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研究成果の概要（和文）：分子量最小のカチオンチャネルVSOP/Hv1 と最近見出したCa透過性電位センサードメ
インを用いて、その最小機能ユニットの構造と動作原理に基づき新規の光感受性イオンチャネルを創製する。
LOV ドメインタンパクがフラビンによる光受容の結果タンパク質構造を変化させることを利用し、最小カチオン
チャネルのゲート制御の構造変化を誘導し、光によるイオンチャネル活性の制御を行う。イオン選択性に関わる
部位の変異導入により様々なイオン選択性を獲得させる。これらにより分子構造や動作原理に立脚して光制御分
子ツールを創製するプラットフォームを整備し、神経科学研究に資することを目指す。

研究成果の概要（英文）：This project aims at devising a novel light-regulated ion channel based on 
the minimum ion channel unit derived from voltage-gated proton channel, VSOP/Hv1. LOV domain changes
 its structure upon reception of light by flavin molecule. Light-sensitivity will be conferred to 
the minimum unit of ion channel of Hv1 and other VSD-derived polypeptide that have ion channel 
activities by fusion with LOV domain. In the long term, establishment of platform for developing 
useful molecular tools for neuroscience will be constructed.

研究分野： 生理学

キーワード： イオンチャネル　光遺伝学　電位センサー　膜電位　LOVドメイン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の遺伝学的技術の進歩により、従来破壊実験などに頼ってきた実験医学の手法が革新され、生体内の特定の
細胞機能を一過的に攪乱させ解析することが可能になった。そうした技術の中でも光遺伝学は神経科学において
常套手段に至ったものの、分子ツールは自然界に存在する光感受性分子そのもの、または微調整した分子に限定
されてきた。本研究はイオンチャネルの仕組みが詳細に理解されているHv1に着目し、動作原理に基づいて光感
受性タンパク質との融合分子を構築することで柔軟に分子ツールを構築するプラットフォームを目指す。本研究
で期待される成果は脳の神経回路の動作原理解明や治療に用いる代替え組織の創製技術などに資する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年チャネルロドプシン、ハロロドプシンなどの光感受性チャネルはin vivo に近い状態で神経
回路機能を解析する光遺伝学ツールとして研究されてきた。最近チャネルロドプシンの分子構造
がX 線結晶構造解析により解かれ、構造に基づいた最適化や改変もなされつつある。一方で、
光サイクルに基づき複雑に構造を変化させ分子量も大きいため、立体構造に基づく戦略的分子改
変は必ずしも容易ではない。 
これまで申請者らは電位依存性プロトンチャネルVSOP/Hv1 を同定し、4 つの膜貫通領域か

らなる電位センサードメインがモノマーとしてチャネル機能をもち、哺乳類ゲノムでコードされ
る最小カチオンチャネルであることを確立した。またX 線結晶構造解析も行い（竹下ら2014, 
Nat Struct Mol Biol;蛋白質研究所中川グループとの研究）イオン選択性を決める構造やゲート
の仕組みについて解明しつつある。また他のグループからイオン選択性に重要なアミノ酸を変異
させるとCl-チャネルや非選択性カチオンチャネルに変換することが示されている。そこで
VSOP/Hv1 の最小ユニットの構造と動作原理に基づき新規の光感受性チャネルを創製すること
を着想した。 

 
２．研究の目的 
分子量最小カチオンチャネルVSOP/Hv1 分子の最小機能ユニットの構造と動作原理に基づき、
新規の光感受性イオンチャネルを創製することを試みる。LOV ドメインタンパクがフラビンに
よる光受容の結果C 末側のアルファヘリックスの構造を変化させることを利用し、VSOP/Hv1 
のゲート制御に関わる部分の構造変化を誘導し、光によるイオンチャネル活性の制御を行う。イ
オン選択性に関わる部位の変異導入によりNa+透過性、Cl-透過性、Ca2+透過性を獲得させる。
これらにより、分子構造や動作原理に立脚して戦略的に神経科学研究に柔軟かつ公汎に利用でき
る光感受性チャネルを創製するプラットフォームを構築する。 
 
３．研究の方法 
 (1) VSOP/Hv1分子の様々な部位を欠失させた変異体を作製し、最小ユニットの同定を行う。こ
れまでの研究からN末端側とC末端側をそれぞれ欠失させてもチャネル活性を示すことを見出
している。そこで、N末端側、C末端側、 S1-S2, S2-S3, S3-S4のループ領域を欠失させたコン
ストラクトを作製してチャネル機能が保持されるかを検討する。 
 (2) 本研究過程で発見したCa2+透過性を有する電位センサードメイン（Ci-CatSper3 VSD）と
対照しCa2+透過性チャネルの作成を試みる。 
 
４．研究成果 
（1）電位依存性プロトンチャネルHv1機能をもつ最小ユニット領域の同定 
電位依存性プロトンチャネルHv1は４つの膜貫通領域（S1からS4）
からなる電位センサードメインに加えてＮ末とＣ末に細胞内領域
を持つ。したがって、まずは細胞質領域を欠失した分子を作成し
て、イオン透過性の有無を調べたところ、プロトン透過性を有す
ることを見出した。これを踏まえて、S1-S2、S2-S3、S3-S4の３
つのリンカー部分を欠失させた分子について解析を進めたところ、
S1-S2の細胞外領域を大きく欠失させてもプロトン透過性を有す
ることが分かった（図1）。一方で、Ｃ末側の細胞内領域をS4直後
から削ってしまうと電流量を大幅に減少させてしまうことが分か
ったため、S4の下流に必要なアミノ酸の長さを調べた。その結果、
数アミノ酸残した分子が十分なプロトン透過性を有することが
判明した。すなわち、Ｎ末領域、S1-S2領域、Ｃ末領域を欠失さ
せた分子がイオン透過性を有する最小ユニット領域と考えられ
た。今後、同定した最小ユニットにLOVドメインを融合させた
光活性化型のイオンチャネルの創製が期待できる。 
 
（2）Ca2+透過性を有する新規
の Ci-CatSper3 VSD 
電位センサードメインのみか
らなる Hv1 がプロトンを透過
するという点に着目し、電位セ
ンサードメインを有する様々
なイオンチャネルの電位セン
サー部分のみをクローニング
し、アフリカツメガエルの卵母
細胞を用いてイオン透過性を
調べた。その結果、ホヤ由来の
CatSper3 の電位センサードメ
イン（Ci-CatSper3 VSD）がイ

図２. カルシウム透過性を有する Ci-Catsper3 VSD. 左図：CatSper VSD
の模式図。右上段：アフリカツメガエル卵母細胞から記録された過分極依存

的なカルシウム電流。右下段：膜電位固定下での細胞内カルシウムイオンの

変動。Fluo3 の蛍光変化をモニターした。 

図１. S1-S2 linker と Coiled 
coil を除去したペプチド長約
170 アミノ酸からなる Hv1（モノ
マー）の電流トレース. 



オン透過性を有することを発見した。これまで CatSper チャネルが非選択性陽イオンチャネル
であることが報告されていたが、発現系細胞を用いた詳細な解析が行われてこなかった。その理
由には、精子以外の細胞で発現させることが難しいと考えられる。この Ci-CatSper3 VSD のイ
オン選択性を詳しく解析したところ、Ca2+透過性を有する新しいタイプの VSD であることが明
らかになった（図２）。 

つぎに、Ci-CatSper3 VSD のイオン透過路を明らかにするために、イオン透過路の入り口付
近に存在するアミノ酸の同定を試みた。この検討には細胞外領域にヒスチジンを導入した変異体
を用いた。電位依存性プロトンチャネルや電位依存性カリウムチャネルの電位センサードメイン
を通るイオン透過は、細胞外領域に存在するヒスチジンに依存して細胞外 Zn2+により阻害され
ることが知られている (Takeshita et al., 
2014; Zhao and Blunck, 2016)。この原理
を利用し、Zn2+によるイオン透過の阻害が
生じるようなヒスチジンの導入部位から、
イオン透過路の入り口を推定した。細胞外
領域の様々な箇所にヒスチジンを導入し
た変異体をアフリカツメガエルの卵母細
胞に発現させ、記録されるイオン電流が細
胞外の Zn2+により阻害されるかどうかを
検討したところ、2 番目の膜貫通領域の N
末端側にあるリジン (Lys91) および 3 番
目と 4 番目の膜貫通領域の間にあるグル
タミン酸 (Glu152) をそれぞれヒスチジ
ンに置換した変異体において、細胞外Zn2+

による電流の阻害が観察された（図３）。
したがって、これらのアミノ酸がイオン透
過路の入り口付近に存在していることが
示唆された。 
続いて、膜貫通領域内でイオン透過路の形成に関わるアミノ酸の探索を行った。Ca2+などの

正に帯電したイオンが疎水性環境である膜を通過するためには、膜貫通領域において負に帯電
したアミノ酸と相互作用しながら進む必要があると予想され、膜貫通領域に存在する酸性アミ
ノ酸 (アスパラギン酸とグルタミン酸) がイオン透過路を形成していることが予想される。そ
こで、膜貫通領域およびその近傍に存在する各酸性アミノ酸に変異を導入し、Ca2+透過が阻害
されるかどうか調べた。卵母細胞発現系でのカルシウムイメージングを行った結果、すべての
変異体において野生型と同等の Ca2+等が見られた。したがって、イオン透過路の形成に必須な
アミノ酸を同定することはできなかった。酸性アミノ酸の一残基変異では Ca2+透過が阻害され
なかったことから、複数のアミノ酸がお互いを補償する形でイオン透過路を形成できるような
仕組みが存在することが推測される。 

 
（3） 光活性化型 Ca2+チャネル創出のためのスクリーニング系 
 光駆動性 Ca2+チャネルの候補分子を探索する系の検討を行った。出芽酵母は-factor と呼ば
れるホルモンにより刺激された際に、細胞外からの Ca2+流入が起こらないと細胞死が引き起こ
されることが知られている。カルシウムイオンチャネルを欠損した変異型出芽酵母株 (H317)
は Ca2+チャネル CCH1 を欠損した株であるため-factor で刺激されると細胞死を起こすが、
Ca2+透過性のイオンチャネルを発現させることでその細胞死を防ぐことができる。飯田秀利博
士（東京学芸大）からサンプルを供与してもらい H317 に CCH1 を強制発現させ-factor 刺激
を行い、細胞生存率をメチレンブルー染色により調べた結果、生存率は 90.0  0.93%であった。
一方、CCH1 を発現させなかった場合の生存率は 56.1  1.03%であり、CCH1 を戻した場合と
比べて有意に生存率が低かった (mean  SEM, n = 3, p < 0.01 by Tukey’s test)（。また青色
LED（450 nm）を照射しながら培養できる装置を設置した。今後この系を用いて Ca2+透過性
を持つ光活性化チャネル分子をスクリーニングする。 
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