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１． 研究のねらい 

統合１細胞解析を発生生物学研究や脳研究において実現するために、単一細胞レベルで

の遺伝子発現動態の光操作系の確立を目指す。これまでの遺伝子発現の光操作技術に改

良を加えるとともに、新規の光作動性転写因子を開発する。特に、哺乳類細胞で高効率で作

動する遺伝子発現の光操作システムの改良・新規開発を目指す。また、二次元平面の細胞培

養や、組織培養やモデル動物個体の三次元組織中に存在する細胞に対して、一細胞レベル

の解像度を持って、光照射するための光学系の最適化と、遺伝子発現の光操作条件の最適

化を目指す。単一細胞レベルでの遺伝子発現動態の光操作技術を成熟させることで、構成的

アプローチに基づいた作動仮説の実証実験の新規手法として確立し、脳をはじめとした組織

や動物個体の発生メカニズムの解明や、神経回路の可塑的性質の制御機構の解明につなげ

ることを目指す。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

遺伝子発現の光操作システムを、様々な細胞や組織に導入するための、ウイルスベクター

の最適化を行った。また、新たな遺伝子発現の光操作システムの開発を行った。これらの既

存・新規の遺伝子発現の光操作システムを導入した培養細胞について、単一細胞レベルで

の光活性化を誘導するための、光学系のセットアップの最適化を行った。また、三次元組織中

の細胞における、単一細胞レベルでの遺伝子発現の光操作を可能にするため、二光子レー

ザーによる、光活性化の条件検討を行った。 

 

（２）詳細 

「遺伝子発現の光操作システムの導入方法の最適化」について 

 レンチウイルスベクターとアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを中心に、遺伝子発現の光操作

システムを、様々な細胞や組織に導入するための、ウイルスベクターの最適化を行った。プロ

モーターや mRNA 安定化配列の付加など発現コンストラクトの検証とともに、ウイルスベクタ

ーのセロタイプの検証や、蛍光タンパク質や抗生物質を用いた感染細胞の選別方法の最適

化を行った。なるべく均一な光応答が広範囲の細胞において誘導できるような、細胞への導

入方法の検証を行った。 

 

「新規遺伝子発現の光操作システムの開発」について 

 これまで、VVD 光受容体を使用した人工転写因子 GAVPO を用いた光活性化型 Gal4/UAS



 

システム(PA-Gal4/UAS システム)を用いてきた。GAVPO が潜在的に持つ、暗所でのバックグ

ラウンド活性を低減させ、哺乳類細胞においてより信頼性高く使用できるような、新規の遺伝

子発現の光操作システムの開発を行った。 

 

 

 

 

「二次元細胞培養系における、デジタルミラーデバイスを使用した、シングルセルレベル解像

度での遺伝子発現の光操作」について 

 これまで、細胞培養ディッシュ全体の細胞や、顕微鏡視野内の細胞全体など、広範囲の細

胞に対して光照射を行い、実験を実施していた。しかしながら、細胞間コミュニケーションの研

究や、個々の細胞がもつ遺伝子発現のゆらぎの細胞間の同期やズレがもつ意義について検

証を行うために、遺伝子発現の光操作技術を適応する場合は、シングルセルレベルでの解像

度を持って、狙った細胞特異的に光照射を行い、照射細胞への影響を経時的に観察できるよ

うな実験系の確立が必要であった。 

 そのために、顕微鏡視野内の狙った任意の領域に、任意のタイミングで光照射することがで

きる光学デバイスであるデジタルミラーデバイス(DMD)を使用した実験系を確立した。遺伝子

発現の光操システムは、微弱な光に対しても感度よく応答するために、非照射領域への迷光

の影響を最小限に抑えるために、光路の最適化が必要であった。本実験系は、GAVPO を用

いた PA-Gal4/UAS システムをもちいて最適化を行ったが、新たに開発した新規の遺伝子発

現の光操システムにおいても、同様に機能することが確認された。 

 

 

 

 

「遺伝子発現の光操作システムの二光子レーザーによる活性化」について 

 GAVPOを用いた PA-Gal4/UASシステムと、新たに開発した新規の遺伝子発現の光操シス

テムについて、二光子レーザーによる活性化の可否と、最適波長や照射プロトコールについ

て検証をおこなった。多くの蛍光たんぱく質や、光活性化モジュールにおいて知られているよ
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うに、遺伝子発現の光操作システムにおいても、通常の可視光光源による活性化とは異なる

挙動が観察された。GAVPOについては、かなり広範囲波長の二光子レーザーに 

よって効率の良い活性化が観察されたことから、今後、三次元組織中の遺伝子発現の光操

作を二光子顕微鏡を用いて実施する場合には、現状の遺伝子発現の光操作システムの中で

は第一選択肢となり得ると考えられた。 

 

 

３． 今後の展開 

 光駆動性のイオンチャネルやトランスポーターを用いた、ニューロンの神経活動の光操作に比

べて、遺伝子発現の光操作技術の開発は大きく遅れていた。本研究では、哺乳類細胞で効率よ

く作動する、新規の遺伝子発現の光操作システムを構築することに成功した。この技術は、細胞

生物学や発生生物学や神経生物学を中心に、これまで検証することが難しかったような遺伝子

発現のゆらぎや、ダイナミックな変動の機能的意義を検証する際に、重要なツールとなることが

期待される。さらに、デジタルミラーデバイスを用いた光限局照射技術と組み合わせることで、二

次元細胞培養系においては、シングルセルレベルの解像度を持って、狙った細胞特異的に遺伝

子発現動態を光操作することが可能になった。この技術は、これまで検証不可能であった空間・

時間解像度にて、細胞間コミュニケーション研究や組織・個体発生の研究に使用可能な技術とな

ると期待している。また、光作動性の転写因子の中には、二光子レーザーを用いて活性化できる

ものも存在することが明らかになった。今後、活性化条件を最適化することで、生体深部組織に

おける、シングルセルレベルでの遺伝子発現の光操作が可能になると期待される。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

デジタルミラーデバイスを用いた、二次元細胞培養系における、シングルセルレベルの解像度

による遺伝子発現の操作技術については、安定して再現可能であり、今後、細胞間コミュニケ

ーション研究や組織・個体発生の研究において、有用なツールとして提供可能であると考えて

いる。また、新規に開発した遺伝子発現の光操作システムは、既存のシステムの欠点を克服で

きている部分もあり、こちらについても広範な分野の生物学研究にとって有用なツールとして提

供可能であると考えている。さきがけ研究を実施している間に、所属の変更や新研究室の立ち

上げなど、環境の変化はあったが、研究課題の進展は止めることなく実施することができ、今

後、さきがけ研究で得られた知見・技術をさらに発展させて研究することができる研究チームを

構築できたと考えている。遺伝子発現の光制御技術は、基礎生物学の新たな実験手法として

さらなる成熟と普及が期待されるが、再生医療を中心とした次世代の先端医療の基盤技術と

なることも期待される。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバック、1期生成果評価会での総括・AD間での議論を踏まえつつ、以下の通り、事

後評価を行った）。 



 

（研究総括） 

哺乳類細胞において低バックグラウンドで信頼性が高く単一細胞レベルで時空間的に遺

伝子発現動態を制御できる光作動性人工転写因子の開発に成功しました。また、顕微鏡視

野内の狙った領域に任意のタイミングで光照射することができる DMDを用いた実験系を確立

しました。三次元組織中の細胞における単一細胞レベルでの遺伝子発現の光操作のための

２光子レーザーによる光活性化の条件検討も進んでいます。当初の目的は十分に達成して

います。 

今後は、研究成果を論文として発信して、これらの技術を世界にアピールすることにより、

細胞間コミュニケーション、脳神経科学等の領域の生物学的課題の解析に応用・展開される

ことを期待します。さらに、本技術が広く普及し、de fact standard になることを期待します。 

2017 年に日本神経科学学会 ジョセフ・アルトマン記念発達神経科学賞、2016 年度に日本

神経学会奨励賞と文部科学大臣賞若手科学者賞を受賞しました。また、国内外で多くの講演

に招待されており、その研究内容、業績は高く評価されています。 
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（２）特許出願 
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