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研究成果の概要（和文）：光遺伝学（オプトジェネティクス）は、動物の狙った神経細胞に光感受性機能タンパ
ク質を作らせ、光のオン・オフで神経細胞の活動を制御する革新技術です。近赤外光（波長、650-1450 nm）
は、可視光に比べ組織透過性に優れ、体表から脳の中まで信号を送ることができます。しかし、この信号を受け
取る仕組みが今までありませんでした。私たちは、可視光に高感度のチャネルロドプシンとランタニドナノ粒子
（レアメタル元素からなる。近赤外光を吸収し、青、緑、赤などの可視光を発光する性質を持つ）を組み合わ
せ、近赤外光による神経細胞活動のオン・オフ制御に成功しました。本研究は、最先端のナノ科学と生命科学の
融合の成果です。

研究成果の概要（英文）：Optogenetics is an innovative neuroscience method to control the neural 
activity even in a living animal. The near infrared (NIR) light (wavelength, 650-1450 nm) penetrates
 deeper in tissues than the visible light, and is a candidate signal to the brain from outside of 
the body. However, there have not been the tools to catch the near infrared signal for optogenetics.
 The lanthanide nanoparticles (LNPs), composed of rare-earth elements, absorb low-energy NIR light 
to emit high-energy visible light (up-conversion). We created a hybrid optogenetic system which 
consists of the donor LNPs and the acceptor ChRs which are highly sensitive to the emission 
wavelengths of LNPs. When the NIR laser light was applied to nearby LNPs, the membrane potential was
 depolarized to evoke action potentials. It is suggested that the green luminescent light emitted 
from UCNPs effectively activated ChRs to generate enough large photocurrent to change neural 
activities even in the living animal.

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
非侵襲的に神経活動をコントロールするこ
とは神経回路の生理機構の解明にとって重
要なだけではなく、神経疾患に対する長期間
の治療にも応用できる可能性が展望される。
申請者らおよび Karl Deisseroth らのグループ
は、クラミドモナス由来のチャネルロドプシ
ン 2（ChR2）が青色光を吸収して非選択的陽
イオンチャネルを開口する性質に注目し、
ChR2 を発現させた神経細胞に光を照射する
と膜電位が脱分極し、神経の活動を引き起こ
すことができることを、それぞれ独立に、世
界に先駆けて報告した(Boyden et al., 2005; 
Ishizuka et al., 2006)。これらの研究がきっかけ
になり、ChR2 を利用した光駆動法が神経科
学の研究に大きな変革をもたらした。また、
この分子の応用から光遺伝学（オプトジェネ
ティクス）が展開し、種々のロドプシンやそ
の他の光感受性タンパク質およびそれらの
改変体が細胞機能の光操作に応用されてき
た。これらの分子のほとんどは、可視光域に
おいて活性化される性質を持っている。たと
えば、ChR2 は、460 nm の青色光に吸収のピ
ークを有している。しかし、可視光は大半が
生体組織において吸収され、減衰してしまう
ので、可視光域で活性化される光遺伝学分子
は、生体深部の光操作には適さない。これに
対し、近赤外（NIR）光（650-1450 nm）は生
体組織による吸収が低いので、この帯域は
imaging window と呼ばれ、生体深部での光操
作には理想的であるとされてきた（図 1）。し
かし、近赤外光に吸収ピークを有する光操作
タンパク質の報告はない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 蛍光色素などの蛍光物質は、エネルギーの
大きな光子を吸収し、エネルギーの小さい光
子を放出する（ダウンコンバージョン）。そ
の結果、発光の波長が赤方偏移する（Stokes
シフト）。これに対し、エネルギーの小さな
光子を吸収し、エネルギーの大きな光子を放
出する anti-Stokes 現象をアップコンバージョ
ンという。希土類元素混合物の結晶体のラン
タニドナノ粒子（LNP）は、近赤外光エネル
ギーを吸収し、可視光を発光する性質を有し
ている。本研究では、LNP のアップコンバー
ジョン効果を応用したオプトジェネティク

スを着想した。すなわち LNP をドナーとし
て近赤外光エネルギーを可視光に変換し、チ
ャネルロドプシンなどの光感受性タンパク
質をアクセプターとして神経細胞を制御す
るシステムを構築することを目的とする（図
2）。ドナーとしての LNP とアクセプターとし
ての光受容タンパク質の組合せをさまざま
に選択することにより、生体深部の近赤外光
操作を最適化することが展望される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
チャネルロドプシンの最適化 
LNP アップコンバージョンの発光エネルギ
ーを効率よく吸収し、高い効率で構造変化す
るように、チャネルロドプシンを最適化する。
具体的には、(1)チャネルロドプシンの吸収ス
ペクトルの最適化、(2)量子収率の最適化、(3)
チャネル開口時間の最適化によりこれを実
現する。また、(4)ニューロン活動を抑制する
過分極性ロドプシンについても、アップコン
バージョンに最適化する。 
LNP の最適化 
ドープする元素の種類や比率を変え、さまざ
まな発光特性を有する LNP を合成し、大きな
光電流の得られるチャネルロドプシンをア
クセプターとし、ドナーとしての LNP をスク
リーニングする。また、LNP をアミノ基、カ
ルボン酸、シアル酸、グルコースなどの糖類、
アミノレブリンサンなどのアミノ酸、葉酸な
どでコーティングすることにより、生体親和
性、ウイルス吸着性などにおいて最適化する。 
ニューロンの近赤外光駆動 
上記研究により得られたドナー(LNP)とアク
セプター（チャネルロドプシン）の最適化さ
れた組合せについて、ニューロンの光駆動を
in vitro の系を用いて検証する。ドナーLNP を
コーティングしたシャーレ上でラット大脳
皮質や海馬のニューロンの初代培養を作製
し、リン酸カルシウム法により、アクセプタ
ー分子を発現させる。whole-cell patch clamp
下で、近赤外レーザー（976 nm）をパルス照
射し、光電流を計測するとともに current 
clamp モードで膜電位を計測し、活動電位誘
発に必要なレーザーパワーを求める。 
in vivo 深部ニューロンの近赤外光駆動 
上記研究により得られたドナー(LNP)とアク
セプター（チャネルロドプシン）の最適化さ



れた組合せについて、ニューロンの光駆動を
in vivo の系を用いて検証する。 
 
４．研究成果 
チャネルロドプシンの最適化 
(1)吸収スペクトルの最適化 
LNP アップコンバージョンの発光スペクト
ルは、混合する元素の種類と比率に依存して
いる。たとえば、市販の LNP として広く用い
られているイッテルビウム(Yb)およびエルビ
ウム(Er)をドープした LNP (LNP:Yb/Er)は、
545 nm において最大の発光を有している。し
たがって、545 nm 付近に最大吸収を有する
C1V1（ボルボックス由来チャネルロドプシン
VcChR1 と ChR1 のキメラ、ピーク吸光波長：
539 nm）は、LNP:Yb/Er のアップコンバージ
ョンに最適化されていることが予想される。
そこで、LNP:Yb/Er をコーティングしたシャ
ーレ上で ND7-23 細胞（マウス神経芽細胞腫
細胞とラット後根神経節細胞のハイブリッ
ド）を培養し、C1V1 をトランスフェクショ
ンし、C1V1 発現細胞の whole-cell patch clamp
下で、近赤外レーザー（980 nm）をパルス照
射したところ、緑色光照射で得られる光電流
の約 60%を計測した(Hososhima et al., 2015)。 
また、藻類の一種 Mesostigma viride 由来の

チャネルロドプシンの MvChR1 は、520-550 
nm の緑色光に吸収のピークがあり、ChR2 や
C1V1 に比べ、H+透過性が小さいことが報告
されている。しかし、動物細胞において膜発
現効率が低いという問題点があった。28 年度
の研究において、MvChR1 の N 末細胞外ドメ
インを ChR1 や ChR2 の相同部位に置換する
ことにより最適化し、大きな光電流を有する
eMvChR1#1, #2 を得ることに成功した
(Watanabe et al., 2016)。eMvChR1#2 において
は、ChR2 の Glu97に相当するアミノ酸残基が
Ala に置き換わっていることにより、陽イオ
ンの脱水和が起こらないことを、イオンチャ
ネル機能を解析することにより解明した。す
なわち、eMvChR1#2 は、ChR2 に比べ大きな
ポアを有することが示唆された。eMvChR1#2
は、LNP:Yb/Er のアクセプターの素材になる
可能性がある。 
イッテルビウム(Yb) 、エルビウム(Er)およ

び ツ リ ウ ム (Tm) を ド ー プ し た LNP 
(LNP:Yb/Er/Tm)は、450-480nm の青色光を発
光する。PsChR1 は、390–475 nm に吸収最大
がある。両者の組合せを ND7-23 細胞を用い
て評価したところ、近赤外レーザー（980 nm）
により、比較的大きな光電流を計測した
(Hososhima et al., 2015)。 
(2)量子収率の最適化 
ChR2 光電流は、光を当て続けることにより、
速やかに減少する特性がある（脱感作）。脱
感作は、高頻度の光刺激でも認められ、回復
に数十秒を要する。28 年度の研究において、
ChR1 と ChR2 の様々なキメラを用いた光電
流ON速度定数およびOFF速度定数を解析し
た。その結果、ChR2 の脱感作により、基底

状態からイオン透過状態への移行速度およ
びイオン透過状態から基底状態への移行速
度がともに減少することを見出した。しかし、
これらの移行速度の減少は、ChR2 の第 1 膜
貫通領域(TM1)を ChR1 の相同部位に置換す
ることにより促進され、さらに第 2 膜貫通ド
メイン(TM2)を置換することにより拮抗され
た。また、TM1 が ChR1 であるキメラ体では、
脱感作にともなう吸収スペクトルのシフト
が認められた。すなわち、脱感作にともない、
TM1 および 2 が動き、基底状態やイオン透過
状態を安定化することが示唆された(Zamani 
et al., 2017)。これらの構造にメスを入れるこ
とにより、チャネルロドプシンの量子収率の
最適化が期待される。 
(3)チャネル開口時間の最適化 
27 年度の研究により、ChRFR の DC ゲート変
異体において、チャネル開口時間が延長する
ことを報告した(Hososhima et al., 2015)。その
一つ ChRFR(C167A)は、bistable であり、
460–490 nm の青色光を吸収することにより
イオン透過状態へ移行し、光をオフしてもこ
の状態が持続した。しかし、587–597 nm の黄
色光を吸収することにより、基底状態へ移行
した。このような性質から、ChRFR(C167A)
は、微弱光による光遺伝学に最適である。そ
こ で 、 Cre-loxP シ ス テ ム に よ り 、
ChRFR(C167A)をコンディショナルに発現す
るレポーターラットを作製した（図 3, 論文
作成中）。また、本ラットの作製と並行し、
Cre-loxP システムを用い、明るい赤色蛍光タ
ンパク質の tdTomato をコンディショナルに
発現するレポーターラットを作製した
(Igarashi et al., 2016)。本ラットは、今後、ニ
ューロン種特異的に Cre リコンビナーゼを発
現するドライバーラットの評価を促進する
ことが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)過分極性ロドプシンの最適化 
原核生物由来の Na+ポンプ型ロドプシンは、
光を吸収し、Na+を細胞内から細胞外へ輸送
する。ゆえに、光遺伝学分子ツールとして標
的ニューロン活動を光依存的に抑制する際

図 3 (A) Cre-loxP システムを用い、ChRFR(C167A)を
コンディショナルに発現するレポーター遺伝子。(B) 同レ
ポーターラット由来のリコンビナントニューロンは、青色
光で活動オンし、黄色光で活動オフの 2 相性を示した。
(C) ChRFR(C167A)を呼吸中枢特異的に発現したラット
では、青色光により、ニューロン活動および呼吸リズム
の変調が引き起こされた（先端モデル動物支援プラットフ
ォーム平成 28 年度成果発表会, 2017）。 



に、Cl-や H+などのイオン環境の影響を受け
ないとともに影響しないメリットがある。27
年度の研究において、Na+ポンプ型ロドプシ
ンの 1 つ KR2 について、構造-機能連関を解
明するとともに、これが緑色光を吸収し膜電
位を過分極すること、および KR2 発現ニュー
ロンの活動を緑色光照射依存的に抑制する
ことを明らかにした(Kato et al., 2015)。しかし、
KR2 には、膜発現効率が低い欠点があった。
28 年度の研究においては、2 種類の Na+ポン
プ型ロドプシン(KR2, IaNaR)のキメラを評価
することにより、膜発現効率において改善さ
れた光遺伝学分子ツールを作製した(Hoque 
et al., 2016)。 
過分極性オプトジェネティクスツールと

して、アニオンチャネルロドプシン(ACR, 
Govorunova et al., 2015)を評価した。その一つ
の GtACR1 は、LNP:Yb/Er の発光する 550nm
付近の緑色光に対し、非常に高い感度で応答
し、膜電位を過分極させることを確認した。
また、LNP:Yb/Er/Tm は、450-480nm の青色光
を発光し、430-500nm 吸収の GtACR2 を活性
化し、膜電位を過分極させることを確認した。 
 
LNP の最適化 
イッテルビウム(Yb)およびエルビウム(Er)を
ドープした LNP (LNP:Yb/Er)は、550nm 付近
の緑色光を発光した。これに対し、イッテル
ビウム(Yb) 、エルビウム(Er)およびツリウム
(Tm)をドープした LNP (LNP:Yb/Er/Tm)は、
450-480nm の青色光を発光した。また、LNP
をシリカコートすることにより、細胞吸着性
が増大することを認めた。 
 
ニューロンの近赤外光駆動 
(1)ニューロン活動促進 
カバーグラス上にラット大脳皮質ニューロ
ンを初代培養し、LNP:Yb/Er を塗布したカバ
ーグラスをその下に挿入した。C1V1 の
whole-cell patch clamp 下で、近赤外レーザー
（976 nm）をパルス照射したところ、パワー
依存的に活動電位が引き起こされた。
VcChR1 の N-末細胞外ドメインを ChR1 の相
同ドメインで置き換えた mVChR1 を発現し
たニューロンにおいても同様に活動電位が
引き起こされた（図 4, Hososhima et al., 2015）。 
(2)ニューロン活動抑制 
同様の方法で、GtACR1 発現ニューロンの活
動を近赤外光で抑制することに成功した。」 
 
in vivo 深部ニューロンの近赤外光駆動 
マウス大脳皮質 1 次運動野(M1)に、アデノ随
伴ウイルス(AAV)を用いて C1V1 を発現させ
た。発現部位に LNP:Yb/Er を局所投与し、頭
蓋骨を介して近赤外レーザー（976 nm）をパ
ルス照射した。その結果、パルス照射に同期
した M1 の局所場電位(LFP)および反対側の
ひげ運動（ウィスキング）を計測した（図 4）。
本システムは、in vivo 深部ニューロンの近赤
外光駆動の評価システムになることが見込

まれる。 
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