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公募研究：2005 ～ 2009 年度

生命システムの動的理解を可能にする分子性プローブの開発

●古田 寿昭 1),2)　◆渡辺 直子 1)　　　　
1) 東邦大学理学部生物分子科学科　　2) 東邦大学複合物性研究センター

＜研究の目的と進め方＞
システムとしての生命現象を理解するには，生理的に意味のあ

る細胞応答を観測することが肝要である。ケージド化合物の化学
を活用して，時期および細胞 ( 組織 ) 特異的に細胞現象を制御す
る技術の開発を目指して研究を続けてきた。本申請課題では，生
きた細胞の生理機能を光で操作可能にする光応答性分子を開発
し，領域内の共同研究も活用しながら，生理機能をシステムとし
て理解するための新しい実験手法として提供することを目標にす
る。次の２項目を重点的に推進する。（１）ケージド化合物を用
いる光制御を要素技術として確立する。（２）システムを理解す
るためのモデルを提供できる実験系を提案する。ケージド化合物
の光照射による生理機能の制御技術をイメージング等の解析と組
み合わせれば，時間と空間が関わるすべての細胞生物学分野にお
いて，生理的条件における細胞応答を制御して解析する革新的な
方法論を創出できる。

＜研究開始時の研究計画＞
ケージド化合物を用いた光制御法を要素技術として確立するこ

とを目指し，以下の項目の実現を図る。
(1) 遺伝子の機能を光制御する技術の開発
ペプチド核酸のケージド化合物を用いて，転写誘導と翻訳阻害

をそれぞれ光制御する可能性を探る。転写誘導の光活性化は，
DNA と 3 本鎖を形成し，人工転写因子として働く PNA の性質を
利用する。すなわち，適当なレポーター遺伝子を持ち，発現プロ
モーターを欠いたプラスミドに，PNA 結合配列を挿入する。
PNA 存在下では，PNA2/DNA の 3 本鎖形成によって，D-loop
の生成が誘導される。ここに転写複合体が結合することで，下流
のレポーター遺伝子の転写が誘導される。よって，PNA の機能
をケージド化合物にして光制御すれば，転写を光で活性化できる
ことになる。また，mRNAと相補的な2本鎖を形成するPNAをケー
ジド化合物にすると，光照射した細胞で任意の遺伝子の翻訳を阻
害することができる。つまり，同一の前駆体，同様の合成経路を
適用して合成したケージド PNA を用いて，核酸塩基部分の配列
を選ぶだけで，遺伝子のコンディショナルな機能活性化と抑制を
達成できる。

(2) セカンドメッセンジャーの光照射による細胞の局所刺激
(3) 2 光子励起に適したケージド化合物の開発

＜研究期間の成果＞
(1) 遺伝子の機能を光制御する技術の開発

3 本 鎖 形 成 能 を 持 つ 16-mer PNA (H2N-TTCTCTTCCTT 
CTCTT-COOH) の N 末から 8 番目のシトシンに Bmcmoc 基を導
入し，Caged 16-mer PNA とした。Caged 16-mer PNA の相補鎖
形成能は，Bmcmoc 基の導入により失われたことを PCR clamping
により確認した。次に，プロモーターを持たないプラスミドベク
ター（pZsGreen）に 16-mer PNA の結合領域を含む 50 bp の
DNA 断片を挿入し，D-loop 形成による転写誘導を蛍光タンパク

質の発現で観察できるベクターを構築した。これを HeLa 細胞に
トランスフェクトし，16-mer PNA あるいは Caged 16-mer PNA
存在下，紫外光照射の有無による転写誘導を観察した。その結果，
16-mer PNA または光照射後の Caged 16-mer PNA を加えた細胞
だけに，蛍光タンパク質の発現が観測された。以上より，
Bmcmoc 基で保護したケージド PNA を用いて，光照射によって
遺伝子の転写を誘導できることが明らかになった。

Caged PNA as a photo-mediated transcription activator

ケージド DNA を調製するには 2 つの方法が考えられる。全長
DNA を適切なケージング試薬でランダムに修飾する方法と，化
学合成したケージドプライマーから酵素的に伸長して全長のケー
ジド DNA にする方法である。このうち，ランダム修飾による方
法は，操作が簡単で試薬が手に入れば誰でも利用できる点と，適
用できる DNA の配列に制限がないと考えられる点で優れてい
る。しかし，これまでに報告されているランダム修飾によるケー
ジド DNA は，光照射の前後で数倍程度の発現誘導の上昇しか実
現できていなかった。そこで，EGFP およびルシフェラーゼ発現
プラスミドをモデル化合物に選び，Bhc-diazo による DNA のケー
ジングと，光照射によるアンケージング条件の最適化をはかった
ところ，光照射によって最高で 10 倍程度の発現上昇が観察でき
ることを明らかにした。また，照射する光の量に応じて発現量も
上昇すること，さらに，均一な細胞集団のうち，光照射細胞のみ
で発現誘導を引き起こせることも確認した。

しかし，ケージングに使用したプラスミド DNA の量を考慮す
ると，光照射後に発現するタンパク質の絶対量が少ないこと（未
修飾の DNA に対して 0.01% 程度），また，使用する DNA の量を
増やしても発現するタンパク質の量が一定量以上は増えないこと
も明らかになった。次に，さらに効率よく発現上昇する系の構築
を目指し，アンケージング後に生成したプラスミド DNA が細胞
内で複製される系の効果を検討した。SV40 ori を持つルシフェ
ラーゼ発現ベクター pRL-SV40 を Bhc-diazo でケージングし，
COS-7 細胞に導入後に UV 光を照射すると，未照射細胞に比べ
て 100 倍以上の発現上昇が実現できた。また，発現の絶対量も未
修飾のプラスミドによる発現量の数％程度まで増加できることを
確認した。

今回開発した SV40ori を持つケージドプラスミドと SV40 
large T 抗原発現細胞の組み合わせによる方法を用いると，光照
射によって最高で 300 倍以上の発現効率の上昇が達成できること
も明らかにした。これは，従来の方法が，ケージングによってプ
ラスミド DNA から mRNA への転写を光制御するのに対し，large 
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子等がその例である。中でも，我々が開発した caged DAG であ
る Bhcmoc-diC8 を用いる局所活性化によって，T 細胞における
微小管形成中心（MTOC）が極性を獲得するのに，DAG の細胞
内濃度勾配が必要十分であることを直接証明することに成功し
た。

(3) 2光子励起に適したケージド化合物の開発
光分解性保護基として，(6-bromo-7-hydroxycoumarin-4-yl) 

methyl 基（Bhc 基），nitroveratryloxycarbonyl 基（NVOC 基），
4-methyl-7- nitroindolyl 基（MNI 基）を選び，これらをグリシン
に導入して，3 種類のケージドグリシンを合成した。まず，紫外
光照射による 1 光子励起反応条件下での光化学的性質を調べた。
その結果，Bhcmoc-Gly の光反応効率が最も高く，350 nm 光照射
時の光反応の量子収率（φ）は 0.074, そのときの反応効率φε
は 982 で あ っ た。NVOC-Gly と MNI-Gly は， そ れ ぞ れφ
=0.0013, φε =8.5 (NVOC-Gly), φ =0.028, φε =143 (MNI-Gly)
であり，Bhcmoc-Gly の光反応効率は，他のケージド化合物より
も約10倍高い。次に，2光子励起条件下での反応効率を比較した，
光反応は波長可変でフェムト秒パルスの Ti- サファイアレーザー
（Tsunami, Spectra-Physics 社）を用いて行った。光反応効率と
して，2 光子励起の吸収断面積（δ）と光反応の量子収率（φ）
の積を uncaging action cross-section ( δ u) と定義した。700 nm か
ら 900 nm における吸収断面積既知のフルオレセインを規準物質
とし，これに対する相対値として 3 種類のケージドグリシンのδ
u 値を求めた。720 nm光照射におけるδ u はBhcmoc-Glyでは1.11 
GM、NVOC-Gly では 0.012 GM、MNI-Gly では 0.15 GM となり，
MNI-Gly と比較すると約 7 倍，NVOC-Gly と比較すると約 100
倍効率が高いことが明らかとなった。

また，共同研究者らが開発した，新しいケージド一酸化窒素分
子から，2 光子励起によって NO が産生することを明らかにした。

＜国内外での成果の位置づけ＞
我々のグループで開発したケージド化合物は，他のグループの

ものに比べて，（光）化学的な性質が優れていることは明らかで
ある。ペプチド核酸のケージド化合物は，これまでに報告例はな
い。また，核酸塩基部分の配列を選ぶことで，機能の活性化と抑
制をそれぞれ光制御可能にするというコンセプトは，他にないも
のである。

新規ケージド化合物の開発を進めているグループは，国内外で
年々増加しているが，実際に生きた細胞を用いて，遺伝子発現を
光制御出来ている例は非常に少ない。また，ケージドプラスミド
DNA の光照射によって，100 倍以上の発現上昇を達成した例は
ない。しかし，RNAi の光制御については，他のグループにやや
先を越された面もある。我々のグループで開発したケージド化合
物の光反応性の高さ等の，化学的性質の優位性が活かせるような
応用例を示して独自性をアピールしていきたい。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
・ shRNA 産生プラスミドのケージングによって，標的遺伝子の

光機能抑制の達成。
・ 光解離性クロスリンカーでケージングした siRNA を用いた，

内因性遺伝子の光機能抑制条件の検討。
・ ケージド PNA を用いた光転写活性化と光翻訳阻害のアッセイ

系の構築。

＜今後の課題、展望＞
高次の生命現象を理解するためには，システムを壊さずに解析

T 抗原発現細胞では，１細胞内のコピー数が複製により飛躍的に
上昇したことによる。すなわち，ランダム修飾によるケージング
で DNA の複製を光制御可能なことを意味している。

これまでの研究で開発した Bhc －ケージドプラスミド DNA を
Cre̶loxP の系に適用して，光照射した細胞だけで遺伝子組み換
えを引き起こす可能性を検討した。Bhc-diazo によって組換え酵
素である Cre をコードするプラスミドをケージングした。生成し
たケージド Cre を哺乳動物培養細胞に導入したところ，光を照射
しない細胞ではバックグラウンドレベルの組み換えしかおこらな
いこと，また，光照射した細胞では Cre の生成による組み換えが
起こることを確認した。

Photoactivated gene recombination using caged pCAG-M-CRE 
in mammalian cultured cells. COS-7 cells were transfected with 
pCAG-RG and caged pCAG-M-CRE. Red fluorescence from 
DsRed is observed in non-irradiated cells. Exposure to light 
produces Cre recombinase which catalyzes gene recombination to 
yield EGFP.

(2) セカンドメッセンジャーの光照射による細胞の局所刺激
プロテインキナーゼＣ（PKC）の活性を，細胞内の局所で制御

する手法の開発を目的として，PKC のサブタイプ特異的な活性
化剤として働く，不飽和脂肪酸のケージド化合物を合成した。合
成したケージドアラキドン酸（Bhc-caged arachidonic acid）は紫
外光照射によってアラキドン酸を放出する。ε PKC-DsRed 融合
タンパク質を発現させた CHO-K1 細胞に，ケージドアラキドン
酸を加えて光照射すると，ε PKC のゴルジ体へのトランスロケー
ションを誘導できることを確認した。また，ケージド化合物と光
反応後の副生成物の細胞毒性を調べたところ，1 mM 以上の濃度
を培地全体に加えると，細胞の増殖に影響を与えることもわかっ
た。使用濃度に十分注意する必要があるが，生きた細胞内の
PKC の活性をサブタイプ特異的に活性化する新手法になると考
えている。

光照射で機能制御可能なケージドペプチドを合成する方法が確
立できると，その有用性は高い。細胞の局所刺激を可能にするツー
ルの開発を目指して，ε PKC のサブタイプ特異的な阻害ペプチ
ドのケージド化合物 EAVSLK(Bmcmoc)PT，および，細胞接着阻
害ペプチドのケージド化合物 RGD(Bhc)S を合成した。合成した
ケージドペプチドは，紫外光照射によって元のペプチドを放出す
ることを確認した。またその時の，1 光子および 2 光子励起条件
下での光反応効率を定量した。あわせて，いくつかのアミノ酸お
よび蛍光性機能分子のケージド化合物の 2 光子励起効率を定量し
比較したところ，いずれの化合物も生きた細胞での使用が可能な
ほどの uncaging cross-section を持つことがわかった。

ケージド化合物を活用した光制御を，細胞生物学における要素
技術の一つにするために，細胞内シグナル伝達を制御する分子の
ケージド化合物の合成と機能評価をおこなった。リン酸化ペプチ
ド，プロテインキナーゼの活性化剤と阻害剤，脂質性シグナル分
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開発，日本化学会第89春季年会，千葉，2009.3
3. 陳燕傑，山口哲志，築地真也，古田寿昭，長棟輝行，プラスミ
ドの部位特異的ケージングによる遺伝子発現制御，日本化学会第
89春季年会，千葉，2009.3
4. 古田寿昭，大室純子，中田真紀子，佐京　隼，Bmcmoc-ケージ
ドペプチド核酸を用いた遺伝子の機能制御，日本化学会第89春季
年会，千葉，2009.3
5. Furuta T, Shimizu M, Arai H, Anoyama Y, Kawamoto M, 
Kaneko C, Fukamauchi K, Spatio-temporal control of cellular 
chemistry using caged compounds，BMB2008 （第31回日本分子
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2008.12
6. 古田寿昭．細胞の生理機能を制御して解析するケージド化合
物. 日本薬学会関東支部第22回シンポジウム. 東京，2008年11月
15日（依頼講演）
7. 大橋南美, 芹澤雄樹, 野村　渉, 堤　浩, 松本洋典, 奥田善章, 田
中智博, 古田寿昭, 玉村啓和，蛍光標識PKCおよび光制御型ケー
ジドジアシル,グリセロール誘導体の合成と機能評価，第45回ペ
プチド討論会. 東京, 2008年10月29-31日
8. 芹澤雄樹, 野村 渉, 大橋南美, 奥田善章, 松本洋典, 堤 浩, 古田
寿昭, 玉村啓和，光分解性保護基を用いたジアシルグリセロール
－ラクトン誘導体の合成と機能評価，第45回ペプチド討論会. 東

して理解する研究手法が必須である。光の持つ非侵襲性と言う特
徴は大きなアドバンテージになる。中でも，リアルタイムで解析
する手法は分子イメージングとして発展を続けている。通常イ
メージングの実験では，静止状態の生体を刺激することで定常状
態に摂動を与え，その後の応答を観察することで有用な情報が得
られる。しかし刺激の与え方によっては，生理的な条件から掛け
離れてしまうため，観察された応答の解釈には注意を要する。で
きるだけ生理的条件を再現したやり方で生理機能を制御し，応答
を解析する実験手法が望まれている。光を吸収する分子のみが光
反応を起こすという基本に立ち返って考えれば，光刺激は，生体
内で化学反応を制御するのに非常に好都合である。他の内因性分
子には影響を与えずに機能制御することができるからである。こ
のような性質を生体直行性（Bio-orthogonality）といい，近年大
きな注目を集めている。一方，熱反応の場合は，系内にあるもの
すべてが熱的な励起状態に達してしまうので，選択的に刺激する
ことはできない。

我々の今回の研究課題も含めて，現在実用的に用いられている
ケージド化合物は，光励起に続く共有結合の切断を利用してい
る。この方法の利点は，完全に活性がオフの状態から始めて，光
照射で活性がオンの状態を作れる点にある。結合の切断や発光特
性の他にも，生命科学への応用が期待される光機能性は多い。た
とえば結合の異性化を伴う変化は，フォトクロミズムを示すこと
から，2 種類の刺激で可逆的に機能制御する系へと展開すること
も可能である。細胞をフラスコに見立てれば，光機能性の利用価
値はさらに拡がるであろう。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
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