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研究成果の概要（和文）：ケージド化合物は、生理活性物質を光制御することのできる有用な機能性分子である。一方
、照射する光が紫外光である場合や、合成過程で光分解を起こしやすいなどの問題がある。そこで、この問題を解決す
ることを目的として、本研究では、光受容タンパク質であるPYPとその新規リガンドである 2,4-ジヒドロキシ桂皮酸の
異性化反応を利用して、リガンドがPYPに結合したとき、光構造変換が促進されるシステムを構築する。

研究成果の概要（英文）：Caged compounds are useful functional molecules that can control its bioactivity. 
On the other hand, there are some problems that some of the compounds require UV irradiation or undergoes 
photodegradation during syntheses. Herein, to overcome these problems, we creat a novel photoconversion 
system using a photoreceptor protein, PYP, and its newly found ligand, 2,4-dihydroxycinnamic acid. In 
this system, the ligand binds to PYP and induces photoisomerization and the subsequent structural change 
upon irradiation with visible light.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 

光照射により構造変換する分子は、生体機
能を解析する化学ツールとして極めて魅力
的である。特に、ケージド化合物は、光分解
保護基を生理活性分子に組み込むことで、そ
の分子機能を高い時空間分解能で光制御で
きることから、生命科学研究において広く応
用されている。今日、ニトロベンジル系及び
クマリン系のケージド化合物は、小分子化合
物からタンパク質のような高分子に至る
種々の分子の活性部位の光制御に用いられ
ている。しかしながら、これらの化合物のよ
うに汎用されているものの多くは紫外線（紫
光）（300～400 nm）照射を必要とし、細胞
損傷や組織の光透過性が低いなどの問題が
あり、より長波長の光で構造変換できる分子
が求められている。一方、近年、長波長光で
光分解するケージド化合物が開発されつつ
ある。しかしながら、可視光により光分解す
る化合物は、光分解効率が高いものほど、で
きる限り暗所で合成・使用する必要があり、
このことは、実験を行ううえでの制限になる。
このため、通常は安定で、特定のタイミング
においてのみ光分解しやすいといった性質
を持つ化合物が望ましいものの、これは相反
する性質を同時に達成する必要があるとい
う問題点がある。そこで、本研究では、この
問題を解決するために、作用部位に到達する
までは、光分解が起こりにくく、作用部位に
到達して初めて可視光により、分解する新た
なコンセプトを持ったケージドシステムを
開発する。 

報告者は、紅色硫黄細菌由来の光受容タン
パク質である photoactive yellow protein 

(PYP) をタグタンパク質として用いて、標的
タンパク質を合成蛍光プローブにより標
識・イメージングする技術を開発してきた。
PYP タグは、125 アミノ酸からなる小タンパ
ク質であり、リガンドである桂皮酸やクマリ
ンの誘導体と 69 番目の Cys を介してチオエ
ステル交換反応により特異的に結合するこ
とが知られている。これまでに、遊離状態で
は非蛍光性であり、PYP タグと結合すること
で、蛍光強度を上昇させる所謂発蛍光プロー
ブを開発してきた。この発蛍光プローブによ
り、細胞膜上や細胞内のタンパク質を細胞の
洗浄操作を行うことなく、迅速かつ特異的に
標識・イメージングしてきた。本研究では、
PYP タグのリガンドの一つである、4-ヒドロ
キシ桂皮酸が PYP タグと結合した時の特徴
的な性質を応用することで、光照射により、
構造変換する分子システムの開発を行った。 

 

２．研究の目的 

 これまで主に紫外光で光分解するケージ
ド化合物が汎用されているもののきたが、生
物学的損傷を回避する観点や、厚みのある組
織での応用を考慮したとき、より長波長の光
により分解する化合物の開発が望まれてい
る。一方、化合物調整の観点から、作用部位

でのみ、可視光分解する化合物の開発ニーズ
が高まっている。本研究では、この新たなニ
ーズを満たし、既存のケージド化合物の問題
点を解決することを目的として、タンパク質
に結合したときのみ可視光を吸収し、それに
より構造変換する新規分子システムを構築
する。この目的を達成するために、光受容タ
ンパク質の一種である PYP を利用し、PYP

のリガンドである 4-ヒドロキシ桂皮酸の分
光学的性質に着目した。 

 本研究では、4-ヒドロキシ桂皮酸の特徴を
精査し、PYP と結合したとき可視光を吸収し、
その分子構造を変換する分子システムを構
築することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 PYP のバクテリア内における本来の役割
は、青色光（446 nm）をバクテリアが受けた
時、PYP と結合した 4-ヒドロキシ桂皮酸が
cis-trans 異性化反応を引き起こし、タンパク
質の構造変化が起こり、それがシグナルとし
て、最終的に細菌の光走化性反応に繋げてい
くことである。この現象において、報告者は、
以下の 3 点について着目した。 

・リガンドである 4-ヒドロキシ桂皮酸は、遊
離の状態では紫外光を吸収するのに対し、
PYPの Cys69 とチオエステル結合し PYP内
部に取り込まれるとその吸収スペクトルが
大きく変化し、青色光を吸収するようになる。
この青色光の吸収後、cis-trans 異性化反応を
引き起こす。 

・リガンド結合部位周辺のアミノ酸に変異を
導入すると、変異させるアミノ酸の種類によ
って、桂皮酸の吸収波長が更に長波長化する。 

・化合物としての 4－ヒドロキシ桂皮酸エス
テルは、2 位にヒドロキシ基を有するとき、
光照射により cis-trans 異性化が起こるだけ
ではなく、その後に環化反応が起こりエステ
ルが分解しクマリン環が生成する。 

このことから、2 位にヒドロキシ基を有す
る桂皮酸を PYP リガンドとして設計するこ
とで、リガンドが PYP に結合したとき青色
光で励起され、異性化反応後、リガンドと
PYP のチオエステル結合が切断されクマリ
ンが生成し、PYP から解離すると考えた（図
１）。更に、変異体を利用することで、PYP

に結合した分子の更なる長波長光励起が期
待できる。 

 

 

図 1. a) PYP に結合した 4-ヒドロキシ桂皮酸
の青色光による異性化反応。b) 2,4-ジヒド
ロキシ桂皮酸の光環化反応。 
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 PYP のリガンド合成は、WSCD HCl、HOBt、
TEA を用い、2,4-ジヒドロキシ桂皮酸とチオ
フェノールを DMF 中で縮合させた。反応物を
酢酸エチルで抽出後、ブライン及び Na2SO4で
処理し、溶媒除去後、高速液体クロマトグラ
フィーにて精製した。得られた化合物を DHCA
と命名した。DHCA は、1H-NMR、13C-NMR 及び高
分解能質量分析法（CI）にて同定した。 
 PYP 変異体である PYP E46Q は、Quikchange
（アジレントテクノロジー社）により、プラ
イマーとして 5’-ACAACGCCGCGCGCAGGGCGACA 
TCAC-3’及び 5’-GTGATGTCGCCCTGCGCGGCGTT 
GT-3’ を 、 テ ン プ レ ー ト DNA と し て
pET21b-His-PYPwt を用い、作成した。また、
PYP R52A に関しては、プライマーとして    
5’-GGCGACATCACCGGCGCGGACCCGAAGCAG-3’
及び 5’-CCGCTGTAGTGGCCGCGCCTGGGCTTCGTC 
-3’を用い、E46Q 変異体と同様の方法で作成
した。また、PYPwt 及び PYP E46Q のタンパク
質は、大腸菌 BL21(DE3)において発現させた。
まず、それぞれの遺伝子で大腸菌をトランス
フォームし、37℃で培養後、100 µM IPTG を
添加し、発現誘導を行った。このとき、培養
温度を 20℃に低下させ、オーバーナイトで培
養した。その後、遠心操作により大腸菌を回
収後、超音波により破砕した。破砕液を遠心
し、可溶性画分を回収した。次に、可溶性画
分を Ni 錯体が固定された樹脂（ノバジェン
またはロシュ）に添加し、タンパク質を吸着
後、イミダゾール溶液により溶出し、ゲル濾
過（Superdex 75）により精製を行った。 
 DHCA と PYP の結合反応は、紫外可視分光光
度計（UV-2450、島津製作所）を用いて観測
した。また、光照射実験は、キセノン光源
（MAX-302、朝日分光社）を用いて行った。
環化反応の形成は、蛍光分光計（F-4500、日
立ハイテクサイエンス社）を用いて、蛍光強
度の上昇により確認した。 
  
４．研究成果 
（１）DHCA と PYPwt 及び各種変異体の結合反
応に関する検討 
 DHCAとPYPwtの結合反応を吸収スペクトル
を測定することにより確認した。4-ヒドロキ
シ桂皮酸は PYPwt に結合するとき、446 nm に
極大を持つ吸収ピークを示すことが知られ
ている。このため、4-ヒドロキシ桂皮酸誘導
体である DHCA も PYPwt に結合すると同様の
波長領域に吸収ピークを示すと考えた。まず、
DHCA 単独の吸収スペクトルを 37℃で測定し
たところ、360 nm 付近に大きな吸収ピークを
示した。次に、DHCA と PYPwt を 37℃で反応
させ、吸収スペクトルを測定したところ、4-
ヒドロキシ桂皮酸の時に比べ、レッドシフト
した 455 nm 付近に吸収極大を持つピークが
時間の経過とともに出現した。これに対し、
DHCA 単独のときには、そのような吸収ピーク
は確認されなかった。一方、DHCA 単独では、
経時的に 360 nm 付近のピークが減少するこ
とが確認された。このピークの減少は、温度

を 37℃から 25℃に低下させると、抑制され
た。このことは、37℃では、桂皮酸の二重結
合部分が熱異性化していることが示唆され
た。 
 次に、PYP のリガンド近傍にある Glue46 を
Glnに変異したE46Q変異体に関して検討した。
E46Q の変異は、4-ヒドロキシ桂皮酸が PYP に
結合した時の吸収極大波長を 15 nm レッドシ
フトさせることが報告されている。そこで、
DHCA に関しても、PYP E46Q に結合した時、
同様に吸収波長の長波長化が起こると考え
た。DHCA と PYP E46Q を反応させて、吸収ス
ペクトルを測定したところ、463 nm に吸収極
大波長が観測された。このことから、変異体
を用いることで、波長の長波長化が起こるこ
とが示された。一方で、その吸収ピークは時
間の経過とともに消失し、短波長側（＜380 
nm）の吸光度が増大することが示された。こ
のことから、E46Q の変異は、吸収スペクトル
の長波長化をもたらすものの、PYP タグとの
結合後に熱異性化を促進していることが考
えられた。 
 次に、リガンド結合部位の周辺に存在する
52 番目の Arg に着目した。R52A 変異の吸収
スペクトルへの影響を検討した。DHCA と PYP 
R52A を反応させ、吸収スペクトルを測定した
ところ、E46Q に比べ、より長波長の 465 nm
に吸収極大を持つピークを観測した。一方、
E46Q のときのように、その吸収ピークの減少
は観測されなかった。このことから、R52A の
変異導入により、熱異性化を促進することな
くリガンドの吸収波長の長波長化が可能で
あることが示された。 
  
（２）DHCA の光環化反応に関する検討 
 DHCA は、光環化反応を引き起こすと、7-
ヒドロキシクマリンが生成する。7-ヒドロキ
シクマリンは、蛍光性であるため、光照射後
に蛍光測定を行うことで、光環化反応を観測
することができる。 

 
図 2． DHCA の光環化反応の蛍光スペクトル
による観測。 
 
 そこで、DHCA と PYPwt を反応させ、450 nm
の光を照射し、蛍光測定を行った（図２）。
その結果、455 nm 付近に蛍光極大を持つピー
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クが観測された。この結果と前述の吸収スペ
クトルの実験結果から、DHCA と PYPwt は結合
し、光環化反応を引き起こしたと考えられる。
一方、DHAC 単独の状態に、同様に光照射した
ところ、蛍光強度の増大が観測された。DHCA
単独の吸収ピークは、360 nm 付近にあるが、
その吸収が大きく 450 nm 付近にも若干の吸
収を示す。この光吸収の結果、光環化反応が
起こったと考えられる。しかしながら、その
蛍光強度の増大度は、PYPwt 存在下の時に比
べ小さく、PYPwt は、DHCA の光環化反応を促
進したといえる。 
 

（３）結論 
 報告者は、光受容タンパク質とそのリガン
ドを利用することで、光構造変換を引き起こ
す化合物 DHCA を開発した。この技術のコン
セプトは、タンパク質と反応した時、光構造
変換が加速されるという新規なものである。
PYP への変異導入によって、DHCA の吸収波長
の長波長化が確認されており、今後変異導入
の最適化により、更なる長波長化が期待でき
る。また、変異導入による更なる長波長化に
より、DHCA 単独の吸収とのオーバーラップを
なくすことで、DHCA 単独での光構造変換を防
ぐことができると考えられる。 
 本システムは、分子の構造をタンパク質と
の結合と光照射によって制御できるもので
あり、生理活性物質のより高い時空間制御能
が可能であり、種々の生命現象への解明に有
用なツールを提供する。 
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