
様式Ｆ-１９

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書

平成２５年 ５月２０日現在

研究成果の概要（和文）：本研究は、フォトクロミック分子の一つであるアゾベンゼンの光異性
化反応で、微小管の重合・脱重合ダイナミクスを光可逆的にコントロールできるアゾベンゼンを
開発し、それを擬似細胞マシンの創製へと応用することを目的としている。置換基の種類や置換
位置の異なる種々のアゾベンゼン誘導体を合成し、微小管の重合阻害作用に及ぼす影響を徹底的
に検討した結果、微小管に相互作用できる親水性のアミノ酸と、疎水性のアルキル鎖をパラ位に
有することが可逆的な微小管の重合ダイナミクスには必要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to synthesize novel azobenzene derivatives,
which can reversibly regulate the microtubule depolymerization-polymerization dynamics
with external light stimuli, and attempted to develop artificial bio-molecular machines.
For such purpose, we prepared several azobenzene derivatives having different kinds of
substituent with different positions and rigorously investigated the effect on the
microtubule polymerization dynamics. From detailed investigations, it was revealed that
the amphiphilic structure of azobenzene was essential to achieve the reversible
photoregulation of microtubule polymerization dynamics.
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１．研究開始当初の背景
近年、光で可逆的に分子構造や物性を変化

させるフォトクロミック分子を利用し、生体
分子の構造や機能を光で制御する試みが活
発に行われている。そのような背景の中、
我々はキネシン－微小管系の運動特性をフ
ォトクロミック分子の光異性化反応により
光で制御することを目指した研究に取り組
んでいる。

そのような取り組みの中で我々は、光で可
逆的にトランス－シス光異性化反応を示す
アゾベンゼンを微小管に静電的に相互作用

させ、その運動特性を光で制御することを目
指した研究を行い、その過程において我々の
開発したアゾベンゼン誘導体が「トランス体
の状態では微小管の重合過程を著しく阻害
するのに対し、シス体では阻害作用を示さず、
さらにその阻害作用が外部からの紫外光／
可視光照射により可逆的にスイッチできる」
という、当初予想もしなかった興味深い現象
に巡り合った。
微小管の重合ダイナミクスを可逆的に光

制御できる現象は、他に例のない唯一のもの
である。微小管の重合および重合阻害という
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ダイナミクスは、真核生物における様々な生
命現象に深く関わっているため、その光制御
は本質的に生命現象を光で制御できる可能
性を意味している。また、視点を変えると、
ナノメートルサイズのチューブリン分子が
マイクロスケールの微小管まで自己組織化
する特性を光で可逆的に制御できるという、
他に例のない新規な材料特性を手にしたこ
とを意味している。しかしながら、その光可
逆的な微小管重合阻害作用に対する分子構
造との相関性は全く不明であった。

２．研究の目的
本研究では、上述した我々が見出した極め

て新しい『光可逆的な微小管重合阻害作用』
に対するアゾベンゼン分子の構造との相関
性を明らかとし、最終的に光で駆動する擬似
細胞マシンの創製へとつなげることを目的
とした。

３．研究の方法
「光可逆的な微小管重合阻害作用」（図１）

の機構を明らかとするために、我々が合成す
るアゾベンゼン誘導体の、微小管との相互作
用や重合阻害作用に及ぼす置換基の種類や
結合位置の影響を詳細に調べ、分子構造と重
合阻害作用との相関性を明らかにする。

図１：アゾベンゼンの光異性化に伴う微小管
重合ダイナミクスの光制御の概念図

以下に示す条件を基本的な分子設計の指
針とする。
(1)微小管とアフィニティーを示すアミノ基
やカルボキシル基などの官能基を有する
(2)光により可逆的に構造や極性を変化させ
るアゾベンゼンを有する
(3)水に可溶である
(4)アゾベンゼンのトランス体およびシス体
のうち、少なくとも片方の異性体において微
小管ダイナミクスに影響を与えることがで
きる
これら条件を満たす分子として、微小管と

アフィニティーを有する部位、光異性化で可
逆的に分子構造を変化させるアゾベンゼン
ユニット、および微小管重合阻害作用を示す

部位の三つにユニットを分け（図２）、置換
基の種類および置換位置の異なる分子を合
成していき、置換基の違いや分子構造の違い
が微小管ダイナミクスにどのような影響を
与えるのかを一つ一つ系統的に明らかにし
ていく。

また、微小管と相互作用をもつ部位につい
ても、その種類や長さを変えた分子を合成し、
微小管と水溶性アゾベンゼンとの間の相互
作用の強さが微小管ダイナミクスにどのよ
うな影響を及ぼすのかを明らかとする。最終
的には、そのような分子を共有結合で修飾し
たチューブリンを合成し、光でその重合と脱
重合というダイナミクスを制御できる微小
管を創製する。このダイナミックな重合過程
の光制御を利用した擬似細胞マシン創製へ
の応用を検討する。

４．研究成果
本研究では、置換基の種類や置換位置が異

なる種々のアゾベンゼン誘導体（1-5, 図 3）
を合成し、微小管の重合－脱重合挙動の光ス
イッチング能に及ぼす分子構造の影響を詳
細に検討し、そのメカニズムに対する考察を
in-vitro の実験で明らかとすることを目指
した。

図３：本研究で合成したアゾベンゼン誘導体
の分子構造と光異性化反応

合成した分子 1-5 は水溶液（4 および 5 は
10% DMSO との混合溶媒）中において、紫外光・
可視光照射に伴い可逆的な光異性化反応を
示すことが認められた。アゾベンゼン誘導体
（1-5）がローダミン標識微小管の重合挙動
に及ぼす影響を蛍光顕微鏡下の観測により
定性的に評価した結果、X 部分にリジン基の

図２：微小管ダイナミクスの光制御を可能
とするアゾベンゼンの基本分子構造
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ような正に帯電したアミノ酸を有し、パラ位
の Y 部分に疎水性の置換基を有するときに、
トランス体の状態において微小管の重合挙
動を阻害することが確認された。また、リジ
ン基を有しアルキル鎖の結合位置をパラ、メ
タ、およびオルト位と変えた分子(1a,1b およ
び 1c)を用いて微小管の重合挙動に及ぼす置
換位置の影響を検討した結果、メタ型の分子
1b ではトランス体およびシス体ともに微小
管の重合を阻害するのに対し、オルト型の分
子 1c では両異性体ともに微小管の重合挙動
に影響を与えないことが認められた。これら
の結果から、分子内に親水性と疎水性の置換
基を有し、水溶液中においてミセル等の集合
体を取りやすい両親媒性の分子構造のアゾ
ベンゼン誘導体において、微小管の重合ダイ
ナミクスの可逆的な光制御が可能であるこ
とが推測された。この考えを明らかとするた
めに、水溶液中でトランス体の状態において
ミセルを形成し、シス体へと光異性化すると
そのミセル状態が崩壊することが明らかと
されている、光応答性界面活性剤として知ら
れている分子 6（図４）を用いて同様の微小
管の重合ダイナミクスの光制御が可能であ
るかを確認した。その結果、分子 6 において
も同様に、トランス体の状態では微小管の不
安定化が誘起され、シス体へと光異性化する
とそのような不安定化は起こらず微小管が
重合状態を取ることが確認された（図４）。
この結果から、微小管重合ダイナミクスの光
制御には両親媒性の分子構造を有するアゾ
ベンゼン誘導体が必須であることを明らか
とすることができた。

図４：光応答性界面活性剤 6 の分子構造と光
異性化に伴う微小管重合ダイナミクスの光
スイッチング

さらに生体分子マシンの創製を目指して、
これらのアゾベンゼン誘導体が生細胞中の
微小管にどのような影響を与えるのかを検
討した。そのために、赤色蛍光タンパク
mCherry を遺伝子発現させた微小管を有する

COS 細胞を用意し、この COS 細胞にアゾベン
ゼン 1a および 2 をそれぞれ 100 μM の濃度
で投与し、その様子を観測した結果、
in-vitro において顕著な微小管の脱重合挙
動が観測される 1a を投与した COS 細胞は投
与後 15 分程度で内部の微小管の構造が完全
に確認されなくなり、細胞骨格の形態も大き
く変形することが認められた（図５上）。一
方、in-vitro で微小管の脱重合挙動が観測さ
れない 2 を投与した場合、投与後 1 時間経過
しても細胞内部の微小管や細胞骨格の形態
に変化は認められなかった（図５下）。

図５：分子 1a および 2 を投与したときの COS
細胞の形態に与える影響

こ の こ と か ら 、 in-vivo に お い て も
in-vitro と同様のメカニズムで微小管の脱
重合が誘起されている可能性が示唆された。
この結果は、今後光駆動生体分子マシンを創
製していく上で極めて重要であると考えら
れる。
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