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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア内膜トランスロカーゼ複合体結合タンパク質由来のTim29[1-89]を利
用し、微生物由来のH+ポンプロドプシンをミトコンドリア内膜へターゲッティングすることにより、ミトコンド
リアエネルギー代謝を光依存的に制御するシステムの開発に挑戦した。Tim29[1-89]のC末にH+プロトンポンプの
ArchT を配位したタンパク質の細胞内局在は、ミトコンドリアマーカーと一致しなかった。また、細胞膜に発現
し、黄色光依存的にH+を細胞外へ輸送した。ミトコンドリアマトリックスにおいては、光依存的なpHの変動が認
められなかった。Tim291-89以外のターゲティングシグナルの探索が今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：To express H+-pump rhodopsins in the mitochondrial inner membrane (MIM) and 
to regulate the mitochondrial energy metabolism by light, we used Tim2[91-89], a subunit of the 
human TIM22 translocase as one of the targeting signals for the MIM. An H+-pump rhodopsin, ArchT was
 connected to the C-terminal end of Tim2[91-89] and expressed in the culture cells such as Cos7 and 
ND7/23. The hybrid protein was expressed in the intracellular organelles, but was not co-localized 
with the mitochondrial markers. It was also expressed in the plasma membrane and transport H+ 
outwardly as naive ArchT in a manner dependent on the yellow light. We also measured pH change using
 fluorescent protein pH probes targeted in the mitochondrial matrix. However, their signal/noise was
 not enough large to measure the small pH changes. It would be necessary to optimize the targeting 
signals and the pH probes for the optical manipulation of mitochondrial functions using H+-pump 
rhodopsins.

研究分野： 光遺伝学、神経生理学

キーワード： ミトコンドリア　エネルギー　オプトジェネティクス　光遺伝学　外向きH+ポンプ　ロドプシン　ター
ゲティングシグナル　蛍光タンパク質

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアのエネルギー代謝によりもたらされるATPと熱産生は、生体機能にとり、普遍的かつ不可欠の要
素である。また、ヒトにおいてミトコンドリアのエネルギー産生能の低下がミトコンドリア病の主要な原因だ
が、有効な治療法がない。本研究は、ミトコンドリアエネルギー代謝を光操作する技術の開発であり、その生
理、病態生理の解明をそくしんするとともに、細胞内局所のライブイメージング技術などと組み合わせることに
より、新しい科学の創出が展望される。本技術を微生物・家畜・農作物に応用することにより、食糧生産を効率
化するとともに、生物由来のCO2排出量を削減し、地球温暖化を防止する科学技術の創発が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 あらゆる真核細胞において，ミトコンドリアは生命活動に必須な細胞内小器官であり，その主な機能は

酸化的リン酸化による ATP 産生である．ミトコンドリアにおいて，ATP は以下のプロセスにより合成され

る．まずグルコースの酸化などにより得られた高エネルギー電子がミトコンドリアの内膜にある一連の電

子伝達系に沿って伝達される．この電子伝達反応から放出されるエネルギーにより H+がマトリックスから

膜間腔へ汲み上げられ，H+電気化学勾配が形成される．そして，ミトコンドリアの内膜に存在する H+-ATP

合成酵素が，その H+濃度勾配を利用することで ADP を ATP に変換する．ミトコンドリアにおける ATP 産

生量は，細胞内で消費される ATP の約 95%を占めることから，ミトコンドリアは細胞の”パワープラント

“とも呼ばれている(Albert et al., 2015)． 

 微生物型ロドプシンは，7 回膜貫通タンパク質にレチナールが共有結合した構造を有するタンパク質の

巨大ファミリーである．この中には，光エネルギーを利用し，H+を電気化学勾配に逆らって細胞内から細

胞外へ輸送する外向き H+ポンプ，細胞外から細胞内へ H+を輸送する内向き H+ポンプ，細胞内から細胞外

へ Na+を輸送する外向き Na+ポンプ，光吸収にともなう構造変化により，陽イオンチャネルが開口する陽イ

オンチャネルロドプシン，陰イオンチャネルが開口する陰イオンチャネルロドプシンなどが含まれている

(Inoue, 2021)．そこで，外向き H+ポンプロドプシンをミトコンドリア内膜へターゲッティングすることに

より，光エネルギーを用いて，内膜を挟んだ H+電気化学勾配を作り出し，内在の H+-ATP 合成酵素を駆動

し，ATP 産生を機能制御することを着想した． 

 

２．研究の目的 

本研究においては，H+ポンプロドプシンをミトコンドリア内膜へターゲッティングさせるとともに，機

能させ，ミトコンドリアエネルギーダイナミクスを光制御する in vitro培養細胞システムを開発することを

目的とした． 

 ミトコンドリア内膜に特異的な膜タンパク質の多くは，細胞質において合成され，ミトコンドリア外膜

を経て内膜へ輸送される．そのプロセスにおいて，タンパク質に付与されたターゲッティングシグナルが

輸送機構により識別されることが重要である．たとえば，cytochrome C オキシダーゼのサブユニットの 1

つ Cox8 のミトコンドリア指向性シグナル (mitochondria targeting signal; MTS)は，その代表的なものであり，

これをN末に付加したGFPは，ミトコンドリアマトリックス特異的に分布することが知られている(Rizzuto 

et al., 1995)．しかし，可溶性タンパク質に比べ，膜タンパク質をミトコンドリア内膜へターゲッティング

する方法は確立していない．これまで，cytochrome c oxidase のサブユニット(Cox8)の 4 連結 (4×Cox8)や

ATP-binding cassette subfamily B member 10 (ABCB10)がチャネルロドプシンをミトコンドリアへターゲティ

ングするとの先行例があるが，ロドプシンなどの膜タンパク質をミトコンドリア内膜へターゲティングす

ることは困難とされている(Tkatch et al. 2019; Ernst et al. 2019)．われわれの先行研究においても，Cox8 を N

末に付加したロドプシンの多くは，ミトコンドリアに発現せず，細胞質内に不定形の凝集物を形成した．

そこで，挑戦的研究（萌芽）(17K19437, 2017-2019)において，さまざまなターゲティングシグナルを探索

し，ミトコンドリア内膜トランスロカーゼ複合体結合タンパク質の 1 つ Tim29 に着目した．ヒト Tim29 は

260アミノ酸残基からなるタンパク質で，61-79残基部位に単一膜貫通へリックスを有している(Kang et al. 

2016)．先行研究において，Tim291-89の C末に FLAG を結合したタンパク質を HEK293細胞や HeLa 細胞な

どにトランスフェクションすると，FLAG 抗原がミトコンドリアに分布することが示されている．そこで，

Tim291-89を用いて微生物型ロドプシンの一種である，光駆動外向き H+ポンプ，archaerhodopsin-T (ArchT, Han 

et al., 2011)をミトコンドリア内膜へターゲットできるかを検証した．Tim291-89 は，単一膜貫通ドメインを

有しているので，3次元構造が理想的に折りたたまれれば，光刺激によって，ArchT はマトリックスから膜

間腔へと H+を汲み出すことから，ミトコンドリアの内膜を介した H+濃度勾配を増加させ，ATP 合成酵素

を賦活化することが期待された．  

 

 

３．研究の方法 

 本研究においては，ミトコンドリアターゲティングシグナルとして Tim291-89を用い，その特性を評価す

るにあたり，表 1に示すプラスミドを作製し，HEK293 細胞，Cos7 細胞，C2C12 細胞，ND7/26 細胞などに

発現した．目的遺伝子の細胞内発現部位を蛍光免疫染色法で同定し、共焦点顕微鏡により観察した。 

 



 

表 1 実験に使用したプラスミド 

プラスミドコンストラクト 目的 

(1×, 2×, 4×)hCox8A-EYFP ミトコンドリアマトリックス pHの計測 

4×hCox8A-ChR2-EYFP 他のミトコンドリアターゲティングシグナル

との比較(Tkatch et al., 2017) 

4×hCox8A-ChR2(C128A)-EYFP 他のミトコンドリアターゲティングシグナル

との比較(Tkatch et al., 2017) 

ArchT-Venus 外向き H+ポンプ活性の照射波長依存性の検

証 

Tim291-90-3×FLAG Tim291-89のターゲティング機能の検証 

Tim291-90-EYFP Tim291-89のターゲティング機能の検証 

Tim291-90-ArchT-Venus Tim291-89-ArchT の細胞内分布 

Tim291-90-ArchT-3×FLAG Tim291-89-ArchT の細胞内分布 

Tim291-89-ArchT-IRES2-2×Cox8-EYFP ミトコンドリアマトリックス pHの光応答 

Tim291-89-ArchT-3×FLAG-IRES2-2×Cox8-EYFP ミトコンドリアマトリックス pHの光応答 

Tim291-89-ArchT-3×FLAG-IRES2-2×Cox8-pHuji ミトコンドリアマトリックス pHの光応答 

 

４．研究成果 

(1) Tim291-89-ArchT の細胞内分布 

 Tim291-89の C末に FLAG を結合したコンストラクトからなるプラ

スミドをトランスフェクションした C2C12 細胞において，抗 FLAG

抗体に反応したオルガネラの分布は，ミトコンドリアマーカー抗体

(anti-ATP5A1)に反応したオルガネラの分布と類似しているものの，

完全に一致しなかった．比較として，従来からミトコンドリアへタ

ーゲティングすることが報告されているCox8-EYFPの分布も検証し

た．Tim291-89-FLAG, Tim291-89-ArchT-FLAG は，ミトコンドリアに分

布しているという確証は得られなかった． 

 

(2) Tim291-89-ArchT の細胞膜発現 

Tim291-89の C 末に ArchT と 3xFLAG を配位した DNA コンストラ

クトと 2×Cox8 の C 末に EYFP を配位した DNA コンストラクトを

IRES2 配列でつないだプラスミド(Tim291-89-ArchT-3×FLAG-IRES2-

2×Cox8-EYFP)を作製し，ND7/23 培養細胞に発現させた．顕微鏡下に

EYFP をミトコンドリア様オルガネラに発現している細胞を同定し，

ホールセルパッチクランプ法により膜電流を計測した．その結果，

ホールディング電位-100 mV から+80 mV のいずれにおいても，黄色

光(575 nm)により外向きの光電流が引き起こされた（図 1）．すなわ

ち，Tim291-89-ArchT が細胞膜に発現し，黄色光依存的に H+を細胞外へ輸送したことが示唆される．本プラ

スミドを Cos7 細胞に発現させた場合においても，同様の光応答を確認した．ArchT の膜配位に逆転が認め

られなかったことから，Tim291-89が期待通りに折りたたまれず，膜に挿入されていないと考えられる． 

 

(3) ミトコンドリアマトリックス pHの光応答 

Tim291-89-ArchT-3×FLAG-IRES2-2×Cox8-EYFP 導入細

胞においては，EYFP がミトコンドリアマトリックス

に発現する．EYFP 蛍光強度は pH に依存するので，

内膜を介して H+がマトリックスから膜間腔へ輸送さ

れることにより明るくなる．倒立蛍光顕微鏡（オリン

パス）において，水浸対物レンズ（オリンパス）を介

し，470-495 nm励起，510-550 nm蛍光を高感度 CMOS

カメラ（Hamamatsu, ORCA-Flash 4.0 V2）で画像取得

し，ImageJ により画像解析した．イメージングしなが

ら ArchT 光刺激する目的で，多色光照射システム

(Lumencor, Spectra X)の光を水浸対物レンズ（オリンパス）に導入し，575 nm刺激光をサンプルに収束させ

図 2  コンデンサー多色光照射システム 

図 1  Tim291-89-ArchT の細胞膜発現. 

A)  ND7/23 細胞膜の光電流. B) 光電

流の膜電位依存性. 



 

るコンデンサーを自作した（図 2）． 

画像取得中の EYFP の退色が速いうえに，pH感

受性が小さいので，再現性の高いデータを取得で

きなかった．そこで，EYFP の代わりに，pH 感受

性赤色蛍光タンパク質 pHuji 遺伝子をコンストラ

クトに組み込んだプラスミド Tim291-89-ArchT-

3×FLAG-IRES2-2×Cox8-pHuji を作製した(Shen et 

al., 2014)．Tim291-89-ArchT-3×FLAG-IRES2-2×Cox8-

pHuji 導入細胞においては，pHujiがミトコンドリ

ア様オルガネラに発現していた．530-550 nm励起，

>575 nm蛍光で画像取得し，650 nmレーザー照射

でArchTを光刺激するシステムを作製した（図 2）．

照射面でのパワーを計測したところ，20 mW/mm2

以上だった．ArchT の最大吸収波長からは離れて

いるが，pHuji に干渉することなく最大の活性化が

見込まれる．このシステムを用いて，各種波長の

光照射に対する pHuji の蛍光を計測したところ，

励起光に用いた 530 nm 付近を境に，短波長側で

蛍光強度の増強，長波長側で蛍光強度の減弱が引

き起こされた（図 3A, B）．この現象は，乾燥させ

た細胞でも認められたことから，pHujiの物理化学

的特性に由来することが示唆された．赤色光（632 

nm）の照射により蛍光強度に対する干渉が引き起こされないので，この波長を用いた ArchT の活性化を検

討した．しかし，最大強度の光でも十分な活性化が認められなかった（図 3C）． 

 

(4) 展望 

本研究は，いざ始めてみると，越えなければならない高い障壁がいくつもあることが見えてきた．これま

でに，ミトコンドリアに H+ポンプロドプシンをターゲティングしたという報告が数編ある(Hara et al., 2013)．

また，論文として発表されてないものが数多くあると推察される．しかし，これらの研究では，ミトコン

ドリア機能の光操作については，十分納得の得られるエビデンスが得られていない．われわれは，ミトコ

ンドリアの成熟が，機能検証のカギを握っているのではないかと考えている．すなわち，これまでの研究

においては，われわれの研究を含め，培養細胞に外来性遺伝子を導入し，数日以内に形態，機能を検証し

ている．しかし，ATP 合成酵素などの機能タンパク質が組み込まれ，十分な機能を発揮するには，もっと

多くの日時を有する可能性が高い．したがって，神経幹細胞や筋芽細胞などの幹細胞に外来性の遺伝子を

組込み，ニューロン，アストロサイト，筋細胞などに分化させたのち，その発現タンパク質の分布を検証

する方法(Asano et al., 2021)や，線虫，ゼブラフィッシュ，マウスなど遺伝子組換え動物を作製する方法が

有効である．また，Cox8 反復，ABCB10，Tim291-89などを用いて ArchT をミトコンドリア内膜にターゲッ

ティングした際の分子の配位がどのようになるのかが未解明である．ターゲッティングされる分子がチャ

ネルロドプシンの場合，その光依存的なイオン輸送の方向は，配位に依存しない．しかし，H+ポンプの場

合，配位される方向に依存し，マトリックスがアルカリ化するか酸性化するかにより，ATP 合成は，促進

あるいは抑制される．Cox8 反復などをターゲティングシグナルにすると，ランダムに配位される可能性す

らある．また哺乳類由来の発現細胞においては，ArchT などの古細菌由来のロドプシンが異常フォールデ

ィングし，ターゲティングや機能が損なわれる可能性がある．この問題は，CsR (Fudim et al., 2019)などの

真核生物由来の H+ポンプロドプシンを用いることにより解決する可能性がある．予備実験において，CsR

が形質膜選択的に発現し，H+輸送が ArchT に匹敵することを確認している．また，われわれが最近同定し

た内向き H+ポンプの 1つ，Schizorhodopsin (SzR, Inoue et al., 2020)は，イオン輸送効率が高いことを見出し

ている．ミトコンドリア内膜においてロドプシンの配向が逆転する場合，SzR などの内向き H+ポンプが適

している可能性がある． 

 ミトコンドリア内膜における光依存的な H+輸送を評価するにあたり，本研究では，pH 感受性蛍光タン

パク質をミトコンドリアマトリックスに発現させた．電子伝達系の活性に依存し，マトリックス内腔の pH

は 7.2と 7.9 の間で変動し，pH 感受性蛍光タンパク質の蛍光強度が変化する（表 2）．EYFP は，pKa が 7.1

なので，マトリックス内腔の pH 計測に最適ではない，退色が速い，励起光波長がロドプシン活性化に干

渉するなどの理由で本研究の目的に最適ではない．pHuji の場合，pKaが 7.7 なので，マトリックス内腔の

図 3  pHuji 蛍光強度に対する照射光の干渉．A) Tim291-89-

ArchT-3×FLAG-IRES2-2×Cox8-pHuji 発現細胞の蛍光強度を計

測しながら，コンデンサーから各種波長の光を照射した．B) 鑑賞

の波長依存性． C) ArchT 活性化の光強度依存性を 575 nm と

632 nm で比較した． 



 

pH 計測に適しており，感度の高い計測が見込まれる．しかし，光を吸収することにより，300-600 nmの波

長に依存した蛍光強度の変化が一過性に引き起こされた．ゆえに，蛍光タンパク質を pH プローブとして

用いるにあたり，600 nm 付近の光により活性化される外向き H+ポンプロドプシンの創出あるいは探索が

喫緊の課題である(Inoue et al., 2021)．あるいは，ルミネッセンスタンパク質を用いた pH プローブの開発，

最適化などが今後の研究課題である(Takai et al., 2015)． 

 

表 2  ミトコンドリア pHに対する蛍光タンパク質の感受性  
ヒル係数 pKa F(7.9)/F(7.2) 

EYFP 1.1 7.1 1.6 

SEP 1.9 7.2 1.9 

pHuji 1.1 7.7 2.8 

pHTomato 0.51 7.8 1.6 

mCherryTYG 0.73 7.8 2.0 
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