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研究成果の概要（和文）：本研究は、光で生理活性分子の活性を制御できるケージド化合物に関し、それらを安
定して細胞内に送達する方法を確立した。光分解性保護基であるBhc基の8位を改変して細胞膜透過性ペプチドを
導入し、それらを用いてケージド緑色蛍光物質を合成した。生細胞を用いた実験により、この化合物が細胞内に
分布し、また光活性化した領域で細胞が緑色蛍光で染色されることを確認した。一方で、ペプチド導入前の化合
物は、凝集塊となり細胞内への導入が見られなかった。以上の結果から、光分解性保護基に対する細胞膜透過性
ペプチドの付加は、水溶性を大きく向上させ、なおかつ細胞膜透過能をケージド化合物に付与できることが強く
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have developed a new method for intracellular delivery of 
caged compounds which are biological tools to precisely control their bioactivities with light 
irradiation. I introduced a cell-penetrating peptide into the 8 position of Bhc group, a photolabile
 protecting group with high photolysis efficiency, and synthesized caged green fluorescent compounds
 using it. In living cells, the compounds were distributed intracellularly and cells were stained 
with green fluorescence by photoactivation of the caged compounds. On the other hand, the caged 
green fluorescent compound before addition of the cell-penetrating peptide was aggregated and 
attached to the cell surfaces probably because of its hydrophobicity, and cells were not stained by 
photoirradiation. These results strongly suggested that an addition of cell-penetrating peptide to a
 photolabile protecting group provides to caged compounds a great increase of water solubility and 
an ability of cell permeability.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ケージド化合物　細胞膜透過性ペプチド　クリックケミストリー　ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
ケージド化合物とは、生理活性分子を光分解
性保護基で保護することで一時的に活性を
失わせ、光を照射することで元の生理活性分
子を放出することができる化合物である。細
胞の生理機能を時空間的に厳密に制御する
ための手法の一つとして、生命科学の分野で
広く利用されている。細胞内で働く生理活性
分子のケージド化合物を設計する場合、その
生理活性分子が細胞膜透過性であり且つ光
活性化後に速やかに細胞に取り込まれる場
合を除き、ケージド化合物が細胞膜を越えて
細胞内に移行しなければならない。イノシト
ール 3 リン酸 (IP3)のような水溶性の非常に
高い化合物、逆に脂質のような水溶性の非常
に低い化合物、または mRNA やタンパク質
のような高分子量のケージド化合物は、その
ままでは細胞膜を透過できないため、マイク
ロインジェクション等の方法により直接細
胞内に化合物を導入するか、サポニン等の界
面活性剤を用いて細胞膜の分子透過性を上
昇させて細胞内に化合物を導入させる方法
を取らねばならない。細胞膜を透過できない
ことで、ケージド化合物の導入自体に多大な
労力がかかるため、生物実験への応用に大き
な制限がかかってしまうのである。また、ケ
ージド化合物の合成の面においても、化合物
が細胞膜透過性を持つかどうかを厳密に予
想する手段はなく、実際に合成してみないと
生物実験で使えるかどうかがわからないと
いう問題もある。 
細胞膜透過性ペプチドは、その名の通り細胞
膜を透過する能力を持つペプチドである。タ
ンパク質に融合させたり、有機合成的に低分
子化合物へ結合させたりすることで、その対
象を細胞内に導入する事が可能であり、ドラ
ッグデリバリーの研究等で幅広く応用され
ている。 
我々は、世界に先立って、タグを導入した光
分解性保護基を一つのモジュールとし、タグ
に様々な機能性分子を導入することで、ケー
ジド化合物そのものに多様な機能を持たせ
るという研究を報告した (Org. Lett. 2012)。
そこで私は、細胞内で働くケージド化合物の
開発において一番の障壁となる細胞膜透過
性を光分解性保護基に付与することで、ケー
ジド化合物の構造を問わず、細胞外に化合物
を投与するだけで自然と細胞膜を透過し、細
胞内の生理活性分子を光制御できるような
ケージド化合物の開発を目指した。 
私 が 所 属 す る 研 究 室 で 開 発 さ れ た
6-bromo-7-hydroxycoumarin-4-ylmethyl 基 
(Bhc 基)は、一般的に使われているニトロベ
ンジル系の光分解性保護基と比較して 10～
100 倍以上の光分解効率を持つ保護基である 
(Furuta, T. et al. PNAS 1999)。現在、我々
は、特定のタンパク質と結合するような Bhc
基や (Chem. Commun. 2014)、特定の細胞種
のみで光活性化する Bhc 基を開発している
(特許：U.S. Pat. Appl. Publ. 2014)。それら

の多機能型ケージド化合物の細胞膜透過性
もまた、Bhc 基を修飾する機能性分子や保護
対象となる生理活性分子の性質に大きく依
存する。細胞膜透過性 Bhc 基は、それらの多
機能型ケージド化合物への展開も見据え、研
究を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、光分解性保護基に細胞膜透
過性を付与することで細胞膜透過性光分解
性保護基を開発し、細胞内で働かせたいケー
ジド化合物を、生理活性分子の水溶性や分子
量に依らずに、安定して細胞内に導入する方
法を確立することである。また、多機能型ケ
ージド化合物に細胞膜透過性光分解性保護
基を応用することで、実験目的に応じてカス
タマイズされたケージド化合物に、その分子
構造を問わず細胞膜透過性を付与すること
を目的とする。本研究は、細胞外に導入する
だけで簡便に細胞内に導入できるケージド
化合物を開発することにより、細胞内の生理
機能を光操作するための技術を飛躍的に拡
充させることを目指すものである。 
 
３．研究の方法 
研究に先立ち、私は、緑色蛍光物質であるフ
ルオレセインのBhcケージド化合物を合成し
た。Bhc-ケージドフルオレセインは、紫外光
照射により Bhc 基が外れ、青色励起で緑色の
蛍光を発するフルオレセインが放出される
化合物である。生細胞での実験において、
Bhc-ケージドフルオレセインは、単純な細胞
外投与では紫外光照射により細胞がフルオ
レセインで染色されず、サポニンを用いて細
胞膜の透過性を上げることで初めて紫外光
照射により細胞が染色されたため、細胞膜透
過能を持たないと考えられた。逆に言えば、
Bhc-ケージドフルオレセインの誘導体を細
胞外投与した時に、光活性化に伴って細胞内
が緑色蛍光で染色されたかどうかを観察す
ることで、ケージド化合物が細胞内に導入さ
れたかどうかを簡便に判断することが可能
となる。 
本研究は、この Bhc-ケージドフルオレセイン
を用いて、Bhc 基に細胞膜透過性ペプチドを
結合させることで、ケージド化合物が細胞膜
透過性を持つかどうかを判断し、細胞膜透過
性光分解性保護基を開発していく。また、Bhc
基を用いた多機能型ケージド化合物は、Bhc
基の 7位を修飾することにより行われている
が、私は、Bhc 基の 8 位に置換基を導入する
方法を確立していたため、将来的に細胞膜透
過性光分解性保護基を多機能型ケージド化
合物に応用することを視野に入れ、8 位修飾
Bhc 基を元に、細胞膜透過性光分解性保護基
の開発を進めることとした。 
8 位修飾 Bhc 基への細胞膜透過性ペプチドの
導入方法は、アジドとアルキンを用いた
Huisgen 環化反応、または末端チオール同士
をジスルフィドで結合させる方法を計画し



た。Bhc 基へは、8 位の末端にアルキンまた
はチオール基を導入し、末端にアジドまたは
システインを持つ細胞膜透過性ペプチドを
結合させる。両経路共に、温和な条件で反応
させることができ、合成収率も高く、反応溶
媒として水を使うことが可能であり、細胞膜
透過性ペプチドを導入する反応として適し
ていると考えられる。 
 
４．研究成果 
まずは、Bhc の 8 位にアルキンを持つケージ
ドフルオレセインの開発を行った。Bhc-フル
オレセインの合成経路を元にし、8 位にアル
キンを持つフルオレセイン（8-Alk-Bhc-フル
オレセイン)を合成した。また細胞膜透過性
ペプチドとして、アルギニンを 8個もしくは
12 個持つペプチドを選択し、受託合成にて、
末端にアジドを持つ細胞膜透過性ペプチド
（N3-Arg8 及び N3-Arg12）を得た。続いて、
8-Alk-Bhc-フルオレセインにN3-Arg8をリン
酸緩衝液／DMSO 混合溶媒中で反応させた。し
かし、8-Alk-Bhc-フルオレセインは水系溶媒
中で速やかに加水分解を引き起こしてしま
うことが判明し、目的の化合物が得られなか
った。 
この問題を解決するため、Bhc とフルオレセ
イ ン の 炭 酸 エ ス テ ル 結 合 の 間 に 、
N,N'-Dimethylethylenediamine のリンカー
を挟むことで、加水分解に対し強い耐性を持
つような分子を設計し、その分子を合成する
ことに成功した。得られた 8-Alk-Bhc-lnk-
フルオレセインは、紫外光照射からリンカー
が脱離しフルオレセインが放出されるまで
10 分程度のタイムラグがあるものの、ケージ
ドフルオレセインとしての機能を有してお
り、細胞膜透過性を判断する分子として用い
ることが可能であった。8-Alk-Bhc-lnk-フル
オレセインとN3-Arg8をリン酸緩衝液／DMSO
混合溶媒中で反応させた後、分取 HPLC にて
精製を行い、Arg8 ペプチドが導入されたと思
われる化合物（8-Arg8-Bhc-lnk-フルオレセ
イン）を得た。物質量が少なく NMR 等での物
質同定はできなかったが、細胞実験を行うに
は十分な量が確保できたため、HeLa 細胞を用
いてアッセイを行った。ガラスボトムディッ
シュに播種した HeLa 細胞に対し、細胞外の
緩衝液に 8-Arg8-Bhc-lnk-フルオレセインを
溶解させたものを投与した。30 分後、細胞外
液を除去し、緩衝液で 3回洗浄した後、蛍光
顕微鏡にて細胞を観察した。ディッシュの一
部に紫外光を照射し、20 分後に細胞を洗浄し
蛍光を観察したところ、紫外光照射領域の細
胞がフルオレセインで染色されていたため、
8-Arg8-Bhc-lnk-フルオレセインが細胞膜を
透過し、細胞内に導入されている可能性が考
えられた。続いて、Bhc 基の分布を確認した。
Bhc 基は、紫外光励起により光分解を引き起
こす一方で、励起エネルギーの一部は水色蛍
光を発する経路を取る。このことを利用し、
8-Arg8-Bhc 基を持つ物質がどこに存在する

のかを観察した。化合物投与、細胞洗浄後、
5 秒の露光時間で紫外光励起による蛍光像を
撮影した。この時間スケールであれば、分解
後の光分解性保護基の影響はほぼ無視でき、
蛍光は 8-Arg8-Bhc-lnk-フルオレセインの存
在位置を反映しているものと考えられる。そ
の結果、Bhc 基の水色蛍光は細胞内にて観察
された。これらの結果から、Bhc 基に細胞膜
透過性ペプチドを結合させることで、ケージ
ド化合物が細胞内に導入されることが示唆
された。 
次に、同様の方法で、末端にカルボキシル基
を持つ Bhc-lnk-フルオレセインを合成した。
カルボキシル基に 2-aminoethanethiol を結
合させることで末端をチオール基にした後、
チオール基を持つ Arg8 ペプチド（Cys-Arg8）
を反応させた。HPLC での精製後、ジスルフィ
ド結合で Arg8 が結合した Bhc-lnk-フルオレ
セイン（8-Arg8-SS-Bhc-lnk-フルオレセイ
ン）と思われる化合物を得た。HeLa 細胞を用
いたアッセイを行い、細胞膜透過性を検証し
た結果、8-Arg8-Bhc-lnk-フルオレセインと
同様の結果が得られた。すなわち、紫外光照
射領域の細胞がフルオレセインで染色され、
8-Arg8-SS-Bhc-lnk-フルオレセインは細胞
内に存在することが確認された。 
Bhc 基の 8 位に導入された置換基に依存して
ケージド化合物の水溶性や分子量が変化し、
その細胞膜透過性も変化するため、ネガティ
ブコントロールを設定することは非常に難
しいが、比較対象として細胞膜透過性ペプチ
ド を 導 入 す る 前 の 化 合 物 で あ る
8-Alk-Bhc-lnk-フルオレセインを選択し、細
胞でのアッセイを行った。その結果、
8-Alk-Bhc-lnk-フルオレセインでは、紫外光
照射領域において、フルオレセインによる明
瞭な細胞染色は引き起こされなかった。化合
物の分布をBhc基の蛍光を元に観察した結果、
化合物は凝集塊となり細胞表面へ無作為に
付 着 す る 形 で 存 在 し て い た 。
8-Alk-Bhc-lnk-フルオレセインは、試験管内
では紫外光照射によりフルオレセインの放
出が起こり、ケージド化合物としての機能
は維持されていることから、細胞での結果
は、水溶性が低すぎるため細胞内に化合物
が導入されなかったことが原因だと考えら
れた。 
以上の結果から、光分解性保護基に対する
細胞膜透過性ペプチドの付加は、付加前の
ケージド化合物の水溶性が低く細胞実験に
不適であったとしても、水溶性を大きく向
上させ、なおかつ細胞膜透過能をケージド
化合物に付与可能であることが強く示唆さ
れた。研究目的である、生理活性分子の水
溶性や分子量に依らずにケージド化合物を
安定して細胞内に導入する方法が達成され
たのではないかと考えられる。 
細胞膜透過性光分解性保護基の多機能型ケ
ージド化合物への応用に関しても、実験を進
めた。現在までに開発してきた多機能型ケー



ジド化合物は、Bhc 基の 7 位のヒドロキシル
基に機能性分子を導入することで成り立っ
ている。8-Alk-Bhc 基を始めとする 8 位修飾
Bhc 基も 7 位にヒドロキシル基を持つが、そ
の反応性が極端に低く、今までの多機能型ケ
ージド化合物の合成経路では、7 位に置換基
を導入することができなかった。また、7 位
のヒドロキシル基に置換基を入れた場合は、
8位への置換基導入が合成上不可能になる。7
位のヒドロキシル基の反応性の低さは、細胞
膜透過性光分解性保護基の開発においては、
7 位を無保護で合成を進めることができたた
め非常に大きなメリットであったが、多機能
型ケージド化合物へ研究を展開する上では
大きな問題点であった。しかし、合成を進め
た結果、今までとは異なる合成経路を用いる
ことで、8-Alk-Bhc 基の 7 位のヒドロキシル
基に機能性分子を導入することに成功した。
これにより、細胞膜透過性光分解性保護基を
多機能型ケージド化合物へ応用する道が開
けた。現在、この分子に関し、Bhc 基の 4 位
をジアゾ化するところまで合成が進んでお
り、将来的にはリン酸基を持つ化合物（cAMP、
IP3 等）と反応させることで、それらのケー
ジド化合物へと応用できればと考えている。 
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