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研究成果の概要（和文）：コケ植物ヒメツリガネゴケに赤外レーザー誘起遺伝子発現操作法 (IR-LEGO) を適用
する研究を進めた結果、遺伝子発現を誘導しつつ細胞へのダメージがほとんど観察されない赤外レーザー照射条
件を明らかにした。さらに、単一の細胞への加温に対する遺伝子発現誘導を数理的にモデル化することに成功し
た。これらの結果は、ホログラフィックIR-LEGOによって複数の細胞に遺伝子発現を誘導する際のレーザー照射
条件の決定に必要不可欠な知見を提供すると考えられる。また、自作のIR-LEGOを研究室に構築し、このIR-LEGO
をベースにホログラフィックIR-LEGOを構築する研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：We applied Infrared laser-evoked gene operator (IR-LEGO) to the moss 
Physcomitrium patens. Using the transgenic P. patens in which the yellow fluorescent protein gene is
 driven under a heat shock promoter, we optimized the infrared laser irradiation conditions. We have
 clarified the conditions that induce gene expression effectively without observable damage to 
living cells. In addition, using the expression of fluorescent proteins as an indicator, we 
performed mathematical modeling of the induction of gene expression driven by the heat shock 
promoter in response to heating of a single cell. These results will provide essential knowledge for
 determining the laser irradiation conditions to induce gene expression in multiple cells by 
holographic IR-LEGO. In addition, we have constructed IR-LEGO in our laboratory, and are now 
conducting research to construct a holographic IR-LEGO.

研究分野：植物発生生物学

キーワード： ホログラフィー　光細胞刺激　IR-LEGO　生細胞イメージング　オーキシン　3D　近赤外フェムト秒レー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命科学において遺伝子の機能喪失・獲得実験は必要不可欠であるが、多くの実験系では個体の全細胞や多数の
細胞で機能喪失・獲得が行われてしまうため、しばしば遺伝子の機能を正確に解明することが難しい。本研究に
よってヒメツリガネゴケの任意の細胞において遺伝子発現を誘導することが可能になれば、遺伝子の機能をより
正確に解明できることが本研究の学術的意義である。また、計算機合成ホログラムを介して赤外レーザーを入射
し、３次元に存在する複数細胞を同時に操作できるようになれば、顕微鏡の２次元性から解放された細胞操作系
を確立できることが学術的意義である。

※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 
ホログラフィーとは、光の振幅と位相の両方の情報を２次元媒体（ホログラム）に記録し、そ

のホログラムから記録した光波を再生する技術である。そのため、光の強度のみを記録する通常
のイメージングと異なり、物体の３次元情報を２次元のホログラムに記録し、さらにそのホログ
ラムから物体の３次元情報を再生することができる。現在、１枚のホログラムをデジタル撮像素
子で記録し、計算機内で３次元情報を再構成するデジタルホログラフィーと、ホログラムを計算
機内で設計して空間光変調器に表示し、そこにレーザー光を入射することで３次元の光パター
ンを自在に照射する計算機合成ホログラムの研究が活発に行われている。こうした原理から、計
算機合成ホログラムを赤外レーザー誘起遺伝子発現操作法 (IR-LEGO) に適用することで、３次
元組織に存在する特定の細胞のみを赤外レーザーで加温刺激し、遺伝子発現を操作することが
可能となる。 
IR-LEGO (Kamei et al. 2009) とは、赤外レーザーを照射して任意の細胞を加温し、遺伝子

発現を操作する手法である。熱応答性プロモーター下流に発現誘導する遺伝子を挿入して生物
に遺伝子組換えによって導入しておくことで、細胞の加温による遺伝子発現誘導が可能になる。
細胞の加温による遺伝子発現誘導の効率は生物種や組織ごとに異なるため、遺伝子発現を効率
的に誘導しつつ細胞へのダメージが小さい赤外レーザー照射条件の条件検討を行う必要がある。 
 
２．研究の目的 

本研究は、ホログラフィー光学系を IR-LEGO に設置したホログラフィック IR-LEGO を構築し、
3D 光細胞刺激と経時的 3D イメージングを行うことで、生命現象を自在に制御し観察することを
目的とした。本研究では特に、移動性低分子植物ホルモンであるオーキシンに着目し、3D 光細
胞刺激によってオーキシンの生合成や移動を植物体内で制御するとともに、経時的な 3D イメー
ジングによってオーキシンの応答を解明することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 研究材料として、主にコケ植物ヒメツリガネゴケを用いた。ヒメツリガネゴケは、ゲノム配列
の解読が完了していることに加え、高い相同組換え効率を有するモデル植物である。さらに、栄
養組織である原糸体や茎葉体の葉の細胞のサイズが大きいためレーザーを照射しやすく、陸上
植物の中では細胞運命が明瞭であるため、IR-LEGO によって遺伝子発現を誘導した後の細胞運命
の変化を観察しやすいという特長を有する。本研究では、熱応答性プロモーターの下流に蛍光タ
ンパク質遺伝子をつないで導入したヒメツリガネゴケ形質転換株（HSPpro:NLS-mYFP-GUS 株）の
原糸体細胞および葉細胞に赤外レーザー (1,456 nm; BL1456-PAG500, Thorlabs) を照射し、蛍
光顕微鏡を用いて経時的に蛍光・明視野イメージングを行うことで蛍光タンパク質の発現誘導
と細胞へのダメージの有無を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究協力者の友井 拓実 博士、坂本 丞 博士、研究分担者の亀井らと共同で、ヒメツリガネ
ゴケに IR-LEGO を適用する研究を進めた。ヒメツリガネゴケ HSPpro:NLS-mYFP-GUS 株の細胞に
対して、レーザーパワーや照射時間について複
数の条件で赤外レーザーを照射し、蛍光タンパ
ク質の発現と細胞の状態や成長について経時
的イメージングを行った。その結果、遺伝子発
現を誘導しつつ細胞へのダメージがほとんど
観察されない IR-LEGO の赤外レーザー照射条
件を明らかにした。さらに、蛍光タンパク質の
発現を指標として、単一の細胞への加温に対す
る熱応答性プロモーターによる遺伝子発現誘
導を数理的にモデル化することに成功した。こ
れらの結果は、ホログラフィック IR-LEGO によ
って複数のヒメツリガネゴケ細胞に遺伝子発
現を誘導する際のレーザー照射条件の決定に
必要不可欠な知見を提供すると考えられる。 
(2) 坂本博士との共同研究のもと、自作の IR-
LEGO を研究室に構築した。光学系を図１に示
す。吉田 優佳 大学院生（宇都宮大学）、友井博
士との共同研究のもと、この IR-LEGO を用い
て、まずレーザー発振器に流す電流と対物レン
ズ付近の出力との関係を明らかにした。そのう
えで、(1) で明らかにした遺伝子発現誘導に最
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図１ 自作 IR-LEGO の光学系 



適なレーザーパワーに対応する電流を流して HSPpro:NLS-mYFP-GUS 株の原糸体細胞・葉細胞に
対して赤外レーザーを照射した。その結果、蛍光タンパク質遺伝子の発現を誘導することに成功
した（図２）。この IR-LEGOをベースにホログラフィック IR-LEGO を構築する研究を長谷川 智士 
博士、早﨑 芳夫 博士と進めている。 
(3) オーキシン生合成遺伝子、オーキシン輸送遺伝子をそれぞれ蛍光タンパク質遺伝子と結合
させ、熱応答性プロモーターの下流につないでヒメツリガネゴケオーキシン応答レポーター株
に導入した株について、熱ショックによる遺伝子発現誘導の解析を行った。また、IR-LEGO によ
る細胞操作のモデルケースとして、任意の分化細胞に幹細胞化遺伝子の発現を誘導し、幹細胞化
を引き起こすことを試みた。植物体全体を繰り返し加温することで分化細胞の幹細胞化を誘導
できた一方で、一度の赤外レーザー照射では幹細胞化を誘導できなかったことから、幹細胞化の
誘導には同じ細胞に対して複数回の赤外レーザー照射が必要であると考えられた。本研究の目
標達成のためにも、効率的、継続的かつ低侵襲に遺伝子発現を誘導できる複数回の赤外レーザー
照射条件の検討が必要である可能性が示唆された。 
(4) 友井博士、亀井らを中心とした研究グループによって、被子植物シロイヌナズナに IR-LEGO
を適用する研究を行った。IR-LEGO と薬剤制御系を組み合わせ、特定の細胞でのみ Cre 遺伝子の
発現を誘導して Cre-loxP システムによる組換えを効率的に引き起こす赤外レーザー照射条件を
数理解析によって解明した。この条件では、細胞死を伴うことなく、根や葉の様々な細胞にて
Cre-loxP システムによる組換えを誘導することが可能であった。本結果は、IR-LEGO を用いてシ
ロイヌナズナの局所的な細胞に遺伝子組換えを効率的に誘導する基盤となると考えられる。 
(5) 3D 光細胞刺激の新展開として、長谷川博士、早﨑博士との共同研究のもと、近赤外フェム
ト秒レーザーを自然に生育した状態のままのヒメツリガネゴケ葉に入射して細胞レベルで葉を
切断し、幹細胞化を誘導する研究を行った。その結果、ヒメツリガネゴケ葉細胞を効率的に切断
できるレーザーパワーを解明した。 
 

 
図２ IR-LEGO を用いた赤外レーザー照射後の HSPpro:NLS-mYFP-GUS 株原糸体の像（吉田 優佳 

2023, 修士論文） 

照射後 3 時間の明視野像 (a) 、照射後 3 時間から 1 時間毎に撮影した蛍光像 (b-i) をそれぞ

れ示す。 
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