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研究成果の概要（和文）：　本研究は、代表者らが開発した光制御型転写因子（光ジッパータンパク質、略称
PZ）をモデルタンパク質として解析し、LOVドメインによる光情報の変換と伝達の過程を明らかにすることを目
的として行った。発色団（FMN）が光により励起すると、複数アミノ酸を介してLOVドメインの構造変化が誘起さ
れる。その構造変化は、LOVコアにあるβシートの疎水的領域を介してA'αヘリックスがLOVコアから解離する。
それにより、LOVドメインの二量体化とbZIPドメインの解離が生じ、結果として、DNA結合性が増大するという
AUREO1の光依存的転写活性調節の分子機構が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we attempted to clarify the molecular mechanism of light 
signal conversion and transduction of AUREO1, using a light-activatable transcription factor 
(Photozipper) that we developed as a model protein. Our results indicated that light signal received
 by the chromophore flavin mononucleotide (FMN) induces a conformational change of LOV core through 
several amino acids close to FMN, which causes the deformation of the hydrophobic surface on the β
-sheet of LOV core. It subsequently induces the detachment of A’α helix flanking to LOV core and 
the exposes the dimerization surface of LOV core, and result in the increment of its affinity for 
the target DNA sequence. Our studies strongly suggested the essential mechanism of aureochromes, and
 may provide valuable insights to understand the molecular mechanisms of other LOV proteins.

研究分野： 生物物理学

キーワード： オーレオクローム　LOVドメイン　フラビン　bZIP　光制御型転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンB2であるフラビンは、すべての生物に必要不可欠な原子団である。フラビンは酸化還元反応を触媒する
多くのタンパク質に含まれるとともに、青色光を受容するための光センサータンパク質中に存在することが知ら
れている。光センサーとしてフラビンを利用するタンパク質には、light oxygen voltage（LOV）ドメインとい
う特徴的な領域が存在する。本研究により、オーレオクロームのLOVドメインの光情報の変換と伝達の分子機構
が解明された。本研究により得られた知見は、他のフラビンタンパク質の作動原理の解明や、新たな光遺伝学ツ
ールの作成にも有用であると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

生体内では様々な情報の受容と伝達が行われている。それら情報は、タンパク質全体ある

いは一部ドメインの構造変化を誘起し

（情報変換）、効果ドメインの活性や他

の分子と相互作用の変化を介して（情報

伝達）、生理的な応答が引き起こされる

（図１上）。それら情報変換や伝達機構

の解明は、⽣物物理学の重要な課題の⼀

つであるが、タンパク質の構造変化や

相互作用の変化は動的かつ繊細である

ため、十分に理解されている例は限ら

れている。 

本研究の代表者らは、光制御型 bZIP タンパク質（光ジッパー）を作成して、光情報の受

容と伝達のメカニズムを⽣物物理学的に解明するとともに、⽣体内での種々の反応を光制御

することを目指して研究を行ってきた。光ジッパー（Photozipper、以下 PZ と略記）は、フシ

ナシミドロ・オーレオクローム１（VfAUREO1）のコア領域に部位特異的変異を加えたタンパ

ク質で、塩基性ロイシンジッパー（bZIP）ドメインと light-oxygen-voltage（LOV）ドメインに

より構成されている（図１下）。LOV ドメインは、発色団として内部にフラビンモノヌクレオ

チド（FMN）を含有し、青色光を受容して構造変化を起こす。これまでの研究で、代表者ら

は、PZ が光照射により二量体化して標的 DNA 配列への結合性を増大させることを明らかに

した。すなわち、PZ は光情報を変換して遺伝⼦の活性を調節する「光活性化転写因⼦」とし

ての機能を持つ。また、PZ は、大腸菌での発現とそこからの精製のシステムも確立しており、

⽣物物理学的解析に適したタンパク質であることが示されている。 

 

 

２．研究の目的 

(1) PZ の光情報変換機構と LOV ドメインの作動原理の解明 

 通常、LOV ドメインを持つタンパク質には多様な効果ドメインが存在していて、その活性

が光依存的に制御される。そのため、「FMN 近傍で生じる変化がどのように効果ドメインの

活性を制御するか」という光情報変換機構の解析は、個々のタンパク質種に依存するものが

多い。応募者らは、PZ の効果ドメイン（bZIP ドメイン）の活性を DNA への結合性として

定量化する系を作成してきた。そこで、LOV ドメインに部位特異的な変異を加えた PZ を解

析して、PZ の光情報変換機構を解明するとともに、LOV タンパク質に共通する作動原理を示

図１．PZ による情報の変換と伝達の概念 



す。 

(2) 転写因子複合体の形成・解離の動態の解明 

bZIP 型転写因子は、様々な刺激の応答および細胞の分化や増殖などの重要なプロセスを制御

することが知られており、細胞生物学的あるいは分子生物学的観点から精力的に研究が進め

られている。転写因子と標的 DNA 配列との複合体（転写因子複合体）の解析には定性的なも

のが多いが、応募者らは、PZ 単量体と二量体（PZ2）との平衡を定量的に評価する系を構築し

てきた。さらに、水晶振動子微量天秤法（QCM）により、PZ2-DNA 複合体の形成過程で配列

特異的な結合が形成される前に中間状態が存在することを示唆した。本研究では、このよう

な転写因⼦複合体の形成や解離の動態（光情報伝達の分⼦機構）を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

PZ の反応機構の詳細を解明するためには、光反応、⼆量体化、および DNA 結合性の定量

的な解析が必要である。そこで、代表者らがこれまでに構築してきた分光測定、動的光散乱

（DLS）、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、ゲルシフトアッセイ（EMSA）、⽔晶振動⼦

微⼩天秤（QCM）に加え、新たに蛍光偏光（FP）の測定システムによる DNA 結合性の解析

システムを構築した。LOV ドメインに様々な変異を導⼊した PZ 部位特異的タンパク質をそ

れらのシステムにより定量的に測定して解析を⾏った。また、PZ を可逆的に変性して発⾊団

である FMN を他のフラビン誘導体に置換して PZ を再構成する系を構築した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 光励起された発色団（FMN）による LOV ドメインのコア領域（LOV コア）の構造変化 

LOV ドメインの結晶構造の解析から、暗状態の発⾊団（FMN）ではイソアロキサジン環の

O4 が Q317 と⽔素結合を形成していることが知られている。⼀⽅、光励起された LOV ドメ

インの FMN では、イソアロキサジン環の C4 が C254 と付加物を形成し、N5 がプロトン化す

ることが⽰唆されている。また、FMN の近傍に存在する F298 が構造変化することも⽰唆さ

れている。これらのアミノ酸を部位特異的に置換し、光反応、⼆量体化、DNA 結合性などを

定量的に解析した。Q317 変異体では、暗明それそれの状態で単量体型と⼆量体型が共存する

ことが⽰された。タンハク質濃度に依存して単量体型と⼆量体型の存在量が変化したことか

ら、それらが平衡にあることが明らかになった。このことは、Q317 が暗状態で単量体型、明

状態で⼆量体型を安定化していることを意味している。また、F298をはじめとした他のアミ

ノ酸も協同的に LOV ドメインの構造変化に関与することで、PZ が優れたスイッチング特性



を⽰すことが明らかになった。さらに、PZ の⼆量体化と標的 DNA 配列への結合性に正の相

関があることが⽰されたことから、「光は Q317 や F298 など複数の残基を経由して LOV ド

メインの構造変化を誘起し、PZ が⼆量体化して標的配列への結合性が増⼤する」という機能

メカニスムが⽰唆された。 

(2) LOV コアからの情報伝達 

LOVコアから情報伝達経路としては、の β シートに存在する疎⽔性アミノ酸を置換した PZ

変異体（β シート変異体）と、LOVコアと A'αヘリックスの間のヒンジ領域のアミノ酸を置

換した PZ 変異体（ヒンジ変異体）を定量的に解析した。ヒンジ領域のアミノ酸置換は PZ の

性質に⼤きな影響を与えなかったことに対し、β シート変異体では⼆量体化や DNA 結合性が

有意に変化した。このことは、LOVコアからの情報伝達は β シートの疎⽔性アミノ酸を経由

していることを⽰唆している。そこで、A'αヘリックスの疎⽔性アミノ酸残基を置換した変異

体（A'α 変異体）を作成して解析した結果、β シート変異体と同様に⼆量体化や DNA 結合性

の変化が⾒られた。これらの実験結果から、FMN が受容した光情報は、LOVコアの β シート

の疎⽔性アミノ酸を経由して A'α ヘリックスの解離を誘導するというオーレオクロームの機

能のメカニズムが⽰唆された。 

(3) PZ 二量体の安定性 

これまでの研究により、LOVコアの β シートの疎⽔性領域と、A'αヘリックスの疎⽔性ア

ミノ酸残基との相互作⽤によって、PZ の単量体が安定化していることが⽰唆された。そこで、

PZ の⼆量体を安定化する条件を検索したところ、PZ の単量体・⼆量体平衡が⾼塩濃度で単

量体型に移動することが⽰された。そこで、結晶構造解析から⽔素結合の可能性が考えられ

ている親⽔性アミノ酸(D205, Q213, S321, Y324など)の部位特異的変位 PZ を作成し、⼆量

体の安定性と DNA 結合性を調べた。その結果、数個の残基による静電的相互作⽤が、⼆量

体を安定化して DNA 結合性に影響を及ぼすことを⽰した。 
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