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研究成果の概要（和文）：細胞内の特定のタンパク質の発現量を低下させる技術は、これまでに様々に開発され
てきた。その究極は、「特定のタンパク質を、望む時に、望む場所で、望む量を低下させる」ことであろう。一
方、申請者は偶然にも、スクアレン合成酵素（SQS）の阻害剤として開発されたYM-53601が、SQSのC末領域を付
加したタンパク質に対し、選択的に光分解を誘導することを見出した。そこで、本研究課題では、申請者が発見
した知見を理解し、特定のタンパク質の分解を時空間的に制御する技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Various techniques have been developed to decrease the expression of 
particular protein in cells. The last of this technique will be that the expression of a particular 
protein can be decreased anytime, anyplace, in any amount. We accidentally found that YM-53601, a 
known small-molecule inhibitor of squalene synthase (SQS), selectively depletes the protein fused 
with COOH terminal region of SQS upon UV irradiation. Based on our findings, we have developed the 
technique to control the degradation of specific protein spatiotemporally.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルバイオロジー　小分子化合物　光照射　タンパク質分解
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個々のタンパク質の機能を理解する最良の方法は、細胞内のタンパク質の発現量を低下させ、その時に現れる表
現型を解析することである。事実、CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集によるノックアウト法やRNA干渉法による
mRNAレベルでのノックダウン法は、現在広く用いられている。さらに、タンパク質の機能を時空間的に解析す
る、すなわち、特定の時に、特定の空間に存在する目的のタンパク質を選択的に分解できる技術を開発すること
ができれば、より詳細に生命現象の解明を行うことができる。本研究は、そのような技術の開発に貢献できると
考えられる。

※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 
個々のタンパク質の機能を理解する最良の方法は、細胞内のタンパク質の発現量を低下させ、
その時に現れる表現型を解析することである。事実、CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集による
ノックアウト法や RNA干渉法による mRNAレベルでのノックダウン法は、現在広く用いられ
ている。 

PROTAC（proteolysis-targeting chimera）や AID（Auxin-Inducible Degron）法といった、
小分子化合物を用いて目的のタンパク質を分解する方法も開発されている。PROTACでは、目
的とするタンパク質に結合する小分子化合物を取得し、サリドマイド等のユビキチン E3-リガー
ゼをリクルートする化合物を連結することで、目的タンパク質をプロテアソーム系への分解に
誘導する。また、AID法では、植物由来のオーキシン依存のデグロン配列を分解の目印として目
的のタンパク質に付加し、オーキシン添加時にデグロン配列がユビキチン化されることで、やは
りプロテアソーム系での分解へ誘導する。 
これらの手法が現在の細胞生物学研究に大いに貢献していることは疑いない。しかし、上述の
手法では、「細胞群の中のある特定の細胞に対し目的のタンパク質の発現量のみを低下させる」、
あるいは、「1細胞内の特定の場所に局在したタンパク質の発現量のみを低下させる」、といった
ヘテロな環境下でのタンパク質機能の解析は難しい。そこで、タンパク質の機能を時空間的に解
析する、すなわち、特定の時に、特定の空間に存在する目的のタンパク質を選択的に分解できる
技術を開発することができれば、従来の手法では解析が困難であった生命現象の解明を行うこ
とができる。 
 
２．研究の目的 
申請者は、ケミカルバイオロジー研究を行っている過程で、スクアレン合成酵素（SQS）の酵
素阻害剤である YM-53601（図 1）を細胞に添加し、紫外線を照射すると、SQSが分解されるこ
とを偶然発見した。様々な SQSの欠損変異体を作製し検討したところ、SQSの C末領域（371-
397アミノ酸）が YM-53601による光分解に重要であった。さらに、この領域を EGFPとの融
合タンパク質として細胞に発現させ、紫外線を照射すると、YM-53601の存在下で分解された。
そこで、本研究の目的は、この発見した知見を理解して、SQSの C末領域を光分解性タグとし
て活用し、特定のタンパク質を選択的に分解する技術を確立することである（図 1）。 
 

 
３．研究の方法 
(1) プラスミドの作製 
 SQS 遺伝子（全長、及び欠損変異体）は、HEK293細胞の cDNA ライブラリーから PCRで
増幅し、pCMV-3Tag-1aにクローニングした。EGFP 遺伝子は、pEGFP-N1をテンプレートと
して PCRで増幅して、pCMV-3Tag-1a、あるいは pCMV-3Tag-3aにサブクローニングした。そ
の後、EGFPとの融合タンパク質として発現させるために、PCRで増幅した SQSの C末領域
を挿入した。欠損変異体、及び点変異体は、KOD-Plus-Mutagenesis Kit（TOYOBO）を用いて
作製した。 
 
(2) YM-53601によるタンパク質の光分解 
 1×105個の細胞を 12 穴プレートにまき、翌日、プラスミドをトランスフェクションした。24
時間後、薬剤を添加し、さらに 1時間培養した後、BIO-LINK® crosslinker（BLX-365）（Vilber-
Loumat）で細胞に紫外線（365 nm）を照射した。その後、回収した細胞を可溶化し、ウェスタ
ンブロッティングにより目的のタンパク質を検出した。 
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図 1 YM-53601 による任意のタンパク質の光分解 



 

 

(3) 試験管内での YM-53601によるタンパク質の光分解 
  3×FLAG タグの EGFP 及び SQS の C 末領域を融合した EGFP タンパク質は、HEK293 細
胞に過剰発現させた後、抗 FLAG 抗体を用いて精製して得た。得られたタンパク質を PBSに懸
濁し、YM-53601存在下、あるいは非存在下で紫外線を照射した。その後、ウェスタンブロッテ
ィングにより目的のタンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) YM-53601による SQSの C末領域が付加されたタンパク質の光分解機構の解析 
① YM-53601の誘導体を用いた解析 
まず、YM-53601 がどのようなメカ

ニズムで、SQSの C末領域が付加され
たタンパク質に対し光分解を誘導する
のか、誘導体を作製して解析した。YM-
53601 には、紫外線照射に応答しそう
な官能基として、カルバゾール、およ
び二重結合が存在する。そこで、カル
バゾールの窒素原子を炭素原子に置換
した誘導体 1、および二重結合を還元
した誘導体 2を作製し、検討した（図
2）。その結果、誘導体 2は YM-53601と同様に SQSに対し光分解を誘導したのに対し、誘導体
1は光分解を誘導することができなかった。従って、YM-53601のカルバゾール構造が光分解に
重要であることが明らかとなった。 
カルバゾールは紫外線照射によりラジカルを生成することが知られている。そこで、YM-

53601に紫外線を照射した際にもラジカルを生成しているか、Electron Spin Resonance（ESR）
を測定することにより検討した。その結果、メタノール中で YM-53601 に紫外線を照射すると
ESR のシグナルが検出され、確かにラジカルを生成していることが確認された。一方、誘導体
1に紫外線を照射した際には、ESRのシグナルは観測されたものの、その強度は YM-53601に
比べて弱かった。従って、紫外線照射によるラジカルの生成能と光分解誘導活性に正の相関が存
在することが明らかとなった。また、
YM-53601 に紫外線を照射した後の
反応物を解析したところ、化合物 3の
生成が認められた（図 3）。さらに、
ESR の g 値から、生じたラジカルは
フェノキシラジカルであると推定さ
れた。以上の結果より、紫外線照射に
より YM-53601 の C-O 結合が開裂
し、ラジカルを生成していることが明
らかとなった（図 3）。 

 
② ラジカルの生成を介したタンパク質分解 
細胞内での主なタンパク質分解経路は、ユビキチン/プロテアソーム系、オートファジー、お
よびプロテアーゼによる分解である。しかし、YM-53601による SQSの光分解は、プロテアソ
ーム阻害剤、オートファジー阻害剤、あるいはプロテアーゼ阻害剤存在下でも生じたことから、
この光分解は細胞に備わった分解機構を利用していないと考えられた。そこで、試験管内で、
SQSの C末領域が付加されたタンパク質が YM-53601の存在下で光分解されるか検討した。ま
ず、SQSの C末領域由来のペプチドについて検討したところ、YM-53601の非存在下では紫外
線を照射しても分解は全く誘導されないのに対し、YM-53601 の存在下で紫外線を照射すると
速やかに分解された。また、精製タンパク質として得た SQS の C 末領域を付加した EGFP タ
ンパク質も、試験管内で、紫外線照射により YM-53601の存在下で分解が誘導された。さらに、
この分解はラジカルスカベンジャーである DMPO の添加により抑制された。以上の結果より、
紫外線照射により YM-53601 が開裂してラジカルが生成し、このラジカルの生成を起点として
SQSの C末領域からプロトンが引き抜かれ、これが引き金となってタンパク質全体が分解され
ることが示唆された。 
 
(2) YM-53601による SQSの C末領域が付加されたタンパク質の光分解法の改良 
① YM-53601の誘導体展開 
 前述の通り、YM-53601による SQSの光分解には、そのカルバゾール構造が重要である。そ
こで、このカルバゾール構造に着目し、更なる誘導体展開を行ったところ、YM-53601よりもラ
ジカルの生成能、及び光分解活性が高い誘導体を開発することができた。 
 
② YM-53601 及びその類縁体の SQSとの結合能と光分解活性との関係 
 当初、YM-53601 による SQS の光分解には、YM-53601 の SQS に対する結合が重要ではな
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図 2 YM-53601 の誘導体 
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図 3 紫外線照射による YM-53601 の開裂 
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いかと考えていた。実際、YM-53601が SQSに結合することは、cellular thermal shift assay
により確認することができた。さらに、C末領域を欠損した SQSの変異体と YM-53601との結
合は認められなかった。しかし、SQSとの結合能が低い化合物 3や、SQSとの結合能がほとん
ど認められない 2-ヒドロキシカルバゾールも、SQSに対し光分解を誘導した。このことから、
YM-53601 と SQS との結合以上に、SQS の C 末領域のラジカルに対する高い感受性が、YM-
53601 による光分解に極めて重要な役割を果たしていることが強く示唆された。YM-53601 は
SQSの酵素活性を阻害するため、タンパク質の光分解を誘導する際には、SQSの酵素阻害活性
を有さない誘導体を用いた方が好ましい。従って、この結果は今後の更なる誘導体展開において
重要な知見になると考えられる。 
 
③ SQSの C末領域について 
 SQS の C 末領域（371-397）のアミノ酸を一つずつアラニンに置換した点変異体（アラニン
スキャン）、あるいは数アミノ酸を欠損した変異体を作製して検討した結果、この領域の中で特
にラジカルによる分解に重要な領域を同定することができ、その特徴を把握することができた。
この知見は、光分解性タグの最小化や分解効率の向上に役立てられると考えられる。 
 
 以上の結果より、より短鎖の SQS の C 末領域を光分解性タグとして活用し、高活性の YM-
53601の誘導体を用いた光分解系を構築することができた。 
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