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略語表 
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 1-1  生物の生殖と受精 

 

 生物は，同種の個体を増やし，子孫を繁栄させるため，生殖によって自身の遺伝情報お

よびその一部を受け継いだ個体を生み出す．生殖は大きく無性生殖と有性生殖に分類され

る．無性生殖では 1 つの個体から新しい個体が生み出され，子には親のものと同じ遺伝情

報が受け継がれる．それに対して，有性生殖では 2 つの個体から新しい個体が生み出され，

子に引き継がれる遺伝情報は，両親の遺伝情報の一部をそれぞれ引き継がれたものとなる．

有性生殖においては，両親からそれぞれ遺伝情報を子に伝えるための配偶子と呼ばれる生

殖細胞が提供される．両親から提供された配偶子の大きさが同じ場合にはそれらは同型配

偶子と呼ばれ，配偶子の大きさが異なる場合にはそれらは異形配偶子と呼ばれる．異形配

偶子の中でも，大きくて運動性を持たないものは卵，小さくて運動性を持つものは精子と

呼ばれ，精子が卵と融合し遺伝情報を渡すことを受精と呼ぶ．動物と一部の植物において

は，生殖のための手段として受精が行われる．有性生殖では子の遺伝情報が両親の遺伝情

報の一部ずつが引き継がれるため，無性生殖と比べて遺伝情報の多様性が生まれやすいと

いう特徴がある．しかし，有性生殖が成功するためには雄と雌の個体が出会い，さらに雄

の配偶子と雌の配偶子が上手く出会わなければならず，生殖の効率は低い．逆に言えば，

雄性配偶子と雌性配偶子の出会いの効率が生殖の成功率に関わっていると言う事ができる． 

 

 1-2  受精における精子の遊泳 

 

 受精の過程において，運動性を持つ精子が運動性を持たない卵の元まで遊泳する．精子

は鞭毛と呼ばれる小器官を有しており，鞭を振るように鞭毛を動かすことで遊泳のための

推進力を得ることができる．しかし，仮に精子が何の指標もなくでたらめに遊泳している

とすると，卵の元に到達することが非常に困難になり，受精の効率が著しく低くなってし

まう．そのため，精子が卵まで効率よく到達するための機構を生物は備えている． 

 効率の良い受精の達成のため，生物は誘引物質を用いた機構を備えている(図 1-1)．まず，

卵は表面から外部に向かってある種の誘引物質を放出している．この誘引物質は種特異的

な化合物で，既に同定されている化合物のみを見ても，ステロイド化合物(Yoshida et al.，

2002)，タンパク質(Olson et al.，2001)，ペプチド(Ward et al.，1985)，アミノ酸(特にトリプ

トファン) (Riffell et al.，2002)，炭化水素(Coll et al. 1994)というように，種によって誘引物質

の構造は大きく異なる(図 1-2)．卵は外に向かって誘引物質を放出しているため，卵の周辺

には誘引物質の濃度勾配が形成されている．すなわち，卵の周辺は誘引物質の濃度が高く，

卵から離れるにつれて濃度が低くなる． 

 続いて，精子が遊泳して卵に近づいた場合に，精子は誘引物質の濃度勾配を感受するこ

とができる．精子が誘引物質を感受するためには，誘引物質の受容体が精子に発現してい

る必要があると考えられるが，この受容体の同定はほとんど進んでいない．誘引物質の受
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容体について唯一研究が進んでいるものが，ウニの一種である Arbacia punctulata のもので

ある(Ward et al.，1985)．A. punctulata においては，Resact というペプチドが誘引物質である

と同定され，さらにグアニル酸シクラーゼが Resact の受容体であることが知られている．

精子は非常に小さいため，周辺の誘引物質の濃度勾配を感受するためには，自身が移動し

続ける必要がある．その際，精子は緩く円を描くような軌道で遊泳をする．そして，精子

が遊泳物質の濃度の極小点を感受すると，精子に存在するある種のカルシウムチャネルが

活性化される(Shiba et al.，2008)．哺乳類においては CatSper というカルシウムチャネルが活

性化され，精子内のカルシウムイオン濃度が上昇する(Ren et al.，2001；Strünker et al.，2011)．

この現象はカルシウムスパイクと呼ばれる． 

 カルシウムスパイクによって精子内のカルシウムイオン濃度の上昇が起こると，精子は

卵の方へ遊泳方向を変えることができることが知られている(Shiba et al.，2008) (図 1-1)．精

子の遊泳方向は，鞭毛の動きの変化によって制御される．定常状態，すなわち精子内のカ

ルシウムイオン濃度が低い状態では，精子の鞭毛は対称的に動かされる．対称的な鞭毛運

動によって，精子は一定の方向に直線状で泳ぐことができる．ただし，実際には鞭毛はわ

ずかに非対称に動かされるので，精子はらせん状の軌道で遊泳する．しかし，精子内のカ

ルシウムイオン濃度が上昇すると，精子の鞭毛運動が非対称的な動きに変化し，それによ

って精子は遊泳方向を大きく変えることができる．遊泳方向を変える際には，精子は誘引

物質の濃度が高くなる方向，すなわち卵の方向に近づくことが知られる． 

 以上のように，精子の誘引物質の感受，精子内のカルシウムイオン濃度の上昇，精子の

遊泳方向の変化を何度も繰り返すことによって，精子は卵の位置まで効率良く進むことが

可能となる． 

 

 1-3  鞭毛の構造 

 

 精子の鞭毛の内部では，中心に存在する 2 本の中心微小管と，それを取り囲むように 9

本の周辺微小管が円状に配置されている(図 1-3)．この特徴的な構造は「9+2 構造」と呼ば

れる．微小管は，細胞の形態維持や物理的な力を生む役割を担う細胞骨格の一種であり，

微小管の屈曲運動が鞭毛の運動をもたらす．微小管上には鞭毛ダイニンが存在しており，

鞭毛の中心に近いものを内腕ダイニン，中心から遠いものを外腕ダイニンと呼ぶ．ダイニ

ンは 2 本の隣り合う微小管の間をつなぐように相互作用しており，微小管とダイニンの間

で起こる滑り運動が微小管の屈曲を生む．鞭毛の外縁の微小管は A 小管と B 小管によるダ

ブレット微小管として存在するが，隣り合ったダブレット微小管を架橋するようにネキシ

ンと呼ばれるタンパク質が dynein regulatory complex を構成して存在している．また，鞭毛

の中心部にはラジアルスポークと呼ばれるタンパク質複合体が存在する．ラジアルスポー

クの機能や構造についてはあまり研究が進んでおらず不明な点が多い． 

微小管はチューブリンと呼ばれるタンパク質が多数重合することにより形成される(図
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1-4)．鞭毛の微小管を形成しているのは α-チューブリンと β-チューブリンの 2 種類であり，

互いに立体構造が類似している．α-チューブリンと β-チューブリンは互いに結合しあってヘ

テロ 2 量体を形成しており，このヘテロ 2 量体が微小管の端から結合することで微小管が

伸長していく．伸長面から見ると，微小管は 13 個のチューブリンが並んで輪を形成してい

る．また，微小管の側面から見ると，α-チューブリンと β-チューブリンは交互に並んでおり，

微小管が伸長する際も α-チューブリンと β-チューブリンが交互に並ぶようにヘテロ 2 量体

が結合して伸長する．α-チューブリンと β-チューブリンは常に 2 量体を形成しているため，

微小管の両端の片方には α-チューブリン，もう片方には β-チューブリンが位置しており，α-

チューブリンが位置している方をマイナス端，β-チューブリンが位置している方をプラス端

と呼ぶ．実際には微小管の両端ではチューブリン 2 量体の重合と脱重合が起きているが，

プラス端の重合速度はマイナス端の重合速度よりも速い．そのため，微小管が伸長する際

はプラス端の方から伸びていく．微小管の伸長は GTP 依存的であり，α-チューブリンと β-

チューブリンそれぞれに GTP が結合できる．ただし，α-チューブリンには常に GTP が結合

しているが，β-チューブリンにはGTPase活性がありGTP結合型とGDP結合型が存在する．

微小管を形成しているチューブリン 2 量体の β-チューブリンのほとんどには GDP が結合し

ており，この状態では比較的脱重合が起こりやすい．しかし，新たに微小管に取り込まれ

るチューブリン 2 量体の β-チューブリンには GTP が結合しており，プラス端では GTP 結合

型のチューブリンが蓄積している．GTP 結合型のチューブリンでは構造が安定化されてい

るため(GTP キャップ)，新たなチューブリン 2 量体が結合しやすく伸長速度が速い．微小管

に取り込まれた GTP 結合型のチューブリンは，しばらくして β-チューブリンの GTPase と

しての働きによって GDP 結合型のチューブリンに変換される． 

 微小管には微小管結合タンパク質(microtubule-associated proteins，MAPs)と呼ばれるタンパ

ク質群が結合しており，微小管の重合および脱重合の制御や，微小管の構造を安定化とい

った機能を持つ(Maccioni & Cambiazo，1995)．例えば，最も有名な微小管結合タンパク質の

ひとつに，Tau というタンパク質がある．Tau はチューブリンのヘテロ 2 量体の間に結合す

ることで，微小管の構造の安定化に寄与することが知られている(Kadavath et al，2015)． 

 ダイニンは，細胞内での機械的な動きを担う分子モーターの 1 種として知られており，

細胞質に存在する細胞質ダイニンと鞭毛に存在する軸糸ダイニンがある．ダイニンは ATP

の加水分解により得たエネルギーを使って，微小管に沿って化合物の輸送を行う．軸糸ダ

イニンは分子量が 150 万以上の非常に大きなタンパク質複合体であり，全体の X 線結晶構

造は決定されていないが，ダイニン断片のX線結晶構造や電子顕微鏡による構造解析から，

ダイニン重鎖の結晶構造モデルが提唱されている(Schiavo et al.，2013)．細胞質ダイニンと

軸糸ダイニンではいずれにおいても共通の構造を持ち，その構造は Mortor domain，Linker，

Tail domain の 3 つのドメインに分けられる(図 1-5)．Motor domain は，AAA ring (ATPases 

associated with diverse cellular activities ring)と Stalk で構成されていて，Stalk の先には微小管

結合ドメイン(microtubule-binding domain，MTBD)が存在する．AAA ring は 6 つのドメイン
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で構成されており，ATP の結合と加水分解によるエネルギーの獲得の役割を担っている．

鞭毛においては，ダイニンの Tail domain と Stalk が 2 つの微小管の間をつなぐように相互作

用している．Linker は Tail domain と Motor domain の間をつなぐ役目を担っている．また，

上述した 3 つのドメインでの呼称とは別に，ダイニンの構造の骨格を形成している部分を

重鎖(heavy chain，HC)と呼ぶ．そして，重鎖の一部である Tail domain は中間鎖(intermediate 

chain，IC)や軽鎖(light chain，LC)といったタンパク質が結合し，ダイニンの 2 量体形成に必

要だと考えられている(Cianfrocco et al.，2015)．  

 

 1-4  ダイニンと微小管の間の滑り運動 

 

 ダイニンの Tail domain には，ダイニンが輸送する化合物が結合する．細胞質ダイニンの

場合には膜小胞やタンパク質複合体などが Tail domain に結合して輸送されるのに対して，

軸糸ダイニンの場合には Tail domain はもうひとつの微小管と相互作用をして，物質を輸送

する代わりに，微小管との間で滑り運動を起こす(Roberts et al.，2013) (図 1-6)．この滑り運

動が続けて起こるだけであれば，ダイニンが微小管に沿ってスライドするように移動する

だけになってしまうが，微小管の間がネキシンで架橋されていることで微小管の滑り運動

が制限され，結果的に微小管の屈曲につながる．鞭毛内の局所的な部位で発生した微小管

の屈曲は時間的・空間的に制御されて鞭毛全体に伝播し，結果的に鞭毛の屈曲を引き起こ

す(Heuser et al.，2009)．つまり，軸糸ダイニンと微小管の間の滑り運動が鞭毛運動の駆動力

となる．また，前節でも述べたとおり，ダイニンの運動は Motor domain で起こる ATP の加

水分解によって得られるエネルギーが使われるため，滑り運動は ATP 依存的である(Mogami 

et al.，2007)． 

鞭毛運動の制御には，鞭毛に存在するカルシウム結合タンパク質が関わっていると考え

られている．カルシウム結合タンパク質は，カルシウムイオンと結合することで，カルシ

ウムシグナリングに関与するタンパク質群である．精子の鞭毛においては，カルモジュリ

ンなどのカルシウム結合タンパク質がダイニンと相互作用をすることで，ダイニンと微小

管の間の滑り運動を制御していると考えられている(Smith，2002)．そして，カルシウムイ

オンのカルシウム結合タンパク質への結合およびその後のダイニンとの相互作用が，カル

シウムイオン依存的な鞭毛運動に寄与していると考えられている． 

  

 1-5  カルシウム結合タンパク質と EF-hand motif 

 

 カルシウム結合タンパク質に頻出するモチーフとして，EF-hand motif と呼ばれるモチー

フがある．EF-hand motif はへリックス-ループ-へリックスの二次構造の繋がりで形成される

モチーフで，カルシウムイオンやマグネシウムイオンなどの金属イオンを結合させること

ができるモチーフである(Kretsinger & Nockolds，1973) (図 1-7 A)．へリックス-ループ-へリ
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ックスの構造のうち，N 末端に近い方のへリックスは E へリックス，C 末端に近い方のへ

リックスは F へリックスと呼ばれる．通常，ループは 12 残基で構成され，実際に金属イオ

ンが配位するのはループ部分である．EF-hand のループ部分はある程度保存性が高いコンセ

ンサス配列が知られている(Gifford et al.，2007)．金属イオンは座標軸の X，–X，Y，–Y，Z，

–Z 方向の 6 つの方向から配位されており，アミノ酸残基の側鎖や主鎖のカルボニル基，水

分子が配位に関与する(Szebenyi & Moffat，1986)．実際には，カルシウムイオンが配位する

時には，コンセンサス配列の 12 番目の Glu 残基(–Z)の 2 つの酸素原子が配位に関わってい

るので，双五角錐のような 7 カ所の相互作用によって配位している．EF-hand motif のコン

センサスのうち，側鎖がイオンとの結合に直接関与している残基(X，Y，–Z)は保存性が特

に高い(表 1-1)．–X，–Y 方向からのイオンの配位には，それぞれ水分子と主鎖のカルボニル

基が関与しており，アミノ酸の側鎖が直接には配位に関与していないため，このふたつの

アミノ酸残基は他の残基に比べると保存性が低い．また，コンセンサス配列の 6 番目に該

当する残基には Gly 残基が高く保存されているが，これはループ構造がイオンの配位のた

めに大きく曲がる必要があり，側鎖が小さい残基が好まれることが原因である． 

 また，カルシウムイオンとマグネシウムイオンではイオン半径の大きさが異なるため，

配位の様式が異なることが知られている(Lewit-Bentley & Réty，2000；Shannon，1976)．先

述の通り，カルシウムイオンが配位する場合には双五角錐状の配位様式を示し，酸素原子

と金属イオン間の配位距離は平均で約 2.4 Å である(図 1-7 B)．対して，マグネシウムイオン

が配位する場合では，配位に関与する酸素原子あるいは水分子が正八面体の頂点上に位置

しており(図 1-7 C)，さらに配位距離が平均で約 2.1 Å であり，カルシウムイオンの配位距離

よりも短い．そのため，金属イオンの配位様式の違いから，カルシウムイオン結合型とマ

グネシウムイオン結合型では EF-hand の構造は異なることが知られている． 

 EF-hand motif には，カルシウムイオンとマグネシウムイオンの両方が結合するものと，

マグネシウムイオンが結合できずにカルシウムイオンのみが結合できるものが存在する．

前者は構造的(structural) EF-hand，後者は調節的(regulatory) EF-hand とよばれる(Aravind et al.，

2008)．しかし，現在までのところ，EF-hand motif の配列だけを見て，構造的か調節的かの

判断をすることはできていない． 

細胞内においては，マグネシウムイオンとカルシウムイオンの 2 つが，金属イオンの中

では豊富に存在するイオンであることが知られている．特に，マグネシウムイオンは他の 2

価金属イオンに比べて非常に高い濃度で存在し，約 2 mM ほどの濃度で定常的に存在するこ

とが知られている(da Silva et al.，1995)．EF-hand に対しては，カルシウムイオンとマグネシ

ウムイオンは競合的に結合することが知られている(Malmendal et al.，1999)．カルシウムイ

オンの場合には濃度の変動が激しく，定常状態では 10 nM から 100 nM 程度の低い濃度に抑

えられている．いくつかの研究での報告から，カルシウムイオンの EF-hand への結合につい

て，その解離定数は，数 nM から数十 nM であることが知られており，細胞内のカルシウム

イオンの濃度とほぼ同じ値である(Schwaller，2010)．それに対して，マグネシウムイオンの
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EF-hand への結合の解離定数は 10 μM から 1 mM ほどであり，細胞内のマグネシウムイオン

濃度はこの解離定数の値の 10 倍から 100 倍程度である(Schwaller，2010)．そのため，定常

状態では EF-hand にはマグネシウムイオンが結合していると考えられる．しかし，細胞が何

らかのシグナルを受容すると，細胞内のカルシウムイオン濃度が 10 μM程度まで上昇して，

後の細胞内におけるシグナル伝達に関与できる(Ikura，1996)．そうすると，解離定数より高

い濃度のカルシウムイオンの存在により，EF-hand に結合していたマグネシウムイオンがカ

ルシウムイオンに置換されて結合すると考えられる．このように，EF-hand のカルシウムイ

オンおよびマグネシウムイオンとの結合の解離定数の違い，そして細胞内におけるカルシ

ウムイオン濃度の変動が，EF-hand タンパク質のカルシウムイオン結合状態とマグネシウム

イオン結合状態の変化を引き起こしていると考えられる(Ikura，1996)． 

カルシウムイオンおよびマグネシウムイオンの結合状態によって，EF-hand タンパク質は

様々な機能を発現する．例えば，最も有名な EF-hand タンパク質のひとつにカルモジュリン

がある．カルシウムイオン結合型のカルモジュリンはアデニル酸シクラーゼの活性化(Mons 

et al.，1999)やホスホジエステラーゼの活性化(Sonnenburg et al.，1993)など，他のタンパク

質の活性制御に関わることが知られている．こうしたカルシウムイオンに依存的な EF-hand

タンパク質の機能は，マグネシウムイオン結合型(定常状態)とカルシウムイオン結合型(活

性型)のタンパク質の構造の違いによってもたらされると考えられる．そして，カルシウム

イオンの EF-hand への結合が EF-hand タンパク質の機能の発現にとって重要である． 

 

 1-6  カラクシンの分類と機能 

 

 ダイニンと相互作用すると考えられているカルシウム結合タンパク質のひとつに，「カラ

クシン(calaxin，calcium-binding axonemal protein)」というタンパク質が存在する．カラクシ

ンは，カタユウレイボヤの精子の鞭毛で発見されたタンパク質で，ヒトやマウスを含む後

生生物において，鞭毛や繊毛(構造的には鞭毛と同じ)にホモログが存在することが明らかに

なった(Mizuno et al.，2009)．また，カラクシンはカタユウレイボヤの精子や精巣に多く発

現しているほか，鰓籠や内柱といった組織でもわずかに存在していることが報告されてお

り，精子の運動中は常に鞭毛全体にカラクシンが発現している(Mizuno et al.，2009)．カラ

クシンはその配列から，neuronal calcium sensor (NCS) protein family というファミリーに属す

ることが知られる(Mizuno et al.，2009) (図 1-8)．NCS protein family に属するタンパク質は，

へリックス-ループ-へリックス構造の EF-hand motif を 4 つ持つことが知られている(Lim et 

al.，2014) (図 1-9)．NCS protein family では 4 つの EF-hand motif のうち一番 N 末端側のもの

以外の 3 つではコンセンサス配列が保存されていて金属イオン結合能を有するが，一番 N

末端側の EF-hand は cryptic EF-hand motif と呼ばれ，へリックス-ループ-へリックス構造で

はあるもののコンセンサス配列は保存されておらず，金属イオン結合能も持たない

(Burgoyne，2007)．また，一般的に，NCS protein family に属するタンパク質には N 末端にミ



12 
 

リストイル化モチーフ(Met-Gly-X-X-X-Ser-X-X-X)が存在し，ミリストイル化される Gly 残

基が存在する(Towler et al.，1988)．タンパク質のミリストイル化は，N 末端のグリシン残基

とのアミド結合により脂質であるミリスチン酸が結合する翻訳後修飾の一種で，ミリスチ

ン酸の疎水的な炭化水素基によって細胞膜との親和性を上昇させる機能があることが知ら

れている．しかし，カラクシンに関してはこのミリストイル化モチーフが無く，Gly 残基の

代わりに Ser 残基が存在していて，カラクシンの翻訳後修飾についての情報は現在までに研

究で報告されていない． 

 カラクシンは，カルシウムイオン依存的にダイニンと相互作用をすることが知られてい

る．先行研究におけるファーウェスタンブロッティングにより，カルシウムイオン非存在

下においてカラクシンは外腕ダイニン中間鎖(IC2)や β-チューブリンと相互作用をするが，

カルシウムイオン存在下では IC2 と外腕ダイニン重鎖と相互作用をする，ということが示

されている(Mizuno et al.，2009) (図 1-10)．そして，精子の鞭毛運動の速度の解析により，

カラクシンは高濃度のカルシウムイオン存在下で，ダイニンと微小管の間の滑り運動を抑

制することで，鞭毛運動の非対称性を生じさせている事が明らかにされた(Mizuno et al.，

2012)．また，NCS protein family の多くに結合し，アンタゴニストとしてタンパク質の機能

を阻害するレパグリニドと呼ばれる化合物が知られている(Okada et al.，2003) (図 1-11)．レ

パグリニドはカラクシンと結合し，さらにそれによって非対称的な精子の鞭毛運動が安定

して行えなくさせ，精子の正常な遊泳を阻害するということが示されている(Mizuno et al.，

2012)．さらに，カラクシンの遺伝子をノックダウンさせたウニの胚の場合，繊毛を協同的

に動かすことができなくなり，繊毛の動く範囲が狭くなることで，遊泳速度が遅くなるこ

とが示された(Mizuno et al.，2017)．このことから，カラクシンは精子内のカルシウムイオ

ン濃度が上昇することでダイニンと結合し，非対称的な鞭毛運動を促進することで，正常

に精子の遊泳方向の変化を行わせることができる，というモデルが提唱されている．しか

し，カラクシンのダイニンへの結合様式や，なぜダイニンへの結合がカルシウムイオン依

存的なのか，ということに関しては未だ明らかにされていない． 

 

 1-7 カルシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造 

 

 カラクシンのカルシウムイオン結合型の立体構造は，当研究室(食品工学研究室，現食品

生物構造学研究室)の卒業生である髙橋裕輔らによって，X 線結晶構造解析によって解明さ

れた．その結果から，カラクシンの立体構造は 11 つの α-へリックス(α1–α11)によって構成

されており，さらに立体構造は N-terminal domain (α1–α5，α11)と C-terminal domain (α6–α10)

の 2 つの構造に分けられることが明らかにされた(図 1-12)．その立体構造から，へリックス

-ループ-へリックスの二次構造で形成される EF-hand motif を 4 つ含んでいたが(EF0–EF3)，

それらのうちの一番 N 末端に近い EF0 以外の 3 つの EF-hand motif (EF1–EF3)にカルシウム

イオンが結合していることが明らかになった．この 4 つのうちの 3 つの EF-hand motif がカ
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ルシウムイオン結合能をもつという特徴は，既存の NCS protein family と同じである．また，

カルシウムイオン結合能をもたない cryptic EF-hand motifは他のNCS protein familyと同様に，

コンセンサス配列とは異なる配列を有している(表 1-1)． 

 カラクシンのカルシウムイオン結合型の立体構造で特徴的な点は，結晶構造中では非対

称単位中に 2 つの分子が存在していたが，それらの 2 つの分子の構造が互いに異なってい

たことである(図 1-13 A)．具体的には，C-terminal domain を構成している α7 と α8 の配向が

異なっており，それに伴って片方の分子では C-terminal domain の中央の疎水性ポケットが

露出していた(図 1-13 B)．この疎水性ポケットが露出している方の分子の状態は open state，

もう片方の分子の状態は closed state と呼ばれている．結晶構造中においては，closed state

での構造の 3 つの α-へリックス(α8，α9，α10)が，open state の構造で露出している疎水性ポ

ケットと接していたため，結晶中のパッキングによって open state と closed state の 2 状態が

見られたということが予想された．しかし，この結晶構造から，open state での構造で見ら

れた疎水性ポケットが closed stateの状態の分子の α-へリックスと相互作用していたように，

カラクシンがダイニンと相互作用をする可能性が示唆された． 

 

 1-8  カラクシン研究の課題と研究目的 

 

 上述の通り，カラクシンはカルシウムイオン依存的なダイニンへの結合によって，精子

の鞭毛運動の制御に関与していることが示されている．また，当研究室における先行研究

において，カラクシンのカルシウムイオン結合型の構造が X 線結晶構造解析によって解か

れ，カラクシンの立体構造の情報が得られた．しかし，カラクシンのカルシウムイオン結

合型の構造だけでは，ダイニンがカラクシンのどの領域に結合するのか，そしてなぜダイ

ニンへの結合がカルシウムイオン依存的に起こるのか，ということに関して明らかにする

ことはできない． 

 カラクシンはマグネシウムイオン結合時では微小管やダイニン中間鎖と結合するが，カ

ルシウムイオン結合時にはダイニン中間鎖とダイニン重鎖と結合できるようになる．一般

的にシグナル伝達によって濃度が上昇したカルシウムイオンによって EF-hand タンパク質

は活性化することが知られているので，EF-hand タンパク質に対するカルシウムイオンの作

用に関する研究は豊富に存在する．それに対して，マグネシウムイオンの EF-hand タンパク

質に対する作用についてはあまり報告がない．EF-hand タンパク質である GCAP や KChIP

においては，マグネシウムイオンが EF-hand タンパク質の構造の安定性や活性を向上させた

り，特定の相互作用パートナーとの結合を促進させるといった報告がされているが，生体

におけるマグネシウムイオン結合型のタンパク質の構造と機能の関係性についての議論は

乏しい(Marino et al.，2015；Peshenko et al.，2006；Chen et al.，2006)．また，前任者による

カラクシンの先行研究における円二色性測定(circular dichroism，CD)の結果から，カルシウ

ムイオンやマグネシウムイオンの結合によって，カラクシンのα-へリックスの含有率が上
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がり安定したフォールディングがなされることが示された(図 1-14)．マグネシウムイオンは

生体内の環境に依らずほぼ一定の濃度を常に保っているので，生体内のタンパク質は常に

高濃度のマグネシウムイオンに晒されていると言ってもよい．特に EF-hand タンパク質の場

合は EF-hand motif にマグネシウムイオンが結合することから，マグネシウムイオンが

EF-hand タンパク質に常に何かしらの作用を与えているのではないかと考えられる．そこで

本研究では，カルシウムイオン結合時におけるカラクシンの構造や機能だけでなく，マグ

ネシウムイオン結合によってカラクシンにどのような構造的あるいは機能的な影響を与え

るか，さらに，マグネシウムイオンの存在がカラクシンのカルシウムイオン応答性にも何

らかの寄与をしているのではないかという点についても着目し，カラクシンのカルシウム

イオン依存的な機能のメカニズムの追究を目指した． 

本研究では，引き続きカタユウレイボヤ由来のカラクシンを用いて，カルシウムイオン

結合型とマグネシウムイオン結合型の構造の違いを解析することで，カラクシンがどのよ

うな様式によってカルシウムイオン依存的にダイニンと結合するのかを明らかにすること

を目的とした．カタユウレイボヤは比較的単純な体の構造をしており，解析に必要な精子

を得ることも容易なため，精子の研究材料としては適している．加えて，カタユウレイボ

ヤはヒトと同じ後生生物に分類されるため，カラクシン(とそのホモログ)のタンパク質が両

者に保存されており，基本的な精子の鞭毛運動の制御メカニズムは共通している点が多い

と予想されるため，カタユウレイボヤの精子の研究結果がヒトにも応用されうるという点

でもカタユウレイボヤは精子の研究に適した素材であると考えられる． 

研究目的の達成のために，初めにカルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型

のカラクシンの構造の違いを明らかにするため，カラクシンのマグネシウムイオン結合型

の立体構造の解明を目指し，X 線結晶構造解析を試みた．カルシウムイオン結合型とマグネ

シウムイオン結合型の間で構造の違いが見られれば，その構造変化が現れている部分がダ

イニンとのカルシウムイオン依存的な相互作用に関わっていると推定することができる．

次に，カラクシンのカルシウムイオン結合能やマグネシウムイオン結合能の解析のために，

等温滴定型熱量測定(isothermal titration calorimetry，ITC)を用いた解析を行った．ITC によっ

てカラクシンのカルシウムイオンやマグネシウムイオンに対する結合力を解析し，生体中

のイオン濃度と比較することで，カラクシンのカルシウムイオン結合状態とマグネシウム

イオン状態がどのように制御されているかを検証することが可能になる．さらに，カルシ

ウムイオンやマグネシウムイオンの結合による，溶液中での構造の変化を観測するために，

X 線小角散乱(small-angle X-ray scattering，SAXS)を用いて分子の慣性半径の算出を行ったほ

か，1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid (1,8-ANS)の蛍光強度を測定することで，分子表面の

ダイニンと結合すると考えられる疎水性ポケットの大きさを解析した．溶液中での構造変

化を解析することで，生体内での条件により近い状態での構造変化を確認できることが期

待される．また，カルシウムイオンやマグネシウムイオンの結合による各 EF-hand motif の

局所的な構造変化を解析するために，トリプトファン蛍光(Trp 蛍光)測定を行った．カルシ
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ウムイオン結合時とマグネシウムイオン結合時で大きく構造変化をする EF-hand がもし存

在すれば，生体におけるカルシウムイオン濃度上昇時のカラクシンの構造変化に大きく寄

与する EF-hand を特定することが可能となる．最終的には，これらの実験結果と既存の NCS 

protein family タンパク質の研究結果から，カルシウムイオン結合によるカラクシンの構造変

化とカルシウムイオン依存的なダイニンとの相互作用機構を関連付けることを目標とした． 
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表 1-1 EF-hand motif のコンセンサス配列 

Position  most common  

1  D 100% X 

2  K 29%  

3  D 76% Y 

4  G 56%  

5  D 52% Z 

6  G 96%  

7  T 23% –Y 

8  I 68%  

9  D 32% –X 

10  F 23%  

11  E 29%  

12  E 92% –Z 

EF-hand motif のループ構造のコンセンサス配列の各場所において，最も出現率の高い残基

を示した．X，–X，Y，–Y，Z，–Z はイオンの配位の方向を表す．「Position」は EF-hand motif

のループ領域のアミノ酸残基の並びを示す．アミノ酸残基の右には出現確立を記した．「most 

common」は当該の残基で最も出現頻度の高いアミノ酸残基を表す．特に保存性の高い残基

は黄文字で示した． 
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図 1-1 受精の過程における精子の走化性 

卵は外部にむけて種特異的な誘因物質を放出する．卵の近くに遊泳してきた精子は周辺を

泳ぎ続けることで誘引物質の濃度勾配を感受することができる．誘引物質を感受した精子

は，チャネルと通して精子内にカルシウムイオンを流入させ，精子内のカルシウムイオン

濃度が上昇する．その後，精子の鞭毛運動が非対称な運動に切り替わることで，精子の遊

泳が卵に近づく方向へ変わる． 

  



18 
 

 
 

図 1-2 構造が同定された種々の誘引物質 
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図 1-3 精子の鞭毛の断面図 
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図 1-4 チューブリンの重合による微小管の形成 

チューブリンはヘテロダイマーを形成しており，GDP 結合型と GTP 結合型の 2 種類が存在

する．GTP 結合型のチューブリンダイマーは微小管のプラス端から重合することで，微小

管が伸長させる． 
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図 1-5 ダイニンの構造 
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図 1-6 鞭毛におけるダイニンと微小管の滑り運動 
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図 1-7 EF-hand motif の構造とイオン配位様式 

(A)EF-hand motif の構造とカルシウムイオン配位様式．数字は EF-hand motif のコンセンサス

配列を構成するアミノ酸残基の順番を表す．W は水分子を表す．X，–X，Y，–Y，Z，–Z

はカルシウムイオン配位の方向を示す．(B)カルモジュリンの EF-hand motif のカルシウムイ

オン配位様式(PDB ID: 1CLL)．(C)カルモジュリンの EF-hand motif のマグネシウムイオン配

位様式(PDB ID: 3UCW)． 
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図 1-8 NCS protein family に属するタンパク質のアミノ酸配列アラインメント 

カラム上部の EF0，EF1，EF2，EF3 は，カラクシンにおける EF-hand motif の位置を表し，

実線はへリックス，点線はループ領域を表す． 
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図 1-9  NCS protein family に属するタンパク質の EF-hand motif の配列 
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図 1-10 カラクシンによる精子の鞭毛運動制御 

低カルシウムイオン濃度下では，カラクシンは β-チューブリンや中間鎖(IC2)と相互作用し，

この時の鞭毛は対称的に動かされる．対して高カルシウムイオン濃度下では，カラクシン

は IC2 や外腕ダイニン重鎖と相互作用し，鞭毛運動が非対称な運動に変化する． 
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図 1-11 レパグリニドの構造式 
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図 1-12 カルシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造 

カラクシンのアミノ酸配列のうち，2–199 の領域を cartoon モデルで示した．また，非対称

単位中の 2 分子のうち，B 鎖(open state)の方のみ示した．タンパク質の N 末端と C 末端は

それぞれ「N」と「C」で示した．構造中の α-へリックスは N 末端から α1–α11 で示し，カ

ラクシンに含まれる 4 つの EF-hand motif である EF0 (23-55)，EF1 (60-92)，EF2 (95-129)，EF3 

(137–170)をそれぞれ red，green，magenta，yellow で色分けして示した．カルシウムイオン

は yellow の sphere モデルで示した． 
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図 1-13 カルシウムイオン結合型カラクシンの open state と closed state の構造 

(A)open state (cyan)と closed state (orange)の状態の結晶構造の重ね合わせ．N-terminal domain

を ribbon モデル，C-terminal domain を cartoon モデルで示した．タンパク質の N 末端と C 末

端はそれぞれ「N」と「C」で示した．カルシウムイオンは yellow の sphere モデルで示した．

(B)C-terminal domain の拡大図．カルシウムイオンは yellow の sphere モデルで示した． 
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図 1-14 カラクシンの CD スペクトル 

アポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型のスペクトルをそれぞれ黒，

緑，赤の実線で示した． 
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カラクシンの結晶構造 
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 2-1 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの X 線結晶構造解析 

 

 カラクシンのマグネシウムイオン結合型の構造を明らかにするために，X 線結晶構造解析

法を試みた．X 線結晶構造解析とは，X 線をある物質の結晶に照射し，その X 線が回折を

観測することによって，結晶内部における原子の三次元的な位置情報を明らかにする手法

である．この手法はタンパク質の立体構造解析にも古くから用いられており，タンパク質

の 立 体 構 造 の デ ー タ ベ ー ス で あ る Protein Data Bank (PDB ，

https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)には，X 線結晶構造解析法で決定されたタンパク質の

立体構造が 10 万件以上登録されている．タンパク質においては，タンパク質の結晶に X 線

を照射することで，その X 線の回折から検出器でデータ収集をし，コンピューターによる

解析を経て立体構造が決定される． 

 今回は，カルシウムイオン結合型のカラクシンの場合と同様に，マグネシウムイオンが

添加されたカラクシン溶液を用いて結晶を作製し，その結晶を使って X 線結晶構造解析を

試みた． 

 

 2-1-2 実験方法 

 

 2-1-2-1  カラクシンの発現系構築 

 

 タンパク質の結晶の取得には高濃度のタンパク質溶液が必要となるため，大量のカラク

シンを得るために大腸菌を用いたタンパク質の大量発現系を構築した．大腸菌用のタンパ

ク質発現プラスミドは前任者によって構築された．使用したプラスミドは pET-28a(+)で，

NdeI と BamHI の 2 種類の制限酵素処理によって，両制限酵素の切断配列の間にカラクシン

の配列を挿入することによって発現系が構築された(表 2-1)．このカラクシンの配列が挿入

されたプラスミドを用いて，大腸菌 K12 株由来の KRX (promega)を形質転換させることで，

大腸菌による発現系を構築した．pET-28a(+)には NdeI の認識配列の上流に 6 つの His が連続

で並んだ His タグがコードされた塩基配列と，thrombin により切断されるアミノ酸配列がコ

ードされた塩基配列が含まれているため，発現させたカラクシンの N 末端には His タグと

その His タグを切断するための thrombin 認識配列が付加されている．また，KRX はラムノ

ースプロモーターで制御される T7 RNA ポリメラーゼ遺伝子を有する大腸菌株で，対数増殖

期にラムノースが添加されることで，T7 RNA ポリメラーゼの発現が誘導され，その結果と

して大腸菌に導入したプラスミド内の T7 プロモーターが活性化し，プロモーター下流にコ

ードされた目的タンパク質の発現が誘導される． 

形質転換においては，初めに 1 μL のプラスミド溶液(濃度は特に調整しない)に対して 50 

μL のコンピテントセルと混合して，10 min 氷冷をした．その後，42°C のウォーターバス内

で 45 sec インキュベートした後，すぐに 5 min 氷冷をした．そして，250 μL の LB 培地を
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添加した後に 37°C で 1 時間振とう培養を行った．培養後の菌体から 100 μL を使って LB

寒天プレートに塗り，37°C で 1 晩静置培養を行うことで，コロニーを成長させた． 

 カラクシンの大量発現のために，初めに前培養のために試験管内に 10 mL の LB 培地を用

意し，各試験管に終濃度 20 μg/μL のカナマイシンを添加した．そして，形質転換させた KRX

のコロニーを各試験管に植菌し，30°C で一晩振とう培養を行った．次に，タンパク質を大

量発現させるための本培養用の培地として，5 L 容のフラスコ内に 2 L の LB 培地を用意

し，各フラスコに終濃度 20 μg/μL のカナマイシンを添加した．その各フラスコに，大腸菌

が対数増殖期に達した前培養液(本培養用培地 1 L につき 10 mL の前培養液)を添加し，37°C

で振とう培養を開始させた．そして，600 nm の波長の光によって菌体濁度(OD600)を測定

し，OD600 が 0.6–0.8 の範囲に達した時点でフラスコを氷冷させた．培地を冷やした後，各

フラスコに終濃度 0.1%の L-(+)-Rhamnose を添加し，20°C で振とう培養を一晩行い，カラ

クシンの大量発現の誘導を行った．誘導時間が 16-18 時間になったところで，6,000 rpm，

10 min，4°C の条件で遠心を行い，集菌を行った．菌体は液体窒素で凍結させ，使用する

まで–80°C で保存をした． 

 

 2-1-2-2  マグネシウムイオン結合型カラクシンの精製 

 

 初めに，Ni アフィニティカラムを用いて，His-tag アフィニティ精製を行った．まず，–

80°C 内で保存していた菌体を室温で自然融解させ，培地 1 L 分の菌体につき 60 mL の

Binding buffer で菌体を懸濁させた．この菌体破砕液に対し，超音波破砕機 Sonifier 250D 

(Branson)を用いて菌体破砕を行った．菌体破砕後の溶液を，40,000 × g，30 min，4°C で遠

心，上清の可溶性画分を分取した．次に，エコノパックカラム(Bio-Rad)に 2 mL の Ni-NTA 

Superflow (Qiagen)を詰め，20 mL の Binding buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0，300 mM NaCl，

10 mM imidazole)をカラムに流すことによって樹脂を平衡化させた．そして，可溶性画分

をカラムに流し，画分内のタンパク質を樹脂に吸着させた．その後，20 mL の Binding buffer

をカラムに流し，樹脂を洗浄して夾雑タンパク質を溶出させた．続いて，より高濃度の

imidazole を含んだ 20 mL の wash buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0，300 mM NaCl，50 mM 

imidazole)をカラムに流し，さらに夾雑タンパク質を取り除いた．最後に，250 mM の高濃

度の imidazole が含まれた 20 mL の Elution buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0，300 mM NaCl，

250 mM imidazole)をカラムに 2 回流し，His-tag 融合のカラクシンを溶出させた． 

カラクシンを溶出させた後は，NaCl と imidazole を除去するために，2 L の Dialysis buffer 

(20 mM Tris-HCl pH 8.0，1 mM EDTA，1mM DTT)中で 3 時間の透析を行った．NaCl は次

の陰イオン交換クロマトグラフィーによる精製を行うために除去し，imidazole は His-tag

を切断させるための Thrombin の活性を阻害させないために除去した．3 時間経過した後

は，透析内液に 50 units の Thrombin を添加し，同じ Dialysis buffer 中で引き続き一晩透析

を行った． 
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 透析後の透析内液は，8,000 × g，10 min，4°C の条件で遠心をし，遠心後の上清をさら

にフィルター処理することによって，溶液中の沈殿やゴミなどの不純物を取り除いた．そ

の後，ÄKTA (GE Healthcare)と陰イオン交換樹脂 RESOURCE Q 6 mL (GE Healthcare)を用い

て陰イオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った．陰イオン交換クロマトグラフィ

ーでは，Buffer A (20 mM Tris-HCl pH 8.0，1 mM DTT，10 mM MgCl2)に対し，Buffer B (20 mM 

Tris-HCl pH 8.0，1 mM DTT，10 mM MgCl2，300 mM NaCl)による塩濃度の濃度勾配をかけ

ることによって，目的タンパク質を溶出させた．溶出液は，280 nm の波長の光と 260 nm

の波長の光を照射してそれらの吸光度により検出をした．陰イオン交換クロマトグラフィ

ーによって確認された 2 つのピーク部分(塩濃度の低い方から peak 1 Mg，peak 2 Mg)に関し

て，SDS-PAGE によって精製純度の確認を行った．その後，peak 1 Mg を回収してひとつに

まとめ，遠心濃縮チューブ VIVASPIN 20 MWCO 10,000 PES を用いて，5,000 × g，4°C の

条件で遠心をし，液量が 1 mL になるまで遠心濃縮を行った． 

濃縮後の溶液から沈殿やゴミなどの不純物を取り除くために 15,000 rpm，5 min，4°C の

条件で遠心をして，その上清を使ってゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を行った．

ゲル濾過クロマトグラフィーは，ÄKTA とゲル濾過クロマトグラフィーカラム Superdex 75 

10/300 GL (GE Healthcare)を用いて，SEC buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0，150 mM NaCl，1 mM 

DTT，10 mM MgCl2)をカラムに流すことで行った．溶出液は，280 nm の波長の光と 260 nm

の波長の光を照射することで，それらの吸光度により検出をした．精製によって確認され

たピーク部分に関して SDS-PAGE を行い，純度の確認を行った． 

 

 2-1-2-3 マグネシウムイオン結合型カラクシンの結晶化 

 

 2-1-2-2 で得られたマグネシウムイオン結合型のカラクシンに終濃度 100 mM の MgCl2を

添加し，VIVASPIN 20 MWCO 10,000 PES を用いて 12 mg/mL の濃度になるまで濃縮して結

晶化に用いた．結晶化においては，初めに結晶化条件の一次スクリーニングとして，PEGs 

Suite (Qiagen)，PEGs II Suite (Qiagen)，Crystal Screen (Hampton Research)の結晶化キットを

試した．ドロップの作製の際は，500 nL のタンパク質溶液と 500 nL のリザーバー溶液を

混合した．プレートは 20°C のインキュベーター内に置き，結晶の作製を行った．その結

果，PEGs II Suite の G2 のウェルの条件(0.2 M ammonium sulfate，0.1 M MES pH 6.5，30% 

(w/v) PEG 5000 MME)で微細な結晶が得られた．その後，PEGs II SuiteのG2の条件を基に，

MESの pHと沈殿剤であるPEG 5000 MMEの濃度を変えて結晶化条件の最適化を行った．

その結果，0.2 M ammonium sulfate，0.1 M MES pH 6.3，26% (w/v) PEG 5000 MME のリザ

ーバー条件で結晶の大きさの改善が見られた．さらに，大きさの改善を行うために，

Additive Screen (Hampton Research)キットを用いて，上記のリザーバー溶液に添加物を加え

ることで結晶の改善を試みた．その結果，A1 の条件(10 mM Barium chloride)で複数の結晶

が得られ，X 線照射によって回折斑点を観測することができた． 
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 2-1-2-4  ITC 用アポ型カラクシンの精製 

 

 アポ型カラクシンの透析とタグの切断のステップまでは，2-1-2-2 のマグネシウムイオ

ン結合型のカラクシンの精製と同じ精製を行った． 

その後，透析後の透析内液を 8,000 × g，10 min，4°C の条件で遠心し，遠心後の上清を

フィルター処理することによって，溶液中の沈殿やゴミなどの不純物を除去した．その後，

ÄKTAと陰イオン交換樹脂RESOURCE Q 6 mLを用いて陰イオン交換クロマトグラフィー

による精製を行った．陰イオン交換クロマトグラフィーでは，Buffer A (20 mM Tris-HCl pH 

8.0，1 mM DTT)に対し，Buffer B (20 mM Tris-HCl pH 8.0，1 mM DTT，500 mM NaCl)によ

る塩濃度の濃度勾配をかけて目的タンパク質を溶出させた．溶出液は，280 nm の波長の

光と 260 nm の波長の光を照射した際の吸光度により検出をした．陰イオン交換クロマト

グラフィーによって確認されたピーク部分に関して，SDS-PAGE によって精製純度の確認

を行った．その後，ピークを回収してひとつにまとめ，遠心濃縮チューブ VIVASPIN 20 

MWCO 10,000 PES を用いて，5,000 × g，4°C の条件で液量が 1 mL になるまで遠心濃縮を

行った． 

濃縮後の溶液から沈殿やゴミなどの不純物を取り除くために 15,000 rpm，5 min，4°C の

条件で遠心をした．遠心後の上清を使って ÄKTA とゲル濾過クロマトグラフィーカラム

Superdex 75 10/300 GL を用いてゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を行った．ゲル濾

過クロマトグラフィーでは，SEC buffer (25 mM MOPS-KOH pH 7.8，200 mM NaCl，1 mM 

DTT)をカラムに流すことで行った．溶出液に対しては，280 nm の波長の光と 260 nm の波

長の光を照射することで，それらの吸光度により検出をした．精製によって確認されたピ

ーク部分に関して SDS-PAGE で純度の確認を行った． 

 

 2-1-2-5 ITC を用いたバリウムイオン滴定 

 

マグネシウムイオン結合型カラクシンの結晶化の際には，バッファー中に MgCl2 を含ん

だ状態で結晶化を行ったが，リザーバー中に BaCl2が含まれていたため，カラクシン中のマ

グネシウムイオンが同じ 2 価イオンのバリウムイオンに置き換わっていないかどうかを調

べるために ITC を行った．測定は，MicroCal iTC200 (GE Healthcare)を用いて行い，25°C

の条件で滴定を行った．サンプルセルには 200 μL の 35 μM カラクシン溶液を入れ，初め

にシリンジから 0.8 mM BaCl2 を 0.4 μL 滴下し(捨て滴定)，その後は 1.5 μL ずつ 25 回滴定

することで，反応熱を測定した．測定パラメーターは以下の条件を用いた． 
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Total Injections 26 

Reference Power 5 

Initial Delay 60 

Stirring Speed 1000 

 

また，サンプルセルにバッファー(タンパク質が含まれていない)を入れ，同様に 0.8 mM 

BaCl2 を滴定したデータをコントロールとした．データの解析は Origin 7 を用いて行い，

捨て滴定のデータは消し，カラクシンに BaCl2 を滴定した測定値からコントロールの測定

値を引いたものについて解析を行った． 

 

 2-1-2-6 マグネシウムイオン結合型カラクシンの X 線結晶構造解析 

 

2-1-2-3 で得られた結晶を用いて，X 線結晶構造解析を行った．X 線照射実験の際は，X

線による結晶のダメージを軽減させるために窒素ガスで結晶を凍結させて測定する場合が

しばしばあるが，その際に水の結晶が発生することでタンパク質の結晶が破壊されたり，

アイスリングと呼ばれる水の結晶由来の回折像が出現して構造解析を困難にさせてしまう

問題が生じうる．そのため，氷の結晶生成を防ぐためにタンパク質の結晶を抗凍結剤と呼

ばれる試薬で処理することがある．今回の実験では，X 線照射前に結晶を抗凍結剤である

20% ethylene glycol に浸し，95 K の窒素ガスによって凍結させた．構造解析のためのデータ

は，Photon Factory のビームライン AR-NW12A にて取得した．結晶に照射した X 線の波長

は 1.0 Å のものを用い，検出器には ADSC Quantum 270 を用いてデータセットを取得した．

X 線照射の際は，カメラ長を 500 mm，露光時間を 0.5 sec，振動角を 0.5°で 720 枚のデータ

を取得した．得られたデータセットは XDS を用いてデータ処理を行った(Kabsch，2010)．

データ処理後，位相決定のために，カルシウムイオン結合型のカラクシンからカルシウム

イオンを除いた結晶構造を鋳型として，分子置換用のプログラムである Molrep によって分

子置換を行った(Vagin & Teplyakov，2010)．位相決定を行った後は，構造のモデリングのプ

ログラムである Coot を使った構造の手動によるモデリング(Emsley et al.，2010)と，構造の

精密化のためのプログラムである Refmac を使った精密化(Murshudov，2011)を繰り返し，最

終的なマグネシウムイオン結合型カラクシンの構造を決定した．精密化の際には，結晶が

単結晶でない twin になっていた可能性があったことから(twin fraction = 0.15)， twin 

refinement を適用した．本論文中に示したカラクシンとその他のタンパク質の結晶構造の図

は，全て PyMOL (https://pymol.org/)を用いて作成した． 

 

 2-1-3 実験結果 

 

 2-1-3-1  マグネシウムイオン結合型カラクシンの精製・結晶化 
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 マグネシウムイオン結合型のカラクシンを精製するために，初めに His-tag を利用したア

フィニティ精製を行った(図 2-1)．SDS-PAGE の結果から，菌体破砕液および遠心後の上清

に His-tag 融合のカラクシンの分子量(25935.63)に合ったバンドが確認でき，目的タンパク質

が可溶性に発現していることが確認された．また，His-tag 融合のカラクシンを Ni-NTA 

Superflow に吸着させた後，50 mM imidazole の含まれたバッファーで樹脂を洗浄し(Wash)，

250 mM imidazole の含まれたバッファーでタンパク質を溶出させ(Elution 1，Elution 2)，

His-tag 融合のカラクシンが 250 mM imidazole の含まれたバッファー条件で溶出されたこと

を確認した．溶出後，Thrombin をタンパク質溶液に添加し，His-tag が切断されたことを確

認した． 

 続いて，His-tag 切断後のカラクシン溶液を用いて，陰イオン交換クロマトグラフィーに

よる精製を行った(図 2-2 A，B)．陰イオン交換クロマトグラフィーの結果，NaCl の濃度勾

配をかけたところで，2つの大きなピークが現れた．塩濃度の低い方のピークを「peak 1 Mg」，

塩濃度の高い方のピークを「peak 2 Mg」と名付け，それぞれのピークを別々に回収した(図

2-2 A)．また，SDS-PAGE の結果，どちらのピークもカラクシンのピークであることを確認

した(図 2-2 B)．前任者のゲル濾過クロマトグラフィーによる解析から，peak 1 Mgは単量体，

peak 2 Mgは 2 量体を形成していることが明らかになった(図 2-3)．その後，各ピークのタン

パク質画分を濃縮し，それぞれを結晶化させた．一次スクリーニングを試した時点で，peak 

1 Mgの画分は微結晶がでる条件が見つけられたが，peak 2 Mgの画分は全く結晶が形成されな

かった．そのため，以降の結晶化では peak 1 Mgの画分のみを用いることにした． 

 次に，peak 1 Mgの純度の改善のため，ゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を行った(図

2-4 A，B)．ゲル濾過クロマトグラフィーの結果，大きい単分散のピークより溶出体積が小

さい所に，もうひとつ小さいピークが現れた(図 2-4 A)．SDS-PAGE の結果から，どちらの

ピークもカラクシンのピークであり，純度も高いものであることを確認した(図 2-4 B)．よ

って，これらのピークはカラクシンの会合状態の違いにより，溶出体積の異なる場所で溶

出されたと考えられる．同じタンパク質であっても，会合状態の異なるものが混在してい

ると結晶形成が阻害されうると考え，大きいピークのみを回収し，濃縮した後，結晶化を

行った．一次スクリーニングの段階では，PEGs II Suite の G2 のウェルの条件(0.2 M 

ammonium sulfate，0.1 M MES pH 6.5，30% (w/v) PEG 5000 MME)で微結晶が得られた(図

2-5 A)．その後，一次スクリーニングの結晶化条件を基にAdditive Screen (Hampton Research)

を用いた二次スクリーニングを行い，0.2 M ammonium sulfate，0.1 M MES pH 6.3，26% (w/v) 

PEG 5000 MME，10 mM Barium chloride のリザーバー条件で一次スクリーニングでの結晶

よりも大きい結晶を得ることが出来た(図 2-5 B，C)． 

 バリウムイオンはマグネシウムイオンと同じ 2 価の金属イオンであるため，EF-hand 

motif にはバリウムイオンが結合する場合がある(Kumar et al.，2012)．そのため，得られた

カラクシンの結晶ではバリウムイオンではなくマグネシウムイオンが結合していること
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を示すために，ITC によってマグネシウムイオンを結合させたカラクシンにバリウムイオ

ンを滴下することでイオンの置換による反応熱が生じるかどうかを確認した．まず初めに，

アポ型のカラクシンを調製し，His-tag アフィニティ精製，陰イオン交換精製(図 2-6 A，

B)，ゲル濾過精製を経て(図 2-7 A，B)，純度の高いタンパク質を得ることに成功した．

サンプルセル中の 200 μLの 35 μMカラクシン溶液(終濃度 1 mM の MgCl2が含まれている)

に対し，0.8 mM BaCl2 を 1.5 μL ずつ 25 回滴定した結果，有意な反応熱は生じなかった(図

2-8)．この結果は，カラクシンに結合したマグネシウムイオンはバリウムイオンに置き換

わることがない，ということを示唆している．ITC 終了時でのカラクシン，マグネシウム

イオン，バリウムイオンの終濃度はそれぞれ 29.5 μM，842 μM，126 μM であり，結晶構

造中のカラクシン，マグネシウムイオン，バリウムイオンの終濃度はそれぞれ 505 μM，

100 mM，10 mM である．つまり，ITC 中でのカラクシン，マグネシウムイオン，バリウ

ムイオンの終濃度の比は約 5:140:21，結晶構造中のカラクシン，マグネシウムイオン，バ

リウムイオンの終濃度の比は約 1:200:20 (5:1000:100)となる．ITC 中での条件と比べて，結

晶中でのバリウムイオンに対するマグネシウムイオンの比は高く，ITC ではマグネシウム

イオンからバリウムイオンへの置換が起きなかったことから，結晶中でもバリウムイオン

への置換は起きず，結晶にはマグネシウムイオンが結合していたと考えられる． 

 また，結晶中に結合しているイオンがバリウムイオンでないことを示すため，結晶に X

線を当てることで，バリウムイオンの異常分散シグナルが見られるかどうかを確認した

(図 2-9)．その結果，1.0 Å の X 線の照射においては，バリウムイオンによる異常分散シグ

ナルは確認できなかった．この結果からも，バリウムイオンがカラクシンに結合していな

いことがしめされた．以上の ITC と異常分散シグナルの検証結果から，今回得られた結晶

はマグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶であると決定した． 

 

 2-1-3-2 マグネシウムイオン結合型カラクシンの結晶構造 

 

 Photon Factory で取得したデータセットを用いて，マグネシウムイオン結合型のカラクシ

ンの結晶構造解析を行った．はじめにプログラム XDS を用いて X 線回折データの積分と規

格化を行った．そして，マグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造の空間群とし

て，カルシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造の空間群と同じ P43であると決定した．

また，格子定数は a ＝ b ＝ 65.3 Å， c ＝ 113.2 Å であり，カルシウムイオン結合型のカ

ラクシンとほぼ同じ格子定数の値が得られた．構造のモデリングと精密化の結果，構造精

密化の指標である Rwork と Rfree の値がそれぞれ 16.3，21.2 まで下がり，また各アミノ酸の構

造の立体的な許容範囲を示すラマチャンドランプロットにおいても 95.84%が「Most 

favorable」に指定されたことから，決定した構造は妥当であると判断した．その他の X 線

回折データに関する各統計値は表にまとめて記した(表 2-2)． 

 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造は，カルシウムイオン結合型のカラ
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クシンの結晶構造と同様に 11 つの α-へリックス(α1–α11)によって構成されていた(図 2-10 

A–C)．また，マグネシウムイオン結合型の結晶構造においても，4 つの EF-hand の構造が確

認された(EF0: 23–55，EF1: 60–92，EF2: 95–129，EF3: 137–170)．カルシウムイオン結合型と

同様に，マグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造には非対称単位中に 2 つの分

子が存在しており，さらにそれぞれの分子が open state と closed state の 2 状態の構造をとっ

ていた．open state (PDB ファイル上での Chain B)においては主鎖の電子密度が 5–125 および

136–198 の残基，closed state (PDB ファイル上での Chain A)においては 4–127 および 138–198

の残基で確認され，モデリングを行うことが出来た．open state の 126–135 および closed state

の 128–137 の残基の電子密度が見られなかったのは，この領域で構造の揺らぎが大きく，

特定の立体構造をとっていないことが原因であると考えられる． 

 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの構造はカルシウムイオン結合型と同様，構造

のまとまりから N-terminal domain (α1–α5，α11)と C-terminal domain (α6–α10)の 2 つのドメイ

ンに分けることが出来た(図 2-10 B)．なお，C 末端のへリックス(α11)は，位置している場所

の都合上，N-terminal domainに含まれている．N-terminal domainとC-terminal domainの間は，

α5 と α6 の間のリンカーと α10 と α11 の間のリンカーの，2 つのリンカーによって接続され

ていた．各ドメインは 2 つずつの EF-hand motif によって形成されており，EF0 と EF1 がル

ープ部分で接することで N-terminal domain を形成し，同様に EF2 と EF3 がループ部分で接

することで C-terminal domain を形成していた．  

 

 2-1-3-3 マグネシウムイオン結合型の open state と closed state の構造比較 

 

 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造はカルシウムイオン結合型と同様に，

非対称単位中に open state と closed state の 2 つの状態の分子が見られた(図 2-10 A，C)．マ

グネシウムイオン結合型の open state と closed state の構造を重ね合わせた結果，RMSD (Root 

Mean Square Deviation)の値は 0.507 Å であり，全体的に似た構造をとっていた(図 2-10 C)．

しかし，重ね合わせた構造を見ると，N-terminal domain の構造はよく重ね合わせることがで

きたが，C-terminal domain は α7 と α8 の配向が異なっていた．また，結晶構造中のパッキン

グを見ると，closed state における α8，α10，そして α9 と α10 の間のループが open state の状

態の構造において露出している疎水性ポケットと接していた．カルシウムイオン結合型と

マグネシウムイオン結合型を比較して，類似した open state と closed state のふたつの状態の

構造が見られ，さらに結晶中のパッキングも同様な配向で形成されていることから，結晶

構造で見られた open state と closed state のふたつの状態は，結合している金属イオンの種類

に依るものではなく，X 線結晶構造解析における結晶のパッキングの影響が大きく，カルシ

ウムイオン結合型とマグネシウム結合型の全体構造の違いが現れなかったのではないかと

考えられる．また，マグネシウムイオン結合型の結晶構造の構造因子(B-factor)に着目する

と，N-terminal  domain は全体的に B-factor の値が小さいのに対し，C-terminal domain では
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全体的に B-factor の値が高くなっていた(図 2-11)．B-factor は原子の熱運動の大きさを表し，

B-factor の値が大きいほど構造のゆらぎが大きいと解釈ができる．このことから，C-terminal 

domain は構造の中でもゆらぎの大きい部分であることが考えられ，カルシウムイオンやダ

イニンの結合によってもたらされる構造変化が起きやすい領域ではないかと考えられる． 

 結晶構造を見ると，N-terminal domain と C-terminal domain のそれぞれに，疎水性のポケッ

トが存在していた(図 2-12 A–C)．これらのポケットはカルシウムイオン結合型でも同様に存

在していた．C-terminal domain の疎水性ポケットを形成している残基のうち，closed state あ

るいはopen stateで電子密度が見えなかったものを除いたアミノ酸残基は，L123，G139，I140，

L143，I146，A147，M151，L173，L174，A177，F178，G179 であった．これらのアミノ酸

残基を結晶構造中でマッピングすることで疎水性ポケットの形状を調べたところ，open 

state と closed state において，C-terminal domain の α7 と α8 の配向の違いによって，疎水性

ポケットの形状に違いが生じていた(図 2-12 B，C)．closed state と比べて，open state では L173

の位置がシフトし，疎水性ポケットを少し広げていた．また，closed state と比べて，open state

では α7 と α8 の配向がより分子の外側へ向き，それに伴って α10 の一部がループになった

ことで，A177，F178，G179 の 3 つのアミノ酸残基が α7 と α8 に引きずられるように分子の

表面に移動し，疎水性ポケットを広くしていた．また，それと同時に，α7 に存在する疎水

性残基 L123 が分子表面に移動し，open state の疎水性ポケットをより大きく広げていた． 

 マグネシウムイオン結合型の結晶構造のパッキングにおいては，open state と closed state

の 2 状態の構造が，C-terminal domain の疎水性ポケットが互いに向かい合うような形で接し

ていた(図 2-13)．両者のパッキングの様式において特徴的な点は，open state での α7 は接触

界面に存在してパッキングに関与しているが，closed state での α7 はほとんど関与していな

い．実際に，α7 の疎水性残基(L123，C126，L127)は，closed state では open state に比べてポ

ケット表面に露出している面積が小さくなっていた．また，closed state では α7 と α8 の間の

ループの残基の位置が決められていなかったが，電子密度が見られなかったということは

その部分の構造が特定の位置をとらずに揺らぎが大きいということを示唆しているため，

これらの残基がパッキングに影響している可能性は低いと考えられる．今回得られた結晶

構造は，カラクシンが相互作用パートナーと結合する際には，その結合には複数の様式が

存在しうるということを示唆している．実際に生理的環境下でカラクシンが open state ある

いは closed state での構造によって相互作用をするかどうかは厳密には明らかではないが，

カラクシンはダイニンや β-チューブリン，ダイニン中間鎖(IC2)といった複数の種類の分子

と結合することが知られているため，カラクシンの結合様式が複数存在するという可能性

は理にかなっていると考えられる． 

 

 2-1-3-4 カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型の構造比較 

 

カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型の構造を重ね合わせ，RMSD を計
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算した結果，0.516 Å と計算され，両者の構造は非常に似ていることが明らかになった(図

2-14 A)．また，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型の closed state 同士あ

るいは open state 同士の構造を重ね合わせると，RMSD はそれぞれ 0.334 Å，0.272 Å となっ

た(図 2-14 B)． 

カラクシンのマグネシウムイオン結合型はカルシウムイオン結合型と同様に，構造中に 4

つの EF-hand motif を含んでいた(図 2-10)．しかし，マグネシウムイオン結合型のカラクシ

ンにおいては，open state においては EF1，EF2，EF3 の 3 箇所の EF-hand にマグネシウムイ

オンの電子密度が確認できたが，closed state においては EF1 と EF2 にのみマグネシウムイ

オンの電子密度が見られ，EF3 には電子密度が存在していなかった(図 2-15 A，B)．また，

closed state の EF3 の側鎖はイオンを配位できるような配向をとっていないことも，電子密

度から明らかになった．open state と closed state の両方の状態の分子で EF1，EF2，EF3 の 3

箇所にイオンが結合していたカルシウムイオン結合型の構造を比べて，この結果は大きな

違いであった． 

 また，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型において見られた違いは，

EF0 のループ領域の構造であった(図 2-16)．EF0 は EF-hand motif のコンセンサス配列が保存

されておらず，結晶構造中においてはカルシウムイオンもマグネシウムイオンも結合して

いなかった．それにもかかわらず，両者の EF0 のループ領域は構造が異なっており，さら

に電子密度も確認できることから，ループ領域は結晶中である程度特定の構造をとってい

ることが考えられる．結晶構造中のパッキングを確認すると，カルシウムイオン結合型で

は open state と closed state の 2 つ状態の分子の Glu38 の側鎖が，2 つの分子の α3 の間に挟ま

るように存在していた．それに対して，マグネシウムイオン結合型では，closed state での構

造の Glu38 の側鎖は，closed state での構造の α2 と open state での構造の α11 の間に挟まるよ

うに位置していた．このことから，EF0 のループは結晶形成のパッキングの際に 2 種類の配

向をとりうるが，その違いは金属イオンの種類に依るものではないと考えられる． 

 

 2-1-3-5 各 EF-hand におけるマグネシウムイオンの配位様式 

 

 カラクシンには 4 つの EF-hand motif が含まれており，そのうち EF1，EF2，EF3 において

金属イオン結合のコンセンサス配列が保存されていて，金属イオン結合能を有している．

open state の状態の構造にはマグネシウムイオンが EF1，EF2，EF3 の 3 か所に結合していた

が，closed state の状態の構造には EF1，EF2 の 2 か所でのみ結合していた． 

 EF1 においては，open state と closed state のいずれの状態においても，–Z 位の Glu 残基の

側鎖による結合が二座配位ではなく一座配位となっていた(図 2-15 A，B)．これは，カルシ

ウムイオンに比べてよりイオン半径の小さいマグネシウムイオンを配位させるために，Glu

残基の側鎖のカルボン酸の片方の酸素原子をできるだけ α 炭素から遠くに伸ばすような構

造をとったためと考えられる．また，通常–X 位には水分子などの酸素原子がイオンの配位
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に関与するために存在するが，今回のカラクシンの結晶構造中には–X 位に電子密度は見ら

れなかった． 

 EF2 におけるマグネシウムイオンの配位においては EF1 とは異なり，open state と closed 

state のいずれの状態においても，–Z 位の Glu 残基の側鎖による結合が二座配位となってい

た(図 2-15 A，B)．EF1 と EF2 で大きく異なることは，EF1 のループのコンセンサス配列の

6 番目の残基は Ser であるのに対し，EF2 においては Gly であるという点がある．EF-hand

のループの配列の 6 番目は，ループを大きく曲げられるように側鎖の小さい Gly 残基が高

く保存されている．EF2 はループの配列の 6 番目の残基が Gly であることで，同じ位置の残

基が Ser である EF1 よりもループをコンパクトに曲げることができ，–Z 位の Glu 残基の側

鎖が二座配位でマグネシウムイオンと結合できる可能性がある． 

 EF3 においては，closed state ではマグネシウムイオンが配位していなかったが，open state

では配位していた(図 2-15 A，B)．open state では EF1 と同様に，–Z 位の Glu 残基の側鎖に

よる結合が一座配位であった．また，EF1 と同様，–X 位にはマグネシウムイオンとの結合

に関わる原子の電子密度は見られなかった．closed state では，イオンの存在するであろう位

置に電子密度が存在しておらず，さらにマグネシウムイオンの配位に関与する残基の側鎖

の電子密度も不明瞭であった．このことから，closed state の状態における EF3 はマグネシ

ウムイオンを配位する構造をとっておらず，マグネシウムイオンを配位することができな

かったと考えられる．さらに，イオンの配位によるループ構造の安定化が起きているかを

調べるため，open state と closed state の 2 状態における，マグネシウムイオン配位に関与す

るアミノ酸残基の B-factor の値を比較した(表 2-3)．その結果，EF1 と EF2 の各残基では open 

stateと closed stateの 2状態の構造でB-factorの値に大きな違いはなかったが，EF3では closed 

state の状態では open state の状態の構造に比べて顕著に大きい B-factor の値を示した．この

ことから，closed state の状態での EF3 ではマグネシウムイオンが結合しないことで，open 

state の状態と比べて構造のゆらぎが大きく，B-facotr の値が大きくなったと考えられる．以

上のことから，closed state では open state と比べてマグネシウムイオンの親和力が低いこと

が示唆される．また，EF3 へのマグネシウムイオンに対する結合が限定的であるということ

は，EF1 や EF2 と比べると EF3 のマグネシウムイオンに対する結合力は低いということが

考えられる． 

 

 2-1-3-6 金属イオンの EF-hand への配位距離 

 

 カルシウムイオンとマグネシウムイオンはイオン半径が異なり，カルシウムイオンのイ

オン半径は 1.06 Å，マグネシウムイオンのイオン半径は 0.72 Å である(Shannon，1976)．イ

オンの存在する環境によってイオン半径に多少の変動はあるものの，マグネシウムイオン

はカルシウムイオンに比べるとイオン半径は小さいことが知られる．結晶構造中では，カ

ルシウムイオンと配位する酸素原子との距離の平均は約2.4 Åであることが報告されている
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(Einspahr & Bugg，1981)．本研究では，構造が解かれたカルシウムイオン結合型およびマグ

ネシウムイオン結合型のカラクシンについて，各金属イオンと配位に関与する酸素原子の

距離を測定した．また，結晶構造が解かれている他の EF-hand タンパク質についても，金属

イオンと酸素原子の配位距離を測定し，カラクシンとの比較を試みた． 

 初めに，カラクシンにおける金属イオンの配位距離を測定した(表 2-4)．カルシウムイオ

ン結合型に関してみると，多くの配位距離は 2.2–2.4 Å の範囲に収まっていることが明らか

になった．この距離は，上述したカルシウムイオンの配位距離とほとんど一致している．

また，open state と closed state の 2 状態の結晶構造を比較しても，EF1 同士，EF2 同士，EF3

同士では配位距離にほとんど変化がないことも明らかになった．このことから，カラクシ

ン分子の構造の違いにかかわらず，カルシウムイオンの配位距離には大きな変化は起きな

いということが示唆された． 

 続いて，マグネシウムイオン結合型のカラクシンについて，マグネシウムイオンの配位

距離を測定した．マグネシウムイオン結合型ではカルシウムイオン結合型の場合に比べて，

2.0–2.2 Å の短い配位距離が観測された(表 2-4)．これは，マグネシウムイオンのイオン半径

がカルシウムイオンのイオン半径よりも小さいことで，EF-hand のループがよりコンパクト

になって配位するようになったと考えられる．しかし，カルシウムイオンの配位距離と比

べると，マグネシウムイオンの配位距離は残基ごとで比較的ばらつきが大きかった．ばら

つきが大きい原因としては，マグネシウムイオン結合型の結晶構造はカルシウムイオン結

合型と比べると分解能が低く，金属イオンやアミノ酸残基の側鎖の位置のぶれが大きくな

ってしまったことが考えられる． 

 続いて，EF-hand タンパク質のうち，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合

型の両方の構造が解かれているカルモジュリンに着目し，カルモジュリンの各金属イオン

の配位距離を測定した．カルシウムイオン結合型のカルモジュリンでは，カラクシンとほ

ぼ同様に多くの配位距離は 2.2–2.4 Å の範囲に収まっていた(表 2-4)．また，マグネシウムイ

オン結合型のカルモジュリンにおいては，一番 N 末端の EF-hand にしかマグネシウムイオ

ンは結合していないが，イオンの配位距離が全て 2.0–2.2 Å の範囲に収まっており，カルシ

ウムイオンの場合と比べて明らかに配位距離が短くなっていることが明らかになった(表

2-4)．マグネシウムイオン結合型の結晶構造の分解能は 1.8 Å と高い分解能であることから，

結晶構造中の 4 つの chain において配位距離のばらつきはほとんどなかった．このことから，

カルモジュリンにおいても，マグネシウムイオンの配位距離はカルシウムイオンに比べる

と短いということが示された． 

 また，EhCaBP1 (赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica)由来のカルシウム結合タンパク質)に

おいては，カルシウムイオン結合型とバリウムイオン結合型の結晶構造が決定されており，

EhCaBP1 についても各金属イオンの配位距離を測定した．カルシウムイオン結合型におい

ては，多くの配位距離は 2.4–2.5 Å の範囲に収まっていた(表 2-4)．それに対してバリウムイ

オン結合型では，一番 N 末端の EF-hand にのみバリウムイオンが結合しており，その配位
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距離は 2.4–3.1 Å に収まっていた(表 2-4)．ただし，バリウムイオンの結晶構造の分解能は 3.2 

Å であり，異なる chain において配位距離のばらつきが大きいことが明らかになった．バリ

ウムイオンのイオン半径は 1.35 Å であり(Shannon，1976)，カルシウムイオンのイオン半径

よりも大きいため，バリウムイオンの配位距離がカルシウムイオンの配位距離よりも長く

なったと考えられる．本研究で決定されたカラクシンのマグネシウムイオン結合型の結晶

構造のイオン配位距離と比較すると，EhCaBP1 のイオン配位距離は長いことから，このこ

とからも今回のカラクシンの結晶にはバリウムイオンではなくマグネシウムイオンが配位

していると考えられる． 

 

 2-2 等温滴定型熱量測定 

 

 2-2-1 カラクシンのカルシウムイオンおよびマグネシウムイオンの結合の解析 

 

 EF-hand タンパク質は，EF-hand motif にカルシウムイオンやマグネシウムイオンを結合さ

せる．また，実際にカラクシンの結晶構造においても，カルシウムイオンやマグネシウム

イオンが結合している様子が確認された(図 2-15)．そこで，カラクシンに対するカルシウム

イオンやマグネシウムイオンの結合力を解析するために，等温滴定型熱量測定(ITC)を行っ

た． 

 ITC の原理を以下で説明する．まず，サンプルをある一定の温度に保てるような装置に充

填する．そのサンプルに対し，外からリガンド溶液を滴定する．もしサンプルとリガンド

が結合することができれば，その結合によって反応熱(吸熱あるいは発熱)が生じる．反応熱

が生じた場合，その反応熱を打ち消してサンプルの温度を一定にするような外部電力が装

置から与えられる．その外部電力を反応熱に換算し，サンプルとリガンドの結合の反応熱

を測定する．実際は，サンプルとリガンド溶液を混ぜた際の希釈熱も発生するため，リガ

ンドが含まれないバッファーをサンプルに添加したものをブランクとし，リガンド溶液の

滴定の際の反応熱から差し引くことで，サンプルとリガンドの反応熱を算出する．実際の

測定では滴定の回数は 1 回ではなく，少量の滴定を複数回行ってそれぞれの反応熱を測定

する． 

 ITC によって直接観測するものは，サンプルとリガンドの反応のエンタルピー変化(ΔH)

と結合定数(Ka)である．さらに，反応熱と結合定数から，以下の式を用いることによってギ

ブズの自由エネルギー変化(ΔG)とエントロピー変化(ΔS)を算出することができる． 

 

∆G = ∆H–T∆S = RT ln Ka 

 

なお，R は気体定数(1.987 cal K–1 mol–1)，T は温度(K)を表す． 

また，結合定数(Ka)と解離定数(Kd)は以下の関係がある． 
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Ka = 
1

Kd
 

 

カルシウムイオンやマグネシウムイオンの結合力を明らかにすることで，細胞内のイオン

濃度と比較することでカラクシンが生体内でどちらのイオンと結合しているのかを推定す

ることができる． 

 

 2-2-2 実験方法 

 

ITC 用のサンプルとして，アポ型のカラクシン溶液を調製した．アポ型のカラクシンの

調製は，2-1-2-4 に記載した方法で行った． 

ITC には，MicroCal iTC200 (Malvern)を装置として用いた．カルシウムイオン滴定の際

には，サンプルセル内に 35 μM のカラクシン溶液を 200 μL 取って注入して，1 mM CaCl2

をリガンド溶液として用いた．また，マグネシウムイオン滴定の際には，40 μM のカラク

シン溶液を 200 μL 取ってサンプルセル内に注入し，そこに 0.6 mM MgCl2 を 0.4 μL 滴下し

た後，25 回 1.5 μL ずつ滴下した．カルシウムイオンとマグネシウムイオンのいずれの滴

定においても，測定は 25°C で行い，以下のパラメーターによって測定を行った． 

 

Total Injections 26 

Reference Power 5 

Initial Delay 60 

Stirring Speed 1000 

 

測定後のデータの解析は，解析用のソフトウェア Origin (Malvern)を用いて行った． 

 

 2-2-3 実験結果 

 

 初めに，カルシウムイオンをアポ型のカラクシン溶液に滴下し，熱量変化を観測した(図

2-17 A)．アポ型のカラクシンにカルシウムイオンを滴下した場合では，下向きの大きなピ

ークが観測された．エンタルピー変化は負(下向きのピーク)では発熱，正(上向きのピーク)

では吸熱を表すので，カラクシンへのカルシウムイオンの結合は発熱反応であることが示

された．また，滴定を続けていくにつれて発熱量が下がっていき，滴定の中盤から後半に

かけてはほとんど発熱が起こらないことが示された．これは，カルシウムイオンを添加し

ていくことで，カラクシンへのカルシウムイオンの結合が飽和に達し，カルシウムイオン

の結合による発熱が観測されなくなったことが原因だと考えられる．結晶構造中には 1 分
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子のカラクシンに対して 3 つのカルシウムイオンが結合していたことから，データのフィ

ッティングの際は「Sequential Binding Sites 3 sites」を用いてフィッティングカーブを描いた．

また，測定結果を基に，カルシウムイオンがカラクシンに結合する際の Kd，ΔG，ΔH，ΔS

を算出した(表 2-5)．3 sites でのフィッティングのため，熱力学パラメーターも 3 つ算出さ

れ，各結合サイトの解離定数は 2.75 × 10−7 M，4.27 × 10−6 M，1.14 × 10−5 M となった．EF-hand

へのカルシウムイオン結合の際の結合力はタンパク質によって範囲が広く，解離定数の値

が 10-9 M から 10-4 M ほどの値のばらつきがあることが知られている(Gifford et al.，2007)．

今回のカラクシンの場合でも，カルシウムイオンの解離定数はこの範囲に収まっていた． 

 続いて，アポ型のカラクシン溶液にマグネシウムイオンを滴下した際の熱量変化を観測

した(図 2-17 B)．マグネシウムイオン結合の際もカルシウムイオン結合と同様に，下向きの

大きなピーク，すなわち発熱反応が観測された．しかし，カルシウムイオン結合の場合と

は異なり，滴定の後半でマグネシウムイオンの結合が完全に飽和に達することがなく，発

熱量が緩やかに低下していった．データのフィッティングの際は「Sequential Binding Sites 3 

sites」を用いてフィッティングカーブを描き．3 sites でのフィッティングにより，3 つの熱

力学パラメーターを算出した．その結果，マグネシウムイオンの解離定数は 1.32 × 10−6 M，

8.93 × 10−6 M，1.46 × 10−5 M となった．EF-hand タンパク質へのマグネシウムイオンの結合

力はカルシウムイオンのものと比べると研究例が少ないが，カルシウムイオンよりも低い

ことが知られている．例えば，EF-hand タンパク質である 3 つのタンパク質，ミリストイル

化 NCS-1，visinin-like protein，CaBP1 のマグネシウムイオンに対する解離定数の値はそれぞ

れ 17 μM (Cox et al.，1994)，208 μM (Cox et al.，1994)，300 μM (Wingard et al.，2005)である．

今回の ITC の結果から算出されたカラクシンのマグネシウムイオンに対する解離定数の値

も，概ね数 μM から百 μM の範囲に収まっていた． 

 カルシウムイオンとマグネシウムイオンは，金属イオンの中でも生体内に豊富に存在す

るものとして知られる．しかし，これら 2 種類の濃度を比較すると，マグネシウムイオン

は恒常的に 2 mM 程度の濃度で生体内に存在するが，カルシウムイオンは定常状態では 10 

nM 程度の濃度であり，マグネシウムイオンの方が十万倍ほど高い濃度で存在する．そのた

め，生体内では通常はカラクシンにはマグネシウムイオンが結合していると考え，マグネ

シウムイオンを結合させたカラクシンに対してカルシウムイオンを滴下し，その熱量を測

定した(図 2-17 C)．ITC の結果，アポ型へのカルシウムイオン滴下あるいはマグネシウムイ

オン滴下の場合と同様に，発熱を生じることが明らかとなった．そして，「Sequential Binding 

Sites 3 sites」のフィッティングモデルを使ってフィッティングカーブを描き，解離定数を算

出した．その結果，マグネシウム結合型のカラクシンへのカルシウムイオン滴下の際の結

合定数は，アポ型のカラクシンへのカルシウムイオン滴下の際の結合定数に比べて全体的

に高くなり，それぞれ 5.41 × 10−8 M，5.62 × 10−7 M，1.58 × 10−6 M となった．先行研究より，

EhCaBP においては，マグネシウムイオンの結合によって，アポ型の場合よりもカルシウム

イオンの結合がエネルギー的に有利になる結合サイトがあるということが示された
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(Mukherjee et al.，2007)．熱量測定の場合，ΔH や−TΔS が正の値をとることは，結果として

ΔG の値が高くなり，Kaの値が小さくなるので，エネルギー的に不利になることを示す．カ

ラクシンの場合は，アポ型にカルシウムイオンを滴下した場合，3 つの結合サイトのうち 1

つで ΔH が正の値をとり，別の結合サイトで，− TΔS が正の値をとった(表 2-5)．それに対し

て，マグネシウムイオン結合型にカルシウムイオンを滴下した場合では，3 つ全ての結合サ

イトにおいて，ΔH および−TΔS が負の値をとった(表 2-5)．このことから，マグネシウムイ

オンはカラクシン分子全体に対して，カルシウムイオンの結合をエネルギー的に有利に働

かせ，その結果として，カルシウムイオンの結合力が上昇したと考えられる． 

 

 2-3 SYPRO Orange を用いた熱安定性測定 

 

 2-3-1 C 末端へリックスの熱安定性に対する寄与 

 

 結晶構造から，N-terminal domain と C-terminal domain のそれぞれにおいて疎水性残基の集

中した疎水性ポケットが存在することが明らかとなった．そのうち，N-terminal domain の疎

水性ポケットは，α2 (Leu29，Cys32，Leu36)，α3 (Ile50)，α5 (Trp83，Val84，Leu87)の各疎水

性残基によって構成されていた(図 2-12 C)．また，この疎水性ポケットは，α11 によって塞

がれており，α11 の疎水性残基(Phe191，Val195，Leu196)と疎水性相互作用を形成している

ことが明らかになった(図 2-18)．既に知られている NCS protein family のタンパク質の立体

構造を比較すると，カラクシンの α2–α10 に相当する構造のコアとなる部分は良く重ね合わ

せることができるが，C 末端の α-へリックスはタンパク質の種類によって様々な配向をと

っていることが明らかになった(図 2-19 A–C)．そのことから，C 末端の α-へリックスの配向

は，NCS protein family のタンパク質の機能や物性の違いに関わりがあるのではないかと考

えた．NCS protein family の一種である NCS-1 の C 末端の α-へリックスの機能について調べ

られた研究があり，NCS-1 の C 末端の α-へリックスを削除した変異体では，変性剤である

グアニジン塩酸塩の添加による変性が野生型に比べてより低濃度で起こることが報告され

ている(Heidarsson et al.，2012)．つまり，C 末端の α-へリックスは NCS-1 の構造の，変性剤

への曝露に対する安定性に寄与しているということが示唆されている．なお，NCS-1 の C

末端の α-へリックスは C-terminal domain の疎水性領域と相互作用をしており，C 末端の α-

へリックスが N-terminal domain と相互作用しているカラクシンとはその点は異なる．本研

究ではカラクシンの C 末端の α-へリックスが N-terminal domain との疎水性相互作用によっ

て構造の安定性に寄与していると仮定して，C 末端の α-へリックスを削除した変異体(Δα11)

を用いて熱安定測定を行った． 

 

 2-3-2 実験方法 
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 2-3-2-1 カラクシン変異体 Δα11の作製 

 

熱安定性測定用の変異体として，カラクシンの 183 番目のアミノ酸残基から C 末端の残

基までの領域のタンパク質，すなわちカラクシンの C 末端のへリックスを削除した変異体

(Δα11)を作製した．初めに，以下の組成で反応液を調製し，37°C のウォーターバス内で 1

晩制限酵素処理を行った． 

 

NdeI (Takara) 1 μL 

10 × H buffer (Takara) 2.89 μL 

pET-28a(+) 25 μL 

計 28.89 μL 

 

その後，アガロースゲル電気泳動を行って線状のベクターをゲルから切り出し，QIAquick 

Gel Extraction Kit (Qiagen)を用いてゲルからベクターを抽出した． 

次に，カラクシンの N 末端から 182 番目のアミノ酸残基までの DNA を増幅するために

PCR を行った．PCR のために，以下の組成で反応溶液を PCR 用チューブ内に調製した． 

 

10 μM プライマー forward 1.5 μL 

10 μM プライマー reverse 1.5 μL 

5 × PrimeSTAR buffer (Takara) 10 μL 

dNTP Mix (Thermo Fisher) 4 μL 

4 ng/μL 野生型プラスミド 0.5 μL 

PrimeSTAR HS DNA Polymerase 0.5 μL 

MilliQ 32 μL 

計 50 μL 

 

プライマーの配列は表 2-6 に記した． 

続いて，PCR 反応液を用いて以下の条件で PCR を行った． 
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98°C 2 min   

↓    

98°C 10 sec   

55°C 5 sec  5 cycles 

72°C 1 min   

↓    

98°C 10 sec   

70°C 5 sec  30 cycles 

72°C 1 min   

↓    

72°C 5 min   

4°C ∞   

 

PCR 後の溶液は，QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)を用いて精製した． 

 続いて，制限酵素処理した線状の pET-28a(+)と PCR後の目的配列(インサート)を用いて，

In-Fusion クローニングを行った．初めに，以下の組成で In-Fusion 反応液を調製した． 

 

5 × In-Fusion HD Enzyme Premix (Takara) 2 μL 

NdeI 処理後 pET-28a(+) 4 μL 

20 ng/μL インサート 4 μL 

計 10 μL 

 

In-Fusion 反応液は，50°C のウォーターバス内で 15 min インキュベートした．そして，

In-Fusion後の溶液を用いてDNAのクローニングに用いられる大腸菌株XL1-blueを形質転

換させた．その後，Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega)を用いて

XL1-blue からプラスミドを抽出した．抽出したプラスミドの配列については，株式会社フ

ァスマックの DNA シーケンスの受託解析サービスを利用することで，目的の DNA 配列

が挿入されたことを確認した． 

 

 2-3-2-2  カラクシンの野生型と変異体の熱安定性測定 

 

熱安定性測定には，real time PCR 用の装置と，タンパク質の疎水性表面に結合して蛍光

を発する試薬である SYPRO Orange (Life Technologies)を用いた(Biggar et al.，2012)．タン

パク質と蛍光試薬を混合した溶液に徐々に熱を加えていき，タンパク質が変性すると，タ

ンパク質の内側に隠れていた疎水性残基が溶媒に露出してそこに蛍光試薬が結合し，蛍光

強度が上昇する．そして，各温度に対する蛍光強度をプロットし，蛍光強度曲線を作成し
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た．この蛍光強度曲線を温度に対して一次微分をとり，微分曲線を描いた．元の蛍光強度

曲線における，低温時の初めの蛍光強度と最大の蛍光強度の中央の強度の温度が，微分曲

線における負の向きの大きなピークに相当するので，この微分曲線のピークをタンパク質

の変性温度として示した． 

熱安定性測定のサンプルを調製するために，初めにアポ結合型のカラクシン溶液を調製

した．アポ型のカラクシン溶液は，野生型と変異体の両方について，陰イオン交換精製ま

でのステップは 2-1-2-4 で記した方法により調製をした．その後，カラクシン溶液を

VIVASPIN 20 MWCO 10,000 PES を用いて，5,000 × g，4°C の条件で遠心をし，液量が 1 mL

になるまで遠心濃縮を行った．この濃縮液を沈殿やゴミなどの不純物を取り除くために

15,000 rpm，5 min，4°C の条件で遠心をして，その上清を使ってゲル濾過クロマトグラフ

ィーによってバッファー交換(20 mM Tris-HCl pH 8.0，150 mM NaCl，1 mM DTT)を行った．

その後，0.3 mg/mL に調製したカラクシン溶液を用いて，20 μL のカラクシン溶液に対し

て 2.22 μL の SYPRO Orange を混合した．カラクシンと SYPRO Orange の混合溶液をプレ

ートに入れ，real time PCR 用の装置である CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)を用い

て蛍光を検出した．励起には 450-490 nm の波長の光を用い，560-580 nm の検出波長にお

いて蛍光強度を測定した． 

 

 2-3-3 実験結果 

 

図 2-20 A に温度を加えていった際の SYPRO Orange の蛍光強度を記した．野生型のカラ

クシン(カルシウムイオン結合型)では，50°C 付近までは直線的に蛍光強度が緩やかに低下

していった．これは，温度の上昇によって，SYPRO Orange がタンパク質から解離しやす

くなったからだと考えられる．しかし，50°C から 60°C までの範囲において蛍光強度の上

昇が確認された．これはタンパク質の変性によって，タンパク質の内部の疎水性領域が露

出し，SYPRO Orange が疎水性領域に結合して蛍光強度が上昇したからだと考えられる．

60°C より高温になると，再び蛍光強度の低下が確認された．この温度の範囲ではタンパ

ク質が凝集を起こしており，再び SYPRO Orange が解離しやすくなっていると考えられる

(Hirano et al.，2015)． 

野生型と比べて Δα11 (カルシウムイオン結合型)では，測定を行った温度範囲において全

体的に蛍光強度が高かった(図 2-20 A)．特に，60°C 以下の低温の領域では顕著に Δα11 の蛍

光強度の方が高かった．これは，α11が欠失したことで，α11に塞がれていたN-terminal domain

の疎水性領域が露出したことが原因ではないかと考えられる．また，25°C から 30°C 付近

において，蛍光強度の上昇が確認された．そのことから，Δα11 ではこの温度の領域で変性

し，内部から疎水性領域が露出することで蛍光強度が上昇したことを示唆している．さら

に，40°C を超えると，蛍光強度が大きく減少していく様子が見られた．この温度領域で

は，凝集による SYPRO Orange の解離が起こっていると考えられる．また，60°C より高い
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温度では野生型でも Δα11 でも蛍光強度にわずかな違いしか見られなかった．これは，両者

とも 60°C 以上の高温で凝集してしまっており，両者による有意な構造の違いがなくなっ

たということを示唆している． 

図 2-20 B に SYPRO Orange の蛍光強度の微分曲線を示した．初めに，野生型のカラクシ

ン(カルシウムイオン結合型)では，56°C に負の向きの大きいピークが現れた．このピーク

の位置は，図 2-20 A の蛍光強度の曲線において，50°C から 60°C までの範囲で見られた蛍

光強度の上昇の中点に相当する位置である．そして，この負のピークの位置はタンパク質

の変性温度を示すものである．しかし，Δα11 (カルシウムイオン結合型)では，28°C に熱変

性を示す負の向きのピークが現れた(図 2-20 B)．この負のピークの位置は，蛍光強度の曲線

で見られた，25°C から 30°C 付近での蛍光強度の上昇の中点に相当する．また，50°C から

60°C 付近において，正の向きの裾の広いピークが確認された．このピークはタンパク質

の凝集によって蛍光色素が解離してしまったことを示していると考えられる．これらのこ

とから，野生型のカラクシンは 50°C 付近でも構造を保っていることができるが，α11 と

N-terminal domain の疎水性ポケットとの相互作用をなくしてしまうことで，その温度では立

体構造が崩れて凝集をしてしまうということが明らかになった． 

熱変性温度が低下したということは，タンパク質の熱に対する安定性が下がったことを

意味する．このことから，α11 の欠失によって，カラクシンの熱安定性が大きく低下したこ

とが示唆される．つまり，α11 はカラクシンの分子の構造の安定性に寄与していることが考

えられる． 

上述の通り，NCS-1 においては C 末端の α-へリックスが C-terminal domain の疎水性領域

と相互作用をすることで変性剤であるグアニジン塩酸塩への曝露に対する安定性を高めて

いた．カラクシンでは，C 末端の α-へリックスが N-terminal domain の疎水性領域と相互作

用をすることで熱安定の向上に寄与していることが示された．本研究の結果は，NCS protein 

family のタンパク質の C 末端へリックスと構造の熱安定性の関係について初めて追究した

ものである．NCS protein family に属するタンパク質の C 末端の α-へリックスの機能のひと

つとして，N-terminal domain あるいは C-terminal domain の疎水性ポケットと相互作用するこ

とで構造の安定性に寄与しているということが示唆された． 

 

 2-4 考察 

 

 本章ではマグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造を決定することができた．

この結晶構造から，マグネシウムイオン結合型の結晶構造はカルシウムイオン結合型の結

晶構造を全体構造が類似しており，構造のコアを形成している 4 つの EF-hand の構造にも大

きな違いがないことが明らかになった．また，カルシウムイオン結合型のカラクシンの結

晶構造の非対称単位中で見られた open state と closed state の 2 つの分子が，マグネシウムイ

オン結合型の結晶構造においても同様に存在することが明らかになった．しかし，EF3 にお
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いて，カルシウムイオンは open state と closed state の両方の状態における分子に結合してい

たが，マグネシウムイオンは open state での構造にのみ結合していることが明らかになった．

このことから，EF3 はマグネシウムイオンに対する結合力が低く，生体内でカルシウムイオ

ン濃度が低い定常状態であっても EF3 にはマグネシウムイオンが結合していないのではな

いかと考えられる． 

 ITC の結果では，カラクシンにはカルシウムイオンおよびマグネシウムイオンが結合する

ことが示され，得られた反応熱の大きさに対してフィッティングカーブを描くことで，各

EF-hand に対する結合力(解離定数)を算出することができた．さらに，アポ型に対してカル

シウムイオンが結合する場合よりも，マグネシウムイオン結合型に対してカルシウムイオ

ンが結合した場合のほうが，カルシウムイオン結合の結合力が増加することも明らかにな

った．ITC によるフィッティングでは，複数の EF-hand motif の解離定数を独立に算出する

ことができるものの，どの解離定数の値がどの EF-hand と対応するのかということは判別す

ることができない．そのため，各 EF-hand でカルシウムイオン結合とマグネシウムイオン結

合で結合力が何倍の差があるのかということは明らかにできない．しかし，今回の解離定

数算出の結果では，マグネシウムイオン結合型に対するカルシウムイオン結合の解離定数

(5.41 × 10−8 M，5.62 × 10−7 M，1.58 × 10−6 M)が，いずれのアポ型に対するマグネシウムイオ

ン結合の解離定数(1.32 × 10−6 M，8.93 × 10−6 M，1.46 × 10−5 M)よりも小さい値をとっていた

ため，いずれの EF-hand においてもカルシウムイオンの結合力がマグネシウムイオンの結合

力よりも強いことが示された．生体内のマグネシウムイオン濃度は常に 2 mM に保たれ，カ

ルシウムイオン濃度は定常状態では 100 nM ほどである．定常状態ではカルシウムイオン濃

度がカラクシンのカルシウムイオン結合の解離定数の値の 0.185 倍，0.0178 倍，0.00633 倍

なのに対し，マグネシウムイオン濃度はカラクシンのマグネシウムイオン結合の解離定数

の値の 1515 倍，224 倍，137 倍となる．このことから，2 か所の EF-hand においてはマグネ

シウムイオンがカルシウムイオンよりも優先的に結合することが示唆される．それに対し

て，精子が誘引物質の濃度勾配を感知して内部にカルシウムイオンを流入させると，カル

シウムイオン濃度が 10 μM まで上昇する．この状態ではカルシウムイオン濃度がカラクシ

ンの解離定数の値の 185 倍，17.8 倍，6.33 倍となり，カラクシンの一部において EF-hand

に結合していたマグネシウムイオンがカルシウムイオンに置換されると考えられる．カラ

クシンの各 EF-hand のカルシウムイオン結合の解離定数は 10−8 M から 10−6 M の範囲で大き

く異なるため，生体内では 3 か所の EF-hand に同時にカルシウムイオンが結合するのではな

く，結合力の強い EF-hand に優先的にカルシウムイオンが結合し，EF-hand が 1 か所ずつカ

ルシウムイオンで占められていくといった機構が考えられる．そして，カルシウムスパイ

クが終了し，精子のカルシウムイオン濃度が再び低下すると，カルシウムイオンよりも濃

度が高いマグネシウムイオンによるカラクシンへの結合が再び優勢になり，カラクシンは

マグネシウムイオン結合型に戻ると予想される． 

 SYPRO Orange を用いた熱安定性測定によって，C 末端へリックスである α11 の欠失によ
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ってカラクシンの変性温度が低下した．結晶構造において，α11 は N-terminal domain によっ

て形成されている疎水性ポケットと疎水性相互作用を形成していた．このことから，α11 の

欠失によって α11 と N-terminal domain との間の疎水性相互作用が失われたことで，カラク

シンの熱安定性が低下したということが示唆された． 

NCS protein family に属するタンパク質の中では，そのタンパク質と相互作用するパート

ナーであるペプチドとの共結晶構造が決定された研究が報告されている．シロイヌナズナ

のカルシウムイオンシグナリングに関与するタンパク質である AtCBL2 の場合，相互作用パ

ートナーであるキナーゼ AtCIPK の一部の α-へリックスが AtCBL2 の N-terminal domain と

C-terminal domain の両疎水性ポケットをまたがるようにして相互作用している(Akaboshi et 

al.，2008) (図 2-21 A)．また，NCS-1 では 2 種類の共結晶構造が決定されており，dopamine D2 

receptor (D2R)の C 末端領域のペプチドとの共結晶構造では，NCS-1 の N-terminal domain と

C-terminal domainの各疎水性ポケットにひとつずつのD2Rペプチド(計 2つ)が結合していた

(Pandalaneni et al.，2015) (図 2-21 B)．しかし，同じ NCS-1 と G-protein-coupled receptor kinase 

1 (GRK1)との共結晶構造では，GRK1 の N 末端領域のペプチドが NCS-1 の N-terminal domain

と C-terminal domain の中央あたりに位置して相互作用しており，しかも 1 分子の NCS-1 に

対して 1分子のGRK1ペプチドしか結合していなかった(Pandalaneni et al.，2015) (図 2-21 C)．

これらの両共結晶構造における NCS-1 の構造を重ね合わせて比較すると，GRK1 との複合

体においては C 末端へリックスが GRK1 を覆うように位置しているが，D2R との複合体に

おいては C 末端へリックスの中央がループ構造に変化しており，そのループが NCS1 の

N-terminal domain と C-terminal domain の中央部分に差し込まれるような位置をとっている．

このループの位置は，ちょうど GRK1 の結合部位と一致している．すなわち，D2R との複

合体の場合には，C 末端へリックスの一部の構造がループに緩み，NCS-1 の疎水性表面の中

央に挿入されることで，N-terminal domain と C-terminal domain の疎水性ポケットを明確に分

画することで，各疎水性ポケットにひとつずつ D2R のへリックスが相互作用することが可

能になる，と考えることができる．以上の AtCBL2 や NCS-1 の場合では，それらの分子の

疎水性ポケットに相互作用パートナーが結合している．カラクシンの結晶構造を AtCBL2

および NCS-1 の構造と比較すると，カラクシンの C-terminal domain の疎水性ポケットの場

所が，AtCBL2 や NCS-1 のパートナーとの相互作用に関わる疎水性ポケットの一部と一致し

た(図 2-22)．このことから，カラクシンの C-terminal domain の疎水性ポケットも β-チューブ

リンやダイニンとの結合に関与するのではないかと考えられる．しかし，カラクシンの疎

水性ポケットは C 末端の α11 によって塞がれていることで面積が小さくなっている．この

疎水性ポケットの大きさの違いにより，相互作用パートナーの多様性が生まれると考えら

れる． 

 以上の結晶構造と熱安定性測定の結果から，α11 は N-terminal domain との疎水性相互作用

によって熱安定性への寄与や，C-terminal domain への相互作用パートナーの選択に寄与して

いるのではないかと考えられる． 
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表 2-1 カラクシンの各パラメーター 

DNA 配列 

(終始コドンまで) 

ATGAGCAAAAAGAATCAAAAACTCGCCGAAGAGCTTT

ACAAAACGTCATGTCAAAAGCACTTCACAAAGACTGA

AGTTGAATCGTTGATTATTTGCTACAAGAACTTGTTAGA

AGGATTGAAAATGGATCGGAATTTATTCCGTGATATTTT

GCACCAAAAGTTCAACATGACGGAAGATTTGCTCATGG

ATCGAGTGTTTCGAGCTTTTGATAAAGACAGCGATTCCT

ACATAAGTTTGACTGAGTGGGTAGAAGGATTGTCAGTT

TTTCTGAGGGGAACACTGGATGAAAAAATGGAATATAC

CTTCACTGTTTTTGATTTAAACGGTGATGGTTACATTTCT

CGTGAAGAAATGTTTCAAATGTTGAAGACATGTCTCGT

TAAACAACCAACAGAAGAAGATCCAGATGAAGGAATA

AAAGACCTCGTTGAAATTGCACTGAAAAAAATGGACCA

TGATCATGACAGCAGATTATCAAAAAAAGATTTCAAAG

ATGCCGTTCTTATTGAACCTCTACTGTTGGAAGCTTTCG

GGAAATGTTTACCCGATGAAAAATCATCAGAAATATTTG

AATATCATGTCCTTGGCGTTAAGCAGTGCAGGGGATGA 

アミノ酸配列 MSKKNQKLAEELYKTSCQKHFTKTEVESLIICYKNLLEGL

KMDRNLFRDILHQKFNMTEDLLMDRVFRAFDKDSDSYIS

LTEWVEGLSVFLRGTLDEKMEYTFTVFDLNGDGYISREE

MFQMLKTCLVKQPTEEDPDEGIKDLVEIALKKMDHDHDS

RLSKKDFKDAVLIEPLLLEAFGKCLPDEKSSEIFEYHVLGV

KQCRG 

等電点 5.09 

モル吸光係数(M–1 cm–1) 14,440 

分子量 23,772 
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表 2-2 カラクシンの構造解析における統計値  

 Sm calaxin Ca calaxin Mg calaxin 
Data collection     
Space group P43 P43 P43 
Unit Cell a, b, c (Å) 65.0, 65.0, 113.3 65.5, 65.5, 113.5 65.3, 65.3, 113.2 

 Wavelength (Å) 1.6000 1.5418 1.0000 
 Resolution (Å)a 20.0–2.00 

(2.05–2.00) 
20.0–1.85 

(1.90–1.85) 
46.1–2.64 

(2.77–2.64) 
 Rmeas

a,b (%) 5.5 (36.1) 4.4 (37.9) 12.4 (75.5) 
 CC1/2 99.8 (89.5) 100 (88.3) 99.7 (81.7) 
 <I/σ(I)>a 16.6 (3.5) 32.1 (3.8) 17.2 (3.2) 
 Completeness (%)a 97.1 (92.1) 98.9 (89.0) 100 (99.9) 
 Redundancya 3.7 (3.5) 6.6 (3.0) 7.6 (7.5) 
 Reflections/unique 223469/60617 268522/40393 107108/14030 
 Wilson B factor (Å2) 27.1 17.2 26.5 
    
Refinement     
 Resolution (Å) − 19.8–1.85 

(1.90–1.85) 
42.8–2.64 

(2.71–2.64) 
 Rwork/Rfree

c (%) − 17.7/21.9 
(23.0/29.3) 

16.3/21.2 
(21.4/33.6) 

 No. Protein atoms − 3170 3036 
 No. non-protein atoms     
   Metal − 7 5 
   Solvent − 225 21 
   Others − 4 0 
 Mean B-factor (Å2) − 26.3 50.3 
 Root mean square 
deviations 

    

   Bond lengths (Å) − 0.020 0.015 
   Bond angles (°) − 1.988 1.761 
 Ramachandran plot     
   Most favorable (%) − 98.42 95.84 
   Allowed (%) − 1.58 4.16 
   Disallowed (%) − 0.00 0.00 

aValues in parentheses are for the highest resolution shell. 
bRmeas = ∑hkl [{n/(n– 1)}1/2(∑i |Ii – ‹I›|) / ∑i |Ii|], where Ii is the ith intensity measurement 
of reflection hkl, including symmetry-related reflections, and ‹I› is its average. 
cRfree was calculated using 5% of the reflections omitted from the refinement. 
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表 2-3 マグネシウムイオンの配位に関わる残基の B-factor 

 X Y Z –Y –Z 

EF1 D71 D73 D75 Y77 E82 

closed 29.5 33.3 34.7 40.8 35.1 

open 31.2 34.4 25.2 41.0 28.1 

EF2 D107 N109 D111 Y113 E118 

closed 44.2 51.2 57.1 56.2 44.1 

open 33.1 36.3 38.8 53.0 36.5 

EF3 D152 D154 D156 R158 D163 

closed 119.3 115.2 110.8 73.9 68.2 

open 55.8 59.1 65.1 57.1 45.8 

表中の B-factor 数値の単位は全て Å2である． 
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表 2-4 結晶構造中の EF-hand タンパク質の各 EF-hand motif における金属イオン配位距離 

 

 

calaxin Ca2+ 1.9 open state
2.3 2.4 2.4 2.2 2.2 2.4 2.6

calaxin Ca2+ 1.9 open state
2.3 2.2 2.3 2.2 2.4 2.4 2.5

calaxin Ca2+ 1.9 open state
2.2 2.5 2.2 2.4 2.1 2.5

calaxin Ca2+ 1.9 closed state
2.3 2.2 2.4 2.3 2.2 2.4 2.7

calaxin Ca2+ 1.9 closed state
2.3 2.4 2.3 2.3 2.3 2.4 2.4

calaxin Ca2+ 1.9 closed state
2.2 2.8 2.2 2.5 2.4 2.4

calaxin Mg2+ 2.6 open state
2.1 2.2 2.3 2.1 2.1

calaxin Mg2+ 2.6 open state
2.2 2.1 2.5 2.2 2.2 2.4

calaxin Mg2+ 2.6 open state
2.4 2.2 2.0 1.9 2.0

calaxin Mg2+ 2.6 closed state
2.3 2.0 2.4 2.2 2.2

calaxin Mg2+ 2.6 closed state
2.3 2.7 2.4 2.3 2.3 2.5

calaxin Mg2+ 2.6 closed state
イオンは結合していない

EhCaBP1 Ba2+ 3ULG 3.2 chain A
3.0 2.2 2.8 2.7 2.7 3.1 3.1

EhCaBP1 Ba2+ 3ULG 3.2 chain B
2.7 2.4 2.8 2.4 2.9 2.8 3.1

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain A
2.5 2.5 2.5 2.4 2.7 2.6 2.7

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain A
2.5 2.7 2.6 2.6 2.9 2.6 2.6

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain D
2.5 2.6 2.4 2.4 2.5 2.6 2.6

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain D
2.5 2.8 2.5 2.4 2.5 2.5 2.6

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain G
2.4 2.6 2.5 2.4 2.5 2.6 2.6

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain G
2.6 2.8 2.6 2.5 2.6 2.5 2.6

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain J
2.5 2.4 2.5 2.3 2.6 2.6 2.7

EhCaBP1 Ca2+ 3LI6 2.5 chain J
2.6 2.6 2.6 2.5 2.6 2.6 2.6

D46 D48 N50 E52 Water E57

D10 N12 D14 A16 Water E21

D46 D48 N50 E52 Water E57

D10 N12 D14 A16 Water E21

D46 D48 N50 E52 Water E57

D10 N12 D14 A16 Water E21

D46 D48 N50 E52 Water E57

D10 N12 D14 A16 Water E21

D10 N12 D14 A16 Water E21

D10 N12 D14 A16 Water E21

D152 D154 D156 R158 D163

D107 N109 D111 Y113 E118

D71 D73 D75 Y77 E82

D71 D73 D75 Y77 E82

D107 N109 D111 Y113 E118

D152 D154 D156 R158 Water D163

D107 N109 D111 Y113 Water E118

D71 D73 D75 Y77 Water E82

D152 D154 D156 R158 Water D163

D107 N109 D111 Y113 Water E118

D71 D73 D75 Y77 Water E82

備考

X Y Z  -Y  -X  -Z
タンパク質名 イオンの種類

距離（Å）

PDB ID 分解能
（Å）



58 
 

 

配位距離中の色は，距離が短いものほど濃い赤色，距離が長いほど濃い緑色，中間は黄色

になるように色分けを行った． 

 

  

parvalbumin Ca2+ 1B8R 1.9
2.4 2.5 2.4 2.4 2.5 2.5 2.6

parvalbumin Mg2+ 1B8C 2.5 chain A
1.9 2.1 2.1 2.0 2.3 2.0

parvalbumin Mg2+ 1B8C 2.5 chain B
1.9 2.2 2.2 1.9 2.0 2.0

calbindin Ca2+ 4ICB 1.6
2.4 2.3 2.4 2.4 2.5 2.5 2.5

calbindin Mg2+ 1IG5 1.5
2.1 2.0 2.1 2.0 2.1 2.0

calmodulin Ca2+ 1CLL 1.7
2.4 2.5 2.4 2.3 2.6 2.4 2.4

calmodulin Ca2+ 1CLL 1.7
2.1 2.3 2.4 2.3 2.3 2.4 2.6

calmodulin Ca2+ 1CLL 1.7
2.2 2.5 2.3 2.2 2.6 2.4 2.6

calmodulin Ca2+ 1CLL 1.7
2.3 2.4 2.3 2.3 2.6 2.6 2.6

calmodulin Mg2+ 3UCW 1.8 chain A
2.0 2.1 2.1 2.2 2.1 2.1

calmodulin Mg2+ 3UCW 1.8 chain B
2.1 2.1 2.1 2.2 2.1 2.1

calmodulin Mg2+ 3UCW 1.8 chain C
2.0 2.1 2.0 2.1 2.1 2.0

calmodulin Mg2+ 3UCW 1.8 chain D
2.0 2.1 2.0 2.1 2.1 2.1

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain A
2.3 2.0 2.4 2.5 2.4 2.3 2.4

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain A
2.6 2.2 2.1 2.5 2.5 2.4 2.6

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain A
2.4 2.3 2.0 2.4 2.3 2.3 2.7

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain B
2.2 2.0 2.5 2.5 2.4 2.2 2.3

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain B
2.5 2.2 2.2 2.4 2.2 2.3 2.5

neurocalcin Ca2+ 1BJF 2.4 chain B
2.5 2.3 2.1 2.3 2.4 2.3 2.8

recoverin Ca2+ 1OMR 1.5
2.3 2.4 2.3 2.3 2.6 2.5 2.6

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain A
2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain A
2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain A
2.3 2.3 2.3 2.3 2.4 2.3 2.3

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain B
2.4 2.3 2.3 2.3 2.0 2.3 2.3

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain B
2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3

NCS-1 Ca2+ 5AEQ 2.0 chain B
2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3

D90 D92 D94 K96 Water D101

D90 D92 D94 K96 Water D101

D54 N56 D58 E60 Water Water

D90 D92 D94 K96 Water D101

D20 D22 D24 T26 Water E31

D54 N56 D58 E60 Water Water

D93 D95 N97 Y99 Water E104

D56 D58 N60 T62 Water E67

D20 D22 D24 T26 Water Water

D129 D131 D133 Q135 Water E140

D20 D22 D24 T26 Water Water

D20 D22 D24 T26 Water Water

D73 N75 D77 T79 Water E84

D20 D22 D24 T26 Water Water

D157 N159 D161 K163 Water E168

D109 D111 N113 Y115 Water E120

D109 D111 N113 Y115 Water E120

D73 N75 D77 T79 Water E84

D110 D112 N114 T116 Water E121

D157 N159 D161 K163 Water E168

D109 D111 D113 Y115 Water E120

D73 N75 D77 R79 Water E84

D73 N75 D77 R79 Water E84

D157 N159 D161 K163 Water E168

D157 N159 D161 K163 Water E168

D109 D111 D113 Y115 Water E120

 -X  -Z
タンパク質名 イオンの種類

距離（Å）

PDB ID 分解能
（Å）

備考

X Y Z  -Y



59 
 

表 2-5 ITC により算出された各熱力学的パラメーター 

Titration Sites ΔG 

(kcal mol−1) 

ΔH 

(kcal mol−1) 

− TΔS 

(kcal mol−1) 

Ca2+ versus 

apo 

1 −8.95 −13.72 4.77 

2 −7.30 4.62 −11.92 

3 −6.74 −2.63 −4.11 

Mg2+ versus 

apo 

1 −8.02 −2.69 −5.33 

2 −6.87 −1.06 −5.81 

3 −6.60 −0.403 −6.20 

Ca2+ versus 

Mg2+-bound 

1 −9.93 −5.55 −4.38 

2 −8.54 −2.79 −5.75 

3 −7.93 −4.20 −3.73 

 

 

 

Titration Sites Ka 

(M−1) 

Kd 

(M) 

Ca2+ versus 

apo 

1 3.63 × 106±7.3 × 105 2.75 × 10−7 

2 2.34 × 105±6.7 × 104 4.27 × 10−6 

3 8.77 × 104±3.7 × 104 1.14 × 10−5 

Mg2+ versus 

apo 

 

1 7.57 × 105±1.1 × 105 1.32 × 10−6 

2 1.12 × 105±1.6 × 104 8.93 × 10−6 

3 6.87 × 104±1.1 × 104 1.46 × 10−5 

Ca2+ versus 

Mg2+-bound 

1 1.85 × 107±3.4 × 106 5.41 × 10−8 

2 1.78 × 106±2.7 × 105 5.62 × 10−7 

3 6.31 × 105±8.3 × 104 1.58 × 10−6 
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表 2-6 Δα11 作製に用いたプライマー配列 

 sequence 

Δα11_forward CGCGCGGCAGCCATATGAGCAAAAAGAATCAAAAACTCG 

Δα11_reverse GTCATGCTAGCCATATTATAAACATTTCCCGAAAGCTTCCAAC 
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図 2-1 マグネシウムイオン結合型カラクシンの His-tag アフィニティ精製 

菌体破砕液：菌体破砕直後の溶液 

遠心後上清：菌体破砕後の遠心後の上清 

フロースルー：遠心後上清を Ni-NTA Superflow に流した後の溶出液 

Wash：タンパク質吸着後のカラムに Wash buffer を流した後の溶出液 

Elution 1：Wash 回収後にカラムに Elution buffer を流した後の溶出液 

Elution 2：Elution 1 回収後にカラムに Elution buffer を流した後の溶出液 

溶出後樹脂：Elution 2 回収後のカラムに残った樹脂の懸濁液 

タグ切断前：Elution 1 と Elution 2 を合わせた溶液 

タグ切断後上清：透析，Thrombin 処理後の溶液を遠心した後の上清 

タグ切断後沈殿：透析，Thrombin 処理後の溶液を遠心した後の沈殿 
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図 2-2 マグネシウムイオン結合型カラクシンの陰イオン交換精製 

(A)陰イオン交換樹脂 RESOURCE Q 6 mL を用いた精製のクロマトグラム．280 nm の光の

吸収と 260 nm の光の吸収をそれぞれ青線と赤線で示した(左縦軸)．また，NaCl の濃度勾

配を緑線で示した(右縦軸)．(B) RESOURCE Q 6 mL による精製後の画分の SDS-PAGE． 
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図 2-3 陰イオン交換精製後のピークのゲル濾過クロマトグラフィー 

peak 1 Mg (A)と peak 2 Mg (B)の 280 nm の吸収スペクトルを青の実線で示した．また，

Ovalbumin (分子量 43,000)と Carbonic anhydrase (分子量 29,000)の溶出位置を上部に示した． 
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図 2-4 マグネシウムイオン結合型カラクシンのゲル濾過精製 

(A)ゲル濾過クロマトグラフィーカラム Superdex 75 10/300 GL を用いた精製のクロマトグ

ラム．280 nm の光の吸収と 260 nm の光の吸収をそれぞれ青線と赤線で示した(左縦軸)．

(B) Superdex 75 10/300 GL による精製後の画分の SDS-PAGE． 
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図 2-5 マグネシウムイオン結合型カラクシンの結晶 

(A)一次スクリーニング後の結晶．(B)ゲル濾過精製後の結晶．(C)ゲル濾過精製後の結晶に X

線を照射した際の回折斑点． 
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図 2-6 マグネシウムイオン結合型カラクシンの陰イオン交換精製 

(A)陰イオン交換樹脂 RESOURCE Q 6 mL を用いた精製のクロマトグラム．280 nm の光の

吸収と 260 nm の光の吸収をそれぞれ青線と赤線で示した(左縦軸)．また，NaCl の濃度勾

配を緑線で示した(右縦軸)．(B) RESOURCE Q 6 mL による精製後の画分の SDS-PAGE． 
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図 2-7 マグネシウムイオン結合型カラクシンのゲル濾過精製 

(A)ゲル濾過クロマトグラフィーカラム Superdex 75 10/300 GL を用いた精製のクロマトグ

ラム．280 nm の光の吸収と 260 nm の光の吸収をそれぞれ青線と赤線で示した(左縦軸)．

(B) Superdex 75 10/300 GL による精製後の画分の SDS-PAGE． 
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図 2-8 マグネシウムイオン結合型カラクシンに対するバリウムイオン滴定の ITC 
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図 2-9 カラクシンの結晶中の異常分散シグナル 
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図 2-10 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造 

(A)非対称単位中の結晶構造．open state と closed state の 2 状態の構造をそれぞれ magenta と

ruby で示した．タンパク質の N 末端と C 末端はそれぞれ「N」と「C」で示した．マグネシ

ウムイオンはgreenの sphereモデルで示した．(B) open stateの構造のN-terminal domain (1–93，

182–199)と C-terminal domain (94–181)の構造．N-terminal domain と C-terminal domain をそれ

ぞれ yellow と red で示した．マグネシウムイオンは green の sphere モデルで示した． 
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図 2-11 マグネシウムイオン結合型のカラクシンの B-factor マッピング 

closed state (A)と open state (B)の構造における α 炭素の B-factor を，低い値を青，高い値を赤

で示した． 
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図 2-12 マグネシウムイオン結合型カラクシンの open state と closed state での疎水性表面 

(A)カラクシン表面の疎水性度．左列には surface モデル，右列には cartoon モデルの結晶構

造を示した．各結晶構造において，疎水性度の高い領域を red で示した．(B) C-terminal domain 

の疎水性表面の形状変化．C-terminal domain に存在する疎水性残基(L123，G139，I140，L143，

I146，A147，L173，L174，A177，F178，G179)を red で示した．(C) C-terminal domain の疎

水性表面の各残基の位置の変化．α7 に存在する疎水性残基(L123)を orange，α8 に存在する

疎水性残基(G139，I140，L143，I146，A147)を magenta，M151 と L174 を red，α10 に存在

する疎水性残基(A177，F178，G179)を blue，L173 を yellow の stick モデルで示した． 
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図 2-13 マグネシウムイオン結合型カラクシンの結晶構造中のパッキング様式 

open state の構造を magenta の cartoon モデルおよび surface モデルで，closed state の構造を

ruby の cartoon モデルで示した． 
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図 2-14 カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型のカラクシンの構造比較 

(A)カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型の間での非対称単位中の 2 分子の

構造比較．(B)カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型の間での closed state と

open state の構造比較．closed state でのカルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合

型の構造をそれぞれ orange と ruby の cartoon モデルで，open state でのカルシウムイオン結

合型とマグネシウムイオン結合型の構造をそれぞれ cyan と magenta の cartoon モデルで示し

た． 
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図 2-15 カラクシンの closed state (A)と open state (B)の 2 状態における各 EF-hand でのマグ

ネシウムイオン配位様式 

closed state と open stateにおけるカラクシンの結晶構造をそれぞれ rubyとmagentaの cartoon

モデルで示した．マグネシウムイオンは green の sphere モデルで示した．マグネシウムイオ

ンの配位に関与するアミノ酸残基の側鎖(X，Y，–Y，Z，–Z)とマグネシウムイオンについ

て，gray の mesh により 3σ で電子密度を表示した． 
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図 2-16 結晶構造中の EF0 のパッキング様式 

カルシウムイオン結合型(open state: cyan，closed state: orange)とマグネシウムイオン結合型

(open state: magenta，closed state: ruby)の結晶構造を cartoon モデルで示した．また，E38 を

stick モデルで示した．EF0 の電子密度は gray の mesh により 3σ で電子密度を表示した． 
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図 2-17 カラクシンの ITC 測定 

(A)アポ型のカラクシンへのカルシウムイオンの滴下．(B)アポ型のカラクシンへのマグネシ

ウムイオンの滴下．(C)マグネシウムイオン結合型のカラクシンへのカルシウムイオンの滴

下． 
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図 2-18 α11 と N-terminal domain 間の疎水性相互作用 

マグネシウムシオン結合型の open state での構造を表示し，α11 を magenta，それ以外の領域

を gray の cartoon モデルで示した．疎水性相互作用を形成している α11 と N-terminal domain

の疎水性残基の側鎖を stick モデルで示した． 
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図 2-19 NCS protein family のタンパク質の結晶構造比較 

カラクシン(open state，blue)，KChIP1 (PDB ID: 2I2R，red)，AtCBL2 (PDB ID: 2ZFD，yellow)，

NCS-1 (PDB ID: 5AEQ，magenta)，recoverin (PDB ID: 1OMR，green)の結晶構造を ribbon モデ

ルで示した．(A)タンパク質の全長の構造．(B)各タンパク質の EF-hand motif を形成してい

る部分と N 末端の α-へリックスのみの構造．(C)全長から(B)の部分を除いた領域のみを色で

示した構造． 
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図 2-20 カラクシンの野生型と変異体(Δα11)の熱安定性測定 

野生型と Δα11 の蛍光強度をそれぞれ黒と赤の曲線で示した．(A) SYPRO Orange の蛍光強度．

(B) SYPRO Orange の蛍光強度の微分曲線． 
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図 2-21 NCS protein family のタンパク質の複合体結晶構造 

(A) AtCBL2 (gray90)と AtCIPK (orange)の複合体結晶構造．AtCIPK は AtCBL2 との結合に関

与している 308–334のアミノ酸残基のみを示した．(B) NCS-1 (gray70，green)とD2R (magenta)

の複合体結晶構造．NCS-1 の C 末端のへリックス(164–190)を green で示した．(C) NCS-1 

(gray70，green)と GRK1 (blue)の複合体結晶構造．NCS-1 の C 末端のへリックス(164–184)を

green で示した．また，各構造のカルシウムイオンを yellow の sphere モデルで示した． 
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図 2-22 NCS protein family のタンパク質の疎水性ポケットの比較 

AtCBL2，NCS-1，カラクシンの構造を重ね合わせ，同じ方向から見た場合の結晶構造を示

した．AtCBL2 および NCS-1 における相互作用パートナーとの結合に関わる疎水性ポケット

をシアンの円で示した．また，カラクシンの疎水性ポケットを黄の円で示した． 
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溶液中におけるカラクシンの 
構造変化の解析 
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 3-1 X 線小角散乱 

 

 3-1-1 X 線小角散乱を用いたカラクシンの溶液中での構造変化の解析 

 

 X 線結晶構造解析では，カラクシンのカルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合

型とで，大きな構造変化は確認できなかった．これは，カラクシンが結晶を形成した際の

結晶のパッキングによって，カルシウムイオンあるいはマグネシウムイオンの結合による

構造への影響が打ち消されてしまったことにある可能性がある．そこで，本当に生体内で

もカルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型で同じ構造をとるのか，あるいは

結晶形成におけるパッキングによる影響により構造変化が見えなかっただけなのかを判断

するために，溶液中での構造変化を解析することにした．そのための手法として，X 線小角

散乱法を試みた． 

 X 線小角散乱法は溶液の試料に対して X 線を照射し，それによる散乱のうちの散乱角の

小さいものについてデータを収集し，物質の構造情報を得る手法である．タンパク質の場

合には溶液試料に X 線を照射し，小さな散乱角の散乱を測定して，各散乱ベクトル(h)にお

ける散乱強度(I)のデータセットを取得する，それらのデータセットを処理することで，タ

ンパク質の立体構造，会合状態，剛体半径の算出など，様々な構造情報を得ることができ

る(Blanchet & Svergun，2013)．ただし，X 線結晶構造解析法に比べると分解能が劣るため，

原子レベルでの構造解析は困難である． 

 本研究では，アポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型の各種カラ

クシン溶液に対して X 線小角散乱測定を行い，分子の剛体半径を求めることで，金属イオ

ンの結合によって分子の形状にどのような影響を与えるのかを解析した． 

 

 3-1-2 実験方法 

 

 3-1-2-1 X 線小角散乱実験とデータ解析 

 

X 線小角散乱に用いるためのサンプルとして，アポ型のカラクシンの調製を熱安定性測定

のサンプルと同様の方法で精製した．その後，サンプルを 2 つに分けた後，終濃度 10 mM 

MgCl2を添加したもの，終濃度 10 mM の CaCl2 を添加したものを，それぞれマグネシウム

イオン結合型，カルシウムイオン結合型のサンプルとして調製した．また，各タンパク質

の濃度は，マグネシウムイオン結合型は 2 mg/mL，1.5 mg/mL，0.5 mg/mL の 3 種類，カル

シウムイオン結合型は 1.75 mg/mL，1.5 mg/mL，0.5 mg/mL の 3 種類を用意した． 

 X 線小角散乱実験は Photon Factory のビームライン BL-10C を用いて行った．測定の際に

は，検出器として PILATUS3 2M (Dectris)を用い，X 線の波長を 1.488 Å，カメラ長を 1.0 m

の条件で行った．アポ型，Mg2+結合型，Ca2+結合型のそれぞれのサンプルにつき，1 回の測
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定で 10 回 X 線を照射してデータセットを取得し，それを 3 回繰り返すことで，計 30 個の

データセットを取得した．データ解析の際には，各回の測定(X 線照射 10 回分)の平均値を

とり，3 回の測定でほぼ同じ測定値であることを確認した後，計 30 回分の平均値をとるこ

とで，アポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型のそれぞれのサンプ

ル の 測 定 値 と し た ． 得 ら れ た デ ー タ セ ッ ト は ， FIT2D 

(http://www.esrf.eu/computing/scientific/FIT2D/)を用いて Data reduction を行った．アポ型，マ

グネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型のそれぞれの慣性半径(Rg)は，東京薬科

大学生命科学部の小島正樹教授によって開発されたソフトウェアである anarg32nを用いた．

散乱ベクトル h は以下の式により算出した(Svergun et al.，1995)． 

 

h = 
4π sin θ

λ
 

 

θ は X 線の散乱角，λ は X 線の波長をそれぞれ表す． 

 また，慣性半径の算出のための guinier 領域における線形近似においては，横軸を h2，縦

軸を ln I(h)に変換した上で，以下の近似式を用いた(I(h)は散乱強度)． 

 

ln�I(h)� =  ln�I(0)�–
Rg

2

3
h2 

 

散乱曲線のフィッティング曲線は以下の式を用いて描いた． 

 

𝐼(h) = �1–α�Iopen(h)+αIclosed(h) 

 

Iopen(h)はカルシウムイオン結合型のカラクシンの open stateのPDBファイルからX線小角散

乱の解析プログラムである CRYSOL を用いて算出された理論的な散乱強度，Iclosed(h)はカル

シウムイオン結合型のカラクシンの closed stateのPDBファイルからCRYSOLを用いて算出

された理論的な散乱強度を表す．データのフィッティングでは実測値とのずれを示す因子 R

が一番小さくなるようにαを選択して open state と closed state の割合を求めた． 

 

 R = 
∑ |Iobs(h)–kIcalc(h)|h2

h

∑ Icalc(h)2h2
h

 

 

Iobs は散乱強度の実測値，Icalc は散乱強度の計算値を表す． 

上の式の k は以下の式で算出されるスケール因子である． 

 



87 
 

 k = 
∑ Iobs(h)Icalc(h)h2

h

∑ Icalch (h)2h2
 

 

 3-1-2-2 ゲル濾過クロマトグラフィーを用いたカラクシンの分子量の算出 

 

 SAXS での実験に用いたカラクシンが多量体を形成しているかどうかを確認するために，

ゲル濾過クロマトグラフィーと分子量マーカーを用いて，カラクシンの分子量の算出を行

った．ゲル濾過クロマトグラフィーでは Superdex 75 10/300 GL カラムを用い，20 mM 

Tris-HCl pH 8.0，150 mM NaCl，1 mM DTT の含まれるバッファーを用いて解析を行った．

排除体積を求めるためには，1.0 mg/mL の Blue dextran を 200 μL ロードした．分子量マー

カーに用いるタンパク質としてはConalbumin (分子量 75,000)，Ovalbumin (分子量 43,000)，

Chymotrypsinogen A (分子量 25,000)，Ribonuclease A (分子量 13,700)の 4 種類を選択した．

また，ロードした分子量マーカーの終濃度は ovalbumin が 4 mg/mL，Conalbumin，

Chymotrypsinogen A，Ribonuclease A が 3 mg/mL であり，これらの混合物の溶液を用いた．

カラクシン溶液は，精製の最終段階でのゲル濾過クロマトグラフィーのクロマトグラムか

ら，溶出体積を求めた．各タンパク質の分配係数 Kav は以下の式により算出した． 

 

Kav = 
Ve– Vo

Vc– Vo
 

 

Veは各タンパク質の溶出体積，Vo はカラムの排除体積，Vc はカラム容量(24 mL)を表す． 

 

 3-1-3 実験結果 

 

 3-1-3-1 溶液中でのカラクシンの多量体形成の解析 

 

初めに，カラクシンが多量体を形成していると 1 分子の慣性半径を正確に見積もれない

ため，カラクシンが金属イオンの結合によって多量体を形成しているかどうかを確かめる

ためにゲル濾過クロマトグラフィーを用いて分子量の算出を行った(図 3-1 A–C，図 3-2 A–C)．

カラクシンの分子量は 23,772 であるが，SAXS で用いたアポ型，マグネシウムイオン結合

型，カルシウムイオン結合型の分子量はそれぞれ 38,529，23,744，25,285 と計算された(表

3-1，表 3-2，図 3-1 C)．これらの値とカラクシンの分子量を比較すると，マグネシウムイオ

ン結合型とカルシウムイオン結合型は単量体であると考えられる．アポ型に関しては，溶

出体積が小さくなった原因が 2 量体化の形成によるものであるか，大きな構造変化により

見た目の分子量が大きく算出されたのかをはっきりと断定することができなかった．しか

し，少なくともマグネシウムイオン結合型とカルシウムイオン結合型に関しては，カラク



88 
 

シン 1 分子の慣性半径の大きさを議論することができることが明らかになった．そのため，

以降ではマグネシウムイオン結合型とカルシウムイオン結合型の慣性半径のみを議論する

ことにした． 

 

 3-1-3-2 溶液中でのカラクシンの慣性半径の算出 

 

 X 線結晶構造解析では，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型とで，カラ

クシンの構造に大きな違いが見られなかった．そこで，溶液中でのカラクシンの構造変化

を観察するために，X 線小角散乱による解析を行った．初めにデータセットから得られた散

乱曲線(X 軸が散乱ベクトル(h)，Y 軸が散乱強度(I(h))を描いた(図 3-3 A，B)．続いて，散乱

曲線を基に，横軸を h2 に，縦軸を lnI(q)に変換を行って，guinier plot を描いた(図 3-4 A，B)．

慣性半径(Rg)と guinier領域における散乱曲線の傾き(slope)には以下の関係がある(Blanchet & 

Svergun，2013)． 

 

slope = –
Rg

2

3
 

 

すなわち，guinier 領域の散乱曲線の負の傾きが大きいほど，慣性半径が大きいと言える．  

 続いて，ソフトウェア anarg32n を用いて，具体的な分子の慣性半径の大きさを算出した． 

各タンパク質濃度のカラクシン溶液に対する慣性半径をプロットし，カラクシンの濃度が 0 

mg/mLの時の慣性半径(近似曲線とy軸との交点)を真のカラクシンの慣性半径をして算出し

た結果，マグネシウムイオン結合型では 20.2 Å，カルシウムイオン結合型では 19.3 Å と算

出された(図 3-5 A，B)．慣性半径の算出の結果から，マグネシウムイオンが結合した場合よ

りも，カルシウムイオンが結合した場合のほうが，慣性半径が小さくなることが示唆され

た． 

 カラクシンのカルシウムイオン結合型の結晶構造で見られた open state と closed state の 2

状態について，それぞれの PDB ファイルを用いて CRYSOL によって慣性半径を算出した．

その結果，open state と closed state の各状態の分子の慣性半径はそれぞれ 18.82 Å，17.84 Å

となった．これらの値は，SAXS の結果から算出された値に比べると小さい値であった．こ

のような結果となった原因としては，今回のカラクシンの結晶構造では N 末端の一部およ

び C 末端の一部の構造が見えなかったため，その分だけ慣性半径が小さく見積もられたと

いうことも考えられる． 

 

 3-1-3-3 カルシウムイオン結合による溶液中での構造の遷移 

 

今回の結晶構造で見られた open state や closed state の 2 状態の構造がカルシウムイオン結
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合型およびマグネシウムイオン結合型の構造に対応しているかどうかを調べた．そこで，

open state と closed state の 2 状態の分子に関して理論的な散乱曲線を描き，カルシウムイオ

ン結合型やマグネシウムイオン結合型の散乱曲線が open state と closed state の 2 状態におけ

る散乱曲線の成分をどのような割合で含んでいるのかを解析した．その結果，マグネシウ

ムイオン結合型の散乱曲線は，open state の状態における散乱曲線とフィッティングができ

たことから，マグネシウムイオン結合型における open state と closed state の 2 状態の存在比

は 100:0 であることが明らかになった(図 3-4 A)．それに対して，カルシウムイオン結合型の

散乱曲線は，82%の open state の状態と 18%の closed state の状態の存在比で描いた近似曲線

とフィッティングさせることができた(図 3-4 B)．以上のことから，カラクシンにマグネシ

ウムイオンが結合している時と比べて，カルシウムイオンが結合した際には closed state の

状態に構造が遷移し，慣性半径がより小さくなるということが示唆された． 

 

 3-2 1,8-ANS 蛍光によるカラクシンの疎水性表面の解析 

 

 3-2-1 金属イオン結合によるカラクシンの疎水性表面の変化の解析 

 

 カラクシンが属する NCS protein family においては，溶液中におけるアポ型，マグネシウ

ムイオン結合型，カルシウムイオン結合型でそれぞれの疎水性表面の広さが変わることが

知られている(Aravind et al.，2008；Gonzalez & Miksovska，2014)．カラクシンでは，C-terminal 

domain の分子表面の片側に疎水性領域が集中して存在している部分がある(図 2-10 A)．しか

し，カラクシンの結晶構造においては，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結

合型では構造が良く類似していた．しかし，SAXS によりカラクシンの慣性半径を算出した

結果，カルシウムイオン結合型はマグネシウムイオン結合型と比べて慣性半径が小さくな

ることが明らかになった．また，カルシウムイオン結合によってカラクシンの構造は open 

state から closed state に状態が遷移することも明らかになった．closed state の状態では open 

state の状態と比べて C-terminal domain の疎水性ポケットの露出が小さくなる．そのため，

溶液中ではカルシウムイオン結合時とマグネシウムイオン結合時でカラクシンの分子表面

の疎水性度が変化するのではないかと考え，1,8-ANS 蛍光を用いた疎水性表面の解析を行っ

た． 

 

 3-2-2 実験方法 

 

 8-(phenylamino)-1-naphthalenesulfonic acid (1,8-ANS)による蛍光測定のためのサンプルと

して，アポ型のカラクシンの調製を熱安定性測定のサンプルと同様の方法で精製した．蛍

光測定では，カラクシンと 1,8-ANS の終濃度がそれぞれ 20 μM と 100 μM になるようにサ

ンプルを混合した．そして，アポ型には終濃度 1 mM の EDTA，マグネシウムイオン結合
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型には終濃度 1 mM の MgCl2 と終濃度 1 mM の EGTA，カルシウムイオン結合型には終濃度

1 mM の CaCl2，マグネシウムイオン/カルシウムイオン結合型には終濃度 1 mM の CaCl2と

終濃度 1 mM の MgCl2 を混合した．EDTA はカルシウムイオンやマグネシウムイオンなどの

多くの種類の金属イオンとキレートする試薬で，カラクシンから金属イオンを除いたアポ

型の調製のために添加した．また，EGTA はマグネシウムイオンに比べてカルシウムイオン

と特異的にキレートできる試薬で，カルシウムイオンをタンパク質から除いて確実にマグ

ネシウムイオン結合型を調製するために添加した． 

蛍光測定の際は，蛍光測定の機器として infinite M1000 を用い，プレートは 96-well の黒

色平底プレートを用いた．また，各サンプルは 100 μL ずつ使って測定をした．励起光の

波長は 350 nm の光を用い，蛍光の波長が 400 nm から 600 nm までで 2 nm 間隔ずつの蛍光

強度を検出した． 

 

 3-2-3 実験結果 

 

カラクシンのアポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型を用いて，

1,8-ANS による蛍光の測定を行った．1,8-ANS は，タンパク質の疎水性表面に結合して蛍光

を発する試薬なので，カラクシンの各状態の蛍光強度を比較することで，疎水性表面の大

小を比較することができる(Cardamone & Puri，1992) (図 3-6)． 

 測定の結果，各サンプル(アポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型，

マグネシウムイオン/カルシウムイオン結合型)において，445 nm と 495 nm 付近にピークが

現れた(図 3-7)．全体の蛍光強度のスペクトルを比較すると，アポ型の蛍光強度が最も高く，

次いでマグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン/カルシ

ウムイオン結合型がどちらも同程度の蛍光強度で，蛍光強度が最も低かった．以上の結果

から，アポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオ

ン/カルシウムイオン結合型の順で，分子の表面の疎水性領域が広い，ということが示唆さ

れた．また，マグネシウムイオン/カルシウムイオン結合型は，カルシウムイオン結合型の

蛍光強度と同程度であったが，マグネシウムイオン結合型の蛍光強度とは異なっていた．

ITC の結果から，カラクシンのカルシウムイオンに対する結合力は，マグネシウムイオンに

対する結合力よりも強いことが示された(表 2-5)．このことから，マグネシウムイオンとカ

ルシウムイオンが同じ濃度で含まれている場合は，カルシウムイオンの方がカラクシンへ

の結合力が強く，ほぼ全てのカラクシンにカルシウムイオンが結合しており，カルシウム

イオン結合型の構造をとっていることが示唆される． 

 

 3-3 考察 

 

 本章では，初めに SAXS により溶液中でのカラクシンのカルシウムイオン結合型とマグ
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ネシウムイオン結合型でどのような構造の違いが見られるかを検証した．初めにカラクシ

ンの慣性半径を算出した結果，カルシウムイオン結合型ではマグネシウムイオン結合型と

比べて慣性半径が小さくなることが示された．さらに，マグネシウムイオン結合型からカ

ルシウムイオン結合型になると，カラクシンの構造が open state から closed state に状態が遷

移することも明らかになった．結晶構造の PDB を用いた計算から，open state よりも closed 

state の状態の方がタンパク質分子の慣性半径が小さいので，カルシウムイオン結合により

カラクシンが closed state に構造が遷移したことで，結果として慣性半径が小さくなったと

考えられる． SAXS におけるカルシウムイオン結合型の散乱曲線は，82%の open state の状

態と 18%の closed state の状態の存在比で描いた近似曲線で精度良くフィッティングが行え

た．しかし，この実験でのカルシウムイオンの濃度は 10 mM と十分に高いので，カラクシ

ンへのカルシウムイオン結合は飽和していると考えられる．つまり，カルシウムイオン結

合時のカラクシンにおいては，82%の open state の状態の構造と 18%の closed state の状態の

構造が混在しているわけではなく，open state と closed state の 2 状態の間の(より open state

に近い)構造をとっていると考えられる．第二章において，カルシウムイオン結合型では open 

state と closed state の両方の状態で 3 つずつカルシウムイオンが EF-hand に結合しており，

さらに SAXS の結果では， open state と closed state の間の状態に構造が遷移していることが

明らかになった．これらの結果から，カルシウムイオン結合型は 3 か所の EF-hand にカルシ

ウムイオンが結合しているままの状態でも，open state と closed state の 2 状態間で構造の遷

移が起こりやすく，ダイニンを受容させやすいのではないかと考えられる． 

1,8-ANS の蛍光を用いたカラクシンの表面の疎水性度の解析では，カルシウムイオン結合

型ではマグネシウムイオン結合型に比べて 1,8-ANS の蛍光強度が低く，疎水性表面の露出

が小さくなっていることが示唆された．この結果と SAXS の結果を総合すると，マグネシ

ウムイオン結合型のカラクシンに対して，マグネシウムイオンがカルシウムイオンに置換

されると，立体構造が closed state の構造に遷移し分子の大きさ(慣性半径)が小さくなること

で，カラクシンの疎水性表面の露出も小さくなる，というような構造変化が起こることが

予想できる．また，カルシウムイオン結合型およびマグネシウムイオン結合型の小角散乱

の散乱曲線に対して open state と closed state の 2 種類の状態成分のみでフィッティングを行

えたことから，カラクシンの結晶構造中の open state と closed state の 2 状態の構造は溶液中

においても形成されている構造であり，さらにこの 2 種の構造の間で構造の遷移が起こる

ということが示された．SAXS の結果で最も興味深い点は，マグネシウムイオン結合型とカ

ルシウムイオン結合型の散乱曲線が，いずれも open state と closed state の状態成分のみでフ

ィッティングできたという点である．結晶構造から，open state と closed state の 2 状態の構

造の差はほぼ C-terminal domain でしか見られず，疎水性ポケットの大きさに違いが生じて

いることが確認された．つまり，溶液中においてもカルシウムイオン結合型とマグネシウ

ムイオン結合型の構造では，open state と closed state の 2 状態の構造の差と同様に，C-terminal 

domain の疎水性ポケットの大きさに違いが生じているということを示唆している．カルシ
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ウムイオン結合型ではマグネシウムイオン結合型と比べて構造が closed state の状態での構

造に遷移することから，カルシウムイオン結合によってカラクシンの C-terminal domain の

疎水性ポケットの露出が小さくなるということが考えられる．  

カラクシンと同じ NCS protein family に属するタンパク質で，カリウムチャネルと相互作

用することでチャネルの制御やアポトーシスに関与すると知られる DREAM (downstream 

regulatory element antagonist modulator)というタンパク質が存在する．1,8-ANS を利用した金

属イオン結合による DREAM の疎水性表面の変化を解析した結果では，アポ型では蛍光強

度が一番低く，マグネシウムイオンの添加でわずかに蛍光強度が上昇し，カルシウムイオ

ンの添加で蛍光強度が顕著に上昇する(Gonzalez & Miksovska，2014)．この結果は，マグネ

シウムイオンやカルシウムイオンの結合によって蛍光強度が低下したカラクシンとは正反

対の結果である．また，ミリストイル化された NCS-1 においては，マグネシウムイオンの

結合では疎水性領域の減少(1,8-ANS の蛍光強度の低下)が起き，カルシウムイオンの結合で

は疎水性領域の増加(1,8-ANS の蛍光強度の上昇)が起きることが示されている(Aravind et al.，

2008)．さらに，ミリストイル化されていない NCS-1 では，逆に疎水性領域の減少(1,8-ANS

の蛍光強度の低下)が起きた(Jeromin et al.，2004)．カルシウムイオンの結合でこれらの結果

から，NCS protein family に属するタンパク質の，カルシウムイオンやマグネシウムイオン

が結合した際の疎水性領域の変化の様式は，タンパク質ごとに全く異なるということが示

唆される． 

カラクシンは，マグネシウムイオンが結合している時には β-チューブリンと相互作用で

きるが，カルシウムイオンが結合している時にはダイニンと結合できることが知られてい

る．今回の SAXS と 1,8-ANS の蛍光を用いた実験により，カラクシンのカルシウムイオン

結合型はマグネシウムイオン結合型の疎水性ポケットの大きさが小さくなることが明らか

になった．このことから，疎水性表面が広い方がより β-チューブリンと相互作用が起こり

やすく，疎水性表面が狭い場合にはダイニンとの相互作用が起こりやすい構造となってい

るということが示唆された．しかし，SAXS の結果では，カルシウムイオン結合型とマグネ

シウムイオン結合型の構造では，open state と closed state の 2 状態間で見られた大きな差が

あるわけではなく，open state とそこからわずかに cloed state の状態に近くなるように構造

が遷移したものとのわずかな差しかないことを示唆している．本研究の結果は，このよう

なわずかな構造に違いによって，カラクシンの相互作用パートナーの選択が切り替わると

いう，NCS protein family の機能制御の精巧さを示したものである． 
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表 3-1 分子量マーカーの分子量とその溶出体積 

 溶出体積(mL) Kav 分子量 

Blue dextran 8.16   

Conalbumin 9.29 0.0713 75,000 

Ovalbumin 9.99 0.116 43,000 

Chymotrypsinogen A 11.85 0.233 25,000 

Ribonuclease A 12.84 0.295 13,700 
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表 3-2 カラクシンの溶出体積と算出された分子量 

 溶出体積(mL) Kav 分子量 

アポ型 10.56 mL 0.152 38,529 

マグネシウムイオン 

結合型 
11.64 mL 0.220 23,744 

カルシウムイオン 

結合型 
11.50 mL 0.211 25,285 
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図 3-1 分子量マーカーを用いたゲル濾過クロマトグラフィーのキャリブレーション 

(A)280 nm の吸光度で作成した Blue dextran のクロマトグラム．(B)280 nm の吸光度で作成し

た分子量マーカーのクロマトグラム．1，2，3，4 のピークはそれぞれ Conalbumin，Ovalbumin，

Chymotrypsinogen A，Ribonuclease A のピークを表す．(C)分子量マーカーの検量線．横軸は

分子量の対数で表した．  
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図 3-2 ゲル濾過クロマトグラフィーによるカラクシンの分子量算出 

カラクシンのアポ型(A)，マグネシウムイオン結合型(B)，カルシウムイオン結合型(C)のク

ロマトグラムを示した．SAXS の実験では丸印のついたピークを分取した溶液を使用した． 
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図 3-3 マグネシウムイオン結合型(A)とカルシウムイオン結合型(B)の X 線小角散乱曲線 

縦軸は散乱強度の対数で示した．散乱強度は green の円(A)と red の円(B)でプロットした．

open state と closed state の各状態における結晶構造から計算された散乱曲線から作成したフ

ィッティングカーブを black の曲線で示した． 
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図 3-4 マグネシウムイオン結合型(A)とカルシウムイオン結合型(B)の guinier plot 

各 guinier plot に直線をフィッティングさせて示した． 
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図 3-5 カラクシンの各濃度における慣性半径のプロット 

マグネシウムイオン結合型(A)とカルシウムイオン結合型(B)の慣性半径を円の印でプロッ

トした．各プロットに対する近似曲線を黒の実線で示した． 
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図 3-6 8-(phenylamino)-1-naphthalenesulfonic acid (1,8-ANS)の構造式 
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図 3-7 1,8-ANS の蛍光測定 

カラクシンのアポ型，マグネシウムイオン結合型，カルシウムイオン結合型，マグネシウ

ムイオン/カルシウムイオン結合型に結合させた 1,8-ANS の蛍光強度をそれぞれ黒，緑，赤，

青の実線で示した．また，カラクシンと結合させていない 1,8-ANS の蛍光強度を黒の点線

で示した． 
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第四章 
 

 

 

カラクシンの EF-hand の 
カルシウムイオン特異性 
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 4-1 トリプトファン蛍光測定を用いた EF-hand の構造変化の解析 

 

 X 線小角散乱および 1,8-ANS による蛍光測定の結果から，溶液中ではカルシウムイオン

結合型とマグネシウムイオン結合型でカラクシンの構造が異なっていることが明らかにな

った．カラクシンは 1 分子に 4 つの EF-hand motif を持つため，立体構造のコアはこれらの

EF-hand motif によって形成されている．そのため，カルシウムイオンとマグネシウムイオ

ンが結合した際の構造の差異の原因は，カラクシンに 3 つ含まれる各 EF-hand の，カルシウ

ムイオンおよびマグネシウムイオンが結合した際の構造変化によると考えられる．そこで，

各 EF-hand を構成するアミノ酸残基のひとつずつに Trp 残基を導入し，カルシウムイオンお

よびマグネシウムイオンを加えた際のEF-handの構造変化をTrp蛍光によって観察すること

にした．Trp 蛍光は残基の周囲の環境変化に応じて蛍光強度や蛍光スペクトルのピークトッ

プの位置が変化するため，各 EF-hand に導入した Trp 残基の蛍光スペクトルを解析すること

で，各 EF-hand の局所的な構造変化を検出することが期待できる． 

 カラクシンのアミノ酸配列には元々Trp 残基が 1 つのみ含まれている(W83)．この W83 は，

EF1 の E へリックス上に存在する(図 4-1)．そこで，同様に，EF2，EF3 のへリックス上に

Trp 残基を導入し，マグネシウムイオンおよびカルシウムイオンを結合させた際の蛍光スペ

クトルの変化を測定することで，EF-hand の構造変化を解析した(Davis et al.，2002)．EF2，

EF3 のへリックス上で Trp 残基に置き換えるアミノ酸残基としては，C-terminal domain の疎

水性ポケットに存在し，構造変化による周囲の環境変化により敏感であると考えられる

C126 と L143 をそれぞれ選択した．なお，C126 は結晶構造中ではジスルフィド結合に関与

していない． 

 

 4-2 実験方法 

 

 4-2-1 トリプトファン蛍光測定用の変異体 

 

Trp 蛍光測定用の変異体として，W83F/C126W および W83F/L143W を作製した(図 4-1)．

まず，野生型のカラクシンのプラスミドをテンプレートとして，W83F の変異を導入する

ための PCR を行った．初めに，カラクシンに含まれている唯一の Trp 残基(W83)を Phe に

置換した変異体(W83F)を作製した．Trp (TGG)のコドンを Phe (TTC)のコドンに変えるよう

なプライマーを準備し，以下の組成で PCR 反応液を調製した(図 4-1)． 
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PrimeSTAR Max Premix(Takara) 25 μL 

10 μM W83F primer forward 1 μL 

10 μM W83F primer reverse 1 μL 

400 pg/μL 野生型プラスミド 1 μL 

MilliQ 22 μL 

計 50 μL 

 

PCR 反応液を調製した後は，以下の条件で PCR を行った． 

 

98°C 2 min   

↓    

98°C 10 sec   

55°C 15 sec  35 cycles 

72°C 35 min   

↓    

72°C 1 min   

4°C ∞   

 

PCR 反応後の溶液を，以下の組成で DpnI (メチル化された DNA を分解する酵素)処理の反

応液を調製し，37°C のウォーターバス中で 90 min インキュベートをすることで，形質転

換の際に不必要であるメチル化されている大腸菌由来のテンプレートのプラスミドを除

去した． 

 

DpnI (Takara) 1 μL 

10 × T buffer (Takara) 2 μL 

PCR 反応後溶液 17 μL 

計 20 μL 

 

DpnI 処理後の反応液から 5 μL を使って，大腸菌株 XL1-blue を形質転換させた．その後，

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems を用いて XL1-blue からプラスミドを抽

出し，株式会社ファスマックの DNA シーケンスの受託解析サービスを利用することで，

正しく変異を導入できたことを確認した． 

 

 次に，EF2 および EF3 のへリックスに存在する残基を Trp に置換した変異体を作製した．

変異を導入する際は，カラクシンの open state と closed state の 2 状態の構造を比較して，

構造の違いが大きい残基，すなわち大きい構造変化が起きると期待される残基を選択する
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ようにした．結果として，EF2 に変異を導入する残基は C126，EF3 に変異を導入する残

基は L143 を選択した．そして，W83F のプラスミドをテンプレートとし，C126 (TGT)の

コドンを Trp のコドン(TGG)に変えるようなプライマーあるいは L143 (CTC)のコドンを

Trp のコドン(TGG)に変えるようなプライマーを用いて，PCR で変異導入を行った(図 4-1)．

PCR は W83F と同じ条件で行った．その後，W83F と同様に DpnI 処理をし，XL-1 blue を

形質転換させ，プラスミド抽出とシーケンスの確認を行った． 

 

 4-2-2 トリプトファン蛍光測定 

 

 続いて，W83F/C126W および W83F/L143W の大量発現と精製を行った．2 種類のプラス

ミドを用いて KRX を形質転換させ，野生型のカラクシンと同様の誘導条件で各変異体タ

ンパク質を発現させた．その後，野生型，W83F/C126W および W83F/L143W のアポ型の

精製を，熱安定性測定のサンプルと同様の方法で行った． 

 次に，野生型，W83F/C126W，W83F/L143W の 3 種類のサンプルを用いて，Trp 蛍光測

定を行った．蛍光測定のために，7 種類のサンプルを以下の終濃度の試薬を添加すること

で調製した．カラクシンの終濃度は全て 10 μM で実験を行った． 

 

アポ  1 mM EDTA 

0.1 mM MgCl2  1 mM EGTA，0.1 mM MgCl2 

0.5 mM MgCl2  1 mM EGTA，0.5 mM MgCl2 

1 mM MgCl2  1 mM EGTA，1 mM MgCl2 

5 mM MgCl2  1 mM EGTA，5 mM MgCl2 

10 mM MgCl2  1 mM EGTA，10 mM MgCl2 

1 mM CaCl2  1 mM CaCl2 

 

そして，蛍光測定の機器として infinite M1000 (Tecan)を用い，サンプルを分注するプレー

トとしては 96well の黒色平底プレート(Greiner)を使用した．各サンプルにつき 100 μL ず

つプレートに分注し，蛍光測定を行った．励起には 280 nm の波長の光(バンド幅 5.0 nm)

を用い，300 nm から 500 nm までの波長の蛍光を 2 nm ずつスキャンして検出した． 

 

 4-3 実験結果 

 

 野生型(EF1Trp)，W83F/C126W (EF2Trp)，W83F/L143W (EF3Trp)の 3 種類のサンプルに対し

て，300 nm から 500 nm における蛍光強度スキャンを行った．まず EF1Trp では，アポ型と

0.1 mM MgCl2 添加時において，他のサンプルよりも蛍光強度が弱いことが確認された(図

4-2)．アポ型と 0.1 mM MgCl2 添加時でスペクトルがほぼ同じということは，0.1 mM の MgCl2
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濃度ではカラクシンにマグネシウムイオンが結合していないということを示唆している．

それに対して，0.5 mM 以上の濃度の MgCl2 が添加された場合と 1 mM の CaCl2 が添加され

た場合では，いずれもアポ型よりも高い蛍光強度が観測され，さらにピークトップの位置

が短波長側にシフトした．これは，EF1 にマグネシウムイオンおよびカルシウムイオンが結

合したことで，EF1 の Trp 残基の蛍光スペクトルが変化したことを示唆している．また，マ

グネシウムイオン結合時とカルシウムイオン結合時で蛍光スペクトルに大きな違いが見ら

れなかったことから，EF1 はマグネシウムイオンが結合した場合とカルシウムイオンが結合

した場合で局所的な構造に大きな違いはないと考えられる． 

 次に EF2Trp では，アポ型，MgCl2 添加，CaCl2 添加のいずれにおいても，蛍光強度に大

きな違いが観測されなかった(図 4-2)．ただし，1 mM CaCl2 添加時には，アポ型やマグネ

シウム添加時よりもわずかにピークトップが高波長側にシフトした．これは，EF2 がカル

シウムイオンの結合によってアポ型やマグネシウムイオン添加時と比べて異なる構造を

とるようになるということを示唆している．  

EF3Trp では，10 mM の MgCl2 添加時では，アポ型や低濃度の MgCl2 添加時と比べて蛍光

強度がわずかに増加した(図 4-2)．それに対して，1 mM の CaCl2 添加時では，アポ型やマ

グネシウムイオン添加時に比べて蛍光強度が著しく高くなり，さらにピークトップも高波

長側にシフトした(図 4-2)．このことから，カルシウムイオン結合によって EF3 はアポ型

やマグネシウムイオン存在下に比べて局所的な構造が大きく変化することが示唆される． 

 

 4-4 考察 

 

 本章では，EF0 以外の各 EF-hand motif に Trp 残基を導入し，その蛍光強度の変化を解析

することでカルシウムイオンやマグネシウムイオンの添加による EF-hand の局所的な構造

変化が起こるかどうかを検証した．その結果，アポ型と比較して，EF1 ではマグネシウムイ

オンおよびカルシウムイオンの添加によって蛍光強度増加とピークトップの短波長側への

シフト，，EF2 ではカルシウムイオン添加でのみピークトップの長波長側へのシフト，EF3

では 10 mM のマグネシウムイオンおよびカルシウムイオンの添加でのみ蛍光強度の増大と

ピークトップの長波長側へのシフトが観測された． EF1 では 0.1 mM の MgCl2添加時では

アポ型と同程度の蛍光強度で，さらに 0.5 mM の MgCl2 添加時で蛍光強度が増大してかつ最

大になったことから，マグネシウムイオンの解離定数の値は 0.1 mM から 0.5 mM の間にあ

ると推測できる．この値は，ITC の結果から算出されたマグネシウムイオンの解離定数の値

(1.32 × 10−6 M，8.93 × 10−6 M，1.46 × 10−5 M)と比べて 10 倍以上高い．EF-hand タンパク質の

ようにカルシウムイオン結合サイトが分子内に複数存在する場合では，複数個のカルシウ

ムイオンの結合は独立ではなく，ある結合サイトへのイオンの結合が他のサイトへのイオ

ンの結合力に影響を与えるというように協同的なものになることがある(Linse & Chazin，

1995)．本章の Trp 蛍光の測定では各 EF-hand について独立にイオンの結合を解析したので，
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ITC で算出された結合力とは一致しなかったのではないかと考えられる． 

 カラクシンの結晶構造では，EF1 と EF2 にはカルシウムイオンとマグネシウムイオンの

両方が結合していることから，EF1 と EF2 はどちらも構造的 EF-hand であると考えられる．

しかし，EF3 では，カルシウムイオンは open state と closed state の両方の状態のカラクシン

分子に結合していたが，マグネシウムイオンは open state の構造でのみ結合していた．本章

でのトリプトファン蛍光測定の結果から，EF3 においてマグネシウムイオンとカルシウムイ

オンの添加によってピークトップの長波長側へのシフトが確認された．このことから，EF3

もマグネシウムイオンとカルシウムイオンの両方が結合できる構造的 EF-hand であること

が示唆された． 

EF1 ではカルシウムイオン結合時とマグネシウムイオン結合時でピークトップの位置が変

化しなかったが，EF2 と EF3 ではカルシウムイオン結合時のピークトップよりもマグネシ

ウムイオン結合時のピークトップの方がより長波長側に位置していた．トリプトファン蛍

光のピークトップが長波長側にシフトすることは，そのトリプトファン残基がより疎水的

な環境に移動したことを示唆している(Vivian & Callis，2001)．このことから，マグネシウム

イオン結合型からカルシウムイオン結合型に変わることで，EF2 と EF3 のトリプトファン

残基がより疎水的環境に移ったことが示唆される．この結果は前章までの結果から得られ

た，カルシウムイオン結合型になることで構造が closed state 側の状態に遷移し，C-terminal 

domain の疎水性ポケットの露出が小さくなるという考察と一致している．さらに，EF1 で

はマグネシウムイオン結合型とカルシウムイオン結合型でピークトップのシフトが起きな

かったことから，本章の結果からもカラクシンの構造変化に寄与しているのは EF2 と EF3

であると考えられる． 

前述したとおり，EF-hand は構造的 EF-hand (カルシウムイオンとマグネシウムイオンの両

方が結合できる)と調節的 EF-hand (カルシウムイオンのみ結合できる)の 2 種類に分けるこ

とができる．分子内に 4つの EF-hand motif を持ついくつかの EF-hand タンパク質において，

各 EF-hand が構造的か調節的かの判別に関する先行研究を基に，EF-hand の配列と種類の比

較を行った(Aravind et al.，2008；Johnson et al.，1980；Leavis et al.，1978；Ohki et al.，1997；

Ohashi et al.，2005) (表 4-2)．しかし，各配列を比較しても，調節的 EF-hand と構造的 EF-hand

で共通の配列を見出すことは出来なかった．また，EF-hand の位置と種類についても，各タ

ンパク質で多様性があった．カラクシンと NCS-1 は同じファミリーに属し立体構造は類似

しているが，EF-hand の位置と種類，配列については特に相関は見いだせなかった．EF-hand

の金属イオンの結合特異性は想像よりも複雑で，配位に関与しているアミノ酸残基だけで

はなく，E へリックスと F へリックスの間のループ全体の配列や構造，あるいはタンパク質

分子全体の構造などの他の要因が絡むことで決められるのかも知れない． 
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表 4-1 W83F，C126W，L143W の変異導入に用いたプライマーの配列 

 sequence 

W83F_forward ACTGAGTTCGTAGAAGGATTGTCAGTT 

W83F_reverse TTCTACGAACTCAGTCAAACTTATGTA 

C126W_forward AAGACATGGCTCGTTAAACAACCAACA 

C126W_reverse AACGAGCCATGTCTTCAACATTTGAAA 

L143W_forward AAAGACTGGGTTGAAATTGCACTGAAA 

L143W_reverse TTCAACCCAGTCTTTTATTCCTTCATC 
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表 4-2 EF-hand タンパク質の各 EF-hand の配列と種類 

  1 2 3 4 

NCS-1 
Cryptic Structural Structural Regulatory 

KDCPSGQLDAAG DENKDGRIEFSE DLDNDGYITRNE DKNADGKLTLQE 

calmodulin 
Structural Regulatory Structural Structural 

DKDGDGTITTKE DADGNGTIDFPE DKDGNGYISAAE DIDGDGQVNYEE 

cardiac TnC 
Cryptic Regulatory Structural Structural 

DIFVLGAEDGCI DEDGSGTVDFDE DKNADGYIDLEE DKNNDGRIDYDE 

skeletal TnC 
Regulatory Regulatory Structural Structural 

DADGGGDISVKE DEDGSGTIDFEE DRNADGYIDAEE DKNNDGRIDFDE 

aequorin 
Structural Cryptic Structural Regulatory 

DVNHNGKISLDE AGMKYGVETDWP DKDQNGAITLDE DIDESGQLDVDE 

calaxin 
Cryptic Structural Structural Structural 

KNLLEGLKMDRN DKDSDSYISLTE DLNGDGYISREE DHDHDSRLSKKD 

最上段の 1，2，3，4 はそれぞれ N 末端から 1 番目，2 番目，3 番目，4 番目の EF-hand motif

を表す．「Cryptic」はカルシウムイオンもマグネシウムイオンも結合しない Cryptic EF-hand，

「Structural」はカルシウムイオンとマグネシウムイオンの両方が結合する Structural 

EF-hand(構造的 EF-hand)，「Regulatory」はカルシウムイオンのみが結合する Regulatory 

EF-hand(調節的 EF-hand)を表す． 
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図 4-1 カラクシンに存在する W83 と Trp 残基を導入した C126 および L143 の位置 

カルシウムイオン結合型のカラクシンの結晶構造を cyan (open state)と orange (closed state)の

cartoon モデルで示した．また，W83，C126，L143 をそれぞれ green，magenta，yellow の stick

モデルで示した． 
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図 4-2 カラクシン変異体の Trp 蛍光スキャン 
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 5-1 本研究のまとめ 

 

 本研究では，カラクシンのカルシウムイオン依存的な鞭毛運動の制御機構に着目して実

験を行ってきた．カラクシンは低濃度のカルシウムイオン存在下では微小管の β-チューブ

リンやダイニンの中間鎖と相互作用し，高濃度のカルシウムイオン存在下ではダイニンの

中間鎖や重鎖する．そのため，カルシウムイオン非結合状態(生体内ではマグネシウムイオ

ン結合状態)と結合状態でカラクシンの構造に差があり，その構造の違いによって β-チュー

ブリンやダイニンとの親和力が変わると仮定し，それらの 2 状態の構造の違いを実験的に

見ることを目標とした． 

 まず初めに，カラクシンのマグネシウムイオン結合型の結晶構造を決定し，既に解かれ

ているカルシウムイオン結合型の結晶構造と比較した．構造比較の結果，カルシウムイオ

ン結合型とマグネシウムイオン結合型で結晶構造の差はほとんどなかった．これは，結晶

のパッキングの影響が大きく，カルシウムイオンあるいはマグネシウムイオンの結合によ

る構造変化が見られなくなってしまったからだと考えられる．また，カラクシンの構造中

には，他の NCS protein family のタンパク質と同様，相互作用パートナーとの結合に関わる

と思われる疎水性ポケットがN-terminal domain と C-terminal domain の両方に存在していた．

しかし，N-terminal domain の疎水性ポケットは C 末端へリックス(α11)と疎水性相互作用を

形成して構造の安定化に寄与していたため，実際のダイニンとの相互作用には C-terminal 

domain の疎水性ポケットが重要なのではないかと推測された．closed state の EF3 にはマグ

ネシウムイオンが結合しておらず，EF3 のマグネシウムイオンに対する結合力が低いことが

示唆された．また，ITC の結果から，他の EF-hand タンパク質と同様，カラクシンのカル

シウムイオンに対する結合力がマグネシウムイオンに対する結合力よりも 100 倍程度高い

ことが示された． 

続いて，溶液中でのカルシウムイオン結合またはマグネシウムイオンが結合した際の構

造変化を解析するための実験を行った．SAXS の解析によって，慣性半径を算出することで

カルシウムイオン結合型はマグネシウムイオン結合型に比べて慣性半径が小さくなること

が示された．また，マグネシウムイオン結合型では open state の状態の構造をとっているが，

カルシウムイオン結合型では closed state の状態に近づくように構造が遷移することが明ら

かになった．1,8-ANS を用いた実験では，カルシウムイオン結合型がマグネシウムイオン結

合型よりも弱い蛍光強度を示したことから，カルシウムイオン結合によって疎水性ポケッ

トの露出が狭まるということが示唆された．また，X 線結晶構造解析と SAXS の結果も併

せて，カラクシンはマグネシウムイオン結合型からカルシウムイオン結合型になることで，

C-terminal domain の疎水性ポケットの大きさが小さくなるということが推定された．さらに，

Trp 蛍光測定を用いて，カルシウムイオンおよびマグネシウムイオン結合による EF-hand の

局所的な構造変化の解析を行った．その結果，EF1 ではカルシウムイオン結合時とマグネシ

ウムイオン結合時で蛍光スペクトルのピークトップの位置がほぼ変化しなかったのに対し，
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EF2 と EF3 ではカルシウムイオンの結合によってマグネシウムイオン添加時と比べてピー

クトップの位置が長波長側にシフトすることが明らかになった．これらのことから，結晶

構造で示唆された通り，生体内では EF2 と EF3 がカルシウムイオン濃度上昇時のカラクシ

ンの構造変化に寄与しているのではないかと推測された． 

 

 5-2 カラクシンの構造とダイニンとの結合に関する考察 

 

 カルシウムイオンやマグネシウムイオンの結合によって疎水性領域の広さが変わるとい

うことは，その領域に結合する相互作用パートナーとの結合のしやすさに影響すると考え

られる．すなわち，金属イオンの結合によって疎水性領域の大きさが相互作用をするのに

適した大きさになることで，他の分子との相互作用が起こるということが考えられる．カ

ラクシンではカルシウムイオンやマグネシウムイオンの結合によって疎水性領域が小さく

なったが，NCS protein family に属する DREAM では逆に疎水性領域が大きくなった．この

ことは，カラクシンではカルシウムイオンの結合により疎水性領域が小さくなることでダ

イニンとの相互作用に適した構造になり，DREAM ではカルシウムイオンの結合で疎水性領

域が大きくなることでカリウムチャネルとの相互作用に適した構造をとることを示唆して

いる．NCS-1 の場合では，通常は N 末端の Gly 残基がミリストイル化されており，アポ型

ではミリストイル基が分子の疎水性ポケットに埋まっているが，カルシウムイオン結合型

ではミリストイル基が外に露出し，膜アンカーの役割を担っている(Ames et al.，2012)．そ

のため，カラクシンや DREAM に比べてカルシウムイオンやマグネシウムイオンに対する

応答は複雑であると考えられる．  

 カラクシンはカルシウムイオン依存的にダイニンと結合するということが知られている．

本研究では，溶液中においてカラクシンのカルシウムイオン結合型ではマグネシウムイオ

ン結合型と比較して分子の慣性半径が小さくなり，分子表面の疎水性ポケットの面積が小

さくなることが示された．これらのことから，カラクシンはカルシウムイオンと結合する

ことで， C-terminal domain の疎水性ポケットを小さくし，ダイニンとの結合に適した構造

になるのではないかと考えられる．NCS protein family で複合体構造が決定されている

AtCBL2 と NCS-1 においては，いずれも相互作用パートナーの α-へリックス構造を疎水性

ポケットに収めるようにして結合していた(図 2-22)．ダイニンは非常に分子量が大きいため

全長の結晶構造が決定されていないものの，断片ごとの結晶構造は決定されており，それ

らを組み合わせたダイニン全体の構造のモデルが提唱されている．各断片の結晶構造によ

ると，ダイニンも構造全体がほぼ α-へリックスでのみ構成されていた．そのことから，カ

ラクシンとダイニンの相互作用においても，ダイニンを構成する α-へリックスがカラクシ

ンの C-terminal domain の疎水性ポケットに収まるように結合するのではないかと予想され

る．また，チューブリンは α-へリックスと β-シートの両方で構造が形成されているが，微

小管形成の際には α-へリックスが微小管の外側に向くような配向をとることが明らかにな
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っている(Nicastro et al.，2011)．このことから，カラクシンは微小管の β-チューブリンと結

合する際も，微小管の外側から近づいて露出している α-へリックスに結合するのではない

かと考えられる．実際にカラクシンがダイニンとどのような様式で結合しているのかを明

らかにするためには，ダイニン(あるいはその断片)とカラクシンとの複合体の結晶構造を取

得する必要があると考えられる．しかし，本研究によって，カルシウムイオン結合型とマ

グネシウムイオン結合型で疎水性領域の露出度に差があることが明らかになった．この結

果と，AtCBL2 や NCS-1 の複合体結晶構造において疎水性ポケットに相互作用パートナーが

結合していた結果を統合して考えると，カルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結

合型における疎水性領域の露出度の違いが，ダイニンとのカルシウムイオン依存的な結合

に関与していると考えられる． 

 

 5-3 生体内におけるカラクシンによる鞭毛運動の制御の考察 

 

精子の鞭毛運動の動力源は，鞭毛内の微小管とダイニンの間の滑り運動によるものであ

ることは研究背景でも述べた通りである．そして，カラクシンは滑り運動を抑制すること

で，精子の鞭毛運動を非対称的な動きに変化させる．カラクシンが滑り運動を抑制するた

めにはダイニンか微小管の少なくともどちらかと相互作用をする必要があると考えられる．

しかし，仮にカラクシンが微小管に相互作用をしたとしても，滑り運動を抑制するために

はダイニンが動く軌道上にカラクシンが存在していなければならず，また微小管を構成す

る分子の半分は β-チューブリンであるので，ダイニンとの滑り運動と関係のない部分の β-

チューブリンにカラクシンが結合することも考えると，滑り運動の抑制の機構としては効

率が悪い．しかし，カラクシンがダイニンと相互作用をすれば，滑り運動の力を生み出す

分子と直接相互作用をすることになるので，効率よく滑り運動の抑制が行えるであろう．

そう考えると，カラクシンがカルシウムイオン依存的にダイニンと結合するのは，滑り運

動の抑制の機構としては理にかなった性質であると考えられる． 

ITC の結果から，アポ型のカラクシンにカルシウムイオンが結合する場合よりも，マグネ

シウムイオン結合型のカラクシンにカルシウムイオンが結合する場合の方が結合力が強い

ことが示された．また，SAXS と 1,8-ANS の蛍光測定の結果から，マグネシウムイオン結合

時とカルシウムイオン結合時で EF2 と EF3 の構造に変化がもたらされることが示された．

平常時の生体内ではカラクシンにマグネシウムイオンが結合しているとすると，カルシウ

ムイオン濃度が上昇してカラクシンの EF-hand に結合しているマグネシウムイオンがカル

シウムイオンに置き換わると，主に EF2 と EF3 で大きな構造変化がもたらされると考えら

れる．もし生体内でもアポ型からカルシウムイオン結合型に構造が変化していると仮定す

ると，EF1 でも構造変化が起こり，カラクシン全体の構造が大きく変わってしまうと考えら

れる．精子の鞭毛内でこのような大きな構造変化を繰り返すことは，エネルギー的にも無

駄が多いはずである．対して，マグネシウム型からカルシウムイオン結合型に構造が変化
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するようなシステムであれば，ダイニンとの相互作用に関わるであろう C-terminal domain

の疎水性ポケットの構造のみを特異的に変化させることができ，必要なエネルギーも節約

されると考えられる．そのように考えると，マグネシウムイオンはカラクシンの疎水性ポ

ケットの大きさを適切に変化させ，エネルギーを節約しながらダイニンとの相互作用する

ことを可能にするために存在しているのかも知れない． 

本研究ではカラクシンのカルシウムイオン結合型とマグネシウムイオン結合型で立体構

造が異なることが示された．このことから，カルシウムイオンはカラクシンの構造と機能

を変化させるスイッチの役割を担っていることが示唆された．図 5-1 にカルシウムイオンに

よるカラクシンとダイニンの間の結合の制御モデルを示した．初めに，定常状態では，1 分

子のカラクシンに対して 3 個のマグネシウムイオンが結合している．そして，精子が誘引

物質の濃度勾配を感知してカルシウムスパイクが起こると，カラクシンに結合していたマ

グネシウムイオンがカルシウムイオンに置換されて，カラクシンの疎水性ポケットが小さ

くなることでダイニンとの結合力が上昇する．カルシウムイオン結合型になったカラクシ

ンはダイニンと相互作用し，微小管とダイニン間の滑り運動を抑制する．精子内への一過

的なカルシウムイオン流入が収まりカルシウムイオン濃度が低下すると，再度カラクシン

に結合していたカルシウムイオンがマグネシウムイオンに置換され，ダイニンとの結合力

が低下する．その後，カラクシンとダイニンが解離し，再び定常状態に戻ると考えられる．

先行研究から，カルシウムスパイクが発生すると，初めに鞭毛の局所的な部分でカルシウ

ムイオン濃度の上昇が起き，そこから次第にカルシウムイオン濃度の上昇が鞭毛全体に広

がっていくことが示された(Shiba et al.，2008)．このようなカルシウムイオン流入の伝播に

附随して，初めに鞭毛の一部分でカラクシンのダイニンへの結合および滑り運動の抑制と

いった現象が起き，そこから鞭毛全体に滑り運動の抑制が広がり，結果的に鞭毛全体の運

動が制御されるのではないかと考えられる． 

ダイニンが滑り運動を起こす際，ダイニンの Linker domain が ATP の結合に伴って大きな

構造変化を起こすことでダイニンのストロークを生じさせることが，電子顕微鏡による解

析によって示唆された(Roberts et al.，2009)．その結果から考えると，カラクシンが滑り運

動を抑制するためには，Linker domain にカラクシンが作用してダイニンのストロークを抑

えるか，カラクシンがダイニンの Tail domain に作用し，ダイニンと微小管の間の相互作用

を阻害するといったことが考えられる．今後は，カラクシンがダイニンのどのドメインに

結合するかを実験的に示し，カラクシンによる滑り運動の阻害がどのようなメカニズムで

起こされるのかを明らかにしていくことが課題である． 

 

 5-4 本研究の今後と応用 

 

 本研究では鞭毛運動の制御に関わるカラクシンが，カルシウムイオン結合時とマグネシ

ウムイオン結合時でどのような構造変化を起こすかについて着目し，様々な解析を行った．
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その結果，カルシウムイオン結合時ではカラクシンの疎水性領域の露出が小さくなり，こ

の疎水性領域の変化が，ダイニンとの結合のカルシウムイオン依存性につながっているの

ではないかと推察された．今後のカラクシンの研究の展開としては，まずカラクシンのダ

イニンのどのドメインに結合するかを同定することがあると考えられる．カラクシンとダ

イニンの相互作用部位を特定することができれば，そのドメインの機能から，カラクシン

がどのような作用によってダイニンの滑り運動を抑制することができるかを推察すること

ができると考えられる．また，ダイニン中のカラクシンの相互作用部位を特定できた後は，

カラクシンとその相互作用断片を用いることで，複合体の結晶構造の取得を目指すことが

可能となる．複合体の結晶構造の取得によって，カラクシンとダイニンの相互作用様式を

原子レベルの分解能で解明することができる．カラクシンとダイニンの相互作用様式の解

明は，細胞の繊毛運動や精子の鞭毛運動制御のメカニズム解明のための基盤的な情報を与

えることができる．例えばウニの例では，カラクシンのノックダウンによって繊毛の動作

に異常が生じることが研究で報告されたことを研究背景で述べた．カラクシンとダイニン

の相互作用様式の解明によって，このカラクシンの機能不全による繊毛の異常が起こるメ

カニズムの解明につながることが期待される．また，鞭毛あるいは繊毛の運動の異常が疾

患の原因となることが知られている．例えば，繊毛病として有名な疾患として，カルタゲ

ナー症候群と呼ばれるものが知られている．この疾患は，男性の精子の鞭毛運動の異常に

よって不妊となってしまうものである．カルタゲナー症候群で見られる鞭毛運動の異常の

原因の根本は，ダイニンの機能の低下にあるということが知られており，ダイニン重鎖を

コードする遺伝子である DNAH5 やダイニン中間鎖をコードする遺伝子である DNAI1 に異

常によってカルタゲナー症候群が引き起こされることが研究によって明らかにされている

(Montjean et al.，2015；Sha et al.，2014)．カラクシン自身の変異による疾患の例はまだ確認

されていないが，将来的にはカラクシンによる鞭毛や繊毛の運動制御のメカニズムの解明

によって，他の遺伝子異常が原因である疾患のメカニズムの究明にも役立つかも知れない．

本研究で得られた成果が繊毛および鞭毛のカルシウムイオン依存的な運動の制御機構の解

明につながり，医療や創薬の世界で貢献できることを期待する． 
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図 5-1  カルシウムイオンによるカラクシンとダイニンの結合予想モデル 
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