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研究成果の概要（和文）：フォトトロピン（phot）は植物の光屈性などに関わる青色光受容体で、N-末端側に
LOV1と2 とよばれる光受容ドメインを二つ、C-末端側にはキナーゼをもち、光により活性制御されるキナーゼと
して機能する。その活性制御にはLOV2とキナーゼ間に存在するJα-ヘリックスの構造変化が重要である。この
LOV2とJα-ヘリックスとからなるポリペプチドを用いて、一般的なキナーゼであるプロテインキナーゼAの活性
を光制御できる系の構築を試み、部分的な成功を収める一方光制御の分子機構に関する知見を得たが、これを細
胞分裂・増殖に関わる鍵キナーゼ、ERK、に適用して細胞機能の光制御を行うには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Phototropin (phot) is a plant blue light receptor that mediates phototropic 
responses et al. Phot molecule has two photoreceptive domains named LOV1 and 2 in the N-terminal 
half and the C-terminus forms Ser/Thr kinase and acts as photoregulated protein kinase. It has been 
shown that conformational changes in Ja-helix residing between LOV2 and kinase domains play a 
crucial role in the kinase photoregulation. Mimicking this photoregulation mechanism, we tried to 
create a new photoregulation system of protein kinase A (PKA) using LOV2, Ja-helix and PKA inhibitor
 peptide (PKI). We succeeded in the light-induced prohibition of PKA by about 60% and also obtained 
new information regarding the molecular mechanism of the photoregulation. However, this was not 
applicable to ERK that is a key PKA in the MAP kinase pathway regulating cell growth and mitosis.

研究分野：光生物学
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１．研究開始当初の背景 
 フォトトロピン（phot）は光屈性の光受容
体として 1998 年に米国のグループにより見
つけられた。その後、日本でスタートした特
定領域研究「フォトトロピン」により、phot が
光屈性以外にも、葉緑体光定位運動や気孔の
開口、葉の伸展や形態形成などの光受容体と
しても働くことが見つけられ、光合成活性の
最適化に重要な役割を果たすことが明らか
になった。これらの研究成果を基に、次の特
定領域研究「LOV 光受容体」がスタートし、
これらの光制御機構の解明および新たな phot 
類似光受容体の探索が行われ、同研究は 2009 
年度をもって終了した。報告者はこの二つの
研究に計画班代表として携わり、これらのタ
ンパク質の光受容分子機構を研究し多くの
研究成果を論文発表した。phot は N-末端側
に LOV とよばれる光受容ドメインを二つも
ち、C-末端側は Ser/Thr・キナーゼとなってい
る。phot は青色光により活性制御される
Ser/Thr・キナーゼである。報告者らは様々な 
コンストラクトの phot 試料を用いたキナー
ゼ解析系を作り、１）constitutive な活性をも
つ phot キナーゼを LOV2 が光制御すること、
２）LOV1 はその際の光感度調節すること、
などを見つけた。その後に発足した新学術領
域研究「植物環境感覚」の計画班代表として
研究を継続し、LOV ドメインの光反応、分
子構造、光反応にともなう構造変化を明らか
にした。その中で、キナーゼ活性制御に関わ
る主要な分子構造変化は LOV2 とキナーゼ
ドメインの間のヒンジ領域に起こり、活性化
には特に LOV2 の C-末端側に存在する J-
ヘリックスの光反応にともなうアンフォー
ルディングが重要であることを示した。これ
らの研究結果を基に、LOV2＋ヒンジ・モジ
ュールを用いて phot 以外の Ser/Thr・キナー
ゼの活性制御を行えないかと考え、これにチ
ャレンジしたが成功しなかった。新学術領域
研究の終了を機会に再チャレンジを考え申
請を行った。 
 
２．研究の目的 
 この phot キナーゼの光による活性制御機
構を応用して、まず１）in vitro のプロテイン
キナーゼＡ（PKA）活性の光制御系を作る。
２）得られた情報を基に、動物細胞の EGF（上
皮成長因子）および NGF（神経成長因子）刺
激応答に関わる MAP キナーゼ・カスケード
中の鍵キナーゼである ERK 活性を光制御で
きる in vitro 系を構築する。３）もしこれに
成功すれば、神経系株化培養細胞 PC12 に組
み込み、EGF 応答反応である細胞増殖および
NGF 応答反応である細胞分化の、二つの異
なる細胞機能を光によりコントロールでき
る系の作製を目ざすこととした。 
 
３．研究の方法 
 目的１）に関しては Jα−ヘリックスの構造
変化を応用して、２種類の PKA キナーゼ活

性光制御系の開発を試みた。１番目はシロイ
ヌナズナ phot2 の LOV2 とその Jα−ヘリック
スのＣ-末端に、PKA の活性阻害ペプチドで
あ る PKI を 結 合 し た タ ン パ ク 質
（LOV2-Jα-PKI タンパク質）を作製し、光照
射にともなう Jα−ヘリックスの構造変化によ
り PKI を PKA と相互作用させて活性阻害を
引き起こす、という方法である。２番目は PKI 
を LOV2 と Jヘリックスの間に挿入して
（LOV2-PKI-Jタンパク質）、同様な光による
PKA の活性阻害を引き起こす系を用いる方
法である。PKA の活性測定には HeLa 細胞由
来 PKA と蛍光色素標識 18 ペプチド基質を
用いる Pep-tag assay キット（プロメガ）を用
いた。目的２）に関しては PKA と同様な系
の作製を ERK について行った。ERK の活性 
化には、Thr と Tyr の二重特異性をもった
MAPK キナーゼ（MAPKK）である MEK
（MAP kinase/ERK kinase）による Thr183 及
び Tyr185 のリン酸化が必要なので、リン酸
化 ERK 試料は自前で調製もしくは購入して
使用し、PKI としてはよく知られている
MEK1 N 末端の 13 アミノ酸を含むペプチド
を用いることとした。当時 ERK の Pep-tag 
assay 系は使用できるものが無いので、基質
のリン酸化をリン酸化 Ser/Thr 抗体による検
出あるいは Phos-tag 電気泳動により検出を
試みた。以上１）、２）の研究の際に、同時
に様々な生物物理学的、生化学的、分子生物
学的手法を用いてその光制御機構を調べ、得
られた情報をフィードバックしてさらに効
率の良い光制御能をもつ分子の作製を試み
ることとした。３）に関しては、そこまで研
究が進捗しなかったので割愛する。 
 
４．研究成果 
 目的１）に関しては、２番目のPKI をLOV2 
と J ヘ リ ッ ク ス の 間 に 挿 入 し た
（LOV2-PKI-Jタンパク質）を用いて、青色
光照射により PKA のキナーゼ活性を約 60%
阻害する系の作成に成功したが、目的とする
90%以上の阻害効果には届かなかった。また、
同様な研究結果が先に論文発表されたため
に、この成果を論文の形にできなかった。そ
の代わりに目的としたキナーゼ活性光制御
機構を生物物理学的、生化学的、分子生物学
的手法を用いて調べた結果以下の二つの重
要な発見を行い、これらを論文２報で発表し
た。①キナーゼ活性制御に LOV2ドメインコ
アのN-末端側に存在するA’と呼ばれる短い
-ヘリックスと LOV2 コアの間の GAP と命
名した部分が重要な役割を果たす。②Jα-ヘ
リックスの C-末端側のキナーゼドメインと
の間に短い２つのα-ヘリックスをもつモジ
ュール、LAM と命名、が存在し、これもキ
ナーゼ光制御に重要な役割を果たす。しかし
目的２）に関しては、ERKのキナーゼ活性光
制御系の構築に成功しなかったため、目的
３）の研究には至らなかった。 
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