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研究成果の概要（和文）：マウスやヒトの体の左右決定には、発生途中に一過的に形成されるノードに存在する
繊毛が必須である。ノードに存在する動繊毛が形成する流れをノードの縁に存在する不動の繊毛が感知すること
で、左右対称性の破れがおき、シグナル伝達が開始される。本研究では、、ノード不動繊毛、さらに細胞体にお
いて左右非対称なカルシウムシグナルが存在すること、さらに繊毛におけるカルシウムシグナルの阻害が左右決
定に影響を及ぼすことを初めて示すことができた。

研究成果の概要（英文）：The Left and Right in human body is determined by the function of nodal 
cilia. Immotile cilia sense extracellular signals but if Ca2+ plays a role in flow sensing had been 
unclear. Here, I examined the role of ciliary Ca2+ in the flow sensing that initiates the breaking 
of left-right (L-R) symmetry in the mouse embryo. Intraciliary and cytoplasmic Ca2+ transients were 
detected in the crown cells at the node. These Ca2+ transients showed L-R asymmetry. It was also 
shown that cytoplasmic Ca2+ transients could leak into the cilioplasm and it was necessary to 
distinguish between ciliary Ca2+ influx and cell bodied derived Ca2+ transients in cilia. I could 
show the existence of ciliary Ca2+ influx in the absence of cytoplasmic Ca2+ transients with drug 
treatment. Furthermore, suppression of intraciliary Ca2+ transients delayed L-R symmetry breaking. 
These results indicate cilium-derived Ca2+ transients in crown cells in the initiation of L-R 
symmetry breaking.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 繊毛　ダイニン　左右　カルシウム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体の左右決定は内蔵逆位、内臓錯位などの原因となり、重篤な心臓病の原因ともなることから、医学的に重要で
ある。一方で、これまで、繊毛が流れを感知するメカニズムなど、不明な部分が多く残されている。特に、繊毛
による物理的シグナルの感知とカルシウムシグナルの関係は、これを否定する論文が報告されるなど、決定的な
証拠は得られていなかった。本研究では、これまで観測されてこなかった左右決定に関わる繊毛内でのカルシウ
ム濃度変化を初めて、イメージングにより捉えることに成功した。これは、上記の理由から、今後の繊毛研究に
おいて重要な知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

動物の体には、内蔵の配置等に⾒られるように左右
⾮対称な構造が存在し、左右軸の適切な決定は体の
形作りにおいて必須である。ヒトを含む哺乳類を含
む脊椎動物では、繊⽑が左右⾮対称性の形成に決定
的な役割を果たす。マウスでは、初期胚の腹側に⼀過
的にみられるノードと呼ばれる組織表⾯上の繊⽑の
回転運動が、左⽅向への流れを作り出し、左右性の初
期決定が⾏われる [Nonaka et al., Cell. 1998]。ノード
には、中⼼部(ピット細胞)に⾒られる動繊⽑、周縁部
(クラウン細胞)に⾒られる不動繊⽑の⼆種類の繊⽑
が⽣えており、動繊⽑が流れを作り出し不動繊⽑が
その流れを感知する (図 1)。クラウン細胞の不動繊⽑
上には Pkd2 チャネルが局在しており、このチャネル
を介して左右の決定が⾏われる [Yoshiba et al., Science. 2012]。このとき、クラウン細胞の細胞質
内においては、ノードの左右で異なる周波数をもつカルシウム濃度の振動が⽣じることが観察
されている [Takao et al., Developmental Biology. 2013]。この下流において、Nodal シグナルの左右
⾮対称な活性化が誘起され、マウスの形作りの上での左右対称性の破れが⾏われる。このように、
繊⽑への Pkd2 チャネルを介したシグナルおよびその下流の細胞質におけるカルシウムシグナル
が左右の決定に必須であることがわかってきた。⼀⽅で、繊⽑におけるシグナルの実体や感知の
メカニズムは不明である点が多い。繊⽑内におけるカルシウムシグナルの存在を疑問とする論
⽂が報告されている他 [Delling et al., Nature. 2016]、繊⽑が感知するシグナルが物理的なもので
あるか化学的なものであるかは⻑年不明であった。 

 

２．研究の⽬的 

上記の不動繊⽑による流れの受容とその後のカルシウムシグナル伝達は、(1)繊⽑のよる流れの
感知、(2)Pkd2 など繊⽑上のカルシウムチャネルからのカルシウムの流⼊、(3)細胞質内の⼩胞体
を介したカルシウム濃度の振動とそれによる左右⾮対称な Nodal の活性化の段階からなると考
えられる。しかし、(1)の流れの感知のメカニズムは未だ不明であり、機械的刺激を感知するの
か、化学的な刺激を感知しているのかは解っていない。さらに、繊⽑におけるカルシウムシグナ
ルが実際の左右決定に関わるならば、繊⽑におけるカルシウム動態はノードの左右で異なると
予測される。しかし、繊⽑からのカルシウムの流⼊を明確に可視化した研究はなかった。本研究
では、トランスジェニック技術を駆使し、繊⽑内でのカルシウム動態の可視化を⽬指した。この
とき、繊⽑内と細胞体でカルシウム動態を⽐較し、それぞれの関係性を解析した。さらに繊⽑特
異的にカルシウムシンクとして働くタンパク質を発現させ、左右の決定機構に影響が⽣ずるか
どうかを検討した。 

 

３．研究の⽅法 

繊⽑内のカルシウム動態を観察するために、繊⽑へのターゲティング配列である 5HT6 とカル
シウムセンサーGCaMP6 を連結したコンストラクトを作製し、トランスジェニックマウスを作
製した。さらに同じく 5HT6 配列を有する mCherry を 2Aペプチドで連結し、⼆⾊で同繊⽑をラ

図1. 不動繊毛によるノード流の感知 
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ベルできる ratio imaging を⾏えるラインとした (NDE4-

hsp-5HT-GCaMP6-2A-5HT-mCherry)。また、繊⽑でのカル
シウムシグナルと細胞体でのカルシウムシグナルを区別
し、別々に可視化するために繊⽑を 5HT6-GCaMP6, 細胞
体を異なるカルシウムセンサーである RGECO1 でラベル
したトランスジェニックマウスを作製した(NDE4-hsp-

5HT-GCaMP6-2A-RGECO1)。これらのマウスを利⽤して、
繊⽑、細胞質におけるカルシウムシグナルの可視化を試
みた。観察にはスピニングディスク共焦点レーザー顕微
鏡 CSU-W1 を利⽤し、左右が決定される時期である
E7.5~E8 胚のノード領域の観察をフレーム間隔 0.25 秒程
度の時間分解能での観察を⾏なった。これらの観察法を
⽤いて、正常胚や Pkd2-/-変異体、ダイニン変異体でノード
繊⽑が不動である iv/iv 変異体、繊⽑形成が⾒られない
Kif3a-/-変異体などの胚を観察した。また、さまざまなカル
シウムシグナルの阻害剤の存在下でのカルシウムシグナ
ルの観察を試みたのに加え、繊⽑特異的なカルシウムの
キレートを⾏うためのラインとして、ノード繊⽑特異的
に Parvalbumin (Pv) を発現させた も の  (NDE4-5HT6-

Parvalbumin)を準備し、カルシウム動態の緩衝効果を狙っ
た。これらの観察で得られたデータから、繊⽑、細胞質で
のカルシウムシグナルのパターンの定量化を⾏い⽐較を⾏
なった。さらにノードでの左右対称性の破れを直接的に観
察するために、左右対称性の破れにおける最も最初のシグ
ナルである流れ刺激に応答した Dand5/Cerl2 mRNA の分解
を可視化するためのライン (NDE4-dsVenus-Cerl2-3’UTR; 

Minegishi et al., 2021)を利⽤した。また、理化学研究所の加
藤孝信基礎科学特別研究員とともに、光ピンセットを⽤い
て直接的に繊⽑に対し物理的な刺激を与え、Dand5 の
mRNA 上の流れを感知するエレメントによる分解が誘起
されるかどうかを直接的に観察した。 

 

４．研究成果 

マウス胚のノード繊⽑を観察を⾏なった結果、クラウン細
胞上の不動繊⽑は激しいカルシウムスパイクを⽰し繊⽑内
でのカルシウム振動を可視化することに成功した (図 2)。その振動数には左側が⾼い傾向を⽰し
た (図 3)。左右での偏りは、Pkd2-/-変異体、繊⽑の不動変異体(iv/iv)では観察されず、左右対称性
の破れに関わるカルシウムシグナルを可視化していることが明らかとなった。クラウン細胞の
細胞質の観察も⾏なったところ、繊⽑と細胞質におけるカルシウムスパイクは同期した変動を
⽰すことが明らかとなった。これらのカルシウムが細胞質からの拡散に由来するものなのか、繊
⽑上のチャネルからの流⼊なのかを区別するために、細胞質カルシウム動態を阻害する薬剤処
理下での繊⽑カルシウムの観察を試みた。その結果、⼀定数の繊⽑由来カルシウムが存在するこ
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図2. 繊毛内Ca2+動態の可視化 

図３. 左右非対称な繊毛内Ca2+動態 
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図 4. 細胞内からの Ca2+流入
を伴わない繊毛特異的 Ca2+濃
度上昇の可視化 



とが明らかとなり、繊⽑からのカルシウム流⼊の存在が⽰唆された。これらの繊⽑由来カルシウ
ム流⼊の位置を解析したところ、ノードの左側後⽅において特にスパイクを⽰す繊⽑が多く存
在することが明らかとなった (図 4)。この左側への偏りを⽰すカルシウム流⼊は Pkd2-/-変異体、
繊⽑が不動な iv/iv 変異体では観察されなかった。ノードの左側後⽅は Nodal シグナルが最初期
に⽰す⾮対称性なパターンが⾒られる位置であり[Kawasumi et al., Dev. Biol., 2011]、この繊⽑を
介するカルシウムシグナルが左右⾮対称性の形成に重要な役割を果たすことが強く⽰唆された。 

さらに、下流の細胞質におけるカルシウムシグナルの解析を⾏なったところ、正常な胚では左
側で⾼い振動頻度を⽰す偏りが⾒られた。この偏りは Pkd2-/-変異体、iv/iv変異体では⾒られなか
った。これらの観察結果は以前の報告と⼀致する(Takao et al., 2013)。⼀⽅で、繊⽑が形成されな
い Kif3a-/-変異体においても細胞内のカルシウム動態変化が観察され、⼀部の細胞体カルシウム
シグナルは繊⽑に⾮依存的であることがわかった。これらの結果から、左右で違いが⾒られない
細胞質カルシウム動態変化に対して、繊⽑を介した流れからの刺激⼊⼒があることにより左側
で特に⾼い振動頻度を⽰すカルシウム濃度変化が⽣じ、左右対称性の破れが⾏われることが強
く⽰唆された。さらに、様々なカルシウムシグナル阻害剤を⽤いた研究から、Nodal シグナルの
左右⾮対称な活性化と、細胞質内のカルシウムシグナルが関係していることをさらに明確に⽰
すことに成功した。さらに、ノード不動繊⽑特異的にカルシウムシンクタンパク質である Pv を
発現させ、その後の流れによる mRNA分解をモニターしたところ、左右⾮対称な mRNA分解が
Pv の発現によって有意に遅くなることが判明した。流れの感知による mRNA の分解は最も早い
左右⾮対称なシグナルの⼀つであり、この結果は、繊⽑内のカルシウムシグナルが左右対称性の
破れに直接的に関わっていることを⽰すものである。 

これらの結果から、(1)流れの受容により繊⽑からのカルシウム流⼊、 (2)繊⽑から細胞質への
シグナルが伝達、(3)細胞質内での⼩胞体 (ER)を由来するカルシウム放出、(4)カルシウム濃度上
昇によって引き起こされる Cerl2 の左側特異的な分解、という流れで左右対称性の破れが引き起
こされ、左右⾮対称な Nodal 活性化が⾏われるというモデルが考えられる。 

さらに、流れからノード不動繊⽑への刺激の実体は化学刺激である可能性、機械刺激である可
能性などが考えられるが、この問題にも未だに決着がついていなかった。これらの問題に対して
答えるため、加藤孝信理化学研究所基礎⽣物学特別研究員との共同研究を⾏い、光ビーズによる
直接的な物理的刺激をノード不動繊⽑に与え、それによって mRNA の分解が⾏われることを確
認した。これは Pkd2 チャネルとその相互作⽤相⼿である Pkd1L1 に依存するシグナルであると
考えられ、物理的な刺激が繊⽑上のチャネルを直接的に活性化し、その後のシグナル伝達を開始
することを⽰した初めての知⾒である [Katoh et al., Biorxiv, 2022]。また、PCP シグナルによって
微⼩管ネットワークが再構築され、ノード動繊⽑が細胞後⽅へと移動するメカニズムに関して
も論⽂を報告した [Sai et al., Development, 2022]。 
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