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研究成果の概要（和文）：モデル生物の個体内で，任意の遺伝子の機能発現を光制御する新手法

の開発を目的に研究を行った。ケージド DNA および RNA を合成する要素技術として，修飾

位置特異的ケージド DNA を化学合成するためのケージドヌクレオシドを合成した。また，モ

ジュール型ケージドヌクレオチドを設計・合成し，塩基配列選択的ヌクレオチドケージング試

剤の開発に応用した。さらに，最も長波長光で光活性化できる新規光分解性保護基の開発にも

成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the study is to develop a new method for regulating biological 
functions of any genes of interest with high spatial and temporal resolution. To this goal we have been 
trying to synthesize caged mRNAs and DNAs. We designed new precursor molecules of caged 
nucleotides having an affinity tag for purification, targeting and molecular recognition. To demonstrate 
utility of the compound, we developed a new nucleotide caging agent, PNA-Bhc-diazo, that has a 
peptide nucleic acid (PNA) tag complementary to a target gene for sequence-selective nucleotide caging. 
A new caging group which can be photo-activated by a visible light was designed and synthesized. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 5,500,000 1,650,000 7,150,000 

2011 年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

2012 年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

年度  

  年度  

総 計 15,100,000 4,530,000 19,630,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：ケミカルバイオロジー，有機光化学，ケージド化合物 
 
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
急務である。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。例えば，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。そこで，これを可
能にする要素技術を確立するため，ケージド
化合物の化学を活用して時期および細胞(組
織)特異的に細胞の生理現象を制御する技術



の開発を目指して研究を続けてきた。 
DNA あるいは RNA の機能を光で制御する研
究も国内外のグループによって進められて
いる。しかし，実際に生きた細胞や生物個体
内で遺伝子の機能発現を光制御したのは，
「ケージド化合物」を用いた数例に限られて
いる。一方，ケージド化合物による細胞の生
理機能制御の試みは，欧米の複数のグループ
による研究例がある。 
それらは，有機合成に基づいて，より高性能
なケージド化合物を開発する研究と，既存の
化合物を利用して生理的に意味のある現象
の光制御を試みる研究に大別される。しかし，
化学的な性能の面で，我々のグループで開発
した Bhc 基を超えるものはまだ開発されて
いない。よって現時点では，Bhc 基を用いた
ケージド化合物のレパートリーを増やして
いくことが，「遺伝子の機能発現を光制御す
る方法」を達成するもっとも現実的かつ確実
な方法と考えられる。しかし，Bhc 基も万能
ではない。例えばマウスのような哺乳動物の
個体で利用するためには，より長波長光で活
性化されるものが望ましい。そこで，Bhc 基
の活用と並行して，より長波長光で活性化で
きる光分解性保護基の開発も目指すことに
した。 
 
２．研究の目的 
新規ケージド化合物の設計・合成を通じて，
個体レベルで遺伝子の機能発現を制御する
手法への展開が可能な開発を目的にした。個
体内で光制御するためには以下を実現する
必要がある。（１）光照射前後で大きな活性
の上昇が実現できること，（２）組織による
散乱の少ない長波長光によって光活性化で
きること，（３）個体内への導入が容易であ
ること，（４）働かせたい場所へのターゲッ
ティングが可能であること。そこで，平成 22
年度からの 3 年間で，各項目を実現できる要
素技術を開発し，研究期間終了時にはモデル
生物個体内で，遺伝子の機能発現と機能抑制
を光制御する実用的な方法を開発すること
を目標にする。 
 
３．研究の方法 
（１）ケージドプライマーの開発と修飾位置
特異的ケージド DNA の化学合成 
哺乳動物個体に外来性遺伝子を導入する場
合は，プラスミド DNA のケージド化合物が
有効である。そこで，ケージドプライマーを
化学合成する。続いて，  EGFP あるいは
luciferase をコードするプラスミド DNA
（pEGFP-N2, pRL-SV40 など）をテンプレー
トにして，long PCR または overlap extension 
PCR によってケージドプライマーを伸張し
て，環状の全長ケージドプラスミド DNA を
調製する。合成したケージドプラスミド DNA 

を，HeLa 細胞および COS-7 細胞に導入して，
紫外光照射の有無による発現量を定量する。 
光照射によって高い発現上昇を実現するた
めには，光照射前に完全に転写活性が止まっ
ていることが望ましい。そこで，プロモータ
ー領域，TATA box，マルチクローニングサイ
ト，および転写開始コドン近傍に相当する塩
基配列のケージドプライマーを合成し，いず
れが最適かを検討する。この方法の利点は，
光照射後に intact なプラスミド DNA を生成
する点にある。SV40 ori を持つプラスミドと
large T-antigen を持つ細胞の組み合わせでは，
複製によるコピー数の増幅が見込めるので
一過的に大量のタンパク質を発現すること
ができる。さらに，目的遺伝子の ORF をコ
ードするプラスミド DNA を用いれば発現上
昇が，shRNA をコードするプラスミドを用い
れば発現抑制も実現可能になる。合成したケ
ージドプラスミドは，遺伝子銃を用いてマウ
スの皮下に導入し，光照射で遺伝子の発現誘
導が可能か検討する。 
（２）塩基配列選択的ケージング試剤の開発 
DNA や RNA のケージド化合物の調製にお
いて，ランダムケージングの利点は，操作の
簡便性，低コスト，適用範囲の広さにある。
しかし，プラスミド DNA のケージングに適
用すると，遺伝子をコードする領域以外がケ
ージングされても，光照射前の転写を抑制す
ることができない。約 5,000 bp の dsDNA 上
の必要な配列のみを選択的に修飾する必要
がある。そこで，塩基配列を認識して狙った
位置を修飾できるケージング試剤を開発す
る。認識部位としては，ペプチド核酸（PNA）
を利用する。PNA は dsDNA の配列を認識し
て triplex を形成することができるので，この
用途に最適である。PNA が認識する配列の挿
入位置，ケージングの条件および光照射によ
るケージ解除条件を最適化する。ケージング
の配列選択性をフットプリント解析で調べ
る。続いて哺乳動物培養細胞にリポフェクシ
ョン法で導入して，光照射の有無によるレポ
ーター遺伝子の発現量を定量する。認識配列
と PNA の組み合わせは自由に選べるので，
混合物の中から狙ったプラスミドだけをケ
ージド化合物に変換することも可能になる。
また，PNA の duplex 形成能を利用して，細
胞内で内在性の mRNA をケージングできる
か検討する。期待通りケージングできれば，
共有結合が形成されるので，強力にアンチセ
ンス効果を発揮する。また，光照射でレスキ
ューする実験系の構築も期待できる。培養細
胞で期待通り働くことが確認されたものは，
マウス皮下での光照射による発現誘導を検
討する。 
（３）赤色光で活性化できる新規光分解性保 
護基の探索 
哺乳動物個体で光照射するためには，「生体



の窓」と呼ばれる 650-1,000 nm の光を用いる
ことが望ましい。Bhc 基は 375 nm に吸収極
大を持ち，赤色から近赤外光（700-800 nm）
を用いる 2 光子励起によって，他のどのケー
ジド化合物よりも高い効率で活性化できる。
機能付与による Bhc 基の活用と並行して，個
体での利用をより簡便にするため，赤色から
近赤外領域に吸収極大を持つ新しい光分解
性保護基も開発する。1 光子励起条件下で，
500 nm より長波長光で活性化できるケージ
ド化合物は報告されていない。そこで，
xanthene 系，および cyanine 系色素を基本骨
格にして，合理的な分子修飾によりその光物
理学的および光化学的性質の改変を図る。 
 
４．研究成果 
（１）ケージドプライマーの開発 
光分解性保護基で修飾したホスホロアミダ
イトモノマーを開発することが出来れば，
PCR によりケージドプラスミド DNA を容
易に合成することが可能となる。そこでまず，
核酸塩基への光分解性保護基の導入法を最
適化した。その結果，デオキシシチジン（dC）
やデオキシグアノシン（dG）の環外のアミノ
基に NVOC 基を導入できること，Bmcmoc 
基をdCの環外のアミノ基およびdGのヒドロ
キシ基に導入できることを明らかにした。ま
た，環外アミノ基を修飾した dC 誘導体を，
対応するホスホロアミダイトに変換できる
ことも明らかにした。合成したケージドヌク
レオシドは，350 nm の紫外光照射によって，
元のデオキシヌクレオシドを生成すること
を確認した。光分解性保護基で修飾したプラ
イマーを用いて，ケージドプラスミド DNA 
を調製する実験系を構築した。 
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（２）可視光で光活性化できる新規光分解性 
保護基 
ケージド化合物に使われている既存の保護
基の中で，最も高い効率で活性化できるのは
(6-bromo-7-hydroxycoumarin-4-yl) methyl 基
(Bhc 基) である。しかし，375 nm に吸収極
大を持つため，厚みのある組織切片や生物個
体で利用するには，より長波長の可視光で活
性化できる保護基が望ましい。そこで，本研
究では可視光で活性化できる光分解性保護
基を開発することを目的とした。 
キサンテンを基本骨格として，500 nm より
長波長に吸収極大をもつ保護基 Xan の合成

を考えた。クロロ酢酸から出発して，3 段階
で Xan-Cl の合成に成功した。収率は 73 %と
なった。合成した Xan-Cl は pH7 の緩衝液中
で 516 nm に吸収極大を持つこと，さらに 516 
nm の光照射によって光分解し，Xan-OH を
生成することを明らかにした。このときの光
反応効率は 5278 であった。さらに，Xan-Cl 
と Bhcmoc-Glu の混合物に 516 nm の光を照
射すると Xan-Cl だけを，350 nm の光照射で
は Bhcmoc-Glu をそれぞれ選択的に光活性化
できることも明らかにした。Xan-Cl はこれま
でに報告されたケージド化合物のどれより
も，長波長光で活性化可能である。 
 

 

（３）モジュール型ケージドヌクレオチドの 
開発 
遺伝子の機能発現を光制御することを可能
にするため，ケージド DNA の開発を進めて
きた。ケージング試薬である Bhc-diazo によ
りケージド dsDNA の合成が可能である。し
かし，プラスミド DNA のケージングに適用
すると，ケージング反応がランダムに起こる
ため，ケージングされたプラスミドと未修飾
プラスミドの混合物が生成する問題点があ
った。そこで，モジュール型ケージド化合物
のプラットフォーム分子を 2 種類開発した。
そのうちの一つを利用してビオチンタグを
持つ新規ケージング試薬 Bio-Bhc-diazo を合
成し，ストレプトアビジンで修飾した磁気ビ
ーズを利用したアフィニティー精製によっ
て，未修飾 DNA との混合物からケージド
DNA を分離精製できることを明らかにした。
分離精製したケージド dsDNA を HeLa 細胞
にトランスフェクトしたところ，ケージング
していない dsDNA と比較して，目的遺伝子
の発現が 20%に低下し，UV 照射によって
80%まで発現が回復することを確認した。 
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（４）塩基配列選択的ケージング試剤の開発 
DNA や RNA のケージド化合物を合成する
ために，塩基配列を認識して狙った位置を修
飾できるケージング試剤の開発を目指した。
DNA の塩基配列を認識するための 6-mer 
PNA，および，DNA のリン酸結合と共有結
合を作るためのジアゾメチル基を持つ新し
いケージング試薬，PNA-Bhc-diazo の合成に
成功した。合成した PNA-Bhc-diazo を用いて，
PNA 結合配列を含む 80-mer の ssDNA をケ
ージングできること，PNA-Bhc 基が PNA 結
合配列近傍に結合すること，さらに 350 nm 
光照射でアンケージングされることを，機器
分析と酵素反応を利用して確認した。PNA 結
合配列を挿入したプラスミド DNA を用いて，
哺乳動物細胞内で発現するルシフェラーゼ
の定量でケージング反応の有無を確認する
実験系を構築した。 
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