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【【【【序序序序】】】】Phytochrome は植物に広く認められる水溶性色素蛋白質であり、赤・遠赤色の光受容によ

って Pr・Pfr と呼ばれる２状態間をフォトクロミックに構造変化し、植物の形態形成に関するス

イッチを on/off する調整因子として働く。植物が光のある方向に向かって茎を伸ばしたり（光屈

性）、体内時計によって花芽形成のタイミングをコントロールする機能に関与していると言われて

いる。Phytochrome は(図１)に示すように、分子量 12 万 kDa の単量体が二量体を形成しており、

ⅠB・ⅡＢに開環テトラピロール状の発色団 Phytochromobilin が結合している。この Pr 状態→

Pfr 状態の構造変化の過程は、これまで過渡吸収等様々な分光学的アプローチにより調べられて

いるが、その報告はまちまちであり、構造変化スキームが未だに不明なまま最近はほとんど進展

していない。そのため、Pr→Pfr によって生物学的な信号がどのような速度で形成されるのか、

分子内でどのような信号伝達がなされるのかは

依然不明なままである。本研究では、蛋白質部分

の全体的な構造変化を時間分解で検出可能な過

渡回折格子法（ＴＧ法）を用いて、Pr→Pfr にお

ける構造変化の様子を調べ、これまでに本討論会

で報告した内容を踏まえた上で、新たな構造変化

スキームを提案する。                          (図１) Phytochrome の模式図 

【【【【方法方法方法方法】】】】サンプルは麦から抽出した PhytochromeA(以下 PhyA)を用い、その Pr 状態→Pfr 状態の

変化について調べた。10mM Tris Buffer 中の PhyA (Pr 状態)を温度制御下で色素レーザー（610nm）

で励起し、プローブ光には赤外ダイオードレーザー（840nm）を用い、ホモダイン検出ＴＧ法で観

測した。信号の各成分の同定の為に、ヘテロダインＴＧ法を補助的に用いた。 

【【【【結果結果結果結果とととと考察考察考察考察】】】】PhyA 溶液を光励起した後に

観測されるＴＧ信号を(図２)に示す。数 10

マイクロ秒で減衰・立ち上がり、その後数

ミリ秒で減衰したのち、200 ミリ秒付近を

ピークとする大きな山形の信号が見られた。

この信号は、数 10 マイクロ秒での減衰が熱

グレーティング成分、数 10 マイクロ秒での

立ち上がりと数ミリ秒での減衰が species

グレーティング成分（過渡吸収分光による

報告とほぼ一致することから population グレーティング成分が支配的と思われる）200 ミリ秒付

近をピークとする大きい山形の信号が、グレーティング波数ｑ依存性より分子拡散成分（立ち上

がりが反応物・減衰が生成物）であると同定された。 

 昨年度本学会ではこの拡散係数に着目

し、光励起構造変化に伴って拡散係数がど

のように変わるかという点について報告



した。非平衡系における拡散係数変化の記述は他の研究例と同様に２状態的に変化するモデルを

用い、それに従って解析したところ、(図３)に示すように段階的に変化していくという結果が得

られた。２段階目の変化における時定数 60～80ms 程度の変化については時間分解ＣＤ測定による

研究で報告されているものとほぼ同じであり、Phytochrome のＮ末端（図１のⅠＡ、ⅡＡ）にお

けるαhelix 形成と同定されているものである。αhelix 形成に伴って拡散係数が大きく減少する

という傾向は、他の研究例(1)とは異なるものであるが、おそらく蛋白質部分が３次構造的にスト

ークス半径が大きくなる方向へと変化している為であろうと考えられる。（実際に小角Ｘ線散乱

の実験より Phytochrome では分子の形が elongate しているというモデルが提案されている(2)。） 

 (図２)に示したものは実験開始直後（＜6ｈ）

の常温下での結果であるが、実験を長時間続ける、

或いは比較的高い温度（25℃）で実験していると、

ＴＧ信号の形が(図４)のように変化していく様

子が得られ、検証の結果これが Phytochrome の性

質の１つであることがわかった。さらに、

Phytochrome に 633nmHe-Ne レーザーを 15分照射

し、780nm ダイオードレーザーを 20 分照射した

結果、２つのレーザーを照射する前後では吸収スペクトルがほぼ同じであるにも関わらず、ＴＧ

信号で見ると分子拡散による山状の信号の強度が著しく減少する様子が観測された。吸収スペク

トルで検出されるものは発色団近傍の電子状態であり、ＴＧ信号の分子拡散の成分は蛋白質部分

の構造を強く反映するものである。従って、発色団部分は Pr状態だが蛋白質部分は Pfr 状態であ

る、という状態が存在することが強く示唆される。本研究では温度を 10℃～25℃程度に調整して

様々な条件で実験を行ったが、温度に対して非常に敏感に蛋白質部分の構造が変化していること

がＴＧ信号より確認された。これまでに、吸収スペクトルが温度に依存して僅かに変わるという

報告があり、Pr 状態と言われていた状態が実際には 2 つの状態の熱平衡状態であると論じられて

いる(3)が、本研究は類似のことが蛋白質部分についても言えるということを示唆するものである。 

 以上の結果をもとに、考えられる Phytochrome

の構造変化スキームを(図５)に示す。Braslavsky

らが過渡吸収スペクトルの結果に基づいて２種

類の Pr 状態（Pr672、Pr657）からのパラレルなス

キームを提案している(3)がそれとの対応につい

ては今後検討する予定である。 
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