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研究成果の概要（和文）：　本研究では、各光色を受容するビリン色素を生み出す酵素ライブラリを構築するこ
とを目的とする。酵素改変によりビリン色素の機能的デザインを行い、光センサータンパク質と組み合わせ、任
意の光色を複合的に用いた多スイッチ型マルチタスク制御のオプトジェネティクスの促進を目指した。
　酵素に電子を供給するタンパク質群の濃度比を調整して酵素反応を進めることで、最終生成物の合成速度だけ
でなく、酵素反応における中間産物の合成速度と分解速度において、中間産物の安定性も評価した。最終生成物
や中間産物と考えられる色素はHPLCで解析し、ビリン色素としての反応中間体の収量を上げるための部位特異的
変異酵素の作製も実施した。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this research is to construct an enzyme library that 
produces bilin pigments accepting each light color. By functionally designing of bilin  with 
enzymatic modification, we combine their bilins with photosensor proteins and aimed to promote 
optogenetics for multi-switch control using arbitrary light colors.
 By adjusting the concentration ratio of the protein group that supplies electrons to the enzyme and
 proceeding with the enzymatic reaction, not only the synthesis rate of the final product but also 
the synthesis rate and decomposition rate of the intermediate product in the enzymatic reaction can 
be evaluated stability. The pigments considered to be final products and intermediate products were 
analyzed by HPLC. Site-directed mutagenesis was also investigated to increase the yield of 
intermediate as billin.

研究分野：構造生物学

キーワード： 光合成色素　ビリン色素　オプトジェネティクス　光遺伝学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ビリン色素はヘムの代謝産物であるため、植物のほか、動物や細菌に至るまで存在する色素である。2017年に
は、新生児黄疸の原因ともなるビリルビンを合成する酵素の結晶構造が、本研究者が参画した研究によって明ら
かとなり、ビリン色素の基礎医学的側面からの応用にも光が当てられている (H. Takao, et al., Nat.
Commun., 2017)。
　生物界に広く存在するビリン色素の改変を目指す本研究によって、有機化学合成が困難なビリン色素を酵素化
学的に自在にデザインすることで、光センサータンパク質が鍵を握るオプティジェネティクスの新たな展開が期
待できる。

※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 
高等植物の光合成ではクロロフィルが中心的役割を果たすが、ラン藻や紅藻ではこれに加え

てビリン色素が用いられる。ビリン色素を結合したフィコビリソームと呼ばれる光捕集アンテ

ナは、吸収した光エネルギーを光化学系 II の反応中心へ伝達する。ラン藻や紅藻は、フィコビ
リソームのビリン色素の種類や割合を巧みに調節し、生息域の光環境に適応している（補色馴

化）。また、ビリン色素は高等植物やラン藻、紅藻の光センサー色素としても用いられ、（バクテ

リオ）フィトクロムタンパク質に光受容体色素として結合する。これが補色馴化や走光性、種子

の発芽、開花などの光応答を制御している。さらに、哺乳類ではビリン色素は抗酸化物質として

知られ、体内で生じる活性酸素種に対して機能し、細胞内のレドックスバランスを維持している。 
 
ビリン色素は、ヘムがヘムオキシゲ

ナーゼ (HO) の働きによって開裂した
ビリベルジン IXα (BV) が、フェレド
キ シ ン 依 存 性 ビ リ ン 還 元 酵 素 
(ferredoxin-dependent bilin reductases, 
FDBR) によって還元されて合成され
る開環テトラピロール色素である。

FDBRは、BVの異なる部位を還元し、
異なる吸収スペクトルを持つビリン色

素へ導く（図 1）。2006年、本研究者ら
は FDBR の 代 表 で あ る
phycocyanobilin:ferredoxin 
oxidoreductase (PcyA) の X 線結晶構造
を世界に先駆けて決定し、ビリン色素

合成の分子機構解明にブレークスルーを与えた (Y. Hagiwara, et al. PNAS, 2006.)。この結果は多
くの研究者によって蓄積されてきた FDBR の生化学的知見を明確化すると共に、以後の研究に
指針を示した。そして 2015 年、共同研究にて PcyA の中性子結晶構造解析に成功し、基質や活
性残基の水素化状態を明らかにした (M. Unno, et al. JACS, 2015.)。これらにより、PcyA反応機構
の一原子レベルでの理解が進んでいる。 
一方、近年注目を浴びているオプトジェネティクスは、光スイッチとなる光駆動型のタンパ

ク質によって、遺伝子発現の On/Off を制御する。主に用いられる光受容タンパク質はロドプシ
ンやフラビンタンパク質、そしてフィトクロムだが、これらの光受容色素はレチナールやリボフ

ラビン誘導体、phytochromobilin のように単一色素であるため、遺伝子発現を制御する光の波長
は限られており、任意の波長を用いることはできなかった。 
 
 
２．研究の目的 

PcyAは FDBRの中で、最も分子機構の深化が進んでいるビリン合成酵素である。本課題では
PcyAの部位特異的変異による機能改変を通して、ビリン色素の自在なデザインを実現し、多彩
な色調の開環テトラピロール色素を創製することを目的とする。 
ヘム代謝物であるビリン色素は、植物やラン藻、細菌においては光センサー色素としても機

能する。紫外から近赤外までの光をそれぞれ受容する新規ビリン色素と、光センサータンパク質

とを組み合わせることで、任意の光を複合的に利用した光スイッチによるマルチタスク制御の

遺伝子操作を目指している。そのために、PcyAの活性残基を戦略的に改変し、様々な色彩を持
つビリン色素を生み出す酵素ライブラリを構築する。 
 
 
 
３．研究の方法 

図 1．FDBRによるビリン色素合成 



ラン藻由来 PcyA の結晶構造を基に、活性ポケットのアミノ酸残基を部位特異的に変異させ
た。その後、変異 PcyAと基質 BVを反応させ、生成色素の吸収スペクトルや HPLCを実施した。
また、生成色素と光センサータンパク質との結合能も、大腸菌を用いた共発現系で評価すること

を検討した。以下に、作製するビリン色素と変異部位の例を挙げる。 
 
【181, 182-dihydrobiliverdinを合成する PcyA変異体】 

PcyA は BV を基質とし、中間体色素である 181, 182-dihydrobiliverdin を介して、3Z/3E-
phycocyanobilin を合成する（図 2A）。特に、基質の 2 箇所を一定の順序で立体特異的に還元す
る。先行研究において、E76Q変異体が 1段階目の D環ビニル基還元をスキップし、2段階目の
A 環還元を行い、高等植物が有する phytochromobilin を生合成することに成功した (図 2B., Y. 
Hagiwara, et al. JBC, 2010.)。 
本研究では、D環ビニル基のみを還元し、181, 182-dihydrobiliverdinを合成する PcyA変異体の
作製を目指した。この色素は 653 nm ( in methanol) に特異的な吸収ピークをもつ。PcyAの変異
部位は以下のアミノ酸残基を想定

した。 

基質近傍に位置しているバリン

やロイシン、アスパラギン、スレオ

ニンの置換、さらに新規のフェニル

アラニンや、プロトン供与基として

のグルタミン酸やアスパラギン酸

の導入を検討し、還元部位周辺の基

質結合環境や活性残基の改変を試

みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

光合成色素合成酵素 PcyA に電子を供給するタンパク質群の濃度比を調整して酵素反応を進
めることで、最終生成物の合成速度だけでなく、酵素反応における中間産物の合成速度と分解速

度において、その安定性も評価した。最終生成物や中間産物と考えられる色素は HPLCで解析し
た（図 3）。さらに並行して、ビリン色素としての反応中間体の収量を上げるため、上述の部位
特異的変異酵素の作製と、その

酵素反応物の HPLC も実施し
た。 
本研究の結果から、反応中間

体を合成し、かつ野生型酵素よ

りも蓄積しやすい変異体酵素

の候補を見出すことができた。

これにより、自在にビリン色素

の還元部位をデザインし、新規

ビリン色素を酵素学的に合成

できる知見が深まったと考え

られる。 

図 2．PcyAの野生型と変異型の BV還元反応 

A. 野生型 PcyA。 

B. E76Q変異体。 

図 3．酵素反応物の HPLC解析例 
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