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研究成果の概要（和文）：光感受性Cl-チャネル、eNpHRを視細胞変性前に作らせることで、視細胞変性を抑制す
ることが報告された。現在、光感受性Cl-チャネルはNpHRとJawsが報告されているが、いずれも5mW/mm2ものレー
ザー光刺激が必要である。これに対し我々は、1μW/mm2のLED光刺激で300pAを超える応答が得られるCl-チャネ
ルを開発したが、本研究では、より反応性の高いチャネルロドプシンの開発を目的とした。様々な変異体を作製
し、パッチクランプ法により応答性を調べた。その結果、Guillardia theta由来アニオンチャネルロドプシンで
は、膜発現性と光反応性には負の相関があることが示された。

研究成果の概要（英文）：Roska et al. reported that photoreceptor degeneration is delayed by the 
transgene of light-gated Cl- channel, NpHR, to photoreceptor cells before the degeneration. 
Recently, NpHR and Jaws are used as the light-gated Cl- channel. However, it is needed to excessive 
light illumination (5mW/mm2: laser) to activate the channel. In contrast, we developed a new 
light-gated Cl- channel, which is activated by the low light stimulation (1mW/mm2: LED), and 300pA 
of photocurrent was recorded by the LED stimulation. In this study, mutations were designed and 
analyzed to improve the photocurrent. Designed DNA was transfected to cells and photocurrent was 
recorded by a patch-clamp method. These results showed that there was a negative correlation between
 membrane-limited expression and photocurrent in the anion channel rhodopsin derived from Guillardia
 theta.

研究分野：眼科学

キーワード： オプトジェネティクス　神経細胞　網膜色素変性症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光感受性陰イオンチャネルは、神経細胞に過分極を誘導する方法として研究されてきたが、その応答性はカチオ
ンチャネルと比較し、極めて低いものである。我々の開発した光感受性Cl-チャネルは、既報告と比較し、高い
応答性を示した。開発したツールは、神経活動のマニュピュレーションに有用であると共に、Roskaらが示した
ように (Roska, Scoence.2010)、視細胞変性を抑制するツールとして有用である。また、本研究において、アニ
オンチャネルロドプシンが膜発現性と光反応性に負の相関があることを示したが、本相関はこれまでに報告がな
く、アニオンチャネルロドプシンの開発において、重要な知見である。

※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  
我々はオプトジェネティクスを応用した視覚再建研究を行ってきた。網膜色素変性症(RP) など
視細胞変性により失明に至った場合に対し、残存する神経細胞である網膜神経節細胞(RGCs) に
光を受け取る能力を与える方法である。これにより、RGCs自らが光情報を得て脱分極を起こし、
その興奮を視覚野に伝えることで視覚を得る。この脱分極を誘導する遺伝子として、カチオンチ
ャネルロドプシンを用いる。我々は独自に可視光全域に応答し、光応答性の高い mVChR1 と更
に改善を行った comV1を創出した。この治療法は視細胞が完全に変性し、失明に至ったケース
に対して新しい治療法と成り得る可能性が高い。 
 しかし、ヒトの優れた視覚システムを完全に再現できるものではなく、変性阻止する方法が最
も望ましい治療法である事に変わりはない。そこで我々は、オプトジェネティクスを用いて視細
胞変性を遅延し、顕著な視機能の障害を阻止するための研究を始めた。 
 Roska らは、光感受性 Cl-チャネル eNpHRを視細胞変性前に作らせることで、視細胞変性を抑
制することを示した (Roska, Scoence.2010) 。しかし、eNpHRはチャネルを開くために必要なエ
ネルギー量が大きいことが問題である。Chuong らは eNpHR のホモロジーを 60％まで下げた改
変遺伝子 Jawsを作製し、光応答性を向上させた(JCI nsight.2018)。 Dalkaraらはこの 632nmをピ
ークとした Jawsを用いて視細胞を阻止可能あることを示した(JCI nsight.2018)。しかしながら、
この光作動性チャネルを開くために 5mW/mm2ものレーザー光刺激が必要であり、実用性の面か
ら問題がある。 
これに対し、我々は新たに光感受性 Cl-チャネルを作製した。このチャネルは、550nmに光感
受性を持ち、先行する NpHR, Jawsと比較し、低いエネルギー量でチャネルを開口できる。本チ
ャネルは視細胞変性に対し、有効な機能を持つと推察された。そこで、バイオインフォマティク
スを用い、更なる光応答性の向上を試みることとした。 
 
２．研究の目的 
バイオインフォマティクスによる予測に基づき、光感受性 Cl-チャネルの遺伝子の改変を行い、
チャネルタンパク質の膜発現効率の改善を目指した。チャネルロドプシンの光応答性について
は、これまでカチオンチャネルロドプシンの研究から、細胞膜での局在発現が機能と比例関係で
ある、と考えられてきた。膜局在について光感受性 Cl-チャネルタンパク質の発現観察を行うと、
これまで報告のある光感受性 Cl-チャネル eNpHR、そして、チャネル機能が更に改善されたと報
告のあった Jaws、のいずれにおいても、カチオンチャネルロドプシンと比較し膜局在化が低い
ことが観察された。光感受性 Cl-チャネルタンパク質が、カチオンチャネルロドプシンより反応
性に乏しい理由は、膜局在化にあるのではないかと考え、膜局在性を改善するためのアミノ酸配
列の検討を行うこととした。アミノ酸の変更は、チャネル機能を低下させる可能性もあるため、
改変した遺伝子について、膜局在化と共に、チャネル機能について調べることとした。 
 
３．研究の方法 
SOSUIや CAVER等を用いたバイオインフォマティクスにより、細胞膜への局在化をもたらすタ
ンパク質、及び、イオン通過量を増大させるタンパク質をコードする遺伝子のデザインを行った。
デザインした遺伝子を部位特異的遺伝子変異により作製し、発現ベクターに組込みを行い、得ら
れたベクターDNA をリン酸 Ca 法により HEK293 細胞へ遺伝子導入した。遺伝子発現について
は、融合発現させた蛍光タンパク質の発現により確認した。この venus発現 HEK細胞に対し、
パッチクランプ法を用いて voltage-clamp記録により光応答性を調べた。 
膜局在化については、より詳細な検討を行うため、局在化を数値化し、局在化と光応答につい
ての関係性を調べた。 
 
４．研究成果 
 アミノ酸の構造・イオン透過経路予測から光感受性 Cl-チャネルロドプシンの変異体を作製し、
パッチクランプ法を用いて機能評価を行った。その結果、1アミノ酸の変異によりチャネル活性
が消失するクローンが生じた。このことは、クロライドイオン透過に重要な役割であるアミノ酸
である、ということを示している。そこで、得られた結果を基に Cl-の透過を亢進させるタンパ
ク質をバイオインフォマティクスにより予測し、キネティクスに重要な役割を持つアミノ酸配
列、およびイオン電流に影響を与えるアミノ酸配列を持つ変異タンパク質を細胞で作らせ、アニ
オンチャネルとしての機能をパッチクランプ法により解析した。その結果、2つの特徴を持つア
ニオンチャネルが得られた。1つは、光誘発電流が増大するもの、もう一つは、OFF応答の早い
ものである。これらの反応が得られたアミノ酸構造を再び、電流増大と OFF 応答に着目してバ
イオインフォマティクスで戻し解析を行ったところ、電流増大が見られたチャネルにおいては、
タンパク質の安定化エネルギーが低下している傾向が見られた。細胞膜局在化に関しては、我々
の開発した光感受性 Cl-チャネルにおいても、eNpHR および Jaws と同様、カチオンチャネルの



ような膜局在化が得られなかった。また、このような光感受性 Cl-チャネルの膜局在化について
は、近年報告された光反応性の高い GtACR2でも同様であった。 
膜局在化に着目し、作製したクローンの解析を行ったところ、顕著に変化があった変異が 2つ
得られた。1つは、1アミノ酸置換で、細胞膜発現性の有意な向上が見られたが、光反応性の低
下が示された。もう一つは、改変前と比較して高い応答性を示し、膜局在の改善が観察されたも
のの、有意差は得られなかった。 
実験において、膜局在化できたにも関わらず、光電流の減少が見られたクローンが存在した為、
アニオンチャネルロドプシンの細胞における膜発現とイオン電流との関係を調べた。その結果、
予想外にも膜局在とイオン電流は負の相関があることが判明した。同様の解析をカチオンチャ
ネルロドプシンで行ったところ、カチオンチャネルロドプシンでは、正の相関があることが分か
った。 
これらの実験から、Guillardia theta 由来アニオンチャネルロドプシンについては、カチオンチ
ャネルロドプシンとは異なり、膜発現性と光反応性には負の相関があることが示された。 
我々の開発した光感受性 Cl-チャネルには、以下の 2点のメリットがある。1つは、GtACR2と
比較しても、チャネルの閉口速度が有意に早い点である。チャネルの閉口速度は、次の応答に対
しての待期時間として重要であり、反応特性(Hz)と関連している。もう一点は、1μW/mm2の弱
い LED刺激によっても 300pAを超える応答が得られる点である。この 2点から、現段階におい
ても、我々の開発した光感受性 Cl-チャネルは有用性の高いものであると推察された。 
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