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研究成果の概要（和文）： 
あらかじめ細胞周期を同調させる方法、及び、生細胞において特定細胞周期を可視化しておいて

瞬時に細胞内にRNAを導入する方法により、RNAi機構の細胞周期依存性の解析を行った。細胞周

期によるRNAi効果の違いは見られたが、再現性の確認が必要である。また、RNA導入時期（細胞

周期）との細胞分化との関連を調べることを展望して、miRNAの細胞内導入により筋細胞分化促

進を起こす方法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cell cycle dependency of RNAi was analyzed by introducing RNA into cell cycle 
synchronized cells and by introducing RNA into cells, in which a specific cell cycle was 
visualized. As a result, cell cycle dependency of RNAi was shown, but reproducibility  
of the result should be confirmed In addition, to examine cell cycle dependency of cell 
differentiation induced by RNA, we established a method to promote muscular cell 
differentiation promotion by introducing the RNA into cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは最近、RNA を細胞内に運ぶた

めのTatU1Aというキャリア蛋白質を開発し

た。TatU1A で細胞内に運び込んだ RNA は

エンドソームという小胞に溜まってしまう

が 、 TatU1A の C 末 に 光 増 感 剤

(photosensitizer; PS)を付けた TatU1A-PS

を用いた場合、RNA は光刺激によりエンド

ソームから逃れて細胞質に拡がる(Ohtsuki 

et al., J.Control.Release, 2009)。驚いたこと

に、この方法で細胞質内に short hairpin 

RNA (shRNA)を導入し、フローサイトメト

リー法によりその RNAi 効果を観察すると、

RNAi 効果の表れた細胞群と表れなかった細

胞群にはっきり二分化された。そこで疑問な

のは、光を当てた場所においてはほぼ 100%



の細胞の細胞質内に RNA が導入されている

にも関わらず、全く RNAi 効果が見られない

細胞群が半分程度あるというのはなぜだろ

うかということである。 その理由として２

つ可能性が考えられる。(1) RNAi が起こるか

どうかが、細胞の状態、すなわち細胞周期に

依存している可能性と (2) 導入された RNA

濃度に依存している可能性である。 しかし

ながら(2)の可能性は考えにくい。なぜなら、

別の手法で（おそらく各細胞周期をまたぐよ

うな）長時間かけて RNA を導入した場合、

（やはり細胞質に入った RNA 濃度に細胞間

で多少の差があったものの）RNAi 効果の表

れた細胞群と表れなかった細胞群には分か

れず、その中間に細胞群が１つだけ表れたか

らである。そのため(1) の可能性が高いと考

えた。 

 以上の背景に加え、RNAi 機構が細胞周期

とどう関係しているのかについては、それま

で報告がなかった。そのため、これに関して

調べようと考え、次項に述べる研究目的につ

ながった。 
 
２．研究の目的 
 RNAi 機構が細胞周期とどう関係している

のかに関して調べることを本研究の第一目

的とした。次に、その方法を確立し、RNA

により誘導される他の細胞イベント（ここで

は一例として細胞分化）についても応用する

ことを第二の目的とした。本研究の特色は、

独自に考案した光誘導 RNA 導入法（光刺激

によって RNA を細胞質へと導入する方法）を

用いて RNAの関わる細胞内イベントの研究

に取り組む点である。光誘導 RNA 導入法は、

細胞質内 RNA 導入のタイミングを規定でき、

エレクトロポレーションやマイクロインジ

ェクション法などと比べて細胞のダメージ

が非常に少ない。このような光誘導 RNA 導

入法の特長に基づいて、本研究目的に関する

以下の実験に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 

(1) RNAi の細胞周期依存性の解析 

光誘導 RNA 導入法を用いて RNAi の細胞周

期依存性を調べた。EGFP を安定発現する CHO

細胞株を用い、EGFP 遺伝子の発現抑制を指標

に RNAi 効果を評価した。このとき細胞周期

を S 期や M 期に同調させたのちに、RNA の細

胞内導入を行い、RNAi 効果の違いを調べた。

このとき RNAi の度合はフローサイトメトリ

ー法で解析した。つづいて、生細胞において

特定細胞周期を可視化しておいて、光誘導

RNA 導入法により瞬時に細胞内に RNA を導入

し、異なる細胞周期における RNAi 効果の違

いを調べた。 

 
(2) RNA 切り離し型・キャリア/RNA 複合体の

創製 

光増感型キャリア/RNA 複合体において、

shRNA の場合は細胞内で活性が表れるが、他 

の RNA の場合、光増感型キャリアが離れない

ために RNAの機能が阻害されているケースも

見られる。 その場合、光誘導 RNA 導入法で、

RNA 関連イベントと細胞周期の関連を調べる

ことはできない。そのため、Mg2+非存在下で

切れずに細胞内 Mg2+濃度下で切れるリボザ

イムを含むキャリア/RNA 複合体を設計・作製

した。さらには、RNaseH 存在下で切れて非存

在下で切れないキャリア/RNA 複合体を設

計・作製した。 

 

(3) RNA による細胞分化の誘導 

光誘導 RNA導入法により細胞分化誘導を試

み、RNA 導入のタイミングとの関連を検討す

ることで、最適な分化誘導条件を見つけるこ

とを目的として研究を進めた。 ここでは、

shRNA または miRNA の導入による筋芽細胞か



ら筋細胞への分化を題材にした。 マウス筋

芽細胞株 C2C12 から筋細胞への分化の際に

発現量が上昇することが知られている miRNA

を細胞内に導入し、それによって分化を促進

させることができるかどうかを調べた。 

 
４．研究成果 

 

(1) RNAi の細胞周期依存性の解析 

細胞周期同調後に、RNA の細胞内導入を行

い、RNAi 効果をフローサイトメトリー法で解

析した結果、RNAi 効果は細胞周期とある程度

の相関を持つことが示唆された。また、生細

胞において特定細胞周期を可視化しておい

て、瞬時に細胞内に RNA を導入する技術によ

って、異なる細胞周期における RNAi 効果の

違いを調べた。以上の実験手法については確

立することができた。細胞周期による RNAi

効果の違いは見えたが、明確な相関を見いだ

すためにさらに実験を繰り返す必要がある。 

 
(2) RNA 切り離し型・キャリア/RNA 複合体の

創製 

Mg2+非存在下で切れずに細胞内 Mg2+濃度

下で切れるリボザイムを含むキャリア/RNA

複合体を数種類設計・試作した。その中の１

つにおいて、細胞外条件で RNA が切り離され

ず、細胞内条件で RNA が切り離されることを

in vitro で確認した。また、RNaseH 存在下

（細胞内条件）で切れて非存在下（細胞外条

件）で切れないキャリア/RNA 複合体を作るこ

とができた。 

 

(3) RNA による細胞分化の誘導～RNA 導入の

タイミングの検討～ 

筋芽細胞株 C2C12 から筋細胞への分化の

際に発現量が上昇することが知られている

miRNA を細胞内に導入することにより分化促

進を起こすことができた。さらに、RNA 導入

のタイミングの細胞分化に与える影響につ

いては、現在検討中であり、これが明らかに

なれば再生医療に役立つ様々な細胞分化誘

導への適用に向けて展望が開けると考えて

いる。 
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