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研究成果の概要： 
 本研究は、単細胞生物ミドリムシ由来の光センサー、光活性化アデニル酸シクラーゼ（PAC）

の活性化の分子機構解明を目指すものであり、その第一段階としてミドリムシにおける薬剤感

受性を明らかにし、さらに PAC の遺伝子を単離してそれらの構造を明らかにした。これらは

形質転換系確立の基本情報として重要であり、PAC の大量取得と構造・機能解析へ向けての基

礎となるものである。 
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１．研究開始当初の背景 
 報告者らは、単細胞鞭毛藻ミドリムシ
（Euglena gracilis）の光感受部位（副鞭毛体）
から分子量約 40 万のフラビンタンパク質を
精製し、これが青色光で活性化されるアデニ
ル酸シクラーゼであることを示すとともに、
光回避反応のセンサーとして機能すること
を示した(Iseki, M. et al. (2002) Nature 415, 
1047-1051)。光活性化アデニル酸シクラーゼ
（PAC, Photoactivated adenylyl cyclase）と名付
けられたこのタンパク質は、互いによく似た

2 種類のサブユニット（PACα, PACβ）から成
り、それぞれのサブユニットには発色団結合
ドメイン（F1, F2）とアデニル酸シクラーゼ
触媒ドメイン（C1, C2）が交互に 2 箇所ずつ
存在する。F1, F2 に類似した配列は幾つかの
バクテリアのゲノム上に見出され、それらが
フラビンを結合することが知られていたが、
その後紅色光合成細菌のフラビンタンパク
質 AppA が光合成遺伝子発現抑制に関わる光
センサーとして機能することが証明され、
PAC と共に新しい青色光センサータンパク



質のファミリーとして認知されるようにな
った。これらに共通のフラビン結合ドメイン
は BLUF (a sensor of blue light using FAD)と名
付けられ、現在多くのバクテリアに存在する
ことが知られているが、真核生物では僅かに
ミドリムシ類と一部の菌類に見出されてい
るのみである。バクテリアの BLUF ドメイン
は組換えタンパク質の発現・精製が比較的容
易であったため、国内外において光照射に伴
う吸収変化に注目した分光学的解析が精力
的に行われ、光受容の初期過程についての理
解は大きく進んだ。一方、PAC の場合は、我々
を含め複数のグループが努力を重ねてきた
にも関わらず、本来の活性を保持した十分量
の組換えタンパク質は得られておらず、最近
ようやく F2 ドメインのみについて初歩的な
キネティクス解析を行えるようになったば
かりである。このように、光受容初期過程に
ついてはバクテリアに先行を許した形とな
ったが、バクテリアの BLUF タンパク質は構
造が単純であるが故にその機能発現には他
タンパク質との相互作用を想定せざるを得
ず、実は光センサーとしての出力の仕組みに
ついては殆どわかっていないのが実状であ
る。その点、PAC はそれ自身がアデニル酸シ
クラーゼ活性という極めて明瞭な出力機能
を持っていることから、初期過程から出力に
至るまでを総合的に検討し得る稀有な光セ
ンサーであり、光受容全過程の解明には最も
近い位置にあると言ってよい。そのためには
本来の活性を保持した十分量の PAC を手に
することが必須であり、革新的な手法開発が
望まれているのである。 
 
 
２．研究の目的 
 報告者らは、PAC をミドリムシから精製し、
それを用いて光活性化の基本的な特性を明
らかにしてきた。しかしながら、ミドリムシ
から精製可能な量は 1 回につき僅か数 µg で
あり、酵素活性を測定することはできるもの
の、到底通常の分光学的解析に供せるもので
はない。一方、大腸菌等の異種発現系から得
た PAC は活性を保持しておらず、変性タンパ
ク質からの再生も未だ成功していない。そこ
で、本研究では、ミドリムシ自身に PAC を過
剰発現させ、そこから活性を保持した十分量
の PAC を得ることを目指す。しかしながら、
ミドリムシでは今まで形質転換の系が知ら
れておらず、その開発から着手する必要があ
ることから、実際の研究項目は、(1)ミドリム
シ形質転換系の確立、(2)PAC 大量発現系の確
立の 2 点となる。初年度において、薬剤感受
性の検討および薬剤耐性をマーカーとした
形質転換ベクターの開発を行い、形質転換系
を確立する。次年度において、発現プロモー
ターの探索を行い、PAC の大量発現を実現す

ると共に、得られた試料を用いて分光学的解
析とアデニル酸シクラーゼ活性の同時測定
を行うことにより、光受容初期過程と出力過
程をリンクさせた情報を取得する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ミドリムシ形質転換系の確立 
(1)-① 薬剤感受性の検討 
 ミドリムシにおいては、G418 やハイグロ
マイシン等の真核生物用抗生物質を含めて
系統的に薬剤感受性を調べた例は報告され
ていない。そこで、各種抗生物質を用意し、
平板法および液体培養により、それぞれに対
する生育阻害効果を検討する。 
(1)-②PAC 遺伝子のクローニング 
 形質転換を実現するためには、適切なプロ
モーターを選ぶことが必要だが、現在までに
ミドリムシで機能するプロモーターは全く
知られておらず、そもそもコーディング領域
全長が解明された遺伝子自体が僅かしかな
い。そこで、PAC 遺伝子の構造を明らかにす
るために、ゲノムライブラリを構築し、PAC
遺伝子のスクリーニングを行う。得られた遺
伝子はショットガンシークエンスにより全
長の塩基配列を決定する。 
(1)-③形質転換ベクターの開発 
 ミドリムシは rRNA をコードする約 11 kb
の核外 DNA を 800～4,000 コピー有する。
これに薬剤耐性遺伝子と適当な複製起点を
加えることにより、大腸菌とのシャトルベク
ター化を図る。まずは大きな DNA 断片を適
当な部位に挿入したものを多種類作製し、こ
れらをエレクトロポレーションによってミ
ドリムシに導入して選択培地に蒔き、生育可
能となる組合せを検索する。さらに、PAC 遺
伝子の上流域を切り出してプロモーターを
スクリーニングする。 
(2) PAC 大量発現系の確立 
 ミドリムシにおける形質転換系が完成し
た後、PAC を大量発現させるため、活性の高
いプロモーターの探索を行う。ミドリムシの
遺伝子上流域の探索をさらに進めるととも
に、哺乳類細胞等で普通に用いられる CMV, 
SV40, TEF1 等の発現プロモーターもテスト
する。こうして PACα, PACβそれぞれについ
て、できるだけ発現量の多くなるベクターを
構築する。そのうえで、PACαと PACβの発
現量のバランスをとる必要があれば、両者に
異なる薬剤耐性遺伝子を組み込んで共発現
させる、あるいは両者を単独のベクターに組
み込んでポリシストロニックな発現を試み
る。 
 
 
４．研究成果 
(1) ミドリムシの薬剤感受性 



 各種抗生物質に対する感受性を平板法で
コロニー計数により評価した。それぞれの最
小生育阻害濃度を図 1 に示す。原核生物用の
抗生物質の効果はいずれも弱く、アンピシリ
ンやペニシリン等のβラクタム系抗生物質
は 0.8 mg/ml までの濃度で生育・形状に全く
影響は見られなかった。一方、ストレプトマ
イシンやスペクチノマイシン等のアミノグ
リコシド系の薬剤は、生育そのものには大き
な影響はないものの、葉緑体に作用して細胞
の白化を起こした。真核生物用として用いら
れる抗生物質はピューロマイシンを除いて
いずれも効果があり、特に G418, ブラスト
シジン S、ゼオシンは効果が高く、スクリー
ニング用に好適と判断された。これはミドリ
ムシの形質転換系を開発し、現代的な実験生
物として扱ううえで重要な基礎データを提
供するものである。 

図１ ミドリムシの抗生物質感受性  
ミドリムシ細胞約500個を5段階の濃度で
抗生物質を含む 1.5%寒天平板（従属栄養
培地）に接種し、8 日後にコロニー数をカ
ウントして生育の見られない最小濃度を
決定した。 

 
(2) PAC 遺伝子のクローニング 
 ミドリムシよりゲノム DNA を精製し、物
理的に切断した 40 kb 程度の断片をフォスミ
ドベクターに組み込んでゲノムライブラリ
（3.0 x 105 cfu/500 µl）を作成した。これをマ
イクロプレートに１ウェル当たり約 100 クロ
ーンずつ分けてクローンプールとし、PACα, 
PACβそれぞれに特異的なプライマーを用い
た PCR によってスクリーニングを行った。得
られたポジティブクローンのうち、PACα, 
PACβそれぞれを最も長く含むものを選択し、
ショットガンシークエンスならびにプライ
マーウォーキングによって、ほぼ全長に相当
する塩基配列を決定した（一部にギャップを
含む）。 
 図２に示すように、PACαクローン 3A3 は
コーディング領域の全長を含み、コーディン

グ領域は 16個のエクソンで構成されていた。
PACβクローン 4G10 はコーディング領域の
N 末端から C2 領域途中までを含んでおり、
18 個のエクソンを確認した。ミドリムシのイ
ントロンには、通常の真核生物 mRNA 型の
イントロン（conventional type）のほか、
GT-AG 則に従わず、境界領域に繰り返し配列
を持って強固な二次構造を形成すると考え
られるイントロン（non-conventional type）
が存在することが知られている。PACα遺伝
子のイントロンの多くは non-conventional 
type であり、conventional type は３個しか
なかった。一方、PACβ遺伝子では、殆どの
イントロンが conventional type であり、
non-conventional type は２個だけであった。
さらに、PACαと PACβはアミノ酸配列にお
いては 75%という高い同一性を示すにも関
わらず、それらの遺伝子のイントロン－エク
ソン構造は大きく異なっていた。これらのこ
とは、PACαと PACβがパラログとして分化
した後に頻繁にイントロンの挿入・離脱が行
われたことを示唆する。 
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 この成果は、PAC の大量発現を目指すうえ
で欠かせない PAC の発現制御機構を知るた
めの足がかりとなる。また、ミドリムシにお
いて、今までに全長が明らかにされた遺伝子
は数えるほどしかなく、この生物の進化を考
えるうえでも有用なデータを提供するもの
である。 
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図 2 PACα, PACβの遺伝子構造模式図 
上段は PACαと PACβのイントロン－エク
ソン構造を示す。イントロン（i0-i19）の
うち、赤字は conventional type を示し、青
字は non-conventional type を、紫字はそれ
らの中間型を示す。下段は PACα, PACβの
cDNA に由来するアミノ酸配列模式図で、
エクソン(E1-E18)の配置を黒・黄のブロッ
クで示す。 

 
(3) 形質転換ベクターの開発 
 ミドリムシでは核コードの遺伝子のプロ
モーター配列が全く不明であるため、当初は
他生物で発現用に使用されているプロモー



ター、すなわち CMV, SV40, EF1a, lac, 等をゼ
オシン耐性遺伝子につないで導入を行った
が、耐性を付与することはできなかった。次
に、ミドリムシの核外環状 DNA から得たリ
ボソーム遺伝子の上流域を組み込み、蛍光タ
ンパク質 ZsGreen をレポーターとして発現を
試みたが、顕著な蛍光を検出することはでき
なかった。同様に前項で特定した PAC 遺伝子
の上流域を組み込んだベクターも機能しな
かった。さらに、プロモーター候補 DNA 断
片の組み合わせをさまざまに変更し、Neo 遺
伝子をマーカーとして G418 によるスクリー
ニングを行ったが、いずれも耐性付与には至

なかった。 

析にも新たな道を
示するものである。 

者、研究分担者及び連携研究者に
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(4) PAC の構造・機能解析に向けて 
 本研究は、PAC の大量取得を実現し、X 線
結晶構造解析や分光学的解析を行うことを
目指すものであるが、本研究の進行を背景と
して、大量の試料を必要としない PAC の構
造・機能解析の手法開発にも取り組んできた。
具体的には、東京工業大グループと共同で進
めている単一分子分光法により、低温下にお
ける PAC の単一分子由来の蛍光測定に成功
したほか、大阪大グループと共同で進めてい
る電子顕微鏡を用いた単粒子解析により、
PAC の四量体構造の可視化に成功した。これ
らは PAC の構造・機能解明に新しい一歩を踏
み出すものであり、大量取得の困難な他の光
センサータンパク質の解
提
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