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研究成果の概要（和文）：　植物にとり重要な環境要因の一つである光情報を感知するために、植物はフォトトロピン
などの複数の青色光受容体および赤色光受容体フィトクロムをもつ。これらの光受容体に関する研究を行い以下の結果
を得た。１）フォトトロピンは光で活性制御されるセリン/スレオニン・キナーゼである。シロイヌナズナおよびクラ
ミドモナスの各種試料の構造解析やアミノ酸置換の効果などの研究から、光によるキナーゼ活性制御分子機構に関する
有用な知見を得た。２）シロイヌナズナフィトクロムＢのN-末端側光センソリーモジュールの遺伝子発現調製系を確立
し、その分子構造、シグナル伝達因子であるPIF3との相互作用に関する有用な情報を得た。

研究成果の概要（英文）：　Light is one of the important environmental signals for plant. Plant has 
multiple blue light receptors e.g. phototropin, cryptochrome, etc. and a red light receptor, phytochrome, 
to perceive light signals. We have studied the structures and functions of these photoreceptors and 
obtained the following results. 1) Phototropin is a blue light-regulated Ser/Thr kinase. Using 
Arabidopsis and Chlamydomonas phototropin with various constructs, we performed structural and amino acid 
substitution studies and got useful information concerning the molecular mechanism of light regulation of 
the kinase. 2) Phytochrome is a red / far-red light reversible photoreceptor. We established the 
preparation system for the photoactive N-terminal Sensory Module and its variants of Arabidopsis 
phytochrome B. Useful information concerning their molecular structures and new information regarding the 
interaction between the phytochrome B and PIF3, a signal transduction component, were obtained.

研究分野：光生物学
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１．研究開始当初の背景 

(1)固着生活をおくる植物は、光、温度、水
分など様々な環境要因の変化に対し適切に
応答して、発芽・成長し、光合成を効率よく
行い、開花・結実して子孫を残さなければな
らない。そのために、これらの環境刺激情報
を感知し、生理機能や形態を柔軟に変化させ
ている。このような「植物の環境感覚」の仕
組みは、動物とは大きく異なる。新学術領域
研究「植物の環境感覚」はそのメカニズムを
様々なオルガネラで構成された植物細胞と
いう特定の「場」における反応と捉え、刺激
受容の分子機構から細胞応答に至る過程を
明らかにすべく、新しい視点から総合的に研
究することを目的として立ち上げられた。 
(2)報告者はこの「植物環境感覚」の研究に、
そのバックグラウンドである生物物理学的
手法を用いて、環境感覚刺激入力の分子機構
の研究を担当するとして参加した。 

 

２．研究の目的 

(1)光合成を行う植物にとって光は、環境情
報の中でも特に重要な役割を果す。報告者ら
は、これまでの研究実績を基に、環境刺激の
中でもこの光刺激に注目して、その光受容・
シグナル伝達機構の研究を行うことを目的
とした。 
(2)光環境情報を受容するために植物は進化
の過程で、主に赤色光領域の光を受容するフ
ィトクロムや、フォトトロピンを始めとする
LOV 光受容体やクリプトクロムなどの複数の
青色光受容体などを獲得した。当研究班では、
これらの光環境感覚に関与する分子に注目
し、中でも光シグナルの入力を担う光受容体
分子の構造と機能の研究を行うことを目的
とした。  
 

３．研究の方法 

(1)フォトトロピン（phot）については初め
に、大腸菌遺伝子発現系を用いた全長あるい
は部分ポリペプチドの調製系の確立を行っ
た。後述のように phot は光により活性制御
されるセリン/スレオニンキナーゼであるの
で、このキナーゼ活性制御分子機構の解析系
の確立を目指した。これら試料の分光学的性
質、RI 標識 ATP を用いたキナーゼ活性解析、
Ｘ線小角散乱による分子構造解析などを行
った。さらにこれらに対するアミノ酸置換効
果を調べた。研究にはシロイヌナズナの 2 種
類のイソ型である phot1 と phot2 およびクラ
ミドモナスの phot を用いた。 
(2)フィトクロム（phy）については、大腸菌
は発色団であるフィトクロモビリンあるい
はそのアナログ物質であるフィコシアノビ
リン生合成系の遺伝子をもたないので、これ
らとの共発現による調製系の確立を目指し
た。実験にはシロイヌナズナの 5 種類の phy
のうち、明条件下でみられる赤-遠赤色可逆
的な「低光量反応」の光受容体として機能す
る phyB の N-末端領域 1-651（phyB-651）を

用い、その分光学的な性質を測定し結晶化を
試みるとともに、重要なシグナル伝達因子で
ある PIF（Phytochrome-Interacting Factor）
3 との相互作用形式などの解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)phot に関する研究 phot 分子は図１C に
示すように、N-末端側に LOV（light Oxygen 
Voltage-sensing）とよばれる光受容ドメイ
ンを二つ（LOV1 と LOV2）をもち、C-末端側
はセリン/スレオニン・キナーゼ（STK）とな
っている。phot は青色光で活性制御されるタ
ンパク質リン酸化酵素として機能する。この
制御は STK とリンカー（L）で繋がる LOV2 が
主に担っている。LOV（図１Ａ）はα/βフォ
ールドよりなっており発色団として一分子
のフラビンモノヌクレオチド（FMN）を非共
有的に結合している。光励起にともない基底
状態（D450）の FMN は近傍に保存されたシス
テインと一過的な共有結合を形成する（図１
Ｂの S390Ⅰ）。これがタンパク質部分の構造変
化を引き起こしてキナーゼの活性化が引き
起こされる（S390Ⅱ）。その後 LOV の種類に依
存して、秒から分の時間オーダーで D450 へ
暗回帰するサイクリックな光反応を示す。キ
ナーゼ活性を光制御可能な最小単位である
LOV2-L-STK（図１C 黒下線部分）の純品試料
調製系を確立し、これにより得た研究成果の
うちの主要なものを以下に記載する。 

 
①慶応大学中迫班と共同で、Ｘ線小角散乱

による構造解析を行なった。シロイヌナズナ
phot2 の ab initio 分子モデル解析の結果を
図１Ｄに示す。STK は N-末端ローブ（赤）と
C-末端ローブ（緑）よりなるが、LOV2 はこれ
らとタンデムに位置し、光反応にともない
LOV2 が N-末端ローブに対して相対的に約 13
Åずれるような変化をしめす。先行研究で
LOV2 が STK の阻害ドメインとして働き、光反



応にともないこの阻害が解消してキナーゼ
が活性化することが示されており、この活性
化に LOV2 の C-末端下流の L 領域に存在する
J と呼ばれるαへリックス（図１C）のアンフ
ォールドが重要な役割を果たすことが知ら
れており、分子モデルで観測された結果は、
キナーゼの光活性化にともなう分子構造変
化を反映すると考えられる。クラミドモナス
全長試料では LOV2-L-STK の N-末端側に LOV1
がタンデムに結合し、光反応にともない LOV2
に対する位置を変化させることがわかった。 
 ②シロイヌナズナphot1とphot2は光屈性

などの生理反応に対する光感受性が異なり、
phot1 の方が高感度光受容体として働く。
phot1と phot2の LOV2-L-STKのキナーゼ光活
性化の光強度依存性を比較した結果、キナー
ゼ活性化に関わる S390 の寿命が長いほど、
キナーゼ活性化の光感受性が高く、両者間に
相関があり、これにより phot1 依存と phot2
依存の生理反応の光感受性の差異を部分的
に説明できた。両者の相関はさらにアミノ酸
置換を行い人工的に S390 の寿命を変えた実
験により再確認された。 
③アミノ酸置換などの実験から得られたシ

ロイヌナズナ LOV2-L-STK のキナーゼ光活性
化に関わる分子内シグナル伝達過程を模式
的に図２に表す。 

FMN の光反応の影響は LOV2 のβシート（図
１Ａ）を経て Jαへリックスのアンフォール
ドを引き起こすことが既に分かっている。こ
れに加えてキナーゼの活性化には LOV2 とそ
の N-末端領に存在するもう一つ Aʼαへリッ
クスの間のGAPも重要な役割を果たすことが
分かった。これ以外にも Jαと STK の間の
linker 部分の中央付近に存在する小さなヘ
リックス-ループ-へリックス構造をもつと
考えられる領域 Light-Activation-Module
（LAM）がキナーゼ活性化に重要な役割を果
たすことも分かった。Aʼαへリックスの重要
性については京大の長谷班との共同研究で
クラミドモナス phot について、インドのグ
ループとの共同研究によりトマトphot1につ
いても確かめられた。 
(2)phyB-N651 に関する研究 phyB 分子のド
メイン構造を図３Ａに示す。N-末端領域は光
受容とシグナル伝達にかかわりセンソリー
モジュールとよばれ、N-末端伸長領域（NTE）、
PAS、GAF、PHY ドメインよりなる。GAF の保
存されたシステインには発色団としてテト

ラピロールの一つであるフィトクロモビリ
ン（PΦB、図３Ｂ）が共有結合している。C-
末端側領域は二つのPASとヒスチジンキナー
ゼ関連（HKR、キナーゼ活性はもたない）ド
メインをもち、二量体形成や光依存核移行に
関わっている。赤色光照射により赤色光吸収
型 PrB は遠赤色吸収型 Pfr に光変換するが、
その過程で PΦB の光異性化とプロトン移動
反応がおきる（図３Ｃ）。これらがタンパク
質部分の構造を変化させ、核移行と PIF3 な
どとの相互作用を引き起こす。Pr は Pfr へ光
変換されるがその経路は Pr から Pfr への光
変換経路と異なる。また Pfr は Pr へ暗回帰
により熱的に緩和する。phyB-N651 を用いた
研究の主な成果を以下に記載する。 

 
①動的光散乱で単分散の試料が得られたの

で、Pr の結晶化を試みたが成功に至っていな
い。また Pfr の分子構造を模倣すると考えら
れる Y276H アミノ酸置換体に関しても、同様
な試料が得られたので結晶化を試みたがこ
れに関しても未だ結晶化に成功していない。 
 ②そこで PIF3 と Pfr との共結晶化を目指

して、九州大学松下班と共同で PIF3 全長お
よび N-末端に存在する phyB 結合領域 APB を
含む N-末端 50（PIF3-N50）および 100
（PIF3-N100）試料を調製し、phyB-N651 の分
光学的な性質への効果を調べた。その結果全
長 PIF3 は Pfr 特異的に結合し、光変換反応
には影響を与えなかったが暗回帰を完全に
阻害することが分かった。 
一方生理学的に重要な役割を果たすことが

知られている NTE の一部 N-末端 62 アミノ酸
を欠いた phyB-N651Δ62 は phyB-N651 より早
い暗回帰を示し、総ての PIF3 および APB ポ
リペプチドはこれに結合せず、暗回帰も阻害



しなかった（図４）この結果 PIF3 は APB 領
域で phyB-N651 の NTE と結合して暗回帰を阻
害することが分かった。 
③phyB-N651 を結合したアフィニティーカ

ラムを作製し、シロイヌナズナ緑化組織抽出
液中の結合タンパク質を探索した結果、複数
の Pfr 特異的なタンパク質が見つかった。N-
末端アミノ酸配列解析から、これらが葉緑体
のある代謝系に関与する複数の酵素の複合
体であることが分かった。この発見は新規で
あり今後の研究の発展が望める。 
④イネ phy で phyC の Pr 吸収極大波長が

phyAや phyBに比べて10nm以上短波長シフト
していることから、このシフトが双子葉植物
のシロイヌナズナにも見られるかを調べた
ところ同様な結果が得られた。この結果から
phyCが phyAや phyBに比べて他の植物の日陰
の差をより正確に感知する能力をもつこと
が示唆された。 
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