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１． 研究のねらい 

チャネルロドプシン2（ChR2）等の光感受性イオンチャネルを応用した神経活動の光操作技術

開発によって、中枢神経をはじめとする神経回路の光操作法が確立され、生命機能の理解、解

明に大きく貢献してきた。本研究では光遺伝学の新規ツールとなりうる酵素活性をもつ新たな

光感受性分子の開発を行い、オプトジェネティクス（光遺伝学）のボトムアップを目指す。チャネ

ルロドプシンによる光操作では、細胞膜内外のイオン流入によって膜電位の「脱分極」、「過分

極」を制御しているが、本研究では細胞内のサイクリックヌクレオチド(cAMP、cMP) の環境を光

により抑制することでシグナル伝達を高い時空間精度で阻害するための新たな手法を確立す

る。cAMPやcGMPは細胞内シグナル情報伝達物質であり、細胞内で働くさまざまな生体分子機

能を調節している。例えば平滑筋の収縮や網膜視細胞の光情報伝達、嗅覚情報伝達などが挙

げられる。サイクリックヌクレオチドは細胞内において必要に応じてシクラーゼ（Cyclase）により

合成され、フォスフォジエステラーゼ（Phosphodiesterase、PDE）により分解されることで、細胞

内での濃度が変動する。 

サイクリックヌクレオチドの光操作を実現するために、本研究では襟鞭毛虫ゲノム中に見つ

かったロドプシン-フォスフォジエステラーゼ（Rh-PDE）の分子物性の解析を行う。Rh-PDEの分

子機能を生化学的、分光学的手法により解析することで分子機構理解を目指す。まずは新規

分子であるRh-PDEが光依存的なフォスフォジエステラーゼ活性を示すかをin vitroにおける酵

素活性測定によって検証する。その後、過渡吸収分光法、フーリエ変換赤外分光法等を用い分

子解析を行う。得られた知見をもとに改変体分子の開発を試みる。基質特異性、吸収波長特性、

酵素活性の異なる改変体Rh-PDEの開発を行う。 

さらにはこの新規光遺伝学ツールであるRh-PDEの応用性についても検証を行う。ここでは

視覚機能再生のためのオプトジェネティクス実験を試みる。網膜変性モデルマウスの視細胞に

Rh-PDEを導入し、光感受機能が回復するかを電気生理学的手法や動物行動実験によって検

証する。オプトジェネティクスを用いた今までにない高感度でより生理条件に近い視覚再生に向

けた基盤技術形成が狙いである。 

 

２． 研究成果 
（１）概要 

襟鞭毛虫ゲノム解析から発見された新規酵素型ロドプシンは光スイッチ型フォスフォジエ

ステラーゼ(Rh-PDE)として機能すると期待された。本研究では 1）分子機能の解明、2）光ス

イッチとしての性能評価、3）視覚再生への応用の 3つのテーマを設定した。 

1）分子機能の解明 

Rh-PDE遺伝子をHEK293細胞に発現させ細胞膜から可溶化後、タンパク精製を試みた。



 

得られた標品の分光学的測定により光吸収特性等の物性を調べた。レーザーフラッシュフォ

トリシス法により光反応サイクルを測定し、反応中間体を同定後、サイクルの時定数を決定

した。さらに、FTIR 法を用いることで光照射前後のタンパク質骨格の構造変化を検出した。

このようにいくつかの分光法を駆使してこのタンパク質分子の基本的物性を解明した。また

HPLC を用いた生化学的手法により in vitro における光依存的 PDE 活性（cAMP、cGMP加

水分解活性）を測定することで、Rh-PDEはcGMPに対する特異性が高いことを見出した。ま

た、暗状態においても PDE の恒成活性が存在した。さらに、cAMP、cGMP の加水分解活性

は非対称的な pH依存性を示したことから、タンパク質中のHis 残基が基質選択性に寄与す

ることを提唱した。  

さらに、2019 年に発見された 8種の新規 Rh-PDE に関しても機能解析を試みた。 

2）光スイッチとしての性能評価 

哺乳類培養細胞である HEK293 細胞へ Rh-PDE を導入し、発光アッセイ（Glo-sensor 

assay）による光依存的な細胞内サイクリックヌクレオチド濃度減少を測定した。一方、cGMP

濃度の光操作は、Rh-PDE の恒成活性により検出することができなかった。 

3）視覚再生への応用 

まずRh-PDE遺伝子のマウス視細胞への発現を試みる。Rh-PDE発現用のアデノ随伴ウ

ィルスヴェクター（7M8 ヴェクター）を作成し、網膜下注射によって網膜変性モデルマウス(rd1

マウス)視細胞への遺伝子導入を行った。また対照実験用にチャネルロドプシン遺伝子を組

み込んだウィルスヴェクターも作成した。 

視細胞への安定的な発現が達成された後、電気生理学的手法により視細胞の visual 

evoked potential（VEP）を計測することで光応答性を検証した。 

 

（２）詳細 

1）分子機能の解明 

精製 Rh-PDE タンパク質を用いた分光計測により、その吸収極大波長が 492 nm であり、

光照射後その波長は 392 nm へシフトしたことから、M 中間体を形成し光サイクル反応を検

出することを試みた。Rh-

PDE の全長タンパク質、

および膜貫通ドメインの

みの精製タンパク質を用

いて、紫外可視領域の過

渡吸収分光測定を行い、

それぞれのタンパク質の

光反応サイクルを測定し

た（図 1）（論文3）。全長タ

ンパク質（図１A-C）およ

び膜貫通ドメイン（図１D-

F）はいずれもほぼ同様

の光反応サイクルを示し



 

た。光吸収に伴いK/L中間体形成後、レ

チナールが脱プロトン化した M 中間体を

経て始状態に戻ることが判明した。それ

ぞれの中間体形成、減衰の時定数も酵

素ドメインの有無にかかわらずほぼ同様

であった。 

次に、フーリエ変換赤外分光法（FTIR

法）により膜貫通ドメインタンパク質の測

定を行い、K 中間体、M 中間体でのスペ

クトルを得た（図 2）（論文 3）。このスペク

トル解析により、all-trans 型レチナール

から 13-cis 型レチナールへの異性化が

観察された。K 中間体形成時にはシフ

ベースの水素結合強度が増加したが、

これはバクテリオロドプシン等のポンプ

型ロドプシンでは観察されない特徴であ

る。また、M 中間体の形成に伴いアルフ

ァヘリックスの再配置が観測されたこと

から、この構造変化が酵素ドメインへのシグナル伝播に重要であると結論付けた（図 3）。 

in vitro における光依存的 PDE 活性（cAMP、cGMP 加水分解活性）の結果を図 4 に示

す（論文 1）。cAMP、cGMP 両方に対する加水分解活性を示すが、cGMP の分解活性が

cAMP のおよそ 10

倍であることから、

Rh-PDE は cGMP

への高い特異性

をもつことが示唆

された。また、暗

状態（dark）におい

ても活性を示すこ

とが分かった。加

水分解活性の pH 依存性は cAMP と

cGMP において非対称な挙動を示した

ことから、中性 pH 付近に pKa を持つヒ

スチジン残基が基質認識に寄与してい

ることが示唆された（図 5）（投稿準備

中）。 

2019 年には 8 種の新規 Rh-PDE 遺伝

子が同定されたため、それらの機能検

証を行った（図 6）。既存の Rh-PDE



 

（SrRh-PDE）と比較してMicrostomoeca roanoka由来 Rh-PDE（MrRh-PDE）は cAMPに対す

る高い基質特異性を示すことが判明した（Sugiura et al. 印刷中)。その他の分子については

著しく低い機能のみが検出された。 

以上のように分子機能については分光学的解析、生化学的解析により詳細な検証を行っ

た。 

2）光スイッチとしての性能評価 

HEK293 細胞へ Rh-

PDE を導入し、発光ア

ッ セ イ （ Glo-sensor 

assay）による光依存

的な細胞内サイクリッ

クヌクレオチド濃度減

少を検出し、光操作ツ

ールとしての有用性を

示した（図 7A）（論文

1）。また、cAMP 濃度については繰り返しの操作が可能であり、この反応が可逆的であるこ

とを示した（図 7B）。一方、cGMP濃度の光操作は、Rh-PDEの恒成活性により検出すること

ができなかった。 

3）視覚再生への応用 

Rh-PDE発現用のアデノ随伴ウィルスヴェクター（7M8ヴェクター）を井上謙一博士（京大、

霊長研）の協力により作成し、網膜下注射によって網膜変性モデルマウス（rd1 マウス）の網

膜へ遺伝子導入を行った（上野真司博士（名大、医学部）の協力による）。 

 

３． 今後の展開 

現在までに、Rh-PDE の分子機構を生化学的手法、分光学的手法により解明しつつある。今

後は変異体や新規Rh-PDE との機能比較を通して、さらに詳細な分子メカニズム解明を目指す。

また、視覚再生への応用実験に関しても実験系がほぼ確立しつつある。今後はより詳細な計

測を行うことでオプトジェネティクスツールとしての有用性を検証する。 

 

４． 自己評価 

本研究開始当初、以下の 3つの研究テーマを掲げた。 

1）分子機能の解明、2）光スイッチとしての性能評価、3）視覚再生への応用 

1）については、当初の計画通り生化学的手法や分光学的手法によりその分子機能解析を行

い、計画通りの研究を遂行し十分な目標を達成した。さらに、2019 年に発見された新規酵素型

ロドプシンについてもその機能を検証することができたことから、予想以上の成果を得た。本研

究を礎として、将来的にはさらに広がりつつある酵素型ロドプシンファミリータンパク質の分子機

構解明がなされると期待される。 

2）についても、哺乳類細胞において細胞内 cAMP の光操作を実証した。従っておおむね目

的を達成できた。しかし、cGMP の操作ツールとしてはいまだ有用性が示されておらず、今後の

研究に期待される。 



 

3）については、ウィルス作成、マウス網膜への酵素型ロドプシンの導入、電気生理学実験系

がほぼ構築できた。当初の計画ではこの系を用いた視覚再生の検証まで行う予定であったが、

時間的制約により最終目標に間に合わなかった。しかし、実験系は確立することができたため、

引き続き視機能回復の検証を遂行する。 
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