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研究成果の概要（和文）：光受容体BLUFの光環境に応じて駆動する細胞内シグナル伝達を、階層を跨いで（分子
から個体まで）包括的に理解することを目指した。BLUFは、種類によらず、光反応のメカニズムは一定だが、そ
の時間変化は様々に違いがあり、それらは由来生物の生育環境の光強度を反映していると考えられた。シアノバ
クテリアの光走性を制御するBLUF光受容体PixDの解析を行い、PixDはチラコイド膜の一点に局在することを明ら
かにした。また、PixDの下流で機能するPixEは、線毛伸長に関わる因子と相互作用することがわかった。各種変
異体の表現型解析結果と合わせ、光シグナルが細胞を一定の方向へ動かすモデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：Here we aimed to comprehensively understand the molecular mechanism of 
intracellular signal transduction by analyzing photoreceptor BLUF. Spectroscopic analysis revealed 
that although several BLUF proteins form radicals immediately after light irradiation, their rate 
constants differ, which may reflect differences of the growth light environments of the originated 
organisms. Biochemical and genetic analysis of BLUF photoreceptor PixD, which controls phototaxis of
 cyanobacteria, revealed that PixD is localized at specific positions of thylakoid or envelope 
membranes. Yeast two-hybrid experiments showed that PixE, which functions downstream of PixD, 
interacts with a specific protein involved in controllig pilus formation. Various mutants and 
multiple mutants of PixD nad PixE were prepared and their phototaxis phenotypes were analyzed in 
detail. From the obtained results, a model was constructed in which a PixD-dependent light signal 
moves cells to a certain direction.

研究分野：光生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外からのシグナルは、タンパク質の構造情報に変換され、その後タンパク質間相互作用により細胞内を巡
り、最終的に特定の生理機能を制御する。しかし、そのメカニズムを分子レベルで具体的に示した例は少ない。
光受容体は光で容易にON/OFFすることができ、シグナル変換機構の詳細を調べる格好の材料である。本研究で明
らかとなった光シグナル伝達の詳細は、タンパク質同士がどのように相互作用し、シグナルを一定方向へ伝達し
ているのか、といった一般的な問題の理解に重要なものとなる。また本研究で明らかとなったBLUFの光反応の化
学的基盤は、フラビン分子の新しい光化学反応機構として注目を集めることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞内シグナル伝達は生命現象の根幹をなす反応であり、そのメカニズムの詳細な理解
は、生命科学の中心的課題であり続けてきた。これまでに、増殖因子やホルモン等のリガ
ンド結合に端を発する細胞内シグナル伝達系の研究が行われ、それぞれのシグナル伝達を
担うタンパク質とその相互作用経路の全体像が明らかとなってきた。教科書を開けば、個々
のシグナル伝達系を構成する因子とその伝達経路を矢印で図示した表が多数散見される。
しかしながら、それら多数の因子が協調して実現させている細胞内シグナル伝達の分子メ
カニズムに関しては理解が進んでいない。特定のシグナル伝達に特化した詳細な解析が必
要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の代表者は、光合成微生物の様々な形質を光依存的に調節する青色光受容体 BLUF
を発見し（Masuda & Bauer, Cell, 2002）その機能解析を進めてきた。現在この光受容体
は、クロプトクロム、LOV ドメインに続く、第 3 種目のフラビン型青色光受容体として認
知され、世界中で重点的に研究が進められている（Reviewed in Masuda, PCP, 2013）。こ
れまでの研究により、１）BLUF 型光受容体は細菌界に幅広く（約 10％の細菌種に）保存さ
れていること、２）独自の光化学反応により光シグナル変換を行うこと、３）シアノバク
テリアの BLUF タンパク質 PixD は、下流の因子 PixE と協調して光走性の制御を担うこと、
が明らかとなった。光受容体タンパク質は、非侵襲な光照射によりその反応を一斉にトリ
ガーすることができるため、細胞内シグナル伝達を解析する格好のモデルとなる。またシ
アノバクテリアの BLUF 型光受容体 PixD は、下流の因子が明らかとなった現在唯一の光受
容体である。これらのことから、BLUF 型光受容体は、細胞内シグナル伝達の分子機構を調
べる最も重要な研究対象の一つと考えられる。 
 本研究では、分光学的／生化学的／遺伝学的／生理学的解析を組み合わせ、BLUF 型光受
容体の光依存的構造変化、下流の因子の同定、光依存的タンパク質間相互作用、部位特異
的変異体の表現型解析、を実施し、それらの結果を基に、極性をもった細胞内シグナル伝
達が達成される分子メカニズムの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、以下3つのサブチームを構成することで、異なる実験手法を効率良く組み合わ
せることで研究の推進を図った。  
 I.分光学的解析サブチーム（光受容体の分光学的解析）：多くの微生物に保存されてい
るBLUFタンパク質は、光シグナル変換機構の解析が進んでいる光受容体のファミリーの一
つである。ここでは、シアノバクテリア由来のBLUFタンパク質PixDもしくは紅色光合成細
菌由来のBLUFタンパク質PapBを材料に、安定同位体標識と様々な分光測定を組み合わせる
ことで、BLUFの光反応機構の詳細を調べた。 
 II. 遺伝学的・生化学的解析サブチーム（光受容体の遺伝学的・生化学的解析による相
互作用因子の同定と光依存的蛋白質相互作用の解析）：これまでに、シアノバクテリア由
来のBLUFタンパク質PixDは、下流の因子PixEと光依存的に相互作用することで、この菌の
光走性を制御することがわかっている。しかし、PixD-PixEの相互作用が実際に細胞内で達
成されているのかはわかっていない。またPixEの下流の因子もわかっていない。そこでPixD
抗体を用いたウエスタンブロッティングを行い、細胞内におけるPixD-PixEの相互作用様式
の詳細を調べた。また、PixD/PixE二重変異体をバックグラウンドに、新規の光走性変異体
単離と解析を行った。  
 III.生理学的解析サブチーム(シアノバクテリアの生理学的解析)：シアノバクテリア一
細胞が光の方向を認識するためには、関連タンパク質が細胞内で偏在している必要がある
と考えられる。免疫電子顕微鏡法や蛍光タンパク質などを利用して、PixDとPixEの局在解



析を実施した。 また、上記II)で作成した各種変異体の表現型を詳細に実施した。 
 
４．研究成果 
 
紅色細菌のBLUF光受容体PapBとシアノバクテリアのBLUF光受容体PixDの分光学的解析を行
い、PixDとPapBは共に光照射直後にラジカルを形成することがわかった。しかしその時定
数には若干の違いが存在すると考えられた。また、大腸菌のフラビン要求株を用いて、フ
ラビン分子の特定の窒素原子を重窒素に置換した分子をBLUFタンパク質に取り込ませる系
を構築した。その系により作成したPapBの発色団とタンパク質の構造変化を、赤外分光法
（FT-IR）により調べた。その結果、FT-IRスペクトルで観測される色素の特異的な構造変
化に由来するバンドの帰属を明確化することができた。 
 FLAGタグを融合したPixEを発現するシアノバクテリア株を作成し、その免疫電子顕微鏡
観察から、PixEは細胞内のチラコイド膜もしくは包膜の一点に局在することを明らかにし
た。また細胞内における会合状態をBlue-native PAGEとウエスタンブロッティング解析に
より調べたところ、PixDは、暗所では10量体、光照射条件下ではダイマーにコンフォメー
ション変化させることを明らかにした。 
 酵母ツーハイブリッドの実験から、PixDの下流で機能する PixEは線毛伸長に関わる特定
のタンパク質と相互作用することがわかった。PixEは、先の免疫沈降実験から光捕集系フ
ィコビリソームの構成因子とも相互作用することが示唆されている。このことから、暗所
においてPixD-PixEは、光捕捕集系と相互作用することで一細胞中でも光の方向を感じるこ
とができるように細胞内の一点に局在しており、ひとたび光が当たりPixD-PixE複合体が解
体すると、フリーとなったPixEは近くの線毛合成部位に存在する構成因子と相互作用し、
その活性を制御することで、細胞の特定の位置の線毛の脱重合を促進していると考えられ
た。この仕組みにより、細胞は光に対して一定の方向へ移動することができると考えられ
た。上記仮説を検証するために、PixD, PixEと上記線毛構成因子の各種変異体および多重
変異体を作成し、その光走性を詳細に解析した。遺伝学的解析結果と合わせ、PixDの光励
起によりPixEがフリーとなり、PilBと相互作用することで線毛の伸長制御を行うとするモ
デルを提唱することができた。 
 さらに本研究では、光に対して正の走行性を示すPixD-PixE二重変異体をバックグラウン
ドに、負の走性を示す変異体の単離に成功した。その原因遺伝子をゲノムリシーケンシン
グによって明らかにしたところ、それらは、これまでに同定されていた光走性に関わる因
子とは異なるものであった。今後、これら新規因子を解析することにより、ベクトル性を
もった細胞内シグナル伝達の仕組みの理解をさらに進めることができるものと期待される。 
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