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研究成果の概要（和文）： 
 
光を感じるタンパク質がはたらく代表的な器官はヒトの眼である。眼の中には光の色を識別で
きるロドプシンと呼ばれるセンサータンパク質がある。一方、一部の微生物にもヒトにそっく
りなロドプシンが発見され、眼とは異なる機能（光でイオンを運ぶ）に注目されており、世界
中でロドプシンの立体構造や分子機能の研究が盛んである。この研究では、微生物ロドプシン
の光応答機能をさらにアップし、神経細胞の「光治療」に応用するために必要な改良型ロドプ
シンを作る研究成果がようやくまとまってきた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Human eye has a light-sensitive membrane protein. This sensor protein called rhodopsin 
that can identify the color of the light. Contrary, a rhodopsin-like proteins were found 
in some microorganisms, which have a light-driven ion transport (membrane potential) 
features different from the eyes. In this study, in order to improve the light-driven 
ion transport of microbial rhodopsin, the modified rhodopsins were prepared and visible 
absorption spectra in equilibrium and transient states, and the trimeric structure of 
modified rhodopsins were investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳の神経回路研究は、ニューロン細胞情報
処理機能を知ることだけでなく、新しいバイ
オコンピューターやロボットを作る工学的
機能応用、精神神経疾患治療など、いずれも
社会的ニーズの高い分野として注目されて
おり、多様な分野への展開が期待されている。
神経回路研究の新しい潮流としてオプトジ

ェネティクス（光遺伝学）による全く新しい
手法が 2007 年に発表された。 
 光誘起膜電位発生膜タンパク質ハロロド
プシン（HR, イオン輸送体）などを細胞種選
択的に発現する技術で、青色や黄色の光波長
応答を使い分けることで、ミリ秒オーダーの
正確さで特定のニューロンを選択的に活性
化したり抑制したりすることができる。これ
まで神経科学で用いられてきた電極による
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電気刺激や薬物による活性化・不活性化法の
非選択的な問題点を克服する革命的な手法
であると期待されていた。 
 我々は 2002 年頃からハロロドプシン
(NpHR)とその類縁体の変異体基礎実験から
光駆動 Cl-ポンプ機構解明および構造生物学
的研究成果をさきがけて発表してきた。我々
の知見から、オプトジェネティクス新手法の
萌芽的研究として、2 つの課題：脳細胞組織
深部への光刺激効率の向上と、ハロロドプシ
ン３量体安定化と機能変調を解明すること
が必要であると予測された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、(1)脳細胞組織深部への光刺
激効率の向上に向けたハロロドプシン NpHR
変異体の極大吸収波長(λmax)の系統的解析、
さらに(2)ハロロドプシン３量体安定化と機
能変調を解明することを目的とした。系統的
な変異体作製で得られた HR 試料の分光学的
特性と光誘起膜電位活性を観測し、オプトジ
ェネティクス法に最適な高感度ハロロドプ
シンのデザインを提案する。 
 
３．研究の方法 
 
 細胞組織深部への
光刺激効率を上げる
ため、極大吸収波長
がより赤色方向シフ
トした高感度ハロロ
ドプシンの変異体を
系統的な実験からデ
ザインする。このた
め、平成 23 年度はハ
ロロドプシン変異体
について、極大吸収
波長の系統的解析を
実施した。平成２４
年度は、静的構造安
定性評価と構造ダイ
ナミクス解析を実施
した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ハロロドプシン NpHR 変異体の極大吸収
波長(λmax)の系統的解析 
 2 種類のハロロドプシン NpHR, HsHR のアラ
インメント相同性比較および NpHR, HsHR 結
晶構造座標データから、HR 機能に重要な残基
を推定した。この構造科学的予測から NpHR
変異体（25 アミノ酸残基点変異, 2 ループ領
域の部分削除体）を大腸菌発現系により作製
した。機能型タンパク質として得られる試料
について、可視光波長領域の吸収スペクトル

観測を行い、吸収極大波長 λmax の変化を解
析することができた。特にループ領域の変異
体試料データの系統的解析によって、λmax
シフトが反転する異常シフトを発見した。 
 
(2) HR 変異体の静的構造安定性評価 
 実験(1)で得られた試料から λmax シフト
を示す候補について Cl 解離定数の決定、可
視 CD 測定による３量体形成能の測定、退色
速度から構造安定性実験を実施した。特にル
ープ領域の系統的部分削除体のλmaxシフト
が反転する異常シフトは、ループ長の構造安
定性とも強い相関があることが解明された。
さらに本研究で作製された試料についてフ
ラッシュフォトリシスによる可視光レーザ
ーパルスによる過渡的吸収変化のフォトア
クティビティ解明し、静的構造安定性との関
係解明が課題として絞り込まれた。 
 
(3)計画を超えた成果と課題 
 古細菌由来の天然型 HR（可視吸収極大吸収
波長が 578nm）の系統的な変異体の作製によ
り、極大吸収波長シフトに効果がある特定ア
ミノ酸残基を特定し、最大 10nm のシフトが
起こることが発見された。本研究では７回膜
貫通ヘリックスのループ領域をターゲット
としたが、他の領域をさらに検討することで、
波長シフト幅やシフト方向を最適化する研
究が今後重要である。 
 一方、HR 分子同士には３量体形成能があり、
この４次構造形成によって HR 分子の構造安
定化や光誘起反応への機能変調のオリジン
研究展開が期待できた。そのためシアノバク
テリア Gloeobacter のロドプシンを対照区と
し、古細菌 HR の３量体形成能とは異なるリ
バーストリマーを新規に証明した。以上の成
果は学術論文および海外国際会議で発表し、
今後、新規 HR などの解析による高感度化に
向けたさらなる研究展開が期待できた。 
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