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研究成果の概要（和文）：　アポトーシス誘導法はがん治療法において重要視されている。我々が開発した光誘
導RNA導入法と、アポトーシスを誘導するpre-miR-664aを組み合わせることで光依存的にアポトーシスを誘導で
きることを報告している。しかしながら、光誘導RNA導入法はin vivoでの使用が難しい。そこで、in vivoで高
い安定性を保つラクトソームにpre-miR-664aと光増感剤を担持させることで、光依存的なアポトーシス誘導法の
開発を試みた。その結果、光依存的にアポトーシスを誘導すること、pre-miR-664aを担持させることで光増感剤
単独よりも高いアポトーシス誘導効率を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis induction methods are important in cancer therapy. We have 
reported that the combination of light-induced RNA delivery and pre-miR-664a, which induces 
apoptosis, can induce apoptosis in a light-dependent manner. However, the light-induced RNA delivery
 is difficult to use in vivo. Therefore, we attempted to develop a light-dependent apoptosis 
induction by loading pre-miR-664a and a photosensitizer onto lactosome that maintain high stability 
in vivo.
 As a result, apoptosis was induced in a light-dependent manner by lactosome loaded with 
pre-miR-664a and a photosensitizer, and lactosome loaded with pre-miR-664a and photosensitizer 
showed higher apoptosis induction efficiency than those loaded with a photosensitizer alone.

研究分野： 生体分子工学

キーワード： pre-miR-664a　光制御　アポトーシス誘導

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高効率なアポトーシス誘導が可能なpre-miR-664aと光増感剤を担持したラクトソームの開発に成功した。今後、
in vivo研究へと発展させていくことで、pre-miR-664aと光増感剤を担持したラクトソームを用いた抗がん剤へ
と開発していくと考えている。

※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 
生物はがん細胞などの異常な細胞をアポトーシスさせることで、個体としての恒常性を維持

している。そのため、アポトーシス誘導法はがん治療法開発において重要視されている。例えば、

がん治療法でよく利用されている抗がん剤や放射線治療は、がん細胞がアポトーシスを起こす

ことで退縮・死滅する作用機序になっている。 
 
近年、miRNA がアポトーシスに関与して

いることが多数報告されている。例えば、

miR-504-3p は p53 の発現量を制御すること

でアポトーシスを制御している (Hu W. et 
al., Mol. Cell (2011)) 。申請者らも神経分化

に関与する miRNA を探索している過程で 
(Genes Cells (2018))、新規のアポトーシス誘

導 miRNA として、miR-664a-5p の前駆体で

ある pre-miR-664a を発見した（Sci. Rep. 
(2021)）。しかしながら、pre-miR-664a によ

るアポトーシス誘導機構は不明である。 
また我々が開発した光照射した細胞にの

み RNA を輸送することが可能な光誘導

RNA 導入法 (PCDR 法)と pre-miR-664a を

組み合わせることで、光に依存したアポト

ーシス誘導法を開発している（図 1）（Sci. 
Rep. (2021)）。しかしながら、PCDR 法は

RNA キャリアとしてタンパク質を用いて

いる。そのため、in vivo では RNA キャリアが分解してしまい、光依存的なアポトーシス誘導は

困難である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、pre-miR-664a によるアポトーシス誘導機構を明らかにすることを目的とした。ま

た、申請者らが開発した in vivo で高い安定性を持つラクトソーム（申請者ら、Sci. Technol. Adv. 
Mater. (2016), J. Pharm. Sci. (2021)）に pre-miR-664a を担持した光増感剤@pre-miR-664a@ラクト

ソームを開発し、in vivo での光依存的なアポトーシス誘導を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 pre-miR-664a によるアポトーシス誘導機構を明らかにするために、pre-miR-664a を導入した細

胞における mRNA の発現変化をマイクロアレイ解析および定量 PCR を用いて明らかにした。 
 青色の光により励起される光増感剤（青）、pre-miR-664a、細胞膜透過性ペプチドである L7-EB1
を担持したラクトソームである光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソームの調製を行った。

また、近赤外光により励起される光増感剤（近）、pre-miR-664a、L7-EB1 を担持したラクトソー

ムである光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソームの調製も行った。次に、調製したラクト

ソームを用いて光依存的なアポトーシス誘導が起こるのか、pre-miR-664a によって高効率のアポ

トーシス誘導が起こるのか、アポトーシス検出試薬を用いて検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1) pre-miR-664a の標的 mRNA の同定 
マイクロアレイ解析により、pre-miR-664a を細胞に導入することで発現変動する mRNA を明

らかにした。特に、アポトーシスに関与する遺伝子、細胞周期に関与する遺伝子を複数同定した。

次に、マイクロアレイ解析で発現変動した mRNA の発現量をマイクロアレイよりも定量性の高

い定量 PCR を用いて検証した。その結果、アポトーシスや細胞周期に関与しており、pre-miR-
664a 導入により発現変動した mRNA として、5 つの遺伝子を同定した。現在、これらの mRNA
がアポトーシスに関与しているのか検証している。 

 
(2) 光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソームを用いた光依存的なアポトーシス誘導 
 光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソームを調製後、光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラク

トソームの粒径およびゼータ電位を測定した。その結果、粒径は約 30 nm、ゼータ電位は約 10 

図 1 pre-miR-664a と光誘導 RNA 導入法を用いた光
照射部位特異的なアポトーシス誘導 
1 日目に破線の右側のみ光照射することで pre-
miRNA を導入。2 日目に Nucview を用いてアポト
ーシスを検出。 



mV であった。粒径が 10-200 nm 程度のナノ粒子

は、enhanced permeability retention effect (EPR 効

果)で腫瘍への蓄積が起こりやすくなることが報

告されている。また、ナノ粒子が正電荷の場合、

細胞への取り込み効率が高まることが知られて

いる。光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソ

ームは 200 nm 以下で正電荷のため、EPR 効果を

介して腫瘍に蓄積し、細胞へ取り込まれやすい

と考えられる。 
 次に、光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクト

ソームによるアポトーシス誘導効率を検証し

た。光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソー

ムに含まれる光増感剤（青）は、光照射により活

性酸素を生成するため、光照射により一定のア

ポトーシス誘導が起こると考えている。そこで、

光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソームに

加えて、非標的 pre-miRNA である pre-miR-control
を担持した光増感剤（青）@pre-miR-control@ラ

クトソームの調製も行なった。 
 光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソーム

は光照射がない時にはほとんど細胞死が誘導さ

れないが、光照射により大きく細胞死誘導効率

が上昇した（図２）。光増感剤（青）@pre-miR-
control@ラクトソームの場合、光照射がない時に

は光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソーム

と同様に細胞死がほとんど誘導されなかった。

一方、光照射することで細胞死が誘導されたが、光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソーム

よりも細胞死誘導効率が低かった。このことから、光増感剤（青）だけで細胞死を誘導すること

ができるが、pre-miR-664a を担持することでさらに細胞死誘導効率が高まる、つまり pre-miR-
664a による相乗効果が示された。 
 
(3) 光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソームを用いた光依存的なアポトーシス誘導 
光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクトソームで用いる青色の励起光は、生体組織透過性が低

いことが問題となっている。そのため、生体組織透過性が高い近赤外光を用いたナノ粒子の開発

が行われている。我々も、近赤外光により励起される光増感剤（近）をラクトソームに担持した

光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソームの調製を試みた。その結果、光増感剤（近）@pre-
miR-664a@ラクトソームおよび光増感剤（近）@pre-miR-control@ラクトソームの調製に成功し

た。次に、光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソ

ームの粒径、ゼータ電位を測定したところ、粒径は

約 40 nm、ゼータ電位は約 20 mV であった。このこ

とから、光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソー

ムは EPR 効果を介して腫瘍に蓄積し、細胞へ取り

込まれやすいと考えられる。 
  
光増感剤（近）は、近赤外光照射により発熱し、

43˚C 以上になることで細胞死を誘導することが報

告されている。そこで、光増感剤（近）@pre-miR-
664a@ラクトソームが、近赤外光のエネルギー依存

的に発熱するのか検証した（図３）。その結果、ラク

トソームがない場合、温度上昇は起こらなかった。

また、光増感剤（近）を担持していないラクトソー

ムを用いた場合、わずかに温度上昇が起こってい

た。一方、光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソ

ームは近赤外光のエネルギーに依存して発熱して

おり、10 度以上温度上昇が起こっていた。このこと

から、近赤外光照射により光増感剤（近）が発熱す

ることで細胞死を誘導することが期待された。 
 

図２ 光増感剤（青）@pre-miR-664a@ラクト
ソームによる細胞死誘導 
赤色はアポトーシス検出試薬で染色された
細胞、水色は細胞死検出試薬で染色された細
胞 

図３ 光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラ
クトソームによる温度上昇 
赤色：光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラ
クトソーム、水色：pre-miR-664a@ラクト
ソーム、黒色：ラクトソームなし 



次に、光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソームによるアポトーシス誘導効率を検証した。

図３より、近赤外光照射により光増感剤（近）が発熱するため、一定のアポトーシス誘導が起こ

ると考えられた。そこでまず、光増感剤（近）@pre-miR-control@ラクトソームが細胞死を誘導

するのか検証したところ、約 40%の細胞死誘導効率であった。これは光増感剤（近）が発熱する

ことで細胞死が誘導されたと考えられる。一方、光増感剤（近）@pre-miR-664a@ラクトソーム

は約 90%の高い細胞死誘導効率であった。このことから、光増感剤（近）だけで細胞死を誘導す

ることができるが、pre-miR-664a を担持することで高い細胞死誘導効率を示す、つまり pre-miR-
664a による相乗効果が示された。 
 
 以上より、in vitro で光依存的に高いアポトーシス誘導効率を示す光増感剤（近）@pre-miR-
664a@ラクトソームの開発に成功した。しかしながら、初期目的である in vivo での光依存的な

アポトーシス誘導を検証することができていないため、今後の課題となっている。 
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