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略称一覧 

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

(triphenylmethyl)amino)acetyl)amino)azobenzene 

ADP          adenosine-5-diphosphate 

ATP           adenosine-5-triphosphate 

BDPSB  2,3-bis[(2,5-dioxo-1-{4-[(E)-2-phenyldiazen-1-yl]phenyl}- 

pyrrolidin-3-yl)sulfanyl]butanedioic acid 

cDNA          complementary DNA 

DSPPA  dispiropyran propionic acid 

DTT           dithiothreitol 

DMF          N,N-dimethylformamide 

DNA           deoxyribo nucleic acid 

EDTA          Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

EGTA          O,O'-Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

HEPES         2-[4-(2-hydroxyethyl)9-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

IASP          3,3-dimethyl-1-(2-(2-iodoacetoxy)ethyl)-3H-1,2-dihydroindole-2-  

spiro-2'-(2H)-6'-nitrochromene 

L-cys  L-cystein 

MASP  Maleimide spiropyran 

MC(-form) Merocyanine(-form) 

MD  Motor domein 

MOPS          3-(N-morpholino)propane sulfonic acid 

MT  microtubule 

N-Ac-L-cys N-acetyl-L-cystein 

PAM          N-(4-phenylazophenyl) maleimide 

PCR           polymerase chain reaction 

PIPES         piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) 

SDS-PAGE    sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SP(-form) Spiropyran(-form) 

SP-APA  Spiropyran amino-propionic acid 

SP-ABA  Spiropiran amino-butyric acid 

SP-COOH Spiropyran-Carboxylic acid 

SP-lisine Spiropyran-lysine 

STLC  S-trityl-L-cysteine 

THF  tetrahydrofuran 

Tris         2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 

WT            wild-type 
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1.1 はじめに 

1.1.1 本研究の目的と意義 

 生物個体が有する様々な器官・臓器の機能は、どのような細胞で構成されているかで決

定する。細胞は生物個体の最小単位であり、様々な機能を持った細胞が複雑に組み合わさ

ることで、器官・臓器は正常な役割を果たしている。細胞自体はタンパク質などの巨大な

分子やペプチド、脂質の他に、ＡＴＰなどの比較的小さな分子、さらにカルシウムイオン

など様々な化合物の組み合わせによって構成されている。これらの細胞構成物質の中で、

特に細胞機能の制御については、多種多様なタンパク質の複雑な相互作用によるものであ

る。例えば、遺伝子発現を支配するヒストンや RNA ポリメラーゼ、細胞運動を担うミオシ

ンやアクチン、特定のタンパク質や遺伝子を活性化するシグナル伝達系の Ras や各種キナ

ーゼなど、ほとんどの細胞機能はタンパク質の活性によって説明できる。また、ATP やイオ

ン類などの小分子は、これらのタンパク質の活性化、安定化や構造変化に必要となる。し

たがって、細胞はタンパク質を主とする“生体分子”によって高度に制御された１種の精

密機械であると捉えることもできる。生体分子の制御系によって、細胞は様々な機能を発

現する。 

 

 主な生体分子であるタンパク質はアミノ酸配列からなる一次構造、へリックスなどの二

次構造を経て、複雑な３次構造を形成して初めて酵素としての機能を発揮する。さらに同

種、または異種のタンパク質同士が２個以上集合した四次構造を形成することで、新たな

機能を発現する場合もある。タンパク質の複雑な構造は、そのタンパク質がどのような活

性を獲得するかを左右する、重要な要素であり、2000 年以降、MDシミュレーションの普及

にともなって構造変化に関する研究が進展した。特に、アロステリック酵素と呼ばれる、

活性部位とは別に自身の構造変化に関わる結合部位を有するタンパク質では、その仕組み

を利用した活性の制御が行われている。タンパク質の構造は特異的な活性の獲得以外に、

自らの機能を制御するために積極的かつ劇的な構造変化の仕組みが存在するのである。 

本研究で扱うモータータンパク質は、外因性化合物によるアロステリック変化や、自身
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の酵素活性に基づく構造変化を巧みに利用し、力学的エネルギーを生み出すことができる。

モータータンパク質は主にダイニン、ミオシン、キネシンの３種類に分類される[1]。ダイ

ニンは ATP 合成酵素である F1-ATPase も分類される“ＡＡＡ+タンパク質”の１種であり、

微小管のマイナス端方向へ運動する。ミオシンとキネシンは、nucleotide switch タンパ

ク質から派生した Kyosin を共通祖先とするモータータンパク質である[2]（図 1-1）。どち

らのモータータンパク質も、ATP 加水分解に関わるヌクレオチド結合部位とその近傍に位

置する P-loop 及び Mg 結合部位、SwitchⅠ、SwtichⅡが高度に保存されている。これらの

共通部位は ATP 加水分解の過程で、タンパク質全体の構造変化を促し、微小管またはアク

チン上を運動するためのエネルギーを生み出す[3-4]。タンパク質全体の構造変化は ATP 加

水分解サイクルに準じて段階的かつ機械的な連動で生じるが、キネシンの場合は neck-

linker と coiled-coil ドメインの変化に、ミオシンの場合は converter 領域とレバーアー

ムの変化に帰結する。 

 

 モータータンパク質の活性は、細かな差異はあるが、全て“ATP 加水分解サイクルに伴う

段階的かつ機械的な構造変化”によって生じる。このことは、モータータンパク質は ATP 加

水分解による化学的エネルギーを効率的に運動エネルギーへと変換できる、極めて微細な

機械であると捉えられる。実際に、Martin ら(2007)はモータープロテインが“ナノマシン”

として様々な分野へと応用できることを提唱している[5]。ナノマシンとしてのモータータ

ンパク質の応用のためには、本来の機械的な構造変化を外部刺激で、人工的に制御するこ

とが不可欠である。リン酸化や補因子を通じたタンパク質同士の相互作用によるモーター

タンパク質の活性制御に関する研究によって、二次構造やアミノ酸残基レベルで活性化に

重要な部位は判明している。その成果の一部は、阻害剤の開発や変異体による不可逆的な

制御の成功へと続いている。例えば、ブレビスタチンはミオシンⅡのモーター活性を特異

的に阻害することが報告されている[6]。しかしながら、これらは活性化または不活性化の

一方向への不可逆的な制御であり、ナノマシンとして応用するのは不可能である。モータ

ータンパク質をナノマシンとして制御するためには、ナノスイッチのような可逆的な制御
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機構を組み込む必要がある。 

 

ナノスイッチとして、生体分子への応用が期待される化合物として、“光応答性化合物”

“オプトジェネティクス”が注目される。前者は比較的小さな化合物を、後者はタンパク

質レベルの巨大な分子を対象としているが、どちらも特定の波長の光照射によって構造が

可逆的に制御される。オプトジェネティクスについては、光応答性の Optin 遺伝子などを

遺伝子レベルでイオンチャネルなどに導入することで、神経伝達信号の可逆的な光制御が

行われている[7]。Optin 以外にも、splitGFP タンパク質[8]や Dronpa[9]などの光応答性

タンパク質が利用され、今後さらなる発展が期待される分野である[10]。光応答性化合物

はアゾベンゼン、スピロピランやジアリールエテンなどが知られており、工業レベルでは

液晶ディスプレイや機能性色素などへの応用が進んでいる[11-12]。生命科学の分野におい

ても、ナノスイッチの 1 つとして、これらの光応答性化合物が注目されている。例えば、

アゾベンゼンやスピロピランをＤＮＡやＲＮＡに導入することでタンパク質発現を光制御

することや[13-15]、アゾベンゼン架橋によってポリペプチドの二次構造を光制御する試み

が既に報告されている[16]。キネシンに対する光応答性化合物の応用として、すでにいく

つかの先行研究が報告されている。山田らはキネシンにアゾベンゼンを化学修飾すること

で、ATPase 活性を制御することにすでに成功した[17]。しかしながら、化学修飾によって

直接、光応答性化合物を導入する方法は、生体への応用などが困難である。間接的な阻害

する方法として、Nomura らは光応答性ケージド化合物を利用することで、キネシンのモー

ター活性の光制御に成功している[18]。また、Kumer KR らは、キネシンの微小管結合部位

に特異的に結合するポリペプチドにアゾベンゼンを導入し、モーター活性の光制御に成功

している[19]。石川らは、抗がん剤の標的タンパク質として注目されるキネシン Eg5 に特

異的な阻害剤であるSTLCにアゾベンゼンを導入したフォトクロミックEg5阻害剤ACTABを

合成した[20]。ACTAB を用いることで間接的に、Eg5 の ATPase 活性とモーター活性の光制

御に成功したが、光異性体間における阻害活性の差は小さかった。すなわち、ACTAB による

Eg5 に対する阻害活性の光制御の効率は低く、ナノスイッチとしては不十分であった。 
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本研究は、フォトクロミック Eg5 阻害剤の光異性体間における阻害活性を大きくし、Eg5

活性の光による完全な制御を目的とした。阻害活性の強さは、阻害剤の構造的な特徴に基

づく。したがって、フォトクロミック Eg5 阻害剤の光異性体の構造と特徴が劇的に変化す

れば、Eg5 阻害活性の光制御効率も劇的に向上することが予想される。光制御効率を向上

するために、本研究では２つのアプローチを行った。１つ目は、アゾベンゼンと比較して、

光異性化で構造と極性の２つのパラメーターが変化するスピロピランを導入した。、スピロ

ピランは疎水性で閉環構造の“スピロ型”と、双性イオンを持つ開環構造の“メロシアニ

ン型”に、光異性化する。２つ目は、光異性化に伴う構造と特徴の変化がフォトクロミッ

ク分子を複数連結することで変化することを利用した。結果としてフォトクロミック Eg5

阻害剤の光制御の効率は、スピロピランを導入した場合はたいして向上しなかったが、フ

ォトクロミック分子を２つ導入した場合は向上した。特に、アゾベンゼンを２つ導入した

フォトクロミック阻害剤は、trans-体で見られる阻害活性が cis-体ではほとんど現れず、

Eg活性のほぼ完全な光制御に成功した。 

 

 

1.1.2 本論文の構成 

 本論文は 4つの章から構成される。 

 第１章の序論では目的と意義、また本研究で重要となる３つのキーワードについて、詳

細に紹介した。はじめに、将来的にナノマシンとしての応用が期待される、機械的な仕組

みを持つ生体分子モータータンパク質の概要を記載した。次に、多種多様なモータータン

パク質の中から、本研究が対象として選択したキネシン Eg5 の特徴と生理的機能について

詳細に取り上げた。また、キネシン Eg5 の抗がん剤への応用についても詳細を記載した。

最後に、生体分子をナノマシンとして制御するための方法の１つである、光応答性分子に

ついて詳細を記述した。光応答性分子の化学的な背景の他に、ナノスイッチとしての応用

例などを紹介する。 

 第２章では、設計/合成した様々なスピロピラン由来のフォトクロミック Eg5 阻害剤につ
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いて、キネシン Eg5 の光制御を試みた結果を記載した。第２章のフォトクロミック Eg5 阻

害剤は、既知の Eg5 阻害剤である STLC や ispinesib の構造を参考として設計したものであ

る。スピロピランの合成法は既知の方法にしたがい、スピロピラン Eg5 阻害剤アナログが

Eg5 の光制御に有用であるか検証した。 

 第３章では、第２章の知見を元に、スピロピランまたはアゾベンゼンを２つ導入したフ

ォトクロミック Eg5 阻害剤による Eg5 活性の制御を試みた結果を示した。２つのスピロピ

ランを導入することで、Eg5 活性の光制御の効率は増大した。さらに、スピロピランの事例

をもとに、２つのアゾベンゼンを導入したフォトクロミック Eg5 阻害剤も設計/合成し、

Eg5 活性の光制御を試みた。２つのアゾベンゼンを導入したことで、Ｅｇ５活性の光制御

の効率は、さらに増大し、ナノスイッチとして実用的なレベルまで改良することに成功し

た。 

 第４章では、本研究の成果と結論を述べるとともに、細胞への応用に関する予備的研究

成果を記載した。また、キネシン Eg5 の制御に関して、フォトクロミック Eg5 阻害剤の今

後の展望と、応用へ向けての改良案について考察した。さらにナノマシンとしてのキネシ

ン Eg5 の生体への応用について、他の光応答性化合物なども考慮の上、その応用の可能性

も記述した。 
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1.2 モータータンパク質概要 

1.2.1 モータータンパク質 

 モータータンパク質は、ＡＴＰ加水分解に伴う機械的な構造変化を利用して、微小管と

アクチン繊維から構成された細胞骨格上を運動するタンパク質である[21]。モータータン

パク質の概念は、1941～1943 年にかけて Banga らによる骨格筋に関する一連の報告で明ら

かにされ、ミオシンとアクチンが発見された[22-23]。次いで、Gibbons らは微小管上を運

動する別のモータータンパク質であるダイニンを発見した[24]。キネシンの発見はもっと

も新しく、Gillber、Vale らによってその存在が確認された[25-26]。また、1990 年代には

キネシンとミオシン、2011 年にはダイニンの結晶構造解析に成功し、1990 年代終わりから

普及した光ピンセットや一分子計測による力学的解析結果と合わせて、実際にモーター活

性を生み出すための機械的仕組みについて、飛躍的に理解が向上した。その結果、これら

のモータータンパク質がどのような機械的仕組みで運動制御しているのか分子レベルで明

らかとなり、現在ではナノマシンとしての応用が期待されている[5]。図 1-2 は各モーター

タンパク質の構造を比較したものである。全てのモータータンパク質は主に３つのドメイ

ンに分けられており、モーター活性を発生するモータードメイン、ストークドメイン、テ

イルドメイン（Associated polypeptides）から構成されている。  

 

 ダイニンは存在の確認自体はミオシン同様、モータータンパク質の分野では比較的歴史

は長いが、2000 年代までその機械的仕組みの理解は待たなければならなかった。2003 年に

ダイニンの力学的性質の解析結果がはじめて報告され[27]、2011 年に結晶構造解析に成功

したことで[28]、2018 年現在、ミオシンやキネシンとは大きく異なり、その機械的仕組み

が解明されつつある。ATP 加水分解に伴う機械的構造変化を利用した運動という点では、

ダイニンは明らかにモータータンパク質であるが、そのメカニズムは同じ回転構造を有す

る分子モーターから発展したものである。分子モーターは F1-ATPase 酵素、DNA ヘリカー

ゼなどで知られており、ATP 加水分解の化学的エネルギーを利用して、分子構造が回転す

ることができる[29]。ダイニンは、分子モーターの１つである AAA+タンパク質を構造に取
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り込んでおり、これが回転する際の運動で微小管上を動く（図１-3）。ダイニンは荷物を運

ぶための linker-tail 領域、モーター活性を生み出す AAA+領域、微小管上を動くための微

小管結合領域（Microtubule-binding domein; MTBD）を含む stalk 領域の３つから構成さ

れている（図１-3A）。このうち、tail 領域を除く部分がモータータンパク質として機能し

ている。ダイニンはホモ二量体を形成し、linker を介して AAA+領域が回転したときの動き

が stalk 領域に連動することで微小管上をマイナス端方向へ運動していく[30]。したがっ

て、ダイニンは AAA+領域が生み出す回転エネルギーと連動して、linker 領域がレバーの

ように動くことで動いている。この linker 領域と AAA+タンパク質の相互作用は ATP 加水

分解サイクルと連動しており、さらに MTBD の微小管に対する結合力の変化などにも関与し

ていることが分かっている（図１-3B）[1]。 

 

 ミオシンとキネシンは、ダイニンや分子モーターとは異なる機械的な仕組みを持つ。ダ

イニンが利用している AAA+領域などの、分子モーターの機械的な仕組みは、分子自体が回

転することで生まれる運動である。一方、ミオシンとキネシンの機械的な仕組みは、分子

構造の回転には起因しない点で、非常に特殊であるといえる。また、ATP 加水分解過程で生

じる構造変化で制御される細胞骨格に対する結合方法も、ミオシンとキネシンでは異なる。

図 1-4A はモータータンパク質の細胞骨格に対する結合における、機械的な構造変化サイク

ルと、エネルギー源となる ATP の加水分解サイクルを比較している。ATP 結合から ADP 放

出までには、図で示したような中間体状態が存在し、各中間体は構造変化の各段階と連動

している。図 1-4B はミオシンの、図 1-4C はキネシンの ATP 加水分解サイクルの各ステッ

プにおける、モータータンパク質の細胞骨格への相互作用の段階を示している。注目すべ

きは、ミオシンでは ADP 状態で強くアクチン繊維に相互作用し、キネシンの場合はヌクレ

オチドフリーの apo 状態と ATP 状態で強く微小管と相互作用している。また、実際の運動

エネルギーは、ミオシンの場合は ADP 放出に際して、キネシンの場合は ATP の加水分解に

際して発生している。このように、ミオシンとキネシンは似たような構造変化で運動する

が、その利用方法は結合する細胞骨格同様、異なっている。 
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次に、ミオシンとキネシンの構造の共通点について、結晶構造解析を比較したものを図

1-5 に示した[4]。重要な二次構造については、それぞれ色で分けられている。SwitchⅠ（黄

色）、SwitchⅡ（緑色）、P-loop（赤色）はヌクレオチド結合部位を構成し、ATPase 活性に

必要不可欠な領域である。P-loop はヌクレオチドのα、β、γ-リン酸と直接相互作用する

部位であり、Walker 型と呼ばれる NTPase 活性を有したアミノ酸配列（GxxxxGK）でもある

[31]。また、P-loop の周辺に位置する SwitchⅠ、SwitchⅡはγ-リン酸の有無を判別し、

P-loop の ATPase 活性に準じたタンパク質全体の構造変化を促すために必要不可欠な存在

である[32]。したがって、これらの共通構造がモータータンパク質全体の構造変化に関す

るイニシエータとして高度に保存されており、そこから機械的に連動していく方法と部位

の違いがミオシンとキネシンを特徴付ける要因となっている。 

 

ミオシンの機械的な機構は、キネシンのα6 へリックスよりも長大な Relay へリックス

や、SH1 ヘリックスが Converter 領域の動きを制御し、Lever arm の駆動へと伝達される

（図 1-6A）[33]。ATP 加水分解サイクルと、これらの機械的仕組みの連動する様子は図 1-

6B に示した。図 1-6B 左上は、ヌクレオチド結合部位がからの状態（apo 状態）を示し、骨

格筋ミオシン S1はアクチンと比較的、弱い結合状態にある。ATP が結合すると、SwitichⅠ

/Ⅱの僅かな変化が機械的に連動し、Converter 領域に伝わるとレバーアームが折れ曲がっ

てアクチンからモータードメインが完全に解離する。ATP 加水分解が進行し、ADP・Pi 状態

に遷移するとレバーアームは大きく振られ、さらにモータードメインとアクチンの間には

強い相互作用が発生する。ATP 加水分解が終了し、リン酸が放出されて ADP 状態に移行す

るとレバーアームは apo 状態と同じ位置に戻り、モータードメインはアクチンと強く結合

した状態となる。 

 

キネシンの機械的な機構は、モータードメインとストーク領域をつなぐ neck リンカーへ

と伝達される（図 1-7A）[33]。ATP 加水分解サイクルと、これらの機械的仕組みの連動す

る様子は図 1-7B に示した。図 1-7B 左上の図は apo 状態を示し、微小管とモータードメイ
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ンは比較的弱い力で結合している。ATP が結合すると、loop L11 の構造変化を介して Switch

Ⅱ領域とα6 ヘリックスが相互作用を起こして安定化する。それと同時に微小管との結合

部位を持つα4 ヘリックスも安定化し、微小管とモータードメインは強く結合する。これ

らの連続した構造変化によってα6 ヘリックスの先にある neck リンカーは大きく振られ

る。ATPase 加水分解が進行し、ADP・Pi 状態を経てリン酸が放出されると、SwitchⅡ領域

を介した構造によってα4 ヘリックスの二次構造の安定性が崩壊し、モータードメインは

ADP と強く結合した ADP 状態へと遷移する。また、微小管との相互作用は非常に弱い状態

となるため、モータードメインは解離し、neck リンカーは apo 状態と同じ位置へ戻る。ADP

状態で、微小管とモータードメインの相互作用が発生すると、それに付随してモータード

メインの中心に位置するβ-シート構造（図 1-5B）がねじれ、SwitchⅠ/Ⅱ領域が開いて ADP

放出が起きる。その結果、キネシン ADP 状態が解消されて再び ATP が結合できる apo 状態

に移行する。 

 

ミオシン、キネシンともに細胞骨格上を移動する際は、一部の特殊なサブファミリーを

除いてホモ二量体を形成している。したがって、前述の機械的な構造変化はダイマー化し

た状態で繰り返し行われることで、細胞骨格上を動くことができる（図 1-8）。細胞骨格で

ある微小管とアクチンは、細胞全体に広く存在しており、アクチンは細胞膜周辺、微小管

は細胞内部にそれぞれ分布している。ミオシンとキネシンのモーター活性を生み出すため

の機械的な仕組みは、二次構造の呼称や結合する細胞骨格は異なるが、ほぼ同じである。

前述のダイニンが回転する分子モーターを力学的エネルギー源とする由来する一方、ミオ

シンとキネシンのモーター活性はレバーアーム/Converter領域またはneckリンカーのATP

加水分解サイクルに連動した動きに由来する。仕組みの大きく異なるダイニンとキネシン

であるが、どちらも微小管をレールとする。ミオシンは一部のサブファミリーを除いてア

クチン繊維をレールとする。ダイニンは主に、tail 領域を介した様々な物質の細胞内輸送

を担っている。ミオシンは物質輸送の他に、細胞移動に関わるフィロポーディアの発生や、

細胞分裂における収縮環の形成などの細胞機能にも広く関わっている。本研究では扱うキ



 

15 

ネシンについては、次の項目で機能、生理的役割について詳細に記す。 

 

 

1.2.2 キネシン 

 キネシンの基本的な構造については図１ですでに示したが、より詳細なものを図 1-9 に

示した。ストーク領域は coiled-coiled 領域とも呼ばれ、ポピペプチド鎖がお互いに絡み

合うことで安定した二量体を形成している。C 末端側ではさらに特徴的な配列が付与され

たテイルドメインが形成されており、荷物となる物質の結合や、モーター活性の制御など

他のタンパク質と積極的な相互作用を行う。モータードメインは Head 領域とも呼ばれ、ス

トーク領域との間には構造変化による運動エネルギーの発生に重要な neck リンカーが存

在する。遺伝子及び系統解析によって、哺乳類だけでも、キネシンは４５種類が同定され

ており、それらは 15のサブファミリーに分類される（図 1-10A）[34]。系統学的分類とは

別に、モータードメインがどの位置に存在するかで、３つに分類される場合もある（図 1-

10B）。N-kinesin は最も一般的なキネシンタイプで、N末端側にモータードメインが存在す

る。C-kinesin は C末端側、M-kinesin は coiled-coiled 領域の間に、それぞれモータード

メインが存在する特殊なキネシンである。キネシンの多くは微小管のプラス端方向（N 末

端）へ向かって進行するが、C-Kinesin と一部の N-kinesin はマイナス端方向（C末端）に

進行方向が逆転していることが報告されている。また、一部のキネシンでは C 末端側に特

別な機能を持ったドメインを保持しており、キネシンの生理的役割の付与に影響している。

キネシンの生理的役割について、サブファミリー毎にまとめたものが表１-１である［35］。

Kinesin-1~3 は主に細胞内の物質輸送に関連し、他の大部分のキネシンは細胞分裂に伴う

染色体の移動や紡錘体の形成など、特異的な役割を担っている。スーパーファミリーで見

た場合、14/45 種類が Kinesin-1~3 であることから、約 1/3 のキネシンは細胞内での物質

輸送を、残りの 2/3 は細胞分裂に関連した物質輸送を担っている。 

 

細胞分裂は、哺乳類細胞をはじめとした全ての細胞において、増殖や分化のために不可
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欠な細胞機能である。キネシンの役割は細胞分裂においても、非常に多岐にわたることが、

系統解析及び個々のスーパーファミリーの特徴づけで明らかとなった。図１-１１は細胞分

裂において活性化しているキネシンを現している[36]。細胞分裂は、細胞周期の M 期で行

われ、前期・前中期・中期・後期・終期の 5段階に分けられる。はじめに、キネシン-5な

どが活動して紡錘体が形成され、ある程度進行するキネシン-7、13 といった染色体を微小

管上に沿わせて移動するキネシン類が活動を開始する。紡錘体の形成に際して、キネシン

-5以外は基本的に１本の微小管と結合し、中心体の位置の調整を行うが、キネシン-5は２

本の微小管と結合し、紡錘体の形成とその長さの調製を担っている（第１章 1.3 で後述）。

中期までに紡錘体は形成され、その後、Kinesin-13 などキネトコアと結合したキネシンの

モーター活性によって紡錘体を形成する微小管の分解が起こり、それに沿うように染色体

が細胞赤道面から中心体へと移動する。終期になると、ほとんどのキネシンは不活性化し

て、微小管は静的な状態へと移行する（細胞分裂時は、前述したようにアクチン繊維が細

胞赤道面に集中し、アクチン―ミオシン環が収縮することで細胞質の物理的な分離が起き

る）。 
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1.3 キネシン Eg5 の特徴と生理的機能 

1.3.1 キネシン Eg5 

 細胞分裂において、キネシンが重要な役割を果たすことを 1.2.2 の最後に述べた。染色

体の輸送、中心体の細胞内での座標調節などに関わるキネシンや、細胞分裂で発現が確認

されているダイニンやミオシンを含めた場合、モータータンパク質による細胞分裂の制御

機構は非常に煩雑かつ高度に制御されているといえる。多種多様な細胞分裂に関わるモー

タータンパク質の中でも、非常にユニークな特徴を持つキネシンとして、Kinesin-5 ファ

ミリーに属する Kinesin Eg5 (KIF11)が注目されている。Kinesin Eg5 はホモニ量体が２

つ、モータードメインをお互いに反対方向に向くように結合してホモ四量体を形成する（図

1-12）。Eg5ホモ四量体は２本の微小管を、お互いにマイナス端方向を逆向きになるように、

架橋することが実験的に証明されている（図 1-13）[37]。実際、紡錘体形成時の Eg5 の分

布を示したのが図 1-14A である[38]。Eg5 は微小管の紡錘体の形成と安定化に非常に重要

である（図 1-14B）[37]。Eg5 四量体で架橋された 2本の微小管は、Eg5 のモーター活性に

よって、お互いに離れていくように動かされる。その結果、細胞内の微小管が整理されて

紡錘体が現れる。Eg5 活性に異常が起きると、多くの場合、正常な紡錘体が形成されないた

め細胞死が起きる[39-41]。これは Eg5 の発現が細胞周期と密接に関わっていることが要因

である。細胞周期チェックポイントが紡錘体の異常を探知することで、アポトーシスの誘

導が起きるためである。 

 

 Eg5はキネシンファミリーの中でも、生化学的に多くの特徴を持つことが知られている。

Kinesin-1 と Kinesin-5（Eg5）の結晶構造を比較した場合、ヌクレオチド結合部位である

P-loop などで構成されたスイッチ１領域を含め、多くのドメインで目立った違いは見られ

ないが、Loop L5 の大きさが異なることがあきらかである（図 1-15）[42]。また、L5は Eg5

の機械的な構造変化及び生化学的な特徴について、重要であることも明らかである。ADP 放

出に際して、SW1/2 及び P-loop が開くことが重要であることを前述したが、Eg5 の長い loop 

L5 は Eg5 の ATPase 活性が他のキネシンと異なる一因となっていると考えられている。表
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1-2 に示したように、微小管存在下において、１秒間あたりに１分子の Eg5 が加水分解す

る ATP の量を示す ATPase 活性が 6.25 s/site と、Kinesin-1 の 60 s/site に比べて圧倒的

に遅く、またモーター活性も 20.5 nm/s と kinesin-1 の 1/4 以下である[43]。一方で、ADP

の放出速度と微小管非存在下における ATPase 活性は、比較的早い。また、多くのキネシン

は二量体を形成することでモーター活性が飛躍的に向上するのに対して、Eg5 では 1.5 倍

程度しか上昇されない。このような Eg5 の生化学的な特徴は、一分子解析でも見られ、光

ピンセットによるモーターの力を測定すると、従来型キネシンよりも高いが、一分子の動

きを追うと直進性が非常に悪い”non-processive”型キネシンであることが明らかになっ

ている[44]。Eg5 の loop L5 の機能については、全体の機械的な仕組みに与える役割に不

明瞭な点は多いが、loop L5 を欠損させることで ADP 放出速度が増加することなどが報告

されている[45]。Kinesin-1 などでは、loop L5 の構造はあまりに短すぎるため、α２ヘリ

ックスの構造変化にともなって消失することもあるが、Eg5 の場合は ADP 放出に際して何

らかの影響を与えていると推測されている。 

 

 

1.3.2 抗ガン剤の標的分子としてのキネシン Eg5 とその阻害剤 

 Eg5 は細胞分裂期の紡錘体形成に特異的に機能するタンパク質である。したがって、従

来の微小管の脱重合などを利用した抗ガン剤よりも副作用が低減できることが期待されて

いる。ガン細胞は細胞周期の調節機構が崩壊し、無尽蔵に細胞分裂を繰り返すため、Eg5 が

絶えず活性化している。一方で、免疫システムに関わる細胞などを除いて、生体内の通常

細胞のほとんどが細胞周期は静止期（G0期）にあるため、Eg5 の活性/不活性の影響は受け

ない。ガン細胞とキネシンの関係性についても、いくつか報告されている（表 1-3）[46]。

Eg5 の場合、骨髄性白血球[47]や、大腸ガン[48]などで特に過剰発現していることが明ら

かとなっている。 

 

 Eg5 の阻害剤に関する研究は、1999 年に Mayer らが発見した天然物由来の Monastrol が
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最初である[49]。Eg5 モータードメインの結晶構造解析が確立されていたため[50]、

monastrol をはじめとして各種阻害剤の結晶構造解析[51]、または MDシミュレーションに

よって結合方式についても様々な報告がされている。図 1-16 は Eg5・ADP の結晶構造解析

の結果を示す。α2、α3ヘリックスと挟まれるように、ADP が確認され、この周辺に Sw1/2

及び P-loop から構成されたヌクレオチド結合部位が存在する。また、ヌクレオチド結合部

位の裏側にはα4，α6ヘリックスと Neck リンカーが存在する。また、loop L5 は外側にや

や開いた構造をとっている。興味深いことに、Eg5 は２つの阻害剤結合部位を持ち、アロス

テリック変化を起こすことが明らかとなっている。図 1-16 の赤線で囲んだ、α2，α3 ヘ

リックスと loop L5 から構成された結合部位と、α4，α6ヘリックスで構成された結合部

位がポケットのように存在している。どちらも、前者はヌクレオチド結合部位の近傍に位

置し、後者は Neck リンカーと微小管結合ドメインに近接している。 

 図 1-17 は天然由来の Monastrol から派生した dihidro-pyrimidine-thione 系の Eg5 阻

害剤である。後述の STLC などと比較して、in vitro における半数阻害濃度は比較的高め

である。図 1-18 は Skoufias らが報告した人工物由来の Eg5 阻害剤である STLC[52]から派

生したトリチルシステイン系阻害剤である。Monastrol と比較して、半数阻害濃度が飛躍

的に向上していることが認められる。Monastrol と STLC は Eg5 阻害剤として、結晶構造解

析や速度論的解析がよく進んでおり、Eg5 阻害剤開発における様々な情報の礎となってい

る。図 18 に Monastrol、STLC の結晶構造解析結果を示した。Monastrol と STLC は、化学

構造的な類似性は低いにも関わらず、α2，α3 ヘリックスと L5 で構成された阻害剤結合

部位を共有していた。Monastrol の場合、ベンゼン環を含む環状部位が Eg5 の奥に疎水性

結合で強固に結合している（図 1-19Ａ）。また、窒素や酸素が周辺のアミノ酸と相互作用と

起こしている。一方の STLC も、トリチル基が Eg5 の内側に入り込み、疎水性結合を介して

強固な結合を保持している（図 1-19B）。一方で、外向きに配位されたアミノ基とカルボキ

シル基は、Monastrol と異なるアミノ酸残基と相互作用を起こしている。この阻害機構の

大きな特徴として、さらに Loop L5 が Eg5 側に折りたたまれ、阻害剤結合部位に覆いかぶ

さるような構造変化が生じている。この形状は、結晶構造に限らず、蛍光標識 ATP アナロ
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グと loop L5 上に位置するトリプトファンの FRET 解析でも明らかとなっている[53]。これ

らの阻害剤の結合による Eg5 への構造的影響は、アロステリックに発生し、阻害剤の種類

に関わらず、基本的に loop L5 を強く折りたたんだ構造へ誘導し、それと連動してα4．α

6 ヘリックスの構造変化が起きることでヌクレオチド結合部位が閉鎖した状態で安定化す

る。その結果、Eg5 は ADP を放出できなくなり、ATPase 活性とモーター活性を失ってしま

うと推測されている。 

 

 Eg5 の STLC/Monastrol 結合部位に対する阻害剤の構造は、自由度が高く、図 1-20 に示

した Thiophene 構造を含有する阻害剤も報告されている。Eg5 阻害剤の抗がん剤への応用

は、いくつかの化合物で NIH の薬物試験段階にある。図 1-21、図 1-22 はその一部を列挙

したものである。図 1-21 は Lad らが報告した ispinesib に由来する Eg5 阻害剤であり、認

可に向けての各種試験をクリアしている[54]。図 1-22 は製薬会社で公表、発売されている

Eg5 阻害剤で、ARRY-S20 の構造を基礎として、各種阻害剤が現在も開発中である。図 1-21，

1-22 で示した一連の阻害剤は、STLC などの比較的初期に報告された化合物との構造的類似

性はほとんど見受けられない。しかしながら、STLC と同じ結合部位を共有していることが

確認、または示唆されている。図 1-23 は ispinesib と Eg5 複合体の結晶構造解析の結果を

示す[55]。Ispinesib は STLC と同じ結合部位に存在しており、アロステリック変化につい

ても、loop L5 とα4，α6ヘリックスが大きく構造変化している。阻害剤の結合に関して

も、イソプロピル基、六員環構造２つが奥深くに配位し、疎水性結合を介して安定的な結

合を保持している。また、窒素や酸素、アミノプロピル基が周辺アミノ酸残基と相互作用

を起こすことも同様である。 

 Eg5 阻害剤の多くは STLC と同じ結合部位/阻害機構を共有しているが、Ulaganathan らが

2013 年に報告した Eg5 阻害剤 SB743921（図 1-22）は別の結合部位にも配位することを示

唆した[56]。図 1-24 に示したビフェニル構造由来の GSK シリーズや PVAB1194、ベンゾイ

ミダゾール構造由来の BI8 は、Eg5 阻害剤であるが、その結合部位は STLC とは異なる。図

1-25 はビフェニル系阻害剤の PVAB1194 と Eg5 複合体の結晶構造解析の結果である。この
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阻害剤は Sw1/2 と連動するα４/α6ヘリックスの間に結合し、neck リンカーや微小管結合

部位に関わる構造変化が発生する。また、STLC などの Eg 阻害剤は ATP 非競合型であるの

に対して、この阻害機構は ATP 競合型であることも判明している[57]。ベンゾイミダゾー

ル型の BI8 も同様である（図 1-26）。BI8 の結合方式は、STLC などと同様であるが、これら

の化合物の結合部位選択制については不明瞭な点が多い。結合部位の選択制が、化合物の

どのような構図に基づいているかは、今後さらに解析していく必要がある。 
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1.4 光応答性分子 

1.4.1 フォトクロミック化合物 

 フォトクロミック化合物は特定の波長の光を照射することで、構造と性質が可逆的に変

化する化合物の総称である。照射する波長は、ほとんどの場合は近紫外～可視光領域で十

分である。また、照射する光エネルギーもレーザーよりも低出力であり、ほとんどの場合

は室内灯などと同程度の 30Ｗ程度で十分である。図 1-27 に代表的なフォトクロミック化

合物を示した[58]。アゾベンゼンやスピロピランは機能性色素として液晶画面への工業分

野での応用が進んでおり、生命科学の分野でも、光スイッチング機構としての導入が期待

されている。アゾベンゼン、スチルベンゼン、hemithioindigos は立体配座が光可逆的に変

化すタイプである。近紫外光を照射することで、炭素または窒素間のπ-π結合が回転する

ことで、trans-cis 異性体の変化が生じる。スピロピラン、ジアリールエテン、フルギミド

は分子構造の一部で共有結合の切断が起きる。これらの化合物は複雑な環状構造の間で、

近紫外光によって電子の移動が誘導されることで、可逆的に光異性化する。環状構造の一

部が崩壊するため、吸光スペクトルの変化など機能性色素として応用しやすい。フォトク

ロミック化合物の光異性化は、構造変化に起因して極性も変化する。極性の変化はフォト

クロミック化合物の、どの部位が異性化するかによって、大きく異なる。 

 本研究で扱うアゾベンゼンとスピロピランは、生体分子への応用が比較的進んでいる。

アゾベンゼン（図 1-27Ａ）は紫外光照射で cis-体に、可視光照射で trans-体に光異性化す

る。Trans 体では 320nm 付近に窒素間のπ‐π結合に起因する吸光スペクトルを持ち、cis-

体ではこのピークが減少する。また、極性の変化は比較的大きく、trans-体は親水性が強

く、cis-体では疎水性へと変化する[59]。また、cis-体の安定性は遮光状態でも熱による

影響を受けやすいことも知られており、熱を加えた状態では trans-体へ異性化する。 

 スピロピラン（図 1-27Ｃ）は紫外光照射で開環構造のメロシアニン型、可視光照射で閉

環構造のスピロピラン型に光異性化する。スピロピランはメロシアニン型に光異性化する

と、530nm 付近に特有の吸光スペクトルが発生する。また、メロシアニン型は 400nm 付近の

励起光によって、650nm 付近にピークを持つ蛍光を発する、１種の蛍光物質としてもふる
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まうことが分かっている[60]。スピロピランはフォトクロミック化合物の中では、最も極

性が変化する。これは、閉環構造のスピロピラン型ではインドリンとベンゾピランの２つ

の平面構造に起因した強い疎水性を持つ一方で、開環状態のメロシアニン型になるとベン

ゾピランが解裂することで電荷分離が発生し、双性イオンを獲得するためである。メロシ

アニン型は非常に親水性が高くなり、また溶媒条件によっては、双性イオン同士が相互作

用することで会合状態となることも報告されている。スピロピランもアゾベンゼン同様、

熱による異性化を受けるが、遮光状態で熱を与えると、紫外光照射で生じるメロシアニン

型へと変化する。アゾベンゼンの熱による変化が cis-体の安定性に起因するのに対して、

スピロピランの場合は熱によって積極的に不安定な構造へと異性化している。これは逆フ

ォトクロミズムとも呼ばれ、紫外光照射を介さずに熱エネルギーでも可逆的な異性化が可

能な特殊な事例である。しかしながら、スピロピランの特徴は溶媒や官能基の影響を非常

に受けやすく、全ての特徴を維持または制御するのは困難である。 

 

 

1.4.2 ナノスイッチとしてのフォトクロミック分子の応用 

 フォトクロミック分子は生体分子の活性制御を目的としたナノスイッチとして、遺伝子

発現や転写、酵素活性の制御、受容体チャンネル、イオンポンプなどに応用されている[58]。

フォトクロミック分子を用いたナノスイッチは“光スイッチ機構”として呼称される。タ

ンパク質の二次構造として活性部位などに重要なヘリックス構造は、Woolley らの研究グ

ループによって光制御が可能なことが報告された[61]。アゾベンゼンの立体配座を利用す

ることで、図 1-28 に示したように、アゾベンゼンが分子内架橋されたポリペプチドのヘリ

ックス構造を物理的に破壊する。実際に、チオール基反応性の官能基を２つ導入したアゾ

ベンゼンを化学修飾したフォトクロミックペプチドを用いて、特定のタンパク質の活性部

位に対する競合阻害剤としての応用が期待されている。スピロピランの場合、光異性化に

よる極性変化を積極的に利用したアプローチが報告されている。図 1-29A もポリペプチド

のヘリックス構造の光制御に関する概要であるが、アゾベンゼンと異なり、スピロピラン
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の極性変化によって制御を行う[62]。メロシアニン型はチロシンやアルギニン酸のような

極性アミノ酸としてふるまうが、スピロ型ではフェニルアラニンやトリプトファンのよう

な疎水性アミノ酸としてふるまう。その結果、スピロピランが導入されたペプチド周辺の

極性の可逆的変化によってヘリックス構造が生じるか否か光制御される。また、スピロピ

ランの極性変化を光応答性ミセル構造に応用する事例もある[63]。図 1-29Ｂに示したよう

に親水性のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）とスピロピランを連結した化合物は、可視

光照射下ではスピロ型の疎水性によってミセル構造が形成されるが、紫外光照射でメロシ

アニン型に変化するとバラバラになる。スピロピランと連結するポリマーが疎水性でも、

同様にミセル構造の光制御は可能である。 

 

 光スイッチ機構の多くは、フォトクロミック分子を生体分子に化学修飾することでスイ

ッチング機構を導入する。その一方で、遺伝子学及び神経系の分野で発達したOptogenetics

に由来する光応答性タンパク質の利用も考えられている[64]。すでに、チャネルロドプシ

ン(ChR) などの光応答性タンパク質を神経系のイオンチャネルなどに導入することで、イ

オン流入による神経伝達を光制御することに成功している（図 1-30）[65]。Optogenetics

に関する光応答性タンパク質は、イオンチャネル以外にも応用が可能であることが、LOV や

Dronpa などで示唆されている（図 1-31）。これらの光応答性タンパク質は、構造変化に起

因した多量体形成が光照射によって可逆的に制御できる。これらの構造に別の活性部位な

どを分子生物学的手法で組み込むことは十分可能であり、イオンチャネルの開閉以外にも

(a) タンパク質の結合、(b)RNA または DNA 発現、 (c) 多量体の形成 (d) 四次構造に由来

するタンパク質の活性、(e)単量体の構造と活性などの光制御機構に利用できる[64]。生体

分子への応用が最も期待される光応答性タンパク質の Dronpa と LOV ドメインの結晶構造

を図 1-32 と図 1-33 に示した。Dronpa は GFP に類似した蛍光タンパク質であるが、光照射

による蛍光団の構造変化によって多量体形成と蛍光の有無が光制御される[66]。LOV ドメ

インは植物由来の青色光に応答するタンパク質構造であり、光照射によって結合状態と解

離状態を制御することができる（図 1-33）[67]。Dronpa による多量体の光制御、LOV によ
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る結合の光制御を様々な生体分子に付与できれば、機能性光応答タンパク質として細胞へ

の導入や、大腸菌や昆虫細胞系を用いて大量生産が可能である。 
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1.5 第１章総括 

 生体分子の中には、モータータンパク質のように機械的な仕組みを持つものが存在する。

これらのタンパク質は、分子モーターあるいは連続した機械的構造変化によって、運動す

ることが可能である。ATP 加水分解にともなう化学的エネルギーを、非常に効率よく運動

エネルギーに変換する精密機械であり、細胞の様々な機能に重要である。特に、本研究で

扱うキネシン Eg5 は、キネシンの中でも稀有な特徴を持ち、細胞分裂という生命に必要不

可欠な機能に大きく関わっている。こうした生体分子の機械的な仕組みは、ナノデバイス

として注目され、Optogenetics やフォトクロミック分子を利用した様々なアイデアが実現

している。生体分子機械への光スイッチング機構の導入によって、人工的な制御が可能な

ナノマシンとして、将来的に医療やナノエンジニアリングへの応用が期待される。 
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付図・付表 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 Nucleotide Switch から進化したミオシンとキネシンモータータンパク質． 

 キネシン，ミオシン，Ｇタンパク質は Nucleotide Swtich を持つ共通のタンパク質から

進化発展した。これらのタンパク質のヌクレオチド結合部位の三次構造は高度に保存され

ている。ミオシン、キネシンは Kyosin を祖先として、さらに独自の構造進化が起きている

(Vale RD, Milligan RA. 2000 [2]から引用). 
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図 1-2 細胞骨格を移動するモータータンパク質のドメイン． 

キネシンとダイニンは微小管をレールとするモータータンパク質である。ミオシンはア

クチン繊維をレールとするモータータンパク質である。全てのモータータンパク質はモー

タードメイン、ストークドメイン、テイルドメイン（Associated polypeptides）の３つか

ら構成される。ミオシンとキネシンはストークドメインの coiled-coiled 領域によって二

量体化する。ダイニンはテイルドメインによって二量体が形成される（Woehlke G. 2000 

[1]から引用）． 
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図 1-3 モータータンパク質ダイニンの構造と運動． 

 （Ａ）ダイニンは 1～6のそれぞれ構造の異なるＡＡＡ＋タンパク質で構成された分子モ

ーターを利用している。テイルドメインとＡＡＡ+分子モーターはリンカーによって連結し

ている。ストークドメインの先端には微小管結合部位（Microtubule binding domein; MTBD）

が存在する。（Ｂ）ダイニンはＡＤＰ状態とヌクレオチド結合部位が空の状態（apo 状態）

で微小管と結合している。ＡＤＰ放出（１）が起きるとモータードメインの構造が変化し、

ＡＴＰを受け取るとリンカーが大きく動いて微小管から離れる（２）。ＡＴＰ加水分解が終

了するまでに、分子モーターの回転によって MTBD は微小管のマイナス端方向へ移動する

（３）。二量体ダイニンで１～４が連続的に起きることにより、微小管上を移動する。(Bの

図は Andrew P. Carter. 2013 [29]から引用。A,C の図は Kato Y, 2017 [4]から引用) 
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図 1-4 キネシン・ミオシンのＡＴＰ加水分解サイクルにともなう機械的構造変化． 

（Ａ）ミオシン、キネシンともにレールへの結合と解離はヌクレオチド結合部位に何が

結合しているかで制御される。ＡＴＰはＡＤＰに加水分解されるまでの間に、いくつかの

中間状態を形成している。（Ｂ）ＡＴＰ加水分解サイクルとミオシンの運動メカニズム．ミ

オシンは ATP 状態ではアクチンから解離した状態にあり、ADP・Pi 状態でモータードメイ

ンの構造変化によりアクチンへ結合する。リン酸が放出されて ADP 状態になるときにモー

タードメインに運動エネルギーが発生し、ミオシンはアクチン上を動く。（Ｃ）ＡＴＰ加水

分解サイクルとキネシンの運動メカニズム．キネシンはＡＤＰ状態では微小管から解離し

た状態にある。ADP が放出されて apo 状態になると微小管に結合する。ATP が結合して ADP・

Pi 状態に遷移する間に、モータードメインは構造変化による運動エネルギーを獲得して動

くことができる。ADP 状態に移行すると、キネシンは微小管から解離する（Kull FJ. 2013 

[21]から引用)。 



 

31 

 

 

 

図 1-5 骨格筋ミオシンＳ１と Kinesin-1 の結晶構造． 

キネシン、ミオシンともに P-loop, Switch1, Switch2 領域から構成されたヌクレオチド

結合部位は高度に保存され、運動に関わる二次構造も共通している。（Ａ）骨格筋ミオシン

Ｓ１は Relay ヘリックス（紫）と SH1 ヘリックス（水色）の構造変化によって、モーター

活性を生み出す Converter（オレンジ）とレバーアーム（緑）を制御している。（Ｂ）キネ

シンはα4（紫）、α6ヘリックス（水色）の構造変化によって、α6ヘリックスのＣ末に位

置する Neck リンカー（オレンジ色）を制御している。Neck リンカーはキネシンの運動エネ

ルギーを実際に伝える重要な部位である（Kato Y, 2017 [1]から引用）。 
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図 1-6 ミオシンの構造変化による運動エネルギーの発生メカニズム。 

（Ａ）ＡＴＰ加水分解サイクルごとのレバーアームの動きを模式化した図。ＡＴＰ結合

状態とそれ以外で、レバーアームとその周辺の構造が大きく変化している。（Ｂ）レバーア

ームとその周辺の構造変化について、ＡＴＰ加水分解サイクルごとに詳細にした（Kull FJ, 

2013 [21]から引用)。 
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図 1-7 キネシンの構造変化による運動エネルギーの発生メカニズム。 

（Ａ）ＡＴＰ加水分解サイクルごとの Neck リンカーの動きを模式化した図。ATP 結合状

態とそれ以外で、Neck リンカーとその周辺の構造が大きく変化している。（Ｂ）Neck リン

カーとその周辺の構造変化について、ＡＴＰ加水分解サイクルごとに詳細にした（Kull FJ, 

2013 [21]から引用)。 
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図 1-8 ミオシンとキネシン二量体の運動。 

（Ａ）ミオシンがアクチン繊維を引っ張る様子をイラスト化した。青はモータードメイ

ン、黄色と赤色はＡＴＰ加水分解サイクルごとのレバーアームの状態を示す。（Ｂ）キネシ

ンが微小管上を移動する様子をイラスト化した。青はモータードメイン、赤、黄、橙色は

それぞれＡＴＰ加水分解サイクルに応じた Neck リンカーの状態を示す（Vale RD. 2000 [2]

から引用）。 
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図 1-9 キネシンの各領域の詳細な名称。 

モータードメイン（Head）以外のドメインについて、それぞれ名称と機能が割り振られ

ている。ストークドメインにの Coil1、Coil２は二量体形成のための Coiled-Coiled 結合

を行う。Stalk-tail Linker から先はヘリックス状であることは変わらないが、キネシン

の種類によって貨物の結合領域や、制御領域を持つ（Woehlke G. 2000 [1]から引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

36 

 

 

図 1-10 キネシンの系統学的または特徴ごとの分類。 

（Ａ）キネシンの系統学的分類。（Ｂ）モータードメインの位置によるキネシンの分類。

Ｎ-キネシンはＮ末側、Ｍ-キネシンは配列中央、Ｃ－キネシンは C 末側とそれぞれモータ

ードメインの位置が異なる(Hirokawa N. 2009 [34]から引用)。 
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図 1-11 細胞分裂時におけるキネシンの活性化。 

細胞周期Ｍ期は前期・前中期・中期・後期・終期の５段階に分かれ、各段階で多種多様

なキネシンが活性化することで姉妹染色体の分離が行われる。Ｍ期におけるキネシンは、

主に紡錘体形成と安定化を行うグループと、染色体の移動を担うグループに大別される。

キネシン 5、12、13、14 はそれぞれ前期～中期にかけて紡錘体の形成を担う。キネシン 4、

7、10、13 は染色体に局在し、微小管への結合をサポートする。中期にはキネシン 8も染色

体に作用し、染色体の紡錘体への結合と安定化を行う。後期から終期にかけては、キネシ

ン 6、7、13 によって染色体の分離やキネトコアや他のキネシンの細胞内での整理が行われ

る（Verhey KJ. 2009 [35]から引用）。 
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図 1-12 キネシンＥｇ５の四量体形成と微小管の架橋。 

（Ａ）キネシンＥｇ５は二量体同士が逆方向に２つ会合することで四量体を形成する。（Ｂ）

２本のマイナス端が逆平行状態にある微小管は、四量体 Eg5 によって架橋される。 
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図 1-13 キネシン Eg5 四量体による微小管滑り運動アッセイ。 

片方の微小管（紫）をフローセルに固定し、Eg5 四量体を介して架橋された微小管（緑）

がそれぞれ運動している様子を実験的に証明した（Kapitein LC. 2005 [37]から引用）。 
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図 1-14 細胞分裂前中期における紡錘体の形成。 

（Ａ）紡錘体の様子を蛍光顕微鏡で観察した写真。青は細胞核、赤は微小管、緑は Eg5 を

それぞれ示す。赤の微小管が紡錘体を形成しており、それに沿って Eg5 が局在している。

（Kapoor TM. 2001 [38]から引用）。（Ｂ）細胞内におけるキネシン Eg5 の紡錘体形成メカ

ニズム（Kapitein LC. 2005 [37]から引用）。 
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図 1-15 Kinesin-1 と Eg5 の loop L5 の比較。 

（Ａ）Kinesin-1 の結晶構造解析（PDB 4HNA）。（Ｂ）Kinesin Eg5 の結晶構造解析（PDB 

3HQD）。赤はスイッチ１、紫はネックリンカー、青はα2ヘリックス、緑はα3ヘリックス、

橙色は loop L5 をそれぞれ示す。スイッチ１領域はα3ヘリックスと連続しており、α２、

α３ヘリックスの間にヌクレオチド結合部位が位置する(Muretta JM. 2015 [42]から引

用) 。 
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図 1-16 Eg5・ADP 複合体の結晶構造解析（PDB No. 1II6）。 

青はαへリックス、緑はβシートをそれぞれ示す。赤線と橙色線路はそれぞれ Eg5 阻害剤

結合部位を示す。赤線はα2、α3ヘリックス、loop L5 で構成され、STLC など多くの阻害

剤が結合する。橙色線はα4、α6 ヘリックスで構成され、一部の Eg5 阻害剤が結合する。

（Myers SM. 2016 [80]から引用）。 
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図 1-17 Dihydro Pyrimidine-thione 系 Eg5 阻害剤の化学構造 

（Myers SM. 2016 [80]から引用）。 
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図 1-18 Trytylcysteine 系 Eg5 阻害剤の化学構造。 

Myers SM, Collins I. (2016) 
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図 1-19 Eg5・ADP・阻害剤複合体の結晶構造解析 

（Ａ）Monastrol が結合した場合の結晶構造。右は結合部位周辺の相互作用するアミノ残

基を示す。（Ｂ）STLC が結合した場合の結晶構造。右は結合部位周辺の相互作用するアミノ

酸残基を示す（Myers SM. 2016 [80]から引用）。 
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図 1-20 Thiophene 系 Eg5 阻害剤の化学構造 

（Myers SM. 2016 [80]から引用） 
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図 1-21 創薬承認試験段階にある Eg5 阻害剤の化学構造式（１） 

（Myers SM. 2016 [80]から引用） 
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図 1-22 創薬承認試験段階にある Eg5 阻害剤の化学構造式（２）。 

（Myers SM. 2016 [80]から引用） 
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図 1-23 Eg5・ispinesib 複合体の結晶構造解析。 

赤はマグネシウムを、化学構造式はマゼンタが ispinesib、橙色は ADP を示す。Ａはヌク

レオチド結合部位から見た図、Ｂはスイッチ２領域から見た図を示す。Ｃは結合部位にお

ける ispinesib の配位状態をモデル化したものを示す（Talapatra SK. 2012 [55]から引

用）。 
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図 1-24 ビフェニル系及び弁ぞイミダゾール系 Eg5 阻害剤の化学構造 

（Myers SM. 2016 [80]から引用） 
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図 1-25 Eg5・PVZB1194 の結晶構造解析（PDB 3WPN）。 

マゼンタは PVZB1194 を示す。ネックリンカーは Eg5 側に折られた“ドッキング”状態で

ある（Myers SM. 2016 [80]から引用）。 
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図 1-26 Eg5・BI8 の結晶構造解析（PDB 3ZCW）。 

マゼンタは BI8 を、橙色は ADP を示す。左図は結晶構造を、右図は BI8 が相互作用する

結合部位近傍のアミノ酸を示す（Myers SM. 2016 [80]から引用）。 
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図 1-27 フォトクロミック分子の一覧と光異性体の化学構造式。 

ＵＶは紫外光(Ultra violet)、ＶＩＳ（visible light）は可視光を示す。ΔTは熱によ

る光異性化が生じることを示す（Szymański W. 2013 [58]から引用)。 

 

 

 

 

 

 



 

54 

 

 

 

 

図 1-28 アゾベンゼンを分子内架橋したポリペプチドのヘリックス形成の光制御。 

二価架橋性アゾベンゼンをαへリックスを形成するペプチドに修飾し、光異性化によっ

て二次構造の制御を行う。図では、Trans-体で二次構造を形成し、Cis-体で一次構造に戻

しているが、光異性体は逆でも可能である（Beharry AA, Woolley GA. (2011) Azobenzene 

photoswitches for biomolecules. Chem Soc Rev. 40:4422-37 から引用）。 
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図 1-29 スピロピランを用いた光応答性機能分子。 

（Ａ）スピロピランを化学修飾したポリペプチドのヘリックス形成の光制御。スピロピ

ランの極性の変化を利用して、ヘリックス形成の光制御を行う。（Angelini N. 1998 [62]

から引用）。（Ｂ）スピロピランを付与したポリマーによるミセル形成の光制御。スピロピ

ランの極性の変化を利用して、ヘリックス形成の光制御を行う（Lee H. 2007 [63]から引

用）。 
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図 1-30 光応答性タンパク質 ChR, NpHR によるイオンチャネルの光制御。 

ChR はナトリウムやカリウムイオンを、NpHR は塩素イオンに選択的であり、それぞれ光

照射によってポンプとしての機能を制御できる。ChR (channelrhodopsin＝チャネルロドプ

シン) NpHR (halorhodopsin＝ハロロドプシン)（Tye, K. 2012 [65]から引用）。 
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図 1-31 光応答性タンパク質を用いた生体分子機能の光制御。 

CRY2: Cryptochrome2, LOV: light-oxygen-voltage, PHYB: Phytochrome B（Tischer D. 

2014 [64]から引用）。 
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図 1-32 光応答性タンパク質 Dronpa の多量体形成と蛍光発色の光制御。 

Dronpa はキッカサンゴ由来の一種の蛍光タンパク質であるが、光照射によって多量体化

と蛍光団の形成が制御される。（Ａ）単量体の Dronpa は 400 nm の光照射によって四量体を

形成し、さらに蛍光を獲得する。（Ｂ）リンカーによって連結された Dronpa も同様に、光

照射によって二量体を形成し、蛍光を獲得する（Zhou XX. 2012 [66]から引用）。 
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図 1-33 光応答性タンパク質 LOV ドメインの光制御。 

LOV は青色光の照射によるフラビン‐システイン（フラビン発色団）の変化によって光可

逆的に制御される。光照射によって一重項励起状態になった LOV(LOV＊)から三重項状態

（LOVＴ）への変化が起きる（Pudasaini A. 2015 [67]から引用）。 
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表 1-1 各キネシンサブファミリーの機能一覧。 

キネシンのサブファミリー毎に、主な生理的な特徴を示す。動物種やサブファミリーにつ

いては、本表では省略している（Verhey KJ. 2009 [35]から引用）。 
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表 1-2 Kinesin-1 と Kinesin Eg5 の生化学的特徴。 

Eg5-367 は単量体のとき、Eg5-513 は二量体のときの結果を示す。Basal は微小管非存在

下における活性、MT-stimulated は微小管存在下での活性を示す(Waitzman JS. 2014 

[43]から引用)。 
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表 1-3 ガン化に伴って発現と活性に異常が確認されたキネシン 

CENPE: centromere-associated protein, E MCAK: mitotic centromere-associated 

kinesin, MKLP: mitotic kinase-like-1, MPP1: M-phase phosphoprotein 1（Oliver 

Rath. 2012 [46]から引用)。 
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第２章 

スピロピラン誘導体由来 

Eg5 フォトクロミック阻害剤による Eg5 活性の光制御 
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2.1 本章の要旨 

 第２章では、スピロピラン誘導体を用いた新規 Eg5 フォトクロミック阻害剤の設計と合

成、その阻害効果の検証実験を行った。スピロピランはフォトクロミック分子の１つで、

可視光照射でスピロ型（以下、SP型）、紫外光照射（以下、UV）でメロシアニン型（以下、

MC型）へと可逆的に構造変化する。ＳＰ型は閉環構造を持つ疎水性分子だが、MC型は双性

イオンを持つ開環構造となり極性を獲得する。 

本章では始めに、Eg5 阻害剤である STLC を参考として、スピロピラン部位がトリチル基

の役割を置換することを目論み設計と合成を行った。チオール基反応性を持つモノヨード

スピロピラン（IASP）、マレイミドスピロピラン（MASP）と L-cystein を共有結合すること

で、L-cys-IASP, L-cys-MASP をそれぞれ調製した。L-cys-IASP は ATPase 活性試験におい

て、阻害効果を示したが、光異性体間での阻害効果の顕著な差は見られなかった。一方、

L-cystein の代わりに、N-アセチルシステインを導入した N-Ac-cys-IASP では阻害効果自

体が見られなかった。L-cys-MASP の ATPase 阻害効果は、微小管存在下でモノヨードスピ

ロピラン由来と比較して、ナノモル濃度の範囲で作用することが確認された。光異性体間

の阻害効果にも、有意な差が見られた。しかしながら、微小管非存在下における Basal 

ATPase 活性の阻害効果は確認されなかった。微小管滑り運動アッセイを用いてモーター活

性に対する阻害効果を検証した結果、L-cys-MASP は Eg5 と微小管の相互作用に作用してい

ることが示された。MC型において、滑り運動中の微小管の Eg5 からの解離は、SP型よりも

多く発生した。Eg5阻害剤の１つであるisopinesibとスピロピランの構造は類似しており、

必ずしも L-システインが必須でないことは他の Eg5 阻害剤の構造から推察される。本章で

は次に、L-システインの代わりに炭素鎖の異なるアミノ基を直接スピロピランに導入した

フォトクロミック ispinesib アナログを合成、検証した。微小管存在下における ATPase 活

性試験の結果から、アミノ基とスピロピランの距離が短い SP-APA と、最も長い SP-lisine

ではほとんど阻害効果は確認されなかった。SP-ABA では僅かに阻害効果が確認されたが、

光異性体間の顕著な差は見られなかった。 
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2.2 緒言 

モータータンパク質は細胞骨格を構成する微小管やアクチン繊維に沿って運動する。モ

ータータンパク質の種類と機能は多岐にわたり、特に細胞機能の１つである有糸分裂に複

雑に関わっていることが明らかとなってきた。特に微小管によって形成される細胞周期 M

期に見られる“紡錘体”の形成過程と、染色体の移動において、モータータンパク質の存

在は不可欠である。微小管をレールとして運動するモータータンパク質は、主にキネシン

とダイニンである[45]。第１章で示したように、中心体を起点として紡錘体が形成される

過程で、ダイニンは滑車のような役割を果たして紡錘体の配置を制御している。また、キ

ネシンについては多くのサブファミリーが関与している。例としては、クロモキネシンと

呼称されるキネシン-4などは、紡錘体上の染色体の位置を調節している[68]。これらの細

胞分裂に関与するモータータンパク質は、抗がん剤の標的タンパク質として注目されてい

る[69]。 

数多くのモータータンパク質の中でも、キネシン5は特に、紡錘体形成においてユニーク

な役割を果たしている。第１章で述べたように、キネシン５は、キネシンサブファミリー

の１つであり、キネシン Eg5とも呼称される。キネシン Eg5のドメイン構造は、他のキネシ

ンと大きな変化がない。しかしながら、キネシン Eg5は四量体を形成することで、２本の微

小管を架橋することができる。また、キネシン Eg5の運動方向が相反するため、架橋された

微小管はお互いが離れるように動いていく[38]。四量体を形成したキネシン Eg5は“双極

性キネシン”として機能し、紡錘体の形成と安定性を維持する。したがって、キネシン Eg5

の異常は、紡錘体形成の異常に直結し、正常な細胞分裂の妨げとなる。 

 

キネシン Eg5は他のキネシンと異なり、細胞分裂期の紡錘体形成のみに機能することは

抗がん剤治療の標的としても適切である。通常、抗がん剤の標的分子は微小管などの細胞

骨格であり、それらを破壊または伸長阻害することで紡錘体形成と細胞分裂を抑制する。

微小管は正常な細胞においても、キネシンやダイニンの物質輸送などに不可欠であるため、

これらの抗がん剤は副作用の可能性が極めて高いという問題がある。実際にキネシン Eg5
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の発見以降、抗がん剤の標的タンパク質として、各種阻害剤が開発、報告されている。

Monastrol、STLC、ispinesib などは代表的な Eg5阻害剤であり、すでに薬剤試験が進んで

いる[46]。前述の３つの Eg5阻害剤については、Eg5と結合した状態での結晶構造解析が完

了しており、MD シミュレーションによる解析も踏まえて、阻害機構も明らかである[51, 

55,70]。興味深いことに、これらの Eg5阻害剤は分子構造の類似性が乏しいにも関わらず、

Eg5に対して同じ結合部位を共有していた（第１章1.3.2 抗ガン剤の標的分子としてのキ

ネシン Eg5とその阻害剤を参照）。Eg5が持つ阻害剤結合部位は、ヌクレオチド結合部位の b

近傍に位置し、α２、α３へリックスと loop L5によって構成される。また、阻害剤が結合

した Eg5は loop L5が蓋をするように折りたたまれることが結晶構造及び実験的方法で明

らかとなっている。また、速度論的解析によれば、阻害剤は Eg5の ATP サイクルにおける

ADP 放出を抑制していることが判明している。前述の阻害機構に関してもまた、厳密には

相互作用を起こす Eg5のアミノ酸残基に違いはあるが、同じ結合部位を共有するため同一

であると予想されている。 

阻害剤の多くは不可逆的であるが、これは低分子化合物の多くが安定した構造を持つこ

とに由来する。2016年のノーベル化学賞を受賞した超分子機械は、光照射などの簡便な方

法で分子構造を可逆的に制御できる分子機械であった。生体物質においても、光応答性の

タンパク質がいくつか報告されており、“オプトジェネティクス”という分野が発展しつつ

ある[10]。化合物やタンパク質の構造変化は、すなわち機能の変化を意味する。したがっ

て、光応答性化合物や生体物質を、標的となる特定の機能を持った生体物質に対するリガ

ンドとして応用できれば、光照射によって簡単に標的の機能を可逆的に制御できる。石川

らは Eg5阻害剤である STLC に、光応答性化合物の１つであるアゾベンゼンを導入した“フ

ォトクロミック STLC アナログ”である ACTAB を設計、合成した[20]。可視光照射で光異性

化した trans-ACTAB 体は、Eg5の ATPase 活性とモーター活性を阻害したが、紫外光照射で

光異性化した cis-体では阻害効果が減退した。したがって、ACTAB は Eg5活性を、間接的

に、光制御できることが証明された。しかしながら、ACTAB の微小管依存性 Eg5 ATPase 活

性の IC50は trans-体で5.2μM、cis-体で9.2μMであり、光異性体間の阻害活性の差は小さ
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かった。光異性体間の阻害活性の差が小さいということは、フォトクロミック Eg5阻害剤

の光制御の効率が低いことを意味する。光制御の効率が高いフォトクロミック Eg5阻害剤

とは、光異性体間での阻害活性の差が大きく、理想的には、片方の光異性体では全く阻害

活性を持たないが、もう片方の光異性体は強い阻害活性を持つものである。これは Eg5活

性の活性化/不活性化を、ON/OFF で制御できる光スイッチとなる。したがって、ACTAB は間

接的な光制御が可能であることを示したが、Eg5活性の光スイッチとしては不十分であり、

光制御の効率を向上させる必要があった。 

 

阻害活性の強さは阻害剤の化学構造に依存する。したがって、光制御の効率を向上させ

るには、フォトクロミック Eg5阻害剤の光異性体間において、より大きな構造と分子的特

徴の変化が必要となる。アゾベンゼンは窒素間二重結合を介して連結した２つのベンゼン

が、光異性化にともない trans-体と cis-体に配座が可逆的に変化する。したがって、２つ

の光異性体による活性の変化は、立体配座による構造変化に起因している。前述の ACTAB

についても、cis-体ではアゾベンゼンのイプソ位に置換されたトリチル基と L-システイン

の立体構造が、互いに干渉しあうように変化することで阻害活性が減衰したと推測された。

光応答性化合物の多様性については、第１章で述べたとおりである。アゾベンゼンを含む

多くの光応答性化合物の光異性体は、構造の変化が生じるだけである。しかしながら、ス

ピロピランやジアリールエテンといった一部の光応答性化合物は、構造変化と同時に大き

な極性変化をともなう。ベンゾピランとインドリンが連結した、比較的、単純な分子構造

を持つスピロピランは紫外光照射によって開環状態の“メロシアニン型（MC型）”へ、可視

光照射で閉環状態の“スピロピラン型（SP型）”へ、可逆的に光異性化する。さらに、スピ

ロピランの極性も光異性化によって、SP型で疎水性に、MC型で親水性に可逆的に変化する

[71]。スピロピランは立体構造と極性の２つのパラメーターが可逆的に変化するため、こ

れをフォトクロミック Eg5阻害剤に導入した場合、アゾベンゼンよりも顕著な光異性化に

よる阻害活性の変化が期待される。 
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2.3 実験材料と方法 

2.3.1 試薬 

 試薬類は主に和光純薬工業（株）の製品を使用した。有機合成に関する試薬の一部は東

京化成工業（TCI）の製品を使用した。分子生物学実験について、オリゴヌクレオチドはユ

ーロフィンジェノミクス株式会社（旧、オペロンバイオテクノロジー株式会社）で合成を

依頼し、使用した。制限酵素などは東洋紡株式会社またはタカラバイオ株式会社のものを

使用した。pET21a ベクターおよび大腸菌 BL21(DE3)株は Novagen 社（現、メルクミリポア

グループ）から購入した。 

 

2.3.2 Eg5 モータードメインの調製 

 Eg5 モータードメインの発現は、石川らが確立した方法にしたがって行った[20]。マウ

ス cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し た N 末 端 側 プ ラ イ マ ー (5'-

GGAATTCATGGCGTCCCAGCCGAGTTCTTTGAAGAAG-3 ’ ) と C 末 端 側 プ ラ イ マ ー (5'-

CGCCTCGAGGAGGTTTATGGAGGTGTGAAGCGGCAGTC-3’)を設計し，モーター、ストーク、テイルド

メインを含む全長の Eg5 DNA を PCR によって増幅した。得られた PCR 産物は 1％アガロー

スゲル電気泳動を用いて塩基数ごとに分離し，目的の塩基数となるバンドを切り出した。

切り出したバンドから、DNA Gel Extraction Kit（MILLIPORE）を用いて全長 Eg5 cDNA（Eg5FL 

cDNA）を精製した。 

 EcoRI と XhoI で一晩、制限酵素処理した Eg5FL cDNA と、His-tag 配列を有する大腸菌発

現用ベクターpET21a はそれぞれアガロースゲル電気泳動を用いて分離し、目的のバンドを

切り出したら、DNA Gel Extraction Kit（MILLIPORE）を用いて抽出した。その後、得られ

た Eg5FL cDNA と pET21a は 15℃で 2 時間、ライゲーション処理した。ライゲーション処理

した DNA 産物は、コンピテントセルである大腸菌 DH5α株に形質転換により導入した。導

入後、アガロースゲル電気泳動法を用いて目的の cDNA 断片が挿入されたプラスミドを持つ

大腸菌株を特定した。得られた大腸菌株から、アルカリ法を使用し，Eg5FL cDNA が組み込ま

れたプラスミドを精製した。 
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Eg5 cDNA を鋳型として、Eg5 モータードメインの DNA を調製した。新たに N末端側プラ

イ マ ー (5'-CACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC-3') と ， C 末 端 側 プ ラ イ マ ー (5'-

TTTTTGATTAACTTCAGGCTTATTCATTATG -3’)を設計し、PCR によって Eg5 モータードメインを

増幅した。得られたPCR産物は 1％アガロースゲル電気泳動を用いて塩基数ごとに分離し，

目的の塩基数となるバンドを切り出した。切り出したバンドから、DNA Gel Extraction Kit

（MILLIPORE）を用いて Eg5 モータードメイン cDNA（Eg5MD cDNA）を抽出した。抽出した

Eg5MD cDNA を 15℃，2時間でセルフライゲーションさせた後、アルカリ法を用いて Eg5MD cDNA

が挿入されたプラスミドを精製した。 

 

2.3.3 Eg5 モータードメインの発現と精製 

 Eg5 モータードメインの発現と精製は、石川らの方法にしたがって実施した[20]。Eg5MD 

cDNAをトランスフォーメーションしたタンパク発現用大腸菌Escherichia coli BL21(DE3)

を 100 µg/mL L-ampicilin を含む LB寒天培地に播種し、37℃で一晩培養した。発生したコ

ロニーを複数選択したら、それぞれ 5.0mL の 100 µg/mL L-ampicilin を含む LB培地に植菌

し、37℃で一晩、振盪培養して大腸菌懸濁液を獲得した。Eg5MDの発現確認は、以下に記し

た少量培養で行った。50 µL の大腸菌懸濁液を 3.0mL の 100 µg/mL L-ampicilin を含む LB

培地に移し、37℃で OD0.6～0.8 になるまで振盪培養した後、18℃まで冷却後、500 µM IPTG

を加えた発現誘導系と、加えないコントロールに分けて 18℃で一晩、振盪培養した。高速

遠心機（3000 rpm, 15 分間、４℃）で集菌した大腸菌を PBS で再懸濁し、超音波破砕して

16000 rpm、4℃で 20分間、高速遠心を行い上澄みと沈殿をそれぞれ回収した。回収した上

澄み液と沈殿は、SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）を用いて分離し、Eg5MDの

分子量（43kD）が発現誘導されているか確認した。 

 大量培養の前培養として、少量培養で Eg5 の発現が認められた大腸菌懸濁液 200 µL を

200 mL の 100 µg/mL L-ampicilin を含む LB 培地に移し、37℃で一晩、振盪培養して増殖

させた。25.0 mL の前培養で得られた大腸菌懸濁液を、1.0 L の 100 µg/mL L-ampicilin を

含む LB 培地に移し、37℃で OD0.6～0.8 になるまで振盪培養した。目的の OD値に到達した
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ら、18℃まで冷却後、500 µM IPTG を加えて 18℃で 20時間、振盪培養した。発現誘導した

大腸菌を高速遠心(5000 × g、15 min、4℃)で集菌したら、HEM buffer (10 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)で再懸濁し、-80℃で保存した。 

 BL21 で発現誘導した Eg5 は、C末端に pET21a ベクター由来の His タグが付属しているた

め、コバルトイオンと容易に配位結合することが可能である。したがって Eg5 の精製には、

Co-NTA カラムを利用した金属アフィニティクロマトグラフィーを使用した。クロマトグラ

フィーにおける各段階でのタンパク質の検出は、260 nm における吸光度を使用した。はじ

めに、-80℃で冷凍保存した大腸菌を解凍後，高速遠心（4,700 × g , 10min, 4℃）で沈

殿させ、HEM buffer を除去した。沈殿した菌体を超音波破砕用緩衝液 (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)で再懸濁したら、超音波破

砕した。懸濁液は超遠心（200,000 × g, 4℃, 1 h）を用いて細菌断片などの不純物を沈

殿させ、溶存タンパク質を含む上澄み液を回収した。吸着用緩衝液 (20 mM MOPS (pH7.0), 

1 mM MgCl2, 300 mM NaCl, 0.1 mM ATP, 0.2 mM b-mercoptoethanol)で平衡化した Co-NTA

カラム (Talon® Metal Affinity Resin, Takara, Shiga, Japan)に、目的タンパク質を含

む上澄み液を全量添加し、溶出用緩衝液でゆっくり送液して His タグ融合タンパク質をコ

バルトイオンに結合させた。コバルトまたは担体に非特異的に結合した不純物は洗浄用緩

衝液（20 mM MOPS (pH7.0), 1 mM MgCl2, 300 mM NaCl, 0.1 mM ATP, 0.2 mM b-

mercoptoethanol, 30 mM Imidazole）で十分洗い流した。最後に、溶出用緩衝液（20 mM 

MOPS (pH7.0), 1 mM MgCl2, 300 mM NaCl, 0.1 mM ATP, 0.2 mM b-mercoptoethanol, 150 

mM Imidazole）でコバルトイオンに配位した His タグ融合タンパク質をカラム内から回収

した。吸着時、洗浄時、溶出時で得られた分画について、吸光度のピークが高いものを複

数、SDS-PAGE を用いて解析し、溶出段階において Eg5 が回収されたか確認した。溶出段階
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で得られた Eg5 を含む分画を全て透析膜に移したら、透析用緩衝液(30 mM Tris-HCl pH 

7.5, 120 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM ATP, and 0.5 mM DTT)に浸し、一晩、４℃でゆっ

くりと攪拌しながら透析した。透析処理で濃縮された Eg5 は Brad ford 法でタンパク質濃

度を測定後、凍結保護材としてグリセロールを最終濃度 10％になるように添加した。Eg5

は 3.5～10 mg/mL の範囲で、液体窒素を用いた急速凍結後、-80℃で保存した。 

 

2.3.4 微小管の調製 

 微小管の素材となるα/βチューブリンは、Hackey らの手法[69]にしたがって、豚脳か

ら精製した。重合、脱重合を繰り返して得られたチューブリンは、マイクロビュレット法

でタンパク質濃度を測定後、約 10mg/mL に希釈し、液体窒素で急速凍結後、-80℃で保存し

た。Eg5 ATPase 活性などで微小管を使用する際は、凍結保存したチューブリンを適時解凍

し、以下の方法で重合を行った。解凍したチューブリンを PEM buffer (100 mM Piperazine-

1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) [PIPES], pH 6.8, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2)に希釈後、

1.0 mM GTP を添加し、37℃で 30分間静置した。十分にチューブリンの重合が完了したと

ころで、10 µM タキソールを添加し、37℃で 10 分間静置して重合の抑制と安定化を行った。

その後、微小管溶液を超遠心(280,000 × g, 15 min, 37°C)で沈殿させ、未反応のチュー

ブリンなどの不純物を含む上澄み液を完全に取り除いた。沈殿した微小管を PEM buffer

（100mM PIPES pH 6.8, 1mM EGTA, 1mM MgCl2, 1mM GTP, and 10 mM taxol）で再懸濁した

ら、マイクロビュレット法でタンパク質濃度を測定し、37℃で保存した。 

 

2.3.5 蛍光標識微小管の調製 

 微小管滑り運動の観察のため、2.3.4 で調製したチューブリンの一部は、微小管結合タ

ンパク質（microtubule-associated proteins = MAPs）を取り除いて蛍光物質を標識した。

2.3.5 の方法にしたがって調製した微小管を、を含む R-PEM buffer (0.1M PIPES, 1.0mM 

EGTA, 0.5mM MgCl2, pH 6.9, 1mM GTP、10％ DMSO)で 10～20 mg/mL に希釈し，37 ℃で 10

分間静置した。その後、微小管懸濁液を超遠心(200,000 × g, 20 min, 37°C)で沈殿さ
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せ、DMSO 処理で微小管から解離した MAPs を含む上澄み液を完全に取り除いた。沈殿量の 2

～4 倍量の氷冷した R-PEM buffer で微小管を再懸濁したら、氷冷下で 10 分間静置して脱

重合を行った。脱重合が完了したチューブリン懸濁液に、1.0 mM GTP を加えて 37℃で 10

分間、静置して MAPs-free チューブリンを獲得した。MAPs-free チューブリンの一部は蛍

光標識微小管の調製時に使用するため、マイクロビュレット法でタンパク質濃度を決定後、

1～5 mg/mL の濃度で液体窒素を用いて急速凍結させ、-80℃で保存した。 

Rhodamine 標識チューブリンは、蛍光色素である Rhodamine-NHS (Thermo Scientific) 

を MAPs-free チューブリンに共有結合させて調製した。MAPs-free チューブリンと

Rhodamine-NHS を 1：20 のモル比で混合し、室温で 10分間反応後、5.0 mM グルタミン酸

カリウムを加えて反応を停止させた。得られた Rhodamine 標識チューブリン懸濁液に、

1.0mM GTP を加えて 37℃で 30 分間静置して重合させたら、超遠心(37 ℃，20,000×g, 20 

min)で微小管を沈殿させて上澄みを取り除いた。沈殿量の約 5倍量の氷冷 R-PEM buffer で

微小管を再懸濁したら、氷冷下で 10分間静置して脱重合させた。蛍光標識チューブリンを

含む懸濁液を超遠心（4℃、20,000×g、20 min）して、沈殿した不純物を取り除いた。こ

の重合/脱重合操作をさらに２回繰り返して、不純物を取り除いた。最後の重合で得られた

Rhodamine 標識微小管の沈殿物に対して、沈殿量の約５倍の氷冷 PEM buffer を加えて再懸

濁したら、氷冷下で 10 分間静置して脱重合を行った。脱重合で得られた Rhodamine 標識

MAPs-free チューブリン濃度はマイクロビュレット法と、Rhodamine のモル吸光係数（ε

575＝80,000 M-1・cm-1）の２通りで測定し、微小管濃度/Rhodamine 濃度から標識効率を求

めた。標識効率が 30～50％であることを確認したら、1～5 mg/mL の濃度で、液体窒素を用

いて急速凍結し、-80℃で保存した。 

 

2.3.6 L-cys-IASP, N-Ac-cys-IASP の合成 

IASP の合成は石川らの方法にしたがって行った[73]。3,3-dimethyl-1-(2-(2-

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

は ， 1-(2-Hydroxyethyl)-3,3-dimethylindolino-6'-nitrobenzopyrylo-spiran と
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iodoacetic anhydride のカップリング反応によって合成した。 1-(2-Hydroxyethyl)-3,3-

dimethylindolino-6'-nitrobenzopyrylospiran (65 μmol) と iodoacetic anhydride 

(162 μmol) を触媒である N,N-dimethyl-4-aminopyridine を含む THF に添加し、室温で

48時間反応させた。合成産物を含む溶液は、オープンカラムクロマトグラフィーに充填し

たシリカゲル(ultra-pure Wakogel C-200)に吸着後、5% メタノール/95%クロロホルムの移

動相で各成分を分離、精製した。得られた分画について、薄層クロマトグラフィー(Silica 

gel 70 F254, Wako)に滴下し、展開溶媒：5% methanol 95% chloroform を用いて精製と合

成の確認を行った。IASP の Rf 値は 0.92 となった。得られた IASP はエバポレーターで溶

媒を除去し、DMF で再懸濁した。L-cys-IASP の合成は、IASP と L-システインを 1：10 のモ

ル比で混合した。IASP は DMF に、L-システインは DW にそれぞれ溶解した上で、反応溶媒

にはエタノールを追加した。溶媒の比率は DMF:DW:EtOH = 1:1:1 として、室温下で 5時間、

反応させた。未反応の IASP の存在と、L-cys-IASP の合成確認は、薄層クロマトグラフィー

（展開溶媒 5% methanol 95% chloroform）で行った。 

 

2.3.7 L-cys-MASP の合成 

 L-cys-MASP は SP-COOH を出発物質として、マレイミドスピロピラン（MASP）を合成後、

MASP に L-システインを導入して調製した。SP-COOH は報告された合成方法にしたがって行

った[74]。2,3,3-trimethylindolenine と 3-iodopropionic acid を混合し，80℃で 12 時

間反応させた．析出した合成産物を蒸留水に溶かし、クロロホルムで 2 回洗浄し，エバポ

レーターで溶媒を取り除いた．残留物をアセトン-ジエチルエーテル混合液に溶解したら、

エバポレーターで溶媒を取り除いて再結晶させた。再結晶化で得られた 1-carboxyethyl-

2,3,3-trimethyl-indolenine iodid と N-methyl morpholine を dry EtOH に溶かし，80℃

で 1時間還流した．その後，2-hydroxy-5-nitrobenzaldehyde を加えて 80℃で 30分間反応

させたら、氷温まで冷やしてから一晩、氷冷状態で静置した．得られた析出物は桐山ロー

ト S-21（桐山製作所）を用いた吸引ろ過により溶媒を取り除き、エタノールで２回洗浄後、

エバポレーターで乾燥させて再結晶化した。結晶化した 1-(β-carboxyethyl)-3,3-
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dimethyl-6’-nitrospiro（以下、SP-COOH）は FAB-MS を用いて合成確認を行った。 

得られた SP-COOH（52 µmol）と EDC(62.4 µmol)、HOAt(52 µmol)を 1.0 mL の DMF 中に溶

かし、室温で 10分間攪拌した。活性エステル化した SP-COOH を含む混合液に、0.5 mL DMF

に溶かした N-(2-アミノエチル) マレイミド（52.0 µmol）を攪拌しながらゆっくり加えた

ら、室温で一晩、攪拌した。その後、反応液を 10倍量の 50%(v/v)酢酸エチル/DW で希釈し、

分液して上澄み液を回収した。上澄み液は大判 TLC（展開液、メタノール：クロロホルム＝

1：9）で展開して目的スポットを回収したら、メタノールで MASP を抽出した。抽出した

MASP からエバポレーターで溶媒を除去し、残留物を DMF で再懸濁した。MASP と L-システ

インを 1：10 で混合し、一晩、室温で攪拌することで L-cys-MASP を合成した。L-cys-MASP

は逆走クロマトグラフィーとフラッシュカラムで精製し、FAB-MS で合成確認を行った。 

 

2.3.8 SP-APA、SP-ABA、SP-lisine の合成 

Ispinesib アナログとして設計した SP-APA, SP-ABA, SP-lisine はそれぞれ SP-COOH-

(NHS)-Ester を介した脱水縮合反応によって合成した。SP-COOH (78μmol)と 1-Ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide, hydrochloride (780 μ mol) 、 N-Hydroxy 

Succinimid (780μmol)を DMF 3mL に溶かし、室温で 3時間撹拌した。合成産物はシリカゲ

ル(ultra-pure Wakogel C-200)を充填したオープンカラムクロマトグラフィーにアプライ

し、展開溶媒 (80% chloroform, 20% methanol)で EDC、NHS を取り除いた。目的物を含む

溶出液を回収してエバポレーターで溶媒を取り除いたら、残留物を DMF で再懸濁した。SP-

COOH-(NHS)-ester (17.1μmol)を溶解した 3.0 mL DMF と、DL-2,3-ジアミノプロピオン酸、

(s)-(+)-2,4-ジアミノ酪酸、L-lysine のいずれかで溶解した 1.30 mL 50mM TEA-HCO3 

(pH7.5)を、 1：3のモル比で混合し、室温で３時間攪拌した。エバポレーターで溶媒を取

り除き、残留物を 0.1M TEA-HCO3 pH7.5 で溶解したら、逆相クロマトグラフィーとフラッ

シュカラムで精製した。 
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2.3.9 光異性化と光異性体の測定 

フォトクロミック Eg5 阻害剤の光異性化は、白色 LED による可視光照射、または 366nm

の紫外光照射で行った。フォトクロミック Eg5 阻害剤は各実験で用いる溶媒に希釈してか

ら光異性化を行い、紫外光照射後のＭＣ型を扱う際は全ての操作を暗室で実施した。プラ

スチック容器の場合、光源から 3～5cm 離れた位置から溶媒表面に対して光照射を行った。

石英セルの場合、光源から 3～5cm 離れた位置から石英ガラス側面に対して光照射を行っ

た。可逆的な光異性化の確認は、前述の照射条件で時間依存的に吸光スペクトルの変化を

測定し、メロシアニン型スピロピランに特異的な 500 nm 付近の吸光度ピークから確認し

た。ATPase活性及びモーター活性における光異性化は、キネシンと微小管を添加する前に、

Eg5 ATPase buffer に任意の濃度で添加し、前述の照射条件で 5～10 分間、室温で行った。 

 

2.3.10 ATPase 活性の測定 

 キネシンの ATPase 活性は、１分子が１秒間に加水分解したＡＴＰの分子数を示す ATP 加

水分解速度（Pi/mol/sec.）で示した。キネシンの ATPase 活性は微小管によって促進され

るため、微小管依存性 ATPase 活性と微小管を含まない Basal ATPase 活性の２つのパラメ

ーターを測定した。Eg5 の ATPase 活性は Eg5 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, 30 µg/mL Bovine serum albumin)を使用し

た。Eg5 ATPase assay buffer に、フォトクロミック阻害剤を含む DMF を最終濃度 5.0% 

(v/v)になるように加え、2.3.7 で記した照射条件で光異性化を行った。微小管依存性

ATPase 活性の場合は 3.0 µM 微小管、0.1 µM Eg5 を加えて、Basal ATPase 活性の場合は

0.5 µM Eg5 を加えて、5分間室温で静置した。2.0 mM ATP を添加し、微小管依存性 ATPase

活性の場合は 5分間、Basal ATPase 活性の場合は 2分間、25℃で反応させた。ATPase 活性

は、Eg5 ATPase assay buffer の２倍量の 10% TCA を加えて、氷冷に移して停止させた。

その後、Eg5 ATPase assay buffer を５分間、15,000 rpm、4℃で遠心分離し、変性したタ

ンパク質を沈殿させて ATPase 活性で生じたリン酸イオンを含む上澄み液を回収した。リン



 

76 

酸イオン濃度の測定にはYoungburg法を用いた[72]。回収した上澄み液の1/2倍量の Young 

burg 試薬を加えて 5分間、30℃静置したら、young burg 試薬の 2倍量の 0.32% (w/v) 塩

化スズ溶液を加えて 10分間、30℃で呈色させた。呈色反応の吸光極大 750 nm を測定し、

リン酸濃度標準曲線から ATPase 活性で発生したリン酸濃度を測定した。 

 

2.3.11 モーター活性の測定（微小管滑り運動） 

 キネシンのモーター活性は、蛍光標識した微小管がフローセルに固定されたキネシンに

沿って動く様子を観察する微小管滑り運動アッセイを用いて行った。ローダミン蛍光標識

チューブリンおよび MAPs-free チューブリンの調製方法は 2.3.5 に示した。蛍光標識微小

管は前述の MAPs-free チューブリンと Rhodamine 標識 MAPs-free チューブリンの混合物か

ら調製した。同一濃度（1～2 mg/mL）に希釈した状態で、Rhodamine 標識チューブリンと

MAPs-free チューブリンを 1：3 で混合し、1.0mM GTP を加えたら 37℃で 40 分間、暗所で

静置した。蛍光標識微小管懸濁液に、10 µM タキソールを含む PEM buffer を加えて 250 

µg/mL に希釈したら、37℃かつ暗所で保存した。 

 微小管滑り運動は Howard らの方法にしたがって行った[76]。コロジオン処理を施したカ

バーグラスを両面テープ（厚さ 0.03 mm）でスライドガラスに固定してフローセルを作成

した。His-tag 融合キネシン Eg5 をフローセルに固定するために、200 nM 6 ヒスチジンモ

ノクローナル抗体を含む Assay buffer A (10 mM Tris-acetate (pH7.5), 50 mM K-acetate, 

2.5 mM EGTA, 4 mM MgSO4)をフローセルにアプライし、室温で２分間静置したら、Assay 

buffer A で２回洗浄した。次に 600 nM Eg5 を含む Assay buffer B (10 mM Tris-acetate 

(pH7.5), 50 mM K-acetate, 2.5 mM EGTA, 4 mM MgSO4, 0.05% β-mercaptoethanol)をフ

ローセルにアプライし、室温で２分間静置したら、Assay buffer B で２回洗浄した。阻害

剤及び微小管の非特異的結合を抑制するために、10 mg/mL Casein を含む Assay buffer B 

(10 mM Tris-acetate (pH7.5), 50 mM K-acetate, 2.5 mM EGTA, 4 mM MgSO4, 0.05% β-

mercaptoethanol)をフローセルにアプライし、室温で２分間静置したら、Assay buffer B

で２回洗浄した。フォトクロミック Eg5 阻害剤を含む Assay buffer B は、2.3.7 で記した
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照射条件で光異性化を行ってからフローセルにアプライし、室温で２分間静置した。光異

性化を行ったフォトクロミック Eg5 阻害剤を含む Assay buffer B に 150 nM 蛍光標識微小

管を加えたら、フローセルにアプライし、室温で２分間静置した。フォトクロミック Eg5 阻

害剤を含む Assay buffer B に光照射を行って光異性化した後、1.0 mg/mL Glucose, 0.02 

mg/mL Catalase, 0.1 mg/mL glucose oxidase を添加し、フローセルを１回洗浄した。最

後に、フォトクロミック Eg5 阻害剤を含む Assay buffer B に光照射を行って光異性化した

後、1.0 mg/mL Glucose, 0.02 mg/mL Catalase, 0.1 mg/mL glucose oxidase, 1.0 mM ATP

を添加し、フローセルにアプライして室温で 3 分間静置した。静置後、マニキュアでフロ

ーセルをシーリング処理してから 3CCD カメラ JK-TU53H（東芝, Tokyo, JPN）を搭載した

Olympus BX50 蛍光顕微鏡（オリンパス, Tokyo, JPN）を用いて観察した。蛍光励起光は 530 

nm を使用し、観察は室温で 20分間行った。観察の様子は１フレーム/秒の動画、または 30

秒毎に１枚のタイムラプス撮影で記録した。記録データは NIH ImageJ を用いて、30 秒毎

の tiff.形式の連続画像ファイルに変換後、”Manual tracking” を使用して各微小管の

移動距離を測定した。微小管滑り運動速度は、測定した移動距離と観察時間から求めた平

均速度で示し、速度分布を作成した。 
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2.4 結果と考察 

2.4.1 IASP,MASP 由来 Eg5 フォトクロミック阻害剤による ATPase 活性の光制御 

Eg5 阻害剤である Monastrol, STLC は、Eg5 と結合した状態での結晶構造解析を含め、阻

害機構が明らかとなっている[51,70]。STLC はトリチル基にシステインが結合した、比較

的、簡素な化学構造をしている。石川らの先行研究では、STLC アナログとして、トリチル

基とシステイン部位を両端に持つアゾベンゼン誘導体、ACTAB を合成した[20]。今回合成、

設計したフォトクロミック Eg5 阻害剤である L-cys-IASP, N-Ac-IASP, L-cys-MASP は、い

ずれもフォトクロミック分子としてスピロピランを用いた。スピロピランはアゾベンゼン

同様、フォトクロミック分子の１つであり、可視光または紫外光照射によって可逆的な構

造変化を起こす。アゾベンゼンの光異性体は、trans-体と cis-体であるが、これはベンゼ

ンの立体的配置が変化するのみである。一方、スピロピランは可視光条件下では疎水性の

閉環構造である SP 型に、紫外光条件下では極性を持つ開環構造である MC 型に、可逆的に

光異性化する。スピロピランはインドリンとベンゾピランがスピロ位で結合した化学構造

を持っており、光異性化による開環はベンゾピランの C-O 結合部位で生じる。SP 型では、

ベンゾピランとインドリン部位は、それぞれの平面に対して直角に位置するため、分子構

造の動的状態は比較的安定している。しかしながら、MC型の場合、ベンゾピランの解裂に

よって生じた炭素鎖を介して、インドリンとニトロベンゼンが結合したような構造に変化

する。その結果、MC型では分子の立体的な構造は平坦に変化する。さらに、インドリンの

五員環状の窒素はプラスに、ニトロベンゼンはニトロ基とパラ位に付加された酸素によっ

て、マイナスに、それぞれ極性を獲得する。このように、スピロピランは環状構造の変化

で生じる立体的な変化と同時に、極性の有無まで変化する。したがって、アゾベンゼン由

来 Eg5 阻害剤と比較した場合、スピロピラン由来 Eg5 阻害剤の光異性化は、より効果的で

あることが期待される。 

スピロピランを Eg5 特異的な阻害剤にするために、疎水性トリチル基を SP型スピロピラ

ンに置き換えて L－システインを結合させた STLC アナログを設計・合成した（図 2-1）。結

晶構造解析の結果から、STLC のトリチル基はα4、α6へリックスと loop L5 から構成され
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る阻害剤結合部位に対して、外側に位置しており、阻害剤結合の安定化に寄与している（図

2-2）[70]。SP 型スピロピランは STLC アナログとして阻害効果を発揮するが、MC型スピロ

ピランは極性を獲得することで、アフィニティの低下と阻害効果の減少が期待される。確

立した方法にしたがい合成、精製したモノヨードスピロピラン（IASP）と L－システインを

結合した Eg5 阻害剤、L-システイン-モノヨードスピロピラン（L-cys-IASP）について、光

異性化が正常に起こるか、分光学的解析を行った。スピロピランは SP型では淡く黄色がか

った色をしているが、MC 型では赤紫色に変色し、500nm 付近に特異的な吸光度が生じるこ

とが知られている[77]。366nm の UV 光を照射した L-cys-IASP は、530nm 付近に MC 型特有

の吸光度のピークが現れた。MC 型 L-cys-IASP に、卓上ランプを用いて可視光照射するこ

とで、530nm 付近の吸光度のピークは消失した。また、530nm 付近の吸光度ピークは光可逆

的であることも示された。したがって、L-cys-IASP の光異性体は可逆的に制御できること

が確認された。 

 

Eg5 を含むキネシンのほとんどは、微小管存在下で ATPase 活性が促進されることが知ら

れている。また、Eg5 は kinesin-1 などの他のキネシンを比較して、ATPase 活性が低いこ

とも報告されている[43]。はじめに、微小管存在下条件で Eg5 ATPase 活性に対する L-cys-

IASP の阻害効果を検証した（図 2-3A）。L-cys-IASP は Eg5 の ATPase 活性に対する阻害活

性を示したが、設計時の期待とは逆に、SP 型よりも MC 型の方が高い阻害効果を示した。

一方、微小管非存在下における Basal ATPase 活性では、L-cys-IASP の阻害効果は減少し、

光異性体間の差も失われた（図 2-3B）。ATPase 活性評価の結果から、L-cys-IASP は Eg5 の

フォトクロミック阻害剤として機能することは示されたが、光異性体間の阻害活性の差は

見られなかった。また、L-cys-IASP は室温下において、自己分解することが TLC を用いた

実験から確認され、その化学構造が不安定であることが判明した。これは L-cys-IASP のス

ルフィド結合が、システインのカルボキシル基との間で反応することで、分解が起きてい

ると推測される。 

L-cys-IASP が構造的に不安定であることから、L-システインの代替として N-アセチル-
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L-システインを導入したスピロピラン誘導体、N-アセチルL-システイン-IASP（N-Ac-L-cys-

IASP）を設計、合成した。N-Ac-L-cys-IASP も、L-cys-IASP 同様、可視光と 366nm または

紫外光照射によって可逆的に光異性化することを、吸光スペクトル変化の測定を用いた分

光学的解析で示された。L-システインの代わりに N-アセチル-L-システインを導入したこ

とで、自己分解は抑制されたが、Eg5 ATPase 活性の阻害効果は減少した（図 2-4A）。光異

性体間での阻害効果の差についても、L-cys-IASP と比較して大きな差は見られなかった。

Basal Eg5 ATPase 活性評価に関しても、微小管存在下における Eg5 ATPase 活性の結果と

同様の傾向を示した（図 2-4B）。 

 

付加したアミノ酸について、L－システインの方が N-アセチル-システインよりも、Eg5

に対して高い親和性と阻害効果を持つことは確認された。L—cys-IASP はスピロピランと L-

システインの結合に際してチオール基反応性のヨード基を利用した。しかしながら、L-cys-

IASP は自己触媒作用により不安定である。自己触媒作用を除外し、かつ L-システインを利

用するため、チオール基反応性のマレイミドを付加したマレイミドスピロピラン

（Maleimide spiropyran. 以下 MASP）を合成した。MASP の合成は、SP-COOH を出発物質と

して全ての工程で既存の合成方法を採用した。MASP に L-cystein を付加して L-cys-MASP

を合成した（図 2-5）。L-cys-MASP は石川らが合成、確立したフォトクロミック Eg5 阻害

剤；ACTAB と類似した構造を持つように設計している。L-cys-MASP の化学構造は IASP 由来

のものと比較して長大であるが、ACTAB も同様である。ACTAB はアゾベンゼンの両端にトリ

チル基とシステイン基を持つが、L-cys-MASP はトリチル基の代替としてのスピロピラン部

位とシステイン基を化合物の両端に配位している。ACTAB がアゾベンゼンの光異性化に伴

う trans-cis 体の立体配座の可逆的変化を利用するのに対して、L-cys-MASP はスピロピラ

ンの SP-MC 型光異性化による構造と極性の可逆的変化を利用して、Eg5 活性を阻害するこ

とを期待した（図 2-6）。 

 L-cys-MASPも、L-cys-IASP同様、吸光スペクトル変化の測定を用いて可視光または366nm

紫外光照射によって可逆的に光異性化することを確認した。L-cys-MASP を用いた微小管依
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存性 Eg5 ATPase 活性の光可逆的制御の結果を図 2-7Ａに示した。L-cys-MASP は、IASP 由

来の２種類はもちろん、合成の参考とした ACTAB も含めて非常に高い阻害効果を示した。

光異性体の半数阻害濃度（IC50）を比較すると、SP 型で 670nM、MC 型で 350nM であった。

この数値は、既存の Eg5 阻害剤である Monastrol（IC50=6.0μM）よりも高く、STLC（IC50=0.6

μM）に匹敵する。ACTAB の IC50が trans 型で 5.2 µM、cis 型では 9.1 µM であることから、

L-cys-MASP がフォトクロミック Eg5 阻害剤としても優れていることが分かる。しかしなが

ら、光異性体間での阻害効果の差は小さかった。興味深いことに、L-cys-MASP の阻害効果

は、微小管存在下でしか見受けられなかった。図 2-7Ｂは微小管非存在下、Basal Eg5 ATPase

活性における L-cys-MASP の濃度依存的な阻害効果を検証した結果である。阻害曲線が示す

ように、光異性体に関わらず、ほとんど Eg5 ATPase 活性を阻害していないことが分かる。

IASP 由来のフォトクロミック Eg5 阻害剤についても、微小管非存在下では有意な阻害活性

は見られなかった。一般的に、キネシンを含むモータータンパク質のアロステリックな構

造変化と、ATP 分解サイクルは連動していることは知られている[4]。その際、微小管は単

にレールとしての役割以外に、キネシンの ATP 分解サイクルに対する一種の触媒としても

機能する。したがって、スピロピラン誘導体由来の阻害剤は、微小管と Eg5 の相互作用を

抑制することが推測される。 

 L-cys-MASP が実際に、微小管上での Eg5 の運動を光可逆的に阻害するか、微小管滑り運

動活性評価法を用いて検証した。フローセル表面に固定された Eg5 は、蛍光標識した微小

管と結合し、モーター活性によって微小管を動かす。したがって、微小管滑り運動速度は

モーター活性の大きさに比例する。図 2-8Ａは L-cys-MASP を加えていない状態での微小管

滑り運動速度の分布を示した。従来型キネシンの速度が 88 nm/s (Kinesin-1, monomer) で

あるのに対し、非常に遅い（Eg5 motor domein, 20 nm/s）ことが報告されている[43]。 

また、既知の Eg5 阻害剤として 100 µM STLC を添加した場合、Eg5 はほとんど動かなくな

った（図 2-8Ｂ）。L-cys-MASP を添加した場合の微小管滑り運動速度分布は SP型、MC 型と

もに広くなったが、有意な阻害は認められなかった（図 2-8Ｃ、Ｄ）。しかしながら、L-cys-

MASP存在下では、微小管が時間依存的に剥離していく様子が観察された。微小管の剥離は、
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コントロール条件および STLC 存在下では全く観察されなかった。微小管滑り運動におい

て、結合・運動状態にある微小管の比率を、時間依存的に測定した結果を図 2-9 に示した。

滑り運動活性の開始から 5 分間は、ほとんどの微小管が Eg5 と結合していたが、最終的に

SP型で約 20％、MC 型では約 60％の微小管が剥離していた。MC型での微小管の解離につい

ては、蛍光色素の励起光照射（530nm）によって一部が SP 型に光異性化していることが考

慮された。しかし、励起光による SP 型への光異性化を考慮したとしても、MC 型での微小

管の解離は有意に発生していると推測された。100 µM STLC はコントロール同様、Eg5 と微

小管の相互作用は正常であった。ATPase 活性において L-cys-MASP が微小管存在下でしか

阻害効果を発揮しなかった点からも、L-cys-MASP は Eg5 と微小管の相互作用を阻害してい

ることが示唆された。 

 

 

2.4.2 SP-COOH-NHS-Ester 由来 Eg5 フォトクロミック阻害剤による 

ATPase 活性の光制御 

 STLC アナログとして設計したスピロピラン由来 Eg5 阻害剤は、Eg5 ATPase 活性、モータ

ー活性の阻害に関して狙いとは大きく異なる結果となった。L-cys-IASP は ATPase 活性の

光可逆的な制御に有用であると示されたが、自己触媒作用によって分解する、極めて不安

定な構造を持つ。L-cys-MASP は微小管依存性 Eg5 ATPase 活性において、STLC に匹敵する

高いアフィニティと光可逆的な阻害活性を示した。しかしながら、Basal Eg5 ATPase 活性

に対しての阻害活性はほとんど見られず、またモーター活性に対する阻害効果も得られな

かった。L-cys-MASP の標的部位は Eg5 と微小管の相互作用部位または結合部位と考えられ

た。これまでに報告されている Eg5 阻害剤の構造は、その類似性が乏しいにも関わらず、

ほとんどがα2、α4 へリックスと loop L5 で構成された STLC 結合部位に結合する。それ

らの阻害剤の中には、L-システインを持たないものも多く存在する。このことは、L-シス

テインが Eg5 阻害剤に必須ではないことを意味する。STLC 以外の Eg5 阻害剤のうち、我々

は ispinesib の構造に注目した（図 2-10）。Ispinesib は STLC, monastrol らと並んで、比
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較的、阻害機構の解析や in vivo への応用が進んだ Eg5 阻害剤である[78]。Eg5-ispinesib

結晶構造解析などから、STLC と結合部位を共有し、４-キナゾリノン部位を含むベンゼン

類、イソプロピル基が Eg5 との間に強力な疎水性結合を形成することが報告されている。

また、ispinesib に点在するカルボキシル酸素や、長く伸びたアミノプロピルは、結合部位

周辺のアミノ酸と塩橋を形成し、ATPase活性の阻害効果を促進すると考えられている[55]。

スピロピランはインドリン部位やプロピル基に近い構造を元々持っており、ispinesib 同

様に Eg5 に結合可能であると推測された。一方で、スピロピランはカルボキシル酸素やア

ミノプロピルなどの ATPase 活性の阻害効果を付与するような構造を持たない。スピロピラ

ンに ispinesib と同等レベルの阻害活性を与えるために、我々はアミノプロピオン酸を付

与したフォトクロミック Eg5 阻害剤、SP-APA, SP-ABA, SP-lisine を新たに設計、合成し

た（図 2-10、2-11）。これらの阻害剤はそれぞれ、カルボキシル基とアミノ基の間の炭素数

が異なり、それによる阻害効果の差を検証した。合成は全て、確立した方法にしたがって

おり、アミド結合のための活性中間体状態にある SP-COOH-NHS-Ester に異なるアミノプロ

ピオン酸を付加した。新たに合成したフォトクロミック Eg5 阻害剤も、全て L-cys-IASP 同

様、可視光と 366nm または紫外光照射によって可逆的に光異性化することを確認した。 

 

Ispinesib アナログとして合成した SP-APA, SP-ABA, SP-lisine は、共通した特徴とし

て、ペプチド結合した炭素がカルボニル基を、またスピロピランから離れた位置にカルボ

ン酸を持つ。アミノプロピル基について、炭素数が２、３、４個と異なるが、ispinesib と

同数の炭素を持つのが SP-ABA である。したがって、SP-ABA で最も ispinesib に近い構造

を持ったフォトクロミック ispinesib アナログとなる。SP-ABA を基準として、炭素数が１

個少ないものが SP-APA、１個多いのが SP-lisine となる。アミノプロピル基は Eg5-

ispinesib 複合体の形成において、結合部位の外側に位置し、結合には重要でないと考え

られているが、ATPase サイクルにともなうアロステリックな構造変化の阻害に寄与してい

ると推測されている。そのため、ispinesib アナログとして機能しているかどうか確認す

るために、炭素数を変更した。 
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合成した阻害剤について、微小管依存性 Eg5 ATPase 活性を用いて各阻害剤の光制御を検

討した（図 2-12）。SP-APA と SP-lisine はそれぞれ、Eg5 に対する有意な阻害活性を確認

できなかった（図 2-12Ａ、Ｃ）。また、光異性体間での有意な差も認められなかった。SP-

ABA も同様、Eg5 に対する阻害活性は低かった（図 2-12Ｂ）。しかしながら、5.0 – 10.0 µM

の濃度範囲では、阻害活性が光制御されていた。興味深いことに、STLC アナログとして設

計した L-cys-MASP, L-cys-MASP が MC 型において高い阻害活性を示したにも関わらず、SP-

ABA では SP 型の方が高い阻害活性を示した。Ispinesib の IC50が nMオーダーであることか

ら、フォトクロミック ispinesib アナログとしての目的は果たすことはできなかった。 
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2.5 第２章のまとめ 

 第２章では、単一のスピロピランから既存の Eg5 阻害剤である STLC、ispinesib フォト

クロミックアナログを合成/設計した。これらの阻害剤はスピロピランの極性と構造変化に

よる光制御を狙って設計した。STLC アナログである L-cys-IASP は比較的、阻害活性と光

制御に有意な結果を得られたが、室温下でも自己触媒作用による分解が起きる不安定な構

造であった。L-cys-MASP は極めて高い阻害活性とその光制御に成功したが、微小管と Eg5

の結合部位を標的としていた。特に、Basal ATPase 活性にほとんど無効であったことから、

キネシンと微小管の結合阻害剤であることと推測された。STLCアナログに代えて、ispinesb

アナログとして SP-APA, SP-ABA, SP-lisine の異なる長さのアミノプロピルを持つフォト

クロミック阻害剤を合成した。SP-ABA で最も阻害活性と光制御の差異が認められたが、Eg5

に対するアフィニティは非常に低かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

86 

付図・付表 

 

 

 

図 2-1 スピロピラン由来フォトクロミック Eg5 阻害剤; L-cys-IASP と N-Ac-cys-IASP の

合成。IASP の合成は Ishikawa (2014)[20]と同様の方法で行った。方法については第２章

2.3.6 に詳細を記述した。 
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図 2-2 L-cys-IASP と N-Ac-cys-IASP の光異性体。 

それぞれ、可視光照射（ＶＩＳ）によってスピロ型（ＳＰ型）、366 nm 紫外光照射によって

メロシアニン型（ＭＣ型）へ光異性化する。(A) L-cys-IASP の光異性体。(B) N-Ac-cys-

IASP の光異性体。 
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図2-3 L-cys-IASPによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は第２章 2.3.10に

記した。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。（Ａ）L-cys-IASP

光異性体の微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）L-cys-IASP光異性体

のBasal Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 
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図2-4 N-Ac-cys-IASPによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は第２章 2.3.10に

記した。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。（Ａ）N-Ac-L-cys-

IASP光異性体の微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）N-Ac-L-cys-IASP

光異性体のBasal Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 
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図2-5 L-cys-MASPの合成。 

SP-COOHの合成はChen J [74]の方法にしたがって行った。合成の詳細については第２章

2.3.7に記した。 
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図2-6 L-cys-MASPの光異性化。 

可視光照射（ＶＩＳ）によってスピロ型（ＳＰ型）、366 nm 紫外光照射によってメロシアニ

ン型（ＭＣ型）へ光異性化する。 
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図2-7 L-cys-MASPによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は2.3.10に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。（Ａ）L-cys-MASP光異

性体の微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）L-cys-MASP光異性体の

Basal Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 
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図2-8 L-cys-MASPによるEg5モーター活性の光制御。 

モーター活性は微小管速度の分布から測定した。横軸は微小管の滑り運動速度（nm/s）を

示す。（Ａ）5.0% DMF、（Ｂ）100 µM STLC、（Ｃ）10 µM SP-L-cys-MASP、（Ｄ）10 µM 

MC-L-cys-MASP存在下における個々の微小管滑り運動速度を度数分布にした。 
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図2-9 L-cys-MASPによるEg5－微小管相互作用の光制御。 

微小管滑り運動アッセイで測定した微小管について、測定開始時の個数を100％とした。

コントロールは5.0% DMFを含む条件である。 
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図2-10 フォトクロミックEg5阻害剤;SP-APA, SP-ABA, SP-lisineの合成。 

SP-COOHの合成はChen J[74]の方法にしたがって行った。合成の詳細については第２章

2.3.9に記した。 
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図2-11 SP-APA, SP-ABA, SP-lisineの光異性体の化学構造式。 

それぞれ、可視光照射（ＶＩＳ）によってスピロ型（ＳＰ型）、366 nm 紫外光照射によって

メロシアニン型（ＭＣ型）へ光異性化する。(A) SP-APA の光異性体。(B) SP-ABA の光異性

体。(C) SP-lisine の光異性体。 
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図2-12 SP-APA, SP-ABA, SP-lisineによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は2.3.10に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。（Ａ）SP-APA光異性体

の微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）SP-ABA光異性体の微小管依存

性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（C）SP-lisine光異性体の微小管依存性 Eg5 

ATPase活性に対する阻害効果。 
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第３章 

２つのフォトクロミック分子を持つ 

新規阻害剤による Eg5 活性の光制御 
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3.1 本章の要旨 

 第３章は、フォトクロミック Eg5 阻害剤の光制御の効率を向上するために、スピロピラ

ンまたはアゾベンゼンを２つ導入した新規阻害剤の設計と合成、そして Eg5 活性の光制御

を行った。第２章でも述べたように、フォトクロミック Eg5 阻害剤による光異性体間の阻

害活性の差を大きくするためには、光異性体間の化学構造と分子的特徴の大きな変化が必

要である（第２章 2.2 緒言を参照）。 

 

第２章のスピロピラン Eg5 誘導体は、STLC アナログまたは ispinesib アナログとして合

成したが、全てフォトクロミック分子の導入個数は１つである。アゾベンゼンと比較して、

分子構造と極性の２つのパラメーターが光異性化によって変化するスピロピラン由来の阻

害剤は、しかし有意な光異性体間における阻害活性の光制御効率の向上は認められなかっ

た。その原因としては以下の２点が考えられる。（１）スピロピラン単体での構造及び極性

変化が期待したほど大きくなかった、（２）多くの Eg5 阻害剤は複数の芳香族を持つが、ス

ピロピラン単体ではその数が不足していた。すなわち、１つのフォトクロミック分子では、

その種類や構造を変えたところで、Eg5 活性の光スイッチとして阻害活性の ON/OFF を可能

とする光制御効率の向上は困難であることが示唆された。そこで、本章ではスピロピラン

やアゾベンゼンを複数導入することで光異性体間の構造と分子的特徴が、単体のときと比

較して劇的に変化することに注目し、２つのフォトクロミック分子を持つフォトクロミッ

ク Eg5 阻害剤を設計、合成した。 

 

はじめに、２つのスピロピランを導入した新規フォトクロミック Eg5 阻害剤；DSPPA を

設計、合成した。DSPPA は構造中心に親水性の官能基が集中し、その両端に極性が光可逆的

に変化するスピロピランを付与した。DSPPA は Eg5 ATPase 活性に対して、Monastrol に匹

敵する十分な阻害活性を、微小管依存性及び Basal 条件の双方で確認できた。さらに、DSPPA

光異性体は、SP 型でより高い阻害活性を示し、MC 型では減少した。Eg5 ATPase 活性の阻

害効果を検証した結果では、SP型がＭＣ型よりも高い阻害活性を示した。また、ＳＰ型と
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ＭＣ型の阻害活性にも大きな差が見られ、光制御の効率も向上した。一方で、阻害曲線は

STLC などとは異なるＳ字型を示し、DSPPA は Eg5 に対してアフイニィティが異なる結合部

位を、少なくとも２か所持つことが示唆された。モーター活性の阻害効果に関しては、微

小管滑り運動速度の分布から、ATPase 活性の結果と同様に、DSPPA の光可逆的な阻害効果

が確認された。しかしながら、モーター活性の阻害以外に、DSPPA は微小管と Eg5 の相互作

用にも作用した。DSPPA が微小管と Eg5 の結合を阻害したことは、微小管濃度依存的 ATPase

活性の結果からも明らかであった。したがって、DSPPA は ATPase 活性、モーター活性の阻

害の他に、微小管との結合に影響する STLC などと異なる阻害機構を獲得したと推測され

た。 

２つのフォトクロミック分子を導入することが、Eg5 活性の光制御に効果的であること

が証明された。そこで、石川らが確立したアゾベンゼン誘導体フォトクロミック Eg5 阻害

剤；ACTAB に代わる新しいアゾベンゼン Eg5 阻害剤の設計と合成、検証実験を行った。アゾ

ベンゼンの構造が既知の Eg5 阻害剤である GSK-1 や PVZB1194 と類似していると仮定し、

DSPPA 同様、構造中心に親水性の官能基が集中し、その両端にアゾベンゼンが付与された

フォトクロミック Eg5 阻害剤 BDPSB を合成した。BDPSB のアフィニティは DSPPA と比較し

て 10 倍以上低かったが、ATPase 活性の光制御に関してほぼ完全な光スイッチとして機能

した。Trans-BDPSB は微小管依存性 ATPase 活性に対して、半数阻害濃度が 80 µM 前後とな

ったが、cis-BDPSB ではほとんど阻害活性が見られなかった。BDPSB の光可逆性を検証した

結果、100 µM BDPSB は微小管依存性 ATPase 活性について、「オン」「オフ」の光制御に成功

した。一方で、BDPSB は、DSPPA 同様、微小管依存性 ATPase 活性の阻害曲線はＳ字型とな

った。興味深いことに、Basal ATPase 活性については、trans-BDPSB は 0～100 µM の範囲

で促進した。Cis-BDPSB も、trans-BDPSB と比較して緩やかであるが、同様の効果が確認さ

れた。Trans-BDPSB は、100～150 µM の範囲では微小管依存性 ATPase 活性と同様に、阻害

効果を示した。これらの ATPase 活性の結果から、Eg5 活性に対して阻害か促進の効果が異

なる２つの結合部位が存在することが強く示唆された。モーター活性の評価を行った結果、

cis-BDPSBはコントロールとほとんど大差がなく、阻害していないことが明らかとなった。
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その一方、trans-BDPSB ではモーター活性の有意な阻害と同時に、著しい微小管の減少が見

られた。微小管は通常、フローセルに固定した Eg5 と結合するが、trans-BDPSB はこの結合

を阻害したことが示された。BDPSB の２つ存在すると予想される Eg5 標的部位は、ATPase

活性に影響する部位と、微小管との結合部位の２か所であることが強く示唆された。BDPSB

の特異性に関して、Eg5 と kinesin-1 を比較した結果、Eg5 と比較して有意な差はあるが、

kinesin-1 に対する阻害効果が認められた。 

 

結論として、フォトクロミック分子を２つ導入した Eg5 阻害剤は、フォトクロミック分

子の種類を問わず、Eg5 活性の光制御に成功した。DSPPA は第２章で記したスピロピラン単

体の阻害剤と比べ、高い阻害効果と効率的な光制御を可能とした。特に、BDPSB は完全な

Eg5 活性の ON/OFF のような光スイッチに成功した。一方で、Eg5 に対するアフィニティは

低下したため、光スイッチ機構と強い阻害活性を両立するために、構造を改良する必要性

は生じた。 
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3.2 緒言 

 阻害剤として利用するスピロピランについても、他のフォトクロミック分子とは異なる

特徴が、構造と極性の可逆的な変化以外にも存在する。逆フォトクロミズムはその１つで

ある。逆フォトクロミズムは、光エネルギーを完全に遮断した状況で熱によって誘導され

るＭＣ型への変化である[79]。これは、スピロピランのπ-π二重結合の電子の移動によっ

て引き起こされると考えられており、極性溶媒または低いｐＨ条件下でＭＣ型へとゆっく

り変化する。また、ＭＣ型は一定の酸性溶媒にて MCH 型へと不可逆的な変化を起こすこと

も知られている[71]。さらに、ＭＣ型スピロピランの対イオン同士でダイマー化するなど、

制御できれば非常に有益な特徴を多数持つ。しかしながら、期待したような劇的な構造と

極性の変化は生じていないことが、第２章の各阻害剤の結果から示唆された。したがって、

フォトクロミック Eg5 阻害剤の光異性体間の阻害活性の差を大きくする（阻害活性の光制

御効率）ための、化学構造と分子的特徴の大きな変化を別の方法で誘導する必要がある（第

２章 2.2 緒言を参照）。 

 はじめに、Eg5 阻害剤の構造について再検証を行った。Eg5 阻害剤は、抗がん剤として極

めて有用であることから、STLC、Monastrol や ispinesib 以外にも多種多様な化合物が候

補として報告されている[80]。特に、in slico スクリーニングの向上によって、STLC とは

異なる阻害機構を持つ化合物なども報告された。GSK-1 や PVZB1194 は、ヌクレオチド結合

部位の裏側にあるα４, α6へリックスで構成された結合部位を標的とし、ATPase 活性の

他、微小管との結合にも影響していると考えられている[57,81]。これらの阻害剤は、ベン

ゼン環が２個連結した構造を基本とし、付随する官能基によって阻害活性に違いが生じて

いる。また、BI8 や CW069 など一部の阻害剤は、第２章で合成した L-cys-MASP に匹敵する

ような、比較的、大きな分子構造をもっている。これらの Eg5 阻害剤の多様性は、全て共

通の結合部位を標的にしていると考えられている。 

 第２章で合成した阻害剤の設計思想は、分子構造の片側を親水性、もう一方を疎水性と

する構造を骨格とした。これは、STLC や Monastrol などの比較的、初期に発見された Eg5

阻害剤の構造の基本を参考にしたためである。しかしながら、前述したとおり、ispinesib
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や GSK-1 などの新たに報告された Eg5 阻害剤の構造は、必ずしも STLC や Monastrol を模倣

しているとは言えない。Ispinesib、BI8 などの阻害剤の構造に注目すると、構造中心に親

水性の官能基が集中しており、それを囲うように疎水性の部位が配位されている（図 3-1

Ａ、Ｂ）。BI8-Eg5 複合体の結晶構造解析からは、α4、α6へリックスで構成された結合部

位に対して、疎水性部位が結合を支持し、点在する親水性の官能基がアミノ酸残基と相互

作用を起こしていた（図 3-1Ｃ）。Ispinesib のα2、α3へリックスと loop L5 で構成され

た標的部位に対する結合機構も、同じように考えられている（図 3-1Ｄ）。 

したがって、Eg5 阻害剤の構造を設計する上で、L-システインや、親水性と疎水性部位を

明確に分ける必要性はないと推測された。むしろ、疎水性の強いベンゼン環などを構造全

体に配位することが、安定した結合には不可欠であるとも考えられた。阻害機構に関して

も、ATPase活性に不可欠な、阻害剤が静電的相互作用すべきアミノ酸残基は限られている。

STLC の結晶構造解析では、カルボン酸が Arg221 と、アミノ基が Gly117 及び Glu116 と相

互作用していた。実際に機能しているのは L-システインではない。阻害機構に関しては、

構造レベルでは未だ不明瞭な部分が多いが、阻害剤の結合によって Eg5 のアロステリック

変化が阻害され、ATPase サイクルにともなう Eg5 の構造変化に異常を起こす。Eg5 阻害剤

の結合ポケットは、アロステリックな変化において、大きな動きが見られる構造に位置し

ていることからも、強固に結合することと少なからず周辺のアミノ酸残基と相互作用を起

こすことが重要である。 

 第２章のスピロピラン Eg5 誘導体は、全てフォトクロミック分子の導入個数は１つであ

る。また、フォトクロミック分子は分子構造と極性の２つのパラメーターが光異性化によ

って変化するスピロピランを使用した。しかし、光異性体間における阻害活性の光制御効

率の向上は認められなかった。その原因としては、（１）スピロピラン単体での構造及び極

性変化が期待したほど大きくなかった、（２）多くの Eg5 阻害剤は複数の芳香族を持つが、

スピロピラン単体ではその数が不足していた。特に、新たなフォトクロミック Eg5 阻害剤

を設計する上で（１）に注目した。１つのフォトクロミック分子では、Eg5 活性の光スイッ

チとして阻害活性の ON/OFF を可能とするほどの、光異性体間での劇的な構造変化は生じな
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いことは、第２章の結果から推測された。一方で、フォトクロミック分子を複数導入する

ことで光異性体間の構造と分子的特徴が、単体のときと比較して劇的に変化することが報

告されている。図 3-2 に示したように、Steinwan S らはアゾベンゼンをオリゴマー化する

ことで、光異性体間で大きな構造変化を起こすことに成功した[82]。アゾベンゼン単体で

は、trans/cis-体による立体配座と僅かな極性の光異性化であるが、オリゴマー化した場

合、trans-体では直鎖状の構造が cis-体ではコンパクトに折り畳まれた構造に光異性化す

る。また、スピロピランを複数個付加することで、MC型の双性イオンを利用して様々な機

能を付与することができる。例えば、複数個をポリマーに付加することで光制御が可能な

金属キレーター、ペプチドに付加することでヘリックス構造の光制御が可能である[83,84]。

したがって、フォトクロミック Eg5 阻害剤に導入するフォトクロミック分子の個数を増や

すことで生じる光異性体間の劇的な構造変化が、阻害活性の光制御の効率を向上すること

は十分考えられる。一方で、あまりに巨大な分子構造では Eg5 の阻害剤結合部位に結合で

きないと予想されるため、導入個数は２個とした。 

 本章では、ispinesib が複数の芳香環を持つことを参考に、スピロピランを２つ導入し

た新規フォトクロミック Eg5 阻害剤を設計、合成した。また、アゾベンゼンの構造が GSK-

1 などと類似していると予想し、２つのアゾベンゼンを持つフォトクロミック Eg5 阻害剤

も設計、合成した。これらの２つのフォトクロミック分子を持つ Eg5 阻害剤によって、Eg5

活性が効果的に光制御できるか検証した。 
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3.3 実験材料と方法 

3.3.1 試薬 

 試薬類は主に和光純薬工業（株）の製品を使用した。有機合成に関する試薬の一部は東

京化成工業（TCI）の製品を使用した。分子生物学実験について、オリゴヌクレオチドはユ

ーロフィンジェノミクス株式会社（旧、オペロンバイオテクノロジー株式会社）で合成を

依頼し、使用した。制限酵素などは東洋紡株式会社またはタカラバイオ株式会社のものを

使用した。pET21a ベクターおよび大腸菌 BL21(DE3)株は Novagen 社（現、メルクミリポア

グループ）から購入した。 

 

3.3.2 Eg5 モータードメインの調製 

 第２章の 2.3.2 と同様の方法で行った。 

 

3.3.3 Eg5 モータードメインの発現と精製 

 第２章の 2.3.3 と同様の方法で行った。 

 

3.3.4 kinesin-1 の調製 

 Kinesin-1 は本研究室の山田、宍戸らが調製したマウス脳由来 KIF5A cDNA（アミノ酸数

1-560）を組み込んだプラスミドを使用した。 

 

3.3.5 Kinesin-1 の発現と精製 

 第２章の 2.3.3 と同様の方法で行った。 

 

3.3.6 微小管の調製 

 第２章の 2.3.4 と同様の方法で行った。 
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3.3.7 蛍光標識微小管の調製 

 第２章 2.3.5 と同様の方法で行った。 

 

3.3.8 DSPPA の合成 

Ispinesib の構造を参考に、スピロピランを２つ導入した DSPPA は第２章 2.3.7 に記し

た SP-APA の合成方法を踏襲した。活性化エステルは通常、α位に配位した第 1級アミンと

優先的にペプチド結合を形成する。しかしながら、SP-APA の HPLC ピーク及び FAB-MS 解析

の結果から、α位とβ位に配位したアミノ基２か所とペプチド結合を形成した合成産物が

一定の割合で得られていることが判明した。この場合、スピロピランが２つ結合した構造

となるため、HPLC を用いてスピロピラン単一の SP-APA とは容易に分離精製が可能であっ

た 。 SP-COOH (78 μ mol) と 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide, 

hydrochloride (780μmol)、N-Hydroxy Succinimid (780μmol)を DMF 3mL に溶かし、室温

で 3 時間撹拌し、SP-COOH-(NHS)-ester を合成した。合成産物はシリカゲル(ultra-pure 

Wakogel C-200)を充填したオープンカラムクロマトグラフィーにアプライし、展開溶媒 

(80% chloroform, 20% methanol)で EDC、NHS を取り除いた。目的物を含む溶出液を回収し

てエバポレーターで溶媒を取り除いたら、残留物を DMF で再懸濁した。SP-COOH-(NHS)-

ester (20.0 µmol)を溶解した DMF 3.0 mL に、DL-2,3-ジアミノプロピオン酸（40.0 µmol）

を溶解した 50mM TEA-HCO3 (pH7.5) 1.3 mL を攪拌しながらゆっくり加え、室温で３時間攪

拌した。反応終了後、エバポレーターで溶媒を取り除き、残留物を 0.1M TEA-HCO3 pH7.5

で溶解したら、逆相クロマトグラフィーと SP-APA と異なるピークを回収し、エバポレータ

ーで溶媒を取り除いたら、残留物をメタノールで再懸濁し、フラッシュカラムで最終精製

を行った。DSPPA の合成確認は FAB-MS で行った（DSPPA C45H44N6O10 = 825.865；m / z 

828 + 1）。 

 

3.3.9 BDPSB の合成 

GSK-1 の構造を参考に、アゾベンゼンを２つ導入した（2,5-ジオキソ-1- {4 - [（E）-2-
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フェニルジアゼニル-1-イル]フェニル}ピロリジン-3-イル）スルファニル]ブタン二酸（以

下、BDPSB）を設計、合成した。チオール基反応性のフェニルアゾマレインナニル（PAM）

（82.32μM）と meso-2,3-ジメルカプトコハク酸（27.44μM）をテトラヒドラフラン（THF）

中で混合し、室温で 4時間攪拌した。合成産物を分取 TLC（PLC シリカゲル 60、MERCK）に

アプライし、展開溶媒（100％アセトニトリル）を用いて分離した。目的産物（Rf 0.03）

のスポットを含むシリカゲルを回収してメタノールで抽出したら、エバポレーターで溶媒

を取り除いた。残留物を 0.1％トリフルオロ酢酸で再懸濁したら、逆相クロマトグラフィ

ーで最終精製を行った。BDPSB の合成確認は FAB-MS で行った（BDPSB  C 36 H 28 N 6 O 8 

S 2 = 736.14; m / z 736 + 1）。 

 

3.3.10 光異性化の測定 

 第 2章の 2.3.9 と同様の方法で行った。 

 逆フォトクロミズムの発生は、DSPPA を DMF または Eg5 ATPase 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)に希釈したものを使用して測定し

た。可視光を 5～10 分間照射し、SP型に光異性化したことを吸光スペクトルで確認後、遮

光して 25℃で 1～5 時間静置した。逆フォトクロミズムによる吸光スペクトルの変化は、

光照射時と同様、メロシアニン型スピロピランに特異的な 500 nm 付近の吸光度ピークから

確認した。 

 

3.3.11 ATPase 活性の測定 

 以下に記述した条件以外は、第２章の 2.3.10 と同様の方法で行った。 

 Kinesin-1 (K560) は１分子でモータードメインを２個持つダイマー状態であるため、微

小管濃度依存性 ATPase 活性は 0.05 µM で行った。Kinesin-1 濃度以外の全ての実験条件は

Eg5 の場合と同一である。 

 微小管濃度依存的な Eg5 ATPase 活性の測定は、微小管濃度を 0～12 µM に変更して行っ
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た。また、添加するフォトクロミック Eg5 阻害剤の濃度は、DSPPA の場合は 2.5 µM、BDPSB

の場合は 80.0 µM で実施した。 

 Eg5 ATPase 活性の可逆的な光制御は、フォトクロミック阻害剤を含む DMF を最終濃度

5.0% (v/v)になるように加えた Eg5 ATPase assay buffer を用意し、繰り返し 2.3.9 で記

した条件で光照射を行った。ATPase 活性の測定は、前述の Eg5 ATPase buffer から新たな

1.6 mL マイクロチューブに分注してから行った。 

 

3.3.12 モーター活性の測定（微小管滑り運動） 

 第２章の 2.3.11 と同様の方法で行った。 
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3.4 結果と考察 

3.4.1 DSPPA による Eg5 ATPase 活性の光制御 

Eg5 の ATP アーゼおよびモーター活性を光可逆的に制御するために、新規フォトクロミ

ック Eg5 阻害剤、DSPPA（図 3-3）を設計、合成した。 DSPPA の合成は、確立された方法に

従って実施した(図 3-4)。L-システインの有無が、Eg5 阻害剤には必ずしも重要でないこと

は、モナストロールや、ispinesib などのその他の Eg5 阻害剤から示されている。しかしな

がら、Eg5 の STLC 結合部位をターゲットとした場合、多くの阻害剤は化合物の両極に芳香

族からなる疎水性部位と、システインなどのアミノ基に類似した極性部位を持つ。疎水性

部位と極性部位の重要性は、Eg5-STLC などの結晶構造解析や、各種阻害剤と Eg5 のシミュ

レーションから証明されている。疎水性部位は阻害剤の結合を支持し、アミノ酸部位はα

２、α３へリックス近傍のアミノ酸と相互作用することで、Eg5 の ADP 放出に関わる構造

変化を抑制すると考えられている[54,85]。スピロピランを２つ持つ化合物が効果的である

かどうか、Eg5 阻害剤とスピロピランの類似性を調べた結果、ispinesib がスピロピランの

構造に近いことが考えられた。Ispinesib は、STLC と同じ阻害剤結合部位を共有している

が、相互作用を起こすアミノ酸と結合方法に違いがある。しかしながら、単純な構造であ

り、合成の出発物質として用いてきた SP-COOH 単体は、Eg5 ATPase 活性に対して阻害効果

を持たないことが実験的に証明された（data not shown）。また、第２章で記述したように、

L-システインとスピロピランを結合させたフォトクロミック Eg5 阻害剤、L-cys-IASP や L-

cys-MASP は効果的でないことも明らかである。一方で、単純なアミノ酸とカルボキシル基

を持つ SP-APA, SP-ABA は低いながらも、SP-COOH とは異なり阻害活性を獲得した。また、

SP-lisine のようにスピロピランと官能基の距離が長いと、阻害効果が失われることも解

明した。化合物の中間位置にカルボキシル基を有する 2 つのスピロピランから構成される

フォトクロミック Eg5 阻害剤 DSPPA は、第２章で示したスピロピランを１つ導入したフォ

トクロミック Eg5 阻害剤と比較して、広範囲で構造変化が起こる。DSPPA の両端はＳＰ型

で疎水性、ＭＣ型で双性イオンによって極性を獲得する。これにより、単体のスピロピラ

ン由来フォトクロミック Eg5 阻害剤よりも光異性化により劇的な構造と親水性/疎水性の
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変化が生じ、Eg5 に対する阻害活性の光制御効率は向上することが期待される。 

図 3-5 は、DSPPA の光異性化が可逆的に発生するか、吸収スペクトル変化で確認した結

果である。SP型 DSPPA は、他のスピロピランと同じように約 500nm の吸収をほとんど示さ

なかった。 一方、366nm の UV 照射は MC 型への変換を誘導し、560nm での吸収スペクトル

ピークは時間依存的に増加した。また、これらの光異性化は可逆的であることも示された。

同様の方法で、UVおよび VIS 照射時の可逆的スペクトル変化は DSPPA を緩衝液中に溶解し

た場合でも観察された（図 3-6）。スピロピランのフォトクロミズムの１つに、暗所で室温

下に保管すると、時間依存的に逆フォトクロミズムが生じる。逆フォトクロミズムは、生

体物質に対して有害な UV 光照射を用いず、フォトクロミック分子の光異性体を制御でき

る。熱平衡状態において、C8位にカルボキシル基またはアルコール基が置換されたスピロ

ピランは、溶媒の極性に比例して、逆フォトクロミズムを示すことが報告されている[79]。 

実際、緩衝液中に溶解した SP 型 DSPPA は、25℃で暗所にて、時間依存的に MC 型に光異性

化することを示した（図 3-7）。また、暗所での SP 型 DSPPA の逆フォトクロミズムによる

MC 型への変換速度は、光照射よりはるかに低速であった。しかしながら、DMF 中の SP 型

DSPPA は逆フォトクロミズムによる MC型への変換は確認されなかった。 

 

Eg5 の Basal ATPase 活性に対する SP型および MC型の DSPPA の阻害活性を検証した（図

3-8A）。２つのスピロピラン部位を持つDSPPAは、STLCアナログとして設計したL-cys-LASP, 

L-cys-MASP よりも顕著に ATPase 活性を阻害した。さらに、SP型と MC型の光異性体間で阻

害活性の差も認められた。DSPPA の場合、これまでのフォトクロミック Eg5 阻害剤と異な

り、SP 型が MC 型よりも高い阻害効果を示した。それぞれの光異性体について、半数阻害

濃度（IC50）を測定した結果、SP 型の IC50値は 2.09±0.10μM であったが、MC 型の IC50値

は 3.67±0.12μM であった。Eg5 の微小管依存性 Eg5 ATPase 活性もまた、図 3-8B に示し

たように、DSPPA によって有意に阻害された。微小管存在下での Eg5 ATPase 活性の IC50は、

SP型で 3.77±0.27μMだが、MC型では阻害活性がより低下し、IC50は 7.67±0.31μMとな

った。さらに、阻害曲線はＳ字形をしており、DSPPA が複数の結合部位を有すると推測され
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た。また、DSPPA の光異性体の阻害活性の変化は、図 3-9 に示されるように光可逆的であっ

た。 

DSPPA の設計は、当初のスピロピラン誘導体から STLC アナログを参考にしたものと、大

きく考え方は異なっている。DSPPA が複数の結合部位を持つ可能性を考慮すると、果たし

て DSPPA が Eg5 に対して特異的であるかは疑問が残る。そこで、従来型キネシン（kinesin-

1）を用いて DSPPA の特異性を検討した（図 3-10）。結果として、従来型キネシン（kinesin-

1）に対しての DSPPA の阻害活性は、SP 型、MC 型ともに確認されなかった。我々はまた、

Eg5 と微小管との相互作用に対する DSPPA の影響を調べた。図 3-11 は、DSPPA の存在下で

の微小管濃度に対する Eg5 ATPase 活性を示す。Vmaxに関しては、SP型、MC 型ともにほぼ同

じ数値を示した。しかし、Kmtに関して注目すると、SP型 DSPPA の存在下では、微小管との

親和性が MC 型よりも低いことが示唆された。ATPase 活性の阻害効果に関して、微小管依

存性活性評価で光異性体間の差が大きくなったことからも、SP型 DSPPA は Eg5 と微小管の

相互作用を抑制するようなはたらきがあることが推測された。 

 

3.4.2 DSPPA による Eg5 モーター活性の光制御 

DSPPA が微小管依存性および Basal Eg5 ATPase 活性を光可逆的に制御できたことから、

次に Eg5 モーター活性の光制御を試みた。ローダミン標識した微小管を用いた微小管滑り

運動速度の測定は、確立された方法に従って実施した。微小管滑り運動速度はフローセル

に固定した Eg5 のモーター活性を意味する。DSPPA 非存在下における微小管滑り運動速度

は 23.22±0.381nm / s であった（図 3-12Ａ）。 一方、DSPPA の存在下では微小管滑り運動

速度は、コントロールと比較して、わずかに広い分布を示した。SP型 DSPPA における平均

速度は、図 3-12Ｂに示すように、15.70±0.535nm / s である、コントロールと比較して有

意な減少が見られた。しかし、MC 型 DSPPA における平均速度の減少は僅かであり、コント

ロールとほぼ同様の分布を示した（21.04±0.436nm / s）（図 3-12Ｃ）。また微小管滑り運

動の過程で、DSPPA 存在下では、運動活性評価の時間依存的に微小管の解離が見受けられ

た。微小管の解離頻度について、時間依存的に測定した結果を図 3-13 に示した。ATPase 活
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性、モーター活性の光可逆的阻害と同様、SP 型は MC 型に対して有意に微小管と Eg5 の相

互作用を阻害した。MC型 DSPPAにおける微小管の解離は、蛍光顕微鏡の励起光（530〜550nm）

が影響していることが予想された。観察前に366nm紫外光照射でMC型に光異性化したDSPPA

は、蛍光顕微鏡の励起光によって時間依存的に SP型へ光異性化したため、MC型でも SP型

で見られた微小管の解離が発生したと推測された。微小管濃度依存的 Eg5 ATPase 活性の阻

害実験では、Eg5 と微小管の相互作用に対して、光可逆的に抑制することが示唆された。第

２章で使用した L-cys-MASP と異なり、DSPPA による微小管の解離は、比較的穏やかであっ

た。また、微小管滑り運動速度の分布からも分かるように、モーター活性の阻害効果もあ

ることが確認された。しかしながら、モーター活性に関しては STLC のように完全に止める

ことはできなかった。このことは、微小管の解離現象とも関係しており、40 µM 以上の高濃

度の DSPPA 存在下では微小管の接着自体が見られなくなった。微小管濃度依存的 ATPase 活

性の結果から DSPPA は微小管との相互作用を抑制し、かつ ATPase 活性も阻害してしまうた

め、濃度を上げた場合、微小管滑り運動自体が観測できなかった。微小管との解離が生じ

たことは、DSPPA が既存の STLC などとは異なる阻害機構を有していることを示唆した。 

 

3.4.3 BDPSB による Eg5 ATPase 活性の光制御 

 石川らが報告したフォトクロミック Eg5 阻害剤である ACTAB は、STLC アナログとして設

計、合成されたアゾベンゼン誘導体である[20]。これは STLC のトリチル基と L-システイ

ンをアゾベンゼンで連結した構造を持ち、trans-cis 体の立体配座の変化で阻害活性を光

制御することを狙いとしていた。実際、ACTAB は Eg5 ATPase 活性およびモーター活性を光

可逆的に制御することに成功したが、trans-、cis-体間でさらに違いが生じるように改善

する余地があった。アゾベンゼンの立体配座の光異性化は平面的であり、したがって、ト

リチル基とL-システインの距離の変化は阻害効果に有意な差を生むには不十分であったと

予想される。アゾベンゼンはベンゼン環が２つ連結した極めて高い疎水性構造を持つが、

第２章のスピロピラン同様、それ単体では Eg5 活性に対して有意な阻害効果を発揮できな

かった。しかしながら、Eg5阻害剤であり、単純なベンゼン環骨格を持ったGSK-1やPVZB1194
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はアゾベンゼンに類似していると推測される。特に、GSK-1 に関連する報告ではベンゼン

環の片側に導入する官能基によって阻害活性が変化することも明らかになっている[81]。 

アゾベンゼン由来の新たなフォトクロミック Eg5 阻害剤を設計するにあたっては、さらに

DSPPA で得られた知見も参考とした。DSPPA は、２つのスピロピラン部位を ispinesib のキ

ナゾリノン部位、またはベンゼン環として模倣した。その結果、分子量 800 近くのペプチ

ドに匹敵する構造となったが、光異性体間で劇的な構造と特徴の変化が生じ、阻害活性の

光制御の効率を上げることに成功した。Ispinesib や BI8 といった Eg5 阻害剤は、極めて

疎水性の高い部位を分子構造の外側に配位し、中央部分や一部に親水性の高い構造を持つ。

DSPPA も分子構造の中心は親水性が高く、SP 型では外側は疎水性、ＭＣ型では親水性へと

変化することで、阻害活性が光制御されたと予想される。これらの知見から、新たなフォ

トクロミック Eg5 阻害剤は、構造中央に親水性を持ち、外側に疎水性を付与する構造とし

て設計した。 

 

スピロピラン誘導体同様、2つのアゾベンゼン部位から構成されるフォトクロミック Eg5

阻害剤、BDPSB を合成した（図 3-14）。 BDPSB の合成は確立された合成方法に基づき、チオ

ール反応性アゾベンゼン誘導体、4-（N-マレイミド）アゾベンゼンを 2,3-ジメルカプトコ

ハク酸の 2つのチオール基に組み込んだ（図 3-15）。BDPSB は分子構造の中心にカルボン酸

とスルフィド結合を持ち、分子構造の両端にアゾベンゼンが２つ付与されている。Trans-

BDPSB はベンゼン環が外側を向き、アゾベンゼンとマレイミドによって平面的な構造を維

持すると予想される。BDPSB は中心に親水性部位を持つが、スルフィド結合を介してマレ

イミドや、trans-アゾベンゼンの平面構造はフレキシブルに回転または折れ曲がることが

できる。一方、cis-BDPSB では両端のアゾベンゼンが内側に折り込まれたような構造をと

り、立体的には内側へ丸まったような構造に変化すると推測される。また、アゾベンゼン

も、スピロピランほどではないが、光異性体間で親水性/疎水性の極性変化が生じる。 

BDPSB の光異性化は、UVおよび VIS 光照射中の吸光スペクトル変化で確認した。 アゾベ

ンゼンの吸光スペクトルは、trans-cis 体の光異性化に伴って 300〜400nm の吸光ピークが
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変化することが知られている[59]。Trans-BDPSB のアゾベンゼンの窒素二重結合に由来す

る 330nm の吸光度のピークは、366nm の紫外光照射によって時間依存的に減少した（図 3-

16）。5分以上の照射を行っても、trans-体のピークが完全に消失しないことは、Behrendt

らの報告から一般的に知られており、cis-体は 20％程度の trans-体を含む[86]。一方、

cis-体から trans-体への光異性化は、cis-体への変化同様、可視光照射で時間依存的に起

こった。Trans-体への完全な移行も約５分で完了した。 

 

 BDPSB 光異性体が微小管依存性 ATPase 活性に与える影響を測定した（図 3-17Ａ）。BDPSB

のアフィニティは、DSPPA と比較して 10倍以上、低下した。しかしながら、光異性体間で

阻害活性に非常に有意な差が得られ、trans-体が 125 µM 以降 ATPase 活性を完全に止めた

のに対して cis-体ではほとんど阻害活性が見られなかった。半数阻害濃度（IC50）を測定

した結果は、Trans-BDPSB で 74.2±2.5 µM であったが、BDPSB では 500 µM 以上必要であっ

た。阻害効果の濃度依存性に注目すると、DSPPA 同様、trans-BDPSB はＳ字型となった。こ

れは、少なくとも、BDPSB は微小管存在下において標的結合部位を２か所持つことを示唆

した。Cis-BDPSB の阻害活性は、同濃度の trans 体と比較して非常に緩やかであった。一

方、光異性化で述べたように cis-体は 25％の trans-型を含むことから、完全に cis-型で

存在した場合の阻害曲線を算出し、破線で示した。破線に注目すると、trans 型がほぼ

ATPase 活性を阻害した 100 µM 付近まで cis-型は、理論上であるが、阻害活性を持たない

ことが判明した。 

 微小管が存在しない条件である Basal Eg5 ATPase 活性についても、微小管依存性と同様

に BDPSB 光異性体の阻害効果を確認した（図 3-17Ｂ）。驚くことに、Trans-BDPSB は 25 µM

をピークとした ATPase 活性の促進作用を発揮した。この促進作用は最大でコントロールの

4倍近くまで上昇したが、25～100 µM にかけてゆるやかに減退していき、100～ 150 µM で

は阻害作用へと変化した。特に 150 µM では、ATPase 活性はほとんど停止した。cis 体も、

trans 体と比較してゆるやかではあるが、ATPase 活性の促進作用が認められた。Cis-BDPSB

はの Basal ATPase 活性に対するアフィニティは低かったため、trans-型のような促進作用
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のピーク、阻害効果への変換は観測できなかった。Basal Eg5 ATPase 活性に対する Trans-

BDPSB のユニークな作用は、微小管依存性 ATPase 活性で示唆された標的結合部位のサブド

メインについて、その存在を強く支持した。微小管依存性 ATPase 活性の阻害曲線において、

BDPSB 0～50 µM までの阻害が比較的緩やかであったが、この濃度範囲は Basal ATPase 活

性における促進作用の発生範囲と一致した。したがって、BDPSB は ATPase 活性の阻害作用

以外に、促進作用を引き起こす結合部位の２か所を、Eg5 に対して獲得したと推測された。

阻害作用に寄与する結合部位については、Eg5 の微小管結合部位近傍が考えられ、BDPSB は

ATPase 活性の触媒である微小管の代替物として結合した可能性が考えられた。 

  

 BDPSB が Eg5 と微小管の相互作用に与える影響について、微小管濃度依存的 ATPase 活性

で検証した（図 3-18）。IC50に相当する 80 µM BDPSB 存在下で微小管濃度を 0～12 µM で変

更し、Vmaxと Kmtを測定した。Cis-体はコントロールとほぼ同じ値を示したが、trans-体で

は Vmaxと Kmt双方に有意な減少が確認された。したがって、trans-BDPSB は微小管と Eg5 の

相互作用を阻害することが示唆された。その原因としては BDPSB が微小管と競合する場合

と、微小管への結合力が非常に弱い Eg5・ADP 状態で阻害された場合の２つが推測される。

STLC, Monastrol の速度論的解析では、Eg5・ADP 状態で ATPase サイクルが停止していると

示唆され、微小管との結合力は低下した。BDPSB が獲得した２つの Eg5 結合部位の、少なく

とも１つは、STLC などと共通していると ATPase 活性試験から推定される。 

 アゾベンゼンはスピロピランと比較して、光応答性分子としての特徴は単純である。ス

ピロピランは MC型の双性イオン同士の静電的相互作用によるダイマー化や、逆フォトクロ

ミズムが発生するが、アゾベンゼンの光異性化は立体配座の変換のみで、可逆的かつ安定

である。しかしながら、BDPSB は２つのアゾベンゼンを持つ特異な構造であることから、阻

害活性の光可逆性や安定性に対して十分な試験を行う必要が考えられた。BDPSB の阻害活

性の光可逆性について、微小管依存性ATPase活性で測定した結果は図3-19に示した。Tran, 

cis 体ともに阻害活性の光可逆性は極めて高いことが示された。Eg5 ATPase 活性は可視光

照射の trans-体で阻害され、紫外光照射の cis-体では阻害されない、ほぼ完全な光制御に
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成功した。 

 BDPSB は ispinesib などの構造を参考に設計し、明らかな阻害効果も確認された。しかし

ながら、Kinesin Eg5 に対する特異性が保存されているか否かは証明されていない。そこ

で、従来型キネシンである kinesin-1 (K560)と Eg5 の双方に対する BDPSB 光異性体の阻害

活性を検証した。図 3-20 に各 BDPSB 濃度における Kinesin-1、Eg5 に対する阻害効果を測

定した結果を示した。Trans-BDPSB が ATPase 活性に影響しないことは、Kinesin-1 でも同

様であった。一方で、阻害活性を獲得した cis-BDPSB では、Eg5 と比較して有意な差は示さ

れたが、kinesin-1 の ATPase 活性を阻害した。Eg5 ATPase 活性の光制御が可能な濃度であ

る 100 µM 付近では、Kinesin-1 の半数阻害濃度（IC50）に匹敵した。 

 

3.4.4 BDPSB による Eg5 モーター活性の光制御 

 BDPSB は Eg5 ATPase 活性の光制御に成功した。しかしながら、微小管濃度依存性や Basal 

ATPase 活性の結果と総合的に考えて、Eg5 に対して２つの結合部位を持つことが示唆され

た。結合部位の候補として、微小管結合部位があることからも、キネシンの生理的機能に

重要なモーター活性に対する効果を検証する必要がある。DSPPA 同様、BDPSB のモーター活

性に対する影響を微小管滑り運動アッセイで測定した。微小管滑り運動速度は、50または

100 µM の BDPSB で行った。50 µM BDPSB を加えた場合の結果を、図 3-21 に示した。50 µM 

BDPSB では、コントロールの速度分布に対して trans-体、cis-体ともに大きな影響は見ら

れなかった。しかしながら、フローセルに固定された Eg5 に結合する微小管の個数の減少

が、cis-BDPSB では見られた。100 µM BDPSB を加えた場合の速度分布を図 3-22 に示した。

平均速度はコントロールで 11.54±1.65 nm/s、cis-BDPSB で 9.67±2.46 nm/s と少しの減

少が見られた（図 3-22Ｂ）。また、速度分布に関しても、コントロールと比較して cis-体

では分布が低速側に推移していることが示された。Tnras-BDPS の平均速度は 4.00±1.54 

nm/s となり、コントロールの半分以下まで減少した（図 3-22Ｃ）。速度分布をコントロー

ルと比較すると、有意にモーター活性が阻害されたことが明らかである。さらに興味深い

ことに、Eg5 と結合した微小管の数は著しく減少した。フローセル内の微小管の数はコン
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トロールと trans-BDPSB 存在下はほぼ均一であったが、cis-BDPSB 存在下では著しく減少

した。微小管の解離は DSPPA でも発生したが、BDPSB の場合、微小管と Eg5 の結合自体が

阻害されていた。DSPPA の場合、微小管はモーター活性による運動中に、時間依存的に剥が

れた。このことは、BDPSB が DSPPA とは異なる機構で微小管との結合を阻害していること

を示唆した。 
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3.5 第３章のまとめ 

DSPPA は Eg5 活性とモーター活性の両方を阻害した。阻害活性は SP 型で MC 型を大きく

上回り、光制御の効率も良好な結果を得られた。しかしながら、微小管に対する Eg5 の Kmt

と Vmax は DSSPA 存在下で光可逆的に減少した。DSPPA の阻害曲線はＳ字型を示し、これは

Eg5 に対して DSPPA が少なくとも２か所以上の標的結合部位を持つことを示した。DSPPA に

よるモーター活性の光制御は、ATPase 活性の結果から期待されたほど、有意に行われなか

った。一方でモーター活性によって運動する微小管の解離が時間依存的に見られたことか

ら、DSPPA は微小管と Eg5 の相互作用も光制御している可能性が示唆された。 

 

スピロピランを２つ導入することで、飛躍的に Eg5 活性の光制御が行われたことから、

アゾベンゼンについても同様の検証を行った。PVZB1194 や GSK-1 といったアゾベンゼンに

類似した Eg5 阻害剤が報告されていることから、それらの構造を参考に２つのアゾベンゼ

ンを導入したフォトクロミック阻害剤 BDPSB を合成した。BDPSB の微小管依存性 ATPase 阻

害活性は、DSPPA と比較して 10倍以上低下したが、光制御の効率は劇的に向上した。さら

に興味深いことに、微小管非存在下における Basal ATPase 活性では BDPSB によって Eg5 活

性の亢進が見られた。この亢進作用も、光可逆的に制御されており、trans-型では 25 µM

付近をピークに減少し、100 µM 以上では阻害作用に転じていた。また、微小管滑り運動の

結果から微小管の結合とモーター活性の両方が光可逆的に制御された。したがって、BDPSB

を用いることで Eg5 活性はほぼ完全に光制御することに成功した。  
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付図・付表 

 

 

図 3-1 Eg5 阻害剤 ispinesib と BI8 の Eg5 複合体の解析． 

（Ａ）BI8 の化学構造式。（Ｂ）Ispinesib の化学構造式。（Ｃ）BI8-Eg5 の結晶構造（PDB 

3ZCW）及び結合部位近傍のアミノ酸との相互作用部位。（Ｄ）ispinesib-Eg5の結晶構造（PDB）

及び結合部位近傍のアミノ酸との相互作用部位（Ｂ，Ｄは Talapatra SK. 2012 [55]から

引用。Ａ，Ｃは Myers SM 2016 [80]から引用）。 
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図 3-2 アゾベンゼンオリゴマーの光異性化． 

破線内はアゾベンゼン単体の光異性体を示す。オリゴマー化によって、trans-体と cis-体

の光異性体による立体的な変化が大きくなる。Trans－体では直鎖状だが、cis-体では折り

たたまれたような構造へ変化する（Steinwand S. 2016 [82]から引用）。 
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図 3-3 フォトクロミック Eg5 阻害剤；DSPPA の光異性体の化学構造式。 

可視光照射（ＶＩＳ）によってスピロ型（ＳＰ型）、366 nm 紫外光照射によってメロシアニ

ン型（ＭＣ型）へ光異性化する。左側に化学構造式を、右側に計算ソフトによって決定し

た立体的な構造の予想図を示す。 
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図3-4 フォトクロミックEg5阻害剤：DSPPAの合成。 

SP-COOHの合成はChen J [74]の方法にしたがって行った。合成の詳細については第3 

章3.3.8に記した。 
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図 3-5 DSPPA の有機溶媒内での光異性化に伴う吸光スペクトル変化。 

DSPPA は非極性溶媒の DMF で 10.0 µM に希釈した。（Ａ）366 nm 紫外光照射によるスピロ型

からメロシアニン型への時間依存的な光異性化。(Ｂ）可視光照射によるメロシアニン型か

らスピロ型への時間依存的な光異性化。 
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図 3-6 DSPPA の緩衝液中での光異性化に伴う吸光スペクトル変化。 

DSPPA は Eg5 ATPase assay 緩衝液(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)で 10.0 µM に希釈した。（Ａ）366 nm 紫外光照射によるスピロ型からメ

ロシアニン型への時間依存的な光異性化。(Ｂ）可視光照射によるメロシアニン型からスピ

ロ型への時間依存的な光異性化。 
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図 3-7 DSPPA の逆フォトクロミズムによる吸光スペクトル変化。 

DSPPA はＤＭＦ（Ａ）または Eg5 ATPase assay 緩衝液(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)（Ｂ）で 10.0 µM に希釈した。逆フォトクロミズムは可視

光光照射を 10分間行ったあと、遮光、室温で放置することで行った。 
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図3-8 DSPPAによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は3.3.11に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。（Ａ）DSPPA光異性体の

微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）DSPPA光異性体のBasal Eg5 

ATPase活性に対する阻害効果。 
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図3-9 DSPPAによるEg5 ATPase活性の可逆的な光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は3.3.11に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。DSPPA濃度は7.50 µMで

行った。 
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図3-10 DSPPAのEg5 ATPase活性に対する特異性。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は3.3.11に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。DSPPA濃度は7.50 µMで

行った。 
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図3-11 DSPPA存在下における微小管濃度依存的Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 

活性評価の条件は3.3.11に記した。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）

を示す。DSPPA濃度は3.0 µMで行った。 
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図3-12 DSPPAによるEg5モーター活性の光制御。 

モーター活性は微小管速度の分布から測定した。横軸は微小管の滑り運動速度を示す。

（Ａ）5.0% DMF、（Ｂ）10 µM SP-DSPPA、（Ｄ）10 µM MC-DSPPA存在下における個々の微

小管滑り運動速度を度数分布にした。 
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図3-13 DSPPAによるEg5－微小管相互作用の光制御。 

微小管滑り運動アッセイで測定した微小管について、測定開始時の個数を100％とした。

データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。コントロールは5.0% DMFを

含む条件である。 
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図 3-14 フォトクロミック Eg5 阻害剤；BDPSB の光異性体の化学構造式。 

可視光照射（ＶＩＳ）によって trans-体、366 nm 紫外光照射によって cis-体へ光異性化

する。左側に化学構造式を、右側に計算ソフトによって決定した立体的な構造の予想図を

示す。 
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図3-15 フォトクロミックEg5阻害剤：DSPPAの合成。 

SP-COOHの合成はChen J [74]の方法にしたがって行った。合成の詳細については第3 

章3.3.9に記した。 
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図 3-16 BDPSB の光異性化に伴う吸光スペクトル変化。 

BDPSB は非極性溶媒の DMF で 10.0 µM に希釈した。（Ａ）366 nm 紫外光照射による trans 体

から cis 体への時間依存的な光異性化。(Ｂ）可視光照射による trans 体から cis 体への時

間依存的な光異性化。 
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図3-17 BDPSBによるEg5 ATPase活性の光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は3.3.11に記し

た。（Ａ）BDPSB光異性体の微小管依存性 Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。（Ｂ）

BDPSB光異性体のBasal Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 
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図3-18 BDPSB存在下における微小管濃度依存的Eg5 ATPase活性に対する阻害効果。 

活性評価の条件は3.3.11に記した。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）

を示す。BDPSB濃度は80 µMで実施した。 
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図3-19 BDPSBによるEg5 ATPase活性の可逆的な光制御。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。活性評価の条件は3.3.11に記し

た。データは３回測定し、その平均値と標準偏差（S.D）を示す。BDPSB濃度は100 µMで行

った。 
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図3-20 BDPSBのEg5 ATPase活性に対する特異性。 

ATPase活性はコントロールのときの値を100％とした。データは３回測定し、その平均値

と標準偏差（S.D）を示す。活性評価の条件は3.3.11に記した。 
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図3-21 50 µM BDPSBによるEg5モーター活性の光制御。 

モーター活性は微小管速度の分布から測定した。横軸は微小管の滑り運動速度を示す。

(A-C)は微小管貼り付け操作直後における、フローセル内の様子を蛍光顕微鏡で撮影した

写真を示す、（D）5.0% DMF、（E）50 µM cis-BDPSB、（F）50 µM trans-BDPSB存在下に

おける個々の微小管滑り運動速度を度数分布にした。 
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図3-22 100 µM BDPSBによるEg5モーター活性の光制御。 

モーター活性は微小管速度の分布から測定した。横軸は微小管の滑り運動速度を示す。

(A-C)は微小管貼り付け操作直後における、フローセル内の様子を蛍光顕微鏡で撮影した

写真を示す、（D）5.0% DMF、（E）100 µM cis-BDPSB、（F）100 µM trans-BDPSB存在下

における個々の微小管滑り運動速度を度数分布にした。 
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第４章 

総括と展望 
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4.1 総括 

 本研究はスピロピランまたはアゾベンゼンを２つ導入したフォトクロミック Eg5 阻害剤

を用いて、Eg5 活性の光制御効率を向上させることに成功した。Eg5 阻害剤の多くは、α2，

α3ヘリックスと Loop L5 から構成された阻害剤結合部位を標的として、ADP 放出とモータ

ー活性を抑制する。一方で、PVZB1194 や BI8 といった比較的新しい Eg5 阻害剤の一部には、

α4，α6 ヘリックスで構成された別の阻害剤結合部位を標的としている。Eg5 阻害剤は数

多く存在しているが、その構造類似性や Eg5 の阻害機構には不明瞭な点も多い。これまで

ところ、Eg5 の阻害剤結合部位が他のキネシンには見られないことや、loop L5 によるアロ

ステリック変化が阻害活性に重要であることは共通している。また、阻害機構の解明のた

めには Eg5 の生化学的特徴のさらなる理解も必要となる。本研究で合成したフォトクロミ

ック Eg5 阻害剤は、Eg5 の阻害に関して既知の阻害剤と同程度の作用を示した。これらの

フォトクロミック阻害剤は Eg5 活性の高効率な光制御を可能とした。さらに、STLC や BI8

などとは異なる阻害機構を持つ可能性も、生化学的な実験結果から予想された。Eg5 活性

の光制御が可能となったことで、これを利用した阻害機構の解析も期待される。 

 

 第２章では、単一のスピロピランから既存の Eg5 阻害剤である STLC、ispinesib フォト

クロミックアナログを合成/設計した。これらの阻害剤はスピロピランの極性と構造変化に

よる光制御を狙って設計した。STLC アナログである L-cys-IASP は比較的、阻害活性と光

制御に有意な結果を得られたが、室温下でも自己触媒作用による分解が起きる不安定な構

造であった。L-cys-MASP は極めて高い阻害活性とその光制御に成功したが、微小管と Eg5

の結合部位を標的としていた。特に、Basal ATPase 活性にほとんど無効であったことから、

キネシンと微小管の結合阻害剤であることと推測された。STLCアナログに代えて、ispinesb

アナログとして SP-APA, SP-ABA, SP-lisine の異なる長さのアミノプロピルを持つフォト

クロミック阻害剤を合成した。SP-ABA で最も阻害活性と光制御の差異が認められたが、Eg5

に対するアフィニティは非常に低かった。 
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 第３章では、光異性体間で大きな阻害活性の差を得るためにスピロピランまたはアゾベ

ンゼンを２つ導入した DSPPA を合成した。生化学的実験結果から、DSPPA は Eg5 活性とモ

ーター活性の両方を阻害した。阻害活性は SP 型で MC 型を大きく上回り、光制御の効率も

向上した。しかしながら、微小管に対する Eg5 の Kmtと Vmaxは DSSPA 存在下で光可逆的に減

少した。DSPPA の阻害曲線はＳ字型を示し、これは Eg5 に対して DSPPA が少なくとも２か

所以上の結合部位を持つことを示唆した。DSPPA によるモーター活性の光制御は、ATPase

活性の結果から期待されたほど、有意に行われなかった。一方でモーター活性によって運

動する微小管の解離が時間依存的に見られたことから、DSPPA は微小管と Eg5 の相互作用

も光制御している可能性が示唆された。PVZB1194 や GSK-1 といったアゾベンゼンに類似し

た Eg5 阻害剤が報告されていることから、２つのアゾベンゼンを導入したフォトクロミッ

ク阻害剤 BDPSB を合成した。BDPSB の微小管依存性 ATPase 阻害活性は、DSPPA と比較して

10 倍以上低下したが、光制御の効率は劇的に向上した。trans-体で見られる阻害活性は、

cis-体ではほとんど見られなかった。このことは、BDSPB が Eg5 活性の光スイッチとして

十分に機能したことを示唆した。さらに興味深いことに、微小管非存在下における Basal 

ATPase 活性では BDPSB によって Eg5 活性の亢進が見られた。この亢進作用も、光可逆的に

制御されており、trans-型では 25 µM 付近をピークに減少し、100 µM 以上では阻害作用に

転じていた。また、微小管滑り運動の結果から微小管の結合とモーター活性の両方が光可

逆的に制御された。したがって、BDPSB を用いることで Eg5 活性はほぼ完全に光制御する

ことに成功した。 
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4.2 課題と展望 

 ２つのフォトクロミック Eg5 阻害剤、DSPPA と BDPSB は異なるフォトクロミック分子を

利用したにも関わらず微小管依存性 ATPase 活性に対する阻害曲線はＳ字形となった。ま

た、Basal ATPase 活性において、DSPPA で阻害、BDPSB では促進作用がそれぞれ見られた

ことからも、これらのフォトクロミック阻害剤は微小管ではなく Eg5 に結合していること

は明らかである。したがって、本研究では合成されたフォトクロミック Eg5 阻害剤は Eg5

に対して２つの結合部位を持っていることが強く示唆された。また、微小管滑り運動にお

いてキネシン Eg5 と微小管の結合が光可逆的に阻害された。阻害剤が結合した Eg5 が、微

小管に影響する現象については、BRD9876 による Eg5 活性の阻害を介して、Eg5 による微小

管のチューブリンポリマーの安定化を破壊することが報告されている[87]。また同グルー

プでは、細胞レベルでも Eg5 の不活性化が微小管自体の構造安定性に影響することを示唆

している。PVZB1194 や BI8 による Eg5 の阻害は、ヌクレオチド結合部位に結合しないにも

関わらず、ATP 競合型の阻害を示す[57,88]。これは阻害剤が結合したことで、Eg5 の構造

が ATP 結合状態に変化（アロステリック変化）したことが原因であること示唆されている。

その結果、STLC などが Eg5・ADP 状態で微小管との相互作用が弱くなる一方で、微小管との

相互作用は強くなる。これらの報告と DSPPA, BDPSB の微小管に対する阻害効果を考慮する

と、Eg5 への阻害剤結合が微小管との相互作用部位にアロステリックな変化を誘導してい

ることも十分に考えられる。 

 

DSPPA と BDPSB の Eg5 に対する結合部位として、既存のα2，α3 ヘリックスと loop L5

で構成された結合部位（仮に STLC 結合部位と呼称）、α4，α6ヘリックスで構成された結

合部位（仮に PVZB1194 結合部位と呼称）、または微小管結合部位の３カ所が予想される（図

4-1）。BI8 のように、Eg5 に対して２つの結合部位（STLC 結合部位と PVAB1194 結合部位）

を持つ阻害剤があることから[56]、BDPSB と DSPPA も上記２つの結合部位を持つと考えら

れる。しかしながら微小管と Eg5 の相互作用への阻害剤の効果を考慮すると、PVZB1194 結

合部位は相互作用を強くすることから、相互作用を阻害する BDPSB や DSPPA は STLC 結合部
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位または微小管結合部位を標的とする可能性が高いと予想された。一方で、BDPSB に関し

ては、Basal ATPase 活性の結果から微小管アナログのような機能を持つことも推測される。

BDPSB が微小管のキネシン触媒作用のようにはたらく場合、ATPase 活性の亢進が起きたと

予想できる。いずれにせよ、阻害剤の結合部位に関しては既存の報告例を含めて、新規の

可能性も考えた結合部位の特定が必要である。 

 

 BDPSB と DSPPA が Eg5 と微小管との相互作用を阻害する点は、既存の Eg5 阻害剤には見

られない。したがって、BDPSB と DSPPA は既存の STLC や PVZB1194 と異なる阻害機構を有

している可能性は、阻害剤の結合部位と同様に非常に高い。Eg5 阻害剤による阻害機構は、

STLC や Monastrol などの初期に報告された化合物については、よく議論と理解が進んでい

る。しかしながら、他に報告された多くの阻害剤については、十分な阻害機構の分子レベ

ルでの解析は進んでいない。新たな阻害剤結合部位が発見されたように、これらの Eg5 阻

害剤は結合部位を共有するが、ATP 加水分解サイクルにともなう構造レベルでの阻害機構

には違いがあると考えられる。図 4-2Ａは、これまでに解明された Eg5 阻害剤が Eg5 の

ATPase サイクルをどの段階で停止させているか、図に示したものである。前述のように、

各阻害剤が Eg5 ATPase サイクルのどの段階に影響しているかには、違いがある。STLC は

微小管との相互作用が弱い ADP 放出の段階を阻害している。一方、Ispinesib や Monastrol

は ADP・Pi 状態からリン酸イオン（Pi）を放出し、ADP 状態になる段階を阻害していると予

想される。また、結合部位が異なる PVZB1194 は微小管との相互作用が強くなる ATP 結合の

段階を阻害している。山本ら[89]は石川が合成したアゾベンゼン STLC アナログ ACTAB が、

蛍光標識 ATP を使用した速度論的解析を用いて、ATP 加水分解の段階を阻害している可能

性を示唆した。本研究で合成した DSPPA と BDPSB は、いずれも Eg5 と微小管の相互作用も

阻害したことから、Eg5・ADP 状態における微小管結合ステップに影響したと推測された（図

4-2Ｂ）。阻害剤の結合部位と合わせ、阻害機構が明らかとなれば、光制御の効率が向上し

た仕組みを理解することが可能である。 
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 フォトクロミック Eg5 阻害剤による Eg5 活性の光制御に成功したが、次の目標として細

胞分裂の光制御を試みている。図 4-3 は石川らが合成したフォトクロミック Eg5 阻害剤で

ある ACTAB を用いた、細胞分裂の光制御の予備的実験結果である。アゾベンゼン由来の

ACTAB は細胞培養条件の 37℃では trans-体として安定的に存在してしまうため、一定間隔

で 400 nm の青色 LED 光を照射して cis-体を維持した。Hela 細胞は 10%牛胎仔血清（Fetal 

Bovine Serum，ＦＢＳ)を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)を 6-well plate

に播種したものを、24 時間培養してから使用した。培養 24 時間後に、DMSO に溶解したフ

ォトクロミック Eg5 阻害剤を 0.20%含む 10%FBS/DMEM で培地を全量交換した。そのため、

細胞周期の同期などの処理は行っていない。Hela 細胞を 20 µM ACTAB 存在下で培養した結

果、48時間後の増殖率に変化が見られた（図 4-3）。興味深いことに、in vitro では trans-

体の方が cis-体よりも阻害活性が高いにも関わらず[20]、in vivo では逆転した。これは

cis-体に光異性化したことで、細胞膜透過性が変化したためと推測される。図 4-4 は実際

に 20 µM ACTAB で 48 時間処理した Hela 細胞の紡錘体形成を観察した結果である。Trans-

ACTAB ではコントロールと同じように双極紡錘体が多く見られた。しかし、cis-ACTAB では

STLC 処理などで Eg5 活性を阻害したときに見られる単極紡錘体が観察された。未だ統計学

的な処理や細胞周期の解析などは継続中であるが、フォトクロミック Eg5 阻害剤を用いた

細胞分裂の光制御が可能であることが示された。本研究で合成した DSPPA に関しては、同

様に HeLa 細胞への添加を行ったが、どちらの光異性体でも細胞への影響は見られなかった

（data not shown）。細胞内への導入には何らかの工夫が必要であるが、ACTAB を含め、細

胞分裂の光制御はフォトクロミック阻害剤で可能であることが推測された。 

 

 フォトクロミック Eg5 阻害剤による Eg5 活性の光制御の成功は、フォトスイッチング機

構を持ったナノデバイスによる生体分子及び細胞機能の光制御に向けての基礎的な研究結

果を提供した。図 4-5 に示したように、光スイッチング機構と持ったナノデバイスは３つ

のアプローチが計画される。本研究は、（1）で示したフォトクロミック阻害剤を介した“間

接的な”方法による生体分子や細胞機能の制御である。石川らが確立した ACTAB よりも、
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２つのフォトクロミック分子を同時に導入することで高効率なフォトクロミック Eg5 阻害

剤によって本アプローチは一定の成果を得た。また、岩田らはケージド化合物を用いて G

タンパク質の１つで細胞内シグナル伝達に重要な Ras タンパク質の多量体形成を、光制御

することに成功した[90]。これらの光スイッチングナノデバイスは、間接的または直接的

な方法で生体分子を制御するが、（３）は光応答性タンパク質と Eg5 を組み合わせ、光制御

可能な生体分子を合成するアプローチである。(1)、(2)のアプローチによる生体分子の光

制御に成功したことから、（３）による直接的な光制御は十分可能であると考えられる。本

研究で開発したフォトクロミック阻害剤を外部制御因子として応用すれば、より複雑な光

制御が可能なバイオナノマシンとなりえる。 
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付図・付表 

 

 

 

 

 

図 4-1 DSPPA 及び BDPSB の Eg5 阻害剤結合部位の考察。 

DSPPA と BDPSB はα2、α３ヘリックスと loop L5 で構成された“STLC 結合部位”と、α4，

α6ヘリックスで構成された“BI8 結合部位”の両方あるいはどちらかに優先的に結合する

と予想される。BI8 結合部位を標的としている場合は、周辺の微小管結合部位（MT-binding 

site）や Neck リンカーの構造変化に影響していると推測される。 
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図 4-2 DSPPA 及び BDPSB の Eg5 阻害機構の仮説。 

キネシンの機械的な仕組みはＡＴＰ加水分解サイクルと同調している。主に、ATP 加水分

解の各段階において、キネシンの構造と、それに伴う微小管との相互作用が変化する。（Ａ）

既存の Eg5 阻害剤（Ispinesib, Monastrol,PVZB, STLC）及びフォトクロミック Eg5 阻害剤

(ACTAB)が阻害する ATPase サイクルの段階の模式図。（Ｂ）本研究で扱ったフォトクロミッ

ク阻害剤（DSPPA, BDPSB）が阻害すると予想される ATPase サイクルの段階の模式図。 
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図 4-3 フォトクロミック Eg5 阻害剤 ACTAB による細胞増殖の光制御． 

Hela 細胞は 10％牛胎仔血清（ＦＢＳ）を含む DMEM 培地で培養した。継代後 48時間、細胞

を前培養したあと、0.2％ DMSO（コントロール）または 20 µM ACTAN を含む培地に全交換

して 48 時間培養を行った。trans-ACTAB は 37℃の細胞培養条件では安定して存在する。

Cis-ACTAB は 30 分に 3分間、400 nm LED 光を照射することで光異性化を保った。0、24、

48 時間後の細胞増殖数は４か所の定点観察写真から測定した。培地を全交換して 2時間後

を 0時間とし、そのときの細胞数を 1.0 として増殖率を計算した。（Ａ）アゾベンゼン由来

ＳＴＬＣアナログ; ACTAB の光異性化と化学構造式。（Ｂ）20 µM ACTAB 存在下における Hela

細胞の増殖率。 
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図 4-4 フォトクロミック Eg5 阻害剤 ACTAB による紡錘体形成の光制御。 

Hela 細胞の培養方法は図 4-3 に同じである。培養 48 時間後、細胞を 0.4% PFA で固定し、

0.1% Triton X-100 で処理したら免疫蛍光染色を行った。紡錘体を形成する微小管は一次

抗体にマウス IgG α/βチューブリンを、二次抗体に Alexa488 を使用した。染色体は DNA

を染色する DAPI と用いて検出した。免疫染色後、共焦点顕微鏡（Leica SP8）を用いて各

条件で培養した Hela 細胞を観察した。緑色は紡錘体、青色は染色体をそれぞれ示す。スケ

ールバーは全て 5 µm である。 
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図 4-5 光スイッチングナノデバイスによる生体分子の光制御に関する３つのアプローチ。 

石川（Ishikawa, 2014 [20]）及び本研究で扱ったフォトクロミック阻害剤は、間接的な Eg5

の光制御が十分に可能であることを証明した（1.Photocontrol of inhibitory activity）。

化学修飾法は、岩田（岩田，2015 [90]）によって多量体の形成の光制御が可能であること

を示した（2.Photocontrol of Multimerization reagent）。1と 2のアプローチは化学物

質を用いる手法であり、光応答性タンパク質などの Optogenetics による生体分子機械の制

御も、機械的仕組みに対する導入によって可能である（3.Photocontrol of Biochemical 

machine）。 
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