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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内に人工的な空間(人口オルガネラ)を作製した。この人工オルガネ
ラを用いて細胞内の特定のタンパク質を取り込むことにより、その機能を高速に不活性化する技術の開発に成功
した。また逆にあらかじめ人口オルガネラ内に閉じ込めておいたタンパク質を放出することで、その機能を高速
に活性化することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed protein-based synthetic organelles in living mammalian 
cells. Chemogenetic protein-releasing/trapping system into the synthetic organelle was developed. 
Protein activity was inactivated by trapping into the synthetic organelles due to the isolation from
 the substrates. Releasing of the proteins from the synthetic organelles resulted in the activation 
of the downstream signaling. 

研究分野： ケミカルバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、さまざまな細胞内のタンパク質の機能を自由に制御することが可能になった。本技術は、基礎的
な細胞生物学における研究ツールだけではなく、幹細胞の分化制御や細胞治療などへの応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は細胞内で起こる現象の中心を担う重要な分
子である。これまで、試験管内での生化学的な解析から、ど
のタンパク質がどのような反応をするか、相互作用をするか
という情報が数多く得られている。一方で、生きた細胞内に
おいてタンパク質がどのように働いているかを知るために
は、機能を調べたいタンパク質を任意のタイミングで活性化
あるいは不活性化し、リアルタイムイメージングで細胞の動
態や分子活性を追跡する必要がある。有機小分子を用いてタ
ンパク質を操作する化学遺伝学は、タンパク質の活性をコン
ディショナルに操作する手法として近年注目されている。化
合物で操作するための原理としては、スプリットタンパク質
や、アロステリック操作、立体障害の導入などがある(図 1)
が、いずれの場合も分子設計の際にタンパク質の立体構造情
報が必要である。また、仮に構造情報が得られた際にも、活
性をうまく制御できるような融合タンパク質を得るために
はさまざまな構造のものを用意し、最適化する必要がある。
したがって、構造に依存せず、機能を調べたいタンパク質に
応じて簡便に作製できる化学遺伝学ツールを作ることがで
きれば、生命科学において大きなブレークスルーとなる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、構造に依存せず、機能を調べたいタンパク質に応じて簡便に作製できる化学遺伝
学ツールの作製を目指した。これを実現するために、細胞内にメンブレンレスオルガネラを作り
出し、小分子化合物の添加によってタンパク質を取り込んだり放出したりするシステムを考案
した(図 2)。細胞内に作製した人工的な空間内にタ
ンパク質を取り込めば、そのタンパク質が本来の反
応基質や相互作用する相手と切り離すことが可能
であるため、機能を阻害することが可能になる。ま
た逆に、人工的な空間の中からタンパク質を任意の
タイミングで放出することができれば機能を活性
化できると考えられる。本戦略は非常にシンプルで
ありながら、構造によらずさまざまなタンパク質に
応用できると期待される。 
 
３．研究の方法 
細胞内でメンブレンレスオルガネラを構築す

るために、オリゴマータンパクを連結すること
とした(図 3A)。この融合タンパク質を人口オル
ガネラ形成ドメインとし、これをコードするプ
ラスミド DNA を作製し、リポフェクションによ
って細胞に導入し、発現させた。また、狙った
タンパク質を取り込むために、化合物誘導二量
体化法(CID)を用いることとした。人口オルガネ
ラ形成ドメインに FRB を融合した。取り込ませ
るタンパク質には FKBP を融合した(図 3B)。タ
ンパク質を放出するためのシステムとしては
TEV プロテアーゼを使用した。具体的には、人口
オルガネラ形成ドメイン、FRB にさらに切断配
列を介してタンパク質を導入した。また、FKBP
に TEV プロテアーゼを融合した。これらをコー
ドするプラスミドを細胞に導入し発現後、ラパ
マイシンを添加することで、TEV プロテアーゼ
と基質配列が近接し、切断が起こることを期待
した(図 3C)。 
 
 
４．研究成果 
まず、赤色蛍光タンパク質(RFP)をモデルと

し、これを取り込むシステムを検討した。人口
オルガネラドメインに FRB を融合したタンパク質と、FKBP-RFP を細胞内に発現させた。これを
共焦点レーザー走査顕微鏡で観察すると、細胞内に人口オルガネラが輝点として見られた。FKBP-
RFP はサイトゾルに拡散している様子が見られたが、ラパマイシンを添加すると、人口オルガネ

 

図 3. 研究の方法 (A)人口オルガネラの設計 
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図 1. 既存の化学遺伝学 (A)
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図 2. 人口オルガネラを利用したタン

パク質機能制御 
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ラに取り込まれることがわかった。FKBP-RFP に Vav2 や Sos1 といったグアニンヌクレオチド交
換因子を結合させると、ラパマイシン添加によって取り込むことでこれらの下流シグナルを不
活性化することができた。 
BFP をモデルタンパク質として、放出システムを開発した。融合タンパク質を発現させ、共焦

点レーザー走査顕微鏡をイメージングによって解析した結果、BFP の蛍光は起点として観察され、
人口オルガネラ内に存在することがわかった。この細胞にラパマイシンを添加すると起点上に
見られた蛍光は減少し、BFP 蛍光が拡散する様子が見られた。また、ウェスタンブロッティング
によって解析を行うと、BFP のバンドの分子量が変化した。これらのことから、ラパマイシン添
加によって TEV 切断が起こり、その結果人口オルガネラ内からタンパク質の放出が起こったと
考えられる。BFP の箇所に Vav2 や Sos1 といったグアニンヌクレオチド交換因子を結合させる
と、ラパマイシン添加によって放出が起こり、これらの下流シグナルを活性化することができた。 
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