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研究成果の概要（和文）：生きた細胞内の特定の酵素活性を光刺激によって特定の場所・時間において変調さ
せ、その細胞応答を観察できれば、標的酵素の未知の生理機能の解明に繋がると期待される。本研究では、独自
に開発した光可逆的蛋白質ラベル化技術を利用して、特定の細胞内酵素活性を光制御する技術の開発に取り組ん
だ。最初の標的分子として、上皮成長因子受容体（EGFR）を選択したが、設計した光応答性分子の合成が難航し
たため、標的キナーゼをPINK-1に変更した。光応答性プローブの開発により、PINK-1の細胞内局在の光制御シス
テムの開発に成功し、PINK-1の主要な生理機能の一つであるマイトファジーを自在に光制御することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Optical modulation of specific enzyme activity in a living cell can lead to 
elucidating unknown physiological functions of the target enzyme. We tried to develop techniques for
 photo-regulation of specific intracellular enzyme activities using our developed photoreversible 
protein labeling technology. First, epidermal growth factor receptor (EGFR) was selected as the 
target molecule, due to the difficulty in synthesizing the designed photoresponsive molecule, the 
target was changed to a mitophagy-related kinase, PINK-1. We succeeded in developing a 
photoregulation system of the subcellular targeting of PINK-1 and in optically inducing mitophagy 
through the phosphorylation by PINK-1.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質ラベル化技術　リン酸化酵素　光薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の酵素活性を光制御する技術は、基礎生物学から医学・薬学に至るまで幅広い領域の研究で活用できる重
要な基盤技術となり得る。本研究で得られた成果は、開発した手法が単に特定の酵素の機能を制御する手法を提
供するだけでなく、他の酵素・タンパク質にも応用可能な普遍的な技術であることを示している。今後、標的蛋
白質（PINK-1）の未知の機能の解明や、より詳細な細胞内シグナル伝達機構の解明に繋がることが期待される。

※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 
 
生体内での酵素の働きを調べる手法として、阻害剤等の薬物を用いて活性を阻害する薬理学
的手法が汎用されている。しかしながら、薬物が標的酵素に対して選択性に乏しい場合は、生体
応答がどの酵素によるものなのかは分からない。別の手法としては、標的酵素を遺伝子レベルで
操作し、その発現レベルや活性を変調させる遺伝学的手法がある。この手法は遺伝子発現にある
程度の時間を必要とするために、その間に他の蛋白質による活性の補償作用等が誘導される可
能性がある。それゆえ、特定の酵素活性を細胞内で瞬時（秒単位）に変調できれば、生体応答の
高速観測によって標的酵素の未知の機能を解明できる可能性が高い。そのために有用な手段の
一つが光を利用する方法であり、光を用いて化合物の生理活性を制御可能な「ケージド化合物」
などは古くから用いられている。より最近では、光応答性蛋白質を用いた「オプトジェネティク
ス」が生きた動物個体内の神経活動を光で可逆的に制御する手法として非常に大きな注目を集
めている。すなわち、光によって特定の酵素活性を制御することができれば、従来の薬理学的手
法や遺伝学的手法に対して、標的分子への選択性、時間分解能、空間分解能などの優位性を併せ
持つ技術になることが期待される。 
研究代表者はこれまでに特定の蛋白質を生きた細胞内において機能性分子でラベルする「蛋
白質ラベル化技術」を開発してきた（S. Mizukami et al., Acc. Chem. Res. 2014, 47, 247な
ど）が、最近では光可逆的な蛋白質ラベル化技術の開発に取り組んでいる。この技術において、
タグ蛋白質としては大腸菌由来ジヒドロ葉酸還
元酵素（eDHFR）を選択し、リガンドにはeDHFRに
結合するメトトレキセート(MTX)をフォトクロミ
ズムを示すように改変し、光照射によって可逆的
に着脱可能な低分子リガンドazoMTXを開発した
（図1，T. Mashita et al., ChemBioChem 2019, 
20, 1382）。azoMTXは熱平衡状態のE体ではeDHFR
から解離し、光照射によってZ体に異性化すると
eDHFRへの親和性が増大する。この光制御過程は
可逆的かつ繰り返し可能である。そこで、本技術
を用いた細胞内酵素活性の光制御技術の開発を
立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、独自の光可逆的蛋白質ラベル化技術をもとに「特定の酵素活性を光制御する技術」
を開発する。具体的な標的酵素としては、細胞内キナーゼを選んだ。ヒトゲノム中には約 500種
類のキナーゼがあるとされ、特定の細胞内キナーゼの活性調節技術は細胞内の複雑な分子ネッ
トワークを解明するための強力なツールになると期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では標的キナーゼとして、（１）上皮成長因子受容体（EGFR）、（２）マイトファジーに
関わる PTEN 誘導キナーゼ 1（PINK1）を選択し、その光制御を試みた。PINK1/Parkin 経路におい
て、PINK1 は損傷ミトコンドリアの外膜上に蓄積することで、E3 ユビキチンリガーゼ Parkin
をミトコンドリア上に誘導・活性化し、マイトファジーを誘導する。そこで、PINK1 をミトコン
ドリア上に光で誘導することで、マイトファジーを人工的に誘導するシステムを構築した。 
 
 
４．研究成果 
（１）EGFR の阻害剤であるゲフィチニブ、azoMTX をリンカーで連結させた光応答性蛋白質二量
化化合物を合成した。現在、細胞を用いたアッセイシステムの構築中である。 
 
（２）HaloTag リガンドとフォトクロミック eDHFR リガンド(azoMTX 誘導体)を連結させた光可
逆的蛋白質二量化剤 pcDH を設計し、その合成を行った。pcDH は逆相 HPLC によって生成し、そ
の純度および構造は NMR および質量分析によって確認した。続いて、用いる PINK1 の構築を行っ
た。 PINK1 の細胞質ドメイン（PINK1Δ1-110、cytPINK1 と呼ぶ）に蛍光蛋白質 mOrange および
eDHFR を連結させた融合蛋白質（cytPINK1-mOrange2-eDHFR）のプラスミドを構築した。また、
HaloTag をミトコンドリア外膜上に発現させるために OMP25 と融合させた Halo-OMP25 のプラス
ミドを構築した。さらに Parkin を可視化目的で蛍光蛋白質と融合させた miRFP670nano-Parkin
のプラスミドも構築した。cytPINK1-mOrange2-eDHFR、miRFP670nano-Parkin、Halo-OMP25 を HeLa

 
図 1. azoMTX に基づく光可逆的蛋白質ラ
ベル化システム 



細胞に共発現させ、pcDH で細胞を処理した。当初、cytPINK1-mOrange2-eDHFR は細胞質に広がっ
ていた。紫色光を照射すると、cytPINK1-mOrange2-eDHFR はミトコンドリアに速やかに移行した。
一方、miRFP670nano-Parkin は少し遅れて、ミトコンドリア上に徐々に蓄積した。緑色光を照射
した場合、cytPINK1-mOrange2-eDHFR のミトコンドリア移行も miRFP670nano-Parkin の蓄積もほ
とんど見られなかった。共局在解析により、紫光照射による cytPINK1 への細胞内局在と、その
後の Parkin の集積部位が一致していることが示された。pcDH 非存在下では、照明波長に関わら
ず、cytPINK1-mOrange2-eDHFR および miRFP670nano-Parkin のミトコンドリア上への蓄積は見ら
れなかった。 
 さらに、光照射によりマイトファジーが誘導されたかどうかを検証した。cytPINK1-mOrange2-
eDHFR、miRFP670nano-Parkin、Halo-OMP とともに、微小管結合タンパク質軽鎖 3 (LC3)と蛍光蛋
白質の融合蛋白質である mEGFP-LC3 を共発現させた。細胞を pcDH で処理した後、紫色光照射を
行うと、cytPINK1-mOrange2-eDHFR および miRFP670nano-Parkin のミトコンドリアへの集積とと
もに、mEGFP-rLC3B のいくつかの蛍光点が miRFP670nano-Parkin の蛍光シグナルと共局在した。
紫色光照射なしでは、miRFP670nano-Parkin と mEGFP-LC3B の共局在はほとんど観察されなかっ
た。以上により、細胞内キナーゼ PINK1 の光制御により、マイトファジーの人工誘導が達成でき
たと考えられる。 
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