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研究成果の概要（和文）：我々がミドリムシから発見した、光を感じて細胞諸機能制御因子環状
AMP を生成する光活性化アデニル酸シクラーゼ (PAC)について：4量体構造をとり、水素結合ネ
ットワークの異なる 2 状態を行き来し、高感度・低速度とその逆の 2 成分から成ることを解明；
光感受に伴う蛋白質構造変化の解析に強力な一分子赤外線吸収分光法を開発；複数の生物に遺
伝子的に導入して神経活動や行動の光制御に成功；その遺伝子の染色体上局在を多数検出。

研究成果の概要（英文）：Biophysical studies performed to elucidate the mechanisms how the

euglenoid pbotoreceptor photoactivated adenylyl cyclase (PAC) converts light signal to

cyclic AMP, the versatile second messenger, have led to the following outcomes: electron

micrographic details of its tetrameric structure, spectroscopic unveiling of its two

states of hydrogen bond networks, division of labor between high-sensitivity-low-speed

and the opposite subunits, invention of the single-protein infrared spectroscopic method,

photomanipulation of neuronal and behavioral activities of various organisms by

heterologous expression of PAC, and elucidation of PAC gene localization along the Euglena

chromosomes.
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１．研究開始当初の背景
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、「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)は、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）のフラビン蛋白質で
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ある。

２．研究の目的
上記の「光活性化アデニル酸シクラーゼ」
（PAC）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ド
メインとアデニル酸シクラーゼドメインの
分光学的および構造生物学的解析を行う。

３．研究の方法
主としてミドリムシから生化学的に精製し
た PAC タンパク質を試料として、一分子分光
および電子顕微鏡的単粒子解析を行った。光
反応速度論解析においては大腸菌にて異種
発現させた PACの光感受ドメインを試料とし
た。神経活動等の光操作においては、PAC の
cDNA を発現ベクターにつないだものを顕微
注射等によって目的細胞あるいは組織に導
入・発現した。

４．研究成果
（１）単一分子分光分析：東工大グループと
の共同で、反射型対物レンズを機軸とした共
焦点光学系を用いて、液体ヘリウム温度下に
おけるPACの単一分子蛍光測定をおこなって
きた。その結果、PAC１分子には8個のFADが結
合していることが示されたほか、PACには水素
結合ネットワークの異なる2つの状態が存在
し、これが光スイッチングを反映したもので
あることが示唆された（論文①）。光センシ
ングに伴って予想されるタンパク質高次構造
の変化の検出と解析のために有効な赤外線吸
収分光を一分子で可能にする手法を開発し論
文報告した（東工大松下道雄准教授らと共同
、論文③）。

（２）構造と機能に関する理論解析： PACの
機能ドメインのホモロジーモデリングを行い
、それを基にしたドッキング解析によりαサ
ブユニット、βサブユニット、PAC分子全体像
のモデルができた。

（３）単粒子解析：大阪大グループとの共同
で電子顕微鏡によるPACの単粒子解析を行っ
た。ミドリムシから精製したPAC分子の３次元
構造再構築に成功しており、明瞭な4量体構造
を明らかにするとともに、各機能モジュール
のホモロジーモデリングおよびドッキング解
析によって得られたモデルとの高い一致性を
示した（大阪大岩崎憲治准教授・アドバンス
ソフト長谷川浩司博士らと共同、学会発表③
④）。さらに、ミドリムシの光受容オルガネ
ラに見られる格子状構造もPACの配置で説明
可能であることが示された（学会発表③④）
。

（４）光感受ドメインの光反応速度論：αサ
ブユニットとβサブユニットの F2 ドメイン
の光サイクル速度論解析により、αとβでは、
感度と速度に違いがあり（前者は高感度・低
速度で後者は逆）、その違いの大半は一つの
アミノ酸に帰属できることを明らかにした
（論文②）。

（５）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、光センサードメイン(F1, F2)と、アデニ
ル酸シクラーゼ酵素ドメイン(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。

（６）光活性化アデニル酸シクラーゼの導入
による神経活動等の光制御： 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 の発見当初より提唱していた。東邦大の
長濱辰文教授らとの共同で、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（論文⑩） 。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（論文⑮）。

（７）光センサー分子遺伝子の染色体上局在
位置：PAC 遺伝子のミドリムシ染色体上での
局在を蛍光 in situ hybridization 法により
多数検出した（学会発表①）。
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