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研究成果の概要（和文）：有糸分裂キネシンEg5のATPase活性を特異的に阻害する化合物はガン細胞の増殖を抑えるこ
とによりアポトーシスを誘導することから、抗がん剤として注目されている。しかし、これらの抗ガン剤は正常細胞の
Eg5も阻害することから副作用の問題がある。目的の部位で特異的に、必要な時にだけ作用する副作用が少ない抗ガン
剤が必要となる。そこで、光スイッチ機構をもつ抗ガン剤・キネシンEg5阻害剤を開発することを試みた。 光制御型Eg
5阻害剤のアゾベンゼン誘導体ACTABを合成した。そしてACTABを用いて光可逆的にEg5のATPase活性と微小管の滑り運動
を制御することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The mitotic kinesin Eg5 is essential for the formation of bipolar spindles during 
eukaryotic cell division, it has been considered as a potential target for cancer treatment. STLC is one o
f the inhibitors of Eg5 whose molecular mechanism of inhibition was well studied. In this study, we synthe
sized a novel photochromic STLC analogues, ACTAB, composed of a trityl group, azobenzene, and Acetyl-L-cys
teine, which exhibits cis-trans photoisomerization in order to photocontrol the function of Eg5. ACTAB exh
ibited cis-trans photoisomerization upon alternating irradiation at two different  visible wavelengths. AC
TAB induced reversible changes in the inhibitory activity of ATPase and motor activities correlating with 
the cis-trans photoisomerization. Compared to cis-ACTAB, trans-ACTAB reduced ATPase activity and microtubu
le gliding velocity more significantly. These results suggest that ACTAB could be used as photochromic inh
ibitor of Eg5 to achieve photocontrol of living cells. 
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１．研究開始当初の背景 
	 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。Monastrol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

シスを誘導する抗ガン剤である。最近の結

晶構造や遺伝子工学的研究により、

MonastrolがEg5モータードメインのルー
プ L5 近傍のポケットに安定に結合して
ATPase 活性を阻害する分子機構が明らか
にされている。また、最近Monastrolの他
に同様の分子機構で Eg5 の機能を強く阻
害する S-Trityl-L-Cysteine	 (STLC)とい
う化合物も見つかっている。このことは分

子デザインをすることにより、さらに効果

的な Eg5 特異的阻害剤を合成することが
可能である事を示唆している。 
	 最近の研究により、キネシンは ATP の
化学的なエネルギーを力学的な運動エネル

ギーに変換する機械的な仕組みが分子レベ

ルで明らかになってきた。申請者らは、こ

の機械的な仕組みをもつキネシンのエネル

ギー変換部位に、人工的な光スイッチとし

て作用する異なる波長の光で可逆的に異性

化するフォトクロミック分子を導入して、

光でキネシンを可逆的に制御する一連の研

究を展開してきた[新学術領域研究(H20〜

H22)”光駆動型バイオナノマシーンの研

究”]。さらに、この研究において、フォト

クロミック分子導入した ATP を合成してキ

ネシンの微小管滑り運動速度を可逆的に制

御することにも成功している。これらの研

究結果は、Eg5 の特異的な阻害剤にフォト

クロミック分子を導入することにより Eg5

の機能を光可逆的に制御できる可能性を示

唆している。 
	 これまでの抗ガン剤は微小管の形成を阻

害するものが使用されていたため、極めて

強い副作用が見られていた。Eg5の特異的
な阻害剤であるMonastrolは、微小管形成
の阻害に伴う強い副作用は見られないが、

正常細胞においても Eg5 は細胞分裂の重
要な役割を担っており、Eg5機能阻害によ

る副作用を避けることはできない。そこで

本研究計画では申請者らがこれまでに確立

してきた生体分子機械のフォトクロミック

分子を用いた光制御の技術を導入して、光

可逆的に薬剤の活性を制御することにより

副作用を抑えた効果的な治療を目指した抗

ガン剤の開発を試みる。これまでに、光可

逆的に活性化、不活性化される試薬は報告

はほとんど行われておらず、この分野にお

いて新しい試みである。この光制御薬剤の

技術は抗ガン剤ばかりでなく、その他の部

位特異的治療用薬剤に利用できることが強

く期待される。従ってこの新規技術は医療

の分野において大きく貢献できると思われ

る。	 

	 この技術は、抗ガン剤だけでなく、その

作用機構が明らかになっている他の病気の

特異的薬剤にも同様に応用することが可能

であり、副作用を抑えるだけでなく、必要

な時に活性化させることにより状態に合わ

せた分子レベ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性は極めて

高い技術になり得ると期待される。 
	 この研究計画における薬剤に積極的に人

工的なスイッチ機構を導入するアイデアは、

キネシン Eg5 と Monastrol の分子機構が
明らかになったことに基づいている。現在

までに分子機構が明らかにされている薬剤

に対してスイッチ機構を導入した新規薬剤

のデザインをすることは可能であると考え

られる。スイッチ機構は熱、pH、磁場、電
場などの変化で応答する化合物が考えられ

るが、生体に応用する場合、カテーテルの

技術を利用した光による制御が最も具体的

であると思われる。ケージド化合物のよう

に光で保護基が遊離して薬剤が活性化する

方法も候補の一つであるが、この場合は非

可逆的な反応であり、いったん活性化され

た薬剤を不活性化させることはできない。

従って、目的の作用が終了した時点で不活

性化させることはできないので、副作用を

低減させる目的には相応しくないと考えら

れる。これに対して、フォトクロミック分

子は異なる波長の光で可逆的にその構造と

性質を変化させることができる化合物であ

り、分子デザインされたフォトクロミック

薬剤では、その活性を光可逆的に制御する

ことが可能となる。これまでの強力な作用

を示す抗ガン剤は、微小管の形成を阻害し

てアポトーシスを誘導するものであり、細

胞機能に必須の微小管が影響を受けること

により、強い副作用が伴っていた。キネシ



ン Eg5 は細胞周期の M 期において有糸分
裂を担う生理的な機能を担っており、ガン

細胞では過剰に発現して著しい細胞増殖を

誘導している。このガン細胞において特異

的に過剰な作用を示す Eg5 を阻害する
Monastrolや STLCは抗ガン剤として適し
ていると考えられる。しかし、正常細胞で

も Eg5は有糸分裂を行っており、Eg5が阻
害されれば副作用を避けることはできない。

従って、作用後は速やかに不活性化する薬

剤の開発は副作用を抑えるために重要なテ

ーマである。	 

	 最近の臨床の現場においてカテーテルを

用いた技術は飛躍的に発達しており、目的

の患部組織に光ファイバーのカテーテール

を導入したり、薬物を特異的に投与するこ

とは可能になってきている。この手法と本

研究計画で開発する新規機能性薬剤をカッ

プリングさせることにより、患部組織にお

いて特異的に薬剤を活性を光制御すること

が可能になり、副作用を抑えた効果的な治

療が可能となる。また副作用だけでなく、

その薬剤活性を自在にコントロールするこ

とが可能であることから、患部の状況に対

応した効率のよい薬剤の作用が期待できる。 
	 この方法は抗ガン剤だけでなく、その他

の病気の薬剤への応用が可能である。特に

強い作用のために副作用が問題になってい

る薬剤への応用が強く期待される。さらに

病気の治療だけでなく細胞機能の基礎研究

への応用も考えられる。光による遠隔操作

で特定の機能を可逆的に制御することによ

り、細胞の増殖などをコントロールするこ

とが可能になると期待できる。	 

 
２．研究の目的 
	 キネシン Eg5は、細胞の有糸分裂を担う
ATP駆動型のモーター蛋白である。細胞周
期の M 期の進行において Eg5 は細胞有糸
分裂の重要な役割を担っている。がん細胞

では Eg5 が過剰発現して著しく細胞増殖
が進行する。Eg5の ATPase活性を特異的
に阻害する Monastrol や STLC は、Eg5
による有糸分裂を停止させて、ガン細胞の

増殖を抑えることによりアポトーシスを誘

導することが示されており、抗がん剤とし

て注目されている。しかしながら、これら

の抗ガン剤は正常細胞の Eg5 も阻害するこ

とから副作用の問題がある。目的の部位で

特異的に、必要な時にだけ作用する副作用

が少ない抗ガン剤が必要となる。そこで本

研究計画では、異なる波長の光で可逆的に

活性が制御できる光スイッチ機構をもつ抗

ガン剤・キネシン Eg5 阻害剤を開発するこ

とを試みる。	 

	 

３．研究の方法 
	 まずばじめに、Eg5 の特異的阻害剤であ

るMonastrolとSTLCの構造を基に基本的な

作用を保持したフォトクロミック分子、ア

ゾベンゼン誘導体あるいはスピロピラン誘

導体からなる光応答性 Eg5 阻害剤を Eg5 結

晶構造における阻害剤結合部位の構造に対

応させてデザインする。実際にこれらの阻

害剤を申請者らがこれまでに確立してきた

フォトクロミック化合物誘導体の方法に従

って合成を行う。そして、Eg5 との相互作

用の基礎実験を行い、ATPase 活性を効率良

く光可逆的に阻害する光応答性阻害剤をス

クリーニングする。ATPase 活性を効率良く

光可逆的に阻害する化合物を用いて Eg5 の

微小管滑り運動活性の光可逆的阻害を調べ

る。また光照射を行い、効率よく制御する

ための波長、光強度、照射時間などの最適

条件の検索を試みる。	 

	 

(1)	 光応答性 Eg5 阻害剤のデザイン	 	 	 

	 Eg5 モータードメインに Monasrol(pdb	 

ID:1X88)と STLC(pdb	 ID:2WOG)が結合した

結晶構造が明らかにされているので、この

構造を基に可能なフォトクロミック分子を

導入した Eg5 阻害剤のデザインを行う。結

晶構造ではManastrolとSTLCの疎水性の部

分をEg5のループL5が疎水性の相互作用で

押さえ込むことにより結合部位で安定化し

ていることが観察されている。従って、こ

れらの阻害剤の疎水性部分に対応した位置

に、光異性化で疎水性-親水性の性質が変化

するフォトクロミック分子を導入した阻害

剤アナログを合成することにより、光可逆

的な結合により Eg5 の活性阻害の制御が誘

導できると考えられる。	 

	 本研究計画では様々なフォトクロミック

分子の中から、アゾベンゼンとスピロピラ

ンの誘導体を利用する。アゾベンゼンは、

紫外線で親水性の cis 型へ、そして可視光

線で疎水性の trans 型へ異性化する。また

スピロピランは紫外線でイオン化した

Merocyanin 型へ、可視光線で疎水性の閉環

した Merocyanin 型へ異性化する。このよう

に、これらのフォトクロミック分子は光異

性化により、劇的に構造変化して疎水性と

親水性の性質が可逆的に変化する。従って、

これらを導入した Eg5 阻害剤は光可逆的に



Eg5 へ結合することが強く期待できる。	 

	 分子モデリング-ソフト(Hyper-chem)を

用いて、Eg5 の結合部位に対応したアゾベ

ンゼンとスピロピラン誘導体から構成され

る様々な阻害剤の候補をデザインする。	 

	 

(2)	 光応答性 Eg5 阻害剤の合成	 

	 申請者らは、これまでに様々なタンパク

質架橋性のアゾベンゼンとスピロピランの

誘導体の合成を行い、キネシンの機能部位

に導入することにより光可逆的にキネシン

を制御する研究を試みてきた。この研究に

おいてこれらの誘導体の合成法は確立して

おり同様の方法でManastrolとSTLCアナロ

グとして作用する誘導体を合成することが

可能である。アゾベンゼンとスピロピラン

に様々な官能基を導入した様々な誘導体を

合成して、Eg5 の阻害剤結合部位への親和

性が光異性化により大きく変化する化合物

をスクリーニングする。既に予備的な実験

として Phenylazobenzoic-maleimide と

N-acetyl-	 cystein をカップリングするこ

とにより、光応答性の STLC アナログの合成

に成功している。またその他の化合物に関

しても一部は合成を開始している。	 

合成の確認は、申請者の所属する研究機関

に 設 置 さ れ て い る FT-IR,	 FAB-MS,	 

NMR(500MHz)を用いて行う。	 

	 

(3)	 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。また特性吸収での分子吸光係

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。	 

	 

(4)	 Eg5 の光可逆的 ATPase 活性の阻害	 

	 合成した光応答性のmonastrolと STLC
アナログの中から、光可逆的に Eg5の機能
を阻害するものをスクリーニングするため

に Eg5 の 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

害が確認された化合物に関しては、この構

造を基にさらに分子モデリングを行い、構

造を修正した新たな分子の合成を検討する。 
	 

(5)	 光可逆的微小管滑り運動活性の阻害	 

	 Eg5のATPase活性を光可逆的Eg5阻害
する化合物を用いて、Eg5による微小管の
滑り運動に対する阻害効果を調べる。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。 
	 

４．研究成果	 

	 

(1)	 光制御型 Eg5 阻害剤のデザインと合成	 

 Eg5 の特徴の 1 つである特異的阻害剤を利
用した光制御を行うために，Eg5 特異的阻害
剤である STLCの構造を基に，フォトクロミ
ック分子を導入した光制御型 Eg5阻害剤を合
成した．1つ目は，STLCのトリチル基部位を
フォトクロミック分子アゾベンゼンの両端

に 結 合 さ せ た 4,4'-bis(N-(2-(triphenyl- 
methylamino)acetyl)amino)azobenzene [BTBA] 
(図 1A)である．紫外線照射によって，アゾベ 
ンゼンを cis 体にすることによって，両端の
トリチル基が近接し合い，Eg5 の阻害剤結合
ポケットに結合しにくくなると考えた．2 つ
目は，STLC のトリチル基部位とシステイン
部 位 を ア ゾ ベ ン ゼ ン で 架 橋 し た

4-(N-(2-(N-acetylcysteine-S-yl) acetyl) amino)- 
4′-(N-(2-(N-(triphenylmethyl)amino)acetyl) 
amino)azobenzene[ACTAB]である(図 1B)． 
システイン部位は N-アセチル-L-システイン
を使用した．これらの阻害剤のアゾベンゼン

図 1	 光制御型阻害剤の構造式	 (A)	 BTBA,	 (B)	 ACTAB	 

 



部分の cis体，trans体は、それぞれ異なる阻
害剤結合ポケットへの親和性が期待できる． 
 
(2)	 光制御型阻害剤による Eg5 の光制御	 

 BTBAと ACTABにより、Eg5ATPase活性が
光可逆的に制御できることが示された.アゾ
ベンゼンが trans体のとき，cis体のときより
も，Eg5 の活性をより大きく阻害した．
ACTABは Eg5との親和性も高く，cis-ACTAB
の 50%阻害濃度(IC50)は 9.1 µM，trans-ACTAB
の IC50 は 5.2 µMであり，既存の Eg5阻害剤
monastrolの IC50= 17µMと比較しても Eg5阻
害剤として十分な親和性であると考えられ

る(図 2)．さらに，光異性化する波長を検討し
たところ，BTBA は 380 nm の紫外線照射で
cis体に，480 nmの可視光線照射で trans体に
光異性化し，	 ACTABは 400 nmの可視光線
照射で cis 体に，480 nm の可視光線照射で
trans体に光異性化することが確認できた．可
視光線のみで光制御が可能な ACTABは細胞
への応用が期待できる． 

 
(3)	 光制御型阻害剤による Eg5-微小管滑り

運動の光制御	 

 
顕微鏡下で，キネシン上の微小管滑り運動を

観察する方法(in vitro motility assay)を用いて，
光制御型阻害剤存在下での微小管-キネシン
間の滑り速度を観察した．光異性化させた

trans-ACTABもしくは cis-ACTABを，キネシ
ンと微小管を貼り付けたスライドグラスとカ

バーグラスで作製したフローセルに流しいれ，

滑り速度の変化を測定した． trans-ACTAB
存在下のときに，滑り速度の減少が観察され

た．これらの結果から，光制御型阻害剤は，

Eg5 の活性だけでなく，微小管滑り運動の制
御も可能であることが明らかになった． 
	 

(4) 結論 
本研究では, Eg5 の人工的制御法として, 機
械的な仕組みの機能部位にフォトクロミッ

ク分子を修飾する方法と，外部因子である光

制御型阻害剤を用いる方法が可能であるこ

とを明らかにした．フォトクロミック分子を

Eg5の L5に修飾することにより，Eg5の活性
および STLCによる阻害効果を光制御できる
ことを示した．フォトクロミック分子導入部

位により，光制御の効率が大きく異なり，

W127C と D130C の結果から，Eg5 の人工的
制御の仕掛け部位として L5 の C 末が適して
いるのではないかと考えられる． 
	 また，光制御型阻害剤により，光照射によ

って Eg5 の阻害効果と微小管-キネシン間の
滑り速度を光制御できることを示した．外部

因子である阻害剤を利用した光制御は遺伝

子操作などが不必要であり，タンパク質は

native なものが使用できることが利点である．
また，可視光線領域の光でのみ光制御可能な

ACTAB は，紫外線による生体分子損傷の心
配がないため，今後，in vivoでのナノデバイ
スとしての利用だけでなく，細胞や組織レベ

ルでの応用が期待できる。さらに，Eg5 阻害
剤は新たな抗がん剤としても注目されてお

り，光制御型 Eg5阻害剤の開発は，光照射に
よって効果が制御可能な，副作用の少ない抗

がん剤としての応用が強く期待できる． 
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図 2	 ACTAB による Eg5 の ATPase 活性の光制御	 
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