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研究成果の概要（和文）：クラミドモナス由来チャネルロドプシン-2(ChR2)は、感受波長が青色に限定される。本研究
は新たに変異型チャネルロドプシンを作製し、光特性を明らかにすることを目的とし、ボルボックスより見出された赤
方型チャネルロドプシン(VChR1)を基本に変異型チャネルロドプシン遺伝子を作製した(mVChR1)。
mVChR1遺伝子を恒常的に発現する細胞株を樹立し（HEK-mVChR1）、光反応性を測定したところ、VChR1に比べ約30倍高
い反応が記録された。また、波長感受性では、450nmから600nmの幅広い波長光に応答し、ヒトの可視光を考えた場合、
mVChR1は視覚再生に有用な遺伝子であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The sensitive wavelength of channelrhodopsin2 (ChR2) derived from chlamydomonas is
 limited under 540 nm corresoponding to blue color. On the other hands, it has been reported that the volv
ox derived channelrhodopsin-1 (VChR1) had a red sifted sensitivities compared to ChR2. We developed a new 
type of channelrhodopsin which had a broad band wavelength sensitivities by modifying the VChR1 and invest
igated the ion channel properties. 
After establishing the cell line which expressed mVChR1 gene (HEK-mVChR1), we measuredthe photo current ca
used by a light stimuli. The photo current in the modified VChR1-expressing cell induced by a stimuli of b
lue, green, yellow and red light, which showed approximately 30 timeshigher currents compared to that of t
he native VChR1.  In consideration to human visual spectrum, mVChR1 was useful for the purpose of restorin
g vision
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１．研究開始当初の背景 
 網膜色素変性症は失明原因の上位に位置
する疾患のひとつであるが、未だ有効な治療
法が確立されていない。さらに重篤な網膜は
く離や年々増加している加齢黄斑変性症な
どを含めると今後失明者が増加することは
明らかである。これらの疾患のほとんど（緑
内障をのぞく）は、視細胞の変性に原因があ
り、神経節細胞をはじめ多くのニューロンは
残存し、視神経が十分機能することは最近の
研究で明らかにされている。 
 失明に対する唯一の視機能再建として、光
受容を工学的技術によって代用し、残存する
網膜神経細胞を電気的に刺激する「人工網
膜」が世界的に研究されている。この方法は
映像情報を人工網膜チップで捉え、電気的な
信号に変換し、残存する網膜神経節細胞を刺
激し、擬似的な光覚を得ようというものであ
る。アメリカ、ドイツで臨床試験が始められ
ているものの、様々な問題点が明らかになっ
てきている。また、研究段階にある視覚再生
法として、幹細胞移植が挙げられる。現状で
は、幹細胞から特定の神経細胞へ分化をコン
トロールすることが難しい点や、それが可能
であったとしても、生来の神経ネットワーク
を再構成できるかなどの問題がある。我々は、
光受容を機械によって代用するのではなく、
「残存する神経細胞に光受容能を賦与する」
という全く新しい方法を用いての視覚再建
をめざしている。この方法では残存する神経
細胞に光受容能が賦与されるため、既存の神
経ネットワークをそのまま利用することが
できる。われわれの研究室ではすでに、アデ
ノ随伴ウイルスベクターを用いて、網膜神経
節細胞にChR2遺伝子を導入することにより、
遺伝盲ラットの視覚を取り戻すことに成功
している(Tomita et al. Invest. Ophthalmol. 
Vis.Sci.48(8):3821-6, 2007,日経新聞 2007 年
4 月 16 日)。また、ラットの首振り運動によ
る行動解析で、行動学的にもし機能の回復を
確認している（毎日新聞全国版 2008 年 3 月
8 日、朝日新聞宮城版 2008 年 3 月 13 日、
NHK 宮城ニュース特集「視力が落ちる難病
にひとすじの光」2008 年 3 月 28 日、Tomita 
et al.,2009,revision）。このように、世界で初
めて行動学的に視機能の回復を示し、この研
究で世界をリードしている。 
 緑藻類クラミドモナス由来のチャネルロ
ドプシン-2（ChR2）は、発色団としてレチ
ナールを有し、530nm 以下（青色）の光に応
答し、細胞内に陽イオンを透過させる光受容
陽イオン選択的チャネルとして機能するこ
とが知られている。「光+陽イオンチャネル」
という特性から、神経細胞に発現させた場合、
単一の分子の働きで光情報を電気信号に変
換することが可能である。ChR２が反応する
光波長は約 400-520nm であり、これは正常
な視覚の波長域（380-760nm）と比較して、
極端に狭く、視機能が回復したとしても見え
る波長域が限定されてしまう。 

 2008 年、同じ緑藻類ボルボックスから単
離したチャネルロドプシン (VChR1) が
531-581nm（黄色）の光刺激に反応し、細胞
内に陽イオンを透過させる陽イオン選択的
チャネルであることが報告されている。この
ことにより、VChR1 と ChR2 を共に神経細
胞に発現させることにで、より広い波長領域
に光感受性を持たせることができると考え、
我々は VChR1 を哺乳類の細胞に発現させる
ことを試みた。しかしながら、VChR1 遺伝
子導入細胞の発現効率は低く、光刺激での充
分な反応が得られなかった。そこで、我々は
視機能再建を考慮した時に、より機能的と思
われる ChR を創出するために、赤方方のチ
ャネルロドプシンをはじめ、様々な変異型を
作製している。その一例として、光感受性お
よび波長特性を改善する目的で、クラミドモ
ナスチャネルロドプシン変異型を作製して
いる。これは、光刺激に対する反応スピード
が速くなり、感度が高くなるといった反応性
の向上を期待しているものである。これらの
変異型の光特性を解析することで、さらに有
用な ChR 変異型が得られる可能性がある。
本研究により、新たなChRが創出されれば、
通常の視覚に近い視機能が得られる可能性
があり、今後、ChR を利用した視覚再建研究
に重要な知見となると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 緑藻類クラミドモナス由来のチャネルロ
ドプシン－2（ChR２）は、発色団としてレ
チナールを有し、530nm 以下（青色）の光に
応答し、細胞内に陽イオンを透過させる光受
容陽イオン選択的チャネルとして機能する
ことが知られている。このような特性から、
神経細胞に発現させた場合、単一の分子の働
きで光情報を電気信号に変換することが可
能である。光感受性遺伝子チャネルロドプシ
ンは近年、新たな視機能再建のツールとして
研究されてきている。しかし、オリジナルの
チャネルロドプシンには、受容波長域が狭い
といった問題点が多い。本研究はその短所 
の改善を目指し、新たに作製した ChR の光
特性等について電気生理学的に検討するこ
とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞への遺伝子導入による変異型チ
ャネルロドプシン遺伝子発現株の樹立 
①遺伝子発現株のみを選択するために、ピュ
ーロマイシン耐性遺伝子が付加されたChRプ
ラスミドベクターを作製した。また、各遺伝
子に蛍光タンパク質を融合させたベクター
を作製した。その場合は蛍光顕微鏡観察によ
る導入遺伝子の発現確認が可能である。 
②これらのベクターを制限酵素を用いて１
箇所切断し、直線状にしてからHEK293細胞、
PC12 細胞へエレクトロポレーション装置を



用いて遺伝子導入を行った。 
③抗生物質（ピューロマイシン）耐性遺伝子
を含まれていることにより、遺伝子が発現し
た細胞へ抗生物質を添加することで、遺伝子
導入細胞を選択的に培養した。 
 
(2)パッチクランプ法を用いた光感受性・波
長感受性の解析 
①それぞれの波長（400,450,500,550,600nm）
で光刺激を 1秒間与え、波長感受性を測定し
た。それぞれの遺伝子ごとのピーク波長や応
答波長領域を確認した。 
②同一波長で、減光フィルタを用いて光刺激
の強さを1/5,1/10,1/50,1/100と変えたとき
に強度の差による応答の違いを確認した。 
 
(3)モデル動物への遺伝子導入、及び導入後
の光応答の解析 
①遺伝盲ラットの硝子体へ作製したアデノ
随伴ウイルスを投与した。 
②発現を確認後、網膜スライス標本を作製し、
パッチクランプ法による光感受性・波長感受
性の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
クラミドモナス由来チャネルロドプシン
-2(ChR2)は、感受波長が青色に限定される。
本研究は新たに変異型チャネルロドプシン
を作製し、光特性を明らかにすることを目的
とした。 
ボルボックスより見出された赤方型チャネ
ルロドプシン(VChR1)は、その波長特性から
視覚再建に有用と考えられるが、ChR2 に比
べ光反応性が悪く実用的ではない。そこで
VChR1 を基本に変異型チャネルロドプシン
遺伝子を 5 種類作製した。 
遺伝子発現細胞株のみを選択するために、ピ
ューロマイシン耐性遺伝子が付加された
ChRプラスミドベクターと改変型ChR-Puro
ベクターを作製した。これらをエレクトロポ
レーション法を用いて培養細胞（HEK293）
に導入し、抗生物質ピューロマイシンを添加
し選択的に培養を続け、mVChR1 遺伝子を
恒 常 的に発 現 する細 胞 株を樹 立 し た
（HEK-mVChR1）。 
 
 
 
 
 
 

 
図１.作製したプラスミドベクター 
 
 
今回作製した変異型チャネルロドプシンの
光特性についてパッチクランプ法により電
気生理学的に検討した。光反応性を測定した

ところ、VChR1 は比べ約 30 倍高い反応が記
録された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図２．波長特性 
 
また、波長感受性では、450nm から 600nm
の幅広い波長光に応答し、ヒトの可視光を考
えた場合、mVChR1 は視覚再生に有用な遺
伝子であると考えられた。遺伝盲ラットを用
いた電気生理学、行動学的評価でも、パッチ
クランプ法で得られた結果と同様の反応が
観察された。さらに、網膜内での光受容機構
を詳細に解析するために、遺伝子導入した網
膜のスライス標本を作製し、光刺激に伴う遺
伝子導入細胞および非導入細胞の光刺激に
伴う反応を記録することを試みた。しかしな
がら、ラット網膜スライス標本を維持するこ
とが困難で、現状では記録するに至っていな
い。引き続き、スライスパッチによる記録を
試みるとともに、網膜伸展標本やラット以外
の下等動物でのパッチクランプ法も検討し、
失明網膜の光受容機構を調べる予定である。 
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