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研究成果の概要（和文）：本研究では、ダイニンのカルシウムセンサーであるカラクシンの構造と機能を解明すること
を目的とした。まず、カラクシンの4つのEF-handのうちEF2とEF4が構造的EF-hand、EF3が調節的EF-handであることが
わかった。また、カルシウムイオンが結合すると開構造へシフト、dyneinが結合すると閉構造から開構造へ構造変化す
ることが示唆された。機能面では、カラクシンが繊毛屈曲を調節し、基底体の配向を制御する結果、繊毛の協調的運動
に寄与ことがわかった。さらにカラクシンを欠損したマウスでは、軸糸構造は見かけ上正常だが、水頭症や内臓逆位と
いった繊毛病の症状が表現型として現れることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to clarify the structure and function of the 
dynein calcium sensor calaxin. First, X-ray crystallography revealed that EF2/EF4 are structural and EF3 
is a regulatory EF-hand. Overall calaxin structure was suggested to change by a Ca2+ from closed to open 
state, of which state change was largely accelerated by binding of dynein. By using sea urchin embryos, 
we concluded that calaxin determines basal body orientation by regulating ciliary bending. 
Calaxin-deficient mice possesse apparently normal axonemal structures. However, they represent typical 
ciliopathy phenotypes, in particular hydrocephalus and situs inversus.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の鞭毛と繊毛の運動調節を司る
カルシウムセンサーとして、我々はカルシウ
ム依存的にダイニンと結合する性質をもつ
新規の神経カルシウムセンサーファイミリ
ータンパク質を発見し、「カラクシン」と命
名した（Mizuno ら, 2009）。最近、カラクシ
ンの特異的阻害剤、カラクシン変異体、およ
び特異的な抗体を用いて、カラクシンが直接
ダイニンによる微小管滑り運動を抑制する
こと、非対称波の生成は阻害しないがその伝
播を阻害することにより非対称波による精
子のターン運動を阻害すること、その結果、
精子の走化性を阻害することを明らかにし
た。このことは、カラクシンがカルシウム依
存的な鞭毛繊毛運動の調節の鍵を握ってい
ることを示している。精子の運動のみならず、
多くの生物の鞭毛繊毛の機能調節において
カルシウムは極めて重要な役割を果たして
いる。一方、疾患と結びつくことから注目さ
れている一次繊毛の機能調節にもカルシウ
ムが重要な役割を果たしていることが明ら
かにされつつある。しかし、その分子基盤、
特に、分子モーターの機能と関連付けた研究
は極めて少なく、多くはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 カラクシンは研究代表者らがホヤ精子鞭
毛から発見・命名した新規のカルシウム結合
タンパク質である。鞭毛繊毛の外腕ダイニン
と直接結合して分子モーター活性を制御し、
精子鞭毛の非対称波の発生、ひいては精子走
化性を司っている。最近、カラクシンが繊毛
の配向を制御することにより、ウニ胚幼生の
行動を制御することが示唆された。本研究で
は、カラクシンがこうした多彩な機能を生み
出す分子基盤を知ることを目的とし、カラク
シン分子の基本情報、すなわち結晶構造、ダ
イニン・微小管との結合様式、他のカルシウ
ム結合タンパク質との機能比較の研究を行
った。また、カラクシンの繊毛協調運動にお
ける機能や細胞の平面極性、形態形成に果た
す役割を調べた。 
 
３．研究の方法 
 以下の計画・方法に従って研究を進めた。 
（１）ダイニンの構造解析 
 生化学的手法により、ダイニン・微小管と
の結合部位を決定した。また、他のカルシウ
ム結合タンパク質、特にクラミドモナス外腕
ダイニン軽鎖との構造比較、分子系統学的解
析を行った。一方、X線構造解析は大腸菌で発
現させたホヤカラクシンを精製したのち、カ
ルシウムで結晶したものを用いて、R-AxisⅦ
で、2.0 ÅのX線回折データを取得した。 
（２）カラクシン発現を抑制したウニ胚の作
製と解析 
 ウニ卵へモルフォリノオリゴを注入して発
生させることにより、カラクシンをノックダ

ウンした胚を作製し、その繊毛運動を記録、
波形解析を行った。 
（３）カラクシンを欠損したノックアウトマ
ウスの作製と解析 
 ノックアウトマウスの外観、組織における
表現型、精子運動、気管繊毛運動を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ダイニンの構造解析 
 ダイニンのカルシウムセンサーであるカ
ラクシンの構造と機能解明することを目的
として、ホヤカラクシンを大腸菌で発現させ、
その X線結晶解析を行った。まず、カラクシ
ンの 4つの EF-hand（EF1,EF2,EF3,EF4）のう
ち EF2 と EF4 が構造的 EF-hand、EF3 が調節
的EF-handであることがわかった。また、FRET
を用いた解析の結果、カルシウムイオンが結
合すると開構造へシフト、dynein が結合する
と閉構造から開構造へ構造変化することが
示唆された。 
 
（２）カラクシンを欠損したウニ胚の作製と
解析 
 ウニ卵にカラクシンのモルフォリノオリ
ゴを注入し、カラクシンをノックダウンした
ところ、受精後約１２時間後に起こる繊毛の
配向が異常になった。その結果、胚はその場
で回転して、効率の良い前進運動はできなか
った。この場合、繊毛運動の振動数は変わら
ないが、屈曲が弱くなり繊毛の振動範囲の角
度は浅くなった（図１）。一方、正常胚では

図１. カラクシンをノックダウンしたウニ
胚の繊毛運動。正常胚（左）と比べ、ノック
ダウン胚（右）は屈曲が浅くなり繊毛打範囲
が狭くなる。 
 
 
基底体の方向が揃っているために、繊毛打方
向が一定で、効率の良い流れを起こすことが
できるが、モルファントでは、基底体の方向
がバラバラとなっていた（図２）。カラクシ
ンによる屈曲波制御により、効率の良い流れ
が起こり、その流体力学的フィードバックに
より、基底体が配向していくと考えられる。 
 
（３）カラクシンを欠損したノックアウトマ
ウスの作製と解析 
 カラクシンを欠損したノックアウトマウ
スを作製し、マウスの組織、器官、個体レベ
ルでのカラクシンの機能を解析した。ノック



図２．カラクシンをノックダウンした時の基
底体の配向。正常胚（左）では基底体が一定
方向に配向し、繊毛打方向が規定されるため
に同じ方向に流れが生じて胚は直進運動が
可能になる。一方、カラクシンをノックダウ
ンした胚（右）では、基底体の配向がランダ
ムになるため、繊毛打の振動数は同じでも胚
は直進することができずにその場で回転し
た運動を示す。カラクシンが働くことにより、
正常な屈曲運動による流体フィードバック
が働き、初期胚の基底体の配向が決定される
と考えられる。 
 
 
アウトマウスでは、軸糸構造は見かけ上正常
だが、水頭症や内臓逆位といった繊毛病の症
状が表現型として現れることがわかった。今
後の繊毛構造の解析、ならびに繊毛運動の詳
細な解析により、組織、器官、個体における
カラクシンの高次機能が明らかになると期
待される。 
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