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研究成果の概要（和文）：光受容タンパク質を神経細胞に導入し、その細胞の興奮を光により人為的に操作する光遺伝
学的な技術が注目されている。光再生能を持つ３種類のロドプシン類が光遺伝学的な利用に適していることが、培養細
胞を用いた実験により明らかになった。特に、ハマダラカのエンセファロプシン（Opn3）は、体内に広く存在する13シ
ス型レチナールを結合できることを見出し、その性質が光遺伝学的な利用に極めて有効であることを発見した。ハマダ
ラカエンセファロプシンは、細胞内cAMP濃度を減少させるが、その変異体を作成することにより、光依存的にcAMPの上
昇やカルシウム濃度変化を引き起こすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Optogenetics is a technology that can control neural activity by light. 
Optogenetic potentials of three kinds of animal rhodopsins having the photoregeneration ability were 
investigated in the cultured cells. The results indicated that the rhodopsins having the 
photoregeneration ability were suitable for optogenetic tools. In addition, we found that mosquito Opn3 
bound to 13-cis-retinal, which is ubiquitously present in animal bodies. The experimental data showed 
that the 13-cis-retinal binding ability and photoregeneration ability contributed to optogenetic 
application of mosquito Opn3.

研究分野：動物生理・行動
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１．研究開始当初の背景 
 近年、光受容タンパク質を神経細胞に導入
し、その細胞の興奮を光により人為的に操作
する光遺伝学的な技術が注目されている。細
菌由来のイオンチャネル型の光受容タンパ
ク質（チャネルロドプシン）は、全身に存在
するレチナール（普遍型レチナール、全トラ
ンス型や 13シス型）を発色団として結合し、
光反応した後に元の状態に戻る性質を持つ
ことから、光遺伝学的ツールとして良く利用
されている。動物の Gタンパク質と共役する
受容体タイプ（GPCR型）の光受容タンパク
質（ロドプシン類）は、GPCRが関わる機能
の光による人為操作を可能とする光遺伝学
的ツールとして期待されている。しかし、こ
れまで用いられて来た脊椎動物の視物質（視
覚ロドプシン）は、目で特別に生成する特殊
なレチナール（11シス型）を発色団として結
合し、一度光を吸収すると分解することから
再利用されないため、光遺伝学への利用には
制限があると考えられて来た（図１）。近年、
申請者は、Gs型 Gタンパク質（Gs）を介し
て cAMP濃度を上昇させるロドプシン類（ア
ンドンクラゲ由来）、Gi/Go を介して cAMP
濃度を減少させるロドプシン類（脊椎動物松
果体由来）等を見出した。さらに、これらの
ロドプシン類の中には、全身に存在する普遍
型レチナールを結合し、光再生能を有するも
のがあることも発見した。すなわち、申請者
が発見したこれらのロドプシン類は、従来用
いられて来た脊椎動物の視物質がもつ光遺
伝学への利用の問題点を克服する可能性が
あると考えられた。 

 
２．研究の目的 
これらの光再生型の動物のロドプシン類を
光遺伝学的技術のツールとできれば、単に細
胞の興奮を引き起こすだけでなく、目的とす
る GPCR の機能を模倣してさらに詳細な細
胞機能の光による人為的操作が可能である
と考えられる。そこで、全身に存在する発色

団を結合できるのか、再利用可能なロドプシ
ン類であるか等の分子特性を解析し、光遺伝
学ツールに適しているロドプシン類を選別
することを目的とした。さらに、それらの野
生型および変異体が実際に光遺伝学ツール
として有用であることを示すことを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
(1)ハマダラカ Opn3（Gi/Go 共役）の分子特
性を明らかにするために、ハマダラカ Opn3
を培養細胞で発現し、発色団レチナールを加
えたのち、精製し、分光光度計を用いて光反
応を解析した。また、結合できる発色団が特
殊型（11 シス型）のみであるのか、普遍型（全
トランス型等）も結合できるのかを明らかに
するために、高速液体クロマトグラフィーを
用いて発色団の異性体型を解析した。 
(2)ハマダラカ Opn3、松果体の光受容タンパ
ク質パラピノプシン（Gi/Go 共役）、アンドン
クラゲロドプシン（Gs 共役）を培養細胞に遺
伝子導入し、異なる波長の光を照射し、細胞
内 cAMP の実時間変化を定量的に測定した。
細胞内 cAMP 濃度は、cAMP 感受性のルシフェ
ラーゼ（GloSensor, Invitrogen）をロドプ

図２ ハマダラカ Opn3 の光反応 

図３ 13シス型レチナールと11シス
型レチナールを結合したハマダラ
カ Opn3 の吸収スペクトル 
 

図 1 ロドプシン類の性質の
比較 



シン類と共発現させ、光照射に依存した発光
強度の実時間測定により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ハマダラカ Opn3 の分子特性 
発色団として 11 シス型レチナールを結合し
たハマダラカ Opn3 は、吸収極大がおよそ
500nm にあり、光照射すると安定な光産物を
生じた（図２）。この光産物が再び光を吸収
するともとの状態に戻った。すなわち、ハマ
ダラカ Opn3 は光再生型であることが明らか
になった。また、ハマダラカ Opn3 は、13 シ
ス型レチナールを発色団として結合できる
ことを発見した（図３）。これまで、13 シス
型レチナールを結合できる動物ロドプシン
は知られていなかったので、注目される発見
と言える。13シス型は全トランス型レチナー
ルと熱的な平衡関係にある。すなわち、普遍
的なレチナールである全トランス型が存在
すると必ずその一部は 13 シス型レチナール
として存在することになる。したがって、13
シス型レチナールは、全身どこにでも存在す
るので、ハマダラカ Opn3 は、全身のどのよ
うな組織においても機能できると考えられ
る。 
 
(2)光遺伝学的利用の有用性 
11 シス型レチナールを添加した場合、アンド
ンクラゲロドプシンを発現している培養細

胞では、緑色光照射により細胞内 cAMP 濃度
が増加した。一方、ハマダラカ Opn3 を発現
している培養細胞を緑色光照射した場合お
よびパラピノプシンを発現している培養細
胞を紫外光照射した場合については、細胞内
cAMP の減少が起こった（図４）。パラピノプ
シンについては、紫外光照射に続いて、光再
生を起こさせる緑色光を照射すると、cAMP が
元のレベルに素早く回復することを見出し
た。この性質は、光の「色」により細胞内の
状態をコントロールできる可能性を示唆し
ており、光遺伝学のツールとして、優れた分
子特性であると考えられた。 

 一方、ハマダラカ Opn3 の 13 シス型レチナ
ールの結合能の光遺伝学における有用性を
確認するために、図４と同様にハマダラカ
Opn3 を培養細胞で発現させ、レチナールの添
加なしに、光依存的な cAMP 濃度変化を調べ
た。すなわち、血清を含む培地中の培養細胞
で発現している Opn3 が、血清（血液）に含
まれるレチナール（一般には全トランス型と
13 シス型）を結合して機能できるかを調べた。 
その結果、図５に示すように、光再生能がな
く特別な 11 シス型レチナールしか結合でき
ないウシロドプシン（緑）では、光照射によ
り cAMP の変化は起こらないが、ハマダラカ
Opn3（赤）では、光照射に伴い明らかな cAMP
変化が起こることを見出した。このことは、
普遍型である 13 シス型レチナールの結合能
と光再生能を持ち合わせたハマダラカ Opn3
がどの細胞においても、血液中のレチナール
を結合し、機能できることを示している。す
なわち、ハマダラカ Opn3 は、光遺伝学的な
ツールとして有用であることが明らかとな
った。また、ハマダラカ Opn3 の G タンパク
質相互作用部位を様々なロドプシン類のも
のと交換することにより、細胞内 cAMP 濃度
を上昇させたり、細胞内カルシウム濃度を上
昇させたりできることも、同様の測定により
確かめた。このハマダラカ Opn3 を導入した
ゼブラフィッシュ変異体やマウス変異体を

図 5 ハマダラカ Opn3 あるいはウシロドプシ
ンを発現している培養細胞の光依存的な細
胞内 cAMP 濃度変化。図中の-20 分でフォルス
コリンを加え、cAMP 濃度を上昇させている。 

 

図４ アンドンクラゲロドプシンとハマダラ
カ Opn3 を発現している培養細胞の光依存的
な細胞内 cAMP 濃度変化。図中の矢印でフォ
ルスコリンを加え、cAMP 濃度を上昇させてい
る。 

 



作製することにより、ハマダラカ Opn3 の光
遺伝学ツールとして有用性をさらに示せる
と考えられる。 
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