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tTA依存性光制御Creマウスの開発

髙尾 知佳，宝田 剛志

1. 光遺伝学

近年，新たな技術である「光遺伝学」を利用した研究が
盛んとなっている．光遺伝学（optogenetics）とは，光を表
す（opto）と遺伝学（genetics）から作られた造語である．
この技術は，光で活性化されるイオンチャネルやイオンポ
ンプを，ある特定の細胞に発現させることで，光刺激によ
りその機能（膜電位）を人為的に操作するものである．光
合成を行うクラミドモナス（Chlamydomonas）から光照射
により変形する膜タンパク質が発見されたことが光遺伝
学の始まりとなり 1），現在は，3種類の光活性化タンパク
質［チャネルロドプシン2（Channelrhodopsin 2），ハロロ
ドプシン（Halorhodopsin）2），アーチロドプシン（Archaer-
hodopsin）3）］が，光遺伝学研究にて頻用されている．光活
性化タンパク質に400～600 nmの光照射をすることで，タ
ンパク質の変形が起こり，細胞内外へのイオンの流入／
流出（チャネルロドプシン2は細胞内へのNa＋イオンの流
入と細胞外へのH＋, K＋イオンの流出，ハロロドプシンは
細胞内へCl−イオンの流入，アーチロドプシンは細胞外へ
H＋イオンを流出）による細胞膜の脱分極／過分極が起き
るDeisserothとBoydenらの研究グループは，チャネルロド
プシンを神経細胞に発現させることで，神経活動を人為的
に操作できることを最初に報告した 4, 5）．チャネルロドプ
シンを発現させた神経細胞に光照射すると，チャネルロド
プシンを介した陽イオンの細胞内流入，それに続く脱分極
が起こり，結果として神経細胞の活動電位が生じる．2000
年代に開発されたこの新しい技術は瞬く間に神経科学分野
に広がり，現在では特定の脳内神経回路の機能を調べる上

で必須の研究ツールとなっている．近年ではサルでの応用
例も報告され 6, 7），霊長類での光操作を可能にしたことか
ら，近い将来，ヒトへの応用も期待されている．

2. 新たな技術Magnetシステム

東京大学の佐藤守俊らは，アカパンカビ（Neurospora 
crassa）が持つ青色光受容体（Vivid）に着目し，同受容体
にアミノ酸変異を導入することで，“Magnetシステム”と
名づけた光活性化タンパク質を開発した 8）．Magnetシス
テムとは，独自に開発したpMag/nMagと呼ぶ光スイッチ
タンパク質からなるシステムであり，pMag/nMagは青色
光（470±20 nm）に応答して互いに結合する性質を持って
おり，照射をやめることでその結合能力が失われ解離す
る（図1）．たとえば，タンパク質のN末端断片（X）とC末
端断片（Y）に，光スイッチタンパク質（pMag, nMag）それ
ぞれを遺伝子工学的に連結することで，光照射の有無によ
り，標的タンパク質の結合や解離を自由自在に操ること
ができる．同システムの利点は，（1）細胞や動物挙動を生
きたままの状態で操作・解析できること，（2）標的細胞に
対してミリ秒単位の操作・解析が可能であること，（3）そ
れらが可逆的・非侵襲的に制御可能なこと，があげられ
る．佐藤らは，このMagnetシステムを用いてさまざまな
光操作技術を報告しており，その一つが，光駆動型のゲ
ノム編集ツールPhotoactivatable-Cas9（PA-Cas9）9）の開発
である．Cas9の切断活性を光で制御するために，Cas9タ

図1 Magnetシステム
青色LED光（470±20 nm）を照射することで光スイッチタンパ
ク質であるnMagとpMagが連結し，Magnetシステムに結合し
ているタンパク質N末端断片（X），C末端断片（Y）が結合し活性
化する．光照射をやめることでpMag/nMagの連結が解除され，
結合していたタンパク質X, Yも再び解離する．
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ンパク質をN末端断面とC末端断面に分割し，それぞれに
光スイッチタンパク質（pMag, nMag）を連結させた．こ
のことで光照射のOn/OffによりCas9活性を制御すること
が可能となり，光照射によるゲノム編集制御を可能とし
た．PA-Cas9を用いることで，狙った任意の場所，狙った
タイミングでのみゲノム編集を実行することができるの
で，従来のCRISPR/Cas9システム技術で懸念されていたオ
フターゲット効果を低減できる可能性もある．筆者は近
年，PA-Cas9を用いて，妊孕能を制御するLif遺伝子を光
照射によりゲノム編集することで，光照射依存的にマウス
の妊孕能を制御することに成功した 10）．これまで細胞レ
ベルでの光制御は報告されていたが，in vivoで，さらにマ
ウス子宮機能を制御したのは初めてである．このことか
ら，光応答性システムが in vivoでも有用であることを証明
した．また，ゲノムにコードされた遺伝子の発現を光で操
作するSplit-CRISPR-Cas9-based photoactivatable transcription 
system（CPTS）2.0技術を佐藤らは開発し 11），光刺激によ
り iPS細胞から神経細胞への分化誘導も成功している．さ
らに，MagnetシステムをDNA組換え酵素であるCreリコ
ンビナーゼと組み合わせたシステムも開発され 12），これは
次節以降にて詳しく説明する．

3. 有用なDNA組換えシステムCre-loxP

現在，世界中で幅広く利用されているCreリコンビナー
ゼ（Cre）‒loxPシステムは，バクテリオファージP1が有す
るDNA組換えシステムで，34塩基からなる loxP配列に対
してDNA組換え酵素Creが作用することで，二つの loxP
配列間に挟まれた標的遺伝子の塩基配列をゲノムDNA上
から部位特異的に除去することができる．同システムは，
今ではマウス遺伝学を利用した生体内遺伝子機能の解析に
必須の研究ツールである．組織特異的プロモーターの下流
でCreを発現するマウスと，欠損させたい遺伝子のエキソ
ンの両端に loxP配列をノックインさせたマウス（floxマウ
ス）を交配することで，Cre発現依存的に任意の組織／細
胞にて遺伝子を欠損させることができる（コンディショナ
ルノックアウト）．筆者らも同システムを利用することで
Runt-related transcription factor 2（Runx2，骨格形成に必須
の転写因子，全身性欠損マウスでは生後まもなく死亡）の
floxマウスを世界に先駆けて作製し，細胞種特異的な各種
Creマウスラインを使用した解析を進めてきた 13‒17）．「全身
性欠損」から「細胞種特異的欠損」の例のように，生体内
遺伝子操作精度の向上は，新しい概念の提唱につながり，
学術体系そのものを大きく転換させることができる．一方
で，Cre活性を「時間特異的」に制御するには，Cre搭載ウ
イルス（アデノ随伴ウイルスなど）を，任意部位に直接投
与することで可能だが，直接投与による侵襲性の問題があ

り，免疫システムや，発がん過程を観察する上では，より
非侵襲的な方法が望まれている．また，Creリコンビナー
ゼにエストロゲン受容体の変異体を融合させ，Tamoxifen
（TAM）依存的にCre活性を制御するシステム（CreERT2
システム）が開発され世界中の研究者に愛用されている．
しかし，TAMは女性ホルモンのエストロゲンに対する抗
エストロゲン薬であり，それ自身の薬理効果を無視するこ
とができないといった問題点も存在する．一方で，これま
でCreシステムを用いた非侵襲的かつ時間／空間特異的な
in vivo DNA遺伝子組換えシステムについては報告されて
いなかった．

4. Photoactivatable-Creシステム

2016年佐藤守俊らは，Cre-loxPシステムとMagnetシス
テムを組み合わせることで，“青色光”を用いて遺伝子組
換えを人為的にコントロールするPhotoactivatable-Cre（PA-
Cre）システムを開発した 12）．このシステムでは，断片化
した不活化CreリコンビナーゼのN末端側断片（CreN）と
C末端側断片（CreC）に光スイッチタンパク質（pMag/
nMag）をそれぞれ連結し，Creを二量体化させている．青
色LED光照射時のみ，pMag/nMagどうしの結合が促され
ることで断片化した不活性化型Creどうしが空間的に近接
し，DNA組換え活性を持つ活性化型Creが誘導される 8）．
光照射依存的なCreシステムとして，CRY2-CIB1スプリッ
トCre光誘導型DNA組換えシステムも開発されたが，PA-
Creシステムでは，光照射に応答したDNA組換え効率が
大幅に改善されている．また，Creの触媒部位に光応答性
o-ニトロベンジルケージ基（caged biomolecule）を結合さ
せることで，Creの活性を光により制御する取り組みもな
されている 18）．このシステムでは紫外線（UVA）を用い
るため，DNA損傷による細胞毒性が生じる欠点があるが，
PA-CreではUVを用いないためこの欠点が改善されてい
る．これらの背景から，PA-Creシステムを搭載した遺伝
子改変マウスを開発することができれば，生体外からの光
照射で，非侵襲的に時空間特異的・組織／細胞特異的に遺
伝子制御できる．生体内でもCreの活性を光によって調節
可能となれば，標的の生体組織や細胞に対し，任意のタイ
ミングで生きたままDNA組換えを誘導することが可能と
なり，in vivoでの遺伝子解析技術の幅をより大きく広げる
ことができる．筆者らは，PA-Creシステムに将来性を感
じ，同システムを搭載した遺伝子改変マウスを開発するこ
とにした．
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5. テトラサイクリン誘導発現系PA-Cre（TRE-PA-Cre）
マウスの開発

PA-Creシステムを搭載したマウスを開発するにあたっ
て筆者らは，時空間特異性を持つPA-Creシステムに細
胞種特異性を加えるために，テトラサイクリン（Tetracy-
cline）誘導発現系（Tet-On/Off）システムに着目した．Tet-
On/Off誘導発現系システムとは，抗生物質テトラサイク
リン誘導体であるDoxycycline（DOX）の投与により，可
逆的に目的遺伝子の発現調節を可能とするシステムであ

る．DOX存在下で目的遺伝子を発現するものをTet-Onシ
ステム，逆にDOX非存在下で目的遺伝子が発現するもの
をTet-Offシステムと呼ぶ．このシステムでは，大腸菌テ
トラサイクリン耐性オペロンで働くTet Repressor（TetR）
とTet Operator配列（TetO配列）を利用しており，TetRは
テトラサイクリン非存在下でTetO配列に結合するが，テ
トラサイクリン存在下では，TetO配列に結合できないと
いう性質を持つ．
筆者らはまず，PA-Cre遺伝子［nMag融合CreN末端遺
伝子（CreN-nMag）と，pMag融合CreC末端遺伝子（CreC-

図2 TRE-PA-Creシステム
（A） TRE-PA-Creシステムの概要．（B）HEK293T細胞にTRE-PA-Creベクター，FLEX-tdTomatoベクター，Tetracycline 
Transactivator（tTA）を遺伝子導入し，DOX添加／青色LED照射の有無の影響について tdTomatoの発現を指標に検
討した．ネガティブコントロールとして，FLEX-tdTomatoベクター導入のみ，ポジティブコントロールとして，Cre
発現ベクター（CSII-CMV-Cre）とFLEX-tdTomatoを導入した．Bar：20 µm（Takao et al., BBRC, 202023）より一部改
変）．
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pMag）が，細胞内自己切断型ペプチド配列（P2A）で連結
されている］の上流にTetracycline response element（TRE，
複数のTetO配列が直列につながっている配列）を有する
ベクター（TRE-PA-Creベクター；図2）を構築し，in vitro
での機能検証実験を行った．HEK293T細胞にTRE-PA-
Creベクター，CAG-FLEX-tdTomatoベクター（Cre依存型
tdTomato発現ベクター），Tetracycline Transactivator（tTA）

を遺伝子導入し，DOX添加／青色LED照射の有無のCre
活性への影響を調べるため，蛍光顕微鏡下にて tdTomato
の発現を観察した．その結果，tTAを導入し，DOXを添加
していない青色光照射群では，tdTomato発現が認められた
のに対し，tTAを導入せずDOXを添加していない青色光
照射群や，tTAを導入しDOX添加した青色光照射群では
その tdTomato発現が消失していた（図2）．つまり，TRE-

図3 TRE-PA-Creノックインマウスの作製
TRE-PA-Creマウスを作製するための targeting strategy （Takao et al., BBRC, 202023）より一部改変）．

図4 TRE-PA-Creノックインマウスを用いた解析
TRE-PA-CreマウスとCreレポーターラインであるROSA26-loxP-stop-loxP-tdTomato（Rosa26-tdTomato）を交配させ，
TRE-PA-Cre:ROSA26-tdTomatoマウスを作製した．同マウスに tTA発現ベクターをHTV注入法により肝臓に導入し，
導入6時間後にLED青色光（470±20 nm, 134 W）にて18時間曝露した．その後，肝臓を採取して tdTomato発現を蛍
光顕微鏡にて観察した．Bar：1 mm（Takao et al., BBRC, 202023）より一部改変）．
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PA-Creシステムを利用すれば，tTA依存的・DOX依存的・
光照射依存的にCre活性を制御することが可能である．
続いて筆者らは，TRE-PA-Creシステムのマウスへの

ノックインサイトの選定を行った．TetO配列をランダム
に染色体に挿入するとうまくいかず，Actbのようなハウス
キーピング遺伝子の近傍と部位を決めて挿入（ノックイ
ン）するとうまくいくことが知られている 19, 20）．事実，多
くの細胞種でActb遺伝子polyA部位の下流部位は，tTAに
よる遺伝子誘導効率を向上させていることが報告されてい
る 21）．これは，染色体の転写が起きないSilent部位に挿入
されてしまえば，tTAが存在してもTetOから転写を誘導が
できる可能性が低いと考えられるためである．これらの
情報をもとに，Actb遺伝子座にノックイン可能なTRE-PA-
Creターゲティングベクター（Actb-TRE-PA-Cre）を作製し
た（図3）．

TRE-PA-Creマウスの作製には，Actb-TRE-PA-Creターゲ
ティングベクターと化学合成したActb crRNA, tracrRNA, 
Cas9タンパク質を受精卵に注入し，迅速なCRISPR/Cas9
ノックイン技術による挿入を行った 22）．ゲノム編集を
行った受精卵を卵管内に移植し，その後の生まれてきた
マウスをPCR解析したところ，TRE-PA-Cre配列がActb 
3´UTR遺伝子座へ正しく挿入されたマウスを得ることがで
きた（TRE-PA-Creマウス，図3）．
次に，得られたTRE-PA-Creマウスが，tTA発現依存
的にPA-Creを発現し，青色光に応答して生体内で活性
化型Creとして機能するかについて評価することにし
た．まず，TRE-PA-Creマウスと，Cre依存的に tdTomato
を 発 現 さ せ る こ と の で き るROSA26-loxP-stop-loxP-
tdTomato（Rosa26-tdTomato）マウスを交配して，TRE-PA-
Cre:ROSA26-tdTomatoマウスを作製した（図4）．続いて，
迅速に肝臓へ導入可能な方法であるhydrodynamic tail vein
（HTV）法を利用することで，tTA発現ベクターをTRE-

PA-Cre:ROSA26-tdTomatoマウスの肝臓に導入した．tTA発
現ベクター導入6時間後から，蛍光灯または青色LED光下
で18時間マウスを飼育し，その後肝臓を摘出し，蛍光顕
微鏡下で tdTomatoの発現の観察を行った．その結果，蛍
光灯下でのマウス肝臓では tdTomatoの発現は観察されな
かったが，青色LED光下でのマウスの肝臓では tdTomato
が強く発現していることが確認できた（図4）．このこと
から，我々が作製したTRE-PA-Creマウスは，tTA依存的・
光照射依存的に生体内でDNA組換えを誘導できることが
証明された 23）．

6. おわりに

我々が作製したTRE-PA-Creマウスと，細胞種特異的
tTA発現マウスを交配することで，生体内でのCre依存的

DNA組換え反応に，細胞種特異性・時空間特異性を付与
することができる．また，同マウスにDOXを投与するこ
とでPA-Cre発現をOffにできるため，光照射に依存しない
DNA組換え反応（PA-Creのリーク）を抑えることも可能
である．光操作により生体内で時空間特異的に細胞を標識
する際には，KikGR（kikume-green-red, 405 nm光照射によ
り蛍光特性が変化）ノックインマウス 24）が利用されてい
る．しかし，KikGRの蛍光特性変化は永続的ではなく可逆
的であるため，標識後の細胞動態を長期的に追跡すること
難しいと考えられる．この点において，筆者らが開発した
マウスを利用すれば，特定のマーカーを持つ細胞を空間特
異的に永続的にラベリングすることができる．ある特定時
期に存在した細胞の臓器間移動後の細胞系譜の追跡も可能
となり，免疫学分野だけではなく，発生生物学から幹細胞
生物学分野に貢献できる．がん研究分野では，Cre依存的
なCas9発現マウスを利用することで，光照射により任意
の組織／細胞で非侵襲的に特定の遺伝子変異を起こすこと
が可能となる．生体内でのきわめて早期の遺伝子変異細
胞動態の生体内での観察が可能となる．開発したTRE-PA-
Creマウスは，このようにさまざまな研究分野に応用可能
であり，生命科学分野での新しい概念を提唱することに期
待したい．TRE-PA-Creマウスは，理研バイオリソースセ
ンター（RIKEN BRC, https://mus.brc.riken.jp/ja/）にて提供
されている（RBRC11090）．これから光遺伝学や光応答性
技術に取り組む研究者に，同マウスがお役に立てば幸いで
ある．
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