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研究成果の概要（和文）：生体組織透過性が極めて高い長波長の光照射で生体深部の生命現象を操作できる新た
な光スイッチタンパク質を開発した．光スイッチタンパク質は，細胞内や生体内のさまざまな生体分子の機能を
光で操作するための基盤技術となるツールである．既にいくつかの光スイッチタンパク質が報告されていたが，
光制御能が著しく低い点など，大きな課題が残されていた．本研究で開発した光スイッチタンパク質は，光照射
のON・OFFで極めて高い制御能を有するとともに，その高い汎用性により，遺伝子発現等の光操作を実現した．
この新しい光スイッチタンパク質は，生命現象の光操作の応用可能性を大きく広げることが期待される．

研究成果の概要（英文）：We have developed a new photoswitching protein that can manipulate 
biological processes deep within the body by illuminating long-wavelength light. Photoswitching 
proteins are fundamental tools for manipulating the functions of various biomolecules in cells and 
living organisms using light. Although several photoswitching proteins have already been reported, 
there are still major issues to be solved, such as their remarkably low light-regulatability. The 
photoswitching protein developed in this study has an extremely high ability to response to light 
illumination, and its high versatility enables manipulation of gene expression and other processes 
by light. This new photoswitching protein is expected to greatly expand the application 
possibilities of optical manipulation of biological processes.

研究分野：生体関連化学

キーワード： 光操作　細胞　遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，長波長の光照射による生命現象の光操作の基盤技術（プラットホーム・テクノロジー）として、新
たな光スイッチタンパク質を開発するとともに，当該の光スイッチタンパク質を応用した遺伝子発現の光操作技
術を開発した．本研究の成果は，生体深部における生命現象の解明や，遺伝子疾患や細胞治療など生命科学・医
学分野を含む幅広い研究分野において役立つことが期待される．

※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 
研究代表者は，生命現象の光操作を実現する基盤技術として，青色光でタンパク質間相互作用
を制御できる“Magnetシステム”を開発した（Nat. Commun. 2015）．ゲノム編集ツールの CRISPR-
Cas9システムとMagnetシステムを組み合わせ，青色光による光刺激でゲノムの塩基配列を自由
自在に編集できる“PA-Cas9”を開発した（Nat. Biotechnol. 2015）．さらに，Cre-loxP システムと
Magnetシステムを組み合わせ，DNA組換え反応を青色光で光操作できる“PA-Cre” （Nat. Chem. 
Biol. 2016）を開発すると共に，ゲノム遺伝子の発現を光操作できる“Split-CPTS2.0”（Nat. Methods, 
2017）を開発した．このように研究代表者は，光操作の基盤技術を創出し，これを応用して一連
のゲノムの光操作技術を開発して新分野「オプトゲノミクス（opto-genomics）」の創成に繋げて
いる． 
 
２．研究の目的 
上述のように，研究代表者は，生命現象の光操作を実現する基盤技術を開発し，これを用いて
新たな分野を開拓してきたが，それと同時に，当該光操作技術をマウスの生体（in vivo）で用い
た研究代表者の最近の事前検討により，当該技
術が克服すべき課題が明確になってきた．青色
光は生体組織透過性が低いため，生体外からの
光照射で操作可能な部位は，生体表面から近い
組織や器官に限定されてしまう点である．この
技術的な課題を克服するために，本研究では，
生体組織透過性が高い赤色光でコントロール
可能な新たな光スイッチ（“MagRed”と名付け
た）を開発することを目的とした．赤色光は青
色光に比べると生体組織に吸収されにくく，生
体深部にまで届きやすい．例えば，赤色光のレ
ーザーポインターを親指に当てると，その赤色
光が親指を透過することがわかる（図 1）．青
色光や緑色光ではこうはいかない．この簡単な
実験から，赤色光で作動する光スイッチを開発
できれば，少なくとも数センチ程度の生体深部
の光操作が実現可能になることを実感できる． 
 
３．研究の方法 
MagRed を開発するために，さまざまなバクテリアが有する赤色光受容体（バクテリオフィト
クロム、BphP）と呼ばれるタンパク質を検討し，特に放射線抵抗性細菌（Deinococcus radiodurans）
の赤色光受容体（DrBphP）に着目した．DrBphPは哺乳類細胞に内在する化合物のビリベルジン
（BV）を補因子として取り込み，赤色光を吸収すると構造変化する性質を持っている．しかし，
DrBphPのこの性質だけを利用してさまざまなタンパク質の働きを操作するのは困難である．研
究代表者らは，赤色光による DrBphPの構造変化を認識して DrBphPに結合するタンパク質（以
下，結合パートナー）を開発することで，赤色光で作動する光スイッチを開発できると考えた． 
 
４．研究成果 
上述の着想を実現するために，
結合パートナーとして、ペプチ
ドに加えて抗体様分子のナノボ
ディやアフィボディ等を検討し
た結果，アフィボディと呼ばれ
るブドウ球菌のプロテイン Aに
由来する58アミノ酸からなる小
さな抗体様分子が有望であるこ
とがわかった．研究代表者等は，
アフィボディの13個のアミノ酸
残基に対してランダム変異を導
入したライブラリーを作製し，
リボソームディスプレイ法と次
世代シーケンサーを用いた新た
なアプローチを導入して，赤色
光 を 照 射 し た 条 件 で の み
DrBphP と結合するアフィボデ

 
図 1.  赤色光は生体組織透過性が高い.．赤色の
レーザーポインター（650 nm，1 mW）を親指の腹側
から照射し，反対側から撮影．生体組織透過性が高
い赤色光は親指程度の厚みの生体組織を容易に透
過することがわかる． 
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図 2.  研究代表者が開発した光スイッチ（Magnet，MagRed）．
Magnet は青色光でコントロール可能な光スイッチ．MagRed は赤色
光でコントロール可能な光スイッチ． 
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ィを結合パートナーの候補として単離した．この進化分子工学的アプローチで得られたバイン
ダー候補に対して，さらに部位特異的なアミノ酸変異やアフィボディの末端のアミノ酸の削除
といった改変を加えることで，赤色光照射時の結合効率を改善した結合パートナーの開発に成
功した．この DrBphPと結合パートナー（アフィボディ）からなる光スイッチを，Magnetの赤色
バージョンという意味を込めて「MagRed」と名付けた（図 2）．研究代表者が先行研究で開発し
た青色光スイッチのMagnetは，アカパンカビが有する光受容体（Vivid）に対して，その二量体
の相互作用界面や補因子結合ドメインに部位特異的なアミノ酸変異を導入することで開発され
ている．一方，本研究の赤色光スイッチのMagRedの場合は，天然の結合パートナーが未発見で
あったため，進化分子工学のアプローチに基づいて光スイッチが開発されている．Magnet と
MagRedでは光操作に利用できる波長が異なるという点以外に，この開発のアプローチが全く異
なる点も重要なポイントと言える． 

MagRedは光操作の基盤技術なので、さまざまな応用が可能である．本研究では，MagRedを用
いて赤色光による遺伝子発現の光操作技術（Red-CPTS）を開発した（図 3）．この技術では，ゲ
ノム編集で利用される CRISPR-Cas9 に変異を導入してヌクレアーゼ活性を欠失させた dCas9 タ
ンパク質を用いている．さらに，MS2 RNA アプタマーを挿入したガイド RNA，MS2タンパク
質とアフィボディの融合タンパク質，

DrBphPと転写活性化ドメイン（p65 お

よび HSF1）の融合タンパク質を用い

る．赤色光を照射すると，アフィボデ

ィと DrBphP が結合することで転写活

性化ドメインが標的遺伝子の転写開始

点の上流領域に集積し，当該遺伝子の

転写を活性化する．光照射をやめると，

上述のアフィボディと DrBphP は再び

バラバラになり，標的遺伝子の転写は

停止する．このように，赤色光照射の

有無によって，ガイド RNA で狙った

遺伝子の発現をコントロールできる．

Red-CPTSは CRISPR-Cas9システムを
用いているので，ガイド RNA の塩基
配列を設計するだけで，ゲノムにコー

ドされたどんな遺伝子でも，その発現

を赤色光で操作できる点が非常に使いやすい． 
なお，他の研究グループから発表された赤色光スイッチを CPTS に導入したところ，赤色光を

照射していない暗環境下にもかかわらず非常に高いレベルの遺伝子発現が観察された（図 4）．
これはまさに，アクセルを踏んでいないのに猛スピードで走ってしまう車のようなものだろう．

既存の赤色光スイッチは赤色光による制御能が著しく低いことがわかる．一方，MagRedを用い
た Red-CPTSでは，暗環境下では遺伝子発現がほとんど検出されず，赤色光を照射すると非常に

効率良く遺伝子発現を誘導できることから，MagRedが極めて光制御能が高い光スイッチである

ことがわかった（図 4）． 
研究代表者らは，Red-CPTSをコードするプラスミドを hydrodynamic tail vein injection法を用い
てマウスの肝臓に遺伝子導入し，Red-CPTSを当該臓器に発現させた．LED光源を用いて，生体

外から非侵襲的に赤色光を照射したところ，レポーター遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）の発現

が肝臓で観察された．一方，赤色光を照射しなかったマウスでは、レポーター遺伝子の発現は全

く観察されなかった．以上の検討から，Red-CPTSは生体外から非侵襲的に赤色光を照射するこ

とによって，肝臓での遺伝子の働きを効率良く操作できることを実証した． 

 
図 3.  赤色光による遺伝子発現の光操作技術（ Red-
CPTS）．MagRed を dCas9 と転写活性化ドメイン（p65-
HSF1）に連結して細胞内に発現させると，赤色光の照射によ
り，ガイド RNA が規定する標的遺伝子の転写開始点の上流
領域に転写活性化ドメインを呼び寄せることで，当該遺伝子
の転写を活性化できる． 
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図 4.  本技術と類似技術の比較．（a）MagRed を遺伝子発現の光操作技術（Red-CPTS）では暗所の
遺伝子発現がほとんど観察されず，赤色光の照射により遺伝子発現を効率良く誘導できた．（b，c）既存
の赤色光スイッチ（b: RpBphP1-PpsR2，c: RpBphP1-QPAS1）を用いたところ，暗所にもかかわらず非常
に高いレベルの遺伝子発現が観察され，赤色光による遺伝子発現の制御能は極めて低かった． 
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