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研究成果の概要（和文）：本研究では、情報生物学と機能測定実験を組み合わせることで、同じ共通祖先由来に
もかかわらず異なる機能をもったタンパク質群である光回復酵素/クリプトクロムファミリーの分子進化から機
能発現機構の解明を目指した。その結果、祖先型に近い機能を持つ蛋白質の特定とDNA修復に重要な機能メカニ
ズムの一端を明らかにした。また、これらの技術を利用して、他のタンパク質への応用も行い、ロドプシン類の
進化において新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, by combining information biology and functional measurement 
experiments, we aimed to elucidate the mechanism of function expression from the molecular evolution
 of the photolyase/cryptochrome family, which are proteins that have different functions despite 
having the same common ancestor. As a result, we clarified the identification of proteins with 
ancestral-type functions, and one of the important functional mechanisms for DNA repair.Moreover, 
utilizing these techniques, we were applied to other proteins, and new knowledge could be obtained 
in the evolution of rhodopsins.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、情報生物学と機能測定実験を組み合わせること、計算と実験を統合した新しい学問分野を切り開く研
究になった。また、これまで行われてきた研究とは異なるアプローチで、対象とする光回復酵素/クリプトクロ
ムファミリーの機能発現機構の一端の解明に貢献し、更なる発展の可能性を示せた。また、他のタンパク質への
応用することができることも示し、今後多くのタンパク質の研究に用いることができ、社会的にも意義のあるも
のだと言える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
私はこれまで、世界最高精度の光誘起赤外分光計測を駆使して光回復酵素の構造機能相関を
研究してきた。光回復酵素は、紫外線によって損傷した DNAを光のエネルギーを使って修復す
る酵素である。損傷 DNAには CPDと(6-4)光産物の 2種類が存在し、それぞれの基質に対する
光回復酵素が知られている。DNA光回復酵素の研究は、2015年のノーベル化学賞の対象に含ま
れるなど注目されているが、そのメカニズムはほとんどわかっていない。私は低温赤外測定や部
位特異的変異導入法を駆使することで、反応中間体の測定や光回復酵素間の機能転換に成功し、
光回復酵素の構造機能相関の一端を明らかにしてきた。ただ、これまでの研究は個々のタンパク
質における実験だけの研究のため、一般性をもたせるのは難しかった。そこで私は、これまで培
ってきた経験を生かし、さらに発展させるために、計算生物学という新しい分野でデータベース
を用いた統合的な研究と実験を組み合わせることで、タンパク質の機能発現機構を明らかにし
たいと考えた。 
 
 
 
２．研究の目的 
私がこれまで研究対象としてきた光回復酵素は、光回復酵素/クリプトクロムファミリーとい
うタンパク質群に属している。クリプトクロムとは、光・磁気センサーや概日リズムに関与する
タンパク質で、DNA修復能をもたない（Cashmore et al., Science 284, 760−765 (1999)）。しか
し、光回復酵素とクリプトクロムがアミノ酸配列や立体構造において高い類似性をもつにもか
かわらず、まったく異なる機能をもつ機構については不明であり、またどの機能が先に生まれた
のかも分かっていない。これらを議論するには『分子進化』を検証する必要があるが、個々のタ
ンパク質における実験だけの研究では検証はできない。現在、計算により祖先配列を再現し、実
際にタンパク質として発現する方法が検討されている（Yamagishi et al., J. Geography 112, 197
−207 (2003)）。『分子進化』を検証するには、データベースも用いた統合的な研究を行い、計算
により導き出された進化の跡を、実験により検証する必要がある。そこで本研究では、データベ
ースと機能測定実験を組み合わせることで、光回復酵素/クリプトクロムファミリーの分子進化
から機能発現機構を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
データベースから光回復酵素/クリプトクロムファミリーの遺伝子情報を集め、系統樹を作成
することで、共通祖先配列を推定した。そして、光回復酵素/クリプトクロムファミリーは現在
さまざまな機能を担っているが、推定された祖先配列のタンパク質を復元し、その機能を測定す
ることで、共通祖先がどのような機能をもっていたのか実験的に検証することができる。さらに、
系統樹上で機能が分岐する点における異なるタンパク質同士を比較することで、それぞれの機
能に重要な部位のアミノ酸を抽出した。 
具体的には、各異なる機能をもつ配列群の代表をそれぞれ 2~3 配列選び、類似配列を検索でき
る BLAST を用いてデータベースから現在見つかっている全ての光回復酵素/クリプトクロムファ
ミリーのアミノ酸配列を取得した。その後、タンパク質立体構造情報をもとにアライメントを行
う ALAdeGAP 法を用いて光回復酵素/クリプトクロムファミリーのアライメントを行い、近隣結
合法やベイズ法を用いて系統樹を作製。その後、研究協力者である由良敬教授の研究室で独自に
開発した全ての分岐点の配列を推定するプログラムを実行することで、祖先配列を推定した。 
タンパク質の復元及び DNA 修復活性の機能測定は、先ず、推定した祖先配列を企業に合成して
もらい、発現用の遺伝子を作製し、大腸菌を用いて発現条件の検討を行った。一般的に、祖先型
のアミノ酸配列は細胞の構造などが単純な生物に由来するアミノ酸配列に近づいていくことが
期待されるので、大腸菌系での発現が可能であると考えられる。または、タンパク質が構造を形
成しないなどの問題に対しては、祖先配列の推定へのフィードバックを行い、アミノ酸配列の改
変を検討した。 
さらに、機能が異なる配列群または同じ機能をもつ配列群と各機能の分岐点の配列と比較し、
保存性の高い配列または異なる配列から、それぞれの機能に重要な配列情報を抽出した。また、
ALAdeGAP 法を用いることでより正確なホモロジーモデリングを行うことができるので、この構
造情報上に得られた配列情報をマッピングすることで機能に必須なアミノ酸部位を見出した。
そのアミノ酸部位が本当に機能に重要なのかは、その機能をもつ配列ともたない配列それぞれ
に変異導入し、機能測定することで確認を行なった。 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
本研究では、データベースと機能測定実験を組み合わせることで、遺伝子修復、光線センサー
や概日リズムの一部を担う機能をもち、同じ共通祖先由来にもかかわらず異なる機能をもつタ
ンパク質群である光回復酵素/クリプトクロムファミリーの分子進化から機能発現機構を明らか
にする。また、これらの技術を利用して、他のタンパク質への応用も行った。本研究成果を以下
に記述する。 
 
1.光回復酵素/クリプトクロムファミリーの祖先配列の推定を行った。その結果、共通祖先は CPD
を修復する CPD 光回復酵素に近いことが示唆された。次に、推定した祖先配列を遺伝子合成し、
大腸菌による共通祖先配列の発現を試みたが、多くの祖先配列で発現は確認できたものの構造
を保った状態で回収することができなかった。この原因として、推定された祖先配列の長さやア
ミン酸の存在比率が、既存のものと大きく異なっていることが考えられた。また、古環境に適応
したタンパク質である祖先配列は、嫌気下や現在の環境とは異なる環境に適応している可能性
があり、通常の培養・精製方法では、目的タンパク質を回収できなかったのではないかと考えて
いる。そのため、現在発見されている光回復酵素/クリプトクロムファミリーの遺伝子だけでは、
正しい構造を形成できる祖先配列を推定し、網羅的に機能解析を行うことは難しいことがわか
った。 
 
2.光回復酵素の機能が何故生み出されるのか明確な答えは出ていない。そこで、(6-4)光回復酵
素について、機能に重要な配列情報を抽出し、活性サイト近傍にある Lys 残基が重要であること
を提唱した。これを検証するため、変異体を用いたフーリエ変換赤外分光測定を行った。その結
果、Lys の Ala と His 変異体において DNA 修復が見られず、初めて完全に DNA 修復能が無くなる
変異体を見出した。また、Arg と Gln に置換した変異体では修復能は下がったが、機能は保持す
る結果を得た。さらに、理論計算から、活性部位の水素結合環境は、DNA 修復能がある変異体と
無い変異体で大きく異なることが示された。これらの結果から、活性部位にある Lys は DNA 修復
を実現するために必要な水素結合環境を安定化している事が明らかになった。 
さらに、この知見から(6-4)光回復能をもたない CPD 光回復酵素に (6-4)光回復能を生む可能
性があり、Lys 残基を含む周辺ドメインを入れ替えたキメラタンパク質の作製を複数種類試みた。
しかし、作製したキメラタンパク質は、フラビンを保持しない構造が崩れたものがほとんどであ
った。その原因は、光回復酵素/クリプトクロムファミリーの構造を保持するための必要十分条
件がわかっていないことが大きな問題であり、この点については、今後も検討していきたいと考
えている。 
 
3.目的タンパク質である光回復酵素/クリプトクロムファミリー以外にも本研究手法が適応でき
ることを示すため、大量の配列を比較計算する技術を駆使して、ロドプシン様タンパク質の解析
を行った。ロドプシンは一般的に発色団レチナールを結合するために、タンパク質内部に保存性
の高い Lys 残基を持っている。しかし、アミノ酸配列はロドプシンと相同性を示すものの、この
Lys 残基を保存していない配列も多く見つかっているが、その詳細は不明であった。今回のこの
Lys 残基を持たないロドプシン様タンパク質に、Lys 残基とカウンターイオンになる Asp を導入
することで、プロトンポンプ機能を復活させることに成功した。さらに、系統解析の結果、Lys
残基を保存していない配列の分布と他のロドプシン様タンパク質との関係性を示し、進化の面
で新たな知見を得ることができた。 
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