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研究成果の概要（和文）：新しいタイプの光駆動性イオンチャネルおよび光駆動性膜機能蛋白質を創製すること
を目的として、光異性化を起こすアゾベンゼンをイオンチャネル等に付加することで、光によるイオンチャネル
活性の制御を試みた。BmGrチャネルやHvチャネルを対象に研究を行い、光駆動型BmGrチャネルを作成に成功し
た。光異性化により残基間距離の規定されるアゾベンゼン試薬の特性を利用して、イオンチャネルの開閉機構を
検討し、多くの導入残基の距離の測定を行い、チャネルゲーティングモデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：We have attempted to control ion channel activity by adding 
photoisomerizable azobenzene to ion channels, etc. We have studied BmGr channels and Hv channels, 
and succeeded in creating a light-driven BmGr channel. BmGr channels and Hv channels, and succeeded 
in creating light-driven BmGr channels. Using the characteristics of azobenzene reagents, in which 
the distance between residues is defined by photoisomerization, we investigated the opening and 
closing mechanism of ion channels, measured the distances of many introduced residues, and 
constructed a channel gating model.

研究分野：生理学、生物物理学

キーワード： イオンチャネル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、オプトジェネティクスと称して藻類由来チャネルロドプシンなどの光駆動性チャネルは神経回路機能の解
析ツールとして研究が進んでいる。一方これらツールには哺乳類のチャネルの性質を維持していないという問題
点もあり、より有用な光駆動チャネルの開発が期待されている。そのためには動的な動作機構・構造変化を詳細
に理解する必要がある。本研究は、チャネルの開閉機構を理解し、チャネルの性質を保持した、光駆動分子を創
製するという上述の問題点を一度に克服できる学術的意義がある。

※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 

 

脳や心臓の機能をはじめとした私たちの生体機能は電気信号によって生み出されている。そ
の電気信号を生み出すのが、イオンチャネルという膜機能分子であることはよく知られている。
生体の電気信号をあやつり人体の機能を操作することは、人類の目標の一つとなっている。近年
の構造生物学の発展により、ほぼすべてのイオンチャネルの構造が明らかになり、徐々に動作機
構の大枠も分かりつつある。また近年、オプトジェネティクスと称して藻類由来チャネルロドプ
シンなどの光駆動性チャネルは神経回路機能の解析ツールとして研究が進んでいる。一方これ
らツールには目的のイオンだけを透せない、天然の軸索膜上局在・分子会合を取らないという弱
点も存在する。哺乳類の性質を維持したより有用な光駆動チャネルの開発が期待されている。そ
のためには、動的な動作機構・構造変化を詳細に理解する必要がある。detergent 精製したチャ
ネル蛋白質の静的な立体構造から推測されるダイナミクスと、生体膜上での挙動が一致しない
報告も多々あり、実際に膜上で機能するチャネルの構造変化を測定する方法論の開発が期待さ
れている。ラベルした残基から蛍光解析など手法は試みられているが、直接的に距離を測定でき
る「物差し」が最も優れた方法と考えられる。 

 それを解決するため、本研究では、生体膜で機能するチャネルの動的構造変化を解析する方法
論の確立、従来の光駆動ツールの抱える種々の問題を解決する光駆動チャネルを作成する試み
を行う。光異性化を起こすアゾベンゼンを利用して、チャネルのゲートを動かし、光によるイオ
ンチャネル活性の制御や機能分子の制御を行う。網羅的に多くの変異体や長さの異なるアゾベ
ンゼン誘導体を探索的に用いる、新しい研究ストラテジーの立案に至った。 

イオンチャネルは最も機能解析が進んだ分子であり、本研究によりオングストローム単位の
「物差し」を用いた光科学技術を融合させた Structure-Function の解析技術が確立すれば、他
の機能分子全般に応用可能な方法論としての波及が期待できる。さらに、駆動ドメインの構造変
化、動作原理の理解が進むことにより、光駆動分子以外に、磁性・感熱分子などの導入により種々
のエネルギーで機能操作出来る分子開発へのブレークスルーが期待できる。 

 

２．研究の目的 

  

光異性化を起こすアゾベンゼン誘導体を機能分子に付加し分子構造を光で操ることで、 

・新しいタイプの光駆動性イオンチャネルの創製を行うことを目的とする。 

・分子の動的構造変化の新しい計測・評価方法を開発することを目的とする。 

哺乳類のイオンチャネルの多くに共通するドメインをターゲットに光操作することで、これま
での光駆動性ツール(藻類由来チャネルロドプシン)にはない、高いイオン選択性と細胞膜局在・
アクセサリー分子の会合を保つ光駆動性チャネルを次々に作成する。 

アゾベンゼン誘導体の波長に依存して距離が変わる性質を「物差し」として利用し、チャネル
の Closed－Open の動的な構造変化を測定する。探索的に多様な距離を持つ誘導体を使って測
定を行い、機能分子の動的な構造変化を解析する新しい手法を確立することを目指す。 

光科学技術を基盤とし分子構造に立脚して、戦略的に光駆動性チャネルを創製するプラット
フォーム、生体膜上でのチャネルの動作機構を理解する研究ストラテジーを構築する。 

 

３．研究の方法 

 

アゾベンゼンは波長に応答し高速でシス－トランス構造遷移する光感受性物質で、多様な誘
導体を有する。そのマレイミド化合物は、分子に導入した Cys 残基にチオール反応で結合し、
波長に応答して残基間距離を規定する。付加した蛋白質の局所の立体構造を変えることが可能
となる。また、リンカー長を調節することで、多様な距離を規定できるオングストローム単位の
「物差し」として使える。 

哺乳類のイオンチャネルは、原核生物のシンプルな構造を持つチャネルからパターン化され
たドメインを増やしながら進化してきた。脳の電気信号を生み出すイオンチャネルの分子構造
は、電位依存性チャネル(イオン透過路＋電位センサー)、受容体チャネル(イオン透過路＋リガン
ド結合部位)からなり、多くのイオンチャネルに共通する。共通するドメインを光操作すること
ができれば、ドミノ倒し的に次々と光駆動チャネルを創ることができる。本研究ではチャネルに
付加したアゾベンゼンの光異性化を利用して、電位センサーを引っ張り上げ、リガンド結合構造
を再現し、ポアをこじ開け、光でチャネルを開かせる。チャネルが Open⇔Close する際のアゾ
ベンゼン誘導体の長さを基に付加した残基間距離を測定する。 

最も構造・機能の理解の進んでいる電位依存性チャネルと、扱いやすい受容体チャネルを対象
に実験を進める。電位センサーの光駆動に成功したら、他の電位依存性チャネルファミリーに
次々に適用していき、これまでにない生理機能に合致したチャネルを創る。網羅的に多くの変異
体を作成し、光駆動する変異体チャネルをスクリーニングする。光駆動するチャネルを複数手に



入れ、得られた Closed→Open で変化する残基ペアの距離情報を、立体構造にマッピングし分子
動力学を用いて平衡化し閉開構造の遷移モデルを得る。 

 立体構造を基に網羅的に多くの変異体チャネルを作成し、種々の長さのアゾベンゼン誘導体
を用いて実験を行い光駆動させる変異体を探索する。変異体チャネルは卵母細胞に発現させ、レ
ーザー光照射下に、電気生理学的に活性を測定する。計測に用いる二本刺膜電位固定法は測定が
容易かつハイスループットで、光に応答するか否か次々に解析出来る。 
 
４．研究成果 
  
細胞外領域が殆どなく、ゲートに関係する膜貫通

領域がカルボキシ端終末であり人工チャネルのテ
ンプレートとして使いやすいことが期待される
BmGr9 チャネルおよび、最小の電位依存性チャネル
で扱いやすいことが期待される Hv チャネルを対象
に実験を進めた。両者はまだ構造が解かれておらず
（Hvチャネルに関しては２量体）、AlphaFold2 によ
り立体構造予測を行った。 

 
予測した立体構造解情報を基に、チャネルが Closed 構造から Open 構造に変化する際に変わ

る残基間距離を計算した。実験に用いるアゾベンゼン試薬（4,4'-Bis(maleoylamino)azobenzene）
の光異性化距離は、trans構造(19Å）vs cis 構造(5-12Å)である。構造が変化しうる部位を検討
し、光異性化距離に相当する残基ペアに、アゾベンゼン誘導体を架橋するための Cys変異を導 
入した。変異体チャネルの cRNA をツメガエル卵母細胞にインジェクションし、変異体チャネル
を膜上に発現させた。DTTによる Cys残基の還元後に、アゾベンゼン試薬をソーキングによりチ
ャネルに導入した。青色可視光と紫外線を照射し電気生理学的にチャネルを流れる電流を同時
測 定 す る こ と に よ り チ ャ ネ ル 機 能 を 考 え る こ と が で き る 。                                           
ポアヘリックス、近接するヘリックス間距離をアゾベンゼンの光異性化によりコントロールす
ることを試みた。網羅的に多くの変異体コンストラクトを作成し、変異体チャネルを Xenopus卵
母細胞に発現させ、アゾベンゼン
誘導体をスルフヒドリル反応で付
加し、光異性化波長を照射し、電気
生理学的に測定した。 
 光で操作することができる
BmGr9 チャネルを数種類得ること
が出来た。Hv 電位センサーを光で
操作するチャネルを得ることは出
来なかった。 
 

ポアドメインの４量体間距離が約 16Å の距離の残基に Cysを導入して、フルクトース添加後、青
色光照射により開き、紫外線照射により閉じるチャネルを得ることに成功した。フルクトース添
加を行わなくても光照射によるゲーティングが観測された。 
 

 
この残基は、片側だけマレイミドを有する maleoylaminoazobenzene 試薬を投与して、光照射実

験を行ったが光応答は観測されなかった。また、WT と変異体のタンデムコンストラクトを作成

して実験を行ったところ、光応答は観測されなかった。以上の実験から、以下のゲーティングモ



デルか考察された。 

 

 
チャネルに２分子アゾベンゼン試薬が結合し、光による trans 変異によってポアが開口する。 

 

 
次に、リガンド結合ドメインとポアドメインに変異を導入し、実験を行い、光駆動できる残基ペ

アを見つけた。これら残基ペアは、サブユニット内結合でもサブユニット間結合でも構造上可能

性があるため、どちらの架橋かを明らかにする必要が生じた。 

 

 
タンデムチャネルを用いた実験から、サブユニット間架橋を生じたときのみ光駆動されること

が明らかになった。 

 

 
以上の結果から、ゲーティングモデルを作成した。チャネルが開く際にポアヘリックスの回転を

伴い開口する、開口距離は 19Å の距離になることが考察される。 

 本研究結果は学会にて発表された。   
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