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研究成果の概要（和文）：自己集合蛋白質の一つである黄色ブドウ球菌由来孔形成毒素 Hla に光
受容蛋白質 PYP を遺伝子工学的に融合し、物質の膜透過性を光によって制御する生体分子デバ
イスを二種類構築した。分光学的解析により、いずれも光反応サイクルを保持し、光照射下に
おいて Hla を介したイオン透過が阻害されることが示唆された。本研究での成果は、今後の蛋
白質を基材とした光応答型ナノ細孔開発へ大きく貢献すると期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：We constructed two types of photo-controlled nano-pore devices based on 

PYP photoreceptor-fused staphylococcal pore-forming toxin alpha-hemolysin.  The both PYP-fused 

devices had the similar photocycle as wild type PYP and inhibited the transmission efficiency of ions 

through the sheep red blood cells membrane under light irradiation.  These PYP-fused devices will 

serve molecular basis for nano-pore devices of which activity is easy to be arbitrarily tuned by light 

irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 

 蛋白質は、生体の構造形成から生命活動す
べてに渡る生命活動に主要な役割を果して
いる。人為的に外部刺激を与えることによっ
て目的とする蛋白質機能を自在に制御する
ことが可能になれば、いわば恒常性が乱れた
状態である病気の治療や、生体分子を基盤と
した分子デバイスの開発、さらに生命化学研
究の更なる発展に大きく寄与することが期
待できる。外部刺激として、“光”は高い時
空間分解能を有することから特に厳密な制
御を必要とする場合には、非常に有用な手段
である。また、特に蛋白質などの生体分子を
利用したものは生体親和性が高く、臨床への
応用への可能性も高くなる。このような観点

から、種々の光受容蛋白質を用いた生体分子
への光応答性の付与についていくつか研究
例は報告されている。しかし、その分子機構
は完全には解明されておらず、未だ合理的な
光応答性蛋白質の設計には至っていない。 

 光受容蛋白質 photoactive yellow protein 

(PYP)は、紅色光合成細菌 Ectothiorhodospira 

halophila から単離された光受容蛋白質であ
り、これまでにその分子特性がよく研究され、
光吸収によって発色団の異性化、プロトン化
に伴う大きな高次構造変化が起こることが
報告されている。光応答性モジュールとして
の応用がまだ限られている PYP を、その光受
容部位として孔形成蛋白質をモデルとした
自己集合蛋白質に融合することで、機能性ナ
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ノ細孔デバイス開発への貢献と同時に、今後
の PYP による蛋白質機能制御系構築におい
て大きな指針を与えられるものと期待でき
る。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、光のシグナルを PYP の高次構
造変化を介して目的蛋白質へ伝達する、“光
応答型蛋白質 PYP による蛋白質の機能制御
系の構築”を目的とした。目的蛋白質として
は、実際に薬物送達システムや分析化学への
応用が期待されている黄色ブドウ球菌由来
の孔形成毒素蛋白質である-hemolysin を用
いた。この-hemolysin に PYP を遺伝子工学
的に融合することで、-hemolysin が自己集合
することによって発現する孔形成能を光に
よって制御すること、また、その分子機構を
明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

 二種類の PYP 融合 Hla は、大腸菌発現ベク
ター構築後、大腸菌株 BL21(DE3)を用いて大
量発現させた。菌体可溶性画分を回収し、Ni

2+

キレートアフィニティークロマトグラフィ
ーによる粗精製、サイズ排除クロマトグラフ
ィーによる最終精製を経て目的蛋白質を得
た。蛋白質純度の確認は、SDS-PAGE にて行
った。PYP 融合 Hla の活性評価は、緬羊赤血
球をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で懸濁し、目
的蛋白質(0.7 mg/mL)を 50 L 添加した。その
時の OD700 nmでの濁度を 25 °C にて、450 nm

光照射下あるいは非照射下で測定し、溶血速
度を比較した。また、目的蛋白質の光応答性
については、光照射下および非照射下での紫
外可視吸収スペクトルの測定、円偏光二色性
スペクトルの測定を行い、合わせて時間変化
を解析することで評価した。さらに、透過型
電子顕微鏡を用いて分子形状を詳細に観察
した。 

  

４．研究成果 
 まず、それぞれ N、C 末端に PYP を融合し
た二種類の PYP 融合 Hla (PYP-N, C-Hla)をデ
ザインし、大腸菌発現系によって大量調製を
行った。サイズ排除クロマトグラフィーでの
溶出位置から、いずれの蛋白質も野生型 Hla

と同様に水溶液中で単量体として存在する
ことが示唆された。PYP-N-Hla の透過型電子
顕微鏡による観察では、6.25 mM デオキシコ
ール酸 Na 存在下で野生型 Hla と同様に 7 量
体を形成することが確認できた(Fig. 1)。 
 光照射下でのそれぞれの吸収スペクトル
を測定したところ、基底状態の PYP に由来す
る 446 nm 付近の吸光度は低下し、光反応サ
イクル中で生じる中間体 PYPM に由来する
350 nm 付近の吸光度が上昇した。また、その
現象は光の ON/OFF を繰り返すと可逆的な変

化を示した。これは、野生型 PYP がもつ光反
応サイクルの性質を示しており、このことか
ら、PYP 融合 Hla も野生型 PYP と同様に光反
応サイクルを持つことが示唆された。次に、
それぞれの蛋白質の溶血活性について 25 °C

で比較したところ、特に、PYP-N-Hla では、
450 nm の光照射下では非照射下と比較して
溶血速度が顕著に低下することが明らかと

Fig.1 The transmission electron micrograph 

of PYP-N-Hla. 
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Fig.2 Time course curves of hemolysis of 

sheep blood cells by (a) PYP-N-Hla and (b) 

apoPYP-N-Hla in PBS in the dark and under 

irradiation with visible light. 



なった(Fig. 2 (a))。一方、発色団を持たない
PYP-N-Hla では、光照射の有無による溶血活
性の差はほとんど認められなかった (Fig. 

2(b))。したがって、PYP を融合させることに
より Hla の溶血活性に光応答性を付与するこ
とに成功した。 
 さらに、その機構を詳しく解析するため、
分子内にジスルフィド結合を有し、酸化体で
孔形成能が抑制される改変型 PYP-Hla-SS を
用いて検討を行った。還元剤添加後において、
光照射下および非照射下で溶血速度を比較
したところ、光照射下での活性低下が認めら
れた。つまり、PYP による光制御は、Hla 部
位の 7 量体形成後の膜貫通領域形成過程ある
いは孔形成後のイオン透過の抑制に影響し
ていることが明らかとなった。以上の結果か
ら、PYP を Hla に融合することにより、光受
容部位である PYP ドメインで光を吸収し、そ
の情報を Hla 部位へ伝達することで溶血機能
を光でコントロールすることが可能となり、
今後の蛋白質を基材とした光応答型ナノ細
孔開発へ大きく貢献すると期待される。 
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