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研究成果の概要（和文）：本研究ではまず, 線虫C. elegansをモデル系として, 転写活性化因子VP64を利用した
人為的遺伝子発現制御の系を確立した. この技術の拡張を目指し, 細胞特異的なエピゲノムの操作による遺伝子
発現制御系の確立を試みた. その結果, VP64を利用した遺伝子発現制御が不可能であった神経細胞においても, 
CBP1などのエピジェネティックファクターを利用して, エピゲノムを直接操作することにより, 遺伝子発現制御
が可能となった. このことは, 細胞ごとのクロマチン構造状態が異なることを示唆している. また本技術を応用
するため, 簡便なC. elegansの記憶・学習評価系の確立に成功した. 

研究成果の概要（英文）：In this study, I established a technique, in which a gene expression of a 
single locus in C. elegans can be modified by genome editing technique in a cell-specific manner. I 
first expressed VP64 transcriptional activator in several neurons (~10 neurons) of C. elegans. This 
expression induces glr-1 gene in several neurons, but there were a few neurons on which VP64 has no 
effect. Therefore, I next tried to directly manipulate the epigenome using TALE-epigenetic factor. 
In this experiment, I succeeded in inducing the glr-1 expression in the neurons in which TALE-VP64 
could not induce its expression. Overall, I proved that these techniques are useful to artificially 
induce gene expression and epigenome editing of a single locus in a cell-specific manner. 
Furthermore, I also insist that the techniques are also important to understand the robustness of a 
single locus. I am now trying to drive the gene expression and epigenome editing in a cell-specific 
manner by an optical manipulation. 

研究分野： 分子遺伝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本手法が単純な遺伝子発現量の操作方法としてだけではなく、特定の神経細胞のクロマチン構造の「ロバストネ
ス」を調べる方法としても有望である可能性がある. また現在, in vivoで光刺激によるエピゲノム操作を行え
るように技術拡張しており、将来的に本研究により、C. elegansの記憶・学習機構を人為的に操作することによ
り、記憶形成に必須のエピゲノムを同定することが期待できる.



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまで, 脳神経回路内の各神経細胞の機能を規定する遺伝子発現調節のメカニズムが多く明

らかにされてきた. しかし, それらの中で, 実際に各神経細胞の機能発現に本質的役割を果た

すメカニズムは何なのかは未だ不明である. 例えば, 記憶の長期的維持には遺伝子発現調節を

伴うことが知られ, 多くの分子が同定されているが（Greer & Greenberg, 2008）, 記憶の実体

は何なのかという問いに答えは得られていない. 必要十分な要素を絞り込むためには, 各神経

細胞の遺伝子発現を非侵襲に操作し,1対 1でその機能発現を観察する技術が必要である.     

  近年の研究において, TALENや CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集技術が汎用的に使われるよ

うになった. 昨年, この技術を応用し, DNA 結合ドメイン TALE と転写活性化因子 VP64 に, 光

応答性ドメインを融合し, マウスの神経系に発現させることにより, 光刺激で標的遺伝子の発

現を制御する論文が報告された（Konermann et al. 2013）. しかし, マウスなどの神経系は, 

膨大な数の神経細胞から構成されるため, 1 細胞レベルで, 特定の遺伝子座を操作することは

難しいといわざるおえない. この背景において, 本研究は, 線虫 C. elegans を用いることによ

り, 1 細胞レベルの特定の遺伝子座操作を可能にする挑戦的なものであり, 国内外の研究と大

きく異なる位置づけにある. 

 
２．研究の目的 

C. elegans の神経系はわずか302 個の神経細胞からなり, 遺伝学的操作により, 1 細胞レベル

で遺伝子導入が可能である. 本申請者は, 準備段階において, ゲノム編集技術を応用し, C. 

elegans の 1遺伝子座の発現を制御する方法を確立した（Sugi* et al. Dev. Growth Differ., 

2014; Sugi* et al. 投稿準備中）. さらに, 簡便な 1細胞レベルの遺伝子発現量の定量化法を

開発した（Sugi* & Ohtani, BBRC, 2014）. 本研究では, これらの技術に,光技術を組み入れ, 

C. elegans の 1神経細胞内の 1遺伝子座の発現を光操作する技術を開発する. この技術を, メ

カニカルな刺激の馴化学習・記憶（Sugi* et al. PNAS, 2014）の解析に応用し, 記憶に主要な

役割を果たす介在神経細胞 AVA の特定の遺伝子座を操作することにより, 記憶成立に必要十分

な遺伝子発現調節を明らかにすることを目的とした. 

 

 
３．研究の方法 

図に遺伝子発現制御法の概略を示す. 本研究

者は準備段階の研究において, ゲノム編集技

術を応用し, glr-1遺伝子のプロモーター領域

に特異的に結合する TALE 型 DNA 結合ドメイン

と転写活性化ドメイン VP64-GFP を融合した

TALE-VP64-GFP をコードする cDNA を作製して

いた. そこで, 少数の神経細胞に恒常的かつ

特異的に発現を誘導する rig-3 プロモーター

DNA の下流に, TALE-VP64-GFP の cDNA を連結

し（rig-3p::tale-vp64-GFP）, C. elegans へ

のインジェクションを行った. さらに, glr-1 のプロモーターDNA の下流に DsRed の cDNA を連

結した DNA がゲノムに組み込まれたレポーターアッセイ用株（N2;Is[glr-1p::DsRed]株）と掛け

合わせ, TALE-VP64-GFP により, レポーターDsRed の発現が亢進されるかどうかを確認した.  



さらに, TALE-VP64 の VP64 部位をヒストン H3K27 アセチル化酵素 CBP1 やヒストン H3K4 脱

メチル化酵素 LSD1 などのエピジェネティックファクターで置換した種々の TALE-epigenetic 

factor を作製した. この DNA を線虫の特定の神経細胞のみに発現させた線虫を作製した. この

線虫を用い, VP64 による遺伝子発現制御が不可能であった細胞での活性化の有無について検証

を行った. 

   

 
４．研究成果 

TALE-VP64-GFP が発現している株では, TALE-VP64-GFPを発現する AMsh 細胞で, TALE-VP64-GFP

が発現していない株では見られない DsRed の蛍光が再現よく観察された. この結果は, TALE-

VP64-GFP が, glr-1 プロモーターを活性化し, DsRedが, 異所的に発現したことを示している. 

つまり, 恒常的ではあるが, 特定の標的神経細胞の 1遺伝子の発現を人為的に制御したことを

示している. 

さらに, 興味深いことに VP64 を利用した遺伝子発現制御が不可能であった一部の神経細胞

においても, ヒストン H3K27 アセチル化酵素 CBP1を利用して, エピゲノムを直接操作すること

により, 遺伝子発現制御が可能となった. また一方で, ヒストン H3K4 脱メチル化酵素 LSD1 を

用いて, glr-1プロモーターによりglr-1遺伝子が発現している細胞の一部においてこの発現を

人為的に抑制することにも成功した. これらの結果から, まず結論の１つとして, 同じ遺伝子

座においても神経細胞ごとにクロマチン構造状態が異なる可能性を得た. 一方, エピジェネテ

ィックファクターを利用してもなお, 遺伝子発現量を変化させることが不可能であった神経細

胞も見られた. この結果については, 異なるエピジェネティックファクターの利用により, 遺

伝子発現量を操作しうる可能性と, あらゆるエピジェネティックファクターでも操作不可能な

可能性があげられる. 後者では恒常的なクロマチン構造の不活性を意味している. 

本研究で確立した手法が単純な遺伝子発現量の操作方法としてだけではなく, 神経細胞の

クロマチン構造の「ロバストネス」を調べる方法としても有望である可能性が示された. 本研

究を通じて得られた結果に対しては, 現在, 論文執筆中であり, 早期の投稿・出版を目指して

いる. 一方, 当初計画では, DNA 結合ドメインである TALE を CRY2 ドメインに融合し, 一方で, 

VP64 やエピジェネティックファクターを CIB1 ドメインに融合したコンストラクトを作製し, 

線虫に強制発現し, 単一神経細胞の遺伝子発現量を光で制御することをかかげていた. しかし

ながら, 研究期間中にこの目標までは達しなかった. 今後は, 得られた線虫が光刺激のない状

態で, 強制発現遺伝子の悪影響を受けずに, 通常の野生株と同様の記憶・学習能を有するかど

うかを確認し, 実際に単一細胞レベルで光刺激により遺伝子発現量を制御する技術として完成

させる.  
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