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研究成果の概要（和文）：生細胞内におけるタンパク質二量体化の光制御法の確立を目指した。まず、光解離性
保護基を利用することでBL-tagに対するケージドタンパク質リガンドを開発し、細胞内で光照射依存的にタンパ
ク質局在を変化させることに成功した。また、FKBP12(F36V)のフォトクロミックリガンド開発にも取り組み、細
胞内でのタンパク質二量体形成の程度が光照射により変化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish photo-regulation techniques for protein dimerization 
in living cells. First, we developed a caged protein ligand for BL-tag by using a photolabile 
protecting group and succeeded in controlling the protein localization in a light 
irradiation-dependent manner in cells. We also developed a photochromic ligand for FKBP12(F36V) and 
found that the degree of protein dimer formation in the cell was changed by light irradiation.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 光制御　タンパク質二量体化　蛍光イメージング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞内のタンパク質機能を人為的に操作する技術の開発が近年精力的に進められている。特に光を用いること
で、時空間分解能の高い機能制御が可能になる。本研究で開発した光活性化型タンパク質二量化剤は、任意のタ
イミングで生細胞内のタンパク質間相互作用を光誘起可能である。本手法を用いて、今後、細胞内のシグナル伝
達機構の詳細解析が促進され、疾患機構の解明につながると期待される。

※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 

 細胞内生体分子の局在を可視化するだけではなく、その機能を人為的に操作することにより
複雑な生体システムを理解しようとする研究が世界中で進められている。その手法の一つが光
感受性タンパク質（CRY2 など）を用いた手法であり、標的タンパク質（POI）と融合発現させ
ることにより、光照射依存的な POIsの二量体形成制御が可能である（図 1）。しかし、光感受性
タンパク質を用いる多くの場合において二量体の解消が熱的に進行するため、光による可逆的
な機能制御が困難である。したがって、二量体の維持には連続光照射が必要であり、細胞への光
毒性が問題となる。さらに、光感受性タンパク質のサイズが非常に大きい（70 kDa 以上）ため、
融合発現させた POI の本来の機能が阻害されてしまう恐れがある。 

 生体分子機能の光制御に対する有機化学的アプローチとして、光分解性保護基で生理活性物
質を不活性状態（ケージド化合物）にしておき、光照射による保護基の脱離（脱ケージド）によ
り生理活性を取り戻す、といった手法が広く採られている（図 2）。近年、ケージド化合物を利
用したタンパク質二量体化法が相次いで報告されているが、そのほぼ全てにおいて非共有結合
性のタグタンパク質が利用されており、未だ発展の余地がある。また、ケージド化合物を利用し
ているため、基本的には不可逆的な活性化手法であり、一過性の機能制御への利用に限られる。
したがって、有機小分子を用いたタンパク質二量体化の可逆的な光制御法を創出することで、生
体システムのより詳細な解析が可能になると期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では光応答性タグタンパク質リガンドを開発し、生細胞内におけるタンパク質二量体
化の光制御法の確立を目指す。具体的には下記２項目に取り組む。 

（１）ケージドタンパク質二量体化剤の開発と共有結合型タンパク質二量体化システムの構築 

（２）フォトクロミックタンパク質二量体化剤の開発とタンパク質二量体化の可逆的光制御法
の開発 

 

３．研究の方法 

（１）ケージドタンパク質二量体化剤の開発 

 現在までに報告されているケージドタンパク質二量体化では、タグタンパク質として非共有
結合性の eDHFRが主に用いられている。リガンド－タンパク質間が非共有結合で連結される場
合、複合体の安定性はそれらの濃度に依存すると考えられる。一方、共有結合でリガンド－タン
パク質間を連結することで、細胞内局所の光照射により極低濃度の二量化剤のみが活性化され
る場合でも二量体は安定に存在することが可能となる。そのためのタグタンパク質として変異
体βラクタマーゼ（BL-tag）を選択し、そのリガンドであるβラクタム系抗生物質をケージド化
合物へと誘導体化する。もう一方のタグタンパク質として、同様に共有結合性のラベル化が可能
な HaloTag を利用する。したがって、分子の両端に HaloTag リガンド構造とケージド BL-tag リ
ガンドを有する光活性化型タンパク質二量化剤を開発する。開発する二量体化剤を用いた生細
胞内におけるタンパク質二量体化の光制御が可能かを検証するために、光照射依存的なタンパ
ク質局在の変化を蛍光顕微鏡により観察する。 
 
（２）フォトクロミックタンパク質二量体化剤の開発 

 フォトクロミックタンパク質二量体化剤の基盤となる、光可逆的なタンパク質ラベル化シス
テムを構築するために、FK506結合タンパク質（FKBP12）に着目した。FKBP12 は 12 kDa とい
う小さなタンパク質であり、免疫抑制剤ラパマイシンと強く結合する。さらに、SLF と呼ばれる
FKBP12に対する合成小分子リガンドも開発されており、タンパク質二量体化にも応用されてい
る。本研究では、FKBP12 との結合・解離を可逆的に光制御可能な「光操作小分子プローブ」を
開発するために、FKBP12 の合成小分子リガンドに対してアゾベンゼン骨格を導入する。これに

 

図 1．光感受性タンパク質の二量体化． 
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図 2．光分解性保護基による活性制御． 
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より、異なる２波長の光を用いることでタンパク質の二量体化を可逆的に制御可能であると考
えられる。 

 
４．研究成果 
（１）ケージドタンパク質二量体化剤の開発 

 βラクタム系抗生物質であるアンピシリンは
カルボキシ基を有しており、このカルボキシ基
がβラクタマーゼとの複合体形成の際に水素結
合形成などの重要な役割を果たしている。その
ため、エステル体は BL-tag のラベル化速度が著
しく遅いことが過去の研究で明らかにされてい
る。そこで我々はこのカルボキシ基に光解離性
保 護 基 で あ る 1-(4,5-dimethoxy-2-

nitrophenyl)ethyl（DMNPE）基を導入することで
光照射依存的にBL-tagのラベル化が可能になる
と期待した。 

 BL-tag のケージドリガンドとして FPA-

DMNPE を設計・合成した（図 3a）。FPA-DMNPE

は蛍光リガンドであり、DMNPE 基でカルボキ
シ基が保護されたアンピシリンと緑色蛍光色素
フルオレセインから構成されている。光照射依
存的な BL-tagのラベル化を検証するために、生
細胞膜上に BL-tagと上皮成長因子受容体 EGFR

の融合タンパク質を発現させた。この細胞に対
して事前に光照射を行った FPA-DMNPE の溶
液、もしくは光照射を行わなかった溶液を添加
し、共焦点蛍光顕微鏡観察を行った。その結果、
光照射を行った溶液を添加した細胞の細胞膜か
ら強い蛍光が観察された（図 3b）。したがって、DMNPE 基をアンピシリンのカルボキシ基に導
入することで、BL-tag のケージドリガンドが開発できたと言える。 

 続いて、ケージドタンパク質二量化剤へと展開するために、先に開発したケージド BL-tag リ
ガンドと HaloTagリガンドを連結した CBHDを設計・合成した（図 4a）。生細胞内でのタンパク
質二量体化を検証するために、細胞質に BL-tag と緑色蛍光タンパク質の融合タンパク質 BL-

EGFP、細胞膜の細胞質側に HaloTag と赤色蛍光タンパク質の融合タンパク質 Halo-mCherry-

CAAX を発現させた。この細胞に対して CBHD を添加した後に共焦点顕微鏡観察を行った。観
察開始後 10 分の段階で、顕微鏡の水銀灯を用いて 10秒間の光照射を行ったところ、細胞質全体
に広がっていた BL-EGFP の蛍光シグナルが減少する一方で、細胞膜での蛍光シグナルが増加す
る様子が観察された（図 4b）。光照射を行わなかった場合は同様の現象が観察されなかったこと
から、生細胞内で光照射依存的に BL-tag のラベル化が進行したことにより細胞膜上で二量体を
形成したと考えられる。HaloTag が核に発現す
るコンストラクト（Halo-mCherry-NLS）を用い
ても同様に BL-EGFP の細胞質から核への移行
が観察された。さらに、細胞破砕液を Western 

blottingにより解析したところ、二量体の分子量
に相当する位置からバンドが検出された。した
がって、CBHD を用いることで細胞破砕後でも
安定に存在する共有結合性のタンパク質二量体
を光照射依存的に形成させることに成功した。
CBHD によるタンパク質二量体形成は 405 nm

レーザーを用いることで細胞内局所でも光誘起
可能であった（図 4b）。今後、本技術を用いて細
胞内シグナル伝達解析などの生命現象の詳細解
析が可能になると期待される（研究成果：Angew. 

Chem. Int. Ed. 2021）。 
 
（２）フォトクロミックタンパク質二量体化剤の開発 

 フォトクロミックタンパク質二量体化剤の創出を目指し、FKBP12の F36V変異体に対するフ
ォトクロミックリガンドの開発に取り組んだ。はじめに、FKBP12(F36V)の合成小分子リガンド
SLF’に対してアゾベンゼン骨格を導入した化合物 1 を合成した。化合物 1 の光異性化能を評価
するために、紫外可視吸収スペクトル測定を行った（図 5）。光照射前は 325 nmと 440 nm付近
にそれぞれπ–π*遷移と n–π*遷移に由来する吸収帯が観測された。330 nm の光を照射しなが

 

図 3．（a）FPA-DMNPE の構造．（b）細胞
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図 4．（a）CBHD の構造．（b）細胞膜上も

しくは局所照射によるミトコンドリアへの

BL-EGFP の移行の様子を観察した共焦点

顕微鏡画像． 
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ら吸光度変化を経時的に観察したところ、325 

nm 付近の吸収帯が徐々に減少し 430 nm 付近の
吸収帯が上昇するという、典型的なアゾベンゼ
ンと同様の応答を示した。また、スペクトル変化
は等吸収点を通過していることから、trans 体か
ら cis 体への二状態間の変遷であると考えられ
る。その後、450 nm の光を照射しながら同様に
吸収スペクトル変化を経時的に観察したとこ
ろ、逆の変化が起こり、325 nm 付近の吸収帯が
増加し、430 nm 付近の吸収帯が減少した。この
時も等吸収点を通る変化を示した。したがって、
cis 体から trans 体へと変化したと考えられる。こ
の一連のスペクトル変化が可逆的に起こること
も確認した。さらに光定常状態の吸収スペクト
ルを測定し、熱平衡状態において trans体が 100%

存在するとして各光定常状態での trans 体/cis 体
の存在比率を算出した。その結果、330 nmを照
射した際に最も cis 体の存在比率が高い（87%）
ことがわかった。一方で、450 nmの光を用いる
と 87%まで trans体へと戻すことが可能であるこ
とが明らかとなった。 

 続いて、化合物 1 を HaloTag リガンドと連結
させた二量化剤 2 を合成した。二量化剤 2 の
FKBP12(F36V)に対する結合親和性を評価する
ために、HaloTag と連結した後に蛍光標識 SLF’

を用いて蛍光偏光解消測定を行った。その結果、
2 の Kd 値は光照射前が 9.3 nM、光照射後が 32 

nM であり、光照射によって FKBP12(F36V)への
結合親和性を 3.4 倍変化させることができるこ
とがわかった。 
 生細胞内でのタンパク質二量体化の光制御が
可能か検証するために、HEK293T 細胞に
FKBP12(F36V)-mCherry と Halo-EGFP-NLS を発
現させ、二量化剤 2 を添加した後に共焦点レー
ザー走査型顕微鏡でタンパク質局在の変化を観
察した。二量化剤 2の添加前は、FKBP12(F36V)-

mCherry 由来の赤色蛍光が細胞内全体から、
Halo-EGFP-NLS の緑色蛍光が核から観察され
た。観察開始後 1 分の段階で二量化剤 2 を添加
したところ、徐々に赤色蛍光が核へと移行して
いく様子が見られた。一方、観察開始後 2 分の段
階で UV 光照射を行ったところ、移行の度合い
が大幅に低下した（図 6）。今後、光照射条件な
どを最適化することによって、タンパク質二量
体化の可逆的光制御法の確立を目指す。 

 

 

図 6．（a）二量化剤 2添加後の生細胞内に

おける FKBP12(F36V)-mCherryの局在変

化の様子．（b）核内の蛍光強度の時間変

化． 

 

図 5．化合物 1の UV光（330 nm）照射時

の吸光度変化の様子． 
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