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研究成果の概要（和文）：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い。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光産生酵素の創出による光制御医学ツールとして基礎医学的研究で、反応機
構解明を向けて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) を利用し、光感受性タン
パク質の多様な光応答機構の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Optogenetics is a rapidly growing field in which light is used to control 
biological systems. We show that OaPAC protein produces the fundamental second messenger cyclic-AMP 
(cAMP) in response to blue light, is stable and functional in human cells, and can therefore be used
 to trigger events by raising cAMP level. OaPAC consists of a catalytic domain controlled by a 
photosensitive BLUF domain. We have solved the crystal structure to show how activity is triggered 
by light, and guide mutagenesis experiments. Although the catalytic domain resembles known cyclases,
 the BLUF domains form an unusual intertwined structure. The protein activity is the same in 
solution as in the crystal, showing that the activation mechanism involves only very small molecular
 movements.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
青光により活性化アデニル酸シクラーゼcAMP分子を量産する酵素として、特性解明や生物機能光制御への展開も
提唱・実行してきた。本申請者は、PACの相同遺伝子であるOaPACの立体構造解明に世界初めて成功し、光活性化
機構に関する構造科学的な研究は本研究グループが先駆的に積み上げてきた。神経興奮の光制御、いわゆる光遺
伝学、が急速に普及し、OaPACによるcAMPを介する生体機能光制御も概念上同類とみなされつつあるが、はるか
に広範で多彩な生命活動の光制御につながり、血管新生・脳病変原生・神経回路ネットワーキング・記憶などの
光発生医学現象の制御・解明・治療・創薬スクリーニング開拓を先導するものである。

※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 
  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 光産生酵素の創出による光制御医学ツールとして基礎医学的研究を目指す。 
  PAC は日本の研究グループによって発見されたタンパク質で、青光により活性化アデニル酸
シクラーゼ cAMP 分子を量産する酵素として、特性解明や生物機能光制御への展開も提唱・実行
してきた（Nature, 2002）。本申請者は、PAC の相同遺伝子である OaPAC の立体構造解明に世界
で初めて成功した（PNAS, 2016; PNAS, 2017）。また、光活性化機構に関する構造科学的な研究
は本研究グループが先駆的に積み上げてきた。同じく植物プランクトン起源である、クラミドモ
ナス由来のチャンネルロドプシン（光活性化陽イオンチャンネル）によって、神経興奮の光制御、
いわゆる「光遺伝学、optogenetics」が急速に普及し、OaPAC による cAMP を介する生体機能光
制御も概念上同類とみなされつつあるが、はるかに広範で多彩な生命活動の光制御につながり、
血管新生・脳病変原生・神経回路ネットワーキング・記憶などの光発生医学現象の制御・解明・
治療・創薬スクリーニングという広大な新分野の開拓を先導するものであり、かつ独創的な新領
域の研究分野であると言える。今後、先端的・先導的な構造生命科学的解析を基盤として、刺激
波長特性や基質特異性の異なる OaPAC の創出や高感度化など、優れた特性の改良型 OaPAC の創
出とそれに基づく広範で多彩な応用展開につながることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
  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
生酵素の創出による光制御医学ツールとして基礎医学的研究で、反応機構解明を向けて 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) を利用し、光感受性タンパク質
の多様な光応答機構の解明することが目的である。 
 
３．研究の方法 
  OaPAC の微結晶をオイルバッチ法により作製を行った。
得られた微結晶の密度は 1.1×10^8 個/mL と 2.2×10^8 個
/mL で得ることができた。また、サイズについては平均 24.6 
um で、XFEL で測定するため、これらの微結晶をグリースと
混合し、その相性確認を行った。微結晶はリースと混合溶液
に溶けず、割れる等の変化は見られなかった。その後、カー
トリッジに充填し、インジェクターに設置後、XFEL を用い
た回折実験を行なった。最大分解能 2.2 A でおおよそ 3.5A
ほどのデータが得られることがわかったものの、Hit rate
が 8%と低かったため、結晶濃度を上げることを検討した。
その結果、微結晶密度が 2 倍で混合し、測定を行なった結
果、Hit rate が 12〜13%と改善傾向が見られた。また、
最大分解能は 1.9A であり、最終的に 5000 枚の回折像か
ら、2.4 A で構造解明することができた。 
 
４．研究成果 
  XFEL による光感受性アデニル酸シクラーゼ(OaPAC)の光応答機構の解明するため、単結晶の
結晶化条件を微小結晶調製用に改良することを試みた。しかしながら回折能のある結晶出現の
頻度が低く、その歩留まりは 10%程度であった。微小結晶となるとさらに低い再現性の中で回折
能のある微小結晶の大量調製方法を探る困難があったため、OaPAC タンパク質調製方法(プラス
ミドコンストラクティングや発現条件)の検討を行なった。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 in-house の 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。
その結果、タンパク質濃度 20 mg/ml、リガンドとして ATP アナログである ApCpp 存在下でオイ
ルバッチ法により回折能のある微小結晶を調製することが可能となり、SACLA における回折実験
が可能なレベル(2×108 個/ml 程度)で微小結晶サンプルを調製することに成功した。微結晶は
細長い米粒状の形状をしており、各結晶の長軸の長さは平均 27μm程度であった(図)。この微結
晶サンプルをグリースと混合し、SACLA の XFEL を利用した SFX(serial femtosecond 

図. OaPAC の微小結晶写真と結晶の大きさ 



crystallography)測定を行なったところ、2.4Åの分解能で構造解析を行うことができた。得ら
れた電子密度は OaPAC の光受容部分である BLUF ドメインのフラビン分子近傍の温度因子が高
く、これを改善する必要があると考えられた。これが測定温度の影響かどうかを調べるための予
備実験を現在進めている。また、微小結晶の大きさは 60~70μm 程度が理想とされているため、
結晶を大きくし、且つ大きさのばらつきを抑える微小結晶調製方法の探索を引き続き行なって
いる。 
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