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研究成果の概要（和文）：本研究は微生物型ロドプシンの光駆動イオン輸送能を利用した、植物の細胞膜電位を
光で制御する系の確立を目的とした。膜電位操作ツールの候補として6種の微生物型ロドプシンと蛍光タンパク
質Venusの融合タンパク質を植物培養細胞で一過的に発現したところ、外向きナトリウムポンプKR2、カチオンチ
ャネルGtCCR4、アニオンチャネルGtACR1で原形質膜局在が確認された。また、KR2およびGtCCR4を発現した細胞
では530nmの光照射に伴って光依存的な膜電位の過分極が観測された。さらに新奇微生物型ロドプシンとしてカ
チオンチャネルGtCCR4及び内向きプロトンポンプSzRの分子特性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to construct a membrane potential regulatory system in plant cells 
by using light-dependent ion transport of the microbial rhodopsin. Six microbial rhodopsin were 
transiently expressed as fusion proteins with the fluorescent protein Venus in cultured plant cells.
 We observed the plasma membrane localization of the expressed protein in the outward-facing sodium 
pump KR2, the cation channel GtCCR4, and the anion channel GtACR1. Light-dependent hyperpolarization
 of the membrane potential was observed in cells expressing KR2 and GtCCR4 upon exposure to 530 nm 
light. We further characterized the molecular properties of the cation channel GtCCR4 and the 
inward-facing proton pump SzR as novel microbial rhodopsins.

研究分野： 生物物理学

キーワード： オプトジェネティクス　膜電位　微生物型ロドプシン　植物細胞　イオン輸送
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でKR2およびGtCCR4発現細胞における光依存的な膜電位の過分極が観測されたことは、微生物型ロドプシ
ンが植物細胞の膜電位を操作するためのオプトジェネティクスツールとして機能することを示した初めての例で
ある。また、新奇微生物型ロドプシンとしてカチオンチャネルGtCCR4及び内向きプロトンポンプSzRの機能解析
を行い、新たな膜電位操作ツールとしての可能性を提示した。特に、GtCCR4はこれまで利用されてきたChR2とは
性質が異なるツールとしての可能性が期待されている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物細胞の膜電位は原形質膜、あるいは液胞膜に局在する H+-ATPase や複数のイオン輸送体

によって制御されており、気孔開閉、病虫害に対する防御応答、形態形成、成長制御など、様々
な生理現象に関わる。膜電位を人為的に操作することは膜電位応答の詳細を明らかにする上で
有用な手法の一つであり、これまで植物の膜電位研究に用いられてきた手法としては薬剤処理
による膜電位変化の誘導、微小電極による電気刺激、膜電位変化を引き起こす遺伝子を改変した
変異体の作製といった手法があげられる。しかし、これら既存の手法では、膜電位を任意の部位・
時間で可逆的に変化することが難しく、新規手法の開発が必要である。 
同様に膜電位形成が重要な役割を果たしている動物の神経ネットワーク研究においては、オ

プトジェネティクスを用いた細胞の膜電位操作が注目を浴びている。この手法は、光応答性タン
パク質を生体内に導入し、その光応答を利用して細胞の活動を操作する手法であり、細胞に対し
て非侵襲的に、高い時空間分解能で刺激を与えられる唯一の方法である。緑藻 Chlamydomonas 
reinhardtii 由来の微生物型ロドプシンである光駆動カチオンチャネル ChR2 は光で開閉し、細胞
内外へ様々なカチオンを輸送するカチオンチャネルとして、細胞膜電位の脱分極を引き起こし、
神経細胞の興奮を誘導するツールとして使われている。また、神経細胞抑制ツールとして、内向
き Cl-ポンプ型（NpHR）や外向き H+ポンプ型（Arch）のロドプシン分子が使われている。神経
活動の観察・制御において、これらのツールを組み合わせて用いることにより、神経活動を非侵
襲に制御することが可能になり、神経活動制御に関する研究は飛躍的に進展した。現在、微生物
型ロドプシン分子を用いた神経細胞の電気化学的な制御に関しては既に個体の行動制御が可能
なレベルまで研究が進展している。しかし、植物細胞は内生の光受容体を複数持っているため、
これらと利用する波長が競合することにより、目的以外の副次的な反応が起こる可能性がある
ことが懸念される。このため、植物細胞の生理現象を可視光によるオプトジェネティクスで操作
した例は未だない。 
 
２．研究の目的 
先に述べた通り、植物細胞でオプトジェネティクスの適用が

難しい理由として、植物の主要な光合成色素であるクロロフィ
ルや光受容体であるフィトクロム・クリプトクロム・フォトト
ロピンが利用する青色光・赤色光領域の可視光は、内生の光反
応に影響を及ぼす可能性があることが挙げられる。一方、動物
神経細胞の光操作に用いられている微生物型ロドプシンはこ
れらの光受容体がほとんど利用していない波長域で活性制御
ができる。そこで本研究では、微生物型ロドプシンタンパク質
を植物培養細胞に発現させ、微生物型ロドプシンの光駆動性イ
オン輸送を利用し、植物の細胞膜電位を光で制御する系を確立
することを目的とする(図 1)。さらに、この技術を用いて、植物
細胞の生理現象を光で制御することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 微生物型ロドプシンによる膜電位操作系の構築 
本研究では、膜電位操作系を効率的に確立するため、材料にシロイヌナズナ T87 培養細胞を

用いて各種微生物型ロドプシン分子の一過的発現系を作製した。T87 細胞に遺伝子を発現させる
ためにカリフラワーモザイクウイルス（CaMV）由来 35S プロモーターの下流に目的の微生物型
ロドプシン遺伝子と蛍光タンパク質である Venus 遺伝子を導入し、微生物型ロドプシンの C 末
端側に Venus が付加された融合タンパク質として発現するコンストラクトを作製した。蛍光タ
ンパク質との融合タンパク質として発現させることにより、細胞内での発現量及び発現部位の
可視化を可能にした。T87 細胞を酵素処理することにより細胞壁を分解処理したプロトプラス
トを作製し、ポリエチレングリコール法を用いて遺伝子導入を行った。遺伝子導入処理後に all-
trans retinal を添加したプロトプラスト培養用培地中で一晩培養し、発色団を結合したタンパク
質を発現させた。また、アグロバクテリウム法を用いて微生物型ロドプシンを恒常的に発現する
T87 細胞の形質転換体作製を行った。 
光による膜電位変化量の確認には膜電位指示薬 Bis (1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol 

(DiBAC4(3))を用いた。DiBAC4(3)でプロトプラストを染色後、マイクロプレートリーダー内で光
照射と DiBAC4(3)由来の蛍光検出を行い、DiBAC4(3)由来の蛍光強度変化から膜電位変化を検出
した。 
(2) 膜電位操作ツールとしての新奇微生物型ロドプシン分子の探索及び機能解析 
膜電位操作ツールとして新たに利用可能な分子を探索する目的で、異種発現系を用いたタン

パク質分子の機能解析を行った。メタゲノム解析及び公共データベース等に登録された遺伝子
情報を元に微生物型ロドプシン様遺伝子の配列を取得し、人工遺伝子を合成した。これらの遺伝
子を大腸菌・酵母 Pichia pastoris・哺乳類細胞に導入してタンパク質発現を誘導した。タンパク
質発現が確認された分子については、光依存的なイオン輸送能の解析や精製タンパク質の光反
応の解析を行った。イオン輸送能の解析方法としては、大腸菌懸濁液を用いた光依存的 pH 変化
の測定、及び哺乳類細胞を用いたパッチクランプ測定を行った。光反応の解析には精製タンパク

図１ 膜電位操作系の模式図 



質を用いた過渡吸収測定による光反応中間体の経時変化測定、及び赤外分光法を用いた光反応
中間体の構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)微生物型ロドプシンによる膜電位操作系の構築 
微生物型ロドプシン遺伝子を導入する植物培養細

胞として、Arabidopsis thaliana 由来 T87 株の培養系を
新しく導入し、安定して継代できる培養系を構築し
た。膜電位操作ツールの候補として外向きプロトン
ポンプ GR・外向きナトリウムポンプ KR2・内向き Cl-

ポンプ FR・カチオンチャネルｈChR2・GtCCR4・ア
ニオンチャネル GtACR1 の 6 種を選び、それぞれの
タンパク質の C 末端側に蛍光タンパク質 Venus を付
加した融合タンパク質として発現した。C 末端側に
融合させた Venus の蛍光によりタンパク質局在を検
出した結果、外向きナトリウムポンプ KR2、カチオ
ンチャネル GtCCR4、アニオンチャネル GtACR1 で
原形質膜への局在が確認された。また、膜電位指示薬
DiBAC4(3)を用いて、530nm の光照射に伴う膜電位変
化を検出したところ、KR2 および GtCCR4 で、光依
存的な膜電位の変化が観測された (図２)。これらの
分子はいずれも蛍光強度が光照射で増加しているこ
とから光依存的な膜電位の過分極が起きており、植
物細胞においても微生物型ロドプシンを用いて光依
存的な膜電位操作が可能であることを示した。 
しかし、一過的遺伝子導入・タンパク質発現系では遺伝子の導入効率が細胞数全体の 1 割程度

と非常に低かったため、検出された蛍光強度変化が非常に小さく、今回有意な蛍光強度変化が見
られなかった分子では十分な感度で膜電位変化を観測できていない可能性が考えられた。また、
このような低い遺伝子導入効率では、膜電位制御の詳細を観察するための電気生理学的測定が
非常に困難であった。そこで、すべての細胞にタンパク質を発現した状態で膜電位変化を観測で
きるようにするため、アグロバクテリウム法を用いて微生物型ロドプシンを恒常的に発現する
T87 細胞の形質転換体作製を行い、6 種すべての恒常的発現株を取得した。膜電位計測の詳細に
ついて明らかにするため。得られた発現細胞から調製したプロトプラストを用いてパッチクラ
ンプ測定による光電流の計測を試みたが、計測に必要なパッチ電極との接触面でのギガオーム
シールが形成されず、計測ができなかった。この原因として、プロトプラスト表面に細胞壁、特
に多糖類で構成される二次細胞壁と思われる残渣があり、原形質膜がパッチ電極に密着するの
を妨げていると考えられた。この点に関しては、プロトプラストの処理条件、特に酵素処理の条
件について検討を行う必要がある。 
今回光依存的な膜電位変化が観測できなかった理由として、一過的発現系・恒常的発現系のい

ずれにおいても。原形質膜での局在以外に細胞内にタンパク質が凝集していると思われる蛍光
シグナルが観測されたことも挙げられる、この問題の解決にあたっては、膜移行効率を上げるた
めにシグナル配列等を付与する等、発現用コンストラクトの改良も必要である。 
 
(2)膜電位操作ツールとしての新奇微生物型ロドプシン分子の探索及び機能解析 
我々は新奇カチオンチャネル GtCCR4 を海洋性クリプト藻 Guillardia theta から単離した。こ

の分子はこれまで報告されてきたカチオンチャネルとは構造上の特性が異なっており、イオン
輸送や光反応に関する特性を解析した(Yamauchi et al., 2017, Biophysics and Physicobiology）。
GtCCR4 は、動物細胞でのイオン輸送測定結果から、イオン輸送能や光による不活性化の点で、
これまで最も広く用いられているクラミドモナス由来チャネルロドプシン ChR2 よりも光遺伝
学に有用であることが示されている。さらに、GtCCR4 は極大吸収波長が 536nm で、植物の内生
光受容体の極大吸収波長と重複しない。従って本研究での植物細胞の膜電位制御においても
GtCCR4 は重要な候補分子であり、実際に前述の植物細胞発現系で膜電位操作が可能であること
が示された。また、環境メタゲノム解析で得られた配列情報を元に、アスガルド属古細菌が持つ
内向きプロトンポンプ Shizorhodopsin が発見され、この分子のイオン輸送及び光反応特性を解析
した（Inoue et al., 2020, Science Advance）。内向きプロトンポンプは、ミトコンドリアや葉緑体等
のオルガネラに発現することでエネルギー生産の調節ツールとして利用できる。 
また、我々は機能性メタゲノム解析から新奇のロドプシンファミリーとしてヘリオロドプシ

ンを発見し、その構造・機能解析を行った（Pushkarev et al., 2018, Nature; Shihoya et al. 2019, Nature）。
ヘリオロドプシンは未だ機能が不明の分子であるが、膜に対する配向性がこれまで知られてい
た動物ロドプシン及び微生物ロドプシンとは逆転しており、外部から発色団であるレチナール
を取り込むことができる空隙が存在するなどの特徴が明らかになった。今後の研究の進展で機
能が明らかにされれば、新たなオプトジェネティクスツールとしての応用が期待される。 

図２ A. 植物細胞における微生物

型ロドプシンの局在 

B. 光依存的な膜電位変化 
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