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研究成果の概要（和文）：フォトクロミック分子であるアゾベンゼン誘導体とスピロピラン誘導
体を生体分子機械であるミオシン、キネシン、カルモジュリン、G-タンパク質 Ras の機能部位
に導入して紫外線-可視光線を交互照射することにより、これらの生体分子機械の動きを制御す
ることに成功した。またフォトクロミック分子からできた非加水分解型 ATPアナログを合成し
て、紫外線-可視光線照射で生体分子モーターの ATP結合状態と ADPあるいは非結合状態を可逆
的に形成できる可能性がしめされた。 
  

研究成果の概要（英文）：Photochromic molecules of azobenzene and spiropyran derivatives 

incorporated were incorporated into the functional sites of the bionanomachines, myosin, kinesin, 

calmodulin, G-protein Ras. The function of the bionanomachines modified with photochromic 

molecules were successfully controlled by Ultra-violet (UV) and visible (VIS) light. Reversibly. 

Moreover, we synthesized ATP analogue composed of photochromic molecule and revealed the 

analogue can induce ATP state, ADP state or no nucleotide state reversibly by UV-VIS light irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 

フォトクロミック分子は光の作用で可逆的
に大きく構造変化を起こす分子で、表示材料、
調光材料、光記憶材料、光スイッチとして利
用されている光応答性ナノデバイスである。
アゾベンゼン誘導体はフォトクロミック分
子の代表的な化合物であり、右図のように紫
外線-可視光線の照射で cis-trans の異性化
に伴う構造変化を極めて速い応答で起こす

ことが知られている。 
 生体内には極めて巧妙な仕組みをもち、高
いエネルギー変換効率で作動する ATP駆動型
の生体機能分子や細胞情報伝達を担う制御
系の生体機能分子が存在している。遺伝子工
学的な手法による研究やエネルギー変換あ
るいは情報伝達の中間体の結晶構造の解析
から、生体機能分子のいくつかにおいてカム
-シャフトの様な機械的な仕組みでエネルギ
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ーや情報が伝達されることが示唆され、生体
分子機械という新しい概念が発生した。これ
らの生体分子機械の機械的な仕組みに人工
的な制御機構や駆動力を導入することがで
きれば、ナノマシーンとして利用できること
が期待される。 
 ATP 駆動型のモータータンパク質であるミ
オシンやキネシンはその構造と機能が良く研
究されており、フォトクロミック分子を導入
する上で最も適した生体分子機械であると思
われる。ミオシンは ATP 結合と加水分解によ
り発生する小さな構造変化をカム-シャフト
機構のような機械的なメカニズムでレバーア
ームの大きなスウィングに変換していること
が示されている。よって ATP 以外のエネルギ
ーを使って同様の構造変化をエネルギー変換
部位に起こすことができれば、レバーアーム
の大きな動きを誘導して、モーターとして駆
動できると考えられる。申請者は今までに行
った科研費・基盤研究 C (H14〜H17)“フォト
クロミック分子を利用した光駆動型モーター
蛋白の開発”の研究において、光によって
Crosslink span が大きく変化する二価架橋性
の フ ォ ト ク ロ ミ ッ ク 分 子
4,4'-azobenzene-dimaleimide (ABDM)をエネ
ルギー変換部位の一つである活性シンテイン
領域に存在する SH1 と SH2 を架橋して、
SH1-SH2 の距離を光異性化によって変化させ
ることにより、レバーアームのスウィングが
誘導されることを明らかにした。また、ミオ
シンと極めて良く保存されたモータードメイ
ンの構造をもつキネシンのエネルギー変換部
位にアゾベンゼン誘導体を導入することによ
り、紫外線-可視光線照射でキネシンの ATP 加
水分解の活性を可逆的に制御することにも成
功している。これらのことはフォトクロミッ
ク分子を利用して生体分子機械を光駆動でき
る可能性が強く示唆している。特にキネシン
の変異体は大腸菌を用いた発現系により、容
易に調製することが可能であり、比較的安定
な性質であることから、フォトクロミック分
子を導入するのに適している。さらにキネシ
ンは生体内において物質輸送の生理的役割を
本来担っており、光駆動型の分子シャトルへ
の応用が期待できる。 
 G-タンパク質の一つである ras は GTP 加水
分解中間状態で、標識酵素を活性化するで細
胞情報伝達を行い、細胞の周期を調節する極
めて重要な生理的役割を持っている。また突
然変異により GTPase サイクルが進行しない
ras では細胞増殖が著しく促進され癌を誘導
することが示されており、医学的にも注目さ
れている制御系生体分子機械である。ras の
機能部位にフォトクロミック分子を導入して
光スイッチ機構を付加することができれば、
細胞情報伝達機構の解明や分子レベルでの癌
の研究に貢献できると強く期待される。 

 カルモジュリンはカルシウムの結合により
活性化され標的酵素に結合して触媒機構を活
性化することにより細胞情報伝達を行う生理
的に重要な制御系生体分子機械である。その
構造と機構は分子レベルで良く調べられてお
り、また極めて安定な構造を持っていること
からフォトクロミック分子を用いた光制御の
研究に最も適した生体分子機械であると考え
られる。光制御型カルモジュリンが可能にな
れば、生体内に存在する多くの標的酵素を制
御できる事になり開発する意義は極めて高い
と言える。 
 

２．研究の目的 

本研究計画では、フォトクロミック分子であ
るアゾベンゼン誘導体を生体分子モーター
のエネルギー変換部位に導入して紫外線-可
視光線を交互照射することにより、これらの
生体分子機械を駆動させることを試みる。ま
たアゾベンゼン誘導体以外に、紫外線-可視
光線照射で大きく性質が異なる開環イオン
化-閉環非イオン化状態を形成するスピロピ
ラン誘導体を用いた駆動実験も行う。また制
御系の生体分子機械であるカルモジュリン
と G-タンパク質の一つである Rasの機能部位
に同様にフォトクロミック分子を導入、紫外
線-可視光線照射による光スイッチ機構を付
加することにより標的酵素の光制御を試み
る。さらにフォトクロミック分子を生体分子
機械の機能部位に化学修飾で直接導入する
方法に加え、図 2に示した様なフォトクロミ
ック分子からできた非加水分解型 ATPアナロ
グを合成して、紫外線照射-可視光線照射に
より生体分子モーターの ATP 結合状態と ADP
あるいは非結合状態を連続して可逆的に形
成させることにより生体分子機械を駆動さ
せる実験を行う。 
  

３．研究の方法 

まず初めに、フォトクロミック分子に光異性
化を誘導する紫外線-可視光線照射システム
の構築を行う。次に生体分子機械、キネシン、
カルモジュリン、低分子量 G-タンパク質 ras
の機能部位に特異的にフォトクロミックを
導入するために、目的の部位のみに反応性の
システイン残基をもつ変異体を調製する。こ
の変異体にフォトクロミック分子を導入し
て光異性化で誘導される構造変化の解析を
行う。また生体分子モーターの光駆動エネル
ギーの入力デバイスとしてフォトクロミッ
ク ATPアナログの合成を行い、分子モーター
との相互作用を解析する。そして紫外線-可
視光線交互照射による光駆動・光制御実験を
行う。そして最終的に光駆動型分子モーター
と光スイッチ機構をもつ制御系生体分子機
械を利用して、光駆動・光制御型の物質輸送
分子シャトル(光駆動型キネシン・光制御型



 

 

カルモジュリン融合分子モーターと M13-光
誘導透過機構をもつリポソームから成る)の
分子設計と製作を試みる。 
 
４．研究成果 

1. 機能部位にシステインをもつキネシン変異体

の調製 

 目的の部位に特異的にシステインを持つ

変異体の発現ベクターに組み込んだ cDNAを

調製した。そして大腸菌を用いて目的の変異

体を発現させた。そして精製したキネシン変

異体の微小管依存性 ATPase 活性を測定して、

生理的活性を保持していることを確認した。 

2. フォトクロミック分子のキネシン変異体への導

入と ATPase活性の光制御 

 調製したキネシン変異体の目的の部位にフ

ォトクロミック分子であるアゾベンゼン誘導

体 PAMを導入した。そして紫外線-可視光線を

照射して光可逆的な微小管活性化 ATPase を

測 定 し た 。 PAM で 修 飾 し た 変 異 体

A21C,R25C,G26C そして S66C は紫外線-可視

光線で誘導される cis-trans 異性化に伴い可

逆的に ATPase 活性が変化することが示され

た。 

3. 機能部位にシステインをもつ制御系生体分

子機械、カルモジュリン変異体の調製 

 カルモジュリンの機能部位にフォトクロ

ミック分子を導入するために目的の部位に

システインをもつカルモジュリン変異体

(A57,N60C,D64C,M124C,M127C,A128C,M144C)

を調製した。そして調製したカルモジュリン

変異体が生理的な機能を保持していること

を標的ペプチドである M13を用いて確認した。 

4. フォトクロミック分子のカルモジュリン変異体

への導入と機能の光可逆的制御 
カルモジュリン変異体にアゾベンゼン誘導
体である PAMを導入した。そして PAM-カルモ
ジュリンに紫外線-可視光線を照射して M13
ペプチドとの相互作用を調べた。変異体 N60C, 
D64C では、紫外線照射-可視光線照射で可逆
的に M13 への結合が制御された。適当なカル
シウム濃度条件下において、紫外線照射で
M13 に結合して可視光線照射で解離した。こ
れに対して M124Cでは可視光線照射で結合し
て紫外線照射で解離することが示された。 
5. 紫外線-可視光線交互照射光源制御装置の
製作 
 アーク光源を利用した可視光線-紫外線

交互照射装置を製作した。そして短時間に異
なる複数の波長を連続的に切り替えるチェン
ジャーを制御するソフトウェアをプログラミ
ングすることも行った。 
6. 二価架橋性フォトクロミック分子で架橋
したキネシンダイマｰの調製と光照射による
構造変化の解析 

 ダイマｰを形成しない長さのロッドをもつ
キネシンの C 末端にシステインを特異的にも
つキネシンを調製した。またフォトクロミッ
ク分子を導入するための基礎実験として、キ
ネシン-カルモジュリンとキネシン-M13 の 2
種類の融合蛋白の調製を行い、カルシウム依
存的ダイマーの形成を確認した。 
7. 機能部位にシステインをもつカルモジュ
リン変異体の調製とフォトクロミック分子の
導入 

 カルモジュリンの機能部位にフォトクロ
ミック分子を導入するために目的の部位にシ
ステインをもつカルモジュリン変異体を確立
した方法に従って調製した。そして、確立し
た方法に従ってフォトクロミック分子を目的
の部位に導入した。 
8. フォトクロミック分子を導入したカルモ
ジュリンの光照射で誘導される構造変化の解
析 
 フォトクロミック分子を導入したカルモ

ジュリン(CaM)の変異体の光照射で誘導され
る可逆的構造変化を、蛍光法エネルギー移動
法、X 線溶液散乱、急速凍結ディープエッチ
レプリカ電子顕微鏡観察方法により解析を行
った。 
9. キネシン-カルモジュリン融合蛋白の調製
とフォトクロミック分子の導入 

 キネシンに光可逆的に輸送物質を搭載す
る機構を付加することを目的としてキネシン
の C 末側にカルモジュリン変異体を連結させ
た融合蛋白を調製した。そしてフォトクロミ
ック分子を導入して光り可逆的にターゲット
ペプチド M1 への結合を光制御することに成
功した。 

10. フォトクロミック化合物を利用したATP

アナログの合成と生体分子モーターとの相互

作用 

 アゾベンゼン誘導体を用いた数種類のATP

アナログPABITPの合成に成功した。生体分子

モーターであるミオシンとキネシンとの相互

作用をATPase活性測定、ミオシン-アクチンあ

るいはキネシン-微小管の解離実験、エネルギ

ー変換中間体の形成から解析した。このATP

アナログは本来のATPと同様に生理的な機能

を保持していることが示された。 

11. フォトクロミックATPアナログで誘導さ

れる分子モーターの構造変化の解析 

 紫外線と可視光線照射により異なる異性体

のフォトクロミックATPアナログで誘導され

る構造変化を、X線溶液散乱により解析を行っ

た。紫外線-可視光線照射により形成される

ATPアナログの二つの異性体はエネルギー変

換中間体において、異なる状態を示すことが

明らかになった。  



 

 

12. 生体分子モーターの光制御および光駆

動実験  

キネシン-微小管のin vitro motility assay

法を用いてフォトクロミックATPアナログの

光異性化により、滑り速度が変化するか実験

を行った。紫外線-可視光線照射で可逆的に微

小管の滑り速度が変化することが示された。 

13. 制御系生体分子機械へのフォトクロミッ

ク化合物の導入と光制御 

 低分子量 G-protein(Ras)の変異体にフォト
クロミック化合物であるアゾベンゼン誘導体
を導入して、紫外線-可視光線照射により可逆
的にこれらの制御系生体分子機械の機能を制
御するための基礎実験を行った。Ras 変異体
を調製してフォトクロミック分子を導入する
実験系を確立することができた。    
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