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研究成果の概要（和文）：　細胞内タンパク質局在の光制御法の確立を目指し、タンパク質タグに対する光応答
性環状リガンドの合成に取り組んだ。併せて、2種類のタンパク質タグを光照射依存的に会合・解離させること
が可能なフォトクロミックタンパク質二量化剤を開発した。この二量化剤を用いて生細胞内のタンパク質局在の
光制御を達成するとともに、マイトファジー誘導の光制御へと展開した。

研究成果の概要（英文）：To establish a method for photocontrol of intracellular protein 
localization, we attempted to synthesize photoresponsive cyclic ligands for protein tags. In 
addition, we developed a photochromic protein dimerizer that can induce association and dissociation
 of two types of protein tags in a light-irradiation-dependent manner. Using this dimerizer, we 
achieved optical control of protein localization in living cells and also applied this system in 
photoregulation of mitophagy induction.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 光応答性分子　タンパク質二量化　フォトクロミック　蛍光イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞内で多くのタンパク質は特定のタイミングで局在を変化させ、その機能を発現している。したがって、細
胞内タンパク質の局在制御法は複雑な生命機序を理解する上で強力な基盤技術である。しかし、既存の光操作技
術である光遺伝学（オプトジェネティクス）やケージド化合物を用いた化学的タンパク質二量化法では、二量体
形成の光可逆性などに課題が残されていた。本研究で開発したフォトクロミックタンパク質二量化剤を用いるこ
とで、細胞内タンパク質局在の迅速かつ可逆的な光制御、ならびに細胞内シグナル伝達の活性化を達成した。本
手法はタンパク質機能の解明に有用であり、今後、疾患の分子機構理解へと繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内で多くのタンパク質は特定のタイミングで局在を変化させ、その機能を発現している。
例えば前立腺がんに関連するアンドロゲン受容体は、リガンドが結合すると核内に移行して転
写因子として機能する。一方で、細胞膜内葉に移行して Srcキナーゼと相互作用すると下流のシ
グナル伝達経路を活性化する。つまり、同一のタンパク質であっても細胞内局在に依存して異な
る機能を発現する。したがって、特定のタンパク質の細胞内局在を人為的に操作することができ
れば、複雑な生命機序を理解する上で強力な基盤技術となる。 
 細胞内タンパク質局在の操作技術として、光受容タンパク質（CRY2など）を用いた光遺伝学
（オプトジェネティクス）がある。このシステムでは、光照射依存的に二量体を形成する光受容
タンパク質の 2 つのドメインを標的タンパク質に融合発現させることで、標的タンパク質間の
相互作用を光制御可能である。現在までに本手法を用いて、様々な生体機能（転写活性化・タン
パク質分解など）の光制御が達成されている。しかし、二量体の熱的解離の進行や、それを防ぐ
ための連続光照射、ならびに光受容タンパク質のドメインが比較的大きいことによる標的タン
パク質の機能阻害、などが課題として残されている。 
 一方で、有機小分子を利用したタンパク質二量体化の光制御法の開発も進められている。しか
し現状では、光解離性保護基（ケージド基）を有するタンパク質二量化剤によるタンパク質間相
互作用の制御のみが達成されており、光刺激に対して繰り返し応答可能なシステムの構築が望
まれている。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、タンパク質タグに対する光応答性小分子リガンドならびに二量化剤を開発し、細
胞内タンパク質局在の光可逆的制御法を確立する。さらに、タンパク質局在変化をきっかけとす
る細胞内シグナル伝達の光活性化法の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、フォトクロミック分子であるアゾベンゼンの構造をタンパク質タグのリガンド
構造に組み込むことで、タンパク質タグ間の二量体形成・解離を可逆的に光制御可能な技術を開
発する。 
 
（１）光応答性環状リガンドの開発 
 アゾベンゼンの光異性化を利用して異性体間の立体配座を大きく変化させることで、タンパ
ク質タグに対する結合親和性を異性体間で大きく変化させることができる。特に、大環状構造を
用いることで取りうる立体配座が制限されるため、片方の異性体のみが結合可能なリガンドを
創出できると期待した。天然物マクロライドと強く結合することが知られているタンパク質を
標的タンパク質として選択し、構造を単純化したアゾベンゼン含有環状リガンドを開発する。 
 
（２）フォトクロミックタンパク質二量化剤の開発と細胞内タンパク質局在の光制御 
 タンパク質タグに対するフォトクロミックリガンドと、共有結合性タンパク質タグ（HaloTag）
のリガンドとを連結したフォトクロミックタンパク質二量化剤を開発する。 
 HeLa 細胞の細胞質にフォトクロミックリガンドと結合するタンパク質タグを発現させ、同時
に HaloTagを細胞膜内葉・小胞体外膜・ミトコンドリア外膜・核に発現させる。細胞をフォトク
ロミック二量化剤で処理した後に、蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス観察を行う。観察中に光照
射することでタンパク質タグの局在が細胞質から HaloTag が発現している細胞区画へと変化す
る様子を観察する。 
 
（３）細胞内シグナル伝達の光制御 
 標的とする細胞内シグナル伝達として、PINK1/Parkin介在性のマイトファジーを選択した。細
胞質にキナーゼである PINK1 とタンパク質タグの融合タンパク質を発現させ、ミトコンドリア
外膜上へと光照射依存的に移行させることでマイトファジーの光誘導法を確立する。 
 
 
４．研究成果 
（１）光応答性環状リガンドの開発 
 天然物マクロライドと強く結合することが知られているタンパク質タグに対して、構造を簡
素化した光応答性環状リガンドを開発するために、総工程数 10段階の合成経路を立案した。設
計した合成経路に従い、残り 5段階で目的物が得られる中間体の合成を達成した。 
 



（２）フォトクロミックタンパク質二量化剤の開発と細胞内タンパク質局在の光制御 
 光応答性環状リガンドの開発と並行して、細胞内タンパク質局在の光制御法の構築に取り組
んだ。具体的には、タンパク質タグとして汎用されている大腸菌由来ジヒドロ葉酸還元酵素
（eDHFR）と共有結合性タンパク質タグ（HaloTag）とのヘテロ二量化を光制御可能なフォトク
ロミックタンパク質二量化剤 pcDHを開発した（図 1a）。pcDHは我々が独自に開発した eDHFR
に対するフォトクロミック阻害剤 azoMTX の誘導体と HaloTag リガンドとを連結した分子であ
る。azoMTX誘導体はアゾベンゼン構造を有しており、紫色光照射によりトランス体からシス体
へ、緑色光照射によりシス体からトランス体へと異性化する。この光異性化に伴う構造変化によ
り eDHFRに対する結合親和性を大きく変化させることが可能である。 
 HeLa 細胞の細胞質に eDHFRを近赤外蛍光タンパク質（miRFP670nano）との融合タンパク質
として発現させるとともに、細胞膜内葉や小胞体外膜、ミトコンドリア外膜に HaloTagを橙色蛍
光タンパク質（mOrange2）との融合タンパク質として発現させた。この細胞に対して pcDHを添
加した後に共焦点蛍光顕微鏡観察を行い、観察中に pcDHの異性化を誘起する光を照射した。期
待通り、紫色光を照射することで eDHFRが HaloTagの局在する区画へと移行する様子が観察さ
れ、続く緑色光照射によって eDHFRは再び細胞質全体に拡散した（図 1b）。ミトコンドリア外
膜上に HaloTag 融合タンパク質を発現させた系において、eDHFR と HaloTag の会合・解離の速
度を算出したところ、半減期はいずれの反応においても 1秒未満であり、既存のオプトジェネテ
ィクス技術と比較しても同等かそれ以上の早い応答を示すことが分かった。 
 
（３）細胞内シグナル伝達の光制御 
 pcDHを用いた細胞内タンパク質局在制御の可逆性・迅速性は細胞内シグナル伝達の制御に有
効であると考え、マイトファジーの光制御法の確立に取り組んだ。マイトファジーはミトコンド
リアの品質管理を担っている選択的オートファジーの一種であり、神経変性疾患やがん、発生に
関与している。PINK1/Parkin介在性マイトファジーの初期過程では、損傷により膜電位を消失し
たミトコンドリア上にキナーゼ（PINK1）が集積する。その後、E3 リガーゼである Parkin がミ
トコンドリア上へと動員され、
Parkin によるミトコンドリア上タ
ンパク質のユビキチン化が進行
することでファゴフォアの形成
が起こる。そこで、pcDHを用いて
PINK1を細胞質からミトコンドリ
ア上へと移行させることでマイ
トファジーを誘導できるのでは
ないかと考えた（図 2a）。 
 HeLa 細胞の細胞質に PINK1 と
eDHFRの融合タンパク質、ミトコ
ンドリア外膜上に HaloTagをそれ
ぞれ発現させた。また、HeLa細胞
には内在性の Parkin が存在しな
い、もしくは非常に発現量が低い
ため、トランスフェクションによ
り近赤外蛍光タンパク質との融
合タンパク質（miRFP670nano-
Parkin）として一過的に発現させ
た。pcDH を処理した細胞に対し
て紫色光を照射することで、
PINK1のミトコンドリア外膜上へ
の速やかな移行、それに続く

 

図 2．（a）pcDHを用いたマイトファジーの光制御の模式
図．（b）PINK1のミトコンドリア上係留時間を変えた際
の Pakin の局在変化の共焦点蛍光顕微鏡画像．（c）ミト
コンドリア上への Pakin の移行の定量評価．PCC: ピア
ソン相関係数． 

 

図 1．（a）フォトクロミックタンパク質二量化剤 pcDHの構造と細胞内タンパク質局在の光
制御の模式図．（b）pcDHを用いた生細胞内タンパク質局在の光制御．eDHFR融合タンパク
質が紫色光（405 nm）と緑色光（555 nm）の照射により細胞質－ミトコンドリア間を可逆的
に移行する様子の共焦点蛍光顕微鏡画像． 



Parkinの動員が観察された。さらに、PINK1をある一定時間後に細胞質に拡散させると、マイト
ファジー進行が顕著に誘導されないことが明らかとなった（図 2b,c）。おそらく、脱ユビキチン
化酵素による恒常性維持システムが機能しているためであると考えられる。 
 本研究では、細胞内タンパク質局在を操作するためのフォトクロミックタンパク質二量化剤
の開発、ならびに細胞内シグナル伝達を任意のタイミングで活性化する手法の開発を達成した。
本手法はタンパク質機能の解明に有用であり、今後、疾患の分子機構理解へと繋がると期待され
る。引き続き光応答性環状リガンドの開発を進めることで、より汎用性の高い光操作技術の構築
を目指す。 
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