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研究成果の概要（和文）：赤外線で細胞を操作することを目的として、近赤外光で駆動するチャネルロドプシン
の創製を試みた。長波長シフトしたチャネルロドプシンのバリアントであるChrimsonRやReaChRに共役二重結合
系を延長したレチナールアナログを発色団として導入することで、天然に存在するものよりも長波長シフトした
チャネルロドプシンが生成した。効率よく色素が生成したReaChRアナログの光反応サイクルを時分割紫外可視分
光によって詳細に検討したところ、イオン透過状態と考えられる中間体が生じるアナログ色素を見出すことがで
きた。電気生理学的測定により、このアナログ色素によって細胞膜に光電流が生じることを確認した。

研究成果の概要（英文）：To manipulate the cells by non-invasive infrared light, the channelrhodopsin
 driven by near infrared light was produced. The long-conjugated retinal analogs were incorporated 
into the red-shifted channel rhodopsin variants, ChrimsonR and ReaChR, resulted in the generation of
 channelrhodopsin analogs showing red-shifted absorption spectra relative to ChrimsonR and ReaChR. 
The flash photolysis experiments for ReaChR analogs demonstrated that the intermediate similar to 
ion-conducting state of ReaChR was produced in the photocycle of some of ReaChR analogs. It was 
confirmed that they induced the photocurrent of the cell by electrophysiological measurement.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 光遺伝学　オプトジェネティクス　レチナールアナログ　脱分極　膜電位　光反応サイクル　共役二重
結合系　ロドプシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞の興奮や抑制を光で制御できるオプトジェネティクスは、生物学全般で欠くことのできない技術となっ
ている。一般的なチャネルロドプシンは青色光に最も感受性が高いが、青色光は組織での拡散・吸収や細胞の損
傷などを引き起こす可能性があるため、非侵襲的な赤外光で駆動できるチャネルロドプシンの開発が望まれてい
る。本研究では人工的に共役二重結合系を延長したレチナールアナログを発色団として用いることで、長波長シ
フトしたチャネルロドプシンが生成し、細胞に光電流を発生させることができることを示した。本技術をさらに
改良することで、細胞を赤外線リモコンで制御することも可能であると考えられる。

※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 
 動物の基本的な構成要素である細胞を人工的に操ることができれば、基礎生命科学だけでな
く疾病の診断や治療など、幅広く応用することが期待される。近年、広く普及しているオプトジ
ェネティクス（光遺伝学）は、光で開くイオンチャネル蛋白質（チャネルロドプシン）の遺伝子
を神経細胞に導入し、光照射によってイオンチャネルを開放する技術である。その結果、カチオ
ン透過性のチャネルロドプシンでは脱分極（興奮）、アニオン透過性のチャネルロドプシンでは
過分極（抑制）させることができるので、神経系を自由に操ることが可能になっている。チャネ
ル蛋白質以外にも、転写活性や酵素活性を光制御できる光活性蛋白質が開発されており、いろい
ろな細胞活性を光で制御できるようになってきた。光を用いた操作は、従来の機械的、電気的、
あるいは化学的（薬学的）な操作よりも部位特異性、非残留性、非侵襲性などですぐれており、
飛躍的な進歩をとげている。 
 多くのチャネルロドプシンは青色光（470～480 nm）に最も感受性が高いが、青色光は散乱・
吸収のため内部の組織に届きにくいだけでなく細胞にダメージを与える可能性がある。そのた
め、さまざまな微生物のゲノム探索や遺伝子工学により、黄色～赤色光で励起できるチャネルロ
ドプシンが発見・開発され、実際に応用されるようになってきた。しかし、それよりもさらに長
波長の「生体の窓」とよばれる近赤外領域（おおむね 700～1,500 nm）の光でチャネルロドプシ
ンを駆動することができれば、非侵襲的、かつ高効率に細胞を操ることができると期待された。 
 チャネルロドプシンはレチナールを発色団として含んでいる。そのため、ゲノム探索や遺伝子
工学によって蛋白質部分を改変しても、発色団の化学構造が同じである限り長波長シフトには
限界があると考えられた。一方、レチナールのように共役二重結合系を持つ分子は、一般に共役
二重結合系が長くなると吸収波長が長波長にシフトする (1)。そこで、全トランス型レチナール
の共役二重結合系を有機化学的に延長したレチナールアナログを合成し、最も安定で広く用い
られているチャネルロドプシン（C1C2）に導入したところ、吸収極大が青色領域（477 nm）か
ら緑色領域（510 nm）にまでシフトした (2) 。また、複数の光反応中間体が現れる光反応サイ
クルが見られることがわかり (2)、共役二重結合系を有機化学的に延長したレチナールアナログ
の活用が有望であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 以前用いた C1C2 の吸収帯は青色光領域にある。そのため、C1C2 よりも長波長シフトしたチ
ャネルロドプシンのバリアントを用いることで、さらなる長波長シフトが実現できると期待さ
れた。そこで、ChrimsonR (587 nm)、あるいは ReaChR (538 nm) と共役二重結合系を延長し
たレチナールアナログと組み合わせることで、これまでにない長波長光で駆動できるチャネル
ロドプシンを創製することを目指した。本研究では、吸収スペクトルだけでなく光反応サイクル
や光電流の測定から、作製したチャネルロドプシンアナログを評価した。 
 
３．研究の方法 
 共役二重結合系を延長したレチナールアナログを合成した（図 1）。全トランス型レチナール
（A1）のβイオノン環部分に二重結合を追加した 3,4 デヒドロレチナール（A2）、および A2 を
ベースにポリエン部分の C6、C10、C14 の位置に二重結合を追加したレチナール（それぞれ A2-
6ex、A2-10ex、A2-14ex）を合成した。A2-6ex、A2-10ex、A2-14ex は共役二重結合系の長さは
同じであるがメチル基の位置が異なっており、C1C2 では蛋白質との相互作用に大きな影響が見
られた (2)。そのため、本研究でもこれらのレチナールアナログを用いて最適なメチル基の位置
を検討した。ChrimsonR、および ReaChR の遺伝子を HEK293 細胞で発現させ、これらの蛋

白質を含む膜断片にレチナ
ールアナログを加えてチャ
ネルロドプシンアナログを
再構成した。チャネルロドプ
シンアナログをドデシルマ
ルトシドで可溶化し、抗体カ
ラムによる精製後、分光測定
に用いた。 
 時間分解測定には、時間分
解能 200 µs の高速マルチ
チャネル分光光度計を用い
た。光励起にはキセノンフラ
ッシュ光を用いた。得られた
過渡吸収スペクトルのデー
タセットを特異値分解法
（SVD）によって解析し、変

 
図 1 本研究で用いたレチナールアナログ。 
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化成分にあたるスペクトル変化を抽出した。 
 チャネルロドプシンアナログの光活性測定では、ReaChR 遺伝子を発現した HEK293T 細胞
にレチナールアナログを加えてチャネルロドプシンアナログを再構成し、ホールセルパッチク
ランプ法により光電流を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）発色団の共役二重結合系を延長したチャネルロドプシンの吸収スペクトル 
 長波長シフトしたバリアントである ReaChR や ChrimsonR に共役二重結合系を延長したレ
チナールアナログを導入し、可視吸収スペクトルを測定した。その結果、ChrimsonR ではレチ
ナールアナログとの親和性が低く、内在性の A1 由来の色素が多く生成した。内在性の A1 由来
のスペクトルを差し引くことで、A2 アナログを発色団とする ChrimsonR の吸収スペクトルが
大きく長波長シフトすることは確認できたが（表 1）、これらを実用化するためには、結合効率

を向上させるアミノ酸残基の変
異を導入することが必要である
と考えられた。 
 一方、ReaChR は効率よくレ
チナールアナログと結合し、長
波長シフトしたチャネルロドプ
シンアナログが生成した（図 2、
表 2）。A2 アナログでは A1 を含
む ReaChR よりも吸収極大波長
（max）が 41～69  nm 長波長
シフトしていた。また、吸収スペ
クトルの長波長側のすそを示す
1/e max（吸光度がmax の吸光度
の 1/e になる波長）は 68～85 nm 
長波長シフトしており、700 nm 
の光に対しても吸光度を示した
（図 2） (3)。 
 

 
（2）ReaChR アナログの閃光分解測定 
 長波長シフトした色素が効率よく生成した ReaChR アナログの光反応サイクルを、時分割紫
外可視分光によって詳細に検討した。A2-6ex、A2-10ex、A2-14ex を発色団とする ReaChR ア

ナログの光反応を比較すると、二重結合を追
加した位置（メチル基の位置）によって光反応
が大きく異なることがわかった。A2-6ex と
A2-10exでは、吸収スペクトルの長波長シフト
は大きかったが、光反応の効率は著しく低下
していた。一方、A2-14ex では、吸収スペクト
ルの長波長シフトはやや小さかったが、通常
の A1 レチナールを発色団とする ReaChR と
同等の光反応の効率を示した（図 3）。SVD 解
析によって得られたスペクトル変化では、光
励起後 1 ms 以内に M 中間体に対応する中間
体（380 nm）の生成がみられた（図 3、DS0）。
M 中間体は時定数 200 ms と 16.8 s の 2 段

 
図 2 ReaChR アナログの紫外可視吸収スペクトル。 
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表 1：ChrimsonR アナログの吸収スペクトルの性質 
 A1 A2 A2-6ex A2-10ex A2-14ex 
max (nm) a) 587 636 651 654 634 
1/e max (nm) b) 644 703 746 756 702 
Rel. abs. c) 0.26 0.26 0.23 0.24 0.28 

 
表 2：ReaChR アナログの吸収スペクトルの性質 

 A1 A2 A2-6ex A2-10ex A2-14ex 
max (nm)a) 538 580 607 596 579 
1/e max (nm)b) 588 634 672 673 656 
Rel. abs.c) 0.35 0.28 0.20 0.24 0.21 

 
a) 吸収極大波長。b) 吸光度がmax の吸光度の 1/e になる波長。c) 280 nm の吸光
度に対する比吸光度。 

 
図 3 A2-14ex ReaChR の過渡吸収スペクトル。 
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階の反応で暗状態に戻ることがわかった（図 3、B1と B2）。ReaChR では、M 中間体と N 中間
体がイオン透過状態であると考えられている。そのため、A2-14ex でも光依存的にイオンを透過
できることが強く示唆された。 
 
（3）ReaChR アナログの光活性の電気生理学的解析 
 A2 アナログを発色団とする ReaChR アナログが細胞中で光電流を生じることができるかを
電気生理学的に確認した。HEK293T 細胞に ReaChR と蛍光蛋白質である Venus の遺伝子を組
み込んだプラスミドを導入して培養した後、レチナールアナログを加えて ReaChR アナログを
生成させた。Venus の蛍光をマーカーとしてプラスミドが導入された細胞を選択し、光によって
生じる電流をホールセルパッチクランプ法で測定した。その結果、光電流の大きさはレチナール
アナログの種類によって異なることがわかった。さまざまな波長の光に対する光電流を測定し
て作用スペクトルを作製し、A1 を発色団とする ReaChR の作用スペクトルと比較したところ、
A2-14ex の作用スペクトルに長波長シフトが見られた。A2-14ex は通常の ReaChR と同様の光
反応効率を示すことから、中間体の生成効率がイオン輸送効率を制御すると考えられた。 
 
（4）結論 
 オプトジェネティクスにおける光透過性や非侵襲性の向上のため、チャネルロドプシンの長
波長シフトを目指した研究が広く行なわれている。本研究では共役二重結合系を延長したレチ
ナールアナログを使用したが、従来このようなかさ高いレチナールアナログでは、立体障害のた
めに機能が損なわれると考えられてきた。本研究では、レチナールがかさ高くなっても、メチル
基の位置が適当であれば必要な蛋白質と発色団の相互作用が保たれ、正常に機能することが示
された。本研究によって、長波長シフトしたチャネルロドプシンアナログの作製に成功しただけ
でなく、レチナールアナログの有用性を示すことができた。 
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