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1. 概要

1. 概要

光駆動型カチオンチャネルであるチャネルロドプシン —2 (ChR2)は、神経科学研究に

おいて、 神経ネットワ ー クの仕組みを調べるためのツ ー ルとして広く 用いられるよう

になっている。 一方、 視覚分野では、 ツ ールとしての利用だけでなく、 失明者の視覚

を再建する治療技術として、 開発が進められている。 我々は、 失明したラットの網膜

細胞に ChR2を導入することで、視機能を回復できることを報告し、さらに、ChR2よ

りも広い波長感受性を持つ改変型Volvoxチャネルロドプシン —1 ( mVChRl)の開発に

成功し、 mVChRlは、 現在、 製薬企業において遺伝子治療薬として開発が進められて

いる。 しかし、 この遺伝子治療で回復される視機能は、 導入する遺伝子の機能に依存

するため、 本研究では、 mVChRlよりもさらに高機能な遺伝子を人工的に創出するこ

とを目的とした。光感受性を向上させるために、バイオインフォマティクスの手法を用

いてイオン透過経路をシミュレ ー ションし、 mVChRlのアミノ酸配列のうち2つの部

位をChR2の相同アミノ酸配列に 置換した。 さらに、TM6 と TM7 の細胞外ドメイン

とTM6、c末端領域を置換したex3mV1Coの405-617nmにおける光感受性は、mVChRl

よりも有意に高くなり、 Human e mbryonic kidne y (HEK) 293細胞を用いたパッチクラ

ンプ法によるホ ールセル記録では505nmで40 nW/mm2の光に応答した。 また、遺伝的

に視細胞が変性する Roy al Col lege of Surgeons (RCS) ラットにアデノ随伴ウイルス

(AAV )ベクタ ーを用いてex3mV1Co を導入したところ、 視力が回復し、 µWオーダー
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の光への応答を確認した。以上のように、 ex3mV1Co を利用することにより、 より高度

な視覚機能を提供できると考えられた。
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2. 背景、 目的

2. 背景、 目的

2.1背景

近年、イオンポンプ型 やイオンチャネル型の ロ ドプシンを神経細胞に発現させて光 によ

り神経の興奮、 抑制を制御することで脳や神経などの機能 を 研究する光遺伝学

(Optogenetics、 オプトジェネティクス）という分野が注目されている。 オプトジェネテ

ィクスで利用されているロ ドプシンは、オプシン と呼ばれるタンパク質 とビタミンA誘

導体のレチナールで構成されており、オプシンの中央に位置するシッフ塩基を介してレ

チナールが結合した7回膜貫通型のタンパク質である。 ロ ドプシン が光を感受すると、

レチナールの光異性化に伴う ロ ドプシン自体の構造変化が引き起こることで、チャネル

が開口し、 ナトリウムイオンの細胞内への流入が生じる。 この機能を応用して、 神経細

胞に ロ ドプシンを 発現させることで、 光刺激により細胞膜の脱分極を介して活動電位を

生じさせることができる。 特に、 光駆動型カチオンチャネルである channelrhodopsin-

2 (ChR2) [1, 2]は、 オプトジェネティクス技術の中心的な役割を果たしており、 オプト

ジェネティクス技術は様々な分野の研究で利用されるに至っている。神経科学の研究で

は、 チャネル ロ ドプシン -2 (ChR2) 遺伝子を神経細胞に導入 し、 神経活動[3, 4]や行動

の光制御[5] 、脳機能の研究 [6] 、神経疾患のメカニズムの研究 [7,8]などが行われている。

視覚研究の分野では、オプトジェネティクス技術 が失明者の視覚再建をする治療の研究

に利用されており[9] 、 これまでに失明したマウスやラットの網膜神経節細胞に ChR2
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を導入することで、 光に対する応答が回復することが報告されている [10,11,12,13] 。 ま

た、 ラット [14] やマ ー モセット [15] を用いた安全性試験も行われており、 ChR2 遺伝子

の持続的な発現によっても免疫反応は惹起されず、安全性は比較的高いと考えられてい

る。すでに、米国では視力回復のための ChR2 遺伝子を用いた遺伝子治療臨床試験が進

行中である。 しかし、 ChR2 は青色光に対する応答は優れているものの、 それ以外の可

視光に対する応答は小さく、 特に赤色光などの長波長光には応答がない。 そこで、 我々

は、 ChR2 よりも広い波長感受性を持つ改変型 Volvox channelrhodopsin-1 (mVChRl) 

を開発し [16]、 mVChRl 遺伝子の導入により、 遺伝的に視細胞が変性する RCS ラッ

トの視機能の回復を実証している。また、 回復した視覚応答は 1 年以上経過しても減衰

せずに副作用がないことを報告している [17]。しかし、 チャネルロドプシン遺伝子治療

により回復した視覚機能は、本来の視覚に比べて光感受性が劣ることが明らかになって

いる。また、網膜への2つのチャネルロドプシン遺伝子の共発現は、 波長感受性は拡大

するが、 光感受性は増大しないことも報告している [18] 。 そのため、 単 一の遺伝子で

mVChRl よりも光感受性の高いチャネルロドプシンを開発する必要がある。

これまでに、 ChR2 (E123T/T159C) [19,20]、 ChIEF (キメラ） [21] など、 様々なタイ

プのチャネルロドプシンが開発されているが、 これらの多くは、 光刺激にはmW オ ー

ダー の光強度が用いられた実験で光感受性が評価されている。私たちが日常的に受けて

いる光による視覚は、 一般的にµWオ ー ダ ー の光であり、失明者に対する治療技術とし
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ての利用を考慮すると、 少なくともµWオー ダーの光に対してより高い光感受性を持

つチャネルロドプシンが視力回復に有用であると考えられる。

2.2 目的

本研究では、 mVChRl のイオン透過経路に関連するアミノ酸を光感受性の高い ChR2

のアミノ酸に置換することで、 µWオー ダーの光に対してより高い光感受性を持つチ

ャネルロドプシンを創出することを目的とした。 また、 光感受性が増大した要因をチャ

ネルロドプシンの分子サイクルとイオン透過経路に基づいて考察を行った。
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3. 材料と方法

3. 材料と方法

3.1. 変異体の設計とプラスミドの調製

イオン透過性を向上させるために、 mVChRl の膜貫通領域(TM3)と細胞外Jレ ープに近

い 3 つの部位(exl,ex2,ex3) をそれぞれ ChRl と ChR2 のものに置き換えた。 ChRl の

TM3( 図 1) はコンダクタンスの増加 [22]に関連するアミノ酸配列であると報告されて

いる。 そこで、 以前に報告された C1C2 の結晶構造から CAVER3.0 で mVChRl の

exl,ex2,ex3 のアミノ酸配列を ChR2 の対応する配列に置換し、 それぞれ exlmVl,

ex2mVl,ex3mV1, ex13mV1 とした（図2)。 さらに、 ex3mV1 の TM6 および c 末端領

域を Chloromonas Oogama derived-channelrhodopsin (CoChR) [23] の対応するアミノ

酸に置換し、 ex3mV1Co とした。上記でアミノ酸の置換をした各遺伝子を含むプラスミ

ドベクター を設計した [17] 。 すべてのプラスミドベクター は、 各遺伝子の C 末端に

Venus 蛍光タンパク質をコー ドする遺伝子を融合させた。 これらの Venus 融合 cDNA

を 6Pl-CAG プラスミドにサブクロ ー ニングした [11] 。 これらのプラスミドベクター を

用いて、各遺伝子を Human embryonic kidney (HEK)293 細胞に導入し、AAV ベクター

を調製した。

3.2 細胞の準備

HEK 293 細胞は、 37℃の 5%C02 の条件で下記の組成で調製した Minimum Essential 
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Medium (Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) で培養した。 培地は 3 日ごとに新た

な培地に交換し、0.02%エチレンジアミン四酢酸/DPBS 溶液を用いて細胞を継代した。

MEM (Minimum Essential Medium, Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) 

10% FBS (Fetal Bovine Serum, ThermoFisher, Massachusetts) 

1 x Ab (Antibiotic-Antimycotic, ThermoFisher, Massachusetts) 

1 X GM (GlutaMAX™ Supplement, ThermoFisher, Massachusetts) 

1 X MEM NEAA ( MEM Non-Essential Amino Acids Solution, ThermoFisher, 

Massachusetts) 
＼． 

3.3. HEK293 細胞への遺伝子導入（リン酸カルシウム法）

各 pAAV ベクタ ー の HEK293 細胞へのトランスフェクションは、 リン酸カルシウム法

により行った。トランスフェクションの前に培地を新たな培地に交換し、37℃の 5%C02

の条件下で 5-10 分間インキュベートすることで培地を温めた。 600µL の 0.3M CaCb 

溶液と 6µg のプラスミド溶液を混合し、この混合液を HBS 溶液(HEPES-buffered Saline, 

pH 7.10)に滴下して、 リン酸カルシウム-DNA 粒子を準備した。 事前にインキュベート

した dish にリン酸カルシウム-D N A 粒子を添加し、 3 7 ℃で 6 時間培養した後、 培地

を新しい培地に交換した。 細胞は2 4 ,..._, 3 0時間培養し、 パ ッチクランプ法による測定

の前日にスライドガラスに播種した。
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3. 材料と方法

280 mmol/L NaCl 

1.5 mmol/L N a2HP04 

50 mmol/L HEPES (2-[ 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid, 同仁科

学研究所，Japan)

3.4細胞内液の作製

下記の組成で、pH7.2に調製した細胞内液を作製し[24]、1.5ml tubeに分注後、- 20℃

で保存した。 使用時に、室温で融解して0.2µmのフィルターにより減菌した。

/― 

130mmol/L CsCl 

1.lmmol/L EGTA (ETHYLENE GLYCOL-bis(f3 -AMINOETHYL ETHER)-N, N, 

N' ,N'-TETRAACETICAID, Sigma, Missouri) 

2mmol/L MgClz 

O.lmmol/L CaClz 

lOmmol/L NaCl 

1 Ommol/L HEP ES (2-[ 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid, 同仁科学

研究所，Japan)

2mmol/L N a2A TP 
＼ 
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3. 材料と方法

3.5細胞外液の作製

下記の組成で、pH7.4に調製した細胞外液を作製し[24]、 使用時まで4℃で保存した。

実験で使用する際は、 95%02と5%C02の混合ガスを通気させて使用した。

138mmol/L NaCl 

3mmol/L KCl 

1 Ommol/L HEP ES 

4mmol/L NaOH 

lmmol/L CaClz 

2mmol/L MgClz 

3.6バッチ電極の作製

ガラス管キャピラリ ー (BOROSILICATE GLASS, Sutter Instrument, California)をプ

ラー (PC-10, NARISHIGE, Japan)を用いて引き伸ばし、 先端が直径l-5µmのガラス

電極を作製した。 続いて、 ホ ールセル状態を長時間持続させるためにMICRO FORGE 

(NARISHIGE, Japan)を用いてガラス電極先端のヒ ー トポリッシュ（熱研磨）を行った。

その後、 ガラス電極内に細胞内液を充填し、 パッチ電極を作製した。 実験には、 実験当

日に作製したパッチ電極を使用した。
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3.7ホ ールセル記録

測定前日に細胞を直径12mmの円形ガラスプレ ー ト入りの 35mmdishに播種して、

37℃ ·5%C02でインキュベ ー トした。測定時、ガラスプレ ー トを顕微鏡(Eclipse, Nikon, 

Japan)下のチャンバ ーに移し、 細胞外液を潅流させた。 顕微鏡 下でガラスプレ ー ト上に

単一の細胞であることを確認し、 460nm-500nmの励起光を照射して蛍光を発している

ことを確認した。マニュピレ ータ ー(EMM-3NV, NARISHIGE, Japan)を用いて、 細胞

に パ ッチ電極を密着させ、 パ ッチ電極内に陰圧をかけてシ ー ル状態（パ ッチ電極と細胞

膜の間が高抵抗の状態） にした後、 さらに陰圧をかけて パ ッチ電極 下の細胞膜を破壊し

た （ホ ー ルセル状態）。 ホ ー ルセル状態形成後、 発 光ダイオー ド(Mightex Systems, 

Pleasanton, CA)により光刺激を与え、 EPC-10アンプ(HEKA, Electronic, Germany) 

によりイオン電流を測定した。光刺激には、 405, 455, 505, 560, 617, 656 nmの波長光

を用いて、 光強度はlµW/mm2に統一した。 測定デ ータは、 1 0 kHzでフィルタ リ

ングし、 5kHzでサンプリングした。また、 測定は、 膜電位をもOmVに固定 下で行っ

た。なお、 測定は暗室内で 行われた。記録されたデ ータをCSV 形式で出力し、 エクセ

ルを用いて、 ピー ク電流、 定常電流、 脱感作、 t e r nin g-ON(rON )およびt

e r n i n g -0 F F (r O F  F )の解析を行った[25]。rONは、 光刺激中の最大光電

流の振幅の 1-e·l (63%)に達するまでの時間として算出した。 rOF Fは、 光刺激の終

了時の定常状態の光電流の振幅の e·l (37%)に到達する時間として算出した。 脱感作
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は、最大光電流の振幅 と定常状態の光電流の振幅の差をピ ーク 振幅で割ったものとして

算出した。

3.8実験動物

すべての動物実験は、岩手大学動物管理・使用委員会のガイドラインに準拠して実施し

た。 実験は、CLEAJa p an(東京）から入手した7-10ヶ月齢のRo yal College of Surgeon s 

(RCS; rdy/rdy) [26]ラットを用いて行った。ラットは、水を自由に飲めるようにして、

周期的な明暗サイクル(8時点灯、 2 0時消灯）で、室温を23土1℃に維持して飼育し

た。

3.9アデノ随伴ウイルス(AAV, adeno-associated virus)ベクターの調製

AAV ベクタ ー の作製には、 ex3mV1Coを含むプラスミドベクタ ーを使用した。 AAV

Helper-Free System (Agilent Technologie s, Santa Clar a, CA)を使用して、 マニュアルに

従ってシングルステップカラム精製法で感染性AAVウイルスを作製した[27]。精製さ

れたA A Vベクタ ー の濃度は、E L I SA (PROGEN、 ハイデルベルグ、 ドイツ）

を用いてA A Vキャプ シドタンパク質レベルを測定して算出した。
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3.10 アデノ随伴ウイルス (AAV) の投与

ラットに 34.6mg·kg―1 ケタミンと 3.5 mg·kg―1 キシラジンを筋肉内注射して麻酔をした。

手術顕微鏡を用いて、 1�1ox10 12 個・ µL-1 を含む懸濁液 5 µL を、 3 2 ゲージ

の針 (Hamilton Company, Reno, NV) の自動注射器 (Neurosyringe AC, A Crux inc.、

Morioka) を用いて、 鋸状縁に静脈内注射した。

3.11網膜切片とホ ールマウント網膜

ラットの眼球を 4% パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝生理食塩水 (PBS, phosphate­

buffered saline ; pH7.4) を用いて 4℃で一晩固定した。 眼球を PBS で洗浄し、 角膜、

虹彩、水晶体などの前眼部を除去した。 アイカップから網膜を剥離し、網膜伸展標本を

作成し、 NeuN 抗体で網膜神経節細胞を染色した。 蛍光顕微鏡 (Axiovert2, Zeiss) 下で

撮影を行い、撮影終了後に、網膜伸展標本をスライドガラスから剥離し、網膜切片を作

製するために、 網膜組織を 10%、 20%、 30% ショ糖IP B S に浸漬し、 Histotech

Pino ® (Sakura, Tokyo, Japan) を用いて、optimal cutting temperature (OCT) compound 

(Sakura, Tokyo, Japan) に包埋した。 クライオスタット (CM1950、Leica) を用いて、

凍結切片 (12µm) を作製した。
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3. 材料と方法

3.12 免疫組織染色

網膜を hyaluronidase (300 units/mL, Cat No. H3884, Merk, Tokyo)で室温で 2 時間処理

した。 0.5%Triton X-100/ PBS (0.5%Tx-PBS) で洗浄した後、 網膜を 2% normal goat 

serum と 2%TritonX-100 を含む PBS で希釈した ALEXA FLUOR® 594 anti-NeuN ポ

リクロ ーナル抗体 (5µg/mL) で室温に置き 一晩インキュベ ー トした。0.5% Tx-PBS で

洗浄した後、 網膜をスライド上にフラットマウントし、 fluoromount-G ® (Cosmo-Bio,

Tokyo)で封入した。切片とフラットマウントした網膜を蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss, Tokyo) 

で観察した。

3.13 分子動力学シミュレ ー ション

ex3mV1 および ex3mV1Co タンパク質の初期構造座標は、 相同性モデリングサ ー バ ー

SWISS-MODEL(https://swissmodel.expasy.org/) を用いて、チャネルロドプシン(PDB:

4yzi) の基底状態結晶構造に基づいて決定した。 モデル構造は、 タンパク質の二量体、

共有結合したレチナ ール分子、 5 つのオレイン酸、 タンパク質モノマ ー あたり 19 個の

水分子を含んでいる。 ポテンシャルエネルギ ー 関数は、 タンパク質とオレイン酸には

CVFF 力場を、 ポリエン鎖（レチナ ー ）レ分子）には ESFF 力場を用いた。 MD シミュレ

ーションには以下のプロトコルを採用した。構造最適化の際には、 タンパク質の重原子

やオレイン酸、結晶構造中の分解された水分子を固定した。平衡計算として、 200ps の
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3. 材料と方法

MD シミュレ ー ションにおいて力定数を 25 kcal/mol·A、 10 kcal/mol·A および 1

kcal/mol·A と減少させることにより、初期構造への位置制限を徐々に緩和させながら

分子動力学シミュレ ーションを行った。 次に、 National Variety Trial (NVT)アンサンブ

ルにおいて、 位置制限を行わずに、 298K の一定温度で lns のシミュレ ー ションを行っ

た。 分子動力学シミュレ ー ションは、 Discover/Insight II ソフトウェアパッケ ー ジ

(BIOVIA, Inc.) で行った。 lfs で積分し、短距離相互作用のカットオフは 9.sA とした。

Discovery Studio 4.5 ソフトウェアパッケ ー ジ (Dassault Systemes BIOVIA, Discovery 

Studio Model ing Environment, Release, 2017, San Diego. Dassault Systemes, 2016)を

用いて分子グラフィックスを操作し、 シミュレ ーション解析を行った。

3.13 行動解析

ex3mV1Co を遺伝子導入したラットの視運動反応を測定した。 黒い背景上に縞模様の

刺激を伴う可変周波数の正弦波関数に従って生成された仮想視運動システムを使用し

た [16] 。 ex3mV1Co は mVChRl より感度が高いため、 プロジェクタ ー の代わりに液晶

ディスプレイを使用した。 最大光強度は白色光で 103;レクスだった。 色を青、 緑、 赤に

設定し、 プラットフォ ー ムの中央の輝度値はそれぞれ 30、 40、 36 ルクスだった。 画面

に表示される各波長は、 照明メ ー タ ー (LX-1128SD; マザ ート ー ル、 長野、 日本）を使

用して測定した。 測定では、 ラットが動きを停止するまで待機し、 その後、 各縞模様の
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3. 材料と方法

刺激前に、均 ー な灰色の画面を5秒間表示した。縞模様の移動方向は5秒ごとに左右方

向が切り替わり、 全体で60秒間縞模様を表示した。
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4. 結果

4. 結果

4.1 変異体の光応答

各遺伝子導入 HEK293 細胞の光電流をパッチクランプ法により測定した。 ex3mV1-

HEK293 細胞の光電流は、 mVChR1-HEK293 細胞の光電流よりも有意に大きかった（図

3) 。 一方、 exlmV1-HEK293 細胞では応答が得られず、 ex13mV1-HEK293 細胞では応

答が低下していた。 ex3mV1 および ex13mV1-HEK293 細胞の rON と rOFF は、

HEK-mVChRl 細胞の rON、 rOFF よりも有意に長かった（図 4、 5) 。 光刺激時間依

存性の解析では、 ex3mV1-HEK293 細胞の光電流は、 いずれの刺激時間 (lOms, lOOms, 

lOOOms)においても mVChR1-HEK293 細胞の光電流よりも大きかった（図 6) 。 また、

ex2mV1 の光電流は、 TM3 と遠い位置にある ex2 領域に近いアミノ酸を ChR2 に対応

するアミノ酸に置換したものであり、 mVChR1-HEK293 細胞の光電流と有意な差はな

かった（補足図1)。 各遺伝子発現の局在は特に変化しなかった（図7)。

4.2 ex3m Vl Co 発現細胞の光電流

ex3mV1 の C 末端を改変した ex3mV1Co の光電流を測定した結果、 ex3mV1Co の光電

流は mVChRl よりも有意に大きく（図9 A) 、 rON は mVChRl と有意な差は見られ

なかった（図9 B) 。 一方、 rOFF は ex3mV1 より短縮したものの、 mVChRl よりも長

かった（図9 C) 。 ex3mV1 と ex3mV1Co の比較から、 TM6 と c 末端領域の置換が rON
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4. 結果

に影響を与えていることが示唆された。 mVChRl と ex3mV1Co の 1-V 曲線にわずかな

差がみられ（図10 ) 、 ex3mV1Co の反転電位は mVChRl と比較して OmV 側にシフト

していた。 また、 ex3mV1Co の波長感受性は、 mVChRl と同様に、 光電流のピ ー クは

505nm で最大を示した。 HEK-ex3mVChRl のピ ー ク光電流（図 11 A) と定常光電流

（図11 B) は 405-617nm で HEK-mVChRl よりも有意に大きく、 また、 ex3mVC1Co­

HEK293 細胞の 405-656nm における脱感作率は、 mVChR1-HEK293 細胞の脱感作率

よりも有意に小さかった（図 12)。 mVChR1-HEK293 細胞の脱感作率は、 5 0 5 n m

で最大であり、 この傾向は、 ex3mVl Co-HEK293 細胞の脱感作率と同様であった。光強

度に対する光応答（図13 A)および光刺激時間依存性（図 13 B)を測定した。

0.04µW/m面の弱い光刺激においても、 ex3mVl Co-HEK293 細胞では光電流が測定さ

れ、 さらに、 0.2µW/m面 の光強度で lOms, lOOms の短時間光刺激を与えた場合の

ex3mV1Co の光電流は、 mVChRl の 1.00 µW/mm2 の光刺激を lOOOms 与えた場合

とほぼ同じ値であった（図 13A)。 図13に示すように、 ex3mV1Co は光強度・刺激時

間に依存して光電流が増大し、 mVChRl と比較して傾きが急であり、 光強度・刺激時

間依存性が高かった。mVChRl と ex3mV1Co の間では、いずれのデ ー タも p<0.01 以

上の有意な差があった。
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4. 結果

4.3AAV を用いた ex3mV1Co 遺伝子のラットヘの遺伝子導入

Venus の蛍光は網膜全体で観察 され（図 14A) 、 Venus 蛍光の大部分は、 NeuN の免疫

反応を示すロ ー ダミンの染色と重なっていた（図 14 B) 。 3 次元写真では、 共標識領域

が網膜表面に局在していることが確認できた（図 14 C) 。縦断面 の観察では、 ex3mV1Co

は主に網膜神経節細胞と内網状層で発現していることが示された（図 14 D)。

4.4 視覚誘発電位(VEP)の記録

7-10 ヶ月齢の RCS ラット（遺伝的に盲目）では VEP の反応は認められなかった（デー

タは示していな い）。 ex3mV1Co 遺伝子を導入してから 2 ヶ月後、 465nm 、 525nm 、

650nm の光刺激では、 3.3µW/mm2 の弱い光強度でも VEP が記録された（図 15) 。

ま た、 周波数応答についても測定したところ（図 16) 、 応答 の低下は見られなかった。

4.4 行動解析

ex3mV1Co を遺伝子導入したすべてのラット は、青黒の縞模様で 0.09から 0.42 までの

空間周波数の範囲で視運動反応が見られた（図 17) 。 ただし、 5 匹中 1 匹のラットにお

いては、空間周波数 0.36 の白黒、緑黒の縞模様に対する視運動反応が見られなかった。

さらに、 5 匹中 1 匹のラットにおいては、 空間周波数 0.18 の赤黒の縞模様に対する視

運動反応がみられなかった。
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5. 考察

5. 考察

膜貫通領域 (TM) 1,2,3,7 によって、 ChR2 のイオン透過経路が形成されることが報告さ

れている [20]。 この ChR2 の結晶構造をもとに mVChRl のイオン透過経路をシミュレ

ーションしたところ、 TMl,2,3,7 に沿ったいくつかのトンネル構造が検出された。 先行

研究 [25]から、 ChRl の TM3 が光電流の増加に重要な役割を果たしていると考えられ

ており、 mVChRl のイオン透過経路もまた、 TM3 に存在するため（図 1) 、 ChRl の

TM3 を置換することでイオン電流を増加させると考えられた。 また、 VChRl 由来の

mVChRl の光感受性は ChR2 のそれよりも低いため [9,28] 、 mVChRl のイオン透過

経路に沿ったアミノ酸を ChR2 に置換することで、 反応性を高められる可能性がある。

mVChRl と ChR2 の一次構造を比較したところ、 exl (TM2 と TM3 の間の細胞外）レー

プ）と ex3 (TM6 と TM7 の間の細胞外）レープ）のアミノ酸配列の相同性が低いことが

判明した。 この exl と ex3 は、 イオン透過経路の入り口に存在し、 これらのアミノ酸配

列がイオン電流に影響を与えている可能性が考えられた。これらのアミノ酸配列を置換

した結果、 exlmVl では光誘起イオンチャネルの活性がみられず、 一方 ex3mV1 では光

誘起イオンチャネルの活性が有意に上昇した。 これらの結果から、 exl と ex3 がイオン

チャネルの活性に重要な役割を果たしていることが示唆された。 また、 ex3mV1 は

mVChRl よりも広いスペクトル範囲で大きな光電流を誘起したが、 rON や rOFF な

どのイオンチャネルの開閉速度は遅くなった（図 4、 5) 。 rON や rOFF が遅延した

21 



5. 考察

点 は、 視覚再建への応用においては不利である。 生来のヒトの視覚では、 1秒間に 30

枚の画像を動画として認識していと言われおり、光への反応速度が遅い(rON, r OFF 

が遅延している）と認識できる画像の枚数減り、 滑ら かな動画として認識できないと考

えられる。 そのため、 ex3mV1 の大きな光電流 を持つ利点を維持した上で、 rONや

r OFFを短縮する必要があると考えられる。 そ こで、 rON と rOFFを速くするため

に、チャネル 開閉速度ならびに膜発現性に優れるCoChR[29, 30]のアミノ酸配列を組み

込み、ex3mV1をさ らに改良した。その結果、ex3mV1Coの rON と rOFF は ex3mV1

よりも速くなった （図4 、 5、 図9A、 B)。

チャネルロドプシンにおける光電流の分子的な原理は、多重光サイクルモデルに基づい

ており[31, 32]、 イオン チャネルの開閉は、 基底状態 と開口状態 で説明される[33, 34]。

ex3mV1Coの開口速度はmVChRlと変わ ら ないが、ex3mV1Coの閉口速度はmVChRl

に比べて遅くなっている。従って、開口状態を維持する時間が長くなっていることから 、

開口状態を維持することで光電流や脱感作が改善されていると考えられる。 また、 分子

動力学シミュレ ーシ ョン の 結 果 よ り 、 プロリ ン 246(ex3mV1Co;)/システイン

246(ex3m Vl)は、 TMSのバリン 241(V241)、 TM7のイソロイシン 309(1309)とイオン

トンネルを形成している（補足図2)。ex3mV1Coの246番目のアミノ酸とイソロイシン

309の平均距離は8.3Aであり、 ex3mV1の6.9Aよりイオン透過経路 が拡大しており

（補足図3)、このイオン透過経路の拡大が ex3mV1Coにおける光電流の増大の要因とな
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5. 考察

ったと考えられる。

ex3mV1Co の反転電位は mVChRl に比べて OmV 側にシフトしていた（図 10) 。 ナトリ

ウムイオンの平衡電位は+60mV 付近であり、 ナトリウムイオン選択性の高いチャネル

では、 反転電位は+60mV に近くなる [35] 。 一方、 プロトンやカリウムイオンなどの他

の陽イオンも透過するチャネルでは、 反転電位が負方向にシフトする [36, 37] 。

ex3mV1Co の反転電位が負方向にシフトしているため、 ex3mV1Co のナトリウムイオ

ン選択性は mVChRl よりも低くなっていると考えられる。 アニオンチャネルロドプシ

ンでは、 細胞外Jレープのアミノ酸残基がアニオンのイオン透過性に関与しており [38,

39]、 細胞外側に位置する R84 の正電荷が陰イオン輸送活性に阻害的な役割を果たして

いることが報告されている。 また、 ex3 のアミノ酸は TM6 と TM7 の細胞外側のJレ ー

プであり、 アニオンチャネルロドプシンの報告と同様に、 ex3 上のアミノ酸がナトリウ

ムイオン選択性に関与しているのかもしれない。

残存する神経節細胞(RGC)や双極細胞を標的としたチャネルロドプシンを用いた遺伝

子治療は、失明者の視力回復のための有望な治療法として期待されている。 ラットの網

膜変性モデルにおいて、 ex3mV1Co が生体内で機能するかどうか を検討した結果、

ex3mV1Co が生体内でも安定的に発現し視機能 を再生できることが確認された。

ex3mV1Co は、 青、 緑、 赤の光に対しての広い波長感受性を有し、 感受波長ピ ー クは、

in vitro と同じ緑色光であった （図 11) 。 最も重要な点として、 ex3mV1Co 遺伝子を導
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5. 考察

入したラットがµWオ ー ダ ー の光強度に対しても光応答が充分に測定できたことであ

る。遺伝子治療によって回復した視機能は、網膜へ導入した遺伝子の機能に大きく依存

していると考えられ[40]、 ex3mV1Coを用いることにより高度な視機能を創出できる

と考えられる。
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6. 結論

6. 結論

µW オー ダーの光強度や広帯域の光に感度を持つ遺伝子の開発に成功した。 本研究で

は、 光感受性を高めるための分子基盤と、 イオン透過経路に基づくチャネルロドプシン

遺伝子のチャネル動態を明らかにした。その結果、 3 番目の細胞外ル ー プ(TM6 と TM7

の間の細胞外lレープ）がナトリウムイオンの選択性に関与していること、TM6 とc末端

領域がチャネル動態に関与していることを明らかにした。 また、 日常生活で受ける光の

強度は非常に低いため、光感受性が高く、広帯域の波長に感受性を持つチャネルロドプ

シン遺伝子は、 特に視覚再建の遺伝子治療に有用であると考えられる。 今回の発見は、

より感度の高い遺伝子や異なるチャネル特性を持つ遺伝子など、新たな遺伝子の開発に

貢献できると考えられる。
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8. 付録、 図
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8. 付録、 図
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図1 Chlamydomonas由来ChRに置換したmVChRlイオン伝導経路近傍の細胞外領域の位置

TM2とTM3(EX1)、 TM6とTM7(EX3)の細胞外Jレ ー プ周辺のアミノ酸配列を示す。 イオン

透過経路は、 CAVER3.0を用いてシミュレ ー ションした。 シミュレ ーションしたイオン透過経

路を白矢印で示した。 また、 置換されたアミノ酸を紫色の点で示した。
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図2 TM2 と TM3、 TM6 と TM7の細胞外ルー プ周辺のアミノ酸配列を示す

8. 付録、 図

チャンネルロドプシンー 1またはチャンネルロドプシン— 2の置換したアミノ酸は、 それぞれ

灰色または青色、 赤色で示した。
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図3

光刺激波長は505nm

およびex13mVChR1遺伝子発現細胞の光電流

で10秒間刺激したピ ー ク光電流を比較した(mVChRl: n=ll、

ex3mVChRl: 8、 exl3mVChRl: n=6)。 光強度はlµW/mm2で統一して、

mVChRl、 ex3mVChR1、

データはMean土

SEMでしめした(*, **p < 0.05, 0.01, Dunnett's Multiple Comparison Test)。
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mVChRl、ex3mVChR1、およびex13mVChR1遺伝子発現細胞のturning-ON (T ON) 

505nm で10sの光刺激を与えた場合の各遺伝子発現細胞の -rONを比較した(mVChRl:

ex13mVChRl: n=6)。 光強度はlµW/mm2で統一して、 データは

図4

n=ll、 ex3mVChRl: 8、

Mean土SEMで示した(*, **p < 0.05, 0.01, Dunnett's Multiple Comparison Test)。
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図SmVChRl、ex3mVChR1、および ex13mVChR1遺伝子発現細胞のturning-OFFけOFF)

505nm で10sの光刺激を与えた場合の各遺伝子発現細胞の rOFFを比較した(mVChRl:

n=ll、ex3mVChRl: 8、ex13mVChR1: n=6)。 光強度はlµW/mm2で統一して、データは

Mean士SEMで示した(*, **p < 0.05, 0.01, Dunnett's Multiple Comparison Test)。

38 



8. 付録、 図

[
 v
d
]
 J
U
a
』

』

n
:>
0
 J
o
4
d
 

1500 

1250 

1000 

750 

500 

250 

゜

c:::::I mVChR1 

一 ex3

一 ex13

＊＊ 

10 ms 100 ms 1000 ms 

図6 様々な光刺激時間で誘発された光電流

光刺激時間を10, 100, lOOOmsの3条件で、 505nmの波長光で刺激した時の光電流を比較

した。光強度はlµW/mm2で統一 して、データはMean土SEMで示した(*, **p < 0.05, 0.01, 

Dunnett's Multiple Comparison Test)。
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図 7 mVChRl 、 ex3mV1、 および ex13mV1 遺伝子発現の局在

各遺伝子の発現の局在に差は見られなかった。
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(A) mVChRl 

505nm 

ls 

200pA 「
―

(B} ex3mV1Co 

505nm 

ls 

200pA 「
―

図8 mVChRl、 ex3mV1Co発現細胞における光電流の波形

8. 付録、 図

505 nm、 lsで光刺激したmVChRl、 ex3mV1Co発現細胞の典型的な波形を示した(A, B)。

光強度はlµW/mm2 とした。
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mVChRl、 ex3mV1Co発現細胞における光電流の比較

505nm、lsで光刺激したmVChRlまたはex3mV1Co— 発現細胞の光電流と

を比較した(mVChRl : n=8、ex3mV1Co: n=ll)。 光強度はlµW/mm2で統一して、

タはMean土SEMで示した(***, ****: p < 0.001, 0.0001, Unpaired t test)。

図9
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8. 付録、図
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図10 mVChRl、ex3mV1Co発現細胞の1-V曲線

mVChRlとex3mV1Coの1-V曲線を比較した(mVChRl: n=6、ex3mV1Co: n=S)。光強度

はlµW/mm天統一 して、データはMean士SEMで示した。
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図11 mVChRl、 ex3mV1Co発現細胞における波長感受性

各ピ ー ク電流(A)および定常光電流(B)は、波長光(405、455、505、560、 617、 656 nm) 

を1秒間照射した条件下で測定した(mV ChRl : n=8、ex3mV1Co: n=ll; *、**、**p < 0.05、

0.01、 0.001、 Tukey'sMultiple Com parison t est)。 光強度はlµW/mm2で統一 して、 データ

はMean士SEMで示した。
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図12 ex3mV1Co発現細胞における脱感作

ピ ー ク光電流と定常光電流のデー タから脱感作を算出した。

mVChRl、

データはMean 士SEM でホ

した(**、***p < 0.01, 0.001, unpaired t-test)。
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図 13 mVChRl 、 ex3mV1Co 発現細胞における光強度および刺激時間依存性

様々な刺激強度(0.04, 0.20, 1.00µW /mm2)と刺激時間(10 ms, 100 ms, 1000 ms)で測定し

た(n=8-9)。 データはMean 土 SEMで示した。
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図14 AAV2による遺伝的な盲目ラット網膜へのex3mV1Co遺伝子導入

(A)ホ ー ルマウント網膜のVenus蛍光（緑色）を示した。矢印は12時方向を示す。(B)NeuN

抗体の免疫染色により、 ホ ー ルマウント網膜の網膜神経節細胞を同定した。(C)免疫染色し

た網膜の三次元図を示した。(D)凍結網膜切片の蛍光画像を示した。核染色はDAPIを含む

封入剤を用いて行った。
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図 15 ex3mV1Co 導入ラットにおける青、 緑、 赤色光による VEP

8. 付録、 図

様々な光強度に反応した誘発電位を示した(n=8)。 データはMean土SEMで示した。
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図16 ex3mV1Co導入ラットにおける青、 緑、 赤色光による周波数応答

8. 付録、 図

光刺激による誘発電位の周波数応答を示した(n=7)。 データはMean土SEMで示した。
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図 17 盲目ラットヘの ex3mV1Co 遺伝子導入後の行動解析

画面に表示される周波数の白黒、青黒、緑黒、赤黒の縞模様に対する視運動反応を示した(n

= 5)。 データは平均士SDとして示した。
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補足図1 mVChRlとex2mV1発現細胞における光電流

(A)mVChRl 1とex2mVChRl発現細胞における505nm光刺激に対するピ ー ク光電流を比

較した。(B)lµW/m面の光強度での光刺激時間依存性を示した (C、 D) lµW/mm2 の光

強度で505nmの光刺激を10秒間与えた場合の各細胞の rON、 rOFFを示した。

はMean 土SEMで示した(**p < 0.001, Unpaired t test, mVChRl: n=9, ex2mVChRl: 

データ

n=4)。
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b
 

TM? 

補足図 2 ex3mV1とex3mV1Coの246番目のアミノ酸におけるイオン透過経路シミュレ

ーション

Pro246(ex3mV1Co; a)/Cys246(ex3mV1; b)は、 TMSのバリン241(V241)、 TM7のイソロ

ィシン309(1309)とイオントンネルを形成している。
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補足図3ex3mV1とex3mV1Coの分子動力学シミュレーション

(a) ex3mV1Co及びex3mV1の246番目のアミノ酸と1309の平均距離はそれぞれ8.3A及

び6.9A であった。 分子動力学シミュレ ーションは298Kで行った。(b) ex3mV1Co 及び

の 246 番目のアミノ酸と 1309 の間のポテンシャルエネルギ ー は、 それぞれ—ex3mV1 

0.84kcal/mol及び—1.18kcal/molであった。
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