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研究成果の概要（和文）：特定の細胞膜レセプターの活性を近赤外光により操作する新たな分析法を開発した．
近赤外光を吸収し青色光を放出するアップコンバージョン粒子（LNP）をマウス肝臓に滞留させることに成功し
た．一方，青色光で操作可能な細胞膜リセプターを独自に開発し，マウス肝臓にアデノウィルスを用いて発現さ
せた．マウス腹部に近赤外光を照射したところ，近赤外光を吸収したLNPが肝臓内で青色光を放出し，細胞膜リ
セプター活性を上昇させることができた．さらに細胞内シグナルのリン酸化活性の上昇が確認できたことから，
マウス個体内の細胞膜リセプター活性を非侵襲的に近赤外光で操作する新たな基盤技術を確立できた． 

研究成果の概要（英文）：A novel analytical method was developed to manipulate the activity of 
specific membrane receptors in living cells using near-infrared light. Upconversion particles (LNPs)
 that absorb near-infrared light and emit blue light were successfully targeted and retained in 
mouse liver. We also developed a new cell membrane receptor that can be manipulated by blue light, 
and expressed it in mouse liver using an adenovirus. When the abdomen of mice was irradiated with 
near-infrared light, LNPs that absorbed near-infrared light emitted blue light in the liver and 
increased the membrane receptor activity. Furthermore, we confirmed an increase in phosphorylation 
activity of intracellular signals. 

研究分野： 分析化学

キーワード： アップコンバージョン　光操作　ナノ粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織透過性の高い近赤外光をナノ粒子で青色光に組織内で変換することで，膜タンパク質の光操作が実現可能と
なることを実証できた学術的意義は大きい．ナノ粒子を肝臓に滞留させる新たな技術は高い汎用性が期待でき
る．既存の光操作ツール一般に応用展開が可能であり，生物学的な基礎研究を始め，創薬や医学分野など様々な
波及効果が期待できる技術である． 

※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 

生物個体内の特定のタンパク質の機能を調べるには，トランスジェニックマウスやノックアウ
トマウスを作製し， Gain-of-function や Loss-of-function を解析する手法が専ら用いられてき
た．しかしヘテロな細胞集団から構成される組織内の分子間ネットワークを理解するには，組織
内の特定の分子を時空間的に制御し解析する技術革新が必要である．2005 年以降から，外部光
によって神経細胞を操作する手法が台頭し，神経科学分野ではセレンディピティーが勃興した．
即ち光により特定のイオンチャネルを制御することにより，１神経細胞の活動を時間的・空間的
に人為制御し，そのアウトプットを生理応答として観察することが可能になった．この１細胞を
光で制御する技術は，チャネルロドプシンのイオン流入制御が精力的に研究されているものの，
生物組織の細胞機能解析一般に展開するには科学技術のイノベーションが待たれている． 

 このような背景のもと我々は，リン酸化酵素活性や膜タンパク質間相互作用を，光によって時
空間制御する新たな方法を開発してきた（文献 1-3）．多様なキナーゼやタンパク質間相互作用
は，生命現象の根幹をなすシグナル伝達をコントロールしており，組織内におけるシグナル経路
の定量的記述は大きなインパクトが期待される．しかしこれまで国内外で開発された光操作ツ
ールのほとんどは，フラビン誘導体をクロモフォアとするタンパク質であり，400〜500 nm 付
近に吸収極大を有する．青色光は細胞毒性が高いため長時間の光照射を行うことができない．さ
らにオプトジェネティクスの強みは動物実験への応用であるが，青色光は組織透過性が低いた
め，皮下直下の組織でしか光操作実験ができない．この問題を解決するために，赤色光を吸収す
るクリプトクロムを用いた光操作技術が提案されている．赤色光を用いることにより動物組織
の光透過性は大きく改善されるが，クリプトクロムのクロモフォアは動物には存在しないため，
その不安定な化合物を目的の組織に安定的に供給するための難題を抱えている． 

 

２．研究の目的 

本研究では，特定の細胞膜レセプターの活性を近赤外光により操作する新たな分析法の開発
を目的とした．具体的には，近赤外光を吸収し青色光を放出するアップコンバージョンナノ粒子
（lanthanide nanoparticles: LNP）を作成する．このアップコンバージョン LNP をタンパク質
で修飾し，粒子表面に機能を付与する．そしてこの LNP に光を照射し粒子表面の特性を変化さ
せることで，特定細胞膜レセプターの活性を制御する革新的な技術を開発する．ヘテロな細胞集
団から構成される組織内の特定の膜レセプターに光摂動を加え操作する，先導的なオプトジェ
ネティクス技術を創出する． 

 

３．研究の方法 

 アップコンバージョンナノ粒子およびその表面化学修飾は，南洋工科大学（シンガポール）の
Bengng XING 教授との共同研究により開発した．培養細胞を用いたアップコンバージョン粒子に
よる光操作では，観察用ガラスボトムディッシュ表面にアップコンバージョン粒子を含むコラ
ーゲンを塗布し，その上で細胞を培養した．細胞観察は共焦点顕微鏡観察下で行い，観察面上側
から近赤外光レーザー (976 nm, CW) を照射し，青色光駆動光制御システムの駆動させた． 
 アップコンバージョンナノ粒子のマウス肝臓へのターゲッティングでは，アップコンバージ
ョンナノ粒子の表面をポリエチレンイミンで修飾 (UCNP)，およびさらにグリチルレチン酸で修
飾したナノ粒子 (GA-UCNP)を作成した．いずれもマウスの尾静脈から粒子を一定量導入し，標的
臓器への滞留を二光子励起蛍光顕微鏡および SPIMを用いて観察した． 
 マウス肝臓内のシグナル活性は，光操作膜タンパク質をアデノウイルスでマウスに導入した
後，麻酔下で開腹し露出した肝臓表面に青色 LED光を一定時間照射，または直接近赤外光で肝臓
近辺に一様に照射し，肝臓の破砕サンプルを調製した．破砕サンプルの抽出液を特定タンパク質
のリン酸化抗体を用いて Western blotting で解析した． 
 
４．研究成果 
４−１．培養細胞を用いたアップコンバージョンナノ粒子による光操作の検証 
近赤外光を照射したアップコンバージョン粒子により青色光を放出する現象を用いて，独自

に開発した青色光照射により駆動する光制御システムが利用可能であるかどうかを検証した．
まずアップコンバージョン粒子を含むコラーゲン基板上で光制御システムを導入した細胞を培
養した．共焦点顕微鏡観察下で近赤外光レーザー (976 nm, CW) を照射し，青色光駆動光制御
システムの駆動を検証した．検証した光制御システムとしては，細胞膜移行システム (iLID/Sspb, 
CRY2/CIBN), 核内移行システム (LINuS), 細胞膜移行システム(CRY2/CIBN), タンパク質クラス
ター化システム(CRY2olig) を使用した．その結果，アップコンバージョン粒子を含むコラーゲ
ン基盤上で培養した細胞において，青色光駆動光制御システムが近赤外光レーザー照射により
駆動することを確認した．さらに近赤外光ファイバーレーザーシステムを利用することで，最大
約 4 Wの近赤外光 (976 nm)を直径約 1 cm の範囲に照射するシステムを新たに構築し，光制御



 

 

システムによる細胞内シグナル制御を試行した．具体的には，当研究室で開発した Akt光活性化
システム (optoAkt)，および遺伝子発現制御システム (GAVPO) を用いて検証実験を行った．結
果，光制御に伴う Aktの活性化，および遺伝子発現を確認することができた．以上から，アップ
コンバージョンナノ粒子に近赤外光を照射し発光する青色光で，様々な青色光駆動光制御シス
テムを動作できることが立証された． 
 
４−２．アップコンバージョン粒子のマウス肝臓へのターゲッティング 
マウス肝臓はインスリンリセプターなど代謝調節に関与するタンパク質が多く存在するため，

光操作の興味深いターゲット臓器の一つである．しかし血液が可視光を吸収するため，青色光駆
動光制御システムの活用は極めて難しい．そこでアップコンバージョン粒子をマウス肝臓にタ
ーゲットさせれば，近赤外光で光制御システムを動作できることが期待される．アップコンバー
ジョンナノ粒子をマウス肝臓に滞留させるため，アップコンバージョンナノ粒子の表面を化学
修飾し，その生体内分布動態への影響を検証した．具体的には，ポリエチレンイミンで修飾 
(UCNP)，およびさらにグリチルレチン酸で修飾したナノ粒子 (GA-UCNP)を作成した．作成したナ
ノ粒子を実験用マウス（BALB/cCrSlc 10 週齢♀，約 18g）に尾静脈注射し，数時間おきにマウス
肝臓，および肺を摘出し，観察用切片を作成した．976 nmレーザー光励起による 440 nm付近の
蛍光像を確認したところ，GA-UCNPでは肝臓のみに蓄積が確認され，肺には蓄積しないことが明
らかとなった．また，GA-UCNP は注射後 24 時間安定に肝臓に蓄積していた．次に，アップコン
バージョンナノ粒子の肝臓内分布を詳細に確認するため，GA-UCNPをさらに有機蛍光色素 Cy5 で
修飾した．Cy5 による蛍光をもとに共焦点顕微鏡で深部観察を実施したところ，表面から深さ約
3.5mm まで肝臓内のアップコンバージョンナノ粒子分布像を取得することに成功した．取得した
像を三次元構築したところ，肝臓全体にドット状に蓄積していることが確認された．また，核染
色像の三次元構築により得られる血管構造と比較したところ，ナノ粒子の分布像は血管構造と
相関がないことが明らかとなり，尾静脈注射による導入で肝臓全体に一様にナノ粒子を導入可
能であることを実証した．  
 
４−３．マウス肝臓へ青色光駆動光制御システムを強発現する方法の検証 
青色光駆動型光操作ツールをマウス肝臓で動作させるためには，その光操作ツールを肝臓に

強発現する必要がある．本研究では，アデノウィルスを用いて光操作ツールを強発現することと
した．先ず，アデノウイルスによる導入方法を検討した．プロモーター領域とともに光操作膜タ
ンパク質をコードする遺伝子をアデノウイルス発現ベクターに移し替え，ヒト由来 HEK293細胞
に遺伝子導入した．小スケールから遺伝子導入した細胞の培養を開始し，すべての細胞で細胞変
性効果が確認された時点で回収した細胞破砕液を一段階上のスケールで培養した細胞に添加す
ることを繰り返し，十分量のウイルス含有溶液を得た．ウイルスを精製したところ，1011 VP/mL
スケールでウイルスを得ることに成功した．精製したウイルス溶液を培養細胞に添加し共焦点
蛍光顕微鏡で観察したところ，光操作膜タンパク質の発現が確認された． 
次に，ウイルス溶液を尾静脈注射でマウスに導入し，数日後に肝臓断片を回収・破砕すること

で作成したサンプルを Western blotting で解析したところ，光操作膜タンパク質の発現が確認
された．また，アデノウイルスで遺伝子導入した肝臓から凍結切片を作成し，共焦点蛍光顕微鏡
で光操作膜タンパク質の発現分布を確認した．結果，局所的に光操作膜タンパク質を発現した細
胞群が肝臓全体にわたって散在する様子が確認された．次に，光操作膜タンパク質をアデノウイ
ルスで導入したマウスについて，麻酔下で開腹し露出した肝臓表面に青色 LED 光を一定時間照
射し，肝臓の破砕サンプルを調製した．サンプルを Western blotting で解析したところ，光照
射に伴う光操作膜タンパク質の活性化，および下流分子のリン酸化が確認された．以上より，ア
デノウイルスを用いることで，肝臓に光操作膜タンパク質を発現させ，外部光により内在のシグ
ナル伝達経路を活性化可能であることが確認された． 
 
４−４．近赤外光によるマウス肝臓での青色光駆動光制御システムの操作 
 グリチルレチン酸で修飾したナノ粒子 (GA-UCNP)，LNPをマウス肝臓に滞留させ，青色光駆動
光制御ツールをマウス肝臓に強発現させた後，非侵襲的にマウス肝臓に近赤外光を照射した．一
定時間光照射した後，マウス肝臓を摘出して肝臓のキナーゼ活性を Western blotting により解
析した．その結果，近赤外光照射にともない，特定のレセプターの下流シグナルが活性化してい
ることが解った．本結果は，アップコンバージョン粒子非存在化ではシグナル活性が観られなか
ったことから，GA-UCNPによる近赤外光から青色光へのコンバージョンによる結果であることが
強く示唆される．以上より，アップコンバージョンナノ粒子により特定細胞膜レセプターの活性
を制御する革新的な技術開発に成功した． 
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