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Components of intracellular signaling are proteins and soluble small signaling molecules. The
 

distribution,propagation and specific interactions of the signaling molecules are important for
 

cells to respond various stimuli.By utilizing the chemistry of caged compounds,the intracellular
 

distribution of a signaling molecule can be controlled with high spatial and temporal resolution.

Caged compounds are the artificial molecules whose biological activities are masked by the
 

covalent attachment of a photochemically removable protecting group,and can induce a concen-

tration jump of the molecule of interest with temporally and spatially regulated manner upon
 

irradiation.Cell biological applications including,caged second messengers,caged proteins and
 

caged ribonucleic acids are discussed.
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複雑で高度に秩序化された細胞機能を制御するために，

生体はさまざまな情報をやり取りしている．これらはいく

つかの細胞内シグナル伝達系で制御されているが，より深

く理解するためには，シグナリングに関与する分子が，い

つ，どこで，どのように働くかを明らかにすることが必要

である．しかし，従来の方法論だけでは，この素過程を生

理的条件に近い時間および空間分解能で再現して解析する

ことは困難であった．蛍光プローブによるリアルタイム可

視化解析の進展は，このような解析を可能にする強力な方

法論を提供しつつある．このような状況下で，シグナル伝

達に関与する分子どうしの相互作用を，できるだけ生理的

環境に近い条件で再現する手法の重要性はますます高まり

つつある．筆者らの研究室では，ケージド化合物の化学を

活用して，細胞内あるいは細胞間での情報のやり取りを，

高い時間および空間分解能で操作する手法の開発を目的と

して研究を行っている ．ケージド化合物とは，光分解性

の保護基で生理活性分子を保護し，一時的にその活性を失

わせた分子のことである．光を照射することで，瞬時にも

との生理活性分子を出現させることができる．シグナル分

子が機能発現する時期と場所を，光を照射する時期と場所

で制御することが可能になり，照射光量で発現する量を調

節することも原理的には可能となるため，細胞機能の発現

に関与する分子の時空間動態をリアルタイムで制御する強

力な方法になりうる（図1）．本稿では，まず，筆者らのグ

ループで開発したBhc-ケージドcAMPの分子設計を簡単

に述べて，ケージド化合物の開発の背景にある思想の一端

を紹介する．続いて，ケージド化合物への光照射で実際に

細胞機能を制御した例をいくつかあげて解説する．

1. ケージド化合物

1.1 分 子 設 計

ケージド化合物と聞いて，おそらくほとんどの人が文字

通りカゴ型の分子を思い浮かべるであろう．しかし，ここ

でいうケージド化合物とは，生理活性あるいは分子の機能

をあたかもカゴ（cage）の中に閉じ込めた（caged）ように

不活性化した分子のことを指している．機能を閉じ込める
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のに，その形は必ずしもカゴ型である必要はない．もちろ

ん，このような分子設計が理想ともいえる．なぜなら，カ

ゴ状の分子に任意の分子を封入し，しかもそのカゴは光で

開くように設計することができれば，分子の大きさに合わ

せたカゴを何種類か用意するだけで，あらゆる分子をケー

ジド化合物に変換することができるからである．しかし，

このように都合のいいカゴ分子は現在のところ手に入らな

い．では，どうすればいいのか．機能の保護という観点か

ら考えれば，有機合成で得意とするところの保護基の化学

がそのまま使える．幸いなことに，光で外れる保護基がす

でにいくつか報告されている．そこで，その分子の求める

機能の発現に欠かせない官能基に光分解性保護基を導入す

ることで，さまざまな分子をケージド化合物に変換できる

ことになる．

ケージド化合物の合成に利用できる光分解性保護基とし

ては，2-ニトロベンジル基およびその誘導体が知られてい

て，すでにいくつかのセカンドメッセンジャー，神経伝達

物質，およびペプチドなどのケージド化合物合成に利用さ

れている．しかし，光反応の効率が低い，ケージ解除の反

応速度が遅い，ケージ解除後の副生成物に毒性がある，な

どの問題点も指摘されている．また，ケージド化合物とし

て現在手に入れることができる分子の種類は非常に限られ

ているため，誰でも簡単に自分の系に適用するまでには至

っていないのが現状である．そこで，2-ニトロベンジル基

にかわりうる新しい光分解性保護基がいくつか開発されて

いる．それらの中から，p-ヒドロキシフェナシル基とクマ

リニルメチル基の特性を表1にまとめた．

筆者らのグループでも，これまでに報告されているケー

ジド化合物の問題点を解決するべく研究を進め，新しい光

分解性保護基（ケージ）をいくつか開発してきた．なかで

も，Bhc基（6-bromo-7-hydroxycoumarin-4-ylmethyl基）

は，従来のものに比べてさまざまな点ですぐれていること

が明らかとなってきた．ケージとしてのBhc基は，①紫

外光によるケージ解除の効率が高い，②暗所での安定性

が高い，③2光子励起を利用することで近赤外光によるケ

ージ解除が可能である，④簡単な修飾を施すことでさま

ざまな方法で細胞内に導入することができる，などの特徴

をもつ ．

次節では，筆者らのグループで開発したBhc-cAMPを

例にして，ケージド化合物の設計思想について簡単に触れ

てみたい．

1.2 Bhc-cAMPの開発

cAMPには容易に修飾可能な官能基が3つある．環状リ

ン酸部位，アデニン環の環外アミノ基，およびリボース環

の2位ヒドロキシル基である．このうち，アミノ基あるい

はヒドロキシル基を修飾してもcAMPとしての機能には

ほとんど影響がない．それに対して，リン酸を保護してト

リエステルにすれば活性は止まる．光分解性保護基とし

て，Bhc基をリン酸に導入したのがBhc-cAMPである ．

Bhc基の構造上の特徴を簡単に記す．Bhc基の基本骨格で

あるクマリニルメチル基は，一種のアリールメチル基と考

えることができる．6位のブロモ置換基は，三重項への項

間交差を促進して光反応の量子収率を向上させるはたらき

と（光反応に三重項が関与しているので），7位ヒドロキシ

ル基のpK を下げて中性条件下でイオン化させるはたら

きを担っている（図2）．7位のヒドロキシル基のイオン化

によって，Bhc基の吸収極大波長はおよそ375nm，モル吸

光係数は18000M cm 程度となり，高い光反応効率を

示す要因のひとつになっている．実際，Bhc-ケージド化合
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図 1 ケージド化合物による細胞機能の光制御．

表1 ケージド化合物として用いることができる代表的な光

分解性保護基．

構造式

2-ニトロベ

ンジル型

ヒドロキシ

フェナシル型

クマリニル

メチル型

X P，C，A，H，S  P，C  P，C，A，H，Ph，K

λ (nm) 260-345 280 370-390

(M cm ) ～6000 1

H：

00 ～19000

Φ ～0.8 ～0.5 ～0.3

k(s ) ～10 ～10 ～10

導入が報告されている官能基（P：リン酸，C：カルボキシル

基，A：アミノ基，

てい

ヒドロキシル基，Ph：フェノール，S：

メルカプト基，K：ケトン）， 報告され

反応

る吸収極大波長，

モル吸光係数， 光 反応の量子収率， 光 速度の反応 定数．

学光



物を使えば，対応する2-ニトロベンジル型のケージド化

合物に比べて5分の1から10分の1程度の照射光量で，同

様の細胞応答を引き起こせることが確かめられている．

1.3 膜透過性ケージド cAMP：Bhc-cAMP/Ac

さらに，細胞内で使うためには，細胞への導入法を工夫

する必要がある．cAMPを例にして考えてみよう．未修飾

のcAMPは，環状リン酸部位がイオン化している影響が

強いため，ほとんど膜透過性がない．アデニンの環外ア

ミノ基にジアルキル基を導入したり，アデニン環に直接ブ

ロモ基を導入することで脂溶性を高めると，膜透過性の

cAMP誘導体とすることができる．また，リン酸イオンの

負電荷を，例えばアセトキシメチルエステルにしてマスク

すると，さらに膜透過性が向上する．これらはいずれも，

単純な拡散によって膜を通過し細胞内に入ると考えられ

る．

Bhc基は，中性付近のpHではそのほとんどがイオン化

しているので，ある程度の水溶性をもっている．実際，

Bhc-cAMPは膜透過性が低く，このままでは細胞内にほと

んど入らない．逆にこの水溶性を利用すると（Bhc-cAMP

は，pH7の緩衝液に500μM 程度溶解する），パッチピペ

ットに詰めて導入したり，マイクロインジェクションで導

入する実験に使うことができる．しかし，例えば一度に大

量の細胞集団あるいは組織に加える必要のある実験には，

このままでは使えない．そこで，Bhc基の７位のヒドロキ

シル基をアセチル化したBhc-cAMP/Acを開発した．ア

セチル基によって７位の負電荷がマスクされるので脂溶性

が高まり，より細胞膜を通過しやすくなると考えられる．

細胞内では，内在性のエステラーゼによってアセチル基が

加水分解され，再び負電荷が露出するので細胞外に出にく

くなる．生成したBhc-cAMPは，少ない光量で非常に効

率よく光分解してcAMPを放出することができる ．

Nishigakiらは，卵が放出するペプチドに対するウニ精

図2 cAMPのケージド化合物 (Bhc-cAMP)の分子設計．

図3 膜透過性ケージドcAMP (Bhc-cAMP/Ac)を用いた精子の走化性の光制御．
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子の走化性と細胞内シグナル伝達機構の関連を詳細に調べ

ている．精子は誘因性ペプチドの濃度勾配を感知して，卵

に向かっているときはまっすぐに，卵から離れるとターン

しながら進むことが知られている．この運動性は，細胞内

カルシウムイオン濃度（ Ca ）で制御されていると考え

られていて， Ca が低いときはまっすぐ進み，上昇す

るとターンすることも明らかになっている．ターンすると

きの Ca の上昇は，細胞内のcAMP濃度が上昇する

ことによるといわれていたが，精子の運動と Ca の濃

度変化を同時観察し，Bhc-cAMP/Acが無傷の精子に導入

されること，さらに紫外光照射によって放出されたcAMP

が， Ca の上昇と走化性ターンを引き起こすことを証

明した（図3）．激しく運動している精子の運動を乱すこ

となく，細胞内のcAMP濃度を瞬時に上昇させる方法は

これ以外にないといえる．まさに，ケージド化合物の特性

を生かしきった実験ということができる．

2. 細胞機能の制御

ケージド化合物を用いて細胞機能を光制御した報告の中

から，4例を選んで紹介する．この分野は，日本人の手にな

る素晴らしい仕事がいくつもある．そちらは，ご本人たち

が書かれた非常にわかりやすい解説記事があるので，ぜひ

ご参照いただきたい ．

2.1 膜透過性ケージドイノシトール三リン酸

細胞質のカルシウムイオン濃度が，リンパ系細胞の遺伝

子発現，分化，増殖などの活性化に重要であることがわか

っている．ケージドイノシトール三リン酸（InsP ）の光活

性化により，強制的にカルシウムスパイクを起こすことが

できる．光照射の強さと間隔を制御することで，カルシウ

ムスパイクの繰り返しの頻度と間隔を制御するような膜透

過性のケージド InsP 誘導体cmInsP /PM が，Tsienら

によって報告されている ．cmInsP /PM は，InsP の活

性発現に重要な2位のヒドロキシル基を4,5-dimethoxy-

図4 膜透過性ケージド InsP (cmInsP /PM)による遺伝子発現の光制御．

図5 NVOC-ケージドタンパク質．
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2-nitrobenzyl基（DMNB基）で保護し，さらに3つあるリ

ン酸の負電荷がすべてPM エステルでマスクされている

ので，拡散によって膜を通りやすくなっていると考えられ

る．細胞内では，エステラーゼのはたらきでPM エステル

が加水分解されて負電荷が再生される．水溶性が高くなっ

て細胞外へ漏れにくくなるので，ケージド InsP 誘導体で

あるcmInsP が細胞内に蓄積する．ここで光照射すると，

2位のDMNB基が外れて InsP とほぼ同等のはたらきを

するmInsP が放出され，それに応じて Ca も上昇す

る（図４）．この効果は，さまざまな培養細胞株（HeLa，

HEK293，REF-52，T84，RBL-2H3など）で観測すること

ができた．

リンパ系の細胞で Ca が上がると，活性化されたカ

ルシニューリンが細胞質中の転写因子NF-ATを脱リン酸

化する．脱リン酸化されたNF-ATは核へ移行し，他のタ

ンパク質とともにDNAに結合して，下流の遺伝子，例え

ば IL-2などの発現を活性化する．Tsienらは，RBL-2H3

細胞を用いて，この活性化の強さをレポーター遺伝子の発

現でモニターしながら，InsP Rの活性化による Ca

の上昇パターンの遺伝子発現への影響を調べた．ケージド

InsP へ適当な間隔でパルス的にUV光を照射すると，任

意の大きさと頻度のカルシウムスパイクを人工的に起こす

ことができた．1分間隔で16発のUV光をパルス的に照

射したときに最も遺伝子発現の効率が高く，例えば，同じ

光量で間隔を3分にしたときの3.5倍発現レベルが高かっ

た．これは，ケージド化合物を使うことによって，細胞に

余計な摂動を与えずにその機能を制御することに成功し，

しかもバイオロジカルに意味のある実験をした好例といえ

る．

2.2 ケージド転写活性化因子 GAL4

細胞内の主役分子はタンパク質である．タンパク質のケ

ージド化合物を使えば，より直接的に細胞機能を光制御す

ることができる．ケージドタンパク質を合成する方法はす

でにいくつか報告されている ．図5にはそのうちのひと

つを示した．2-nitroveratryloxy chloroformate (NVOC-

Cl)は，タンパク質中のLysのアミノ基と選択的に反応し

て，対応するカルバメートを生成する．複数のLysを

NVOC基で修飾したタンパク質は，その機能を失うことが

期待できる．2-ニトロベンジル型の光分解性保護基である

NVOC基は光照射で脱保護できるので，もとのタンパク質

を生成し活性が回復する（図5）．次に，この方法で合成し

たケージドタンパク質の例を2つ紹介する．

1つの細胞だけでねらった遺伝子の発現を制御する方法

として，転写活性化因子GAL4VP16融合タンパク質のケ

ージド化合物が報告されている ．GAL4VP16にNVOC-

Clを反応させると，14個あるLysのうち８個が修飾され

たケージドGAL4VP16を合成することができた．UAS

lacZ の導入によりGAL4依存的にβ-ガラクトシダーゼ

を発現するように改変されたショウジョウバエ胚に，合成

したケージドGAL4VP16を導入してもβ-ガラクトシダ

ーゼの発現はみられず，GAL4の転写活性化能はほぼ消失

していることが確かめられた．一方，UV光を照射した細

胞では，未修飾のGAL4を導入したものに比べて74%ま

で転写活性化能が回復することも確かめられた（図6（a））．

また，UV光の照射領域を5～10μmに絞ることで，転写

誘導を1細胞のみに限定することも可能で，β-ガラクト

シダーゼの発現を指標にして細胞をマーキングすることが

できる．これを利用すると，例えば細胞運命を解析する実

験がより簡単にできるようになる．ケージドGAL4VP16

をアフリカツメガエルの胚に導入して使用した例も報告さ

れている．この方法は，GAL4依存的に発現するような外

来性DNAの発現制御に限定されるが，時間と空間を限局

した異所発現のシステムとして利用価値は高い．

2.3 ケージドモノクローナル抗体

内在性のタンパク質のはたらきを光照射によって特異的

に阻害する方法として，機能阻害抗体のケージド化合物が

Bonhoefferらによって報告されている ．脳由来神経栄

養因子（BDNF）の阻害抗体をNVOC-Clで修飾すると，

BDNFへの結合能はほとんど消失する．このケージドモノ

クローナル抗体（mAb）にUV光を照射すると，BDNF

への結合が回復し，そのはたらきを効果的に阻害すること

が，培養神経細胞の系で確かめられている（図6（b））．さ

図6 (a)ケージドGAL4．NVOC基で修飾したGAL4VP16
には転写活性化能はない．光照射してNVOC基を外すと標

的配列UASに結合して下流の遺伝子の転写が開始される．

(b)ケージドモノクローナル抗体．EGFの機能阻害抗体を

ケージド化合物にすると，光照射した場所だけでEGFの機

能を阻害することができる．
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らに，マウス脳海馬領域のスライスサンプルにケージド

mAbを灌流しながら， 長期増強（LTP）誘導への影響を

調べると（BDNFの阻害抗体の存在によってLTPが抑制

されることが知られているので），CA1領域のみをごく短

時間UV光照射してBDNFのはたらきを抑えただけで，

LTPの強度が有意に減少することも確かめられた．

たとえ，ケージド化合物に光照射する領域を絞ったとし

ても，生成した分子が自由に拡散してしまえば，局所的な

活性化（または不活性化）を達成したことにはならない．

CA1領域へのスポット光照射（直径800μmぐらい）によ

って生成したBDNF阻害抗体は，1時間後でも約60%が

そこにとどまっていた．BDNFの機能阻害によるLTPへ

の影響はこれよりずっと速い過程なので，拡散はまったく

問題にならない．すなわち，スポット光照射によるケージ

解除で生成した機能阻害抗体は，拡散して空間分解能が低

くなることなく，局所的にBDNFの機能を阻害すること

ができたわけである．

2.4 ケージドmRNA/DNA

時間と空間を限定した異所発現の方法として，プラスミ

ドDNAのケージド化合物とmRNAのケージド化合物が

報告されている．

Haseltonらは，プラスミドDNAを1-(4,5-dimethoxy-

2-nitrophenyl)diazoethaneと反応させて，インターヌク

レオチド結合のリン酸部位を1-(4,5-dimethoxy-2-nitro-

phenyl)ethyl基（DMNPE基）で修飾する方法を報告し

た ．green fluorescent protein (GFP)発現プラスミド

（pGFP）をケージングし，HeLa 細胞にトランスフェクシ

ョンすると，GFPの発現はコントロールの25%まで抑え

られていた．これに365nm光を照射すると，最高で50%

までGFPの発現が回復した．平均してプラスミド1分子

（約10000個のリン酸ジエステル結合を含む）あたりおよ

そ270個のDMNPE基が結合していることがスペクトル

測定から見積もられているが，未修飾のプラスミドとの分

離等の操作はなく，ここで得られた結果はランダムに

DMNPE基が結合した混合物によるものと考えられる．プ

ラスミドDNAのケージングは，in vivoでの発現制御に

利用することもできる．ルシフェラーゼ発現プラスミド

（pCEP-luciferase）をDMNPE基で修飾し，遺伝子銃でラ

ット皮膚の直径1cmほどの領域に導入後UV光を照射す

ることで，ポジティブコントロールの17%程度までルシ

フェラーゼを発現させることに成功している．

Andoらは，mRNAに 6-bromo-4-diazomethyl-7-hy-

droxycoumarin (Bhc-diazo)を反応させてBhc-ケージ

ドmRNAを合成している ．GFPをコードするmRNA

（Gfp mRNA）をBhc基で修飾し，1細胞期のゼブラフィ

ッシュ胚に微量注入しても，GFP由来の蛍光はほとんど

観測されない．一方，ケージドmRNAを導入後，紫外光

を照射した胚では，GFPの生成による緑色の蛍光が有意

に増大していた．この場合も，mRNAのインターヌクレ

オチド結合にBhc基がエステルとして結合し，タンパク質

への翻訳が阻害されたと考えられる．Bhc基は370nm近

辺の紫外光照射で効率よく外れるので，そこから一気にタ

ンパク質合成が開始されたと考えられる（図７）．Bhc基の

結合によって，注入されたmRNAの安定性も増大してい

る．ゼブラフィッシュ胚に注入した未修飾のmRNAのほ

とんどが受精後15時間以内に分解してしまうのに対し，

Bhc-ケージドmRNAは，24時間後でもかなり残ってい

ることが確かめられている．これに関しては，開発の経緯

および実験法に関する詳しい日本語の解説があるので，そ

ちらも参照していただきたい ．

ケージド化合物による機能性分子の光制御法が目指すと

ころは，結局のところ，どれだけ生理的な環境を再現した

方法で細胞機能を人工的にあやつれるかという点にある．

特に，細胞内シグナル伝達にかかわる分子をケージド化合

物に変換し，機能発現する場所と時間を制御することがで

図7 Bhc-ケージドmRNA．
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きれば，情報伝達の特異性を解明する手がかりが得られる

であろう．例えば，細胞内では，共通のシグナル伝達の機

構を使用しているにもかかわらず，入力としての刺激が異

なればその結果出力されてくる細胞応答も異なる．これ

は，シグナル伝達に関与する分子の時空間動態を厳密に制

御することによっていると考えられる．蛍光プローブによ

る可視化解析とケージド化合物による局所活性化を組み合

わせる手法は，このような分子の時空間動態の制御のしく

みを解析する強力な手法となるであろう．また，生体内で

は，ゲノム上のすべての遺伝子がいつも発現しているわけ

ではない．いつ，どこで，どの遺伝子が，どれだけの期間

発現しているかは，厳密に制御されている．本稿でもいく

つか紹介した遺伝子機能の光制御法は，解析対象の遺伝子

が本来もっている機能を解析する技術として貢献するであ

ろう．
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