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【序】 フォトトロピンは高等植物の光屈性や気孔の開

閉といった生理機能を制御する青色光センサータンパ

ク質である。その構造は N 末端側に光受容を担う 2 つ

の LOV (Light-Oxygen-Voltage)ドメイン(LOV1, LOV2)、

C 末端側にキナーゼドメインを持ち、キナーゼと LOV2

を結ぶ領域をリンカードメインと呼ぶ。2 つの LOV ド

メインのうち LOV2 がキナーゼの活性を支配的に制御

しており、その信号伝達にはリンカーに存在するへリ

ックス(Jの構造変化が重要だと広く認識されている。また、先行研究によりその構造変化の反応

ダイナミクスも明らかになっている[1]。しかし生理化学的な研究により、単離したキナーゼと

LOV2(リンカー無し)の混合溶液でもキナーゼの活性が光制御されると報告され[2]、リンカーのみ

がキナーゼへの信号伝達を担うという見解を覆し多くの議論を呼んでいる。そこで我々は信号伝

達経路の新たな可能性としてLOV2ドメインのN末端側に存在する短いへリックス構造(A'に着

目した。A'は様々なフォトトロピンにおいてアミノ酸配列が保存されており、この部分に変異を

かけると生理機能を示さなくなるという報告があるためである[3]。本研究では A'と Jの相互作

用および A'の構造変化ダイナミクスを明らかにするために様々な変異体を作成し、これらの二

次構造及び反応ダイナミクスの測定をおこなった。 

【実験】 本研究では先行研究を参考にして遺伝子操作に

より様々な変異体を作成した。具体的には Jのへリック

ス構造を壊した I608E, A'のへリックス構造を壊した

T469I, A'へリックスを取り去ったA'である(図 2)。こ

れらの変異体について円二色性偏光(CD)を用いて二次

構造を測定し、2 つのへリックスの相互作用を考察した。

またそれぞれのへリックス領域の光反応ダイナミクス

を調べるため過渡回折格子(TG)法による測定を行った。

TG 法は体積変化や拡散係数変化を介してタンパク質分子の構造変化を溶液中で時間分解検出で

きる手法である。励起パルス光に波長 462nmの色素レーザーを用い、連続プローブ光として波長

835nmのダイオードレーザーを用いた。 

図 1: LOV2ドメイン周りの結晶構造 

図 2: 実験に用いた変異体 



 【結果と考察】 各サンプルの暗状態におけ

る CD スペクトルの測定結果を図 3 に示す。

へリックス構造に由来する 222nm 付近のス

ペクトル強度を比較してみると、WTと比べ

て I608E の CD 強度は大きく減少し、T469I

の強度の減少量は小さかった。A'に比べて

Jは大きいため、この結果は妥当な結果であ

り、変異をかけることによりそれぞれのへリ

ックスが暗状態で壊れていることを確認で

きた。次に、A'を取り去ったA'の CD ス

ペクトルを測定すると、CD 強度は A'を壊した T469Iよりもさらに減少し、Jを壊した I608Eに

近い値を示した。これは A'を取り去ることによって Jへリックスの安定性が失われ、部分的に

へリックス構造が壊れたためと考えられる。この A'領域と Jへリックスの相互作用は MDシミ

ュレーションを用いた先行研究からも指摘されており、その結果を実験的に支持している[4]。し

かし、A'のへリックス構造自体は J安定性に関与していなかったことから、両へリックス内の

特定のアミノ酸残基間(おそらく Lys475と Thr604)の水素結合によりその安定性が保たれていると

考えられる。 

 図４に各サンプルの TG 信号(q
2
 = 

4.4×10
10 

m
-2

, 23℃, 25M)を示す。得ら

れた信号は励起分子数で規格化してい

るが、分子拡散信号の強度が変異をか

けることにより大きく変化することが

わかった。分子拡散信号は光反応にお

ける両末端へリックスの構造変化を反

映しており、へリックスの崩壊度合が

大きいほど強くなるという挙動を示す。

図４よりWTの信号強度が最も強いこ

とがわかるが、これは A'と J両方の

へリックスが崩壊したためである。一方、T469Iの分子拡散信号は WT よりわずかに小さく、I608E

では大きく減少する様子が観測された。これはそれぞれ短い A'と長い Jを予め壊しているため、

光反応におけるへリックス崩壊量が異なるためである。さらに様々な格子波数で TG 信号の測定

を行った結果、分子拡散信号の強度が時間発展する様子が観測され、速度論的な解析から各へリ

ックスの崩壊反応速度を見積もることに成功した。その結果、T469I（Jの崩壊）は 1ms、I608E

（A'の崩壊）は 12msと求められた。以上の結果などを総合的に考察し、我々は A'と Jという

二つのへリックスはそれぞれ独立に構造変化しているという結論を導いた。 
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図 3: 各サンプルの CDスペクトル 

図 4: 各サンプルの TG信号 
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