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研究成果の概要（和文）： 生きた動物個体の脳において、任意の神経細胞に光を用いて自由に

遺伝子導入できる技術を開発する。フェムト秒パルスレーザーを用いて細胞膜の光穿孔を行う

ことで、広い範囲（500 ミクロン四方）に分布する多数（100 個程度）のニューロン一つ一つ

に独立に外来遺伝子を導入する。レーザー照射により、蛍光色素などの小分子を in vivo で個々

のニューロンに選択的に導入することを確認した。DNA プラスミドを導入するための適切な

条件検討の後に、遺伝子発現が可能になると期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：We develop a novel method to introduce exogenous genes in 

individual neurons of interest in the intact brain. By using a mode-locked Ti:Sapphire laser, 

the neuronal membrane can be perforated to deliver small molecules including fluorescent 

dye and DNA plasmid. We have confirmed that fluorescent dye molecules could be reliably 

introduced into individual neurons in the intact mouse brains. After optimization of the 

technique, it is expected to be able to deliver DNA plasmid and targeted exogenous gene 

expression in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

近年のめざましい遺伝子改変技術の進歩は、
様々な生命現象の分子メカニズムの解明や
疾患原因遺伝子の発見など、生命医科学の発
展に著しい貢献を果たして来た。脳機能の解
明を目標とする神経科学研究においても、こ
れらの技術を用いて数々の重要な発見がな
されており、その有用性は述べるまでもない。
特に、遺伝子改変マウスの作出やウィルスベ
クターを用いた時期・部位特異的遺伝子発
現・抑制技術の登場によって、脳の機能発達

や機能局在の解析に欠かせないものとなっ
ている。しかしながら、従来の遺伝子改変技
術では動物個体全体もしくはかなり広い領
域にある細胞の遺伝子を改変してしまうた
め、得られた結果が改変した分子の作用その
ものによるものなのか、それとも広範囲の神
経ネットワークの性質が変わってしまった
ために起こる二次的な変化なのかを区別す
ることは原理的に極めて困難であり、解釈に
も不確実な部分が大きく残ってしまうケー
スが多々見受けられる。そこで、我々は 2光
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子励起イメージング法を用いて、マウス個体
脳内の単一ニューロンを可視化し、選択的に
遺伝子を導入する方法を開発してきた
（Kitamura et al., Nature Methods, 2008）。
この方法では、2 光子励起顕微鏡で可視化し
たニューロン一つ一つに電気穿孔法によっ
て外来遺伝子を導入するというものである。
発現効率は約７０％と高いものの、脳内に刺
入した電極を動かす必要があるため、遺伝子
を導入できる細胞数（２０個以下）や配置（２
００µm以内）にかなり制限があった。 

 

２．研究の目的 

以上のような背景の下、本研究では、この困
難を克服するために、2 光子励起に用いるフ
ェムト秒レーザーを細胞膜の穿孔に用いる
ことで、低侵襲かつ極めて高い自由度で脳内
のニューロンへの遺伝子導入を可能にする
ことを目的とする。本研究で開発する光穿孔
法を実現することで、個体脳においてより広
い領域（500 µm 以上）に 3 次元的に配置し
ている、１個から１００個以上のニューロン
に厳密に数を制御して遺伝子発現を行うこ
とが可能となる。特に、これまでの遺伝子改
変技術では細胞が発現する分子のプロモー
ター領域を用いることで特異的発現を実現
するが、本研究の方法によれば、高い活動を
示す細胞に遺伝子を導入するなど、これまで
不可能であった実験を可能にすると期待さ
れる。 

 光穿孔法による遺伝子導入は、これまでに
培養上皮細胞などの例がわずかに報告され
ているのみで、動物個体に適用された例は世
界的に見ても全くない。我々が最近開発した
２光子イメージングによる単一細胞電気穿
孔法によって初めて、動物個体脳で個々のニ
ューロンへの遺伝子導入が可能になったば
かりである。本研究で開発する、動物個体脳
での光穿孔法が成功すれば、従来法による効
率を大幅に向上させることが可能であり、極
めて大きな技術的進歩になることは間違い
ない。動物個体の脳における特異的遺伝子改
変技術については、トランスジェニックマウ
スの作製、ウィルスによる発現、子宮内電気
穿孔法などが一般的であり、すべての方法が
ニューロンの分子発現パターンの特異性に
基づいている。また、活動依存的な遺伝子発
現法についてはFosやArcのプロモーターを
用いるものがあるが、それらがどのような神
経活動によるものなのかは明らかになって
いない。本研究で開発する方法を用いれば、
個々のニューロンの活動を直接可視化した
上で、そのニューロンに外来遺伝子を導入す
ることが可能になるという点で極めて新規
性が高い方法である。 

 本研究で提案する、光穿孔による選択的遺
伝子改変法は、これまでのトランスジェニッ

ク動物の作出等、多数のニューロンの遺伝子
を改変した平均的な性質の変化でしか捉え
ることのできなかった細胞機能や形態変化
を個々のニューロンのレベルで直接解析で
きる点に最大の特色がある。形態解析ひとつ
を例に取ってみても、これまでの多ニューロ
ン標識では、どの構造がどの細胞に属するの
かを膨大な連続切片の再構成によって解析
するという非常に困難な作業が必要であっ
たが、生きた動物個体内で目的のニューロン
だけを効率よく標識することができれば、こ
れらの解析にかかる時間と労力を飛躍的に
軽減することが可能となる。また、ノックア
ウトマウスの解析などでは、発生発達期から
目的の遺伝子が欠損しているために正常な
神経回路を構築することができないか、もし
くは神経回路の性質が著しく変化してしま
い、成熟動物における目的分子の機能を正し
く評価できない場合も多い。その点、本研究
で提案する方法が特に成熟動物において確
立できれば、これまで技術的に全く不可能で、
問いを発することすらできなかった問題に
ついて詳細な解析を行うことが可能となり、
その波及効果は計り知れない。また、動物へ
の遺伝子導入から発現の確認、機能解析まで
にかかる時間を顕著に短縮できることから、
これまで細胞培養系などでしか行うことの
できなかった、機能分子の大規模なスクリー
ニングを生きた動物個体の脳内で行うこと
が可能になると期待される。さらに、2 光子
カルシウムイメージングで個々のニューロ
ンの活動を観察した後に、活動性の高いニュ
ーロンだけを標識したり、そのニューロンの
活動を制御する分子を導入することで、これ
までその複雑さから解析することが極めて
困難であった大脳皮質の局所神経回路につ
いて、その構造と機能を生きた動物の脳にお
いて直接可視化・操作することで明らかにで
きる。このことは、分子の発現プロモーター
を利用する従来の遺伝子改変技術では実現
不可能であり、本研究で開発する技術を用い
ることで初めて可能になる。このように、本
研究は神経科学研究において大きなブレイ
クスルーとなると期待される。 

 

３．研究の方法 

全ての実験は、東京大学医学部動物実験委員
会で実験計画の承認を受けた上で、関連法規
に則って行った。組み換え DNA を用いた実
験は、東京大学医学部組換え DNA 実験安全
委員会の承認を受けた上で、関連法規に則っ
て行った。 

  2 光子顕微鏡に用いる、フェムト秒パル
スレーザーを用いて、動物個体脳内の個々の
ニューロンに光照射することで、細胞膜に小
孔を穿ち DNA プラスミドを細胞内に導入す
る方法を開発する。まず、個体脳における光



穿孔を行う前に、スライス標本において光穿
孔が可能な条件を見いだす。2 光子励起顕微
鏡に使用するモードロック式チタンサファ
イアレーザーからの高光密度フェムト秒パ
ルスを、ニューロンの細胞膜に短時間
（<20msec）照射することで、ナノメートル
オーダーの孔を細胞膜に穿ち、あらかじめ細
胞外液に混合しておいた蛍光色素や DNA プ
ラスミドなどの小分子をニューロンに取り
込ませる。導入する遺伝子としては蛍光タン
パク質をコードするプラスミド（pEGFP-C1

等）を用い、光穿孔から２４時間後に 2光子
励起顕微鏡にて、GFP の発現を確認する。発
現効率が最大となるように、光学系（対物レ
ンズの開口数、レーザーのパルス幅）、レー
ザーパワー、光照射時間、光照射面積、プラ
スミド濃度などの条件検討を行った。 

 In vivo における光穿孔では、大脳皮質第２
／３層ニューロンを対象とし、まず、内液に
DNA プラスミドを含むガラス電極を刺し入
れて弱い圧力をかけることで、脳内の細胞外
領域に DNA プラスミドを注入する。電極内
液に蛍光色素を含めておくことで細胞外領
域を蛍光色素で満たし、個々のニューロンは
「影」として観察する。但し、ここでは、電
気穿孔法の場合と異なり、ガラス電極を個々
のニューロンに近づける必要はなく、すなわ
ち、電極を脳内で動かす必要がないため、侵
襲は最小限に抑えられる。 

 

４．研究成果 

まず、光穿孔による遺伝子導入を行う前に、
レーザーを用いて外来分子をニューロンに
導入できるかどうかの確認を行なった。細胞
膜を透過しない蛍光分子を細胞外に満たし、
細胞膜付近でパルスレーザーを照射した。そ
の結果、脳スライス標本および個体脳におい
て光照射したニューロンに選択的に蛍光分
子が取り込まれることが確認された。強い光
を照射することによるニューロンへのダメ
ージが起こらないかどうかを確認するため、
蛍光デキストランを光照射により導入し、24

時間後に再度観察したところ、ニューロンの
形態に異常は見られず、光照射によるダメー
ジによりニューロンの細胞死などは起こら
ないことが確認された。 

 次に、DNA プラスミドの導入を試みた。
光照射によるダメージを蛍光デキストラン
によって確認した際は、ニューロンの形態に
異常は見られず、光照射によるダメージによ
りニューロンの細胞死などは起こらないこ
とが確認されたが、DNA プラスミドの導入
では、24〜48 時間後では発現を確認できな
かった。原因として DNA プラスミド溶液の
濃度、光照射の条件などが考えられるため、
これらの条件を最適化する必要があるとと
もに、用いるプロモーターや手術法を改良す

ることで、外来遺伝子の導入効率を上げるこ
とが可能であると考えられる。また、光穿孔
を効率的に行うためには、脳表面を露出させ
る必要があるが、このための手術により脳内
におけるニューロンの状態が急性的に変化
して、光穿孔のダメージに対して弱くなって
いる可能性も考えられる。手術による出血を
最小限に抑えるとともに、抗炎症剤やステロ
イドの投与などでこれらの影響を極力少な
くする工夫が必要であると考えられた。 
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