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研究成果の概要：固着生活を送る植物は光を重要な環境情報として用いており、進化の過程で

主に赤色光領域の光受容体であるフィトクロムとフォトトロピンなどの複数の青色光受容体を

獲得してきた。本研究ではフィトクロムの結晶構造解析を目指して研究を行ったが結晶を得る

ことができなかった。結晶化条件スクリーニングで幾つかの有望な結果を得て引き続き研究を

行っている。一方、当初目的にはなかったが、フォトトロピンに関して、シロイヌナズナの 2
種類のフォトトロピンの光受容ドメインの一つである LOV1 の結晶構造解析を行い、LOV ド

メインの初めての二量体構造を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 フィトクロムは色素タンパク質で、常温で

安定な赤色光吸収型Ｐr、および遠赤色光吸収
型Ｐfrのいずれかの状態をとり、その間を可
逆的に光変換することができる。Ｐfr が生理
反応を誘き起こす活性型であり、可逆的な光
スイッチとして働くと考えられてきた（図
１）。高等植物には、Ａ型（phyA）からＥ型

 
固着生活をおくる植物は、環境変化を正確

に感知し、それに対して適切に応答して、発
芽・成長し、効率よく光合成を行い、開花・
結実して子孫を残さなければならない。光は
重要な環境要因の一つであり、いずれの過程
にも光による制御機構が働いている。フィト
クロムは、これらの光形態形成反応の主要な
光センサーの一つであり、今から約 55 年前
に見つけられて以来、世界中で多くの生理学
的研究が成されてきた。 
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本研究申請前年の 2005 年、世界初のフィト
クロム  sensory ドメインのＰr 型の部分
（PAS-GAF 部分）立体構造が発表された
（Wagner et al, Nature  438, 325-331, 
2005）。この研究で用いられたのは、放射線
耐性菌の DrBphP と呼ばれるタイプⅡのバ
クバクテリオフィトクロムで、発色団は植物
フィトクロムと異なりフィトクロモビリン
ホモログのビリベルジンであり、結合場所も 
GAF ドメインでは無く N-末端 PAS ドメイ
ンである（図２下）。発表された結晶構造（図
３上、PDB データ 1ztu より作成）の大きな特
徴は，PAS（紺色）および GAF ドメイン（橙
色）間の相互作用面で，発色団結合システイ
ンを含む N-末端フラグメントが、GAF ドメイ
ンから投げ縄の様に延びたループをくぐり，

（phyE）まで５種類のファミリーの存在が知
られている。植物フィトクロム分子はホモダ
イマー構造をとっており、モノマー分子は大
まかに、N-末端側の光受容に関わる sensory
ドメインと、C-末端側の光シグナル伝達に関
わると考えられている regulatoryドメイン
に分けることができる。sensoryドメイン内
にはGAFと呼ばれるドメインが存在して、保
存されたシステインに開環テトラピロール
発色団（フィトクロモビリン）を共有結合し
ている.そのN-末端にPASドメインおよびC-
末端側にフィトクロム特異的なPHYドメイ
ンが存在する（図２上）。 
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究ではこれらの立体構造解析を目的とした。 

 
．研究の目的 
DrBphPも、植物フィトクロムとよく似

た吸収スペクトル変化を示すことから、発
色団結合サイトの差異にも拘わらず、植物
フィトクロムとタイプⅡバクテリオフィト
クロムの発色団結合ポケットの立体構造は
似ていると考えられる。しかし、京大の長
谷らのグループにより、シロイヌナズナＢ
型フィトクロム（phyB）で、センソリード
メインが光反応のみならずシグナル伝達機
能 も 保 持 す る こ と が 示 さ れ て お り
（Matsushita et al., Nature, 2003）、セン
ソリードメインの可逆的光反応の分子機構
を解き明かすことから、光シグナル伝達機
構解明の糸口をつかめる可能性もある。以
上の様に生物物理学のみならず植物生理学
にとっても重要な結果を与えると考えられ
る。バクテリオフィトクロムに比べて重要
度が圧倒的に高い植物フィトクロムの 
sensoryドメインの構造解明は、急務である
と考えられた。さらにヒスチジンキナーゼ
とは異なるシグナル伝達メカニズムをもつ
regulatory ドメインを含む植物フィトク
ロム全長構造を解明することは、フィトク
ロム研究者にとって長年の夢である。本研
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近年、ゲノムプロジェクトの進展にともな

い、シアノバクテリア等の光合成細菌、さら
には非光合成性細菌などにもフィトクロム
様タンパク質が見つかり、これらはバクテリ
オフィトクロムと総称されている。バクテリ
オフィトクロムの regulatoryドメインの多
くはヒスチジンキナーゼモチーフをもち、二
成分系を介したシグナル伝達に関与してい
ると考えられる。一方、その sensoryドメイ
ンには、植物フィトクロム同様に発色団を 
GAFドメイン内の保存されたシステインに
結合するシアノバクテリアのCph1 などのタ
イプⅠ(図２中)と、GAFドメインでは無くN-
末端の PASドメインに保存されたシステイ
ンに結合するタイプⅡ（図２下）の２種類が
存在する。 
フィトクロムの可逆的な光反応は、高等動

物ロドプシンのベクトル的あるいはバクテ
リオロドプシン、PYP などのサイクル的な光
反応と異なり、二つの準安定状態間を相互変
換し、トリガーではなくスイッチとして働く
というユニークな性質を持つ点で注目され
ている。これは植物に必要な光情報およびそ
の処理システムの特徴、例えば光による遺伝
子発現制御などの分子機構の特徴を反映し
ていると考えられる。植物およびバクテリオ
フィトクロムともに sensory ドメインのみで、
全長フィトクロムと同様な可逆的な吸収ス
ペクトル変化を示すことから、光反応の可逆
性に関わる分子パーツは、総て sensory ドメ
イン内に存在すると考えられ、その立体構造
および光反応にともなう構造変化の解明が
期待されていた。 

 
３．研究の方法 
 発色団を結合した光変換活性をもつホ
ロタンパク質は以下の三通りの方法で調
製を試みた。１）アポタンパク質を大腸菌
発現系で調製した後に、フィトクロモビリ
ンアナログ発色団であるフィコシアノビ
リンと再構成し、発色団を結合したホロタ
ンパク質を精製して用いる。２）フィコシ
アノビリン発現系をもつ大腸菌内でアポ
タンパク質を共発現させ、大腸菌内でホロ
タンパク質を作らせる。以上の二つにシロ
イヌナズナフィトクロム B を用いた。３）



これ以外にアラスカエンドウ黄化芽生え
より生化学的に調製した large（N-末端の
約 60 アミノ酸残基、NTS,を欠損）フィト
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する純品の充分量の調製に成功してい
) 黄化芽生えからの生化学的調製 
1)、2)の試料調製法が暗礁に乗り上げた

めにアラスカエンドウ黄化芽生えからの
large フィトクロム A の調製を試み、純品を
得て、クリスタルスクリーンキットを用いた
結晶化条件のスクリーニングを行った。幾つ
かの結晶化条件で有望な結果を得

クロム A も用いた。 
(1) 再構成系を用いる方法
・アポタンパク質の調製 
大腸菌を用いた発現系では全長フィトクロ
ム B は、大部分が不溶性画分に行くために調
製が非常に難しくこれは取り扱わなかった
シロイヌナズナ phyB センソリードメイン
は N-末端より 651 アミノ酸残基（N651）で
ある。また、phy ドメインを欠く 450 アミノ
酸残基（N450）を発色団と再構成すると、
N651と良く似た紫外-可視吸収差スペクトル
を示すので、N450 はＰr/Ｐfr 可逆的な光変
換を持つ光分子スイッチの最小単位と言え
る。さらに N450 から上記 NTS を欠損させ
た N450Δは、Ｐr と褪色した吸収スペクトル
を示す吸収型中間体（meta-Rc）との間を可
逆的に光変換反応することが報告されてお
り、可逆性という意味では N450Δも保持し
ていることになる。さらにこのコンストラク
トから PAS を欠損（N450Δ2）させても、
発色団結合能をもつことが知られているが、
その光反応に関しては詳細なデータが無く
この中に可逆性の分子基盤の一部が存在す
る可能性もある。 以上の４種類のコンスト
ラクトを GST 融合タンパク質として大腸菌
発現系により発現させ、グルタチオンカラム
で精製後トロンビンカッ

未だ結晶化には至っていない。 
) フォトトロピン LOV1 ドメインの結晶化 
フィトクロムが赤色光域の光センサーで

あるのに対して、フォトトロピンは植物の青
色光受容体で、光屈性の光受容体として見つ
けられ、その他光合成活性の最適化を行う光
制御反応の光受容体としても働くことが明
らかになり注目されている。フォトトロピン
分子 N-末端側に、PAS ドメインサブファミ
リーである LOV ドメインと呼ばれる光受容
ドメインを二つ、それぞれ LOV1 と LOV2、
C-末端にセリン/スレオニン・キナーゼドメイ
ンをもち、光により制御されるタンパク質リ
ン酸化酵素の機能をもつ(図４)。LOV ドメイ
ンは FMN を発色団として非共有的に結合し
ているが、GAF ドメインとよく似たα/βフ
ォールドを持ち、発色団ポケットの位置もよ
く似ている（図３下、オート麦 phot1-LO

 
図３ 

パク質の精製を行う。 
・フィコシアノビリンとの再構成 
 再構成用の発色団はフィトクロモビリン
アナログの一つであり、調製の容易なフィコ
シアノビリン（PCB）を用いた。PCB はフ
ィコシアニンよりメタノリシスで精製し、
Lagarias and Lagarias, 1989 の方法で行っ
た。植物フィトクロムアポタンパク質はバク
テリオフィトクロムと異なりと PCB との再
構成効率が低く、光活性を持たない分子種の
混入率が高いという問題点を持つ。分光学的
な測定ではこれは問題にならないが、結晶化
に供する純度の試料を得るために、純品の精
製が必要である。様々なカラムクロマトグラ
フィーによる精製を試みたが、未だ結晶化に
供する
い。 
(2) 共発現系を用いた試料調製 
 当研究室では、バクテリオフィトクロムの
一つ PixJ1 の GAF ドメインの研究で、PCB
共発現系をもつ大腸菌を作成し、PixJ1 に特
有の青色光吸収型-緑色光吸収型間を可逆的
に光変換する GAF ドメインの調製に成功し
ている。この PCB 発現大腸菌を用いて、上
記アポタンパク質のコンストラクトを共発
現し、大腸菌内でホロタンパク質の再構成を
目指したが、1)と同じ理由で未だ結晶化に供



上記フィトクロムの結晶化に挑戦している
のと同時期に、大腸菌発現系を用いて調製し
たシロイヌナズナの 2種類のフォトトロピン、
phot1と phot2 の LOV1の結晶構造解析に成
功した。本来の研究目的とは異なるが、ここ
でこの結果も取りあげたい。 

 
図４ 

 
４．研究成果 
(1) シロイヌナズナ phyB センソリードメイン 

現在までの所シロイヌナズナのフィトク
ロム Bセンソリードメインの 4種類のポリペ
プチドについては、純品精製に成功して居ら
す引き続き研究を継続中である。 
(2) アラスカエンドウlargeフィトクロムA  
 精製試料を用いて結晶化条件のスクリー
ニングを行い、幾つかの有望な条件が浮かん
できたのでこれをさらに詰める実験を行っ
ている。その最中に、タイプⅠのバクテリオ
フィトクロム（図２中）の一つであるシアノ
バクテリア Cph1 のセンソリードメインの結
晶構造が報告された（Essen et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2008）（図３中、PDB デー
タ 2vea、紺色：PAS ドメイン、橙色：GAF
ドメイン、紫色：PHY ドメイン）。どちらも
Pr 型の結晶構造であるがタイプⅠの GAF ド
メイン中の発色団ポケットとタイプⅡの
PAS と GAF との間に存在する発色団ポケッ
トの構造および発色団の構造がかなり異な
っていることが解る。regulatory ドメインが
同じヒスチジンキナーゼである二種類のバ
クテリオフィトクロム間の、これらの差異を
見ると、シグナル伝達様式の全く異なる高等
植物フィトクロムの構造解析の重要性が改
めて示された。参考のため図５に、シロイヌ
ナズナ phyB の PAS（紺色）、GAF（橙色)、 
PHY（紫色）ドメインの立体構造予測モデル
を示す。図 4 中の Cph1 と比べて GAF ドメイ
ンの構造がかなり異なっているのがわかる。 
 
 図５ （http://swissmodel.expasy.org/） 

結晶構造解析は地道な長い努力が必要であ
り、現在も研究は継続している。 
(3) シロイヌナズナ phot-LOV1 ドメイン 

フォトトロピンキナーゼの光による活性
制御には主として LOV2 が分子スイッチの役
割を果たし、LOV1 は光感度調節とダイマーサ
イトとして働くと考えられていたが、これま
で提出されたデータで LOV1 のダイマー構造
を示す物は結晶構造を含めて無かった。我々
は、シロイヌナズナの phot1 と phot2 の LOV1
の結晶構造を解き、これらが 5本βストラン
ドからなる反応平行βシートからなるβス
カフォールドで逆向きに結合して二量体を
作っていることが解った（図６）。興味深い
ことに phot1 の LOV1 ダイマーでは、保存さ
れたシステインが S-S結合を形成できる距離
にあり、ダイマー構造が S-S 結合により安定
化されているのに対して、phot2 では対応す
るシステムの位置が遠すぎて S-S結合が形成
できない（図６のボールモデル）。Phot2 では
phot1 のシステインの位置にスレオニンが有
り、水素結合を介したダイマー安定化機構が 

 
 図６ 
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働いていると考えられる。これらのダイマー

のダイマー安定度化
機
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