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学位論文内容の要旨 

原生生物タイヨウチュウ Raphidocystis contractilis（R. contractilis）は，六角形に配向した 6 本の微小管を

内包する軸足と呼ばれる仮足を細胞体から放射状に伸ばす。その軸足は機械刺激により急速な収縮，再伸長

を示し，それらの速度は一般的な微小管脱重合・重合速度よりも急速である。この急速な軸足収縮・伸長反

応は微小管系の細胞運動の中で極めて特異な現象であり，そのメカニズムは不明である。本研究では，R. 

contractilis の急速な軸足収縮機構を解明するため，免疫細胞化学法による軸足収縮前後の微小管動態の解

析，および微小管動態に関与する候補遺伝子の同定を目的とした de novo transcriptome 解析を試みた。 

R. contractilis の軸足長を保持するための固定法を検討し，免疫細胞化学法による微小管動態の解析を行っ

た。R. contractilis は化学固定液投与時のピペッティング操作そのものが刺激となり，軸足収縮が誘発される

ため，固定時の物理的刺激を低減する方法を検討した。試験液を低速・一定流量で注入可能なマイクロシリ

ンジポンプを用いた潅流システムにより，軸足収縮を引き起こすことなく固定液投与が可能となった。固定

液を検討した結果，低濃度のグルタルアルデヒドと微小管安定化緩衝液の混合液が軸足長の保持に最適であ

ることが分かった。上記固定法を適用して，抗 α-tubulin 抗体を用いた免疫細胞化学法による解析を行った。

収縮誘発前の細胞では，軸足基部から先端まで線状の陽性シグナルが認められたが，軸足収縮誘発後の細胞

では，細胞体表層に陽性シグナルが集積していた。伸長した軸足微小管では，陽性シグナルが部分的に減弱

していたことから，軸足微小管を構成する tubulin が翻訳後修飾を受け，抗体の抗原認識部位がマスクされ

ている可能性が示唆された。また，翻訳後修飾を受けた部位は，微小管切断タンパク質の標的部位となるこ

とが報告されていることから，R. contractilis の軸足微小管が微小管切断部位を有することが推測された。 

R. contractilis の mRNA-Seq により網羅的な遺伝子配列情報を取得し，微小管動態に関与する候補遺伝子

を同定を行った。微小管切断タンパク質である katanin p60，fidgetin，spastin の遺伝子が同定され，これらの

遺伝子は，R. contractilis において有糸分裂や急速な軸足収縮に関与することが示唆された。R. contractilis は

種特異的な遺伝子重複によって生じた独自の kinesin を有することも判明し，このことは急速な軸足収縮・

再伸長反応といった細胞運動の特異性に寄与する可能性がある。本実験で得られた R. contractilis の網羅的

な遺伝子配列情報は，本種の分子生物学的解析の研究基盤として有用である。 

以上の結果から，R. contractilis において，複数個所における微小管の切断および断片化を伴った急速な

軸足収縮モデルを提案し，その過程において微小管切断タンパク質の遺伝子が関与している可能性を示し

た。 



 

論文審査結果の要旨 

原生生物タイヨウチュウ Raphidocystis contractilis（R. contractilis）は，六角形に配向した 6 本の微小管を内包

する軸足と呼ばれる仮足を細胞体から放射状に伸ばす。その軸足は機械刺激により急速な収縮，再伸長を示し，

それらの速度は一般的な微小管脱重合・重合速度よりも急速である。この急速な軸足収縮・伸長反応は微小管

系の細胞運動の中で極めて特異な現象であるが，そのメカニズムは不明である。本研究では，R. contractilis の

急速な軸足収縮機構を解明することを目的とした。 

免疫細胞化学法により R. contractilis の微小管動態を観察する上で，固定液投与時のピペッティング操作が

刺激となること，常法で使用されるパラホルムアルデヒド固定液では軸足長を維持できないことが課題であっ

た。そのために，固定液を低速・一定流量で注入可能な潅流システムを作製し，低濃度のグルタルアルデヒド

と微小管安定化緩衝液の混合液が軸足長の保持に最適であることを明らかにした。上記固定法を適用して，抗

α-tubulin 抗体を用いた免疫細胞化学法による解析を行った。収縮誘発前の細胞では，軸足基部から先端まで線

状の陽性シグナルが認められたが，軸足収縮誘発後の細胞では，細胞体表層に陽性シグナルが集積していた。

伸長した軸足微小管では，陽性シグナルが部分的に減弱していたことから，軸足微小管を構成する tubulin が

翻訳後修飾を受け，抗体の抗原認識部位がマスクされている可能性が示唆された。また，翻訳後修飾を受けた

部位は，微小管切断タンパク質の標的部位となることが報告されていることから，R. contractilis の軸足微小管

に微小管切断部位が有ると推測された。 

R. contractilis の mRNA-Seq により網羅的な遺伝子配列情報を取得し，微小管収縮に関与する候補遺伝子を同

定した。微小管切断タンパク質である katanin p60，fidgetin，spastin の遺伝子が同定され，これらの遺伝子は，

R. contractilis において有糸分裂や急速な軸足収縮に関与することが示唆された。R. contractilis は種特異的な遺

伝子重複によって生じた独自の kinesin を有することも判明し，このことは急速な軸足収縮・再伸長反応といっ

た細胞運動の特異性に寄与する可能性があることが示唆された。本実験で得られた R. contractilis の網羅的な

遺伝子配列情報は，本種の分子生物学的解析の研究基盤として有用である。 

本研究から，R. contractilis における複数個所における微小管の切断および断片化を伴った急速な軸足収縮

モデルを提案するとともに，網羅的な遺伝子配列情報の解析により微小管切断タンパク質の遺伝子の存在を明

らかにし，今後の分子生物学的解析ための研究基盤を作り上げた。以上のような業績から，本論文の研究内容

は，博士の学位審査の合格に相当すると報告する。 


