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研究成果の概要（和文）：光感受性アデニル酸シクラーゼ（OaPAC）については単結晶から得られた静的な構造
がすでに明らかであったので、結晶化条件を微小結晶調製用に改良することを試みた。その結果、暗状態でのタ
ンパク質の発現や精製を行うことで、改善を行いことができまた。Swiss Light Sourceで常温でのX線回折実験
では、超音波領域内に浮揚したフィルム上の結晶に対してX線を照射し、2.2-2.4 Aの分解能で明らかにした。解
析の結果、BLUFドメイン内のFlavinと近傍残基Gln48が近づく動きを観測し、その動きが3秒後にはGln48の動き
が完了していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Since the static structure of the light-sensitive adenylate cyclase (OaPAC) 
was already known from single crystals, we sought to improve the crystallization conditions for the 
preparation of microcrystals. X-ray diffraction experiments at room temperature at the Swiss Light 
Source revealed crystals floating on a film in the ultrasonic range with a resolution of 2.2-2.4 A. 
The results of the analysis showed that the BLUF domain was not affected by the crystallization 
conditions. The analysis showed that the movement of flavin and the neighboring residue Gln48 in the
 BLUF domain were observed to approach each other, and that the movement of Gln48 was completed 
after 3 seconds.

研究分野：構造生物学

キーワード： cGMP光産生酵素　光反応酵素　X線自由電子レーザー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光によって感応、応答するタンパク質には、動物や植物などに広く分布する発色団を含み、生命維持に関与する
など重要な役割を果たすものが知られる。近年では、こうした光感受性タンパク質を利用して、細胞などの光操
作する技術に応用され、これまでに多くの生理現象の解明に利用されてきた。中でも、光遺伝学は、細胞や組織
の生理機能を明らかにするための非常に強力な研究手法であると同時に、疾病の治療への応用の観点からも注目
されている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

フラビン色素等の発色団を含む光感受性タンパク質は、光感知機能や集光機能、DNA 損

傷修復機能など多彩な生命現象に関わっている。近年では、そのような光感受性タンパク質を光

によって非侵襲的に制御する光遺伝学の試みが始まっており、新たな機能制御による生命現象

の解明が進んでいる。しかし、光感受性タンパク質は新たな疾病治療法にもなりうると期待され

る一方で、その詳細な光応答機構は不明のままである。本研究班では、様々な発色団を含んだタ

ンパク質をターゲットとし、XFEL (X 線自由電子レーザー) を利用した高速分子動画法により、

光感受性タンパク質の多様な光応答機構の解明を目指す。生物の光応答を原子レベルかつ時分

割で理解することにより、生命科学・医学・薬学などの分野において広範で多彩な応用展開が期

待される。 

 
２．研究の目的 

光によって感応、応答するタンパク質には、動物や植物などに広く分布する発色団を

含み、生命維持に関与するなど重要な役割を果たすものが知られる。近年では、こうした光感受

性タンパク質を利用して、細胞などの光操作する技術に応用され、これまでに多くの生理現象の

解明に利用されてきた。中でも、光遺伝学は、細胞や組織の生理機能を明らかにするための非常

に強力な研究手法であると同時に、疾病の治療への応用の観点からも注目されている。光活性化

アデニル酸シクラーゼ PAC は、動物、植物で普遍的な情報伝達物質(cAMP、 cGMP)の生産を光で

制御できる生体タンパク質で、生体内での光スイッチとして医学的な応用が期待される分子で

ある。PAC は、最初にミドリムシから発見され以後、複数の原核生物からも相同遺伝子が見出さ

れていたが、いずれも原子レベルでの構造・機能解明までには至ってなかったが申請者によって、

藍藻由来の光活性化アデニル酸シクラーゼ（OaPAC）における初めて原子レベルでの構造・機能

解明に成功した。本研究では解明された OaPAC 光活性化メカニズムの構造科学的解明を基に、細

胞内でのセカンドメッセンジャー光制御への光遺伝学の展開や、PAC の酵素ドメイン改変による

cGMP 光産生酵素の創出、更には脳病変発生などにおける発生学的疾病の機構解明と治療を光制

御医学ツールとして基礎医学的研究を目指す。本年度では OaPAC に対して微結晶調製を大量作

製し、XFEL（X 線自由電子レーザー）の測定と、OaPAC の反応時間を追うため、秒単位での測定

が可能な、ヨーロッパ放射光施設 SLS での測定を行い、光感受性タンパク質の多様な光応答機構

の解明を目指している。 

 
３．研究の方法 

タンパク質の微結晶調製に適した結晶化条件を検討し、放射光X線を使った回折実験

から結晶性能を確認する。更に、発色団を含んだ微結晶での吸収分光や赤外振動分光測定を実

施し、得られた情報より結晶中における光反応の反応速度論的解析を行う。また、通常の微結

晶調製共に、シード法による結晶化条件検討も行う予定である。昨年度では、不均一な微結晶

のXFELのデータ解析から、分解能や、データの質の問題点の改善を行い、研究を進めて行く予

定である。その他、XFELを照射し回折像を得る実験の際の連続的な微結晶導入方法の最適化な

どに取り組みと、SPring8、SLSによる微結晶の結晶性を確認する。 

４．研究成果 

光感受性アデニル酸シクラーゼ（OaPAC）については単結晶から得られた静的な構造

がすでに明らかであったので、まずこの結晶化条件を微小結晶調製用に改良することを試み



た。その結果、暗状態でのタンパク質の発現や精製を行うことで、改善を行いことができま

た。また、回折能がある結晶化どうかは見た目では判断できないため、単結晶のX線結晶構造解

析で用いる大きさの結晶の回折能チェックを実験室系X線回折装置で実施し、それを微小結晶調

製にフィードバックすることで品質管理を随時行いながら微小結晶の大量調製方法の検討を行

なった。さらに、XFELを使用して、微結晶から2.4 Aの高解像度構造データを取得した。Swiss 

Light SourceでのAcoustic Levitation Diffractometer（ALD）を用いた常温でのX線回折実験

では、超音波領域内に浮揚したフィルム上の結晶に対してX線を照射し、様々な方位からの反射

点を収集することで、励起光照射から14秒後まで2秒ごとの時分割でのデータ収集を行い、2.2-

2.4 Aの分解能で明らかにした。また、PF（Photon Factory）でのクライオ条件下での構造解析

では、室温にて青色LEDで照射後、瞬時にクライオ吹付装置で凍らせる方法を用いて照射後3~15

秒の状態の結晶構造を1.7 -1.9 Aの分解能で明らかにし、BLUFドメイン内のFlavinと近傍残基

Gln48が近づく動きを観測し、その動きが3秒後にはGln48の動きが完了していることを示した。 
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