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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こと
を目的として企画されたものである。本研究において、シアノバクテリアOscillatoria acuminataから新たに見出され
た光活性化アデニル酸シクラーゼ（OaPAC）が大腸菌において良好な可溶性タンパク質として精製可能であることが示
された。これを用いて分光学的、酵素学的特性を明らかにするとともに、共同研究によりX線結晶構造の解明にも成功
した。

研究成果の概要（英文）：This research is aimed at elucidating the activation mechanism of photoactivated 
adenylyl cyclase (PAC). We found a new homolog of PAC in the genome sequence of a cyanobacterium 
Oscillatoria acuminata and demonstrated that the homolog (OaPAC) can be easily expressed and purified 
from E. coli as soluble form. Using the purified protein, we successfully determined the photochemical 
and biochemical properties of the protein, and solved its crystal structure under collaboration with 
structure biologists.

研究分野： 光生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
単細胞鞭毛藻ミドリムシ（Euglena gracilis）
の光忌避反応のセンサーとして同定された
光活性化アデニル酸シクラーゼ（ PAC, 
Photoactivated adenylyl cyclase）は、G タンパ
ク質等を介することなく自身が光で直接活
性化されて cAMPを産生するという稀有な特
性から、PAC を任意の細胞に発現させること
により細胞内 cAMPレベルを光で人為的にコ
ントロールすることが可能であり、細胞機能
を光で制御するオプトジェネティック・ツー
ルとしての活用が期待されている。しかしな
がら、光活性化能を維持した試料の大量調製
が困難であることから、X 線回折や振動分光
法による構造解析を行うことができず、PAC
の光活性化メカニズムに関しては殆ど解明
が進んでいなかった。 
一方、近年解読された硫黄細菌 Beggiatoa の
ゲノム上に PAC 類似の配列（BsPAC）が見出
され、それが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確認されて
構造解析を行うのに好適な材料として注目
されていたものの、結晶化に適する品質の試
料は得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、当初目的として以下の２項を掲
げた。(1) BsPACに積極的に変異導入を行い、
得られた変異体についてアデニル酸シクラ
ーゼ欠損大腸菌を用いた機能解析を行うこ
とにより機能上重要なアミノ酸残基を特定
する。(2)大量精製に適した変異体の選抜を行
い、発現系の再検討と併せて結晶化に適する
試料の大量取得を目指す。しかしながら、研
究開始後に解読されたシアノバクテリア
（Oscillatoria acuminata PCC6304）ゲノム上に
新たに PAC 類似配列（OaPAC）を見出し、こ
れが大腸菌において非常に良好に大量発現
可能であることが判ったため、上記(2)に代え
て OaPAC の機能解析と大量発現精製を行う
こととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 人工合成したBsPAC遺伝子をpColdベク
ターに組み込んだ大腸菌用発現ベクター
（pColdBsPAC4）にランダムに変異導入を行
って得られた変異体の機能解析結果に基づ
き、新たに部位特異的変異導入によって変異
体を作成した。これらをアデニル酸シクラー
ゼ欠損大腸菌株（MK1010）に形質転換し、
MacConkey agar に塗布して明暗条件下で培
養することにより、コロニーの着色の有無で
活性を評価した。すなわち、cAMP が産生さ
れたならばラクトース代謝に伴う培地の酸
性化によりコロニーが赤くなる。このように
して明所でも活性を示さない変異体、暗所で
も活性を示す変異体を識別し、ホモロジーモ
デリングにより得られた情報と併せて重要
なアミノ酸残基の位置関係を検討する。 
 

(2) OaPAC の塩基配列（accession number 
K9TLZ5）に基づいて大腸菌にコドン最適化
した人工遺伝子を合成し、これを pCold I 
DNA (Takara bio.)にクローニングして大量発
現用ベクター（pColdOaPAC）を構築した。
pColdOaPAC で発現用宿主大腸菌（Arctic 
Express (DE3), Stratagene）を形質転換し、20℃、
一晩の培養を行い、可溶性画分を回収、金属
アフィニティクロマトグラフィーにより N
末端にヒスチジンタグを持つ OaPAC を精製
した。得られた試料を用いて紫外可視吸光度
測定により青色光照射時の吸収スペクトル
変化のキネティクスを調べるとともに、ATP
を基質として酵素反応を行い、生成した
cAMP をエンザイムイムノアッセイで定量し
て酵素活性を測定した。一方、上記(1)と同様
にアデニル酸シクラーゼ欠損大腸菌株の機
能相補について調べるため、lac プロモータ
ー領域を取り除いた pGEM5Zf(+)(Promega)に
OaPAC 遺伝子をクローニングして機能相補
用ベクターを構築し、明暗条件下での
MacConkey agar 培養によるコロニー着色の
有無を判定した。 
 
４．研究成果 
(1) アデニル酸シクラーゼ欠損大腸菌の機
能相補による BsPAC の機能解析 
これまでに明らかになっていた機能上重要
なアミノ酸残基 Q49, K94, L113 に加えて、
BLUF ドメインと触媒ドメインの接続部分に
位置する G138, P141 等についても調べたと
ころ、これらの変異は明暗に関わらずアデニ
ル酸シクラーゼ活性を失うことが判った。こ
れをホモロジーモデリングによって得られ
た構造モデルに配置し、BLUF ドメインから第
３へリックスを経て触媒ドメインに至る分
子内信号伝達の経路が推測された（図 1）。 

図 1 機能上重要なアミノ酸残基の推定され
る位置関係（注：OaPAC の結晶構造が明らか
になる前のモデリングに基づくものである） 
 
(2) アデニル酸シクラーゼ欠損大腸菌の機
能相補による OaPAC の機能解析 
上記 BsPACへの変異導入によって明らかにさ
れた機能上重要なアミノ酸残基およびPAC類
の BLUF ドメインと触媒ドメインをつなぐ領
域で特に保存されているアミノ酸残基に注
目し、OaPAC に対する変異導入を行った。こ



れを MK1010 株に形質転換して機能相補を試
みたところ、Q48, L112, L115, I121, G137
の変異において光活性化の異常がみとめら
れたほか、Y125 の変異は多くが光活性化能を
失うが、セリンへの置換体は光活性化を示す
ことがわかった（図 2）。これらの結果は in 
vitro での酵素活性測定でも裏付けられ、水
酸基を介した相互作用の重要性が示唆され
た。 

図 2 OaPAC およびその変異体によるアデニル
酸シクラーゼ欠損株の機能相補 
 
(3) OaPAC のフォトサイクル 
発現用宿主大腸菌（ArcticExpress(DE3)）で
発現させて精製したOaPACに青色光を照射す
ると、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が観察された
（図 3）。そこで光照射下と暗黒下での差スペ
クトルのピークに相当する 492 nm での吸収
変化をモニターし、速度論的解析を行ったと
ころ、一次反応によって反応中間体が形成さ
れる単純なモデルに適合することがわかり、
量子収率 0.43、半減期 1.85 s が得られた。
前者は既知の BLUF ドメインタンパク質に比
較して高く、後者は短い。このことから、敏
感な光スイッチとしての応用が期待される。 

図 3 精製された OaPAC の吸収スペクトル 
室温暗黒下（灰色線）および 465 nm の青色
光照射下（青線）で測定した。 
 
(4) OaPAC の光依存的アデニル酸シクラー
ゼ活性 
OaPAC は暗黒下ではほとんどアデニル酸シク
ラーゼを示さないが、光照射下においては顕
著な活性を示した。基質濃度を変えて測定を
行い、ミカエリス・メンテンプロット（図 4）
から Vmax, 69.6 pmol min-1 μg-1; Km, 6.3 μM
を得た。ミドリムシの PAC ではそれぞれ 3.5 
pmol min-1 μg-1, 0.5 μM なので、PAC に比

較すると ATP への親和性は低いものの、効率
よく cAMP を産生することが示唆される。 

図 4 OaPAC のアデニル酸シクラーゼ活性の
基質濃度依存性 
暗黒下および青色光（465 nm, 70μmol m-2 s-1）
照射下において生成した cAMP をエンザイム
イムノアッセイにより定量した。n=8 の平均
値と標準誤差を示す。 
 
(5) OaPAC の X 線結晶構造解析 
上記によりOaPACが大腸菌において良好な発
現を示し、かつ高純度な精製が可能であるこ
とが判明したため、横浜市立大学の朴三用教
授らとの共同研究を開始し、OaPAC の結晶化
および X線結晶構造解析に成功した。得られ
た構造はこれまで BLUF ドメインタンパク質
で知られていたものとは大きく異なり、C 末
端側の第３へリックスが長く伸長してこれ
がコイルドコイルとしてダイマー形成を支
えているものである（図 5）。この構造情報に
基づいて、構造機能上重要と推測されるアミ
ノ酸残基について変異導入を行い、アデニル
酸シクラーゼ活性を調べたところ、いずれも
光依存的な酵素活性が失われた（図 6）。これ
らは上述のアデニル酸シクラーゼ欠損大腸
菌株を用いた機能相補実験によって予測さ
れたアミノ酸残基とも多くの一致がみられ
た。 

図 5 OaPAC の全体構造 
青とピンクのリボンモデルでホモダイマー
構造を示す。 
 



 
 
図 6 構造情報から推測された主要アミノ酸
残基変異体のアデニル酸シクラーゼ活性 
in vitro の酵素活性測定結果（上段）および
アデニル酸シクラーゼ欠損大腸菌株の機能
相補による in vivo 活性評価（下段）を示す。 
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