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研究成果の概要（和文）：本研究はシアノバクテリアから発見された微生物型ロドプシンファミリーに属する光応答膜
タンパク質ASRによる遺伝子発現の制御機構を明らかにするためにASRとASR transducer (ASRT)の試料調製法の検討及
びそれらの間の相互作用解析を行った。
遺伝子発現コンストラクトのデザイン及びナノディスクによる膜タンパク質の試料調製法を検討し、ASRと関連分子の
個々の試料調製法を確立した。次にそれらの試料を用いて等温滴定カロリメトリー、閃光光分解測定、NMR法を用いて
相互作用解析を行い、ナノディスクの系として初めてASRとASRTの間の相互作用を捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the regulation mechanism of gene expression of light-harvesting 
proteins by a microbial rhodopsin ASR derived from cyanobacteria, we studied the sample preparation 
method and performed interaction between ASR and ASR transducer (ASRT).
We optimized the sample preparation method of ASR and ASRT, respectively. By isothermal titration 
calorimetry, flash photolysis and NMR using those samples, we investigated interaction between ASR and 
ASRT and succeeded in observing the interaction between ASR and ASRT in nanodisc system.

研究分野：蛋白質科学

キーワード： 光応答膜タンパク質　ロドプシン　遺伝子発現制御　相互作用解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ロドプシンは色素レチナールを内包する
７回膜貫通型の膜タンパク質の総称であり、
高等動物の目の網膜において光受容体とし
て機能する視物質ロドプシンがよく知られ
ている。この視物質ロドプシンと同様に、
レチナールを内包する７回膜貫通型の膜タ
ンパク質が微生物にも存在し、最初に発見
されたバクテリオロドプシンを筆頭に微生
物型ロドプシと呼ばれる。水素イオンポン
プであるバクテリオロドプシンは最初に立
体構造が決定された膜タンパク質であるこ
となど、微生物型ロドプシンの研究は膜タ
ンパク質研究のさきがけとなってきた。そ
のため、微生物型ロドプシンは最も分子機
構が解明された膜タンパク質ファミリーで
ある。これまで、微生物型ロドプシンは限
られた生物種のみで見つかっていたが、近
年のメタゲノム解析の進展により、様々な
微生物において存在することが明らかとな
ってきた。これまでに知られている微生物
型ロドプシンの機能は、光センサー、光駆
動型イオンポンプ、光ゲートイオンチャネ
ルなどで光エネルギーを利用し、ATP 産生
や光情報伝達に寄与する。研究代表者の研
究室ではこれまでに分光学的な手法を用い
て、微生物型ロドプシンの機能や構造に関
する研究を行ってきた 
ASR(Anabaena Sensory Rhodopsin)は真正
細菌であるシアノバクテリアから発見され
た光センサーとして機能する微生物型ロド
プシンである。これまでに、レーザーフラ
ッシュフォトリシス法やフーリエ変換型赤
外分光法などの分光学的な手法により ASR
の光反応スキームについて調べられてきた。
また、ASR 遺伝子が乗っているオペロンに
は ASRT(ASR Transducer)と呼ばれる可溶性
タンパク質の遺伝子があり、ASRT は ASR と
相互作用し、ASR の活性を抑制することが
明らかになっている。しかしながら、他の
光センサー型ロドプシンと異なり ASR の生
理的な役割については長らくの間不明なま
まであった。最近、名古屋大の須藤らは ASR
が光合成色素タンパク質遺伝子の一つであ
る cpcB のプロモーター配列に結合し、cpcB
の遺伝子発現を光によって制御する機能を
持つことを明らかにした。光合成色素タン
パ ク 質 は 、 フ ィ コ ビ リ ソ ー ム
（phycobilisomes）と呼ばれる超複合体を
構成し、シアノバクテリア中のチラコイド
膜の表面に結合し、光合成の光化学系複合
体 II に光エネルギーを伝達することが知
られている。ASR は光合成色素タンパク質
の遺伝子発現調節に関与し、シアノバクテ
リアの光合成に関わると考えられる。 
これまで膜タンパク質の一部分がプロセ
ッシングを受けペプチド断片が生じ、その
ペプチドが核内に移行し、転写調節因子と
して機能する例はすでに知られているが、
膜タンパク質の状態で、プロモーター領域

に結合し転写調節因子として機能する例は
知られていない。ASR は微生物型ロドプシ
ンが転写調節因子としてのロドプシンの新
たな機能の可能性を示唆しており、その機
構の解明が期待されている。現在までに、X
線結晶構造解析により、ASR および ASRT の
それぞれの立体構造は明らかになっている
が、ASR、ASRT およびプロモーター配列の
３者の間の複合体および相互作用様式の詳
細は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では ASR による新規遺伝子発現制
御機構の構造基盤の一端を明らかにすべく、
これら複合体の構造および形成機構を NMR
により明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ASR および ASRT の試料調製法の確立 
ASRと ASRTの相互作用解析に適した試料
調製法を確立する。ASR および ASRT はすで
にそれぞれ単独の結晶構造が報告されてお
り、基本的な試料調製法が確立しているが、
本研究の相互作用解析にそのまま用いるに
は以下の問題がある。 
ASRがプロモーター配列に結合するには、
細胞内側の C 末端ドメインが必須である。
しかしながら、これまで多くの研究で用い
られている ASR の遺伝子コンストラクトは
C 末端ドメインが削除されており、結晶構
造も C末端ドメインを欠いたものである。 
これまでの研究からASRTがASRに結合す
る際には、ASRT のフレキシブルな C末端ド
メインが結合に重要でないかと予想されて
いる。また、NMR による ASRT と DNA の相互
作用解析の結果は、DNA との結合にも C 末
端ドメインが重要であることを示した。し
かしながら、ASRT の末端部分には His タグ
配列など余分な配列が付加された試料で解
析されており、複合体の相互作用に影響を
与える懸念がある。 
代表者もASRおよびASRTの上記の遺伝子
コンストラクトをそれぞれ大腸菌発現系に
より、問題なく組み換え体が得られること
を確認しているが、今後、ASR と ASRT それ
ぞれにおいて複合体の解析に適したコンス
トラクトの作製が必要である。ASR におい
て、C 末端ドメインを持った完全長の ASR
遺伝子のコンストラクトはすでに作成済み
であり、一方の ASRT においては、His タグ
を切断するためのプロテアーゼ認識配列を
入れた種々の ASRT コンストラクトの作製
の準備を始めたところである。NMR での解
析を念頭において、ASR および ASRT の大腸
菌発現系による安定な試料調製法を確立す
る。 
 
(2) ASR、ASRT およびプロモーター配列の分
子間相互作用の解析 



上記(1)で調製した種々の ASR と ASRT 試
料およびプロモーター配列の３者の間の相
互作用の解析を行い、NMR 解析に適した試
料を検討する。ロドプシンは内包する発色
団レチナール由来の吸収スペクトルから試
料の状態を調べることができる。上記で作
製した試料の吸収スペクトル測定および光
応答能を調べるフラッシュフォトリシス測
定を実施し、作製した ASR 試料の機能が正
常であるかどうかを調べる。ASRT について
は、CD スペクトルや動的光散乱による測定
を文献のデータと比較することが試料の状
態をチェックする。ASR、ASRT およびプロ
モーター配列のそれぞれの試料について問
題ないことを確認した後、３者の間の相互
作用解析を ITC を用いて行う。上記①で述
べたように、これまで用いられてきた遺伝
子コンストラクトは相互作用解析に対して
問題があったことから、解離定数など相互
作用に関する過去の文献値は信用できない
可能性がある。そのため、本研究で作製さ
れた試料の相互作用様式を ITC 測定により
明らかにし、NMR による相互作用解析に用
いるASRおよびASRTのコンストラクトを決
定する。 
 
(3) ASRおよび ASRTの NMR 解析用試料調製
の確立と測定および信号帰属 
NMR 解析可能ASRおよびASRTの試料調製
法を検討する。ASR についてはすでに別な
ロドプシン試料で確立した NMR で解析可能
な試料調製法（右図）を適用する。ASRT に
ついては、15N ラベル化 ASRT の 15N-HSQC を
測定し、スペクトルのピーク同士の分離の
程度をモニターしながら、解析可能なスペ
クトルを得るための試料および測定条件を
検討する。15N, 13C, 2H の同位体ラベル化試
料を調製し、ASR およびＡＳＲＴの主鎖お
よび側鎖帰属のための一連の測定を行う。
ASRTの NMR信号の部分的な帰属データの報
告があり、そのデータも参考にしながら、
ASRTの主鎖および側鎖に由来する原子の化
学シフト情報を収集する。 
 
(4) ASR、ASRT およびプロモーター配列の
NMR による相互作用解析 
まずはASRとASRTの間の相互作用解析を
行う。 15N 標識 ASRT 試料に対して非標識
ASR を滴定することで、化学シフト摂動法
および転移交差緩和法により ASRT上の ASR
との相互作用部位を特定する。また、その
逆に 15N標識ASR試料に対して非標識ASRT
を滴定することで、同様に ASR 上の ASRT と
の相互作用部位を特定する。ASR と ASRT 分
子間の原子間距離情報を得るために ASR に
常磁性スピンラベルを入れる。スピンラベ
ル試薬はすでに ASR の NMR 解析で実績のあ
る MTSL を用いる。MTSL は SH 基特異的な試
薬であるので ASR の膜外ループに Cys 残基
を変異導入することで ASR をスピンラベル

化する。スピンラベルが導入された ASR と
ASRT の複合体の NMR 測定により、常磁性緩
和効果による距離情報を取得する。Cys 残
基の導入部位が異なる数種類のスピンラベ
ル化 ASR を用いた NMR 測定から構造計算に
必要な距離情報を収集し、複合体の構造を
決定する。ASR-プロモーター配列、ASRT-
プロモーター配列および３者複合体の解析
も上記と同様な方法で行う。また、光照射
による相互作用の変化を観察するために本
申請の備品として計上したレーザーを光フ
ァイバーにより NMR マグネットの中にまで
引き込むことでレーザーによる光照射下で
の各複合体の相互作用解析を行う。 
上記の相互作用解析から得られた知見を
もとにASRおよびASRTの変異体をデザイン
し、野生型と同様な解析を行うことで複合
体の形成に重要なアミノ酸残基を特定する。
以上の解析から ASR の遺伝子発現制御の分
子機構の詳細を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) ASR および ASRT の試料調製法の確立 
ASRと ASRTそれぞれにおいて複合体の解
析に適したコンストラクトの検討を行った
（図１）。 
 

 
 
 

 
 
 

 
図１ 各種コンストラクト 
 
これらのコンストラクタの末端領域の状
態に依存して ASRT 多量体の安定性に違い
が生じるのかを検証するため、SDS-PAGE を
行った（図 2）。今回の実験では、プロテ
アーゼ処理前（図中 A_TEV）後（図中 B_TEV）
の TEV-ASRT についても同様の操作を行い、
より天然に近い構造を持った ASRT との多
量体構造の安定性比較を行うことにした。
加熱処理を施して完全に変性させたサンプ
ルはすべて14 kDa付近の単一バンドが確認
された。しかし、加熱処理を施していない
N-His ASRT（図中 N-His）は分子量 40 kDa
程度の位置にバンドが確認されるのに対し、
C-His ASRT（図中 C-His）は分子量 14 kDa
の位置にバンドが確認され、TEV-ASRT につ
いては、His-tag を除去した場合と His-tag
が残された場合では泳動バンドが示す分子
量に違いが確認され、His-tag を除去した
場合では分子量30 kDa程度の位置にバンド
が、His-tag が残された場合については 45 
kDa と 14 kDa 付近の位置に２本のバンドが
確認された。 



これらの SDS-PAGE の結果から、His-tag
を除去した天然状態のASRTはSDSによる変
性を受けにくく、構造を取った四量体状態
を維持していると推測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 SDS-PAGE 
 
(2) ASR、ASRT およびプロモーター配列の分
子間相互作用の解析 
そこで、(1)で検討したコンストラクトを
用いてフラッシュフォトリシス法により
ASR と ASRT の相互作用解析を行った。しか
しながら、ASR のみと ASRT との共存下にお
いてスペクトルの有意な差が観測されず、
フラッシュフォトリシス法によって相互作
用を検出することができなかった。相互作
用の解析のそれぞれにおいて ASR の試料調
製は界面活性剤によって可溶化する方法を
用いている。しかしながら、界面活性剤を
用いた試料調製法では界面活性剤の持つ特
性により、それらの解析に不適合なことが
考えられた。そこで、界面活性剤を用いな
い新たな膜タンパク質の調製法として近年、
注目されているナノディスクを用いること
とした。ナノディスク法によるア SR の試料
調製の検討の結果、ナノディスクによるASR
の試料調製に成功し、また、界面活性剤に
比べ非常に安定であることが明らかになっ
た。 
次にナノディスク法により調製した ASR
に対してASRTを滴定することでASRとASRT
の比率を ASR:ASRT=1:0, 1:1, 1:10, 1:20
と変化させ、それぞれの比率でのフラッシ
ュフォトリシスを測定した(図 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 フラッシュフォトリシス 

フラッシュフォトリシス測定の結果は、フ
ォトサイクル中の 400 nm の波長における M
中間体の崩壊速度が、ASRT の濃度に依存的
に大きくなることを示した。その他の波長
ではフォトサイクルの速度にほとんど変化
が見られなかった。このことにより ASRT は
ASR と相互作用し、M中間体の寿命に影響を
与えることが明らかになった。 
 
(3) ASRおよび ASRTの NMR 解析用試料調製
の確立と測定および信号帰属 
さらに末端構造の違いが NMR スペクトル
に与える影響について検証するため、N-His 
ASRT、C-His ASRT、精製後に His-tag を切
除した TEV-ASRT、それぞれの 15N ラベル体
を作製し、TROSY 測定を行った。まず、先
行研究の測定条件（Wang S et al., 2011）
に沿って N-His ASRT の 1H-15N TROSY 測定を
行った。得られたスペクトルを先行研究の
結果と比較すると、極めて再現のとれた高
感度なスペクトルが得られた（図 4）。残
りの ASR についても同様の測定を行い、得
られたN-His ASRTのスペクトルと比較検証
を行った。はじめに、C-His ASRT の 1H-15N 
TROSY スペクトルと N-His ASRT のスペクト
ルの比較を行った結果、大部分のピークに
大きなシフトが確認され、C-His ASRT のス
ペクトルにはN-His ASRTのスペクトルには
見られないマイナーピークがいくつも見ら
れた。次に、より天然の ASRT 近い構造を持
つと考えられる TEV-ASRT の 1H-15N TROSY ス
ペクトルをN-His ASRTのスペクトルと比較
すると、ほぼ完全にピークの位置が一致し
（図 4-8）、先行研究（Wang S et al., 2011）
による N-His ASRT の帰属を元に、プロリン
を除く 60%の残基の帰属を行うことに成功
した。 

 
図 4 ASRT の NMR スペクトル 
 
(4) ASR、ASRT およびプロモーター配列の
NMR による相互作用解析 
ASR と ASRT の NMR による相互作用解析を行
った。15N 同位体標識 ASRT に対して(2)で確
立したナノディスク法による試料調製法を
用いて調製した ASR を滴定することにより、
相互作用部位の同定を試みた。ASR を添加
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することにより、15N-ASRT の 15N-TROSY スペ
クトルのピークの化学シフト変化及び広幅
化が観測され、ASRとASRTの相互作用をNMR
で観測することに成功した。しかしながら、
ピークの広幅化の程度が大きく、相互作用
部位の同定までには至っていない。今後、
実験最適化やナノディスクの骨格タンパク
質の違うコンストラクトを用いることで、
NMR により相互作用の詳細が明らかになる
ことが期待される。 
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