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研究成果の概要（和文）：本研究では海産無脊椎生物精子を材料に独自性の高い運動解析・イメージング技術と
プロテオミクス技術を融合することにより、真核生物共通の鞭毛繊毛運動制御に重要な新規調節因子の解析とそ
の機能解明を目指した。成果として以下が得られた。（1）カルシウム依存的な鞭毛波形変化に対応する精子軸
糸タンパク質を複数同定した。（2）調節因子の機能解析のための実験・解析系の構築および改良を行った。
（3）ケージド化合物を用いた実験により調節因子であるcAMPが軸糸タンパク質のリン酸化を介してカルシウム
依存的な波形調節に関与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：This research was carried out to identify regulatory factors for sperm 
flagellar motility by using proteomic analysis and molecular imaging techniques. Marine 
invertebrates were mainly used for this research. The following results were obtained. (1) Several 
axonemal proteins in ascidian sperm related to Ca2+-dependent changes in flagellar waveforms were 
identified. (2) The experimental system for functional analysis of regulatory factors were 
constructed and improved. (3) Experiments using caged compound revealed that cAMP and 
phosphorylation of axonemal proteins by cAMP-dependent kinase are involved in Ca2+-dependent 
regulation of flagellar waveform. 

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物の鞭毛繊毛は、精子運動・体内の水流制御など細胞運動やシグナル受容において非常に重要な器官であ
る。その構造・機能は進化を通して高度に保存されており、鞭毛繊毛運動制御機構の欠失はヒトをはじめ多くの
生物で生命活動の維持に致命的な影響を与える。本研究の成果により精子運動制御における調節因子の役割およ
び分子機構の一端が解明された。将来的には生殖治療や繁殖技術への応用が期待される。また高速度運動の分子
イメージング技術を活かした本研究の進展は、さまざまな細胞運動における解析システムの開発にもつながると
考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核生物の繊毛・鞭毛は細胞外の環境に応じて瞬時に反応し運動を変化させる。受精におい

て多くの生物の精子は精巣中では運動能を持たないが放精の際に運動を開始し、卵由来の物質
によって活性化され、卵に対して走化性を示す。このとき精子内では劇的な変化が生じ鞭毛運
動が制御されている。また多様な組織に存在する繊毛に関しても外的シグナル受容を介した運
動制御が重要な機能を果たしている。これらの制御機構の欠失はヒトをはじめ多くの生物で生
命活動の維持に致命的な影響を与える。鞭毛・繊毛を構成する分子に関しては、基本的な骨組
みである微小管、滑り運動を作り出すモータータンパク質のダイニン、その他数多くの調節タ
ンパクなど個々の部品や配置は明らかにされつつある。しかし、それらの部品（分子）群がど
のように協調して数十ヘルツにも及ぶ高速運動を作り出し、また環境に応じて運動や細胞内シ
グナル伝達を制御しているかはよく分かっていない。その理由として分子の同定と機能とを結
びつける手段が確立していないことが挙げられる。微細でありかつ高速運動をする鞭毛・繊毛
の機能解析は容易ではない。本研究課題の研究代表者は、鞭毛運動制御機構の研究において極
めて新規性・独自性の高い解析手法を用いて成果を挙げている。研究代表者が得意とする生理
学的手法をプロテオミクス解析と融合することによりこれまで未知であった鞭毛・繊毛運動制
御に直接関わる因子の新規同定および機能の詳細解析が可能になると考え、本研究課題の申請
を行った。 
２．研究の目的 
真核生物の鞭毛繊毛は、精子運動・体内の水流制御など細胞運動やシグナル受容において非

常に重要な器官であり、その構造・機能は進化を通して高度に保存されている。真核生物の鞭
毛繊毛運動制御機構の全容を明らかにするため、本申請課題の研究期間においては、材料とし
て扱いやすく反応が顕著に観察できる海産生物精子を用いて、「鞭毛運動活性化」、「鞭毛波形の
非対称性制御」の現象に着目し、研究代表者がこれまで培ってきた鞭毛に関する独自性の高い
運動解析・イメージング技術とプロテオミクス技術を融合することにより、鞭毛繊毛運動制御
に重要な新規調節因子の解析とその機能解明を目指した。 
３．研究の方法 
精子鞭毛運動制御に直接関わる因子の新規同定および機能解明を目的として、鞭毛タンパク

質を二次元電気泳動（2D-PAGE）によって分離した後、波形変化に伴い変化するタンパク質のス
ポットを質量分析法(PMF 法および MS/MS 法)により同定する。特に等電点移動を伴うリン酸化
タンパク質、カルシウム結合タンパク質に着目して優先的に同定を行う。同定したタンパク質
は精子鞭毛における局在を確認すると同時に阻害剤や機能阻害抗体を用いて同定因子の機能阻
害実験を行う。鞭毛運動の詳細解析、細胞内シグナルのイメージングにより、同定した因子の
生理的役割を明らかにする。 
４．研究成果 
「鞭毛波形の非対称性制御」を調節する因子を
明らかにするために除膜・再活性化したカタユ
ウレイボヤ精子を高濃度カルシウム条件下とカ
ルシウム非存在条件下で比較しプロテオミクス
解析を行った。抗リン酸化抗体を用いたウェス
タンブロッティングを行い、リン酸化状態の異
なるスポットに着目し質量分析により同定を行
った。その結果、運動制御に関わると考えられ
る複数の因子を同定することができた（図１）。
また新規因子の機能解析を行うための実験系、
解析系の構築を行った。ケージド ATP を用いて
精子鞭毛波形が形成される様子を高速カメラに
より詳細に解析するための UVLED を組み込んだ
実験系を確立した。構築した UVLED を組み込ん
だ実験系を使用し、膜透過性ケージド cAMP を取
り込んだカタユウレイボヤ精子の細胞内 cAMP
濃度上昇に伴う鞭毛運動変化を高速カメラおよ
びカルシウムイメージングシステムにより解析した。運動活性化前の精子に精子頭部、鞭毛そ
れぞれ局所的な cAMP 濃度上昇を誘導した結果、形成された鞭毛波に違いが見られた（図２）。
また運動中の精子に UV 照射を行った結果、cAMP 増加により波形の非対称性の増加とその後の
対称化が連続的に起こったが、カルシウム非存在下では波形の対称化のみが生じた。これらの
結果から、cAMP がカルシウムイオンによって決定される鞭毛波の対称・非対称性に対して調整

図 1：カタユウレイボヤ除膜精子の二次元電気泳動
像。A, C; Ca2+非存在下条件、B, D; 1 mM Ca2+添加、
A, B; CBB 染色像 (A, B)、C, D; 抗リン酸化抗体を用
いたウェスタンブロット。アスタリスクのスポット
についてタンパク質同定を行った。 

図 2：細胞内 cAMP 濃度上昇に伴

うカタユウレイボヤ精子鞭毛波

形変化。人工海水 (ASW)中では非

対称波・対称波が連続的に形成さ

れる。低カルシウム海水（LCSW)
中では対称波のみが形成された。 



的な役割を果たしていることが示唆された。さらにリン酸化部位を認識する抗体を用いて運動
変化に対応してリン酸化するタンパク質の特定に取り組んだ。同定したカルシウム依存的に運
動制御に関わると考えられる複数の因子に関しては抗体作製を行い機能の解明を現在目指して
いる。以上の成果に関しては国際会議を含めた複数の学会で発表済みであり現在投稿論文を準
備中である。公表した研究成果としては、プラシノ藻とウニ精子の鞭毛運動を比較することに
より鞭毛運動調節に重要なカルシウムセンサーが、動物（オピストコンタ）と植物（バイコン
タ）において独立に獲得されたという仮説を裏付ける結果を J Plant Res.誌に発表した。またウ
ニ幼生を用いて、鞭毛・繊毛のカルシウムセンサーであるカラクシンが繊毛の配向および協調
的な繊毛運動制御に関与していることを発見し、Sci Rep.誌に発表した。精子鞭毛運動の解析技
術に関する総説を Microscopy 誌に発表した。「鞭毛波形の非対称性制御」に関わるシグナル経
路解明において共同研究により、カタユウレイボヤ精子走化性において誘引物質受容がカルシ
ウムポンプによって仲介されることを明らかにし Sci Rep.誌に発表した。本申請課題遂行のた
めに改良した鞭毛・繊毛運動解析技術を活かし、複数の共同研究を行い査読付国際誌 9 誌にお
いて発表した。 
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