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研究成果の概要（和文）：がん細胞の細胞分裂に関係する紡錘体形成を担うATP駆動型のモーター蛋白質である
キネシンEg5を得意的に阻害する化合物は抗がん剤として注目されている。本研究では光応答性分子である二つ
の異なるフォトクロミック分子を融合させた多段階の光スイッチ機構をもつフォトクロミックEg5阻害剤の開発
を行い、Eg5のATPase活性と微小管上滑り運動活性を光可逆的に制御することに成功した。このことは、多段階
のスイッチ機構を持つキネシンEg5阻害剤を基盤とする抗がん剤の合成が可能であることを示しており、将来こ
の光スイッチ抗がん剤は医療への応用が強く期待できる。 

研究成果の概要（英文）：Compounds that specifically inhibit kinesin Eg5, an ATP-driven motor protein
 responsible for spindle formation related to cell division in cancer cells, are attracting 
attention as anticancer drugs. In this study, we developed a photochromic Eg5 inhibitor with a 
multistep photoswitching mechanism by fusing two different photoresponsive photochromic molecules, 
and succeeded in photoreversibly controlling the ATPase activity and microtubule gliding activity of
 Eg5. This indicates that it is possible to synthesize anticancer drugs based on kinesin Eg5 
inhibitors with a multistep switching mechanism, and it is highly anticipated that these 
photoswitching anticancer drugs will be applied to medical treatment in the future.

研究分野： バイオナノテクノロジー

キーワード： 機能性抗癌剤 　キネシン　光制御　フォトクロミック分子　分子モーター　細胞有糸分裂　アゾベンゼ
ン　スピロピラン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、キネシンEg5を生体分子機械として捉え、他のキネシンには見られないEg5特有の分
子機械的な仕組みに注目して、そこに人工的な光応答性ナノデバイスとしてフォトクロミック分子を導入して光
刺激でEg5を制御できることを示した点にある。社会的意義は、臨床現場における応用の高い技術になり得ると
期待できることである。特定の異性化で活性化された薬剤が患部組織で作用して、ガン細胞のアポトーシスを誘
導することにより癌細胞を死滅させた後、異なる波長の光で不活性あるいは活性を弱くすることで正常細胞への
副作用を抑えることが可能となる。また患者の状態に合わせた薬剤作用の制御が可能である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

申請者らは、これまでに ATP 駆動型のミオシンやキネシンのモーター蛋白の分子機械的な仕組

みに、人工的な光応答性のナノデバイスであるフォトクロミック分子を導入して、これらの分子

機械の ATPase 活性を光可逆的に制御できることを明らかにしている。アゾベンゼンは異なる 2

つの波長の光で、構造と性質が大きく異なる cis 型と

Trans 型に光異性化する。また、スピロピランは、閉環

疎水性の spiro 型と開環イオン化した極性の高い

Merocyanine 型に光異性化する(図 1)。従って、これら

の光応答性化合物は、分子機械の制御デバイスとして

の応用が期待できる。しかしながら、遺伝子工学的な

手法と化学修飾により、これらの制御デバイスをキネ

シンなどの生体分子機械に直接導入して、細胞レベル

で生体分子機械を制御することは現実的ではない。 

 Eg5 はキネシンスパーファミリーに属する ATP 駆動型のモーター蛋白質であり、有糸分裂前

期の 中心体分離および双極有糸分裂紡錘体の集合など細胞分裂に重要な生理的な役割を担って

いる。ガン細胞は細胞分裂を繰り返すことで増殖するが、その細胞分裂には染色体を分離するた

めに、 対をなしている中心体が細胞の両極へと移動することが必須である。Eg5 の構造とその

分子機構はよく調べられており、他のキネシンには見られないユニークな分子機構を持ってい

る。Eg5 には、Monastrol, S-Trityl-L-Cysteine (STLC), Ispinesib などの特異的な阻害剤が存

在している(図 2)。これらの阻害剤は、その中心体の 両極への移動を司るキネシン Eg5 の作用

を特異的に阻害することにより中心体の分離を妨げ、その結果、癌細胞の細胞周期を分裂期で停

止させガン細胞にアポトーシスを誘導する。従って抗ガン剤として注目されている。面白い事に、

これらの阻害剤は構造的な相同性は低いにも関わらず、Eg5 モータードメインの ATP 結合部位

近傍のループ L5 ,α2 およびα3から形成さ

れるポケットに結合して ATPase 活性を阻

害する分子機構が明らかにされている。   

 Eg5 を分子機械として見ると、その特異的

な阻害剤は Eg5 の機能を停止させる分子デ

バイスとして捉えることができる。また、こ

れらの分子デバイスは、抗癌剤として作用する事から細胞

膜を透過する事が可能である。従って、この阻害剤に光制

御デバイスの機能を付加する事ができれば、細胞レベルで

Eg5 の機能を光可逆的に制御できると考えられる。 

 申請者のこれまでの研究により、フォトクロミック分子
であるアゾベンゼンやスピロピランなどの様々な誘導体
の合成を行い、その中の幾つかの光異性体が、Eg5 阻害剤
を模倣し Eg5 の活性を光可逆的に阻害することを明らか
にしている。さらに、フォトクロミック分子を二量体化さ
せて、異性体間の構造変化を増幅させる事により、高い制
御効率で Eg5 の ATPase 活性とモーター活性を制御できる
事を示した(図 3)。このように、フォトクロミック分子を
利用して、適切に機能する分子をデザインすることによ
り、高い効率で作動するキネシン Eg5 の制御デバイスを作
り出すことが可能である。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、二種類のフォトクロミック分子であるアゾベンゼンとスピロピランをカップ

リングさせることにより、複数の光異性化状態を形成する多段階光スイッチ機構を持つ Eg5 制
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Eg5 ATPase activity significantly, indicating that the
two-headed structure of the aromatic group might be
an effective inhibitor (23). In this study, we designed
and synthesized the novel photochromic Eg5 inhibitor,
BDPSB which is composed of two azobenzene moieties,
and formed a two-headed structure (Fig. 1A). The syn-
thesis of BDPSB was done by the established coupling
reaction. Thiol reactive azobenzene derivative, 4-(N-
Maleimido)azobenzene, was incorporated into the two
thiol groups of 2,3-dimercapto succinic acid, according
to the procedure described in the ‘Materials and
Methods’ section. The two azobenzene moieties of
BDPSB exhibit cis!trans isomerization. Consequently,
BDPSB changes conformation and physical properties
more drastically than compounds composed of a single
azobenzene. Cis!trans reversible isomerization of
BDPSB was monitored with absorption spectral changes
during UV and VIS light irradiation. Azobenzene ab-
sorption spectra change at 300! 400nm with cis!trans
isomerization (3, 24). BDPSB also exhibited similar spec-
tral changes during UV and VIS light irradiation.
Figure 1B shows that irradiation of trans-BDPSB by
UV light led to a reduction of the peak at 325nm, and
the spectral change was complete after 10min.
Irradiation of cis-BDPSB by VIS light led to an almost
complete isomerization to the trans form, as shown in
Fig. 1C, within 10min.

Photo-control of the BDPSB inhibitory activity on the
basal Eg5 ATPase
The inhibitory activity of the cis and trans isomers of
BDPSB on the basal ATPase activity of Eg5 was deter-
mined. Trans-BDPSB dose-dependent ATPase activity
of Eg5 showed biphase alteration of ATPase activity
(Fig. 2A). The first phase of ATPase activity modula-
tion with trans-BDPSB showed an increase of 400% at
25mM. Subsequently, in the second phase, the ATPase

activity decreased dose-dependently, and reached almost
complete inhibition at 150mM trans-BDPSB. This indi-
cates some cooperative interactions between the com-
pound and binding sites on Eg5. Cis-BDPSB increased
ATPase activity by 400% at 125mM in a single phase.
The ATPase activation corresponds to that in the first
phase of trans-BDPSB. The decrease in ATPase activity
in the second phase of trans-BDPSB reflects a binding
site different from that in the first phase.

Photo-control of the BDPSB inhibitory activity on the
microtubule-stimulated Eg5 ATPase
The microtubule-stimulated ATPase activity of Eg5
was significantly inhibited by trans-BDPSB as shown

Fig. 2 Photocontrol of the ATPase activity of Eg5 by BDPSB. (A) Dose-dependent inhibition of basal Eg5 ATPase activities by cis- and trans-
BDPSB in 0.5 mM Eg5, 20mM HEPES-KOH (pH 7.2) containing 50mM KCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1.0mM b-
mercaptoethanol and 2.0mM ATP in the presence of 0!150mM trans-BDPSB (filled circle) or cis-BDPSB (open circle) at 25!C. (B) Dose-
dependent inhibition of microtubule stimulated Eg5 ATPase activities by cis- and trans-BDPSB in 0.1 mM Eg5, 20mM HEPES-KOH (pH 7.2),
50mM KCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1.0mM b-mercaptoethanol, 3.0 mMmicrotubule and 2.0mM ATP in the presence of
0!150mM trans-BDPSB (filled circle) or cis-BDPSB (open circle) at 25!C. The dashed line indicates the inhibition of true cis-BDPSB obtained by
subtracting the inhibition of co-existing 25% trans-BDPAB. (C) Inhibitory effect of BDPSB photoisomers on the interaction of Eg5 and
microtubules. The microtubule dose-dependent ATPase activities in 0.1 mM Eg5, 0!12 mM microtubule, 20mM HEPES-KOH (pH 7.2), 50mM
KCl, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1.0mM b-mercaptoethanol, 2.0mM ATP, 5% DMF in the presence of 80 mM trans-BDPSB
(filled circle), cis-BDPSB (open circle) and in the absence of BDPSB (filled circle) at 25!C.

Fig. 3 Reproducible reversibility of the photocontrol of the microtu-
bule stimulated ATPase activity by BDPSB. BDPSB was alternately
irradiated with 366 nm UV light and VIS light prior to the ATPase
assay. Alternating irradiations of UV and VIS lights were repeated
three times. ATPase activities in 0.1 mM Eg5, 3 mM microtubule,
20mM HEPES-KOH (pH 7.2), 50mM KCl, 2mM MgCl2, 0.1mM
EDTA, 0.1mM EGTA, 1.0mM b-mercaptoethanol, 2.0mM ATP
and 120mM trans-BDPSB (grey bar) or cis-BDPSB (white bar) at
25!C. Results of three independent experiments and expressed as
mean±standard deviation (error bar).
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図3 (a) Azobenzne二量体構造を持つEg5阻害剤
BDPSBの光異性化 (b) BDPSBによるEg5-
ATPase活性の高効率な光可逆的制御



御デバイスを開発して、 キネシン Eg5 の活性を自在に光制御する。そして、細胞レベルで Eg5

の機能を光可逆的に操り、細胞機能を制御することである。 

 本研究の学術的独自性と創造性は、キネシン Eg5 を生体分子機械として捉え、他のキネシンに

は見られない Eg5 特有の分子機械的な仕組みに注目して、そこに人工的な光応答性ナノデバイ

スとしてフォトクロミック分子を導入して光刺激で Eg5 を制御することにある。この分子機械

として捉える概念により、単に阻害剤として考えられている化合物を制御デバイスとして見な

して、機械的な分子デザインを行う事により、効果的な分子デバイスを創製する事が可能になる。 

 さらに細胞膜透過性の制御分子デバイスは細胞レベルでの制御が可能となり、光スイッチ機

構を持つ機能性抗ガン剤への応用が考えらる。そして、光可逆的に薬剤活性を段階的に変化させ

ることが可能な新規機能性抗癌剤の開発が期待できる。抗癌剤に光応答性のフォトクロミック

分子を導入して、異なる波長の光で可逆的に多段階で活性

を変化させることにより、その作用を自在にコントロール

することができる。特定の異性化で活性化された薬剤が患

部組織で作用して、ガン細胞のアポトー シスを誘導するこ

とにより癌細胞を死滅させた後、異なる波長の光で不活性

あるいは活性を弱くすることで正常細胞への副作用を抑え

ることが可能となる。そして副作用を抑えるだけでなく、

必要な時に必要な強度に活性化させることにより、状態に

合わせた分子レべルでの薬剤作用の制御が可能である。臨

床現場における応用の高い技術になり得ると期待できる。 

このように本研究計画は、学術的のみならず医療分野への

波及効果が強く期待できる。 

 
 
３．研究の方法 
 

1.  フォトクロミック阻害剤のデザインと合成 

 申請者はこれまでにフォトクロミック分子で

あるアゾベンゼンあるいはスピロピランを二量

体化した誘導体が、高い効率で光可逆的にEg5の

ATPase とモーター活性を制御することを示して

いる(図 3)。そこで、アゾベンゼンは Cis-trans、

そしてスピロピランは Spiro-Merocyanine の光

異性化を示すことを利用して、これらの異なる

２つのフォトクロミック分子をカップリングさ

せた図 5 に示すようなヘテロオリゴマーの阻害剤を数種類デザインする。これらの新規フォト

クロミック阻害剤は、それぞれのフォトクロミック分子の異性体の組み合わせにより、複数の異

なる異性化状態を形成し、異性化に伴って劇的に構造と性質を変化する。合成は申請者らが、こ

れまでに確立しているフォトクロミック分子誘導体の合成方法に従って行う。 

2.光応答性 Eg5 阻害剤の物理化学的性質と分光学的性質の解析 

 合成した光応答性 Eg5 阻害剤の溶解度や溶液中での安定性など物理化学的性質を明らかにす

る。また特性吸収極大波長における分子吸光係数の決定を行う。アゾベンゼンとスピロピランの

光異性化は吸収スペクトルの変化から容易にモニターできることが分かっている。合成したこ

れらのフォトクロミック分子から構成される Eg5 阻害剤の光異性化に伴う吸収スペクトルの変

化を測定する。そして光異性化に要する光照射時間と各異性体の安定性について実験を行う。ス

ピロピラン誘導体は蛍光を持つので、光異性化に伴う蛍光スペクトル変化についても測定を行

う。 

3. Kinesin Eg5 ATPase 活性光制御 

 合成した光応答性のフォトクロミック阻害剤を用いて、光可逆的な多段階の Eg5 ATPase 活性

の阻害を調べる。ATPase 活性の測定は、加水分解に伴い遊離してくるリン酸を申請者らが確立

している方法により定量することにより行う。この段階で、光可逆的では無いが効果的な阻害が
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確認された化合物に関しては、その構造を基にさらに分子デザインを行い、異なる官能基を導入

して構造を修正した新たなフォトクロミック阻害剤の合成を行う。 

4. Kinesin Eg5 モーター活性の光制御 

 Eg5 の ATPase 活性を光可逆的に阻害するフォトクロミック阻害剤を用いて、Eg5 による微小

管の滑り運動に対する多段階の阻害効果を調べる。申請者の研究室で確立している In vitro 

motility assay 法に従って Eg5 を吸着させたスライドガラス上を蛍光標識した微小管が滑る様

子を光可逆的 Eg5 阻害存在下で観察する。 

5. ドッキング・シミュレーション 

 フォトクロミック阻害剤と Eg5 結合部位のドッキングシミュレーションを Autodock Vina 
suite と PYMOのソフトウェアを用いた方法で行う。先行するアゾベンゼン二量体のフォトクロ
ミック阻害剤の研究で既に解析を実行しており(図 6)、同様の解析方法に従って、フォトクロミ
ック阻害剤の各異性体の結合状態の違いが Kinesin Eg5 機能の光制御の実験結果に反映されて
いるか解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
1. 光可逆的に複数の異性体間を移行するフォトクロミック Eg5 阻害剤のデザインと合成 
 
これまでアゾベンゼンまたはスピロピランの二量体が、高い効率でキネシン
Eg5-ATPase 活性を可逆的に制御することを申請者らは明らかにしている。
この情報を基にアゾベンゼンとスピロピランをスペーサーで連結したヘテロ
二量体からなる阻害剤を合成した。今回は、阻害剤の水溶性を上げるため
にスルホン化したアゾベンゼン誘導体 Sulfonate-amino-azobenzene を
Spiropyran-COOH に EDC を用いてカップリングさせて spiropyran-
sulfonate-azobenzene (SPSAB)を合成した(図2)。精製は分取用の大判TLC
を用いて行った。そして SPSAB の合成は質量分析により確認した。SPSAB
は紫外線照射で MC-Cis 異性体、可視光線照射で SP-Trans 異性体そし
て In the dark で MC-Trans 異性体に可逆的に移行した。 

 
 
 
 

2. フォトクロミック Eg5 阻害剤の分光学的特性と光異性化に伴う構造変化の解析  

SPSAB は紫外線照射により Azobenznen の Trans 異性体の形成に伴う 350 nm の吸収が増加し、

Spiropyran の SP 異性体形成による 520 nm の吸収したスペクトルを示した(図 8 左)。紫外線照射で誘

導される MC-Cis 状態を反映する典型的な 520 nm の吸収増加と 350 nm 減少するスペクトルが観察さ

れた(図 8 中)。In the dark では 350nm と 520 nm の吸収が増加した MC-Trans 型を示すスペクトルを示

した(図 8 右)。このようにスペクトルを測定することにより、異性化状態をモニターできることが示された。 
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図 7 SPSAB の光可逆的異性化 
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図 8  SPSAB の光異性化に伴うスペクトルの変化 



3. フォトクロミック Eg5 阻害剤による Eg5-ATPase 活性の光可逆的多段階制御実験  

 SPSAB の各光異性体存在下において、キネシン Eg5 の Basal ATPase 活性と微小管存依存性 ATPase

活性を測定した。すべての光異性体において Basal および微小管依存性 Eg5ATPase 活性の阻害が確

認された。図 5A, 5B に示しているように、可視光線照射で形成される SP-Trans 異性体が最も強い阻害

活性を示した。続いて In the dark 状態の MC-Trans そして紫外線照射で形成される MC-Cis の順で高

い阻害活性が観察された。微小管濃度依存性の阻害活性の測定結果は、図 5C に示すように、各異性

体においてほぼ同程度の ATPase 最大速度の減少を示した。一方、微小管との Eg の親和性は、SP-

Trans、MC-Trans そして MC-Cis の順で阻害することが示された。このことは、微小管結合部位とそれ

以外の触媒機構に影響を及ぼす部位に阻害剤が結合していることを示していると考えられる。 

 

    

4. フォトクロミック Eg5 阻害剤による Eg5 の微小管滑り運動の光可逆的多段階制御実験 

SPSAB による ATPase 活性阻害が観察されたので、続いて生理的な機能を反映

する Eg5 による微小管の滑り運動に及ぼす SPSAB の影響を観察した。確立した in 

vitro motility assay 方法を利用して、蛍光標識した微小管のガラス基板に固定した

Eg5 上を滑る微小管の速度を各 SPSAB 異性体存在下で測定した。阻害剤無しの

滑り速度は、これまでに観察されている Eg5 の正常な値を示した。ATPase 活性阻

害を最も強く示した SP-Trans 異性体では、明らかに滑り速度が減少した。MC-Cis

異性体でも、僅かながら滑り速度の阻害が観察された。 

 

まとめ 

フォトクロミック分子であるアゾベンゼンとスピロピラン誘導体を利用して、光可逆的

に異なる 3種類の光異性体を形成する紡錘体キネシン Eg5 阻害剤 SPSAB を合成

した。そして Eg5 の ATPase 活性と微小管滑り運動活性を SPSAB を用いて光可逆

的に制御することに成功した。この方法は、光スイッチ機構をもつ機能性抗ガン剤

への利用が強く期待できる。今後、細胞レベルでの実験を行なっていく予定であ

る。予備的な実験として細胞増殖が SPSAB により、光可逆的に制御できる可能性を

示すことができおり、具体的な成果が期待できる。 

図 9  SPSAB による Eg5-ATPase 活性阻害 A: Basal Eg5-ATPase 活性阻害 B: 微小管依存性 ATPase 活性阻害  C: 微小

管濃度依存的 ATPase 活性に及ぼす SPSAB の効果 

図 10 Eg5-微小管滑り運

動活性の光可逆的阻害 
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