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研究成果の概要（和文）：細胞内カルシウムを光で操作するために光感受性機能プローブ、メラノプシンを採用し、細
胞種特異的にそれらを発現させるためにテトラサイクリン遺伝子発現誘導システムを採用した。tetO-メラノプシント
ランスジェニックマウスは、神経細胞tTAマウスとの組み合わせで十分なメラノプシンが誘導され、細胞内カルシウム
を光で操作することが出来た。グリア細胞ではメラノプシンの発現誘導が不十分で、機能操作ができなかった。より高
い発現を目指してメラノプシン遺伝子座を利用したSTOPtetO-メラノプシンノックインマウスも作成した。予想に反し
ていかなる細胞種においてもメラノプシンの誘導がかからなかった。

研究成果の概要（英文）：To achieve the manipulation of intracellular Ca2+ levels in the cell-type specific
 manner, we established the transgenic animal in which melanopsin (human OPN4 gene) was expressed in cell-
type specific manner. We generated tetO-melanopsin transgenic mice and crossed with neuronal tTA (orexin-t
TA) mice. Orexin neurons expressed enough amount of melanopsin to evoke cell firing, demonstrating the suc
cessful manipulation.  In case of crossing with glial tTA mice, there was no induction. To improve melanop
sin induction in glial cells, we generated STOP tetO-melanopsin knockin mice using mouse melanopsin locus.
 Unlike previous tetO knockin mice, none of glial tTA line induced melanopsin yet. We were able to express
 sufficient amount of melanopsin in neuronal cells and manipulate cell function by illumination, however, 
we failed to express melanopsin in glial cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
 光感受性タンパク質（たとえばチャネルロ
ドプシン, ChR2）を細胞に発現させ、光を照
射して細胞の機能を変化させる方法をオプ
トジェネティクスと呼ぶ。特に光を感知して
ナトリウムを細胞内に流入させることがで
きる ChR2 は、膜電位の変化を通じて活動電
位を光で制御できるために、これまで微小電
極では不可能であった神経細胞操作を可能
にし、複雑な神経回路を紐解く重要なツール
として確立された。 
 一方で、グリア細胞などの非興奮性細胞に
ナトリウム電流を流しても膜電位はほとん
ど変化しない。これらの非興奮性細胞への摂
動は脳の活動を理解する上で必須の技術で
あるが、ChR2 は上述した理由で望ましくない。
細胞内カルシウムは興奮性、非興奮性細胞い
ずれにおいても細胞内シグナル伝達の重要
な因子であり、その増減は細胞の活性状態に
深く関与する。光で細胞内カルシウム濃度を
操作できるようになることが、今、まさに求
められている。 
 細胞内カルシウム濃度を変化しうる光感
受性タンパク質としてメラノプシンと Ca 透
過性 ChR2 変異体の 2 つがある。メラノプシ
ンは網膜神経節細胞に発現するオプシンで、
光を受容するとTRPチャネルを介して細胞内
へ Ca を流入させることが出来る（Hatter 
et.al, Science 2002）。ChR2(L132C)変異体
は光を受容すると Naと Caの両方を細胞内へ
流 入 さ せ る （ Kleinlogel et al., Nat 
Neurosci 2011）。これらを発現する遺伝子改
変マウスの報告はない。 
 
２．研究の目的 
 
 細胞内カルシウムを光で操作しうる2種類
の光感受性タンパク質、メラノプシンと Ca
透過型チャネルロドプシンを細胞種特異的
に発現する遺伝子改変マウスを作成する。非
興奮性細胞に光感受性タンパク質を発現し
たマウスに焦点を絞り、光照射後の細胞内カ
ルシウム動態を調べ、どちらの光感受性タン
パク質発現マウスが光による細胞内 Ca の摂
動に優れているか明らかにする。 
 これにより、マウス個体に光を照射するこ
とで、特定の非興奮性細胞の細胞内カルシウ
ム濃度を増加させて細胞活性を操作する新
しいオプトジェネティクスの手法を提案し、
コミュニティーに供する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) テトラサイクリン遺伝子誘導システム
を用いて、グリア細胞各種（アストロサイト、
オリゴデンドロサイト、ミクログリア）に光
Ca 摂動タンパク（メラノプシン、Ca 透過型
ChR2）を発現するマウスを作成する 
①すでにウイルスベクターを用いた発現に

よって動作確認されているヒトメラノプシ
ン cDNA（Lin et al., PNAS 2008）を用いて
tetO-メラノプシン cDNA マウスを作出する。 

② ChR2(L132C)よりも Ca 透過率が高い
ChR2(L132C/T159C)変異をフンボルト大学
Hegemann 博士より入手し、培養細胞発現系で
光 Ca 透過性を調べる 
③Ca 透過型 ChR2 の動作確認後、tetO ノック
インマウスを作出する。 
(2) 光 Ca 摂動タンパクが確かにグリア細胞
特異的に発現していることを組織化学的に
調べる。 
(3) 細胞種特異的 tTA マウスと交配させ、ど
の細胞にどの光 Ca 摂動タンパク質を発現さ
せると光応答が得られるのか明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)tetO-メラノプシン遺伝子改変マウス 
 
tetO-メラノプシントランスジェニックマウ
ス（図 1）を定法に則って作出した。この tetO
マウスは、tTA（テトラサイクリントランス
アクチベーター）存在下でメラノプシンと赤
色蛍光蛋白 mCherry の両方が発現する。神経
細胞特異的tTA発現マウスと交配させたとこ
ろ、赤色蛍光とメラノプシン mRNA の発現が
期待通り観察された。さまざまな神経細胞特
異的 tTA と交配させた結果、オレキシン神経
特異的tTAとの組み合わせによってのみ光応
答可能なメラノプシンの発現が観察された。
このことから細胞内 Ca レベルを操作するに
はかなり高いメラノプシン発現レベルが必
要であることが分かった（発表論文 3,4）。グ
リア細胞特異的tTAマウスと交配させたとこ
ろ、赤色蛍光もメラノプシン mRNA も誘導さ
れなかった。 
 細胞内カルシウム濃度操作をグリア細胞
をはじめとする非興奮性細胞で行うことが
本研究課題の主要目的である。既存のテトラ
サイクリン遺伝子発現誘導システムをどの



ように改善すればグリア細胞に機能プロー
ブを発現させることが出来るか検討した。
tetO カセットを house keeping gene の近傍
にノックインする、もしくは機能遺伝子その
ものに tetO カセットをノックインすること
が有効であることを明らかにした（発表論文
1,2,5,6,7）。 
 メラノプシンをグリア細胞に発現させる
ことを目的として tetO-メラノプシンノック
インマウスを作出した（図 2）。遺伝子座には
マウスメラノプシン遺伝子座を選び、メラノ
プシン遺伝子の翻訳開始部位の直前にカセ
ットをノックインした。組換え ES 細胞の獲
得、キメラマウスの作成をへて tetO-メラノ
プシンノックインマウスを得ることが出来
た。 
 神経細胞特異的tTA、グリア細胞特異的tTA
と交配させ、ダブルトランスジェニックマウ
スの脳サンプルを組織学的に解析した。予想
に反して、いかなる tTA マウスとの組み合わ
せによっても GFP およびメラノプシン mRNA
の誘導が得られなかった。NeoSTOP 配列の存
在がtTA依存的な誘導を阻害していると考え、
NeoSTOP 配列を除去したノックインマウスを
新たに作成してみたところ、それでも tTA に
よる発現誘導は確認できなかった。メラノプ
シン遺伝子座を用いた tetO ノックインマウ
スによるメラノプシンの異所性発現は達成
不可能であると結論した。House keeping 
gene 近傍を用いた tetO ノックインマウスを
新規に作成すればグリア細胞特異的メラノ
プシン発現を達成できる可能性がある。 
 
(2) tetO-Ca 透過型 ChR2 遺伝子改変マウス 
 
まず、HEK293 細胞に ChR2(L132C/T159C)変異
体を発現させ、パッチクランプ法を用いて電
流変化を記録した。青色光照射によって内向
き電流が観察されたことから、陽イオンが細
胞内へ流入していることが確認できた。次に、
Fura2 を用いた細胞内カルシウムイメージン
グを青色光照射と組み合わせて行った。青色
光照射に関連するカルシウム濃度の増加は
ほんの僅かであった。培養細胞の発現系では、
ChR2(L132C/T159C)を極めて大量に発現させ
ることが出来る。にもかかわらず、わずかな
カルシウム濃度変化しか得られないようで
は、ChR2 の発現量に制限のあるマウス個体で
細胞機能を変化させるだけのカルシウム流
入を行うことは不可能であると推論した。こ
れらの理由によって、現時点でベストと思わ
れるカルシウム透過型 ChR2 を遺伝子改変に
よって発現させ、in vivo で用いて細胞内機
能摂動に使用することは出来ないと結論し、
ターゲッティングベクター作成で実験を中
止した。 
 
(3) メラノプシン遺伝子発現操作 
 
副次的な成果として、以下を挙げることが出

来る。 
①神経細胞特異的 tTA マウスで、かつ一細胞
あたりの tTA の発現が高い場合（前述したオ
レキシン神経など）、tetO-メラノプシントラ
ンスジェニックマウスで細胞機能を操作す
るだけの十分なメラノプシン発現が期待で
きる。tetO-メラノプシントランスジェニッ
クマウスを理化学研究所バイオリソースセ
ンターに寄託し、どの研究者も使用できるよ
うにした。 
②tetO-メラノプシンノックインマウスは、
tetO の直前に STOP 配列が組み込まれている
ため、内因性のマウスメラノプシンの発現が
ブロックされている。このため、ホモ接合体
はメラノプシンノックアウトマウスとして
振る舞う。tetO-メラノプシンノックインマ
ウスも理化学研究所バイオリソースセンタ
ーに寄託した。 
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