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研究成果の概要（和文）：遺伝子の機能発現を光制御する新手法の開発を目指して研究を行った。化学合成と酵
素反応を組み合わせて，長鎖2本鎖DNAおよびプラスミドDNAの任意の配列領域を光分解性保護基で修飾する方法
を開発した。ビオチン付きのヌクレオチドケージング試薬を用いて，RNAのケージド化合物が合成できること，
この手法をCRISPR/Cas9システムのgRNAに適用して，ターゲットDNA認識部位，および，Cas9結合部位をそれぞれ
保護したケージドgRNAを作り分けられることを実証した。

研究成果の概要（英文）：Photochemical activation of caged oligonucleotides enable the regulation of 
genes of interest within a single-cell level of spatial resolution. In the course of our study of 
the development of caged oligonucleotides, we designed and synthesized new precursor molecules of 
photo-releasable nucleotides having an affinity tag for purification and detection. A precursor 
molecule, Bio-Bhc-diazo comprises three components: biotin for an affinity tag, photoactive Bhc 
group, and phosphate reactive diazomethyl moiety. We developed a method to modify arbitrary sequence
 regions of long-chain double-stranded DNA and plasmid DNA with photolabile protecting groups by 
chemo-enzymatic reactions. We demonstrated that a caged compound of RNA can be synthesized using a 
novel nucleotide caging reagent having a biotin tag. We demonstrated that this technique can be 
applied to the gRNA of CRISPR / Cas9 system to synthesize caged gRNA protecting target DNA 
recognition site or Cas9 binding site.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： ケージド化合物　光化学　遺伝子　有機合成化学

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞の生理機能を担う個々の分子の機能は
明らかになりつつあるが，既存の研究手法の
組み合わせだけでは，生命の全体像を捉える
ことは難しい。生命をシステムとして理解す
ることを可能にする新しい方法論の開発が
望まれる。例えば，複数の分子が協同しては
たらくネットワークを解析する研究手法が
必要である。そのためには，生理機能を担う
分子であるタンパク質やシグナル分子の機
能を，本来働くべき時期に働いている場所で
制御することが望まれる。遺伝子のコンディ
ショナルな機能制御がこれに相当するが，遺
伝子ノックアウトやRNAiに高い時空間分解
能は望めない。モデル生物個体内で，任意の
遺伝子の機能発現を狙った時期に狙った細
胞で活性化または阻害する新しい研究手法
を開発する必要がある。 
ケージド化合物とは，光分解性保護基を導入
した生理活性分子のことで，光照射によって
その活性をオン（またはオフ）にできる。我々
のグループも含めた国内外の複数のグルー
プの研究で，優れた性質を持つケージド化合
物が開発されてきた（ACS Chem Biol. 2009, 
4, 409 や Chemical Reviews 2013, 113, 119
に総説）。我々のグループでも，1 光子および
2 光子励起の感受性が他のどれよりも高い 
(6-Bromo-7-hydroxycoumarin-4-yl)methyl 
(Bhc) ケージド化合物を開発し（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1999, 96, 1193, Trends 
Anal. Chem. 2004, 23, 501, J Synth. Org. 
Chem. Jpn., 2012, 1164 など），細胞内シグ
ナ ル 伝達の 素 過程を 光 制御す る こ と 
（ChemBioChem, 2004, 5, 1119, J. Cell 
Biol. 2005, 169, 725, ChemBioChem 2008, 
9, 1583, Nature Immun. 2009, 10, 627. な
ど），また，モデル生物個体内で mRNA の機
能発現を光制御することに成功している 
（Nature Genet. 2001, 28, 317 など）。しか
し，ケージド DNA や mRNA を生物個体に
利用して遺伝子発現を活性化した例はほん
の数例に限られている（J. Biol. Chem. 1999, 
274, 20895, Nature Genet. 2001, 28, 317, 
Dev. Biol. 2005, 287, 456 など）。その主な理
由として，厳密に遺伝子発現がオフの状態か
らオンの状態にできないこと（発現漏れの問
題），動く個体の特定の細胞に狙いをつけて
光照射できないこと，光刺激に用いる最適な
波長が紫外部にあるため体表面から深部ま
で光が届きにくいことが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
遺伝子の機能発現を光制御する新手法の開
発を目指して研究を行った。ケージド化合物
をモデル生物個体の遺伝子発現制御に効果
的に用いるために，解決すべき問題点を以下
に挙げる。問題点１：全長 mRNA やプラス
ミド DNA を完全化学合成できないためケー
ジド mRNA (DNA) に未修飾 mRNA (DNA)
が混在し，発現が完全にオフの状態を作れな

いこと（発現漏れの問題），問題点 2：動く個
体の細胞に狙いをつけて光照射することが
困難なため高い空間分解能を実現できない
こと，問題点 3：光刺激に用いる最適な波長
が紫外部にあるため体表面から深部まで光
が届きにくいこと。そこで，本申請課題では，
まず，化学合成と酵素反応を組み合わせて，
化学的に単一構造で純粋なケージドプラス
ミド DNA とケージド mRNA 合成の新手法
を開発する（問題点１の解決策）。次に，現
時点では最高の光化学的性能を持つ Bhc 基
に新たな機能を加えて，細胞の種類を見分け
て，その細胞内でのみ光活性化可能な新規ケ
ージド化合物を開発して問題点 2の解決を図
る。さらに，問題点 3 の解決につながるよう
に，可視光で光脱保護可能な新規光分解性保
護基を開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）化学合成による修飾位置特異的ケージ
ド DNA の合成：化学合成したケージドプライ
マーを PCRで伸張してケージド DNAを完全化
学合成する手法を開発する。（２）細胞種選
択的に光活性化能を獲得するケージド化合
物の開発：-ガラクトシダーゼ発現細胞内だ
けで 405 nm 光照射による光活性化能を獲得
する新しいケージド化合物を開発する。（３）
赤色光で活性化できる新規光分解性保護基
の探索：個体での利用に適した，赤色から近
赤外領域に吸収極大を持つ新しい光分解性
保護基を開発する。（４）遺伝子の機能発現
を調節する機能性分子のケージド化合物の
合成 
 
４．研究成果 
（１）平成 26 年度 
モデル生物個体内の狙った細胞で，狙った時
期に，任意の遺伝子の機能発現と機能阻害を
達成する手法の開発を目指して研究を進め
た。平成 26 年度は，ケージドプラスミド DNA
を調製する方法を確立するため，ケージドプ
ライマーの開発と修飾位置特異的ケージド
プラスミド DNA の合成を目的にした。以下
の 2 通りの方法で 2 種類のケージドプライマ
ーを調製した。１つ目は，核酸塩基に光分解
性保護基を導入したモノマーを合成して固
相合成に利用する方法で，5’端から 6 番目の
グアニンの 6 位に Bmc 基を導入した 33-mer 
DNA の合成に成功した。合成したケージド
33-mer DNA をプライマーの一方に，3 kbp の
プラスミド DNA をテンプレートに用いて
PCR を行い，1 か所の塩基がケージンググル
ープで修飾された全長のプラスミド DNA の
直鎖状コピーが調製可能であることを示し
た。2 つ目の方法は，あらかじめ合成した短
鎖DNAをケージング試薬で修飾する方法で，
化学合成した 33-mer DNA のリン酸部位を
Bio-Bhc 基で修飾したケージドプライマーを
合成した。この段階では未修飾 DNA が混在
しているが，そのまま PCR のプライマーとし



て利用して，3 kbp のプラスミド DNA の全長
コピーを調製した。得られた PCR 産物から，
プライマーに設定した領域が Bio-Bhc 基でケ
ージングされた DNA を精製できること，ケ
ージングの有無を電気泳動で検出できるこ
とも確認した。 
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図１ ケージドプラスミドDNAの新規調製法
１．塩基を修飾したケージドプライマーを用
いて全長のプラスミドDNAをコピーする方法 
 
（２）平成 27 年度 
① 長鎖 2 本鎖 DNA およびプラスミド DNA
の任意の配列領域を光分解性保護基で修飾
する方法を開発した。ヌクレオチド選択的ケ
ージング試薬 Bio-Bhc-diazo と 26-mer の 1 本
鎖 DNA の反応で，Bio-Bhc 基が共有結合で結
合すること，紫外光照射で脱保護されて元の
未修飾 DNA が生成することを確認した。導
入された Bio-Bhc 基は，DNA1 分子に付き 1
個であることを MALDI-TOF マスペクトル測
定で明らかにした。Bio-Bhc 基で修飾された
26-mer DNA をプライマーに用いる long PCR
と，それに続く，アフィニティ精製，および
ライゲーション反応で，プライマーに設定し
た領域だけにケージンググループを持つケ
ージドプラスミド DNA を調製可能であるこ
とを示した。 
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図２ Bio-Bhc 基は ssDNA に一つだけ導入さ
れる 

② ビオチン付きのヌクレオチドケージング
試薬を用いて，RNA のケージド化合物が合成
できることを示した。100 塩基程度の１本鎖
RNA のリン酸部位に共有結合でケージング
グループを導入できること，紫外光照射で脱
保護できることを確認した。ゲノム編集技術
を光制御する手法に展開することを目指し
て，CRISPR/Cas9 システムの gRNA の修飾を
行った。合成後アフィニティ精製したケージ
ド gRNA を用いて，インビトロで Cas9 活性
の光制御能を検討する実験系を構築した。 

③ 特定の細胞にターゲッティング可能なケ
ージド化合物を調製するプラットフォーム
としてクリッカブルケージンググループを
開発した。細胞ターゲッティングのためのハ
ロタグリガンドとイメージング用の蛍光性
グループを併せ持つケージドドーパミンの

合成に成功した。 
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図３ モジュール化して機能性グループの
導入を容易にしたケージドドーパミン 
 
（３）平成 28 年度 
① 核酸の機能を光制御することができれば、
遺伝子の機能発現や調節を制御する手法に
なると考えられる。本研究では我々のグルー
プで開発したモジュール型ケージング試薬
（Bio-Bhc-diazo）を用いて、核酸の機能を光
制御することを目的とした。前年度までの研
究で，Bio-Bhc-diazo と短鎖の 1 本鎖 DNA と
の反応で，光解離性グループである Bio-Bhc
基が 1 個だけ導入された修飾 DNA が合成で
きることを明らかにした。合成および精製法
の最適化を図ることである程度の量の
Bio-Bhc基修飾DNAを調製できることを明ら
かにした。Bio-Bhc-DNA をプライマーに用い
る long PCR を利用して，予め選択した位置に
Bio-Bhc 基を 1 個だけ導入したプラスミド
DNA を調製する方法も最適化した。プロモー
ター領域を Bio-Bhc 基で修飾したケージドプ
ラスミド DNA を調製して，目的遺伝子の機
能発現の光制御を試みたところ，in vitro の転
写翻訳系，および，生細胞系のいずれにおい
ても期待した発現制御を観察することがで
きなかった。プラスミド内の修飾領域が重要
であることが示唆された。本研究で開発した
ケージドプラスミドの合成法は，任意の領域
にケージンググループを導入可能なので，
Bio-Bhc 基の修飾位置と発現制御との相関を
検証する実験が可能になった。 
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図４ 領域選択的に修飾したケージドプラ
スミド DNA の新規調製法．リン酸エステルを
修飾したケージドプライマーを用いて全長
のプラスミド DNA をコピーする方法 

② 塩基配列選択的にオリゴヌクレオチドを
修 飾 す る こ と が 期 待 で き る
Bio-PNA-Bhc-diazo を設計・合成した。PNA
は 1 本鎖および 2 本鎖 DNA のいずれも配列
選択的に認識することが期待できる。短鎖の
1 本鎖 DNA を用いて検証した結果，PNA 認
識配列を持つ DNA は，高収率・高選択性で



Bio-PNA-Bhc 基で修飾可能であることを明ら
かにした。この手法を CRISPR/Cas9 システム
の gRNA に適用して，ターゲット DNA 認識
部位，および，Cas9 結合部位をそれぞれ保護
したケージド gRNAを作り分けられることを
実証した。 
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図５ Bio-PNA-Bhc-diazo を用いた位置選択
的 gRNA ケージング反応 
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