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研究成果の概要（和文）：枯草菌由来の青色光センサー蛋白質 YtvA が機能するメカニズムを分

子論的に解明することを目的に、その光反応を調べた。その結果、全長 YtvA は溶液中で 6 量

体と 2 量体間の平衡状態にあり、蛋白質間相互作用が光励起によって変化する様子を時間分解

検出した。さらに高塩濃度環境下では平衡が 2 量体に大きく偏ることも見出し、信号伝達過程

に塩濃度の影響があることがわかった（塩ストレス効果）。以上観測された光反応を基に実際の

生理活性を評価することも行い、暗回復の速度が生理活性と密接な関係を持つことも明らかに

した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the photoreaction dynamics of the blue light sensor 
protein YtvA to elucidate how the light signal is transferred from the LOV domain to the 
STAS domain using time-resolved transient grating (TG) method. The concentration 
dependence of the TG signals and cross-linking measurement showed that YtvA is in 
equilibrium between the hexamer and the dimer in the ground state. The hexamer underwent 
the global reaction which was manifested as a decrease in D. The D change of the hexamer 
might be caused by the change in inter-protein interaction between the dimers. 
Additionally, we have found significant effect of the salt concentration on the 
equilibrium in the ground state, which might be relevant for its salt stress response. 
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１．研究開始当初の背景 

生命活動の維持において環境ストレスに
対する応答は重要であり、遺伝子発現のオン
オフ調節がその基本的なメカニズムになっ
ている。土壌細菌である枯草菌は、すでに全
ゲノム解析がなされており、シグマ因子と呼
ばれる転写因子群が環境応答に重要である
ことがわかっていたが、その制御機構は謎に
包まれていた。そこで我々は、光ストレス応
答を制御する青色光センサータンパク質
YtvA を取り上げ、光情報をどのように認識
し下流へ伝達するのかを分子レベルで解明
することを目指した。 

YtvAは光受容
を担うLOVドメ
イン、活性部位
である STAS ド
メイン、そして
これらをつなぐ
linker ドメイン
（ヘリックス構
造を持つ）から
構成される（図
１）。LOV ドメイ
ンは多くの青色
光センサータン
パク質に共通し
て存在する光受
容ドメインであ
り、発色団としてフラビン（FMN）をドメイ
ン内部に非共有結合的に含んでいる。この
LOV ドメインの光反応は主に吸収変化測定
により研究され、発色団 FMN の光励起によ
り LOV ドメイン内部のシステイン残基と
FMN が共有結合を結ぶことが明らかにされ
ている。この反応がさらなるタンパク質の構
造変化を引き起こし、シグナル伝達を達成す
ると考えられるが、その詳細なメカニズムは
明らかにされていなかった。これは吸収変化
をモニターする限り、機能発現に重要な
STAS ドメインや linker ドメインの構造変化、
さらには信号伝達分子との相互作用を捉え
きれないためである。 
 
２．研究の目的 

YtvA の光応答によるシグナル伝達過程を
分子論的に明らかにすることを目標とし、過
渡回折格子（TG）法を用いてタンパク質全体
の構造変化や分子間相互作用の変化を実時
間で捉えることを試みた。この手法は吸収変
化の他に、反応に伴う体積変化・拡散係数変
化を高い時間分解能で検出可能にしている。
特に拡散係数は拡散する分子と溶媒との相
互作用を敏感に反映するため、その時間変化
から 2 次構造や表面構造の変化、分子間の会
合・解離過程を評価することができる。この

手法を用いることで、YtvA の光情報伝達に
必要な構造変化の検出、さらには光情報伝達
先分子の特定を目指した。 
 
３．研究の方法 
機能発現において重要と考えられるドメ

インそれぞれの働きを明確にするため、LOV
試料(YLOV)、LOV-linker試料(YLOV-linker)、
全長 YtvA 試料(YtvA)を調整し、それぞれの
光反応ダイナミクスを TG 法を用いて調べた。
また二次構造変化の測定には CD 法を用い、
会合状態の検出には静的光散乱や X 線小角
散乱、cross-linking 法などを併用した。 
 
４．研究成果 

TG 測定した結果、全ての試料で発色団と
システイン残基の共有結合形成が観測され、
発色団周りの反応には外部ドメインの影響
は見受けられなかった。しかし、分子拡散信
号は試料によって大きく異なる挙動を示し、
それぞれのドメインが異なる光反応を示す
ことが示唆された。また分子拡散信号に顕著
な濃度依存性が見られたことから、多量体間
での平衡が存在することがわかった。以下、
各試料に関して得られた結果を報告する。 
 
(1) YLOV 

図 2 に YLOV 試料で得られた TG 信号を示
す。共有結合形成や熱拡散信号が観測された
後、立ち上がりと減衰からなる分子拡散信号
が観測された。これは拡散係数が光反応にお
いて大きく変化することを意味している。さ
らに、この分子拡散信号の形や強度が濃度に
大きく依存する様子が観測された（図 3）。 

詳しい解析の結果、基底状態にテトラマー
とダイマーの平衡が存在することが分かり、
光励起によってテトラマーはダイマーへの
解離反応を、ダイマーはテトラマーへの会合
反応を起こすことが分かった。YLOV の基底
状態の平衡に関しては、cross-linking や X 線
小角散乱の実験からも確認することができ
た。2 つの反応物、テトラマーとダイマーの
光反応の詳細を調べるために、分子拡散信号



の時間発展を解析したところ、テトラマーの
解離反応は 20 μs より早い時間に起こること
が分かった。一方、ダイマーの会合反応速度
は蛋白質濃度に依存するとともに、励起光強
度にも依存することがわかった。この結果は
励起分子同士が会合反応を起こすことを示
唆している。以上のように、TG 法を用いる
ことで、光励起による YLOV の分子間相互作
用の変化を時間分解で捉えることに成功し
た（図 4）。 

 
(2) YLOV-linker 

YLOV-linker試料も YLOV同様に基底状態に
多量体間の平衡があることがわかった。ゲル
濾過や静的光散乱測定により、この平衡はダ
イマーと多量体（10量体以上）の可逆的な平
衡であることがわかった。X 線結晶構造解析
を用いた先行研究によると、YLOV-linker は
ダイマーとして安定に存在し、そのダイマー
同士が linker を介して相互作用している様
子が観測されている。溶液中ではこの linker
ドメイン間の相互作用が過剰に働き、多量体
形成に至ったと考えられる。これらの光反応
を TG 測定により調べたところ、ダイマーの
みが拡散係数変化を示した。また光依存的な
会合・解離反応は観測されなかったため、こ
の拡散係数変化は蛋白質部分の構造変化に
起因することがわかった。その反応は 30 μs
以内で起こることがわかり、さらに 370 μs
の時定数を持つ体積膨張成分が観測された。
ドメイン間の相互作用変化が顕著に検出さ

れた YLOVとは大きく異なり、YLOV-linker で
は蛋白質部分の構造変化が観測されたが、こ
れらの反応は linker 領域で起こっていると
考えられる。明条件・暗条件における
YLOV-linker の結晶構造の比較や溶液中での
全長 YtvA の X 線小角散乱パターンの比較か
ら、linkerドメインが光照射により回転する
ことが提唱されている。したがって本研究で
観測された拡散係数変化はこの回転運動を
時間分解で捉えたものと解釈している。つま
り linker 部分の回転により表面構造が変わ
り、溶媒との相互作用が変化したことで拡散
係数変化がもたらされたという解釈である。
こうしたドメイン間の相対的な回転運動は
光情報伝達において重要な役割を果たして
いるのかもしれない。我々は YtvA の光シグ
ナル伝達過程に重要であると考えられる
linker ドメインの回転を拡散係数の変化と
して捉え、更にその反応は光励起後 30 μs
以内で起こる早い反応であることを実測し
た(図 5)。 

 
(3) YtvA 
全長 YtvA 試料は、濃度変化測定や

cross-linking 測定から基底状態でダイマー
とヘキサマーの平衡にあることがわかった。
それぞれの光反応を測定したところ、ヘキサ
マーは拡散係数の変化を伴うグローバルな
反応を示したが、ダイマーは拡散係数変化を
示さなかった。YLOV-linker のダイマーの光
反応との比較により、全長 YtvA のダイマー
では C 末端側に STAS ドメインが存在するこ
とで、linker ドメインの回転による構造変化
が拡散係数の変化として観測されにくくな
ったと考えられる。一方、反応物がヘキサマ
ーの場合は、光励起により 3 つのダイマー間
の相互作用が変化したために拡散係数の変
化が引き起こされたと考えている(図 6)。生
体内での YtvAは、同じ STAS ドメインを持つ
類似のタンパク質と複合体を形成しており、
これら STAS ドメイン間の相互作用変化が転
写因子の活性化に重要であると言われてい
る。したがって本研究で捉えた蛋白質間相互
作用の変化も STAS ドメイン間で主に起こっ
ていると考えられる。つまり YtvA 間の相互
作用変化は、生体内においては複合体中で
YtvA が類似のタンパク質と光依存的に相互
作用することに対応していると考えている。 



 
(4) 塩ストレス効果 

枯草菌の光ストレス応答は高塩濃度下で
増幅されるという報告がある。これは塩スト
レスと呼ばれ、環境ストレスの一種であるが、
そのメカニズムに関しては不明な点が多い。
そこで我々は用意した 3種類の試料に対して
その会合状態や光反応に対する塩効果を調
べた。低塩濃度（NaCl 10 mM）と高塩濃度（NaCl 
150 mM 以上）条件下での TG 測定の結果、全
ての試料で高塩濃度条件下では基底状態の
平衡がダイマーに偏ることが確認された。つ
まり、高塩濃度下でダイマーの光反応が選択
的に起こることを意味している。この結果と
塩ストレスが正の調節因子であることを考
慮すると、YtvAの光ストレス応答にはダイマ
ーの反応が重要であると考えられる。 
 
(5) GTP結合能力 

研究開始時点では YtvA はその光反応だけ
でなく、シグナル伝達先に関しても未知な部
分 が 多 か っ た 。 蛍 光 標 識 し た GTP
（BODIPY-GTP）を用いた研究により、YtvAが
GTP 結合機能を有すると報告されていたが、
この報告は BODIPY 領域の高い疎水性による
非特異的な結合であるという可能性を含ん
でいた。従って YtvA の GTP 結合機能を検証
するには蛍光標識されていない GTPとの相互
作用を検出する必要があった。そこで我々は
全長 YtvAと GTP分子を混合した系での TG測
定を行った。その結果、GTP を加えた効果は
TG 信号には観測されなかった。つまり蛋白質
構造や会合状態が GTPによって変化しないこ
とがわかった。一方、BODIPY-GTP を加えた系
では、拡散信号が大きく変化することが観測
され、光依存的に YtvA が BODIPY-GTP と結
合・解離する様子が観測された。これらの結
果は、先行研究で報告された BODIPY-GTP と
の結合が BODIPY 領域との疎水性相互作用に
よるものであることを示している。したがっ
て YtvA が GTP 結合蛋白質では無いことを証
明する結果となり、光依存的に BODIPY-GTP
の結合・解離が観測されたことは、蛋白質の
露出表面における疎水基の割合が光反応に
おいて変化した様子を表しているのだろう。
この変化は linker 領域の回転運動によるもの
ではないかと現在推察している。 

 
(6) YtvAの光反応と生理活性の関係 

YtvA の分子レベルでの光反応が生理的に
どのような意味を持つのかを検証するため
に、枯草菌内部でのストレス応答検出をアム
ステルダム大学との共同研究で行った。具体
的には枯草菌の光ストレス応答をレポータ
ー遺伝子（lacZ）の転写量で定量的に測定し、
我々の研究により得られた反応機構（反応速
度や量子収率）を基にした数学的モデルによ
り活性度合いを評価した。これにより生理機
能と分子レベルでの反応との関係性を明ら
かにできる。その結果、明状態から基底状態
に戻る速度が生理活性度合いと高い相関を
持つことを明らかにした。実際の生体内での
戻り速度は in vitro での値より大きい値で
あったが、これは生体内では下流分子と相互
作用するために、YtvAの光反応速度が影響を
受けているのだと考えている。 
 

以上のように、我々は TG法を初めとする様々
な手法を用いた実験により、YtvA のシグナル
伝達に重要であると考えられるドメイン間
の相互作用変化や linker ドメインの回転運
動を高い時間分解能で捉えることに成功し
た。更に、全ての試料が基底状態においてダ
イマーと多量体（YLOV の場合はテトラマー、
全長の YtvA の場合はヘキサマー）の平衡が
存在することを発見し、これらの存在比率が
塩濃度に大きく依存することも見出した。下
流分子の特定はまだ進行中であるが、GTP 結
合蛋白質では無いことを明確にし、さらに分
子レベルでの反応が生理活性と密接な関係
を持つことを示した。以上の結果は本研究独
自の成果であり、今後のストレス応答機構解
明に有用な知見である。以上の結果は数本の
論文として科学雑誌に投稿する予定である。 
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