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研究成果の概要（和文）：　近年、チャンネルロドプシン（ChR）を脳のニューロンに発現させ、ニューロンを
光で操作する技術が開発されてオプトジェネティクスと呼ばれ、従来の青色光および緑色光よりより長波長光で
応答する新規モデルの創製が求められている。
　そこで、発色団を基盤として、塩基部分、側鎖およびシクロヘキセン環状に二重結合を導入した化合物を種々
合成した。新規合成した発色団は、タンパク質オプシンとの結合実験をしたところ、すべてがタンパク質中に取
り込まれ新たなChRが生成した。新規ChR のUV-vis吸収スペクトルにおける吸収極大は、いずれも長波長シフト
していることが判明した。

研究成果の概要（英文）： Optogenetics is a powerful new tool, which allows control of neuronal 
activity by light. Channelrhodopsins are light-gated cation channels and have been used for 
optogenetics. In order to construct a new type of channelrhodopsin having the chromophore responding
 to the longer wavelength, we prepared the novel retinal analogs with double bond-elongated at the 
Schiff base, side chain or cyclohexene ring of retinal and 3,4-dehyrdoretinal.All analogs 
synthesized here bound to apo-protein to afford the new channelrhodopsins. Although the red shift 
values of ramuda max were only 10-20 nm, these channelrhodopsins exhibited the half of absorption 
maximum at about 560-580 nm, which were about 50-80 nm red shifted than that of native 
channelrhodopsin.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： チャネルロドプシン　発色団　長い共役系　赤色光　レチナール　ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
近年、チャンネルロドプシン（ChR）を脳

のニューロンに発現させ、ニューロンを光で
操作する技術が開発されてオプトジェネテ
ィクスと呼ばれ、多くの注目を集めている。
オプトジェネティクスは、脳神経の機能解明
と密接にかかわり、記憶における脳の制御や
脳神経変性疾患、精神神経疾患の発病メカニ
ズムの解明が期待できるなど非常に有用な
研究分野となっている。神経科学において、
他の細胞に影響を与えることなく脳内の特
定の細胞だけを制御することが直面する大
きな課題となっていた。オプトジェネティク
スは、神経細胞をコントロールするために光
を用いているため、従来からある電極を用い
た電気刺激による方法に比較して周りの細
胞への影響が少なくできることから、選択的
な細胞の制御において革命的な方法となっ
ている。 
これまでのオプトジェネティクスには、

ChR1 と ChR2 が用いられるが、これらは青色
光および緑色光にのみ応答するという限界
がある。青色光や緑色光は、組織中の神経細
胞に光が到達しにくく、光に対する応答が小
さくなるという欠点が存在している。 
そこで、今回、光の組織中への到達度なら

びに応答性を高めるために発色団を基盤と
して赤外線などの長波長光による制御がで
きるような新規ChRの活性化モデルを構築す
ることを目的とした研究を企画した。 

 
２．研究の目的 
ChR は、視物質ロドプシンと同様に、発色

団であるレチナールとタンパク質オプシン
から成り立っており、その吸収極大波長は発
色団やオプシンにより異なることが判明し
ている。これまでの研究では、オプシンであ
るタンパク質部分のミューテーションによ
り、発色団との相互作用による長波長光での
制御を模索している例が、活発におこなわれ
ている。しかしながら、現時点では緑色光で
の制御が限界となっている。 
本研究では、この欠点を打破すべく、プロ

トン化シッフ塩基部分あるいは、レチナール
のシクロヘキセン部分の発色団共役系を延
長することにより、長波長光で ChR を制御し
ようとするものである。 
 
３．研究の方法 
長波長光によるChRの制御するため発色団

部分の改変として以下の三種類の方法を計
画した（図１、２）。 
第一の方法は、シッフ塩基のアルキンアミ

ン部への二重結合の導入である。 

           図１ 

第二の方法は、3,4-デヒドロレチナールの
側鎖部分への二重結合を導入することであ
る。 
第三の方法は、レチナールのシクロヘキセ

ン部分を足がかりとして、C3 位あるいは C4
位に共役系を伸ばした化合物へ誘導するこ
とである。 

        図２ 

４．研究成果 
 １）レチナール 1および 3,4-デヒドロレチ
ナール 2 にアリルアミンを反応させたのち、
クラウンエーテル中、tert－ブトキシカリで
異性化させることにより、エナミン型シッフ
塩基へと誘導することができた（図３）。 

        図３ 

まず予備実験として、ChR2 オプシンのリジ
ン残基をグリシンあるいはアラニンに変え
たミュータントを作成し、レチナールとエチ
ルアミンおよびエチルアミンから作成した
シッフ塩基との結合実験を検討したが、いず
れのシッフ塩基もタンパク質中に取り込ま
れないことが判明した。そこで他のオプシン
との結合実験を行うことにした。 
C1C2ChR は 7 回膜貫通型のへリックス 1 番

目から５番目までを ChR１から,6番目と 7番
目を ChR2 から由来するアポタンパク質であ
り、再生率および安定性に優れていることが
知られている。また C1C2ChR の X 線構造解析
が既になされ、タンパク質の三次元構造が明
らかにされており、タンパク質中での発色団
との相互作用についてもコンピューターに
よる検討ができる環境となっている。そこで
C1C2ChR のリジン残基をアラニンに変えた
C1C2-K296A お よ び グ リ シ ン に 変 え た
C1C2-K296G を用いた。 
まず、エナミン型シッフ塩基 3 とキメラオ

プシン C1C2-K296A および C1C2-K296G との反
応について、コンピューター解析ソフト MOE
を用いたドッキングシミュレーションを行
なった。その結果、それぞれの再安定コンホ



メーション解析における E-値（リガンドコン
ホメーションエネルギー）は、C1C2-K296A で
38.07 kcal/mol 、 C1C2-K296G で -56.58 
kcal/mol であった。また、ドッキングシミ
ュレーションにおける発色団の末端メチル
基炭素と変異させたアラニンメチル基炭素、
およびグリシンの炭素間の距離はそれぞれ
3.34 Åと 4.32 Åと、前者で約 1 Å短くなっ
ていた。この結果は、C1C2-K296A では発色団
末端のメチル基とアラニンメチル基との立
体的な反発が大きくなることが予想され、結
合実験に用いるアポタンパク質としては、
C1C2-K296A よりも C1C2-K296G が有利になる
ことを示唆していた。 
実際、3 と 2 つの変異体との結合実験をし

たところ、C1C2-K296G とは反応してあらたな
吸収極大を持つ新規 CｈR を生成したのに対
して、C1C2-K296A とは結合しなかった。エナ
ミン型シッフ塩基類 4 もキメラオプシン
C1C2-K296G との結合実験したところ、容易に
タンパク中に取り込まれ、あらたな吸収極大
を持つ CｈRを与えた（図４）。 
 

 

       図４ 

吸収スペクトルを比較すると、レチナール
を含めいずれの発色団においても、吸収極大
付近にショルダーを持つ形状をしているも
のの、3 ではレチナールと同様吸収極大の左
側にショルダーを持つのに対して、4 では右
側にショルダーを持つ、対照的な形状を示す
ことが判明した。 
  

表 1  ChR 類の吸収極大データ 

chromophore max nm max nm 

Retinal 1 452sh, 476a) 507a) 

3 488sh, 508 545 

4 488, 520sh 554 
a) C1C2ChR の吸収極大値 

吸収極大値を比較すると、その長波長シフ
ト値は、レチナールの場合に比べて 3で 30 nm
であるのに対して、4 では、二重結合が 2 つ
多い構造を持つ発色団にもかかわらずわず
か 10 nm であった。しかし、4 のショルダー

部分での波長を比較すると、レチナール 1を
発色団とする場合の吸収極大  に比べて約
45 nm 長波長シフトしていることが判った。
吸収スペクトルのもう一つの特徴として、ス
ペクトルのブロードバンド化がみられたこ
とである。すなわち、吸収極大の２分の１（λ
/2max）での長波長側で波長を比較するとレチ
ナール 1  の時に比べて 3で 40 nm、4で50 nm
長波長シフトしており、吸収極大における長
波長シフトより大きな値を示した。これらの
結果は、より長波長での光照射により活性化
が可能なことを示しており、シッフ塩基部分
での二重結合導入により期待した効果が得
られることが明らかとなった（表１）。 
 

 ２）3,4-デヒドロレチナール（A2 アルデヒ
ド）2 の側鎖に二重結合を一個導入した化合
物は、サフラナールを原料として合成した。
A2アルデヒドの8位部分へ二重結合を導入し
た化合物 5 は、C2 ホスホナートとの
Emmons-Horner 反応後、官能基変換により対
応するアルデヒドとし、さらに 2 回の C5 ホ
スホネートとの縮合を経て合成した。12位部
分に二重結合を導入した化合物 6 および 14
位部分に二重結合を導入した化合物 7は、C2
ホスホネートおよび C5 ホスホネートとの縮
合順序を変えることにより合成することが
できた（図５）。 

         図５ 

これら合成したアルデヒド類を C1C2 のオ
プシンと反応したところ、いずれもタンパク
質中に取り込まれ、図６に示す吸収極大を与
える新規 ChR を与えた。 

 
       図６ 
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吸収スペクトルを比較すると、レチナール
を発色団とする C1C2ChR は、452 nm にショル
ダーを持つのに対して新規 ChR 類は、いずれ
も単純なベル型で、ブロードバンド化がエナ
ミン型の場合より顕著化した形状を示した。
ブロードバンド化の指標として、長波長側で
のλ/2 max 値を表２に示した（表２）。 

表 2  ChR 類の吸収極大データ 

chromophore max nm max nm 

Retinal 1 452sh, 475 507 

5 482 538 

6 497 583 

7 487 576 

 
新規発色団による吸収極大の長波長シフ

トは、レチナールの場合に比べ二重結合が 2
個増加しているにもかかわらず、わずか 5～
20 nm となっているのに対して長波長側での
λ/2 max の長波長シフトは 30～70 nm と大き
くなっているのが特徴となっている。 更に、
MOE を使用したドッキングシュミレーション
での 5、6、7の E値を比較すると、より安定
な発色団のコンホメーションの場合ほどλ
/2max の長波長シフト値が大きくなることが
判明した。 
  
 ３）レチナールの 4位および 3,4-デヒドロ
レチナールの3位に二重結合を延長した化合
物は、α-イヨノンあるいはアクチノールを
出発原料として合成することができた（図
７）。 
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        図７ 

 ここで合成した発色団 8、9とオプシンとの
結合実験を行ったところいずれもタンパク
質中に取り込まれ、新規 ChR アナログを与え
たが、これまでのアナログの場合と同様ブロ
ードバンド化した吸収曲線を与えた（図８）。 
 吸収極大値を比較するとレチナール 1に

比べ二重結合が2個多い発色団であるにもか
かわらず、長波長シフト値はわずか 10 nm ば
かりであった。また、λ/2max のシフト値は、
A2 アルでヒドの側鎖に二重結合を１個導入
した化合物である 6、7 の場合よりもより小
さくなっていた（表３）。 
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        図８ 
 

表３  ChR 類の吸収極大データ 

chromophore max nm max nm 

Retinal 1 452sh, 476a) 507a) 

8 483 562 

9 487 551 
 
 以上、発色団の二重結合を延長した化合物
を各種合成することに成功し、オプシンとの
結合実験を行い、新規 ChR を得ることができ
た。現在これら新規 ChR の光反応挙動につい
て、機能が維持されるかとどうかを検討して
いる。 
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