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研究成果の概要（和文）：いくつかのタンパク質化学修飾法を試行して、タンパク質の活性を光

で可逆的に制御する方法論を確立した。モデル酵素として炭酸脱水酵素（CAI）を選択し、CAI
リガンドと、CAI表面に疎水性相互作用で結合する 19F分子とを、ケージド基で構成するアシ
ルイミダゾール結合で連結したラベル化剤を用いることで、酵素活性の 100%オフオンスイッ
チングを達成した。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed a novel method for one-step construction of caged 
enzymes using carbonic anhydrase I (CAI) as a model enzyme. This method is simple and 
based on the transient tethering of an inhibitor with moderate activity that is directed to 
the active site on an enzyme surface. We successfully showed that the activity of the caged 
CAI was almost completely suppressed by Ligand-directed acyl imidazole (LDAI) based 
labeling and fully recovered by photoirradiation in the crude conditions as well as in test 
tube settings. 
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１．研究開始当初の背景 
	 蛍光タンパク質を標的に融合し細胞で発
現させることで、タンパク質の動態を詳細に
解析できるようになったことは疑う余地も
ない。しかし内在性のタンパク質が同じ挙動
を示すかについては現在も議論の対象であ
り、「内在性タンパク質」の機能を直接解析
する技術が求められている。タンパク質を機
能解析する上で、その遺伝子を選択的にノッ
クアウトする技術は非常に有効である。一方
で多くの病態原因遺伝子は発生や分化にお
いても重要であり、事実 15%の遺伝子は胚形	 
成において致死に至るといわれ、この方法で

網羅できない。このような背景のもと、タン
パク質活性を任意のタイミングで制御する
技術が注目を集めている。不安定なドメイン
や蛍光タンパク質を標的に融合し、化合物刺
激や光刺激で標的の分解を時空間制御する
ものである(L.	 A.	 Banaszynski,	 et	 al,	 Cell,	 
2006,	 126,	 995、T.	 Tanabe,	 et	 al,	 Nat.	 
Methods,	 2005,	 2,	 503 など)。ただしこれ
らは内在性タンパク質を機能制御できない
点で、遺伝子ノックアウト技術に代わるもの
ではない。内在性タンパク質の機能を光制御
する方法として、色素を化学修飾した抗体を
用いる	 CALI	 法があ	 る(D.	 G.	 Jay,	 Proc.	 
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Natl.	 Acad.	 Sci.	 USA,	 1988,	 85,	 5454)。
これは細胞表層タンパク質には有効である
ものの、抗体の性質上、細胞内での適用は難
しい。CALI	 法に用いる色素を細胞内タンパ
ク質に化学修飾できれば、内在性タンパク質
の機能を任意のタイミングで光制御できる
と考えられた。	 
	 我々はこれまでに、細胞内在性タンパク質
を化学修飾する方法として、「リガンド指向
型トシル化学」を開発してきた(S.	 Tsukiiji	 
et	 al,	 Nat.	 Chem.	 Biol.,	 2009,	 5,	 341)。
この方法はリガンド認識を利用したタンパ
ク質特異性に加え、求核置換反応を用いるた
め認識に利用したリガンドが切り離され、	 
活性を保持したまま機能性分子をラベルで
きる。この方法は申請当初、細胞内在性タン
パク質を、活性を保持したまま化学修飾した
唯一の例であった。また、分光学的なプロー
ブの導入だけでなく、様々な機能性分子を導
入できることも利点の一つである。さらにそ
の修飾位置はタンパク質の活性中心近傍で
あるため、タンパク質の活性制御を効率よく
行うことが期待される。そこで申請者は、こ
のリガンド指向型ラベル化法と CALI	 法を組
み合わせることで、「内在性タンパク質を光
活性制御」できるのではないかと考え、本研
究の提案に至った。	 
	 
２．研究の目的 
	 細胞内の内在性タンパク質を化学修飾に
よって機能化し、その機能を選択的にノック
ダウンする方法を開発する事を目的とした。
そのために、迅速かつ特異的なタンパク質ラ
ベル化法を開発し、効率的に標的タンパク質
のみを不活性化する技術を構築する事を目
指した。 
 
３．研究の方法 
	 まずは、標的タンパク質の迅速かつ特異的
な方法を開発する事にし、近年開発されたリ
ガンド指向型化学を駆使して、モデルタンパ
ク質の部位特異的なラベル化法として確立
した。リガンド指向型トシル化学を用いて構
築された 19F バイオセンサーの X線結晶構造
解析を行ない、小分子プローブのタンパク質
機能への影響を詳細に解析する事とした。ま
た、これを用いてタンパク質のリガンド結合
／解離の速度論的解析を 19F-NMR で行い、試
験管、細胞系ともに可能な限り定量的な評価
を実施した。この研究は、細胞内の本来のタ
ンパク質の活性を調べる上で強力なツール
となる事が示されると考えられる。	 
	 近年所属研究室で新たに開発された、リガ
ンド指向型アシルイミダゾール化学では、ラ
ベル化においてセリンやリジン等のアミノ
酸に炭酸エステル結合で連結される。この特
徴的な結合を上手く利用して、ケージド基で

構成する反応基で連結したラベル化剤を用
いる事で、タンパク質に阻害剤を共有結合す
ることで活性を失わせることを試みた。さら
にその後、光照射によって阻害剤を解離させ
て活性を基に戻す方法論を開発することと
した。本系も前述の通り、夾雑系においても
タンパク質選択的な反応であるため、細胞系
での内在性タンパク質の活性制御が可能と
なる事が期待される。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 リガンド指向型トシル化学で構築した
19F バイオセンサーの詳細な機能／構造解析	 

(Y.	 Takaoka	 et	 al,	 Chem.	 Commun.,	 2013)	 

	 

	 タンパク質は本来、細胞内という特別な環

境で機能発現しており、希薄水溶液中と性能

が大きく異なる事が報告されつつある。この

ような“真のタンパク質”の姿を正確に捉え

るためには、その動的挙動を細胞内でそのま

ま解析する事が望ましい。我々は今回、タン

パク質の選択的な化学修飾法を駆使して、細

胞内在性タンパク質の動的挙動を 19F-NMR に

よって解析する事に成功した。	 

	 具体的には、我々が以前に開発した「リガ
ンド指向型トシル（LDT）化学」を用い、赤
血球内在性の炭酸脱水酵素（hCAI）を 19F ラ
ベルする事で、阻害剤バイオセンサーを構築
した。本バイオセンサーは阻害剤認識を
19F-NMR のケミカルシフト変化で読み出す事
ができ、そのセンシング機構は X線結晶構造
解析によって明らかとした（Figure	 1）。	 

Figure	 1.	 Crystal	 structures	 of	 
19F-labeled	 hCAI	 without	 (left)	 or	 with	 
(right)	 inhibitor.	 
	 
	 さらに 19F-EXSY 測定によって、タンパク質
̶阻害剤間の結合／解離の交換速度を試験管
と赤血球中で比較した結果、驚くべき事に細
胞内では交換速度が 1.6 倍促進されていた。
種々の解析の結果、この速度の増大は分子ク
ラウディングや細胞骨格の影響である事が



 

 

示唆された。さらに、この交換速度の温度依
存性を評価し、細胞内タンパク質のリガンド
結合／解離に伴う活性化エネルギーを算出
する事にも成功した（Figure	 2）。細胞内で
のタンパク質揺らぎに対する熱力学的な考
察は他に例が無く、今後タンパク質工学や薬
剤開発など多くの研究に有用な知見を与え
るものと期待される。	 
	 

Figure	 2.	 Arrhenius	 plots	 of	 ln(kex)	 vs	 1/T	 
for	 the	 19F-labeled	 hCAI	 with	 or	 without	 
inhibitor	 cross	 peak	 in	 vitro	 (black	 
circle)	 and	 in	 RBCs	 (red	 diamond).	 	 
	 
(2)リガンド指向型アシルイミダゾール化学
を用いた酵素活性の Turn-on 制御法の開発	 
(K.	 Matsuo	 et	 al,	 Chem.	 Sci.,	 2013)	 
	 
	 モデルタンパク質として炭酸脱水酵素
（CAI）を選択し、その阻害剤をリガンドに、
CAI 表面に疎水性相互作用で結合する 19F 分
子をバインダーとして、リガンド指向型アシ
ルイミダゾール化学によって活性中心近傍
のただ１つのアミノ酸だけを化学修飾する
事に成功した。さらに、反応基をケージド基
で構成させる事によって、リガンドを共有結
合で連結させ、ほぼ完全に活性を失わせ、光
照射によって完全にリガンドを切り離す事
で活性をもとに戻す事にも成功した（Figure	 
3）。このラベル化法は夾雑系にも適用され、
赤血球ライセートに内在的に存在する CAI の
酵素活性も、100%オフオンで制御出来る事を
示した（Figure	 4）。	 

Figure	 3.	 One-step	 construction	 of	 caged	 
enzyme	 by	 LDAI	 chemistry.	 

	 

	 
Figure	 4.	 (a)	 MALDI-TOF	 mass	 analyses	 of	 
eCA	 (from	 red	 blood	 cells)	 labeling	 by	 LDAI	 
reagent	 and	 uncaging	 in	 RBC	 lysate.	 (b)	 
Enzyme	 activities	 of	 eCA,	 caged	 eCA	 and	 
uncaged	 eCA	 	 
	 
	 このような内在性タンパク質の光活性制
御に成功した例は他になく、世界に先駆けた
成果となった。またこの成果は、化学修飾と
いうケミカルバイオロジー研究が、バイオロ
ジーに有用なツールを与えることを明確に
示す点で、意義深い研究成果であると考えら
れる。	 
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