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研究成果の概要（和文）：細胞内の狙った場所で活性酸素を発生させることで、細胞内の蛋白質の機能を操作す
る新しい方法を構築した。この方法では、KillerRedという蛍光蛋白質と、ホタルの発光蛋白質であるルシフェ
ラーゼを融合させ、細胞外からルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを作用させる。この方法を用いて、細
胞内のアクチン蛋白質に活性酸素を作用させ、コフィリンアクチンロッドと呼ばれるアルツハイマー病の脳内で
見られる構造を作ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have established a new method employing firefly luciferase and KillerRed 
to inactivate or modulate particular protein in living cell. The fusion protein generates reactive 
oxygen species at target protein. We successfully induced a structure actin reorganization exposing 
F-actin to reactive oxygen species. Reorganized actin structure is considered as cofilin-actin rod 
which is seen in the brain of Alzheimer’s disease patients.

研究分野： 分子神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の特定の蛋白質の機能を修飾する技術は、基礎研究や治療技術の発展のために必要である。今回の研究成
果では、ルシフェリンという無害の化合物によって、培養細胞内の特定の蛋白質に対して活性酸素を作用させる
という今までにない技術の構築に成功した。これによってアルツハイマー病で見られるコフィリンアクチンロッ
ドをいう構造を人工的に作り出すことに成功した。これはアルツハイマー病のメカニズム解明や治療法の確立に
おいて有益であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞内の特定の蛋白質の機能を抑制もしくは修飾する技術は、基礎研究や治療技術の発展のた
めに必要である。特定の蛋白質の機能を阻害する方法として、遺伝子ノックアウト、ドミナン
トネガティブ蛋白質、RNAi などが存在する。このうち遺伝子ノックアウトは一過性に用いるこ
とができない。残りの 2 つは、tet-O システムを用いることで、一過的にドミナントネガティ
ブ蛋白質、RNAi を発現させることはできるが、発現をストップさせた後もそれらの蛋白質や RNA
は残ってしまう。つまり現在利用できる技術では、脳内の任意の部位で一過的に特定の分子の
機能を阻害することが難しいといえる。この蛋白質を改変しさらに発展させることで、生体レ
ベルで使える「Chemical Chromophore-assisted light inactivation(CALI)法」として確立し、
生体内の蛋白質の機能を非侵襲で操作する方法を確立することを本提案の目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究では特定の蛋白質機能を操作する新しい方法 Chemical CALI 法の確立を提案する。
これは発光蛋白質と、励起によってスーパーオキシドを発生する蛍光蛋白質を融合させ細
胞中に発現させることで、化学物質（ルシフェリン）の添加により標的の蛋白質の近傍で
スーパーオキシドを発生させる方法であり、それによって近傍の蛋白質の機能を撹乱もし
くは修飾する。この方法は原理的に in vivo で使用可能で、一過的かつ非侵襲的に生体内
蛋白質機能を撹乱修飾する唯一の方法となる。またこの方法で、抗体など細胞内で機能的
高次構造をとりにくい蛋白質の細胞内での高次構造形成も試みる。 
 
３．研究の方法 
 
ホタルの発光蛋白質である Luciferase は 560nm 付近の光を多く放出する蛋白質であり、その発
光は基質であるルシフェリンを酸化する過程で生じる。ルシフェリンは無毒で細胞膜を透過す
る性質があるので、特定のプロモーター影響下で Luciferase を発現させるトランスジェニック
マウスを用い、マウス腹腔へのルシフェリン注射後の体からの発光を計測することで、生体マ
ウスの遺伝子発現解析に用いられている(TIPS2004,25.337)。 
KillerRed 蛋白質は 560nm の光で励起されると、スーパーオキシドを発生する赤色蛍光蛋白質
で、Chromophore-assisted light inactivation(CALI)という実験方法に用いられてきた(J.Cell 
Sci.2014,127,1621)。この方法では、KillerRed を培養細胞に発現させ、560nm のレーザー光を
照射することで KillerRed の周辺にスーパーオキシドを発生させ、周囲の蛋白質の機能撹乱も
しくは細胞死の誘導を行うものである。上記の Luciferase と KillerRed を融合させた蛋白質
（KillerLuc）は、ルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを加えることで、ルシフェラーゼ
が活性化し、そのエネルギーが bioluminescent resonance energy transfer (BRET)効果によ
って KillerRed に移行し、KillerRed を励起する。その結果、KillerRed から活性酸素が発生し、
周辺の蛋白質を酸化させる。この時 KillerLuc 蛋白質に細胞内局在化シグナルペプチドを付加
しておけば、細胞内の特定の標的にだけ活性酸素を作用させることができる。本研究では、各
シグナルペプチドを KillerLuc に作用させそれらの分子によって細胞内の蛋白質機能の操作が
可能であるか調べる。 
 
 
４．研究成果 
 
KillerLuc 蛋白質に重合アクチンに結合することが知られている Lifeact 配列を融合させた蛋
白質を HEK293T 細胞に発現させ、培地に 2mM のルシフェリンを加え、24 時間そのまま培養を続
けた。この操作の間、細胞の中のアクチンフィラメントは活性酸素によって酸化され続けられ
たと考えられる。その結果アクチンフィラメントが当初の予想と反して、大幅に増大すること
が発見された。アクチンフィラメントは多くの形状があり、細胞機能における意味合いが異な
る。今回発見された構造がどのような種類ンおアクチン構造であるか調べるたところ、アクチ
ンとアクチン結合蛋白質であるコフィリンが共局在することが特徴のコフィリンアクチンロッ
ドという構造であることが分かった。この構造が Lifeact-Killerfirefly 以外の方法で誘導し
た（アクチン脱重合阻害剤 jasplakinolide）重合アクチンと形状が異なることを確認した。ま
た、Lifeact-Killerfirefly から本当に活性酸素が放出されているか、発せられる光のスペク
トル解析を行ったところ、630ｎmを中心とする長波長側の光成分が増大していたことから、ホ
タルルシフェラーゼから KillerRed へのエネルギーの転移が起きていることがわかった。この
ことは、Lifeact-Killerfirefly から活性酸素が放出されていることを強く示唆し、
ChemicalCALI の原理が正しいことを示す。 
KillerRed とルシフェラーゼの融合の方向やリンカー配列の有無によって BRET 効果が変化し、
アクチンへの影響が変化する可能性も考えられるため、2 つの蛋白質の順番やリンカーの有無
などの条件を振って BRET 効果の大きさを比較してみたところ、ルシフェラーゼ-リンカー配列
-KillerRed の順番で融合した蛋白質が最も BRET 効率が良いという結果が出たが、実際に細胞
内に発現させた場合のアクチン重合への効果は、大きな違いはないように見えた。 



神経細胞に Lifeact-Killerfirefly を発現させ、ルシフェリンを作用させることによって、ス
パインや樹状突起といったアクチンによって形状が規定される構造が変化するか調べたが、
Lifeact-Killerfirefly 発現によって神経細胞が細胞死を起こす傾向があり、結果を判断する
までに至らなかった。今後、培養神経細胞や生体脳に発現させてコフィリンアクチンロッドの
影響を解析する場合、遺伝子導入法の改良など条件検討が必要になると考えられる。 
アクチン以外の蛋白質の挙動を KillerLuc を用いて操作する実験も行った。細胞膜に局在化す
るKillerLucにルシフェリンを作用させ、活性酸素を発生させると細胞内小器官へのKillerLuc
の蛍光が増大するように見えた。この現象は活性酸素によって細胞膜の一部が陥入してベシク
ルが増大しているように見え、実際にどういった現象が起きているのか今後の細胞生物学的な
解析が必要であるが、KillerLuc の用途がアクチン重合操作以外にも多くあることを示唆して
いる。 
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