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研究成果の概要（和文）：本研究では、局在性リガンドの方法論を発展させ、生細胞内のタンパク質の局在やシ
グナルを化合物（局在性リガンド）で自在に操るための新しいケミカルバイオロジーツールを開発することを目
的とした。さまざまな検討の結果、１）局在性リガンドを用いて標的タンパク質を細胞質から細胞膜内膜へ特異
的に移行誘導可能なシステム、２）一細胞内の二種類のタンパク質の局在とシグナル活性を独立に制御可能なシ
ステム、３）細胞内のシグナル活性持続時間を制御可能なシステム、４）標的タンパク質を細胞質から小胞体／
ゴルジ体膜（エンドメンブレン）上へ移行誘導可能なシステム、を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work was to develop new chemical biology techniques for 
controlling protein localization and cell signaling using synthetic self-localizing ligands (SLLs). 
We successfully developed new SLL-based methods that allow: (1) inducible protein translocation from
 the cytoplasm to the inner-leaflet of the plasma membrane, (2) orthogonal control of two distinct 
signaling molecules and pathways in single cells, (3) temporal control of signal duration, and (4) 
inducible protein translocation to the ER/Golgi membranes (endomembranes).

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 局在性リガンド　タンパク質局在　オルガネラ　シグナル伝達　細胞機能制御
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 

	 小分子化合物を用いてタンパク質を制御

し、細胞の機能を自在に操ることは、生命科

学やケミカルバイオロジーの大きな目標の

一つである。そのため、タンパク質を制御す

る化合物（リガンド）の探索・開発研究が世

界レベルで勢いを増しており、タンパク質特

異的リガンドのレパートリーは今後着実に

増えていくものと予想される。その一方、従

来のリガンド開発では、タンパク質の「酵素

活性」もしくは「他の分子との相互作用」を

制御する化合物がその中心となっている。ま

た、そのほとんどは阻害剤である。酵素活性

や相互作用の阻害剤の重要性について疑う

余地はないもの、化合物の可能性は他にもな

いだろうか？	 タンパク質の「細胞内局在」

はそのタンパク質の細胞内での機能を決め

る重要な因子である。情報伝達の過程では、

多くのタンパク質がその局在場所を変える

ことで下流の分子プロセスを制御している。

したがって、化合物を用いてタンパク質の細

胞内局在を制御することができれば、従来の

酵素活性や相互作用を標的とした化合物と

は全く異なる新しい化合物技術が切り開か

れるものと期待される。しかし、タンパク質

に結合してその局在を動かすことのできる

化合物というのはその設計戦略自体がなく、

化学やケミカルバイオロジーの長年の未開

拓領域であった。	 

	 そのような中、我々は、「タンパク質の細

胞内局在を制御する化合物」という新しい化

合物コンセプトの開拓に挑戦している。先行

研究において、小分子リガンドに細胞内自己

局在化能を付与した化合物（局在性リガン

ド）を用いることで、細胞内の標的タンパク

質の局在をその化合物一つで制御できるこ

とを実証した。	 

	 	 

２．研究の目的	 

	 本研究では、「局在性リガンド」の方法論

を発展させ、生細胞内のタンパク質の局在と

シグナルを化合物（局在性リガンド）で自在

に操るための新しいケミカルバイオロジー

ツールを創出することを目的とした。具体的

には、（１）局在性リガンドの標的タンパク

質の拡張、（２）局在移行先となる細胞内オ

ルガネラの拡張、（３）それらの新ツールを

用いた新しい細胞内シグナル制御システム

の構築を目指した。	 

	 

３．研究の方法	 

	 本研究ではまず、我々がこれまで用いてき

た大腸菌ジヒドロ葉酸還元酵素（eDHFR）に

加え、これと直交性を持つ SNAP-tag を標的

とした局在性リガンドの創製に取り組んだ。

また、局在性リガンドの局在化部位を検討す

ることで、新しいオルガネラ局在性を示す局

在性リガンドの探索を行った。さらに、本研

究で見出した新規局在性リガンドや局在移

行誘導ツールを活用した新しい細胞内シグ

ナル制御システムの構築を進めた。	 

	 

４．研究成果	 

（１）ゴルジ体と細胞膜に対する SNAP-tag

局在移行誘導システムの開発	 

	 以前に開発した eDHFR に対する局在性リガ

ンド（mgcTMP）の分子設計を参考に、SNAP-tag

の細胞内局在を制御する新規局在性リガン

ド（mgcBCP）を設計・合成した。これを用い

ることで、細胞内に発現させた SNAP-tag 融

合タンパク質を細胞質からゴルジ体膜上へ

移行させられることを明らかにした。次に、

細胞膜内膜に対する局在移行誘導を目指し、

SNAP-tagのN末端にカチオン性アミノ酸であ

る Lys 残基の繰り返し配列（K-tag）を付加

したコンストラクト（K-SNAP）を創製した。

これを用いると、同じ mgcBCP によって、

K-SNAP 融合タンパク質を細胞質から細胞膜

内膜に特異的に移行させられることを実証

した。これにより、K-SNAP を基盤とした細胞

膜特異的タンパク質局在移行誘導システム

を構築することに成功した。	 

	 

（２）K-tag の汎用性の実証	 

	 我々が以前に開発した eDHFR の局在移行誘

導システムでは、mgcTMP によって、eDHFR 融

合タンパク質は細胞質からゴルジ体と細胞

膜内膜の両方に移行する。そこで、細胞膜特

異性を向上させる目的で、上述の K-tag を

eDHFR にも適用した。その結果、K-tag を融

合した eDHFR（K-eDHFR）は、mgcTMP によっ

て、細胞質から細胞膜内膜に特異的に移行す

ることが明らかとなった。すなわち、K-tag

を用いたアプローチは、局在性リガンドによ

って標的タンパク質を細胞膜特異的に移行

させるための汎用的な分子設計戦略になる

ことが示された。	 

	 

（３）一細胞内の二分子を制御する技術の開

発とシグナル制御への応用	 

	 上記（１）と（２）により、K-eDHFR と K-SNAP

を基盤とした２つの細胞膜特異的タンパク

質局在移行誘導システムを構築することが

できた。そこで、これらのシステムを一つの



細胞内に導入し、一細胞内の二種類の分子を

それぞれ独立に制御可能な一細胞内二分子

制御システムの構築を試みた。まず、K-eDHFR

を EGFP で、K-SNAP を mCherry で標識したコ

ンストラクトを細胞内に発現させ、それぞれ

に対応する局在性リガンドを順次添加する

ことで、K-eDHFR 融合タンパク質と K-SNAP 融

合タンパク質の細胞膜移行をそれぞれ独立

に誘導できることを実証した。さらに、この

一細胞内二分子制御システムを応用するこ

とで、細胞内の Ras/Erk 経路と PI3K/Akt 経

路の二種類のシグナル経路を独立に活性化

できることを実証した。この系を定量的に解

析する過程で、Ras/Erk 経路と PI3K/Akt 経路

間のクロストークに関する新しい知見を見

出しつつあり、現在継続して解析を進めてい

る。また、上記（１）〜（３）の成果をまと

めた論文を現在投稿準備中である。	 

	 

（４）細胞内シグナルの持続時間を制御する

技術の開発	 

	 以前に開発した eDHFR の局在移行誘導シス

テムを精査する過程で、mgcTMP による eDHFR

の局在移行は可逆的であることを見出した。

すなわち、細胞質を拡散している eDHFR 融合

タンパク質を mgcTMP によって細胞膜へ移行

させると、その後（細胞の洗浄操作等は行わ

ないにも関わらず）、その局在が自発的に（1

時間程度で）細胞質に戻ることが明らかとな

った。詳細な解析の結果、この局在解消は、

mgcTMP が細胞内で分解されることに起因す

ることを明らかにし、その切断酵素（プロテ

アーゼ）の同定にも成功した。さらにその知

見をもとに、細胞内で分解を受けない新しい

局在性リガンドを開発した。これを用いるこ

とで、eDHFR 融合タンパク質を長時間安定に

細胞膜へ移行させることが可能となった。

eDHFR 融合タンパク質を非分解型局在性リガ

ンドによって細胞膜へ移行させた後、フリー

の TMP を添加することで、任意のタイミング

で局在を元に戻すことができる。この可逆的

局在移行誘導の原理を応用し、細胞内のシグ

ナル分子や経路の活性化時間（持続時間）を

人為的にコントロールする技術を確立する

ことに成功した。これらの成果は現在、論文

投稿準備中である。	 

	 

（５）エンドメンブレン局在性リガンドの創

製と応用	 

	 局在性リガンド mgcTMP による eDHFR の細

胞膜移行メカニズムを解析する過程で、脂質

を連結した TMP リガンドが細胞内の小胞体膜

とゴルジ体膜、すなわちエンドメンブレン領

域に局在化することを見出した。そこで、脂

質連結 TMP リガンドをエンドメンブレン局在

性リガンドとして利用し、エンドメンブレン

を標的とした eDHFR 局在移行誘導システムを

構築した。さらに、それを応用することで、

エンドメンブレン上の Ras を人為的に活性化

するシステムを構築することに成功した。現

在、このシステムを用いてエンドメンブレン

Ras の機能解明を行うと同時に、エンドメン

ブレンへの局在移行を利用した新しい細胞

内シグナル制御技術の開発を進めている。	 
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