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研究成果の概要（和文）：外部刺激として光は高時空間分解能にて制御可能である上、非侵襲的な側面を持つことから
生体分子制御において有効な手段となる。本研究では、反応性官能基を導入することで光受容蛋白質PYPを由来とする
光応答性モジュールを開発した。改変型PYPは蛋白質のモデル分子となる親水性高分子と定量的に反応し、粘性を有す
るPYP-高分子複合体を形成した。複合体中において改変型PYPは光反応性を保持していることが明らかとなり、光照射
に伴う粘度の可逆的な低下が認められた。したがって、光応答性モジュールPYPによる蛋白質制御への足掛りとなるコ
ンセプトを提示すると共に、光応答性材料への応用の可能性を示唆することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Light has been considered as an effective tool to regulate biomolecules due to 
its high spatiotemporal resolution and noninvasive properties. In this study, we developed 
photoresponsive modules based on photoreceptor PYP by providing an unnatural amino acid bearing a 
chemically reactive group instead of methionine. The engineered PYP was coupled with the hydrophilic 
copolymer, resulting in generation of photoresponsive protein-polymer conjugates. The viscosity of the 
resulting conjugate was reversibly decreased by blue light irradiation. This material would possibly be 
applicable for construction of photoresponsive biomaterials and also broaden the potential of engineered 
PYP as a photoresponsive module for optical regulation of molecules.

研究分野：蛋白質工学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内ではたらく生体分子の機能発現は、
場所、時間、程度が厳密に制御されることで
生命体の恒常性が維持されている。生体分子
を自在に制御することは、いわば恒常性が乱
れた状態である病気の治療や、複雑な生命シ
ステムの解明を含めた生物学的研究の基盤
技術に繋がる。特に、最近では、オプトジェ
ネティクスをはじめ光を使った新しい技術
が盛んに研究されており、光を使って生体内
で働く機能性蛋白質を操作することによっ
て細胞活動を計測、あるいは人為的に操作し
ようとする試みがなされている。外部刺激と
して、光は高時空間分解能にてコントロール
が可能である上、波長によっては非侵襲的な
側面を併せ持つことから、生体への応用にお
いて有効な手段の一つと成り得る。 
 蛋白質の光制御に関しては、フォトクロミ
ック化合物を目的蛋白質に対して部位特異
的に修飾し、光照射に伴う化合物の化学変化
を介して機能制御を実現した例が数多く報
告されている。しかし、光照射に伴うフォト
クロミック化合物の動きの範囲は蛋白質と
比べると限定的であり、最も効率良く影響を
与え得る修飾部位を特定するには網羅的な
解析が必要となる場合も多い。一方、光受容
蛋白質は、フォトクロミック化合物と比較す
ると動きの程度は広範囲に及ぶものの、導入
に関しては遺伝子工学的手法を用いるのが
一般的である。そのため、場合によっては蛋
白質発現量の極端な減少や目的蛋白質がも
つ本来の機能への悪影響を生じさせる可能
性も否定できない。光受容蛋白質は、光エネ
ルギーを構造変化やそれに伴う分子特性変
化へとシグナル変換させるトランスデュー
サーとして高い機能性を有しており、化学修
飾が自在なモジュールとして発展させるこ
とは非常に意義深い。 
 
２．研究の目的 
 光受容蛋白質の中でも、紅色光合成細菌由
来 photoactive yellow protein (PYP)は、分子量
14 kDa 程度と比較的小さいサイズの水溶性
球状蛋白質であることから、化学反応を介し
た目的分子との連結において汎用性が高い
と考えられる。また、PYPは 450 nm付近の
可視光を吸収することによって発色団の光
異性化に伴う広範囲な高次構造の変化が起
こることが報告されており、トランスデュー
サーとしての機能も多いに期待できる。これ
までに、我々は目的蛋白質である孔形成毒素
α-hemolysin の光制御を目的に PYP を遺伝子
工学的に融合し、その機能を光によってコン
トロールすることに成功している。しかし、
PYPの化学修飾に関しては、分子内に持つ一
つのシステイン残基が発色団の結合に使わ
れているため、システイン残基を介した特異
的化学反応、例えばマレイミド基やブロモア
セトアミド基との化学反応を利用すること
は難しい。そこで、本研究では PYPをモジュ

ール化するにあたって反応性を付与するた
め、Huisgen 反応に着目した。この反応は、
アルキンとアジドをもつ分子同士を銅触媒
下で付加環化反応させることによってトリ
アゾール環を形成する反応である。最大の利
点は、水中かつ温和な反応条件でも進行し、
高収率・高選択性・高速反応性をもつ点であ
る。PYPにアルキニル基あるいはアジド基を
導入することができれば、それぞれに対応す
る官能基を持った分子に特異的に結合させ
ることが可能となる。 
 本研究では、光を外部刺激として用いた分
子内シグナル伝達について焦点を当て、PYP
の光受容部位としてのモジュール化とそれ
を用いた分子制御系の構築を目指した。機能
制御の対象分子としては目標を蛋白質に据
えた上で、まずはモデル高分子化合物との反
応効率、光反応性、および光応答挙動につい
ての基盤情報を集めることとした。 
 
３．研究の方法 
 アルキニル基導入型 PYPに関しては、メチ
オニン要求性大腸菌株 B834(DE3)を用いてメ
チ オ ニ ン 類 縁 体 L-homopropargylglycine 
(L-Hpg)を含んだM9最少培地中 28 ℃条件下
にて一晩培養し、発現を行った。p-クマル酸
無水物を用いて再構築後、Ni2+アフィニティ
ークロマトグラフィーおよびサイズ排除ク
ロマトグラフィーにて精製した。得られた蛋
白質の分子量および純度に関しては、ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）お
よびエレクトロスプレーイオン化法による
質量分析(ESI-TOF-MS)にて確認した。親水
性高分子については、N,N-Dimethylacrylamide 
(DMA)および glycidyl methacrylate (GMA)の
共重合体を合成し、エポキシドの開環反応に
よるアジド化を行った後、モジュール化 PYP
との反応に用いた。反応効率の相対比較では、
全反射測定法を用いた日本分光のフーリエ
変換赤外分光光度計FT/IR 4100によるスペク
トル測定にてピーク強度を基盤に評価した。
PYP関連試料の光反応性に関しては、日本分
光の円二色性分散計 J-820 を用いてスペクト
ル測定とピーク波長における経時変化測定
を行った。また、得られた蛋白質-高分子複
合体の物性評価に関しては、水晶振動子微小
重量測定法(QCM-D 法)を用いた。光照射の
光源には、朝日分光の光照射装置 LAX-102
を用いてバンドパスフィルターと組み合わ
せることで 450 ± 10 nmの光を用いた。 
 
４．研究成果 
 PYP のモジュール化に向けて分子内に存
在する 5つのメチオニン残基のうちN末端以
外の 4つの残基のアラニン置換を行った。大
腸菌発現ベクターを構築後、メチオニン要求
性大腸菌株 B834(DE3)を用いた大量培養を行
い大腸菌可溶性画分から収率およそ 5 mg/1 L 
cultureで得られた。質量分析の結果、N末端
にのみ L-Hpg が組み込まれた PYP 改変体



(Hpg1-PYP)であることが確認出来た。紫外可
視吸収スペクトル測定の結果、Hpg1-PYP は
350 nm 付近に大きな吸収帯を持ち、450 nm
付近にも僅かながら吸収帯を持つことが明
らかとなった。446 nmの吸光度について光照
射後の経時変化を観察したところ光照射に
伴って増大し、かつ時間とともに減衰する様
子が観察された。これについては可逆性が確
認出来ず、光反応サイクルも認められなかっ
た。吸収スペクトルでは 350 nm の吸光度が
主体であることから Hpg1-PYPの大部分の分
子は unfoldして発色団が溶媒に露出した状態
であること、またわずかに光応答性を有した
分子においても可逆性を有しておらず野生
型 PYP とは大きく異なる特性を持つことが
明らかとなった。 
 次に、分子内に存在する 5つのメチオニン
残基を全て L-Hpg に置き替えた PYP 改変体
(Hpg5-PYP)を調製した。L-Hpg を添加した
M9 最少培地にて大腸菌 B834(DE3)株を用い
た大量培養を行い、再構築後、Hpg5-PYP を
収率およそ 10 mg/ 1L cultureで得た。紫外可
視吸収スペクトルおよび円偏光二色性スペ
クトル測定にて解析した結果、Hpg5-PYP は
野生型 PYP に類似した光応答性を示す一方
で、光反応中間体の寿命は野生型と比較して
16 倍程度長いことが明らかとなった。また、
Hpg 残基の反応性について評価したところ、
5つのアルキニル基のうち2〜3つがアジド基
に対する良好な反応性を有していることが
示唆された。 
 そこで、次に蛋白質制御へ向けた足掛り
としてアジド基を有する親水性高分子をモ
デル分子として合成した。Hpg5-PYP が有す
るアルキニル基に対しておよそ 100当量のア
ジド基を有した親水性高分子を加え、一価の
銅イオンおよびアスコルビン酸存在下で
25 ℃にて一晩反応させたところ、Hpg5-PYP
はすべて親水性高分子と反応し、PYP-高分子
複合体が形成された。得られた複合体の分光
学的解析の結果、Hpg5-PYP はアジド基と反
応した複合体中にあっても、発色団を分子内
部に保持した野生型と近い構造を有してお
り、光反応中間体の寿命は 1.6 倍程度長くな
っていたものの光反応サイクルを持つこと
が明らかとなった。 
 Hpg5-PYP に対して添加する親水性高分子
の当量を下げたところ、未反応のアジド基の
残存率の低下とともに PYP-高分子複合体の
粘度が増大し、最終的にはゲル状物質が得ら
れた。得られた複合体はいずれも黄色を呈し
ており、PYPの立体構造がある程度保たれて
いることが推察された。PYP-高分子複合体の
うち、粘性液体として得られた試料について
光照射、非照射下において水晶子微小重量測
定法(QCM-D 法)を用いた粘弾性測定を行っ
た。その結果、光照射に伴い PYP-高分子複合
体の粘度は低下することが明らかとなり、ま
た暗条件下に置くことで粘度が回復すると
いう可逆性も観察された。これに対して、

Hpg5-PYP と親水性高分子とを共有結合を介
せず単に混和した状態の混合試料に関して
は、光照射に伴う粘度変化は認められなかっ
た。したがって、PYPの光照射に伴う高次構
造変化の情報は高分子との共有結合を介す
ることで、分子全体の物性変化へと伝搬され
たことを示す。 
 今回の結果は、PYPの光応答性モジュール
としての目的分子への導入において基盤と
なるコンセプトを提示するとともに、PYP-
高分子複合体が明確な光応答性を有したこ
とから光応答性材料としての応用の可能性
を示唆するものとなった。 
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