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研究成果の概要（和文）：シトシンからウラシルへの点変異の際の鍵反応と考えられる脱アミノ化をより緩和な生理的
条件下で進行させるため、生理的条件下で、全て光操作のみで細胞内RNA 上のシトシンからウラシルへのピンポイント
変異を制御する今までにない分子システムの開発を目指している。超高速光架橋剤であるシアノビニルカルバゾールを
含む人工核酸の可逆的なmRNAへの光架橋反応を利用する際に、細胞内にも存在する化学物質である各種ジアミン類を添
加させることで、生理的条件下でも脱アミノ化が進行することを見出した。本成果を発展させることで、化学的な手法
による細胞内での正確な分子操作がさらに期待される。

研究成果の概要（英文）：To improve the deamination reaction of cytosine in the photocrosslinked DNA double
 strand, the effect of additives on the deamination reaction was evaluated. The results indicated that dia
mine derivatives can accelerate the reaction in a concentration dependent manner. diamine derivatives havi
ng more than four carbons distance between two amine groups clearly accelerate the photochemical C-U trans
ition reaction. For spermidine, the acceleration effect was caused by the interaction between spermidine a
nd DNA double strand, although the increase of pH scarcely contributed to the acceleration effect. As the 
mammalian cells contain millimolars of spermidine and spermine, the acceleration of photochemical C-U tran
sition, that was demonstrated in this study, might occur in mammalian cells. This provides a new design of
 artificial oligonucleotide having higher photo-editing activity.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高等生物はRNAエディティングと呼ばれる、
転写されたRNAを塩基配列選択的に脱アミノ
化する事で遺伝コードを変換する機構を有
する。アデニンの６位を脱アミノ化するとイ
ノシン(I)となり、シトシンの４位を脱アミ
ノ化するとウラシル(U)となる。従って、こ
の反応を使用し、T>C 変異した変異ヌクレオ
チドを脱アミノ化することができれば、遺伝
コードを野生型に戻すことが可能となる。近
年、我々は光化学的なライゲーション反応を
用いた DNA エディティング(K. Fujimoto et 
al., JACS 2009, OBC 2007, ChemComm 2006)、
光化学的なクロスリンク反応を用いたRNAエ
ディティング技術(を開発し、部位特異的な
シトシンの脱アミノ化に成功している(K. 
Fujimoto et al., OL 2009, BOMCL 2005 
ChemComm 2010)。いずれの反応においても、
光応答性塩基上（カルボキシビニルウラシ
ル：cvU、シアノビニルカルバゾール：cnvK）
に導入されているビニル基と操作対象シト
シン塩基が 2+2 光環化することで、架橋シト
シン上４位のアミノ基が加熱過程（90°C 3h）
によりウラシル誘導体へと選択的に脱アミ
ノ化され、光開裂反応を経由してウラシルへ
と変換されると考えられている。可逆的な光
操作のみで DNAならびに RNAを編集する方法
は我々の方法以外には殆ど報告例がなく、独
自性の高い方法と考えられている。しかし、
９０度で２時間以上の加熱が必要であるこ
と、可逆的光操作に用いる照射波長(366 nm, 
312 nm)が紫外領域であることから、これら
が細胞内応用を妨げるボトルネックとなっ
ていた。 
 
２．研究の目的 
 我々は定量的な脱アミノ化に９０度で２
時間以上の加熱が必要であるものの、既に申
請者達はLeigh症候群を対象とした遺伝子修
復を生理的条件下で一連の光操作を行った
ところ低収率（10%前後）ながら RNA の光編
集が可能であるという予備的な知見を得て
いた。このことは試験管内での反応が実際の
細胞レベルで確認できた画期的な知見と考
えられ、細胞内の遺伝子操作が原理的に可能
であることが示されていた。そこで、この脱
アミノ化をより緩和な生理的条件下で進行
させるため、１）金属ナノ粒子を用いるこ
とによるフォトサーマル効果を利用する、
２）デアミナーゼ酵素内の反応機構を化学
的に組み込ませる、これら２点を組み込ん
だ新しい分子システム系を設計・創製しよ
うと考えた。生理的条件下で、全て光操作
のみで細胞内 RNA 上のシトシンからウラシ
ルへのピンポイント変異を制御する今まで
にない分子システムの開発が本研究課題の
目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）光二量体の構造決定 

 これまでの研究から、光ライゲーションに
用いるカルボキシビニルウラシル（cvU）につ
いては[2+2]光環化反応により光ライゲーシ
ョン反応が進行する事が明らかとなってい
る。しかし、光クロスリンクに用いるシアノ
ビニルカルバゾール（cnvK）についてはその架
橋構造は明らかとなっていない（Org. Lett., 
10, 3227, (2008)）。そこで cnvK 架橋構造の
NMR 構造解析を行い、構造的知見を得るとと
もに、これを基にした分子モデリングによる
安定構造計算から、シトシン４位のアミノ基
周辺の立体構造に関する知見を得る。 
 
（２）新規光反応性人工 DNA の開発 
既に研究代表者は光クロスリンクされた DNA
誘導体をアデノシンデアミナーゼ活性が共
存するヌクレアーゼで分解した際に、生理的
条件下で光架橋されたシトシンがウラシル
へと変換されていることを見いだしている。
このことはアデノシンデアミナーゼの脱ア
ミノ化機構を組み込むことができれば、フォ
トサーマル効果と組み合わせることで、より
緩和な条件下で脱アミノ化を進められるの
ではと考えられる。X線結晶構造解析（H. Ford 
et al., Biochemistry., 2000, 2581）によ
って報告されているアデノシンデアミナー
ゼの活性部位に配置されている Asp295, 
His238, Asp296といった鍵となるアミノ酸を
参考にし、上述のクロスリンク体の NMR 構造
解析をもとに様々な光応答性修飾カルバゾ
ールを設計・合成する。その際には共通の中
間体ヨードカルバゾールと各種ビニル誘導
体のクロスカップリングを行うことで、効率
的な合成を行う。 
 
（３）細胞内への導入ならびに細胞内光操作
に関する研究開発 
 Cy3 蛍 光 修 飾 CNVK-ODN あ る い は
AuNP-CNVK-ODN を 種 々 の 細 胞 導 入 試 薬
（LipofectAmine2000 など）と混合し、HEK293
（ヒト胎児由来腎細胞）培養液に添加、蛍光
顕微鏡観察により胞内導入条件を最適化す
る。必要に応じて、脂質修飾（コレステロー
ルなど）やペプチド修飾（R8、RGD など）を
行い、最適条件を検討する。また細胞内光ク
ロスリンク反応に関して配列選択性ならび
に光操作のための各種パラメータ（波長、照
射エネルギー、光源、照射タイミング）に関
する条件検討を行う。最終的には青色蛍光タ
ンパク質（BFP）遺伝子に１塩基変異（199C>T）
を導入すると、緑色蛍光タンパク質（GFP）
に変換されることが知られているので、BFP
を恒常発現する HEK293 細胞（BFP-HEK）を作
成し、CNVK-ODN あるいは AuNP-CNVK-ODN を最適
条件で細胞内に導入しRNA編集に関する知見
を得る。その際、同時にmRNAを抽出し、RT-PCR
後、配列解析を行うことで mRNA への光編集
を明らかにする。Leigh 脳症の原因の一つと
されるミトコンドリアATPase6遺伝子の変異
（mt.8993T>C）を標的とする光 RNA 編集に挑



戦する。 
 
 
４．研究成果 
（１）光二量体の構造決定 
光架橋後のオリゴ DNA を単離、精製後、酵素
分解によりモノヌクレオチドまで分解後、架
橋ユニットと考えられるチミンと cnvK の光架
橋体を再度精製し、架橋構造の NMR 構造解析
を行った。その結果、シアノビニル基のビニ
ル基とチミンの C5,C6２重結合部分において
cis-syn 型で[2+2]光環化していることを明
らかにした。またビニル基に関してシストラ
ンスの異性化が高速で進行していることや、
２重鎖構造の中ではトランス構造が優先す
ることなど架橋反応機構についても基礎的
な知見が得られた（図１参照）。この構造を
もとに光架橋されたDNA全体の構造をシミュ
レーションしたところ架橋した部位を中心
として DNA２重螺旋の軸が１５度前後ずれる
ことが判明した。 

 図 1. 光架橋反応ならびに構造解析 
 
（２）シトシンからウラシルへの点変異反応
の高速化 
シトシンからウラシルへの点変異の際の鍵
反応と考えられる脱アミノ化をより緩和な
生理的条件下で進行させるため、生理的条件
下で、全て光操作のみで細胞内 RNA 上のシト
シンからウラシルへのピンポイント変異を
制御する今までにない分子システムの開発
を目指している。そこで、DNA 構造の B-Z 型
遷移の際に用いられるアミンである
spermidine を添加することで脱アミノ化が
より緩和な条件で進行するのではと考えた。
Spermidine 存在下、cnvK 含有オリゴ DNA と相
補鎖 DNA の光架橋体を 37℃条件下、核酸塩基
変換反応を解析したところ脱アミノ化の加
速が観察された。そこで、同様の実験を様々
な ア ミ ン を 用 い て 行 っ た と こ ろ
1,8-diaminooctane 、 1,4-diaminobutane 、
spermine において spermidine 以上の脱アミ
ノ化反応の加速を確認した。いずれの場合も
アミン添加による脱アミノ化速度は非添加
時と比較し約20倍加速していた（図２参照）。
以上より、アミン添加による脱アミノ化の促
進が生理条件下で可能であることを見出し
た。 
 
 

図 2.アミン類の添加による脱アミノ化反応
の促進 
 
さらに簡便かつ実用的な操作法の開発を行
うこととし、標的核酸塩基である Cと塩基対
を形成する塩基を、通常のグアニンからイノ
シンに変更した。これによる光架橋反応効率
およびイノシンーシトシン水素結合下にお
ける塩基変換反応効率を定量評価した。標的
核酸塩基シトシンと塩基対形成する塩基が
グアニンの場合とイノシンの場合で、光架橋
反応効率を比較した結果、約３倍の反応の加
速が見られた。また、イノシンーシトシン水
素結合下におけるシトシンからウラシルへ
の変換反応を解析・比較した結果、グアニン
の場合では全く進行しなかったシトシンか
らウラシルへの変換反応が、イノシンに変更
することで大幅に加速された（変換速度：
20%/日）。本結果は光熱効果を使わずとも細
胞内でピンポイント操作できることを示し
ており、当初の計画以上の新手法の開発に成
功したと考えられる。 
 
（３）細胞内への導入ならびに細胞内光操作
に関する研究 
秒単位の光照射によりピリミジン塩基と選
択的に光架橋可能な人工核酸である
3-cyanovinylcarbazole (CNVK)をアンチセン
ス核酸と組み合わせることで、細胞外の系に
おいて点変異型 K-ras mRNA ( コ ドン
12.GGU>GUU)の機能を光照射によって制御す
ることに成功した。本手法を用いることで、
１秒間の光照射により CNVK を用いたアンチセ
ンス核酸は、標的の変異型 mRNA に対して塩
基配列選択的に光架橋し、その逆転写反応を
約 97%という高効率で阻害可能であることを
見出した。１秒という短時間の光照射で mRNA
に対して操作を行うことにより、遺伝子発現
が制御できるということは、脱アミノ化対象
の mRNA 上のシトシンを実際にピンポイント
で制御可能であることを示唆していると考
えられる。 



 そこで次に、実際に細胞内に導入し、内在
性 GFP 遺伝子の発現を秒単位の光照射によ
って細胞内で抑制できるか検証を行うこと
で細胞内への導入ならびに細胞内光操作に
関する条件検討を行った。CNVK を含むアンチ
センス核酸を用いることで、10 秒の光照射で
細胞系において遺伝子発現制御が可能であ
ること即ち mRNA が混在する中で正確に目的
の mRNA に対して光架橋していることを見出
した。また、既存のアンチセンス核酸の多く
は、IC50が uM オーダーであるのに対して、

CNVK
を用いたアンチセンス核酸は、低濃度 (約 80 
nM) でも遺伝子発現が制御可能であること
を見出した。異なる自己構造を持つと予測さ
れる GFP mRNA 中の４つの標的配列に対して、
それぞれ対応する CNVK を含むアンチセンス核
酸を用いて評価した実験において、全ての系
において光による遺伝子発現制御が可能で
あることも見出した。CNVK が、光架橋反応に
よって非平衡反応系で標的配列と光架橋す
るため、遺伝子発現制御が標的 mRNA の自己
構造に依存しなかったのではと考えられる。
また、光照射のタイミングによっても内在性
遺伝子発現の制御が可能であることも実証
した。以上のことから実際に細胞内の mRNA
をターゲットとして配列選択的に光操作可
能であることを実証した（図３参照）。 

図 3. 細胞内 mRNA への光架橋反応 
 
 最後に、本基盤研究においてピンポイント
RNA 編集の際に最も重要と考えられる脱アミ
ノ化反応を小分子（ジアミン類）で２０倍以
上加速可能であること、高熱効果に頼らずに
イノシンをターゲットシトシンの相補鎖側
に組み込むことにより生理的条件下で脱ア

ミノ化が進行することを見出したこと、なら
びに実際に細胞系で配列選択的に mRNA に対
して光架橋できたこと、これらの成果は当初
の予想を超えるものと考えており、今後、本
成果を発展させることで、化学的な手法によ
る細胞内での正確な分子操作がさらに期待
される。 
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