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要旨

徴小管はあらゆる真核縮抱において、縮施運動に関与し、細胞骨格としても重要な働きをする基

本的な機能単位として広く知られている。最も代表的な例では、繊毛の軸糸讃小管として繊毛運動

に関与するもの、紹胞分裂の装置として働くもの、そして神経軸索内の穎粒移動に関わるものがあ

げられる。なかでも、識毛や鞭毛の運動機構を解明することは細胞走性との関連も含めて注目を集

めるところである。また、こうした徴小管より構成される紹鹿内器官の運動車j御・調節機構を理解

することは、徴小管の生物界における広範な分布ゆえに注目されている。

原生動物の繊毛虫類では、細胞表層によく発達した徴小管のシートや束の存在が知られており、

このようなシートや束を構成する徴小管は、細胞変形運動に関係する機能単位として存在すると考

えられている。繊毛や鞭毛の運動が多様で複雑なものであるのに対して、このような徴小管のシー

トや束による運動は2次元的でより単純な系であり、識毛や鞭毛の運動を解析する上でのよいモデ

ル系となり得る。したがって、こうした徴小管の運動制御・調節を生理・生化学的に謁べて行くこ

とは、現在注毘されている繊毛や鞭毛の運動制御の機構を明らかにする上で、別の視点から新しい

有用者知見を与えるものであると考える。

本研究では、光刺激により細抱伸長反応を示す繊毛虫 Blepharismaを用いた。現在までのところ、

この絹砲における繕抱神長の諒動力は、細胞表層に存在する徴ふ管繊維に起罰するであろうと考え

られている。したがって、まず第一に、この紹胞伸長を引き起こす条件を、特殊な電極や薬物を用

いることにより、縮胞生理学的に調べた。次いで、第二に細胞表層の繊維系を超徴彰態学的に詳細

に調べ、伸長時と収縮時での形態的差異、および繊雑の配向状態の十分な把握を行った。さらに、

第三段潜として細胞を抽出したち破壊することにより得られた細胞モデルや単離繊維の活性化に要

する条件を調べることによって、この鰻臆伸長反応、を調節制御する機構を検討した。

繊毛虫異毛類に属する Blepharismajaponicumは、光刺激（ 1,000 -3,000 lux ）により細胞の長轄
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方向への変形、すなわち細胞伸長反応を示すことが知られている。この克刺激により誘導される反
志は、環状モノヌクレオチド PDEの担害剤として知られる一連の薬物によって陸害された。こう

した阻害剤の導く効果としては、環状モノヌクレオチドの紹龍内濃震上昇が考えられる。そこで、

細胞内注入による環状ヌクレオチドの影響を調べたところ、 cGMPの効果が最も顕著であり、細胞

伸長反応を一過的に阻害した。また、カリウムイオン特異的イオノフォアとして知られるパリノマ

イシンは、光刺激の有無に関わらず縮胞伸長反応を誘導し、環状モノヌクレオチド PDEの担害剤

による縄鹿伸長反応の阻害効果を、打ち消すことが判った。これらの結果は、紹臨の電気的変化

（過分譲性〉が、環状モノヌクレオチドの細韓内での減少により誘導され、細胞停長につながるとい

う過程を暗示する。

こうした絹抱における電気現象を考えていく上で、細胞の膜電位を測定することは、必要不可欠

である。そこで本研究では、特殊な電極を用いての細胞膜電位の灘定を試みた。脂溶牲イオンであ

るTPP＋は、 Blepharismaの膜電位に依存して細鹿内に出入りする。このイオンの性質を利用して、

関接的に縮臨の電位を測定するというのがこの電謹の概要であるが、方法的には TPPイオンを選

択的に通す膜をもった電極を用いるだけで、非常に簡便なものであるo 2 x 10-6 MのTPPを含んだ

実験溶液中で、細抱はこの TPPイオンを取ち込み、光刺激により TPPイオンを放出した。こうし

たTPPイオンの放出は、紹胞の説分題性応答を反映しているが、細胞伸長を誘発するとして知ら

れる薬物 (10-6Mバリノマイシン、 5x 10-3 M CaCl.2、5x io-3 M CoCl.2）が外濠に加えられたときに

は、常に観察されたG また、このような細抱伸長反応は、電気刺激によっても誘発されることが判

明した。こうした結果は、この伸長反応の過程における電気的現象の重要性を物語っているように

もとれるが、細抱が興奮するときに出入りするイオンに重要な鍵があることを示しているようでも
ある。 Parameciumの光驚動反応においては、光受容電位としてカルシウムイオン依存性の電位変

化が知られているが、こうした紹胞内のセカンドメッセンジャーとして知られるイオン関与の可能

性は十分に考え得るe

細胞モデルを用いた実験結果によると、伸長に必要なものはMg-ATPであり、このとき細胞は細

胞前端部方向へ向かつて遊泳している。一方、モデルを 10-6M以上のカルシウムを含んだ潜譲にさ

らすと、結抱は収縮し国転遊泳をしていた。これらの事実は、この細抱が党驚動反応、時の細胞内変

北を反映していると考えられる。つまり、細麹が光刺激を受けたときには、細胞膜の興奮とともに

カルシウムイオンの細抱内への流入、あるいは細胞内貯蔵部位からのカんシウム遊離が起こること

が類推される。ところで、 Blepharismaをカルシウムキレート剤である 0.1mM EGTAを含む緩衝

液中で光刺激し、細麹伸長を誘発すると、時間が経つにつれ細胞伸長を示さなくなることが判ったo

この処理による細抱内カルシウムの枯渇が、この細胞運動を起害した可能性が考えられた。一方、

カルシウムチャンネルプロッカーとして知られる薬物（ Mn2+, Co2+, La3+, Cd2+, Zn2÷，Verapamil）を

細胞外液に加えたが、このような一連のチャンネンルプロッカー辻、細胞伸長をあまり姐害しなか

った。以上の結果は、カルシウムイオンが細胞伸長に重要な役割を持っていることを暗示するが、

それは、チャンネルを通じて縄胞外から流入するイオンよりは、細抱内に貯蓄されたものが剥舟さ

れていることを靖示する。一方カルモデユリン盟害剤は、一様にこの細胞伸長反応を強く謹書する 抵

ので、こうしたカルシウムイオンの関与は、カJレモデュリンにより仲介されている可能性も考えら 』
れる。繕胞内カルシウムの局在を、カルシウム・ピロアンチモン殻法により超徴形惑的に調べてみ 主！

たところ、細胞表層に存在する液鹿の中にカルシウム・ピロアンチモンの沈澱が観察された。この

ことは、結抱内でのカルシウム貯蔵部位が存在することを示しているが、この表層の液抱の周辺に

は、絹胞イ申長反応に関係すると考えられる徴小管がシート状、あるいは束をなして観察される。な
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かでも特に、伸長時の紹胞では、東をなした撤小管である液胞近接接小管（ vacuole-associated 

microtubules, VAMs ）の上に、カルシウム・ピロアンチモンの沈澱が観察された。このことは、

VAMsの細飽伸長反応への関手を示唆するが、この様小管の束が産接的な原動力を生み出している

か否かについては不明である。

単組抱生物である繊毛虫において、被小管やその他の収縮性の繊維から構成される細胞表層の繊

維系は、細抱運動の機能的コンポーネントであると考えられているc 紹胞の種類によっても異なる

が、繊毛虫異毛類においては、細抱収縮辻糸筋（ myoneme）と呼ばれる繊維の関係した反応であ

り、細抱伸長反応は徴小管の関保した反応であることが示唆されている。 Blepharismaでは、細胞

停長の接能的コンポーネントの候祷として、二つの様雑系が考えられている。その・つ培、綴胞長

軸に沿って組抱後端部方向に停びる綴小管のシート、すなわち postciliarymicrotubular sheets 

(PMSs）であり、他方は、渡胞に近接して細麗長軸方向に持ぴる雛小雪の束すなわち VAMsである。

電子顕微鏡で観察すると、この繊毛虫における繊毛基部は、デイキネチドと呼ばれる構造で、繊毛

が生じる前劉基底小体と PMSsが生じる後側基底小体の二つの基底小体が対合した構造である。こ

の基底小体の関には、幾つもの結合繊錐が存在するが、そのなかの一つに基底小体の関から停び出

すanteriorfiber sheet ( AFS ）がある。 VAMsは、この AFS＇こ結合した 7～8本の鍍小管の束と、前

髄基農小体に結合する7～8本の微小管からなる束が、合わさった講造であることが判った（このよ

うなAFSに端を発する犠小管の報告はこれが初めての例である〉。一方、 PMSは後側基患小体の基

部傭半分に端を発し、紹胞後端部方向に配向する。この PMSSこ沿って、紹龍伸長時には、紹胞後

端部で特異的に欝号合うデイキネチド需の距離が広がる。さらに、細胞が技縮した状態では AFS

はP説Sと連結した構造で観察されるが、細胞が伸長した状態ではこの連結が外れるようである。

つまり、 PMSとVAMは構造的には一つの複合体を形成しており、 PMS-AFSの結合解離により紹

胞伸長が調節されていると考えられる。このほか二つのタイプの transversemicrotu加 larribbon 

が観察され、その一つは posteriortransverse microtubular ribbonと呼ばれるが、本研究で用いた

Blepharismaでは、これが最初の報告となる。以上のような結果から、 Blepharismaの細胞表層繊

維の3次元モデルを構築した。

Sten torでは、こうした表層繊維の内、上に述べた候諦繊維の内の一つである PMSの滑りが観

察されており、この清りが細胞伸長の原動力を発生すると考えられているD こうした識雑は、繊毛

の基部に結合しているので、繊毛の関掃の変化が、表層蟻雑系での清りを反映していると考えられ

る。同様の結果は、本研究においても示された。走査型電子顕微鏡により、隣り合う繊毛関の距離

を灘定して見たところ、停長薦と伸長後では、繊毛関の距離が結臆後端部で明らかに変化していたむ

こうした表層識経の間での滑りは、透過型電子顕徴鏡で観察した場合にも、基底小体需の距離の変

化として観察された。したがって Blepharismaの場合にも、同様に PMSsの相互の滑りが起こって

いることが考えられる。

しかしながら、その漕ちが能動的であるという直接的証明がなされた訳ではなかった。本研究で

は、結胞を海語活性剤で軽く抽出した細抱モデルにおいてもこの滑ちを観察することができた。そ

れは Mg-ATPを必要とし、この細胞伸長反応がエネルギー依存的な反応、であることを示していた。

このこと培、伸長時に観察された表層識維のスライドが能動的である可龍性を示唆している。おも

しろいことに、この細胞モデルにおいて、二つの候補繊維の内 VAMsは、完全な束として観察され

なかった9 このこと辻、 VAMsが縮胞伸長の原動力を発生するという可能性を否定しているようで

ある。しかしながら、主に述べたょっにカルシウムピロアンチモンの沈澱が見られることから、全

く無関係であるとは考えにくい。
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ところで、この細胞モデルにおける収縮運動は、 10-6Mカルシウム存在下で観察され、このとき、

ATPは必要とされなかった。 －方、このモデルをさらに抽出し、ほとんど繊維構造だけにしてしま

うと、細胞伸長は観察されなくなる。しかしながら、細胞収縮は観察され、その収縮は、やはりカ

ルシウム濃度にだけ依存していた。さらに、基底小体複合体だけを単離して、微分干渉顕微鏡で観

察してみると、基底小体聞の間隔がやはりカルシウムイオン濃度依存的に短縮した。この複合体に

は糸筋が結合しているが、単離した糸筋が 10-6Mカルシウムにより収縮する。したがって、この複

合体の短縮は糸筋によるものであると考えられる。 －方、同カルシウム処理中に微小管繊維の一部

( PMSs）が消失するのが観察された。電子顕微鏡的にも同様に観察されるこの現象は、高濃度カル

シウムによる微小管の解離によるものと考えられる。しかしながら、こうした微小管シートの崩壊

によりはじめて観察される基底小体間距離の短縮は、この細胞モデルあるいは単離複合体では、微

小管のシートが糸筋による収縮を妨げていたことを暗示する。換言するならば生理的条件下では、

微小管シートを自由にする条件が存在するはずであり、細胞変形運動に対して機械的制限をかける

因子の存在が考えられる。こうした制限因子として、さきに挙げた PMS-AFSの結合解離がその候

補のーっとして考えられる。推論するならば、 J：で述べたように AFSはVAMsに結合しているの

で、 VAMsはこのAFS-PMSの解離を助けるように働いているのではないかと考えられる。

本研究では、繊毛虫 Blepharismaにおける細胞伸長反応の機構を主に形態的側面や生理学的側面

から調べてきた。この細胞の伸長運動において、カルシウムイオンは微小管運動の調節にとって重

要な役割を果たしているようである。カルシウムの重要な働きは、繊毛の運動制御においても、か

なり重要視されているが、繊毛や鞭毛といったカルシウムの関係する複雑な運動系の機構解明には、

こうしたより単純な運動系における解析が重要な知見を与えるものと考える。したがって、この実

験系は、微小管の滑り運動制御機構解明にとって有益な実験系となり得るであろう。


