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SUMMARY 

Radial spokes and dynein arms are major ciliary structures, and it assumed that they have important roles for motility 
of cilia. In fact, there are several reports that defects of these structures lead to abnormal motility. However, the functions 
of individual proteins composing these structures are still unknown. We attempted to analyze phenotypes of knockdown 
cells in which particular proteins were silenced with the RNAi feeding method. First, we identified six genes encoding 
radial spoke proteins, both by comparative genomics and proteomics. Of the six genes, three are highly identical to radial 
spoke head protein of Tetrahymena and Chlamydomonas. Silencing of Paramecium radial spoke head like 1 (PtRSHL1) 
led to increased swimming speed, but silencing of PtRSHL2 resulted in decreased swimming speed and a reduced rate of 
growth. However, silencing both genes results in high sensitivity to Ca2+ ion. Silencing PtRSHL3 did not give definite 
phenotypic changes. Five genes encoding inner dynein arm components were also found from ciliary proteomics. Para-
mecium inner dynein arm intermediate chain 1(PtIC1)-silenced cells are motile but swim forward slowly. However, they 
did not exhibit backward swimming under KCl and BaCl2 treatment. This result suggests that PtIC1 might be the switch 
for ciliary reversal induced by internal Ca2+ increase.  

[目的] ラジアルスポークタンパク質は、「9＋2構
造」をもつ繊毛や鞭毛には不可欠なタンパク質が複

雑に結合した複合体である。周辺微小管から突き出

しており、中心対微小管と相互作用すると考えら

れ、ラジアルスポークを欠損すると繊毛や鞭毛に異

常な行動起こることがヒトやクラミドモナスで分

かっている。また、内腕ダイニンも、巨大なタンパ

ク質複合体であり、繊毛･鞭毛の屈曲に必要である。

また、繊毛打や鞭毛打の波形の大きさと形を決定す

ることも報告されている。しかし、これらの複合体

を構成する個々のタンパク質の機能については、不

明な点が多い。我々は、機能ゲノミクスとして個々

の繊毛タンパク質の機能を解析することを目的に本

研究を行っている。 
 
[方法] 食餌によるRNAi： target遺伝子のcoding re-
gion の 一 部 を PCR に よ り 増 幅 し、プ ラ ス ミ ド

Litmus28iにクローニングする。塩基配列の確認後、

発現用大腸菌HT115に形質転換し、LB/amp培地で終

夜培養する。これを新しいLB/amp培地に植菌し、

OD0.4まで培養する。そこへIPTGを加えて更に3時間

培養し、2本鎖RNAの発現を誘導する。低速遠心によ

る集菌後、OD0.25になるようにIPTGを含むBHB/amp
培地に再懸濁する。このBHB培地に、適度な飢餓状

態の若いゾウリムシを植えて食餌させた。 
遊泳速度： 暗視野照明下で細胞を自由に泳がせ、

その遊泳軌跡を定時間露光で撮影し、ImageJを用い

て数値化した。 
 イオン刺激に対する反応: 30 mM KCl 及び 10 mM 
BaCl2溶液に細胞を移し、後方遊泳を続けた時間を計

測した。 

 
[結果と考察] 

ラジアルスポークタンパク質（RSP） 
ラジアルスポークは、中心対微小管と接触する部

位にラージアルスポークヘッドと呼ばれる構造をも

つ。このラジアルスポークヘッドを構成するタンパ

ク質のホモログがP. tetraureliaでは3つ(PtRSHL1~3)見
つかっており、PtRSHL2のサイレンシングでは、繊

毛が短くなる傾向があり、繊毛運動は起こるが、遊

泳はほぼ停止した。また増殖速度もコントロールの

半分ほどに低下した。しかし、PtRSHL1のサイレン

シングでは、遊泳速度が約1.5倍にまで上昇し、大き

く螺旋を描くような遊泳を示した。これらPtRSHL1, 
2のサイレンシングは、遊泳速度に関して、逆の形質

が現れたにも関わらず、KClやBaCl2に対しては、過

剰反応を示し、Ca2+イオン高感受性になることがわ

かった。一方、PtRSHL3のサイレンシングでは、遊

泳速度がわずかに低下したが、その他の表現型に大

きな変化は見られなかった。 

内腕ダイニン (IDA)  
内腕ダイニンは繊毛･鞭毛の屈曲に必要であり、繊毛

打や鞭毛打の波形の大きさや形の制御に関係するこ

とが報告されている。ゾウリムシの内腕ダイニン中
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間鎖であるPtIC1のサイレンシングは、遊泳速度はコ

ントロール細胞の約半分に低下し、KCl, BaCl2, Na/
TEAに対して後退遊泳を示さなかった。この結果

は、繊毛の逆転が起こらなくなったことを意味して

いる。Hennesseyらによって、テトラヒメナ内腕ダイ

ニン欠損株(KO6)でも、同様の結果が報告されている

が、PtIC1サイレンシングゾウリムシでは、食胞形成

能には影響を与えず、正常に増殖できた。このこと

は、PtIC1が、繊毛逆転に直接関与していることを示

唆している。 

また、推定分子量28 kDのゾウリムシ内腕ダイニン

軽鎖（Pt28）は、サイレンシングによって遊泳速度

が約半分に低下したが、食胞形成能や増殖能に影響

しなかった。しかし、脱繊毛後の繊毛再生には、通

常の3倍程度の時間を要した。このことは、Ptp28
は、繊毛再生に何らかの関与があることを示唆して

いる。 
 以上の結果は、これまで複合体として、繊毛打制

御に関わることが示されていた内腕ダイニン、ラジ

アルスポークの特定のタンパク質が、それぞれ独自

の機能を持っていることを示唆している。今後は、

内腕ダイニンとラジアルスポークを構成するタンパ

ク質群を更に詳細に解析していく予定である。 
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SUMMARY 

The endosymbiotic Chlorella cells in Paramecium bursaria provide photosynthate in the form of maltose to the host. 
The pathways for maltose production by the symbiont was thought to be dependent on light conditions; i.e., a normal 
degradation pathway from starch in the dark, and an unusual direct synthesis from two molecules of α-glucose-1-
phosphate catalyzed by maltose synthase in the light. To clarify the production pathway in light, enzymatic activity in 
cell-free extracts of the Japanese symbiont F36-ZK were studied. From the results of experiments using the correspond-
ing substrates, activity of β-amylase and maltose phosphorylase was detected. The latter has been found in prokaryote 
cells and catalyzes a reversible conversion of maltose to glucose and β-glucose-1-phosphate. However, no maltose syn-
thase activity was detectable in the cell-free extract. Furthermore, a crude β-amylase inhibitor prepared from Daphne 
leaves decreased the ratio of maltose to total photosynthate released by the symbiont. These results clearly indicate that 
the maltose is mainly produced by β-amylase from starch, and not by maltose synthase, in the light.   
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[目的] 淡水原生動物であるミドリゾウリムシ

Paramecium bursariaは細胞内に数百個のクロレラを

共生させている。我々は，日本産ミドリゾウリムシ

F36の細胞内共生藻F36-ZKの無菌株の確立を行い1)，

宿主—共生者間の物質輸送に関する研究を行ってき

た。細胞内共生クロレラは，光合成生産物の一部を

マルトースとして放出することが知られており2)，

pH 4-5付近の酸性条件では炭酸固定量の30-40%に相

当する光合成産物を2)宿主に供給していると考えられ

ている。生体内でのマルトース生成には以下の３つ

の経路が知られている。(1)通常のβ-アミラーゼによ

るデンプンの分解でマルトースを生成する経路3)，

(2)ホウレンソウで報告のある特異なマルトース合成

酵素によりα-グルコース-1-リン酸２分子から合成さ

れる経路4)， (3)原核生物で知られ，可逆的に反応を

触媒するマルトースホスホリラーゼによりβ-グル

コース-1-リン酸とグルコースから生成する経路5)で

ある。ミドリゾウリムシ共生藻では，暗条件下では

(1)のβ-アミラーゼによる生産，明条件下では(2)のマ

ルトース合成酵素による生産が示唆されている4)。し

かし，その詳細は不明だったので，特に明条件下で

のマルトース生合成経路の解明を目的に，共生藻の


