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研究成果の概要（和文）：本研究は、光活性化アデニル酸シクラーゼ（PAC）の活性化メカニズ

ムを明らかにするとともに、その細胞工学的応用を発展させるべく企画されたものである。本

研究において、硫黄細菌 Beggiatoa が持つ類似タンパク質（BsPAC）が大腸菌において機能発

現することが示され、アミノ酸置換変異体の解析により光シグナル伝達に重要なアミノ酸残基

の幾つかが特定された。 
 
研究成果の概要（英文）：This research is aimed at elucidating the activation mechanism of 
photoactivated adenylyl cyclase (PAC), thereby promoting biotechnological application of 
the enzyme. We demonstrated that a bacterial homolog of PAC from Beggiatoa (BsPAC) 
showed light dependent activity of adenylyl cyclase in E. coli. By analyzing the functions of 
BsPAC mutants, we identified several amino acid residues that have important roles for 
intramolecular signal transduction of the photoactivated enzyme. 
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１．研究開始当初の背景 
報告者らは、単細胞鞭毛藻ミドリムシ
（Euglena gracilis）の光感受部位から分子量
約 40 万のフラビンタンパク質を精製し、こ
れが青色光で活性化されるアデニル酸シク
ラーゼであることを示すとともに、光回避反
応のセンサーとして機能することを示した
(Iseki, M. et al. (2002) Nature 415, 1047-1051)。
光活性化アデニル酸シクラーゼ（ PAC, 
Photoactivated adenylyl cyclase）と名付けられ

たこのタンパク質は、互いによく似た 2 種類
のサブユニット（PAC, PAC）から成るヘテ
ロ四量体で、それぞれのサブユニットにはフ
ラビン結合ドメイン（F1, F2）とアデニル酸
シクラーゼ触媒ドメイン（C1, C2）が交互に
2 箇所ずつ存在する。F1, F2 に類似した配列
は、紅色光合成細菌の光センサーAppA や藍
藻の光センサーPixD 等にも存在し、BLUF (a 
sensor of blue light using FAD)ドメインと称さ
れて、多くのバクテリアに存在することが知
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られている。バクテリアの BLUF ドメインは
組換えタンパク質の発現・精製が比較的容易
であったため、国内外において分光学的解析
ならびに結晶構造解析が精力的に行われ、光
受容の初期過程についての理解は大きく進
んだ。しかしながら、これらの多くは構造が
単純で、他のタンパク質との相互作用を想定
せざるを得ないため、光センサーとしての出
力の仕組みについては殆どわかっていなか
った。PAC はそれ自身がアデニル酸シクラー
ゼ活性という普遍的かつ明瞭な出力機能を
持っていることから、光受容から出力に至る
までを総合的に検討し得る光センサータン
パク質として注目されていたものの、報告者
らを含め複数のグループが努力を重ねてき
たにも関わらず、PAC 本来の活性を保持した
十分量の組換えタンパク質は得られておら
ず、この分野での研究は難航を極めていた。
この状況を打破するためには、より単純な
PAC 類似タンパク質を使うのが早道と考え
てその探索を開始し、ミドリムシ近縁種から
多くのホモログを得たものの、やはり本来の
活性を保持した組換えタンパク質を得るこ
とはできなかった。一方、最近公開された硫
黄細菌 Beggiatoa sp.のゲノム上に BLUF ドメ
インとアデニル酸シクラーゼ触媒ドメイン
を一つずつ持つ遺伝子が見出され、この配列
を精査したところ、以下の３項が明らかとな
った。すなわち、(1)触媒ドメインの系統解析
を行うと、PAC の C1, C2 と同じクレードに属
する。(2)BLUF ドメインおよび触媒ドメイン
が PAC の F2 および C2 に類似するばかりで
なく、それらを繋ぐリンカー領域も類似して
いる。(3)PAC においては C1 と C2 に分かれ
て存在する触媒機能上重要なアミノ酸残基
が Beggiatoa では触媒ドメイン内に全て保存
されており、ホモダイマーとして機能すると
推定される。以上の事柄は、Beggiatoa の遺伝
子が PAC の祖先型としての性質を備えてい
ることを示すものであり、光で活性化される
アデニル酸シクラーゼとして機能すること
が期待された。しかも、原核生物由来である
ため大腸菌等の発現系に良く適合し、その構
造の単純さから活性の発現も容易であると
考えられた。そこで本研究ではこの遺伝子が
コードするタンパク質（BsPAC と仮称する。）
の構造と機能を解明することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、光で活性化されて cAMP を産生す
るユニークな光センサータンパク質、光活性
化アデニル酸シクラーゼ（PAC）の活性化メ
カニズムを明らかにするとともに、その細胞
工学的応用を発展させるべく企画したもの
である。本研究においては、PAC の祖先型と
考えられる、硫黄細菌 Beggiatoa が持つ類似
タンパク質（BsPAC）を用いて大腸菌におけ

る大量発現・精製を行い、分光学的解析なら
びに酵素学的解析を行う。さらに、異種細胞
において BsPAC を発現させ、光による細胞機
能の制御を試みる。これらにより、生物物理
学上の重要課題である光センシングの機構
解明に貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸菌における BsPAC の大量発現・精製  
 BsPAC の遺伝子が見出された硫黄細菌
Beggiatoa sp. PS 株は培養が困難とされてい
るため、発現のための遺伝子は外部委託の全
合成により取得する。この遺伝子には両端に
BamH I 切断部位と Sal I 切断部位を導入して
おき、大腸菌用の発現ベクター（pET, pCold, 
pGEX 等）にクローニングする。これらで
BL21 株等の大腸菌を形質転換して、定法に
より発現を行う。pCold や pGEX 等の可溶性
発現を意図したコンストラクトについては、
発現させた大腸菌の可溶性画分からアフィ
ニティクロマトグラフィーでタンパク質を
精製し、紫外／可視吸光分析によりフラビン
結合性を評価する。一方、pET ベクターを用
いたコンストラクトでは、発現タンパク質の
殆どが不溶性となるため、封入体を精製し、
塩酸グアニジン等で変性溶解後にリフォー
ルディングを行って、フラビン結合性の回復
を図る。フラビンを結合したタンパク質標品
が得られたら、エンザイムイムノアッセイに
より酵素活性の評価を行う。 
 
(2) 大腸菌における BsPAC の機能発現 
 BsPAC 遺伝子を挿入した発現ベクターを
用いて大腸菌のアデニル酸シクラーゼ欠損
変異株の機能相補を行う。アデニル酸シクラ
ーゼ活性の評価は、ラクトース代謝による有
機酸生成を MacConkey agar の pH 指示薬でモ
ニターすることで行う。さらに、このシステ
ムを利用して、ランダム変異導入した BsPAC
のスクリーニングを行い、光シグナル伝達に
異常を生じた変異体を選抜する。得られた変
異体の配列情報に基づき、部位特異的変異導
入による変異体を作出し、同様にアデニル酸
シクラーゼ欠損株の機能相補を調べること
で、光シグナル伝達に重要な役割を果たすア
ミノ酸残基を特定する。 
 
(3) BsPAC の紫外／可視分光分析と酵素活性
の測定 
 BLUF タンパク質の光応答は、青色光照射
による吸収スペクトルの僅かな長波長シフ
トで特徴づけられる。そこで、大腸菌での大
量発現・精製により得られた BsPAC を試料と
して、青色光照射時の吸収スペクトル変化を
定量的に評価する。すなわち、マルチフォト
ダイオードアレイ方式の分光光度計に青色
LED の刺激光を導入し、吸収変化のキネティ



クスを調べる。さらに、前項で得られた変異
体についてもタンパク質試料を調製し、同様
の測定を行って、光シグナル伝達における各
アミノ酸残基の役割の評価を確実なものと
する。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌における BsPAC の大量発現・精製 
人工合成した BsPAC の遺伝子を大腸菌の発
現ベクターに組み込み、大量発現を試みた。
pET ベクターに組み込んで 37°C で発現させ
た場合、殆どの BsPAC タンパク質は不溶性の
封入体として回収された。封入体標品を調製
し、グアニジン塩酸塩で可溶化させた後、FAD
存在下で希釈法により巻き戻しを行うと、
FAD を結合した可溶性のタンパク質が得ら
れた。この試料は光照射により BLUF ドメイ
ンタンパク質に特徴的な吸収スペクトルの
レッドシフトを示したが、残念ながらアデニ
ル酸シクラーゼ活性は検出されなかった。一
方、BsPAC を pCold ベクターに組み込んで
15℃でトリガーファクターとの融合タンパ
ク質として、あるいは共発現させた場合は、
BsPAC は可溶性タンパク質として回収され、
FAD の結合量は少ないものの、光で亢進され
るアデニル酸シクラーゼ活性を示した（図 1）。 

 図 1 大腸菌で発現されたBsPACのアデニ
ル酸シクラーゼ活性 BsPAC(refolded): 封入
体を変性溶解、再生したもの。 HisBsPAC2: 
トリガーファクターと共発現させたもの。 
TF-BsPAC: トリガーファクター融合タンパ
ク質 
 
(2) 大腸菌における BsPAC の機能発現 
 前項で作成した BsPAC の発現ベクター
（pColdBsPAC4）をアデニル酸シクラーゼ欠
損変異株（E. coli MK1010）に導入し、
MacConkey 寒天平板に接種したところ、培養
時間 24 時間において、光照射した場合にの
み cAMP産生を示す赤いコロニーが形成され
た（図 2）。すなわち、BsPAC は大腸菌細胞内
においてもその活性を発揮できることが示
された。 
 

 図 2 BsPAC によるアデニル酸シクラーゼ
欠損大腸菌株の機能相補 MK1010 株に対し、
1, pCold IV DNA (ネガティブコントロール); 
2, pColdBsPAC (トリガーファクター融合
BsPAC); 3, pColdBsPAC3 (BsPAC); 4, 
pColdBsPAC4 (His タグ付加 BsPAC)で形質転
換し、12 h の暗培養後、さらに白色光下
（25μmol/m2/s）および暗所で 15 h 培養した。 
 
さらに、BsPAC の BLUF ドメインから触媒ド
メイン直前までの間にランダム変異導入を
行い、明所でも赤くならないコロニーや暗所
でも赤くなるコロニーを選抜し、光依存的機
能相補に異常を生じた変異体を得た。これら
をシークエンスし、1 箇所あるいは 2 箇所の
みに変異を生じたものをまとめたのが図 3 で
ある。ここで注目すべきは暗所においても顕
著に赤くなる変異で、部位特異的変異導入に
より検討を加えたところ、これらの原因とな
るアミノ酸残基は Q49, K94, L113 と同定され
た。 

図 3 アデニル酸シクラーゼ欠損大腸菌の
機能相補による変異体スクリーニング 暗
所で顕著にコロニーの赤色化を引き起こす
変異をマゼンタで、明所で全く赤色化を起こ
さない変異をシアンで示した。 
 
(3) BsPAC の紫外／可視分光分析と酵素活性
の測定 
 BLUF タンパク質の光応答は、青色光照射
による吸収スペクトルの僅かな長波長シフ
トで特徴づけられる。そこで、前項で得られ
た BsPAC 変異体を試料として、青色光照射時
の吸収スペクトル変化を調べるとともに、エ



ンザイムイムノアッセイにより酵素活性の
測定を試みた。結果として Q49 変異のうち、
Q49H は暗所での吸収スペクトルがわずかに
短波長側にシフトしており、光照射を行って
もレッドシフトは見られないことがわかっ
た。また、K94 では疎水性アミノ酸残基への
置換体で暗所での赤色化が顕著であること、
一方、L113 では疎水性アミノ酸残基への置換
は比較的野生型に近い表現型を導くことが
明らかとなった。L113 は第 3 へリックスに位
置し、K94 もその近傍に位置していると予想
されることから、第 3 へリックスと周辺アミ
ノ酸残基との相互作用が光シグナルの伝達
に重要な役割を果たしていると考えられた。 
 
 以上の結果は、未だ構造の明らかでない
BsPAC の光活性化メカニズムに関して重要
な示唆を与えるものであり、このタンパク質
をミドリムシ由来の PAC に代わるオプトジ
ェネティック・ツールとして活用するにあた
っての有用な基盤情報を提供するものでも
ある。 
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