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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム編集技術と、局在性リガンドによるタンパク質局在移行誘導技術
「SLIPT」を融合することで、細胞内在性タンパク質を操作する新しい汎用的手法の開発に取り組んだ。本研究
ではまず、細胞膜特異的な局在移行のための新規タグタンパク質（iK6-DHFR）を開発し、このタグタンパク質を
標的内在性タンパク質にノックインするゲノム編集プロトコルを確立した。この手法をcRafに適用し、局在性リ
ガンドmDcTMPを用いることで、iK6-DHFRを融合した内在性cRafの細胞膜移行とcRaf/ERK経路の活性化を誘導でき
ることを実証した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work was to develop a new general method for controlling 
endogenous proteins in living cells. To this end, we took an approach to combine a CRISPR/Cas9-based
 genome editing technique with our previously established SLIPT (self-localizing ligand-induced 
protein translocation) method. We first developed a novel engineered dihydrofolate reductase, termed
 iK6-DHFR, as a protein tag that can be recruited specifically to the plasma membrane (PM) in the 
presence of a previously reported PM-localizing ligand, mDcTMP. We then established a gene-knock-in 
protocol to generate cell lines in which a genome-encoded protein of interest is fused in-frame to 
the iK6-DHFR tag and fluorescent protein. Using cRaf as a target protein, we demonstrated the 
PM-recruitment of the iK6-DHFR-tagged endogenous cRaf by mDcTMP, which led to the activation of the 
endogenous Raf/ERK pathway.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 局在性リガンド　ゲノム編集　細胞内在性タンパク質　タンパク質工学　シグナル制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、細胞内在性タンパク質の局在と活性を化合物でコントロールすることを可能にする汎用的な手法を開
発するものである。このような技術は、細胞や疾患のメカニズムの解明のためのツールとして有用であるばかり
でなく、再生医療や細胞治療など、細胞機能の人工制御が基盤となるさまざまなバイオメディカル分野への応用
が期待される。

※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 
細胞の機能や疾患のメカニズムを解明する上で、細胞内のシグナルタンパク質を人為的に制
御する手法の重要性が高まっている。これまでに、小分子によって活性化されるキナーゼ FAK
（Nat. Biotechnol., 2010, 28, 743）や、光で活性化するキナーゼMEK（Science, 2017, 355, 836）な
ど、化合物や光で機能を操作できる人工シグナルタンパク質が報告されている。他にも欧米を中
心にさまざまなシグナルタンパク質制御ツールが開発されているが、それらのほとんどは、細胞
内に遺伝子導入して使用する外来発現タンパク質ベースのツールである。それらの有用性につ
いて疑う余地はないものの、細胞に発現させて使用するツールでは、その人工タンパク質の過剰
発現による細胞内環境への非生理的な摂動（例えば、カウンターパートとなる内在性シグナル分
子との競合や、初期状態でのシグナルの漏れなど）が避けられない。したがって、発現タンパク
質ツールとは相補的なアプローチとして、細胞内在性のシグナルタンパク質を人為的に制御す
る技術の拡充が求められている。 
細胞内在性タンパク質の機能を制御する手法としては、小分子阻害剤やアゴニストを用いた
アプローチが最も一般的である。しかし、標的特異的な阻害剤やアゴニストは今なお極めて限ら
れている。したがって、さまざまな内在性シグナルタンパク質の機能を人為的に制御することの
できる汎用性の高い手法を創出できれば、生命現象に関与するタンパク質そのものを操ること
でその機能を解明・制御する新しい強力な生命研究アプローチが切り拓かれるものと期待され
る。またこのような内在性タンパク質操作技術は、再生医療や細胞治療など、バイオメディカル
分野への応用も期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内在性シグナルタンパク質を操作することのできる汎用的な新技術を開発
することを目的とする。特に本研究では、内在性タンパク質の細胞内局在を化合物で操作する化
学遺伝学技術を開発し、内在性のシグナル分子やシグナル経路を人為的に活性化・制御すること
のできる新基盤技術を構築する。 
 
３．研究の方法 
本研究の基盤となるのが、申請者らが独自に開発した「局在性リガンド」の手法である（JACS, 

2013, 135, 12684）。局在性リガンドは、細胞内の特定のオルガネラや膜領域に自発的に局在化す
るように設計した合成リガンドで、これを用いることで、細胞内の標的タンパク質（リガンド結
合タンパク質）を細胞質から特定の（局在性リガンドが指定する）場所へ移行させることができ
る。本手法は、標的タンパク質の局在を化合物（局在性リガンド）一つで変えることのできる技
術であり、「SLIPT（self-localizing ligand-induced protein translocation）」と呼んでいる。例えば、申
請者はこれまでに、大腸菌ジヒドロ葉酸還元酵素（eDHFR）に対する細胞膜内膜局在性リガンド
（mDcTMP）を創製した（ACS Chem. Biol., 2020, 15, 837）。これを用いると、eDHFR 融合タンパ
ク質を細胞質から細胞膜内膜（とゴルジ体）へ移行させることができ、その局在移行をトリガー
として下流シグナルを活性化・制御することができる。そこで本研究では、SLIPT法とゲノム編
集技術を融合するというアプローチを展開することにした。標的となる細胞内在性タンパク質
に対してタグタンパク質（eDHFR など）をゲノム編集によりノックインし、そのタグ融合型内
在性タンパク質の局在を局在性リガンドで自在に操る新技術の開発・確立を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞膜特異的局在移行のための高汎用的な新規 eDHFR タグの開発。我々はこれまでに、
eDHFRの N 末端に Lys 残基の 6 回繰り返し配列を付加した「K6-eDHFRタグ」を開発している
（ACS Chem. Biol., 2020, 15, 1004）。これをタグタンパク質として標的タンパク質の N 末端に融
合すると、局在性リガンド mDcTMPの添加によって K6-eDHFR 融合タンパク質を細胞質から細
胞膜へ特異的に移行させることができる（ACS Chem. Biol., 2020, 15, 837）。しかし、この K6-eDHFR
タグは標的タンパク質の N 末端でしか機能せず、タンパク質の C 末端に導入すると細胞膜特異
性を失うことが明らかとなった。そこで本研究ではまず、eDHFR の結晶構造に基づいたプロテ
インエンジニアリングを展開し、eDHFR のループ領域に K6 タグを挿入したループ改変型タグ
タンパク質「iK6DHFR」を創製した。は、標的タンパク質の N 末端、C 末端、さらにはドメイン
－ドメイン間などに融合しても細胞膜特異的な局在移行を実現する高汎用的な SLIPT タグとな
ることを実証した。本成果については、現在、論文投稿中である。 
 
（２）内在性タンパク質の C 末端へのノックイン法の確立。CRISPR/Cas9 による部位特異的ゲ
ノム切断とゲノム修復機構を利用することで、内在性タンパク質の C 末端に in-frame で上述の
iK6DHFR タグと蛍光タンパク質をノックインする手法を確立した。この手法を用いることで、
ERK の上流因子である内在性 cRaf の C 末端に iK6DHFR タグと mClover をノックインした細胞



 

 

（cRaf-mClover- iK6DHFR発現細胞）を樹立することに成功した。 
 
（３）iK6DHFR タグを融合した内在性 cRaf の化合物操作。上で得たノックイン細胞に局在性リ
ガンドmDcTMPを適用することで、iK6DHFRタグを融合した内在性 cRaf（cRaf-mClover- iK6DHFR）
の細胞膜移行を誘導することができ、さらにそれに伴って下流の Raf/ERK 経路が活性化される
ことを確認した（図 1）。このことは、SLIPTとゲノム編集技術を融合することで、細胞内在性シ
グナル分子の局在と活性の化合物操作が実現できることを実証している。また同様のアプロー
チで、BRafに iK6DHFRタグをノックインした細胞も樹立することに成功した。cRafと BRafと
いうそれぞれのアイソフォームの機能の違いについては不明な点が多い。そのため、我々は樹立
したノックイン細胞を用いることで、内在性 cRafと BRafの機能解析を進めている。 
 

 
図 1：内在性 cRafの局在移行誘導と ERK活性化。HeLa細胞の内在性 cRafに対して mCloverと
iK6DHFRをノックインし、そのタグ融合型 cRafを mDcTMP（5 µM）によって細胞膜へ移行させ
た（データは 5分後の画像）。この局在移行に伴って mCherry-ERKが核へ移行する様子が確認さ
れ、ERK経路が活性化したことが示された。スケールバー, 10 µm. 
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第92回日本生化学会大会

第57回日本生物物理学会年会（招待講演）

吉井 達之, 沖 超二, 中村 彰伸, 築地 真也

Shinya Tsukiji

沖 超二, 吉井 達之, 築地 真也

田原 海, 波多野 結香, 吉井 達之, 築地 真也
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第9回CSJ化学フェスタ
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

化学的アプローチによるタンパク質局在の光操作

Chemical control of protein localization in the multimolecular cellular space

細胞機能の制御と解明のための新しい光化学遺伝学ツールの開発

高効率なタンパク質局在制御のための第二世代SNAP-SLIPTシステムの開発

 １．発表者名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

新学術領域研究「分子夾雑の生命化学」第2回関東地区シンポジウム

新学術領域研究「分子夾雑の生命化学」第2回関東地区シンポジウム

新学術領域研究「分子夾雑の生命化学」第2回関東地区シンポジウム

Resonance Bio International Symposium（国際学会）

田原 海, 波多野 結香, 吉井 達之, 築地 真也

沖 超二, 吉井 達之, 築地 真也

Shinya Tsukiji, Akinobu Nakamura, Choji Oki, Tatsuyuki Yoshii
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築地 真也

 ４．発表年

 ４．発表年
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 １．発表者名

 １．発表者名

高効率なタンパク質局在制御のための第二世代SNAP-SLIPTシステムの開発

細胞機能の制御と解明のための新しい光化学遺伝学ツールの開発

SLIPT and photoSLIPT: chemical and optochemical tools for controlling protein localization in living cells
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2nd WPI-NanoLSI Special Seminar -Frontiers in Chem-Bio-（招待講演）

8th Annual Winter q-bio conference（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Akinobu Nakamura, Choji Oki, Gembu Maryu, Tatsuyuki Yoshii, Michiyuki Matsuda, Kazuhiro Aoki, Shinya Tsukiji

鈴木 祥央, 吉井 達之, 築地 真也

田原 海, 波多野 結香, 吉井 達之, 築地 真也

Shinya Tsukiji

第７回将来を見据えた生体分子の構造・機能解析から分子設計に関する研究会

第７回将来を見据えた生体分子の構造・機能解析から分子設計に関する研究会
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

Multiplexed chemical control of signaling pathways in living cells by orthogonal self-localizing ligand (SL)-induced protein
translocation (SLIPT)

ゲノム編集と局在性リガンドによる細胞内在性タンパク質操作技術の開発

SNAP-tagを用いた第二世代ケモジェネティック局在制御システムの創製

SLIPT: a chemical approach for controlling protein localization and mammalian cell signaling
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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日本化学会第100春季年会

日本薬学会第140年会

田原 海, 波多野 結香, 吉井 達之, 築地 真也

田原 海, 波多野 結香, 吉井 達之, 築地 真也

沖超二、中村彰伸、吉井達之、築地真也

澤田隼佑、中村彰伸、吉井達之、築地真也

第82回日本生化学会中部支部例会・シンポジウム

第82回日本生化学会中部支部例会・シンポジウム
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

改良型SNAP-tag局在移行システムの開発と応用

高効率なシグナル制御のための第二世代SNAP-SLIPTシステムの開発

合成小分子による細胞内生体分子の光活性化技術の開発

細胞膜インナーリーフレット特異的にタンパク質を誘導する局在分子ツールの創製

 １．発表者名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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第82回日本生化学会中部支部例会・シンポジウム

第82回日本生化学会中部支部例会・シンポジウム

生体機能関連化学部会若手の会第30回サマースクール

生体機能関連化学部会若手の会第30回サマースクール

中村彰伸、澤田隼佑、沖超二、吉井達之、市橋裕樹、小松徹、浦野泰照、築地真也

沖超二、中村彰伸、吉井達之、築地真也

鈴木祥央、生田雅裕、中村彰伸、吉井達之、築地真也
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 ２．発表標題

鈴木祥央、生田雅裕、中村彰伸、吉井達之、築地真也

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

プロテアーゼ分解性および非分解性局在性リガンドによる細胞内シグナル活性化時間制御

光応答性局在制御化合物による細胞内生体分子の時空間制御

タンパク質―小分子相互作用を動物細胞内で簡便に検出する手法の開発
 ２．発表標題

ゴルジ体膜局在を指標とした新規生細胞内タンパク質―小分子相互作用検出法の開発

 １．発表者名

 ２．発表標題
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 ３．学会等名

第12回バイオ関連化学シンポジウム

第49回中部化学関係学協会支部連合秋季大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

澤田隼佑、中村彰伸、吉川優、吉井達之、築地真也

築地真也

沖超二、中村彰伸、吉井達之、築地真也

澤田隼佑、中村彰伸、吉川優、吉井達之、築地真也

遺伝子・デリバリー研究会第18回夏季セミナー（招待講演）

第12回バイオ関連化学シンポジウム

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

細胞膜インナーリーフレットに結合する有機化合物の創製

生きた細胞内のタンパク質を動かすデリバリー化合物

ケージド局在性リガンドを用いた細胞内タンパク質の光制御

細胞膜内葉に特異的に結合する合成局在化モチーフの創製

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

第49回中部化学関係学協会支部連合秋季大会

第49回中部化学関係学協会支部連合秋季大会

沖超二、中村彰伸、吉井達之、築地真也

鈴木祥央、生田雅裕、中村彰伸、吉井達之、築地真也

Shinya Tsukiji

Choji Oki, Tatsukyuki Yoshii, Akinobu Nakamura, Shinya Tsukiji

ProbeFest 2018（招待講演）（国際学会）

日本化学会第99春季年会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

細胞内シグナルの光操作を指向したphotoSLIPTシステムの開発

局在移行を指標とした動物細胞内タンパク質―小分子相互作用検出

SLIPT: a chemical approach for controlling protein localization using self-localizing ligands

Controlling moleucles in cells by SLIPT (1): Optochemical, local signal activation at the single-cell level

 １．発表者名
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Akinobu Nakamura, Rika Katahira, Tatsuyuki Yoshii, Shinya Tsukiji

波多野結香、吉井達之、築地真也

 １．発表者名
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 ４．発表年

Controlling moleucles in cells by SLIPT (2): Chemical trapping of signaling molecules at endomembranes
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