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研究成果の概要（和文）：本研究では、筆者らが開発した「光依存的な細胞質内RNA導入技術」(Photoinduced Cytosol
ic Dispersion of RNA; PCDR技術)をベースに「可視光および近赤外光による細胞機能の制御系」を開発した。近赤外
光による細胞質内RNA導入法の開発、複数波長の光による複数のRNA導入のタイミング制御、３次元的な細胞集団への適
用、光による細胞内翻訳や分化の制御などに取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：In this study, methods to control cellular functions by visible and infrared 
light were developed based on “Photoinduced Cytosolic Dispersion of RNA (PCDR) technology” for 
introducing RNAs into cytoplasm only within irradiated cells. Optimization of PCDR using infrared light, 
temporal control of introduction of two kinds of RNAs, the application to speroid (three-dimensional 
multicell model), and optical control of the cell functions have been archived.

研究分野： 生体分子工学
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１．研究開始当初の背景 

近年、広範な細胞機能に関わる、多様な「機
能性 RNA」の働きが注目されている。 たとえ
ば、ヒトに 1000 種類以上存在する micro RNA 
(miRNA)は、主として翻訳制御機構を通じて
細胞分化や腫瘍形成など多様な細胞機能に
関わっている。 このような天然の機能性 RNA
の細胞内導入により細胞機能を人工制御す
る方法はRNAの機能解明の一手段として非常
に有用である。 また、RNAi を引き起こす
siRNAや shRNA、触媒活性をもつリボザイム、
代謝物の存在量に応じて活性のON／OFFをす
るリボスイッチなど、人工的に設計された機
能性 RNA は、合成生物学的視野からするとバ
イオシステム構築のうえで非常に役立つ。 
つまり、天然または人工の機能性 RNA を用い
た「細胞機能の人工的制御法」は RNA 研究お
よび合成生物学研究の手段として極めて有
用である。  
 筆者らは最近、光をあてた細胞のみで細胞
質内に RNA を導入する方法を開発した。 こ
の方法において要となるのは光応答性RNAキ
ャリアであり、これは TatU1A というキャリ
ア蛋白質に光増感剤を共有結合させた分子
である。 このキャリア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、光刺激により、RNA はエンドソー
ムから逃れて細胞質に拡がる。 つまり、光
応答性キャリアを用いると光によるRNAの細
胞質内導入が起こることが分かった (J. 
Control. Release, 2009)。 この PCDR 法を
用い、前段落で述べた背景を踏まえると、光
照射（＝RNA の導入）により様々な細胞機能
の制御が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、筆者らが開発した「光をあてた
細胞のみで細胞質内に RNA を導入する技術」
(Photoinduced Cytosolic Dispersion of 
RNA; PCDR 技術)をベースに「可視光および近
赤外光による細胞機能の制御系」を開発する。 
開発のポイントは、①近赤外光で効率よく細
胞質内 RNA 導入を起こせるようにすること、
②複数波長の光による複数のRNA導入のタイ
ミングの制御を可能にすること、③光で RNA
導入を誘導する方法を３次元的な細胞集団
や動物個体に適用すること、④「光による細
胞機能の制御系」の例として、光による細胞
内翻訳の人工制御系および光による細胞分
化誘導系を構築すること、の４点である。 
 
３．研究の方法 

(1) 近赤外光による PCDR 法の高効率化に向

けた光増感剤の探索 
効率よくPCDR法を起こせる波長は緑色光（～
546 nm）と赤色光（～633 nm）であるが、こ
の波長域はヘモグロビン等による吸収のた
め生体組織透過性があまり高くない。 一方、
生体の窓といわれる 700-900 nm 程度の近赤
外光域の光は生体組織透過性が高いため、厚
みのある生物試料には近赤外光の利用が好
適である。 しかしながら、PCDR 法で 750 nm
の近赤外光を用いた場合には、現状、RNA 導
入効率が、あまり高くない。 そこで、ここ
では、光応答性 RNA キャリアの光増感部位を
変えて、RNA 導入効率の比較検討を行った。 
700-850 nmの範囲に吸収をもちマレイミド基
をもつ色素を用いて光応答性キャリア（候補
分子）を作製し、RNA 導入効率の高いものを
探した。 

(2) 異なる波長の光による 2種類の RNAの時
間差導入システムの構築 
１つめの RNA の細胞質内導入の後に、2 つめ
のRNA導入を行うための手法を検討した。 光
照射の際、光増感剤部分の励起により短寿命
の一重項酸素が生成することが分かってお
り、この破壊力の影響を必要な場所[エンド
ソーム]以外に及ぼしたくないため、②の導
入時に①とは異なる波長で励起される光応
答性キャリアを用いた。 それにより、2回目
の光照射において、1 回目の光照射で既に細
胞質に拡散した光応答性キャリアをも刺激
して細胞質にダメージを与えることを防ぐ。
異なる波長の光（緑色・赤色・近赤外）に応
答する光応答性RNAキャリアをどのような順
序で使うといいのか、そして、どの程度の時
間差の導入が可能かなどを検討した。 

(3) PCDR法のスフェロイドおよび動物個体へ
の適用 
 PCDR 法の大きな利点は、細胞集団に対して
局所的にRNAの作用を及ぼすことができる点
である。課題開始時点で、培養シャーレ上に
平面的に存在する細胞群に対して局所的に
光を当てることで、ミリメータースケールの
局所あるいは 1細胞に対して RNAの作用を及
ぼすことが可能であった。 本研究では、さ
らに、動物個体などの立体的な細胞群に対し
て適用を可能にすることを目指す。 
 本研究では、動物細胞のスフェロイドに対
して PCDR 法の適用を試みた。 このとき EGFP
を安定発現するCHO細胞を用いてスフェロイ
ド を 作 製 し 、 光 照 射 部 位 特 異 的 に
shRNA(anti-EGFP)を細胞内導入し、EGFP の発
現抑制を指標に導入したRNAの活性を評価し
た。 スフェロイドに対して PCDR 法の適用を
可能にするために、キャリア/RNA 添加時の溶
液条件および1細胞照射を行う際のレーザー
強度を検討した。 また、小さくて厚みの少



ない動物個体（線虫）に対して、PCDR 法の適
用を試みた。 

(4) PCDR 法による細胞機能の制御 

(4)-① 細胞内“amber コドン翻訳”の制御 
動物細胞内で蛋白質に部位特異的に非天然
アミノ酸を導入する試みは国内外で行われ
ており、例えば、蛍光性アミノ酸や光架橋ア
ミノ酸、光スイッチアミノ酸などの導入は、
蛋白質の細胞内挙動・機能解析の上で非常に
役立つ。その一般的な方法は、非天然アミノ
酸を細胞外から投与し、細胞内でアミノアシ
ル tRNA 合成酵素変異体を用いて tRNA に結合
させて蛋白質に導入するというものである。 
このとき非天然アミノ酸のコードのために
amber コドンが用いられることが多く、この
場合、非天然アミノ酸の運搬役としては
amber コドンに対応する人工 tRNA が用いら
れる。ただし、通常 amber コドンは翻訳の終
結のために使われるので、このコドンにおけ
る非天然アミノ酸導入は終結反応と拮抗す
る。 従って、amber コドンにおける終結を進
める終結因子 eRF1 のノックダウンにより、
非天然アミノ酸の導入効率は高まるはずで
ある。そこで、細胞内での「蛋白質への部位
特異的な非天然アミノ酸導入系（amber コド
ン翻訳系）」における eRF1 ノックダウンのタ
イミングおよびその効果を検討した。 

(4)-② 細胞分化の制御 
単一種あるいは複数種の機能性RNAを用いた
細胞分化誘導の例を示し、特に、miRNA 導入
による分化効率への影響を調べる。本研究で
は、まず、神経細胞分化のモデルとして PC12
および SH-SY5Y 細胞を用いて PCDR 法による
神経細胞への分化誘導を試みた。 このとき、
まずは単一種の RNA を用いて、光の当て方を
変えて細胞分化誘導に対する影響を調べた。  
 
４．研究成果 

(1) 近赤外光による PCDR 法の高効率化に向
けた光増感剤の探索 
700-900 nm程度の近赤外光域の光は生体組織
透過性が高いため、厚みのある生物試料に利
用するうえで好適である。ここでは、光応答
性 RNAキャリアの光増感部位を変えて RNA導
入効率の比較検討を行い、PCDR 法に適用可能
な 750nm および 780nm において励起可能な光
増感剤をそれぞれ見いだした。 

(2) 異なる波長の光による 2種類の RNAの時
間差導入システムの構築 
１つめの RNA の細胞質内導入の後に、2 つめ
の RNA 導入を行うための手法を検討した。赤
色光と近赤外光による異なる光を用いた2種
類の RNA の時間差導入には可能な時間差と、
困難な時間差があることがわかった。２時間

以内の時間差導入および８時間以上の時間
差導入が可能であった。 

(3) PCDR法のスフェロイドおよび動物個体へ
の適用 
EGFP を安定発現する動物細胞を用いてスフ
ェロイドを作製し、光照射部位特異的に
shRNA(anti-EGFP)を細胞内導入し、EGFP の発
現抑制を指標に導入したRNAの活性を評価し
た。局所照射の効果を明確に示すことができ
ていないが、およそ照射部位における RNAi
効果を確認できた。 
 また、小さくて厚みの少ない動物個体の例
として線虫へのPCDR法の適用に取り組んだ。
キャリアとRNAの複合体を含む溶液に線虫を
浸漬する形で、この複合体の投与を行った。
その結果、線虫の体内にキャリアと RNA が入
り込んだことが、キャリアと RNA に付加した
蛍光標識により分かった。光照射部位特異的
な RNA 導入と RNAi 効果を明確に示せてはい
ないが、光照射部位における蛍光標識 RNA の
細胞質内拡散を示すと考えられる蛍光上昇
は見られた。 

(4) PCDR 法による細胞機能の制御 

(4)-① 細胞内“amber コドン翻訳”の制御 
動物細胞内でタンパク質に部位特異的に非
天然アミノ酸を導入する際、非天然アミノ酸
をコードするためにamberコドンが用いられ
ることが多い。このとき amber コドンの非天
然アミノ酸による翻訳と終結因子 eRF1 によ
る翻訳終結は拮抗する。そこで、shRNA の一
過的細胞内導入の後にamberコドン対応tRNA
の導入を行うことで、eRF1 ノックダウンによ
る細胞へのダメージを最小にしつつamberコ
ドン翻訳を最大にする方法を検討した。0～
12 時間差でそれぞれの導入を行ったところ、
2 時間差で導入することが最も amber コドン
翻訳の効率化に結び付くことが分かった。 

(4)-② 細胞分化の制御 
「光による細胞機能の制御系」については神
経細胞分化をモデルとして取り扱った。神経
細胞分化に関わる新規のmiRNAをマイクロア
レイ法により見つけるとともに、既知の
miRNAを用いてPCDR法による分化誘導を試み
た。導入のタイミングによる神経分化誘導効
率の違いを見いだすには、今後も更なる検討
が必要となった。 
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