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ホヤ精巣cDNAの網羅的解析による軸糸構築の分子的基盤の確立
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〈研究の目的と進め方〉
真核生物の鞭毛繊毛の中心を貫く軸糸は、分子モータ

ー、細胞骨格をはじめ様々なタンパク質が集合してでき
ている高次タンパク質複合体である。本研究では、原始
的な脊索動物であるカタユウレイボヤを用いて、軸糸を
構成するタンパク質を網羅的に調べ、真核生物の軸糸の
分子構築を明らかにすることを目的に行った。また、軸
糸が発生や進化において重要な役割を果たしていること
も明らかになってきており、軸糸がこれらの現象におい
て果たす高次機能についても、単純な体制を持つホヤを
用いることにより明らかになるのではないかと期待した。

進め方としては、主に以下の２つの方法をとった。１）
軸糸に対する抗血清を用いて、軸糸タンパク質をコード
するcDNAを選択的に収集する、２）精巣EST解析を行な
い、既知の軸糸タンパク質cDNAに対する情報を得る。

〈研究開始時の研究計画〉
抗軸糸抗体を用いて、ホヤ精巣cDNAライブラリーを

スクリーニングすることにより、軸糸を構成するタンパ
ク質cDNAを収集する。また、精巣EST解析により、既知
の軸糸タンパク質をコードするcDNAを単離する。さら
に、以上の方法により同定したcDNAの全長配列を決定
し、これらの遺伝子産物に対する抗体を作製する。抗体
を用いて、精子内の詳細な局在を調べるとともに、免疫
沈降によりタンパク質-タンパク質相互作用を網羅的に調
べ、軸糸の分子構築に関する知見を得る。

〈研究期間の成果〉
１）抗軸糸抗体を用いた解析により、７６種類の軸糸タ
ンパク質をコードするcDNAを単離した。この中には、
新規タンパク質も多く含まれ、新規ロイシンリッチリピ
ートタンパク質LRR37やヒートショックタンパク質40、
MORNリピートタンパク質などの生化学的な性質と抗体
を用いた微細局在を明らかにした（成果リスト1, 5, 6, 7）。
２）精巣cDNAの5’-および3’-EST解析を行った（京都
大学、国立遺伝学研究所との共同研究）。約20,000のEST
を解析し、4,190クラスターを得た。これらをBLASTX検
索により機能別に分類した結果、哺乳類における精子形
成に重要な遺伝子の多くがホヤでも見いだされたこと、
精子形成におけるホルモン制御について知見が得られた
こと、神経系・免疫系の遺伝子がホヤ精巣で発現してい
ることなどが明らかになった（成果リスト2, 3, 4）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究によるアプローチは、軸糸研究としては最初の

試みとなり、多くの新規軸糸タンパク質の研究成果は当
該分野で国際的に高い評価を得た。また、精巣ESTデー
タを、京都大学を中心とする大規模cDNA解析データと
照合することにより、多くの精巣特異的遺伝子の特定に
つながった。また、ほとんどのホヤ遺伝子をカバーする
cDNAリソース（Ciona cDNA release1）のソースともな
った。さらに、日本、アメリカを中心とするホヤゲノム

プロジェクトの貴重なデータとなった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
今回の解析では、精巣で発現しているマイナーな遺伝

子について網羅することができず、解析するEST数をさ
らに増やす必要があった。さらに、遺伝子発現がほとん
どない成熟精子の機能解析については、ゲノム/cDNA情
報をもとにしたプロテオーム解析が必須であることを痛
感した。これに関しては、現在までに質量解析を用いた
プロテオーム解析系を開発し、改良を重ねているところ
である。

〈今後の課題〉
ホヤタンパク質データベースの作成とゲノムcDNAデ

ータベースとの統合的リンクが今後必須である。
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