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研究成果の概要（和文）：本研究では、非侵襲な光での細胞内イオン環境制御による細胞機能操作を目指して、
特定の波長の光で活性が制御される新規光感受性イオンチャネルを創製することを目的とした。光感受性イオン
チャネルの構成要素となる光活性化アデニル酸シクラーゼ（PAC）の構造機能相関を調べ、光感受性に関与する
部位を同定したほか、特定の部位の光依存的な構造変化を明らかにした。これらの情報はPACとカリウムチャネ
ルを融合させた光感受性キメラチャネル変異体の設計に役立つと考えられる。また、簡便なチャネル電流測定法
と光照射装置を組み合わせ、光感受性キメラチャネル変異体の光依存的な活性を効率的に調べることができる系
を確立した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to create a novel light-sensitive ion channel 
whose activity is controlled by non-invasive light to manipulate cellular functions by regulating 
the intracellular ionic environment with light. The structure-function relationships of the 
photoactivated adenylate cyclase (PAC) were investigated to identify the sites involved in 
photosensitivity, and light-dependent conformational changes of specific sites were also revealed. 
This information is expected to be useful for designing photosensitive chimeric channel mutants that
 combine PAC with potassium channels. Additionally, we established a system that combines a simple 
channel current measurement method with a light irradiation device, enabling the efficient 
examination of the light-dependent activity of these photosensitive chimeric channel mutants.

研究分野：生物物理学、光遺伝学

キーワード： 光遺伝学　イオンチャネル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、新規光感受性イオンチャネルの構成要素であるPACの構造機能相関に関する情報が得られた。今
後この情報をもとにカリウムチャネルとPACのキメラ変異体を設計することにより、光感受性が付与されたカリ
ウムチャネルが創製できるであろう。すでにカリウムチャネルのイオン透過性をカルシウム透過性に改変するこ
とには成功しているので、光感受性カルシウムチャネルも創製できるはずである。これらの光感受性チャネルを
用いれば、非侵襲な光で細胞内のイオン環境を変化することができるため、イオン環境に依存した疾患の原因解
明や、究極的にはイオン環境の調節不全による疾患の治療のツールとしての展開が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、非侵襲な光刺激によって活性が制御される蛋白質が、生命現象を制御する技術として用
いられるようになった。この技術は光照射によって特定の生命現象を制御できるため、多くの生
体分子が複雑に相互作用し、時々刻々と変化する生命現象を理解するための有用な技術となっ
ている。特に光刺激で陽イオンの透過が制御される膜タンパク質であるチャネルロドプシン 2は、
神経細胞の興奮を引き起こすツールとして脳・神経分野の研究に広く使われている。チャネルロ
ドプシン 2 以外にも、光によって様々な種類のイオンの透過が制御される天然の膜タンパク質
が微生物から見つかってきているが、イオンの透過率や選択性に問題があり（Gradinaru V et 
al. J Neurosci. 2007）、細胞内で十分なイオン環境の変化を引き起こすのに最適な天然のタン
パク質はまだ見つかっていない。そのため、チャネルロドプシン 2への変異導入により特定のイ
オン選択性を高める試みや（Wietek J et al. Science 2014）、高いイオン透過率とイオン選択
性を有するイオンチャネルに光感受能を持たせる試み（Cosentino C et al. Science 2015）が
いくつか報告されてきている。しかし、いずれも開発途上であり、最適なものは作られていない。
さらに、生体深部まで透過する赤色光でイオンの透過を制御できる膜タンパク質は未だ存在し
ない。 
本研究では、これまで我々が解明してきた K+チャネル(KcsA チャネル)の構造機能相関の知見
を基に、光感受性タンパク質とチャネルを融合することで光感受性イオンチャネルを創製する
ことを目的とした。光感受性 K+チャネルの創製により神経細胞の興奮の抑制の光制御が可能に
なり、光感受性 Ca2+チャネルの創製により情報伝達の鍵となる Ca2+が関わる生命現象を様々な細
胞で光制御することが可能となる。さらに、この研究を通してイオンチャネルだけでなく光感受
性タンパク質の構造機能相関の理解が促進すると考えらえる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非侵襲な光での細胞内イオン環境制御による細胞機能操作を目指して、特定の波
長の光で活性が制御される新規光感受性イオンチャネルを創製することを目的とした。この目
的のため、光感受性タンパク質の一種である、青色光刺激により cAMP を産生する光活性化アデ
ニル酸シクラーゼ（PAC）を KcsA チャネルに付加し、KcsA チャネルに光感受能を付与すること
を目標とした。そのため、以下の 4点を目標とし、研究を進めた。 
(1) これまでに作製した KcsA と PAC のキメラチャネル変異体の光感受能の計測 
(2) ユレモ由来の PAC（OaPAC）の活性制御機構の解明 
(3) OaPAC の光依存的な構造変化の解明 
(4) キメラチャネル変異体の光依存的な活性の簡便な計測法の確立 
 
３．研究の方法 
(1)変異体の作製 
KcsA チャネルと OaPAC のキメラチャネル変異体や、OaPAC の C 末端領域を欠失した変異体は、
HD Cloning Kit（Clontech）を用いて作製した。また、OaPAC をテトラメチルローダミン(TMR)
－マレイミドで標識するためのシステイン残基置換は、QuikChange site-directed mutagenesis 
kit(アジレント・テクノロジー)を用いて行った。作製した変異体は、大腸菌用の発現ベクター
である pQE30 ベクターや哺乳細胞用の発現ベクターである pEB ベクターに導入した。作製した
変異体にはすべてヒスチジンタグを付加した。 
(2)タンパク精製 
キメラチャネル変異体の精製：変異体の遺伝子を大腸菌に形質転換後、IPTG によって変異体
の発現を誘導した。変異体を発現した大腸菌を回収し、膜画分を界面活性剤 n-decyl-β-D-
maltoside で可溶化後、ヒスチジンタグに選択的に結合する TALON affinity column（タカラバ
イオ（株））で変異体を単離・精製した。 
OaPAC 変異体の精製：変異体の遺伝子を大腸菌に形質転換後、IPTG により発現を誘導した。大
腸菌を回収後、超音波破砕機で破砕し、遠心により細胞内画分を上清として得た。TALON affinity 
column（タカラバイオ（株））を用いて細胞内画分から変異体を単離した。 
(3) 脂質平面膜法によるチャネル活性評価 
精製したキメラチャネル変異体をリポソームに再構成後、電気生理学的手法（脂質平面膜法）
で透過するイオンを電流として測定し、活性を評価した。 
(4) HEK 細胞での OaPAC の発現と光活性測定 
cAMP 依存的に発光する Glo sensor-22F cAMP（プロメガ）を安定に発現する HEK 細胞に、リポ
フェクション法を用いて OaPAC またはその変異体の遺伝子を導入してタンパク質の発現を促し
た。活性測定の 30 分以上前に基質であるルシフェラーゼを培養液に添加し、青色光（450 nm）
を HEK 細胞に 20秒間照射した後の OaPAC からの cAMP 産生を発光として EM-CCD カメラ（浜松ホ
トニクス）で捉えた。Image J により、細胞毎の輝度を数値化した。 
 



(5) TMR 標識 OaPAC 変異体の作製 
TMR-マレイミド（Thermo Fisher）と特定のアミノ酸をシステイン残基に置換した OaPAC を 1:5
の割合で混ぜ、4℃で一晩静置し、システイン残基への TMR の標識を促した。その後、TALON 
affinity column を用いて、未結合の TMR-マレイミドを除き、標識された OaPAC 変異体を得た。 
(6) TMR 標識 OaPAC 変異体の光依存的な蛍光強度変化の測定 
TMR 標識 OaPAC に 20 秒間青色光（450 nm）を照射して活性化させた後、照射を止めて不活性
化した時の TMR の蛍光の変化を蛍光分光光度計（島津製作所）で測定した。 
(7) 簡便な光依存的なチャネル電流測定 
担体（表面を PEG 修飾により親水性にした金プローブまたはハイドロゲルビーズ）をヒスチジ
ンタグが結合できるように NTA 修飾をした。担体にヒスチジンタグ付きのキメラチャネル変異
体を固定し、測定溶液の上に脂質溶液を重層したチャンバーの上から担体をそれらの溶液の境
界面まで移動させることにより、境界面に脂質二重層膜を作製すると同時にチャネル変異体を
膜に組み込んだ。チャネル電流が確認された後、青色光を担体に照射してチャネル電流の変化を
記録した。 
 
４．研究成果 
(1) これまでに作製した KcsA と PAC のキメラチャネル変異体の光感受能の計測 
これまでに作製していた KcsA チャネルの膜貫通領域に PAC の全長や一部をランダムに付加し
たキメラチャネル変異体を大腸菌で発現させ、精製し、電気生理学的手法の一種である脂質平面
膜法で活性（イオン透過）の光依存性を調べた。しかしながら、どの変異体でも測定した光強度
では光依存的なチャネル電流の変化はみられなかった。KcsA チャネルに関してはこれまでに解
明した構造機能相関の情報が豊富にあったが、PAC に関しては構造機能相関の情報がほとんどな
かった。PAC をランダムに KcsA チャネルに付加するのではなく、PAC の構造機能相関の情報を基
に、キメラ変異体を設計する必要があることがわかった。 
(2) ユレモ由来の PAC（OaPAC）の活性制御機構の解明 
光感受性イオンチャネルの構成要素となる PAC の活性制御機構を解明し、光感受性キメラチ
ャネル変異体の設計に役立てるため、ユレモ由来の PAC（OaPAC）の活性制御機構を調べた。HEK
細胞に OaPAC の変異体を発現させ、cAMP
産生能を調べた結果、C末端領域が活性に
影響を与えることがわかった。C末端領域
を欠失した変異体は野生型と比べて低い
光強度で cAMP を産生し、C 末端領域のア
ミノ酸残基の欠失数が増すほど光感受性
が増した。また、9アミノ酸残基以上の欠
失で光感受能が最大となった。これらの
ことから、C末端領域が光刺激に依存した
活性に影響を与える部位であることが明
らかとなった。よって、光感受性キメラチャ
ネル変異体作製時にはこの領域に変異を導
入することで、光感受性を変化できる可能
性があることがわかった。 
(3) OaPAC の光依存的な構造変化の解明 
光刺激によってATPからcAMPを生産する
OaPAC の ATP 結合部位の構造が光依存的に変化することを、
蛍光色素の環境依存的な特性を利用して明らかにした。具体
的には、PAC の ATP 結合部位付近またはタンパク質表面に位
置するアミノ酸をシステイン残基に置換した変異体を作製
し、精製後、そのシステイン残基をテトラメチルローダミン
（TMR）－マレイミドで特異的に標識した。TMR は疎水性環境
下では蛍光強度が高く、親水性では低いといった特性があ
る。 
ATP 結合部位付近に TMR 標識した OaPAC への青色光照射オ
ン・オフの蛍光強度の変化を測定した結果、光照射時には蛍
光強度が弱まり、光照射オフ時には蛍光強度が高まってい
き、20 秒以内に暗所の蛍光強度に戻る様子が観察された。こ
のことにより、ATP 結合部位付近は活性化時には親水的な環境
下に存在する一方、暗所では疎水的な環境にあることがわか
った。つまり、暗所時にはタンパク質内部に位置する ATP 結
合部位が、光照射時には ATP が結合しやすいように外部に晒
された位置に構造変化すること示唆された。このことにより、
光感受性キメラチャネル変異体作製時にはこの領域にイオン
チャネルの活性制御部位を結合させることで、この領域の光

図 2 テトラメチルローダミン
（TMR）の特性を利用した OaPAC の
構造変化の検出 
ATP 結合部位を TMR で標識した
OaPAC 変異体の青色光照射オン・オ
フによる蛍光強度変化を測定した。
照射オフ後約 20 秒で暗所の定常状
態の蛍光強度に移行した。 

図 1 OaPAC の C末端領域の光活性への影響 
OaPAC の C 末端から 3×n アミノ酸残基欠失した変異体の
様々な光強度の照射による cAMP 産生量を、cAMP のバイオ
センサーを用いて測定した。C 末端の欠失数が増すほど低
い光強度で cAMP を産生し、9アミノ酸残基の欠失以上は光
感受性に変化はなかった。 



依存的な構造変化を利用してイオンチャネルを光制御できる可能性があることが示唆された。 
また、タンパク質表面に位置するアミノ酸のうち V350 と T309 に標識した変異体でも ATP 結
合部位に標識した変異体と同様に、青色光照射によって蛍光強度が低下し、照射オフ後 20 秒以
内に暗所時の蛍光強度に戻る様子が確認された。このことから、これらのアミノ酸が存在する部
位も活性化状態と不活性化状態で構造状態が異なり、活性化状態から不活性化状態に約 20 秒で
戻ることがわかった。よって、PAC の V350 や T309 が存在する C末端領域付近にイオンチャネル
を融合させることができれば、光依存的な PAC の構造変化を利用してチャネルの開閉を光制御
できると考えらえる。 
一方、タンパク質表面の I325 と S311 に標識した変異体では蛍光強度の変化は見られなかっ
た上、活性がほとんどなくなっていた。変異による影響で構造変化が起きず、ATP から cAMP へ
の変換が起きなかったと考えらえる。 
(4) キメラチャネル変異体の光依存的な活性の簡便な計測法の確立 
作製した光感受性チャネルの候補変異体の光依存的な活性を簡便に調べる方法を確立した。
これまで、脂質平面膜法という電気生理学的手法な手法で作製したキメラチャネル変異体の活
性を調べていたが、測定が煩雑で測定効率が非常に低かった。そのため、我々が近年開発したプ
ロープ操作のみでチャネル活性（チャネル電流）が簡便に測定できる方法に光照射系を組み合わ
せた系を開発した。この測定系により、キメラチャネル変異体の活性を従来法より 100 倍以上高
い効率で測定することが可能になった。 
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