
北海道大学・理学研究院・研究院研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

発生生物学に適した光遺伝学ツールの開発

Optogenetic tool for developmental biology

５０４６２６６９研究者番号：

小笠原　慎治（Ogasawara, Shinzi）

研究期間：

１６Ｋ１４７３３

平成 年 月 日現在３０   ６ １１

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：生物の発生では、タンパク質がいつ、どの細胞で、どのぐらいの期間発現するかが重
要である。光でタンパク質の発現を操作する光遺伝学的手法が有望であるが、既存の手法では光照射からタンパ
ク質の発現に反映されるまでに数時間のタイムラグが生じてしまい発生生物学への応用には向いていなかった。
本課題では、より精密にタンパク質の発現を光操作するため、光応答性capを用いた翻訳の可逆的制御法を開発
することに成功した。また、開発した手法を発生生物学へ応用し、ゼブラフィッシュの発生初期においてsquint
タンパク質の発現期間を操作することで双頭ゼブラフィッシュを誕生させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Living processes are managed through the precise control of “when, where, 
and how long” proteins are expressed. The photo-control of protein expression enables the 
spatiotemporal induction of biological events in living cells or organisms. In transcriptional 
control, several hours elapse between light illumination and the beginning of protein expression, 
and protein continues to be synthesized for more than 10 hours after the light is turned off due to 
residual mRNA.  Now, I developed a photoresponsive cap that can control the translation of mRNA in a
 reversible manner via its cis-trans photoisomerization through illumination with 370 nm and 430 nm 
light. An application of this approach was demonstrated by photo-inducing the development of 
double-headed zebrafish by controlling the expression of squint protein

研究分野：ケミカルバイオロジー
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 式	
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１．研究開始当初の背景 
	
 必要な細胞だけで、必要な期間、必要な

量のタンパク質が発現することで発生は進

行する。それにもかかわらず、現在の発生

生物学ではそういったタンパク質発現の時

空間動態を考慮せず、１細胞期の胚へ mRNA

を注入し胚の全細胞で常にタンパク質を過

剰発現させる方法が常用されている。この

ような荒っぽい操作では発生の真に迫るこ

とはできない。発生における遺伝子発現プ

ログラムを解き明かすには生物と同じ精度

でタンパク質発現の時空間動態を操作する

方法が必要である。	
 

	
 その実現には光遺伝学ツールが最有力で

ある。しかし、今の光遺伝学ツールは転写

を操作しているため、タンパク質の発現を

完全に停止させることができず、事実上、

時空間操作能は無い。さらに、転写システ

ムが稼働していない発生初期で使うことは

できない。転写ではなくタンパク質への翻

訳をダイレクトに光操作できれば、それら

の問題は一挙に解決し、発生中の胚のあら

ゆる時期でタンパク質の発現を時空間操作

することが可能になる。	
 

	
 申請者は独自に開発した光応答性 cap を使

い in	
 vitro で翻訳を光操作することに成功

した（S.	
 Ogasawara,	
 ChemBioChem	
 2014,	
 15,	
 

2652）。これを基に in	
 vivo でも使える新し

い光応答性 cap を合成し、発生中の胚でタン

パク質の発現期間、場所、量を操作する方法

を開発する。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本課題の目的は、発生中の胚でタンパク質

発現の時空間動態を光で人工的に操作する

方法を確立することである。発生生物学では

遺伝子の機能を調べるために１細胞期の胚

へ mRNA を注入する方法が使われる。しかし

これでは注入直後から胚の全細胞でタンパ

ク質が過剰発現し、期間、場所、量といった

発現の時空間動態を根底から破壊してしま

う。そこで本課題では、mRNA からタンパク質

への翻訳を光操作し、発生中の胚でタンパク

質の発現期間、場所、量を人工的に操作する

方法を開発する。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

＜平成２８年度＞	
 

	
 本年度は光応答性 cap の開発をおこなう。

レポーターに蛍光タンパク質を使いゼブラ

フィッシュの胚で翻訳の操作能を調べ、そ

の結果をもとに光応答性 cap を改良する。	
 

	
 

! 光応答性 cap の有機合成	
 

	
 翻訳は mRNA の 5’末端に付加されている

7-メチルグアノシンと翻訳開始因子（eIF4E）

との結合によって始まる。この間の結合なく

して翻訳は起こらない。光応答性 cap とは、

申請者が考案した可逆的に cis-trans 光異性

化する cap のことで、その異性化で eIF4E と

の結合を制御でき、翻訳を光で操作できる。

予備実験に用いたプロトタイプの光応答性

cap は異性化に 312	
 nm の光を必要とし、照射

すれば胚に大きなダメージを与えてしまう。

そこで、可視光で異性化させられるよう分子

設計から一新する。具体的には、cap の２位

へアゾリンカーを介して芳香族化合物を導

入する。アゾ基の n-p*遷移の吸収により異性

化波長が可視光になると予想される。	
 

	
 

! 翻訳操作能を調べその結果をもとに光

応答性 cap を改良する	
 

	
 合成した光応答性 cap が trans 体の時と

cis 体の時とで発現するタンパク質の量にど

の程度の差がみられるか蛍光タンパク質を

レポーターに調べる。無細胞転写反応系に光

応答性 cap を添加し in	
 vitro で 5’末端に光

応答性 cap を付加した mRNA を合成する。ス

ピンカラムとエタノール沈殿で精製した

mRNA をマイクロインジェクションで１細胞



期のゼブラフィッシュの胚へ注入する。共焦

点レーザー顕微鏡（現有機器）のステージ上

でインキュベーションしながら光刺激を与

え、その後の蛍光強度の変化を観察する。

trans 体と cis 体でのタンパク質発現量の差

が５倍以上になることを目標に光応答性 cap

を改良する。具他的には２位に導入する芳香

族化合物に官能基を入れ嵩高さを徐々に増

やしていく。目標に達する操作能を有する光

応答性 cap が完成した後、半減期が数時間の

不安定蛍光タンパク質をレポーターとし翻

訳の ON/OFF	
 操作が繰り返し可能かを確かめ

る。同時に、刺激光の照射場所、照射タイミ

ングを様々に変化させ、タンパク質の発現場

所、期間および量が操作できることを確認す

る。	
 

	
 

＜平成２９年度＞	
 

	
 胚内で mRNA を安定して存在させる手段を

見出した後、デモンストレーションとしてゼ

ブラフィッシュの発生初期に背側の形成を

誘導する squint タンパク質の発現場所・期

間および量を操作し、形態へ及ぼす影響を調

べる。	
 

	
 

! 胚内でmRNAを安定して存在させる手段

を見出す	
 

	
 通常、mRNA は胚内で RNase によって数時

間以内に分解されてしまう。ゼブラフィッ

シュの発生が完了するまでの２４時間、イ

ンジェクションした mRNA が胚に十分残っ

ている必要がある。そこで、胚内での mRNA

の半減期を２４時間以上にする手段を見出

す。mRNA の分解は 3’末端のポリ A の短縮

と 5’末端の cap の脱落により始まる。ま

ず、ポリ A の短縮を防ぐため、ポリ A 伸長

シグナル配列を mRNA の 3’非翻訳領域に付

加する。加えて、光応答性 cap のトリフォ

スフェートの一部を酵素耐性のあるメチレ

ンビスフォスフォネートに変更し、cap の

脱落を防ぐ。mRNA の生存率はノーザンブロ

ッティングにより定量評価する。	
 

	
 

! ゼブラフィッシュの胚でsquintタンパ

ク質の発現場所・期間および量を操作

し、形態へ及ぼす影響を調べる	
 

	
 最後に、デモンストレーションとしてゼブ

ラフィッシュの発生初期に背側を誘導する

squintタンパク質の発現動態を操作する。光

応答性 cap を付加した squint-mRNA を無細胞

転写系で合成する。精製した mRNA をマイク

ロインジェクションで１細胞期のゼブラフ

ィッシュの胚へ注入する。顕微鏡のステージ

上でインキュベーションしながら光刺激を

加え、squintの発現場所・期間および量を操

作し、双頭になるのか、尾が２本になるのか

など形態へ及ぼす影響を調べる。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 翻訳を可逆的に光制御するための可視光応

答型光応答性capの開発に成功した。翻訳は

mRNAの5’末端に付加されている7-メチルグ

アノシン(cap)と翻訳開始因子(eIF4E)との結

合によって始まる。この結合無くして翻訳は

起こらない、この点に着目し、capとeIF4Eの

結合を可視光で制御しmRNAからタンパク質へ

の翻訳を光操作するシステムを開発した。具

体的にはcapの2位へアゾリンカーを介して芳

香族化合物を導入した。アゾ基のn-π*遷移

の吸収により異性化波長が可視光になると予

想したからである。その結果、370	
 nmと430	
 nm

の光で異性化させられるようになった。ま

た、蛍光タンパク質のmRNAをゼブラフィッシ

ュの胚へインジェクションし発現量の差を評

価したところ、翻訳が起こる時のタンパク質

発現量は、翻訳が起こらない時に比べおよそ7

倍であり、当初の目標値(5倍)を達成できた。

続いてsquint遺伝子の発現操作実験を行った。

1細胞期の胚へsquint_mRNAをインジェクショ

ンし8細胞期に局所的に370	
 nmの光を照射し



タンパク質を発現させ、その4.5時間後430	
 nm

の光を照射し発現を停止させた。その結果、

双頭の稚魚が誕生した。比較実験の結果から

squint遺伝子には体軸を形成させる機能があ

る一方で頭部の形成を阻害する副作用がある

ことを見出した。	
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