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研究成果の概要（和文）： 

動物や植物の光受容体システムを用いて、転写因子および細胞質 effector 蛋白質の活性化を
光で制御する動物植物系を作製することを目的として、研究をおこなった。新規光受容体とし
て、動物の光受容体であるオプシンの一つであるオプシン５をクローニングし、その光特性を
調べた。その結果、オプシン 5は紫外線に反応するオプシンで、脳と眼に発現していることが
わかった。イチゴの光センサーである青色光受容体フォトトロピンをクローニングし、その光
特性を調べた。これらの光受容体を用いてトランスジェニック動物、植物の作製を試みた。ま
だ成功していないが、これら光受容体をまず神経特異的に発現させる方法を確立したい。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In order to make transgenic animals and plants which are controlled by light, we at 
first cloned new receptors which respond to light from the chick and strawberry. We 
identified chicken opsin 5 and strawberry phototropin and attempted to use as tools for 
optogenetics. Although we have attempted to make transgenic crickets and transgenic 
strawberries, we have not succeeded yet in making the transgenic animals and plants, 
because of unexpected technical problems. We now continue making them. 
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１．研究開始当初の背景 
動物の発生過程における遺伝子の機能を調
べる方法として、遺伝子の転写やタンパク質
の機能を光により制御し、その結果現われる
生物現象を解析する方法が近年開発され、そ
れらは光遺伝学（optogenetics）的方法とよ
ばれている。この方法は主に神経回路機能を
調べるため光学と遺伝学を融合した研究分
野として発展している。特に、光を用いると
哺乳類や昆虫の in vivo で、ミリ秒単位の時
間的精度をもった制御が可能となる。このよ
うな光センサーを利用した分子機能活性化
法については、2002年に、単細胞鞭毛藻であ
るクラミドモナスやミドリムシの光受容物
質の実体が明らかにされた。それぞれチャネ
ルロドプシン, 光活性化アデニル酸シクラ
ーゼ (PAC)という全く別個の構造をもつこ
とが知られている（渡辺正勝、鈴木武士. 共
立出版「見える光、見えない光」pp96-113 
(2009).（総説））。その後、それらの分子を
光照射による機能発現スイッチとして利用
するという研究が行われ、チャネルロドプシ
ンを介した光照射による神経細胞の脱分極
誘導（ Ishizuka, T et al. Neurosci Res 
54:85-94 (2006). Zhang, F et al. Nat Rev 
8:577-581 (2007). （総説））、Gal-UAS シス
テムを用いて PACをショウジョウバエの脳に
発現させ、光照射にともなう cAMP レベルの
上昇により多動症を誘発させたという実例
がある（Schroder-Lang, S et al. Nat Methods 
4:39-42 (2007). ）。従って、光によるコン
トロールは可能であることが示唆される。光
センサーは、植物のフォトトロピンから動物
の視細胞のロドプシン類まで様々なものが
ある。これらの一部は光コントロールの手段
としてすでに利用されている。しかし、本研
究が標的とする転写因子や他のシグナル系
のコントロールについては報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
われわれは、発生過程を光により制御する
ことで、遺伝子やタンパク質の機能を知る
ことを目的として、光による制御を発生学
にも導入することを試みることにした。特
に、発生に関与する新たな光センサーを用
いることを考え、ニワトリ胚の網膜に発現
する感桿型オプシン「メラノプシン」の網
膜細胞分化における役割に興味をもって、
研究を進めすることにした（Tomonari S. et 
al. Dev Dyn 234:783-790 (2005). Tomonari 
S. et al. Gene Expr Patterns 7:746-753 
(2007). Tomonari S. et al. Dev Dyn 
237:1910-1922 (2008).）。その過程で、メ
ラノプシン以外の機能のよくわかっていな
いオプシン遺伝子も、発生途上の特定の網
膜細胞に発現することを見出した。それら
のオプシンについて、光感受性があること

がわかってきている（未発表）。そこで、発
生途上の網膜に発現する非典型オプシンの
GPCRシグナル経路の機能を、異なる波長の
光コントロール系で解析することを考えた。
一方、植物も光センサーを持っているので、
それも利用することも計画した。われわれ
はトランスポゾン piggyBac を用いて、トラ
ンスジェニックコオロギを作製することに
成功しているので、マウスよりも維持が簡
単で低コストであり、LED 光源を埋め込ん
で使用可能なコオロギや研究材料のイチゴ
を用いて応募者らのアイディアを個体レベ
ルで試すことにした。成功すればマウスな
どにおいても使用できると予想した。 

 
３．研究の方法 
光制御による分子機能活性化法という最先
端の技術をさらに発展させ、コンディショ 
動物や植物の光受容体システムを用いて、転
写因子および細胞質 effector 蛋白質の活性
化を光で制御する系を作製することを目的
として、研究をおこなった。 
(1)  光によるシグナル伝達系（GPCR 系）の
活性化の制御方法 
オプシン-GPCR シグナル伝達経路のキーとな
る分子 G 蛋白質 alpha subunits と、GPCR 共
役酵素に焦点をあて、それらの分子機能を光
によりコントロールする系を確立するため
に、まずニワトリの新規なオプシンについて
調べた。まず、動物の光受容体であるオプシ
ンの一つであるオプシン５をクローニング
し、その光特性を調べた。 
また、ミドリムシの光活性化アデニル酸シク
ラーゼ(PAC)を改変し、アデニル酸シクラー
ゼ の 代 わ り に 、 別 の 酵 素 、 例 え ば 、
phospholipase C (PLC)の活性部位と入れ換
えることにより、光活性型 PLCを作製できる
と予想し、PLC についても調べた。次に網膜
発生における GPCR が制御するシグナル経路
の役割を明らかにするために、トランスジェ
ニックコオロギを作製することを試みた。ま
ず、神経系に特異的に標的タンパク質を発現
させるために、エンハンサー／プロモーター
をクローニングし、活性を調べた。 
(2) LOV2-J alpha helix システムを用いて、
転写因子および細胞質 effector 蛋白質の活
性化を光で制御する方法 
植物の光受容体である phototropinの発色団
結合ドメイン(LOV2)と C 末端との連結部位
(J-alpha)である LOV2-J alpha を新規に得る
ために、イチゴの phototropin のクローニン
グを行った。Wu et al., (Wu, Y et al., Nature 
461: 104-108 (2009))の方法を参考に、以下
の piggyBac コンストラクトを作製した。：
UAS-LOV2-J alpha helix-homeobox および
UAS-LOV2-J alpha helix-G protein alpha 
subunit (G 蛋白質 aサブユニットには、ニワ



 

 

トリまたはコオロギ Gq/t/o/s の構成的活性
化体を用いた)。次に、このコンストラクト
を含むベクターをコオロギ卵へ注入してト
ランスジェニック (TG) コオロギを作製す
るための準備として、actine-Gal4 driver 
lineまたは eyeless-Gal4 driver line と交
配してラインを得るために、Gal4-UAS系のコ
オロギを作製した。 
 
４．研究成果 
(1)オプシンを利用した光制御法について 
新規光受容体として、動物の光受容体である
オプシンの一つであるオプシン５をクロー
ニングし、その光特性を調べ、さらにその発
現パターンを調べた。その結果、オプシン 5
は紫外線に反応するオプシンで、脳と眼に発
現していることがわかった。これらの成果か
ら、このオプシンを用いると紫外線に応答す
るシステムを構築できることがわかった。 
(2) phototropin を利用した光制御法につい
て 
植物の光受容体である phototropinの発色団
結合ドメイン(LOV2)とホメオボックス転写
因子活性を制御するポリコム因子を用いる
と、光による活性化が可能となると予想した。
植物光受容体システムを用いて、蛋白質の活
性化を光で制御する系を作製する目的で、光
に応答して赤色化するイチゴのシステムを
調べた。イチゴの光センサーは青色光受容体
フォトトロピンであることがわかった。この
フォトトロピンをクローニングし、その光特
性を調べた。イチゴの着色の光の波長依存性
を調べたところ、450nm にピークがあること
から、イチゴの phototropin は 450nm で応答
することが示唆された。 
(3)トランスジェニックコオロギの作製につ
いて 
得られた新規の光受容体を用いた細胞活性
化システムを作製するために、まずトランス
ジェニック動物、植物の作製を試みた。一つ
の方法として、コオロギにおいて組織／器官
特異的に目的遺伝子を発現させるため、
Gal4-UAS のシステムをコオロギで使用でき
るようにラインを開発した。特に、これまで
成功している actin遺伝子のプロモーターや
eyeless 遺伝子のプロモーターを利用した
actin-Gal4 driver line ま た は 
eyeless-Gal4 driver line を得ることを試み
た。コンストラクトを卵にインジェクション
して、トランジェントなアッセイを行うと
actin の場合は、予想通りの結果が得られる
が、しかし、トランスジェニックラインを作
製すると、期待通りの結果が得られなかった。
従って、現在のところ期待したトランスジェ
ニック個体は得られていない。他の神経プロ
モーターなども試したが、トランジェントな
発現では期待された効果が得られるのであ

るが、ゲノムに組み込まれると活性がなくな
ることがわかった。挿入されるゲノムの位置
効果の可能性がある。引き続き、さらに検討
を重ね、これら光受容体をまず組織／器官特
異的に発現させる方法を確立したい。 
 次に、ヒートショックプロモーターを利用
して、やはりコンディショナルに目的遺伝子
を発現させる方法を開発した。コオロギのゲ
ノムプロジェクトから同定した、ヒートショ
ックタンパク質のプロモーターを単利し、ま
ずトランジェントなアッセイを行ったとこ
ろ、問題なくヒートショックにより GFP遺伝
子の発現を観察できたが、トランスジェニッ
クラインを作製すると、常に ON の状態にな
り、熱ショックがかからないラインしか得ら
れてなかった。これも予期しない結果である
が、さらに検討してヒートショックによる制
御を光制御の前に完成させる必要がある。 
(4)結論と今後の予定 
結局、新規光受容体を得ることに成功し、こ
れらを用いたトランスジェニックラインを
作製予定であったが、重要な組織／器官に特
異的にそれらを発現する系が得られないう
ちに 2年間が過ぎてしまった。これらは非常
に誤算であったが、新規な動物モデルを作製
するためには、必要不可欠な試練であると考
えている。 
今後の予定であるが、コンディショナルに制
御できる系統を得ることができた場合は、
458 nm または 473 nm(発色団である flavin
の吸収波長)の青色光を照射したとき、アク
チンまたは Eyeless 発現細胞で、特定の G蛋
白質が活性化されるラインを作製する。暗や
みでは、LOV2-J alpha helix の立体障害のた
め G alpha が G beta+gamma に結合できない
ので、 蛋白質は活性化されないはずである。
さらに蛍光タンパク質遺伝子（膜結合型 GFP
など）を共発現させておくことで、光照射に
よって G 蛋白質が活性化された細胞が、可視
化できる。Eyeless 発現細胞（眼の網膜や脳）
において、光依存的に特定の G蛋白質を活性
化させ、どのように神経細胞の分化や形態に
影響が現れるか解析を継続して行いたい。 
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