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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞内の分子機能・細胞内環境を制御する新しいシステムを構築し、「移植
細胞の保存時の生存能の維持と向上」、そして「移植後の細胞生存率の向上と機能維持」を目指すことを目的と
した。細胞内分子機能を制御するために、光感受性タンパク質を利用して、機能制御を行うべくデザインしたプ
ローブを作製した。これをもちいて細胞内分子の活性化制御を試みた結果、光による細胞内分子の活性化制御に
成功し、さらに外的ストレスに対する細胞傷害抑制効果を確認することができた。
本研究成果は今後新しい疾患治療技術として、細胞移植などの分野おいて重要な役割を果たすことが期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we tried to develop a new cell therapy system by using
 light-sensitive proteins to control cellular functions especially for cell survival.Akt is a key 
molecule for cell survival and protection against various stresses in many types of cells. 
Therefore, we developed the newly designed photo-activatable probe to control positively cellular 
Akt function (PA-Akt probe). PA-Akt which we made enabled cytosolic Akt to move to cell membrane by 
light illumination. With illumination blue light, PA-Akt successfully induced the activation 
(phosphorylation) of Akt and the downstream signals including GSK-3beta in hepatocytes. As a result,
 it conferred resistance hepatocytes against various stresses including oxidative stress and 
malnutrition.
Our cellular control system utilizing light-sensitive protein may provide a unique tool for the 
development of new therapies especially in the field of cell/organ transplantation.   

研究分野： 分子生物学、肝臓病態学、ストレス応答、臓器・細胞移植
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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 
近年、様々な疾患に対して ES 細胞/iPS 細胞
等を用いた再生医療の研究開発が盛んに行
われるようになり、これまでの移植治療に向
けた研究だけでなく、それを支えるための関
連技術の研究開発の必要性が増してきてい
る。 
糖尿病に対する細胞療法（膵島移植）などで
は、死体ドナーから膵臓を摘出し膵島を分
離・培養した後に門脈を経由して移植するこ
とで行われている。移植直後には IBMIR 
(immediate blood-mediated inflammatory 
response)と呼ばれる急性炎症により、多く
の移植細胞が失われ、その後も移植細胞の定
着のための足場、低酸素状態などの周囲環境、
そして持続する拒絶反応等により移植細胞
数および細胞機能は失われていく。また、移
植細胞のリソースを数少ない死体ドナーに
依存しているため、治療のタイミングを決定
することが困難で再移植のチャンスも低い。
このような状況下では、採取した細胞を可能
な限り生存能と機能を維持した状態で移植
し、移植後も同様に細胞の生存能・細胞機能
を持続させることが必要かつ克服すべき重
要な課題と考えられる。 
こういった背景により、移植細胞の移植後の
viability（生存能）、機能の維持あるいは向
上を非侵襲的、経済的かつ長期的にコントロ
ールできるシステムの構築が必要であると
考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
上記を達成するために、細胞内の分子機能・
細胞内環境を制御する新しいシステムを構
築し、「移植細胞の保存時の生存能の維持と
向上」、さらには「移植後生体内における細
胞生存率の向上と機能維持」を目指すことを
目的とした。特に今回、光感受性蛋白質の利
用を考案し、細胞に対して光を用いることで
物理的ストレスを与えることなく、移植細胞
の機能を光照射により随時コントロールし、
移植細胞を出来るだけ長期間有効に生存・機
能させるために必要な基礎的技術開発を行
った。 
 
３．研究の方法 
本研究に着手するに際して、ターゲット分子
として「Akt」を設定した。Akt は“生存シグ
ナル”として知られており、細胞増殖・細胞
成長・タンパク合成など細胞生存機能を担う
非常に重要な分子である。また、その活性化
機序が十分に研究されている。成長因子等の
刺激により PI3-Kが細胞膜に移動することに
より、Akt も細胞膜へ移動する。これにより、
PDK1 分子が Akt をリン酸化し活性化する。つ
まり、Akt は細胞膜へ移動することによって
活性化する。実際に、Akt を膜移動させるた
めにミリストイル化（myr;細胞膜への親和性
を向上させるシグナル）した Akt１変異体は、
Akt の恒常的に活性化することが可能である

ことが知られている。 
以上の理由から Akt をターゲットとし、この
分子を光照射により膜移動させ、光により
Akt 機能を制御するシステム確立を目指した。 
本研究では、(1)Akt 分子機能を光により制御
するためのプローブのデザインおよび作製、
(2) 同分子機能を細胞内でモニタリングす
るためのプローブのデザインおよび作製、
(1)および(2)各プローブの細胞レベルでの
機能評価、(3) 光刺激による Akt 活性化条件
の検討および下流シグナルの活性化の検討、
(4)光による Akt 分子活性化による細胞スト
レス抑制効果の検討、以上の段階に分けて研
究を進めた。 
(1)①Akt 分子機能を光により制御するため
のプローブ：光感受性蛋白質（植物由来）を
利用して、青色光の照射によって Akt を細胞
膜に移動させ、強制的に活性化させるデザイ
ン を 採 用 し 、 プ ロ ー ブ を 作 製 し た
(Photo-activatable (PA)-Akt プローブ)。 
(2)①Akt 分子機能モニタリングするための
プローブ：本研究は分子機能を光で制御する
試みの一方、細胞・臓器の生存能を直接示す
プローブの開発も必要ではないかと考えた。
そこで、Akt の活性化によって発光を示すプ
ローブの開発を試みた。 
(1)および(2)②各プローブの細胞レベルで
の基本的な機能評価：(1),(2)各プローブが
前述のデザインのもと作製された段階で、肝
細胞株に一過性導入を行い、基本的なプロー
ブ機能の確認を行った。十分な機能が得られ
ない場合には、(1),(2)①の段階に戻り、構
造・作製段階を再検討した。また、細胞への
プローブ導入方法についても最適化を試み
た。 
(3)光刺激による Akt 活性化条件の検討およ
び下流シグナルの活性化の検討:特に(1)プ
ローブについて、Akt が最もよく活性化する
光条件を照射する光の強度、時間・間隔等、
様々な条件を検討した。また、この Akt 活性
化制御による Akt下流シグナルへの影響につ
いても検討した。 
(4)光による Akt 分子制御による細胞ストレ
ス抑制効果の検討：移植細胞の生存能・機能
維持に向けた新しいシステムとしての可能
性を検討するため、細胞における外的ストレ
スを与え、光刺激でそのストレス障害が軽減
されるか（抵抗性を示すかどうか）について
の解析を行った。 
 
４．研究成果 
研究方法に記述した各段階について、下記の
通りの成果が得られた。 
 
(1)Akt 分子機能を光により制御するプロー
ブ 
①PA-Akt プローブは Akt の PH(Pleckstrin 
homology)ドメインをミリストイレーション
シグナル遺伝子: myr に置き換え、さらに myr
と Akt を分割した。myr は植物由来の光感受



性タンパク質 CIBN と、Akt はその結合相手
(CRY2)とそれぞれつなげた(図１)。さらに両
者には蛍光タグ等も付加させた。以上のデザ
イン通りに一対のプローブを作製した。青色
光を感知すると CRY2 は CIBN と複合体を形成
する特性を有しているため、青色光を照射に
より細胞膜に局在している CIBN と胞質内に
局在している CRY2-Akt の親和性が高まり、
CRY2-Akt が細胞膜近傍にとどまる。その結果、
Akt およびその下流分子が活性化を受けるこ
とになり、これが PA-Akt プローブの光によ
る活性化機序である。 
②PA-Akt プローブの基本的な機能は、まずプ
ローブの細胞内の動きによって確認した。こ
れは、プローブに蛍光タグが付加されている
ため蛍光観察が可能である。まず細胞株にプ
ローブを導入させ、青色光を照射したところ、
確かに CRY2-Akt に付加された蛍光(赤色)の
細胞内局在が細胞質から細胞膜へ移動する
様子が確認できた。次に、プローブを一過性
導入した肝細胞株に青色光を照射させ、ウエ
スタンブロット法によりプローブの Aktリン
酸化（活性化）を確認した。以上の解析から
PA-Akt プローブが細胞内で期待通りに機能
していることが確認された。 

 
(2)Akt 分子機能モニタリングするためのプ
ローブ 
①本プローブは、（分割させ、活性を失った）
ルシフェラーゼ C 末端と N 末端それぞれを、
Akt 基質、リン酸化ドメインに接続した構造
になっている。この構造により、Akt 非活性
化時には発光が起こらず、Akt が活性化され
ると 2つのペプチド（Akt 基質、リン酸化ド
メイン）の形状が変化し、それに伴い 2分割
したルシフェラーゼが再構成され、発光する。
この構造に基づいてプローブを作製した。さ
らに細胞導入試験結果をもとに、プローブは、
2 つのペプチドの形状変化を考慮しペプチド
同士をつなぐリンカーの長さを変えたもの、
および細胞内のプローブ局在を考慮したい
くつかの候補プローブを再デザインし、作製
した。 
②プローブの機能確認のための検討を肝細
胞株にて行った。前述のデザインに基づいて
作製したプロトタイプのプローブは、細胞へ
の一過性導入後、Akt 活性化誘導刺激（イン
スリン刺激）に対して明確な活性化（発光）
を示さなかった。これは、2 つのペプチドの

形状変化に適さない構造であったことと、プ
ローブ自体の細胞内での局在に原因がある
と考え、プローブのデザイン段階へ戻り再検
討をおこなった。 
再検討の結果、スペーサーとして入れたリン
カーが短いもの、同じくリンカーの短いもの
にミリストイル化シグナルを付加したもの、
そして、リンカーが長くミリストイル化シグ
ナルを付加したもの、以上３つを作製し、比
較検討した。これら３つのプローブを再度細
胞に導入し、インスリン刺激直後（内因性 Akt
のリン酸化が起こる条件）にサンプリングし
たサンプルをもちいてリン酸化をウエスタ
ンブロット法で検討した。その結果、すべて
のプローブで Aktの基質のリン酸化が引き起
こされていることを確認した。 
次に、インスリン刺激、または HGF 刺激によ
るプローブの発光を確認するため、まず、刺
激直後のサンプル（セルライセート）をもち
いて検討（ルシフェラーゼアッセイ）を行っ
た。インスリン、HGF 刺激ともに、ミリスト
イル化シグナルのついた型において、プロー
ブの活性化が検出された。続いて、生きた細
胞におけるプローブの発光モニタリングを
試みた。その結果、3 つのプローブの中で、
短いリンカーにミリストイル化シグナルを
付加したプローブの反応性が最も良いこと
が確認できた。これらの結果から、Akt の活
性化をモニタリングするプローブは、デザイ
ンの改良により機能性を示すものが確認で
きた。しかしながら、刺激に対する反応性が
十分得られていないため、細胞への導入・刺
激条件、測定方法等の検討が今後の課題とな
った。 
 
(3)光刺激による Akt 活性化条件の検討と下
流シグナルの活性化検討 
PA-Akt プローブの基本的機能性は確認する
ことができたが、光刺激による活性化は極め
て一時的なものであり、また一対のプローブ
の導入効率にも大きく影響されることが判
明した。そこで、一対のプローブが均等に発
現される PA-Akt プローブの安定導入株（肝
細胞株）を作製し、この細胞を用いて、本プ
ローブ活性化における最適な光照射条件検
討を試みた。その結果、Akt の光による活性
化制御には、最適な光の強度(図２)、照射時
間（パルス刺激による頻度）があることが明



らかとなった。 
次にこのプローブの活性化が、Akt の下流シ
グナルにも影響を与えているかどうかを検
討するために、Akt の下流に位置する
GSK-3beta のリン酸化を調べた。先に示した
PA-Akt プローブのリン酸化が効率的に誘導
された光条件において、GSK-3beta も同様に
リン酸化されていることが示された。これら
の結果から、PA-Akt プローブは光刺激によっ
て細胞膜近傍にその局在を移動させ、活性化
し、下流シグナルの活性化を引き起こすこと
が確認できた。 
 
(4) 光による Akt分子制御による細胞ストレ
ス抑制効果の検討 
細胞が外的ストレスに曝された際の傷害に
対して、光により活性化した PA-Akt が細胞
保護効果を示すか検討を行った。検討には肝
細胞における①低栄養状態および②酸化ス
トレスによる細胞傷害誘導刺激系を用いて
検討した。 
①細胞・臓器移植などにて不可避である細胞
ストレスとして、細胞を低栄養状態に曝した
際の細胞保護効果を評価した。細胞は栄養飢
餓培地で培養すると、時間推移とともに傷害
を受けた。これに対して栄養飢餓培地に変更
直後光刺激を施した群では、細胞傷害が有意
に抑制された。またこの細胞傷害抑制効果は、
光刺激を伸ばすと（頻度を増やすと）効果が
増加することも確認された(図 3)。 
②同様に、移植により惹起される酸化ストレ
スによる細胞傷害に対する評価も検討した。
酸化ストレス(H2O2)によって刺激すると、刺
激後約 8時間から肝細胞は顕著に傷害された
が、光刺激により細胞傷害は同様に抑制され
ることが分かった。 
以上の結果から、光刺激によって活性化制御
された PA-Akt プローブは、移植に関連する
ストレスから細胞傷害を抑制することが確
認できた。今後、さらに効果的な細胞保護効
果を得るために、光刺激の頻度と強度を検討
する必要がある。 
 
本研究は、光によって細胞内分子を制御しよ
うとする新しい分子制御技術の開発に挑ん
だものであり、成果として、細胞生存に重要

な Akt分子の活性化を制御することに成功し、
それによる細胞保護効果が誘導されること
を確認することができた。また、Akt 分子自
体の活性化状態を生きた細胞でモニタリン
グする新しいプローブツールの開発を進め
ることもできた。 
本研究成果は、今後、新しい疾患治療技術と
して、特に細胞療法、細胞移植などの分野お
いて重要な役割を果たすことが期待される。 
この技術は、保存や移植した細胞の傷害軽減、
生存能や機能維持を非侵襲的に、また、経済
的に行える可能性を持っている。あるいは、
光によるタンパク質分泌機能コントロール
が可能となれば、生体内局所において必要と
される生理活性物質の分泌させることも可
能と考えられる。このように、本技術は、細
胞・臓器移植にとどまらず、様々な細胞療法
への応用可能性を有している。 
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図3 光によるPA-Akt probeの活性化は、低栄養による
細胞傷害抑制効果を⽰した

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 h 8 h 24 h

LD
H
 r
e
le
as
e 
(4
9
0 
n
m
 O
D
)

no LS
LS‐1
LS‐2
LS‐3

0                     16 h

0            8       24 h

通常培地にて培養

栄養飢餓培地にて培養

栄養飢餓培地による培養（時間）

青色光
照射時間（頻度）

コントロール
(光刺激無)

－

光刺激‐1

光刺激‐2

光刺激‐3

High Low

コントロール

光刺激-1

光刺激-2

光刺激-3



3. 芳賀 早苗、菅野 憲、小澤 岳昌、尾崎 倫
孝 Evaluation of necroptotic cell 
death by monitoring RIP1/RIP3 
interaction in hepatocytes. BMB2015、
2015 年 12 月 2 日、神戸ポートアイラン
ド（兵庫県・神戸市） 

4. 尾崎 倫孝、芳賀 早苗、森田 直樹、伊 敏 
p62/SQSTM1 を基軸とした新たな肝臓・
肝細胞保護・機能維持法の探索、第 42
回日本臓器保存生物医学会学術集会、
2015 年 11 月 13 日、いわて県民情報交流
センター（岩手県・盛岡市） 

5. 芳賀 早苗、小澤 岳昌、森田 直樹、野
田 なつみ、尾崎 倫孝 “光”を利用し
た肝細胞機能制御技術の開発、第 22 回
肝細胞研究会、2015 年 6月 5日、米子コ
ンベンションセンター（鳥取県・米子市） 

6. 芳賀 早苗、小澤 岳昌、森田 直樹、野
田 なつみ、尾崎 倫孝 “ 光” を利用
した新たな細胞・臓器保存法の開発、第
41 回日本臓器保存生物医学会学術集会、
2014 年 11 月 28 日、千里ライフサイエン
スセンター（大阪） 

7. 芳賀 早苗、小澤 岳昌、森田 直樹、
野田 なつみ、尾崎 倫孝 高血糖およ
び脂肪化状態が肝虚血/再灌流傷害に及
ぼす影響 Impact of high glucose and 
steatosis  upon 
ischemia/reperfusion-induced liver 
injury in mouse.  第 87 回日本生化学
会、2014 年 10 月 16 日、京都国際会議場
（京都） 

8. 尾崎 倫孝、芳賀 早苗、野田 なつみ、
森田 直樹、小澤 岳昌 光イメージング
技術を用いた肝病態の解析、第 21 回肝
細胞研究会、2014 年 6 月 27 日、東京医
科歯科大学（東京） 

9. 芳賀 早苗、小澤 岳昌、山田 勇磨、森
田 直樹、野田 なつみ、尾崎 倫孝 
p62/SQSTM1 が制御する肝細胞障害機序
の解析、第 21 回肝細胞研究会、2014 年
6 月 27 日、東京医科歯科大学（東京） 

10. 尾崎 倫孝、芳賀 早苗、野田 なつみ、
森田 直樹、服部 満、小澤 岳昌 光を
応用した移植細胞機能・細胞環境のモニ
タリングと制御の試み 第114回日本外
科学会定期学術集会、2014 年 4 月 3 日、
京都国際会議場（京都） 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

芳賀 早苗（HAGA, Sanae） 

  北海道大学・大学院保健科学研究院・特任

講師 

 研究者番号：60706505 

 
(2)研究分担者 

小澤 岳昌（OZAWA, Takeaki） 

東京大学・大学院理学系研究科（理学部）・

教授 

 研究者番号：4030280 

 

(4)研究協力者 

尾崎 倫孝（OZAKI, Michitaka） 

 森田 直樹（MORITA, Naoki） 

 

 


