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研究成果の概要（和文）：本研究ではより組織透過性が高く、生体侵襲性の低い長波長光で動作が可能なオプト
ジェネティクスツールの実現のため、様々な微生物型ロドプシンの吸収波長の長波長化に取り組んだ。
　その結果新たに既存の分子より長波長に吸収を持つ、内向きH+ポンプ型ロドプシン（PoXeR）を新たに深海性
の細菌P. oceaniより発見した。
　また比較的長波長に吸収を持つ分子に、本来短波長に吸収を持つ別の機能を持つロドプシンの重要なアミノ酸
を導入することで、もともとのものよりもその吸収を長波長化できることを示した。また多くのロドプシンで高
度に保存されているアミノ酸を変異することで、系統的に長波長化が可能である事を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried the creation of a new type of rhodopsin absorbing 
longer-wavelength light. This is expected to be elementary technique to achieve new optogenetic 
biological tools which are controlled by red- or near-infrared light with higher tissue penetration 
depth and lower cellular toxicity.
 As the results, we newly identified a new light-driven inward H+ pump rhodopsin (PoXeR) from 
deep-sea bacterium, P. oceani, which has a longer absorption maximum wavelength compared to 
previously reported molecule.
 We also showed that the absorption of rhodopsin with specific function can be red-shifted by 
introducing their important amino-acid residues to another longer-wavelength absorbing rhodopsin 
which has different function. In addition, we found a new technique which modifies a highly 
conserved residue among most of microbial rhodopsins and systematically red-shifts the absorption 
wavelength.

研究分野： 物理化学、生物物理学

キーワード： ロドプシン　レチナール　波長制御　機能転換　イオンポンプ　光反応　光受容タンパク質　フラッシ
ュフォトリシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では光受容型膜タンパク質であるロドプシンの吸収波長制御について調べ、これまでオプトジェネティク
スなどの応用研究で求められていた吸収の長波長化を行う残基の同定に成功し、新たな分子ツール開発につなが
る、要素技術開発に成功した。また自然界において既知のものより長波長に吸収を持つナトリウムポンプ型ロド
プシンを同定し、さらに機能転換によって進化の過程で保存されている構造エレメントの存在を明らかにするな
ど、微生物におけるタンパク質の分子進化についても知見を得た。
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１．研究開始当初の背景 
微生物型ロドプシンは真正細菌や古細菌など
の持つ光受容型の膜タンパク質であり、７回
膜貫通型の構造と、共通の発色団である
all-trans レチナールを持つ。微生物型ロドプ
シンの大部分は光駆動型外向き水素イオン
（H+）ポンプであり、特に研究が進んでいる
古細菌の持つバクテリオロドプシン（BR）や
真正細菌のプロテオロドプシン（PR）などが
ある。この他に光駆動型内向き塩化物イオン
（Cl-）ポンプや、細胞の走光性に関わるセン
サー、もしくは光による遺伝子制御といった
働きを持つロドプシンが知られている。また
最近では光ゲート型のチャネルとして働くロ
ドプシンが藻類から発見されている（図 1）。 
 

 
 

図 1. 様々な微生物型ロドプシン 
 

 そしてこの中でチャネル型やポンプ型など
イオンを輸送するロドプシンは、神経細胞に
発現させると、光でその神経活動を興奮/抑制
することが可能になる。このような微生物型
ロドプシンを使った生体操作技術はオプトジ
ェネティクスと呼ばれ、神経科学分野で現在
高い注目を浴びている。 
 

２．研究の目的 
 現在様々なオプトジェネティクス研究の場
で微生物型ロドプシンが光生体分子ツールと
して用いられている。しかしこの際に比較的
短波長の光を吸収する分子を用いた場合、生
体試料中では光の散乱が大きく、事実上表面
近傍数 mm 以内に存在する神経にしか応用す
ることができない。また短波長の光は生体へ
のダメージが大きいため、長時間の使用がで
きないという大きな問題点がある。そこで本
研究では我々の持つ様々な種類のロドプシン
をもとに、遺伝子改変を行うことで、より長
波長の光で活性化が可能な、オプトジェネテ
ィクスの新しいツールとなる新規ロドプシン
を開発することを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 
 本研究ではまず長波長化のベースとなる、
自然界に存在する様々なロドプシンの野生型
遺伝子を受託サービスを通じて遺伝子合成し
た。さらにそれらの遺伝子を pET21a(+)もし
くは pMS107 ベクターに導入して作製したプ
ラスミドをタンパク質発現用の大腸菌

C41(DE3)および C43(DE3)株に形質転換し、
さらに IPTG と all-trans レチナールを添加す
ることで、ロドプシンタンパク質の発現誘導
を行った。そして長波長化のための部位特異
的アミノ酸変異体はクイックチェンジ法によ
って作製した。その様にして得られたロドプ
シン分子のイオン輸送活性については、pH メ
ーターを用いて観察することで評価した。 
 また本研究で作製したロドプシンの光反応
サイクルについては、ナノ秒パルスレーザー
を励起光とし、一次元 CCD アレイもしくは
光電子増倍管を用いてタンパク質の過渡吸収
変化を観測することで、中間体の種類と減衰
の時定数を求めた。またフーリエ変換赤外
（FTIR）分光などにより、タンパク質の構造
情報を得た。これら分光測定に用いるタンパ
ク質の精製試料を得るため、ロドプシンを大
量発現した大腸菌をフレンチプレスを用いて
破砕後、界面活性剤を用いて可溶化した。そ
の後不要膜画分を超遠心にて取り除いたあと、
His タグ配列に対する Co-NTA クロマトグラ
フィーにより、精製を行った。 
 

４．研究成果 
 まず本研究で目指す長波長吸収型のロドプ
シンを作製するために、既存の分子の中でも
比較的吸収波長が長波長側にあるものに、本
来は短波長光を吸収する別のタンパク質の機
能に重要な残基を導入することで、長波長化
ができるかどうかを検討した。 
 例えばシアノバクテリア Gloeobacter 
violaceus PCC7421 の H+ポンプ型ロドプシン
（GR）は、Krokinobacter eikastus の持つ Na+

ポンプ型ロドプシン（KR2）よりも長波長に
吸収を持つ（GR: 540 nm、KR2: 524 nm）。そ
こで KR2 の Na+輸送に重要とされる NDQ モ
チーフ（Asn112/Asp116/Gln123, Inoue et al. 
Angew. Chem. Int. Ed. (2015)）の三つの残基を
GR に導入したところ、86 nm もの極めて大き
な長波長シフトが見られた（図 2）。 
 

 
 

図 2. 野生型 KR2 および GR D121N/T125D/ 
E132Q (NDQ)変異体の吸収スペクトル 

しかしこの GR NDQ 変異体については Na+輸
送活性が見られなかったことから、今後さら
にアミノ酸変異を加えることで、長波長吸収
特性を保持しながら、Na+の輸送を行うこと



ができる分子が実現されると期待される。 
 一方で GR および KR2 に加え、海洋性真正
細菌 Fulvimarina pelagi の持つ Cl-ポンプ型ロ
ドプシンについて、機能の異なるポンプ間で
互いの重要な残基を入れ換えることで、その
機能も転換されるかを調べたところ、Na+ → 
H+、Na+ → Cl-、Cl- → H+についてはモチー
フとさらに一残基の変異を導入することで容
易に機能が転換される一方で、それらの逆向
きの機能転換はより多くのアミノ酸変異を導
入しても全く起こらない結果となった（図 3）。 
 

 
 

図 3. 真正細菌型ロドプシンの機能転換研究 
（Inoue et al. J . Biol. Chem. (2016)） 

  

この機能転換の成否と分子進化系統樹を比較
したところ、興味深いことに『分子進化を逆
行する機能転換は容易に達成されるが、分子
進化に沿った機能転換は極めて困難である』
ことが明らかとなった（Inoue et al. J . Biol. 
Chem. (2016)）。このことは自然界におけるロ
ドプシンの進化過程において、祖先型の分子
の機能に重要な構造のエッセンスは、子孫の
分子にも保存されており、容易にその機能が
復元される一方で、新規機能の獲得には極め
て多くのアミノ酸の変異が必要となることを
示唆していると考えられる。この研究成果に
ついては世界的にも高い注目を集め、J. Biol. 
Chem.誌“Highlights of 2016”に選出された
(2016 年の同誌掲載論文 2377 報中 23 報が
Highlights に選出)。 
 一方で本研究で新奇ロドプシン遺伝子の探
索を行ったところ、新たに深海性の細菌
Parvularcula oceani のゲノムより、光駆動型内
向き H+ポンプロドプシン（PoXeR）を発見し
た（Inoue et al. Nature Commun. (2016)）（図 4）。
これまでに、我々の研究において人工的な内
向き H+ポンプロドプシンの作製を達成して
いたが、その吸収波長は 552 nm であり、本
研究において発見した PoXeR の吸収波長は
それよりも 17 nm 長波長側（ = 569 nm）に
吸収極大が存在し、より長波長での光操作に
適している。この PoXeR の近縁にはより多く
の内向き H+ポンプと思われるロドプシン遺
伝子が存在しており、今後それらを網羅的に
解析することで、より長波長に吸収を持つタ
ンパク質の発見が期待される。 
 

 
 

図 4. 新規内向き H+ポンプ（PoXeR） 
  

 さらに本研究において、新たに多くのロド
プシンで保存された特定のアミノ酸を変異す
ることで、KR2 の Na+輸送機能を保持しなが
ら、その吸収波長を系統的に 40 nm 程度長波
長シフトさせることが可能である事が見出さ
れた（図 5、論文投稿中）。 
  

 
図 5. P219T および S254A 変異による 

KR2 の 40-nm 長波長化 
  

同様の変異による長波長化は他のロドプシン
でも可能であることが確認されており、今後
本技術を応用することで、様々なオプトジェ
ネティクスツールを系統的に長波長シフトさ
せることが可能になると期待される。 
この様に本研究によって多様なロドプシン

に応用可能な吸収の長波長化手法や、新奇長
波長吸収型ロドプシンの存在を明らかとする
ことができた。今後これらの知見を併せるこ
とで、これまでにない長波長の光で操作可能
なロドプシンを実現し、オプトジェネティク
スツールとしてのその応用に向けた技術的基
盤の確立がなされると期待される。 
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応用 ○井上圭一 第 1 回ポスト JFFoS の会 
2016 年 10 月 22 日 東京 
11. Spectroscopic study on the ion-transport 
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Keiichi Inoue SCIX 2015, The Great Scientific 
Exchange Meeting, September 28, 2015, 
Providence, USA 
23. The role of proton on the function of sodium 
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Inoue, Hideki Kandori (Young researcher oral 
presentation awards) The 26th IUPAC 
Symposium on Photochemistry, April, 8, 2016, 
Osaka, Japan 
（他 7 件） 
  

【国際会議におけるポスター発表】 

39. Functional conversion and mechanism of 
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