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研究成果の概要（和文）：本研究では、光作動性ペプチド誘導ベクターの開発を目的とした。光受容体SyPixDと
SyPixEに対する結合ドメインの検索を行ったが、両タンパク質の情報が少なく、Swiss modelingを用いた3次元
構造では、タンパク質の結晶構造を予測できなかった。立体構造による機能予測をRobetta beta model解析によ
り行ったが、実証実験と合致しなかった。
そこで、ドメイン予測を行うモデルの検討として、ハロロドプシン (NpHR) を用いて、機能予測と実証実験を行
った。この結果、Swiss model、 CAVER、 MD simulationを用いることで、重要なアミノ酸が同定された。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this study is to develop the light-activated inducible peptide 
vector. The domains of SyPixe which bind to Light-activated receptor, SyPixD were investigated. 
However, 3-dimentional structure was not predicted by Swiss modeling. Three-dimentional structure 
analysis by Robetta beta model also showed different results compared with experimental results of 
the N-terminal protein analysis.
To study the domain prediction, halorhodopsin (NpHR) protein was analyzed by Swiss model, CAVER and 
MD simulation. These predicted domains were also analyzed by in vitro study. As the results, key 
proteins were identified. 

研究分野： 眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オプトジェネェティクスは、光によりタンパク質の機能を制御する方法である。網膜は光の届く神経細胞層であ
り、オプトジェネティクスを応用するに優れた領域である。今回、実験によりSwiss model、CAVER、MD 
simulationを用いることで、重要なアミノ酸を同定可能であった。オプトジェネェティクスに応用される遺伝子
は、ヒトと発生学的に離れた動植物であるため、機能を亢進させるには、該当するタンパク質を検索する必要が
ある。複数のモデリングを用いターゲットを絞り込むことにより、新たなオプトジェネェティクス遺伝子の創出
に貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
網膜病変に対し、可溶性レセプターや抗体を用いたサイトカインや種々の因子の抑制が保護

効果を挙げている。黄斑変性症については、低分子である VEGF 抗体の一部（Fab fragment, 
Ranibizumab, 48kDa）のみならず、VEGF 抗体の全アミノ酸 150kDa (Bevacizumab, Avastin, 
Genentech 社) においても硝子体投与により 網膜全層に 薬物動態が示され、新生血管増殖抑
制効果が得られる。日本発の核酸医薬品、pegaptanib (28bp の 1 本鎖 RNA) も新生血管増殖
抑制効果を挙げている。これら黄斑変性の治療薬は、低分子ペプチド 、核酸などの有効性を示
している。しかしながら、視細胞変性に対して、有効な治療薬はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、視細胞変性に有効なペプチド等の検索に応用できるベクターの開発を目指した。

通常、投与物質を長期的に評価する場合には頻回投与が必要となる。実際上記の Ranibizumab 
等は 1～2 ヶ月の頻度で硝子体投与を行うケースが多い。そこで 、オプトジェネティクスの制
御によるペプチドの誘導を可能にするベクターを開発し、頻回投与やペプチド合成の必要なく、
ペプチドの効果を検討できるシステムの構築を目標とした。 
 本研究においては、フラビンを発色団とし光受容を行う受容体 SyPixD とそれに結合する
SyPixE の 2 つを利用する。ペプチドを遊離せるシステムを構築するにあたり、光により解離
する SyPixE の結合ドメインの検索をシュミレーションにより行い、ドメイン予測を行う。タ
ンパク質の特性および構造からの予測がオプトジェネェティクスの機能を変化させるか、実験
モデルを用い、検証することも本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 SyPixE の SypixD に対する結合ドメインの検索を行うため、Accelrys Draw 4.1 等を用いて、
結晶構造を予測した。また、Swiss modeling を用いた 3 次元構造立体構造の予測を行った。 
 上記検討において、予測が困難であったため、まず、ドメインの検討手法が適切であるか、
我々が開発した光感受性遺伝子である改良型ボルボックス由来チャネルロドプシン
1(mVChR1)を用いた実験系で調べた。タンパク質としての構造は、既存の報告よりクラミドモ
ナスチャネルロドプシン 2(ChR2) を参考に、立体構造予測を行った。その結果、チャネルロ
ドプシンのタンパク質の発現及び機能に重要である膜貫通領域において、通常の膜タンパク質
の構造である 7 回膜貫通型ではなく、8 回膜貫通型と予測された（Robetta beta model）。そこ
で mVChR1 タンパク質を免疫沈降により得て、タンパク質の末端解析を行った。 
上記検討において、ドメイン予測が困難であると考えられたため、予測手段を追加し検討す

るため、オプトジェネェティクス遺伝子、ハロロドプシン(NpHR) を用いて実験を行うことと
した。NpHR は、光感受性が低いことが報告されており、光感受性亢進を検討することは、予
測解析に有効であると考えられたため、機能の予測と実証実験を行った。 

Caver により、イオン輸送経路とその近傍のアミノ酸について解析を行い、イオン輸送量を
向上させるためのタンパク質について検索した。イオン輸送を向上させると予想されたタンパ
ク質が得られたため、NpHR 遺伝子にアミノ酸変異を与え、HEK293 細胞に遺伝子導入を行い、
パッチクランプ法によりイオン通過量の変化を膜電位の測定により検討した。 
 得られた結果をモデリングに還元するため、MD simulation によるイオン通過のシュミュレ
ーションを行った。 
 
４．研究成果 

SyPixE の SypixD について、ドメインを検討す
るために必要な報告が少なく、絞り込みが困難であ
った。SypixD については、Accelrys Draw 4.1 を用
いて、結晶構造が予測された。 
青色光受容体BLUFタンパク質TePixDの可逆

的な光反応については、TepixDの光反応に Gln50
と Tyr8 が必須であり、Gln50 とフラビンの間の
水素結合が光照射により増強されるとの既報告か
ら、この領域に関与するタンパク質部位解析を行
った。立体構造の Active site とフラビン近傍の残
基を照らし合わせ、キーになる残基の位置を検討
した。その結果、水素結合が光刺激により増強さ
れる領域が推察された（図 1）。 
ドメインの絞り込みが行えなかったため、ドメインの検討手法が適切であるか、我々の

開発した光感受性遺伝子 mVChR1 を用いた解析を行うこととした。mVChR1 はボルボッ
クス由来チャネルロドプシン 1 の改変体である。ボルボックス由来の遺伝子は、ヒトの培
養で発現させた場合、その発現が顆粒状となり、光感受性チャネルの働きも少ない。我々
は、本来発現すべき膜タンパク質として機能させるため、遺伝子改変を行い、光感受性チ
ャネルの機能を亢進させることに成功している。この遺伝子改変前と後を解析し、機能亢
進が得られることをシュミュレーションでも予測できるか、検討を行った。まず、タンパ



ク質の構造としては、既報告
のある、クラミドモナス由来
チャネルロドプシン2(ChR2) 
を参考に立体構造予測を行っ
た。その結果、チャネルロド
プシンのタンパク質の発現及
び機能に重要である膜貫通領
域において、通常の膜タンパ
ク質の構造である 7 回膜貫通
型ではなく、8 回膜貫通型と
予測された（図 2）。そこで、
mVChR1 タンパク質の N 末構造
解析を行った。その結果は、構造
予測とは違い、我々が当初想定し
ていたシグナルペプチドの切断が
確認され、N 末の切断が行われた
7 回膜貫通型タンパク質として機
能していることが確認できた（図
3）。 
 そこで、どのモデルを用いれば、
ドメインが予測できるか検討を行
うため、光感受性が低い NpHR を
用いて、機能予測と実証実験を行っ
た。NpHR のモデリングとモデリン
グに基づくイオン輸送経路の予測を行った。Caver により、イオン輸送経路が狭くなるボトル
ネック現象の予測が得られた。そこで、このボトルネックを解消すべく、NpHR 遺伝子にアミ
ノ酸変異を行った。このアミノ酸変異 NpHR を HEK293 細胞に遺伝子導入し、イオン通過量
をパッチクランプ法により確認したところ、予想に反し、光刺激後に流入するクロライドイオ
ン透過量の減少を起こした。1 つのアミノ酸変異のみで、光刺激による細胞の過分極が顕著に
減少したことは、このアミノ酸部位における重要性を示している。この理由を解明するため、
MD simulation による予測を行ったところ、アミノ酸変異により、クロライドイオンのイオン
輸送経路からの離脱がみられ、これがイオン輸送量の減少を起こしたと考えられた（Sakajiri et 
at., 2018）。 
以上の検討から、Swiss model, CAVER, MD simulation を用いた解析により、重要なアミ

ノ酸を同定することができた。 
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