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研究成果の概要（和文）：研究代表者がこれまでに、独自に同定・解析した新しい光受容タンパク質の光スイッチ系を
発展させ、より広くタンパク質活性や生体分子の制御に利用できる可能性を探った。具体的には、クリプトクロム分子
の細胞内局在制御およびクリプトクロムの大量発現系の構築を目指した。その結果、哺乳類細胞膜上に蛍光シグナルを
観察することに成功した。また、出芽酵母を用いた安定発現系において、発色団を保持した状態のクリプトクロムの高
発現を見いだし、精製、分光解析、および生化学的解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a  system to control the light-swichable gene expression by usin
g photoreceptive molecules. In order to polish this system toward application as a novel biological tool, 
we further characterize CRY photoreception and interaction proteins in this study. We have detected the po
sitive fluorescent signals on the plasma membrane of mammalian cultured cells.  We found relatively high e
xpression levels of chicken cryptochrome in a constitutive expression system using budding yeast. We also 
succeeded in the purification of the cryptochrome protein having the chromophore FAD, investigation of the
 spectral properties, and detection of in vitro structural changes induced by light.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

光を利用した生体制御技術には、本研究の

ように生体物質を利用する方法の他に、人

工的な光感受性化合物を用いる方法があり、

後者の方だけが実用化されていた。また、

前者としては、実用化されていないものの、

生体内光スイッチとして赤色感受性のフィ

トクロムを用いた系[Shimizu-Sato et al. 

Nature Biotech.20, 1041 (2002)]が知られ

ているが、青色感受性の CRY を用いた系は

未報告であった。また、申請者自身のそれ

までの青色受容分子 CRY4 に関する研究の

過程で、CRY4 の相互作用分子 CRIP を同定

しており、両者の解離-会合が光によって変

化することを見いだしていた。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、脊椎動物において光センサー

の候補分子として多数の CRY 分子を多数同

定してきた実績があり、特に CRY4 に関する

基礎研究の蓄積をさらに発展させ、より広

くタンパク質活性や生体分子の制御に利

用できる可能性を探ることを目的とした。

具体的には、遺伝子発現制御のみならず

タンパク質活性の光制御系を実現するた

めに、CRY の細胞内局在の解析とタンパ

ク質改変による局在の変更を試みた。ま

た、CRY の機能ドメインの利用を念頭に

おきつつ、タンパク質の大量発現系の構

築を試みた。 

 

３．研究の方法 

CRY タンパク質の膜局在をスイッチング

する系を構築するために、細胞内にて相

互作用するクリプトクロムを膜に固定し

て可視化することを試みた。クリプトク

ロムのカルボキシル末端に膜局在化シグ

ナルを付加し、同時に蛍光タンパク質と

融合させて発現させ、その局在変化を調

べた。一方、CRY4 と CRIP の相互作用を検

出し in vitro におけるクリプトクロムの

光スイッチングを詳細に検討するために、

クリプトクロムを培養細胞において大量

に発現・精製する系の構築を試みた。 

 

４．研究成果 

CRY タンパク質と局在化シグナルならび

に蛍光タンパク質の融合タンパク質を、

酵母ならびに哺乳類細胞において発現し

たところ、哺乳類細胞の細胞膜上に蛍光

シグナルを観察することに成功した。現

在、この系を利用し哺乳類細胞において

も光スイッチを実現するための条件のス

クリーニングを行っている。一方、CRY

タンパク質の発現系については、当初、

広く利用されている哺乳類培養細胞株や

昆虫細胞・バキュロウィルス発現系、あ

るいは、大腸菌を用いた系を検討したも

のの、光吸収活性のあるクリプトクロム

をほとんど発現することができなかった。

そこで、出芽酵母を用いた安定発現系を

検討したところ、最終的に 1mg/L 以上の

大腸菌に匹敵する極めて高い発現量を認

めることができ、発色団を保持した状態

のクリプトクロムの精製とスペクトル測

定に成功した(図 1)。さらに、精製した

タンパク質を用いたスペクトル解析によ

り光サイクルを同定した。 

 これらと並行して特異的抗体を用いた

生化学的解析により、網膜から免疫沈降

したクリプトクロムの光依存的な構造変

化を検出することに成功した。そこで、

さまざまな波長の光を用いて、光感受性

の検討を行ったところ、青色光ならびに

近紫外光に応答して構造変化することを

明らかにすることができた。 

 

 

 

図１ 酵母を用いて発現・精製したクロプトクロム 

（左：吸収スペクトルと光反応、右：CBB 染色像） 
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