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研究成果の概要（和文）：光照射で分子構造が大きく変化するアゾベンゼンを RNA に導入するこ

とで、光応答性 RNA を作成した。導入したアゾベンゼン分子の光異性化により、RNA/RNA 又は

RNA/DNA 二重鎖の形成と解離の光制御を実現した。更に、多数のアゾベンゼンをエンザイム機

能を持つリボザイムに導入し、光照射でリボザイムの高次構造を変化させ、RNA 鎖の特異的な

切断の光制御も実現し、細胞内で RNA 機能を光で制御できることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：By chemically modifying RNA with azobenzene moieties, whose 

molecular structures change greatly with light irradiation, photoresponsive RNA is 

prepared. By using the photoisomerization of introduced azobenzene, formation and 

dissociation of RNA/RNA and RNA/DNA duplex has been photoregulated. Furthermore, multiple 

azobenzenes have been introduced to a ribozyme with enzymatic activity, and 

photoswitching of RNA cleavage at a specific site has been realized. The photoresponsive 

RNA is promising to be used for photoswitching RNA function. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、分子レベルで細胞機能を外部刺激に

よる制御する研究が盛んに行われている。遺

伝子発現を光で ON-OFF スイッチングでき

れば、生体内のプロセスの機構解明や発病メ

カニズムの解析に使われる強力なツールと

して注目を集めている。本研究を行う前に、

既に代表的な光異性化分子であるアゾベン

ゼンを組み込んだ光応答性 DNA を合成し、

様々な DNA 機能の光制御に成功していた。

その機構は平面分子の trans-アゾベンゼン

（可視光照射で生成）が塩基対の間に挿入す

ることで DNA 二重鎖（B 型構造）を安定化

するのに対し、cis-アゾベンゼン（UV 光照射

で生成）が非平面分子であるために挿入でき

ず、立体障害により二重鎖を不安定化するこ

とである。一方、細胞内で遺伝子発現を調整

する様々な機能性 RNA が近年報告されてい

る。従って、細胞のプロセスを制御する場合

は、より機能性が富む RNA を光応答性を付

加するのが有効であると考えた。しかし、

RNA/RNA 二重鎖の場合は、DNA 二重鎖の

B 型と違い、A 型構造をとるので、簡単に光

応答性 DNA の結果から類推できない。 
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２．研究の目的 
本研究では優れた光応答性 RNA を構築し、 

RNA 機能の光スイッチングを目的とした。

具体的に、光応答性分子であるアゾベンゼン

を RNA に導入し、 RNA/RNA 二重鎖形成

の効率的な光制御を目指した。また、光応答

性機能性 RNA の構築を目指して、エンザイ

ム機能を持つ Ribozyme にアゾベンゼンを導

入し、その RNA 切断機能の ON-OFF 光ス

イッチングを狙った。本研究の位置づけは、

細胞内での遺伝子発現の光制御を実現出来

るための準備段階である。 
 
 

３．研究の方法 
（１）アゾベンゼンを導入したホスホアミ

ダイドモノマーを DNA/RNA 自動合成機で

RNA 配列に導入する。UV-Vis 吸収、NMR、

円偏光二色性（CD）、Tm などの測定により、

光応答性 RNA の機能を評価する。 
（２）機能性 RNA の高次構造の光制御を

狙う。即ち、多数のアゾベンゼンを導入する

リボザイムの分子設計を行い、光照射により

最も RNA 切断機能の違いが大きくなる分子

設計を選択する。ここでは、電気泳動により、

RNA 切断反応の効率を評価する。更に、こ

のストラテジーの一般性を明らかにするた

めに、様々な分子設計を行い、その光制御能

への影響を調べ、光照射による生じた活性変

化のメカニズムを究明する。 
（３）人工分子であるアゾベンゼンを機能

性 RNA の siRNA (short interfering RNA) 
に導入し、化学修飾による RNA 干渉（RNAi、
RNA interference) への影響を調べ、光応答

性の RNAi 系の構築をチャレンジする。 
 
 

４．研究成果 

（１）光応答性 RNA による RNA ハイブ

リダイゼーションの光制御 
これまでの研究と同様に、D-threoninol を

リンカーとしてアゾベンゼンを RNA に導入

した（Scheme 1）。これらの配列を含む二重鎖

の融解温度（Tm）の測定結果を Table 1に示

す。光制御の効果は trans-cis 異性化に伴う

DNA 二重鎖の融解温度の変化（Tm）により

評価した（Table 1）。アゾベンゼンを含む

RNA/RNA 二重鎖（Ra1/Rc）の場合は、trans-cis
の異性化に伴う Tmの変化（Tm）が 12.2 oCと、

同じ配列を持つ DNA 二重鎖の場合（Da1/Dc）
より約 5 ℃大きかった。更に、光応答性 RNA
の配列を変化させた場合でも 10oC 程度の Tm

が得られ、高い光制御能を示した。以上のこ

とから、アゾベンゼンを RNA 鎖に導入する

ことで、RNA/RNA 二重鎖の形成と解離の効

率的な光制御に成功した。この RNA/RNA 二

重鎖（Ra1/Rc）の光制御効率は、RNA にアゾ

ベンゼンを導入した RNA/DNA 二重鎖

（Ra1/Dc）および DNA にアゾベンゼンを導

入した DNA/RNA 二重鎖（Da1/Rc）の場合と

比べても、高かった（Table 1）。 

Table 1. Tm of  several duplexes measured in this study.

Tm /oC a)

trans cis ΔΔΔΔTm

Ra1/Rc 49.0    36.8         12.2
Da1/Dc 42.9 35.6           7.3
Ra1/Dc 34.3          25.0           9.3
Da1/Rc 41.1          30.0         11.1

Rn/Rc (Native) 50.7
Dn/Dc (Native)                         40.9
Rn/Dc (Native)                         34.2
Dn/Rc (Native)                         40.9            

a) Conditions: [DNA] = [RNA] = 5 µM, 
[NaCl] = 100 mM, pH7.0 (10 mM phosphate buffer)

Duplex
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DNA/DNA 二重鎖と RNA/RNA 二重鎖の光

制御を比較した結果、DNA 二重鎖（Da1/Dc）
形成の光制御では、Native の二重鎖と比べ

trans-体が安定化し cis-体が不安定化してい

た。それに対し、RNA 二重鎖（Ra1/Rc）では

主に cis-体での顕著な不安定化に基づくこと

が明らかとなった。また、DNA の場合と同様

に、2 位（R1, R2の部位）をメチル基で置換

したアゾベンゼンをRNAに導入したところ、

DNA と同様に光制御能の向上が見られたも

のの、その効果は DNA 二重鎖の場合よりも

小さかった。これは、RNA 二重鎖が、DNA
二重らせんとは異なる堅固な A 型二重らせ

んを形成するためと考えられる。以上のよう

に、D-threoninol をリンカーとしてアゾベン

ゼンを RNA に導入することで、DNA 二重鎖

の場合と同様に、RNA 二重鎖の形成と解離の

高効率光制御を実現した。 
（２）遺伝子発現の光制御を目指したアゾ

ベンゼン修飾 siRNAの分子設計 
ターゲット RNA を特異的に分解する RNA

干渉（RNAi）は新規遺伝子治療法としての応
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X

Rn      5'-CUUACGCUGA-3'       (RNA)
Ram   5'-CUUACXmGCUGA-3'  (RNA)
Rc       5'-UCAGCGUAAG-3'      (RNA)
Dn       5'-CTTACGCTGA-3'       (DNA)
Dam   5'-CTTACXmGCTGA-3'   (DNA)
Dc       5'-TCAGCGTAAG-3'       (DNA)

X3: R1= CH3   R2= CH3

X1: R1= H       R2= H

X2: R1= H       R2= CH3

 

Scheme 1. Sequences used in this study. 



 

 

用が期待されており、修飾 RNA の利用や詳

細なメカニズムの解明など、盛んに研究が行

われている。ここでは、アゾベンゼンを導入

した siRNA を用いて、RNA 干渉による遺伝

子発現の光制御を目指して、光応答性 siRNA
を設計した。 

 

 
 
 
 
ターゲット遺伝子（Mouse Piasy）を含む

Plasmidと二重鎖 RNA を細胞に導入し、RNA
干渉効果を Western Blottingによって検出し

た。まず、RNA に導入した trans アゾベンゼ

ンの RNA 干渉に及ばす影響を調べた。Fig 1.
に示すように、Sense鎖の 5’末端（Antisense
鎖 の 3’ 末 端 ）側 に 導入 し た AzS5/NA, 
NS/AzA3 では RNA 干渉によりタンパク質の

発現が抑制されていると分かった。興味深い

ことに、これらの場合は、未修飾の siRNA に
比べ、RNA 干渉の効果を大きく向上した。一

方 、 Antisense 側 に 導 入 し た AzS3/NA, 
NS/AzA5 では、RNA 干渉が阻害されている

ことが示唆された。これは siRNAと酵素や認

識タンパクとの相互作用においてアゾベン

ゼンが局所的に影響していることが考えら

れる。以上のことから、光照射によってアゾ

ベンゼンを cis 体へと異性化させることで二

重鎖の局所的な構造変化を引き起こし、RNA
干渉を光制御することが期待できる。 

（３）光応答性リボザイムの構築 
リボザイムは、エンザイム機能を持つ RNA

配列である。Hammerhead Ribozyme は RNA
を切断する代表的なリボザイムで、本研究で

は、Fig. 2bに示すように、多数のアゾベンゼ

ンを導入し、光応答性リボザイムを構築した。

リボザイムの両末端にあるアゾベンゼン修

飾 DNA はハイブリダイズすると、塩基対と

アゾベンゼンが交互に並ぶ形になる。シス体

（紫外光、UV）の場合では、ヘアピンが開き、

RNA を切断する。一方、トランス体（可視光、

Vis）の場合では、安定な二重鎖が形成するの

で、ヘアピンの形になり、RNA の切断が起こ

らない。実際に光スイッチングを行ったとこ

ろ、Fig. 2cに示すように、RNA 切断反応の完

全な ON-OFF光スイッチングを実現した。 

 

Fig. 2. Molecular design of a photo-responsive 
hammerhead ribozyme (Rb8X) bearing azobenzene 
residues (X, in red). (a) The wild-type 
ribozyme/substrate complex. (b) Reversible changes 
are induced in the secondary structures Rb8X/substrate 
complex with light irradiation. Upon irradiation with 
visible light (440-460 nm), the two strands of the 
supra-photoswitch hybridize with each other to form a 
stable duplex, and the steric hindrance caused by the 
proximity of the arms limited the topological structure 
of the catalytic loop. Upon irradiation with UV light 
(320-370 nm), the duplex dissociates, and the 
topological constraint is released. (c) Photoswitching 

Fig. 1. RNAi effect of azobenzene-modified siRNA at 
various concentrations (17, 33, 66 nM). The bands 
show the Piasy protein expressed from target mRNA.  



 

 

of RNA cleavage by Rb8X. The reaction mixture was 
alternately irradiated with UV (5 min) or visible light 
(1 min) at 37 °C.  

以上のように、RNA にアゾベンゼンの直接

導入や、光応答性 DNA の活用により、異な

る波長の光を用いることで RNA 機能をコン

トロールすることに成功した。このような光

応答性 RNA を細胞に導入すれば、任意の場

所、任意の Timingで、ピンポイントの遺伝子

発現の光制御が期待できる。 
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