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研究成果の概要（和文）：本研究では，DNA組換え反応の光操作技術（PA-Cre）を染色体に組み込んだノックイ
ンマウスやPA-Cre をコードするアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を開発すると共に，当該技術のマウスの生
体（in vivo）での検証を通じて新たな細胞解析技術を創出した．さらに，光照射でゲノム上での転移反応を示
す光駆動型のタンパク質分子を世界で初めて開発し，細胞レベルでの検証を行なった．これらの技術は，従来技
術では困難だった生体内での様々な細胞系譜の解明や遺伝子機能の解明に大いに貢献すると考えられる．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed knock-in mice that incorporate photoactivatable 
DNA recombination system, named PA-Cre, into their chromosomes and adeno-associated viral vectors 
(AAVs) encoding PA-Cre, thereby developing a new cell analysis technology through in vivo 
verification of PA-Cre in living mice. In addition, we also developed a photoactivatable gene 
activation system that exhibits a genomic reaction upon light illumination, and validated it at the 
cellular level. These technologies are expected to contribute to the elucidation of various cell 
lineages and gene functions in vivo, which have been difficult to achieve with conventional 
technologies.

研究分野：生命現象の光操作技術

キーワード： 光操作　細胞　遺伝子　ゲノム　タンパク質　Cre-loxP　トランスポゾン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，従来にない新しいコンセプトのゲノムの光操作技術を開発し，それをマウスのゲノムの上で実際で
操って，新たな細胞解析技術を創出した．これらの技術は，従来技術では困難だった生体内での様々な細胞系譜
の解明や遺伝子機能の解明に大いに貢献すると考えられる．本研究で開発された技術により，神経幹細胞やガン
幹細胞を含めた様々な幹細胞からの細胞系譜を解明できるようになったり，様々な遺伝子の機能解明が可能にな
れば，基礎生命科学の諸分野や再生医療，ガン医療等に大きなインパクトを与えることができる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者の佐藤は様々な生命現象を自由自在に光で操ることができるようになればライフサイエンス

は大きく変わると考え，新しい光操作技術の開発を戦略的に行ってきた．研究代表者が重要と考えてま

ず最初に取り組んだのは，「操り人形」で言えばヒモとか棒に相当する，汎用性の高い基盤技術の開発

である．植物のように光を利用する生

物は光受容体を持っている．このタ

ンパク質は光による入力を構造変化

や相互作用といった力学的シグナル

として出力できる．しかし，野生型の

光受容体は，光応答性や反応速度

などに問題を抱えていることが多い．

研究代表者はアカパンカビの青色

光受容体（Vivid）に様々なプロテイ

ンエンジニアリングを施して問題を克

服し，非常にサイズが小さく，高い光反応性と可逆性を有し，反応速度を自由自在にチューニングでき

る独自の光スイッチタンパク質（Magnetシステム，Nature Communications 2015）（図 1）を開発した．さら

に，研究代表者は，この Magnet システムを用いて，光刺激でゲノムの塩基配列を書き換える技術（PA-

Cas9，Nature Biotechnology 2015），ゲノムにコードされた遺伝子の働きを光刺激で活性化する技術

（CPTS，Nature Methods 2017），DNA 組換え反応の光操作技術（PA-Cre，Nature Chemical Biology 

2016）など，それぞれに特徴のあるゲノムの光操作技術を次々と開発して，ゲノムの光操作に基づく新

分野の潮流を生み出してきた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，新たな細胞解析技術を創出することを目的として，研究代表者が先行研究において開発

した DNA組換え反応の光操作技術（PA-Cre）をコードする遺伝子を染色体に組み込んだノックインマウ

スを開発する．本研究では，さらに，研究代表者が現在までに開発してきたゲノムの光操作技術とは全

く異なるコンセプトに基づいて，新しいゲノムの光操作技術「光駆動型トランスポゾン」の開発に挑戦する

と共に，新たな細胞解析技術の開発に応用することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
PA-Cre は，一般的な Cre-loxP 反応のように，遺伝子をノックアウトしてその働きを調べる目的に利用で

きると共に，DNA 組換え反応によって蛍光タンパク質を発現するように設計すれば，細胞を遺伝子レベ

ルで永久的に蛍光標識できる（図 2）．PA-Cre を組み込んだノックインマウスを開発できれば，生体の狙

った細胞群に対して狙ったタイミングでの標識を行うことが可能となる．このような細胞標識に基づく細胞

解析技術を実現するために，本研究では PA-Cre のターゲティングベクターを作製し，マウスの 6 番染

色体 Rosa26 座位に PA-Cre のコンストラクトをノックインする．このように開発したノックインマウスを，蛍

光タンパク質のレポーターマウスと交配し，PA-Cre による時間的・空間的に制御された DNA 組換え反

応をマウスの生体（in vivo）で可視化評価できる実験系を構築する． 

 また，トランソポゾンは，部位特異的なゲノム改変ツールの CRISPR-Cas9 システムや Cre-loxP システ

ムとは大きく異なり，そのゲノム上での反応がランダムという特徴を持っている．従って，光駆動型トラン

スポゾンを開発してゲノムに 1 コピーを導入すれば，光刺激に応答して細胞ごとに異なるゲノム部位にト
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図 1. 佐藤が開発した Magnet システム．Magnet システムに任意
のタンパク質 A・B を連結すれば，その結合・解離を光照射の
ON/OFF でコントロールできる． 
 



ランソポゾンがジャンプするので，光照射領域に存在する細胞の一つ一つに対してそれぞれ異なる標

識を導入できる．本研究では，上述の光スイッチタンパク質の Magnet システムを用いて光駆動型トラン

スポゾンを設計・開発し，細胞レベルでの評価を十分行うと共に，マウスの生体に導入して，細胞解析に

利用できることを実証する． 
 

４．研究成果 

PA-Cre をコードする遺伝子を Rosa26 座位に組み込んだ PA-Cre ノックインマウスを樹立し，蛍光タンパ

ク質のレポーターマウスと交配することで，PA-Cre と蛍光レポーターを発現するマウスモデルを得た．こ

のマウスモデルに対して，生体外より光照射を行なって DNA 組換え反応を誘導し，その結果を蛍光観

察により調べた．生後 1 日目のマウスに対して生体外より 30分間の非侵襲的な光照射を 2 回に分けて

行なったところ，皮膚や骨格筋はも

とより，脳や心臓，肝臓，腎臓，肺

などの臓器において，DNA 組換え

反応を誘導できたことがわかった．

また，生後 8 週目のマウスに対し

て，足の付け根の骨格筋や肝臓を

ポイント照明で狙って，生体外より 1

時間の非侵襲的な光照射を行なっ

たところ，高いレベルで DNA 組換

え反応を誘導できた．また，ワイヤ

レス LED を頭皮と頭蓋骨の間に埋

植することで長期にわたって脳に

対して光刺激を与える実験系を構

築して評価したところ，頭蓋骨の外

からの非侵襲的な光照射によって

脳においても DNA 組換え反応を

誘導できることが明らかになった． 

さらに本研究では，PA-Cre の改良に関する研究も実施した．オリジナルの PA-Cre には二つの改良

すべきポイントがある．一つ目は暗所でのリーク応答に関する問題である．本研究ではこの点を改良す

るために，PA-Cre をコードする DNAの塩基配列に改変を施すことで，暗所でのリーク応答が大幅に減

少した改良版の PA-Cre を開発す

ることができた．この改良版の PA-

Cre についても，マウスの Rosa26

座位に組み込んだノックインマウス

を開発すると共に，改良版の PA-

Cre をコードするアデノ随伴ウイル

スベクター（AAV）を開発した（図

3）．改良版の PA-Creの AAVをマ

ウスの脳に導入し，当該ベクター

により脳の神経細胞での DNA 組

換え反応を光操作できることを示

した． 
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図 2. PA-Cre の原理．Split-Cre と Magnet システムからなる PA-
Cre は青色光で活性化する DNA 組換え酵素である（上図）．遺伝子
もしくは遺伝子群を loxP で挟むことにより，当該遺伝子・遺伝子群を
光刺激でノックアウトできる（左下図）．また，転写停止配列（STOP）
を loxPで挟むことにより，遺伝子の発現を光刺激で活性化できる（右
下図）． 
 

 

and light stimulation of mouse brain amygdala, which responds
to stress, and confirmed that the Tet-off system was functional in
the AAV-based mouse model in vivo (Supplementary Fig. 7c) and
is consistent with the in vitro results in the primary neural cells
(Supplementary Fig. 7a, b). Furthermore, we applied the AAV-
RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0 viruses into the mouse brain dorsal
raphe nucleus, which also responds stress, together with mCherry
reporter viruses, and fibrotic light sources. Under blue-light
conditions following AAV infection, we observed Cre-lox

recombination in c-fos-positive neurons in the mouse brain
region while there was no Cre-loxP recombination observed in
mice kept in dark (Fig. 4b, c). These results reveal that AAV-
RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0 virus is a useful resource applicable for
mouse brains in vivo.

To better facilitate in vivo studies, we generated a new mouse
line by inserting PA-Cre 3.0 construct in the Rosa26 locus (Rosa26-
CAG-Frt-Stop-Frt-PA-Cre 3.0, B4 mouse embryonic stem cell
clone, Fig. 5a). This mouse line enables for tissue-specific
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Activator: AAV8-RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0

AAV8-infected dorsal raphe nucleus
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Fig. 4 PA-Cre 3.0 AAV in vivo applications in mice. a Schematic representation of AAV-RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0 application for targeting active
neurons in mouse dorsal raphe nucleus using RAM element and optic cannula. b Experimental time course of AAV-RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0 application
in mouse dorsal raphe nucleus with restraint, which can activate c-fos, and BL illumination. The mouse groups were kept in doxycycline-free condition.
c Representative immunofluorescent images of red fluorescent protein, mCherry (red) and neuronal activity marker, c-fos (green), in mouse dorsal raphe
nucleus infected with AAV-RAM-Tet-off-PA-Cre 3.0 viruses in dark (n= 2), and BL illumination (n= 3). Optic cannulas are shown in yellow dashed lines.
White arrowheads show c-fos- and mCherry-positive neurons in the area. Scale bar, 100 μm.
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Fig. 5 Cre recombination induced by blue light in vivo PA-Cre 3.0 mouse. a Schematic representation of PA-Cre 3.0 mouse targeting strategy. PA-Cre 3.0
knocked-in to Gt(ROSA)26Sor (Rosa26) locus with CAG promoter and stop sequence added between FRT cassettes. Flp-mediated excision of the FRT-
flanked stop cassette (Stop) induces PA-Cre 3.0 expression. b Representative bright field and tdTomato fluorescent images of mouse embryonic fibroblast
cells derived from Rosa26PA-Cre B4/Ai14 mouse line illuminated with blue light. Diagram showed the experimental time course. The CAG-Flpe lentivirus was
infected at the serial 2 days. The following day, the cells were illuminated for 24 h (470 ± 20 nm, 2W/m2, 24 h continuous) (n= 3, Scale bar: 100 μm).
c Representative liver images freshly isolated from Rosa26PA-Cre B4/Ai14 mice. CAG promoter-mediated Flp plasmids were transfected into PA-Cre 3.0 B4
mouse livers using HTV method. The mice were maintained in the dark, ambient light, or under blue-light illumination (470 ± 20 nm, 200W/m2, 16 h
continuous) (n= 3–4 mice/group, Scale bar: 1 mm).
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図 3. PA-Cre をコードする AAV をマウスの脳の神経細胞に感染さ
せて PA-Cre を発現．光照射を施したところ，神経細胞内で DNA 組
換え反応が誘起された．DNA 組換え反応により mCherry が発言す
るレポーターを利用． 
 

 



オリジナルの PA-Cre のもう一つの改良ポイントは，特に PA-Cre の発現が低い細胞において，その

DNA 組換え活性が十分でないことにある．この二つ目の問題を解決するために，PA-Cre にアミノ酸レ

ベルでの改変を施すことで，DNA 組換え活性が大幅に向上した変異体を開発することに成功した．現

在，この高活性の PA-Cre変異体をマウスの生体に導入し，in vivoでの検証を行なっている．PA-Creは

本研究で実施したような細胞解析技術としてのみならず，マウスの生体における遺伝子機能の新しい解

析技術としても利用できると考えている． 

上述のように本研究で開発した PA-Creのノックインマウスや AAVは，これまでの技術では困難だった

生体内での様々な細胞系譜の解明や遺伝子機能の解明に大いに貢献すると考えられる．また，本研

究で実施した研究によって PA-Cre を大きく改良することができたため，この新たな光操作技術を武器と

して，新たな研究分野の開拓に挑戦したいと考えている． 

光駆動型トランスポゾンについては，研究代表者の佐藤が先行研究で開発した PA-Cas9や PA-Creな

どの開発戦略と同様に，トランスポザーゼの分割体を作製し，光スイッチタンパク質の Magnet システム

を連結することにより開発することを計画した．なお，Mos1

や Sleeping Beauty のようにいくつかのトランスポゾンのトラ

ンスポザーゼは結晶構造が明らかになっている（図 4）．こ

の構造情報を利用して，様々な位置でトランスポザーゼを

分割し，Magnet システムを連結して分割位置のスクリーニ

ングを行った．ここで得られた最適の分割体に対して，さら

に細かく分割位置を探索すると共に，上述の PA-Cre の高

活性変異体を開発するときに採用したアプローチを導入す

ることで，暗所ではほとんど転移活性を示さず，光照射で

初めてゲノム上での転移活性が生起する光駆動型のトラン

スポゾンのプロトタイプを開発することができた．さらに，光

駆動型のトランスポゾンのプロトタイプを培養細胞に導入

し，光照射を施したサンプルを次世代シーケンサーで分析

することで，光駆動型のトランスポゾンが光刺激によってゲ

ノム上をランダムにジャンプすることを検証した． 

現在，光駆動型のトランスポゾンのプロトタイプをゲノムに 1 コピーだけ持った細胞株を樹立し，ゲノム

での光刺激依存的な転移反応をテストしている．今後，光駆動型のトランスポゾンをゲノムに 1 コピーだ

け導入したノックインマウスを樹立して，生体内での細胞系譜の解明や遺伝子機能の解明など，様々な

応用研究を実施する予定である． 
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図 4.  Mos1（トランスポザーゼ；タンパク
質）とTIR（DNA）の複合体の結晶構造．ト
ランスポザーゼは TIR に結合し，転移反
応を触媒する．この結晶構造を参考に，ト
ランスポザーゼの分割体を開発した． 
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