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研究成果の概要（和文）：BFP-mRNAに対して脱アミノ化誘起用ODNを用いて光化学的な部位特異的脱アミノ化処
理を行った。光化学的RNA editingは、RT-PCR-RFLPとin vitro翻訳したタンパク質の蛍光を確認した。また、光
化学的RNA editingした当該mRNAの全長をシークエンスし、他の箇所に変異が生じていないことも確認した。効
率的な脱アミノ化を誘起するODNデザインについても検討し、相補的配列長が14塩基で、ヘアピン長が9塩基の
ODNが12.4%と最も高い光化学的RNA editing効率を示した。この結果は光化学的RNA editing法が疾患治療法とし
て適用可能であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Photochemical site-specific deamination was performed toward BFP-mRNA, by 
using oligodeoxynucleotides,ODNs, for inducing deamination. The base substitution by artificial RNA 
editing was confirmed by RT-PCR-RFLP analysis and fluorescence of in-vitro-translated proteins. 
Moreover, the mRNA sample was sequenced after photochemical RNA editing treatments, and confirmed 
that there was no mutation occurred except the target-site. We also investigated the ODN design that
 could induce efficient deamination. The ODN with complementary sequence length of 14 bases and 
hairpin length of 9 bases showed the highest photochemical RNA editing efficiency at 12.4%. This 
result suggests that the photochemical RNA editing is applicable as a theraputic method for genetic 
diseases.

研究分野：分子生物学

キーワード： 疾患治療　点変異　RNA editing　脱アミノ化　蛍光タンパク質　遺伝コード修復　RFLP　恒常的発現細
胞
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．	研究開始当初の背景	
RNA の一部は生体内で化学的修飾を受け、遺
伝暗号が変化する。例えば、ヒト・アポリポ
タンパク質 Bは組織特異的な C>U 変換によっ
て遺伝コードを変化させることで、組織特異
的なアイソフォームの発現制御を実現する。
この様な現象は RNA	editing と呼ばれ、生体
で広く存在している。RNA	editing では転写
された RNA のアデノシン（A）あるいはシチ
ジン（C）が部位特異的に脱アミノ化され、
結果としてイノシン(I)あるいはウリジン	
(U)に変換される。Iの相補的塩基は Cである
ため、この反応によって遺伝コードが A>G
変換あるいは C>U 変換することになる。一
方、研究分担者である藤本らは光結合性の核
酸誘導体を利用した核酸塩基の化学的な脱
アミノ化技術を開発し、部位特異的な Cの脱
アミノ化に成功した。そこで、この技術を応
用して、細胞内の変異 RNA の変異部位を修復
するという本研究を着想した。	
本研究の開始時期までに、遺伝子内に T>C 変
異を持つ疾患症例（Leigh 脳症：mt.8993T>C
症例）をモデルに人為的な化学的RNA	editing
による変異 RNA の修復研究を行なってきた。
相補的塩基鎖の末端に光感受性のカルボキ
シビニルウリジン（CVU）を付加することで塩
基配列特異性を持たせたオリゴデオキシヌ
クレオチド（ODN）を T>C 変異を有するター
ゲット核酸に作用させ、変異シチジンの脱ア
ミノ化が可能か否かを検討した。そして、タ
ーゲット核酸へのアニール、光連結、脱アミ
ノ化熱反応、光解裂による CVU 含有 ODN の遊
離、といった一連の操作によって部位特異的
な RNA の脱アミノ化（即ち遺伝コードの
修復）が、少なくとも in	vitro では可能
であることを示した。しかし、当該の患者
由来細胞は低分子核酸を含め外来遺伝子を
ほとんど受け付けないばかりか、増殖能も低
いため、細胞内での RNA 修復研究が困難であ
った。従って、化学的 RNA	editing による in	
vivo 変異修復のための簡便な実験系の確立
が必要であった。	
	
２．	研究の目的	
本研究は、RNA 内の C 塩基のアミノ基を脱ア
ミノ化して U とする生体内機構である RNA	
editing と同様の反応を光化学的に人為的に
再現することで、点変異した RNA を標的に、
細胞内で部位特異的な脱アミノ化を誘起し、
遺伝コードを変換・修復する方法を確立する
ことを最終的な目的に、まずは in	vitro 合
成した全長の mRNA を標的として修復するこ
とを目指した。具体的には GFP 遺伝子の
199T>C変異が青色蛍光を発するBFP遺伝子と
なることに注目し、 in	 vutro 合成した
BFP-mRNA に部位特異的な脱アミノ化を誘起
し、199C>U として GFP とする方法の確立と、
遺伝コード修復を定量的に判定して、遺伝コ
ード修復を実現できる脱アミノ化誘起薬の
開発を行うための基礎的研究を行った。	

３．	研究の方法	
下記の研究小テーマを遂行して、脱アミノ化
誘起 ODN の開発を行い、人為的な化学的 RNA	
editing による BFP-mRNA の 199C>U の変換を
検証し、人為的遺伝コード修復法を確立する。	
(1) BFP-mRNA 脱アミノ化誘起 ODN の設計	
ODN の相補塩基部やヘアピン構造部が長いほ
ど修復効率が高いというデータも示されて
おり、これらの知見を基に、BFP 遺伝子配列
の 199T を効率良く脱アミノ化するための、
脱アミノ化誘起 ODN を設計・合成する。	
(2) BFP-mRNA の C>U 修復に関する研究	
上記で有効な ODN が確認できれば、in	vitro
転写した BFP-mRNA を対象に RNA の修復実験
を行い、in	vitro翻訳系を用いてタンパク質
レベルで BFP→GFP 変換が実際に誘起されて
いることを確認する。	
脱アミノ化に必要な熱処理に関しては、CVU
については既に in	vitroで 37℃、24 時間の
反応で充分な変異修復効果が認められてい
る。光照射による脱アミノ化誘起 ODN のター
ゲットへの結合後、24 時間あるいはそれ以上
の放置によって脱アミノ化反応が進行する
と考えられる。遺伝コード修復の有無につい
ては PCR-RFLP や塩基配列決定によって確認
できる。変換効率が高ければ蛍光分光観察や
蛍光顕微鏡による蛍光発色の観察によって
も簡便に評価できると考えている。	
(3) 遺伝子修復後の GFP タンパク質生成確認	
BFP199C>U の置換が確認されたら、当該処理
を施した mRNA から in	vitro合成でタンパク
質を合成し、抗体を用いたウエスタンブロッ
トや蛍光イメージアナライザーを用いた解
析で GFP タンパク質の生合成と変異修復効率
について確認できる。また、mRNA 全長を塩基
配列決定することで、他部位の変換の有無も
検証する。	
	

４．	研究成果	
RNA	editing 機構を化学的に模倣して部位特
異的に塩基を脱アミ
ノ化することで遺伝
コードを修復する研
究を行うため、まず
実験系の構築を行っ
た。 GFP	 遺伝子の
199T>C	変異体は青
発し BFP	となること
に注目して、	BFP-	
mRNA に 化 学 的 に
199C>U	変異を誘起
して GFP	とするモ
デルを実験系とした。
光官能基には CVU と	 	 	図 1.	RFLP の結果	
	
CNVK を用い、BFP-mRNA 配列に相補的な部分
を有する化学的脱アミノ化誘起 ODN を設
計し、合成した。	
In	vitro 転写によって調製した BFP-mRNA と
CVU 含有 ODN を混合後、光照射による結合、熱
処理による脱アミノ化、別波長の光照射によ



る解離による部位特異的脱アミノ化処理を
行 っ た 。 光 化 学 的 RNA	 editing は 、
RT-PCR-RFLP で確認した。図 1 の様に一連の
操作による変異修復が確認できた。さらに、	
in	vitro 翻訳したタ
ンパク質試料に GFP
に特異的な緑色蛍光
を確認し、化学的 RNA	
editing による変異修
復と機能を有するタン
パク質の合成が確認で
きた（図 2参照）。	
	 	 	 	 	 図 2.	In	vitro合成タンパク質の蛍光波長	
	
さらに、光化学的 RNA	editing した当該 mRNA
の全長をシークエンスし、他の箇所に変異が
生じていないことを確認した。これは、人為
的な RNA	editing によって、変異した mRNA
を人為的に修復できること、即ち本法が疾患
治療法として適用可能であることを示唆し
ている。	
細胞内での光化学的 RNA	editing による遺伝
コード修復研究を実施するために必要な BFP
遺伝子の恒常的発現細胞も、HEK293 細胞株を
用いて樹立しており、細胞内での遺伝コード
修復の成功が待たれる。	
一方、研究分担者である藤本は CNVK 含有 ODN
による光化学的 RNA	editing の反応機構の解
明を行い、ターゲットとの塩基対形成の安定
性が光化学反応に影響していることを見出
し、今後の光化学的 RNA	editing 誘起用 ODN
開発に重要な知見を与えた。	
本研究によって、全長の BFP-mRNA を標的
分子とした光化学的 RNA	editing（部位
特異的脱アミノ化）が可能であること、
さらには光化学的 RNA	editing を受けた
mRNA から機能を有するタンパク質が合成
されることが明らかとなった。これは、人
為的な RNA	editing によって、変異した mRNA
を人為的に修復できること、即ち本法が疾患
治療法として適用可能であることを示して
いる。また、より効率的な脱アミノ化を誘起
する ODN デザインについても検討した。図 4
に示した様に、ODN は BFP-mRNA に相補的な配
列と、CVU 官能基およびヘアピン構造で構成さ
れる。これらの鎖長を様々に変化させた ODN
を設計し、その遺伝コード修復能を調べたと
ころ、図 3 に示す様に、BFP をターゲットと
した場合は、相補的配列長が 14 塩基、ヘア
ピン長が 9塩基の	
ODN が最も
効率的であ
った。この
結果をまと
めて ODN の
構造模式図
と共に図 4
に示した。	
	 	 	 	 図 3.	各種 ODN による遺伝コード修復能の変化	
	
以上の様に本研究によって、全長の BFP-mRNA

を標的分子とした光化学的 RNA	editing（部
位特異的脱アミノ化）、さらには修復された
RNA から完全
長で機能を有
したタンパク
質合成が可能
であることが
示され、人為
的 RNA	
editing によ
る疾患治療の
可能性が拓か
れた。	
	 	 	 	 	 	 図４.	ODNデザインと遺伝コード修復能	
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