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研究成果の概要（和文）：ロドプシンは、レチナールを発色団とする7回膜貫通型光受容タンパク質であり、多
様な分子特性（例：吸収波長、光反応性）と分子機能（例：Gタンパク質共役型受容体、イオンポンプ、イオン
チャネル）を示す。ロドプシン分子は、動物細胞や個体の生理機能を光で操作する技術「オプトジェネティクス
（光遺伝学）」のツールとして注目されている。本研究では、後生動物や微生物が持つ多様なロドプシン分子の
解析を行い、その分子の作動原理の理解に成功した。さらには、動物細胞や個体へと適用することで、生命現象
を光で操作できる新規ツールの開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Rhodopsin is a family of photoreceptive seven-transmembrane proteins 
containing retinal as a chromophore. They show a variety of photochemical properties (e.g., spectral
 sensitivity and photoreaction) and molecular functions (e.g., G protein coupled receptors, ion 
pumps and ion channels). Recently, rhodopsins are utilized as fundamental tools in optogenetics that
 can control the biological phenomena by light in living cells and oraganisms. In this research, we 
analyzed the photochemical properties and molecular functions of new rhodopsins from metazoan and 
microorganisms and to understand their functional mechanisms. Furthermore, we applied new and 
classical rhodopsins into several cell lines and animals to establish new optogenetics tools.

研究分野： 生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ロドプシンは、光で生物個体や細胞の機能を制御する技術・オプトジェネティクスのツールとして生命科
学分野で注目されている。本研究課題では、生物界に存在する多様なロドプシン分子の解析により、新しい分子
（例：青色光感受性アニオンチャネル、可視光感受性Gq活性型ロドプシン、高効率性Naポンプ）を見出し、オプ
トジェネティクスを支える分子基盤の拡張に成功した。さらに、新しいオプトジェネティクス（例：薬物誘導性
膜電位変化観察、細胞死の制御）の開発にも成功した。これらの成果により、様々な生命機能を制御できる光操
作技術が進歩し、生命科学分野の発展につながると期待できる。

※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 
ロドプシンは、レチナールを発色団とする光受容膜タンパク質であり、イオン輸送体や Gタンパク質共

役型受容体(GPCR)など多様な機能を示すため、生物の光利用を支える基礎的な分子群としてのみな
らず、動物細胞や個体の生理応答を光で操作する技術「オプトジェネティクス（光遺伝学）」のツールとし
て注目されている。例えば、チャネルロドプシン(光駆動性カチオンチャネル)は、神経細胞において光
依存的に脱分極(神経興奮)を誘起できる。一方で、細胞内から細胞外への H+ポンプは過分極(神経抑
制)を誘起できる。このように、主に神経科学の分野でロドプシンの応用研究が進められ、脳神経系の理
解に大きく貢献してきた。一方で、他の生理応答制御への適用例は少ないのが現状である。 
近年のゲノム科学の進展により、万を超えるロドプシンが自然界に存在することが分かってきた。申請

者は研究を開始した 2010 年より、幅広い生物種に由来するロドプシン分子の解析を進め、多様な特性
を示す分子の同定に成功してきた。そのため、『種々のロドプシンが持つ特徴的な分子特性を活用す
れば、多様な生理応答を光で自在に操作できるのではないか』と着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ロドプシンが持つ特徴的な分子特性(=個性)を理解し、その個性を生かした新しい光操作
技術を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請者はこれまで、多様なロドプシン分子を対象に、哺乳類培養細胞や大腸菌を用いたレコンビナ

ントタンパク質の発現・単離精製システム、分光学・生化学・細胞生物学・電気生理学的手法を用いた
分子特性・分子機能の解析システムを構築してきた。さらには、各種動物培養細胞や動物モデル・線虫
を用いた、細胞・個体レベルでのロドプシンの機能解析および生理応答解析技術の開発にも取り組ん
できた。そこで、このような技術を活用して、2 つの項目(1.新規ロドプシンの解析と理解、2.動物細胞・個
体への適用)を実施した。 

(1)新規ロドプシンの解析と理解：新規分子の分子特性の解析を行い、光操作ツールの分子基盤の
拡大を目指した。大腸菌および動物培養細胞にレコンビナントタンパク質を発現させ、生化学・細胞生
物学・電気生理学的手法を用いて機能（例：イオン輸送活性、G タンパク質活性）の解析を行った。さら
に、レコンビナントタンパク質の精製試料または細胞膜試料を用いて、分光学的解析を行い、分子特性
の解析を行った。 

(2)動物細胞・個体への適用：ロドプシンを活用して、動物細胞・個体レベルでの生命現象の光操作を
行った。最初に、外向きポロトンポンプ遺伝子(AR3)に膜局在化シグナルを付加した遺伝子コンストラクト
を作製し、がんモデル細胞(A549) へと発現させた。さらに、線虫の頭部感覚神経に特異的に AR3 を発
現させたトランスジェニック線虫を作製した。そして、これらに光を照射した後、細胞生物学・行動学的手
法を用いて、細胞死の誘導を確認した。また、膜電位センサー型ロドプシン遺伝子に膜局在化シグナ
ルを付加した遺伝子コンストラクトを作製し、様々な哺乳類培養細胞(HEK293, PC12, P19CL6)へと発現
させた。そして、蛍光観察システムを用いて、ロドプシンに由来する蛍光を観察した。 
 
４．研究成果 

(1)新規ロドプシンの解析と理解：様々な新規分子の解析を行い、その分子特性の解明に成功した。
以下に具体的な成果（①～④）を述べる。 
①渦鞭毛藻由来のロドプシンの機能解析：渦鞭毛藻 Oxyrrhis marina 由来のロドプシン(OmR2 と命

名) を対象に分子系統学的解析を行ったところ、既存の真核生物プロトンポンプ型ロドプシンと比較し
て、系統的に特有なファミリーを形成することがわかった。そこで、OmR2 のレコンビナントタンパク質を
用いて、分光学的・生化学的・電気生理学的解析を行った。その結果、OmR2 が外向きのプロトンポン
プ機能を持つことを示し、そのイオン輸送機構を提唱することができた。また、OmR2 は動物培養細胞に
おいて、既存の光操作ツールである外向きプロトンポンプロドプシンと同程度の電流変化(100 pA 程度)
を誘起できたことから、新しい光遺伝学ツールとしても有用であると考えられた【図１】。(Kikuchi et al., 
2021 Sci. Rep. 11, 14765.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
【図１】OmR2 の外向きプロトン輸送メカニズム(左図)。OmR2 は緑色光を吸収した後、各種光反応中間
体（K、M、O 中間体）を経て元の状態に戻るサイクル反応を示す。その過程で、プロトンを取り込み・放
出し、外向きプロトンポンプ能を発揮する。サイクル図の真ん中には、精製した試料の写真を示した。
OmR2 の光誘起電流(右図)。OmR2 を動物培養細胞に発現させ、緑色光を照射すると、外向き電流が
誘起される。 
 
②高効率性 Na+ポンプロドプシンの同定と機能解析：好熱性細菌由来の Na+ポンプロドプシン様分子

(BeNaR と命名)を対象に、分光学的・生化学的解析を行った。その結果、BeNaR は外向きの Na+ポンプ
ロドプシンとして機能することが分かった。さらに、定量的な解析を行ったところ、既存の Na+ポンプロドプ
シン（KR2）よりも活性が 2.5 倍大きいことが分かった。すなわち、BeNaR は極めて高い Na+輸送能を持
つことが示された。BeNaR は、細胞内外の Na+濃度を光制御する光遺伝学ツールとして、高い有用性を
持つと考えられた【図２】。(Kurihara et al., 2023 Chem. Pharm. Bull. 71, 154-164.) 

【図２】BeNaR の外向き Na+輸送活性。BeNaR と既存の Na+ポンプ（KR2）の輸送活性の比較を示した。 
 
③深海エビ由来ロドプシンの機能解析：深海エビ由来のロドプシン分子 6 種を対象に、細胞生物学

的・分光学的解析を行った。その結果、6 種類すべてが可視光感受性分子として働くことが分かった。
そして、4 種は Gq 共役型 GPCR および 1 種は Gi 共役型 GPCR として機能することが分かった。その
中でも、3 種（Rh2, Rh3, Rh5 と命名）の Gq 活性化効率は、既存の光操作ツールである hOpn4 の 1/2
倍程度と高く、これら分子は新しい光遺伝学ツールとしても有用であると考えられた【図３】。 
【図３】深海エビロドプシンの Gq 活性化能。深海エビが持つロドプシン 6 種類（Rh1、Rh2、Rh3、Rh4、
Rh5、Rh6）を哺乳類培養細胞に発現させ、Gq活性化効率を調べた結果を示した。Mockはロドプシンを
発現させていない細胞の結果を示す。 
 
④単細胞藻類ロドプシンの機能解析：単細胞藻類 Vitrella brassicaformis 由来のロドプシン分子

（VbACR2 と命名）を対象に分子系統学的解析を行ったところ、既存のチャネル型ロドプシンと比較して、
系統的に特有なファミリーを形成することがわかった。そこで、VbACR2 のレコンビナントタンパク質を用
いて電気生理学的・分光学的解析を行ったところ、青色感受性のアニオンチャネルとして働くことが分
かった。VbACR2 は、既存のアニオンチャネルロドプシンの中でも、最も短波長側の光を吸収する分子

であるため、新しい青色感受性の神経抑制ツールとしても有用であると考えられた【図４】。(Kojima et al., 
2023 Sci. Rep. 13, 6974.) 
【図４】VbACR2 の吸収スペクトル(左図)。440 nmに吸収極大を示し、青色光感受性分子であることが分
かる。VbACR2 の電流-電圧曲線（IV カーブ）（右図）。細胞内に高濃度の Cl-が含まれる条件で、細胞
外 Cl-濃度を変化（高濃度 or 低濃度）させ、電流と電圧の関係性を調べた。細胞外の Cl-濃度を大きく
低下させると、外向き電流が減衰したことから、VbACR2 は Cl-を選択的に受動輸送することが分かった。 

 



 
(2) 動物細胞・個体への適用：ロドプシンを活用して、動物細胞・個体レベルでの生命現象の光操作

を行った。以下に具体的な成果（①～②）を述べる。 
①細胞死の光操作法の開発：外向きのプロトンポンプ型ロドプシン(AR3)をがんモデル細胞(A549 細

胞)に発現させ、細胞内のアルカリ化を光誘導することで、アポトーシスを光誘導することに成功した。さ
らには、線虫の頭部感覚神経に AR3 を発現させ、光を照射することで、頭部感覚神経を選択的に細胞
死させることにも成功した。以上の結果より、動物細胞・個体レベルで細胞死を光誘導できる新技術の
開発に成功した【図５】。(Nakao et al., 2022 J. Am. Chem. Soc. 144, 3771-3775.) 

【図５】細胞死の光誘導（左図）。ロドプシン発現 A549細胞のアポトーシスマーカー(アネキシン V)と細胞
死マーカー(PI)の検出。線虫における細胞死の光誘導（右図）。頭部感覚神経を細胞死させることで、
頭部感覚神経が担う生理機能（化学物質への応答反応）が著しく低下した。 

 
②長時間スケールの膜電位イメージング技術の開発：既存の膜電位センサー型ロドプシンは、高強

度のレーザー光源を励起光として用いることで、高い時間分解能で膜電位イメージングに利用されてき
た。一方で、レーザー光源の高い光強度に由来する悪影響（例：光毒性、蛍光褪色率の高さ）などの問
題により、長時間（秒～分）スケールの膜電位イメージングには適用されていなかった。そこで、低強度
の LED 光源と高感度蛍光検出システムを組み合わせた蛍光顕微鏡システムを開発することで、細胞の
光毒性および蛍光褪色を抑えつつ、長時間スケールで膜電位変化をトレースできる新しい蛍光観察シ
ステムの構築に成功した。これにより、分のスケールで生じる、薬剤応答性の細胞膜電位変化をリアルタ
イムにイメージングすることが可能となった【図６】。(Kawanishi et al., 2023 ACS Omega 8, 4826-4834.) 

 

【図６】薬物誘導性の膜電位変化のリアルタイムイメージング。膜電位センサー型ロドプシンを発現させ
た哺乳類培養細胞にアセチルコリンを添加し、ロドプシンの蛍光を観察することで、膜電位の上昇をモ
ニタリングした。 
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