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研究成果の概要（和文）：本研究では種々のイェロープロテイン（PYP）を用いて、蛋白質が共通の構造基盤や
反応機構（一般性）から多様性を生み出す分子機構を解明することを目的とした。中性子結晶構造解析、時間分
解結晶構造解析の結果から、PYPの活性中心となる発色団の低障壁水素結合形成が、光反応の共通基盤として存
在していること、その際に通常プロトン化しているアルギニン残基が脱プロトン化しているという特異な性質を
示すことを見出した。また、この活性中心の周辺のループ部位やヘリックス表面残基の種類、C末端部位の構造
変化によって多様な性質が調整されている点を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There are many divergent features even in a structurally homologous 
proteins. It is not clear how they realize these divergent functions on their same structural 
backbone. To evaluate these molecular divergent mechanism based on common structure, different PYP 
proteins have been investigated about their molecular mechanism for their features and functions. 
From the neutron-X-ray combined crystal analysis and very fast time resolved X-ray crystal analysis,
 there is a unique low barrier hydrogen bond (LBHB) system as a basic component for PYP features. In
 this basic system there is a special arginine residue which is deprotonated even in a neutral pH 
condition. Divergent features on PYP molecules were realized by several residues close or distal 
site from the LBHB. These residues are located on surface region on PYP molecules. 

研究分野：生物物理

キーワード： イェロープロテイン　低障壁水素結合　光反応　結晶構造解析　アルギニン　FTIR　キメラ蛋白質　国
際情報交換
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１．研究開始当初の背景 
イェロープロテイン（PYP）は、アミノ酸 125 個から
なる小さな水溶性の光受容蛋白質であり、情報
伝達蛋白質に共通にみられる PAS ドメインの典
型である。PAS ドメインの構造は共通しているが、
機能は多様であり、共通の構造基盤から多様性
を獲得する機構を研究するためのよい材料であ
る。PAS 構造に、ヘムやフラビンなどの発色団を
取り込むことで、光や酸素あるいは電位に応答
するようになる。PYPは、光に応答するようになっ
た PAS の一つで、発色団は p-クマル酸である。 
 PYP は、H. halophila から見出され (hPYP)、光
走性の光受容体であるとされてきた。多くの PYP
種が欧米の研究者により見出されたが、その吸
収スペクトルや光反応には多様性がみられた。
hPYPの光反応サイクルの時定数は0.3秒である
が、Ppr の PYP ドメイン(PprPYP)の光反応サイク
ル の 時 定 数 は 300 秒 、 R.capsulatus の
PYP(RcPYP)では約30時間に及ぶ。発色団や機
能に重要なアミノ酸残基は全てに保存されてい
るため、いくつかのアミノ酸あるいは領域の変化
で広い範囲にわたって反応時間を制御できるこ
とを意味する。また、機能についても、走光性の
他、カルコン合成（RcPYP）やバイオフィルム形
成(I. loihiensisPYP)の光受容体と、小さな蛋白質
にしては驚くべき多様性を示す。機能の多様性
は標的蛋白質の多様性、すなわち活性中間体
の構造の多様性を示唆する。また、存在形態に
も多様性があり、マルチドメイン蛋白質の一ドメイ
ンとなる PYPは PprPYP を含めて存在する。PYP
の光反応のドメイン間伝達機構の解明は、標的
蛋白質が未同定の現在、PYPの機能を考える上
で、重要な研究課題となる。また、PYP がマルチ
ドメイン蛋白質の一ドメインを形成していることは、
PYP を融合させることで、機能性蛋白質に光応
答性を付与する可能性を期待させる。 
我々は hPYP ついての総合的な研究成果から、
光活性中間体の溶液構造を明らかにし、発色団
から蛋白質部分への情報伝達ルートを解明して
きた。また、高分解能中性子結晶構造解析によ
り、発色団とE46の間に低障壁水素結合(LBHB)
が形成されていることを明らかにした。さらに、
LBHB から通常の水素結合への緩和という新し
い光情報伝達機構を提唱した。LBHB と通常の
水素結合の転換により容易にプロトン移動が実
現するため、この機構あるいは逆機構が蛋白質
内のプロトン移動の一般的な機構と考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、hPYP に関するこれまでの研究成
果を踏まえ、光反応、存在形態の異なる RcPYP、
PprPYP を用い、構造、光反応の比較研究を行
い、PYP に共通する構造基盤、反応要素を解明
するとともに、これら３者間の相違を生み出す相
互作用を解明する。これらに基づき、構造や反
応の共通基盤から多様性が生み出される分子

機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
PYP の構造、光反応の共通基盤の解明は、
hPYP のこれまでの研究をより深化させるとともに、
RcPYP、PprPYP の野生型および変異型の構造、
光反応の比較研究を通して行う。多様性の発現
機構は、三者間のキメラ蛋白質の構造、光反応
の詳細な研究を通して明らかにする。構造は、
主としてＣＤ及びＸ線溶液散乱により、光反応は
時間分解分光法によって研究を進め、適宜中
性子結晶構造解析、時間分解Ｘ線回折による研
究を行う。RcPYP については、結晶化を試みる。 
 機能の多様性の解明のために、Ppr 全長蛋白
質を精製し、PYP ドメインの光反応が各ドメイン
に伝搬する機構を研究する。hPYP 及び RcPYP
について、標的蛋白質の同定を行う。標的蛋白
質が得られたならば、各 PYP との相互作用を構
造面から研究する。以上を統合し、共通の構造
基盤から機能の多様性を生み出す分子機構を
解明する。具体的には以下の点からアプローチ
した。 
（１）hPYP について、これまでの研究で明らかに
なった LBHB の光反応に関する役割をさらに詳
細に解明する。 
（2）3 つの PYP 間でキメラ蛋白質を作製し、その
構造と光反応を調べ、光反応やスペクトルに影
響を与える領域や部位を明らかにする。アミノ酸
配列の相同性は高くないため、キメラの利用が
有利である。 
（3）PYP の相互作用蛋白質を同定し、PYP との
光依存的相互作用について研究する。機能の
多様性を理解する上で、重要な課題となる。 
（4）全長のPprについて、PYPの変化がヒスチジ
ンキナーゼドメインに伝わる分子機構を明らかに
する。 
 
４．研究成果 
（１） PYP の構造、光反応の共通基盤の解明の
ため、hPYPに見いだされた発色団とE46の間に
形成される LBHB の詳細を理論計算から検討し
た。その結果、低障壁水素結合は直接的に水
素結合を形成していない R52 が脱プロトン化し
ているときのみ形成される可能性が示された。そ
こで、R52Q変異体の解析を行い R52 のプロトン
化状態と LBHB の関係を検討した。野生型には
発色団周辺に 2 つのプロトン化部位があるが
R52Q では一つしか存在しない。吸収スペクトル
や光反応では両者に大きな差異はなく生理条
件下で R52 が脱プロトン化していることが示唆さ
れた。光反応に伴う R52 のプロトン化状態を検
討するためにアルギニンを同位体標識したｈ
PYP の精密 FTIR 測定を行い、理論計算と併せ
て光反応に伴う R52 の振動モード変化を解析し
た。その結果暗状態において脱プロトン化して
いる R52 は光反応中間体においてR52 はプロト



ン化することが実験的に初めて見出された。
LBHBの形成機構と光反応における構造転移を
制御している機構が形成されていることが明らか
になった。 
hPYP の光反応に伴う構造変化を 100 ピコ秒時
分割ラウエ構造解析により明らかにした。その結
果、光照射後 100 ピコ秒以内に形成される初期
中間体で発色団がトランス型とシス型の中間の
捻じれた遷移状態のような構造を形成している
ことが明らかになった。タンパク質中における発
色団のこのような状態は初めて見出された例で
ある。このとき、LBHB を形成している発色団と
E46 の水素結合距離の変化が明らかになり、光
反応の非常に初期で LBHB が解消していること
が示された。 
（２）光反応サイクルに大きな多様性をもつ hPYP
と RcPYP のキメラタンパク質解析から、PYP にお
ける多様性を生む領域を抽出した。hPYP が光
反応中に大きな構造変化を示すのに対して、
RcPYP は顕著な構造変化を示さないが、キメラ
タンパク質解析の結果このような多様性が PYP
の活性部位であるLBHBから離れた表面残基で
ある 2 つのリシン残基に起因することが示された。
表面電荷による長距離相互作用の効果であると
考える。また、PprPYPまで含めたキメラ解析では
光反応サイクルの寿命を制御している領域が N
末端に存在していること、RcPYP の特異な 2 峰
性の吸収スペクトルの原因となる残基がタンパク
質表面のループ構造近傍に位置していることな
どが示された。世界で初めて成功した RcPYP の
結晶構造解析の結果からは、ループ構造部位
が hPYP のものに比べて伸展した構造を示し、こ
の部位に多様性を生む構造的要因があると考
えられた。LBHB を中心とした共通基盤に対して
遠位効果によって性質を調整していることが考
えられる。 
（３）RcPYP の相互作用タンパク質との結合時に
誘起される構造変化部位の解析をキメラタンパ
ク質解析から推定されたC末端領域において行
った。その結果、C 末端βストランドに位置する
システイン残基が相互作用時に特異的に局所
構造変化を示すことをFTIRの測定から明らかに
した。この解析はシステインプローブを用いたタ
ンパク質分子の局所構造変化の解析としても新
しい。 
（４）全長 Ppr においては、PYP ドメインに存在す
る発色団と Bph ドメインに存在する発色団の 2
つの発色団が光反応をする複雑な光反応サイク
ルを示す。この全長 Ppr に対して、各発色団の
みを持つ Ppr を調整し、その光反応の解析を行
った。その結果、PYP ドメインの光反応状態が
Bphドメインの光反応を制御している機構が示唆
された。これは、両ドメインを結ぶ PYP ドメインの
C末端領域の効果であることが考えられ、（２）（３）
に示した多様な性質を制御している領域と相同
な部位であるといえる。 

これらのことから、活性中心を基盤とした PYP が
それを囲む残基の効果によって多様性を形成し
ていることが示された。 
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