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研究成果の概要（和文）：本研究では、光増感剤とペプチド/タンパク質を組み合わせた分子ツール（機能性光
増感ペプチド; FPP）を開発し、細胞機能を光で時空間的制御して観察する技術を確立した。 具体的には、まず
FPP設計の指針確立に向けて、光増感剤近傍部位の配列の影響を解明した。さらに、本技術を利用して、光増感
RNAキャリアを用いた2種類のRNAの時差導入とRNAi誘導法の確立、素早い一過的な導入特性を生かしたアポトー
シス誘導の細胞周期依存性の解明、マウス胚内の1細胞へのRNA導入などに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a molecular tool combining a photosensitizer and
 a peptide/protein (functional photosensitizing peptide; FPP) to establish a technology for the 
spatiotemporal control and observation of cellular functions by light. First, we elucidated the 
effects of the amino acid sequence near the photosensitizers to support FPP design. Furthermore, by 
using this technology, we established a method for light-directed cytosolic delivery of two 
different RNAs, clarified the cell cycle dependence of apoptosis photo-triggered using a FPP, and 
succeeded in photoinduced RNA delivery into a single cell in mouse embryos.

研究分野：生体分子工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光増感剤近傍配列の影響の解明結果は、生命科学研究や光線力学療法のツールとなる幅広い標的機能を持つFPP
の設計に役立つ。２波長の光による２種類のRNAの一過的導入法は、複数のRNAによる様々な細胞機能の誘導に応
用可能である。Fucci-PCI法はペプチド/タンパク質機能の細胞周期依存性を解析するための有望なツールになる
と考えられる。マウス卵細胞および初期胚における細胞質内FPP導入の時空間制御法については、哺乳動物の初
期発生研究への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、光で細胞の機能を時空間的に制御する方法の有用性に注目が集まっている。 例えばオ
プトジェネティクス（対象生物に遺伝子工学的に組み込んだ光応答性タンパク質の機能を光制
御する方法）は、特に脳神経系の働きを調べるうえで極めて重要な手法になってきている。この
手法は大変有用であるが、光応答性タンパク質の作用が直接及ばない現象の制御は不得意であ
り、対象生物は遺伝子組換えしたものに限られる。 遺伝子組換え不要な方法としては、ケージ
ド化合物を用いた細胞機能の光制御法が挙げられるが、ケージド RNA やケージドタンパク質を
用いた光制御をする場合は、その細胞内導入が前提条件となる。 

本研究で開発する（機能性光増感ペプチド：Functional Photosensitizing Peptide/Protein; 
FPP）は、細胞膜透過性ペプチド (CPP)＋機能性ペプチド／タンパク質＋光増感剤の三者を結合
させたものである。FPP は、細胞に投
与するとエンドソーム内に蓄積して
しまうが、光増感剤を起爆剤として
用いることで光依存的なエンドソー
ム脱出（細胞質内移行）が可能であ
る 。 こ れ は photo-chemical 
internalization (PCI)と呼ばれる
機構である。我々は、この機構で働く
FPP の一種として光増感 RNA キャリ
アを最近開発した（図 1）1-4。 この
光増感 RNA キャリアを用いると、通
常のトランスフェクション法とは異
なり、照射領域特異的な RNA 導入が
可能である。 この方法に基づいて、
光照射領域特異的にRNAiを誘導する
ことも可能になった。 また、光増感
RNA キャリアと同様な分子設計によ
り、アポトーシス誘導ペプチド（Bim）
を機能部位とする FPP も創り、アポ
トーシスの光誘導も可能になった 5。 
 

２．研究の目的 

本研究では、光増感剤をベースとした分子ツール（FPP）を開発し、細胞機能を光で時空間的
制御して観察する手法を確立する。これを生殖・発生・分化機構の解明と光制御に応用する。 こ
の FPPは、光増感剤をペプチド／タンパク質と結合させた分子である (図 2)。 

ここで開発する FPP は、「超低侵襲」、「可視光や近赤外光で作動」、「高い時空間分解能」など
の特長をもつ分子ツールである。 空間分解能に関しては、1 細胞を狙いうちして FPP を作動さ
せることも可能である。 数秒～数十秒の光照射で一気に細胞質内に導入できるため、時間分解
能も高い。 FPP技術の問題点は、機能性ペプチド部位を様々に変えた FPP の作製成功率が高く
ない点と、生命現象の解明への応用例が乏しい点であった。 前者については、FPP の詳細な設
計指針が定まっていないことが直接の問題点であり、この点を本研究で解決する。 後者につい
ては、本研究において FPPの高い時間分解能と空間分解能の利点を示すことを念頭において、生
命現象の解明と光制御に応用する企画を複数実施する。これらにより FPP 技術の有用性を示す
ことが目標である。 
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図１．光増感RNAキャリアによる光依存的なRNAの細胞質内導入
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３．研究の方法 

(1) FPP の設計指針確立に向けた光増感剤近傍配列の影響の観測：FPPの例として、Tat-Bim-PS
（CPP である Tatとアポトーシス誘導ペプチド Bimと光増感剤(PS)の複合体）および、Tat-U1A-
PS（Tatと RNA結合タンパク質 U1A と光増感剤の複合体）を用いた。光増感剤に接する配列とし
て、２残基のアミノ酸配列 XX（同一アミノ酸の連続）を導入した Tat-Bim-XX-PSや Tat-U1A-XX-
PS などを作製した。光増感剤には一重項酸素生成能の低い Alexa Fluor 546 と一重項酸素生成
能の高い Eosinの 2種を用いた。１アミノ酸の Xリンカーではなく XX リンカーにしたのは個々
のアミノ酸の性質に基づく影響を近傍の光増感剤に強く与えるためである。XX リンカーとして
は、疎水性（X = A, F, L, V, W）、酸性（D, E）、塩基性（K, R, H）および極性（G, N, S）な
どの性質をもつ 13 種類を試し、一重項酸素生成能に与える影響や、PCI に基づく細胞質内 FPP
導入効率の比較などを行った。 

(2) ２波長の光による２種類の RNA の一過的導入：赤い光に応答する Tat-U1A-Alexa546 と、近

赤外光に応答する Tat-U1A-DY750 という２種類の RNAキャリアを作製した。これらによる RNAの

細胞質内導入量について、蛍光顕微鏡による観測と画像解析により時間経過にもとづく変動を

追跡した。また、上記２種類のキャリアと２種類の光を用いて、0.5 ～8 h の時間差で２種類の

shRNA の導入を試みた。RNAi による２種類の遺伝子の時間差ノックダウンも試みた。 

(3) FPPを用いたアポトーシス誘導の細胞周期依存性の解明：細胞周期インジケーターFucci2 を
発現する細胞に、光依存的に Tat-Bim-PS を一過的導入し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて
細胞を追跡して、導入時の細胞周期と Bim によるアポトーシス誘導効率の関連性を調べた。アポ
トーシスは NucView 405により可視化した。 
(4) FPP を用いた PCI 機構の解明：FPP の細胞質内導入における、温度の影響については、微小
温度計をマイクロウェルプレート底面の温度を測りつつ恒温器で温度調節して、各温度のとき
に光照射することで温度による PCI の違いを検討した。pH の影響については、プロトンポンプ
阻害剤 BA1を用いた実験、および NH4Cl 投与による細胞内 pH上昇実験により調べた。 Ca2+につ
いては蛍光性プローブ Fluo-4 を用いることでイメージングした。 
(5) 哺乳動物卵細胞および初期胚における細胞質内 FPP 導入の時空間制御：遺伝子工学的に、卵
活性化因子（Phospholipase C zeta; PLCζ）を含む Tat-PLCζを作製し、その C 末 Cysとマレ
イミドとの反応により光増感剤を結合して、TatPLCζ-PS を作った。これをマウス卵に投与し、
その溶液条件や光照射の強度などを検討した。また、マウス受精卵および 2～16細胞期の初期胚
に対して、Tat-U1A-PSを用いて shRNAを光依存的に導入した。各時期の１細胞に anti-aPKC shRNA
を導入し、その後のノックダウンおよび胚の形態を観察した。 

 

４．研究成果 

(1) FPPの設計指針確立に向けた光増感剤近傍配列の影響の観測 6：これまで数例の FPP を開発
済みであるが、光応答性を高めるための検討は不十分である。特に光増感剤の付加部位の近傍配
列は光応答性に影響する可能性が高いため、本研究で検討を行った。 私達は、光増感剤に隣接
するアミノ酸リンカー配列（XX）を設けた Tat-Bim-XX-PS や Tat-U1A-XX-PSを作り（図３上）、
XX リンカー部分が PCI 効率に及ぼす影響を調べた。その結果、疎水性の FF および LL リンカー
が Tat-Bim-XX-PS および Tat-U1A-XX-PS の両方の PCI 効率を
向上させることが判明した（図３）。また、一重項酸素の測定
を行った結果、リンカーは光増感剤の一重項酸素生成能に影
響を与えており、そのことが PCI 効率に影響したと考えられ
る。PCIに有利なリンカー配列の順位は、Cargo部位 (Bim/U1A)
や光増感剤部位(Alexa546/eosin)を変更すると多少変わった
が、おおむね似ていた。これらの結果は、PCI や光線力学療法
において幅広い標的機能を持つ FPP（CPP-Cargo-PS 複合体）の設計に役立つと考えられる。 

 

図 3. 用いた FPP の構造模式図（右上）および、様々な XX 配列をもつ Tat-Bim-XX-Alexa546
の細胞内導入（３段目が光照射後の像）、導入 5 時間後におけるアポトーシス誘導（緑色蛍光像）． 



(2) ２波長の光による２種類の RNA の一

過的導入 7：多くの細胞内事象は、複数の

RNAの時間的な発現上昇によって制御され

ていると考えられているが、これらの RNA

の発現上昇のタイミングは必ずしも同じ

ではない。本研究では、私たちが開発した

（FPP の一種である）光増感 RNAキャリア

により、短時間に高濃度の RNAが誘導され

ることを、まず明らかにした。この効果は、

機能性 RNA による細胞内イベントの時間

制御にとって有益である。次に、2 種類の

RNAの短期間の細胞内濃度上昇を異なるタ

イミングで刺激した。1 つ目の RNA の細胞

質への導入は赤色光で、その後、2 つ目の

RNAの細胞質への導入は近赤外光で誘導し

た（図４）。第一の RNA と第二の RNA の導

入の時間差は、0.5-4時間程度の短い場合

でも 8 時間以上の長い場合でも可能であ

った。この方法は、時間依存的な RNA濃度

の制御により、複数の RNAによる様々な細

胞機能の誘導に将来的に応用可能である。 

 
図４. 赤色光および近赤外光(NIR）による 2

種類の RNA の時間差導入．FAM 標識した RNA と TAMRA 標識した RNA の 2 h または 4 h の時間差導入

を示す． 
 
(3) FPPを用いたアポトーシス誘導の細胞周期依存性の解明 8：細胞周期と生体高分子の生理活
性の関連性を調べるには、細胞内への取り込みに時間がかかることが妨げになる（細胞周期の複
数の時期をまたがってしまうからである）。本研究では、FPP による光依存的に生理活性ペプチ
ド／タンパク質を即時・一過的に細胞質内導入する方法を利用し、ペプチド／タンパク質機能の
細胞周期依存性の解明に取り組んだ。具体的には、細胞周期インジケーターFucci2 を発現する
細胞に、光依存的に Tat-Bim-PSの一過的導入を行った。光照射による細胞質内への Tat-Bim-PS
の取り込みは、G1、S、G2/M細胞周期に分類される全ての細胞で 95%を超え、グループ間に有意差
はなかった。Tat-Bim-PSを介したアポトーシスは、G1および S/G2/M期よりも G1/S 期移行期の方
が光照射によって効率的に誘発され、Bim 誘発アポトーシスに対する前者の感度が高いことが示
唆された（図５）。このように、Bim ペプチドによるアポトーシスの細胞周期依存性を Fucci2 指
標と PCI 法を用いて検討することに成功した。PCIによるペプチドの細胞質内への取り込みは迅
速であり、複数の細胞周期相にまたがらないことから、本手法（Fucci-PCI 法）はペプチド/タ
ンパク質機能の細胞周期依存性を解析するための有望なツールになると考えられる。 

 

図５. Tat-Bim-PS を用いたペプチド／タンパク質機能の細胞周期依存性の解析．（左）追跡の様子．（右）

細胞周期ごとの Bim によるアポトーシス誘導効率の違い． 

 

  



(4) FPPを用いた PCI機構の解明 9： PCI のメカニズムは光生成の一重項酸素と関連している
が、そのメカニズムはまだ不明である。本研究では、FPPを用いて、熱、pH および Ca2+ イオン
と PCI の関連性を調べた（図６）。細胞温度変化実験により、熱は光誘起エンドソーム脱出に大
きく寄与しないことが示された。また、PCIによるエンドソーム脱出は光照射前にエンドソーム
を酸性化する必要があることが示された。光照射中の CPP-荷電粒子と Ca2+イオンのイメージン
グから、細胞内 Ca2+の増加は複合体のエンドソーム脱出の原因ではないことがわかった。この増
加は主に細胞外 Ca2+の流入によるものであった。これらの知見は、PCIメカニズムにおける細胞
外および細胞内の環境条件の重要性を示し、PCI に関連した細胞内の変化に関する理解を深める
ものである。 

 

図６. 熱、pH および Ca2+ イオンと FPP の引き起こす PCI の関連性． 

 
(5) 哺乳動物卵細胞および初期胚における細胞質内 FPP 導入の時空間制御：哺乳動物では受精
時、精子が卵子に侵入すると卵活性化因子 PLCζが導入され、反復性の細胞内 Ca2+濃度の上昇の
誘導を経て、卵活性化して発生が始まる。この卵活性化機構が不全なケースは不妊の要因の１つ
である。この解決策として PLCζの人為的導入が考えられるため、FPP の仕組みで働く TatPLCζ
の作製を行った。光増感剤を付加した TatPLCζを作製し、これを用いて時期特異的な Ca2+オシ
レーションの誘導を試みたが、明確な Ca2+濃度の変動は観測できなかった。今後 TatPLCζの精
製度の改善が必要と考えられる。 

また、shRNA 導入による初期発生の時空間制御を目指し、内部細胞塊と栄養外胚葉の２つの細
胞系譜への分化に関わる遺伝子の時空間特異的ノックダウンを試みた。標的の aPKC ノックダウ
ンの程度は低く、細胞分化へとはつながらなかった。しかしながら、本研究では 2～8 細胞期の
マウス初期胚において、狙いをつけた１細胞内への RNA 導入ができるようになった。今後、様々
な標的に対する RNAiを時空間特異的に誘導することで、初期発生への貢献が期待される。 
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