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研究成果の概要（和文）：真核生物の新規ダイニン結合因子で、青色光を受容するBLUFドメインを含むタンパク
質DYBLUPの構造と、鞭毛繊毛運動調節における役割の解明を目的として研究を進めた。その結果、鞭毛や繊毛の
内部骨格構造である軸糸の中で、DYBLUPがf/I1内腕ダイニンのベータ重鎖モータードメインと結合しているこ
と、f/I1ダイニンをアンカーしているテザー構造とも結合していることを明らかにした。さらに、DYBLUPを欠損
するクラミドモナス変異体を用いて行った解析の結果、DYBLUPは強い青色光に対する負の走光性を維持すること
により、光源に向かってしまう光馴化を回避する役割を司っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research project was aimed to clarify the structure and regulatory 
function of DYBLUP, which is a novel axonemal protein containing a blue-light using FAD (BLUF) 
domain and is known to be associated with an axonemal dynein. During three years research periods, 
our group have shown that DYBLUP is associated with both the motor domain of beta heavy chain of an 
inner arm dynein f/I1 and the tether structure on the A-tubule of a doublet microtubule. Using a 
Chlamydomonas mutant, we have further shown that DYPLUP plays an essential role in avoidance of the 
acclimation to strong blue-light by retaining negative phototaxis.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の光応答は、代謝や繁殖行動、生態など、幅広い生命活動に重要である。多くの生物において、過剰な青色
光は細胞に毒性を示すことが知られている。本研究は、光に反応し鞭毛繊毛運動を制御する新規タンパク質
DYBLUPの構造と機能の一端を明らかにした。鞭毛や繊毛は、単細胞生物からヒトまで進化的に高く保存されてき
た構造である。本研究の成果は、生態系からヒト疾患まで、鞭毛繊毛が司どる多様な生命現象の光制御に重要な
知見をもたらすと考えられる。また、光による分子モーターの直接制御という医学、工学分野の応用研究を開拓
する新たな道を開くきっかけとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 
真核生物の鞭毛・繊毛は、細胞に生えている毛状の構造である。精子や原生生物、無脊椎動
物の幼生のように、波打ち運動により細胞自身の移動に用いたり、上皮組織の外側に流れを作
り、物質などの輸送に重要な役割を果たす。運動の原動力となるのは、分子モーターであるダ
イニンである。ダイニンは、鞭毛・繊毛の内部骨格成分である軸糸を構成するダブレット微小
管に結合しており、外側にあるものは外腕ダイニン、内側になるものは内腕ダイニンとよばれ
ている。申請者らは、ホヤ精子の内腕ダイニンを精製する過程で、これまで報告されていなか
ったタンパク質を発見した。青色光を受容するドメインである BLUF（sensors of blue-light 
using FAD）を有していることから、DYBLUP（Dynein-associated BLUF protein）と命名した。
これまで光による鞭毛・繊毛運動の制御については、単細胞緑藻類クラミドモナスで研究が進
んでいた。クラミドモナスでは、眼点により光が受容され、それが細胞内カルシウムイオン濃
度の変化を起こし、リン酸化シグナルを介して内腕ダイニンの活性変化につながることがわか
っている。しかしながら、光が直接分子モーターであるダイニンの活性を調節する例はまった
く知られていなかった。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究は、ダイニン結合 BLUF タンパク質（DYBLUP）の構造や軸糸内局在、ダイニンとの相互
作用を調べることにより、新規ダイニン調節因子である DYBLUP がいかに光を利用し、鞭毛・繊
毛運動を制御するのかを明らかにすることである。具体的には、DYBLUP を有するホヤ等の海産
生物の精子やクラゲ類、および緑藻類を用いて、青色光に対する鞭毛・繊毛の応答を調べると
ともに、ホヤ精子鞭毛とクラミドモナス鞭毛を用いて、DYBLUP の分子内局在を調べる。さら
に、クラミドモナス変異体とノックアウトマウスを用いて、DYBLUP を欠損した際の光応答を解
析する。これにより、光により直接鞭毛繊毛運動が制御されるか否か、さらにどのようなメカ
ニズムでダイニンの分子モーター活性が変化するのかを明らかにする。DYBLUP は、光に応答し
直接分子モーターを制御する新規の機能を持つタンパク質である可能性があり、光による分子
モーター制御への応用等、大きな波及効果が期待される。 
 

 
３．研究の方法 

 
本研究では、DYBLUP の構造や、鞭毛繊毛の光応答において果たす役割を解明することを目的
として、以下の研究項目を進めた。 
・ DYBLUP とダイニンモーターの結合様式の解析：ダイニン分子で DYBLUP と結合しているサ
ブユニットを同定するとともに、結合部位の詳細を生化学的、構造生物学的に調べる。 
・ 光による DYBLUP および DYBLUP-ダイニン複合体の構造変化の解析：DYBLUP へのフラビン
ヌクレオチドの結合と、それによるダイニンの構造変化を生化学的に解析する。 
・ DYBLUP の結合部位と軸糸内局在の解析：電子顕微鏡を用いて、ダイニンやその調節複合体
と DYBLUP の位置関係を調べる。 
・ 繊毛運動調節における DYBLUP の機能：DYBLUP を欠損するクラミモナス変異体、ノックア
ウトマウスを解析し、鞭毛・繊毛運動の光応答ならびに運動調節における機能を明らかに
する。また、ホヤ、クラゲなどの多様な海産生物の繊毛光応答を調べる。 
 
４．研究成果 
 
1) DYBLUP とダイニンモーターの結合様式：ホヤ精子の内腕 f/I1 ダイニンを用いた解析によ
り、DYBLUP が AAA リングを含むモーター部分に結合していることがわかった。ネガティブ染色
と抗体を用いた詳細な解析の結果、f/I1 ダイニンの Iβ重鎖、おそらく AAA1 ドメイン近くに結
合していることが明らかとなった。DYBLUP の結晶化も試みたが、不溶性の問題等により、構造
解析までは至らなかった。 
 
2) 光による DYBLUP および DYBLUP-ダイニン複合体の構造変化の解析：ホヤから得られたダイ
ニン f/I1・DYBLUP からエタノール抽出によって得られた画分を薄層クロマトグラフィーで調べ
た結果、FAD と FMN の存在が明らかになった。また、クラミドモナス DYBLUP の大腸菌発現タン
パク質を用いたゲル濾過解析の結果、FAD との DYBLUP の弱い結合を明らかにした。 
 
3) DYBLUP の結合部位と軸糸内局在の解析：クラミドモナスを用いた解析により、DYBLUP が
f/I1 ダイニンの 1β重鎖に結合していることが確認された。さらに、テザーと呼ばれるダイニ
ンとダブレット微小管（A小管）をつなぎとめている構造にも DYBLUP が結合していることがわ



かった。つまり、DYBLUP はテザーを介してダイニンモーターを微小管にアンカーしていること
が明らかとなった。 
 
4) 繊毛運動調節における DYBLUP の機能：本研究では
鞭毛・繊毛の光応答における DYBLUP の機能を明らかに
するために、様々な生物の鞭毛・繊毛を用いてその解
明の糸口を探った。ホヤやクラゲの精子を用いて、
種々の波長の光に対する鞭毛運動の変化を調べたとこ
ろ、DYBLUP に起因すると思われる波形変化は観察され
なかった。また、DYBLUP を欠損したノックアウトマウ
スを用いた解析も行なったが、精子鞭毛の異常も観察
されず、オスも不妊ではなかった。気管繊毛、脳室繊
毛に関しても、ノックアウトマウスと正常マウスでの
明確な違いは見られなかった。 
 
一方、クラミドモナスの DUBLUP 欠損変異体を用いた
結果、DYBLUP の有無により、通常の遊泳速度や正の走
光性や負の走光性、光驚愕反応には大きな違いが見ら
れなかった。しかしながら、DUBLUP 欠損変異体は強い
光による負の走行性を維持することができず、短時間
のうちに正の走光性に転じてしまう、光に対する「馴化」の現象を示すことがわかった（図
１）。変異体に DYBLUP を導入したレスキュー株を用いた結果、光馴化の現象は見られなくなっ
た。つまり、DYBLUP は強い青色光に対する負の走光性を維持することにより、光源に向かって
しまう光馴化を回避する役割を司っていることが明らかになった。詳細な解析の結果、野生株
では光と反対方向に集まり、光方向に遊泳しようとする細胞は瞬時に方向転換して負の走行性

を維持するのに対し、DUBLUP 欠損変異体は、その方向
転換ができず、まっすぐ光の方向に進んでいくことがわ
かった（図２）。テザー構造を欠損したΔFAP44 株で
は、明確な正の走光性、負の走光性が見られないことが
わかった。 
内腕ダイニン f/I1 は、中間鎖 IC138 のリン酸化・脱
リン酸化を介してモーター活性が調節されていることが
わかっている。本研究ではさらに、DUBLUP 欠損変異体
を解析した結果、変異体では IC138 が過度にリン酸化さ
れていることが明らかになった。 
 
以上の解析から、DYBLUP は強い青色光を受容したと
きに、負の走行性を維持し、光の馴化を回避する機構に
関与することが明らかになった。f/I1 ダイニンの Iβ重
鎖は、微小管の滑り運動の駆動を司るモーターである。

このモーターは、DYBLUP とテザーを介して、A小管にアンカーされることにより、正常な分子
モーター機能を維持していると考えられる。DYBLUP とテザーが欠損した FAP44 変異体では、光
に対する走性が大きく損なわれる。一方で、DYBLUP 欠損体では、走光性は正常であるが、負の
走光性を維持することができない。すなわち、DYBLUP は Iβ重鎖のアンカリングは、負の走行
性を維持し、強い青色光への順化を抑制することに関与していると考えられる。その機構とし
ては、リン酸化や脱リン酸化に関
与するプロテインキナーゼ、ホス
ファターゼと Iβ重鎖との厳密な
空間配置が関与していることが示
唆される（図３）。 
光合成は植物にとって欠かすこ
とができない。また、動物のサー
カディアンリズムも、適切な光強
度と周期が必要である。強い光
は、生じる活性酸素等により生物
にとって毒性が高い。生物は光を
利用しつつも、こうした光の毒性
から回避するメカニズムを有して
いる。光に依存して鞭毛繊毛の分
子モーターを直接制御するメカニ
ズムとして、DYBLUP は進化的に保
存されてきた可能性がある。 
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Microscopy 144-155

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Inaba K, Shiba K 67
 １．著者名

10.2108/zs180025
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cAMP modulates Ca2+-mediated regulation of sperm flagellar waveform
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cAMP modulates Ca2+-mediated regulation of sperm flagellar waveform
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