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1.1 はじめに 
1.1.1 本研究の⽬的と意義 
 

低分⼦量 G タンパク質 Ras は、細胞内シグナル伝達において重要な役割を担う GTP ア
ーゼである。Ras は細胞増殖、細胞分化、アポトーシスなどを制御しており、GTP 結合で
活性化され下流の標的タンパク質と相互作⽤することでシグナルが伝達され、GDP 結合で
不活性化され、シグナルは伝達しなくなる分⼦スイッチの様な振る舞いをする。この分⼦ス
イッチ機構は外部調節因⼦であるグアニンヌクレオチド交換因⼦: GEFs と GTP アーゼ活
性化タンパク質: GAPs によって制御されており、これらのタンパク質と Ras の相互作⽤
は、GTP 加⽔分解に 伴うヌクレオチド結合ドメインの構造変化によって機械的に制御さ
れている。 代表的な Ras-GEF の⼀つである Son of sevenless: Sos は Ras シグナル伝達経路
において⽋かせない外部調節因⼦であり、Ras-Sos相互作⽤は広く研究されており、その機
構は分⼦レベルで明らかになっている。 
Sos は⼆つの Ras 結合部位を有しており、結合した Ras の GDP を GTP へと置き換えるカ
タリティックドメインと GTP 結合 Ras が結合することでヌクレオチド交換反応が亢進さ
れるアロステリックドメインがある。これらの結合部位を⼈⼯的に制御することができれ
ば、Ras シグナル伝達経路を制御することが可能であると考えられる。 
⼈⼯的な外部刺激によって低分⼦量 G タンパク質 Ras の情報伝達を制御することができ
れ ば、細胞機能の⼈⼯的制御や⼈⼯細胞への応⽤、癌やヌーナン症候群などの遺伝病のメ
カニズムの解明などが可能になると考えられる。⼈⼯的な外部刺激の 1 つである光刺激に
よって制御する⽅法には、フォトクロミック分⼦を⽤いる⽅法、ケージド化合物を⽤いる⽅
法、オプトジェネティックスを⽤いる⽅法がある。 
これまでの当研究室の研究で外部刺激によって ATP 駆動型⽣体分⼦モーターの機能を⼈
⼯的に制御することに成功している。また光応答性化合物であるフォトクロミック分⼦を
HRas の活性部位または機能部位に直接化学修飾することで、活性の光制御に成功している。
しかし、蛋⽩質への直接的な化学修飾は、本来の⽣理活性を損なう恐れがあり、また細胞内
での実験への応⽤が難しい。 
本研究では、外部因⼦である Sos にフォトクロミック分⼦を導⼊することで、本来の⽣理的
活性を損なうことなく、活性の光制御に試みる。また新たな試みとして、光応答性タンパク
質の Dronpa と Aureo1 をもとに開発された Photozipperを HRas の機能ドメインと融合し
た光応答性 Ras を調製し、Ras の GTPase 活性の光可逆的制御を試みた。 
  



1.1.2 本論⽂の構成 
 
 本論⽂は、四つの章で構成されている。本章では⽣体分⼦機械である⽣体分⼦モーター
(ミオシン、キネシン)と⽣体分⼦スイッチ(三量体 G タンパク質、低分⼦量 G タンパク質)
について紹介する。そして⽣体分⼦機械の光制御に利⽤されている光応答性ナノデバイス
であるフォトクロミック化合物と光応答性タンパク質について実際の応⽤例を挙げて述べ
た。 
 第⼆章では、フォトクロミック分⼦の⼀つであるアゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体を
⽤いた HRas の GTPase サイクル活性の光制御を試みた。Sos の Ras 結合部位の近傍にシン
グルシステインを導⼊し、任意の位置にチオール基反応性アゾベンゼン誘導体を修飾し、
Ras-Sos相互作⽤を光可逆的な制御が可能なことについて述べた。 
第三章では、新たにデザインした光応答性タンパク質融合 HRas を⽤いて、GTPase サイク
ル活性の光制御を試みた。光応答性タンパク質である Dronpa と Aureo1 をもとに開発され
た\Photozipper(PZ)をそれぞれ HRas と融合することで光応答性の HRas を作製し、その
光照射に伴う多量体形成を⽤いて Ras の GTPase サイクル活性が光制御可能なことをにつ
いて述べた。 
最後に第四章では、本論⽂の結論をまとめ、光照射による Ras 機能の⼈⼯的な制御の有⽤
性を⽰し、今後の展望を述べた。 
  
  



1.2 ⽣体分⼦機械 
1.2.1 モータータンパク質 
1.2.1.1 ミオシン 
 

ミオシンは、筋⾁の収縮を担う細胞⾻格付随タンパク質の 1 つで、繊維状構造体である 
細胞⾻格のアクチンフィラメントをレールとして、ATP を加⽔分解し運動エネルギーに変
換する⽣体分⼦モーターである(Fig.1-1)。ミオシンの研究は、1930 年代に筋⾁組織か ら
抽出され、ATP加⽔分解酵素であることが明らかになったことから盛んになり、その機能・
作⽤別に多くの種類が存在しており、約 20 のスーパーファミリーを構成している。ミオシ
ンの構造は各 2 本の重鎖(Heavy chain: HC, 229 kDa)、制御軽鎖(Regulatory light chain: RLC, 
20 kDa)、必須軽鎖(Essential light chain:ELC, 17 kDa)からなり、2 つの頭部と 1 本の⻑い
尾部を持つ分⼦の形態をとっている(Fig.1-2)。⾻滑筋ミオシンであるミオシン II は、多分
⼦でフィラメントを形成し協調しながら働くミオシンで、ミオシンVは⼆量体を形成して、
アクチンフィラメントとどちらか⽚⽅のモーター部位を常に結合させな がら、36 nm のス
テップサイズで、まるで⼈が歩くようにアクチンの+端⽅向に動き、細胞内⼩器官などを輸
送する⽣体分⼦モーターである。⾻格筋の収縮がトロポニン・トロポミオシン複合体によっ
てアクチン側で調節されているのに対して(Fig.1-3)、平滑筋の収縮は、ミオシン軽鎖キナー
ゼ(MLCK)とミオシン軽鎖脱リン酸化酵素(MLCP)によるミオシン頭部にある RLC のリン
酸化・脱リン酸化によって⾏われる。まず、G タンパク質共役型受容体にアゴニストが結
合するとホスホリパーゼ C が活性化され、ホスホファチジルイノシトールがイノシトール
3リン酸(IP3)とジアシルグリセロール(DAG)が分解される。IP3 が⼩胞体にある IP3受容
体に結合すると Ca2+が放出され、Ca2+とカルモジュリン(CaM)が複合体を形成し、MLCK
を活性化する。活性化された MLCK が RLC をリン酸化することによって RLC の構造変
化が起こり、平滑筋ミオシンの頭部がアクチンと相互作⽤できるようになる。ミオシン Vは
ミオシン II のように多分⼦ではなく⼀分⼦で働くことから全反射顕微鏡による⼀分⼦
motility 測定や光ピンセットによる⼀分⼦⼒測定など、⼀分⼦での研究が活発に⾏われてい
る。 
 
 
1.2.1.2 キネシン 
 

キネシンは、細胞⾻格付随タンパク質の 1 つで、繊維状構造体である細胞⾻格の微⼩管
をレールとして、ATP を加⽔分解し運動エネルギーに変換して物質を輸送する⽣体分⼦モ
ーターである。1985 年に valeらによってイカの神経軸索で初めて発⾒され、そのキネシン
は従来型キネシン(conventional kinesin)と呼ばれている。その基本構造は、モータードメイ
ン(MD)、ネック部位、コイルドコイル領域、テールドメインで構成されており、 主に、重



鎖(Kinesin Heavy Chain, KHC)2 本と軽鎖 2 本からなる 4 量体である。MD は 350残基
程度であり、相同性が⾼く他のキネシンと構造が良く保存されている。従来型キネシンは N
末側に MD を持ち、C末側に cargo との相互作⽤に重要な部位であるストーク/テールドメ
インを持っている。MD の位置は、キネシンの N末側、中央、C末側に存在するものがあ
り MD以外の構造は、キネシンの機能ごとに異なる。また、MD はコイルドコイル領域で
ダイマー化しており、その間には、ネックリンカーと呼ばれる 15 アミノ酸残基 程度の部
位が存在する。この部位が ATP加⽔分解に伴って構造変化することが知られている(Fig.1-
4)。従来型キネシンは 2つの MDが微⼩管と交互に結合しながらテールドメインに結合し
た荷物を輸送していると考えられている。従来型キネシンは、ADP と結合すると安定状態
になり、微⼩管と結合すると、キネシンのヌクレオチド結合部位から ADPが解離する。⼀
⽅の MD のヌクレオチド結合部分に ATPが結合すると、もう⽚⽅の MDが前に振り出さ
れる。結合した ATP は加⽔分解され、リン酸の放出が起こり、MD は微⼩管から解離する。
従来型キネシンは以上のような運動を繰り返して微⼩管上を歩くように動いていると考え
られていることからこの運動は hand-over-hand model と呼ばれている(Fig.1-5)。⼀般に
従来型キネシンに代表される N 末型のキネシンは微⼩管の+端⽅向に進み、kinesin-13 に
属する Ncdなどの C末型のキネシンは−端⽅向に進むことが知られている。動物細胞にお
ける⽣理的な役割は多様であり、⼩胞や細胞⼩器官の 輸送、神経軸索においてシナプス末
端への情報伝達物質の輸送、細胞分裂時の中⼼体の分離と紡錘体の形成など⽣体内におい
て極めて重要なタンパク質である。キネシンは、その多様な働きに合わせて多様な形をして
おり、多くの種類が存在し、14 のファミリーに分類されている。従来型キネシン以降に発
⾒されたキネシンには、キネシン様タンパク質(kinesin-like proteins : KLP)、キネシン類タ
ンパク質(kinesin-related proteins : KRP)と呼ばれるものがある。従来型キネシンは N 末
MD で微⼩管の+端⽅向に動き、kinesin-14 ファミリーのキネシンは C 末 MD で、微⼩管
の‐端⽅向へ動くことが知られている。 
 
 
1.2.2 G タンパク質 
1.2.2.1 三量体 G タンパク質 
 
 G タンパク質は、GTP 加⽔分解酵素の略称である。100kDa 前後の膜受容体関連ヘテロ
三量体 G タンパク質と、Ras のような低分⼦量 G タンパク質が存在し、いずれも情報伝達
カスケードにおいて重要な役割を担っている。三量体 G タンパク質は、細胞外の神経伝達
やホルモンを受容した G タンパク質共役受容体(G protein-coupled receptor :GCPR)により
活性化され、さまざまな細胞応答に関与している。またαサブユニット(39-52kDa)、βサ
ブユニット(35kDa)、γサブユニット(10kDa)からなるヘテロ三量体である(Fig.1-6)。αサ
ブユニットは、GTP または GDP と特異的に結合する GTP アーゼユニットとαヘリック



スユニットから構成されている。この GTP アーゼユニットは、GTP 結合タンパク質に共
通して存在する G モチーフがあり、グアニンヌクレオチドと結合・解離する。またこの G
モチーフは ATP 結合タンパク質に共通して存在するヌクレオチド結合ドメイン(Switch I, 
Switch II, P-loop)を含んでいる。通常βサブユニットとγサブユニットは互いに強く結合し
ており、Gβγ複合体と呼ばれる。GCPRが活性化していない場合、αβγサブユニットは
結合している。GCPR とアゴニストが結合し活性化した場合、αサブユニットに結合して
いる GDP と GTP の交換反応がおこり、GTP 結合型αサブユニットとβγサブユニット
に解離する。解離したβγサブユニットは、標的タンパク質や酵素を活性化し、下流へとシ
グナルを伝達する。その後、αサブユニットに結合した GTP はαサブユニットの GTP ア
ーゼ活性によって加⽔分解され GDP となり、再びβγサブユニットと結合し、不活性型三
量体を形成する。 
 
 
1.2.2.2 低分⼦量 G タンパク質 
 

低分⼦量 G タンパク質は、分⼦量 20kDa から 30kDa のグアニンヌクレオチド結合タン
パク質である。低分⼦量 G タンパク質は、Ras、Rho、Rab、Ran、Arfの 5つのサブファミ
リーに分類され、酵⺟からヒトまでの真核⽣物に広く保存されている膜タンパク質である
(Fig.1-7A)。Ras ファミリーには、H-Ras、K-Ras、N-Ras など様々の種類が存在し、細胞の
増殖や分化の制御をしている。Rho ファミリーには、Rho、Rac、Cdc42 など様々な種類が
存在し、細胞運動や細胞⾻格の制御をしている。Rabは 30種類以上存在し、⼩胞輸送に関
与している。Ran は核内への物質輸送に関与する分⼦である。Arfは 6種類あり、Rabと同
様⼩胞輸送に関わっている。三量体 G タンパク質のようにサブユニット構造を持たないが、
三量体 G タンパク質と同様に GTP 結合活性型と GDP 結合不活性型の間で GTP アーゼサ
イクルをおこなう。低分⼦量 G タンパク質は、グアニンヌクレオチド交換因⼦(GEFs)によ
り活性化され、それぞれ標的エフェクターに結合し、下流へとシグナル伝達をおこなう。ま
た、GTP アーゼ活性化タンパク質(GAPs)によって、低分⼦量 G タンパク質に本来備わっ
ている GTP アーゼが亢進され、結合している GTPがGDP へと分解され不活性型となる。
低分⼦量 G タンパク質は、GEFs と GAPs によりその活性が制御され、細胞外からのほと
んどのシグナルは GEF か GAP を活性化することで GTP アーゼサイクルを調節している
(Fig.1-7B)。低分⼦量 G タンパク質は、C 末端から 4 番⽬のアミノ酸がシステイン残基で
あり、ファルネシルトランスフェラーゼやゲラニルゲラニルトランスフェラーゼによって
ファルネシル化されており、この脂質修飾により細胞膜に直接結合している(Fig.1-8)。Ras
を除く低分⼦量 G タンパク質は、GDP 結合型の場合、GDP解離阻害因⼦(GDI)と複合体
を形成して細胞質内に存在する。GDIにより、GDP の解離の阻害、また細胞膜への結合を
阻害している。GDI 置換因⼦(GDF)により、低分⼦量 G タンパク質から GDI が遊離する



ことで、GEF による活性化が可能になる。 
 
 
1.2.2.3 Ras 
 
 Ras タンパク質ファミリーは、低分⼦量 G タンパク質のひとつであり、細胞分化、細胞
周期を含む様々なシグナル伝達経路において重要な役割を担う(Fig.1-9)。Ras は、⼤きく３
つの異性体(H-Ras、N-Ras、K-Ras)をもち、さらに K-Ras は K-Ras4A と K-Ras4B に分化
する。すべての異性体は、GTP 結合で活性型となり、GDP 結合で不活性型となる。Rasが
GTPか GDP に結合することで、主に SwitchⅠ、SwitchⅡ、P loopに構造の変化が⽣じ、
細胞内分⼦スイッチとして作⽤する(Fig.1-10)。この分⼦スイッチ機構はとても緻密に制御
されているが、このシグナル経路が癌に侵されると、制御が効かなくなる。癌細胞における
Ras の過剰な活性化は、⼀般的に Ras 内の点変異に関連する。典型的に 12、13もしくは 61
番⽬のコドンにおいて点変異が⽣じ、GTP 結合状態が優位になり Ras の持続的な活性化状
態から下流のエフェクターと GTP 結合 Ras の親和性が上昇する。これにより、細胞分化、
アポトーシス回避、細胞浸潤および転移等の連続的刺激をもたらし、それにより癌化を促進
する。変異した Ras は、ヒトのすべての癌のおよそ 30%において発⾒されている。⼤腸癌
の 50%、膵臓癌の 90%が変異した Ras による、劇的な活性化が原因であると考えられてい
る。近年、Ras 特異的阻害剤などの開発が積極的に⾏われてきている。 
 
  



1.3 Ras 外部調節因⼦ 
1.3.1 グアニンヌクレオチド交換因⼦ 
 

低分⼦量 G タンパク質の GDP/GTP への親和性はとても⾼く nanomolar から picomolar
と⾔われている。この⾼い親和性から低分⼦量 G タンパク質と GDP/GTP の解離速度が遅
くなり、半減期 1時間以上になる。G タンパク質の活性化に必要な GDPから GTP への交
換には、グアニンヌクレオチド交換因⼦: GEF の活性が必要となる。GEF は G タンパク質
のヌクレオチド結合部位に結合しているヌクレオチドの親和性を下げることでヌクレオチ
ドの解離を触媒する。⼀般的に GTP と GDP に対する G タンパク質の親和性は同じであ
り、また GEF は GDP から GTP へのリバウンドを⾏なっているわけではない。細胞質内
における GTPが GDP の約 10倍以上⾼い濃度のため、結果的に GTP 結合状態が GDP 結
合状態より多くなる。また GEF による G タンパク質とヌクレオチドの親和性を減少させる
メカニズムは既に明らかになっている(Fig.1-11)。G タンパク質結合ヌクレオチドは
Switch1、Switch2 と呼ばれる⼆つのループによって挟まれており、このスイッチ領域と⼀
緒に P ループがヌクレオチドのリン酸基と相互作⽤し、そこにマグネシウムがコーディネ
ートされている。このリン酸基とマグネシウムのコーディネートはヌクレオチドと G タン
パク質間の⾼い親和性を保つのに必須である。GEF の結合はスイッチ領域と P ループの構
造変化を引き起こし、マグネシウム結合部位の⽴体的な閉鎖、または Switch2 に存在する
DTAG モチーフのアラニンの位置が変化する。その結果、G タンパク質に結合しているヌ
クレオチドが解離される。 
 
1.3.2 GTP アーゼ活性化タンパク質 
 

低分⼦量 G タンパク質は GTP アーゼとも呼ばれるが、実際の GTP加⽔分解反応は⾮常
に遅く、効率的な加⽔分解には GTP アーゼ活性化タンパク質:GAP との相互作⽤が必要で
あり、これにより切断ステップが数桁加速される。構造的また⽣物物理的研究から反応機構
は解明されている(Fig.1-12)。Ras-GAP複合体は Ras の Gln61 の位置を安定化する。加え
てアルギニンフィンガーと呼ばれるアルギニンがリン酸結合部位に配置され、γリン酸の
負電荷を中和させることで遷移状態を安定化する。このアルギニンフィンガーは、三量体 G
タンパク質のαサブユニットのヘリックス挿⼊に⾒られるアルギニンと⾮常によく似た機
能を果たしている。Ras-GAP と Rho-GAP は構造的な相同性は低いが、Rho-GAP による加
⽔分解においても同様の機構が⾒つかっている。 
Ras と Rho に保存されるカタリティックなグルタミンは Rabにも⾒られ、またアルギニン
フィンガーもまた Rab-GAP に⾒られるが、その加⽔分解の機構は多少異なる。Rabのヌク
レオチド結合部位の近傍にはグルタミンが存在せず、安定化させるグルタミンは GAP によ
って供給される。Ras-GAP はアスパラギンを供給することで、Ran のグルタミンの配向を



安定化する。対照的に、Ras に⾮常に⾼い相同性を持つ Rapは、Ras Gln61 に対応するグル
タミンを持たない。実際、Rap-GAP は構造的に Ras-GAP とは無関係であり、触媒作⽤の
主要な要素としてアルギニン残基ではなくアスパラギン残基が重要な役割を担っていると
考えられています。Sar/Arfにも触媒作⽤を持つグルタミンを持たないことが明らかになっ
ており、グルタミンの代わりに Sar/Arf-GAP のヒスチジンが触媒作⽤を持つ。触媒作⽤に
対する様々な GAP の寄与は、G タンパク質の触媒機構の構造の安定化である。 
 
 
1.4 光応答性分⼦ 
1.4.1 フォトクロミック化合物 
 

フォトクロミック分⼦は、光刺激に応じて可逆的に構造や性質を変化させる化合物で、 
アゾベンゼン誘導体、ジアリールエテン誘導体、スピロピラン誘導体、フルギミド誘導体な
どが存在する(Fig.1-13)。その光異性化の速度は拡散や熱伝導などに⽐べて⾮常に早く ⾮
接触で制御が可能であるという利点を持っている。光照射によって変化した後、元に戻ると
きに別の波⻑の光照射でしか戻らないジアリールエテン誘導体やフルギミド誘導体を P 
型化合物と呼び、光照射以外に熱でも戻るアゾベンゼン誘導体やスピロピラン誘導体を T 
型化合物と呼んでいる。それぞれの特性を⽣かした光機能性材料として記憶媒体材料や ⾊
彩材料、調光材料として利⽤されている。例えば、アゾベンゼン誘導体は DVD などの記
憶媒体材料に、スピロピラン誘導体は紫外線チェッカーやサングラスに使⽤ されている
(57)。また最近では、主にアゾベンゼン誘導体を⽣体分⼦に応⽤する研究が⾏ われている。
アゾベンゼン誘導体は染料として使⽤されていたが 1937 年に光異性化する ことが
Hartley 等によって発⾒され、紫外線照射でトランス体からシス体に異性化し、可視光照射
でシス体からトランス体に異性化することが明らかになった。光制御スイッチとして様々
な研究に⽤いられ、蛋⽩質分解酵素であるパパインやグルコースオ キシダーゼに導⼊する
ことで光照射による光異性化によってその酵素活性を制御できることが報告されている。
イオンチャネルに応⽤した研究では、イオンチャネルの⼊り⼝に導⼊することによってイ
オンチャネルの物質通過能を光制御することに成功している。また、⼆価架橋性アゾベンゼ
ン誘導体である DIAAB を合成ペプチドに導⼊することで光異性化によってペプチドの⼆
次構が変化することが報告されている。また DNA の⼆重らせんの間に導⼊することで 
RNA ポリメラーゼの活性や RNaseH の分解活性を光制御できることも報告されている。ま
た、当研究室では過去にキネシンの機能部位に導⼊することで ATPase 活性と阻害剤によ
る ATPase 活性への阻害効果を光制御することに成功している。このようにアゾベンゼン
誘導体は光照射によってその構造と性質を⼤きく変化させ、導⼊した機能性蛋⽩質の活性
などを光制御することができる化合物である。  
 



 
1.4.2 光応答性タンパク質 
 

光応答性タンパク質は、光刺激に応じて可逆的に構造や性質、また多量体形成など様々な
変化を⽰すタンパク質で、細胞内シグナル伝達の光遺伝学的制御において広く利⽤されて
きた。いくつかの研究グループによる先駆的な研究により、LOVドメイン、フィトクロム 
B (PhyB)、クリプトクロム 2 (CRY2)、UV 耐性遺伝⼦座 8(UVR8) 、Dronpa など、いく
つかの光活性化タンパク質が発⾒された(Fig.1-14)。スプリット GFP などの⼀部の光活性
化可能なタンパク質は、⽣細胞のシグナル伝達の制御にはまだ使⽤されていないが、光制御
されたタンパク質間相互作⽤を使⽤して、⽣細胞の細胞内シグナル伝達経路を調節するこ
とに最近成功している。これらの光活性化可能なシステムの機構は既に明らかになってい
る。 励起光の光⼦からエネルギーを吸収することにより、光活性化可能なタンパク質は⽴
体構造の変化を受け、タンパク質間またはタンパク質内の結合を再編成し、タンパク質間ま
たはタンパク質内の相互作⽤を調節する。⼀般的に、光遺伝学的シグナル伝達の制御は、⼆
つの制御機構があると考えられている。⼀つは光誘導タンパク質転座と⼆つは光誘導タン
パク質アンケージングである。光誘導タンパク質転座では、光応答性タンパク質間相互作⽤
がシグナル伝達タンパク質の細胞内位置またはオリゴマー化状態を変化させ、下流の細胞
応答を制御している。光誘導タンパク質アンケージングでは、光応答性タンパク質内相互作
⽤による⽴体障害でシグナル伝達を制御している。光応答性タンパク質である Dronopa、
また Aureochrome1 を Ras の触媒ドメインと融合することで光応答性機能を持つ Ras を作
製し、Dronpa 融合 Ras では Dronpa の光刺激によるオリゴマー形成を利⽤した光制御を⽤
いることで、GTPase 活性の光制御が期待できる(Fig.1-15)。Aureochrome1 融合 Ras では、
Aureochrome1 の光刺激によるタンパク質内相互作⽤による⽴体構造の変化を⽤いること
で、GTPase 活性の光制御が期待できる(Fig.1-16)。 
  



1.5 第⼀章総括 
 

第⼀章では、始めに⽣体分⼦機械である⽣体分⼦モーター(ミオシン、キネシン)と⽣体分
⼦スイッチ(三量体 G タンパク質、低分⼦量 G タンパク質)が広く研究されており、次に低
分⼦量 G タンパク質のスイッチ機構が外部調節因⼦である GEF、GAP によって保存され
ており、その機械的な仕組みが広く保存されていることを述べた。そして光応答性ナノデバ
イスであるフォトクロミック化合物と光応答性タンパク質が光という⾮接触の外部刺激に
よって制御が可能な分⼦であり、それらを標的タンパク質または外部因⼦に導⼊するとで
機能性タンパク質の機能を光制御することが可能になることを述べた。低分⼦量 G タンパ
ク質 Ras の外部制御因⼦である GEF の⼀つ Sos にフォトクロミック化合物を導⼊すること
で、Ras GTPase 活性を光制御することが可能であると考えられる。また光応答性タンパク
質を Ras の触媒ドメインと融合することで光応答性機能を持つ Ras を作製し、GTPase 活
性の光制御を試みた。 

 
 
 
 

  



 
Fig. 1-1. ミオシンとアクチンの結合ステップ 

(http://www.cosmobio.co.jp/product/detail/cytoskele ton_news_201211-
12.asp?entry_id=10319 より) 
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ᅗ  ࣉࢵࢸࢫྜ⤖ࡢࣥࢳࢡ࢔࡜ࣥࢩ࣑࢜ .1-12

(http://www.cosmobio.co.jp/product/detail/cytoskele 

ton_news_201211-12.asp?entry_id=10319ࡾࡼ) 

 
 
 
 
 
 



 
Fig. 1-2. Myosin II と Myosin V の構造モデル (11) 
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ᅗ 1-13. Myosin II࡜Myosin Vࡢᵓ㐀ࣔࣝࢹ(32୍㒊ᨵኚ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
Fig. 1-3. 筋⾁のアクチンフィラメントの構造 
(http://www.cosmobio.co.jp/product/detail/cytoske leton_news_201211-

12.asp?entry_id=10319 より) 
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ᅗ  ᵓ㐀ࡢࢺ࣓ࣥࣛ࢕ࣇࣥࢳࢡ࢔ࡢ⫗➽ .1-15

(http://www.cosmobio.co.jp/product/detail/cytoske 

leton_news_201211-12.asp?entry_id=10319ࡾࡼ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Fig. 1-4. キネシンの構造モデル (8) 
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ᅗ  (28)ࣝࢹᵓ㐀ࣔࡢࣥࢩࢿ࢟ .1-16

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Fig. 1-5. キネシンの微⼩管の結合ステップ (29) 
D:ADP 結合状態、O:ヌクレオチド⾮結合状態、T:ATP 結合状態 
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ᅗ  (50)ࣉࢵࢸࢫྜ⤖ࡢ⟶ᚤᑠ࡜ࣥࢩࢿ࢟ .1-17

D㸸ADP⤖ྜ≧ែࠊO㸸ࢻࢳ࢜ࣞࢡࢾ㠀⤖ྜ≧ែࠊT㸸ATP⤖ྜ≧ែ 
 
 
 
 
 



 

Fig. 1-6. 三量体 G タンパク質の構造と活性化 (30) 
(A)Gα の⼀次構造と⽴体構造.Gα は Ras-like GTPase ドメインと Helical ドメイン,さ
らに両ドメインをつなぐ 2 本のリンカー領域から構成されている。GTPase ドメインに結
合している GDP もしくは GTP は通常 Helical ドメインによりマスクされている。(B)
三量体 Giαβγの⽴体構造(PDB 番号:1GP2)。(C)三量体 Giαβγ(PDB 番号:1GP2)と
βアドレナリン受容体―三量体 Gsαβγ複合体(PDB 番号:3SN6)の構造⽐較。βアド
レナリン受容体との複合体では Gαからヌクレオチドが解離しており、リンカー部分を
⽀点に Helical ドメインが 127°シフトしている。 この構造変化により Gαのグアニン
ヌクレオチド結合部位が外部に露出していることがわかる。(D)活性化時における G タ
ンパク質の構造変化のモデル図。 



  



A 
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Fig. 1-7. 低分⼦量 G タンパク質 Ras スーパーファミリーとそのスイッチ機構 
(A)Ras スーパーファミリーに所属する低分⼦量 G タンパク質の分類.  
(B)低分⼦量 G タンパク質のスイッチ機構 
  



 
Fig. 1-8. 低分⼦量 G タンパク質の脂質修飾による膜結結合 
 
 
  



 
Fig. 1-9. Ras シグナル伝達経路 
 
  



 
 
 

 
 
 
 

  
 
 
Fig. 1-10. Ras 結晶構造と Ras 異性体の相同性 
 
 
  



 

 

Fig. 1-11. グアニンヌクレオチド交換因⼦によるヌクレオチド交換の機構 (53) 
  



 
Fig. 1-12. GTP アーゼ活性化タンパク質による GTP加⽔分解促進の機構 (53) 
 
  



 

Fig. 1-13. フォトクロミック分⼦ 
  



 
Fig. 1-14. 光応答性タンパク質の光照射による構造変化の概念図 (60) 
 
  

PhyB–PIF3 binding on red-light illumination reconstituted
the full-length intein, which autocatalytically excised itself
to produce the splice product MBP-Flag. Such an experi-
ment implies that light can be used to control the activity of
proteins at the post-translational level in live cells.

A light-induced clustering strategy has been recently
developed to inactivate target proteins [46]. The system
uses both light-mediated heterodimerization of CRY2 and
CIB1 and light-mediated homodimerization of CRY2. CIB1
was fused to a multimeric protein Ca2+/calmodulin-depen-
dent protein kinase IIa (CIB1-MP). The target protein was
fused to CRY2. Photoactivated CRY2 proteins simulta-
neously oligomerized and bound to CIB1-MP, which in-
duced the formation of higher-order clusters by promoting

interconnection among MPs. Such clusters served as traps
to inactivate target proteins including various GEFs (Vav2
and Tiam1) and GTPases (Rac1, Cdc42, and RhoG) [46]. Al-
though CRY2 homo-oligomerization has been shown on
photoactivation, hetero-oligomerization between CRY2
and CIB1-MP is significantly enhanced. A CRY2 mutant
(E490G or ‘CRY2olig’) with a significantly improved
photoinduced clustering effect was recently identified
[47]. This mutation resulted in clustering of approximately
40–90% of cytosolic CRY2olig in 100% cells illuminated,
compared with clustering of approximately 6% of cytosolic
wild type CRY2 in around 12% of cells illuminated. Photo-
activation of the fusion protein CRY2olig–clathrin light
chain (CLC) resulted in enhanced transferrin uptake via
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Figure 1. Scheme of light-induced conformational change in various photoactivatable proteins. The left bar illustrates the color of light (wavelength) that is used to
stimulate photoactivation. Various protein pairs are shown on the right with light-induced intermolecular change [UV-resistance locus 8 (UVR8), cryptochrome 2 (CRY2)–
cryptochrome-interacting basic helix–loop–helix (CIB1), CRY2 alone, and phytochrome B (PhyB)–phytochrome-interacting factor (PIF)] or intramolecular change [light,
oxygen, and voltage (LOV), Dronpa]. For proteins containing cofactors [flavin mononucleotide (FMN), FAD, PCB], yellow marks the ground state and white marks the
photoactivated state. UVR8 and Dronpa do not have cofactors and primarily use their tryptophan residues for photoreception.

Review Trends in Biotechnology February 2015, Vol. 33, No. 2

96



 

 
 
Fig. 1-15. Dronpa の光異性化に伴う会合の概念図 (61) 
  

(~500 nm) and switches on under violet light
(~400 nm) (14).With off-photoswitching, b strand
7 near the chromophore becomes flexible (15);
this strand forms part of the cross-dimer interface
in the tetrameric parent (15). A Dronpa mutant with
Lys145 on b strand 7 changed toAsn (Dronpa145N)
is tetrameric at low micromolar concentrations, but
dilution promotes monomerization and facilitates
off-photoswitching (16). This suggests thatmulti-
merization inhibits conformation changes asso-
ciated with off-photoswitching. We hypothesized,
conversely, that conformation changes occurring
during off-photoswitching might promote mono-
merization, whereas on-photoswitchingmight pro-
mote multimerization (Fig. 1A).

To determine if light could controlDronpa145N
multimerization, we performed native polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) (see supple-
mentary materials and methods). Dronpa145N
was tetrameric at concentrations from10 to 100mM
in the initial bright state, whereas wild-type Dronpa
(Dronpa145K for clarity; K, Lys) was mono-
meric (fig. S1A). Cyan illumination of 100 mM
Dronpa145N induced a shift from cyan-absorbing
to violet-absorbing species (Fig. 1C) and a loss of
green fluorescence (fig. S1B), as previously de-
scribed (14). Simultaneously, Dronpa145N re-
distributed from tetrameric toward monomeric
species (Fig. 1B, lane 2), implying that off-
photoswitched Dronpa145N has a dissociation
constant exceeding 100 mM. Violet light restored

cyan absorbance (Fig. 1C) and green fluorescence
(fig. S1B) and also induced retetramerization
(Fig. 1B, lane 3), indicating that monomerization
was not due to irreversible protein damage. These
results show that Dronpa145N interactions can
be controlled by light.

A dimer-to-monomer conversion might be
more easily harnessed to control protein activity
than a tetramer-to-monomer conversion. Given
the lack of multimerization of Dronpa 145K, we
explored whether oligomerization of Dronpa145K
and Dronpa145N could be limited to dimeriza-
tion. To achieve high effective concentrations of
Dronpa145K and Dronpa145N without driving
Dronpa145Ntetramerization,we fusedDronpa145K
in tandem to Dronpa145N via a linker (K-N tan-
dem dimer) (Fig. 1D). The effective concentra-
tion of one domain relative to another on the
same polypeptide has been estimated at ~70 mM
(17). The K-N construct migrated in native PAGE
primarily as expected for a tandem dimer (Fig.
1E). If the Dronpa domains were engaged in
light-sensitive intramolecular interaction, illumi-
nation should induce dissociation, resulting in a
more elongated faster-migrating conformation.
Indeed, the tandem dimer migrated faster after
cyan illumination, and this process was reversed
after violet light–induced recovery (Fig. 1E). Ex-
pected transitions between cyan- andviolet-absorbing
formswere again observed (Fig. 1F and fig. S1C).
Thus, theK-N tandemdimer undergoes reversible

light-induced conformational changes consistent
with dissociation and reassociation of Dronpa
domains.

Todeterminewhether light-inducedDronpa145N
dissociation could occur in mammalian cells,
we created two fusions: N-CAAX, a fusion of
Dronpa145N to the membrane-anchoring K-Ras
C-terminal farnesylation motif (CAAX box), and
mNeptune-N, a fusion of the far-red FPmNeptune
to Dronpa145N (Fig. 2A) (18). Upon 10-fold rel-
ative overexpression of N-CAAX to insure an
excess of membrane-localized Dronpa, some
mNeptune-N was membrane-bound through
Dronpa145N oligomerization (Fig. 2, C and D).
Cyan light switched off Dronpa fluorescence
(Fig. 2B) and resulted in the release of mNeptune
from the membrane (Fig. 2, C and D). Release
required prolonged exposures (2 min, metal halide
lamp at 100% neutral density through a 40× 1.2–
numerical aperture lens) and was only partial, but
nevertheless indicated that light could induce
Dronpa domain dissociation in cells.

To find conditions for Dronpa domain
dissociation that require less light, we explored
Dronpa145K-Dronpa145N heterodimerization
(Fig. 2E). Dronpa145K-CAAX (K-CAAX) was
able to recruit mNeptune-N to the membrane
(Fig. 2G). Off-photoswitching of membrane flu-
orescence was faster than with N-CAAX (Fig.
2F), and release of mNeptune required only 20 s of
illumination (Fig. 2, G and H). On-photoswitching

Fig. 1. Control of photochromic FP domain association by light. (A) Hypothesized
bidirectional control of Dronpa145N oligomerization state by 500-nm cyan and
400-nm violet light. (B) Native PAGE of Dronpa145N (100 mM) demonstrated
500-nm–induced dissociation and 400-nm–induced retetramerization. mRuby2
(31), tdTomato, and dsRed2 (20 mM) served as monomeric, dimeric, and tet-
rameric standards, respectively. All proteins were polyhistidine-tagged at the NT.
(C) Absorbance spectra confirm reversible photoswitching. (D) Hypothesized

bidirectional conformational switching by light in a Dronpa145K-Dronpa145N
(K-N) tandem dimer. (E) Native PAGE of the K-N tandem dimer demonstrated
faster migration by the K-N tandem dimer (100 mM) after 500-nm light, an
effect reversed by 400-nm light. The asterisk marks the location expected for
tandem dimer migration, similar to tdTomato. Some cleavage of the tandem
dimer to a monomer in this protein preparation was apparent. (F) Absorbance
spectra of K-N tandem dimers confirm reversible photoswitching.
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(~500 nm) and switches on under violet light
(~400 nm) (14).With off-photoswitching, b strand
7 near the chromophore becomes flexible (15);
this strand forms part of the cross-dimer interface
in the tetrameric parent (15). A Dronpa mutant with
Lys145 on b strand 7 changed toAsn (Dronpa145N)
is tetrameric at low micromolar concentrations, but
dilution promotes monomerization and facilitates
off-photoswitching (16). This suggests thatmulti-
merization inhibits conformation changes asso-
ciated with off-photoswitching. We hypothesized,
conversely, that conformation changes occurring
during off-photoswitching might promote mono-
merization, whereas on-photoswitchingmight pro-
mote multimerization (Fig. 1A).

To determine if light could controlDronpa145N
multimerization, we performed native polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) (see supple-
mentary materials and methods). Dronpa145N
was tetrameric at concentrations from10 to 100mM
in the initial bright state, whereas wild-type Dronpa
(Dronpa145K for clarity; K, Lys) was mono-
meric (fig. S1A). Cyan illumination of 100 mM
Dronpa145N induced a shift from cyan-absorbing
to violet-absorbing species (Fig. 1C) and a loss of
green fluorescence (fig. S1B), as previously de-
scribed (14). Simultaneously, Dronpa145N re-
distributed from tetrameric toward monomeric
species (Fig. 1B, lane 2), implying that off-
photoswitched Dronpa145N has a dissociation
constant exceeding 100 mM. Violet light restored

cyan absorbance (Fig. 1C) and green fluorescence
(fig. S1B) and also induced retetramerization
(Fig. 1B, lane 3), indicating that monomerization
was not due to irreversible protein damage. These
results show that Dronpa145N interactions can
be controlled by light.

A dimer-to-monomer conversion might be
more easily harnessed to control protein activity
than a tetramer-to-monomer conversion. Given
the lack of multimerization of Dronpa 145K, we
explored whether oligomerization of Dronpa145K
and Dronpa145N could be limited to dimeriza-
tion. To achieve high effective concentrations of
Dronpa145K and Dronpa145N without driving
Dronpa145Ntetramerization,we fusedDronpa145K
in tandem to Dronpa145N via a linker (K-N tan-
dem dimer) (Fig. 1D). The effective concentra-
tion of one domain relative to another on the
same polypeptide has been estimated at ~70 mM
(17). The K-N construct migrated in native PAGE
primarily as expected for a tandem dimer (Fig.
1E). If the Dronpa domains were engaged in
light-sensitive intramolecular interaction, illumi-
nation should induce dissociation, resulting in a
more elongated faster-migrating conformation.
Indeed, the tandem dimer migrated faster after
cyan illumination, and this process was reversed
after violet light–induced recovery (Fig. 1E). Ex-
pected transitions between cyan- andviolet-absorbing
formswere again observed (Fig. 1F and fig. S1C).
Thus, theK-N tandemdimer undergoes reversible

light-induced conformational changes consistent
with dissociation and reassociation of Dronpa
domains.

Todeterminewhether light-inducedDronpa145N
dissociation could occur in mammalian cells,
we created two fusions: N-CAAX, a fusion of
Dronpa145N to the membrane-anchoring K-Ras
C-terminal farnesylation motif (CAAX box), and
mNeptune-N, a fusion of the far-red FPmNeptune
to Dronpa145N (Fig. 2A) (18). Upon 10-fold rel-
ative overexpression of N-CAAX to insure an
excess of membrane-localized Dronpa, some
mNeptune-N was membrane-bound through
Dronpa145N oligomerization (Fig. 2, C and D).
Cyan light switched off Dronpa fluorescence
(Fig. 2B) and resulted in the release of mNeptune
from the membrane (Fig. 2, C and D). Release
required prolonged exposures (2 min, metal halide
lamp at 100% neutral density through a 40× 1.2–
numerical aperture lens) and was only partial, but
nevertheless indicated that light could induce
Dronpa domain dissociation in cells.

To find conditions for Dronpa domain
dissociation that require less light, we explored
Dronpa145K-Dronpa145N heterodimerization
(Fig. 2E). Dronpa145K-CAAX (K-CAAX) was
able to recruit mNeptune-N to the membrane
(Fig. 2G). Off-photoswitching of membrane flu-
orescence was faster than with N-CAAX (Fig.
2F), and release of mNeptune required only 20 s of
illumination (Fig. 2, G and H). On-photoswitching

Fig. 1. Control of photochromic FP domain association by light. (A) Hypothesized
bidirectional control of Dronpa145N oligomerization state by 500-nm cyan and
400-nm violet light. (B) Native PAGE of Dronpa145N (100 mM) demonstrated
500-nm–induced dissociation and 400-nm–induced retetramerization. mRuby2
(31), tdTomato, and dsRed2 (20 mM) served as monomeric, dimeric, and tet-
rameric standards, respectively. All proteins were polyhistidine-tagged at the NT.
(C) Absorbance spectra confirm reversible photoswitching. (D) Hypothesized

bidirectional conformational switching by light in a Dronpa145K-Dronpa145N
(K-N) tandem dimer. (E) Native PAGE of the K-N tandem dimer demonstrated
faster migration by the K-N tandem dimer (100 mM) after 500-nm light, an
effect reversed by 400-nm light. The asterisk marks the location expected for
tandem dimer migration, similar to tdTomato. Some cleavage of the tandem
dimer to a monomer in this protein preparation was apparent. (F) Absorbance
spectra of K-N tandem dimers confirm reversible photoswitching.
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Fig. 1-16. Aureochrome1 の光異性化に伴う構造変化の概念図 (62) 
 
  

features have been suggested for other LOV proteins. phot
LOV2 is highly similar to AUREO1-LOV, and its Jα helix docks
onto the β-sheet surface.7,42 In addition, a β-sheet surface of the
EL222 LOV domain directly interacts with the HTH domain.18

Therefore, the ZIP region of PZ possibly interacts with the LOV
domain and inhibits LOV/LOV dimerization by shielding the
β-scaffold in the dark state.
CD measurements of dimeric ZLwt2 indicated that BL

illumination induced α-helical unfolding in the LOV domain
and folding in the bZIP and linker regions.27,28 This may be
attributed to the unfolding of the Jα and/or A′α helices in the
LOV domain and to the α-helical folding of the bZIP region by
coiled-coil interactions. Our data led to the photoreaction
scheme of PZ described in Figure 8. In the dark state, the ZIP
region shields the dimerization site of the LOV domain, and
the intramolecular LOV−ZIP interaction stabilizes the mono-
meric form. The BL-induced conformational changes in the LOV
domain weaken the LOV−ZIP interaction and cause the
dissociation of the ZIP domain from the LOV surface.
Subsequently, PZ dimerizes via the intermolecular ZIP−ZIP
and LOV−LOV interactions. These synergistic interactions
between the LOV and bZIP domains stabilize the monomeric
form in the dark state and the dimeric form in the light state, and
PZ (as well as AUREO1 under reducing conditions) possibly
functions as a BL-regulated molecular switch. Because PZ has an
effector domain at the N-terminal side of the LOV domain unlike
other LOV proteins, PZ may allow the design of optogenetic
tools to regulate the activities of domains fused at its N-terminal
side.
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第⼆章 
 

 
フォトクロミック分⼦修飾 Sos を⽤い

た HRas GTPase 活性の光制御 
  



2.1 本章の要旨 
 

 本章では、光応答性ナノデバイスであるフォトクロミック分⼦と Ras GTPase 調節因⼦で
ある GEF を⽤いた低分⼦量 G タンパク質 H-Ras の GTPase サイクル活性の光制御につい
て述べた。本章では、まず GTPase H-Ras、調節因⼦である Sos GEF ドメイン、NF1 GAP
ドメインを調製した。次にチオール基反応性のフォトクロミック分⼦を修飾するための Sos
変異体を設計・調製した。Sos GEF ドメインは 5 つのシステイン残基を持ち、うち３つは
表⾯に露出しているため、表⾯に露出しているシステインはセリンへと置換し、更に Ras 結
合部位近郊のアミノ酸残基から光制御の効果が期待される残基をシステインへと変異させ
シングルシステインを持つ Sos 変異体を調製した。また本研究ではそれぞれ違う特性を持
つ 4つのアゾベンゼン誘導体(PAM、CASAB、AABM、SABM)を⽤いた。各フォトクロミ
ック分⼦修飾条件の Sos 変異体への修飾条件を決定し、紫外線照射と可視光照射によって
Sos 変異体に修飾したフォトクロミック分⼦が光異性化することを確認した。次にフォトク
ロミック分⼦修飾 Sos 変異体を⽤いて GTPase サイクル活性測定を⾏い、光制御の有⽤性
を確認した。CASAB 修飾 Sos S732C 変異体に対して紫外線照射と可視光照射を交互に⾏う
ことで GTPase サイクル活性が光制御できることを明らかにした。 
  



2.2 緒⾔ 
 

低分⼦量 G タンパク質 Ras は細胞内情報伝達において重要な役割を担っているグアニン
ヌクレオチド結合タンパク質である。Ras は分⼦スイッチのような働きをもち、GTP 結合
で活性型となり下流へとシグナルを伝達し、GDP 結合で不活性型となり下流へのシグナル
が⽌まる。この分⼦スイッチは外部因⼦であるグアニンヌクレオチド交換因⼦ GEFs と
GTPase 活性化タンパク質 GAPs によって制御を受けている。グアニンヌクレオチド交換
因⼦は、Ras に結合している GDP を放出させて GTP を結合させることで Ras を活性化し、
GTPase 活性化タンパク質は Rasが本来持つGTPase を活性化させることで GTPからGDP
への加⽔分解を促進し Ras を不活性化する。この分⼦スイッチ機構は既に分⼦レベルで明
らかになっている。当研究室では、これまでに H-Ras の分⼦機械的な仕組みを光で制御す
ることを試みてきた。光応答性化合物であるフォトクロミック分⼦を H-Ras の活性部位ま
たは機能部位に直接化学修飾することで、活性の光制御に成功している。しかし、蛋⽩質へ
の直接的な化学修飾は、本来の⽣理活性を損なう恐れがある。 
そこで本研究では、外部因⼦である Ras GEF の⼀つである Son of sevenless (Sos)にフォト
クロミック分⼦を導⼊することで、H-Ras 本来の⽣理的活性を損なうことなく、Ras による
情報伝達の光制御を試みる(Fig.2-1)。 
  



2.3 実験材料と試薬 
2.3.1 試薬 
 

オリゴヌクレオチドの合成はユーロフィンジェノミクスを利⽤した。制限酵素およびそ
の他の酵素は TOYOBOまたは TAKARA のものを使⽤した。⼤腸菌 DH5αは TAKARA、
Rosetta2(DE3)pLysS と pET15b は Novagen のものを使⽤した。4-chloroacetoamido-4ʼ-
sulfo-azobenzene (CASAB)は当研究室で既に確⽴された⽅法によって合成したものを⽤い
た。その他の試薬は断りのない限りWako の試薬を使⽤した。 
また、超⾼速遠⼼機(超遠⼼)はOptima XE-90 Ultracentrifuge (BECKMAN COULTER, 
US)を使⽤し、⼩型超⾼速遠⼼機は himac CS 120GX (HITACHI, JPN)を使⽤し、⾼速遠⼼
機は himac CR 22G (HITACHI, JPN)を使⽤した。⼩型⾼速遠⼼機は MX-150 (TOMY, JPN)
を使⽤ し た 。 タ ン パ ク 質 定 量 な ど に は 、 分 光 光度計 の UVmini-1240 UV-VIS 
SPECTROPHOTOMETER (SHIMADZU, JPN)を使⽤した。吸光スペクトラムの測定には
U-3000 Spectrophotometer (HITACHI, JPN)を使⽤した。蛍光分光光度計は、F2500 
Fluorescence Spectrophotometer (HITACHI, JPN)を使⽤した。CD スペクトラムの測定は、
Chirascan(Applied Photophysics, UK)を使⽤した。マイクロプレートリーダーは iMark 
microplate reader (biorad)を使⽤した。PCR は PC707 (Astec)を使⽤した。オートクレーブ
には AUTOCLAVE SS-325(TOMY)を使⽤した。少量培養の場合は超⾳波破砕に Bioruptor 
(COSMO BIO) を使⽤ し 、 ⼤ 量培養の場合 は 、超⾳波破砕に VP-30S CULTRAS. 
HOMOGENIZER (TAITEC)を使⽤した。 
 
 
2.3.2 Human H-Ras の調製 
 
 H-Ras WT(1-189)(pET42c)の cDNA は、佐甲靖志博⼠（国⽴研究開発法⼈理化学研究所
主任研究員）より分けていただいた。タンパク発現⽤⼤腸菌 E.coli Rosetta2(DE3)pLys2 を
形質転換し、LB-Kna寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% 
NaCl, 4 mM NaOH, 50 μg/ml kanamycin で⼀晩倒置培養を 37ºC で⾏った。シングルコロ
ニーを LB-Kna 培地 5 mL: 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 50 
μg/ml kanamycin に植菌し、37 ºC で⼀晩振盪培養した。⼀晩前培養させた培養液を新た
な LB-Kna培地 4.8 ml に 200 μl植菌し、37ºC で振盪培養させた。OD600=0.4-0.6 になっ
たら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、18℃で 24時間振盪培養させた。菌液を
⾼速遠⼼(1,500 x g, 15 min, 4ºC)し、沈殿に PBS: 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM 
Sodium phosphate, 1.47 mM Potassium phosphate 300 μl を加え再懸濁し、15 分間(ON:30 
sec, OFF:30 sec)超⾳波破砕した。⾼速遠⼼(16 Krpm, 20 分, 4ºC)し、上清と沈殿に分け、
沈殿に PBS 400 μl を加え再懸濁し、SDS-PAGE でタンパク質の発現を確認した。 



 Ras タンパクは以下の⽅法で⼤量培養と精製を⾏った。少量培養でタンパク質の発現を確
認できたコロニーの培養液 150μL を、300 ml 三⾓フラスコに⼊れた LB-Kna培地 150 mL
に植菌し、⼀晩浸透培養させた。2 L 三⾓フラスコに対して LB培地 1L を⼊れて、計 6 L の
LB培地をオートクレーブした。冷えてから Kanamycin を最終濃度 50 μg/mL になるよう
に加え、LB-Kna培地 1L に対し⼀晩前培養させた培養液 20 ml を加えて 37ºC で振盪培養
させた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、24時間
18ºC で振盪培養させた。 その後、⾼速遠⼼により集菌し、沈殿を 1 L あたり 10 ml HEM 
buffer: 10 mM HEPES , pH7.2 , 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 25 mM NaCl で懸濁し、50 mL
コーニングチューブ 3 本に分け⾼速遠⼼により菌体を沈殿させ、上清を捨て菌体のみを-
80ºC で保存した。 
 ⼤腸菌封⼊体から Ras を Co2+キレートカラム(1.6×3 cm)を⽤いて 2.5 ml/min の流速で
精製した。保存した菌体を解凍し 1L培地あたりの菌体に対し 10 mL の Sonication buffer: 
500 mM NaCl, 20 mM MOPS, pH7.0, 1 mM MgCl2, 0.2 mM β-mercaptoethanol, 0.5 mM 
PMSF, 0.8 mg/ml Leupeptin, 0.1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Pepstatin を加え懸濁した。懸
濁液を氷上で超⾳波破砕（ON:30 sec, OFF:90 sec×5回）した。超遠⼼管に移し、 45 Ti ロ
ーター (Beckman)で超遠⼼(200,000 × g, 1時間, 4ºC)した。Co キレートカラムにカラム体
積 5倍量の Equilibrium buffer: 20 mM MOPS, pH7.0,  500 mM NaCl,1 mM MgCl2, 0.2 
mM β-mercaptoethanol を流して安定化させてから、超遠⼼した上精サンプルをカラムに
アプライし、Ras をカラムへと吸着させた。Wash buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM 
NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM Imidazole, 0.2 mM β-mercaptoethanol で⼗分に洗い、Elution 
buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 200 mM Imidazole, 0.2 mM β-
mercaptoethanol により、Ras を溶出させフラクションコレクターを⽤いて分取した。溶出
液を SDS-PAGE により、タンパク質の精製の確認を⾏なった。精製した Ras を透析膜に移
しスクロースにより⼀晩濃縮した。その後、Dialysis buffer:30 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM 
NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT の溶液 1L で１時間の透析を 2回⾏った後、2L で 4℃に
おいて⼀晩透析した。VIVASPIN 20ml 10,000 MWCO PES (VIVA SCIENCE)を⽤いて遠⼼ 
(4,500-5,500 × g, 4ºC)により濃縮し、超遠⼼(HITACHI)を⾏った。マイクロビュレットを
⽤いて濃度決定をした後、液体窒素にエッペンドルフチューブを⼊れて冷やしながら 50 μl
ずつ分注して急速凍結し、-80ºC で保存した。 
 
 
2.3.3 Human Sos1(564-1049)の調製 
 

Human Sos(564-1049)の cDNA は pET15bのマルチクローニングサイトへ導⼊するため
の設計をした。5ʼ末端に Nde1 の認識配列、3ʼ末端に BamH1 の認識配列を組み込み、His-
tagは pET15b由来のものを使⽤した。設計した DNA配列は Integrated DNA Technologies 



(IDT, JPN)に合成依頼をした。合成 DNA 1000ngを 100μL TE buffer: 10 mM Tris, 1 mM 
EDTA に溶解し、合成 DNA の⼀部と pET15bを Nde1及び BamH1 を⽤いて 37℃で 20時
間制限酵素処理をした。制限酵素処理をした溶液を 1%アガロースゲルで電気泳動を⾏い、
⽬的のバンドを切り出し、High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)を⽤いて DNA
をゲルから精製した。精製した pET15b と合成 DNA をモル⽐ 1:3 となるように混合し、
15℃で 30 分ライゲーションを⾏った。ライゲーション溶液を⼤腸菌 DH5αに形質転換し、
LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5 %NaCl, 4 
mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin に塗布し、37℃で⼀晩倒置培養した。100 μg/ml 
ampicillin を含む 3 mL 2×YT: 1.6% bacto-triptone, 1% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl に
シングルコロニーから植菌し、37℃で⼀晩浸透培養した。培養液を 1.5 mlエッペンに移し、
遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4 ºC)し、上清を捨て沈殿に 100 μL Solution 1: Solution I: 50 mM 
Glucose, 25 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA を加えピペッティングし、200 μL Solution II: 
0.2 N NaOH, 1% SDS を加え 8回倒⽴攪拌し、5 分間氷上でインキュベートした。150 μL 
Solution III: 5 M AcNa を加え 8回倒⽴攪拌し、3 分間氷上でインキュベートした。遠⼼(15 
Krpm, 5 分, 4ºC)し、400 uL フェノール・クロロホルムを分注したエッペンに上清を移し、
ボルテックスで撹拌した。遠⼼(15 Krpm, 5 min, 4 ºC)し、800 uL 100% EtOH を分注した
エッペンに上清を移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、上清を捨
て沈殿に 1mL 70% EtOH を添加し、遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、沈殿をロータリーエバ
ポレーターで 15 分間乾燥した。乾燥後、20 uL TE+RNase Buffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 
30 μg/ml RNase A を加え、15 分間 37 ºC でインキュベートし、プラスミドを回収した。 
得られたプラスミドでタンパク発現⽤⼤腸菌 E.coli Rosetta2(DE3)pLys2 を形質転換し、
LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 4 
mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin で⼀晩倒置培養を 37ºC で⾏った。シングルコロニーを
LB-Amp培地 5 mL: 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 100 μg/ml 
ampicillin に植菌し、37 ºC で⼀晩振盪培養した。⼀晩前培養させた培養液を新たな LB-Amp
培地 4.8 ml に 200 μl植菌し、37ºC で振盪培養させた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG
を最終濃度 0.5 mM になるように加え、37℃で 4 時間振盪培養させた。菌液を⾼速遠⼼
(1,500 x g, 15 min, 4ºC)し、沈殿に PBS: 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM Sodium 
phosphate, 1.47 mM Potassium phosphate 300 μl を加え再懸濁し、15 分間(ON:30 sec, 
OFF:30 sec)超⾳波破砕した。⾼速遠⼼(16 Krpm, 20 分, 4ºC)し、上清と沈殿に分け、沈殿
に PBS 300 μl を加え再懸濁し、SDS-PAGE でタンパク質の発現を確認した。 

Sos は以下の⽅法で⼤量培養と精製を⾏った。少量培養でタンパク質の発現を確認できた
コロニーの培養液 150μL を、500 ml 三⾓フラスコに⼊れた LB-Amp培地 150 mL に植菌
し、⼀晩浸透培養させた。2 L 三⾓フラスコに対して LB培地 1L を⼊れて、計 6 L の LB培
地をオートクレーブした。冷えてから ampicillin を最終濃度 100 μg/mL になるように加
え、LB-Amp培地 1L に対し⼀晩前培養させた培養液 20 ml を加えて 37ºC で振盪培養させ



た。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、37ºC で 4時
間振盪培養させた。 その後、⾼速遠⼼により集菌し、沈殿を 1 L あたり 10 ml HEM buffer: 
10 mM HEPES , pH7.2 , 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 25 mM NaCl で懸濁し、50 mLコーニ
ングチューブ 3 本に分け⾼速遠⼼により菌体を沈殿させ、上清を捨て菌体のみを-80ºC で保
存した。 
 ⼤腸菌封⼊体から Sos を Co2+キレートカラム(1.6×3 cm)を⽤いて 2.5 ml/min の流速で
精製した。保存した菌体を解凍し 1L培地あたりの菌体に対し 10 mL の Sonication buffer: 
500 mM NaCl, 20 mM MOPS, pH7.0, 1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.8 mg/ml 
Leupeptin, 0.1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Pepstatin を加え懸濁した。懸濁液を氷上で超⾳
波破砕（ON:30 sec, OFF:90 sec×5回）した。超遠⼼管に移し、 45 Ti ローター (Beckman)
で超遠⼼(200,000 × g, 1 時間, 4ºC)した。Co キレートカラムにカラム体積 5 倍量の
Equilibrium buffer: 20 mM MOPS, pH7.0,  500 mM NaCl,1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT を
流して安定化させてから、超遠⼼した上精サンプルをカラムにアプライし、Sos をカラムへ
と吸着させた。Wash buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM 
Imidazole, 0.2 mM DTT で⼗分に洗い、Elution buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 
1 mM MgCl2, 200 mM Imidazole, 0.2 mM DTT により、Sos を溶出させフラクションコレ
クターを⽤いて分取した。溶出液を SDS-PAGE により、タンパク質の精製の確認を⾏なっ
た。精製した Sos をVIVASPIN20 5000 MWCO PES (SARTORIUS)を⽤いて濃縮し、Dialysis 
buffer:30 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.1% CHAPS で
透析した。超遠⼼(HITACHI)を⾏ったあとマイクロビュレットを⽤いて濃度決定をし、液
体窒素にエッペンドルフチューブを⼊れて冷やしながら 25 μlずつ分注して急速凍結し、-
80ºC で保存した。 
 
 
2.3.4 Cys-lite Human NF1(1195-1528)の調製 
 
NF1(1195-1528) Cys-lite pET21a の調製は Rufiat Nahar らが確⽴した⽅法にしたがって
⾏った。NF1 cDNA でタンパク発現⽤⼤腸菌 E.coli Rosetta2(DE3)pLys2 を形質転換し、
LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 4 
mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin で⼀晩倒置培養を 37ºC で⾏った。シングルコロニーを
LB-Amp培地 5 mL: 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 100 μg/ml 
ampicillin に植菌し、37 ºC で⼀晩振盪培養した。⼀晩前培養させた培養液を新たな LB-Amp
培地 4.8 ml に 200 μl植菌し、37ºC で振盪培養させた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG
を最終濃度 0.5 mM になるように加え、37℃で 4 時間振盪培養させた。菌液を⾼速遠⼼
(1,500 x g, 15 min, 4ºC)し、沈殿に PBS: 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.1 mM Sodium 
phosphate, 1.47 mM Potassium phosphate 300 μl を加え再懸濁し、15 分間(ON:30 sec, 



OFF:30 sec)超⾳波破砕した。⾼速遠⼼(16 Krpm, 20 分, 4ºC)し、上清と沈殿に分け、沈殿
に PBS 300 μl を加え再懸濁し、SDS-PAGE でタンパク質の発現を確認した。 

NF1 は以下の⽅法で⼤量培養と精製を⾏った。少量培養でタンパク質の発現を確認でき
たコロニーの培養液 150μL を、500 ml 三⾓フラスコに⼊れた LB-Amp培地 150 mL に植
菌し、⼀晩浸透培養させた。2 L 三⾓フラスコに対して LB培地 1L を⼊れて、計 6 L の LB
培地をオートクレーブした。冷えてから ampicillin を最終濃度 100 μg/mL になるように
加え、LB-Amp培地 1L に対し⼀晩前培養させた培養液 20 ml を加えて 37ºC で振盪培養さ
せた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、37ºC で 4
時間振盪培養させた。 その後、⾼速遠⼼により集菌し、沈殿を 1 L あたり 10 ml HEM 
buffer: 10 mM HEPES , pH7.2 , 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 25 mM NaCl で懸濁し、50 mL
コーニングチューブ 3 本に分け⾼速遠⼼により菌体を沈殿させ、上清を捨て菌体のみを-
80ºC で保存した。 
 ⼤腸菌封⼊体から NF1 を Co2+キレートカラム(1.6×3 cm)を⽤いて 2.5 ml/min の流速
で精製した。保存した菌体を解凍し 1L培地あたりの菌体に対し 10 mL の Sonication buffer: 
500 mM NaCl, 20 mM MOPS, pH7.0, 1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.8 mg/ml 
Leupeptin, 0.1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Pepstatin を加え懸濁した。懸濁液を氷上で超⾳
波破砕（ON:30 sec, OFF:90 sec×5回）した。超遠⼼管に移し、 45 Ti ローター (Beckman)
で超遠⼼(200,000 × g, 1 時間, 4ºC)した。Co キレートカラムにカラム体積 5 倍量の
Equilibrium buffer: 20 mM MOPS, pH7.0,  500 mM NaCl,1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT を
流して安定化させてから、超遠⼼した上精サンプルをカラムにアプライし、NF1 をカラム
へと吸着させた。Wash buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM 
Imidazole, 0.2 mM DTT で⼗分に洗い、Elution buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 
1 mM MgCl2, 200 mM Imidazole, 0.2 mM DTT により、NF1 を溶出させフラクションコレ
クターを⽤いて分取した。溶出液を SDS-PAGE により、タンパク質の精製の確認を⾏なっ
た。精製した NF1 を VIVASPIN20 5000 MWCO PES (SARTORIUS)を⽤いて濃縮し、
Dialysis buffer:30 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT で透析
した。超遠⼼(HITACHI)を⾏ったあとマイクロビュレットを⽤いて濃度決定をし、液体窒
素にエッペンドルフチューブを⼊れて冷やしながら 25 μlずつ分注して急速凍結し、-80ºC
で保存した。 
 
 
2.3.5 GTPase サイクル活性測定 
 

HRas によって加⽔分解された GTP濃度(GTPase 活性)を測定した。GTPase 活性は以前
に確⽴された⽅法で⾏った。4 μM HRas、2 μM Sos、2 μM NF1 を GTPase 活性測定バ
ッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 60 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で 10 分間インキュベート



し、GTP を最終濃度 1 mM になるように加え GTPase サイクルを開始させた。25℃で 30
分インキュベート後、反応液の 2倍量の 10% TCA を加えて GTPase サイクル反応を⽌め
た。⾼速遠⼼(15Krpm, 4℃, 5 分)し、上清 50 μL を BioMol Green Reagent 100 μL と混合
し、25℃で 30 分インキュベート後、吸光度 630 nm をマイクロプレートリーダーで測定し
た。 
 
 
2.3.6 Sos 変異体の調製 
 

チオール基反応性官能基を持つフォトクロミック分⼦を修飾するための Sos 変異体を設
計した。Human Sos(564-1049)は 5残基のシステインを持ち、内 3残基のシステイン: C635, 
C838, C980 は表⾯に位置している。これらのシステインをセリンへと置換し、さらにアロ
ステリックドメインの近傍に位置する Ser 732 をシステインへと置換したアミノ酸配列を
⼤腸菌のコドン使⽤頻度に留意し DNA配列へと変換した。この DNA配列を pET15bのマ
ルチクローニングサイトへ導⼊するための設計をした。5ʼ末端に Nde1 の認識配列、3ʼ末端
に BamH1 の認識配列を組み込み、His-tag は pET15b 由来のものを使⽤した。設計した
DNA配列は Integrated DNA Technologies (IDT, JPN)に合成依頼をした。合成DNA 1000ng
を 100μL TE buffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA に溶解し、合成 DNA の⼀部と pET15bを
Nde1及び BamH1 を⽤いて 37℃で 20時間制限酵素処理をした。制限酵素処理をした溶液
を 1%アガロースゲルで電気泳動を⾏い、⽬的のバンドを切り出し、High Pure PCR Product 
Purification Kit (Roche)を⽤いて DNA をゲルから精製した。精製した pET15bと合成 DNA
をモル⽐ 1:3 となるように混合し、15℃で 30 分ライゲーションを⾏った。ライゲーション
溶液を⼤腸菌 DH5αに形質転換し、LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% 
bacto-yeast extract, 0.5 %NaCl, 4 mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin に塗布し、37℃で⼀晩
倒置培養した。100 μg/ml ampicillin を含む 3 mL 2×YT: 1.6% bacto-triptone, 1% bacto-
yeast extract, 0.5% NaCl にシングルコロニーから植菌し、37℃で⼀晩浸透培養した。培養
液を 1.5 ml エッペンに移し、遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4 ºC)し、上清を捨て沈殿に 100 μL 
Solution 1: Solution I: 50 mM Glucose, 25 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA を加えピペッテ
ィングし、200 μL Solution II: 0.2 N NaOH, 1% SDS を加え 8回倒⽴攪拌し、5 分間氷上で
インキュベートした。150 μL Solution III: 5 M AcNa を加え 8回倒⽴攪拌し、3 分間氷上
でインキュベートした。遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4ºC)し、400 uL フェノール・クロロホルムを
分注したエッペンに上清を移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼(15 Krpm, 5 min, 4 ºC)し、
800 uL 100% EtOH を分注したエッペンに上清を移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼(16 
Krpm, 5 min, 4ºC)し、上清を捨て沈殿に 1mL 70% EtOH を添加し、遠⼼(16 Krpm, 5 min, 
4ºC)し、沈殿をロータリーエバポレーターで 15 分間乾燥した。乾燥後、20 uL TE+RNase 
Buffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 30 μg/ml RNase A を加え、15 分間 37 ºC でインキュベ



ートし、プラスミドを回収した。 
得られたプラスミド: S732C を鋳型にシスライト変異体を作成した。フォワードプライマ

ー (5ʼ-AGCATCACCAAGATCATCCAGCGCAAGAAAATC -3ʼ)、リバースプライマー(5ʼ- 
CTCCAC CCACTTCTTCATGGCTTTGCCGCGAAC)を合成し、これらのプライマーを⽤
いて PCR をし、Sos Cys-lite DNA を増幅させた。PCR産物を 1%アガロースゲルで電気泳
動を⾏い、⽬的のバンドを切り出し、High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)を⽤
いて DNA をゲルから精製した。精製した pET15bと合成 DNA をモル⽐ 1:3 となるように
混合し、15℃で 30 分ライゲーションを⾏った。ライゲーション溶液を⼤腸菌 DH5αに形
質転換し、LB-Amp 寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 
0.5 %NaCl, 4 mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin に塗布し、37℃で⼀晩倒置培養した。100 
μg/ml ampicillin を含む 3 mL 2×YT: 1.6% bacto-triptone, 1% bacto-yeast extract, 0.5% 
NaCl にシングルコロニーから植菌し、37℃で⼀晩浸透培養した。培養液を 1.5 mlエッペン
に移し、遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4 ºC)し、上清を捨て沈殿に 100 μL Solution 1: Solution I: 50 
mM Glucose, 25 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA を加えピペッティングし、200 μL Solution 
II: 0.2 N NaOH, 1% SDS を加え 8回倒⽴攪拌し、5 分間氷上でインキュベートした。150 
μL Solution III: 5 M AcNa を加え 8回倒⽴攪拌し、3 分間氷上でインキュベートした。遠
⼼(15 Krpm, 5 分, 4ºC)し、400 uL フェノール・クロロホルムを分注したエッペンに上清を
移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼(15 Krpm, 5 min, 4 ºC)し、800 uL 100% EtOH を分
注したエッペンに上清を移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、上
清を捨て沈殿に 1mL 70% EtOH を添加し、遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、沈殿をロータリ
ーエバポレーターで 15 分間乾燥した。乾燥後、20 uL TE+RNase Buffer: 10 mM Tris, 1 mM 
EDTA, 30 μg/ml RNase A を加え、15 分間 37 ºC でインキュベートし、プラスミドを回収
した。 
得られたプラスミド: シスライト変異体を鋳型にシングルシステイン変異体を作成した。

K679C 作 製 ⽤ で あ る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー  (5ʼ- 
TGCGAGTACATCCAACCGGTGCAGCTGC GTGTG -3ʼ)、リバースプライマー (5ʼ- 
GCGGAAGCGCTTGAGCTCCGCACTC -3ʼ)、S881C作製⽤であるフォワードプライマー 
(5ʼ- GCTGTTCATCGCGCTCACCACTTCC -3ʼ) 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー  (5ʼ- 
GCTGTTCATCGCGCTCACCACTTCC -3ʼ)、H905C作製⽤であるフォワードプライマー 
(5ʼ- TGCGAACTGAGTGAAGACCACTACAAGAAATATC -3ʼ)、リバースプライマー (5ʼ- 
GGCCTCCTCCAGAATCTTTTTCTGGCGACTCG -3ʼ)、H911C 作製⽤であるフォワー
ドプライマー (5ʼ- TGCTACAAGAAATATCTGGCGAAGCTGCGCAGC -3ʼ)、リバースプ
ライマー (5ʼ- GTCTTCACTCAGTTCATGGGCCTCCTC -3ʼ)、L1014C 作製⽤であるフ
ォワードプライマー (5ʼ- TGCGAAATCGAGCCACGCAATCCAAAACCACTG -3ʼ)、リバ
ースプライマー (5ʼ- ACT CTTGTTGAACAGATAGTCCGTGAACTC -3ʼ)、R1019C作製
⽤ で あ る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー  (5ʼ- 



TGCAATCCAAAACCACTGCCACGCTTCCCGAAGAAGTAC -3ʼ)、リバースプライマー 
(5ʼ- TGGCTCGATTTCCAGACTCTTGTTGAACAG -3ʼ)をそれぞれ合成し、これらのプラ
イマーを⽤いて PCR を⾏い、Sos 変異体 DNA を増幅させた。PCR産物を 1%アガロース
ゲルで電気泳動を⾏い、⽬的のバンドを切り出し、High Pure PCR Product Purification Kit 
(Roche)を⽤いて DNA をゲルから精製した。上記の S732C作製と同様の⼿法を⽤いてそれ
ぞれのプラスミドを回収した。 
 得られたそれぞれのプラスミド: シスライト、K679C、S732C、S881C、H905C、H911C、
L1014C、R1019C でタンパク質発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS を形質転換し、先述し
た⼿法と同様に少量培養をしタンパク質発現を確認した。 

 Sos 変異体は以下の⽅法で⼤量培養と精製を⾏った。少量培養でタンパク質の発現を確
認できたコロニーの培養液 150μL を、500 ml 三⾓フラスコに⼊れた LB-Amp培地 150 mL
に植菌し、⼀晩浸透培養させた。2 L 三⾓フラスコに対して LB培地 1L を⼊れて、計 6 L の
LB培地をオートクレーブした。冷えてから ampicillin を最終濃度 100 μg/mL になるよう
に加え、LB-Amp培地 1L に対し⼀晩前培養させた培養液 20 ml を加えて 37ºC で振盪培養
させた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、18℃で
24時間振盪培養させた。 その後、⾼速遠⼼により集菌し、沈殿を 1 L あたり 10 ml HEM 
buffer: 10 mM HEPES , pH7.2 , 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 25 mM NaCl で懸濁し、50 mL
コーニングチューブ 3 本に分け⾼速遠⼼により菌体を沈殿させ、上清を捨て菌体のみを-
80ºC で保存した。 

⼤腸菌封⼊体から Sos 変異体を Co2+キレートカラム(1.6×3 cm)を⽤いて 2.5 ml/min の
流速で精製した。保存した菌体を解凍し 1L 培地あたりの菌体に対し 10 mL の Sonication 
buffer: 500 mM NaCl, 20 mM MOPS, pH7.0, 1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 
0.8 mg/ml Leupeptin, 0.1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Pepstatin を加え懸濁した。懸濁液を
氷上で超⾳波破砕（ON:30 sec, OFF:90 sec×5回）した。超遠⼼管に移し、 45 Ti ロータ
ー (Beckman)で超遠⼼(200,000 × g, 1時間, 4ºC)した。Co キレートカラムにカラム体積 5
倍量の Equilibrium buffer: 20 mM MOPS, pH7.0,  500 mM NaCl,1 mM MgCl2, 0.2 mM 
DTT を流して安定化させてから、超遠⼼した上精サンプルをカラムにアプライし、Sos 変
異体をカラムへと吸着させた。Wash buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM 
MgCl2, 5 mM Imidazole, 0.2 mM DTT で⼗分に洗い、Elution buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 
500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 200 mM Imidazole, 0.2 mM DTT により、Sos 変異体を溶出
させフラクションコレクターを⽤いて分取した。溶出液を SDS-PAGE により、タンパク質
の精製の確認を⾏なった。精製した Sos 変異体を VIVASPIN20 5000 MWCO PES 
(SARTORIUS)を⽤いて濃縮し、S732C 変異体は Dialysis buffer: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 
150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT で透析し、その他の変異体は Dialysis buffer: 20 
mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT で透析した。超遠⼼
(HITACHI)を⾏ったあとマイクロビュレットを⽤いて濃度決定をし、液体窒素にエッペン



ドルフチューブを⼊れて冷やしながら分注して急速凍結し、-80ºC で保存した。 
 
 
2.3.7 アゾベンゼン誘導体の光異性化測定 
 
室温で 5 cm 離れたところから PAM、CASAB、AABM、SABM に対し光照射を⾏い光異

性化した。100% DMF 中 の 20μM のアゾベンゼン誘導体の transから cis への異性化は 
Black-Ray lamp(16W)(UVP Inc.,San Gabrial, USA)を使⽤し紫外線照射(366nm)を⾏い、cis
から trans への異性化は、 紫外線照射(366nm)を 20 分間⾏ったアゾベンゼン誘導体に対
して L D L−42W H(6.5W)(オーム電機, Japan)を使⽤し可視光照射を⾏った。吸収スペク
トルは U-3000 spectrophotometer (HITACHI 社)を ⽤いて測定した。 
 
 
2.3.8 アゾベンゼン誘導体の修飾条件検討 
2.3.8.1 Sos 変異体への PAM 修飾 
 
 アゾベンゼン誘導体を Sos 変異体に修飾する最適修飾条件を決定するために反応時間依
存性と濃度依存性を IAE-DANS によるバックタイトレーションを⽤いて測定した。まず修
飾バッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で⼗分に湿潤させた
Sephadex G25 fine をセントリカット超ミニW-MOに充填し、⾼速遠⼼(3Krpm, 4℃, 3 分)
を⾏った。Sos 変異体を溶液体積が 50 μL を超えないよう調製し、カラム表⾯にサンプル
をアプライし、⾼速遠⼼(3 Krpm, 4℃, 3 分)をして DTT を除去した。溶出したタンパク質
の濃度はブラッドフォード法で定量した。次に反応時間依存性測定の場合は、5 μM Sos 変
異体に対して 10 μM PAM を加えて反応を開始し、25℃で 0-30 分反応させた。濃度依存
性測定の場合は、5 μM Sos 変異体に対し 0-25 μM の PAM を加えて反応を開始し、25℃
で 30 分反応させた。IAE-DANS を最終濃度 100 μM になるよう加え、25℃で 10 分反応
し、DTT を最終濃度 2 mM になるように加えて反応を⽌めた。30 μL 反応液と 30 μL 2
×SDS sample buffer: を混合し、熱処理した後 10%均⼀ゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏っ
た。泳動後、SAYACA imagerで UV lampを照射しながら撮影を⾏った。撮影したデータを
imageJでゲルの画像解析を⾏い、IAE-DANS の輝度から PAM の最適な修飾条件を決定し
た。最適な条件で PAM 修飾を⾏った Sos 変異体は 10DG カラムを⽤いて精製し、光制御
実験を⾏った。 
 
 
2.3.8.2 Sos 変異体への CASAB 修飾 
 



 アゾベンゼン誘導体を Sos 変異体に修飾する最適修飾条件を決定するために反応時間依
存性と濃度依存性を IAE-DANS によるバックタイトレーションを⽤いて測定した。まず修
飾バッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で⼗分に湿潤させた
Sephadex G25 fine をセントリカット超ミニW-MOに充填し、⾼速遠⼼(3Krpm, 4℃, 3 分)
を⾏った。Sos 変異体を溶液体積が 50 μL を超えないよう調製し、カラム表⾯にサンプル
をアプライし、⾼速遠⼼(3 Krpm, 4℃, 3 分)をして DTT を除去した。溶出したタンパク質
の濃度はブラッドフォード法で定量した。次に反応時間依存性測定の場合は、5 μM Sos 変
異体に対して 100 μM CASAB を加えて反応を開始し、25℃で 0-25時間反応させた。濃度
依存性測定の場合は、5 μM Sos 変異体に対し 0-200 μM CASAB を加えて反応を開始し、
25℃で 30 分反応させた。IAE-DANS を最終濃度 100 μM になるよう加え、25℃で 10 分反
応し、DTT を最終濃度 2 mM になるように加えて反応を⽌めた。30 μL 反応液と 30 μL 
2×SDS sample buffer: を混合し、熱処理した後 10%均⼀ゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏っ
た。泳動後、SAYACA imagerで UV lampを照射しながら撮影を⾏った。撮影したデータを
imageJでゲルの画像解析を⾏い、IAE-DANS の輝度から CASAB の最適な修飾条件を決定
した。 
 
 
2.3.8.3 Sos 変異体への AABM 修飾 
 
 アゾベンゼン誘導体を Sos 変異体に修飾する最適修飾条件を決定するために反応時間依
存性と濃度依存性を IAE-DANS によるバックタイトレーションを⽤いて測定した。まず修
飾バッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で⼗分に湿潤させた
Sephadex G25 fine をセントリカット超ミニW-MOに充填し、⾼速遠⼼(3Krpm, 4℃, 3 分)
を⾏った。Sos 変異体を溶液体積が 50 μL を超えないよう調製し、カラム表⾯にサンプル
をアプライし、⾼速遠⼼(3 Krpm, 4℃, 3 分)をして DTT を除去した。溶出したタンパク質
の濃度はブラッドフォード法で定量した。次に反応時間依存性測定の場合は、5 μM Sos 変
異体に対して 10 μM AABM を加えて反応を開始し、25℃で 0-30 分反応させた。濃度依存
性測定の場合は、5 μM Sos 変異体に対し 0-25 μM AABM を加えて反応を開始し、25℃で
30 分反応させた。IAE-DANS を最終濃度 100 μM になるよう加え、25℃で 10 分反応し、
DTT を最終濃度 2 mM になるように加えて反応を⽌めた。30 μL 反応液と 30 μL 2×SDS 
sample buffer: を混合し、熱処理した後 10%均⼀ゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏った。泳動
後、SAYACA imagerで UV lampを照射しながら撮影を⾏った。撮影したデータを imageJ
でゲルの画像解析を⾏い、IAE-DANS の輝度から AABM の最適な修飾条件を決定した。 
 
 
2.3.8.4 Sos 変異体への SABM 修飾 



 
 アゾベンゼン誘導体を Sos 変異体に修飾する最適修飾条件を決定するために反応時間依
存性と濃度依存性を IAE-DANS によるバックタイトレーションを⽤いて測定した。まず修
飾バッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で⼗分に湿潤させた
Sephadex G25 fine をセントリカット超ミニW-MOに充填し、⾼速遠⼼(3Krpm, 4℃, 3 分)
を⾏った。Sos 変異体を溶液体積が 50 μL を超えないよう調製し、カラム表⾯にサンプル
をアプライし、⾼速遠⼼(3 Krpm, 4℃, 3 分)をして DTT を除去した。溶出したタンパク質
の濃度はブラッドフォード法で定量した。次に反応時間依存性測定の場合は、5 μM Sos 変
異体に対して 50 μM SABM を加えて反応を開始し、25℃で 0-30 分反応させた。濃度依存
性測定の場合は、5 μM Sos 変異体に対し 0-50 μM SABM を加えて反応を開始し、25℃で
30 分反応させた。IAE-DANS を最終濃度 100 μM になるよう加え、25℃で 10 分反応し、
DTT を最終濃度 2 mM になるように加えて反応を⽌めた。30 μL 反応液と 30 μL 2×SDS 
sample buffer: を混合し、熱処理した後 10%均⼀ゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏った。泳動
後、SAYACA imagerで UV lampを照射しながら撮影を⾏った。撮影したデータを imageJ
でゲルの画像解析を⾏い、IAE-DANS の輝度から SABM の最適な修飾条件を決定した。 
 
 
2.3.9 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体を⽤いた GTPase サイクル活性測定 
 
室温で 5 cm 離れたところから Sos 変異体に修飾したアゾベンゼン誘導体に対し光照射

を⾏い光異性化した。測定 は 20 μM アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体 を⽤いて 30 
mM Tris-HCl, pH7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2中で⾏った。transから cis への異性化
は Black-Ray lamp(16W)(UVP Inc.,San Gabrial, USA)を使⽤し紫外線照射(366nm)を⾏い、
cisから trans への異 性化は、紫外線照射(366nm)を 10 分間⾏った PAM に対して L D 
L−42W H(6.5W)(オーム電機, Japan)を使⽤し可視光照射を⾏った。吸収スペクトルは U-
3000 spectrophotometer (HITACHI 社)を ⽤いて測定した。 
 
 

2.3.10 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体を⽤いた GTPase サイクル活性測定 
 
アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体を⽤いて GTPase サイクル活性を測定した。反応開始
前に、アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体に 366nm の紫外線ランプを 5 cm の距離から 5
分間、または可視光線を 5 cm の距離から 5 分間交互に照射し光異性化を⾏い、2 μM アゾ
ベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体、4 μM H-Ras、2 μM NF1 を GTPase 活性測定バッファ
ー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 60 mM NaCl, 2 mM MgCl2 で 10 分間インキュベートし、GTP
を最終濃度 1 mM になるように加え GTPase サイクルを開始させた。25℃で 30 分インキュ



ベート後、反応液の 2倍量の 10% TCA を加えて GTPase サイクル反応を⽌めた。またこ
こまでの作業は暗室で⾏なった。⾼速遠⼼(15Krpm, 4℃, 5 分)し、上清 50 μL を BioMol 
Green Reagent 100 μL と混合し、25℃で 30 分インキュベート後、吸光度 630 nm をマイ
クロプレートリーダーで測定した。 
 
 
  



2.4 結果 
2.4.1 Human HRas の発現・精製 
 
佐甲靖志博⼠より分けていただいた Human HRas pET42c は C 末端にベクター由来の

His タグを持ち、全⻑ 207 アミノ酸残基、分⼦量 23,224 となる。タンパク質発現⽤⼤腸菌
Rosetta2(DE3)pLysS で Ras を発現させたところ上清に発現誘導が確認できたので、Co キ
レートカラムを⽤いて Ras を精製した(Fig.2-2)。 
 
 
2.4.2 Human NF1 の発現・精製 
 
 IDT で合成したシスライト変異型 Human NF(1195-1528)を pET21a に Nde1 と Hind3
の制限酵素を⽤いて組み込んだ。NF1 pET21a は C末端に His タグを持ち、全⻑ 348 アミ
ノ酸残基、分⼦量 39,588 となる。タンパク質発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で NF1 を
発現させたところ上清に発現誘導が確認できたので、Co キレートカラムを⽤いて NF1 を
精製した(Fig.2-3)。 
 
 
Human Sos の発現・精製 
 
IDT で合成した Human Sos(564-1049)を pET15bに Nde1 と Xho1 の制限酵素を⽤いて

組み込んだ(Fig.2-4)。Human Sos pET15bは N末端にベクター由来の His タグをもち、全
⻑ 507 アミノ酸残基、分⼦量 59,260 となる。タンパク質発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS
で Sos を発現させたところ上清に発現誘導が確認できたので、Co キレートカラムを⽤いて
Sos を精製した。透析の際に、可溶性の向上のため界⾯活性剤 CHAPS を最終濃度 0.1%に
なるように加えた(Fig.2-5)。 
 
 
2.4.3 GTPase サイクル活性測定 
 
 Rasが本来持つ GTPase 活性は低く、NF1 を加えることで GTP の加⽔分解が促進され、
Sos 
を加えることで加⽔分解によって産⽣された GDP の GTP への交換が促進される。またイ
オン強度依存的に加⽔分解される GTP の量が変化することが確認された(Fig.2-7)。 
 
 



2.4.4 Human Sos 変異体の発現・精製 
2.4.5.1 Sos S732C 変異体の発現・精製 
 

アロステリック結合部位近傍にシングルシステインを導⼊した Sos S732C 変異体を作製
した(Fig.2-7)。IDT で合成した Human Sos S732C を pET15bに Nde1 と Xho1 の制限酵
素を⽤いて組み込んだ(Fig.2-8)。Human Sos S732C pET15b は N 末端にベクター由来の
His タグをもち、全⻑ 507 アミノ酸残基、分⼦量 59,228 となる。タンパク質発現⽤⼤腸菌
Rosetta2(DE3)pLysS で Sos S732C を発現させたところ上清に発現誘導が確認できたので、
Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した(Fig.2-9)。 

 
 

2.4.5.2 Sos Cys-lite 変異体の発現・精製 
 

Sos S732C pET15bを鋳型に Sos シスライト変異体のプラスミドを調製した。タンパク質
発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos Cys-lite を発現させたところ上清に発現誘導が確
認できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した。1L 培養液から 28.3 mg の精
製タンパク質を得ることができた(Fig.2-10)。 
 
 
2.4.5.3 Sos S881C 変異体の発現・精製 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos S881C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質発
現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos S881C を発現させたところ上清に発現誘導が確認
できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した(Fig.2-11)。 
 
 
2.4.5.4 Sos K679C 変異体の発現・精製 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos K679C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質発
現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos K679C を発現させたところ上清に発現誘導が確認
できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した(Fig.2-12)。 
 
 
2.4.5.5 Sos H905C 変異体の発現・精製 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos H905C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質発



現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos H905C を発現させたところ上清に発現誘導が確認
できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した。 
 
 
2.4.5.6 Sos H911C 変異体の発現・精製 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos H911C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質発
現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos H911C を発現させたところ上清に発現誘導が確認
できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos を精製した。 
 
 
2.4.5.7 Sos L1014C 変異体の発現 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos L1014C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質
発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos L1014C を発現させたところ沈殿に発現誘導が確
認できたが、可溶画分には⾒られなかった。⽬的タンパク質を可溶化させるため IPTG で
発現誘導後、18℃で 24時間浸透培養したが、可溶画分にはバンドは⾒られず改善はされな
かった。 
 
 
2.4.5.8 Sos R1019C 変異体の発現・精製 
 

Sos Cys-lite pET15bを鋳型に Sos R1019C 変異体のプラスミドを調製した。タンパク質
発現⽤⼤腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS で Sos R1019C を発現させたところ沈殿に発現誘導が確
認できたので、Co キレートカラムを⽤いて Sos の精製を試みた。しかし精製後タンパク質
を含む溶液が⽩濁してしまったため、⽬的タンパク質を得ることはできなかった。 
 
 
2.4.5 アゾベンゼン誘導体の光異性化と Sos 変異体への修飾条件 
 

アゾベンゼン誘導体 PAM、CASAB、AABM、SABM(Fig.2-13)の吸光スペクトルは cis状
態と trans状態でそれぞれ特有の吸光スペクトルを⽰す。trans-PAM は 330nm 付近に吸光
極⼤をもち、紫外線照射によって cis-PAM へと光異性化し、それに伴い極⼤が減少する。
PAM の吸収極⼤は紫外線照射 (366 nm)を 10 分間照射することで飽和に達し、可視光を 
15 分間照射することによって吸光極⼤の増加が飽和に達した(Fig.2-14AB)。trans-CASAB
と trans-SABM は 360nm 付近に吸光極⼤をもち、紫外線照射によって cis型へと光異性化



し、それに伴い極⼤が減少する。CASAB の吸収極⼤は紫外線照射 (366 nm)を 7 分間照射
することで飽和に達し、可視光を 12 分間照射することによって吸光極⼤の増加が飽和に達
した(Fig.2-14CD)。SABM の吸収極⼤は紫外線照射 (366 nm)を 7 分間照射することで飽
和に達し、可視光を 10 分間照射することによって吸光極⼤の増加が飽和に達した(Fig.2-
14GH)。trans-AABM は 400nm 付近に吸光極⼤をもち、紫外線照射によって cis-AABM へ
と光異性化し、それに伴い極⼤は増加する。AABM の吸収極⼤は紫外線照射 (366 nm)を 
10 分間照射することで飽和に達し、可視光を 10 分間照射することによって吸光極⼤の減
少が飽和に達した(Fig.2-14EF)。吸光スペクトラム測定によって各種アゾベンゼン誘導体が
光可逆的に光異性化することが確認できた。 
次にアゾベンゼン誘導体を Sos 変異体への修飾をおこなった。まず最適な修飾条件を決

定するため、チオール基反応性蛍光試薬 IAE-DANS によるバックタイトレーションを⽤い
て濃度依存性、時間依存性を解析した。Sos 変異体への PAM 修飾条件は、Sos 5μM に対
し PAM 10μM、反応時間は 1 分で飽和した(Fig.2-15)。Sos 変異体への CASAB 修飾条件
は、Sos 5μM に対し CASAB 100μM 
、反応時間 15時間で飽和に達した。Sos 変異体への AABM 修飾条件は、Sos 5μM に対し
AABM10μM 
、反応時間 1 分で飽和に達した。Sos 変異体への SABM 修飾条件は、Sos 5μM に対し
SABM100μM 
、反応時間 1 分で飽和に達した。これらの結果をもとに、最適な条件でアゾベンゼン誘導体
を修飾した Sos 変異体を精製し、光照射に伴う吸光スペクトルの変化を測定した(Fig.2-18)。
未修飾のアゾベンゼン誘導体と同様に光照射に伴って吸光スペクトルが変化していること
から修飾してもアゾベンゼン誘導体の機能は損なわれていないことが⽰唆される。 
 
 
2.4.6 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体を⽤いた HRas GTPase サイクル活性の光制御 
2.4.6.1 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos S732C 変異体 
 

Sos S732C 変異体にチオール基反応性アゾベンゼン誘導体 PAM、CASAB、AABM、SABM
を修飾し、H-Ras の GTPase サイクル活性の光制御を試みた。S732C はアロステリック結
合部位の近傍に位置し、Sos による Ras のヌクレオチド交換反応のアロステリックな亢進を
制御することを試みた。PAM 修飾 S732C 変異体(S732C-PAM)は、cis型、trans型ともに
GTPase サイクル活性が未修飾 S732C 変異体に⽐べ 50%に減少した。また PAM の光異性
体間で活性に優位な差は⾒られなかった(Fig.2-19A)。CASAB 修飾 S732C 変異体は、trans
型で GTPase サイクル活性は未修飾 S732C に⽐べ 60%にまで減少したが、cis型は 95%の
活性を有することが確認された(Fig.2-19B)。また光可逆的に活性の制御が可能なことも⽰
された(Fig.2-20)。AABM 修飾 S732C 変異体は、cis 型は GTPase サイクル活性が未修飾



S732C に⽐べ 82%の活性を持ち、trans 型では 70%の活性を持つことが確認された。光異
性体間で活性の差は⾒られたが優位な差は⾒られなかった(Fig.2-19C)。SABM 修飾 S732C
変異体は、cis型、trans型ともに GTPase サイクル活性が未修飾 S732C に⽐べ 50%以下に
減少した。また光異性体間で活性に優位なさは⾒られなかった(Fig.2-19D)。これらの結果
から、S732C へのアゾベンゼン誘導体修飾はある⼀定の光制御に有効であることが⽰唆さ
れた。PAM、AABM、SABM 修飾では光異性体間での活性の差が⾒られなかったが、CASAB
修飾では光異性体間で活性の差が⾒られた。Trans状態に⽐べ Cis状態の活性が⾼いことか
ら、⼀つはアゾベンゼンの光異性化による⽴体障害が影響を及ぼしていると考えられる。ま
た PAM では差が⾒られなかったことから、アゾベンゼンの para 位に付加されているスル
ホン酸も何らかの影響を与えていると考えられる。CASAB と同様にスルホン酸を持つ
SABM 修飾で活性に差が⾒られなかったのは、チオール基からアゾベンゼンまでの距離の
違いから、SABM の⽅がより Ras-Sos 間相互作⽤⾯に⼲渉してしまい、アゾベンゼンの光
異性体での構造変化の差が表れにくくなったためと考えられる。 
 
 
2.4.6.2 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos S881C 変異体を⽤いた HRas GTPase サイクル活性

の光制御 
 

Sos S881C 変異体にチオール基反応性アゾベンゼン誘導体 PAM、CASAB、AABM、SABM
を修飾し、HRas GTPas サイクル活性の光制御を試みた。S881C はカタリティック結合部
位の近傍に位置し、Sos による Ras のヌクレオチド交換反応を直接的に制御することを試み
た。S881C 変異体にアゾベンゼン誘導体修飾を⾏うと、未修飾の S881C 変異体と⽐べどれ
も活性が 50%近く減少することが明らかになった(Fig.2-21)。これは S881C がカタリティ
ック結合部位の近傍にあるため、アゾベンゼン誘導体修飾により GDP 結合 Ras の結合がが
⽴体障害的に阻害されてしまうためだと考えられる。 
 
2.4.6.3 アゾベンゼン誘導体修飾 Sos K679C 変異体を⽤いた HRas GTPase サイクル活性

の光制御 
 
  Sos K679C 変異体にチオール基反応性アゾベンゼン誘導体 PAM、CASAB、AABM、SABM
を修飾し、HRas GTPas サイクル活性の光制御を試みた。K679C は S732C同様にアロステ
リック結合部位の近傍に位置し、Sos による Ras のヌクレオチド交換反応のアロステリック
な亢進を制御することを試みた。また S732C と⽐べ Ras-Sos間相互作⽤⾯から少し離れた
位置に存在する。 アゾベンゼン誘導体修飾 679C 変異体はどれも光異性体間で⼤きな活性
の差は⾒られなかった(Fig.2-22)。また S881C 変異体に⾒られたアゾベンゼン誘導体修飾
による劇的な活性の減少も⾒られなかった。これは K679Cが Ras-Sos間相互作⽤⾯から少



し離れた位置に存在するためであると考えられる。また⾯⽩いことに PAM 修飾と AABM
修飾では未修飾 K679C 変異体に⽐べ、活性が PAM 修飾で 20%、AABM 修飾で 10%程度
上昇している(Fig.2-22AC)。これは Lys から Cys へと変異をすることで減少した活性がア
ゾベンゼン誘導体を修飾することで⼀部回復したと考えられる。このことからある程度の
側鎖の⻑さが必要であり、また負電荷を持たない性質が Ras-Sos 間相互作⽤に関与してい
ると予測される。 
 
 
  



2.5 考察 
  新たに調製した野⽣型 Sos(564-1049)、また Sos 変異体(K679C、S732C、S881C)が⽣理
活性を⽰した。Sos 変異体に４種のアゾベンゼン誘導体 PAM、CASAB、AABM、SABM 修
飾を⾏い、それぞれの活性また光異性体間で活性の差を GTPase サイクル活性測定で確認
した。Sos S732C 変異体に修飾したフォトクロミック分⼦アゾベンゼン誘導体 CASAB を光
異性化させることによって GTPase サイクル活性が可逆的に光制御された。また Sos K679C
変異体にフォトクロミック分⼦アゾベンゼン誘導体 AABM を修飾したところ、未修飾
K679C 変異体に⽐べ⾼い GTPase サイクル活性を⽰した。 
 以上のことより光応答性ナノデバイスであるフォトクロミック分⼦を⽤いることで、Sos
と Ras の相互作⽤を光制御し GTPase サイクルを光制御できる可能性が⽰された。GTPase 
サイクル調節タンパクと同様にエフェクター(c-Raf, RalGDS など)との相互作⽤を光制御
することで Ras の情報伝達を光制御が可能であることも期待される。 
  



 

  
Fig. 2-1. 光応答性 Sos 変異体を⽤いた Ras 活性の光制御の模式図 
 
  



 

 
Fig. 2-2. HRAS WTのCoキレートカラム精製 (A)HRAS WT溶出曲線(Abs 280  nm) (B)5-
20%グラジエント SDS-PAGE による溶出確認 
  



 
Fig. 2-3. NF1 の Co キレートカラム精製 10%均⼀ SDS-PAGE による溶出確認 
  



 

 

 
Fig. 2-4. Sos WT の DNA クローニング (A)Ras-GEF 機能を持つGEF ドメイン (B)Sos WT 
DNA デザイン 
 
  



 

 
Fig. 2-5. Sos WT の Co キレートカラム精製 (A)Sos WT の溶出曲線(Abs 280 nm) (B)10%
均⼀ SDS-PAGE による溶出確認 
  



 
Fig. 2-6. HRas GTPase サイクル活性測定 (A)外部調節因⼦ (B)時間依存性 (C)イオン強
度依存性 (D) GEF濃度依存性 (E)GAP濃度依存性 (F)HRas濃度依存性 
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Fig. 2-7. PAM 修飾 Sos S732C のモデル構造 
  



 

Fig. 2-8. Sos S732C インサート DNA のデザイン 
 
  



 

 
Fig. 2-9. Sos S732C 変異体の Co キレートカラム精製 (A)Sos S732C の溶出曲線(Abs 280 
nm)  (B)10％均⼀ SDS-PAGE による溶出確認 
  



 

 
Fig. 2-10. Sos Cys-lite の Co キレートカラム精製 (A)Sos Cys-lite の溶出曲線(Abs 280 nm) 
(B)10%均⼀ SDS-PAGE による溶出確認 
  



 

 
Fig. 2-11. Sos S881C の Co キレートカラム精製 (A)Sos S881C の溶出曲線(Abs 280 nm) 
(B)10%均⼀ SDS-PAGE による溶出確認 
  



 

 
Fig. 2-12. Sos K679C の Co キレートカラ精製 (A)Sos K679C の溶出曲線(Abs 280 nm) 
(B)10%均⼀ SDS-PAGE を⽤いた溶出確認 
  



 
Fig. 2-13. チ オ ー ル基反応 性 ア ゾ ベ ン ゼ ン 誘 導 体  (A)PAM (B)CASAB (C)AABM 
(D)SABM 
  



 

 

 

 
Fig. 2-14. アゾベンゼン誘導体の光異性化確認 (A)PAM UV 照射 (B)PAM VIS 照射 



(C)CASAB UV 照射  (D)CASAB VIS 照射  (E)AABM UV 照射  (F)AABM VIS 照射 
(G)SABM UV照射 (H)SABM VIS照射 

 

 
Fig. 2-15. Sos S732C 変異体へのアゾベンゼン誘導体修飾 (A)S732C への濃度依存的 PAM
修飾の IAE-DANS バックタイトレーション (B) S732C 変異体への PAM 修飾時間依存性
の IAE-DANS バックタイトレーション 
  



 

 
Fig. 2-16. Sos S881C 変異体へのアゾベンゼン誘導体修飾 (A)S881C 変異体への濃度依存的
PAM 修飾の IAE-DANS バックタイトレーション (B) S881C 変異体への PAM 修飾時間
依存性の IAE-DANS バックタイトレーション 
 
 



 

 
Fig. 2-17. Sos K679C 変異体へのアゾベンゼン誘導体修飾 (A)K679C 変異体への濃度依存
的 PAM 修飾の IAE-DANS バックタイトレーション (B)K679C 変異体への PAM 修飾時間
依存性の IAE-DANS バックタイトレーション 
 
 
  



 
Fig. 2-18. アゾベンゼン誘導体修飾 Sos 変異体の光照射による吸光スペクトルの変化 
  



 

 

Fig. 2-19. アゾベンゼン誘導体修飾 Sos S732C 変異体を⽤いた HRas GTPase サイクル活性
測定 
  



 
Fig. 2-20. CASAB 修飾 Sos S732C を⽤いた GTPase サイクル活性測定の光可逆的制御 
 
  



  

  

Fig. 2-21. アゾベンゼン誘導体修飾 Sos S881C 変異体を⽤いた GTPase サイクル活性測定 



 

  

Fig. 2-22. アゾベンゼン誘導体修飾 Sos K679C 変異体を⽤いた HRas GTpase サイクル活
性測定 
  



 
 
 
 
 

第三章 
 
 

光応答性タンパク質融合 HRas による
GTPase 活性の光可逆的制御 

  



3.1 本章の要旨 
低分⼦量 GTPase Ras は細胞内シグナル伝達において重要な役割を果たし、分⼦スイッチ

として機能します。 この研究では、Ras GTPase 活性を光調節するための分⼦調節デバイ
スとして光応答性タンパク質を使⽤しました。 久富⽒によって開発された光応答性タンパ
ク質 Aureochrome1 の変異体であるフォトジッパー (PZ)とフォトクロミズムに伴い多量
体形成をする Dronpa は、融合タンパク質として Ras の C 末端に組み込まれました。Ras-
PZ 融合タンパク質の 3 つの構築物は、Ras と PZ の間に異なる⻑さのスペーサーを組み
込んだ。 これらは、⼤腸菌発現系を⽤いて発現、精製した。 Ras-Dronpa は、⻘⾊光照射
時および紫外光照射で光異性化を⽰したが、光異性化に伴う多量体形成を⽰さなかった。
Ras-PZ 融合タンパク質は、⻘⾊光照射時および暗所で光異性化を⽰した。また Ras-PZ は
光照射により⼆量体化をした。Ras-Dronpa は、Ras 調節因⼦であるグアニンヌクレオチド
交換因⼦と GTPase 活性化タンパク質存在下で GTPase 活性を⽰したが、光異性体間で活
性の差は⾒られなかった。 
Ras-PZ は、調節因⼦存在下の GTPase 活性が光異性化によって制御された。 光応答性タ

ンパク質は、光調節分⼦デバイスとして低分⼦ GTP アーゼの酵素活性の光スイッチングに
応⽤できることが⽰唆された。 
 
  



3.2 緒⾔ 
低分⼦ G タンパク質 Ras は、細胞内シグナル伝達において重要な役割を果たすグアニンヌ
クレオチド結合タンパク質です。 Ras は分⼦スイッチとして機能し、 GTP と結合すると
活性化して下流シグナルを伝達し、GDP と結合すると不活性化して下流シグナル伝達を停
⽌する。 この分⼦スイッチは、グアニンヌクレオチド交換因⼦ (GEF) や GTPase 活性化
タンパク質 (GAP) などの外部要因によって制御されます。 GEF は Ras 結合 GDP を 
GTP と交換することで Ras を活性化しますが、GAP は Ras 結合 GTP を GDP に加
⽔分解して Ras を不活性する。 Ras のスイッチング機構は分⼦レベルで広く研究されて
いる。 
特に、G タンパク質と ATP 駆動モータータンパク質は、P ループ、スイッチ I、スイッ
チ II などの共通の触媒部位構造と、ヌクレオチド加⽔分解サイクルと連動する分⼦機構を
持つ。 したがって、これらのヌクレオチド結合タンパク質は、共通のヌクレオチド結合タ
ンパク質を祖先に持つと考えられている。 ATP 加⽔分解による運動⼒への変換と GTP加
⽔分解による細胞シグナル伝達の下流酵素の活性化のメカニズムが分⼦レベルで共通であ
ると考えられる。したがって、ヌクレオチド駆動の機能的タンパク質は⽣体分⼦機械である
と考えられる。機能性分⼦デバイスを機械的機能領域に組み込むことで、⽣体分⼦機械の制
御が可能になると期待されています。 外部刺激に応答して構造を可逆的に変化させる⿊ミ
ック化合物は、バイオナノマシンにおける制御分⼦デバイスの重要な候補である。光照射に
より異性化するフォトクロミック化合物は、バイオナノマシンへの応⽤に特に便利です。 
フォトクロミック化合物にはいくつかの種類が報告されています。アゾベンゼンは、紫外線
や可視光の照射下でシス-トランス異性化を起こし、分⼦サイズや物性が⼤きく変化する代
表的なフォトクロミック分⼦です。 以前に、当研究室では、キネシンの機能部位にアゾベ
ンゼン誘導体を組み込むことにより、キネシンの機能、ATP アーゼ、および運動性の光可
逆的調節が可能になることを実証した。 続いて、当研究室では、触媒部位に位置する 
Switch1、Switch2、および P ループの近傍にアゾベンゼン誘導体を導⼊することにより、
HRas GTPase 活性の光制御を実証した。さらに、HRas の C 末端に位置する機能的な HVR 
ドメインにアゾベンゼン誘導体を組み込むと、GTPase 活性と多量体化の制御が可能にな
ることを明らかにした。 
光応答性タンパク質は⾃然界に存在し、⼀部の⽣物の⽣理学的機能は光によって制御され
る。 光応答性タンパク質は、光による外部刺激により構造および多量体形成を誘導するこ
とができ、細胞内シグナル伝達および局在化の光学的制御のためのツールとして広く使⽤
されている。本研究では、単量体蛍光タンパク質の Dronpa と、⼤阪⼤学の久富らが開発し
た光応答性機能タンパク質であるフォトジッパー（PZ）を利⽤した。Dronpa は、Pectiniidae
由来の光スイッチ機構を持つ単量体蛍光タンパク質である。Dronpa の蛍光は、シアン光照
射でオフ(dark-state)になり、紫外光照射でオン(bright-state)になる。また bright-state では
多量体を形成し、147番⽬のリジンをアスパラギンに置換することで四量体を形成しやすく



なることが明らかになっている。PZ は、Vaucheria frigida 由来の光受容体タンパク質 
Aurochrome1 に基づいて開発された新規な光応答性機能タンパク質である。 PZ は、
Light-Oxygen-Voltage (LOV) ドメインと basic region/leucine zipper (bZIP) で構成されま
す。 ⻘⾊光にさらされると⼆量体を形成し、暗闇に置かれると単量体になり、LOV ドメイ
ンとロイシンジッパーは分⼦内で相互作⽤する。 
この研究では、調節分⼦デバイスとして光応答性タンパク質を組み込むことで、Ras GTPase 
の可逆的な制御が可能になることを実証しました。 スペーサーの最適化が検討され、分⼦
レベルでの正確な分⼦設計の可能性が⽰唆されました。 
  



3.3 実験材料と⽅法 
3.3.1 試薬と機器 
 

オリゴヌクレオチドの合成はユーロフィンジェノミクスを利⽤した。制限酵素およびそ
の他の酵素は TOYOBOまたは TAKARA のものを使⽤した。⼤腸菌 DH5αは TAKARA、
Rosetta2(DE3)pLysS と pET15b は Novagen のものを使⽤した。リンカーのデリーション
はQ5 Site-Directed Mutagenesis Kit(BioLabs)を使⽤した。その他の試薬は断りのない限り
Wako の試薬を使⽤した。 
また、超⾼速遠⼼機(超遠⼼)はOptima XE-90 Ultracentrifuge (BECKMAN COULTER, 
US)を使⽤し、⼩型超⾼速遠⼼機は himac CS 120GX (HITACHI, JPN)を使⽤し、⾼速遠⼼
機は himac CR 22G (HITACHI, JPN)を使⽤した。⼩型⾼速遠⼼機は MX-150 (TOMY, JPN)
を使⽤ し た 。 タ ン パ ク 質 定 量 な ど に は 、 分 光 光度計 の UVmini-1240 UV-VIS 
SPECTROPHOTOMETER (SHIMADZU, JPN)を使⽤した。吸光スペクトラムの測定には
U-3000 Spectrophotometer (HITACHI, JPN)を使⽤した。蛍光分光光度計は、F2500 
Fluorescence Spectrophotometer (HITACHI, JPN)を使⽤した。CD スペクトラムの測定は、
Chirascan(Applied Photophysics, UK)を使⽤した。マイクロプレートリーダーは iMark 
microplate reader (biorad)を使⽤した。PCR は PC707 (Astec)を使⽤した。オートクレーブ
には AUTOCLAVE SS-325(TOMY)を使⽤した。少量培養の場合は超⾳波破砕に Bioruptor 
(COSMO BIO) を使⽤ し 、 ⼤ 量培養の場合 は 、超⾳波破砕に VP-30S CULTRAS. 
HOMOGENIZER (TAITEC)を使⽤した。 
  
 
3.3.2 ⼤腸菌発現⽤ベクターの構築 
 

Dronpa 融合 Ras (Ras-Dronpa)は、Ras 触媒ドメイン (1-166 aa) を N 末端に配置し、
Dronpa の全⻑ 1-222 アミノ酸残基を C末側に配置した。Dronpa は四量体形成を促進す
る点変異 K145N と素早い光異性化を可能にする点変異 V157G を組み込んだ配列を⽤い
た。HRas と Dronpa の⽴体障害を考慮して、GSリンカー（LESGGSGGGS）を組み込ん
だ。Photozipper融合 Ras (Ras-PZ)は、HRas 触媒ドメイン (1-166 aa) を N 末端に配置
し、Cys162 と Cys182 がセリンに置換された Aureo1 PZ ドメイン (113-348 aa) を C 
末端に配置した。 Ras-Dronpa同様に HRas と PZ の⽴体障害を考慮して、GSリンカー
（LESGGSGGGS）を組み込んだ。 これらの DNA は pET21a のマルチクローニングサイ
トへ導⼊するための設計をした。5ʼ末端に BamH1 の認識配列、3ʼ末端に Xho1 の認識配列
を組み込み、His-tagは⽬的タンパク質の C末に配置した。設計した DNA配列は
Integrated DNA Technologies (IDT, JPN)に合成依頼をした。合成 DNA 1000ngを 100μ
L TE buffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA に溶解し、合成 DNA の⼀部と pET21a を BamH1



及びXho1 を⽤いて 37℃で 20時間制限酵素処理をした。制限酵素処理をした溶液を 1%ア
ガロースゲルで電気泳動を⾏い、⽬的のバンドを切り出し、High Pure PCR Product 
Purification Kit (Roche)を⽤いて DNA をゲルから精製した。精製した pET21a と合成
DNA をモル⽐ 1:3 となるように混合し、15℃で 30 分ライゲーションを⾏った。ライゲー
ション溶液を⼤腸菌 DH5αに形質転換し、LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-
triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5 %NaCl, 4 mM NaOH, 100 μg/ml ampicillin に塗布
し、37℃で⼀晩倒置培養した。100 μg/ml ampicillin を含む 3 mL 2×YT: 1.6% bacto-
triptone, 1% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl にシングルコロニーから植菌し、37℃で⼀晩
浸透培養した。培養液を 1.5 mlエッペンに移し、遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4 ºC)し、上清を捨
て沈殿に 100 μL Solution 1: Solution I: 50 mM Glucose, 25 mM Tris, pH 8.0, 10 mM 
EDTA を加えピペッティングし、200 μL Solution II: 0.2 N NaOH, 1% SDS を加え 8回倒
⽴攪拌し、5 分間氷上でインキュベートした。150 μL Solution III: 5 M AcNa を加え 8回
倒⽴攪拌し、3 分間氷上でインキュベートした。遠⼼(15 Krpm, 5 分, 4ºC)し、400 uL フェ
ノール・クロロホルムを分注したエッペンに上清を移し、ボルテックスで撹拌した。遠⼼
(15 Krpm, 5 min, 4 ºC)し、800 uL 100% EtOH を分注したエッペンに上清を移し、ボルテ
ックスで撹拌した。遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、上清を捨て沈殿に 1mL 70% EtOH を
添加し、遠⼼(16 Krpm, 5 min, 4ºC)し、沈殿をロータリーエバポレーターで 15 分間乾燥
した。乾燥後、20 uL TE+RNase Buffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 30 μg/ml RNase A を
加え、15 分間 37 ºC でインキュベートし、プラスミドを回収した。 

Ras-PZ を鋳型に、bZIP 内の basic region を取り除いた Ras-PZΔB、および GSリンカ
ーをさらに 5残基短くした Ras-PZΔBG を、Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (Bio Labs 
Japan Inc.)を使⽤して構築した。 
理化学研究所の佐甲博⼠のご厚意によりヒト野⽣型 H-Ras (残基 1 〜 189) プラスミ

ドの cDNA を提供していただき、PCR によって増幅し、pET42c ベクターに組み込ん
だ。また、HRas 触媒ドメイン (1-166 aa)プラスミドも構築した。このプラスミドは、C 
末端から 23 aa が除去され、PCR を使⽤して増幅されました。 GEF (Sos cat; 564-1049 
aa) および GAP (NF1 GRD ドメイン; 1195-1528 aa) cDNA は、以前に記載されている
ように調製した。 
 
 
3.3.3 組換えタンパク質の発現と精製 
 
得られたプラスミドでタンパク発現⽤⼤腸菌 E.coli Rosetta2(DE3)pLys2 を形質転換し、
LB-Amp寒天培地: 1.5% Agar, 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 4 
mM NaOH, 100 μg/ml ampicillinもしくは 50 μg/ml kanamycin で⼀晩倒置培養を 37ºC
で⾏った。シングルコロニーを LB-Amp培地 5 mL: 1% bacto-triptone, 0.5% bacto-yeast 



extract, 0.5% NaCl, 100 μg/ml ampicillin に植菌し、37 ºC で⼀晩振盪培養した。⼀晩前培
養させた培養液を新たな LB-Amp培地 4.8 ml に 200 μl植菌し、37ºC で振盪培養させ
た。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加えた。Ras-PZ
にはリン酸リボフラビンを最終濃度 50 μM になるように加えた。18℃で 24時間振盪培養
させた。菌液を⾼速遠⼼(1,500 x g, 15 min, 4ºC)し、沈殿に PBS: 137 mM NaCl, 2.68 mM 
KCl, 8.1 mM Sodium phosphate, 1.47 mM Potassium phosphate 300 μl を加え再懸濁し、
15 分間(ON:30 sec, OFF:30 sec)超⾳波破砕した。⾼速遠⼼(16 Krpm, 20 分, 4ºC)し、上清
と沈殿に分け、沈殿に PBS 300 μl を加え再懸濁し、SDS-PAGE でタンパク質の発現を確
認した。 
Ras-Dronpa は以下の⽅法で⼤量培養と精製を⾏った。少量培養でタンパク質の発現を確
認できたコロニーの培養液 150μL を、500 ml 三⾓フラスコに⼊れた LB-Amp培地 150 
mL に植菌し、⼀晩浸透培養させた。2 L 三⾓フラスコに対して LB培地 1L を⼊れて、計
6 L の LB培地をオートクレーブした。冷えてから ampicillin を最終濃度 100 μg/mL にな
るように加え、LB-Amp培地 1L に対し⼀晩前培養させた培養液 20 ml を加えて 37ºC で振
盪培養させた。OD600=0.4-0.6 になったら IPTG を最終濃度 0.5 mM になるように加え、
37ºC で 4時間振盪培養させた。 その後、⾼速遠⼼により集菌し、沈殿を 1 L あたり 10 
ml HEM buffer: 10 mM HEPES , pH7.2 , 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 25 mM NaCl で懸濁
し、50 mLコーニングチューブ 3 本に分け⾼速遠⼼により菌体を沈殿させ、上清を捨て菌
体のみを-80ºC で保存した。 
 ⼤腸菌封⼊体から組換えタンパク質を Co2+キレートカラム(1.6×3 cm)を⽤いて 2.5 
ml/min の流速で精製した。保存した菌体を解凍し 1L培地あたりの菌体に対し 10 mL の
Sonication buffer: 500 mM NaCl, 20 mM MOPS, pH7.0, 1 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, 0.5 
mM PMSF, 0.8 mg/ml Leupeptin, 0.1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Pepstatin を加え懸濁し
た。懸濁液を氷上で超⾳波破砕（ON:30 sec, OFF:90 sec×5回）した。超遠⼼管に移し、 
45 Ti ローター (Beckman)で超遠⼼(200,000 × g, 1時間, 4ºC)した。Co キレートカラム
にカラム体積 5倍量の Equilibrium buffer: 20 mM MOPS, pH7.0,  500 mM NaCl,1 mM 
MgCl2, 0.2 mM DTT を流して安定化させてから、超遠⼼した上精サンプルをカラムにア
プライし Ras-Dronpa をカラムへと吸着させた。Wash buffer: 20 mM MOPS pH7.0, 500 
mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM Imidazole, 0.2 mM DTT で⼗分に洗い、Elution buffer: 20 
mM MOPS pH7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 200 mM Imidazole, 0.2 mM DTT によ
り、Ras-Dronpa を溶出させフラクションコレクターを⽤いて分取した。溶出液を SDS-
PAGE により、タンパク質の精製の確認を⾏なった。精製した Ras-Dronpa を
VIVASPIN20 5000 MWCO PES (SARTORIUS)を⽤いて濃縮し、Dialysis buffer:30 mM 
Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM DTT で透析した。超遠⼼
(HITACHI)を⾏ったあとマイクロビュレットを⽤いて濃度決定をし、液体窒素にエッペン



ドルフチューブを⼊れて冷やしながら 50 μlずつ分注して急速凍結し、-80ºC で保存し
た。 
 
 
3.3.4 分光学的測定 
 

Ras-Dronpa の光異性化は室温で 5 cm離れたところから光照射を⾏った。Ras-Dronpa を
最終濃度 50μM になるように測定バッファー: 30 mM Tris-HCl pH7.5, 120 mM NaCl, 2 
mM MgCl2 に希釈し た 。多量 体 を 形 成する Brigth-state へ の 異 性 化 は Black-Ray 
lamp(16W)(UVP Inc.,San Gabrial, USA)を使⽤し紫外線照射(366nm)を⾏い、単量体を形
成する Dark-state への光異性化は⻘⾊ LED照射(500 nm)を⾏った。吸光スペクトルは U-
3000 spectrophotometer (HITACHI 社)を ⽤いて測定した。 

Ras-PZ の光異性化は室温で⾏った。最終濃度 5 μM になるよう緩衝液（30 mM Tris-HCl、
120 mM NaCl、2 mM MgCl2、および 1 mM DTT; pH 7.5）で希釈した。5cm の距離から
ブルーライトを照射するか、暗所で静置することで異性化した。 ⻘⾊光の照射は、暗状態
を⻘⾊状態に変換するために使⽤されました。 暗所でのインキュベーションを使⽤して、
⻘⾊の状態を暗⾊の状態に変換しました。 
 
 
3.3.5 SEC 測定 
 
⾼速サイズ排除クロマトグラフィー(SEC-HPLC)を⾏い、光応答性タンパク質融合 Ras の

光異性化に伴う多量体形成の確認をした。カラムの平衡化と分画には SEC-HPLC Buffer; 
30 mM Tris-HCl, pH7.5, 300 mM NaCl, 2 mM MgCl2 を⽤いた。TSKgel G3000SWXL 
column (TOSOH, Tokyo, Japan; particle size: 6 μm, internal diameter: 7.5 mm, length: 30 
cm, injection volume: 100 μl) の場合は、20 μM のサンプルを流速 1.0 mL/min でインジ
ェクトし、280 nm の吸光度を測定した。測定には SCL-10A VP(Shimadzu)を⽤いた。  
 
 
3.3.6 GEF、GAP 存在下での GTPase 活性測定 
 
GTPase 活性は、以前に確⽴された⽅法を使⽤して測定した。 GTPase アッセイバッファ
ー (30 mM Tris-HCl、60 mM NaCl、2 mM MgCl2; pH 7.5) 中の H-Ras (2 μM) を、2 
μM GEF および GAP の存在下で 10 分間プレインキュベートしました。 続いて、1 
mM GTP を添加して GTPase アッセイを開始した。25 ℃ で 30 分間インキュベート
した後、10 % トリクロロ酢酸を添加して反応を停⽌しました。 17360 × g、4 ℃で 3



分間遠⼼分離した後、上清を BioMol Green Reagent と混合し、25 °C で 30 分間イン
キュベートして、GTP 加⽔分解によって⽣成された Pi の量を定量的に測定しました。
Ras-Dronpa の bright state は、 10 分間の紫外線照射(366nm)によって誘導した。Dark-
state は、20 分間の⻘⾊ LED照射によって誘導した。Ras-PZ の⻘⾊状態は、15 分間の
⻘⾊ LED 光照射によって誘導されました。 Ras-PZ を暗所で 60 分間インキュベートし
て、暗状態に変換しました。 光応答性タンパク質融合 Ras の GTPase 活性は、GTPase
アッセイバッファー中 25℃で測定されました。 
 
 
3.3.7 Basal GTPase 活性測定 
 
Basal GTPase 活性は、GEF および GAP の⾮存在下で GTP 加⽔分解によって⽣成され
た Pi の量に基づいて決定した。 反応は、GTPase アッセイバッファーで 30 μM H-Ras 
または Ras-PZs を使⽤して、37℃で 30 分間インキュベートした。１０％トリクロロ酢酸
を添加することにより反応を停⽌した。4 °C、17360 × g で 3 分間遠⼼分離した後、上
清を BioMol Green 試薬と混合し、25 °C で 30 分間インキュベートして、GTP 加⽔分
解によって⽣成された Pi の量を定量的に測定しました。 

  



3.4 結果と考察 
 
3.4.1 光応答性蛋⽩質融合 Ras の設計 
 
本研究では、Ras の機能を⼈為的に制御する分⼦デバイスとして光応答性タンパク質に着
⽬した。 
Dronpa K145N は、シアン光照射で単量体(dark-state)になり、紫外光照射で四量体
(bright-state)になる。Ras と Dronpa を融合することで Ras の機能を光可逆的に制御が可
能な Ras を設計した。HRas の触媒ドメイン(1-166 aa)を N末側に配置し、C末側に
Dronpa を配置した。Fig. 3-2 に⽰すように多量体形成をすることで Ras と外部制御因⼦と
の相互作⽤を妨げると予想した。 
PZ は、久富らによって Aureochrome1 をもとに開発された光可逆ジッパーデバイスであ
る。Fig. 3-3 に⽰すように、PZ は⻘⾊光照射下および暗闇で可逆的なダイマー - モノマ
ー変換を⽰した。 Ras と光応答性タンパク質 PZ の融合タンパク質は、Ras の機能を制
御する制御分⼦デバイスとして設計した。PZ は、Ras の触媒ドメイン(1-166 aa)の C 末
端に配置した。LOV ドメインは暗状態では N 末端に近いため、PZ の N 末端に Ras 
を配置すると、Dark-state では LOV ドメインと外部制御因⼦との相互作⽤が⽴体的に妨
げられると予想される。Fig. 3-3 に⽰すように、3 つのコンストラクトは、Ras と PZ の
間に異なる⻑さのスペーサーを使⽤して設計した。 
Ras-PZ は、Ras (1-166 aa) が PZ の N 末端に結合していました。 bZIP ドメインの
basic region と GS リンカーは、Ras と PZ の間のスペーサーとして配置されました。 
Basic region は柔軟な構造を持っているため、LOV ドメインによる⽴体障害を受けにくい
と予測される。そこで、ras-PZ を繋ぐスペーサーを短く切り詰めた Ras-PZΔB および
Ras-PZΔBG を設計した。 
 
 
3.4.2 光応答性蛋⽩質融合 Ras の調製と分光学的特性 
 
設計されたコンストラクトは、⼤腸菌発現システムを使⽤して発現され、確⽴された⽅法
に従って⾦属キレートアフィニティーカラムで精製されました。 Fig. 3-4, 5 の SDS-
PAGE で⽰されるように、精製されたタンパク質の分⼦量は、設計された構築物の分⼦量
と同⼀であった。光応答性タンパク質融合 Rasが光応答性を保持していることを確認する
ため、光異性化に伴う吸光スペクトルの変化を測定した。Ras-Dronpa は 500 nm の光を照
射により 500 nm のピークが減少していき、366 nm の光照射によって上昇した (Fig. 3-
6)。これは Dronpa と同様のスペクトル変化であり、光異性化していることが確認され
た。 



Ras-PZ は暗状態で PZ とほぼ同じ吸収スペクトルを⽰しました。 暗状態では、Ras-PZ 
は、LOV ドメインのリボフラビンに起因すると考えられる 447 nm にピークを持つスペ
クトルを⽰した。Ras-PZ に⻘⾊光を照射すると 447 nm のピークが減少し、スペクトル
変化は 7 分後に完了した。 対照的に、⻘⾊光照射によって飽和したスペクトルは、暗闇
では 60 分以内に初期状態に戻りました。Ras-PZΔB および Ras-PZΔBG も、⻘⾊光照
射および暗所でのインキュベーション後に Ras-PZ と同様のスペクトル変化を⽰しまし
た。 すべての RAS-PZ は、暗状態および⻘状態で PZ の吸収スペクトルとほぼ同じ吸収
スペクトルを⽰します。 Ras-PZ、Ras-PZΔB、Ras-PZΔBG の経時的な吸光度スペクト
ル変化をモニタリングしました。 スペクトル変化を Fig. 3-7 に⽰し、スペクトル変化から
推定したスペクトル変化の半変換時間を表 Table 1 にまとめました。Ras と PZ を連結す
る切断型スペーサーは、⻘⾊状態と暗状態の間の異性化の変換を両⽅向に加速します。ス
ペクトル変化は、Ras-PZ 構築物が⻘⾊光照射および暗所でのインキュベーションにより
光異性化することを明確に⽰している。 
 
 
3.4.3 光異性化に伴う Ras-PZs の単量体-⼆量体形成 
 
久富は 、PZ は暗闇では単量体を形成し、⻘⾊光照射下では⼆量体化することを⽰しまし
た。 SEC-HPLC を使⽤して、Ras-PZコンストラクトが光異性化を伴うモノマー-ダイマ
ー変換能⼒を保持していることを確認しました。 暗状態では、Ras-PZ、Ras-PZΔB、
Ras-PZΔBG はそれぞれ 9.23、9.35、9.4 分で溶出しました。 暗所での融合タンパク質
の溶出時間は、融合タンパク質がモノマーであることを明確に⽰した。⻘⾊光照射下で
は、Fig. 3-9 (A-C)の⻘⾊の線に⽰すように、融合タンパク質は⼆量体化を⽰しました。 
Ras-PZ、Ras-PZΔB、Ras-PZΔBG は 7.9 分、ΔB は 8.1 分、ΔBG は 8.2 分にピークを
⽰し、それぞれの⼆量体の分⼦サイズに相当します。 これらの結果から、Ras-PZ の構造
が光異性化により変化し、⻘⾊光により⼆量体化が誘導されることが確認されました。 
すべての Ras-PZ のモノマーのピークはシャープで明確ですが、ダイマーのピークは⾮常
に幅広いです。 RAS-PZ の⼆量体ピークの積分値から、Ras触媒ドメインを結合するスペ
ーサーが短い融合タンパク質が明らかになり、PZ は暗所ではより⼩さな⼆量体ピークを
⽰した。 これは、表 I に⽰す暗状態と⻘状態の間の⾼速変換と⼀致している可能性があ
ります。しかしながら、Ras-PZΔB と Ras-PZΔBG の変換時間はほぼ同じでした。 し
たがって、⼆量体の形成は、2 つのドメイン間のより⾼い⽴体障害によるものである可能
性があります。 最も短いスペーサーを有する Ras-PZΔBG は、他の Ras-PZ よりもロイ
シンジッパーと Ras触媒ドメインとの間の⽴体障害が⾼く、その結果、⼆量体を形成する
親和性が低下します。 



Ras-Dronpaも同様の⼿法を⽤いて光異性化に伴う多量体形成の確認を試みたが、dark-
state と bright-state で溶出曲線に差は確認されなかった (Fig. 3-8)。 
 
 
3.4.4 Ras GTPase 活性の光制御 
 
まず Ras-Dronpa の GTPase 活性を測定したところ、外部因⼦である GEF、GAP 存在下
での GTPase 活性を⽰したが、Bright-state と Dark-state の光異性体間での活性に差は確
認されなかった (Fig. 3-10)。これは SEC-HPLC の結果からもわかるように、Ras-Dronpa
は光異性化に伴って多量体-単量体形成を誘導していないためと考えられる。 
次に全ての Ras-PZ の Ras GTPase サイクルのどのステップが光異性化の影響を受けるか
を調べるために、basal GTPase 活性 および調節因⼦ (GAP および GEF) 濃度依存性 
GTPase 活性を調べました。 まず、Ras-PZ、Ras-PZΔB、Ras-PZΔBG、Ras(1-189)、対
照としての Ras(1-166)のすべての basal GTPase 活性を暗所で測定し、⽐較した。 Fig. 3-
11 に⽰すように、Ras 触媒ドメイン (1-166)、Ras (1-189)、および Ras-PZ は暗状態で異
なる固有 GTPase 活性を⽰しました。 HVR または PZ を触媒ドメインに追加すると、
basal GTPase 活性が互いに異なるレベルで加速されました。 暗状態では、野⽣型 Ras (1-
189)、Ras-PZ、Ras-PZΔB、および Ras-PZΔBG は、触媒ドメイン Ras (1-166) よりも
それぞれ 1.5、2、3、および 8 倍⾼い GTPase 活性を⽰しました。 スペーサーが短いほ
ど GTPase が顕著に加速され、触媒ドメインと Zipper 領域または LOV ドメインの分⼦
内相互作⽤が⽰されました。 興味深いことに、⻘⾊の状態では、すべてのコンストラクト
の GTPase 活性は暗状態の場合とほぼ同じでした。 したがって、固有活性に対する⼆量体
形成の影響はありません。 
Ras の GTPase サイクルは GAP と GEF の存在下で発⽣し、GTPase 活性が加速されま
す。 我々は、加速された GTPase 活性を使⽤して、過剰な GTP の存在下での Ras 機能
の光制御をモニタリングしました。 光可逆的な単量体 - ⼆量体変換による Ras-PZ とそ
の制御因⼦である GAP および GEF との相互作⽤の光制御は、GAP および GEF によっ
て加速される GTPase 活性に反映されます。 ⻘⾊光および暗条件下での GAP および 
GEF による GTPase 活性の加速を調査しました。 Ras-PZ の GAP および GEF 濃度依
存性 GTPase 活性は、明らかに光異性化の影響を受けました (Fig. 3-12)。 Ras-PZ に対
する GAP または GEF の親和性と GTPase 活性の Vmax は、⻘の状態と暗の状態で異
なりました。 Ras-PZ の調節因⼦の解離定数を推定し、表 II にまとめました。 GEF に対
するコントロール Ras (1-166) の Kd 値は、同じ条件で 7.74 μM であり、Vo et al によ
って報告された野⽣型 GTP 状態 Ras の Kd 値 8 μM と類似しています (85)。 表 IIに
⽰すように、GEF の場合、暗状態の Ras-PZ は、対照と⽐較してはるかに⼩さい Kd値を⽰
しました。 反対に、GAP では、Ras-PZ の Kd 値は対照と有意な差はありませんでした。 



3 つの Ras-PZ は、暗状態よりも⻘状態の⽅が調節因⼦に対して⾼い親和性と最⼤の 
GTPase 活性を⽰しました。 これらの結果は、Ras-PZ に対する GAP と GEF の親和性
の変化により、暗状態 - ⻘状態の光異性化が GTP 加⽔分解ステップと GDP から GTP 
への交換ステップの両⽅に影響を与えることを⽰唆しています。 
GAP および GEF の⻘⾊状態での GTPase の Vmax が暗状態での Vmax よりも⾼かっ
た理由を説明するために、GEF 変異体 W729E (SOS) を使⽤しました。 この研究では、
GEF として SOS を使⽤しました。 SOS には 2 つの Ras 結合部位があります。1 つは 
Ras 結合 GDP を GTP で置換する触媒部位で、もう 1 つは GTP 結合 Ras が結合して
ヌクレオチド交換反応を促進するアロステリック部位です (86)。 SOS 誘発ヌクレオチド
交換反応の速度は、GTP 結合 Ras がアロステリック部位に結合することによって活性化
されることが明らかにされています。 フリードマンら。 GEF 変異体 W729E (アロステリ
ック部位のトリプトファン残基がグルタミン酸に置換されている) がアロステリック部位
への GTP-Ras 結合を無効にすることを実証しました (86)。 変異体 W729E および 
GAP の存在下で Ras-PZΔB の GTPase 活性を測定しました。 Fig. 3-13 に⽰すように、
⻘⾊の状態と暗⾊の状態の間で GTPase 活性に有意な差は観察されませんでした。 した
がって、GTP-Ras-PZ の SOS (GEF) のアロステリック部位への結合は、光異性化によっ
て制御されている可能性があります。 
PZ が光スイッチとして機能することを⽰すために、Ras-PZ、Ras-PZΔB、および Ras-
PZΔBG の暗状態および⻘⾊光状態における GTPase 活性の光制御の再現性を調べまし
た。 GTPase 活性の光制御は光可逆的であり、Ras-PZ 変異体の暗光状態と⻘⾊光状態の
交互の変化は、GTPase の制御において⾼い再現性を⽰しました。 HRas (1 -166 aa) をコ
ントロールとして使⽤しました。Fig. 3-14A に⽰すように、⻘⾊光状態の Ras-PZ は暗状
態よりも 1.57 倍⾼い活性を⽰しました。 さらに、Ras-PZΔB および Ras-PZΔBG は、
暗状態よりも⻘状態でそれぞれ 2.8 倍および 3.1 倍⾼い活性を⽰しました。 調節効率は、
Ras と PZ を結合するスペーサーの⻑さに依存します。 スペーサーが短いほど、暗状態と
⻘⾊光状態の間で GTPase 活性の相対的な差がより顕著になりました (Fig. 3-15)。 暗状
態の Ras-PZ は、コントロールと⽐較して 2 つの制御因⼦の存在下で GTPase 活性の⼤
幅な増加を⽰しました。 これは、表 II に⽰すように、GEF の Ras-PZ に対する親和性が
対照に対する親和性よりも⾼いためです。 ⼀⽅、Ras-PZΔBG はコントロールよりも有意
に低い GTPase 活性を⽰しました。 GAP にはアルギニンフィンガーとして知られる特定
のアルギニン残基があり、これが触媒領域に結合し、効果的な GTP 加⽔分解を促進する
⾼度に機能的な触媒部位を形成することが知られています (87)。 RAS-PZ△BG は Ras触
媒ドメインと PZ をつなぐスペーサーが短くなります。 したがって、暗状態で GAP が折
りたたまれた形状の RAS-PZ△BG に結合すると、LOV ドメインが⽴体障害によって触媒
部位のアルギニンフィンガーの位置に影響を及ぼし、その結果、対照と⽐較して GTPase 
活性が低下する可能性があると考えられます。 



3.5 考察 
 
これまで、我々はフォトクロミック化合物を ATP駆動モータータンパク質を制御する制
御ナノデバイスとして、また低分⼦ GTP アーゼをバイオナノマシンとして使⽤してきま
した。 アゾベンゼンやスピロピランなどの典型的なフォトクロミック分⼦の光異性化に
関連する分⼦構造変化は、分⼦デバイスでよく研究されています(66)。 したがって、これ
らのデバイスは、分⼦設計を通じて⽣体分⼦マシンの機械的機能部位に導⼊できます。 
しかし、フォトクロミック化合物を⽣体分⼦機械に導⼊するには化学修飾が必要となる場
合があり、タンパク質の変性を誘発するなどの⽋点があります。さらに、⽣体内で⽣体分
⼦機械を化学修飾することは⼀般に困難であり、化学修飾された⽣体分⼦機械を細胞に導
⼊することも容易ではない。 したがって、⽣体内での応⽤は⾮常に限られています。 具
体的な例として、細胞膜を透過して標的バイオナノマシンに結合し、化学修飾を⾏わずに
光可逆性を制御できる⼩さなフォトクロミック化合物を⽣体内で使⽤することができる。 
このような化合物は、光スイッチング機構を有する新規な機能性医薬品として期待されて
いる。 我々は、複数の異性化状態を形成し、複数の段階で Eg5 の機能を制御する有⽷分
裂キネシン Eg5 阻害剤の合成に成功しました (86-88)。予備実験では、それが細胞内で
光可逆的に作⽤することを観察しました(88)。 ⼀⽅、光応答性タンパク質は分⼦が⼤きい
にもかかわらず、光可逆的で正確な構造変化を起こすことができます。 そのため、⽣体
分⼦マシンの制御デバイスとしての利⽤が⼤いに期待されています。 さらに、これらの
タンパク質は遺伝⼦によってコードされているため、細胞内で発現させることができ、こ
れはフォトクロミック有機化合物にはない利点です。 光応答性タンパク質は、光遺伝学
の分野で細胞機能を制御するために使⽤されてきました。 Dronpa と Aureochom-1 は、
⽣体分⼦ナノマシンの制御に使⽤される⼀般的な光応答性タンパク質です (89-90)。 
久富らは、Aurochrome-1 を切断することによって PZ を開発しました。これは、暗闇お
よび⻘⾊光照射時の光異性化によるモノマーとダイマー間の効率的な可逆的変換を⽰しま
した。 機械的な仕組みや特性も徹底的に解析されています。 したがって、PZ を分⼦設
計による光制御デバイスとして⽣体分⼦マシンの機能構造に導⼊すれば、効率的な光制御
が期待できます。 そこで本研究では、光応答性タンパク質である PZ を⽤いて Ras 活性を
可逆的に制御した。光応答性タンパク質をナノデバイスとして Ras に導⼊する場合、導
⼊する分⼦の機械的構造を決定することが重要です。 私たちは機能的な機械部位として 
Ras の HVR ドメインに焦点を当てました。 Ras を含む⼩型 GTPase は、触媒ドメイン
と HVR ドメインから構成されます (92)。 HVR は、細胞内シグナル伝達に関与する 
Ras の脂質化および多量体化を介した Ras の細胞膜への結合に関連しています。 さら
に、in vitro 研究では、HVR ドメインが GTPase サイクル中の構造変化を通じて触媒ド
メインと相互作⽤することが⽰唆されました (93)。 我々は以前、Ras の HVR ドメイン
のシステイン残基にアゾベンゼン誘導体を導⼊すると多量体化が誘導されることを⽰しま



した。さらに、我々は、GTPase 活性と多量体化がアゾベンゼンのシス-トランス光異性化
によって光可逆的に制御できることを⽰しました (80)。 したがって、HVR ドメイン
は、Ras 機能を制御するための調節分⼦デバイスの導⼊に適した機構的機能部位です。 
暗闇では、PZ は折りたたまれて単量体になりますが、⻘⾊光が照射されると伸びて⼆量
体に変化します。 したがって、HVR 領域への PZ の導⼊により、Ras 触媒ドメインと 
HVR ドメイン間の相互作⽤、および⽣理学的に重要な多量体 - 単量体構造の可逆的な模
倣が可能になると考えられています。 
Fig. 3-14 に⽰すように、ＧＡＰおよびＧＥＦの存在下での Ras-PZ 融合タンパク質のＧＴ
Ｐアーゼ活性は、光可逆的に調節された。 光制御されたモノマー - ダイマー変換も光可
逆的に誘導されました (Fig. 3-9)。 さらに、Ras と PZ の間のスペーサーのサイズを設
計することにより、効果的な制御が可能になりました (Fig. 3-15)。 この観察は、⽣体分
⼦マシンの機能部位に対応する位置に、分⼦シグネチャを有する光制御デバイスとして光
応答性タンパク質を導⼊することが、⽣体分⼦マシンの機能を光可逆的に制御する⼀般的
な⽅法として使⽤できることを⽰唆している。 
したがって、我々は分⼦レベルで PZ を使⽤した Ras GTPase の光調節機構の可能性を
提案します。オリジナルの設計では、光異性化によって⼤きな構造変化を引き起こす PZ 
を HVR の代わりに機能部位に導⼊することで、⽴体障害の変化を引き起こし、調節因⼦ 
GAP および GEF との相互作⽤を変化させ、その結果 GTPase 活性の調節が⾏われまし
た。さらに、HVR を PZ ⾃体で置換することにより、Ras 機能の光制御が誘導されるこ
とが期待されます。 なぜなら、HVR ドメインは GDP および GTP と結合すると構造
が変化することが知られているからです (93)。 KRas4B では、HVR は GDP 結合状態
で触媒ドメインと相互作⽤し、GTP 結合状態ではこの相互作⽤がキャンセルされます。
我々の予備的な FRET 実験では、HVR と G ドメイン間の距離が GDP 結合状態に近づ
き、GTP 結合状態では増加することも⽰した(データは⽰さず)。 Fig. 3-11 に⽰すよう
に、触媒ドメイン Ras (1-166) に HVR または PZ を付加すると、basal GTPase 活性が
それぞれ異なるレベルで加速されます。 暗状態では、野⽣型 Ras (1-189)、Ras-PZ、
Ras-PZΔB、および Ras-PZΔBG は、触媒ドメイン Ras (1-166) よりもそれぞれ 1.5、
2、3、および 8 倍⾼い GTPase 活性を⽰しました。 スペーサーが短いほど GTPase が
顕著に加速され、触媒ドメインと Zipper 領域または LOV ドメインの分⼦内相互作⽤が
⽰されました。 HVR を PZ で置換すると、(GAP および GEF の⾮存在下で) コント
ロールの Ras よりも⾼い固有 GTPase 活性が誘導されました (1-166)。 これは、PZ が 
HVR と同様に触媒ドメインに⽴体的に影響を与えることを⽰しています。 ただし、固有
の GTPase 活性は、モノマー - ダイマー変換による PZ の光異性化の影響を受けません
でした (Fig. 3-11)。 したがって、これらの結果は、Ras-PZ の basal GTPase 活性が PZ 
の光異性化によって調節されていないことを⽰唆しています。 対照的に、GAP および 
GEF の存在下での GTPase 活性は、PZ の光異性化に伴って顕著な変化を⽰しました 



(Fig. 3-14)。 これは、PZ の光異性化に伴う⼤きな構造変化により、Ras と調節因⼦ 
GAP および GEF との相互作⽤が影響を受けたためと考えられます。 Ras-PZ が⻘⾊光
の下で伸⻑されて⼆量体を形成すると、その触媒ドメインが⽐較的⾃由になり、GAP と 
GEF が結合しやすくなります。 暗所で折り畳むと、LOV ドメインは Ras 触媒ドメイン
に近づき、⽴体障害により GAP と GEF の結合を阻害すると考えられています。 Fig. 
3-12 に⽰すように、ＧＡＰおよびＧＥＦの濃度依存性Ｒａｓ ＧＴＰａｓｅ活性を測定す
ることによって、Ｒａｓに対するＧＡＰおよびＧＥＦの親和性の光可逆的変化が観察され
た。 これは、Ras 触媒ドメインと PZ を接続するスペーサーの⻑さを短くすると、光異
性化に伴う GTPase 活性の変化が著しく異なるという事実によっても裏付けられます 
(Fig. 3-15)。 しかし、GEF 結合が飽和した状態で⻘と暗の状態で観察される GTPase 活
性の違いは、他の要因によるものと考えられます（Fig. 3-12）。 GEF として使⽤された
SOS は、Ras-GDPが結合し、Ras-GTPが結合してその活性を制御する触媒部位の反対側
にアロステリック部位を有する。 飽和 GEF 結合条件下での光異性化に関連する Ras 
GTPase 活性の変化(Fig. 3-12)は、このアロステリック部位への Ras-GTP-PZ 結合の光可
逆的制御によるものであると推測します。 
この仮説を検証するために、我々はアロステリック部位への Ras-GTP 結合を無効にする
ことが知られている SOS 変異体 W729 を使⽤しました (85)。 Fig. 3-13 に⽰すように、
W729 細胞では光可逆性 Ras GTPase 活性に有意な変化は観察されませんでした。 した
がって、Ras-GTP の SOS アロステリック部位への結合は、PZ の光異性化によって光調
節され、それによって GTPase 活性の変化が誘導されると考えられます。 これを確認する
ために、我々は、触媒部位を 1 つだけ持ち、アロステリック部位を持たない別の GEF で
ある RasGRF1 を使⽤して予備実験を実⾏しました (86,96)。その結果、 Ras-PZ は blue-
state では⾼く、dark-state では低くなるような活性は⽰さなかった (未発表データ)。 
以上のように、GEF として SOS、GAP として NF1 を⽤いた Ras GTPase サイクルの特異
的な機械機構に、光制御デバイスとして PZ を導⼊することで、Ras GTPase 活性を光可逆
的に制御することに成功しました。 したがって、細胞シグナル伝達や Ras の⽣理機能を反
映する下流エフェクターの光可逆的制御に応⽤できます。 
結論として、光応答性タンパク質を⼈⼯制御デバイスとして機能部位に導⼊することによ
り、低分⼦量 G タンパク質 Ras を光可逆的に制御する⽅法を実証しました。 これは in vitro
での実験ではあるが、光応答性タンパク質を分⼦デバイスとして⽣体分⼦機械の機械機構
に組み込むことで、さまざまな⽣体分⼦機械を光可逆的に制御できると考えられる。 さら
に、遺伝⼦⼯学によって細胞内で発現させれば、細胞レベルでの光の制御が可能になる可能
性がある。 
 



 
 
  

Table I   Half conversion time of spectral changes accompanied by photoisomerization 

                                               Ras-PZ            Ras-PZΔB          Ras-PZΔBG 

Blue to Dark state             10.02 min             9.06 min              9.23 min 

Dark to Bule state              0.51 min              0.38 min               0.34 min 

 

 

Table II  Kd values of Ras-PZs for GAP and GEF 

  
Control 

Ras (1-166aa) 
Ras-PZ Ras-PZAB Ras-PZABG 

GEF 
Blue state - 0.28 μM 0.64 μM 1.21 μM 

Dark state 7.74 μM 0.63 μM 1.05 μM 1.78 μM 

GAP 
Blue state - 0.04 μM 0.08 μM 0.06 μM 

Dark state 0.03 μM 0.04 μM 0.14 μM 0.10 μM 

 

GAP および GEF に対する Ras-PZ の Kd 値

光異性化に伴うスペクトル変化の半変換時間
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Molecular Mechanism of Photozipper, a Light-Regulated Dimerizing
Module Consisting of the bZIP and LOV Domains of Aureochrome‑1
Yoichi Nakatani and Osamu Hisatomi*

Department of Earth and Space Science, Graduate School of Science, Osaka University, Toyonaka, Osaka 560-0043, Japan

*S Supporting Information

ABSTRACT: Aureochrome-1 (AUREO1) is a blue light (BL) receptor
responsible for the BL-induced blanching of a stramenopile alga, Vaucheria
f rigida. The AUREO1 protein contains a central basic region/leucine zipper
(bZIP) domain, and a C-terminal light-oxygen-voltage-sensing (LOV)
domain. BL induces the dimerization of monomeric AUREO1, which
subsequently increases the affinity of this transcription factor for its target
DNA [Hisatomi, O., et al. (2014) J. Biol. Chem. 289, 17379−17391]. We
constructed a synthetic gene encoding N-terminally truncated monomeric
AUREO1 (designated Photozipper) to elucidate the molecular mechanism
of this BL-regulated transcription factor and to develop it as an optogenetic tool. In this study, four different Photozipper (PZ)
protein constructs were prepared comprising different N-terminal truncations. The monomer−dimer equilibria of the PZ
constructs were investigated in the dark and light states. Dynamic light scattering and size-exclusion chromatography analyses
revealed that the apparent dissociation constants of PZ dimers with and without the ZIP region were ∼100 and 30 μM,
respectively, indicating that the ZIP region stabilized the monomeric form in the dark state. In the light state, fluorescence
resonance energy transfer analyses demonstrated that deletion of the ZIP region increased the dissociation constant from ∼0.15
to 0.6 μM, suggesting that intermolecular LOV−LOV and ZIP−ZIP interactions stabilized the dimeric forms. Our results suggest
that synergistic interactions between the LOV and bZIP domains stabilize the monomeric form in the dark state and the dimeric
form in the light state, which possibly contributes to the function of PZ as a BL-regulated molecular switch.

Protein−protein interactions play crucial roles in signal trans-
duction within the cell. Per-ARNT-Sim (PAS) domains are

found in many signaling proteins in fungi, plants, insects, and
vertebrates. PAS domains bind endogenous or xenobiotic small
molecules and sense light, oxygen, redox potential, and other
stimuli.1 The light-oxygen-voltage-sensing (LOV) domain that
belongs to the PAS domain superfamily was originally identified as
the blue light (BL) receptor in phototropin (phot) of plants.2 The
LOV domain possesses a noncovalently bound flavin mononucleo-
tide (FMN) as a chromophore.Uponphotoactivation, FMN forms a
covalent adduct with a highly conserved cysteine residue in the LOV
domain.3−5 This photochemical reaction induces conformational
changes within the LOV domain, thereby influencing its intra-
molecular interactions with effecter domains on the same proteins
and/or its intermolecular interactions with other proteins.
Phototoropin has a kinase domain at the C-terminus and two

LOV domains (LOV1 and LOV2) at the N-terminus.2 The
LOV2 domain of phot plays an important role in regulating the
Ser/Thr protein kinase domain.6 Upon BL illumination, an
α-helix (Jα) located at the C-terminal LOV core dissociates from
the β-sheet surface of LOV2 and unfolds, leading to activation of
the kinase domain.7−12 The LOV photoreceptor from Bacillus
subtilis, YtvA, is a stable dimer with two Jα helices forming quasi-
coiled-coil interactions. The conformational changes in the LOV
domain cause twisting of these coiled-coil helices, subsequently
activating the effector domain.13,14 Vivid from the Neurospora
crasa has an N-terminal cap (Ncap) comprising an α-helix (aα), a
β-sheet (bβ), and a short hinge, which docks onto the β-sheet

of the LOV core.15 BL excitation induces a rearrangement of
the Ncap, which leads to the transient homodimerization
of Vivid.16,17 Marine bacterial LOV protein EL222 exists as a
monomer with a helix−turn−helix (HTH) domain that docks
onto the β-sheet of the LOV domain in the dark.18 Light-induced
conformational changes in the LOV domain disrupt these
contacts, leading to the formation of a dimer on the target
DNA.18,19 These light-induced changes of the LOV domains
have recently been applied in the development of optogenetic
tools for controlling intracellular signal transduction, as well as
cellular activities and organization.20−23

Aureochrome (AUREO) was first observed as a BL receptor in
a stramenopile alga,Vaucheria f rigida.24 Its two homologues, named
aureochrome-1 (AUREO1) and aureochrome-2 (AUREO2),
were reported to play roles in BL-induced branching and the
development of sex organs, respectively.24 AUREO orthologs
have been found only in photosynthetic stramenopiles such as
brown algae, some diatoms, Ochromonas, Chattonella, and
Aureococcus.25 AUREOs contain a LOV domain in the C-terminal
region and a basic region/leucine zipper (bZIP) domain on the
N-terminal side of the LOV domain. The bZIP domain is an
α-helical DNA-binding motif found among eukaryotic transcription
factors.26 Recombinant AUREO1 binds the TGACGT target
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Fig. 3-1 (A) Dronpa 光異性化の模式図 (B) Photozipperの光異性化の模式図
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Fig. 3-2 (A) Ras-Dronpaの光制御の模式図(B) Ras-Dronpaの設計図
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Fig. 3-3 (A) Ras-PZの光制御の模式図(B) Ras-PZの設計図 (C) Ras-PZの概念図
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Fig. 3-4 SDS-PZGEによるRas-Dronpa精製確認



 
  

Figure 3

100 ー

75 ー

50 ー

37 ー

25 ー

kDa

Ras-PZ

Ras-PZΔ
B

Ras-PZΔ
BG

Standard

Fig. 3-5 Ras-PZsの精製確認 標準 (レーン 1)、Ras-PZΔBG (レー
ン 2)、Ras-PZΔB (レーン 3)、および Ras-PZ (レーン 4) を含む
クマシー ブリリアント ブルー (CBB) 染⾊ SDS-PAGE
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Fig. 3-6 Ras-Dronpaの光異性化に伴う吸光スペクトルの変化 (A) Ras-Dronpa
への 500 nm光照射によるスペクトルの経時変化 (B) Ras-Dronpaへの366 nm
光照射によるスペクトルの経時変化
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Fig. 3-7 Ras-PZの光異性化に伴う吸収スペクトル変化 Ras-PZ(A)、Ras-PZΔB(C)、
Ras-PZΔBG(E)の25℃⻘⾊LED照射時の吸収スペクトルの経時変化 。 暗所でイン
キュベートした Ras-PZ (B)、Ras-PZΔB (D)、または Ras-PZΔBG (F) の吸収ス
ペクトルの時間依存性変化。 この実験では、Ras-PZ を 25℃でインキュベートしま
した。
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Fig. 3-8  SEC-HPLCによる Ras-Dronpaの構造測定



 
 
 

Fig. 3-9 SEC-HPLC を使⽤した Ras-PZ の形成のモニタリング。 暗状態 (⿊線) お
よび⻘状態 (⻘線) での (A)Ras-PZ、(B)Ras-PZΔB、および (C)Ras-PZΔBG の溶
出プロファイル。 これらのサンプルを、300 mM NaCl、30 mM Tris-HCl、pH 7.5、
および 2 mM MgCl2 で平衡化した SEC-HPLC (TSKgel G3000SWXL カラム) に注
⼊しました。
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Fig.3-10 Ras-DronpaのGTPase活性 GEF、GAP存在化でのGTPase活性を
GTP加⽔分解時に放出される遊離リン酸の量を定量することで測定した。
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Fig. 3-11 Ras-PZsの Basal GTPase 活性 30 mM Tris-HCl pH7.5、60 mM NaCl、2 
mM MgCl2、1 mM GTP、37℃。 のアッセイ溶液中の 30 μM HRas 1-166 aa (コ
ントロール)、HRas 1-189 aa、Ras-PZ、Ras-PZΔB、または Ras-PZΔBG の存在
下での GTP 加⽔分解の速度を測定した。 GTPase アッセイの前に、Ras-PZ に⻘⾊
LED を 15 分間照射するか、暗所で 60 分間インキュベートしました。
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Fig. 3-12 GEF または GAP に対する親和性に対する Ras -PZ 異性体の影響。 GEF 
および GAP の存在下での GTPase 活性に対する Ras-PZ 光異性体の影響を、30 
mM Tris-HCl pH7.5、60 mM NaCl、2 mM MgCl2、および 0 〜 8 μM GEF、2 uM 
GAP および 2 μM Ras-PZ (A)、Ras-PZΔB (C)、または Ras-PZΔBG (E) および
0 〜 1μM GAP、2μM GEF および 2 μM Ras-PZ (B)、Ras-PZΔB (D)、または
Ras-PZΔBG (F)を含む 1 mM GTP からなるアッセイ緩衝液中で測定しました。



 
 
 

Figure 11
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Fig. 3-13 Sos のアロステリック部位による活性化。 (A)Sos W729E は、アロステ
リック Ras への結合が損なわれた変異体です。 (B) 30 mM Tris-HCl pH7.5、60 
mM NaCl 、2 mM MgCl2 および 1 mM GTP、25℃のアッセイ溶液中、2 μM Sos 
WT または W729E、2 μM GAP、2 μM HRas (コントロール) または Ras-PZΔB 
の存在下での GTP 加⽔分解速度を測定した。
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Fig. 3-14 GTPase 活性 Ras-PZ の光制御。 2 μM GEF、2 μM GAP、2 μM HRas 
1-166 aa(コントロール)、HRas 1-189 aa、Ras-PZ(A)、Ras-PZΔB(B) または
Ras-PZΔBG(C)存在下で30 mM Tris-HCl pH7.5、60 mM NaCl、2 mM MgCl2、1 
mM GTP のアッセイ溶液中、25℃の条件下でGTP 加⽔分解速度を測定した。
GTPase アッセイの前に、Ras-PZ に⻘⾊ LED を交互に照射するか、暗所でイン
キュベートしました。 ⻘と暗の交互を２回繰り返した。
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Fig. 3-15 リンカーの⻑さとGTPase活性の光制御効率の相関図 Ras-PZ の
⻘⾊状態 (○) または暗状態 (●) の相対 GTPase 活性をリンカーの⻑さに対
してプロットしました。 RasとPZを繋ぐGSリンカー（10aa）とPZ内の塩基
性領域（20aa）をリンカーとみなします。



 
 
 
 
 

第四章 
 
 

総括と展望 
 

  



4.1 総括 
 

本研究では、まず低分⼦量 G タンパク質 Ras の外部調節因⼦である Sos の変異体にフォ
トクロミック分⼦を導⼊し、その機能を外部刺激である光刺激によって可逆的に制御する
ことで Ras GTPase 活性の光制御をおこなった。次に光応答性タンパク質 Dronpa または
Aureochrome1 と HRas の触媒ドメインを融合することで、光応答性機能を持つ GTPase を
作製し、GTPase 活性の光可逆的な制御をおこなった。本研究の独創的な点は、HRas⾃体
ではなく、その外部制御因⼦を⽤いて HRas の機能を⼈⼯的に制御することである。これま
での研究では、HRas の GTPase の核を構成する Swith1、Switch2、P-loopの近傍、そして
触媒ドメインと独⽴した制御ドメイン HVR へフォトクロミック分⼦であるアゾベンゼン
誘導体を導⼊することで HRas 本来の GTPase の光制御することが⾏われてきた。HRas の
分⼦スイッチ機構は外部因⼦である GEF と GAP によって制御を受けている。GEF は Ras
に結合している GDP を GTP へと置き換えることで Rasが下流のエフェクターと結合でき
るようになり下流へのシグナル伝達が活性化させる。この GEF による Ras のヌクレオチド
交換反応を制御することができれば、Ras のシグナル伝達も制御が可能になると考えられ
る。そこで本研究では代表的な Ras-GEF の⼀つである Sos にフォトクロミック分⼦を修飾
することで、HRas の GTPase の光制御する発想に⾄った。この⽅法では、外部因⼦である
Sos への化学修飾により HRas 本来の活性を損なうことなくGTPase を制御できるという利
点がある。 

第⼆章では、フォトクロミック Sos 変異体を⽤いた HRas GTPase の光制御実験について
述べた。まずフォトクロミック分⼦修飾に適した Sos 変異体を調製した。Sos は⼆つの Ras
結合部位を持ち、結合した Ras のヌクレオチドを交換するカタリティック部位と GTP 結合
Rasが結合することでヌクレオチド交換が促進されるアロステリック部位が存在する。この
⼆つの Ras 結合部位の近傍にシステインを点変異で導⼊し、チオール基反応性アゾベンゼ
ン誘導体(PAM、CASAB、AABM、SABM)を修飾した。アロステリック部位の近傍にある
K679C、S732C とカタリティック部位近傍にある S881 を調製した。この調製した K679C、
S732C、S881C に PAM と CASAB の修飾をおこない、精製した修飾 Sos 変異体を⽤いて
HRas GTPase サイクルアッセイをおこなった。PAM 修飾 S732C は修飾により活性が減少
し、また光異性体間での活性の差が⾒られなかった。CASAB 修飾 S732C では Trans 状態
で活性が減少し、Cis状態で活性が増加することが確認された。これはアロステリック部位
への Ras の結合に極性が重要であると予想される。また trans型と cis型での活性に差が⾒
られたのは、trans型と cis型の間で para に付加されたスルホン基の位置が変化することで
Ras-Sos間相互作⽤に影響を及ぼすと考えられる。S881C は PAM 修飾、CASAB 修飾とも
に活性が減少した。これはアゾベンゼン修飾による⽴体障害のためだと考えられる。CASAB
修飾 K679C は光異性化による活性の変化が⾒られなかった。CASAB 修飾 S732C は、また
光可逆的に活性の制御を⽰した。今後の計画としては、S732C に修飾した CASAB が光異



性化に伴いどのような挙動をしているのかの解析と、正電荷を持つ AABM 修飾をした Sos
変異体の活性の測定を⾏い、より⾼効率な光制御を模索していく。 

第三章では、光応答性タンパク質融合 HRas の GTPase 光可逆制御について述べた。これ
まで当研究室ではタンパク質へのフォトクロミック分⼦修飾を⾏い HRas の活性の制御に
成功してきた。しかしながらタンパク質への化学修飾は細胞内実験への応⽤が難しい点が
挙げられる。そこで本研究では HRas 活性制御の新たなデバイスに光応答性タンパク質
Dronpa と Photozipperを起⽤した。まず光応答性タンパク質と HRas の融合タンパク質の
設計をおこなった。HRas は 1-166 アミノ酸残基からなる G ドメインのみで GTPase 活性
を持つことが明らかになっている。そこで今回は 1-166残基のみを⽤いた。Dronpa は四量
体形成を誘導する変異 K145N とより早い速度で異性化をする変異 V157G を含む変異体を
⽤いた。Photozipper は⼆量体形成の安定化させる bZIP 領域と光応答の機能を持つ LOV
ドメインを含む113-348 アミノ酸残基を⽤いた。融合タンパク質は N末側に HRas(1-166)、
Dronpa を C 末側に配置し、両タンパク質間を 10 残基からなる GS リンカーで繋いだ。
Photozipper も同様の配置で設計をおこなった。Ras-Dronpa、Ras-PZ は同様に光異性化を
⽰した。Ras-Dronpa は光異性化に伴う構造の変化を⽰さず、400 nm を照射しても多量体
形成を誘導することはできなかった。これは HRas と Dronpa間のリンカーの⻑さが不⼗分
な為、⽴体障害を起こしているため多量体形成を阻害している可能性が挙げられる。また
GTPase サイクルアッセイは活性を⽰したが光異性体間での差は⽰さなかった。Ras-PZ は、
光異性化に伴い構造を変化することが SEC-HPLC の結果から明らかになった。GTPase サ
イクルアッセイでは、⻘⾊ LED照射で活性が増加し、暗所にインキュベートで活性が減少
した。光異性体間での差が⽰された。この結果から PZ の光異性体間で活性の制御が⽰され
た。ここでより⾼効率な光制御を実現のために新たな Ras-PZ をデザインした。PZ の N末
側のベーシック領域は柔軟な構造を持つ。GSリンカーと合わせて HRas と PZ の間に 40残
基の柔軟な領域を持つため、HRasが光異性化による影響を受けづらいと考えられる。そこ
で PZ のベーシック領域(113-142aa)を削除した Ras-PZΔB と、さらに GSリンカーを 5残
基切断した Ras-PZΔBG を調製した。Ras-PZΔB、ΔBG は Ras-PZ と同様に光異性化を⽰
し、また光異性化に伴う構造の変化を⽰した。GTPase サイクル活性測定では、Dark-state
と Blue-state間で、⼤きな活性の差を⽰した。Ras-PZ の光異性体間の活性の差は Ras の触
媒ドメインと PZ を繋ぐリンカーの⻑さに依存することが明らかになった。それぞれの Ras-
PZ に対し調節因⼦の濃度依存的 GTPase 活性を測定することで、Ras-PZ の光異性化は調
節因⼦ GEF、GAP との相互作⽤に影響を及ぼしていることが⽰唆された。また本研究で⽤
いた GEF である Sos のアロステリック部位が機能しなくなる変異W729E を⽤いた GTPase
活性では、光異性体間での活性亜の差が観測されない。このことから、Ras-PZ の GTPase
活性の光制御には Sos のアロステリック部位との相互作⽤が重要であることが⽰唆された。 
Ras-PZ の光制御機構は、複合的な要素によって調節されていると考えられる。 
 



4.2 展望 
 

本研究では、機械的⽣体分⼦スイッチとして細胞内情報伝達を制御する情報伝達経路の 
分岐点に位置し、特異的に標的タンパク質に結合することで時間的・空間的に経路選択を 
⾏い、細胞の増殖・分化・運動、脂質⼩胞の輸送、遺伝⼦発現などの調節に関与している 低
分⼦量 G タンパク質の 1つである Ras の活性を、外部調節因⼦である Sos にフォトクロミ
ック分⼦を導⼊した光応答性 Sos 変異体を⽤いることで、光可逆的な制御に成功した。また
光応答性タンパク質である Photozipper の⼀部を HRas の触媒ドメインと融合することで
光応答性機能を持つ Ras を調製し、Photozipperの光異性化に伴う GTPase 活性の制御に成
功した。これは調節タンパク質との相互作⽤や情報伝達の標的タンパク質との相互作⽤を
光制御し、Ras の関与する情報伝達を⼈⼯的な制御ができる可能性を⽰唆している。また、
低分⼦量 G タンパク質である Ras, Rho, Rab, Ran, Sar/Arf は機能 的にも構造的にも酵⺟
から哺乳類まで極めて⾼度に保存されていることから他の低分⼦量 G タンパク質に応⽤
することで Ras の関与する情報伝達だけでなく低分⼦量 G タンパク質 の関与する情報
伝達も同様に光制御できる可能性を⽰唆している。 
 本研究では、Sos の⼆つの Ras 結合部位の近傍にシングルシステインを導⼊し、そこへチ
オール基反応性アゾベンゼン誘導体を修飾することで、Ras へのヌクレオチド交換反応の制
御をおこなったが、⼆価架橋性アゾベンゼン誘導体を Ras との相互作⽤部位の近傍に限ら
ず Sos のαヘリックスに導⼊することで劇的な構造の変化を誘導することで、さらに効果
的な光制御が期待される。 

本研究で⽰した⽣体分⼦機械の仕組みを利⽤しその機能を⼈⼯的に制御する⽅法は、今
後その機械的仕組みに対する⾒識が深まることで汎⽤性が⾼くなることが期待できる。 
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