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研究成果の概要（和文）：青色光受容体PixDを利用して、任意の遺伝子の発現を光制御する方法の構築を目指した。ク
ロスリンクと質量分析によりPixDのダイマーの予想構造を得た。この情報を利用し、先に開発したPixDによる転写因子
光制御法PICCOROの改良を進め、植物の花の形成を司る転写因子AGAGOUSの制御を試みた。PixDを恒常的に発現するシロ
イヌナズナを複数ライン単離することに成功した。またPixEのPixD相互作用部位をドミナントネガティブ型AGAMOUSに
融合した。この融合したコンストラクトを、上記PixD発現シロイヌナズナに導入し、そのホモラインを複数ライン単離
することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to construct a novel light-dependent gene expression 
system. We utilized the light-dependent protein-protein interaction between the blue-light photoreceptor 
PixD and its interacting protein PixE. We found that PixD interacts with the PixE N-terminal region. The 
N-terminal region of PixE was fused with the transcription factor AGAMOUS of the model plant Arabidopsis. 
Previous studies showed that AGAMOUS is necessary for normal flower formation. Thus, blue-light-dependent 
modulation of AGAMOUS activity could be monitored easily by phenotypic analysis. Biochemical analysis 
showed that PixD interacts with the chimeric transcription factor, indicating that PixD may control the 
chimeric transcription factor activity also in vivo. To check this hypothesis, we produce transgenic 
Arabidopsis expressing constitutively PixD and/or the chimeric transcription factor.

研究分野：分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 

 遺伝子発現は生命現象の根幹をなす反応

であり、その反応機構の解明と応用は、生命

科学の中心的課題である。これまでに、主と

して薬剤添加による遺伝子発現制御システ

ムが構築され、それらは多くの分野でなくて

はならない実験手法として頻繁に用いられ

ている。しかし誘導した遺伝子発現を OFF に

する技術や、局所的に発現を誘導できるシス

テムの構築が、特に発生生物学の分野で望ま

れているが、未だ実現には至っていない。 

 申請者らは、光合成微生物の転写を調節す

る青色光受容体を発見し（Cell 2002, 

Biochemistry 2004）、その機能解析を進めて

きた（Biochemistry 2003, 2004, 2010; JACS 

2006, 2008）。現在までに、この青色光受容

体 PixD は、下流の因子 PixE と光依存的に相

互作用することで、光シグナルを伝えること

を明らかにした。また、この光依存的相互作

用を利用し、ゼブラフィッシュ内で転写因子

の活性を制御することに最近成功した。しか

しその制御の効率は十分とは言えず、実用化

には更なる性能の向上が必要と考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、青色光受容体 PixD の光依存

的タンパク質間相互作用のメカニズムの詳

細を明らかにし、その情報を基に、光受容体

とその相互作用因子を遺伝学的に改変し、ゼ

ブラフィッシュ、ショウジョウバエ、シロイ

ヌナズナをモデルに、これまでに確立してき

た光依存的転写調節系を実用化レベルまで

最適化することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

（１）光受容体の遺伝・生化学的解析 

 酵母ツーハイブリッドの系により、光受容

体 PixD と下流の因子 PixE との光依存の相互

作用が先に観察されている。この系を利用し

て、PixD と PixE の相互作用に必要な最小領

域を同定する。具体的には、PixE の N末端も

しくはC末端を徐々に削ったコンストラクト

を作成し、それらの PixD との相互作用能を

同様の実験で調べる。 

 PixD は暗所において 10 量体を形成し、転

写因子様タンパク質 PixE のモノマー４つと

共に超分子複合体を形成する。光照射により

PixD はダイマーとなり、PixE との超分子複

合体形成は見られなくなる。この複合体の形

成は、光強度に依存しており、光シグナル状

態と暗状態それぞれの PixD 分子の割合に依

存している。野生型PixDに光を照射すると、

ピコ秒のオーダーで明状態に移行し、その後

暗所に戻すと、約 10 秒で暗状態に戻る。そ

こで、報告されている PixD の結晶構造を基

に、光反応に重要と思われる色素結合部位近

傍に位置するアミノ酸に変異を導入し、光反

応速度が変化する変異 PixD を作出する。暗

状態への戻りが遅くなる、もしくは早くなる

変異体を作出することで、光受容体の光感受

性がそれぞれ高まるもしくは弱まる蛋白質

がデザインできる。 

 （２）ゼブラフィッシュ、ショウジョウバ

エ、シロイヌナズナにおける光による転写制

御系の構築 

 暗所で 10 量体を形成した PixD は PixE と

相互作用し、PixE の機能を損なわせる。そこ

で PixE を Ntl に融合したキメラ転写因子を

作成し、PixD を恒常的に発現するゼブラフィ

ッシュに導入したところ、Ntl の表現型であ

る尻尾の有無が光依存的に観察された

（Masuda et al. 2014）。すなわち、PixE を

付加しただけで、Ntl を光依存型の転写因子

に改変することができた。しかし現在の系で

は、組換え転写因子の RNA を卵に打ち込んだ

系で調べており、発生初期段階での制御を確

認したに過ぎない。更なる応用を見据え、組

換え転写因子をゲノムに組み込み、明暗両条

件で表現型を精査することで、遺伝的にコー

ドされた組換え転写因子の活性が光で制御



できるかを調べる。この際、転写因子の発現

量が問題になる可能性があるが、いくつかの

プロモータを組み合わせ、この点を克服する。 

 また、この系の普遍性を調べる目的を含め、

ショウジョウバエとシロイヌナズナにおけ

る転写因子の光調節を試みる。具体的には、

表現型の確認がしやすい、ルシフェラーゼや

lacZ などのマーカー遺伝子に加え、ショウジ

ョウバエの体色変化に関わる遺伝子や、シロ

イヌナズナの花の形成を司る転写因子の光

制御を試みる。 

 

４．研究成果 

（１）光受容体の遺伝・生化学的解析 

 これまでの研究で、PixD は暗所で 10 量体

を形成しており、光照射によってこの 10 量

体は２量体にコンフォメーションを変化さ

せることがわかっている。また PixE は 10 量

体の PixD のみに相互作用し、２量体の PixD

には相互作用しないことがわかっている。し

たがって、PixD の 10 量体と２量体の平衡状

態は、PixD の光感受性を決定する重要な因子

と考えられる。そこで、PixD 依存の光シグナ

ル伝達のキネティクスをコントロールする

ことを見据え、PixD２量体の構造に関する情

報を得ることを試みた。 

 精製した PixD 対し、クロスリンクを施し

たところ、PixD 間での架橋反応が確認された。

得られた架橋物に対し、マス解析を行うこと

で、架橋反応位置を特定した。次に、PixD１

０量体のモノマー構造２つに対し、ドッキン

グシミュレーションを行ったところ、PixD の

C末端５アミノ酸が相互作用するPixDダイマ

ーの予想構造を得ることができた。この予想

構造を見ると、先の架橋反応を起こしたアミ

ノ酸位置が近接していた。またこのダイマー

構造から相互作用が予想されたC末端の５ア

ミノ酸残基を削ったコンストラクトを調べ

たところ、ダイマー構造の不安定化が確認さ

れ、得られたダイマー構造の正しさが支持さ

れた。 

（２）ショウジョウバエ、シロイヌナズナに

おける光による転写制御系の構築 

 ショウジョウバエにおける光による遺伝

子発現制御系の構築を進めた。まず PixD を

恒常的に発現するショウジョウバエライン

を作成した。プロモータには、恒常的な発現

が期待される Act5c を用い、ベクターには汎

用性の高い pUASTattB を用いた。同様に PixD

と相互作用する PixE の N 末端ドメインを

Gla4 転写因子と融合させたコンストを作成

した。このキメラ転写因子をショウジョウバ

エに発現するために、pUASTattB プラスミド

にクローニングした。両プラスミドを、異な

る染色体の異なるランディングサイトに導

入した。得られたラインを掛け合わせること

で、両コンストラクトを持つラインを作成す

ることができた。得られた組換えショウジョ

ウバエを、Gal4-USA 下流に lacZ もしくはル

シフェラーゼの遺伝子を持つハエと掛け合

わせ、その遺伝子発現が光制御され得るかを

調べたところ、制御のダイナミクスは大きく

ないものの、マーカー遺伝子の光制御が確認

された。現在同様な実験を、体色変化に関わ

る遺伝子に応用させるべく、組換え体の作成

を進めている。 

 同様に、花の形成に必須な転写因子

AGOMOUS を対象とし、モデル植物シロイヌナ

ズナにおける転写因子の光制御を試みた。ま

ず PixD を恒常的に発現するシロイヌナズナ

を作成した。用いるプロモータは、恒常的な

発現が期待されるカリフラワーモザイクウ

イルス由来 35S プロモータを用いた。得られ

た組換え体は、通常条件下で正常に生育した。

次に、PixE と AGAMOUS のドミナントネガティ

ブ融合転写因子を導入した。現在得られた組

換え体のホモライン選抜を進めている。 
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