非常に詳しく研究されているが、 高分解能 を持つ

SDSポリアクリルアミド電気泳動法(SDS-PAGE) が用いられるよ うになり、

外腕は複数のタ ンパ ク質を含む複雑なものであることがわかってきた o すなわ

ち、外腕は各々が ATPase活性をもっ分子量 40万以上の重鎖が 2本か ら3木で

構成され、分子量 6-8万程度の中閉鎖、 2万以下の複数の軽鎖から構成され

ている O 重鎖やそれを構成するポリペプチド鎖の構造およびそれぞれの役割に

ついては研究が進められているが、まだ確定していない。重鎖の数はウニ精子

の鞭毛やその他の多細胞生物の繊毛・鞭毛、細胞質ダイニンでは 2本であり、

テトラヒメナ、 ゾウリム シ、クラミドモナスなどの原生動物の繊毛・鞭毛では

3本である (Gibbons， 1988) 0 重鎖のうち、 α鎖や G鎖は繊毛・鞭毛では共通に

存在するが、 ATPase活性を持つ 3本目のいわゆる γ鎖の役割については未だ

解析されていない o

ダイニンの高次構造は、 ]ohnsonand Wall (1982， 1983)によって、はじめて明

らかにされた o 彼らは走査型透過電子顕微鏡による観察を行い、単離したテト

ラヒメナの外腕ダイニ ンが 3つの茎をもった花束状に見えることを報告 した o

そして、外腕 l個の全質量は約 150万ダルトンであ ったo 花束状の頭部の数と

外腕ダイニンの重鎖の数が一致する ことや分子量から頭部が重鎖であると考え

られている。ところが、外腕ダイニンは単離した状態では開いた形をしている
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が、軸糸内においてどのような形態をとっているのかは詳しく調べられていな

。
、、，

vuv 

最近では、 Gibbonsら (1991)や Ogawa (1991) によってダイニン O鎖の一次構

造が cDNA から決定され、 ATP結合部位がダイニン分子の中央に存在するば

かりでなく、 4カ所存在することもわかった。これがどのような意味をもつの

かについては不明であるが、性質の異なる ATPaseが複数含まれている と推定

されることから、滑りから屈曲への調節機構が存在す る可能性も考え られてい

るO また、他のダイニ ン重鎖に共通す るものであるか否かについても 不明であ

る。 Goodenoughand Heuser (1982)は急速凍結ディープ・エッチ ング法によ

る電子顕微鏡観察を行ったところ、テトラヒメナやクラミドモナス軸糸の外腕

は、いくつかの球状サブユニットと細長いサブユニットからなる複雑な構造を

していることがわかった o これまで、外腕の形態については多数の報告がある

が、内腕については形態上の観察が難しく詳細な報告は少ない。その後

Goodenough and Heuser (1985)の観察によって、それらの内腕は外腕と分子構築

は似ているが、微小管への配列様式が外腕と異なっていることが示された o す

なわち 2つ頭をした内腕 2組と 3つ頭の内腕 l組がA小管に沿って交互に並ん

でいるという報告をしている o また、 Mutoら (1991)は試料傾斜法を使った内

腕の詳しい観察を行い、クラミドモナス鞭毛では内腕は l列ではなく 2列に並

んでいることを示した o 外腕は、形態的にも構成するポリペプチド鎖にも均一

性がみられるが、内腕は非常に複雑であるといえる o 内腕ダイニンについては

量的にも得難いことや精製法が確立されていないことから、構成タンパク質に

ついては不明な点が多いが、最近の研究によると、 Piperno(1979b， 1992)はクラ
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ミドモナス内腕には、低分子量サブユニットとしてカルシウム受容タンパク質

カルトラクチンが含まれていることを見出した o また、アクチンもサブユニ ッ

トとして含まれていることを報告している o 最近、テトラヒメナ内腕ダイニ ン

のショ糖密度勾配達心と FPLCを使った Mono Qカラムクロマトグラフィーに

よる精製が試みられている。それによると、内腕のサブユニットの lつにアク

チン分子が含まれていることが報告されている (Mutoet al， 1994) 0 そのような

内腕ダイニンを構成するポリペプチド鎖の多様性は、機能の複雑性を示唆して

いると考えられる o

以上述べたように、テトラヒメナ繊毛運動機構の解明のためには、まずダイ

ニンの構造と機能の研究が重要であると考えられる。本研究においては、材料

が豊富に得られるテトラヒメナ繊毛の高分子量を持つダイニンを、いろいろな

角度から検討することにより、繊毛運動機構の解明を試みた o まず、効率良く

外腕、内腕ダイニンを分離精製するために、高分解能を持つ電気泳動法による

精製法を開発した o その結果、 ATPase活性を保持した状態で、アガロースゲ

ル上で外腕と主要な 2種の内腕ダイニンを分離することができ、その構成ぺプ

チド鎖等を比較検討することができた(第 2章) 0 さらに滑り運動を担う外腕

ダイニンの各々の重鎖の役割を検討する目的で、タンパク質分解酵素サーモリ

シンによる重鎖の限定分解を行い、 2種類の ATPase活性の高いフラグメント

を精製し、その分子形態を考察した o 次にそのフラグメントのポリクロナール

抗体を作成し、どの重鎖に由来しているのかを明らかにした(第 3章) 0 さら

に、引き続いてそれら重鎖の軸糸内の位置を検討するとともに、軸糸内での外

腕ダイニンの分子形態を推定した(第 4章)。ダイニン外腕の頭に相当する 3

ハU
句

E
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本の重鎖の各々には多数の ATP結合部位が存在する o その意義を明らかにす

るためにも、分子量の小さいフラグメントの状態の酵素的諸性質を明らかにし

ていく必要がある O そこで 2種の重鎖由来のフラグメントの諸性質を検討し、

微小管やチューブリンとの相互作用についても解析した o (第 5章) 0 このよ

うに多角的にダイニン ATPaseの生化学的諸性質を検討することにより、繊毛

運動におけるダイニンの機能を明らかにすることを試みた o
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弟 2 二a:.

早

テトラヒメナ繊毛における

外腕・内腕ダイニンの分析
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要 = 目

繊毛虫テトラヒメナの繊毛軸糸を構成するダイニンを分析する目的で、まず

はじめに 2段階の方法でダイニンを抽出した。軸糸を高塩濃度の緩衝液で短時

間の抽出を行った後、その軸糸をさらに低イオン強度の緩衝液で透析した o 2 

段階の方法で抽出されたダイニンを未変成の状態でアガロースゲル電気泳動を

行い、泳動後のゲルをタンパク質染色と ATPase活性染色を行うことによりダ

イニン ATPaseを同定した o さらにそのタンパク質バンドを切り出し、 SDSポ

リペプチドアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)にかけ、それを構成する

ポリペプチド鎖組成の分析を行った o アガロースゲル電気泳動の結果、高塩濃

度で、短時間の抽出分画には高い ATPase活性を持つ主要なタンパク質が 1種類

( Nlバンド)とマイナーなその他の 5種類のタンパク質がバンドとして検出

された。抽出後の軸糸をさらに低イオン強度の緩衝液で透析した場合は、高い

ATPase活性を持つ 3種類の主要なタンパク質(Tl、T3、T4バンド)とマイナ

ーな 3種類の活性を持たないタンパク質が分離された o ATPaseと判明したバ

ンドを切り出して、構成する高分子領域のポリペプチド鎖を SDS-PAGEで検

討してみると、移動度の小さい Nlと Tlバンドは外腕ダイニン特有の 3本の

重鎖 (α 、 G、 y鎖)を持つタンパク質であった。移動度が大きい T3と T4バ

ンドは α、。、 y鎖よりやや移動度が大きいそれぞれ 2本と l本の内腕重鎖が

検出された。さらに外腕ダイニンと 2種類の内腕ダイニンとのポリペプチド鎖

q
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の比較を SDS-PAGEで検討してみると、 T1バンド外腕ダイニンには、 76， 78 

kDaの中閉鎖と 55 kDaのチューブリンがほぼ等量含まれており、 20 kDa付近

に軽鎖が数本得られた o 2種類の内腕ダイニンのうちの一方 (T3バンド)は、

180 ， 110 kDaのタ ンパク質 を持っていた o ともに α、 Gチュープリンを多く結

合しており、 T4バンドには 43kDaのタンパク質も多く結合している。

調製用スラブゲル電気泳動を行い、ゲルよりダイニンバンドを切り出し、タ

ンパク質を溶出することを試みた。強度を保持したポアサイズの大きいアガロ

ースゲルを用いた電気泳動法は、ダイニンのような高分子量を持つ複雑なタン

パク質複合体の構成成分の解析に最適な方法と考えられる o
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序論

ダイニンは ATPを分解してその化学エネルギーを繊毛や鞭毛運動に変換す

る ATPaseである o モーターであるダイニンとそのレールになる微小管すなわ

ちチューブリンとの相互作用の結果、繊毛・鞭毛運動の基本となる滑りが引き

起こされる (Summers and Gibbons， 1971)。繊毛・鞭毛運動機構の解明のために

は、ダイニンそれ自体の構造や機能が詳しく調べられる必要がある o ところが、

ダイニンの分子量は 1，200kから 1，900ゆ aと非常に大きいタンパク質複合体で

ある(]ohnson and WaU， 1983 )。そのため、従来の精製法とは別の、しかもマイ

ルドな方法が要求されておりダイニンの精製をより困難にしている o

A小管の外側を約 23nmの間隔で結合している外腕ダイニンは、軸糸を短時

間の高塩濃度緩衝液による抽出で選択して得られることや量的にも多いことか

ら、他の微小管結合タンパク質に比べて構造や機能の解析が進んでいる o いま

までの報告から、ウニ精子の外腕ダイニンはゲル瀦過法とハイドロキシルアパ

タイトカラムクロマトグラフィー (Ugawa and Mohri， 1972; Ugawa and Gibbons， 

1976)を用いて、またテトラヒメナ繊毛は DEAE--Sephacelイオン交換クロマト

グラフィー (Porterand ]ohnson， 1983)を用いて精製されている o しかしながら、

これらの方法については、ダイニンが長時間にわたって高塩濃度の溶液にさら

されることから、解離や凝集の恐れがあると考えられる。そのためダイニンの

精製法としては、ショ糖密度勾配遠心法 (Gibbons，1966)による分別が一般的に

行われている o この方法の場合は、調製に長時間かかり精度が悪いという短所
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がある o

一方、内腕ダイニンはいままで量が少なかったり、外腕のように特異的に抽

出される性質がないことなどの理由から研究が遅れていた o ところが、 クラミ

ドモナスの変異株の外腕欠損株を用いてようやく精製がおこなわれるようにな

り、分子種やそのポリペプチド組成も明らかにされるようになった( Pipemo， 

1988 Pipemo et al.， 1990 )。 クラミドモナスにおける内腕ダイニンの重鎖は 6

種類同定されており(1a， 1b， 2， 2'， 3， 3' )、各々の重鎖は外腕ダイニンの α、。

や y鎖に比べて量は少なく、ほぼ同じ領域の高分子量(>400kDa)を持ってい

る。 外腕ダイニン欠損株のうち、さらに内腕ダイニン重鎖の存在の有無と電

子顕微鏡による観察の結果によって、 96nmの間隔に複雑に位置する 3種類の

内腕ダイニン(11，ロ， 13 )が同定された (Mastronardeet aJ.， 1992) 0 それらの重

鎖組成は 11には重鎖 1a， 1bを含む 3頭構造をしており、ロは重鎖 2 (繊毛の

場所により重鎖 2')、 13は重鎖 3 (繊毛の場所により重鎖 3')でともに 2頭

構造をしている o

テトラヒメナ繊毛における内腕ダイニンについては、 Marchese-Ragonaら

(1988)によって 14Sダイニンから免疫的に異なる 2種類の ATPaseが同定され、

STEMで球状の粒子に柄のついた構造が明らかにされた。さらに最近、 Muto

ら(1994)は、テトラヒメナ繊毛軸糸より 0.6M NaClで抽出した粗ダイニン分画

を DEAE-Sephacelで精製し、さらにショ糖密度勾配遠心して得た 14Sダイニン

を MonoQカラムクロマトグラフィーにかけて数種類のタンパク質画分を得た o

重鎖組成の異なる 3種を SDS-PAGEで解析してみると、それぞれにアクチン

を含んでいることが明らかになった。純粋培養が可能で増殖率の高いテトラヒ
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メナは、期待される試料量が得られ易いことから、生化学的な研究材料として

は重要であるが、クラミドモナスのような変異株が作製されていないため、内

腕ダイニンの組成については重鎖も含めてほとんど明らかにされていない o

本研究においては、テトラヒメナ内腕ダイニンの分別も含めた高分子量域の

分離を目的として、高分解能をもっ電気泳動法に着目した o ゲル強度の高い低

融点のアガロースを 1.85%の濃度にゲル化させ、電気泳動の支持体として用い

たo テトラヒメナ繊毛軸糸を 2段階で抽出したのち、未変成の状態でその支持

体を用いて電気泳動したところ、 l~OO から 1 ，900k ダルトンの領域を持つとさ

れる外腕ダイニンと内腕ダイニン 2種を効果的に分離することができた o しか

もこの濃度のアガロースゲルは弾性もあるので取り扱いも安易である o アガロ

ースはゲル化が簡単で重合剤も不用であるため、安全でマイルドな条件下での

電気泳動が可能である。さらに再現性も高く、ゲルを活性染色することにより

ダイニンバンドの同定が簡単に行える o この新しく開発した未変成の電気泳動

による分析の結果、高塩濃度の緩衝液で粗夕、、イニンを抽出したテトラヒメナ繊

毛軸糸をさらに低イオン強度下で透析することにより、内腕ダイニンが効果的

に抽出されることが明らかとなった o さらに、非常に活性の高い 2種の内腕ダ

イニンの構成ポリペプチドも明らかにした o
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材料と方法

テ トラヒメナ繊毛の調製法

繊毛虫テトラヒメナ(Tetrahymena py励 lJ711isstrain GL)を、 0.3%glucoseを加

えた py培地(1% proteose peptone， 0.1% yeast extract， 0.1% sodium acetate ) 2.5 1中

で 22'cの定温下において静置無菌培養した o 定常期に達したテトラヒメナを

1，000 xgで 10分間の遠心操作により集めた o

繊毛の単離方法については、 Thompsonら(1974)によって開発されたジブカ

イン法に従った o ジブカイン反応条件はテトラヒメナの種によって異なること

から、詳細に検討した結果 pyrifonnis GL株においては、 0.5 mglmlジブカイン

の濃度で 4'"'--6分間のマイルドな作用を施した方が細胞体の損傷が少なく、遠

心操作のみで乳白色の繊毛が選択的に得られた o

集めたテトラヒメナをプロテアーゼ阻害剤 (0.1mM TLCK， 0.1 mM p-ABSF)を

直前に加えた 200mlの py培地に細胞を損傷しないように緩やかに懸濁した後、

少量の py培地に 100mgのジブカイン塩酸を溶かしゆっくり撹祥しながら加え

たo 繊毛の単離は約 4'"'--6分後で完了するが、完全に脱離したかどうかを位相

差顕微鏡で手早く確認した o 直ちに 600 mlの py培地を加えてジブカインの作

用を弱めたo以下の遠心操作を含む調製は 4ocで行った。この懸濁液を 1，000

xgで 10分間の遠心に 2回かけ、細胞体を取り除いた後、上清を 10，000 xg， 20 

分間の遠心操作で繊毛を回収した o
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軸糸(アクソネーム)の調製

軸糸は繊毛を以下の除膜操作を行うことにより得た o 0.2 % Nonidet P40を含

む HMEDK溶液(10 mM HEPES， 5 mM MgSO 1¥ ， 0.5 mM EDTA， 0.2 mM DTT， 100 

mM KCI， pH 7.4)にプロテアーゼ阻害剤 (0.1mM TLCK， 0.1 mM p-ABSF)を加えた

溶液で繊毛を 5分間サスペンドし 10，000xg， 10分間遠心した。その操作を 21口

繰り返した後、 Nonidet P40を取り除くために HMEDK溶液で沈殿を洗う操作を

3回繰り返して軸糸標品とした o

ダイニンATPaseの調製

軸糸を 0.6M NaCIを含む緩衝液(10 mM HEPES， 4 mM MgCI 2 ， 0.1 mM EGTA， 

1 mM DIT， 1 mM p-ABSF， pH 7.4)で ooC ， 30分間抽出した後、 20，000xgで 30

分間遠心した o 上清の粗ダイニン中の NaCIを取 り除くために短ゲル瀬過カラ

ム(Hi-Trap カラム， Pharmacia社)を通した o 以下これを NaCI抽出ダイニン

と呼ぶことにする。その溶出緩衝液は 10mM TrisIHCI， 50 mM NaCI ， 0.5 mM 

EDTA， 1 mM D了f，1 mM p-ABSF， pH 8.0であった o 高イオン強度抽出後の軸糸

をさらに、 2mM Tris圧1C1，0.1 mM EDTA， 1 mM D1寸， 1 mM p-ABSF， pH 8.0の低

イオン強度の緩衝液で 17時間透析をした o 45，000 xgで 30分間遠心して上清を

Tris厄DTA抽出夕、、イニンとした o

アガロースゲル電気泳動によるダイニンの分離

高分子量を持つダイニンは、ポリアクリルアミドゲルを支持体に用いた電気
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泳動では、ゲルトップに留まってしまい泳動する ことができない o ゲル強度を

保持した低融解アガロースを支持体にすることにより、数種のダイニ ン

ATPaseをディスク型電気泳動で分離することが可能となった o まず、低融点

アガロース(1βw Melt Preparative Grade， BIO RAD社)を 37.5mM Tris/HCl (pH 8.8) 

に1.85%になるように加温して溶解し、内径 7mm，高さ 7cmのゲルカラム内

で重合させた。ゲルを乾燥させないために、ゲル化した後にラップをしておい

たo 泳動時にガラスカラム管からゲルの落下を防ぐため、ゲルカラム底部をガ

ーゼ片でおおい、シリコンチューブでシールをしておいた o この方法は泳動槽

にゲルカラムの装着の際、気泡が発生しにくい利点もある o 泳動緩衝液は

Laemmli (1970) に従い、 30-100U 1の試料に1/10量の 1M ショ糖と BPB混液を

加えた試料溶液を重層し 100V， 90分間， 5tで泳動した o また回収に用いる

ため、調製用にスラブ型電気泳動 (100x 120 mm)を行ったが、あらかじめゲル

には底部に 1cmの厚さの 5%アクリルアミドゲルを重合させた後、 1.85 ~ 

アガロースをゲル化させコームは用いなかった o

'気泳動後のゲルの取り出しは、ガーゼ片を取り除き、カラム管にゴム帽を

つけ軽く押し出すだけで容易に行える。タンパク質染色は、 Bradford (1976) 

による CBB G250で染色をし 、 7 %酢酸で脱色した o ATPase活性決色は、ゲ

ルを ATPase反応、液(1 mM ATP， 10 mM MgCl 2 ， 10 mM CaCl 2 . 20 mM  Tris斤ICl，

pH 8.0)に入れ、 27
0

C. 20分間反応させた o 反応液中に 10mM CaC12を添加す

ることによって、 ATP分解後のリン酸をリン酸カルシウムとしてゲル内に白

沈を生じさせ固定させた o 反応後、蒸留水で洗浄したゲルにリン酸発色旨

( 0.04 %アミドール.1.5%硫酸， 0.33%モリブデン酸アンモニウム)を加えて
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リン酸結合部位をリンモリブデンブルーの濃青色バンドとして検出した o この

リン酸発色法は時間の経過に伴いバックグランドもブルーを帯びてくるため、

目的に応じてリン酸発色液を加える前のリン酸カルシウムの白色バンドに固定

しておいた状態でゲルを保存した(4 oc下で 1週間安定) 0 

ダイニンの電気泳動による精製

ダイニン抽出液を調製用スラブ型アガロース電気泳動で分離した後、ゲルを

2カ所ほど短冊状に切り取り、タンパク質染色・ ATPase活性染色を施した。

ダイニンバンドに相当するバンドを切り出しタンパク質回収装置(AE-6580 

型，アト一社)で回収した o 回収用泳動緩衝液はLaemmli (1970)に従った o 回

収側の透析膜に吸着するのを防ぐために、 1 M ショ糖を 500 U 1とり、それを

あらかじめ透析膜上に載せておき、 5oC ， 75 V，で 1時間通電した o 回収後のダ

イニンは HMEDK緩衝液中で透析し、さらに 20，0001 xgで遠心分離を行い、その

上清を回収ダイニンとした o

SDS-PAGE 

ダイニン重鎖の分離には 3-8M 尿素， 3-5%ポリアクリルアミドゲルを作成

し、ダイニン中間鎖・軽鎖の分離には 10-20% のポリアクリルアミドグラデ

イエントゲルを作成した o 試料の調製以外はすべて Leammli (1972)の電気泳動

の系に従った。アガロースゲル電気泳動後、分析を行うタンパク質バンドを切

り取った後、そのゲル片に同量のタンパク質処理液 (0.17M Tris/HCl， pH 6ム 3.3
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% SDS， 0.16 % 8 -mercaptoethanol )を加えて、 95tで 3分間加熱処理した o 50 

t前後に加温した試料を含むアガロース混液を、ゲル化する前に SDS-PAGEの

サンプルコームにアプライした o ポリペプチド鎖の分子量を推定するために、

ミオシン (200，000)，sーガラクトシダーゼ (116，000)，BSA (66，000)，アルドラーゼ

(42，000)，炭酸脱水素酵素 (30，000)， ミオグロビン (17，000)を標準タンパク質とし

て用いた。銀染色は銀染色キット (Pharmacia社)を用いた o

二次元電気泳動

一次元自の電気泳動は、内径 1 mmの細管を用いてアガロースゲル電気泳動

を行った。泳動後は、シールしたガーゼをカラム管より取り外し、軽く圧をか

けることにより、泳動後のアガロースゲルが容易に得られるし、そのゲルは弾

性もあるために取り扱いが容易である o そのゲルをタンパク質処理液に 7分間

浸し平衡化した。その後、二次元用の 5-20%の SDS-PAGE用ミニスラブゲル

( 90 x 80 mm )に載せたが、 SDS-PAGE用ゲルとアガロースゲルの問に加温し

た 1%アガロース・平衡化液を入れ、密着させて通常に泳動を行った o 泳動後

のゲルは銀染色を行った o

ATPase活性の測定法

最終濃度が 1mM ATP， 3 mM MgSO 4 ，20 mM TrislHCl ， pH 8.0 の反応液に酵

素を加えて反応開始とした o 反応停止と生成したリン酸の定量は、リン酸発色

試液(0.04 %アミドール，1.5%硫酸， 0.33%モリブデン酸アンモニウム、各々
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最終濃度で示す o ) に 1%になるように SDSを加えてタンパク質を可溶化し

623 nmの波長で吸光度を測定した (Nakamuraet al， 1982) 0 

タンパク質の定量法

タンパク質濃度は、 BSAを標準としてクーマシーブルー色素測定法の

Bradford (1976)の方法に従って求められた o
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結果

テトラヒメナからジブカイン法によって単離した繊毛は、図 2-1aに示す

ように純度の高い標品であることがわかる。その繊毛を脱膜して得た軸糸横断

面の電子顕微鏡図(図 2-1 b) をみると、中央の 2本のシングレットの微小

管を取り囲んで周辺に 9対のダブレット微小管があり、その完全な管のA小管

から外側と内側に突出している腕様の構造が外腕ダイニン・内腕ダイニンであ

る。テトラヒメナ繊毛から 2段階に分けてダイニ ンを抽出した画分を、今回新

たに開発したアガロースゲル電気泳動を用いて高分子量域のタンパク質組成の

解析を試みた O 繊毛を除膜して得られた軸糸を、まずはじめに 0.6M NaClを含

む緩衝液 (10mM  HEPES， 4 mM  MgCl 2 ， 0.1 mM  EGTA， 1 mM  DTI， 1 mM p-ABSF， 

pH 7.4)で短時間抽出して得た粗ダイニン(NaCl抽出ダイニン)を未変成の状

態でディスク型のアガロースゲル電気泳動を行った。 4tで 90分間の泳動後の

ゲルをクーマシーブリリアントブルー G250によりタンパク質染色したところ、

6本のタンパク質バンドを認めることができた(図 2-2A)。移動度の小さ

い方からバンド NO，N1， N2， N3， N4， N5 と名付けた o さらに別のゲルを ATPase

反応液中で 27tで 20分間酵素反応させた o ATP分解反応後生じた Piは反応

液中の Ca2 +と結合してリン酸カルシウムの白沈を生じた o そのゲルをリンモ

リブデンブルーの青色呈色反応を行い、リン酸存在部位を検出した o その結果、

バンド N1はタンパク質含量も多く、非常に高い ATPase活性を示した o また

薄いタンパク質バンドが検出された N2と N3も ATPase活性がわずかに見いだ

されたが、バンド NOと N4，N5は全く ATPase活性は観察されなかった。特に、
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ゲル上部に泳動されずにとどまっているタンパク質とバンド NOは塩濃度の変

化によるタンパク質の凝集によるものと考えられる。

次に、 0.6 M NaClで抽出した軸糸をさらに低イオン強度の緩衝液 (2 mM 

TrislHCl， 0.1 mM EDTA， 0.2 mM DTI， 0.2 mM p--ABSF ， pH 8.0) に対して 17時間

透析した後、遠心した上清(Tris/EDTA抽出ダイニン)のアガロースゲル電気

泳動を行った(図 2-2 B) 。この抽出画分には、高分子量域に 6種類のタン

パク質が含まれていた o 移動度の小さい方からバンド T1から T6まで名付け

ると、主要な ATPase活性を持つ 3本のバンド T1，T3， T4が得られた o そのう

ち、バンド T3と T4についてはタンパク質はほぼ等量抽出されているが、バ

ンド T4のほうが ATPase活性は高いことが観察された o バンド T2は量的にも

少ないが ATPase活性もわずかながら認められた o バンド T5，T6は全く活性を

持たないタンパク質であった。この電気泳動法により、これら 2種類のダイニ

ン抽出画分に含まれる高分子量域のタンパク質はシャープなバンドとして得ら

れ、それより小さい分子量域のタンパク質はゲル底部に移動しているのが観察

された。軸糸を 2段階のタンパク質抽出法の比較を行うと、軸糸を 0.6M NaCI 

で短時間抽出することにより、高い ATPase活性を持つダイニン(バンド N1)

が効果的に抽出されていた o また NaCIで抽出後の軸糸を低イオン強度下でさ

らに長時間抽出することにより、はじめてダイニン ATPaseのバンド T3. T4が

軸糸より抽出された o 以上の結果は、段階的に軸糸から抽出を行うことにより

何種類ものダイニンを効果的に分別できることを示している o 表 2-1は軸糸

より抽出したタンパク質量、ダイニン ATPase活性値の割合を示した o またゲ

ル強度の高い低融点のアガロースは、ダイニンのような高分子量を持つタンノ.。
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ク質を電気泳動するための最適な支持体であることが判明した。

ATPase活性を持つ主要なバンド N1，T1， T3， T4のダイニン重鎖を検討するた

めに、 3-5%のアクリルアミド濃度で 3-8M尿素を加えたグラディエントゲ

ルを用い SDS-PAGEを行った(図 2-3)。バンド N1と T1は外腕ダイニン

の特徴的な 3本の重鎖 (α ，s" 鎖，いずれも> 400 kDa) が得られ、バン

ドT3は y鎖より移動度の大きい 2本の重鎖と 140 kDaのバンドが得られた oこ

の2本の重鎖は非常に接近しており、それぞれ重鎖 1， l'と名付けた o またそ

れらよりやや移動度の大きい重鎖 3が薄いながらも認められた o バンド T4は

l本の重鎖 2からなり、わずかに重鎖 3が存在していた。バンド T3とT4は外

腕の重鎖とは異なることから、内腕由来と考えられる o また、外腕ダイニンバ

ンド N1と T1の SDS-PAGEパターンから、内在性のプロテアーゼによる重鎖

の切断が全くみられないことから、この T3， T4のバンドも内在性のプロテア

ーゼの影響はほとんどないと考えられる o

次に、外腕と内腕ダイニンの中閉鎖と軽鎖の構成を検討するために、 10 -

20 %のゲル濃度の SDS-PAGEを行った(図 2-4) 0 バンド N1とT1の中間

鎖は 2本の 78kと 76kDaのバンドが得られた o 軽鎖は 20kDa付近に多数みら

れた。これらは外腕ダイニンの典型的なポリペプチド鎖組成を示している o と

ころが、バンド T3と T4はバンド N1と T1とかなり異なったポリペプチド鎖

のパターンを示している o バンド T3とT4は 116--30 kDaの範囲に多数のポリ

ペプチド鎖がみられ、 20 kDa付近の軽鎖ポリペプチドは外腕ダイニンに比べ

て少ない o 特にチューブリンに相当する 55 kDaは特徴的である oバンド N1と

T1は 78k や 76 kDaポリペプチド鎖とほぼ等量のチュープリンに相当する 55
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kDaポリペプチド鎖を含んでいる o ところが、バンド T3と T4の 55 kDaポリペ

プチド鎖含量は外腕ダイニンの N1と T1に比べてかなり多いといえる o 重な

っているが、 αとGチューブリンが得られていた o また、バンド T4にはアク

チンに相当する 43 kDaのポリペプチド鎖が主要成分に含まれている o その他

17 kDa以下のポリペプチド鎖も T3と T4バンドにみられる o

NaCl抽出ダイニンと Tris/EDTA抽出ダイニンを 一次元日にアガロースゲル電

気泳動を行い、 二次元自に SDS-PAGEで分析したパターンをみると、抽出さ

れた画分には、ダイニンとチューブリンの含量に著しい差がみられる(図 2-

5、 2-6) 0 NaCl抽出ダイニンは、チュープリンに比べてダイニンが多く

抽出されており、 TrisADTA抽出ダイニンのほうはチューブリンを多く含み、

高分子領域に 3つの山が得られている。 ATPase活性染色で全く染まらなかっ

たバンドには次のような特徴的なバンドがみられた。 110 kDaのチューブリン

ダイマーは共にアガロースゲルの底部に泳動された o それより少し移動度の小

さい約 116 kDaポリペプチド鎖がみられた o 少し移動度が小さい位置に分子量

200 kから 30 kDaまでのポリペプチド鎖を含むタンパク質が泳動されていた o

アガロースゲル泳動パターンから、これはバンド T6とバンド T5に相当する

ものと推定される o これらは、低イオン強度で抽出されやすいネキシンリンク、

スポークの分子量やポリペプチド組成が同じである (Pipemoet al， 1981)ことか

ら、外腕・内腕ダイニンのみならず軸糸タンパク質の分析にアガロースゲル電

気泳動は有効な方法だと考えられる o また、現在までのところアガロースゲル

バンドから電気泳動によるタンパク質の回収は、約 55%程度であり、精製手

段として利用しうるためにはタンパク質の回収率を高めていく必要がある。
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考察

今回テトラヒメナ繊毛軸糸より、未変成の状態の外腕と内腕ダイニンをはじ

めて電気泳動的に分別することを試みた。ダイニンは分子量が大きいため、ア

クリルアミドゲルの濃度を薄ぐしてポアサイズの大きいゲルを用いなくてはな

らないが、そうしたゲルは、もろくてしかもシャープなバンドが得られないた

め、電気泳動による分離は不可能とされていた o しかし Nakamuraand Masuyama 

(1979)， Nakamuraら(1982)は、支持体に改良を加えることにより、未変成の状態

のダイニンを電気泳動することが可能となった。網目の大きい低濃度のアクリ

ルアミドゲルに補強体として 1%アガロースを混合したゲルを支持体として用

いた。このゲル組成では、ダイニン高分子量域から低分子量域まで幅広い分離

が可能なため、全抽出タンパク質の組成を検討するのには適している(図 2-

7 )。また、ゲルを ATPase活性染色をすることにより直ちにダイニン ATPase

のバンドを同定することが可能であった o これは、外腕ダイニンの主要な分離

法として用いられるが、内腕ダイニンの分別には利用できなかった o またゲル

化の条件が異なるため、泳動用ゲルの作製は複雑であった o 今回は、ゲル強度

の大きい低融解のアガロースゲルのみを用いることにより、ゲル作製も簡単で

しかも高分子領域のみを選択して分別できるので、ダイニンのような巨大なタ

ンパク質複合体の分析には適していることが判明した o しかも、アガロースゲ

ルよりバンドを切り出し、簡単に SDS-PAGE用に試料が作成できるため、構

成するポリペプチド鎖組成の検討には少量の試料で非常に簡単に行うことがで
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きる o

Mutoら(1994)によると、テトラヒメナ内腕もクラミドモナス内腕と同様に

アクチンを結合していることを報告している o アクチン様タンパク質としては

Pipemo and Luck ( 1979b )が報告したのがはじめてである o その後、最近の

Pipemoらの報告(1992 )によれば、この軸糸のアクチンは、 “夕、、イニン調節

複合体"の一部をなし、その複合体は、カルシウムイオンの細胞内濃度調節下

でダイニン内腕と相互作用の調節を受けることが示唆されている o 今回もテト

ラヒメナ繊毛軸糸より 2段階で抽出し、電気泳動的に分離した主要な 2種類の

内腕ダイニンのうち T4バンドにも 43 kDaのアクチン様タンパク質が含まれて

いた o テトラヒメナ内腕ダイニン T4バンドは、クラミドモナスの内腕のうち

重鎖は l本で構成されアクチン様タンパク質を含んでいる内腕ダイニンロヵ

13 (Pipemo et al， 1992)と非常に類似している。

また、チュープリンについては、外腕ダイニンと内腕ダイニンは特徴的な結

合をしていると思われる。外腕ダイニンの方は、チュープリンは中閉鎖と比べ

てみるとほぼ 1 1で結合している o すなわち外腕ダイニン i分子につき l分

子のチュープリンが結合していることが予想され、しかも移動度の小さい 8チ

ューブリン (Nakamuraet al， 1990)が結合していると思われる(図 2-8) 0 内

腕ダイニンの方はチュープリン含有量が多く、 αとOチュープリンの両方を含

んでいると思われる。内腕ダイニンについては抽出されにくいことや、外腕ダ

イニンとは異なり微小管上に横たわっている電子顕微鏡像が報告されている

( Mastronarde， 1992 )ことからチューブリン含量は多いと考えられる o それぞれ

の内腕に結合しているチューブリンアイソザイムの分析 (Nakamura et al， 1990) 
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が必要だと考えられる o

電気泳動後のゲルの ATPase活性染色には Caイオンを添加しており、 2種類

の内腕ダイニンのうち移動度の大きい T4バンドは ATPase活性が高いことか

ら、 Caイオンによる活性化の可能性も考えられる o このような複雑な構成・

形状をしている内腕ダイニンの研究を進めるには、精製方法が確立ししかも試

料が豊富に得られることが必要である o 本研究において、テトラヒメナ繊毛か

ら外腕ダイニンや内腕ダイニンを効果的に抽出したのち、それらが電気泳動的

に分別できることを明らかにした O 今後、精製されたダイニンを用いることに

より、詳細な運動機構の解明がはかられることが期待される o
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表 2-1 テトラヒメナ軸糸から抽出される粗ダイニン分画の割合

タンパク質量

相対値(%)

ATPase活性

相対値(%)

軸 糸 100 

50 

1 8 

30 

100 

76 

1 2 

1 0 

粗 NaCl抽出ダイニン

粗 TrisノEDTA抽出ダイニン

抽出後の軸糸

'
E
A
 

q
u
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a b 
|竹腕 外 j腕

B 一小竹 Aー小 ~Ã\~ 11'心小fiTJ

図 2-1 単離したテトラヒメナ繊毛と繊毛軸糸

a Tetrahymena pyriformis strain GLをジブカインで処理し単離した繊毛

暗視野顕微鏡で撮影(x 1，000)しているので実際より大きくなる O

b 向上繊毛軸糸横断面の電子顕微鏡像

912構造、外腕・内腕ダイニン、スポークが観察できる。

(方法は第 4章で説明する o スケールパーは100nmを示す。
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アガロースゲル111:気泳劫パターン

A NaCl 抽出ダイニン l由J分 (50 μg) 

TnsADTA抽出ダイニン画分(!:) 0μg) 

a.タンパク質染色

b ATPase活性染色

レーン aの庄仮Ijの記り-は移動皮の小さいタンパク質バンドかんJII自

につけている O
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一一 140k

出12-3 ダイニン ATPaseのI自分チ領域ポリペプチド鎖の解析

アガロースゲ/レ電気泳動後のダイニン ATPaseのバンドを切り

取り SDS-urea -PAGEにかけた o 1レーンは30μ

a NaCl}白山ダイニン Nlノtンド

b Tris/EDTA抽山ダイニン Tlバンド

c Tris/EDTA tdl出ダイニン T3バンド

d Tris/EDTA抽出ダイニン T4ノtンド

レーン在は外腕ダイニン重鎖をぷす

レーン右は内腕ダイニン重鎖と 140kポリペプチド鎖をぷす
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17 

図 2-4 ダイニン ATPaseの低分子量域ポリペプチド鎖の解析

アガロースゲル電気泳動後のダイニン ATPaseのバンドを切り

取り SDS-PAGE (10-20%)にかけた o 1レーンは30μi

a NaCl抽出ダイニン N1バンド

b TrisADTA抽出ダイニ ン Tlバンド

c TrisADTA抽出ダイニ ン T3ノミンド

d TrisADTA抽出ダイニ ン T4ノくンド

HC;重鎖， 1 C;中閉鎖， LC;軽鎖， T ;チュープリン

ロ;43 kDaポリペプチド
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1. 85先 Agarose-GE-園事ー

HC-. 

(kDa) 

200 
一
円
口
〈
仏

1

凶
凸
∞

116 

T 
〆66 

42 

30 

17 

NaCl抽出ダイニンの一二次元電気泳動パターン図 2-5

未変成 1. 850/0 アガロースゲル電気泳動一次元日

SDS-PAGE 5-20% 一次元自

左側のレーンは分子量マーカーのバンドと分子量を示す o

チュープリン
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T; 重鎖，ハしH
 



1.85% Agarose GE 圃闘..  

HC~ 

CkDa) 

200 

30 

17 

116 

42 

66 

一
円
ロ
〈
円
山

l
凶
口
一
山

気泳動パターンTris/EDTA抽出ダイニンの二次元図 2-6

変成1.850/0 アガロースゲ jレ電気泳動一次元日

SDS-PAGE 5-20% 一次元

左側のレーンは分子量マーカーのバンドと分子量を示す。

チューブリンT; 重鎖，HC; 
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D

D
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D-

T-

T-

P A 

図 2-7 電気泳動法の違いによるダイニンの分離

a アガロースゲル

b アガロース・ポリアクリルアミドゲル

ともに第 3章で述べる Tris/EDTAダイニンを泳動した o

P タンパク染色

A ATPase活性染色

D.ダイニンノミンド. T，チュープリンダイマー.
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図2-8 軸糸α，8ーチュープリンのSDS-PAGEパターン

テトラヒメナ繊毛軸糸 (T)，ウニ精子鞭毛軸糸 (S) を8月アクリ

ルアミドの分離ゲルで泳動した。

P:タンパク質染色

ニトロセルロース膜に転写後、モノクロナール抗体ーヒト脳α

チューブリンで反応させた。

砂 :α ，8ーチューブリンを示す
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外腕ダイニンの二つの頭部フラグメントの精製
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要 1::::1. 
日

繊毛・鞭毛運動は周辺微小管相互間の滑りが基本となっている o その運動の

重要な役割を担っているのは、軸糸の腕の部分を構成するダイニン ATPaseで

ある o 現在までのところ、研究の進んでいる外腕ダイニンの構造と機能の解析

の結果、構成しているサブユニットの重鎖(>400 kDa) の各々は ATP結合部

位、 ATP反応部位を持っており、構造上の頭に対応しているものと考えられ

ている (ugawa，1991; Gibbons， 1991) 0 滑り運動の分子メカニズムを考えるにあ

たって、重鎖の各々が ATP結合部位、 ATP反応部位をもっているという事実

があるにもかかわらず、これまで外腕ダイニン全体を用いて議論されている o

運動のメカニズムをより詳細に解明するには、ダイニンの各々の頭部の機能的

役割を明らかにしていく必要性がある o しかも外腕ダイニンは、種によって 2

頭構造や 3頭構造をしている (Gibbons， 1988)ことから、ダイニンの重鎖の機能

的差異の研究は進化を考える上でも非常に重要であると思われる o そこで、頭

部の機能的差異を探るためには、ダイニン外腕の頭部のみを取り出した簡単な

系を用いることが必要であると考え、まず外腕ダイニンから効果的に頭部を取

り出す方法の開発とその精製を試みた o

テトラヒメナ繊毛軸糸から低イオン強度下の緩衝液で透析して得た粗ダイニ

ンをタンパク質分解酵素サーモリシンで限定分解すると、ダイニン重鎖の分解

に伴って約 4倍程度の ATPaseの活性化がみられた o 未変成の状態で電気泳動

をした後に、ゲルに ATPase活性染色を施す方法でダイニンの分解過程を解析

'
E
A
 

A
H
T
 



してみると、 2本の安定した ATPase活性を持ったフラグメントが生成された。

他のフラグメントの生成は少ないことから、サーモリシンによる限定分解はダ

イニン外腕から ATPaseを保持したフラグメントの生成に非常に効果的であっ

たo

試行錯誤の結果、サーモリシンによるダイニンの限定分解の最適な条件を見

出し、その条件下で調製したダイニンフラグメントを Q-Sepharoseイオン交換

クロマトグラフィーを用いて精製を行った o HEPES緩衝液を含む 0.15M と 0.25

M NaClによる溶出で高い比活性を持つフラグメントが 2種溶出した。ゲル瀬

過でその分子量を推定すると、共に約 400 kDaを示した O 電気泳動でも分子

を推定した結果、約 500と 460 kDaと推定された o 比活性は、共に 8-9 μmol 

Pi / mg proteinであった O 次いで、精製したこれらのフラグメントのポリクロ

ナール抗体を作成した o このフラグメントの抗体は、 SDS-urea PAGEにかけ

て分離した外腕ダイニンの 3本の重鎖 (α ，s，r鎖)のうち O鎖と y鎖と交

叉した。これら 2種類のフラグメントのサブユニット構成を SDS-PAGEで分

析した結果、 178 kと 126kDaのポリペプチド鎖が等量の割合で含まれている

こと、および 178k， 89 k， 50 kDaポリペプチド鎖が同じく等量ずつ含まれてい

ることを明らかにした o この 2種のフラグメントの重鎖由来を明らかにするた

めに、フラグメントのポリクロナール抗体を作成した o さらに、

抗体をニトロセルロース膜上で精製を行い、各々のフラグメントの 178 kポリ

ペプチド鎖に交叉する抗体を作製した o 各々の 178 kポリペプチド鎖は抗原性

を異にすることがわかったが、ダイニン分子聞においてきわめて保守性の高い

ポリペプチド鎖だと推定される o 2種のフラグメントの抗体は外腕ダイニン重
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鎖のうち G鎖と y鎖を認識することが明らかになった O γ鎖からフラグメ ン ト

が精製されたのは初めてである o これら 2種のフラグメ ン トは分子量的にも構

成するポリペプチド鎖も非常に似通っていることを明らかにした o

さらにダイニンの調製法の違いにより、ダイニンに対するサーモリ シンの分

解のしかたが異なることから、単離されたダイニンはコンパクトな形状をして

いるものと類推された o
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序論

真核生物の繊毛・鞭毛運動を担うダイニンは、 1965年に Gibbonsらによりは

じめてテトラヒメナ繊毛軸糸より精製された ATPaseである o その後ウニ

(Mohri， et al， 1969)、 クラミドモナス (Pipernoand Luck， 1979)、 ゾウリムシ

(Schroeder， et al， 1990)、 ニジマス (Ogawa，et al， 1980)、 ウシ (Ragona，et al， 1987) 

などから外腕ダイニンが精製されており、その生化学的・生理学的性質やその

微細構造などの研究が進められてきた o

さらに、外腕ダイニンの反応機構の解析から、ダイニンの ATP分解過程は

基本的にはミオシンによるもの(Kanazawa，and Tonomura， 1965)と類似している

ことが明らかになってきた o ダイニンの ATP分解反応過程は速い基質結合・

分解過程と、分解産物のゆっくりした離脱過程からなる (Holzbaur，and johnson， 

1986 ; Shimizu and Katsura， 1988) 0 ダイニンと微小管は ATPの非存在下で強固な

複合体を形成し、 ATP存在下で解離する性質を持っている o ダイニンと微小

管による ATP分解経路は、 Lymnand Taylor (1971)が定式化したアクチン・ミ

オシンによる ATP分解経路と基本的には同じものである O しかし、これらは

すべて外腕ダイニン全体を用いて得られたものであり、外腕中の 3種の重鎖が

すべて似ていることを前提にしている o ダイニン重鎖のうち α鎖は酵素活性も

低く、リン酸化されているという報告 (Kingand Witman， 1989)があり、ダイニ

ン重鎖各々の機能的差異を詳しく検討し直した上で議論される必要がある o

また、外腕ダイニンの微細構造をみると、原生動物に属するテトラヒメナ
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Qohnson and Wall， 1983)やクラミドモナス (Goodenoughand Heuser， 1984)、 ゾウリ

ムシ(Schoroeder，et a1， 1990)では 3頭構造をしており、ウニ (Sale，et a1， 1985) 

ニジマス (Gatti，et a1， 1989)、 ウシ (Ragona，et a1.， 1987)では 2頭構造をしている。

外腕ダイニンが 3頭構造であっても 2頭構造であっても大きな運動上の差異は

認められないが、進化の過程を考える上でも、各々の頭の機能的差異を検討す

ることは非常に興味ある問題である o

本章においては、 3頭構造を持つテトラヒメナ繊毛の外腕ダイニンの重鎖の

機能的差異を明らかにするために、タンパク質分解酵素による消化を用いて重

鎖単位で取り出し精製することを試みた。現在までの研究において、 Ogawa

and Mohri (1975)は、 2頭構造を持つウニ精子鞭毛の外腕ダイニンをトリプシン

消化させ、頭部 G鎖由来の活性フラグメント(仕agment-A)を精製した。さらに、

Ow et a1 (1987)と Moczand Gibbons (1992)は分解された O鎖は 12S (fragment-A) 

と 6S (仕ヨgment-B)に沈降し、それらはそれぞれダイニン分子中の頭部の

先端部と基部に相当することを明らかにした o

本研究の過程において、同様なトリプシンによる分解を 3頭構造を持つテト

ラヒメナ繊毛の外腕 22Sダイニンで試みたが、限定的な分解がおこなわれず、

フラグメントを生成するに至らなかった o Hoshino (1977) も同様に限定的な消

化ができないことを報告している O 最近では、 Niino and Miki-Noumura (1992) 

が、テトラヒメナの外腕ダイニンを軽くキモトリプシン消化して生成した 2頭

構造と l頭構造のうち、 2頭構造 (s， r鎖)をさらにサーモリシンで消化す

ることにより、 G鎖， γ鎖のどちらにも ATPase活性中心があることを報告し

ている。この場合のように 2頭構造にしても活性フラグメントを生成するよう
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な限定分解はできなかった o

本研究においては、 3頭構造を持つテトラヒメナ繊毛外腕ダイニンに対する

タンパク質分解酵素の効果を検討した結果、ダイニンの抽出法とタンパク分解

酵素反応に最適な条件を見いだし、頭部よりやや小さい活性フラグメントを精

製することができた o すなわち、テトラヒメナ繊毛の軸糸を低イオン強度の緩

衝液で透析して得た粗ダイニンに対してサーモリシンを作用させることにより、

頭部 l個に相当する ATPase活性を保持した状態のフラグメントを 2種類精製

することができた O つまり外腕ダイニンの重鎖の各々を取り出すことに成功し、

今後の比較生化学やタンパク質化学的研究に寄与できると考えられる O
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材料と方法

繊毛の調製

テトラヒメナ(Tetrahymena pyrifom1Is strain GL) を PYG培地で 22
0Cで静置

培養したのち、細胞を低速の遠心分離で細胞が緩い状態で集めた o 繊毛を単離

する方法としては calcium-ethanol法に従い、繊毛を細胞から取り外した o 12 

%(v/v)エタノール含有 Tris/HCl緩衝液 (1mM EDTA， 2 mM MgSO 1¥， 4mM KCl， 

20mM CH 3 COONa， 10mM Tris/HCl)にタンパク質分解酵素阻害剤 0.1mM TLCK 

と 0.1 mM [TABSFを添加した溶液 4容に対して、 l容のテトラヒメナ細胞液

を細胞を破壊しないように氷槽中で緩やかに懸濁した。次に 20 mMのカル シ

ウム濃度になるように 1M CaC12を加え、静かに混ぜる o その懸、濁液を ooCで

30分間放置し、脱繊毛をうながした。以下の操作は 4oCで行った o 母体を低

速の遠心操作(1，000 xg， 15分間)を 3回行って取り除いた o その上清を 10，000

xgで 15分間遠心して乳 白色の繊毛を沈殿として得た oさらに繊毛を 0.2 % 

Nonidet P40を含む HMEDK溶液で可溶化した後、 10，000xgで 10分間遠心した

沈殿に再び同様な処理をし、さらに HMEDK溶液で沈殿を洗う操作を 3団施し

て NonidetP40を取り除いた標品を軸糸とした o

ダイニンの抽出および精製

得られた軸糸を少量の低イオン強度の TrisADTA緩衝液 (1 mM Tris/HCl， 

0.1 mM EDTA， 1 mM [TABSF， pH 8.2) に懸濁した後、その外液に対して 17時

間透析した O さらに、 45，000 xgで 30分間遠心して、その上清を粗ダイニンと
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した。 4.5 mlの HMEDKを含む 5-20 %の密度勾配のショ糖溶液の上層に 0.5

mlの粗ダイニン液を載せ 25，000 印mで 18時間の密度勾配遠心による精製を行

った o その時の沈降係数を推定するためのマーカータンパク質として、ウシチ

ログロプリン(19.0S)、ウシカタラーゼ (11.3S)、アルドラーゼ (7.9S)を用いた o

遠心終了後、 7滴ずつ分注したのち、ショ糖を取り除くために 22 Sと 14Sダ

イニンを HMEDK緩衝液で透析した o

サーモリシンによる限定分解

サーモリシンはまずはじめに約 1 mglmlの濃度になるように、安定化のため

にカルシウムを加えた 10mM HEPES， 1 mM CaCl 2 ， pH 7.0の緩衝液に溶解され

たo 低イオン強度で軸糸を透析して得た粗ダイニンと精製した 22 Sダイニン

はいろいろな濃度比のサーモリシンで 27
0

Cで 30分間消化された o 消化の終了

は EDTAを 5mMになるように反応液に加えて、直ちに 10，000xgで遠心し、氷

冷した o

ダイニンフラ グ メント の精製

粗ダイニンに対して ν10量のサーモリシンで 27cc、 30分間消化した後、

EDTAで停止した試料を遠心した上清を Q-Sephroseイオン交換クロマトグラ

フィー(5mlのベッドボリューム)にかけた o 内径 1cmのカラムは、 70 mM 

を含むカラム溶出液 (5mM HEPES， 5 mM MgSO Ij ， 5 mM EDTA， 0.1 mM DTT， 0.1 

mM PMSF， pH 7.4)で平衡化した。フラグメントダイニン溶液にカラム溶出液を
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含む 1M NaClを加えて 70mM NaClにしカラムに供した o 30 mlの 70mM NaCl 

カラム溶出液で洗ったのち、ステップワイズ法で各々 30mlの 0.15M， 0.25 M， 

1.0 M NaClカラム溶出液で溶出し、それぞれ 0.7mlずつ試験管に分取した o タ

ンパク質定量と ATPase活性測定も行った o 0.1 Mから 0.3 M の NaCIカラム溶

出液のグラディエントによる溶出を試みたが、電気泳動では分離できた 2種の

ダイニンフラグメントは、重なって溶出されたので、効率良く分取できるステ

ップワイズ法を用いた。このフラグメントの分 子 量を推定するために、

Sephacryl S 300カラム(1 cm x 45 cm)のゲル漏過を上記の溶出液で行った o 分

子量を推定するためにウシチログロブリン (670，00)，ブェリチン (460，000)， カタ

ラーゼ (240，000)，ヘモグロビン (64，550)を標準タンパク質として同様に溶出した o

電気 泳動

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(5-15%SDS-PAGE) はLaemmli

(1970)の方法に従って行った o ダイニン重鎖の高分子量域を分離するために高

い分解能を持つ 3.5-5 %のアクリルアミドゲル勾配に 3-8 M の尿素濃度勾配

の 1mmのスラブ型で 8mA 16時間の電気泳動を行った o 泳動後のゲルはクー

マシーブリリアントブルー R 250で染色した o ポリペプチド鎖の分子量を推定

するために、ミオシン (20，000)，s -ガラクトシダーゼ (116，000)，BSA (66，000)，ア

ルドラーゼ (42，000)，炭酸脱水素酵素 (30，000)，ミオグロビン (17，000)を標準とし

て用いた o

ダイニンフラグメントの生成過程を分析するために，SDSを含まない 5%の
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ポリアクリルアミドゲルを用い、Laemmli法(1970)の Tris/glysine泳動緩衝液組

成で、 4oc下でディスク型電気泳動を行った。分離したタンパク質バンドはク

ーマシーブリリアントブルー G250染色液(Bradfordのタンパク質染色液)を

用いて検出した o バックグラウンドの脱色は 7 %の酢酸で行った。 ATPase活

性を保持しているバンドの検出には、 ATP反応液 (11凶1:ATP， 10 mM MgC12・

10mM CaCl 2. 20 mM TrislHCl， pH 8.0)に 27
0Cで 30分間反応させた o 次に反応

後のゲルを蒸留水で軽〈洗浄し、分解生成物のリン酸を発色させた o リン酸発

色液は 10-20分以内に濃青色を呈したが、 1時間後にはバックグラウンドも

染まってしまった。 ATP反応後のゲル中の遊離したリン酸は、リン酸カルシ

ウムとして白色沈殿としてゲル内で固定されており、低温下で保存可能であっ

たo

抗体の調製

白色系雄のウサギの背に、フラグメントダイニン (50-100μg)を Freundの

完全アジュバンドと 1: l(v/v)で混合したものを数カ所注射した o 2週間おきに

5回ブースター注射をし、最後の注射から 2週間以内に採血を行い、血清を分

離した o その血清は 57
0

C30分間インキュベーションしたのち、 -80
0Cで保存

した o

転写

スラブ型電気泳動ゲルを取り出し、セミドライ型のプロッター (Sertoblot，
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Sartorius GmbH， Germany)でニトロセルロース膜に転写した。はじめに 100-200

倍PBSで希釈した抗体でインキュベーションした後、抗原は Vectastain ABC 

kit (Vector Labs.， Inc.， CA， USA)で検出した o また、ニトロセルロース膜のタンパ

ク質染色は AuroDye(Amersham， Inc.， Amersham， UK)で行った。

ニトロセルロース膜に転写したタンパク質から抗体のアフィニティー精

製法

転写したニトロセルロース膜を軽くアミドブラック染色をしたのち、 178 k 

ポリペプチド鎖を切り取り抗体を結合させた o pHを下げることによって結合

している特異抗体をはずし、 pHを中性付近に調整したのち、 PBSで透析し必

要に応じて濃縮した o

- 5 1 



..----

結果

ダイニ ンフラグメ ン トを生成するために、テトラヒメナよりカル シウムーエ

タノール法で繊毛を分離させ、 Nonidet-P40で除膜した軸糸を低イオ ン強度の

トリス塩酸の緩衝液(1 mM TrislHCl， 0.1 mM EDTA， 0..1 mM PMSF， pH 8.0)に対

して 一晩透析を行って粗ダイニンを調製した o さらに粗ダイ ニン を 20-5 %の

シ ョ糖密度勾配遠心を行い、精製を行 った(図 3-1)0 22 Sダイ ニン は約 65

%， 14 Sダイニ ンは約 20%で ATPase活性を持たない 4S分画は約 15%含んで

いた。 精製した 22 Sダイニンと粗ダイニンをそれぞれ 27
0Cでサーモリ シン

の量を変えて消化させ、 30分後に最終濃度が 5 mMになるように EDTAを添加

し消化を停止させた。すぐに 4oCで遠心し、その 上 清をサンプルとした o

SDS-PAGE を行いダイニン重鎖の分解パターンを解析した o また ATPase活性

も測定し分解過程を追跡した(図 3-2 ，図 3-3)。これら 2種のダイニン

はダイニン重鎖の分解パター ンが非常によく似ており、 主要な 3本のポリペプ

チド(178， 126， 89 kDa )を生成した o サーモリシンの消化の問、共にダイニン

ATPase活性は活性化がみられ、最大約 3-4倍活性化された。特に 22 Sダイ

ニンの場合、最適条件はダイニン:サーモリシンが 10 1の割合で 30分間消

化したときである o 次に内腕ダイニンといわれる 14Sダイニンを同様にサーモ

リシン消化させると、 ATPase活性は活性化は見られず低下していた o また、

10 : 1の濃度比のサーモリシンで消化させた場合、 SDS-PAGEのパターンから

120 kDa付近に l本のポリぺプチドバンドが得られているが、 22Sダイニンの

つ臼
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分解バンドとは異にしている O

フラグメントダイニンの生成を確かめるために、粗ダイニンをサーモリ シン

で消化させた後、 5%ゲル濃度の PAGEを行った o 泳動後のゲルを ATPase活性

染色とタンパク質染色したのちに解析を行った(図 3-5) 0 濃度比が 100

1， 50 : 1のときには多くの分解産物が現れている o さらに 10: 1のときには高

い ATPase活性を引き起こすと共に 2本の主要なフラグメントに分解されてい

るo 2本のフラグメントは移動度の小さいほうから TH-Aと TH-Bフラグメ

ントと名付けた o 詳しく解析すると、 2本のフラグメントの生成過程には差が

みられることがわかる o TH-Bは初期の段階の 100 1ですでに現れており、

10 : 1まで安定して維持している o また TH-Aは TH-.Bよりゆっくりと生成さ

れ、 10 : 1でシャープなバンドになり 2: 1まで安定して存在する o 以上の結果

により精製する試料としては、共に安定して TH-Aと TH-Bバンドを生成す

る 10 1の濃度比で粗ダイニン分画を 27
0

C，30分間のサーモリシンによる消

化を行うことにした O

これら 2種のフラグメントを精製するために、陰イオン交換樹脂カラムクロ

マトグラフィーを行った(図 3-6) 0 10: 1の割合でサーモリシンで消化さ

れたダイニンを 70mM NaClを含む HEPES緩衝液 (10mM HEPES， 5 mM MgSO tj ， 

0.5 mM EDTA， 0.1 mM D了T，0.1 mM PMSF， pH 7.4)で平衡化した QSepharoseカ

ラム(1cm X 5 cm)に供した o 70 mM NaClで充分溶出した後、 150 mM NaClと

続いて 250 mM NaClを含む HEPES緩衝液でステップワイズ法で溶出した o 図

3 -6 A， Bをみると、 150 mMと 250mM NaClを含む HEPES緩衝液で同量の

タンパク質が溶出されたのがわかる o また、 ATPase活性値も同様に高い値が
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得られた o その比活性は 8-9μ moVmgper min per 1 mM A TPであった。タン

パク質ピークをそれぞれ PAGEで解析すると(図 3-<6 a， b) 一本のバンドが

検出された o 150 mM NaClで溶出されたのは TH-Aフラグメントで 250 mM 

NaClで溶出されたのは TH-Bフラグメントであると同定された o それぞれの

分子量は SephacrylS 300ゲル鴻過法により 400kDaと推定された o またグラデ

ィエントゲル PAGEでは約 460-500 kDaと推定された。次にこれらカラムで精

製されたフラグメントの構成ポリペプチド鎖組成を SDS-PAGEで解析してみ

ると、図 3-7Aで示すように TH-Aフラグメントは 178k， 89 k， 50 kDaのポ

リペプチド鎖が等量比で得られ、 TH-Bフラグメントは 178k. 126 kDaのポリ

ペプチド鎖が同じく等量比で得られた o また 8ーメルカプトエタノール非存在

下で同じく SDS-PAGEを行ったところ、同様なポリペプチド鎖が得られたこ

とから、 l本の外腕ダイニン重鎖はサーモリシンによってすでに分子内切断さ

れていたと思われる o 重鎖およびフラグメントの分子量から、フラグメントを

構成するポリペプチド鎖は各々 l本ずつ含まれているものと推測される o

そのフラグメントが外腕ダイニンのどの重鎖由来なのか起源を探るために、

カラムで精製した各々の TH-A， TH-Bフラグメン卜に対するポリクロナール

抗体をウサギより作成し、イムノブロッティング法を用いて TH-Aと TH-B

フラグメントのみに反応する抗体であることを確かめた(図 3-8) 0 さらに

これらのフラグメントが共通に含まれている 178 kDaポリペプチド鎖を特異的

に反応する抗体をニトロセルロース膜上で精製を行った o 図 3-7Bで示さ

れるように、抗 178k(TH-A)は TH-Aフラグメントの 178kDaポリペプチドを

認識し、抗 178k(TH-B)は TH-Bフラグメントの 178kDaポリペプチドを認識
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した。これら 2つのフラグメントは、高い ATPase活性を持ち分子量がほぼ等

しいことや、 178 kDaポリペプチドを共に持つなど構成するポリペプチド組成

が似ているにもかかわらず、 2つのフラグメントは免疫学的には異なることが

明らかになった o

次にはこれらのフラグメントの起源を免疫電気泳動の手法を使って同定する

ために、ダイニン重鎖の分解がほとんどみられないダイニンの調製法を検討し

た。テトラヒメナ細胞の中にはタンパク質分解酵素を多く含んでおり、調製の

段階ですでにダイニン重鎖を分解する可能性があるため、その影響が少ない調

製法を検討した o その結果、第 2章で調製したように繊毛の脱離にはジブカイ

ンを用い、タンパク質分解酵素の阻害剤を加えて軸糸から短時間で高塩濃度に

よるダイニンの抽出法を用いることにより、重鎖の分解はさげることができた o

図3-9Aであらわすように、 22 Sダイニンは SDS-urea-PAGEによると α

s，rの3本の重鎖に分かれた o それをニトロセルロース膜に転写しそれぞれ

の精製した 178kDaポリペプチド鎖で反応させると、抗 178k(TH-A)は外腕ダ

イニン重鎖の y鎖に一致し、抗 178k(TH-B)はO鎖に一致した o 以上、外腕ダ

イニンより O鎖と γ鎖の 2つの頭部よりなるフラグメントを精製することがで

きた o 以後、 TH-Aはフラグメント -r、 TH-Bはフラグメント -sと呼ぶ

ことにする o 今回フラグメントを作成したダイニンをさらに精製した 22 Sダ

イニンの重鎖組成を高分解能 SDS-urea-PAGEで解析してみると、図 3-9B

のように重鎖のうちでも y鎖が薄く、分解バンドとして 380 kDaの存在が明ら

かである。同様にフラグメントの抗体と反応してみると、抗 -178 k rは重鎖

の y鎖と 380 kDaポリペプチド鎖と反応し、抗 -178 k sは重鎖。鎖とのみ反

に
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応した。さらにこの 2種類で調製したダイニンをサーモリシンで消化してみる

と、図 3-10で示すように、 2種類で調製したダイニンの 5% PAGEの分解

パターンには相違がみられた o 重鎖の分解が見られないAにおいては、 TH-A

と TH-Bバンドより他にその中間産物とみられるバンドが数多ぐみられた o

また、 y鎖の分解のみられた Bにおいては TH-Aと TH-Bフラグメントのみ

が得られることが分かった。以上のことから、 y鎖がまず内在性のプロテアー

ゼによって、 一部切断されることにより、サーモリシンで切断されやすい部位

が露出し、フラグメント -8とフラグメント -rが生成できるとも考えられる o

また、単離した外腕ダイニンは開いたブーケ状というより、コンパクトに畳ま

れた状態とも考えられる o
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考察

本研究において、フラグメントダイニンを作成するために種々のプロテア ー

ゼで検討を行った結果、サーモリシンによる消化がダイニンを限定的に消化し

フラグメント生成には最適であることがわかった。そのサーモリシンは熱耐性

の金属エンドペプチダーゼである o それは亜鉛依存性で疎水性アミノ酸を特異

的に切断するが、亜鉛に依存することから、タンパク質分解酵素のサーモリ シ

ンは、キレート試薬(例えば EDTAのような試薬)の添加で瞬時に効果的に不

活性化できる o テトラヒメナ細胞には多くの内在性のタンパク質分解酵素が含

まれているため、繊毛から軸糸タンパク質を調製する場合、全部の調製試薬に

タンパク質分解酵素阻害剤(TLCK， PMSF， p-ABSFなど)を添加する必要があ

るo サーモリシンによる限定分解をした場合、阻害剤を完全に取り除くことな

しに行える利点がある o 疎水性のアミノ酸はネイティブな球状タンパク質の内

部に存在する傾向にあるため、 3次構造がほどけた部位に効果的に作用するの

で、限定的な分解ができる o ダイニンの場合、抽出法を検討した結果、低イオ

ン強度による長時間の透析によって調製した粗ダイニンに対して効果的に分解

し、フラグメントの生成が可能となった o

低イオン強度による長時間の透析によって調製した粗ダイニンをショ糖密度勾

配遠心して生成した 22 Sダイニンの SDS-PAGEパターンから解釈すると、 γ

鎖が調製の時点で、すでに内在性のタンパク質分解酵素の影響を受けて、 380

kダルトンのポリぺプチドに分解されている o これだけでは断定できないが、

ウ
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サーモリシンの限定分解を受けやすくなったと考えられる o 3頭構造から 2頭

構造と l頭構造に分解し、 2頭構造をさらにサーモリシンで分解した報告では、

多数のフラグメントの中間体が生成されていることから類推してみると以上の

ことが考えられる。 y鎖が 380 kダルトンに分解されることがフラグメントの

作成に必須で、それによって 8鎖の分解が始まり、次に 380 kダルトンの γ鎖

が分解されるとも推測される o

いままでに、フラグメントダイニンは Ogawaand Mohri (1975)によって、ウニ

精子鞭毛ダイニンをトリプシン消化して得られた fragmentAがある o これは 2

頭構造をした外腕ダイニンの 8鎖由来である o 分子量は約 400 kダルトンであ

り、構成するポリペプチドは 190 kと 120 kダルトンの 2本のポリペプチドで

構成され、分子内切断をしている o 高い ATPase活性化をするなど今回テトラ

ヒメナ繊毛外腕ダイニンの 8ーフラグメントに非常によく似た諸性質を持っ

ていることがわかる o

最近、 Ogawa (1991)や Gibbonsら (1991)によって cDNAの解析からウニ精子

外腕ダイニン G鎖の全アミノ酸配列が明らかになった。それによると中央の 3

分の 1 (Mドメイン)に ATP結合の Pループが 4カ所存在し、そのうち N末

に近い lカ所が酵素反応部位で、あとの 3カ所は潜在的なヌクレオチド結合サ

イ トであると推論づけている o トリプシン分解部位の検討から、 N末から 3分

の 1 (Nドメイン)は Tail部分でウニ精子の台湾mentAに相当する o また他の

種の O鎖の配列と比較検討した結果、 Nドメインは可変性が高いと結論してい

るo 残り 3分の 2は保守性が高いいわゆるモータ一部分であることを結論づけ

ている o また C末から 3分の 1 (Cドメイン)には αhelical structureで

- 58 ー
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hairpin structureが2カ所存在し、 ATP依存性の微小管結合部位が存在すること

を推論している o また、クラミドモナス外腕ダイニン 8鎖と y鎖、ウニ精子外

腕ダイニン 8鎖のアミノ酸配列を比較してみると、種が異なっても O鎖同士の

ほうが相向性が高いことが報告されている o

今回テトラヒメナより 8鎖由来のフラグメント - sを精製したが、分子且

的にも構成するポリペプチド鎖の組成や ATPase活性の活性化などの点で

仕ヨgment Bに非常に似通っていることから、ウニ精子と同じく Mドメイン、

Cドメインを含む保守性の高い部分のフラグメントが生成されたものと推測さ

れる o テトラヒメナ y鎖由来のフラグメント-rも分子量と構成するポリペ

プチド鎖のうち 178 kダルトンを共通に持つことから、その中でも 178 kダル

トンの領域は保守性が一段と高いことが予想される o 図 3-1 1にダイニン重

鎖の活性断片の模式図を示した。ウニ精子重鎖の O鎖は fragment-A，-Bが得ら

れているが、テトラヒメナの場合活性断片がやや小さいことや、 fragment-B 

に相当するフラグメントが得られていないことから、ウニ精子。鎖より消化が

進んでいるとも考えられる o

2種のフラグメントをさらに諸性質を明らかにしていく必要があるが、酵素

活性においても活性化の程度は両者ともに同じであることから、モーターの部

分は非常に類似していると考えられる o
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粗ダイニンのショ糖密度勾配遠心による精製図 3-1 

4.5mlの5-20%のショ糖密度勾配溶液に対して 0.5mlの粗ダイ ニ

タ分注した後、で18時間遠心を行った oンを重層し、 25，000rpm 

ンパク濃度と ATPase活性を測定した o

2つの ATPase活性のピークはマーカーの移動から22Sと14Sダイ

十:一一一一一一一一一一一一一一-
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引∞ 320334 407 368 (kDa) 

-380 

-178 

一 L~~6

-89 

Tu 

-1 

5 

DYNEIN / THERMOLYSIN 

図 3-2 粗ダイニンのサーモリシンによる限定分解

粗ダイニン (1mglml)に対してそれぞれの重量比のサ ーモリシンで

27
0

Cで 30分間消化した o 反応停止は最終濃度 5mMになるように

EDTAを添加した。遠心操作の後、ト10%のアクリルアミドゲル濃度

の SDS-PAGEにかけた o 上部には相対 ATPase活性値を%で示す o イゴ

端は主要なバンドの分子量を示している。

HC:重鎖バンド Tu;チューブリンバンド

Th:サーモリシンバンド
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Mr 
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DYNEIN / THERMOLYSIN 

図 3-3 22Sダイニ ンのサーモリシンによる限定分解

22Sダイニン (1mglml)に 対してそれぞれの重量比のサーモリシンで

27
0

Cで 30分間消化した。反応停止は最終濃度 5mMになるように

EDTAを添加した o 遠心操作の後、 5-10%のアクリル アミドゲル濃度

の SDS-PAGEにかけた o 上部には相対 ATPase活性値を%で示す o イ1

端は主要なバンドの分子量を示している。

日C;重鎖バンド.

Th;サーモリシンバンド
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310 100 70 70 60 % 

HC 

178 -

126 -.. 

89 -

10 C 1000 100 10 

22S 14S 14S 14S 14S 

DYNEIN / THERMOLYSll河

図 3-4 14Sダイニンのサーモリシンによる限定分解

14Sダイニン (1mglml)に対してそれぞれの重量比のサーモリシンで

27
0

Cで 30分間消化した o 反 応停 止は 最終 濃度 5mMになるように

EDTAを添加した。遠心操作の後、 5-10%のアクリルアミドゲル濃度

の SDS-PAGEにかけた o 上部には相対 ATPase活性値を%で示す o ん

端は22Sダイニンのサーモリシンによる分解バンドをあらわしている o

日C;重鎖バンド
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凶3-5 活性フラグメントの生成過程

粗ダイニンをそれぞれの重量比のサーモリシンで消化した後、

未変成 5先PAGEにかけた。図3-2で、ATPase活性化のみられる

10 : ]の重量比で、フラグメントが2種類生成されている。

矢印は移動度の小さいほうからTH-A.TH Bバンドを示す。

p;タンパク質染色 A; ATPase活性染色，

Th;サーモリシンバンド
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イオン交換クロマトグラフィーによるQ-セフアローズ図3-6

フラグメントの精製

NaCl 粗ダイニンを 10:1の濃度比のサーモリシンで消化した後、

0.25 M 濃度によるステップワイズ法で溶出した o 0.017 M， O. 15 M， 

と0.25Mの1.0 M の順の NaCI濃度の緩衝液で溶出した o 0.15 M 

NaClでのみ ATPase活性が見出された o 挿入のゲルはピークのタンパ

矢印は TH-Aと TH-Bのバンドの位置

τご ーァー r-

6 5 

ク質を 5%PAGEで分析した o

を指し示す。
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図 3-7
A 

B. C: 

B C 
(kDa) 1 2 1 2 

-

カラム精製フラグメントダイニンの構成ポリペプチド鎖

SDS-PAGEゲルを CBB法でタンパク染色を施した o

SDS-PAGE後ニトロセルロース膜へ転写後、抗 178k (TH-A) 

と反応させた (B) ものと抗 178k (TH-B)と反応させた(C ) 

もの o

レーン 1 0.15 M NaClで溶出させた TH-Aフラグメント

レーン 2 0.25 M NaClで溶出させた TH-Bフラグメント

左端はポリペプチド鎖バンドの分子量示す。
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図 3-8 TH-AとTH-Bフラグメントに対するポリクロナール抗体作成

レーン 1 サーモリシン消化ダイニンを 5% PAGEしタンパク染色した o

レーン 2，3 ; レーン lをニトロセルロース膜ヘ転写後、抗 -TH-A
(レーン 2) ，抗 -TH-B (レーン 3) で反応させた o

矢印は TH-A，TH-Bを示すo

勺
'
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O
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B 

1 2 3 4 5 7 

α 

[?<I 3 -9 22 Sダイニン重鎖の抗体認識部位

A; ジブカインで脱繊毛後、高塩濃度で軸糸を短時間抽出した 22 Sダイニン

を SDS-urea-PAGEにかけ、重鎖を分離させた o

B; カル シ ウムーエタノール法で脱繊毛後、低イオン強度下で長時間透析し

て得た 22Sダイニンを SDS-urea-PAGEにかけ、重鎖を分離させた o

A;レーン lと2， レーン 3と 4の二重のニトロセルロース膜に転写し、 i 

枚目はオーロダイによるタンパク質染色(レーン 1. 3) をし 2枚目は抗

体(レー ン3. 4) と反応させた。

B; レーン 5 はオーロダイ~よるタンパク質染色. レーン 6， 7は抗体と反

応させた O

レーン 2. 6 抗 178k (TH-A)， レーン 4. 7 抗 178k (TH-B) 
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図3-10 2種類のダイニン調製法によるサーモリシン消化の差異

凶3-9A， Bと同様なダイニンの調製法を用いた。サーモリシンの

量比を変えて粗ダイニンを 27
0

C.30分間サーモリシン消化させた。反

応停止は EDTAを最終濃度で 5mMになるように添加した o 矢印は

TH-A， TH-Bフラグメントを示す。 Th:サーモリシン
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合agmentB 仕ョgmentA ウ二精子鞭毛

G重鎖 N I/ γ  
A¥ C 

テトラヒメナ

G重鎖 N ~ 

テトラヒメナ

γ重鎖 N ~ 

190 k 135 k 

/ TH-B 
¥¥¥  

/ A¥ /し

178 k 126 k 

ζこ
企¥

TH-A 

/必 /企;¥/IC 

178 k 89/50 k 

図 3- 1 1 外腕ダイニン重鎖の活性断片の模式図

ウニ精子については Ogawa (1991)， Mocz (1993)を参考にした。

企 ;プロテアーゼ反応部位
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第 4章

軸糸内における外腕ダイニン重鎖の位置の検証

- 7 1 
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要 1::::. 
自

繊毛・鞭毛運動の基本である滑りという現象を詳しく解析するために、ダイ

ニンモーターの ATPaseをもっ各々の頭の役割を知ることは重要である o テト

ラヒメナ繊毛外腕は 3つの頭(重鎖)をどのように使い分けて微小管の上を滑

っているのか、それらの重鎖の機能的差異を探るために、ダイニン抗体を用い

て軸糸内での重鎖の位置を電子顕微鏡で観察した o

第 3章で述べたように、外腕ダイニンの G鎖と γ鎖由来のフラグメントを精

製した o そのうち特に各々の 178kDaポリペプチド鎖を認識する抗体を作成し、

その抗体に金粒子の標識結合させたものを用いた o 。鎖. r鎖の 178 kDaの抗

体はともに外腕の基部から 3分の lのところには結合しないで、先端部分の 3

分の 2の外腕の外側に沿って楕円状に位置していた o 両者の結合には大きな差

はみられないが、 8鎖の 178 kDaの抗体のほうがやや憐のB小管に近接して金

粒子が反応し、 γ鎖の 178 kDaの抗体は根元のA小管に近い根元の部分に観察

された o また γ鎖の 178 kDaの抗体は、周辺微小管の 5-6番目において膜方

向にはなれて金粒子が特徴的に観察された o その反応する構造は特定できなか

ったが、繊毛運動の屈曲面を構成する位置にもあり、今後の詳しい解析が必要

とされる o
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序論

外腕ダイニンの高次構造は単離した状態で 3つの茎を持った花束状に見える

ことが Porter and ]ohnson (1983) によって報告されている o ところが、

Goodenough and Heuser (1982)は彼らが開発した急速凍結ディープエッチ法と呼

ばれる新しい電子顕微鏡法を用いて軸糸微小管に結合した状態のダイニン像を

立体的に観察した。その結果、外腕ダイニンはコンパクトな構造をとり、しか

も外腕ダイニンと隣あった B小管の聞が細い棒のような構造を介して結合して

いるように見えた o ATP非存在下のリゴール状態いわゆるダイニンと微小管

が強く相互作用をしている条件下でも、相互作用をしていない条件でもこの棒

様の結合は観察されている。 in vitroの系をもとに、ミオシンとアクチン運動

系にならって、ダイニンとチュープリンも ATP分解と供役した結合と離脱の

サイクルの繰り返しであると考えられてきたが、新たな疑問が生じてきた o

これらの疑問を解決する糸口として、本研究では第 3章で述べた O鎖と y鎖

由来のフラグメントに対する抗体を用いて、軸糸内での外腕ダイニンの位置関

係を探ることを試みた o さらに第 3の頭としての y鎖の役割を検討するうえで

軸糸内の位置を明らかにしていくことが重要であると考えられる o
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材料と方法

軸糸の調製

テトラヒメナ繊毛の単離はカルシウムエタノール法に従った。 0.02%Nonidet 

P40を含む HEMEDK緩衝液で除膜したのち、 HEMEDK緩衝液を使って遠心操

作により Nonidet P40を取り除いた O 軸糸は 4%パラフォルムアルデヒドで 30

分間軽く固定した o LR White で包埋したのち超薄切片を作った。切片をグリ

ッドの上に置き抗体と反応させる方法を行った o まずグリッド上で 0.6% BSA 

で 30分間室温でブロックさせたのち、抗体と室温で一晩反応させた o

グリッドは 4回ブロッキング緩衝液で洗ったのち、プロテインAーコロイド金

で 4時間室温でさらに PBSで3回置き換えた o それから 3回ブロッキング緩

衝液で洗った後、 PBSで 3回置き換えた o

電子顕微鏡

試料を 1% グルタルアルデヒドで固定したのち、リン酸緩衝液を取り除くた

めに蒸留水で軽く洗ったのちウラニルアセテート染色施した o そのグリッドは

カーボン蒸着をして安定させた O
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結果

第 3章において、テトラヒメナ繊毛外腕ダイニン 6鎖と y鎖由来のフラグメ

ントを精製した o その 2種類のフラグメント - sとフラグメント-rから抗

体を作成した。さらに精製を行い抗体の認識するポリペプチド鎖を同定したと

ころ、抗フラグメント - sはフラグメント - sのうち 178 kDa のポリペプチ

ド鎖を認識し、抗フラグメント-rはフラグメント-rのうちの 178 kDa の

ポリペプチド鎖のみ認識した。各々の精製した抗フラグメントを抗 -178sと

抗 -178rとよぶことにする o

次に、テトラヒメナ繊毛軸糸内の外腕ダイニン重鎖の 178 kDaポリペプチド

鎖の位置を検索するためにコロイド金粒子を結合させたプロテインAを二次標

識抗体として用いた。軸糸の免疫反応を妨げないようにマイルドな固定法とし

てパラフォルムアルデヒドで軸糸の固定を行った o 包埋のための樹脂も低温で

重合可能なように LR-whiteを用いた。軸糸を包埋した樹脂の超薄切片を作成

し、メッシュのうえに固定した後、 2種類の抗体を反応させた o その後、プロ

テイン Aに 10 nmのコロイド金を結合させた二次標識抗体のプロテイン

-A-goldを反応させ、通常の染色を行い抗原を明らかにした o

図 4-1と図 4-2は、抗体と反応させた軸糸の低倍率での電顕像をあらわ

している O 金粒子の結合位置を観察すると、抗 -178sも抗 -178rも特異的

に軸糸に結合し、アーティファクトな金粒子は非常に少ないことがわかる o 軸

糸に結合している金粒子の個数が少ないのは、超薄切片上に露出する 178 kDa 
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の抗原部位が限られていることと、アフィニティー精製により抗体濃度が薄く

なり反応性が悪くなったためとも考えられる o 図 4-:3は軸糸を縦断した電顕

(象で、ともに周辺微小管に沿って金粒子が確認できる o さらに軸糸内の結合位

置を詳しく探るため、軸糸の横断面図を拡大してみると 図 4-4および図

4-5に示すようになり、ともに金粒子は外腕のみと反応しており、内腕やそ

の他の軸糸内構成タンパク質とは結合していないことがわかる o なお、ここで

写真内の数字は周辺微小管の番号を示している o これは、中心微小管を結ぶ線

分の二等分線上にちょうど位置する微小管を l番とし、腕の出る方向に順番に

番号をつけたものである。抗 -178sの金粒子は外腕のみをそれぞれ認識して

おり、断定はできないが、外腕のやや外側に金粒子が位置している傾向がある o

また、図 4-5から抗 -178rも外腕のみを認識しているが、抗 -178sと比

べてやや外腕の根元の方に位置していると思われる。この観察をもとに、位置

を測定し模式化した軸糸上に金粒子の位置をあらわしてみると、図 4-6のよ

うに抗 -178s結合の金粒子は外腕のやや外側に位置しており、抗 -178r結

合の金粒子は外腕のやや内側に位置している傾向のあることがわかる。結合し

ている外腕の位置はさまざまである o 抗 -178r結合の金粒子は上記の結合様

式より異なった結合が高い頻度で観察された o 図 4-7をみると外腕の 5番

と6番目の聞に外腕とは離れて金粒子が観察された。膜方向へ伸びている構造

は周辺微小管の 5番と 6番の問に限られており、アーティファクトとは考えに

くい o この 5、 6番目の聞には特別の構造体ははっきりと観察されないが、 y

鎖の機能を考える上で何か参考になるかもしれない o

以上、 3頭構造を持つテトラヒメナ外腕ダイニン中の 2つの頭を insituで抗

- 7 6 
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体を使って始めて明らかにした o 微妙な位置の違いを反映できるのは、頭のな

かでも 178kDaのポリペプチド鎖のみを認識しているとも考えられる。

- 7 7 

7 一一 一一 .... r 



『司V

考 察

免疫電子顕微鏡を用いたダイニンの軸糸内での位置の検討は、 Ogawa and 

Mohri (1975)によって抗的gmenA を用いてウニ精子軸糸内で外腕を認識するこ

とを報告している。また、テトラヒメナ軸糸内のダイニンの位置は、 Crossley 

ら(1991)により 22 Sダイニンと 14 Sダイニンをショ糖密度勾配遠心で調製し

て作成した抗 22 Sダイ二ンと抗 14 Sダイニンを用いて、外腕と内腕の位置を

示した報告のみである。

今回、テトラヒメナの外腕の重鎖、いわゆる 3つの頭構造のうち 8と yの位

置を免疫電顕によって初めて示すことができた o しかも頭部のなかでも機能的

に重要な意味をもっと考えられる保守性の高い 178 kDaの位置を推定すること

ができた o それによると、 O鎖は外腕の外側に位置して、 y鎖の 178 kポリペ

プチド鎖はやや内側に存在することから、等価の力が出せるとしたら、微小管

を滑らせるのに同時に動くのか、時間差を持って微小管を滑らせているのかは

興味のある問題である。

また、抗 -178rの金粒子は微小管の 5番目と 6番目の聞にみられることか

ら、今までにはこのような報告はなく、より詳しい解析が待たれる o クラミド

モナス鞭毛軸糸では、 5番目の微小管から隣の微小管へ突出している外腕は欠

除しているという報告ある O また、ウニ精子鞭毛では 5番目と 6番目はつなが

った構造をしており抗体も反応しなかった o

最近 Sakakibaraら(1993)によってクラミドモナス突然変異株の中で外腕重鎖

- 7 8 
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の各々の欠損株を調製し、電子顕微鏡により詳しい解析をしている。それによ

ると、外腕の先端の B一小管に近い部分に α鎖がみられ、それより少しA一小

管よりに 8鎖が中央よりに y鎖がみられると報告している o 今回得られた結果

と比較してみると、抗体と Protein A、 10 nmの金粒子の大きさをあわせると

約 20nmあるが、それぞれの金粒子は 20nmの範囲内で分布していることがわ

かり、 y鎖は O鎖よりやや内側に位置していることが推定できる o
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図1-1 テトラヒメナ軸糸内の178sポリペプチド鎖の同定
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関4-2 テトラヒメナI紬糸内の178rポリペプチド鎖の同定
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B 

凶4-3 A テトラヒメナ軸糸内の178sポリペプチド鎖の同定

B テトラヒメナ軸糸内の178rポリペプチド鎖のIrD定
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図4-4 テトラヒメナ軸糸内の178sポリペプチド鎖の同定

軸糸内の番号は微小管の番号を示す。スケールバーはIOOnm
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凶4-5 テ トラヒメナ軸糸内の178rポリペプチド鎖の同定

軸糸内の番号は微小管の番号を示す。スケールバーはIOOnm
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4 

文14-6 テトラヒメナ軸糸内の178rポリペプチド鎖の同定

軸糸内の番号は微小管の番号を示す。スケールパーはlOOnr日
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第 5章

外腕ダイニンの

二つの頭部フラグメントの酵素的諸性質

- 8 6 



『守v

要 a:=. 
目

ダイニンの酵素化学的諸性質はミオシンに非常に類似している o ミオシンサ

ブフラグメント lと同様に機能を保持したダイニンのフラグメントを得る目的

で、巨大な分子量を持ち、複雑なタンパク質複合体の外腕ダイニンをプロテア

ーゼで消化させることにより、フラグメントを 2種類精製した o

それらのフラグメントが機能を保持しているか、調べたところチューブリン

ダイマーによる活性化がみられ、チューブリン相互作用部位は保持されている

ことが推定された o またバナデイトによる阻害効果も著しく、ダイニン特有の

ATP反応機構を保持していることが推測された o

また、これら 2種類のフラグメント(フラグメント--s、フラグメントー γ)

の諸性質を検討してみると、 pH依存性など非常に類似性が高いことがわかっ

たo また第 3章で述べたように、分子量、構成するポリペプチド鎖などの形状

もきわめて類似性が高いことから、機能的部位は保守的に保たれており、その

他の微小管結合部位などが可変部になって、滑り運動を引き起こしているもの

と推定される o
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序 論

外腕ダイニンの解析から、ダイニンの ATP分解過程は基本的にはミオ シン

によるものと類似している(Kanazawa and Tonomura， 1965) ことが明らかにな

っている o ダイニンの ATP分解過程も速い基質結合・分解過程と、分解産物

のゆっくりした離脱過程からなる o ダイニンからもっとも遅く解離するのは

ADPである(Holzbaur and ]ohnson， 1986) 0 また、ダイニンと微小管は ATPの

非存在下で強固な複合体を形成し、 ATP存在下で解離する性質を持つ o スト

ップトフロー法で実測されたこの解離過程の速度は非常に速い(Porter and 

]ohnson， 1983) などミオシンの場合と同様である o

また、ダイニンが ATP分解のエネルギーを効率よく運動エネルギーに変換

するためには、それらの ATP分解速度が運動の起こっていないときには低く、

微小管と相互作用して運動を生じるときにだけ高まる性質がなくてはならない o

この現象は、微小管によるダイニン ATPaseの活性化として観察されるが、

Omoto and ]ohnson (1986)は高濃度の微小管の存在下においてはじめて、ダイニ

ン ATPaseが最大 6倍程度活性化されることを示した O この微小管によるダイ

ニン ATPaseの活性化は、反応速度論的には律速段階である生成物 ADPのゆっ

くりした解離過程の加速現象としてとらえられる o

筋肉におけるアクチンとミオシンの相互作用に伴うミオシンの活性の増大と

類似の現象がみられるが、ミオシンよりはるかに大きく複雑で量的にも少ない

という数々の障害があるが、機能的部位を保持したミオシンサブフラグメント

- 8 8 



1 (S 1 )に相当するダイニンのフラグメントが容易に調製可能となることは、

タンパク質化学的研究に寄与するものと考えられる o

本章においては、第 3章で述べたフラグメント -s、フラグメント -rが機

能的部位を保持しているかどうかを検証し、さらにこれら 2種類のフラグメン

トの酵素的諸性質を比較検討した o

Q
d
 口。



材料と方法

ダイニン，フラグメントダイニンの精製

ダイニンはカルシウムーエタノール法で単離した繊毛を除膜したのち、低イ

オン強度の TrisADTA緩衝液で 17時間透析して得た o 5-20 %ショ糖密度勾配

遠心で 22 Sとして精製した。フラグメントダイニンは第 3章で述べたように

ダイニンをサーモリシン消化したのち、カラムクロマトグラフィーを行って精

製した。

チューブリンダイマーの精製

チューブリンダイマーは、ダイニンを抽出した軸糸をさらに低イオン強度の

TrisADTA緩衝液で透析した後、少量の 10mM Tris/HCl， pH 8.0， 3 mM MgSO 1¥を

加えて 40
0

Cで加温し、 3分間ピ ペッティングにより抽出した o さらに

Q-Sepharoseカラムクロマトグラフィーによる精製を行った O チューブリンダ

イマーは 1M NaClで溶出した o

ATPase活性の測定

通常は 1mM A TP， 3 mM MgSO 1¥. 20 mM HEPES緩衝液 (pH7.4)の反応液に

酵素を加えて反応開始した。 27
0

Cで 20分間の反応後の反応停止には分解産物

のリン酸の呈色を兼ねて硫酸酸性のモリブデン酸アンモニウム・ SDS混液を

加えた(第 2・3章と同様) 0 

ハUQ
d
 



pH依存性の測定には、 Goods緩衝液を用いた(MES : pH 5.5， 6.0， 6.5; HEPES 

: pH 7.0， 8.0; CHES: pH 9.0; CAPS: pH 10.0) 0 

阻害剤バナデイト( Vi )は 0-100μMの濃度になるように反応液中に加え

ておき、酵素と 27
0

Cで 30分間インキュベートした後に酵素反応を行った o

チューブリンダイマーと 5mM MgSO 4の存在下でダイニンと 27
0

Cで 30分

間インキュベートした後、 ATPase活性を測定した o
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結 果

フラグメントがチュープリンによる ATPase活性化を持っかどうか、すなわ

ち機能的部位を保持しているか否かを検討するために、テトラヒメナ軸糸を低

イオン強度の TrisADTA緩衝液 (1mM Tris!Hcl， 0.1 mM EDTA， 1 mM p-ABSF， pH 

8.2)で充分にダイニン分画を透析による抽出後、さらに 40
0

Cで加温しながら

3分周辺微小管を問抽出した o この方法は低イオン強度の緩衝液で中心小管を

除去したのち周辺微小管の不完全な管である B-小管由来のチューブリンを加

温し抽出しようとするものである o ダイニンフラグメントとチュープリ ンを

Mg2+存在下でインキュベーションの後、 ATPase活性を測定した o その結果

フラグメントダイニン 1molに対して 10molのチューブリンダイマーで 2-3

倍活性化がみられた。 22 Sダイニンも同程度の活性化がみられた o B 小管か

らチューブリンダイマーの抽出量があまり多くないため、それ以上のチューブ

リンの添加ができず、 ATPase活性化の効果が追跡不能であるが未だ上昇する

傾向がみられた。このことから、 2種のフラグメントタゃイニンとチューブリン

の相互作用の結果、構造変化を引き起こしダイニン ATPaseの活性化をもたら

したと推定される O

ダイニンの阻害剤であるバナデイトによる効果を調べてみると、非常に低濃

度のバナデイトで阻害される o 50 %の ATPase阻害効果でみると 22 Sダイニ

ンもフラグメントダイニンも 30-45凶4のバナデイト濃度でみられる o

表 5- 1にフラグメント - s ，フラグメント-r ，22 Sダイニンの酵素的性
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質をまとめた o

表 5-1 各種ダイニンの酵素的性質

フラグメント -s フラグメント - r 22 Sダイニン

分子量 約 400kDa 約 400kDa 約 1，900kDa 

S値 11 S 11 S 22 S 

事。リヘ。ブ。チトe鎖 178 k， 126 k 178 k， 89 k， 50 k 400-500 kDa 

比活性 (units/mg) 9.6 8.6 0.5 

Km値 (M) 6.5x10 4 1.3x10 -4 1.5x10 5 

至適 pH 7.0，9.0 6.5，9.0 7.0 

50% Vi阻害 (nM) 30 45 35 

チ3ーアリンによる

活性化 2-3倍 2-3倍 2-3倍

qu 
n叫
U



ー・"---司園「

考 察

筋肉におけるアクチンとミオシンの相互作用に伴うミオシン ATPase活性

の増大と類似の微小管によるダイニン ATPaseの活性化が繊毛運動には不可欠

のものと考えられ、そのような活性化の検出がなされてきた(Ogawa， 1973; 

Hoshino， 1976)。 しかし、できるかぎり精製された均一な微小管とダイニンを

用い、生理学的条件下で活性化が明確に示されたのは、最近のことである o

Omoto and J ohnsonは、 in situにおけるダイニンの ATPase活性近傍の微小管の

濃度はきわめて高いと考え、最高 50 mg/mlの微小管存在下では 5-7倍に及ぶ

活性化がみられた o この場合でも頭打ちの傾向がみられないため、 insituにお

ける活性化の度合いはまだ上昇するものと思われる o 今回も 22 Sダイニンに

おいて同様に活性化がみられ、上昇する傾向がみられることから、チュープリ

ン添加により活性化の度合いは大きいことが予想される o また、 2種の精製し

たフラグメントにも同様な ATPase活性化傾向がみられることから、フラグメ

ントにしてもチュープリンによる相互作用部位を保持していると推測される o

パナデイトのダイニンにたいする阻害効果が Gibbons (1978)によって調べら

れた。 50 %阻害を与えるバナデイトの濃度は 0.03------1 U M とかなり低いこと

を明らかにした。さらに Shimizu(1987)は発展させて、 tight-binding inhibitionに

属すること、非措抗型であることを示した o バナデイトはリン酸の類似物とし

て E . ADP中間体に結合して、 E . ADP . Vi複合体を形成するために、阻

害がもたらされることを明らかにした o 今回フラグメントダイニンに対してバ
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繊毛や鞭毛は生物にとって筋肉とならぶ重要な運動器官である o 繊毛・

鞭毛運動は、ともに ATPのエネルギーを使って屈曲波を根元から先端方向

に正しく伝播する機構を持っていると理解されている o この屈曲運動も筋肉

と同様に滑りが基本になっており、ダイニン・チューブリン系が繊毛・鞭毛

運動の主役を担っている o すなわち、 9+2構造をしている微小管と、それ

から突出している腕様の構造体の外腕と内腕ダイニンの相互作用の結果、滑

りを引き起こすとされている o さらに、屈曲への変換機構については未だ明

らかにされていないが、他の軸糸構成タンパク質ではなく、内腕ダイニン自

体の関与が類推されている o

そこで本研究においては、繊毛運動機構の解析を進めるためには、まずモ

ーター・タンパク質であるダイニン ATPaseの形態・機能を明らかにする必

要があると考えて、純粋培養が可能で増殖率の高い繊毛虫テトラヒメナを用

い、独自の手法でダイニン ATPaseの解析を行った o その結果、テトラヒメ

ナ繊毛のダイニン数種を電気泳動的に簡単に分離精製することが可能となっ

たo さらに、いままでテトラヒメナでは明らかにされていない、内腕ダイニ

ンを構成する重鎖組成や屈曲の調節に関与していると考えられるポリペプチ

ド鎖も分析することができるようになり、微小管との相互作用の研究にも発

展が期待できる o

また、外腕ダイニンのフラグメントを容易に調製することができるようにな

り、ミオシン S1で解析が進んでいるようなタンパク質化学的な研究の方向

性も見出すことができるようになった o

第 1 章

テトラヒメナ繊毛による電子顕微鏡の観察で 9+2構造が観察され、さら

に 1965年に 9対の微小管から突出しているダイニン ATPaseが抽出され
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て以来、急速に研究が進みさまざまな知見が得られてきたことを中心に現在

の問題点を探っている O 繊毛・鞭毛運動機構において、収縮説ではなく滑り

説が一般に信じられるようになり、ダイニンと微小管のみで滑りが起こると

されているが、屈曲に関してはそれを調節している構造体すなわちタンパク

質の解明に関心が深まっている o

また、ダイニンは筋肉ミオシンと異なり、非常に複雑な構造を持つタンパ

ク質ということが明らかになってきている。ダイニンは繊毛の軸糸の腕を構

成する分子量 190万から 120万の巨大なタンパク質複合体であるが、電子顕

微鏡を駆使してその形態が明らかにされた。それによると種によって違うが、

2っか 3つの頭を持った花束状の構造を持っている o さらに、それぞれの重

鎖に相当する頭に ATPaseがあり、それぞれに機能が違うことも示唆されて

いる。

第 2 章

繊毛運動を担っているダイニンの構造と機能を解析する目的で、テトラヒ

メナ繊毛のすべてのダイニンの抽出・精製を試みた。テトラヒメナは培養法

も確立し、多量に得られることから、本研究では高分解能を持つ未変成の電

気泳動法による解析を試みた o ダイニンは 190万の分子量をもつために、そ

の精製が困難とされていたが、支持体に低融点で強度の大きいアガロースゲ

ルを用いることにより、ダイニンのような高分子領域のタンパク質も分離精

製することが可能となった o さらにダイニンを構成するポリペプチド鎖の解

析から、内腕ダイニンは外腕ダイニンに比べて多様な機能を持つことが類推

されるような結果を得た o さらに、外腕・内腕ダイニンのみならず、軸糸構

成タンパク質の解析に有効な方法を確立することができた o

第 3 章
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外腕ダイニンの 3つの頭の各々の役割については、それらが互いに異なる

のではなし 1かと推測されているが、その各々の頭を取り出して解析する方法

はまだ確立していない。本研究においては、外腕ダイニンをプロテアーゼで

処理することにより、重鎖の機能部位を取り出すことを試みた o プロテアー

ゼ・サーモリシンがテトラヒメナ外腕ダイニンに効果的に作用し、その結果

として、 ATPase活性のきわめて高い 2種類のフラグメントが生成された o

さらに精製を行い、構成するポリペプチド鎖から重鎖の機能部位についても

考察をおこなった。その 2種類のフラグメントは高 ATPase活性を持ち、分

子量でも構成するポリペプチド鎖(178kDaのポリペプチド鎖を保持する)

など 2種類のフラグメント聞の類似性は高かった o またそれら 2種類のフラ

グメントの抗体を作成して重鎖由来についても検討を行ったところ α、。、

Y鎖のうち 8鎖と γ鎖由来の活性フラグメントを精製することができた。ゥ

ニ精子鞭毛外腕ダイニンの O鎖以外にはフラグメントとして調製されていな

いし、今回のこのような y鎖由来のフラグメントの精製は初めてである。 3

つ頭と 2つ頭の外腕ダイニンを考える上で、これらのフラグメントの比較は

重要であると考えられる o

また、単離された外腕ダイニンはどのような高次構造をとっているのか、

2種類の方法によって抽出されたダイニンをサーモリシンによる分解パター

ンで検討してみると、花束様の開いた構造ではなく、きわめてコンパクトな

形態をとっているものと推測された o

第 4 章

テトラヒメナの 3つ頭を持つ外腕ダイニンは軸糸内においてどのような構

造をもっているのか検討するために、重鎖フラグメントの 178ゆ aを認識す

るポリクロナール抗体を用いて電子顕微鏡による観察を行った o 二次標識と
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してプロティンAにコロイド金粒子を結合させ、その金粒子の分布で重鎖の

位置関係を類推した。 2種類の抗体はともに外腕を認識しており、その分布

に特徴ある傾向がみられた o 今後、運動と関連した状態での軸糸内の頭の位

置を調べることにより、重鎖の機能的差異の解明が計られることが期待でき

るo

第 5 章

精製した 2種の外腕ダイニン重鎖フラグメントの酵素的諸性質の比較検討

を行ったところ、両者ともに非常によく似ていた o また、 2種のフラグメン

トに微小管との相互作用能を保持しているかを検討してみるために、チュー

プリンと Mg2.の存在下においてフラグメントの ATPase活性を測定したと

ころ、著しい ATPase活性化がみられた。つまりフラグメントは ATPaseと

しての機能単位とチューブリン相互作用部位を保持した状態であることが明

らかになった o これら 2種のフラグメントを用いたタンパク質化学的な研究

に期待できる o

以上、本研究においては、生化学的手法を使ってダイニン ATPaseの構造

と機能を考察することにより、繊毛軸糸内のモータ一部の位置および機能的

差異を検討した o その結果、原生動物のみに見られる 3頭構造のうち特殊な

存在である y鎖のモータ一部と細胞質ダイニンから広く存在する O鎖のモー

タ一部と比較すると、共に 178kDaのポリペプチド鎖を含み酵素的諸性質に

おいて非常に類似性が高いことを明らかにした o このことは、タンパク質分

解酵素による分解パターンの全く異なる α鎖のモータ一部より y鎖と 8鎖の

モータ部は非常に類似性が高く、進化の過程で 8鎖のみにその機能を集約さ

れていったものと推定される O また、 O鎖と y鎖のモータ一部の ATP結合

部位や ATP加水分解部位を含む主要な部位の 178 kDaポリペプチド鎖以外

- 1 0 0 



のC末付近においては、。鎖と y鎖ともにタンパク質分解酵素による切断箇

所が異なるが、チュープリンとの活性化能には影響を及ぼさないことを明ら

かにした。 A小管と結合している N末付近は O鎖と y鎖ともに、タンパク

質分解酵素に対して感受性が高いためフラグメントとしては得られなかった

が、軸糸への結合部位に違いが認められたので、チュープリンアイソタイプ

への結合を異にしていると考えられる o 内腕、外腕ダイニンともにチュープ

リンを結合していることを明らかにしたが、さらにそのアイソタイプを解析

することにより、微小管上でのダイニン腕の配置を考察する手がかりとなる

と思われる o このように、ダイニン ATPaseの機能および構造を生化学的手

法を用いて明らかにすることは、繊毛運動の基本となる微小管とダイニン腕

との相互作用を考える上で重要であると思われる。
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