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１． 研究のねらい 

ヒトなど高等動物の細胞内ではヘテロ三両体Ｇタンパク質が、光や味物質、臭い物質、ホル

モンなど細胞外からの刺激に応じて、様々な細胞の生理活動を制御し、環境の変化に細胞が

適応する上で重要な役割を果たしている。この時細胞外刺激を受容し、その情報をＧタンパク

質へ伝達するのが G タンパク質共役型受容体（GPCR）である。GPCR と G タンパク質が関与

するシグナル伝達経路は細胞の生理活動を制御する最も主要なものの一つで、大部分の薬

剤のターゲットとなっており、そのメカニズムの理解は医学・薬学の両分野においても重要なも

のとして注目されている。 

しかし細胞内に複数種が存在する G タンパク質の各サブファミリーが関与するシグナル伝

達経路が細胞活動をどのように制御するのか、そのメカニズムには不明な点が多い。その理

由として挙げられるのが特定の G タンパク質の関与するシグナル伝達経路のみを高い精度で

活性化させることが困難なためである。通常 G タンパク質の活性化には特定の GPCR に結合

するリガンドを細胞に添加し、GPCR を活性化させ、それを通じて G タンパク質を活性化する手

法がとられる。しかし多くのGPCRは複数のGタンパク質と共役しており、また生体内では特定

の細胞に投与するリガンドの濃度の正確な制御が困難なことから、それぞれの G タンパク質

の関与するシグナル伝達経路のみを適切な強さで活性化することは極めて難しい。 

そこで本研究では従来のリガンドを用いる方法とは大きく異なる、光を使ったGタンパク質制

御法の創出を目指す。光は極めて高い時空間分解能のもと、任意の強度で照射することが可

能であることから、光でGタンパク質を操作することができれば、従来法よりも簡便かつ正確に

シグナル伝達経路を活性化し、その役割を調べることが可能になる。しかし網膜に存在するロ

ドプシンと G タンパク質のサブファミリーの一つである Gt のような特殊な例を別にして、GPCR

や G タンパク質は光に応答しない。従って本研究では新たに光応答性のタンパク質である微

生物型ロドプシンに光依存的なＧタンパク質活性化能を持たせることで、それを用いた細胞内

G タンパク質の光制御法の開発を行った。 

  

２． 研究成果 

 

（１）概要 

ヘテロ三量体 G タンパク質はヒトなどの細胞中において、様々な信号伝達カスケードの制

御に関わり、また生体機能の調節に重要な役割を果たす。従ってそれぞれの G タンパク質が

関与するシグナル伝達を任意に操作することができれば、細胞の生存に関わる役割やそれ

に関連する疾患のメカニズム解明、さらには薬剤開発につながることが期待される。また G タ

ンパク質のシグナルカスケードを利用することで、任意のタンパク質を細胞内に発現させるこ
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とも可能となる。そしてその際に光を用いて G タンパク質を活性化することができれば、従来

のリガンド結合による GPCR の活性化を介した手法では困難だった、ミリ秒・サブマイクロメー

トル程度の高時空間分解能での制御が可能となる。そこで本研究では細胞内 G タンパク質の

光操作が可能なタンパク質分子ツールの開発のため、光受容膜タンパク質である微生物型ロ

ドプシンに GPCR の細胞質側ループを組み合わせた、キメラタンパク質の構築に取り組んだ

（図 1）。 
 

 

図 1. 微生物型ロドプシンと GPCR 細胞質ループのキメラタンパク質を用いた 

ヘテロ三量体 G タンパク質の活性の光操作 

 その結果、GPCR の一種であるウシロドプシンの細胞質ループを組み込んだキメラタンパク

質を作製したところ、in vitro において G タンパク質のサブファミリーの一つである Gt の光依存

的な活性化を達成した。そしてさらに 2-アドレナリン受容体（ 2-AR）の細胞質ループを導入し

たところ、より多様な細胞種に普遍的に存在し、細胞内の cAMP 産生に関与する Gs タンパク

質の光操作にも成功した。そしてこのキメラタンパク質をホ乳類細胞に導入したところ、細胞

内に内在的に存在する Gs を活性化し、cAMP 濃度を上昇させ、さらに Ca2+の流入を引き起こ

すことに成功し、実際に構築したキメラタンパク質が細胞内で機能することを実証した。これら

の詳細について以下に記す。 

 

（２）詳細 

研究テーマ（A)：新規キメラタンパク質作製 

本研究ではまず GPCR で最も活性が高い視覚受容体であるウシロドプシンの細胞質ルー

プを微生物型ロドプシンに導入してキメラタンパク質を構築し、網膜内でウシロドプシンによっ

て活性化される Gt タンパク質の光依存的な活性化能を評価した。その結果シアノバクテリア

の持つ H+ポンプ型の微生物型ロドプシンである GR を用いることで、in vitro において Gt を活

性化し、GDP/GTP 交換反応を起こさせることに成功した（論文発表リスト２）。 

これにより微生物型ロドプシンと GPCR のキメラタンパク質を用いることで G タンパク質が活

性化可能であることが示されたが、Gt はもともと動物型のロドプシンを介して光依存的に活性

化するタイプのサブファミリーであり、生体内でも視細胞にしか存在しないことから、キメラタン

パク質による光操作の持つ応用に向けた重要性はそれほど高くない。そこで非視覚系の G タ

ンパク質操作に向け、多様な細胞種に普遍的に存在する G タンパク質のサブファミリーである



 

Gi, Gs に共役した GPCR（それぞれウシロドプシン、 2-AR）の細胞質ループを微生物型ロドプ

シンに組み込んだキメラタンパク質を新たに作製した。 

 このとき鋳型となる微生物型ロドプシンについて、様々なタイプのものを検討したが、GR を

用いることで、最も高い発現が達成されることが明らかとなった。一方でウシロドプシンのルー

プを用いた場合、複数の GPCR のループを導入したタンパク質の発現に成功したが、それ以

外の GPCR については一つ以上のループを部生物型ロドプシンに導入して発現させることは

非常に困難であることが明らかになった。 

また今回鋳型となる微生物型ロドプシンについて、メタゲノム解析で新たに明らかとなった

様々な分子の性質を調べたところ、その中に Na+イオンを濃度勾配に逆らって、細胞外側へ能

動輸送する光駆動型 Na+ポンプ型ロドプシンが存在することが明らかとなった（論文発表リスト

１）。そしてこのロドプシンを神経細胞に発現したところ、光照射にともなって高い神経活動抑

制能を示すことが明らかになり、今後の新たなオプトジェネティクスツールとなることが期待さ

れる（論文発表リスト４、５）。 

 

研究テーマ（B)：キメラタンパク質物性・性能評価 

研究テーマ（Ａ）で作製した Gi, Gs 共役型キメラについて、in vitro で G タンパク質活性能を評

価したところ、有意な Gi および Gs の光依存的な活性化が確認された。また微生物型ロドプシ

ン部分に活性化中間体の寿命を長くする変異を導入することで、さらにGタンパク質活性化能

を向上させることに成功した。 

 続いてホ乳類細胞内 G タンパク質の活性化の評価のため、新たに HEK293T 細胞と Fura2

を用いた Ca2+イメージング系を構築した。この時、細胞内に cAMP 依存性カルシウムチャネル

（CNGA2）を共発現させ、活性化されたGsによるcAMPの上昇によって引き起こされるCNGA2

の Ca2+イオンの取り込みを見ることで、細胞内における Gs 共役型キメラによる光依存的な Gs

活性化を検出することができる。このようなアッセイ系を用いて光依存的な Ca2+の流入を見た

ところ、予想に反して GPCR ループを持たない微生物型ロドプシンのみでも Ca2+の取り込みが

確認された。詳細な検討の結果、これは鋳型に用いたロドプシンの H+輸送によって、細胞内

pH が変化したことによる内在性

Ca2+チャネルの開放によるものだ

ということが明らかになった。この

問題についてはロドプシン部分に

変異を加えて、H+輸送を阻害す

ることで解決された。そしてさらに

シグナル配列を最適化すること

により、キメラタンパク質の膜移

行効率を上昇させた結果、光依

存的な細胞内 Gs タンパク質の活

性化を示す Ca2+の取り込みを観

測することに成功した（図２）。 

またキメラタンパク質が Gs を光依存的に活性化した事による Ca2+の流入量を、 2-AR にア

ゴニストを結合させた場合のものと比較したところ、およそ 1/10程度の大きさの Ca2+流入が引

図２. Gs 共役型キメラタンパク質による細胞内 Gs の活性化と 

増加した cAMP が引き起こす CNGA2 を介した Ca2+流入 



 

き起こされることが分かった。これによりキメラタンパク質を用いて、ホ乳類細胞中の G タンパ

ク質を光によって活性化することにより、細胞の状態を操作できることが可能であることが証

明された。 

 

３． 今後の展開 

本研究において微生物型ロドプシンと GPCR のキメラタンパク質を作製することにより、光依存

的に細胞内の G タンパク質を活性化できる事が示された。しかし現時点ではその活性は本来の

GPCR と比べるとそれ程高くない。これについては GPCR と G タンパク質の相互作用に重要と考

えられる GPCR の細胞質側ループをより多くキメラタンパク質に導入することが求められる。しか

し第２および第３ループのそれぞれを単独で導入したキメラタンパク質については細胞内に発現

させることができたが、複数のループを同時に導入したものについてはタンパク質の発現が確認

されなかった。これについては今後他の GPCR のループを検討することで、複数を導入したもの

が発現可能なコンストラクトを開発する必要がある。 

一方で今回の研究において Gt, Gi, Gs については、これらを光依存的に活性化するキメラタン

パク質の作製に成功したが、Gq や G12/13 などのサブファミリーについてはそれらに共役した

GPCR を用いた新たなキメラタンパク質の作製が求められる。これらについても今後本研究で培

われた分子デザイン技術をもとに開発に取り組む。 

そして将来的には本研究で開発を行ったキメラタンパク質を生体に導入することによって、生

体中での G タンパク質の光操作法の確立を目指す。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では微生物型ロドプシンと GPCR のキメラタンパク質を用いたオリジナリティの高い

手法を用いることによって、Gt や Gi、Gs 三種類の G タンパク質の光操作に成功した。そして Gs

については細胞内の Gs を光依存的に活性化し、cAMP を上昇させ、CNGA2 チャネルを解放し、

Ca2+の流入を誘起することにも成功した。これらのことから本研究によって、キメラタンパク質

を用いることで細胞内の G タンパク質の操作が可能であることが実証されたことは極めて意義

深いことであると考えられ、研究目標の主要な部分については達成されたといえる。 

G タンパク質は様々な生理現象に関与し、医学・薬学的な観点からも重要な分子であること

から、その光操作技術の実現は幅広い分野に大きな波及効果があると期待される。今後はさ

らに高機能な分子デザインを行い、またより多様な G タンパク質サブファミリーの活性化が可

能な分子を構築することで、応用に向けた可能性が高まると考えられる。さらにマウスなどの

生体に導入することによって、G タンパク質の関与する生命現象の解明に向けた研究への応

用が期待される。 

また本研究で様々な微生物型ロドプシンの性質について検討を行う中で発見された Na+ポ

ンプ型ロドプシンについては、すでに神経細胞に発現させると、高い光依存的な神経発火の

抑制機能を持つことが示されており、昨今高い注目をもたれているオプトジェネティクス分野へ

の応用が期待される。 

 



 

（２）研究総括評価 

細胞内Gタンパク質の光操作が可能なタンパク質分子ツールを開発するため、非視覚系の

Gタンパク質操作に向け、一般的に存在するGタンパク質のサブファミリーであるGi, Gs, Gqに共

役したGPCRの細胞質ループを微生物型ロドプシンに組み込んだキメラタンパク質を創出した。

Gi, Gs, Gq共役型キメラのうち、in vitroでGタンパク質活性能の評価が可能なGi, Gs共役型のもの

について光照射によってGタンパク質の活性化が可能であることが示した。微生物型ロドプシン

部分に活性化中間体の寿命を長くする変異を導入することで、さらにGタンパク質活性化能を向

上させることに成功した。また、新たにNa＋イオンを濃度勾配に逆らって、細胞外側へ能動輸送

する光駆動型Na＋ポンプ型ロドプシンを新たに発見した。このように次々に計画通りに着実に成

果を出してきたことからも、本人のこの最先端分野の洞察の深さを知ることができ、大いに評価

します。同領域の神谷厚輝研究者と、Na＋ポンプロドプシンのイオン輸送メカニズムについての

研究を実施している。 

今後は、これらのツールを用いて、生物系の研究者と連携し、新しいオプトジェネティックス

のカテゴリーを切り開いていってほしいと思います。 

第8回分子科学会奨励賞、分子科学研究奨励森野基金（平成26年度）、平成26年度文部科

学大臣表彰若手研究者賞などを受賞し、国内外で多くの招待講演を行っていることからも、その

業績に高い評価を受けていることが窺えます。 
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（２）特許出願 

研究期間累積件数：0 件 

 

（３）その他の成果（主要な学会発表、受賞、著作物、プレスリリース等） 

主要な学会発表 

 

国内会議受賞講演（１件） 

１. 物理化学的アプローチによる新奇光駆動型 Na+/H+ハイブリッドポンプロドプシンの研究 

井上圭一 日本化学会第 93 春季年会(2013)・若い世代の特別講演会 2013 年 3 月 25 日 

草津 （受賞講演） 

 

国際会議基調講演（１件） 

1. Microbial rhodopsins of marine bacteria: Nano-scale biological light-driven ion pumps 

Keiichi Inoue, 25th 2014 International Symposium on Micro-NanoMechatronics and Human 

Science, November, 12, 2014, Nagoya, Japan (基調講演) 

 

国際会議招待講演（６件） 

1. Function and mechanism of sodium pump rhodopsin 

Keiichi Inoue, 16th International Conference on Retinal Proteins, October, 7, 2014, 

Nagahama, Japan （招待講演） 

 

2. Spectroscopic study on the dynamics and structure of sodium pump rhodopsin 

Keiichi Inoue, 日本化学会第 95 春季年会(2015)・アジア国際シンポジウム 2015 年 3 月 27

日 船橋 （招待講演） 

 

3. Microbial rhodopsins: Light-driven biological proton, chloride and sodium transporters 

Keiichi Inoue, BIT's 4th Annual World Congress of Advanced Materials-2015, May 29, 2015, 

Chongqing, China （招待講演） 

 

4. The role of proton on the function of sodium pump rhodopsin 

Keiichi Inoue, The 53th Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan, September 14, 

2015, Kanazawa, Japan （招待講演） 

 

5. Infrared spectroscopic study on the structure and dynamics of sodium pump rhodopsin 

Keiichi Inoue, SCIX 2015, The Great Scientific Exchange Meeting, September 28, 2015, 

Providence, USA （招待講演） 

 

6. Photochemistry of sodium pump rhodopsin 

Keiichi Inoue, DFG-Rundgespräch Photoreceptors, October 12, 2015, Frauenchiemsee, 

Germany （招待講演） 



 

 

国内会議招待講演（４件） 

1. 光駆動ナトリウムポンプの発見と展開 

井上圭一, 分子研研究会「ロドプシン研究の故きを温ねて新しきを知る」 2013 年 11 月 18

日 岡崎 （招待講演） 

 

2. 海洋性細菌から発見された光駆動ナトリウムポンプ型ロドプシン 

井上圭一, 日本生体エネルギー研究会 第 39 回討論会 2013 年 12 月 19 日 静岡 （ブレ

ークスルー講演） 

 

3. 分光学者と微生物型ロドプシン：分子の基礎研究と応用への路 

井上圭一 第 45 回分子病態医学セミナー 2013 年 7 月 10 日 東温 （招待講演） 

 

4. H+ポンプと Na+ポンプ：２つのロドプシンから見えるもの 

井上圭一, 分子研研究会「膜タンパク質内部のプロトン透過を考える」 2015 年 4 月 21 日 

岡崎 （招待講演） 

 

 

受賞 

1. 第 8 回分子科学会奨励賞（平成 26 年度） 

2. 日本化学会第 95 春季年会(2015) 優秀講演賞（学術） 

3. 分子科学研究奨励森野基金（平成 26 年度） 

4. 平成 26 年度 文部科学大臣表彰・若手研究者賞 

5. 平成 25 年度 公益財団法人 光科学技術研究振興財団 研究表彰 

 


