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研究成果の概要（和文）：本研究課題にて得られた主な成果は次の２点である。
（１）光照射によって可逆的に大きく構造変化する分子・アゾベンゼンを組み込んだ新規なアデノシン３リン酸（ATP)
の疑似物質、ATP-Azoを合成した。また、このATP-Azoの水溶液中での光応答性を確認した。
（２）ATPをエネルギー源として駆動する生体分子モーター・キネシンに対して、ATP-Azo存在下、かつ、光照射時にお
いて、その運動特性について調べた。その結果、異なる波長の光照射を用いた、キネシンの運動の可逆的な光変調を実
現した。

研究成果の概要（英文）：We obtained the following two main results in this research.
(1) We synthesized novel adenosine triphosphate (ATP) analogs, ATP-Azos, which were chimeric molecules of 
ATP and azobenzene compounds exhibiting a reversible and large conformational change by photo-irradiations
. In aqueous solutions, photo-responsive properties of the ATP-Azos were revealed with spectroscopic metho
ds.
(2) In the presence of an ATP-Azo, we assessed the motile properties of kinesin, a bio-molecular motor, wh
ich derives the mechanical energy from ATP hydrolysis, with or without photo-irradiations. Consequently, w
e realized reversible photo-modulation of motility of kinesin by irradiations.
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１．研究開始当初の背景 

（１）アデノシン３リン酸（ATP）は生命活
動に必須のエネルギー供与分子であり、生体
内で様々なタンパク質（ATPase）と相互作
用する。そこで、ATPase の機能やそのメカ
ニズムを解明するため、種々の ATP アナロ
グが開発されている。 

 

（２）特に、Caged-ATP（Kaplan et al., 1978. 

Biochemistry）は、蛍光アナログのような観
察手段としてではなく、ATPase の機能を光
照射によって制御するというユニークな特
徴をもつ。この作用機序は光照射後に保護基
から遊離された ATP が、標的 ATPase と作
用するというものであるが、光照射直後の反
応開始制御にのみ有効で、可逆性のないこと
が大きな欠点ともいえる。 

 

（３）研究計画当初において、アゾベンゼン
の光異性化を利用してタンパク質の機能を
制御する研究が見られるようになっていた
（Banghart et al., 2004. Nat. Neurosci.: 
Yamada et al., 2007, J. Biochem.: Zhang et 

al., 2010, Angew. Chem. Int. Ed.: 
Hoppmann et al., 2011. Angew. Chem. Int. 
Ed.）。これらの研究におけるアゾベンゼンの
利用法の特徴は、アゾベンゼン誘導体と目的
タンパク質やペプチドを共有結合させたハ
イブリッド分子自体の機能を光制御する点
にある。申請者は発想を逆転させ、上述した
ようなハイブリッド化タンパク質ではなく、
低分子リガンドとして新規なフォトクロミ
ック基質を創製し、非共有結合を介した基質
−タンパク質間の相互作用を光制御する系を
新たに確立したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、Caged-ATP を超える、
あるいは、それとは異なる利用を可能とする
ような、可逆的に ATPase の機能を光制御で
きる新規な光応答性 ATP アナログを創製す
ることである。 

 

（２）さらに、これらのアナログを用いて、
ATP 加水分解エネルギーを運動エネルギー
に変換するモータータンパク質・キネシンの
運動活性の可逆的な光制御を実現する。 

 

（３）タンパク質に手を加えること無く、さ
らにフォトクロミック基質を用いて、タンパ
ク質-基質相互作用を光で変調させることは、
酵素反応の制御が刺激とタンパク分子どち
らも非侵襲的である。この点について、独創
性、新規性を持った研究を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）まず、目的のアナログ分子の合成につ
いては、以下のような設計指針で研究を進め
た。ATP の構成単位であるリボースや塩基部
位などに、光照射によって大きく構造変化す

るアゾベンゼン誘導体を結合させた ATP ア
ナログ、ATP-Azo の合成法を検討、確立する。
その際、リボース部位を修飾したアナログの
合成法を優先する。 

 

（２）次に、合成した ATP-Azo の基礎的な
物理化学特性や光応答特性を UV・可視光分
光器や NMR などの分光学的手法によって調
べる。 

 

（３）キネシンの運動特性の評価には、キネ
シンを吸着させたガラス基板上でレールタ
ンパク質である微小管の運動を観察する、キ
ネシン−微小管系のインビトロモーティリテ
ィーアッセイ法を用いる。具体的には、
ATP-Azo 存在下でその異性化を誘導する波
長をもつ光を照射し、運動特性（速度や結合
様式）の変調の有無やその条件を蛍光顕微鏡
下で観察・検討し、キネシンの運動活性の光
制御法を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）ATP において、リボースの特定部位（2’

位）のみにアゾベンゼン誘導体を組み込む合
成法を確立し、新規フォトクロミック ATP

アナログ、ATP-Azo を得ることに成功した。
この分子の帰属は、NMR や質量分析装置に
よって行った。 

 

（２）ATP-Azo の水溶液中における異性化反
応（紫外光照射によるトランス-シス反応と可
視光照射によるシス-トランス戻り反応）（図
１．上段）を紫外可視分光測定によって確認
した。 

 

（３）ATP-Azo 存在下のインビトロモーティ
リティーアッセイ法によって、ATP を添加し
ないでも蛍光ラベル微小管が滑走すること
を確認した。これによって、ATP-Azo もキネ
シンに対してエネルギー源になることが示
された。微小管滑走における最大速度（キネ
シンの滑走速度）は ATP の半分ぐらいであ
ることが明らかになった。 

 

（４）ATP-Azo 存在下において、光照射によ
るキネシン/微小管系の運動特性への影響を
評価した。ATP-Azo<1 mM 条件で、紫外光
照射時（アゾベンゼン部位のシス体リッチ状
態）には無照射時（トランス体）よりも微小
管の滑走速度が上がった。それに続いて、可
視光照射（トランス体リッチ状態）によって、
滑走速度がほぼ元の速度に下がった（図１．
中段）。速度変化は最大で３０％程度であっ
た。また、ATP-Azo=1 mM 条件では、無照
射時に微小管が浮遊してガラス基板上に結
合せず、紫外光照射時に滑走することが観察
された。さらに、可視光照射によって微小管
が再び浮遊した。この結果は、光照射による
キネシン/微小管系の結合・解離の制御の実現
を示すものである（図１．下段）。 



 

 

 

（５）（４）の結果から当初の目的であった、
新規なフォトクロミック ATP アナログによ
るキネシンのモーター機能を可逆的に光制
御することを実現した。 

 

（６）本研究で開発された ATP-Azo は、従
来にはない、全く新しいタイプの ATP アナ
ログであり、ATP 関連タンパク質を扱う生命
科学研究者にとって非常に興味深いツール
になると思われる。 

 

（７）（６）に関連して、実際、発表直後に
共同研究の申し出があり、東京工業大学・久
堀研究室での研究対象である F1-ATPase に
おいて、その回転運動の光制御に取り組み、
短期間で実現し、論文発表した（図２：本図
は掲載論文 BBRC のアブストラクト図であ
り、本報告書の主な発表論文１に掲載したも
のである）。 

 

 

図２ 

 

（８）日本だけでなく、海外の研究室からも
引き合いがあった。 

 

（９）今後の展開については、以下に述べる
点を想定している。まず、ATPase 一般につ
いて光制御を実現させるとともに、そのメカ
ニズムを解明することは、重要なテーマとし
て挙げられる。また、より高度な光制御を目
指した分子設計なども興味深いテーマとな
るだろう。 
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