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研究成果の概要（和文）：誘導系を用いて遺伝子やタンパク質機能を特定の時間や空間で発現さ

せることは、それら遺伝子やタンパク質が関わる生命現象の分子基盤を解明するための非常に有

効な手段となる。本研究では、ケージ化された二量体誘導化合物（Chemical	 Inducing	 Dimmer:	 

CID）の紫外線レーザによる局所的アンケージングを介して、単一細胞における遺伝子転写誘導、

および細胞内でのタンパク質の局在化のための実験系を形質転換シロイヌナズナにおいて確立

することを試みた。	 

 
研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular basis of mechanisms by which 
elaborate phenomena in living systems are regulated, it is an effective way that functions 
of regulatory genes and proteins are artificially induced in a spatio-temporally specific 
manner. In this study, an attempt was made for developing a site-specific induction system 
of protein function in plant cells taking advantage of caged CID (Chemical Inducing 
Dimmer), which can be spatio-temporally uncaged by the irradiation of UV laser. 
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１．研究開始当初の背景 
	 人為的誘導系は、遺伝子発現の有無を時間
的・空間的に調節できない遺伝学的解析や、
生体内で多面的な影響をもたらす環境刺激
を用いた生理学的解析などに比べて、非常に
積極的かつ直接的な実験系である。これまで
に熱ショックプロモーターを利用した遺伝
子転写誘導系やステロイドホルモン受容体
のホルモン結合ドメインを利用したタンパ
ク質機能誘導系など多くの人為的誘導系が
開発され、それらは基礎生物学の進展に大き
く貢献してきた。しかし、人為的誘導系の最
大の利点である時間的・空間的な制御に関し
ては未だ十分に満足できる分解能であると

は言えない。例えば、任意の単一細胞におけ
る遺伝子転写誘導や、タンパク質機能の細胞
内局所的な活性化などは一般的には不可能
である。	 
	 人為的誘導系の時間的・空間的分解能を高
めるためには、誘導の引き金として光を用い
ることが最も有効な手段である。その場合、
紫外線照射により解離する保護基を付け不
活化された化合物（ケージド化合物）を前も
って生体組織に浸透させておき、それに対し
て空間限定的な紫外線照射によるアンケー
ジングで活性化するという方法が考えられ
る。ケージド化合物の紫外線照射による誘導
実験は、神経伝達物質や Ca2+などの一部の生
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理活性物質を対象とした系では有効に活用
されている。また、ケージドグルココルチコ
イドとグルココルチコイド転写誘導系を用
いた、紫外線照射による局所的な転写誘導実
験も行なわれている。しかし、紫外線照射の
標的空間を絞り込むと、標的空間に含まれる
ケージド化合物の分子数が減るために、アン
ケージング後の化合物の拡散による濃度低
下のために誘導が起こらない。このことから、
ケージド化合物の紫外線によるアンケージ
ングの系においては時間的分解能に関して
は問題ないが、空間的分解能を上げることに
は限界がある。 
 
２．研究の目的 
	 本課題研究では、ケージド化合物と二量体
誘導化合物（CID）の手法を組み合わせるこ
とにより化合物を細胞内の特定のコンパー
トメントに固定し、アンケージング後の拡散
を防ぐ。このことにより、紫外線照射された
領域限定的に標的タンパク質が活性化され、
人為的誘導の空間的分解能が高まることを
期待する。具体的には、シロイヌナズナ個体
上の根および葉の表皮細胞に対して、（１）
任意の単一細胞における遺伝子転写誘導が
行なえる系を確立すること、および（２）細
胞膜上の特定領域に活性化されたタンパク
質を局在化させる系を確立することを目指
す。	 
 
３．研究の方法 
	 CID としてはビオチンとエストラジオール
をリンカーでつないだもの（図１参照）を合
成して用いた(1)。ビオチン部分は、ストレ
プトアビジン（SA）と 10-15	 M という解離定数
で強く結合することが知られており、細胞内
局在化シグナルを付加した SA を介して CID
を細胞内の特定のコンパートメントに留め
る働きを期待する。一方、エストラジオール
部分は、エストロゲン受容体ドメイン（ER ド
メイン）融合タンパク質に対する結合および
活性化のための誘導化合物として用いる。こ
の CID は酵母において SA と ER ドメインに結
合しタンパク質の二量体化を誘導すること
が報告されている(1)。	 

図１	 

	 
	 ケージド CID のアンケージングのための予
備実験として、エストラジオール部分の 3位
の水酸基に保護基が付加されたケージドエ

ストラジオール（図１参照）を岡山理科大学
の林謙一郎博士から入手した(2)。	 
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	 紫外線レーザー照射装置については、
COHERENT 社製 OBIS375LX(375nm/16mW)を含む
システムを設計し、Zeiss 社製 Axioplan2 の
落射光路に接続して用いた（図３参照）。	 
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４．研究成果	 
（１）紫外線レーザ照射装置を用いたケージ
ドエストロゲンの局所的アンケージ	 ングの
実験を行なった。照射する対象としては、GFP
遺伝子の転写がエストロゲン依存的に起こ
る形質転換シロイヌナズナの根を用い、ケー
ジドエストラジオールを浸透させた後、紫外
線レーザを部分的に照射し、8 時間後に蛍光
顕微鏡により観察した。その結果、紫外線レ
ーザ照射された付近の細胞で GFP が発現する
ことが確かめられた。	 
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（２）合成した CID を介したタンパク質の二
量体化の実験を形質転換植物において行な
った。用いられたタンパク質は SA と CFP と



の融合タンパク質の C 末端に ROP2 由来の細
胞膜局在化シグナルを付加したもの、および
MORN ドメインを除いた PIP5K3 の C 末端にエ
ER ドメインと YFP とをつないだものである。
それらを発現する根毛細胞を CID で処理した
ところ、YFP 蛍光の細胞膜局在化が誘導され
ることが確かめられた。	 
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	 今後これらの系を組み合わせ、さらに CID
やケージドエストラジオールを改良するこ
とにより、単一細胞における遺伝子転写誘導
および細胞膜上へのタンパク質の局在化が
可能になるものと考えられる。	 
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