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緒 言 

 

オプトジェネティクスとは、生体活動を光照射によって制御する技術であり、フィトクロム・ロドプシン・フォトト

ロピンなどの多様な光受容体をスイッチとして利用する［1～4］。これらの光受容体は、植物・動物・微生物など様々

な生物種から発見されてきた。一般的に光受容体は、生体内の存在量が少ないため生化学的な単離が難しく、また、光

照射によって引き起こされる生理応答の強度が小さければ、その光応答現象の存在すら認知できない。そのため、次世

代シークエンサーの普及によりゲノム情報が爆発的に蓄積しつつある現在でも、生物がどれほど多様な光受容体を保有

しているのか？すなわち、生物の持つ光受容体の多様性の全体像は未だに解明されてない。未知の光受容体を網羅的か

つ効率的に同定できれば、光受容体の発見とその作用機序の解明のペースを飛躍的に加速でき、これはオプトジェネテ

ィクスにおける優れた光スイッチの創出に直結する。 
我々は、次世代シークエンサーの超並列定量能力を活かして、新奇の光受容体を効率的に探索する手法の開発に取り

組んできた。近年、「フォトーム解析」と呼ばれる生体の遺伝子発現の波長依存性を包括的に取得する手法の開発に成

功した。フォトーム解析では、細胞に高分解能の全可視領域のそれぞれの光を照射し、次世代シークエンサーを用いた

RNA-Seq 解析によって各試料の全遺伝子発現を定量し、光色に対する発現パターンごとに遺伝子をクラスター解析に

よって分類することで、転写システムの光色応答の全体像を明らかにするものである。この手法は、特定の生物が持つ

転写制御型の光スイッチを超高感度かつ網羅的に探索できること、また、原理的に全ての生物種に適用が可能というメ

リットがある。本研究では、フォトーム解析のための高分解能多波長光照射を製作し、その有効性を検証するとともに、

フォトーム解析を応用して、原核生物の光スイッチプロモーター配列の網羅同定を行った。 
 

方法および結果 

 
1．高分解能多波長光照射装置の作製 
フォトーム解析では、均一な細胞培養液を分割し、それらに紫外〜遠赤色光までの幅広い光を別々に照射する必要が

ある。既存の細胞への光照射技術として、LED 光源、単色分光器、大型スペクトログラフなどを使用する方法が挙げ

られる。しかし、これらの技術は、波長分解能、同時照射光色数、装置サイズや作業性に一長一短があり、研究室単位

で高分解能の多波長の光を効率よく照射する装置は存在しなかった。そこで私は、300 Wキセノンランプ白色光源を回

折格子にて分光し、光ファイバーにて取り出した波長300～800 nm の光を5 nm間隔ごとに照射する仕様の装置を制

作した（図1）。光ファイバーからの出射光のスペクトルを測定し、高い分解能で光照射できることを確認した（図2）。
さらに、白色光源の光強度は波長によって大きなばらつきがあるため、各ファイバー先端に減光フィルターを設置する

ことで、照射光の強度を光量子単位で均一化した（図1）。光ファイバーの出射先を、汎用的に使用される96ウェルプ

レートに合わせることで、光照射からRNA精製、次世代シークエンサーライブラリ調製までを一貫して行うことが可

能となった。加えて、光照射部に温度制御装置も設置し、幅広い温度で生育する細胞種に対応した。開発した多波長光

照射装置について、科学技術振興機構の大学等知財基盤強化支援事業の支援を受け、国際特許出願を完了した（特願

2017-074637、国際出願日2018.4.4）。 
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図1．多波長光照射照射装置の外観 

豊橋技術科学大学に設置された多波長光照射装置の外観を示す。300 W キセノンランプ

の白色光源を回折格子によって分光し、それぞれの波長の光を光ファイバーによって取

り出し、96ウェルプレートに照射する。 
 

 
図2．出射光のスペクトル分布 

光ファイバー先端からの出射光のスペクトル分布を示す。ピーク強度で正規化している。

波長純度の目安である波長半値幅はおよそ2 nmであり、純度の高い光を別々の試料に同

時に照射することができる。 
 

 

図3．出射光の光強度分布 
光量子単位で定量した出射光のスペクトルの強度を示す。約 10μE の光強度で均一な光

強度での照射が可能である。 
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2．フォトーム解析の実施 
製作した多波長光照射装置を用いてフォトーム解析の実証実験を行った。解析対象とする生物種として、解析費用の

観点から、ゲノムサイズの小さな原核生物を選択した。その中から、多様な光環境下で光合成を行うシアノバクテリア

と、モデル生物として最も研究が進んでいる大腸菌を選択した。これらの2種の細胞のそれぞれを96ウェルプレート

で培養し、多波長光照射装置を用いて96波長の光照射を実施し、RNAを抽出した。その後、次世代シークエンサー用

のシークエンスライブラリを作成してRNA-Seq解析とクラスター解析を行い、全遺伝子発現の作用スペクトルを取得

した。論文未発表のため、データの詳細はここでは示さないが、シアノバクテリアについては、紫外光から遠赤色光ま

での多様な波長の光で誘導される遺伝子の同定に成功した。また、大腸菌ではUV-B領域の光で強く誘導される遺伝子

の同定に成功した（図4）。 
また、これらの実験によって課題も明らかとなった。シアノバクテリアの解析では、細胞内のリボソームRNA除去

をせず、取得リード数の大きな次世代シークエンサーHiSeq2500（東京農業大学生物資源ゲノム解析センター）を用い

てシークエンスを行った。この結果、取得したリードのうち90％以上がリボソームRNA領域にマッピングされてしま

い、低発現遺伝子については十分なリード数を得ることができなかった。そこで、大腸菌の解析ではリボソーム RNA
を除去し、リード数の小さな MiSeq を用いてシークエンスを行ったところ、低発現遺伝子についても十分なリード数

を得ることができた。これらの結果は、フォトーム解析においてはメッセンジャーRNA の濃縮プロセスが必要である

ことを示している。 
 

 
 

図4．UV-B領域で誘導される大腸菌の遺伝子 
大腸菌のある遺伝子は、UV-Bの光照射により、細胞内のメッセンジャーRNAの

約1%を占めるレベルまで発現が上昇する。 
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考 察 

 
興味深いことに、光応答遺伝子は大腸菌と比べてシアノバクテリアの方が豊富であり、光スイッチの探索は多様な光

環境で生息する光合成生物を中心に進めるのが効率的であると考えられた。今後は、シアノバクテリアと大腸菌におい

て同定された光色応答遺伝子の上流に存在する光受容体を同定する予定である。また、シアノバクテリア以外の光合成

生物である真核藻類や陸上植物において光スイッチ遺伝子の探索を行い、その機能を解明する必要がある。オプトジェ

ネティクスは、多様な幅広い生理現象の制御が可能であり、社会に役立つ技術の創生につながることが期待されている。

そのため、オプトジェネティクスの産業応用を目指した研究の競争が国際的に激しさを増している。日本のオプトジェ

ネティクス研究の優位性を保つためには、これらの研究をスピード感を持って実施していくことが必要不可欠であると

考えられる。 
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