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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞の活動依存的な分化、成熟過程について検討を行った。光応答性イオ
ンチャネルを筋芽細胞に発現させて筋線維に分化させると、青色光に同期した活動電位の発生と収縮活動が誘発
された。未熟な筋細胞に対する光刺激は筋収縮構造の構築を促進し、収縮応答能を獲得することを見出した。分
化誘導初期の筋芽細胞への刺激は細胞融合を制御する遺伝子の発現を亢進させ、筋管細胞の成長、肥大化を引き
起こした。本研究で確立された骨格筋細胞の光制御は運動神経の主要な機能を光で代替できることを示し、筋組
織の発生や再生のメカニズム研究への応用や筋疾患治療技術の創出に寄与するものと期待される。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that an optogenetic stimulation promoted morphological 
maturation and functional development of skeletal muscle cells in vitro. Optical stimulation with a 
rhythmical frequency facilitates gene expression and specific structural alignment of sarcomeric 
proteins. Optical stimulation also depolarizes the membrane potential, and induces contractile 
responses in synchrony with the given pattern of light pulses. These results suggest that 
optogenetic techniques can be employed to manipulate activity-dependent processes during myogenic 
development and control muscle contraction with high temporal and special precision.

研究分野： 細胞工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞の増殖や分化について、分子生物学や

バイオインフォマティクスの手法を用いて
関与する遺伝子や誘導因子の同定が行われ
ている。しかし、その機序については未だ不
明な点が多く、効率的に特定の細胞を誘導す
ることや機能的な組織を作製する技術は十
分に確立していない。未分化な細胞が活動依
存的に分化・成熟することが哺乳類視覚系や
体性感覚系などで知られている。従来、神経
や筋肉などの細胞を刺激するには電気的な
方法が主に用いられてきた。しかし電気刺激
法には空間分解能が低い点や電場が不均一
である点、侵襲的な金属電極を用いる点など
の欠点が挙げられる。これらの問題点を解決
するべく、細胞活動を引き起こす方法として
光を用いた刺激法の開発が進められてきた。
代表的なものにグルタミン酸のケージド物
質を用いた方法がある。ケージド物質に強い
光を照射すると、グルタミン酸が解離して局
所的な濃度上昇が起こり、グルタミン酸受容
体を介して細胞が興奮する。この方法は 2光
子レーザー顕微鏡を用いることにより、時
間・空間解像度の高い刺激を行うことができ
る。しかし、高い技術力が要求され、その適
用が制限される。 
 
２．研究の目的 

本研究では細胞活動を規定する細胞膜内
外を介したイオン輸送に着目し、それを直接
的に操作して細胞内イオン動態と細胞機能
発現の連関を理解することを目的としてい
る。具体的には以下の課題について取り組む。 
未分化な細胞に対して光遺伝学的刺激を加
え、活動依存的な細胞の分化の亢進または成
熟を検証する。様々な周波数や持続時間、強
度のパラメータを持った光照射による律動
性／非律動性の生理的刺激を与え、形態的、
機能的な側面から細胞応答機構を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 光に応答する細胞を作製するために一過
的もしくは恒常的に光受容イオンチャネル
（channelrhodopsin：ChR）遺伝子を発現す
る筋芽細胞を作製する。ChR は緑藻類クラミ
ドモナスに由来し、青色光（470 nm）に応答
して陽イオンを非選択的に透過させるセン
サーとイオンチャネルの機能を併せ持った
光受容体である。同時に薬剤耐性遺伝子
（neomycin）を導入することで陽性細胞の選
抜を行い、安定発現株を作製する。ChR に融
合させた蛍光タンパク質（Venus や mCherry
など）の蛍光を指標に発現量の異なるいくつ
かのクローンを作製し、応答性や収縮能を評
価して最適なものを選択する。コンフルエン
トに達した C2C12細胞を分化誘導培地に置き
換えることで、多核の筋管細胞を形成させる。 
 

(2) 光応答性を付加した細胞が筋特異的なタ
ンパク質の発現や収縮単位構造サルコメア
の構築をしているかを免疫染色で確認する。
光照射による光電流や活動電位の発生はパ
ッチクランプ法により測定する。顕微鏡下で
光刺激を行い、筋収縮活動を誘起できるか、
その応答性、制御性を検証する。 
 
(3) 分化培養中の未分化な筋細胞に対して、
様々な周波数や持続時間、強度の光を照射し、
細胞形態や遺伝子発現、タンパク質量、電気
生理的特性について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ChRを導入した C2C12 細胞を分化誘導培
地に置き換えると細胞同士が融合し、形成さ
れた多核の筋管細胞から ChRの発現を確認し
た。共焦点レーザー顕微鏡により筋管細胞を
観察すると、細胞の長軸方向に沿った形質膜
上への ChRの分布が認められた。融合させた
蛍光タンパク質を手掛かりに ChRを発現して
いる細胞を同定し、パッチクランプ法により
ホールセルモードにて電気生理測定を行っ
た。ホールセル電位固定下に形成させた筋管
細胞に対して光を照射すると、強度依存的に
細胞外から細胞内へ向かう電流の発生が観
察された。光電流にはピーク成分と定常成分
の 2 成分が存在し、ピーク成分の大きさは光
の強さにほぼ比例して増大した。光照射によ
り誘発される電流は、光照射とともにミリ秒
オーダーで最大になり、終了とともに速やか

図 1 光で誘発された筋収縮 
ChRを発現する細胞の光照射前（a）と照
射後（b）の細胞応答。光刺激に同期した
筋収縮が観察された。 

(a) 

 

(b) 

 



に減衰した。電流固定下に膜電位変化を記録
すると、光の照射とともに素早く脱分極が引
き起こされた。脱分極の大きさは光強度に依
存しており、ある一定の強度以上の光パルス
刺激により活動電位が誘発された。さらに光
刺激を繰返し与えたところ、完全に光パルス
に同期した活動電位を発生させることがで
きた。光電流および活動電位は照射する光の
強度や持続時間で正確に制御することがで
き、刺激と反応の同期性が取れていることか
ら、ChR による光刺激によって十分に筋細胞
の活動を制御できることを確認した。 

収縮運動を観察すると、1-10 Hz の光パル
スに同期した単収縮または強縮の発生が認
められた（図 1）。光を用いる利点として、照
射する範囲を限定することで、特定の場所で
特定の時間に光を照射することができ、容易
に時間・空間分解能を向上できる。光を照射
する範囲を絞って局所刺激したところ、照射
した細胞のみで収縮が引き起こされた。細胞
集団の特定の細胞の筋活動を個別に制御す
ることができ、単一細胞レベルでの観察が可
能となった。 
 
(2) 骨格筋においても収縮能を獲得するには
電気刺激や張力などの外部からの刺激が必
要であることが知られている。従来の誘導法
を用いて形成される筋管細胞は刺激に対す
る応答性が低い。そこで分化誘導中の未熟な
筋管細胞に対して光刺激を与えた時の効果
を検討した。免疫染色によりサルコメアを構
成するタンパク質の局在を共焦点レーザー
顕微鏡で観察したところ、光刺激トレーニン
グを与えた細胞にはサルコメア構造が明瞭
に観察され、その割合はトレーニングを与え
ていないコントロール群に対して有意に増
加していた（図 2）。 

刺激に対する応答を観察すると、収縮する
細胞が有意に増大していた。ChR を活性化し
ない赤色光（605 nm）での刺激では変化は認
められなかった。また、本実験で用いた条件
下では青色光照射による細胞毒性について
も認められなかった。光パルスの間隔、持続
時間を変化させて様々な刺激条件を検討し
たところ、一定のリズムを持った刺激が効率
的に収縮能を獲得させた。カルシウムイメー
ジングを行ったところ、光照射により細胞内
カルシウム濃度上昇が引き起こされること
を確認した。各種阻害剤を用いた検討を進め
ると、カルシウムチャネル阻害剤により促進
効果が顕著に抑制されることが分かった。以
上から細胞内カルシウム濃度の周期的な変
動を繰り返すことが筋管細胞の成長を促す
ことが示唆された。 
 
(3) 筋芽細胞の分化誘導初期における光刺激
について検討を進めた。光を照射する時期や
周期、持続時間、強度など分化培養中に様々
な条件を検討できるシステムの構築を行っ
た。刺激を与えた細胞の遺伝子発現を確認し

たところ、細胞融合を制御することが報告さ
れている ERK5経路の下流の転写調節因子の
発現亢進が認められた。単核の筋芽細胞は筋
分化を開始すると、互いに融合することで多
核の合胞体である筋管細胞を形成する。刺激
を与えて培養 5日目の筋管細胞をコントロー
ル群と比較したところ、太さや長さに差異が
認められた。光刺激が筋芽細胞の融合を促進
させることで筋管細胞の成長、肥大化を引き
起こしたと考えられる。 

本研究で確立した技術は、光を照射するだ
けで特定の時間に、特定の細胞または細胞群
を活性化させて細胞の成長・成熟を促進させ
ることができた。さらに刺激に応答して収縮
する能力を持った骨格筋細胞を効率的に光
で創り出すことに成功した。本技術は運動神
経の主要な機能を光で代替できることを示
し、新たな筋疾患治療技術の創出や創薬技術
基盤の構築に寄与するものと期待される。 
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