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研究成果の概要（和文）： 
	
 光制御型転写因子と考えられているオーレオクローム（AUREO）に関して、その機能メカニズ

ムを明らかにするために、長さの異なる６種類の組換えタンパク質を作成した。解析の結果、

AUREOのLOVドメインでは、光照射によりαヘリックスが減少し、bZIP-linker部分では増加して

いることが示唆された。さらに、光照射によりAUREOの流体力学的半径の増大が見られたことか

ら、光照射によりAUREOの構造変化が誘起されることが示された。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
   To understand the molecular mechanism of a blue light (BL)-regulated transcription factor, 

aureochrome (AUREO), we prepared six kinds of recombinant AUREOs. BL appeared to induce a shift 

of the α-helical structure of the LOV domain to a β-sheet structure, and an approximately 5% increase in 

the hydrodynamic radius of recombinant AUREOs. Our results support a schema where BL-induced 

changes in the LOV domain may cause global conformational changes in the bZIP and/or the linker of 

AUREO. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 本申請研究で対象としたオーレオクロー

ム（AUREO）は、LOV（light-oxygen-voltage
感受性）ドメインを持つタンパク質として、
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2007 年に連携研究者である片岡博尚博士ら
により報告された。AUREO には類似体 AUREO	
 1
と AUREO	
 2 が存在し、フォトトロピンと同様
フラビンモノヌクレオチド（FMN）を結合し
て、青色光を受容する。RNAi を用いた実験に
より、AUREO は、フシナシミドロの青色光依
存的な分枝反応に関与していることが明ら
かにされた。興味深いことに、AUREO は bZIP
（塩基性ロイシンジッパー）型の DNA 結合領
域を持ち、AUREO	
 1 は DNA の特異的配列
（TGACGT）に結合することが明らかになった。
さらに、その結合性は光により変化すること
から、AUREO は光制御型転写因子であると考
えられている。	
 
	
 一般に LOV ドメインを持つタンパク質は C
末側に効果ドメインを持っており、LOV ドメ
インで受容した情報はその効果ドメインの
活性を変調する形で出力される。しかし、
AUREO には C 末側にドメイン構造はなく、実
際に N末側に情報が伝達されるかどうかは明
らかにされていない。	
 
	
 このように AUREO は大変興味深い性質を持
つが、N 末側に情報が伝達される機構や、転
写調節の制御機構は明らかになっていない。
タンパク質の機能メカニズムを解析するた
めには、組換えタンパク質を用いた解析が有
効であるが、AUREO を多量に得ることは困難
であった。申請者は、連携研究者である片岡
らとの共同研究により、大腸菌中での AUREO1
の発現系を作成した。得られた AUREO	
 1 は光
反応性を持ち、DNA に配列特異的に結合する
ことが明らかになった。我々の発現系を用い
ることで、1L の培養液あたり 1mg 程度の
AUREO	
 1 が得られると見積られた。	
 
２．研究の目的 
	
 本研究は、この発現系を用いて AUREO の分
子メカニズムを明らかにすることを目的と
して行った。また、その発展として、bZIP 型
転写因子全体に共通する機能メカニズムの
解明や、新しい性質を持つ転写調節因子の作
成も試みた。具体的には、すでに発現・精製
に成功している AUREO	
 1（野生型および N 末
の欠失タンパク質）に加え、光反応しない変
異体やキメラタンパク質などを作成し、それ
らを定量的かつ動的に解析して、AUREO の分
子メカニズムを解明することを目標とした。
また、それらの研究を、bZIP 型転写因子全体
の理解や、新しい性質を持つ転写因子の開発
などにもつなげていくことをめざした。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 AUREO1 翻訳領域全長を含む組換えタンパ
ク質（FL）、N 末部分を欠失して bZIP ドメイ
ンと LOV ドメインからなる組換えタンパク質
（ZL）、および N 末部分と bZIP ドメインを欠
失し LOV ドメインのみからなる組換えタンパ
ク質（LOV）に対し、それぞれの N 末あるい

は C 末にヒスチジン６量体のタグ（His6：組
換えタンパク質名の前後に hをつけて表記す
る）を有する計６種の組換えタンパク質（FLh,	
 
hFL,	
 ZLh,	
 hZL,	
 LOVh,	
 hLOV）を発現させる
ためのプラスミドベクターを作成した。発現
条件を最適化することにより、これらの組換
えタンパク質の発現量を増加させることが
できた（ZLh,	
 hZL,	
 LOVh,	
 hLOV では培養液１
ℓあたり数 mgの精製したタンパク質が得られ
る）。さらに、精製の手法に改良を加えるこ
とにより、組換えタンパク質の純度を上げる
ことが可能となった（Toyooka	
 et	
 al.,	
 2011;	
 
Hisatomi	
 et	
 al.,	
 2013）。これらの組換えタ
ンパク質を用いて、いかに述べるような、生
物物理学的、あるいは分子生物学的な手法を
用いてオーレオクロームの分子メカニズム
を解析した。	
 
	
 
４．研究成果 
(1)	
 DNA への結合性	
 
	
 作成した６種の組換えタンパク質につい
て、DNA との結合性をゲルシフトアッセイに
より調べたところ、basic 領域を持つ FLh,	
 
hFL,	
 ZLh,	
 hZL は配列（TGACGT）特異的に DNA
に結合することが明らかになった。このこと
から、組換えタンパク質の bZIP 領域が DNA
結合能を持つ（functional である）ことが示
唆された（Hisatomi	
 et	
 al.,	
 2013）。	
 
(2)	
 吸収・蛍光スペクトル測定	
 
	
 組換えタンパク質の物理化学的性質を把
握するために、分光学的測定を行った。吸
収・蛍光スペクトルに関しては、６種類の組
換えタンパク質にほとんど差異が認められ
ないことから、N末領域-bZIP領域およびHis6
は、いずれも LOV ドメインに存在するフラビ
ンモノヌクレオチド（FMN）のπ電子系にほ
とんど影響を及ぼしていないことが示され
た。また、組換えタンパク質の暗順応に伴う
スペクトル変化にも大きな差異は認められ
なかったが、N 末側を削除するにつれ活性化
エネルギーが上昇する傾向にあった
（Hisatomi	
 et	
 al.,	
 2013）。この結果から、
N 末側の領域が LOV ドメインと何らかの相互
作用をしていることが示唆された。	
 
(3)	
 二次構造の変化	
 
	
 円偏光二色性（CD）スペクトルを比較した
ところ、ZLh では光照射前後の変化がごくわ
ずかであったのに対し（Toyooka	
 et	
 al.,	
 
2011）、LOVh では光照射による有意なαヘリ
ックス含量の減少が認められた（Hisatomi	
 et	
 
al.,	
 2013）。この結果から、αヘリックス含
量は、光照射により LOV ドメインでは減少し、
bZIP 領域では増加することが示唆された。	
 
(4)	
 分子サイズの測定	
 
	
 分子の形状と会合状態を明らかにするた
めに、サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)
を行った。その結果、光照射に伴いZLhとLOVh



の両者で、わずかな換算分子量の変化が認め
られた。このことから、光照射により ZLh と
LOVh の構造が変化することが示唆されたが、
100μM 以下の低濃度では、会合状態の変化は
観測されなかった（Toyooka	
 et	
 al.,	
 2011;	
 
Hisatomi	
 et	
 al.,	
 2013）。	
 
(5)	
 光散乱による測定	
 
	
 過渡回折格子法（TG 法）によって、ZLh と
LOVh の拡散定数を時分割測定した結果、光照
射後 2.8μsec で FMN のシステイン付加物が
形成されること、ZLh ではその後 160msec で
拡散係数が変化することが示された。このこ
とは、光照射により ZLh に何らかの構造変化
が生じていることを示唆している（Toyooka	
 
et	
 al.,	
 2011）。また、動的光散乱法（DLS）
による流体力学的半径（RH）の解析において、
LOVh では光による RH	
 の変化がほとんど認め
られないのに対し、FLh および ZLh では約 5%
の RH	
 の増加が認められた。このことは、光
による LOV 領域の変化が N 末側の bZIP 領域
に伝搬することを示唆している。DLS により
タンパク質の構造変化が観測されたことは
非常に興味深く、光散乱測定の有用性を示す
ものであると考えている。	
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