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研究成果の概要（和文）：チャネルロドプシン-2(ChR2)の97番目のグルタミン酸残基は，種々のChRにおいて広く保存
されており，静電的な相互作用により陽イオンの透過を促進していることが示唆されている。しかしMChR1では，その
部分に相当するアミノ酸残基がアラニンに置換している。この意義について，MChR1の構造-機能解析，Gd(3+)によるチ
ャネルブロックなどの研究から，MChR1のチャネルポア構造はChR2のものとは異なっていることが示唆された。
また，光駆動Na(+)ポンプの哺乳類細胞での発現最適化と光による培養ニューロン活動の抑制にも成功した。これらは
次世代オプトジェネティクスツールとしての活用が期待される。

研究成果の概要（英文）：The five glutamate residues in the second transmembrane helix of 
channelrhodopsin-2 (ChR2) are conserved among various ChRs. One of them, E97, interacts with cations to 
facilitate their permeation and is also a primary binding site for Gd(3+). However, the counterpart of 
MChR1 is alanine. We investigated the ion flux and the Gd(3+)-dependent channel block of MChR1. We found 
that the high-affinity binding site for Gd(3+) was absent, but was dependent on the negativity. The ion 
flux was markedly interfered with a negative charge at the position. Based on these findings, it is 
suggested that the channel pore of MChR1 is differently organized from that of ChR2.
Krokinobacter rhodopsin 2 (KR2) is a light-driven Na(+) pump. We introduced a codon-optimized KR2 fused 
with eYFP and membrane trafficking signals into cultured cortical neurons. The generation of action 
potential was completely blocked while KR2 activation with green light. KR2 would be useful as a 
next-generation optogenetic tool.

研究分野： 分子・細胞神経生物学

キーワード： オプトジェネティクス　チャネルロドプシン　光遺伝学　微生物型ロドプシン　ナトリウムイオン
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１．研究開始当初の背景 
	 本研究代表者らは，緑藻類の一種クラミド
モナス(Chlamydomomas	reinhardtii)の光走
性に関わる光感受性イオンチャネル・チャネ
ルロドプシン-2(ChR2)に着目して，世界に先
駆けて ChR2 をニューロンの光刺激に応用し
た。この技術は現在ではオプトジェネティク
ス（光遺伝学）と呼ばれ，ChR2 のみならず種々
の微生物型ロドプシンを用いることで，in	
vivo 神経回路において遺伝学的に同定され
るニューロンや，in	vitro において顕微鏡下
に同定されるニューロンの膜電位を光で自
在に操作できるようになった。例えば，ChR2
は青色光の吸収により，H+,	Na+,	K+,	Ca2+な
どの陽イオンを透過させる光感受性陽イオ
ンチャネルとして機能する。ChR2 発現ニュー
ロンを青色光で刺激すると，閾値を超える膜
の脱分極を引き起こし，活動電位を発生させ
る事ができる。これに対して，高度好塩細菌
由来のハロロドプシン(NpHR)は光エネルギ
ーを用いて細胞外の Cl-を細胞内へ取り込む
光駆動 Cl-ポンプとして，アーキアロドプシ
ン(ArchT)は光エネルギーを用いて，細胞内
のH+を細胞外に排出する光駆動プロトンポン
プとして機能する。このため，NpHR や ArchT
を発現させたニューロンでは，黄色光による
刺激により膜の過分極が起こり，ニューロン
の発火（興奮）が抑制される。現在のオプト
ジェネティクスにおいて最もよく使われて
いる微生物型ロドプシンは，ChR2，NpHR，
ArchT であるが，これらの微生物型ロドプシ
ンによるイオン輸送には以下の問題が残さ
れている。	
（1）光刺激による細胞の応答が，微生物型
ロドプシンの活性化による直接的なイオン
流入により引き起こされた現象なのか，それ
とも膜電位等の変化に伴う電位依存性イオ
ンチャネルの活性化を介した間接的な反応
なのかが区別できない。このことは，生体機
能メカニズムを解析していく上で大きな問
題となる。	
（2）光駆動イオンポンプは，1個の光子の吸
収により 1個のイオンを輸送する。そのため
効果的な膜電位制御を実現させるためには,
光駆動イオンポンプ分子を細胞膜上に効率
よく高密度に発現させる必要がある。古細菌
や緑藻などの微生物に由来する 7回膜貫通タ
ンパク質を哺乳類細胞に効果的かつ効率よ
く発現させるためには，発現タンパク質の構
造の最適化が必須である。	
（3）光駆動 Cl-ポンプ(NpHR)の場合，光刺激
により細胞内 Cl-濃度の増加による過分極と
それによるニューロンの興奮抑制が起こる
が，光刺激終了時に使用目的に反して脱分極
とそれに伴うニューロンの発火を引き起こ
す。	
（4）光駆動プロトンポンプ(ArchT)を用いる
と，細胞内外の pH変化が引き起こされるが，
これが予期せぬ pH 依存的な細胞内反応を引
き起こすことが指摘されており，生体機能メ

カニズムの解析において問題となる。	
	 チャネルロドプシンは単一の分子で光受
容とイオンチャネルの機能を合わせ持つ特
異な一分子光電変換分子であるが，そのイオ
ン透過や透過イオン選択性を制御している
構造基盤は明らかになっていない。詳細な構
造-機能解析により，イオン透過や透過イオ
ン選択性を制御している構造基盤を解明し，
イオン透過性や透過イオン選択性に優れた
次世代チャネルロドプシンの開発とツール
としての最適化，そしてオプトジェネティク
スへの利用・応用が強く求められていた。	
	
２．研究の目的 
	 チャネルロドプシンは，単一の分子で光受
容と陽イオンチャネルの機能を合わせ持つ
特異な一分子光電変換分子である。しかし，
イオン透過性や透過イオン選択性を制御し
ているメカニズムは未だに未解決の問題で
ある。本研究では，チャネルロドプシンに特
有のモチーフである第２膜貫通ヘリックス
にある５つのグルタミン酸残基の機能を中
心に，詳細な構造-機能解析を行い，チャネル
ロドプシンのイオン透過や透過イオン選択
性の構造的基盤を明らかにする。また，この
成果を基にして，イオン透過性や透過イオン
選択性において多様なチャネルロドプシン
を創出して，オプトジェネティクスに応用す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）チャネルロドプシンのイオン透過・透
過イオン選択性の構造的基盤の解明	
	 機能の異なる各種微生物型ロドプシンの
アミノ酸配列を比較すると，第 2膜貫通ヘリ
ックス(TM2)ドメインにおいて，チャネルロ
ドプシン類にのみ共通して認められる特徴
的な配列が認められた。ChR2 の 82 番目，83
番目，90 番目，97 番目，101 番目のグルタミ
ン酸残基（以下，それぞれE82,	E83,	E90,	E97,	
E101 と略記する）に相当する 5つのグルタミ
ン酸残基は ChR1 やボルボックス(Volvox	
carteri)由来の VChR1,	VChR2 など多くの微
生物に由来する ChR で広く共通に認められる。
しかし，メソスティグマ藻(Mesostigma	
viride)由来のMChR1では，ChR2のE83とE101
に相当するアミノ酸残基がそれぞれバリン
とアラニンに置き換わっており，MChR1 のイ
オン透過や透過イオン選択性の構造的基盤
が ChR2 のものと違っている可能性があった。
そこでこれらのグルタミン酸残基に注目し
て，様々なアミノ酸置換を導入した点変異体
を作製し，それらの光電流特性の解析，ガド
リニウムイオン（Gd3+）によるチャネルのブ
ロック効果の検討などを行い，両者に共通す
るあるいは両者で異なるイオン透過メカニ
ズムや透過イオン選択メカニズムの構造基
盤を明らかにする。	
（2）イオン透過性・透過イオン選択性にお
いて多様なチャネルロドプシンの創出とツ



 

 

ールとしての最適化	
	 チャネルロドプシンの構造-機能解析にお
いて作出した点変異体やキメラ分子，あるい
は新種の微生物型ロドプシンなどの光電流
特性において，既知のものとは異なる特性を
有するロドプシン分子が得られた際には，そ
れら分子に哺乳類細胞における発現効率の
改善を目的とした種々の改変（N 末端部シグ
ナルペプチド様配列の最適化，種々の膜移行
シグナル配列の付加など）を加える事で，ツ
ールとしての最適化を図り，オプトジェネテ
ィクスに応用する。	
	
４．研究成果	
（1）ChR2 のイオン透過・透過イオン選択性
において重要な役割を果たしていると考え
られる TM2 ドメインの 5つのグルタミン酸残
基の機能に関して，MChR1 では ChR2 の E97 に
相当するアミノ酸残基がアラニン(A)に置き
換わっている。その意義について，MChR1 の
このアラニン残基に対して A→E（グルタミン
酸），A→D（アスパラギン酸），A→Q（グルタ
ミン），A→R（アルギニン）といった一アミ
ノ酸残基変異体を作製して，その光電流応答
と Gd3＋によるチャネルブロック効果の定量
解析を行なった。ChR2 では，E97 に対して E
→A，E→Q，E→R 変異を導入すると，その光
電流は有意に減弱する。また，Gd3+によるチ
ャネルブロック効果もこれらの変異導入に
よって有意に減少した。これらのことから，
ChR2 の E97 はチャネルポア（孔）を形成して
いるアミノ酸残基のひとつで，チャネルを透
過する陽イオンと静電的に相互作用するこ
とでイオンの透過が促進されることが示唆
された。一方，MChR1 では，ChR2 の E97 に相
当するアミノ酸残基が A になっており，Gd3+

によるチャネルブロック効果も大きく減少
していた(Gd3+の高親和性結合部位が消失し
ていた)が，この部分のアミノ酸残基を Eや D
に置換すると，ChR2 と同程度のブロック効果
が現れた（Gd3+の高親和性結合部位が出現し
た）。しかし，ChR2 とは違って，MChR1 の A
→E，A→D 変異体の光電流は，置換前のもの
と比べて有意に減弱する。これらの結果から，
MChR1のチャネルポアの構造はChR2のものと
は異なっていることが示唆された。おそらく，
ポアの大きさが MChR1 の方が ChR2 より大き
く，透過イオンとその透過性が変化している
ことが予想されたが，この点については更な
る追加検討が必要である。	
	 この研究では，野生型の MChR1 と比べて約
10 倍も大きな光電流が生じる改変体の作製
にも成功した。この改変体では，吸収波長特
性，光電流の脱感作の大きさ，光電流の立ち
上り(τon)，立ち下がり(τoff)の時定数，逆転電
位といった特性において，野生型の MChR1 と
比べて有意な変化はなく，光電流の大きさの
みが有意に増大していた。MChR1 のチャネル
特性には影響を与えず，細胞膜表面への発現
効率の改善により大きな光電流が得られる

この改変体は，MChR1 のイオン透過・透過イ
オン選択性の構造基盤研究において非常に
有用なツールであるとともに，オプトジェネ
ティクスツールとしての活用も大いに期待
できる。	
（2）2013 年に海洋細菌の一種 Krokinobacter	
eikastus から単離同定された新種の微生物
型ロドプシン・KR2 は，光エネルギーを利用
して，細胞内のナトリウムイオンを細胞外へ
濃度勾配に逆らって輸送する光駆動ナトリ
ウムイオンポンプ(NaR)として機能する。ヒ
トコドンに最適化した KR2 遺伝子に細胞膜移
行シグナル，黄色蛍光タンパク質(EYFP)，小
胞体輸出シグナル等の配列を付加した発現
コンストラクトをラット大脳皮質培養ニュ
ーロンに発現させたのち，電流注入により繰
り返し発火を誘発させたニューロンに緑色
光を照射すると，その光照射の間，持続的か
つ効果的に発火を抑制した。この研究成果に
より，KR2 が新たな過分極型（抑制型）オプ
トジェネティクスツールの選択肢のひとつ
になることを明らかにした。NaR の構造-機能
解析とツールとしての更なる最適化を目的
として，塩湖細菌由来の NaR と KR2 とのキメ
ラ分子の作製とその機能解析を行った。培養
哺乳類細胞における細胞膜発現効率が KR2 よ
りも優れ，また，KR2 とは異なる膜電位依存
的な光電流特性を示すキメラ分子の作出に
成功した。NaR は電位依存性ナトリウムチャ
ネル等を介したナトリウムイオンの細胞内
流入と拮抗することで，膜電位が発火の閾値
を超えることを抑制していると考えられる。
KR2 やこれらの改変体は，過分極型オプトジ
ェネティクスツールとして現在主流の NpHR
や ArchT で見られる幾つかの副作用の問題を
解消する新たなツールになり得る可能性が
期待される。現在，その機能評価に向けた培
養ニューロンを用いた実験が進行中である。	
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