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研究成果の概要（和文）：カルシウムシグナルは生体内で様々な細胞機能を制御している。今回、私はカルシウムチャ
ネルを光により制御する光遺伝学ツールBACCSを開発した。BACCSは様々な細胞において光依存的にカルシウムシグナル
を誘導した。BACCSをマウス海馬初代培養細胞で発現させたところ、神経突起の局所で光によりカルシウムシグナルを
誘導することができた。トランスジェニックマウスにおいてBACCSを嗅神経細胞で発現させたところ、光により電気生
理学的応答を得ることができた。BACCSは培養細胞や動物個体における細胞内カルシウムシグナル誘導のための有用な
光遺伝学ツールとして広く応用されることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：Ca2+ signals are highly regulated in a spatiotemporal manner in numerous cellular 
physiological events. Here, I engineered blue light-activated Ca2+ channel switch (BACCS), as an 
optogenetic tool for manipulating Ca2+ signals. Ca2+ influx was induced in various cell types expressing 
BACCS. Local Ca2+ signals were generated in neurites of mouse hippocampal neurons by local exposure to 
light. In the mouse olfactory system, neurons expressing BACCS showed electrophysiological responses in 
response to light, suggesting that it is applicable to in vivo studies. Thus, BACCSs will be a useful 
optogenetic tool for controlling intracellular Ca2+ both in vitro and in vivo.

研究分野： 嗅覚

キーワード： 光遺伝学　カルシウムシグナル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

カルシウムイオンはあらゆる真核生物に
おいてセカンドメッセンジャーとして使わ
れている。カルシウムシグナルは極めて多様
な細胞応答を引き起こす。例えば、神経伝達
物質の放出、筋肉の収縮、遺伝子発現、細胞
分化や増殖、細胞死などそれは重要な生命現
象に深く関わっている。カルシウムイオンと
いう共通のセカンドメッセンジャーがどの
ようにして様々な細胞応答を引き起こすの
か、という疑問に対して、シグナルのタイミ
ング、場所、強弱、頻度、そしてカルシウム
センサータンパク質の特性などが重要なパ
ラメータとなっていると考えられている。 

動物個体において細胞内カルシウムシグ
ナルの役割を解析する方法として、大きくわ
けて（１）カルシウムシグナルを観察する、
（２）カルシウムシグナルを操作する、とい
う２つが挙げられる。（１）に関しては、非
常に優れたカルシウム指示薬や FRET センサ
ーが開発されており、in vivo においても応
用されている。（２）に関しては、これまで
遺伝子ノックアウトや薬理学的な手法を用
いた方法などが多く行なわれてきた。しかし
ながらこのような手法では時空間的な解析
精度はかなり低い。これを克服するには、光
を用いてカルシウムシグナルを制御すると
いうのが一つの優れた方法であると考えら
れる。 
光を用いたカルシウムシグナルの制御方

法としてケージド化合物が頻繁に使われる
が、個体への応用は困難である。遺伝子導入
による方法として、カルシウム透過性を上げ
たチャネルロドプシンやメラノプシンが使
われる例があるが、前者はカルシウムイオン
以外のカチオンを通すこと、後者は他のシグ
ナルカスケード分子の発現の必要性やカル
シウム以外のシグナルも伴うという問題点
がある。これまでカルシウムイオン特異性の
高い光依存性カルシウムチャネル制御タン
パク質が一つ報告されているが、活性は高く
ない。新規に細胞内カルシウムシグナルを光
で操作できる光遺伝学ツールの作製が待望
されていた。 
マウスは約 1,000種類の嗅覚受容体遺伝子

を用いて多様な匂い分子の受容•識別を行っ
ている。個々の嗅神経細胞は特定の一つの嗅
覚受容体を発現し、同じ受容体を発現する細
胞の軸索は嗅球上において特定の領域で収
束して二次ニューロンとシナプス結合し糸
球と呼ばれる構造体を形成する。私はトラン
スジェニックマウス、ノックインマウスの解
析を通して嗅覚受容体遺伝子等の相互排他
的発現と軸索投射を研究してきた。この
1,000 種類の軸索がソーティングされ、同じ
種類の軸索が集まって嗅球上で収束すると
いう過程で、活動電位（Ca2+, Na+）が重要
な役割を果たす。活動電位により特定の組み
合わせの軸索接着／反発分子が発現誘導さ

れている。カルシウムイオンは様々なシステ
ムの遺伝子発現を誘導しているので、軸索ソ
ーティングにおいてもカルシウムイオン自
身が重要な働きをしている可能性が高い。ま
た嗅神経細胞のシナプス成熟にカルシウム
イオン／カルモジュリン／カルシニューリ
ン／NFAT の経路が重要な役割を果たしてい
ることが報告されている。このようにカルシ
ウムシグナルが神経回路網形成の様々な局
面に重要な役割を果たしていることが示唆
されるが、カルシウムイオンという同じシグ
ナルをいかに使い分けているのかという問
題の解決はこれまでの既存の手法では困難
である。カルシウムシグナルの光遺伝学ツー
ルが開発できれば、このような問題への解決
の突破口となりうると考えられる。 
 

 

２．研究の目的 

 

本研究では以下の３つの点を目的として実
験を進める。 

(1) カルシウムシグナルを光制御できる光遺
伝学ツールの作製および改良 

(2) 培養細胞におけるカルシウムシグナル光
遺伝学ツールを用いた応用 

(3) マウス嗅覚系に注目した動物個体への応
用 

 

 

３．研究の方法 

 
(1) 青色光により構造が変化する光スイッチ

ドメインとして植物由来タンパク質の
LOV2ドメインを用いる。カルシウム選択
的イオンチャネル Orai を制御するタン
パク質 Stim に LOV2 ドメインを融合させ
ることで、光依存的にカルシウムチャネ
ルを開くスイッチ BACCS を作製する。光
が当たらない状況では LOV2 ドメインの
立体障害により活性が阻害されるが、光
を当てることで LOV2 ドメインの構造が
変化し、融合タンパク質の機能が活性化
される、という設計である。さらに作製
された光スイッチの LOV2 ドメインに光
サイクルが変化する変異を導入すること
でスイッチオフの早い BACCS とスイッチ
オフの遅い BACCS を作製する。融合遺伝
子の作製および、遺伝子への変異導入は
PCRを用いた分子生物学的手法を用いる。 

(2) BACCS をトランスフェクションにより培
養細胞に導入し、細胞機能を光により操
作する。光刺激および観察は共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて行う。まず第一にカ
ルシウムシグナル依存的に転写を行う
NFATタンパク質に注目する。光により細
胞内カルシウムシグナルを誘導すること
で NFAT タンパク質が細胞質から核へ移
行することをライブイメージで観察する。
さらに NFAT 応答配列プロモーターの下



流にルシフェラーゼ遺伝子をつないだコ
ンストラクトを用いて、実際に遺伝子の
転写を誘導し、定量する。第二の実験と
して人工タンパク質であるカルシウム依
存的細胞骨格制御因子を用いて、光によ
り細胞の形態を操作する。 

(3) BACCS を動物個体へと応用する。マウス
で BACCS を発現させる手法として、アデ
ノウイスルを用いる方法とトランスジェ
ニックマウスを用いる方法を試みる。光
によりカルシウムシグナル応答が観察さ
れるかどうかを、電気生理の手法で観察
する。 

 
 

４． 研究成果 
 
(1) 植物由来 LOV2 ドメインとヒト由来カル

シウムイオンチャネル制御タンパク質
STIM1 とを様々の長さの組合せで融合タ
ンパク質を作製し、その中から光により
細胞内カルシウムを誘導できるタンパク
質 hBACCS1を得ることができた。HEK293T
細胞に hBACCS1 発現ベクターをトランス
フェクションしてカルシウムイメージン
グを行ったところ、青色光の照射により
細胞内カルシウム濃度が上昇することを
確認した。応答効率を上げるために、
hBACCS1 をベースに様々なコンストラク
トを作製した。その中で hBACCS1 のタン
デム二量体 hBACCS2 や ORAI1 と hBACCS2
の融合タンパク質 ORAI1::hBACCS2 を詳
細に解析した。特に hBACCS2 は hBACCS1
に比べ効率よく細胞内にカルシウムシグ
ナルを誘導することができた（図 1）。ま
た、ショウジョウバエ由来 dStim を用い
て同様に BACCS2 を作製した（dmBACCS2）。
dmBACCS2とショウジョウバエ dOraiを同
時 に HEK293T 細 胞 に 発 現 さ せ て
(dmBACCS2-IRES-dOrai)、カルシウムイメ
ージングを行った。dmBACCS2-IRES-dOrai
発現細胞は hBACCS2 発現細胞に比べ光に
対して早く大きなカルシウム応答を示し

た。hBACCS2 と dmBACCS2-IRES-dOrai 発
現細胞のカルシウムシグナルは光を OFF
にすると減少するので BACCS 応答は可逆
的である。また一定の間隔で BACCS 発現
細胞を繰り返し光刺激すると、刺激の度
に細胞内カルシウムシグナルを誘導する
ことができた。 
 次に BACCS の光応答性（光サイクル）
の変異体の作製を試みた。光サイクルは
BACCS の中の LOV2 ドメインが決定する。
いくつかの点変異が LOV2 の光サイクル
を変えることが報告されていたので、そ
れを参考に変異体を多数作製した。その
中から、光をオフにした時のカルシウム
シグナルのベースラインへの収束が早い
変異体 dmBACCS2NS と収束が遅い変異体
dmBACCS2VL を得ることができた。 

 
BACCS がどのような細胞種で応用可能

かどうかを調べるために、アフリカミド
リザルの腎由来の COS-7 細胞、ハムスタ
ーの膵臓 beta 細胞由来の HIT-T15 細胞、
そしてマウス海馬初代培養細胞に
hBACCS2 あるいは dmBACCS2-IRES-dOrai
をトランスフェクションして、光による
カルシウム応答を観察した。全ての細胞
種において効率的にカルシウムシグナル
を誘導することができた。このことから
BACCS は広く哺乳類の細胞において機能
することが確かめられた。 
 
 光を用いることの利点は、特定のタイ
ミングで特定の場所を狙って照射するこ
とができることである。この利点を生か
すと、光により特定の時期に、特定の細
胞あるいは特定の細胞局所でカルシウム
シグナルを誘導することができるはずで
ある。HEK293T 細胞に BACCS をトランス
フェクションし、特定の細胞群を順次光
照射したところ、光を照射した順番にそ
れらの細胞でカルシウムシグナルの上昇
が見られた。即ち、細胞集団の中の特定
の細胞のカルシウムシグナルを操作する
ことが可能である。またマウス海馬細胞
において BACCS を発現させ、軸索末端や
樹状突起の先端を光刺激したところ、局
所的にカルシウムシグナルを誘導するこ
とができた。これにより一つの細胞の中
でも一部の限られた領域にのみカルシウ
ムシグナルを生じさせ、それによりどの
ような細胞現象が引き起こされるかを観
察することが可能になったと言える。 
 

(2) BACCS を用いてカルシウム依存的な細胞
現象を操作することを試みた。HEK293T
細胞に BACCSと NFAT::GFPを発現させて、
光により NFAT::GFP の局在の変化を観察
した。細胞内カルシウムが上昇すると、
カルシニューリンが NFAT を脱リン酸化
し、脱リン酸化 NFAT は細胞質から核へと



移動することが知られている。青色光を
10 秒毎に照射すると、細胞質にあった
NFAT::GFP は徐々に核へと移行していく
様子が観察された。さらに NFATは転写因
子であり、核へ移行した NFAT は特定の遺
伝子の転写を促進する。HEK293T 細胞に
BACCSおよび NFAT応答配列プロモーター
下流に YFP をつなげたコンストラクトを
共トランスフェクションし、光を照射し
た。光依存的に YFP の発現が誘導される
様子を観察することができた。より定量
的に計測するために NFAT 応答配列プロ
モーターの下流にルシフェラーゼをつな
げたコンストラクトを HEK293T 細胞に導
入した。光照射を６時間行いルシフェラ
ーゼ活性を測定すると、暗条件下のコン
トロールに比べ活性は約 20 倍に上昇し
た。 
 また、カルモジュリン結合モチーフと
RhoAタンパク質より作製された人工タン
パク質を用いて、光により細胞の形態を
操作することを試みた。その人工タンパ
ク質はカルシウムシグナル依存的に細胞
からブレブと呼ばれる球状の突起を誘導
することができる。ブレブは細胞死や細
胞質分裂、細胞移動に関与することが知
られている。HEK293 に hBACCS2と共にト
ランスフェクションし、青色光を照射し
た。すると細胞は光を照射したときのみ
突起を誘導することができた。即ち光に
より誘導された Ca2+を使って細胞の形態
を操作することができた。 
 以上のことから、BACCS を使うことで
光依存的に遺伝子発現や細胞形態の変化
を誘導することができるなど、様々な細
胞機能を操作することができることが分
かった。 

 
(3) BACCS がマウス個体で機能するかどうか

を調べるために、hBACCS2 を発現する組
換えアデノウイルスを作製し、マウス嗅
上皮に感染させた。hBACCS2 発現細胞で
は赤色蛍光タンパク質が発現するように
デザインされている。嗅上皮を観察する
と、赤色蛍光タンパク質を発現する嗅神
経細胞が観察された。嗅電図応答（EOG）
を測定すると、光依存的に応答が測定さ
れた。また特定の嗅神経細胞群で BACCS
を発現するトランスジェニックマウスを
作製した（図２）。トランスジェニックマ
ウスでは嗅覚受容体 M71 を発現する細胞
で、BACCS と赤色蛍光タンパク質を発現
する。マウスを観察すると予想通り、嗅
上皮の中の少数の嗅細胞群でトランスジ
ーンを発現し、それらは嗅球の後方の特
定の糸球へと軸索を収束させていた。ア
デノウイルスの実験と同様に嗅電図応答
を測定すると、アデノウイルスの実験に
比べ小さいながらも、安定した応答を測
定することができた。これらの実験から

BACCS をマウス個体に応用することが可
能であることが分かった。将来的に嗅神
経細胞の軸索投射に関して局所的なカル
シウムシグナルがどのような意味を持つ
のかを解析する技術的基盤ができたと言
える。 

 
以上の実験結果から BACCSは様々な細胞で

カルシウムシグナルを効率良く誘導できる
光遺伝学ツールで、細胞レベルの研究のみな
らず動物個体における研究にも広く応用で
きると考えられる。これまで不可能であった
動物個体における局所的なカルシウムシグ
ナルの役割を解析する上で非常に重要なツ
ールとなることが期待できる。 
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