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研究成果の概要（和文）：（１）ChR1とChR2のキメラ体であるChRWRとChRFRのステップ関数型変異体(SFO)を作製し、
光電流キネティクスを波長、光強度、および照射時間の関数として解析した。また作製した改変体のうちの１つである
ChRFR-C167Aをラット大脳皮質神経初代培養細胞に発現させ、膜電位を光強度と照射時間の関数として定量的に解析し
た。（２）Na+選択性において優れたMvChR1を改変し、大きな光電流を得ることに成功した。また、そのイオン透過様
式を解明した。（３）ランタニドナノ粒子(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、ChRをアクセプ
ターとして神経細胞を光制御することに成功した。

研究成果の概要（英文）：(1) We generated step-function opsin (SFO) variants of ChRWR and ChRFR, chimeric 
channelrhodopsins between ChR1 and ChR2, and analyzed kinetics of their photocurrents as functions of 
wavelength, fluence and irradiation time. One of them, ChRFR-C167A was expressed in the rat cortical 
neuron and the light-dependent change of membrane potential was quantitatively analyzed as a function of 
fluence and irradiation time. (2) We generated enhaced variants of MvChR1, which is more selective to Na+ 
than other ChRs. The mode of ion permeation was revealed to be different from other ChRs. (3) We made a 
near-infrared (NIR) optogenetics system which consists of lanthanide nanoparticles (LNP) as donors and 
ChRs as acceptors. The firing of neurons expressing ChRs were controled by NIR light through upconversion 
of LNPs.

研究分野： 光遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
最近のオプトジェネティクスの発展により、
in vivo 神経回路において遺伝的に同定された
ニューロンや in vitro の系で顕微鏡下に同定
されたニューロンの膜電位を光操作できる
ようになった(Boyden et al., 2005; Ishizuka et 
al., Neurosci Res, 2006)。たとえば、単細胞緑
藻類クラミドモナスに由来するチャネルロ
ドプシン 2 (ChR2)は、青色光の吸収により、
Na+, K+, Ca2+, H+などを透過する非選択的陽
イオンチャネルをゲートする(Nagel et al., 
2003)。したがって、ChR2 発現細胞は、青色
光により脱分極する。これに対し、好塩菌由
来のハロロドプシン(NpHR)やアーケオロド
プシン(Arch, ArchT)はトランスポーター型光
受容体である(Zhang et al., 2011)。NpHR 発現
細胞においては、フォトサイクルにともない
Cl- を細胞外から細胞内へ輸送する。
Arch/ArchT の場合は、細胞内から細胞外へ
H+が輸送される。すなわち、580-590 nm の黄
色光により過分極する。しかし、これらの古
細菌型ロドプシン分子によるイオンの輸送
に関し、膜電位変動の効果を細胞内外のイオ
ン濃度の変化による影響から区別すること
ができない問題が残されている。 
また、これらのロドプシンは、形質膜のみ

ならず、ER などのオルガネラ膜に分布して
いる。したがって、形質膜を介するイオン輸
送の効果とオルガネラ膜を介するイオン輸
送の効果が区別できない。 
 
２．研究の目的 
 以上の問題点を解決するにあたり、以下の
目的を掲げる。 
（１）イオン選択性などの機能において、多
様なチャネルロドプシンやトランスポータ
ーロドプシンを創出する。 
（２）オルガネラ膜に選択的に分布するチャ
ネルロドプシンを創出し、オルガネラ選択的
に、その機能を光操作する。 
 
３．研究の方法 
チャネルロドプシンの結晶構造解析(Kato et 
al., 2012)や構造‐機能連関解析(Wang et 
al., 2009; Sugiyama et al., 2009; Tanimoto 
et al., 2013)にもとづき、特定の機能をタ
ーゲットにした改変体を作成する。これらの
変異体や、さまざまな種に由来するロドプシ
ンを HEK293 細胞や ND7/23 細胞に発現させる。
ホールセルパッチクランプ下に光電流を計
測し、膜電位依存性やキネティクスにもとづ
き、それぞれの特性を明らかにする。また、
培養神経細胞や筋細胞に発現させ、生理機能
の光操作を実証する。 
 
４．研究成果 
（１）ChR2 の点変異体 (step-function opsin, 
SFO)において、チャネルの開状態から閉じた
状態である基底状態までにある中間体への
移行が遷延する (Yizhar et al, 2011)。その結果、

ChR2-SFO は、青色光を吸収して生ずる光電
流が照射終了後も持続し、黄色光照射により
チャネルが閉じ、光電流が消褪する。本研究
ではChR1とChR2のキメラ体であるChRWR
と ChRFR を元に SFO を作製し、光電流キネ
ティクスを波長、光強度、および照射時間の
関数として解析した。また作製した改変体の
うちの１つである ChRFR-C167A をラット大
脳皮質神経初代培養細胞に発現させ、膜電位
を光強度と照射時間の関数として定量的に
解析した。その結果、神経細胞の応答特性は、
以下の 2 型に分類された(Hososhima et al., 
2015a)。タイプ I 神経細胞においては、活動
電位を惹起するに必要な最小の光量密度（閾
値光量密度）は、照射時間に依存し、照射時
間が長いほど閾値光量密度が減少した。これ
に対し、タイプ II神経細胞の閾値光量密度は、
照射時間に依存しなかった。また、膜時定数
の大きな神経細胞は、タイプ I の応答パター
ンを示し、膜時定数の小さな神経細胞は、タ
イプ IIの応答パターンを示す傾向が認められ
た。ChRFR-C167A は、膜発現効率や光電流
の大きさにおいてすぐれており、大脳皮質錐
体細胞など比較的大型のニューロンを微弱
光で光刺激をする目的に最適化されていた。 
（２）単細胞緑藻類の一種 Mesostigma viride
由来の MvChR1 は、Na+選択性が高いので、
H+や Ca2+透過にともなう細胞毒性を最小限
に留められる可能性がある。しかし、光電流
の大きさが小さいので、発現細胞の膜電位に
適さない欠点があった。本研究においては、
MvChR1 の N末 56 個のアミノ酸配列を ChR1
や ChR2 の相同配列に置き換えることにより、
大きな光電流を得ることに成功した。さらに、
このキメラ分子の一つ C2C1 を用いた研究に
より、MvChR1 のイオン透過の様式が ChR1/2
と異なり、脱水和をともなわないことが示唆
された(Watanabe et al., submitted)。 
（３）オプトジェネティクスにより非侵襲的
に神経をコントロールすることは神経回路
の解明にとって重要なだけではなく、神経疾
病に対する長期間の治療にも応用できる可
能性を秘めている。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 ChR 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
理想的であるが、近赤外光に最適化された
ChR の報告はない。われわれは、ランタニド
ナノ粒子（LNP）のアップコンバージョン効
果を応用すること着想した。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、ChR をアクセプターとして神経
細 胞 を 活 動 さ せ る こ と を 試 み た 。
LNP:LiYF4(Yb/Er 20/2)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、ChR1 と VChR のキメラ



体である C1V1(ピーク吸光度、539 nm)を発現
させた。C1V1 発現細胞の whole-cell patch 
clamp 下で、近赤外レーザー（976 nm）を照
射し、光電流を計測した。光電流の大きさは
レーザーの出力に依存し、ほぼ最大値に達し
た。この結果から LNP から発せられた緑色光
が C1V1 に吸収され、光電流が発生したこと
が示唆された（Hososhima et al., 2015b）。ドナ
ーとしての LNP とアクセプターとしての
ChR 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。 
（４）海産の真正細菌の一種 Krokinobacter 
eikastus から動態された KR2 は、光駆動型 Na+

トランスポーターロドプシンである(Inoue et 
al., 2013; Kato et al., 2015)。本研究においては、
KR2 をラット大脳皮質神経初代培養細胞に
発現させ、パッチクランプ下に光応答性を解
析した。膜電位固定下においては、緑色光照
射により、外向き電流が計測された。その大
きさは、膜電位に依存せず、ほぼ一定だった。
このことから、イオンチャネルではなく、Na+

のポンプ電流であることが示唆された。電流
固定下においては、緑色光照射依存的な過分
極が引き起こされ、活動電位の発生が抑制さ
れた。このことから、KR2 は、Na+チャネル
や興奮性受容体を介する Na+流入に拮抗し、
ニューロン活動を抑制する目的に最適化さ
れていることが示唆された。KR2 を ChR2, 
NpHR, ArchT などと組み合わせることにより、
ニューロン活動の緻密な操作が可能になる
と期待される。 
（５）細胞の分化・成熟過程が電気刺激など
に依存する現象がさまざまな組織で報告さ
れている。本研究においては、ChR1 と 2 を
融合した改変型のチャネルロドプシングリ
ーンレシーバー（ChRGR）遺伝子をマウス由
来の筋芽細胞 C2C12 に組み込み、青緑色光に
感受性を持つ筋管細胞を作り、継続的に照射
した。青緑色光の照射を受けた細胞は、収縮
の最小構成単位である筋細胞内のサルコメ
ア構造の発達が促進された。また、このよう
に成熟した筋管細胞が、光刺激に応答して収
縮することも確認された。この効果は ChRGR
を発現する細胞のみで認められた。すなわち、
周期的な細胞内Ca2+振動が筋細胞のサルコメ
ア構築ならびに収縮機能の成熟を促進する
こと、および筋小胞体からの Ca2+放出が重要
であることが示唆された(Asano et al., 2015)。
本研究で開発された新技術は、光を照射する
だけで特定の時間に、特定の細胞または細胞
群を活性化させて細胞の成長・成熟を促進さ
せる。その結果、光照射に応答して収縮する
能力を獲得した骨格筋細胞がつくられる。つ
まり、運動ニューロンの主要な機能を「オー
ル光」で代替できる。また、マイクロマシン
の駆動源となるバイオアクチュエータを実
現するものとして期待される。 
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