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研究成果の概要（和文）：本研究では、生細胞内の特定のオルガネラや膜領域に自発的に局

在化する合成リガンド（「局在性リガンド」）を創製した。それらと蛋白質工学を融合する

ことで、細胞内蛋白質の局在移行やシグナル伝達をコンディションに誘導・活性化するこ

とのできる新しい細胞機能制御法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this work, we have designed and created synthetic self-localizing 
ligands that spontaneously localize to specific organelles or membrane regions in living 
cells. Using the ligands and protein engineering, we have developed a new cell control 
method that allows conditional induction of protein translocation and cell signaling in 
mammalian cells. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学 
キーワード：生物活性分子の設計・合成 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 合成小分子化合物を用いて細胞内の特定
の蛋白質やシグナル伝達経路を自在に（コン
ディショナルに）活性化することができれば、
生命現象の解明や創薬のための強力なアプ
ローチとなりうる。しかし、細胞機能制御を
指向した化合物開発においては、阻害剤の開
発がその中心的対象となっており、細胞内蛋
白質・シグナル伝達を活性化するための方法
論はまだ極めて少ないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
	
 細胞内では、多くの蛋白質がその居場所を
変えることで、それ自身や下流経路の活性化
を引き起こす。そこで本研究では、蛋白質の
居場所を部位特異的に変えることのできる

合成化合物を開発し、それと蛋白質工学的手
法を組み合わせることで、細胞内蛋白質の局
在移行やシグナル伝達をコンディショナル
に誘導制御可能な革新的なケミカルバイオ
ロジーツールを創製することを目指す。 
 
３．研究の方法 
	
 蛋白質の細胞内での居場所を変える化合
物というのは、その設計戦略自体がまだ未開
拓の状態にある。本研究では、研究代表者が
独自に考案した「局在性リガンド」という分
子コンセプトをもとに、この課題に取り組む。
局在性リガンドというのは、生きた細胞内の
特定のオルガネラや膜領域に自発的かつ選
択的に局在化するように設計した合成リガ
ンドである。局在性リガンドは、それ自身が
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局在化するばかりでなく、細胞内のその結合
蛋白質を細胞質からその局在化部位へ移行
連行することができる。本研究では、このよ
うな蛋白質の局在移行を誘導可能な局在性
リガンドをできるだけ多く創製し、それらを
用いた細胞内シグナル伝達誘導システムを
構築する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
４−１：局在性リガンドの開発	
 
	
 本研究ではまず、大腸菌由来ジヒドロ葉酸
還元酵素（eDHFR）の高親和性・高選択性
リガンドであるトリメトプリム（TMP）を対
象リガンドとして採用し、これを細胞膜イン
ナーリーフレット（iPM）やその他のオルガ
ネラに精密に局在化させるための基本分子
設計を確立することを目指した。さまざまな
検討の結果、ミリスチン酸−グリシン−システ
インからなる脂質化ペプチド骨格を用いる
ことで、iPM 上に自発的に局在化する TMP
リガンド「iPM-TMP」（図 1A）を創製する
ことに成功した。eDHFR と緑色蛍光蛋白質
（GFP）の融合蛋白質（eDHFR-GFP）を
HeLa 細胞に発現させ、その培養液に
iPM-TMP を添加したところ、最初は細胞全
体に発現していた eDHFR-GFP がリガンド
によって iPM へ移行することが確認できた
（図 1B）。これにより、局在性リガンドによ
って細胞内蛋白質の居場所をコントロール
できることを実証した。 
	
 また、他の脂質骨格を組み込んだ小胞体／
ゴルジ体局在性 TMPリガンド、DNA結合性
化合物を利用した核局在性 TMP リガンド、
タキソールを用いた微小管局在性 TMP リガ
ンドなど、さまざまなオルガネラを標的とし
た局在性 TMP リガンドを開発した。これら
は全て eDHFR-GFP の細胞内局在移行を誘
導できることを確認した。 
 
４−２：細胞内シグナル伝達活性化誘導シス
テムの構築 
	
 次に、上記の iPM-TMPを利用した細胞内
シグナル伝達誘導システムの構築に取り組
んだ。蛋白質キナーゼである Aktを最初の標
的として選び、Akt のキナーゼドメインに
YFP と eDHFR をタンデムに融合した合成
Akt（YFP-eDHFR-AktKD）を設計した（図 
2A）。これをNIH3T3細胞に発現させ、まず、
YFP-eDHFR-AktKDが iPM-TMPの添加によ
って細胞質から iPM 上へ移行することを確
認した。更に、この局在移行によってキナー
ゼドメインの 308番目のスレオニンと 473番
目のセリンの二カ所がリン酸化されること、
すなわち YFP-eDHFR-AktKD が活性化する
ことを確認した（図 2B）。iPM-TMP によっ
て活性化した YFP-eDHFR-AktKD は下流基
質である内在性 GSKのリン酸化を引き起こ 

図 1：局在性リガンドによる蛋白質局在移行
誘導 
(A) iPM-TMPの分子構造 
(B) iPM-TMPによる eDHFR-GFPの局在移
行の共焦点蛍光イメージ像 
 
すことも確認できた。この合成 Aktは通常の
血清刺激には応答せず、iPM-TMP によって
のみ活性化された。また、iPM-TMP は細胞
内在性の Aktには作用しなかった。以上の結
果は、YFP-eDHFR-AktKDを発現させること
で、iPM-TMP によってのみ活性化されるシ
ンセティックなAkt経路を生細胞内に構築で
きたことを示している。 
	
 eDHFR を他のシグナル蛋白質に融合する
ことで、Akt以外のさまざまなシグナル伝達
経路を活性化できるはずである。例えば、低
分子量 G蛋白質である Racに対する GEFの
Tiam1（YFP-eDHFR-Tiam1）を用いた場合、
iPM-TMPの添加によって内在性の Racが活
性化し、細胞運動（ラメリポディア形成）を
引き起こすことが示された。また、ホスホイ
ノシタイド（脂質）キナーゼである PI3Kを 



図 2：局在性リガンドによる細胞内シグナル
伝達制御 
(A) 合成 Akt経路のスキーム図 
(B) iPM-TMPによる合成 Akt経路の選択的
活性化（ウエスタンブロッティング解析） 
 
改変した mCherry-eDHFR-PI3K を用いる
ことで、iPM-TMP の添加によって脂質セカ
ンドメッセンジャーの一つである PIP3 をコ
ンディショナルに産生することができた。 
	
 以上のように、局在性リガンドによる蛋白
質局在移行という戦略によって、さまざまな
細胞内シグナル伝達経路のコンディショナ
ルな活性化誘導システムを構築できること
を実証した。これらの一連の成果をまとめた

論文を現在投稿中である。 
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