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研究成果の概要（和文）：哺乳類内在色素であるビリベルジン（BV）を結合し、個体の奥深くまで浸透する遠赤
色光を吸収できる小分子光スイッチ・蛍光プローブを開発するため、シアノバクテリア由来の光受容体群シアノ
バクテリオクロム（CBCR）の解析を進めた。その結果、BVを高効率で結合し、遠赤色光と橙色光の間で光変換す
るCBCRを発見し、BV非結合CBCRに変異を導入することでBV結合能を付与することに成功した。さらに、単色光照
射後、速やかに暗反転するCBCRや光変換のシフト幅の大きいCBCRも発見した。これらの分子を利用し、cAMP合成
の光制御や、哺乳類培養細胞からの遠赤色蛍光の検出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focused on cyanobacterial photoreceptors, 
cyanobacteriochromes (CBCRs), to develop small photo-switches and fluorescent probes that bind 
biliverdin (BV) and absorb far-red light. Because BV is an intrinsic chromophore in mammalian cells 
and far-red light can penetrate into deep animal tissues, BV-binding ones are beneficial for 
optogenetics and bio-imaging tools. We succeeded in discovering novel BV-binding CBCRs showing 
far-red/orange reversible photoconversion and in developing BV-binding CBCRs based on non-BV-binding
 ones to introduce several mutations. Further, we also identified dark-reversion type CBCRs and a 
CBCR with large spectral shift. Based on these molecules, we succeeded in light regulation of cAMP 
synthesis in vitro and far-red fluorescence detection from mammalian cells. 

研究分野： 光生物学
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１．研究開始当初の背景 
光は時間・空間分解能が非常に高いツールで
あり、光質と強度という二つのパラメーター
で厳密に制御できるため、光を用いて細胞を
制御するオプトジェネティクスや分子の局
在を細胞レベルで可視化する分子イメージ
ング技術が、フラビン結合タンパク質、ロド
プシン、GFP系蛍光タンパク質等を活用する
ことで、急速な発展を遂げている。最終的な
応用利用として、個体レベルで組織の奥深く
の細胞に光を照射し蛍光を検出するには、
650から 900 nmの光を吸収する色素タンパク
質を活用することが重要である。しかし、上
記のタンパク質群には、650 nmより長波長の
光を吸収するタンパク質の開発は進んでい
ない。 
	 その意味で、長波長の光を吸収する色素・
ビリベルジン（BV）を結合するバクテリオフ
ィトクロムに注目が集まっている。また、BV
は、哺乳類細胞の内在性色素であるため、色
素合成系の導入や色素の添加をする必要が
ない点も大きな長所となる。しかしながら、
バクテリオフィトクロムは、その色素結合領
域が大きく利用しづらいという欠点がある。
一方、近年、シアノバクテリオクロムという
光受容体がシアノバクテリアから発見され
た。シアノバクテリオクロムの色素結合領域
は、フィトクロムと比べて極めて小さく、GFP
と同程度であり、多様な光質を感知する光受
容体が同定されている。先行研究では、シア
ノバクテリオクロムは、比較的短波長の光質
を吸収するフィコシアノビリンという藻類
特異的な色素を結合するものしか同定され
ていなかった。このような状況の中で、我々
はごく最近、BV を結合し得るシアノバクテ
リオクロムを見いだすことに成功した。 
 
２．研究の目的 
天然に存在するシアノバクテリオクロム群
からのスクリーニングや構造情報に基づい
た網羅的な変異導入により、BV を高効率で
結合し、遠赤色光に応答する光スイッチや遠
赤色光を吸収し近赤外光を発する蛍光プロ
ーブを開発し、それらを哺乳類培養細胞にお
いて作動させることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）BV 合成酵素とシアノバクテリオクロ
ムを共に発現する大腸菌を用い、天然から
BV を高効率に結合するシアノバクテリオク
ロムを探索するとともに、既存のシアノバク
テリオクロムに変異を導入することで BV結
合能を付与する。 
 
（２）cAMP 合成を担うアデニル酸シクラー
ゼドメインとシアノバクテリオクロムとの
キメラタンパク質を作出し、cAMP 合成が光
によって制御されるかどうか、精製タンパク
質を用いて確認する。 
 

（３）シアノバクテリオクロムを哺乳類培養
細胞に発現し、遠赤色〜近赤外光の蛍光を発
するかどうか蛍光顕微鏡により観察する。 
 
４．研究成果 
（１）通常のシアノバクテリアは、クロロフ
ィル a を光合成の反応中心に用いているが、
Acaryochloris marina というユニークなシア
ノバクテリアは例外的に、クロロフィル aよ
りも長波長の遠赤色光を吸収するクロロフ
ィル d という色素を用いている。そのため、
A. marinaは他のシアノバクテリアに比べて、
より長波長の光質を感知するシステムを有
している可能性を着想した。そこで、A. mar
ina のシアノバクテリオクロムの解析を進め
たところ、BV を高効率に結合し、遠赤色光
と橙色光の間で光変換を示す二つのシアノ
バクテリオクロム（AM1_1557g2、AM1_C00
23g2）を発見することに成功した（雑誌論文
④、⑥）。さらに、一つの変異導入により、
その BV結合効率を向上させることにも成功
している（雑誌論文④）。さらに、BV結合型
（AM1_1557g、AM1_C0023g2）と BV非結合
型（AnPixJg2・結晶構造決定済み）とを構造
情報を基に配列比較することで、色素近傍の
BV 結合特異性を決定すると予想される 8 つ
アミノ酸残基を抽出し、これらのアミノ酸残
基を BV非結合型に導入する実験を進めた。
その結果、最終的にたった 2つのアミノ酸残
基の導入により、BV 結合能を付与すること
に成功している。これについては、現在、投
稿論文を準備中である。 
	 また、新規に暗反転型光受容体を発見する
ことにも成功した（雑誌論文②、③）。こち
らの暗反転型に関しても、同様に非暗反転型
との配列比較により、暗反転に重要な 6つの
アミノ酸崎の同定に成功している（雑誌論文
②）。これらの暗反転型は、応用利用する上
で、単色光照射のみで制御可能であり、オプ
トジェネティックツールとして優れた性質
を持つと期待される。 
	 さらに、上述のような構造を基にした比較
ではなく、偶々得られた変異体シアノバクテ
リオクロムにおいて、効率良く BVを結合し、
遠赤色光と青色光で変換するものを発見す
ることにも成功した（投稿論文準備中）。こ
ちらも更なる変異導入を施すことで、BV 結
合効率を向上することができている。 
 
（２）赤色光と緑色光の間で光変換する
AnPixJg2 というシアノバクテリオクロムを
アデニル酸シクラーゼと融合したキメラタ
ンパク質を作製し、赤色光下で、緑色光下よ
りも 3倍程度、cAMP合成を誘導することに
成功した（雑誌論文②）。さらに、暗反転型
についても同様に cAMP合成の光制御系構築
に成功した（雑誌論文②）。遠赤色光と橙色
光の間で変換するシアノバクテリオクロム
とのキメラタンパク質も多数作製し、その活
性を測定したが、光制御可能なキメラタンパ



ク質は、本研究課題期間内には得ることはで
きなかった。課題終了後も引き続き開発を試
みる予定である。また、この光スイッチを哺
乳類培養細胞に導入し、光制御系が作動する
かどうかを検証する実験も進行中である。 
 
（３）赤色光を吸収し、遠赤色光の蛍光を発
するシアノバクテリオクロム群を哺乳類培
養細胞に導入することで、細胞内から遠赤色
蛍光を検出することに成功した（雑誌論文
④）。こちらも同様に、本研究課題期間内に
は、近赤外蛍光プローブの開発には至らなか
ったが、引き続き開発を進めていく。 
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