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研究成果の概要（和文）：エクソソームの分泌と神経伝達物質の放出に関する光操作方法の開発を、光感受性の
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）である動物のロドプシン類（オプシン）を利用して試みた。種々のオプシン
それぞれを発現させた培養細胞における光照射によるエクソソーム放出制御について解析した結果、エクソソー
ム分泌量は、二次メッセンジャーではなく、オプシンが活性化するGタンパク質の種類により制御されている可
能性が示唆された。センチュウの運動ニューロンにパラピノプシを導入し行動解析を行なった結果、紫色照射で
動きを止め、緑色光照射で運動を再開させることに成功し、パラピノプシンが優れた神経伝達物質制御系として
注目された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a light manipulation method for the secretion of 
exosomes and release of neurotransmitters by utilizing opsin, a light-sensitive G-protein coupled 
receptor (GPCR) in animals. Through analyzing the control of exosome release by light irradiation in
 cultured cells expressing various opsins, it was suggested that the amount of exosome secretion is 
controlled by the type of G-protein activated by the opsins, rather than second messengers. We 
introduced Parapinopsin into motor neurons of c elegans and conducted behavioral analysis. As a 
result, we successfully halted the movement with violet light irradiation and resumed the movement 
with green light irradiation, highlighting Parapinopsin as a promising neuronal control tool for 
neurotransmitters.

研究分野：動物生理化学、分子生理学

キーワード： 光遺伝学　動物オプシン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光遺伝学は、標的とする細胞に光受容タンパク質を遺伝学的に導入し、その細胞の活動や活性を光で操作する方
法であり、最近の神経科学や細胞生物学の発展に大きく寄与している。本研究の成果により、細胞間連絡のシス
テムの中で、代表的である神経伝達物質の光制御と、まだ未知な点が多いエクソソームの分泌の光制御について
の方法を確立することは、神経科学や細胞生物学の発を加速すると期待される。さらに、エクソソームの分泌メ
カニズムの詳細の解析に貢献し、まだ不明な点多いエクソソームの分泌メカニズムや機能の解明に貢献すると期
待される。

※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 
近年、標的細胞に光受容タンパク質を遺伝学的に導入し、光により非侵襲的に細胞の活動を光操
作する方法として「光遺伝学」が非常に注目されている。光遺伝学として、最も知られているの
は、光により開閉できるイオンチャネルである微生物型ロドプシンを利用した光操作で、光依存
的に脱分極あるいは過分極を神経細胞に引き起こす。これらのイオンチャネルの光制御は神経
の活動を光制御することを可能とし、神経科学分野の発展に著しく貢献している。一方、動物の
光受容タンパク質（ロドプシン類）であるオプシンは、光依存的に Gタンパク質を活性化する、
「光感受性の Gタンパク質共役型受容体（GPCR）」である。それを用いた光遺伝学は非常に期待
されているが、機能するために結合する発色団レチナールが、眼などの特別な組織にしか存在し
ない 11 シス型であるため、眼外の細胞で用いるのが一般的な光遺伝学では、繰り返し刺激が難
しい等の指摘もあった。私たちは、脳内などの眼外に発現し視覚以外の機能を担う“非視覚オプ
シン”を中心に解析してきた結果、非視覚オプシンは眼外で機能できるので、光遺伝学のツール
に適した性質を持つことを明らかにしてきた。このような背景から、本研究では、動物オプシン
の光遺伝学への貢献の可能性を示すために、動物の非視覚オプシンを用いて、GPCR が関与する
細胞間の情報伝達の光制御方法を提供することを計画した。 
 
２．研究の目的 
GPCR がかかわる細胞間や組織間の情報伝達あるいはコミュニケーションの中で、エクソソーム
の分泌と神経伝達物質の放出に注目する。エクソソームはガン細胞から分泌されることに加え、
多様な通常組織の細胞からも分泌されることが知られており、細胞間や組織間のコミュニケー
ションに利用されている可能性が非常に注目されている。エクソソーム分泌の光操作方法の確
立は、詳細が不明な分泌のメカニズム解明に貢献できると期待される。また、神経伝達物質は、
細胞間情報伝達に関わる代表的な分子であり、その光遺伝学的操作方法の開発は、細胞生物学や
神経科学の発展に貢献すると期待できる。これらの光操作方法の開発を、光感受性の GPCR であ
る非視覚オプシンなどを利用して試みた。 
 
３．研究の方法 
（a）哺乳動物の培養細胞に、種々の非視覚オプシ
ンを導入し、光の有無によりエクソソームの分泌量
が変化するのかを解析した。照射は、白色光を用い
て、培養用インキュベーター中で行なった。分泌さ
れたエクソソームの定量は、エクソソーム ELISA キ
ットを用いて行なった。 
 （b）神経伝達物質の光制御は、センチュウの運動
ニューロンに非視覚オプシンであるヤツメウナギパ
ラピノプシン（LamPP）を導入し、センチュウを顕微
鏡下で紫色光あるいは緑色光で照射し、行動を観察
した。パラピノプシンは、紫色光で活性化され（ON）、
神経伝達物質であるアセチルコリンの分泌を異常に
する（抑制する）ことにより、センチュウの運動を
停止し、緑色光でパラピノプシンが不活性化（OFF）
されることによりアセチルコリンが正常に分泌さ
れ、運動が再開することが期待される（図１）。 
 
４．研究成果 
（a)培養細胞におけるエクソソームの光操作 
さまざまなオプシンそれぞれを HEK293 細胞などの哺乳類培養細胞に発現させ、その培養細胞
を光照射した際のエクソソーム放出量の変化について、エクソソームマーカーを指標にして解
析した。興味深いことに、エクソソームの分泌量の光依存的な変化のプロファイルは、cAMP の
類似した変化を光依存的に引き起こすことが知られている異なるオプシンを発現している培養
細胞で異なっていた。すなわち、GPCR によるエクソソーム分泌の制御は、二次メッセンジャー
ではなく、オプシンが活性化するＧタンパク質の種類により制御されている可能性が考えられ
た。そこで同様の cAMP 変化をもたらす数種の非視覚オプシンについて、活性化するＧタンパク
質（アルファサブユニット）の種類を詳細に解析した。具体的には、培養細胞に発現している 12
種類のＧαを含む 16種類のＧαに対して、発光タンパク質（NanoBiT、Promega 社）を利用した
実時間解析を繰り返し行い、統計学的に有意に活性化するＧαを調べた。その結果、これまで
「cAMP の減少を引き起こす」として纏められていたオプシンであっても、活性化するＧαの種
類や効率に違いがあることを発見した。すなわち、詳細な様々な種類のＧタンパク質に対する活
性化能とエクソソームの光依存的分泌制御（増加と減少）を明確にすることにより、エクソソー

図 1：パラピノプシン（LamPP）の光反
応とアセチルコリンの分泌及び行動制
御、行動（Koyanagi ら  PNAS 119, 
e2204341119より改変 



ムの分泌を制御する光遺伝学ツールを開発できることが示唆された。 
 
（b）センチュウにおける神経伝達物質
アセチルコリンの光制御 
（Koyanagi et al.,  PNAS 119, 
e2204341119） 
 パラピノプシンを運動ニューロンに
遺伝子導入したセンチュウにパラピノ
プシンの発色団デアあるレチナール（ビ
タミンAの一種）を餌として与えたのち、
まず紫光で照射し、続いて緑色光で照射
した。紫光照射により、暗中で運動して
いたセンチュウは、コイル状に丸まり運
動を停止した（図 2左と中央）。これは、
運動ニューロンにおいて、パラピノプシ
ンが光依存的に Go 型 G タンパク質の活
性化を介して、アセチルコリンの分泌を異
常化（抑制）するためと考えられた。続い
て、緑色光を照射したところ、コイル状に
丸まっていたセンチュウは元の状態に戻
り運動を再開した（図 2右）。このことは、
緑色光照射により、活性化（ON）状態だっ
たパラピノプシンが不活性（OFF）状態に変
化し、アセチルコリンの分泌が正常に戻っ
た（再開された）ことが示唆された。すな
わち、パラピノプシンを紫光/緑色光照射
により ON/OFF するシステムは、優れた神
経伝達物質操作方法となりえることが示
された。 
さらに興味深いことに、短時間の紫色照
射の効果が１時間程度持続することを見出した。すなわち、パラピノプシンの光操作は、「暗中」
でも継続可であり、新規の光操作方法として注目された（図 3）。 
   
 

図 2：光照射によるセンチュウの行動変化 暗中
で正常に行動していたセンチュウ（左）は、紫色
照射でコイル状に丸まり運動を停止する（中央）。
緑色光照射により元の形状に戻り運動を再開し
た（右）。 

図 3 パラピノプシンを遺伝子導入したセン
チュウの活動量変化 UV光刺激後、暗中で
60分以上の持続した行動停止を示し、緑色
照射で運動再開。レチナール添加：なし
（黒）、11シス型（マゼンタ）、全トランス
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