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研究成果の概要（和文）：植物の青色光受容体キナーゼであるフォトトロピンの分子内・分子間信号伝達機構の
解明のために、大腸菌から調整したシロイヌナズナphotの解析を行った。phot1 LOV2-STKの変異体のリン酸化活
性測定や分光解析から、リンカー領域にキナーゼ制御にかかわる複数のアミノ酸残基を見だした。また、LOV2の
N末端領域の変異体（K475A）のＸ線小角散乱解析から、光依存的な凝集体形成と解消がみられた。アミノ酸変異
によって、本来の構造変化ができず、凝集体を形成したと考えられる。LOV2のN末端領域やリンカーが分子内信
号伝達にかかわっている。

研究成果の概要（英文）：Phototropin (phot) is a blue light receptor in Plant. To elucidate 
intramolecular and intermolecular signaling mechanism, biochemical and structural analyses of 
Arabidopsis phot prepared from E. coli were performed. Some amino acid residues involved in the 
light dependent regulation of kinase activity were found in the linker region, by the mutation 
analysis of phot1 LOV2-kinase (LOV2-STK). The mutant in the N-terminal lateral region in LOV2 
(K475A) showed the light dependent aggregation and dissociation by small angle X-ray scattering. The
 substitution would prevent usual conformational changes between LOV2 and STK. The N-terminal in 
LOV2 and the linker is critical for intramolecular signaling in phot. 

研究分野： 光生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
植物の青色光受容体 phot は 700-1000 アミ

ノ酸残基からなる、光制御型のセリン・スレ
オニンキナーゼ（STK）である。phot の STK
活性制御は特徴的な光反応を有するLOVによ
って行われる。青色光によって、LOV に非共
有的に結合している FMN が、その近傍にある
システイン残基と一過的に共有結合を形成
（S390）すると、LOV2 の C末端側、リンカー
中の Jα-ヘリックスが構造変化し、STK 活性
が亢進されると考えられている。S390 は熱緩
和により数秒〜数分で元の状態（D450）に戻
り、STK 活性を抑制する。自己リン酸化した
phot は、基質蛋白質をリン酸化し、光信号を
下流に伝える（図１）。phot の光依存的 STK
活性制御機構は、光信号を生体信号に変換す
る重要なステップであり、分子レベルでの詳
細な理解が希求されている。シロイヌナズナ
（At）、ムギ、クラミドモナス（Cr）由来の
phot について生理・生化学的解析が行われて
きたが、生物物理学的解析は世界的にも進ん
でいない。特に立体構造に関しては、LOV の
解析だけである。その要因として STK を含む
試料評品の大量調製が困難な点が挙げられ
る。 
 申請者は大腸菌での phot の発現、精製方
法の改善により、At や Cr 由来の phot につい
て、最小機能ユニットである LOV2-STK や全
長蛋白質の調製法を確立した。これらの分光
解析、STK 活性、Ｘ線小角散乱（SAXS）によ
る構造解析により以下のような phot 分子内
信号伝達機構の解明に向けた２つの足場を
築くことが出来た。 
At phot1の自己リン酸化領域を人工基質とい
た LOV2-STK の活性測定系により、STK の青色
光強度依存性がLOVの光反応速度と相関する
ことを示した。さらに SAXS 測定から、At 
phot2 LOV2-STK では青色光依存的に LOV2 と
STK のドメインの相対位置が変化して分子が
伸張することを見いだした。At phot1 
LOV2-STKでもphot2と同様の構造変化を確認
した。 
Cr phot 全長の解析を可能にした。分光解析
と変異体解析、STK 活性測定、SAXS 解析から
LOV2とSTK間の構造変化が普遍的に活性制御
に関与している可能性を示した。この SAXS
解析は、phot 全長構造についての初めての報
告となった。At phot の知見とあわせると
LOV2-STK 間にある、天然変性領域として同定
されるリンカー領域がSTK活性の制御に重要
であることが強く示唆された。 
 一方、At phot の植物細胞内で phot が直接
リン酸化する基質蛋白質として、BLUS1 を気
孔開口経路で、TH1 を葉緑体定位運動で発見
している。BLUS1、TH1 とも、暗所で phot と
複合体を形成していることが示唆されてい
る。このような状況から、phot 光信号伝達機
構全貌の解明には、『リンカー領域の構造機
能相関の解明』、『分子間信号伝達への展開』、
『分子の時間的動態解析』が必須である。 

２．研究の目的 
植物の光情報伝達機構の一つ、迅速な応答を
可能にしているフォトトロピン（phot）リン
酸化信号カスケードの初期過程（光受容体
phot による基質のリン酸化）の分子内、分子
間信号伝達過程の分子機構を構造学的視点、
および時間的視点から明らかにすることが
ねらいである。phot 分子内信号伝達経路の探
索、phot-複合体の信号伝達における時間的
展開に注目し、光信号伝達機構全貌の解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
phot の構造機能相関に関わる時空間発展に
注意を払いながら生化学実験、SAXS、結晶構
造解析等の手法を用いて以下のことを明ら
かにする。 
（1）phot 分子内信号伝達に関わるアミノ酸
残基の探索。特にリンカー領域に注目し、信
号伝 達経路上に位置するアミノ酸残基
を見つける。 
（2）phot および phot との相互作用が知られ
ている BLUS1 や TH1 との複合体の構造解析を
行い、構造機能相 関を見いだす。 
（3）phot および、phot 複合体の光誘起によ
る分子動態の時間的展開の追跡を行う。 
これらにより、phot における青色光受容から
リン酸化シグナルカスケードに至る過程の
分子レベルでの信号伝達機構、信号伝播の時
間的展開を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）Phot1 LOV2-STK のリンカー領域のアミ
ノ酸残基をアラニンに置換した変異体のリ
ン酸化活性の解析を行った（図１）。 

His629, Ser630, Lys636 の変異体では、LOV2
の光反応には影響はわずかであったが、活性
の低下がみられたことから、これらのアミノ
酸残基が分子内情報伝達やキナーゼの制御
にかかわっていることが示唆された。トリプ
シンによるペプチドマップの解析では、
LOV2-リンカーのほうが LOV2-Jαよりも切断
が起こりにくく、リンカーが安定化にかかわ
っていると考えられた。また、リンカー領域
は、ヘリックスを形成していることが 2次構
造予測により示唆された。phot において、リ



ンカー領域がSTKの制御に重要な役割を担っ
ていることが考えられる。この成果は、
Kashojiya S. et. al. (2016)として学術誌
に発表した。 
 
（２）Cr_phot 全長の単体での結晶化を目指
し、キットによる初期スクリーニングを行っ
た。複数条件から結晶形成がみられたため、
結晶の最適化を試みた結果、30 µm 程度の結
晶を得ることが出来た。研究室所有の装置に
て結晶の反射を測定したが、結晶が小さいこ
とと結晶性が低いことから構造解析が可能
な散乱パターンが得られなかったため、
SP-ring8 BL32 ビームラインでの測定を行っ
た。回折パターンの解析から、結晶格子の大
きさが SAXS で得られた分子概形よりも小さ
いことがわかった。結晶が黄色を呈している
ことを考慮すると、ここで得られた結晶は、
分解した LOV1 もしくは LOV2 の結晶であった
と考えられる。At_phot2 全長についても、結
晶化条件の検討を行っているが結晶は得ら
れていない。Cr および At_phot2 は精製した
サンプルの分解が全長での結晶化の妨げに
なっている１つの要因であると考えられた。 
Phot が結晶化が困難なタンパク質である可
能性が考えられたため、クライオ電子顕微鏡
による構造解析を行った。この測定法では、
調整したサンプル溶液を凍結し、測定を行う
ため結晶化の必要がなく、サンプル分解の問
題も回避できる等の利点がある。測定条件検
討として酢酸ウランでのネガティブ染色で
の観察を At phot2 全長で行った。At phot2
全長の二量体と思われる、20 nm ほどの分子
が確認できた。この大きさは、SAXS 解析から
得られている分子の大きさに近い。クライオ
電子顕微鏡測定を行ったところ、ネガティブ
染色で見られたような分子は観察できなか
った。At phot2 の溶液が 0.5M の NaCl と 10％
（w/v）のグリセロールを含むことがクライ
オ電子顕微鏡観察の測定条件に適してない
ことが考えらえた。そこで、NaCl とグリセロ
ールを低濃度にし、タンパク質濃度 5mg/ml
で凝集が起こらない条件の検討を行ったが、
低濃度での凝集の回避できなかった。変異体
等を含めたサンプルの条件検討が必要であ
る。 
（３）phot1_LOV2-STK に関して、SPring-8 
BL45XU にて SAXS 実験を実施し、青色光依存
的な構造変化の解析をおこなった。さらに、
青色光・暗条件だけでなく青色光励起状態か
ら暗状態への時間分解解析も行った。過渡的
な構造変化を示すプロファイルを得た。
phot1_LOV2-STK では、phot2 と異なり 2量体
を形成していいた。青色光照射依存構造変化
は、phot2 と同じような LOV2 と STK ドメイン
間の配向の変化が示唆された。また、キナー
ゼ活性の低下が起こる LOV2 の N 末端領域の
変異体 K475A やリンカー領域の K636A 変異体
の解析も行った。 
K475A では、青色光照射依存的に分子の凝集

と暗所での凝集の解消が観察された（図２）。
凝集の解消は LOV2 の暗回帰に遅れて起こっ
ていた。アミノ酸残基の置換により、本来の
分子内信号伝達をする構造変化が起こらな
くなり、代わりに凝集が起こったものと考え
られる。LOV2 の N 末端領域が LOV2 での光受
容の信号をキナーゼに伝える上で構造的に
も重要な役割を担っていることが示された。
また、最小機能領域でのドメイン配向が
phot1 と phot2 とで異なることから、phot1, 
phot2 の全長の構造が異なることが示唆され
た。これらの結果は、Oide M. et. al. (2016) 
として学術誌に発表した。 

 
（４）Phot2 全長の自己リン酸化活性測定の、
non-RI 実験系としてリン酸基結合試薬を使
った検出法の検討を行った。リン酸化状態の
異なる phot2 の検出はできたが、光依存的な
自己リン酸化の検出はシグナルが弱くでき
なかった。調整したサンプルの比活性が低い
ことと光依存的ではないリン酸化部位のリ
ン酸化が多いことが検出を困難にしている
原因であると考えらえる。 
 
（５）phot2との相互作用が知らているBLUS1
と TH1 について、in vitro での複合体形成を
試みた。BLUS1、TH1 ともに大腸菌で発現させ、
精製することができた。調整したBLUS1やTH1
を精製した phot2 と混合後、ゲル濾過クロマ
トグラフィーによる溶出時間の違いにより
複合体形成の検出を行った。しかし、phot2
の溶出時間は変化せず、複合体は検出できな
かった。そこで、phot2/BLUS1、phot2/TH1 の
大腸菌での共発現系からのHisタグを使った
プルダウンアッセイを行った。しかし、複合
体の形成は見られなかった。BLUS1 はキナー
ゼドメインの C 末端側にテールを持ち、TH1
は N末端側に天然変性領域を持つ。これらが
in vitro の条件下では不安定で phot2との複
合体形成ができなかった可能性がある。 
 
（６）LOV ドメインの光反応サイクルの数理
モデルを基にして、LOV2-STK のリン酸化活性



についてのモデルの作成を行った。LOV2 の
S390状態がSTKの活性化状態であると仮定し、
基質のリン酸化の量が S390 状態の量に比例
すると近似して、光量の変化や LOV2 の暗回
帰速度の違いによる基質のリン酸化量を見
積もった。この見積もりが、以前得ていた
phot1 LOV2-STKとその変異体のリン酸化活性
の実験結果がよく一致したことから、上記モ
デルのような機構で LOV2 による STK 活性の
調節が行われていると考えられる（図３）。
この結果については学術誌（岡島、2016、光
合成研究）に発表した。 
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