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研究成果の概要（和文）：本研究deは、可視光に応答して脂質二分子膜を変形する分子機械を基盤とする、遺伝
子光導入法の開発を行った。人工的に構築した光応答性リポソームと細胞を用いた物質導入実験を行った。可視
光に応答して内側への膜陥入を誘導する、ジアゾシン骨格からなる光駆動分子機械を基盤に、生細胞に対するリ
ポソームとの膜融合による核酸輸送を試みた。細胞種に依る差異はあるものの、総じて、細胞への核酸輸送が可
能であり、細胞内での導入した核酸に由来するタンパク質の発現が確認された。従来のエレクトロポレーション
などの手法とは異なる光駆動物質導入技術の基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method of gene light transfection based on a 
molecular machine that transforms lipid bilayers in response to visible light. Material transfer 
experiments were performed using artificially constructed light-responsive liposomes and cells. 
Based on a light-driven molecular machine composed of a diazocine core skeleton that responds to 
visible light and induces inward membrane penetration, nucleic acid transport by membrane fusion 
with liposomes to living cells was attempted. Although there were some differences depending on the 
cell type, in general, nucleic acid transport into cells was possible, and expression of proteins 
derived from the introduced nucleic acids was confirmed in the cells. We were able to establish the 
basis for a light-driven substance delivery technology that is different from conventional methods 
such as electroporation.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： 遺伝子導入
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子導入は細胞を操作するうえで基盤となる技術である。従来、エレクトロポレーションやポリアミンを用い
る遺伝子導入法が確立されてきた。光による遺伝子導入は、時空間制御や細胞への影響を小さく抑えられる可能
性があるため、有用性が高いと期待される。難病に対する次世代治療技術して、細胞治療が期待されるなど、細
胞操作の重要性は高まっている。その基盤技術を構築する基礎研究として、本研究の社会的意義は大きい。新た
な細胞導入法を提供する点で、化学および生物学における学術的意義も大きいと考えられる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞内への遺伝子導入は、改変型タンパク質の合成や，RNAサイレンシングなどを行うための
基盤技術であり、さらに細胞内へのゲノムスケール DNA導入は、細胞機能制御やゲノムが持つ
機能の理解につながる。従って細胞内遺伝子導入は，基礎から応用に至る広い生物学研究に貢献
する技術である。これまでに様々な手法が開発され、利用されている。代表的なものに、高電圧
パルスを利用するエレクトロポレーション（物理的手法）、ウイルスを利用する生物学的手法、
カチオン性高分子ポリマーを用いる化学的手法がある。いずれも様々な利点を有するが、細胞へ
のダメージ、安全性、細胞種に応じた条件最適化の必要性など課題も多い。最近では、パーティ
クルガン法などの工学的方法による、これらの欠点を克服する新たな導入技術の開発も行われ
ている。幅広い細胞種への高効率導入が期待される反面、専用の装置と技術が必要とされるなど、
核酸や細胞を扱う生物学研究者が利用する上での技術面や、専用装置の導入に関連して、困難が
伴い得る。 
 
２．研究の目的 
こうした背景のもと、簡便な光照射で核酸の細胞内導入を可能にする「光遺伝子導入法」を開発
する本研究を着想した。蛍光顕微鏡を操作する技術のみで行うことができる簡便さを目指し、従
来の遺伝子導入法には無い操作性を提供することを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
応募者は、独自にデザインした光応答性の人工脂質分子オプトキャリアが、緑色光照射によって
細胞サイズリポソームを膜陥入させ、エンドサイトーシスを起こすことを見出した。さらにこの
光エンドサイトーシスを用いて、オプトキャリアと相互作用するアニオン性ポリスチレンビー
ズをベシクル内部へ輸送することにも成功した。エンドサイトーシスを光で起こす新技術であ
り、核酸などのアニオン性高分子の細胞内光導入を可能にする発展性を持つ。「混ぜて光を当て
る」という操作性の良さと，非接触性，低光毒性が最大の利点であり、ここに他には無い独自性
と進歩性がある。オプトキャリアの中心骨格である架橋型アゾベンゼンは、可視光に応答して
cis–trans光異性化し、分子形状を変える。この運動による分子面積拡張によって、膜変形が誘
起されていると考えられている。本研究において OC1を構造修飾することにより、核酸と静電的
に相互作用するシステムの構築を目指すこととした。 
 
４．研究成果 
本研究では、可視光に応答して脂質二分子膜を変形する分子機械オプトキャリアを基盤とする、

遺伝子光導入法の開発を行った。人工的に構築した光応答性リポソームと、細胞を用いた物質導

入実験を行った。可視光に応答して内側への膜陥入を誘導する、ジアゾシンコア骨格からなる光

駆動分子機械オプトキャリアを基盤に、生細胞に対するリポソームとの膜融合による核酸輸送

を試みた。細胞種に依る差異はあるものの、総じて、細胞への核酸輸送が可能であり、細胞内で

の導入した核酸に由来するタンパク質の発現が確認された。膜表面の静電的な性質を制御する

ことで分子機械と膜表面の接着を制御することができた。静電効果を利用して、膜接着状態で光

照射を行うことによって、膜面積の変化で誘起される膜融合を効率的に起こすことができた。 

 図１に示すコア部分を示すオプトキャリアを開発した。オプトキャリアは、可視光応答性の架

橋型アゾベンゼンをコアとする両親媒性化合物である。その八員環構造から、シス型コンフォメ

ーションが安定であり、光刺激によってアゾ結合がトランス体へ異性化することが知られる。架

橋部位に、アンチ型にアルキル鎖を結合することで、シス体からトランス体への異性化に応答し

て、アルキル鎖間の距離が角度が７０度小さくなることが、単結晶 X線構造解析、および DFT 計

算による分子モデルから予測された（図１）。吸収スペクトル測定において、cis 体のオプトキ

ャリアに対して 400 nmの光を照射すると、照射時間に応じて 400 nmの吸収強度が減少し、470 

nmの吸収強度が増加した。このスペクトル変化は、オプトキャリアが cis 体から trans 体へ異

性化したことを示す。1H NMRスペクトル測定からも光異性化反応が示され、芳香族性プロトンに

由来するシグナルの面積比による解析から、400 nmの光照射によって、60%が cis 体から trans

体へ異性化することが示された。 

 細胞膜モデルとして、不飽和リン脂質であり、細胞膜を構成する脂質でもある 1,2-dioleoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)を用いて作成した細胞サイズベシクルを用いて、膜融合機

能を評価した。DOPCに対して、オプトキャリアを 10 mol%混合し、静置水和法によりベシクルを

作成したところ、位相差顕微鏡観察から直径 20〜50 μmのベシクルが得られたことが示された

（図２）。複数個のベシクル同士が接触した部分に、オプトキャリアが trans 体へ異性化する 400 

nm の光を照射したところ、照射時間が 300 秒を過ぎたところで膜融合が進行し、３つのベシク

ルが１つに融合する変形が見られた。溶液中での光照射の場合でも、オプトキャリアが光定常状



態に達するまでにおよそ 300 秒要したことから、この顕微鏡観察によって示された膜融合現象

は、脂質二分子膜中に挿入されたオプトキャリアの膜収縮運動によって促進されたことが示唆

される。 

 細胞膜モデルでの光駆動膜融合が示されたことから、生細胞に対する膜融合と遺伝子導入を

試みた。細胞を含む培地に対して、オプトキャリアを含むリン脂質ベシクルを加えた。リン脂質

ベシクル中には、緑色蛍光を発するタンパク質 GFPの mRNAを内包した。細胞膜とリン脂質ベシ

クルが膜融合することで、ベシクル内に含まれる mRNA が細胞内へ導入され、GFP へ翻訳される

ことを期待した。従って、mRNA の細胞内導入を、緑色蛍光の発色で評価することができる。細

胞を含む培地に対し、オプトキャリアを含むリン脂質ベシクルを加えた後、光照射するまでは、

緑色蛍光を発する細胞はほとんど見られなかった。その後に、光照射することで、強い緑色蛍光

を発する細胞が複数個見られた。以上より、光照射が引き金となり、リン脂質ベシクルの膜収縮

に伴う細胞膜との融合が促され、その結果、mRNA が細胞内へ輸送されたことが示唆された。細

胞種に依る差異はあるものの、総じて、細胞への核酸輸送が可能であり、細胞内へ導入した核酸

に由来するタンパク質の発現が確認された。従来のエレクトロポレーションなどの手法とは異

なる光駆動物質導入技術の基盤を構築することができた。 

 

 

 

図１ オプトキャリアコア部分 cis 体の単結晶構造解析、cis 体の結晶構造と trans 体の DFT 計

算から導出された構造の比較とねじれ角運動、メタノール溶液中で測定されたオプトキャリア

の光照射による UV 吸収スペクトル変化・オプトキャリアの重メタノール溶液 1H NMRスペクトル

の光照射による変化とシグナルの面積比の比較。 
 



 
図２ DOPC とオプトキャリアから作られたベシクルが 400 nm の光照射に応答して膜融合す

る様子を示す位相差顕微鏡画像、照射光：400–440 nm、[DOPC]/[オプトキャリア] = 90/10。 
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