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略語

ATP adenosine-5-triphosphate
ADP adenosine-5’-diphosphate
GTP guanosine-5’-triphosphate
GDP guanosine-5’-diphosphate
DNA deoxyribo nucleic acid
cDNA complementary DNA
WT wild-type
Da Dalton
MT microtubule
STLC S-trityl-L-cysteine
DTT dithiothreitol
Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
PIPES piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
MOPS 3-(N-morpholino)propane sulfonic acid
HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)9-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid
EGTA O,O'-Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid
EDTA Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid
PCR polymerase chain reaction
SDS-PAGE sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
PAM N-(4-phenylazophenyl) maleimide
IATAB 4-(N-(2-iodoacetyl)amino)-4'-(N-(2-(N-(triphenylmethyl)amino)acetyl)amino)azobenzene

IASP 3,3-dimethyl-1-(2-(2-iodoacetoxy)ethyl)-3H-1,2-dihydroindole-2-spiro-2'-(2H)-6'-nitrochromene

DMF N,N-dimethylformamide
THF tetrahydrofuran
BTBA 4,4'-bis(N-(2-(triphenylmethylamino)acetyl)amino)azobenzene
ACTAB 4-(N-(2-(N-acetylcystein-S-yl)acetyl)amino)-4'-(N-(2-(N-(triphenylmethyl)amino)acetyl)amino)azobenzene
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1.1     

1.1.1 研究 目的

我  生体内      機械 同    働     質 多数存在          質 

生体分子機械 呼      生体分子機械 大    数              巧妙 

仕組      私   生命活動    重要 働          生体分子機械 機械

的 仕組   分子生物学的研究 結晶構造解析   明           外部刺激 

応答  機械的 働    生体分子機械  人工的 外部刺激       機能 仕組 

 人工的 制御      示唆     筆者 研究対象         ATP加水分解 化

学      運動       変換       変換分子機械    現在 生体分子

機械 工学的素子   利用      研究 行     (van den Heuvel and Dekker,

2007)     現段階  生体分子機械 制御 目的   研究   酵素活性 増減 制御

           (Yamada et al., 2007) 生体分子機械 活性状態(ON) 不活性状態(OFF)

        機構    制御 確立  至         本研究   ON/OFF 制御

可能 生体分子機械 開発 目的   研究 行   ON/OFF 制御可能 素子    本研

究  阻害剤   OFF状態 作  有糸分裂    Eg5 注目   Eg5  生体内  

生理的役割   機能 構造    明         特徴的 構造   非常 長   

 L5 有       知         Eg5  特異的阻害剤 多数存在     分  

      多   L5 一部   阻害剤結合     結合  Eg5 活性 阻害     

知      Eg5 OFF状態 作   必要 L5  阻害剤 制御     導入  事  

  Eg5 効率  制御          考       L5   阻害剤 光応答性    

           分子 導入  外部   光刺激    Eg5 機能 効率良 制御   

  試   
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1.1.2 本論文 構成

本論文  五  章  構成      本章     生体分子機械 1        

    紹介     中  有糸分裂    Eg5    詳  述  次       細

胞内 移動  際       細胞骨格   微小管    紹介   最後  光応答性 

      生体分子 光制御 利用             分子    述   実際   

       分子 利用  生体分子 光制御 応用例     述   

第二章   有糸分裂     機能部位      L5    酸置換  Eg5 ATPase

活性   阻害剤 S-trityl-L-cysteine (STLC)   阻害効果 与  影響    述   

第三章   L5 利用  Eg5 光制御 試   第二章 調製  L5   単一    

   有  Eg5変異体      基反応性        分子 修飾  光照射    L5

 修飾          分子 構造 特性 変化   L5  環境 変化          

Eg5 活性   阻害剤 効果 光制御   

第四章   阻害剤 利用  Eg5 光制御 試   既存 Eg5阻害剤 STLC 構造 基

          分子 組 込  光制御型 STLC     合成  阻害効果 光制御 行

   

最後 第五章  本論文 結論     Eg5 特徴 利用  人工的制御 有用性 示  

今後 展望 述   

1.2     

      1985年 Vale          神経軸索  最初 発見   (Vale et.al.,

1985c; Brady, 1985)       ATP 加水分解    微小管上 移動          

質  有糸分裂 減数分裂    細胞小器官     質複合体 RNA 輸送   多  重

要 細胞機能 担    (Hirokawa et al., 2010; 図 1-1 B 1-2)     呼   340程度  

  酸                         3  部位 構成           

         結合部位   微小管結合部位 存在  (Hirokawa, 1998; Endow, 1999;



9

Mandelkow and Mandelkow, 2002; Kavallaris et al., 2012) (図 1-1 A)      変換部位   

         存在        結合部位       源   ATP 結合  結合 

 ATP ADP    酸 加水分解       得 化学       生体内 移動    

 運動       変換  仕組  有        図 1-3 示         変換

分子機械   捉         

               他         質        G    質     

構造的特徴 共有            β  酸基 反応  P       酸感受性    

ATP 加水分解中 構造 劇的 変  領域         II    相当  (Kikkawa

et al., 2001; Kull and Endow, 2002; Marx et al., 2005) 

                    系統解析    15         分類    

 (Lawrence et al., 2004; Miki et al., 2005; Hirokawa et al., 2009) (図 1-4 A)            

         位置 応  大  3  分類         N-      末端領域  

C-      末端領域 M-     中央              有    (図 1-4B) 

N-     多   微小管    端方向  運動性 持  反対 C-     微小管 

    端方向  運動性 持     現在 配列相同性     66種類 真核生物  

   70種類以上     -5       属       存在     分        

後 2004年 Lawrence           -5       紡錘体微小管局在        

 分類   (Lawrence et al., 2004) 

1.3 有糸分裂    Eg5

1.3.1 Eg5

Eg5     -5      属  N         現在 構造     Eg5 2  逆

平行    2量体    形成     四量体    質      示     (Kashina

et al., 1997) (図 1-5) Eg5 有糸分裂 際 双極紡錘体形成 必須           四量
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体構造     逆平衡 並  微小管 架橋  微小管    端方向 動 力 利用   

架橋  微小管        双極紡錘体形成 行 (図 1-6)    Eg5   大  特徴 2

 存在    1         結合部位近傍            中 最 長    

L5  有              2   特徴  Eg5  多数 特異的阻害剤 存在   

        Eg5特異的阻害剤 異  構造               多   Eg5 特

徴   最長 L5 含 阻害剤結合     結合  Eg5 ATP加水分解     阻害 

 事 分      Eg5 2  特徴  図 -3 示       模式図 当      Eg5

  制御       鍵 鍵穴 有       変換分子機械           (図 1-7) 

    Eg5   ATP 加水分解     制御     鍵 存在    鍵 鍵穴 差 

込        ATP 加水分解     停止         仕組  存在     考

         2  特徴 具体的 説明 次項 述   

Eg5  阻害    中心体 分離 双極紡錘体 形成 妨    単極紡錘体 形成 誘導

      細胞 正常 有糸分裂         分     (Kapoor et al., 2000) (図

1-8)      有糸分裂 停止  有糸分裂         活性化        後細胞

死 引 起  (Blangy et al., 1995; Masuda et al., 2003; Sarli and Giannis, 2006) Eg5  増殖性

 組織 過剰発現     精巣 胸腺 扁桃腺 骨髄 発現 確認       非増殖性 

組織 成人 中枢神経系  発現        分     (Ferhat et al., 1998) (表 1-1)  

  白血病 乳癌 肺癌 膵臓癌増    増殖性 組織  発現 確認     (Hegde et al.,

2003; Liu et al., 2010) 以上      Eg5 阻害  非増殖性 組織  影響   増殖性

 組織   細胞死 引 起            新  抗  剤 標的   注目    

  

現在使用     抗  剤             微小管 標的           

  微小管  細胞分裂      小胞 細胞形状 維持    細胞内輸送   多  細

胞内機能 関与    (Desai and Mitchison, 1997;Joshi, 1998; Lane and Allan, 1998)     

  微小管 阻害      機能 中断     有毒 副作用      実際  現在使用

     微小管 標的   抗  剤  脱毛 神経系 副作用 引 起     分   
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     非増殖性 組織   成人 中枢神経系  発現   Eg5  標的   抗  

剤  微小管 標的   抗  剤    神経系 副作用 起     考    非常 注

目      現在   数多  Eg5 阻害剤 開発     (Sakowicz et al., 2004; Jackson

et al., 2007; El-Nassan, 2013) (図1-9 - 1-18)    阻害剤       現在 抗  剤    

有用性 調    第 I, 第 相臨床試験 行     (表 1-2) 

1.3.2 Eg5阻害剤

monastrol   1999年 Mayer      発見   最初 Eg5 阻害剤   (Mayer et al.,

1999) (図 1-19A) Mayer   開発         方法 用   微小管 影響  有糸分裂

    質 標的   細胞透過性小分子 同定 行   16320個 小分子      中 

 発見    

1999年 発見以降 多  研究     monastrol ATP  競合    微小管非存在下 

存在下 両方 Eg5 ATPase活性 阻害     分   (Maliga et al., 2002)     2006年

   monastrol Eg5 結合  状態 結晶構造 報告   monastrol Eg5    L5

 ,α-     2,   α-     3   成 疎水性     結合     明      

(Maliga et al., 2006a) (図 1-19A) monastrol       結合    L5  構造変化 起   

monastrol 包 込    構造        ADP 解離 遅   結果的 ATP 加水分解

 阻害  (Maliga et al., 2006a; Maliga et al., 2006b; Jiang et al., 2006)       後 研究 

   monastrol 多  細胞株 対  強力 抗腫瘍活性 示    分     (Russowsky

et al., 2006) monastrol以外  多  Eg5阻害剤 発見   現在    38種類以上 Eg5

阻害剤 第 I, 第 相臨床試験 行  (Rath and Kozielski, 2012) Eg5阻害剤 単剤療法  

 有効      示     (表 1-2) 

本研究   Eg5 阻害剤 1    S-trityl-L-cysteine(STLC)  注目  研究 進   

STLC  安価 強力 Eg5特異的阻害剤   (図 1-19B) STLC  1970年代 生体内  
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  白血病 強力 抗腫瘍薬   発見   (Zee-Cheng et al., 1970; Kessel et al., 1976)   

後 1992年 抗有糸分裂剤      報告     当時具体的 標的物質 何     

   分      (Paull et al., 1992) 2004年     STLC 細胞分裂 M期     

    Eg5 機能 阻害         中心体 分離 双極紡錘体形成 阻止     

   明      (DeBonis et al., 2004) monastrol同様 微小管非存在下 存在下 両方 

Eg5 ATPase活性 阻害      monastrol    強力 Eg5阻害剤      分   (IC50

= 微小管非存在下 1 μ  微小管存在下 140 nM) (Skoufias et al., 2006)    STLC Eg5 

結合  状態 結晶構造 報告   monastrol 同    L5 ,α-     2,   α-    

 3  成       結合部位近傍 疎水性     結合     明      (Brier et

al., 2004) (図 1-19B).

1.3.3    L5

       他         質       L5  呼   特徴的 構造 存在 

  L5 長                間 大  異       -1(10   酸) CENP-E

 短 (7    酸)     -5       属  Eg5  最 長 (18    酸)L5  有    

(Turner et al., 2001) (図 1-20) L5 具体的 機能 明           Eg5 L5   

      研究     L5      ATP加水分解     制御  働       

    考      (Kaan et al., 2005)   仮説 促 研究結果    具体的   L5  

         近傍 存在    (Turner et al., 2001)     L5  点変異      

ATP  微小管 対  親和性 影響 与        挙    (Tcherniuk et al., 2010;

Behnke-Parks et al., 2011) 
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1.4 細胞骨格

1.4.1 微小管

微小管 細胞骨格 1           質             細胞内 移動 

 際        微小管  α   β        構成            二量体

 基本単位   構成             GTP結合    質  GTP 結合     

    重合  中空円筒 壁 形成          重合  構成   微小管 外径 

約 25 nm  細胞形状 維持 細胞内輸送 有糸分裂  生体内    重要 役割 担  

  (Nogales, 2001) (図 1-21) 微小管  方向性          二量体 付加    側

    端 解離    側     端 呼  微小管         質     役割 

担      従来型     微小管上     端     端 移動 (Vale et al., 1985a;

Vale et al., 1985b) 反対      微小管上    端      端 移動  (Paschal and

Vallee, 1987;Sale and Satir, 1977; Vale and Toyoshima, 1988)   知      

1.4.2 微小管阻害剤

微小管 細胞 増殖 必須 細胞骨格      微小管阻害剤 抗  剤   利用  

    微小管阻害剤   性質          重合  微小管   過程 阻害   

        系 化合物  微小管 脱重合 阻害  極度 微小管 安定化      

 系 化合物 大別    

                  抽出物  半合成   1979年      開発    

                      部分(図 1-22)    二量体分子  β      

 結合              微小管 脱重合 引 起  不安定化剤   分類   有

糸分裂 進行 阻害  最終的         誘導  (Perez, 2009) 
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    系 化合物                       分離   天然物質   

(Wani et al., 1971) (図1-23) 1994年 半合成法 実用化   安定  供給 可能      

       β       結合  微小管 安定化   細胞分裂 細胞周期 G2 / M期 

停止   最終的         誘導  (Jordan, 2002; Jordan and Wilson, 2004; Rowinsky,

2005) 単剤       他 化学療法 組 合   用        固形腫瘍 対  顕

著 活性 示    分               点滴静脈注射    投与   乳癌 

非小細胞肺癌 治療    使用 承認     (Bristol-Myers Squibb Company, 2007;

Sanofi-Aventis, 2007). 主 副作用   脱毛 末梢神経障害 発熱 関節痛 筋肉痛 悪心 嘔

吐   挙           微小管    細胞     神経細胞   正常細胞  重

要 機能 担       微小管阻害剤 抗  剤   使用  際   多  副作用 起

       

1.5         

1.5.1         分子

        分子  光照射    分子構造 性質 変化  化合物           

 分子 魅力的 特徴  反応時間 短  可逆性 外部刺激   変化  能力   挙  

           分子 様  分野 応用         CD-R   光記憶装置   

      調光      紫外線        利用   商用     (Irie, 2000;

Levitus and Aramendia 1999)         分子      種類              

                    知     (図 1-24) 

本研究                 用              染料   注目   

    1937年 Hartley     光異性化     明     (Hartley, 1937) 以後 光制

御       様  研究 使用              2種類 異性体 cis, trans   

 , 紫外線照射 trans体  cis体  440nm付近 可視光線照射 cis体  trans体  光
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異性化             基  N N      連結   2  芳香環    化合物

  cis体 trans体   芳香環部分     異  空間的配置 示  図 1-24C 示   

 異  物理的   化学的特性 示 (Rau, 1990)   構造変化 伴  trans体 cis体  

 親水性 示         主 長所  合成 容易         短所  芳香族 結

合  置換基 性質     光照射      熱    cis体  trans体 戻       

    

        1952年 Fisher  Hirshberg    発見           分子  通常無

色       型     紫外線照射 紫色       型 異性化  (Fischer and

Hirshberg, 1952) (図 1-24A) 電荷 持   疎水性       型  電荷分離 双性   

 持   親水性       型  光異性化     光制御       用  際   

          大  変化      考               同様 熱     

     型    安定       型 戻  

1.5.2         分子 応用

外部刺激   光    制御可能         分子  生体分子 光制御  幅広 用

       特        応用性 高  酵素(Hohsaka et al., 1994; Itamar et al., 1991;

Pamela et al., 1993) 受容体(Bartels et al., 1971; Stawski et al., 2010; Stawski et al., 2012;

Tochitsky et al., 2012),     (Bredenbeck et al., 2005; Dong et al., 2006; Guerrero et al., 2005;

Pieroni et al., 2001; Renner et al., 2005; Renner and Moroder, 2006; Woolley et al., 2006)     

質(Yamada et al., 2007)           (Banghart et al., 2004; Hilf et al., 2010; Mourot et

al., 2011)   光制御 使用      光   可逆的 制御 可能   点  生体分子

  応用 進  主 理由    考          多数  応用例 中 具体的 3例

示  

1 目      輸送 必須 細胞膜中 細孔 開閉 制御            利用

   研究   (Banghart et al., 2004) (図 1-25) 細胞膜中 細孔 開閉部分近傍      
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   導入  可視光線照射時         一端 開閉部分 入 込      輸送 

阻害   紫外線 照射   開閉部分         解離  再     輸送     

 仕組     

2 目         用        α     構造 制御       (Bredenbeck

et al., 2005; Guerrero et al., 2005) (図 1-26)             架橋  trans体 時 正

常 構造 保   紫外線 照射  cis体            構造変化 伴      

 構造変化  α     構造 取      再  可視光線照射           trans

体     正常 α     構造 取        

3 目  当研究室 yamada      行           用       光制御 

  (Yamada et al., 2007) yamada             間 保存   共通 機械的仕組 

(微小管結合部位)  人工的制御     導入  外部刺激     従来型     機能

 制御      明             共通 機械的仕組  制御     導入  

方法   酵素活性 増減 制御              効率 良 生体分子機械 制御

   制御       制御    導入部位     検討 必要    

    近年  生体内  利用      生  細胞内         光制御(Zhang et

al., 2010) 蛍光      (Beharry et al., 2011b) 生体内          光制御

(Chambers et al., 2006; Volgraf et al., 2006)   報告   (図 1-27) 

     特定 波長 光    外部  人工的 制御           分子  生体分

子 制御方法   有用    今後 生体分子 制御 幅広 利用      期待    
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1.6 第一章    

第一章       有糸分裂 必須        Eg5 構造的特徴    特異的阻害

剤    述   Eg5 L5    特徴的 構造 持  L5 Eg5 機能 重要 部位   

       Eg5 機能 阻害  特異的阻害剤 多数存在     阻害剤 多  L5 含

 阻害剤結合     結合     述   次  Eg5          細胞内 移動 

 際        微小管    述   現在使用     抗  剤  微小管 標的 

          副作用 問題       Eg5 副作用 少  新  抗  剤 標的 

  得    述      副作用 減少   方法   光 Eg5 制御     提案   

光 用  制御方法           分子 利用 挙  現在           分子 生

体分子 応用   例     触   

以上    基    本論文   有糸分裂    Eg5 光制御 目的   研究 行 

  Eg5 構造的特徴   L5  特異的阻害剤 注目      光制御           

    分子 導入  Eg5 光制御 試   
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(Pearson Prentice Hall, Inc., 2005 一部改変)

図 1-1     
(A) 従来型     構造                   3  部位 構成    (B)
外部刺激 ATP       動   生 出 生体分子機械     ATP  加水分解    
微小管上 移動   
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(Hirokawa et al., 2010 改変)

図 1-2 生体内       働 
有糸分裂 減数分裂    細胞小器官     質複合体 RNA 輸送   多  重要 細
胞機能 担    
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図 1-3      変換分子機械    
         存在        結合部位       源   ATP 結合  結合 
 ATP ADP    酸 加水分解       得 化学       生体内 移動    
 運動       変換  

ATP 加⽔分解の化学エネルギー

↓

運動エネルギー
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(Hirokawa et al., 2009)

図 1-4          
 A                系統解析    15         分類      (B)
                    位置 応  大  3  分類         N-  
    末端領域  C-      末端領域 M-     中央              
有     
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(Wojcik et al., 2013 一部改変)

図 1-5 有糸分裂    Eg5 構造
Eg5     -5      属  N       2  逆平行    2量体    形成 
    四量体    質   
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(Wojcik et al., 2013 一部改変)

図 1-6 有糸分裂    Eg5 細胞内  役割
Eg5(    ) 有糸分裂 際 逆平衡 並  微小管 架橋  微小管    端方向 動 
力 利用   架橋  微小管        双極紡錘体形成 行  
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図 1-7 Eg5 2  特徴
Eg5   ATP 加水分解     制御     鍵(阻害剤) 存在    鍵 鍵穴(L5  
一部   阻害剤結合    ) 差 込        ATP 加水分解     停止    
     仕組  存在  

Loop L5 = 鍵⽳

阻害剤 = 鍵
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(Kapoor et al., 2000)

図 1-8 Eg5阻害剤   単極紡錘体 形成
Eg5(緑) 阻害    中心体 分離 双極紡錘体 形成 妨    単極紡錘体 形成 誘
導          青        赤 示     (A,B)Eg5阻害前 (C,D)Eg5阻害後
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(Hala et al., 2013)

図 1-9          誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-10 STLC誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)
図 1-11       誘導体      誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-12      誘導体          誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-13 HHPQ誘導体        誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-14      誘導体     誘導体 Eg5阻害剤



32

(Hala et al., 2013)

図 1-15 Pyrazolobenzoxazine                誘導体 Eg5阻害剤



33

(Hala et al., 2013)

図 1-16      誘導体 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-17 天然 Eg5阻害剤
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(Hala et al., 2013)

図 1-18          誘導体 Eg5阻害剤
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図 1-19 Eg5阻害剤 構造式 L5  成 阻害剤結合    
(A)monastrol[紫] (B)STLC[緑] L5[    ]  成 阻害剤結合     結合   
Mg-ADP space-filling model 示  
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図 1-20 3種      L5近傍 結晶構造
Eg5 L5(    ) 18   酸残基  成  kinesin-1(緑) CENPE(   ) L5     
10   酸残基 7   酸残基  成  結晶構造(Eg5 [1II6], kinesin-1 [1BG2], CENPE [1T5C])
  molecular graphics program Mol Feat 用  作成   Mg-ADP space-filling model 示
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図 1-21 微小管 構造
微小管  α      (黄)   β      (緑)  構成            二量体 
基本単位   構成      
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(Perez, 2009)

図 1-22          系 微小管阻害剤
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(Perez, 2009)

図 1-23     系 微小管阻害剤
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(Garcia-Amoros and Velasco., 2012, 一部改変)

図 1-24         分子 種類
        分子  光照射    分子構造 性質 変化  化合物    



42

(Banghart et al., 2004)

図 1-25         分子 利用     輸送 光制御
細胞膜中 細孔 開閉部分近傍          分子          導入  可視光線

照射            一端 開閉部分 入 込      輸送 阻害  紫外線 照

射   開閉部分         解離  再     輸送    



43

(Guerrero et al., 2005)

図 1-26         分子 利用          光制御
            架橋  trans体 時 正常 構造 保   紫外線 照射  cis体
            構造変化 伴       構造変化  α     構造 取    
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(Beharry et al., 2011)

図 1-27         分子 利用  蛍光      
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表 1-1 Eg5 機能 局在
Eg5  増殖性 組織 過剰発現     

(Wojcik et al., 2013)
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表 1-2 Eg5阻害剤 臨床試験段階

(Rath and Kozielski., 2012)
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第二章

L5変異   
    Eg5 生化学的性質  影響
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2.1 本章 要旨

第二章       Eg5                 中 最 長    L5 変異

 入  Eg5 生化学的性質      影響 与    述   L5  Eg5 活性 機能 

重要 部位    Eg5特異的阻害剤  L5  成 阻害剤結合部位 結合  Eg5  ADP

 解離    阻害     知        章   18残基  成 Eg5 L5 中   

活性 阻害剤 結合 関与     考    5残基 選     5残基       変

異   1    酸置換 行  (E116C, E118C, Y125C, W127C, D130C) 調製  5種類 変

異体 生化学的性質      変化      Eg5 WT  比較      変異体 ATPase

活性   STLC   阻害効果 調   E118C Eg5 WT    約 1.7倍高 ATPase活性

 示   STLC   阻害効果  変異部位   顕著 差 見   E116C, W127C, D130C

 明   STLC阻害効果 耐性 観察       第三章   第二章 調製  5種類 

変異体 L5 光制御               分子 導入  実験 行           

分子導入 際   L5          有  Eg5 必要      前段階    Eg5 

         本来存在           他    酸 変異  cysteine-light  調製

      4           酸置換 Eg5 活性   STLC   阻害効果 影響 

     確認  上  cysteine-light Eg5 基  L5         有   種類 変異体

 調製  L5    酸置換 活性   STLC   阻害効果 及  影響 明      

2.2 緒言

               ATP結合部位近  L5 呼   保存       有   

  L5 長     酸組成               間 異      本研究 用  

Eg5                中 最 長 L5  有       知     

(Behnke-Parks et al., 2011; Turner et al., 2001) (図 1-20) L5 重要性  L5     酸置換  

 Eg5 ATP 微小管  親和性   阻害剤 阻害活性 変化(Behnke-Parks et al., 2011;
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Kim et al., 2010; Tcherniuk et al., 2010)     標識  ADP  用       観察   L5

               関与(Larson et al., 2010)    示         第一章 述

      Eg5  特異的阻害剤 多数存在     阻害剤        結合部位近傍

 L5 α2及 α3 構成        結合     知     (Brier et al., 2006; Kim et al.,

2010) 阻害剤 結合        L5 大  構造 変化  (図 2-1) 結合  阻害剤  L5

 特定    酸 相互作用     阻害剤結合部位 入 込 (図 2-2)      L5  Eg5

 活性 機能 重要 部位   . 結晶構造解析  阻害剤 STLC 阻害剤結合部位 結合

  際  相互作用  L5上    酸 明                  酸    酸置

換  Eg5 生化学的性質  影響 調   具体的   変異体 ATPase活性   STLC

   阻害効果 調  Eg5 WT  比較      第三章   L5         分子 導入

        人工的 Eg5 機能 制御     試   L5         分子 導入 

 際 L5   単一       有  Eg5 必要      本来Eg5          

存在  4        他    酸 置換  cysteine-light Eg5 調製   4      

   L5    機能部位    位置 存在      (図 2-3 2-4) 機能部位    部

分    酸置換 Eg5 生化学的性質 影響         機能部位   L5    酸

置換 結果 合   報告   

2.3 実験材料 方法

2.3.1 試薬

試薬類 特        限  和光純薬工業 株  試薬特級 使用           

               株式会社 利用  合成     使用   制限酵素    

 他 酵素 東洋紡株式会社         株式会社    使用   pET21a    

   大腸菌 BL21(DE3)株 Novagen社 Medison, WI     使用   
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2.3.2 Eg5         wild-type 調製法

   cDNA        鋳 型     N 末 端 側      

(5'-GGAATTCATGGCGTCCCAGCCGAGTTCTTTGAAGAAG-3’)  C 末 端 側      

(5'-CGCCTCGAGGAGGTTTATGGAGGTGTGAAGCGGCAGTC-3’) 用   PCR  行  

Eg5                   部分 含 DNA断片(   酸残基 1-1052) 増幅  

  PCR 産物 1         電気泳動   目的     切 出  DNA Gel

Extraction Kit MILLIPORE  用  精製   得   Eg5 cDNA  大腸菌発現用    

pET21a 制限酵素EcoRI XhoI 一晩制限酵素処理   .制限酵素処理   溶液 全量 

       電気泳動    目的     切 出 DNA Gel Extraction Kit MILLIPORE 

      DNA断片 溶出 回収   回収  Eg5 cDNA 大腸菌発現用    pET21a

 15  2時間 条件                  溶液 大腸菌DH5α 導入  目的 

DNA断片 挿入         持 大腸菌株 得 .    法    目的 DNA断片 

挿入         精製           基  Eg5         部分      

   調製   N末端側     (5'-CACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC-3') C末

端側     (5'-TTTTTGATTAACTTCAGGCTTATTCATTATG -3’) 用   PCR  行  

Eg5        部分 DNA断片(   酸残基 1-367) 増幅    PCR産物 1    

     電気泳動   目的     切 出  DNA Gel Extraction Kit MILLIPORE  用

  溶出 回収  .回収  DNA断片 15  2時間 条件                

  法    目的 DNA断片 挿入         精製              Eg5単

量体      完成    以降     Eg5単量体      Eg5 野生型(WT)    

2.3.3 Eg5 cysteine-light 調製法

    Eg5             4        有    (図 2-3 2-4) 本研究 

      基反応性        分子 用       質 存在             
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   分子 修飾   手法 扱                分子 修飾    位置以外 存

在        無  必要               有     Eg5         

(cysteine-light) 調製   Peter   方法 従   25番目           43番目   

        87番目            99番目            変異  Eg5

cysteine-light   (Rosenfeld et al., 2005)      変異          以下    使

用   

25番目          

N末端側     (5'-AGACCATTTAATCTGGCAGAGCGGAAAGC-3')

C末端側     (5'-AACTCTCACCACCACCTGGATGTTCCTGCC-3’)

43番目          

N末端側     (5'-CGACCATGCACGGAAAGAAGTCAGTGTACG-3')

C末端側     (5'-GATTCCACTACTGAGTGGGCATTAGCTTTC-3’)

87番目           

N末端側     (5'-GCTCCAATTCTAGATGAAGTTATTATGGGC-3')

C末端側     (5'-AACAACACTTCGGTAAACATCAATTTG-3’)

99番目           

N末端側     (5'-TACCATCTTCGCATATGGTCAGACTGGCAC-3')

C末端側     (5'-GCATTATAGCCCATAATAACTTCATCTAG-3’)

PCR後 操作  Eg5 WT      調製方法 同様         調製後        

      株式会社 依頼        解析 行  変異 確認 行   

2.3.4 Eg5変異体 調製法

調製  Eg5 cysteine-light       基          分子導入部位   L5 単一 

      有  Eg5変異体 調製   Eg5 18残基  成 L5 中  5残基 選  

   5残基       変異  計 5種類 変異体(E116C, E118C, Y125C, W127C, D130C)
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 調製  (図 2-6) L5       導入        以下    使用   

E116C

N末端側     (5'-GGTGAAAGGTCACCTAATGAAGTATATACC-3')

C末端側     (5'-GCACATTGTAAAAGTTTTTCCAGTGCCAGT-3’)

E118C

N末端側     (5'-TGCAGGTCACCTAATGAAGTATATACCTGG-3')

C末端側     (5'-ACCTTCCATTGTAAAAGTTTTTCCAGTGCC-3’)

Y125C

N末端側     (5'-TGCACCTGGGAGGAGGATCCTCTGGCTGG-3')

C末端側     (5'-TACTTCATTAGGTGACCTTTCACCTTCC-3’)

W127C

N末端側     (5'-GCGAGGAGGATCCTCTGGCTGGTATAATTC-3')

C末端側     (5'-AGGTATATACTTCATTAGGTGACCTTTCAC-3’)

D130C

N末端側     (5'-TGCCCTCTGGCTGGTATAATTCCACGCACT-3')

C末端側     (5'-CTCCTCCCAGGTATATACTTCATTAGGTGA-3’)

PCR後 操作  Eg5 WT      調製方法 同様         調製後        

      株式会社 依頼        解析 行  変異 確認 行   

2.3.5 Eg5 発現 精製法

Eg5 WT  変異体 同様 操作    発現 精製 行      得             

発現用大腸菌 Escherichia coli BL21(DE3)               37  一晩培養   少

量培養     質 発現確認          L-broth 100mL(100mg/mL       入

 ) 植菌  37  一晩培養   2L 三角     対  L-broth 1L (100mg/mL     

  入 ) 準備  一晩前培養  培養液 10 mL加  37  振盪培養   OD600= 約 0.7 
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    final 0.1mM Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  加      質発現誘導 行  

17-18時間 20  振盪培養     後 高速遠心(5000 × g , 15 min, 4 (No. 30 rotor, Hitachi

Himac CR22G)) 行  目的    質 含  大腸菌 集菌  沈殿 10mL HEM buffer (110

mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid [HEPES], pH 7.2, 1 mM MgCl2, 1

mM O,O'-Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid [EGTA], and 25 mM NaCl)

 懸濁  -80  保存   

以下     質 精製    4  行   -80  保存     菌体 解凍  高速遠

心  4,700 × g , 10min, 4   集 菌    沈 殿  15 mL of lysis buffer (20 mM

3-Morpholinopropanesulfonic acid (MOPS) pH 7.0, 300 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.1 mM ATP,

0.2 mM β-mercaptoethanol, 0.5 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 μg/mL leupeptin, 2 μg/mL

aprotinin, and 2 μg/mL pepstatin A) 懸濁 ,懸濁  菌体 Ultra S homogenizer (VP-30S, Taitec,

Saitama, Japan) 超音破砕  (30秒超音波破砕後 30秒氷上 合計 5回 (micro tip limit 5- 6,

duty cycle 50%)). 超音波破砕  菌体  超遠心 (200,000 × g, 4 , 1 h (70 Ti rotor, Beckman

Coulter, CA, USA Optima XL-90 ultracentrifuge)), 目的    質 含   上澄  回収 

      質 Co-NTA column (Talon® Metal Affinity Resin, Takara, Shiga, Japan) 用  精

製   pet21a     組 込   目的DNA  C末端 His   有      質   

発現              配位結合  Co-NTA column  利用  精製       

  

   Co-NTA column  lysis buffer (300 mM NaCl, 20 mM MOPS (pH7.0), 1 mM MgCl2, 0.1

mM ATP, 0.2 mM b-mercoptoethanol) 平衡化   lysis buffer  平衡化  Co-NTA column

  目的    質 含   上澄        His   融合    質         十

分 結合        結合   後        添加  His             解離

   His   融合    質 溶出       30 mM imidazole  含 lysis buffer 非特異

的     結合      質 溶出   取 除     後 150 mM imidazole 含 lysis

buffer 目的     質 溶出    溶出液 SDS-PAGE電気泳動  目的    質(42.1

kDa) 溶出      確認  (図 2-5) 確認後 透析.buffer (30 mM Tris-HCl pH 7.5, 120



54

mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM ATP, and 0.5 mM DTT)中 一晩透析   透析後, 凍結防止

剤   最終濃度 10%      滅菌       加  液体窒素 急速凍結 -80 ºC 保

存  .

2.3.6 微小管調製法

        Hackey   手法(Hackney, 1988)    豚脳  精製   微小管 重合 

 際         PEM buffer (100 mM Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) [PIPES],

pH 6.8, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, and 1 mM GTP) 加  37°C 30分間         重

合   重合反応 10 μM       加  停止   超遠心(280,000 × g, 15 min, 37°C

(Hitachi Himac CS 120GX)) 行  重合        (微小管) 沈殿    沈殿  微小

管 MT buffer (100mM PIPES pH 6.8, 1mM EGTA, 1mM MgCl2, 1mM GTP, and 10 mM taxol).

 懸濁 回収   使用直前  37°C 保存   

2.3.6 ATPase活性測定法

    1分子 1秒間 加水分解  ATP 濃度(ATPase活性) 測定   微小管存在下

  活性測定  反応開始前  0.1 μM  Eg5  3 μM  微小管 ATPase assay buffer (20

mM HEPES pH 7.2, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic

acid [EDTA], 0.1 mM EGTA, and 1 mM β-mercaptoethanol)中 室温 5分間        

  ATP 加水分解  2 mM ATP  加       開始  10% trichloroacetic acid  加  

停止           加水分解   ATP 濃度  加水分解    放出   遊離 

 酸 濃度 Youngburg法   定量  (Youngburg and Youngburg, 1930) STLC   阻害

効果 測定  0-50 μM STLC  3 μM 微小管 ATPase assay buffer中 室温 5分  

          0.1 μM  Eg5 加    反応 開始   
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2.4 結果 考察

2.4.1 Eg5 wild-type, cysteine-light   変異体 調製

Eg5 WT     有    4         図 2-3 2-4 示        酸残基 25 

43 87 99番目 位置     25番目 43番目       β1  87番目       

α1 99番目       β3     存在        4        実験方法 記

載  通      別    酸 置換  WT       存在   cysteine-light Eg5

 調製   調製  cysteine-light Eg5 ATPase活性 測定      Eg5 WT  同程度 活

性 示  (図 2-7)    Eg5阻害剤 1    STLC 0-50 μM 濃度 加  STLC濃度

依存的阻害効果 調   図 2-8 示     cysteine-light WT  同程度 STLC   阻

害効果 示       結果   今回変異  4        Eg5 ATPase活性   

 STLC 阻害効果  影響 及    部位    考     結晶構造    4    

     阻害剤結合部位  離  位置     存在       確認   変異    

阻害効果 影響      考            変異         分子導入     

活性 阻害効果 制御       活性 阻害剤 結合 直接関与    部位 選択  

必要    考           Eg5 機能部位   L5 変異           分子

導入  Eg5  制御   可能性 示唆          cysteine-light Eg5  基 L5   

単一       有  変異体 調製    調製  変異体 観察    活性 STLC 

  阻害効果 変化      有            変異   影響     L5    

酸変異   影響 観察         

2.4.2 Eg5 ATPase活性測定

Eg5 cysteine-light  基          分子導入部位   L5 単一       有  

Eg5変異体 調製   Eg5 18残基  成 L5 中  5残基 選         酸  
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     置換   5 種類 変異体(E116C, E118C, Y125C, W127C, D130C) 調製  (図

2-6)    5残基  ATPase活性 STLC 結合 関与     考      部位    

変異         分子導入    活性 変化   期待     選   Eg5 STLC 

結合  結晶構造解析    STLC     基  L5 E116, G117, E118, W127, D130  

  形成        収           (図 2-2 Abualhasan et al., 2012) 図 2-1 示

     STLC 結合        L5 大  構造 変化    特  W127 STLC 覆 

     Eg5側 近   W127      環 STLC      環 相互作用     分

     (Kaan et al., 2009)       W127    近傍 位置  芳香族   酸   

Y125 変異部位 候補       過去 研究  E116, E118, D130 A133 変異  Eg5 

ATPase活性 STLC   阻害効果 影響 与     示   (Kim et al., 2010)     

U2OS細胞    D130 変異 STLC 阻害効果 耐性      報告   (Tcherniuk

et al., 2010)       D130 変異            分子導入    大  活性   

阻害効果 変化 観察    考    重要    酸残基    

cysteine-light 同様  調製  5種類 変異体 ATPase活性 STLC濃度依存的阻害効果

 調   図 2-7 示     E118C WT 比  約 1.7倍高 活性 示    他 変異

体 WT 同程度 活性 示   STLC濃度依存的阻害効果 調      興味深     

3種類 変異体 E116C, W127C, D130C STLC   阻害作用 著  妨  (図 2-8) 一方 

Y125C WT 同程度 STLC    強 阻害        結果   E118 Eg5 ATPase

活性 関与    残基         E116C, W127C, D130 STLC 相互作用  主要 

   酸残基      示唆    

STLC 阻害耐性 示  要因 明         STLC 阻害剤結合     結合前後

 結晶構造比較   E116 STLC 阻害剤結合     結合    R221 塩橋 形成  

 考    (図 2-9)    W127  阻害剤 結合   α3上 Y211  疎水性相互作用 (図

2-10 Kaan et al., 2009) D130側鎖  L5 構造 安定      R119 S120 L132  相互

作用  (図 2-11,12,13 Indorato et al., 2013)       E116 W127 D130     STLC

 結合 伴   他    酸  相互作用  L5上    酸 変異      3種 変異体
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     STLC 阻害耐性 見    考     

2.5 第二章    

Eg5 cysteine-light調製     活性 阻害剤 結合 直接関与     部位 変異    

活性 阻害剤 結合  影響   反対  機能部位   L5 変異 入  変異体 5種類

 調製     活性 阻害剤 結合 直接関与    部位 変異      活性 阻害

剤 結合 影響 及     分       L5 変異部位    STLC   阻害作用 

大  異   阻害剤結合部位   L5    酸 特性 STLC 結合 非常 大  影響 

    分    

cysteine-light Eg5 WT  同程度 活性   STLC   阻害効果 示      第三章

  L5         分子 導入  上  大変良 結果     本来存在  4     

      酸置換  L5   単一       導入              分子導入 

際 L5以外              分子導入 防  L5    導入     可能   

  

   STLC 結合 伴   他    酸  相互作用     酸  変異    大  阻害

剤  作用 影響       位置         分子 導入        効果的 STLC

   阻害効果 光制御 期待    
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図 2-1 阻害剤 STLC結合   Eg5 L5 構造変化
阻害剤 結合        L5 大  構造 変化    STLC結合前 L5 構造(   ) 
STLC結合 L5 構造(    ) STLC 緑 示  特  127番目         阻害剤
 覆      Eg5側 近                環 STLC      環 相互作用
  

Trp127

STLC
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(Kaan et al., 2009)

図 2-2 阻害剤結合     結合  STLC  相互作用     酸

STLC
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図 2-3 Eg5 本来存在  4       (結晶構造)
25番目 43番目       β1  87番目       α1 99番目       β3  
   存在   
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図 2-4 Eg5 本来存在  4       (   酸配列)
25番目 43番目       β1  87番目       α1 99番目       β3  
   存在   
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図 2-5 Eg5 WT(42.1 kDa) 精製結果
(A)    質溶出曲線(B)SDS-PAGE電気泳動   目的    質溶出確認
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図 2-6 L5上      置換部位
(A)L5近傍    酸配列 (B)結晶構造 STLC 紫 示       置換部位   E116,
E118, Y125, W127,    D130 位置     示  
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図 2-7 Eg5 ATPase活性
0.1 μM  Eg5 3 μM 微小管 ATPase assay buffer 中 室温 5分間          
ATP 加水分解  2 mM ATP 加       開始  10% trichloroacetic acid 加  停止
   Eg5    加水分解   ATP 濃度  加水分解    放出   遊離  酸 濃
度 Youngburg法   定量  
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図 2-8 阻害剤 STLC   阻害効果
0-50 μM STLC  3 μM 微小管 ATPase assay buffer中 室温 5分          
  0.1 μM  Eg5 加     室温 5分間          ATP 加水分解  2 mM
ATP 加       開始  10% trichloroacetic acid 加  停止   Eg5    加水分解
   ATP 濃度  加水分解    放出   遊離  酸 濃度 Youngburg法   定量
  .
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図 2-9 STLC 阻害剤結合     結合前後 結晶構造 結合前(   ) 結合後(緑)
E116 STLC 阻害剤結合     結合    R221  塩橋 形成  
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図 2-10 STLC 阻害剤結合     結合前後 結晶構造 結合前(   ) 結合後(緑)
W127 STLC 阻害剤結合     結合    Y211  疎水性相互作用  
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図 2-11 STLC 阻害剤結合     結合前後 結晶構造 結合前(   ) 結合後(緑)
D130 STLC 阻害剤結合     結合    R119  相互作用  
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図 2-12 STLC 阻害剤結合     結合前後 結晶構造 結合前(   ) 結合後(緑)
D130 S120  相互作用  
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図 2-13 STLC 阻害剤結合     結合前後 結晶構造 結合前(   ) 結合後(緑)
D130 L132 主鎖    基 相互作用  
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第三章

    Eg5 機能性   L   
        分子修飾 光制御
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3.1 本章 要旨

第三章   第二章  明      Eg5 機能 重要 L5  光制御          

     分子 導入   紫外線 可視光線照射   Eg5 活性光制御 行   Eg5特異的

阻害剤 L5  成 阻害剤結合     結合   Eg5 ATPase活性 阻害   阻害剤結

合     結合  際  L5 特定    酸 相互作用     分           

Eg5 活性 阻害剤   阻害機構 重要 L5         分子 導入  光照射    

L5 特性 変化   Eg5 活性光制御 行           分子 導入     変異体

  第二章 調製  L5    単一       有  E116C, E118C, Y125C, W127C,

D130C             分子  紫外線 可視光線照射    光異性化  PAM 

IATAB IASP 用   PAM, IATAB       誘導体 IASP       誘導体    

    異   種類         分子      異  光制御効果      期待  

  各        分子 修飾  Eg5変異体 紫外線 可視光線 交互 照射  ATPase活

性 及  影響 観察   PAM-D130C, IASP-W127C, IASP-D130C     光可逆的 活

性制御         第二章  L5     酸置換 阻害剤STLC 阻害効果 影響   

  明                 分子 修飾  Eg5変異体 活性 STLC存在下 測

定  光照射    阻害効果 変化 現    調   L5          修飾 STLC 

組 合         IASP-D130C    ON/OFF    機械的 光制御       

明       

3.2 緒言

Eg5 L5         結合               関与     考       

Eg5 機能 重要 部位       第二章 調製  L5 変異体 結果    L5 1  

 酸置換 ATPase活性   阻害剤 阻害活性 影響 及     分        Eg5 

 特有 特徴 1     Eg5 阻害剤結合      L5 人工的 制御         

      分子 導入  鍵穴(L5) 構造 光照射    変化   鍵穴 構造    阻害剤



73

   鍵 差 込       Eg5 ATP加水分解     停止         Eg5 活

性 ON,OFF状態 人工的 作         考  (図 3-1) 

人工的 制御       以下 3  点 重要    考    安定    制御    

 2 以上 状態 取    特性 大  異     制御     各状態 異  刺激  

   制御           3点 兼 備  制御             分子      

      分子  異  波長 光照射    可逆的   構造 性質 大  変化     

    化合物    特           安定性 合成 容易    多  生体分子 

光制御  応用           従来型     活性(Yamada et al., 2007)  受容体

(Bartels et al., 1971; Stawski et al., 2010; Stawski et al., 2012; Tochitsky et al., 2012)      

  (Banghart et al., 2004; Hilf et al., 2010; Mourot et al., 2011) 機能 光制御    利用  

    外部刺激   光    制御           分子  生体分子 制御  仕組 

   大変有用    最近   生  細胞内         光制御(Zhang et al., 2010) 

  実際 生体内 利用     報告    

第三章             分子 Eg5  機能部位   L5(鍵穴) 導入  Eg5  

ATPase活性   阻害剤 STLC   阻害効果 光制御      明      今回用  

    基反応性        分子  市販     PAM 加  新          

    基 結合  IATAB          誘導体   IASP  合成  (図 3-2) 異  

種類         分子 用         異   光制御       異  制御効率 

        分    Eg5 L5 阻害剤 STLC 結合部位              分子

修飾    STLC   阻害効果 光制御 試   STLC L5 構成     酸 相互作用

  結合       相互作用         分子 光異性化    変化         

阻害効果 制御    考     本研究     L5   阻害剤 組 合   事    

Eg5  効率  光制御        生体分子機械 ON/OFF    制御効率 制御     
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3.3 実験材料 方法

3.3.1 試薬

試薬類 特        限  和光純薬工業 株  試薬特級 使用           

               株式会社 利用  合成     使用   制限酵素    

 他 酵素 東洋紡株式会社         株式会社    使用   pET21a    

   大腸菌 BL21(DE3)株 Novagen社 Medison, WI     使用   有機合成 使用 

 試薬  和光純薬工業 株  東京化成工業株式会社 関東化学株式会社 同仁化学研究所

    使用   

3.3.2     Eg5 wild-type 調製法

    Eg5 WT 2.3.5  同様 方法 行   

3.3.3 ATPase活性測定法

ATPase活性 測定法    STLC   阻害効果 測定 2.3.7  同様 方法 行   

3.3.4     基反応性        分子 合成法

4-Phenylazomaleinanil (PAM, SIGMA-ALDRICH)  購入可能   (図 3-2A) 

4-(N-(2-iodoacetyl)amino)-4'-(N-(2-(N-(triphenylmethyl)amino)acetyl)amino)azobenzene [IATAB]

  4,4'-azodianiline  N-Tritylglycine iodoacetic anhydride       反応    合成  

(図 3-3)    4,4'-azodianiline (158 μmol)  N-Tritylglycine (158 μmol)  EDC/HOAt法  

   2.5 mL N,N-dimethylformamide (DMF)中 結合      溶液 室温 24時間 撹拌 



75

反応 進行    翌日 一日撹拌  反応液 32.5 mL 冷水 加 , 高速遠心(30,000 × g,

20 min, 4 )  4,4'-azodianiline N-Tritylglycine 結合  化合物A 沈殿 回収   回収 

 化合物 A  DMF           詰  (ultra-pure Wakogel C-200)         

             精製   化合物 A  溶出 buffer (1% methanol, 99% chloroform) 

溶出    溶出  化合物 A              使用   溶媒 飛   乾燥  

  次  乾燥  化合物 A(22.6 μmol)  iodoacetic anhydride (56.5 μmol)  2 mL

tetrahydrofuran (THF) 加  室温 24時間 撹拌 結合    翌日化合物 A  iodoacetic

anhydride 結合  完成  IATAB  分取用薄層         (PLC Silica gel 60, 2 mm,

Merck Millipore, 溶媒 5% methanol 95% chloroform) 用   精製   精製後 薄層    

     (Silica gel 70 F254, Wako, 溶媒 5% methanol 95% chloroform) 用  純度 確認 

  IATAB Rf値 0.51    

3,3-dimethyl-1-(2-(2-iodoacetoxy)ethyl)-3H-1,2-dihydroindole-2-spiro-2'-(2H)-6'-nitrochromene

[IASP]   1-(2-Hydroxyethyl)-3,3-dimethylindolino-6'-nitrobenzopyrylospiran  iodoacetic

anhydride        反 応     合 成   ( 図 3-4).

1-(2-Hydroxyethyl)-3,3-dimethylindolino-6'-nitrobenzopyrylospiran (65 μmol)  iodoacetic

anhydride (162 μmol)  触媒   N,N-dimethyl-4-aminopyridine存在下  1 mL THF中 反

応      溶液 室温 48時間 撹拌 反応 進行    合成   IASP 含 反応液

        詰  (ultra-pure Wakogel C-200)                      

精製   溶出 buffer (5% methanol, 95% chloroform) 溶出後 薄層         (Silica gel

70 F254, Wako, 溶媒 5% methanol 95% chloroform) 用  純度 確認   IASP Rf値 

0.92    

3.3.5     基反応性        分子 光学的特徴  

3種類     基反応性        分子(PAM, IATAB, IASP) (図 3-2)  光学的特徴 

        吸収波長 測定       紫外線 可視光線 照射           分子
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 光異性化     吸収     変化  観察   

DMF 溶   各    基反応性        分子  溶媒表面  7 cm 位置   室

温  波長 366 nm 紫外線   (UVP Inc., San Gabriel, USA) 可視光線(蛍光灯 27 W) 一

定時間照射        測定   

3.3.6     基反応性        分子 L5  修飾

    基反応性        分子(PAM IATAB IASP) Eg5変異体 L5 存在   

     修飾      L5中      残基  修飾最適条件 特定      各変

異体     基反応性        分子 反応時間依存性    濃度依存性 確認   

    基反応性        分子修飾 際  光照射 行   PAM   IATAB 

trans体 IASP       型 用   変異体 種類            分子 種類   

  修飾効率 異      修飾条件 変  行      10 μM PAM  修飾 buffer (120

mM NaCl, 30 mM Tris-HCl (pH 7.5), and 2 mM MgCl2)中  等量 10 μM Eg5変異体 E118C,

Y125C, W127C, D130C  室温 15分間反応    10 μM E116C  10 μM PAM  室温 3

時間 反応 必要     10 μM IATAB   修飾 buffer中  等量 10 μM W127C  

D130C  室温 30分間反応    10 μM Y125C 10 μM IATAB  室温 3時間反応

    残  E116C E118C  20 μM IATAB 室温 3時間反応    10 μM IASP 10

μM D130C  室温 30分間反応   10 μM E116C, E118C, Y125C,    W127C 10 μM

IASP  室温 3時間反応    修飾反応 5 mM DTT 加       停止   未反応 

    基反応性        分子  VIVA SPIN 500 (10K, Nippon Genetics)  用  

18,000 × g 40 min 4°C 条件 遠心  除去   修飾効率          法      

 質 濃度定量  各    基反応性        分子 持   吸光係数 用  定量

   PAM   吸光係数 13,200 M-1cm-1 (322 nm) IATAB 21,800 M-1cm-1 (376 nm) 

IASP 35,000 M-1cm-1 (350 nm)    
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3.3.7 L5 修飾      基反応性        分子 光異性化

Eg5 修飾       基反応性        分子 光異性化  修飾 buffer中 

3 μM Eg5  溶媒表面  7 cm 位置   0  条件  波長 366 nm 紫外線   (UVP

Inc., San Gabriel, USA) 可視光線(蛍光灯 27 W) 一定時間照射  吸収      測定  

     確認   

3.3.8 阻害定数算出法

阻害定数 Ki値 Dixon法 用  求  (Dixon and Webb, 1979) 

3.4 結果 考察

3.4.1     基反応性        分子 特徴

第二章 調製  Eg5変異体 L5 位置        修飾             分子

   PAM IATAB IASP 3種類 用  (図 3-2) PAM IATAB IASP         

  基 反応  結合           PAM      基  IATAB, IASP      

  基 有    (図3-5) PAM  SIGMA-ALDRICH 市販      IATAB IASP  

実験方法 記載  方法 従  合成   3種類     基反応性        分子  

    図 3-6,7,8 示     紫外線 可視光照射   可逆的 光異性化   

PAM              基 結合  化合物   (図3-2A) IATAB       

 一端     基    一端        基 結合  化合物   (図 3-2 B 図 3-9B) 

    基  Eg5 ATPase活性 阻害  阻害剤 STLC 重要 部分   (図 3-9A Ogo et

al., 2007; Wang et al., 2012) 光照射          光異性化 伴      基部位 阻

害剤結合     距離 変化  効率的 光制御 可能    考  (図 3-9C) 
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      及   誘導体 紫外線 可視光線照射   立体配置状態(cis, trans) 吸光分

光法   観察         Yamada   以前 報告 示     PAM 紫外線 可視光

線照射   吸収     変化           同一    (図 3-6) trans-PAM 300

秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-PAM 光異性化   cis-PAM  300秒間 可視光線照

射   trans-PAM 光異性化   同 条件 下 吸収      測定      PAM 吸

収極大 330 nm  示  IATAB 372 nm 吸収極大 示              環 

結合  官能基 種類     吸収極大                       知  

   (Beharry et al., 2011a; Han and Honda 2011) IATAB 吸収極大 PAM  比較     

                   環 結合      基           基   

影響    考     図 3-7   IATAB  光異性化 観察  吸収      示   

trans-IATAB 100秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-IATAB 光異性化   cis-IATAB

  180秒間 可視光線照射   trans-IATAB 光異性化   

IASP     反応性       誘導体   (図 3-2C) 電荷 持   疎水性    

   型(SP)   紫外線照射     電荷分離 双性    持   親水性       

型(MC)  光異性化     大  変化 利用   阻害剤結合     対  阻害剤 親

和性 制御          考  (図 3-10) IASP  PAM IATAB  同様  吸光分光

法   光異性化 確認         SP-IASP  MC-IASP 吸収     変化 図 3-8

 示   PAM IATAB 同 条件 下 吸収      測定      紫外線照射   

SP- IASP  MC- IASP 光異性化  300秒間     MC- IASP SP- IASP 異性化 

   90秒間 可視光線照射 必要     

3.4.2 Eg5変異体      基反応性        分子 修飾

第二章 調製  Eg5変異体     基反応性        分子(PAM,IATAB,IASP) 

修飾   PAM Eg5変異体D130C  約 15分 化学量論的 修飾   同濃度 時点 修

飾効率 飽和  (図 3-11A) IATAB  IASP   PAM  同様 Eg5 変異体 化学量論的 
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修飾   (図 3-11B,C) 変異体 種類         分子 種類   修飾効率 異   

        最適条件 実験方法 記載  通  修飾  変異体 1分子当   修飾  

         分子 割合 表 3-1      L5 C末 位置  D130C 修飾効率 良 

短時間         分子 反応    N末 位置  E116C E118C 修飾効率 悪  

長時間 反応 必要         結果   D130  外部因子 作用    位置   

可能性 示唆    外部因子 作用    D130  外部因子   阻害剤 STLC 加  

際   阻害効果 影響 及      考     

3.4.3 L5 修飾      基反応性        分子 光異性化

Eg5 修飾       基反応性        分子 光異性化 調      PAM 過

去 yamada   報告           質 修飾   同様  紫外線(366 nm) 可視光線

照射    光異性化  (Yamada et al., 2007) IATAB   IASP          質 

修飾後光異性化 観察      trans-IATAB-D130C 180秒間 紫外線(366 nm)照射   

cis-IATAB-D130C  光異性化   cis-IATAB-D130C   180 秒間 可視光線照射   

trans-IATAB-D130C 光異性化  (図 3-12)    SP-IASP-D130C 300秒間 紫外線(366

nm)照射   MC-IASP-D130C 光異性化 ,MC-IASP-D130C  180秒間 可視光線照射 

  SP-IASP-D130C 光異性化     分   (図 3-13)            基反応性 

       分子 Eg5 修飾後  修飾前 同程度 効率 光異性化     明     

  

3.4.4         分子修飾   Eg5変異体 活性変化

trans-PAM, trans-IATAB, SP-IASP 修飾  Eg5変異体 ATPase活性 測定        

  分子修飾   活性  影響 調  (表 3-2) trans-PAM  修飾  Eg5変異体  修飾

前 比較  39-61 ATPase活性 減少   trans-IATAB 修飾  Eg5変異体  修飾前 
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比較  44-58 ATPase活性 減少   SP-IASP  修飾  変異体  D130C以外  修飾

前 比較  44-66 ATPase活性 減少  SP-IASP 修飾  D130C 活性  修飾前 比

  15    減少   SP-IASP  修飾  D130C以外  PAM, IATAP, IASP修飾   

活性 減少 同程度 割合     D130C  IASP 修飾  大  ATPase活性 減少 

          IASP-D130C 効率的 ATPase活性 制御 適    可能性 示唆  

  

3.4.5         分子 修飾  Eg5変異体 活性光制御

3種     基反応性        分子(PAM, IATAB, IASP)     修飾  5種類 

Eg5変異体  紫外線 可視光線 照射          分子 光異性化 ATPase活性 及

  影響 調           分子 光異性化 実験方法 記載  方法 従  行   

   PAM 修飾   活性  影響 調   PAM  修飾  E116C E118C Y125C 

W127C 紫外線 可視光線照射 ATPase活性 有意 変化 見        D130C 

trans-PAM, cis-PAM 状 態  活 性  明    変 化  示    cis-PAM-D130C   

trans-PAM-D130C   24 低 ATPase活性 示    活性変化  紫外線 可視光線 交

互照射 従  可逆的 起   (図 3-14A) 過去 L5 D130 1   酸置換 行  研究

  130番目      酸  同 酸性   酸         酸 置換   活性 影響 

    塩基性   酸       置換   活性 減少  疎水性   酸       置

換   活性 増加     報告   (Kim et al., 2010) 本研究 得   PAM   D130

 活性変化  PAM trans体  cis体  光異性化  D130 疎水性   酸  親水性 

  酸  置換 模倣 対応   考            変異体     光異性化  

366 nm 紫外線 使用      紫外線 可視光線 交互照射 行    E116C E118C 

Y125C W127C 一定 活性 示  D130C 可逆的 活性変化 示       紫外線  

     質 失活   変性        分   

次  IATAB 修飾  Eg5変異体 光照射   活性変化 調   IATAB     基 
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有       光照射          構造変化 伴      基 阻害剤結合    

 入 込    Eg5 阻害  状態  阻害剤結合     入 込   状態 作 出  大 

 光制御      期待    .    IATAB  修飾      Eg5 変異体 ATPase

活性  紫外線 可視光線照射 変化   活性 光制御  至     (表 3-2)     

本研究  IATAB 修飾位置       基 阻害剤結合     位置関係 変化    

         考     今後 修飾部位 検討 必要    

最後  IASP   活性制御    図 3-2C 示    IASP  光照射     大幅  

 構造 性質 変化          L5 組 込   IASP 光異性化  効果的 光制

御効率      期待    IASP  PAM   異  活性変化 示   SP-IASP-D130C  

MC-IASP-D130C 比  30  低 ATPase活性 示  (図 3-16A)     PAM  制御 

     W127C  活性 IASP 修飾   光制御         SP-IASP-W127C  

MC-IASP-W127C 比  21 低 ATPase活性 示  (図 3-15A)    2種類 変異体 

活性変化      紫外線 可視光線 交互照射 従  可逆的 起    

   IASP-W127C IASP-D130C PAM-D130C ATPase活性 Vmax and KMT 求  表 3-3

      IASP-W127C  PAM-D130C 光異性化  Vmax KMT 両方 影響 与    

   興味深     IASP-D130C 光異性化  Vmax  影響   KMT   影響 与 

  MC-IASP-D130C KMT  SP-IASP-D130C KMT 約 4倍         結果   

L5         分子 修飾        Eg5 微小管  親和性    ATP最大加水分

解速度 光制御      明       

3.4.6         分子 修飾  Eg5変異体 STLC   阻害効果 光制御

3種     基反応性        分子(PAM, IATAB, IASP)     修飾  5種類 

Eg5変異体  紫外線 可視光線 照射          分子 光異性化 STLC   阻害

効果 及  影響 調   第二章 示      3種類 変異体 E116C W127C D130C  

STLC 阻害効果 対  明   耐性 示         L5 修飾          分子
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 光異性化 STLC 結合 影響 与  可能性    予想         我  STLC

 存在下          分子 修飾  Eg5変異体 光制御 試   

ISAP  修飾  W127C  D130C     STLC 阻害効果 光制御          

   STLC非存在下       紫外線 可視光線照射      大  活性変化 示 

  特  IASP-D130C 著  STLC 阻害効果 変化 示   50μM STLC存在下 紫外

線 可視光線照射 行      SP-IASP-D130C  MC-IASP-D130C 約 4分 1 活性 

示  (図 3-16B)    SP-IASP-W127C  50μM STLC 存在下 活性測定      

MC-IASP-W127C 比  37 低 ATPase活性 示  (図 3-15B) IASP 光異性化 伴  

STLC 阻害剤結合     対  親和性 変化   考     IASP修飾  W127C  

D130C以外 Eg5変異体  光照射    STLC   阻害効果 変化 見       

   PAM  IATAB 修飾      Eg5変異体      光照射    STLC   

阻害効果 変化 見       

結晶構造解析    Eg5 2     酸 STLC   相互作用 重要 位置      明

         W127  阻害剤 結合   阻害剤結合     入 口 向   動  

α3上 Y211  疎水性相互作用   (図 2-10 Kaan et al., 2009)    D130側鎖  L5 構

造 安定      R119 S120 L132 相互作用  (図 2-11,12,13 Indorato et al., 2013)  

     STLC   相互作用 重要 W127  D130 変異 阻害剤結合     構造変化

 引 起   考     実際  図 2-8 示     W127C  D130C  STLC阻害活性 

耐性 示       知見  W127C  D130C 組 込           分子 光異性化

 STLC阻害活性 対  耐性 変化  得    示唆     予想通  IASP  修飾  

W127C  D130C STLC阻害活性 光照射    変化  (図 3-15B, 3-16B)     変異

体  双性      MC-IASP     STLC阻害活性 耐性 示   IASP    化 

        Eg5 STLC 結合安定性 低下  IASP 疎水性       型      

阻害剤結合     STLC  安定化         STLC阻害活性 増加促進 繋   

可能性 考     一方 PAM IATAB  修飾  変異体 光異性化 STLC阻害活性 

変化 見       PAM IATAB 光異性化  阻害剤結合     十分 構造変化 



83

         考     IATAB  関        変異体     ATPase活性 

STLC阻害活性   光制御            今後    正確 分子設計 他 種類 

        分子 利用 必要    考   

本研究   最 効率 良 光制御 観察   IASP 修飾  D130C 用        

 効率良 Eg5 制御   条件 検討   IASP 修飾  変異体D130C  紫外線 可視光

線 照射   STLC濃度依存的阻害効果 調      STLC  200 μM以上加      

  可視光線照射時  活性 完全 阻害  OFF状態      対  紫外線照射時 高

濃度 STLC 加   50%以上活性 保  ON状態 維持     明          

  生体分子 制御   ON/OFF  実現    難   酵素活性 増減 制御     

  本研究     L5   阻害剤 組 合   事    効率  光制御        

ON/OFF    制御効率 達成        (図 3-17)    紫外線 可視光線照射時 

IASP-W127 PAM-D130C  IASP-D130C STLC 阻害定数 Ki値 算出   表 3-4 示 

    IASP  PAM  修飾   光異性化     STLC  Ki 値 変化   特 

IASP-D130C  Ki 値 IASP  光異性化    大  変化       Ki 値 

SP-IASP-D130C 22.2 μM MC-IASP-D130C 302.9 μM     

3.5 第三章    

新規    基反応性        分子(IATAB, IASP) 設計      合成   合成 

     基反応性        分子 Eg5 機能部位   L5 修飾  条件   光異

性化法 確立        L5 修飾          分子 光異性化     Eg5 

ATPase活性 特異的阻害剤 STLC 阻害活性 光制御      明         Eg5特

有 特徴   L5  阻害剤 両方 利用        ON/OFF     機械的 制御 可能

    各    質特有 性質 利用      効率 良 制御 可能      示   

                 分子 修飾部位         分子 種類         
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  光制御 結果 異     分   今回光制御 至     IATAB   修飾部位 検討

        効率  Eg5 光制御    期待    
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図 3-1  Loop L5 = 鍵穴  利用  Eg5 制御
Eg5 阻害剤結合      一部   L5         分子 導入  鍵穴 構造 光照
射    変化   鍵穴 構造    阻害剤   鍵 差 込       Eg5 ATP加水
分解     停止   
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図 3-2     基反応性        分子 構造式
(A) PAM, (B) IATAB, (C) IASP
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図 3-3     基反応性        分子 IATAB 合成法
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図 3-4     基反応性        分子 IASP 合成法
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図 3-5     基反応性 官能基(A)     基 (B)       基
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図 3-6     基反応性        分子 PAM 光異性化
(A)trans-PAM(40 μM) 300秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-PAM 光異性化   
(B)cis-PAM(40 μM)  300秒間 可視光線照射   trans-PAM 光異性化   
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図 3-7     基反応性        分子 IATAB 光異性化
(A)trans-IATAB (25 μM) 100秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-IATAB 光異性化   
(B)cis-IATAB(25 μM)  180秒間 可視光線照射   trans-IATAB 光異性化   
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図 3-8     基反応性        分子 IASP 光異性化
(A)SP-IASP(15 μM) 300秒間 紫外線(366 nm)照射   MC-IATAB 光異性化   
(B)MC-IASP(15 μM)  90秒間 可視光線照射   SP-IATAB 光異性化   
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図 3-9     基反応性        分子 IATAB
(A)Eg5特異的阻害剤 STLC (B)    基反応性        分子 IATAB (C)IATAB 光
異性化 伴 光制御    光照射          構造変化 伴  :IATAB     
基 阻害剤結合     入 込    Eg5 阻害  状態  阻害剤結合     入 込 
  状態 作 出   
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図 3-10     基反応性        分子 IASP 光異性化 伴 光制御    
IASP 光異性化 伴  阻害剤 STLC 阻害剤結合      結合安定性 変化   
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図 3-11     基反応性        分子 濃度依存性修飾効率
(A)Eg5変異体D130C (10 μM)  PAM (0–80 μM) 修飾     中  15分間 25  反応 
   (B)Eg5変異体W127C (10 μM) IATAB (0–30 μM)  修飾     中  30分間 25 
 反応    (C) Eg5変異体 E118C (10 μM)  IASP (0–50 μM) 修飾     中  3時
間 25  反応    修飾反応 5 mM DTT 加  停止    



96

図 3-12 IATAB-D130C 光異性化
(A)trans-IATAB-D130C(25 μM) 180秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-IATAB-D130C 光
異性化   (B)cis-IATAB-D130C(25 μM)  180秒間 可視光線照射   
trans-IATAB-D130C 光異性化  
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図 3-13 IASP-D130 光異性化
(A)SP-IASP-D130C(15 μM) 300秒間 紫外線(366 nm)照射   MC-IASP-D130C 光異性
化   (B)MC-IASP-D130C(15 μM)  180秒間 可視光線照射   SP-IASP-D130C 光異
性化   
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図 3-14 PAM-D130C ATPase活性   STLC   阻害効果 可逆的光制御
(A) 0.1 μM cis trans-PAM-D130C ATPase活性 3 μM微小管存在下 測定   (B) STLC
   阻害効果 調      0.1 μM cis trans-PAM-D130C ATPase活性 3 μM微小管 
50 μMSTLC存在下 測定   
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図 3-15 IASP-W127C ATPase活性   STLC   阻害効果 可逆的光制御
(A) 0.1 μM MC, SP-IASP-W127C ATPase活性 3 μM微小管存在下 測定   (B) STLC
   阻害効果 調      0.1 μM MC, SP-IASP-W127C ATPase活性 3 μM微小管 
50 μMSTLC存在下 測定   
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図 3-16 IASP-D130C ATPase活性   STLC   阻害効果 可逆的光制御
(A) 0.1 μM MC, SP-IASP-D130C ATPase活性 3 μM微小管存在下 測定   (B) STLC 
  阻害効果 調      0.1 μM MC, SP-IASP-D130C ATPase活性 3 μM微小管 50
μMSTLC存在下 測定   
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図 3-17 ISAP-D130C STLC   阻害効果 光制御.
0.1 μM SP-IASP-D130C (○)  MC-IASP-D130C (●)  ATPase活性 3 μM 微小管, 0–200
μM STLC存在下 測定   
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表 3-1     基反応性        分子 Eg5  修飾効率

Mutants PAM/Eg5 (mol/mol) IATAB/Eg5 (mol/mol) IASP/Eg5 (mol/mol)
E116C 0.70 0.65 0.82
E118C 0.73 0.95 0.82
Y125C 0.83 0.76 0.84
W127C 0.88 0.62 0.76
D130C 0.86 1.09 1.14
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表 3-2         分子 修飾  Eg5変異体 ATPase活性

unmodified (S-1) PAM (S-1) IATAB (S-1) IASP (S-1)
Mutants trans cis trans cis SP MC
E116C 6.70±0.46 4.09±0.30 4.22±0.63 3.71±0.31 3.69±0.31 4.39±0.23 4.48±0.1
E118C 14.15±0.34 5.54±0.31 5.84±0.59 6.26±0.51 6.53±0.02 7.67±0.33 7.60±0.45
Y125C 8.43±0.28 3.94±0.34 4.30±0.1 4.81±0.36 4.7±0.04 4.78±0.18 4.93±0.13
W127C 6.66±0.23 3.90±0.06 3.81±0.53 3.89±0.23 3.83±0.33 2.65±0.18 3.37±0.05
D130C 6.94±0.33 2.89±0.13 2.21±0.27 3.33±0.22 3.08±0.07 1.02±0.024 1.48±0.2

0.1 μM Eg5 3 μM MT 存在下 ATPase活性 測定   
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表 3-3 Eg5 ATPase活性 Vmax  KMT

Mutants Vmax (S-1) KMT (μM)
W127C 6.87±0.54 1.63±0.32

SP-IASP-W127C 3.58±0.33 3.31±0.87
MC-IASP-W127C 4.64±0.31 2.64±0.41

D130C 7.20±0.34 1.59±0.55
trans-PAM-D130C 4.05±0.29 2.82±0.46
cis-PAM-D130C 2.55±0.47 1.01±0.26
SP-IASP-D130C 1.89±0.27 4.32±0.59
MC-IASP-D130C 1.71±0.17 0.95±0.37
Vmax  KMT 以下 式   求   

V=Vmax/(1+KMT/[microtubules]).



105

表 3-4 Eg5 修飾          分子 光異性化   STLC 阻害定数  影響

Ki (μM)
W127C IASP-W127C D130C PAM-D130C IASP-D130C

SP MC trans cis SP MC
52.0 184.5 555.6 102.2 101.0 194.2 22.2 302.9



106

第四章

光制御型阻害剤   Eg5 光制御
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4.1 本章 要旨

第四章   Eg5 特異的阻害剤  光制御               分子 導入   光

照射   阻害剤   阻害効果 光制御   光制御型 Eg5阻害剤 開発           

分子 導入  光制御型阻害剤  既存 阻害剤STLC 構造 基 設計 合成   STLC 

有      基 Eg5 阻害 重要 部位          基 基本骨格          

分子       導入  2種類 光制御型阻害剤(BTBA, ACTAB) 合成   BTBA  

      両端     基 有  化合物  ACTAB        方端     基  

  片端 N-acetyl-l-cysteine  有  化合物    共         有       光照

射       構造 変化          BTBA  ACTAB  trans体 時   大  阻

害効果 示  cis体 阻害効果 減少 示  光制御型阻害剤    ATPase活性   

Eg5-微小管滑 運動速度 光制御            ACTAB 400 nm 可視光線照射 

trans体  cis体  480 nm 可視光線照射 cis体  trans体 光異性化        

  可視光線領域 光   光制御 可能    紫外線照射   生体分子損傷 心配  

細胞  応用 期待    

4.2 緒言

有糸分裂    Eg5  真核生物 細胞分裂 間  双極紡錘体 形成 必須   

(Blangy et al., 1995; Cole et al., 1994) Eg5 特異的阻害剤 多数発見      monastrol 

最初 発見   Eg5阻害剤   (Mayer et al., 1999) S-    -L-     (STLC)  

monastrol    Eg5 強 結合     知     阻害剤   (Skoufias et al., 2006)    

Eg5 阻害剤 多   構造 異                結合部位近傍 L5 α2   

α3  構成   阻害剤結合     結合     報告     (Tcherniuk et al., 2010)  

   阻害剤        結合部位  ADP 放出 遅      阻害  最終的    

     誘導  (Skoufias et al., 2006) 第三章  阻害剤結合     構成  L5     
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    分子 導入        阻害剤 STLC   阻害効果 光制御       明   

   鍵穴(L5) 構造 鍵(阻害剤)  相互作用 影響      鍵自体 構造変化 鍵穴 

 相互作用 影響 与   考  第四章   Eg5 阻害剤 鍵側         分子 導

入  阻害剤自体 構造   特性 変化   Eg5 機能 制御 試  (図4-1)       

  分子  光照射   cis体 trans体 光異性化                   分子 

導入  阻害剤  光照射       構造 特性 変化   異   阻害効果 示  考

     

   Eg5 阻害剤 人工的 制御      副作用 少  抗  剤 開発  繋   期

待     現在 癌治療                           細胞内 移動

  際       微小管 標的   抗  剤 利用     (Horwitz et al., 1994; Schiff

et al., 1980)        細胞形状 維持 細胞内輸送 有糸分裂  生体内    重要

 役割 担    微小管  増殖細胞    非増殖細胞  存在     微小管 標的 

  抗  剤    細胞    増殖    細胞      非増殖細胞 存在  微小管

  影響 与  神経毒性副作用   重篤 副作用 伴     (Cavaletti et al., 1997) 一方 

Eg5  非増殖細胞   成体末梢神経系  発現        神経毒性副作用 伴  

 新  抗  剤 標的   注目     (Mayer et al., 1999; Sakowicz et al., 2004; Zhang

et al., 2008) 実際  38種類以上 Eg5阻害剤 第 I, 第 相臨床試験 行  (Rath and

Kozielski, 2012) Eg5阻害剤 単剤療法   有効      示          Eg5 正常

 増殖    細胞  発現         人工的 阻害効果 制御   Eg5阻害剤 開

発        副作用 少  抗  剤   得  考   

       通常 紫外線 可視光線照射    光異性化     知         

         環 結合   官能基     可視光線領域 光   光異性化    

 可能   (Beharry et al., 2011a) 今回開発  Eg5 光制御型阻害剤 生体内 用  場

合 紫外線照射 生体分子 損傷   問題 考          可視光線領域 光 光

異性化   光制御型阻害剤 開発 目指   
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4.3 実験材料 方法

4.3.1 試薬

試薬類 特        限  和光純薬工業 株  試薬特級 使用           

               株式会社 利用  合成     使用   制限酵素    

 他 酵素 東洋紡株式会社         株式会社    使用   pET21a    

   大腸菌 BL21(DE3)株 Novagen社 Medison, WI     使用   有機合成 使用 

 試薬  和光純薬工業 株  東京化成工業株式会社 関東化学株式会社 同仁化学研究所

    使用   

4.3.2     Eg5 wild-type 調製法

    Eg5 WT 2.3.5  同様 方法 行   

4.3.3 光制御型阻害剤 合成

4,4'-bis(N-(2-(triphenylmethylamino)acetyl)amino)azobenzene [BTBA]  4,4'-azodianiline  

N-Tritylglycine       反応  合成  (図4-2A, 図4-3)    4,4'-azodianiline (158

μmol)  N-Tritylglycine (948 μmol)  EDC/HOAt法     10 mL DMF中 結合     

 溶液 室温 24時間 撹拌 反応 進行    翌日 一日撹拌  反応液 40 mL 冷水 

加 , 高速遠心(30,000 × g, 20 min, 4 )  合成   BTBA 沈殿 回収   回収  BTBA

 DMF           詰  (ultra-pure Wakogel C-200)                

      溶出buffer (1% methanol, 99% chloroform)  溶出 精製   精製後 薄層   

      (Silica gel 70 F254, Wako, 溶媒 1% methanol 99% chloroform) 用  純度 確認

   BTBA Rf値 0.17    溶出  BTBA              使用   溶媒 



110

飛   乾燥    

4-(N-(2-(N-acetylcystein-S-yl)acetyl)amino)-4'-(N-(2-(N-(triphenylmethyl)amino)acetyl)amino)azo

benzene [ACTAB] , 4,4'-azodianiline  N-Tritylglycine iodoacetic anhydride   

N-acetyl-L-cysteine       反応   合成  (図4-2B, 図4-4)    4,4'-azodianiline

(158 μmol)  N-Tritylglycine (158 μmol)  EDC/HOAt法     2.5 mL DMF中 結合  

    溶液 室温 24時間 撹拌 反応 進行    翌日 一日撹拌  反応液 32.5 mL

 冷水 加 , 高速遠心(30,000 × g, 20 min, 4 )  4,4'-azodianiline N-Tritylglycine 結合 

 化合物A 沈殿 回収   回収  化合物  DMF           詰  (ultra-pure

Wakogel C-200)                      精製   化合物A  溶出buffer

(1% methanol, 99% chloroform) 溶出    溶出  化合物A              使

用   溶媒 飛   乾燥    次  乾燥  化合物A(100 μmol)  iodoacetic anhydride

(250 μmol)  触媒   2% N,N-dimethyl-4-aminopyridine 5.8 mL THF 加  室温 24時間 

撹拌 結合    翌日化合物A iodoacetic anhydride 結合  完成  化合物B(第三章 

IATAB 同一化合物) 分取用薄層         (PLC Silica gel 60 2mm, Merck Millipore,

溶媒 5% methanol 95% chloroform) 用   精製   乾燥   化合物B (20 μmol)  DMF

 溶   200 mM tetraethylammonium hydrogen carbonate (pH7.5) 溶   iodoacetic

anhydride (200 μmol)  500 μl ethanol中 反応      溶液 室温 24時間 撹拌 反応 

進行    翌日 合成   ACTAB 分取用薄層         (PLC Silica gel 60 2mm,

Merck Millipore, 溶媒 20% methanol 80% chloroform) 用   精製   精製後 薄層   

      (Silica gel 70 F254, Wako, 溶媒 20% methanol 80% chloroform) 用  純度 確認

   ACTAB Rf値 0.29    

4.3.4 光制御型阻害剤 光異性化

DMF 溶   BTBA  ACTAB     光源           (Lambda DG-5 Plus,

Sutter Instrument, Novato, CA, USA) 用   溶媒表面  7 cm 位置   室温 光照射  
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光異性化 行   BTBA  380 nm  480 nm 光  ACTAB 400 nm  480 nm 光 一

定時間照射  後 吸収      測定  光異性化 確認   DMF中 光異性化  光制

御型阻害剤  ATPase活性   In vitro motility assay 系 加   阻害効果 確認   

4.3.5 光制御型阻害剤 阻害効果測定法

光制御型阻害剤 阻害効果 調      光制御型阻害剤濃度依存性 Eg5ATPase活性

 測定   BTBA   阻害効果 測定  微小管非存在下   0.25 μM Eg5 0-100 μM

 光異性化  BTBA ATPase assay buffer (20 mM HEPES pH 7.2, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2,

0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, and 1 mM β-mercaptoethanol)中 室温 5分         

  反応 開始   微小管存在下  測定  0.1 μM  Eg5  3 μM  微小管 ATPase

assay buffer中 室温 5分            0-100 μM 光異性化  BTBA 加   

 反応 開始  方法  0.1 μM  Eg5  0-100 μM  光異性化  BTBA  ATPase assay

buffer中 室温 5分            3 μM 微小管 加    反応 開始  方法

 2 通 行        ATP  加水分解  2 mM ATP  加       開始  10%

trichloroacetic acid  加  停止           加水分解   ATP 濃度  加水分

解    放出   遊離  酸 濃度 Youngburg 法   定量  (Youngburg and

Youngburg, 1930) 

ACTAB   阻害効果 測定  微小管非存在下   0.5 μM Eg5  0-50 μM 光異性

化  ACTAB  ATPase assay buffer中 室温 5分           反応 開始   

微小管存在下  測定方法 BTBA  同様    

ACTAB存在下  KMT and Vmax 求      15 μM cis-ACTAB     trans-ACTAB存

在下  微小管濃度依存性 ATPase活性(0-10 μM 微小管)  測定   
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4.3.6 蛍光標識微小管調製法

     微小管 移動   現象 顕微鏡 観察     蛍光色素         標

識  蛍光標識微小管 調製            標識       豚脳  調製  微小

管 結合  微小管結合蛋白質 MAPs  取 除  MAPs free tubulin  調製   微小管 

R-PEM Buffer (0.1M PIPES, 1.0mM EGTA, 0.5mM MgCl2, pH 6.9, 1mM GTP, 10% DMSO) 

10-20 mg/mL 希釈  37  10分間                 後 超遠心(37  

20,000×g, 20 min) 行  MAPs 含    上澄  取 除   沈殿量 見積    沈殿量

 2-4倍量 氷冷R-PEM Buffer 懸濁  0  10分間            後 1mM GTP,

10% DMSO  加   37  10分間         MAPs free tubulin 調製   

調製  MAPs free tubulin Rhodamine-NHS Thermo Scientific  1:20 mol/mol  混  37

  10分間        反応    反応 5 mM potassium glutamate 加  止   蛍

光標識微小管精製工程 超遠心(37  20,000×g, 20 min) 行  上澄  取 除  後 沈殿

量 5倍量 氷冷 R-PEM Buffer 再懸濁  0  10分間              超遠心

(4  20,000×g, 20 min) 行  沈殿  不溶性蛋白質 非反応      取 除   上澄 

 1mM GTP, 10% DMSO  加   37  10分間         超遠心(37  20,000×g,

20 min) 行   ) 2 回繰 返  最後 上澄  取 除  後 沈殿量 5 倍量 氷冷

R-PEM Buffer 再懸濁   0  10分間          最後       標識効率 

決定         濃度 575 nm   吸光係数 80,000 M-1cm-1  求  微小管 濃度 

Biuret法 用  求  標識効率 30-50% 範囲      確認  急速凍結  後 -80 

 保存   

蛍光標識微小管 使用  際  1 μl      標識 tubulin  5 μl MAPs free tubulin 混

  1 mM GTP 加   遮光条件    37  40分間         重合     使用

   重合反応 120 μlPM buffer (100 mM PIPES-NaOH pH 6.8), 2 mM EGTA 1 mM MgSO4)

 20 M taxol  加  溶液 120 μl  静  加            止   重合完了後

 使用  直前   遮光  37  保存   
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4.3.7 微小管-    間 滑 速度測定 In vitro motility assay 

微小管-    間 滑 速度測定  Howard   手法(Howard et al., 1989)      測定

        assay buffer A(10 mM Tris-acetate (pH7.5), 50 mM K-acetate, 2.5 mM EGTA, 4

mM MgSO4) 30倍希釈  6 × histidinen monoclonal antibody (clone No.21-48)       

    流 入  5分 室温             後 0.1 μM Eg5 MD 含 assay buffer

A           流 入  5 分 室温          6 × histidinen monoclonal

antibody 上 Eg5 MD 結合    assay buffer A          洗 流  蛍光標識

微小管 含 assay buffer B (assay buffer A, 20 μM taxol)  流 入  2分 室温      

     assay buffer            洗 流  1 mM ATP  含 assay buffer C(assay

buffer B, 1.5 mg/mL glucose, 0.01 mg/mL catalase, 0.05 mg/mL glucose oxidase) 流 入  蛍光

標識微小管 Olympus BX50蛍光顕微鏡      , Tokyo, JPN  3CCD    JK-TU53H

 東芝, Tokyo, JPN  用  観察   阻害実験 場合  光異性化  光制御型阻害剤 1

mM ATP 含 assay buffer C 加            流 入 測定   DMF 最終濃

度 BTAB測定時 3% ACTAB測定時 3.8%    

4.3.8 統計分析

In vitro motility assay統計的有意性  Welch’s t test    Student’s t test      用 

 分析   P値 0.05未満 場合 統計的 有意性    考     

4.4 結果 考察

4.4.1 光制御型 Eg5阻害剤 設計 合成

Eg5 阻害剤   STLC 構造 基  光制御               分子 導入  2

種類 光制御型阻害剤(BTBA, ACTAB) 設計 合成   STLC     基部位      
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部位  成 阻害剤 (図3-9A)     基部位      部位      阻害剤結合   

  異     酸 相互作用        入 込    分          基部位  

E116, G117, E118, W127,    D130 (Abualhasan et al., 2012)      部位  Gly117,

Glu116    Arg221 相互作用  (Wang et al., 2012)        阻害効果 重要 部

位    特  STLC     基 Eg5 強 阻害     重要      報告   (Ogo et

al., 2007;Wang et al., 2012)     STLC       部位 STLC  溶解度 増加   

STLC 阻害剤結合      結合 安定化   作用                分子 

             基        部位 組 合   光制御型 STLC     

(BTBA, ACTAB) 合成   

BTBA          分子          両端 STLC     基 結合   化

合物   (図4-2A)        trans体 時  両端 結合      基     離 

 位置  阻害剤結合              基 入 込  Eg5 活性 阻害   考 

             cis体 時         基 近接  位置     阻害剤結合

     入 込   Eg5 阻害          考  (図4-5) ACTAB        

片端     基    片端      部位   N-acetyl-l-cysteine 有  化合物   (図

4-2B) 光照射           構造変化 伴  異  阻害剤結合      親和性 

示  考   合成      実験材料 方法 記載  通 行   

4.4.2 光制御型 Eg5阻害剤 特徴

trans-BTBA  cis-BTBA 吸収      図4-6 示   20 DMF 溶   BTBA 

380 nm 吸収極大 有     光異性化 確認   380 nm付近 波長 観察  行   

40分間 380 nm 紫外線照射    trans-BTBA cis-BTBA  10分間 480 nm 可視光

線照射    cis-BTBA trans-BTBA  光異性化 完了   

trans-ACTAB  cis-ACTAB  吸収      図4-7 示   100 DMF  溶   

ACTAB 380 nm 吸収極大 有     光異性化 確認   380 nm付近 波長 観察 
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 行   100秒間 400 nm 可視光線照射    trans-ACTAB cis-ACTAB  100秒間 

480 nm 可視光線照射    cis-ACTAB trans-ACTAB  光異性化 完了   

BTBA 水  溶解度 低         水 含  溶媒 溶          後 

活性測定 際  不具合      20 DMF 溶解    ACTAB       結合  

 分 BTBA 比  水  溶解度 上    ACTAB 380 nm 紫外線照射  cis体  

光異性化    可視光線領域 400 nm  cis体     可視光線領域 400 nm  cis

体 光異性化  ACTAB  光制御型阻害剤 生体内 用  際 問題    紫外線   

生体分子 損傷   点 解決       水  溶解度 高    細胞 生体内  応用

 期待    

4.4.3 BTBA   阻害効果 光制御

BTBA  Eg5 阻害剤   機能       調製     Eg5 WT  ATPase 活性 

BTBA存在下 測定   光照射     trans体 cis体    BTBA 0-100 μM 濃度 

     加  濃度依存的 Eg5 活性 阻害      確認      微小管非存在下 

 阻害効果 観察  (図4-8) trans-BTBA  Kmin=0.033 S-1 , IC50 = 15.9 μM  cis-BTBA  

Kmin = 0.062 S-1 , IC50 = 11.0 μM  示   Kmin BTBA    阻害効果 飽和  際 活性

値    微小管非存在下   trans-BTBA cis-BTBA   大  阻害効果 示     阻

害効果  2度    紫外線 可視光線照射    可逆的 起   (図4-9)     BTBA

設計 際 予想             trans体        基 離  位置     cis

体                基 阻害剤結合     入 込       強 Eg5 活性

 阻害   考     

次  微小管存在下  阻害効果 調   微小管存在下  阻害剤 効果 調  方法 

  2通 試   1通 目     Eg5 阻害剤 結合          微小管 加  

ATPase活性 測定     結果 図4-10 示     trans-BTBA  Kmin= 0.56 S-1 IC50 =

15.7 μM  cis-BTBA  Kmin= 0.67 S-1 IC50 = 13.2 μM 示   BTBA 微小管存在下 阻
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害剤    機能    光制御  至      測定方法 2通 目     Eg5 微小管 

結合          阻害剤 加  ATPase活性 測定       図4-11 示     

BTBA  100 μM加        Eg5 活性 下              BTBA 微小管

 結合  Eg5   結合           考     既存 阻害剤 STLC  微小管

非存在下 存在下 両方 Eg5 阻害            微小管非存在下  IC50 = 1

μM 微小管存在下  IC50 = 140 nM  示     Eg5 微小管 結合   後 STLC  加

   阻害       結果   BTBA 阻害剤      光制御型阻害剤    不十分

         L5 Eg5 微小管結合部位 正反対 位置       微小管 結合  

Eg5 対   阻害効果 示     結果  BTBA L5    Eg5 微小管結合部位 結

合      阻害剤    可能性 秘     最近     L5  成 阻害剤結合部位

   微小管結合部位近傍 α4 α6  結合  阻害剤 発見     (Ulaganathan et al.,

2013) 大変興味深 結果     今後 結合部位 同定 行 必要    

4.4.4 ACTAB   阻害効果 光制御

BTBA 同様  ACTAB Eg5 阻害剤   機能       第一章 調製     Eg5

WT  ATPase 活性 ACTAB 存在下 測定   光照射     trans 体 cis 体    

ACTAB  0-50 μM 濃度      加  濃度依存的 Eg5 活性 阻害      確認 

     微小管非存在下  阻害効果 観察  (図4-12) trans-ACTAB IC50 =8.1 μM  

cis-ACTAB IC50 =16.5 μM  微小管非存在下   trans-ACTAB cis-ACTAB    大 

 阻害効果 示     阻害効果  3度    紫外線 可視光線照射    可逆的 起

   25 μM ACTAB存在下  trans-ACTAB cis-ACTAB   63.8 大  阻害効果 示  

(図4-13) 

次  微小管存在下  阻害効果 調   微小管存在下   trans-ACTAB IC50 =5.2

μM  cis-ACTAB IC50 =9.1 μM 示  (図4-14)   阻害効果  3度    紫外線 可

視光線照射    可逆的 起   15 μM ACTAB存在下  trans-ACTAB cis-ACTAB  
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44.2 大  阻害効果 示  (図4-15) ACTAB STLC  同様 微小管 結合  Eg5  阻

害効果 示   

光制御型阻害剤 ACTAB     微小管非存在下 存在下  Eg5 活性 光制御    

       明          ACTAB  Eg5  親和性 高  既存 Eg5阻害剤

monastrol 微小管存在下  IC50= 17μM  比較   Eg5阻害剤   十分 親和性    

考    (Brier et al., 2006) 

ACTAB   親和性 高  光異性化    大  差 見      cis-ACTAB 

trans-ACTAB存在下  Vmax  KMT  求  (表4-1) cis-ACTAB  trans-ACTAB 同程度

 KMT 示    trans-ACTAB Vmax cis-ACTAB Vmax 比較  明   減少  (図

4-16)     結果   ACTAB 光異性化    ATP最大加水分解速度 光制御    

  明       

4.4.5 光制御型阻害剤   Eg5-微小管滑 運動 光制御

蛍光顕微鏡下      上 微小管滑 運動 観察  方法(in vitro motility assay) 用 

  光制御型阻害剤存在下  微小管-    間 滑 速度 観察   光異性化   

BTBA, ACTAB           微小管 貼 付                 作製 

       流    微小管滑 速度 変化 測定   BTBA非存在下  微小管滑 速

度 40.0 ± 3.8 nm/s     図 4-17 示     BTBA 滑 速度 減少          

trans cis体 滑 速度 変化 見       trans-BTBA 平均速度 37.5 ± 5.2 nm/s 

cis-BTBA 平均速度 38.2 ± 5.7 nm/s 示       Eg5 活性 観察   結果 一致  

   微小管存在下  BTBA 光異性化       Eg5 活性 同程度 阻害効果 示

       結果   BTBA Eg5 阻害剤    有効     光制御型阻害剤    

不十分      分    

次  光異性化  ACTAB   微小管滑 速度  影響 調   ACTAB非存在下  

微小管滑 速度 31.5 ± 1.8 nm/s     図4-18 示     trans-ACTAB  cis-ACTAB 
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異  滑 速度 観察    ACTAB非存在下 比   滑 速度 減少  微小管 観察 

  trans-ACTAB 平均速度24.6 ± 2.2 nm/s cis-ACTAB 平均速度31.6 ± 4.2 nm/s 示   

ACTAB 微小管存在下  Eg5活性測定   trans体      大  阻害効果 示   

     微小管滑 運動 大  阻害     確認    BTBA  ACTBA 光制御型阻害

剤非存在下  速度 異    DMF最終濃度 影響    

4.5 第四章    

Eg5 阻害剤         分子 導入  光照射    阻害効果 制御可能 光制御型

阻害剤 開発 行   既存 Eg5阻害剤 STLC 構造 基          分子     

     導入  2種類 光制御型 STLC    (BTBA, ACTAB) 合成   ACTAB 

光照射     Eg5 活性   微小管滑 運動 制御      明       外部因子

   阻害剤 利用  光制御 遺伝子操作   不必要        質 native    

使用      利点       ACTAB 400 nm  480 nm 可視光線領域 光   光

制御可能    紫外線   生体分子損傷 心配    今後 in vivo          

  利用      細胞内  応用 期待        Eg5阻害剤 新  抗  剤   

 注目        光制御型Eg5阻害剤 開発  光照射    効果 制御可能  副作

用 少  抗  剤    応用 期待    
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図 4-1  阻害剤 = 鍵  利用  Eg5 制御
Eg5 阻害剤         分子 導入  阻害剤自体 構造   特性 光照射   変化 
  Eg5 機能 光制御 試  
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図 4-2 光制御型 Eg5阻害剤 構造式
(A) BTBA, (B) ACTAB
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図 4-3 光制御型 Eg5阻害剤 BTBA 合成法
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図 4-4 光制御型 Eg5阻害剤 ACTAB 合成法
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図 4-5 BTBA 光異性化 伴 光制御    
       trans体 時  両端 結合      基     離  位置  阻害剤結合     
         基 入 込  Eg5 活性 阻害   反対         cis体 時  2    
  基 近接  位置     阻害剤結合     入 込   Eg5 阻害    
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図 4-6 光制御型 Eg5阻害剤 BTBA 光異性化
(A)trans-BTBA(75 μM) 40分間 紫外線(366 nm)照射   cis-BTBA 光異性化   
(B)cis-BTBA(75 μM)  10分間 可視光線照射   trans-BTBA 光異性化   
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図 4-7 光制御型 Eg5阻害剤 ACTAB 光異性化
(A)trans-ACTAB(60 μM) 100秒間 紫外線(366 nm)照射   cis-ACTAB 光異性化   
(B)cis-ACTAB(60 μM)  100秒間 可視光線照射   trans-ACTAB 光異性化   
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図 4-8 BTBA   Eg5 basal ATPase活性 光制御.
0.25 μM Eg5 basal ATPase活性  0-100 μM trans-BTBA(○)     cis-BTBA (●)存在下
 測定   
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図 4-9 BTBA   Eg5 basal ATPase活性 可逆的光制御.
0.25 μM Eg5 basal ATPase活性  50 μM trans-BTBA    cis-BTBA存在下 測定   
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図 4-10 BTBA   Eg5 ATPase活性 光制御.
0.1 μM Eg5 ATPase活性  Eg5  0-100 μM trans-BTBA(○)     cis-BTBA (●)    
      後 3 μM微小管 加  測定   
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図 4-11 BTBA   Eg5 ATPase活性 光制御.
0.1 μM Eg5 ATPase活性  Eg5  3 μM微小管          後 0-100 μM 
trans-BTBA(○)     cis-BTBA (●) 加  測定   
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図 4-12 ACTAB   Eg5 basal ATPase活性 光制御.
0.5 μM Eg5 basal ATPase活性  0-50 μM trans-ACTAB(○)     cis-ACTAB (●)存在下
 測定   
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図 4-13 ACTAB   Eg5 basal ATPase活性 可逆的光制御.
0.5 μM Eg5 basal ATPase活性  25 μM trans-ACTAB     cis-ACTAB存在下 測定 
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図 4-14 ACTAB   Eg5 ATPase活性 光制御.
0.1 μM Eg5 ATPase活性  3 μM 微小管 0-50 μM trans-ACTAB(○)     cis-ACTAB(●)
存在下 測定   
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図 4-15 ACTAB   Eg5 ATPase活性 可逆的光制御.
0.1 μM Eg5 basal ATPase活性  15 μM trans-ACTAB     cis-ACTAB存在下 測定 
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図 4-16 ACTAB   Eg5 ATPase活性 光制御
15 μM trans-ACTAB(○)     cis-ACTAB (●)存在下  0.1 μM Eg5 ATPase活性 0-10
μM 微小管存在下 測定   
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図 4-17 BTBA   Eg5-微小管滑 運動 光制御
100 μM trans-BTBA     cis-BTBA存在下  Eg5-微小管滑 運動 測定   
BTBA非存在下  平均速度 40.0 ± 3.8 nm/s 100 μM trans-BTBA 存在下  平均速度 

37.5 ± 5.2 nm/s 100 μM cis-BTBA 存在下  平均速度 38.2 ± 5.7 nm/     
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図 4-18 ACTAB   Eg5-微小管滑 運動 光制御
60 μM trans-ACTAB     cis-ACTAB存在下  Eg5-微小管滑 運動 測定   ACTAB
非存在下  平均速度 31.5 ± 1.8 nm/s, n = 48 60 μM trans-ACTAB 存在下  平均速度 
24.6 ± 2.2 nm/s, n = 60 60 μM cis-ACTAB 存在下  平均速度 31.6 ± 4.2 nm/s , n = 55   
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表 4-1 cis-ACTAB     trans-ACTAB存在下  Eg5 ATPase活性 Vmax  KMT

Inhibitor Vmax (S-1) KMT (μM)

cis-ACTAB 4.46±0.21 2.67±0.35
trans-ACTAB 3.12±0.31 2.38±0.45

Vmax  KMT 以下 式   求   

V=Vmax/(1+KMT/[microtubules]).
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第五章

総括 展望
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5.1 総括

本研究   有糸分裂 必須     Eg5 機能 光応答性               分

子 利用  光制御   Eg5   大  特徴 2    1         結合部位 近 

           中 最 長 18   酸       L5 有         (Turner

et al., 2001)   1   Eg5特異的阻害剤 多数存在        Eg5特異的阻害剤  

Eg5 長 L5    α2 α3    形成   阻害剤結合     結合  Eg5 活性 阻害

     知      L5  阻害剤 結合部位             結合       

        関与     考       Eg5 機能 重要 部位      2  特

徴 利用        Eg5 機能 効率的 制御 可能      明      

   第二章   機能部位   L5 変異 入  Eg5 ATPase活性   Eg5特異的

阻害剤 1    STLC   阻害効果  影響 調   L5 変異部位  結晶構造解析

  STLC  相互作用       酸 中心 選択  各   酸       置換     

   変異体     ATPase活性   STLC   阻害効果 変化 見    特  変

異体E116C, W127C, D130C   STLC    阻害効果 著  減少   阻害効果 大  

影響 与     酸      結晶構造解析 STLC 阻害剤結合     結合     

   近傍    酸 相互作用  部位    L5 Eg5 機能部位     L5全体 活性

 阻害剤 結合 関与    訳     特定    酸 性質   位置 関係 重要  

  考     L5 変異     活性   阻害効果 変化  部位  光応答性    

 導入    Eg5 機能 光制御 期待        Eg5         部分     

 4        有           用   L5以外 部位          分子 

導入               存在        別    酸 置換  L5   単一 

      有  変異体 調製   4            L5    機能 直接関与 

 部位    位置 存在         変異 ATPase活性  STLC   阻害効果 

 影響            光応答性     導入部位 機能 関与  部位 導入   

  望    考    

第三章   第二章 調製  L5   単一       有  5種類 変異体     
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    分子 導入  Eg5 機能 光制御 試   過去 yamada      shishido     

         分子 1           用                  光制御

 行   (Yamada et al., 2007; Shishido et al., 2009) 本研究          加  新規

    基反応性        分子   IATAB  IASP 設計 合成   IASP 異  種

類         分子      誘導体    異  種類         分子      

異  作用      考   PAM IATAB IASP L5 修飾  紫外線 可視光線照射  

   Eg5 ATPase活性   STLC   阻害効果 光制御 試   予想通  異  種類

         分子               異  作用 示         紫外線照

射時 活性   阻害効果 減少             可視光線照射時 活性   阻害

効果 減少           IASP 修飾  D130C STLC 組 合   光制御    

ON/OFF     効率 良 制御 可能            結果  Eg5 L5  阻害剤 

  各    質特有 性質 利用        効率的 制御 可能      明    

   PAM IATAB IASP 修飾          分子 光異性化    全 変化   変異

体              分子               以外             

     他 種類 存在        他 種類         分子       効率 良

 光制御 実現可能    考     過去 yamada   行  従来型     光制御 

関  研究   機能部位近傍 人工的 制御機構 導入  必要      考  提唱 

    Eg5 関    阻害剤 結合 直接関与    部位  導入 制御 適     

  分        阻害剤 直接関与       酸          分子   制御  

     変異体    制御    変異体         分子導入部位 比較      

 L5 C末端      分        Eg5 L5 利用  人工的 制御   L5 C

末端  制御機構 導入     望    考     

第四章   STLC 構造 基          分子       導入   光照射   

 構造 変化  光制御型阻害剤 開発   第三章     阻害剤結合     構造 

  特性 変化 阻害効果 影響     明           阻害剤自体 構造変化 

阻害効果 影響   考  第四章   阻害剤         分子 導入  Eg5 阻害効
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果 光制御 試   STLC     基部位      部位  成 阻害剤         

     分子       導入            基部位      部位 位置関係 

光照射    変化         化合物 設計 合成  (BTBA, ACTAB) 光制御型阻害

剤     Eg5 阻害効果 光照射    制御        通常       紫外線 

可視光線    光異性化    ACTAB 400 nm trans体  cis体  480 nm cis体

  trans体 光異性化     確認   可視光線領域 光   Eg5 機能 制御   

  可能     可視光線領域 光   光制御可能 ACTAB  紫外線   生体分子

損傷 心配      今後 in vivo            利用      細胞内  応

用 期待    

5.2 展望

本研究   光応答性               分子 利用       Eg5 機能 光

制御        生体分子機械 1     大腸菌   発現系 確立       生体

分子 応用          材料 適            Eg5  最長 L5  阻害剤

   特有 性質      特徴 利用        ON/OFF     非常 効率 良 制

御 可能      示   

第三章   Eg5 特徴 1    最長 L5          分子 導入        

ATPase活性   STLC   阻害効果 光制御      明      L5       

 結合               阻害剤 結合 関与     考       Eg5 機能

 重要 部位      L5 5箇所 3種類         分子(PAM, IATAB, IASP)  

   修飾        異  光制御効率       見出      L5         

 分子修飾 阻害剤   阻害効果 組 合          非常 効率 良 制御   

        各生体分子機械特有 性質 利用        効率  生体分子機械 制御

   可能性 示      機能部位 中           分子修飾部位         

分子 工夫        自身 望 制御効率    生体分子 調製    考     
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第四章   Eg5 阻害剤         分子 導入  光制御型阻害剤 開発   第三

章     Eg5 阻害剤結合     構成    L5         分子 修飾     

   阻害剤 STLC   阻害効果 光制御           阻害剤自体 構造 特性 

        分子 光異性化 変化         同    Eg5 機能 光制御    考

      Eg5  STLC      monastrol ispinesib  多数阻害剤 存在     

  異   構造             興味深     同 L5  成 阻害剤結合   

  結合     分                    分子 有  Eg5阻害剤     

同様  L5  成 阻害剤結合     結合     予想         第四章  

STLC 構造 基         分子          導入  光制御型 STLC    

(BTBA ACTAB) 設計 合成   光制御型阻害剤 利用  光制御  遺伝子操作   不

必要        質 native    使用      利点        Eg5   限   

特異的阻害剤 有  生体分子    応用 可能       ACTAB 400 nm  480 nm

 可視光線領域 光   光制御可能    紫外線   生体分子損傷 心配   細胞 

応用       Eg5阻害剤  新  抗  剤    注目      今回開発  光制御

型阻害剤  阻害効果 外部刺激   光    制御           副作用 軽減  

 抗  剤    利用 期待    

本研究 示   各    質 特徴 利用  人工制御  今後 効率 良 生体分子機械

 制御法   広 応用    期待    
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