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１．研究計画の概要 

 

①最近申請者らが単細胞藻ミドリムシの副
鞭毛体より同定した、青色光に応答して鞭毛
運動を変 化させ細胞の強光からの逃避行動
をもたらす、光 on のセンサーである一人三
役（光センシング・ 信号伝達・セカンドメ
ッセンジャーcAMP 合成）のフラビン蛋白質
「 光 活 性 化 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 」 
(Photoactivated Adenylyl Cyclase; PAC) 
(Iseki et al. 2002: Nature 415, 1047-1051) 
について、光 による酵素活性のスイッチン
グ機構を解明する。そのために、発色団-アポ
蛋白質相互作用および 光センサー機能モジ
ュールとアデニル酸シクラーゼ機能モジュ
ールの分光学的および構造生物学 的解析を
行う。 
 
２．研究の進捗状況 
（ドメイン間相互作用の解析）：ミドリムシ
の光逃避行動の光センサーPAC は、そのサ
ブユニットである PACαと PACβのそれぞ
れに、光センサー機能モジュールとしてのフ
ラビン結合ドメイン(F1, F2)と、アデニル酸
シクラーゼ機能モジュールとしての酵素活
性ドメイン(C1, C2)を持 ち、それらの相互作
用により青色光で活性化される。この相互作
用を解析するために、大腸菌に おけるアデ
ニル酸シクラーゼの機能相補を行った。C1
と C2 が共存することと、最低１つのフラビ
ン結合ドメインが存在することが、アデニル
酸シクラーゼの活性に必須であった。しかし、
大腸菌発現系では活性の光制御は実現して
おらず、天然の PAC の機能を十分に再現し
ているとは言い難い。（光活性化アデニル酸
シクラーゼの構造と機能に関する理論解

析）： PAC を構成する機能ドメイン、すなわ
ち、フラビン結合ドメイン（F1, F2）および
アデニル酸シクラーゼ触媒ドメイン（C1, 
C2）の他生物の類似タンパク質における結晶
構造解析を元に、ホモロジーモデリングを行
い、理論解析を行った結果、F1 と F2 のフラ
ビン結合性の違いが、発色団遠方アミノ酸残
基の寄与によることが示唆されたほか、C1
が ATP 結合に直接関与していることが示唆 
された。（単一分子レベルでの分光分析）： 
PAC の大量取得が困難である現在、少量の試
料で分析可能な 測定系を利用することは、
PAC の機能解明に向けての有効なアプロー
チとなる。そこで、東工大の松下道雄博士ら
との共同で、PAC の単一分子分光解析を視野
に入れた装置開発を進めた。その結果、蛍光
色素 Alexa Fluor でラベルした BSA を試料
として、低温下における二波長同時測定に成 
功した。現在、PAC のフラビン結合領域を含
んだ組換えタンパク質での検討を進めてい
る。（光活性化アデニル酸シクラーゼの導入
による神経活動の光制御）： PAC を細胞工学
的に任意の細胞に導入して光条件により細
胞内 cAMP 濃度を人為的に変化させ，各種の
生命活動をコントロールする「細胞機能光ス
イッチ」として応用する可能性については、
PAC の発見当初より考えられていた。東邦大
の長濱辰文博士らとの共同で、cAMP による
神経応答現象が良く知られるアメフラシ感
覚ニューロンに PAC を導入したところ、光
照射によって活動電位が変化することが明
らかとなった。また、ドイツグループとの 5
年の共同研究の成果として、アフリカツメガ
エル卵母細胞やヒト培養細胞において PAC
の機能発現を実現し、さらにはショウジョウ



 

バエにおいて個体レベルでの行動の光制御
に成功した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由）当初計画においては、平成 20 年度
までに光活性化アデニル酸シクラーゼ
（PAC）の(1)モジュール毎の機能解析および
(2)モジュール間相互作用の解析を行い、さら
には(3)モジュールの組み合わせによる PAC
の再構成にチャレンジする予定であった。こ
れらはいずれも大腸に発現させた組換え蛋
白質を用いた in vitro の実験と、大腸菌のア
デニル酸シクラーゼ欠損株を用いた in vitro
の 実験を想定しており、後者については完
全な活性の再現には至っていないものの、酵
素活性に必 要なモジュールの組み合わせに
関して一定の成果が得られた。一方、前者に
ついては、大腸菌で大量発現・精製の系は構
築されたものの、生化学的に検出可能なレベ
ルの活性を示してくれないため、難航した。
そこで酵母や哺乳類培養細胞での大量発現
も試みたが、やはり in vitro で使えるレベル
の試料を得ることはできなかった。その一方、
大量発現による試料調製が困難であったが
故に、ホモロジーモデリングと量子化学計算
の手法を導入することにより、試料調製に依
存することなく PAC の構造に関する新しい
示唆が得られた。また、同時に、東工大グル
ープとの共同研究により、PAC の単一分子 
分光分析が可能となったほか、阪大グループ
との共同で、電子顕微鏡による単粒子解析も
開始しており、ミドリムシから精製可能な少
量の試料を用いての構造・機能解析が射程距
離に入った。 
  
４．今後の研究の推進方策 
上記のホモロジーモデリング、単分子分光，
単粒子解析、による解析の他、異種発現によ
るサンプル大量調製および変異体蛋白調製
による解析、更には、細胞内信号伝達経路の
分子プローブによる解析を進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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