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研究成果の概要（和文）： 
本研究課題では、植物において様々な光応答を制御する赤／遠赤色光受容体・フィトクロムと
似て非なる新規光受容体群シアノバクテリオクロム (CBC) の網羅的解析を行った。シアノバ
クテリオクロムはフィトクロムとは異なり、多様な分光特性を持つ。特に、緑／赤色光受容体・
AnPixJ に着目し、構造解析・詳細な分光解析を行い、それ以外の CBC についても網羅的解析
を推し進めることで、開環テトラピロール結合型光受容体の光変換機構について、理解を深め
ることができた。 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, I performed comprehensive analysis of novel photoreceptor superfamily, 
cyanobacteriochrome that is distinctive relative of the plant red/far-red photoreceptor, 
phytochrome. Cyanobacteriochromes have diverse spectral properties. Among these, 
structural and various spectral analyses such as time-resolved and FTIR measurements of 
AnPixJ were performed. Further, other various cyanobacteriochromes are comprehensively 
analyzed. As a result, I could provide valuable insights into the photoperception 
mechanism of linear tetrapyrrole-binding photoreceptors including phytochrome.  
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１．研究開始当初の背景 
光合成生物にとって光は最重要な情報であ
り、複雑な応答機構が予想される。植物のフ
ィトクロムは、開環テトラピロールを結合し、
赤/遠赤色光受容体として様々な光応答に関
わる。シアノバクテリアにおけるフィトクロ
ムのホモログはフィトクロムの色素結合 GAF
ドメインと似て非なる GAF ドメインを持ち、

シアノバクテリオクロム (CBC) と呼ばれて
いる。それらの中で、我々の研究グループに
より、TePixJ が青/緑色光吸収型間の光変換
を示す走光性の新規光受容体として同定さ
れた。さらに、私の研究により、新たな CBC
が続々と同定され、緑/赤色光吸収型間、紫
外〜紫/緑色光吸収型間の光変換を示す光受
容体が見出された。つまり、従来型のフィト
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クロムを含め、紫外から遠赤色領域まで広範
囲の光受容が示された。これら CBC は同じ色
素を結合しながら、色素の異性化や共役系の
変化により吸収波長を多様化していた。 
２．研究の目的 
本研究課題では、CBC の更なる解析により、
フィトクロム型光受容機構の普遍的・特異的
側面の理解を目指す。その目標に対して、私
は二つのストラテジーを適用する。緑/赤色
光受容体・AnPixJ の“縦断的”網羅解析と多
様な CBC の“横断的”網羅解析である。前者
は「狭く深く」を、後者は「広く浅く」を目
指し、互いの解析を補完し合う。さらに配列
比較により光反応機構を予測し、部位特異的
変異導入や新たな CBCの解析により検証する。 
３．研究の方法 
本研究課題では、AnPixJ の縦断的網羅解析
とそれ以外のシアノバクテリオクロム 
(CBC) の横断的網羅解析という二つのスト
ラテジーと適用し、フィトクロム型光受容機
構の解明を目指した。AnPixJ はタンパク質
が大量に安定的に調製できるため、詳細な分
光解析（低温分光・ラマン分光・FTIR・NMR
など）と結晶構造解析を行い、光応答機構の
全容解明を目指した。一方、それ以外の CBC
に関しては、基本的な生化学解析・分光解析
を網羅的に行い、それぞれのタンパク質の機
能分類を行った。両者の研究成果とそれぞれ
の配列比較から見出された仮説について、新
たな CBC の解析や部位特異的変異導入解析
により検証した。 
４．研究成果 

(1) AnPixJの縦断的解析： 

   AnPixJの色素結合 GAFドメインの赤色

光吸収型（Pr）の結晶構造を 1.8 Åの高分解

能で決定した（図 1）。その結果、色素とアポ

タンパク質はそれぞれ、フィトクロムの Pr

型とよく似ていたが、アポタンパク質に対す

る色素の相対的な結合位置は異なり、色素結

合ポケットは両者で全く異なっていた。特に、

フィトクロムにおいて、C 環の窒素にプロト

ンを供給し、A, B, C 環の窒素に水素結合し

ている水分子が AnPixJ には存在していなか

った。AnPixJでは、アスパラギン酸残基が水

素結合を形成し、かつ、プロトンドナーとし

ても機能し、独自のプロトネーション機構が

存在することが示唆された。また、AnPixJ独

自の Pg 型が形成されるのに重要だと示唆さ

れるアミノ酸を Pr型の結晶構造から推測し、

部位特異的変異導入解析を行った。その結果、

トリプトファン残基が Pr 型だけでなく、Pg

型の形成にも重要な役割を果たしているこ

とが示唆された。Pr 型の結晶構造と分光的特

徴から、 AnPixJの Pr型の色素はプロトン化

されている可能性が示唆されたため、Pr 型の

吸収スペクトルの pH依存性を調べたところ、

塩基性バッファーで は、Pr 型の Qy バンドの

吸光係数が有意に低下し、Pr 型がプロトン化

されていることが確かめられた。先行研究の

時間分解吸収変化測定から、Pg型から Pr型、

Pr 型から Pg 型への変換過程それぞれの中間

体が得られている。低温で中間体をトラップ

する実験も行っており、Pr 型から Pg 型への

変換においては、時間分解とほぼ同様な中間

体が得られた。一方、逆反応では、時間分解

ではトラップできなかった新たな中間体が

得られている。 

 

 
図 1. AnPixJ GAFドメインの構造 
 

   AnPixJの色素結合 GAFドメインのアポ

タンパク質を精製し、フィコシアニン色素と

再構成することにより、タンパク質と色素と

のフォールディング過程を解析した。その結

果、再構成直後に、AnPixJ の Pr 型よりも長

波長のピークを持つ中間体が観察され、その

後速やかに Pr 型が形成された。また、安定

同位体ラベルされた色素と再構成したホロ

タンパク質の FTIR 解析を行い、Pg 型から Pr

型への光変換過程で、アミノ酸のカルボン酸

のプロトン脱離反応が起こっていることが

示唆された。Pr型の結晶構造と考え合わせる

と、Pr型において、アスパラギン酸のカルボ

ン酸のプロトンが色素に付加していたもの

が、Pg 型において脱離していることを反映し

していると示唆された。さらに、中間体の

FTIR 解析も行っており、AnPixJ の光変換過

程を詳細に解析できている。現在、安定同位

体ラベルされた色素と再構成したホロタン

パク質の NMR 解析を進めるための準備中で、

より詳細な反応メカニズムの解明が期待さ

れる。 

 

 (2) 他の CBC-GAF ドメインの横断的解析： 

①推定概日リズム光センサーである、SyCikA

の GAFドメインをシアノバクテリアと大腸菌

からそれぞれ精製し、その分光特性を調べた。

その結果、ともに紫色光吸収型から黄色光吸

収型への片方向光変換とその逆方向への暗

反転を示すという、特異な分光特性であった。



 

 

結合している色素は、TePixJ や SyPixJ1 と似

たフィコビオロビリンだと推測された。 

②走光性の光受容体である SyPixAについて、

生化学・分光解析を行った。SyPixAをシアノ 

バクテリアとフィコシアノビリンを合成す

る大腸菌のそれぞれから精製し、分光特性を

調べたところ、ともにフィコビオロビリンを

結合し、紫色光吸収型と緑色 光吸収型の間

の可逆的な光変換を示した。これらの分光特

性は先行研究の TePixJとよく似ている。

TePixJと SyPixAは色素績合ドメイン全長で 

は保存性が低いが、TePixJの分光特性に重要

な役割を果たすシステイン残基が保存され

ており、局所的なアミノ酸が分光特性を決定

していることが示唆された。 

③好熱性シアノバクテリアに存在する新規

CBC Tlr1999 について分光特性を解析したと

ころ、青／緑色光変換型であったが、通常の

緑色光吸収型よりも短波長シフトしていた。

さらに、青／緑色光変換型 GAFドメインにお

いては、高度に保存された第二の Cys残基が

過渡的に色素に共有結合することで青色光

吸収型ができると考えられている。Tlr1999

において、IAA という Cys をブロックする試

薬を加えることで、確かに青色光吸収型がで

きず、その代わりに長波長吸収型が生成され

たことから、やはり第二の Cys残基が過渡的

に共有結合することで短波長吸収の青色光

吸収型が形成されることが強く示唆された。 

 以上の解析から、CBC の光受容機構につい

て、システインの色素への脱着やプロトンの

色素への脱着が重要な役割を果たしている

ことが示唆された。これらの解析結果は、フ

ィトクロムを含めた開環テトラピロール型

光受容体の光感知機構を理解する上で、非常

に重要な知見といえる。 
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