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１． 研究のねらい 

 太陽光を適切に認識する生体システムは、地球上のほぼ全ての生物にとって必須と考えら

れる。生体内で光を検知する実体「光受容体タンパク質」は、固有の発色団を結合しており、そ

の発色団が吸収する波長の光に応じて構造を変化させる。その構造変化は下流の因子によっ

て認識され、情報が伝わり、最終的に具体的な機能をもったタンパク質の活性を調節する。近年

の研究から、この光シグナル伝達機構は、タンパク質ドメイン（モジュール）の組み合わせで多様

化していることがわかってきた。例えば、細菌に一般的に保存されている青色光受容体 BLUF タ

ンパク質は、転写因子と相互作用するドメインや、加水分解酵素ドメインなど、様々なタンパク質

モジュールと組合わさったかたちで天然から見つけられている（図１）。本研究では、この青色光

受容体 BLUF を、様々なタンパク質機能モジュールと組み合わせることで、新規の光機能タンパ

ク質を創出することを目指した。近年、光受容体タンパク質を改変し、様々な生体機能（例えば神

経活動や細胞運動）を光で制御し解析する「光遺伝学」と呼ばれる研究が盛んであるが、ここで

は、転写因子の活性を光で自在にコントロールし、生物個体の発生を時空間制御する世界初の

系の構築に取り組んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図１：光受容 BLUF ドメイン含有タンパク質の様々な構造 

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究では、シアノバクテリア Synechocystis 由来の BLUF タンパク質 PixD とその相互作用

因子 PixE を用いて（図１）、真核多細胞生物内で任意の転写因子の活性を制御する系の構築

に取り組んだ。まず、PixD-PixE 複合体形成の詳細を生化学的に解析した。その知見を基に、

モデル生物ゼブラフィッシュの尻尾の形成に必要な転写因子 No tail の機能を光依存的に制御

することに成功した。PICCORO（PixD complex-dependent control）と名付けたこの転写制御法

は、個体発生の各ステップで働くホメオティック転写因子の解析に特に役立つと考えられる。 
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（２）詳細 

研究テーマＡ「PixD-PixE複合体形成に関する研究」 

 先の研究で、１）PixDは暗所において 10量体を形成し PixEと相互作用すること、２）

光を照射すると PixDは 2量体となり PixEと相互作用しなくなること、３）10量体 PixD

の結晶構造、がわかっていた。しかしその相互作用の詳しい様態はよくわかっていなか

った。PixD-PixEの分子間相互作用を利用した転写制御系を構築する上で、そのメカニズ

ムを明らかにすることが必須と考え研究を行った。 

図２：PixD と PixE の複合体形成の生化学的解析 

（A）精製したPixDにPixEを加え、Blue-native PAGE法により分離すると、PixE濃度に依存して４

つのバンド（Band 1, 2, 3, and 4）が観測される。分子量から 10 量体PixDにそれぞれPixEが 1, 2, 

3, 4 分子結合した複合体とわかった。（B）バンドの濃さから、PixD-PixE相互作用の乖離常数

(kd)は約 5 Mと計算された。(C)PixD-PixE複合体形成の反応スキーム。（D）各バンドの濃さを

コンピュータで解析し、速度常数k1, k2, k3, k4は 2000, 55555, 296, 1851 M-1 s-1、k-1, k-2, k-3, k-4

は 0.002, 0.001, 0002, 0.180 s-1と計算された。 
 

 Blue-Native PAGE電気泳動法を利用した解析により、10量体の PixDは PixE単量体４

つと相互作用し、最終的に暗所で PixD:PixE=10:4の超分子複合体を形成することがわか

った（図２）。またそれぞれの PixD-PixE複合体の乖離常数と PixEが相互作用する速度

常数を決定した（図２）。 

 次に、コンピュータシュミレーションにより、PixEの予想構造を決定した。得られた

PixEの構造とPixDの結晶構造を基に、ドッキングシュミレーションを行い、PixD-PixE複

合体の予想構造を決定した（図３）。得られた複合体の予想構造は、上記生化学的解析か

ら期待された通りPixD10-PixE4の構造となった。またPixD-PixEの相互作用面に位置する

アミノ酸に部位特異的変異を導入すると、相互作用が著しく抑制され、この構造の正し

さが生化学的に支持された（論文１）。 
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図３：PixD10-PixE4複合体形成の模式図 

 

研究テーマＢ「光依存的転写因子制御系の構築」 

 PixDと相互作用するために必要なPixEの領域を、酵母ツーハイブリッド法を利用して

調べたところ、PixEのN末端 1-276アミノ酸がPixDとの相互作用に必要とわかった。この

領域（PixE_N）を任意の転写因子に融合させれば、光依存的にPixDと複合体を形成する

ようになり、その活性を調節できるのではないかと考えた（図４Ａ）。この方法をPICCORO 

(PixD complex-dependent control)と名付け、その系の構築を進めた。 
 

 

図４：光依存的転写因子調節系 PICCORO 

（A）PICCORO法の模式図。（B）PICCOROを用いて転写因子Ntl-EnRの機能を光で制御すると

ゼブラフィッシュの尻尾の形成を光で制御できる。（C）NtlPixEのmRNAを胚発生期に打ち込んだ

ゼブラフィッシュ。（Ｄ）尻尾の形成不全率は、打ち込むNtlPixEのmRNA濃度依存的である。 

 本研究ではゼブラフィッシュの尻尾の形成に必要な転写因子No Tail (Ntl)を利用した。ドミナ

ントネガティブ型Ntl（Ntl-EnR）のN末端にPixE_Nを融合させたキメラ遺伝子（NtlPixE）を作製し、そ

のmRNAをゼブラフィッシュ胚に導入したところ、尻尾の形成が阻害された（図４Ｃ）。現れた表
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現型の出現率は、打ち込んだNtlPixEのmRNA濃度依存的であったことから（図４Ｄ）、PixE_Nを融

合してもNtl-EnRの機能は影響を受けないことがわかった。 

 次にPixDを恒常的に発現する組換えゼブラフィッシュを作製し、上記組換えNtl転写因子

（NtlPixE）のmRNAをその胚に導入したしたところ、光照射下で成育させた時のみ、尻尾の形成

不全が観察された（図４Ｂ）。 

 以上のことから、PICCORO 法を用いれば、ゼブラフィッシュの転写因子の活性を光で制御で

きることがわかった。 

 

３． 今後の展開 

 遺伝子発現を制御する技術は、生物学の研究に必須である。現在用いられている方法の多く

は、薬剤添加や熱ストレスに依存しており、誘導処理による二次的影響を排除することが困難で

あった。一方、光に依存した遺伝子発現系は、１）光の ON/OFF でスイッチングが可能、２）時空

間分解能が高い、３）二次的影響が少ない、等の利点を有し、近年その開発が急速に進んでい

る。しかし、これまでに開発された光誘導系は、ターゲットとなる遺伝子を特定のプロモータ下流

に組込むため、誘導後遺伝子発現を伴う複雑な系である上、適用できる遺伝子の種類が限られ

る。本研究において、転写因子のDNA結合を光で直接制御する方法（PICCORO）を開発した。こ

の方法は、遺伝子欠損で致死となる転写因子の解析を可能とし、これまで解析が困難であった

個体発生の各ステップで働く転写因子の解析に、特に役立つと考えられる。 

 

４． 自己評価 

 本研究は、（１）光受容体蛋白質の光シグナル伝達機構を解明する基礎的研究、（２）光依存的

遺伝子発現制御系を構築する応用研究、からなる。（１）については、蛋白質分子間を移動する

光シグナルの伝達経路を具体的に明らかにし、生物がどのように光のシグナルを認識、変換、

伝達し、最終的に様々な細胞機能を制御しているのか、といった生物学的重要課題に対する理

解を深めることができた。（２）に関しては、未だだれも達成し得なかった生物個体の発生を光で

制御することに成功した。「さきがけ」というプラットフォームを利用し、ゼブラフィッシュの遺伝学

等これまで経験の無い様々な研究手法を取り入れることができた。結果的に研究の幅が広がり、

「発生生物学の光遺伝学」という新しい研究分野を世界に先駆け発信できる成果を得るに至っ

た。 

 

５． 研究総括の見解 

 いくつかの蛋白質の機能を組み合わせ、任意の酵素活性と遺伝子発現を自在に制御する技

術の確立を目指した。これらの成果の集大成として、PICCORO と名付けた光依存的転写因子制

御法を開発し、具体的応用例として、ゼブラフィッシュの尻尾を形成する転写因子に適用して光

の照射により尻尾の形成不全が起こることを示すことに成功した。この手法は、個体発生のどの

段階にも応用可能で、転写因子の活性を光で制御することが可能となった。この成果は、個体発
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生においてどの段階で何がどう働いて発生が制御されているかという発生学における最も基本

的な課題の解明に寄与できる手法を開発できたことを意味し、新しい研究フィールドを開拓した

ものと評価できる。 
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