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研究成果の概要（和文）：　本研究では、オーレオクロームのC末側のアミノ酸配列を参考にして、新規タンパ
ク質モジュール（PZ）を作成した。生体分子複合体を計測するシステムを改良して解析を行ったところ、PZは暗
状態では単量体として存在するが、青色光により一過的に二量体化してDNAへの結合性を増す「光活性化bZIPモ
ジュール」として機能することが明らかになった。さらに、PZの単量体と二量体の二状態安定化の分子機構を明
らかした。また、蛍光タンパク質と連結したPZが、融合タンパク質中で光活性化bZIPモジュールとして機能する
ことを示し、遺伝子発現や酵素活性の光制御に向けた分子基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：Photozipper (PZ) is a protein module consisting of a bZIP and a LOV domain 
of AUREO1. We improved measurement systems of biomolecular complexes and investigated PZ. PZ is 
monomeric in the dark, and blue light induces dimerization of PZ, which subsequently increases its 
affinity for the target DNA sequence. PZ is, therefore, assumed to be a light-activated bZIP module.
 Then, we found that an intramolecular interaction between ZIP and LOV probably stabilize monomeric 
form in the dark state, and that intermolecular interactions of ZIP-ZIP and LOV-LOV stabilizes 
dimeric form in the light state. PZ fused with fluorescent proteins underwent dimerization and 
increased its affinity for the target DNA sequence upon illumination. Our results suggested that PZ 
provide a new approach for regulating the gene expression and enzymatic activities. 

研究分野： 生物物理学、光生物学

キーワード： 光制御　転写因子　光遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	 黄色植物であるフシナシミドロから発見
されたオーレオクロームは、DNA 結合領域
である basic leucine zipper（bZIP）ドメイ
ンと青色光受容領域である light-oxgen- 
voltage sensing（LOV）ドメインを持ち、光
依存的な分枝反応や生殖器官の形成に関与
することが示唆されている（Takahashi et 
al., 2007）。応募者らは、オーレオクローム１
（AUREO1）組換えタンパク質を作成し、そ
れがジスルフィド結合により二量体として
単離されることを明らかにしてきた
（Hisatomi et al., 2013）。さらに解析を進め
た結果、還元的条件下で AUREO1 は単量体
として存在し、青色光により可逆的に二量体
化することを見いだした。また、N末領域や
DNA 結合部位である塩基性領域を欠失させ
ても、この光依存的な二量体化が観察された
ことから、AUREO1 の bZIP-LOV 領域を光
二量体化モジュールとして利用することを
着想した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、まず、繊細な生体分子複合体
形成を定量的に解析するシステムの最適化
および新規構築を行う。次に、AUREO1 の
bZIP-LOVドメインを改変した（Photozipper、
以下 PZ と略記）を作成して、光依存的な二
量体化の分子機構を解明するとともに、様々
な生体分子の相互作用を光制御するための
分子基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）生体分子複合体解析系の構築 
	 これまでに作成した動的光散乱法（DLS）、
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、あ
るいはゲルシフトアッセイ（EMSA）などの
システムを最適化し、定量的な解析を行える
ようにする。また、設備備品として新たに水
晶振動子微小天秤（QCM）を導入し、金電極
上に DNA を固相化して、光による PZ の
DNAへの結合を定量的に解析する。 
（２）PZの機能評価とメカニズムの解析 
	 まず、AUREO1 の bZIP-LOV ドメインに
対し、二量体化や DNA 結合性を評価する。
それと平行して、bZIP-LOVドメインをコー
ドする遺伝子を全合成して、発現に適したコ
ドンの改変と部位特異的アミノ酸置換を行
い、酸化的条件下でも暗中で単量体として存
在する組換えタンパク質（PZ）を作成する。
また、PZの二量体化やDNA結合性を in vitro
で評価する。 
	 次に、PZ の塩基性（basic）領域、ロイシ
ンジッパー（ZIP）領域、リンカー領域まで
を削除した PZタンパク質を用い、DNAとの
結合と二量体化に必要な領域を絞り込むこ
とで、PZの分子機構を明らかにする。 
（３）蛍光タンパク質を用いた機能評価 
	 PZに YFPもしくは mCherryを連結した融

合タンパク質に対し、青色光を照射した際に
生じる変化を解析する。さらに、YFP-PZ と
mCherry-PZの FRETを観測することで、二量
体化や DNAとの結合を調べ、PZの光スイッ
チとしての機能評価を行う。 
（４）遺伝子発現や酵素活性の光制御 
	 PZ を光二量体化モジュールとして利用し、
GFP断片から蛍光性 GFPを再構成する BiFC
法を用いた実験を行う。また c-Jun や
bHLH-Zip型転写因子である Maxとの融合タ
ンパク質を作成して、光依存的な二量体化と
DNAへの結合性の変化を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）生体分子複合体解析系の構築 
	 申請者はこれまでに動的光散乱法（DLS）
やサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）な
どの手法を用いて AUREO1の bZIP-LOVド
メインの粒径や分子量の変化を調べてきた。
しかし、それぞれの手法から得られる結果を
定量的に比較検討した研究はほとんどない。
そこで、球状タンパク質を用いて、SEC、DLS、
静的光散乱（SLS）により得られる粒子系の
比較解析を行った。この解析により、それぞ
れの手法により得られたサイズの比較が可
能となり、分子量推定の精度も向上した（雑
誌論文 1）。 
	 さらに、QCM の金電極上に中性アビジン
を固定し、水中でビオチン化したオリゴヌク
レオチドと反応させた。さらに、溶液中に PZ
を加えて光照射したところ、共鳴周波数の減
少が観測された。このことから、PZ が金電
極上の DNA と複合体を形成したことが示唆
された（図１、学会発表 25）。 
 

（２）PZの機能評価とメカニズムの解析 
	 本研究の申請時では、レドックス条件と
AUREO1 の単量体・二量体平衡との関連性、
光による AUREO1の DNA結合性の変化を示
すことができていなかった。そこで、SECを
用いて単量体・二量体平衡を解析する系を構
築し、その酸化還元電位中点が-245mV 程度
であることを明らかにした。また、蛍光標識
した DNA を用いることで、青色光照射によ
り還元的環境下で AUREO1 が一過的に二量
体化し、DNAへの結合性が増加することを示
した（図２、雑誌論文 2,3）。 
 
 

図１．QCM による PZ の DNA へ結合解析	 



	 同様にして、PZが酸化的条件下でも暗中で
は単量体として存在し、青色光照射により二
量体化して DNA への結合性を増すことが明
らかになった（図２）。さらに、N 末側を順
次削除した一連の PZ 変異体シリーズを作成
し、暗状態での二量体化の平衡定数を見積も
った。その結果、ZIP領域を持つ PZの二量体
の解離定数は 130µM 程度で、単量体が安定
であることに対し、ZIP 領域を持たないもの
の解離定数は約 30µMで、単量体が不安定化
することが示唆された。また、それぞれの変
異体を蛍光標識して FRETを測定することで
明状態での二量体の解離定数を見積もった
ところ、ZIP領域を持つものは 120nM程度で
あるのに対し、持たないものは 600nM程であ
った（図３）。これらの結果から、PZ は暗状
態では ZIP-LOV 間の分子内相互作用により
単量体型が、明状態では ZIP-ZIP および
LOV-LOV の分子間相互作用により二量体型
が安定化し、光スイッチとして機能している
ことが示唆された（雑誌論文 4）。 

（３）蛍光タンパク質を用いた機能評価 
	 PZの N末もしくは C末に蛍光タンパク質
を連結した融合タンパク質を作成し、光反応、
二量体化、DNAへの結合性を解析した。蛍光
タンパク質としては、YFPおよび mCherryを
用いた。これらの融合タンパク質はいずれも
それぞれの蛍光タンパク質に由来する吸
収・蛍光スペクトルを持ち、また、LOVドメ
インに特徴的な吸収スペクトル変化を示し
た。また、DLS および SEC によりこれら融
合タンパク質を解析したところ、いずれも青
色光依存的に二量体化し、DNAへの結合性を
増すことが示された（図４、雑誌論文 5）。ま
た、FRET 測定の結果から、全ての融合タン
パク質の組み合わせで、ヘテロ二量体が生じ
ていることが示唆された。以上の結果から、

融合タンパク質中でも PZ の機能は保たれて
おり、タンパク質の二量体化や DNA 結合性
を光制御するための分子ツールとして有用
であることが示唆された（学会発表 16）。 

（４）遺伝子発現や酵素活性の光制御 
	 PZ を光二量体化モジュールとして利用し、
GFP断片から蛍光性 GFPを再構成する BiFC
法を用いた実験を行った。大腸菌中での BiFC
法 の 成 功 例 が 公 表 さ れ て い た の で
（ https://www.osakafu-u.ac.jp/osakafu-content/u
ploads/sites/344/k1306.pdf）、その内容に従い条
件を設定したが、蛍光は観察されなかった。
今後さらに情報収集を行うとともに、条件の
最適化を進める予定である。また、c-Jun の
DNA 結合領域を持つ融合タンパク質を複数
種作成し、そのうちの一種が青色光依存的に
二量体化し、DNAへの結合性を増すことが示
された（図５）。 

	 さらに bHLH-Zip型転写因子であるMaxの
bHLH 領域を持つ融合タンパク質も作成し、
光依存的に二量体化して E-box配列に結合す
る融合タンパク質を見いだしている。そこで、
今後、これらの融合タンパク質の結合配列特
異性を解析し、様々な生物種内に導入して機
能解析を行っていく予定である。 
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