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物性研究所・機能物性研究グループ  井上 圭一 

 

研究概要 

光刺激によってイオンを輸送する膜タンパク質であるチ

ャネルロドプシン(注 1、2)は、実験動物の神経活動を生

きたまま光制御する「光遺伝学ツール(注 3)」として広く

利用されてきました。近年カリウムイオンを選択的に輸送

するカリウムチャネルロドプシン(KCR、注 4)が発見され、

神経活動を抑制する理想的な光遺伝学ツールとして期待さ

れています。しかし、KCR は既知のカリウムイオンチャ

ネルとはあらゆる面で全く異なっており、KCR がどのよ

うにカリウムイオンを選択的に輸送するかは大きな謎とな

っていました。 

本研究の研究グループは、クライオ電子顕微鏡(注 5)を

用いて KCR の立体構造決定に成功しました。電気生理学

(注 6)、分光学(注 7)及び計算科学(注 8)を組み合わせる

ことで、KCR は細胞外側の選択フィルター(注 9)、細胞

内側の脱水和システム、そして生理的条件下で形成される

イオン濃度勾配を利用することにより、高いカリウムイオ

ン選択性を実現していることが明らかとなりました。 

既知のカリウムイオンチャネルによるイオン選択性のし

くみは 1998 年に Roderick MacKinnon 博士らによって解

明され、同氏は 2003 年にノーベル化学賞を受賞しました

が、本研究成果ではおよそ四半世紀ぶりに、生物が有する

全く新たなカリウムイオン選択機構を解明したことになり

ます。さらに、本研究グループが開発したカリウムイオン

選択性をさらに向上させた KCR 変異体(KALI)は、次世代

の光遺伝学実験を可能にするツールとして神経科学や遺伝

子治療の発展に貢献することが期待されます。 

 

研究の背景 

ロドプシンは光を受容する膜タンパク質の一種であり、

動物の視覚や微生物の走光性など、多様な生命現象に関わ

ります。このうち、光受容に応じて細胞膜を介したイオン

透過を担うイオン輸送型ロドプシンは、遺伝子導入技術や

光学系と組み合わせることで、標的細胞の膜電位を高い時

空間分解能で光制御することが可能です。この光遺伝学と

呼ばれる革新的技術は、神経科学をはじめとする基礎生物

学分野だけでなく、近年ではヒト疾患の遺伝子治療にも応

用されており、大きく注目されています。 

これまで光遺伝学ツールとして実用化されてきたイオン

輸送型ロドプシンのうち、中心的役割を果たすのがチャネ

ルロドプシンです。チャネルロドプシンは光受容により開

孔して細胞膜を介したイオンの受動輸送を行う光駆動型イ

オンチャネルです。最初に発見されたチャネルロドプシン

はナトリウムイオンをはじめとする様々な陽イオンを非選

択的に輸送したことから、神経細胞を光で活性化させる興

奮性の光遺伝学ツールとして実用化され、現在も広く利用

されています。 

この一方で、神経細胞の活動を抑制する「抑制性の光遺

伝学ツール」の発展は遅れています。現在用いられている

代表的な抑制性の光遺伝学ツールとしては、光刺激により

塩化物イオンを細胞内側に輸送する陰イオンチャネルロド

プシンが挙げられますが、軸索末端やシナプス終末では細

胞内外の塩化物イオン濃度差が逆転しているため、その利

用範囲が限定的であるという問題がありました。生理的条

件において、神経細胞の活動抑制はカリウムイオンの細胞

外への流出に伴う膜電位の再分極によって起こります。こ

のため、カリウムイオン選択的なチャネルロドプシンは理

想的な抑制性の光遺伝学ツール候補と考えられてきました。

しかし、既知のカリウムイオンチャネルはチャネルロドプ

シンと様々な点で大きく異なっており、そもそもカリウム

イオン選択的なチャネルロドプシンというものが存在し得

るのかどうかすら不明でした。 

そうした状況下で 2022 年ついに、自然界よりカリウム

イオンを選択的に輸送する 2 種類の KCR(HcKCR1 野生

型および HcKCR2 野生型)が発見されました。しかし、

KCR はこれまで報告されてきたどのカリウムイオンチャ

ネルとも配列相同性を持っておらず、KCR による光受容

や、そのユニークなカリウムイオン選択性の分子機構は完

全に不明でした。 

 

研究の内容と成果 

今回、本研究グループは、クライオ電子顕微鏡を用いて、

HcKCR1 野生型、HcKCR2 野生型、そして構造情報をも

とにカリウムイオン選択性を向上させた HcKCR1 H225F

微生物が光に反応してカリウムイオンを運ぶしくみ

の解明と神経科学への応用 
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変異体(KALI-1)の計 3 種類の立体構造を分解能 2.6 Å、

2.5 Å、2.7 Å(1 Å は 100 億分の 1 m)でそれぞれ決定する

ことに成功しました(図 1)。これらの KCR はいずれも単

量体内に 7 本の膜貫通へリックスと光応答を担う発色団を

形成するレチナール分子を有し、それぞれ 3 量体を形成し

ていることが明らかとなりました。 

 

 

図１：HcKCR1 野生型、HcKCR2 野生型および HcKCR1 H225F

変異体(KALI-1)のクライオ電子顕微鏡ポテンシャルマップ 

HcKCR1 野生型、HcKCR2 野生型、HcKCR1 H225F 変異体 

(KALI-1)はそれぞれ 3 量体を形成しており、各単量体の中心部

に発色団を形成するレチナールが結合している。図は単量体ごと

に色付けしている。 

 

今回得られた立体構造から、まず KCR による光受容の

分子機構を考察しました。先行研究から、HcKCR1 野生

型は緑色光に応答するのに対して、HcKCR2 野生型はよ

り短波長側の青色光に応答することがわかっていましたが、

このような応答波長の違いがなぜ生じているのかは不明で

した。今回得られた HcKCR1 野生型と HcKCR2 野生型の

立体構造を比較すると、発色団を形成するレチナール分子

およびその周辺環境に特徴的な違いが存在すること、すな

わち、HcKCR1 野生型には他のチャネルロドプシン同様

all-trans 型レチナールが結合していたのに対して、

HcKCR2 野生型には 6-s-cis 型と呼ばれる別異性体のレ

チナールが結合していることがわかりました(図 2)。この

6-s-cis型レチナールでは、all-trans型と比べてレチナー

ルの先端部分に存在する β-イオノン環と呼ばれる環構造

がねじれており、これによって応答波長の違いが生じてい

ると考えられました。このレチナールのねじれは周辺の 2

アミノ酸残基の違いに伴う立体障害に起因すると推察され

たため、変異体を用いた分光学的解析によりこの仮説を検

証し、その実証に成功しました。これらの結果を踏まえ、

β-イオノン環近傍のアミノ酸とチャネルロドプシンの応

答波長との間に存在する普遍的ルールの一つを解明するこ

とができました。 

 

図 2：HcKCR1 および HcKCR2 のレチナール構造の違いによる

応答波長 

(A) HcKCR1 野生型(左)および HcKCR2 野生型(右)のβ-イオノ

ン環と周辺構造。HcKCR1 野生型のスレオニンとグリシンに対応

するアミノ酸残基が HcKCR2 野生型ではそれぞれアラニンとな

っている。β-イオノン環が図の下側のアラニンと立体障害を起

こすことで、HcKCR2 野生型ではこの環構造がねじれ、6-s-cis

型をとっている。特にレチナールの 17 番目の炭素原子近傍に位

置するアミノ酸がグリシンではない時、チャネルロドプシンの吸

収波長が短波長側にシフトするということが本研究により判明した。

(B) all-trans 型(左)と 6-s-cis 型(右)のレチナールの化学構造。 

 

次に、KCR のカリウムイオン選択機構を明らかにする

ため、今回得られた KCR の構造と代表的なカリウムイオ

ンチャネルである KcsA の構造とを比較しました。これま

でに報告されてきたカリウムイオンチャネルは、例外なく

2 量体や 4 量体といった多量体構造を形成し、多量体界面

にイオン透過経路を持っていました。さらに、経路内には

対称性の高いイオン選択フィルターを有しており、このイ

オン選択フィルターによってカリウムイオンの選択的輸送

が実現していることが知られていました(図 3)。これに対

して、KCR のイオン透過経路は 3 量体界面ではなく単量

体にそれぞれ存在しており、その経路の細胞外側には

N99、W102、Y222 という 3 つのアミノ酸残基により特徴

的な狭窄部位が形成されていることがわかりました(図 3)。 

さらに電気生理学実験と計算科学実験を組み合わせて解析

したところ、この 3 アミノ酸残基が集まって形成される狭

窄部位こそが、KCR における独自のイオン選択フィルタ

ーであることが明らかになりました。 
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図 3：カリウムチャネルロドプシンKCRと代表的なカリウムイオ

ンチャネル KcsA との構造比較 

KcsA を含む既知のカリウムイオンチャネルでは、多量体界面に

対称的の高い選択フィルターを有している。この選択フィルタ

ーを形成するカルボニル酸素原子間の距離はカリウムイオンの

大きさに最適化されているためカリウムイオンに対する高い選

択性が実現している。一方で、KCR は N99、W102、Y222 か

らなる非対称的な選択フィルターを有している。特に W102 は

ナトリウムイオンと比較してカリウムイオンとより強い π―カ

チオン相互作用を形成するため、KCR が有する高いカリウムイ

オン選択性に寄与している。(ただし、後述するように KCR の

カリウムイオン選択性には選択フィルター以外の要素も重要で

ある。) 

 

また、さらに電気生理実験を続けたところ、KCR は従

来のカリウムイオンチャネルとは異なり、細胞内外のイオ

ン濃度組成を逆転させてナトリウムイオンとカリウムイオ

ンの輸送方向を入れ替えると、カリウムイオン選択性が著

しく減少することが判明しました。この、方向依存的なカ

リウムイオン選択性の分子基盤を明らかにすべく解析を進

めたところ、KCR の細胞内側にはイオンの脱水和システ

ムが存在しており、細胞内側からイオン透過経路に侵入し

たイオンは、それがナトリウムイオンであろうとカリウム

イオンであろうと細胞外側に位置する選択フィルターに到

達するまでに水和水の一部が剥がされ、選択フィルターを

通過しやすくなるということがわかりました。 

以上を踏まえ、本研究では以下に記す KCR 独自のカリ

ウムイオン選択機構を提唱しました(図 4)。生理条件下、

すなわち細胞内側のカリウムイオン濃度が高く細胞外側の

ナトリウムイオン濃度が高い場合、カリウムイオンは細胞

内側から脱水和システムを経てフィルターを通過し、その

まま細胞外側へと流出していく一方、完全水和状態のナト

リウムイオンやカルシウムイオンはイオン透過経路の細胞

外側に位置する選択フィルターによって弾かれてしまうた

め、結果としてカリウムイオン選択的なイオン輸送が実現

します。しかし、細胞内外のイオン濃度が逆転した条件で

は、細胞内側からイオン透過経路内に侵入したナトリウム

イオンが部分的な脱水和を受けたのちに細胞外の選択フィ

ルターに到達するため、フィルターを通過することが可能

となります。カリウムイオンは自由に選択フィルターを通

過して細胞内へと輸送されるため、結果的にナトリウムイ

オンもカリウムイオンも透過する、イオン透過性の低いチ

ャネルとして振る舞うようになると考えられます。 

 

 

図 4：KCR による独自のカリウムイオン選択機構 

左は生理条件下、すなわち細胞内側のカリウムイオン濃度が高く

細胞外側のナトリウムイオン濃度が高い場合の KCR によるカリ

ウムイオン選択機構を、右は細胞内外のイオン濃度を逆転させた

条件におけるイオン透過機構をそれぞれ示している。なお、簡略

化のため、KCR の 7 本の膜貫通ヘリックスのうち 3 番目の TM3

と 7番目のTM7、イオン選択性に重要な役割を果たすアミノ酸残

基、および発色団を形成するレチナールを表示している。また、

カリウムイオン(K+)、ナトリウムイオン(Na+)、カルシウムイオン

(Ca2+)といった各種イオンや水分子(H2O)を模式的に表している。 

 

さらに本研究グループは、構造情報をもとに電気生理学

的な解析を行い、カリウムイオン選択性を向上させた改良

型 KCR(K+-selectivity Augmented Light-Gated Ion 

Channels: KALI)の創出に成功しました。そして、KALI 

(HcKCR1 H225F 変異体)のクライオ電子顕微鏡構造を決

定し、計算科学を組み合わせることで、そのカリウムイオ

ン選択性向上のメカニズムを明らかにするとともに、培養

細胞や生きたマウスを用いた抑制性の光遺伝学実験を行う

ことで、KALI が KCR 野生型よりも効率的に神経細胞の

活動を抑えることができる優れた光遺伝学ツールであるこ

とを実証することに成功しました(図 5)。 
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図 5：カリウムイオン選択性を向上させた HcKCR1 H225F 変異

体(KALI-1)の有効性の実証実験 

(A) HcKCR1 の野生型と HcKCR1 H225F 変異体(KALI-1)の二光

子励起による神経活動の抑制実験。H225F 変異は野生型よりも

効率的に神経細胞の活動抑制が可能である。 

(B) 生きたマウスを用いた大規模神経細胞記録による神経抑制効

率の評価実験。(左図)KALI-1 を用いた場合の各光強度における

神経発火頻度。強度ごとに複数回の神経細胞の発火を記録してお

り、各記録回における神経細胞の発火が点としてプロットされて

いる。(右図)KALI-1 は、従来の抑制性光遺伝学ツールである

eNpHR3.3や、HcKCR1野生型よりも、弱い光強度で効率的に神

経細胞を抑制することができる。 

 

今後の展望 

今回本研究グループは、クライオ電子顕微鏡構造解析を

基軸に多岐にわたる手法を組み合わせることで、およそ四

半世紀ぶりに生物が有する全く新規のカリウムイオン選択

機構を明らかにすることに成功しました。さらには、カリ

ウムイオンに対する選択性を一層向上させた光遺伝学ツー

ル KALI の開発を成し遂げました。本研究は生物における

ロドプシンとカリウムイオンチャネルの分子進化に対する

理解を促進させただけではなく、本研究において開発され

た KALI をはじめとする KCR の有用変異体は、神経科学

の発展に貢献し、将来的には光遺伝学を用いた遺伝子治療

にも利用されることが期待されます。 
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（注 1）ロドプシン 

ヒトから微生物まで多くの生き物が持つ光受容タンパク質。

共通構造として 7 本の膜貫通へリックスを有する膜タンパ

ク質であり、中心に光吸収を担う発色団としてレチナール

と呼ばれる小分子を結合している。 

 

（注 2）チャネルロドプシン 

ロドプシンの中でも、光刺激に応じてイオンの電気化学勾

配に従ってイオンを輸送する「イオンチャネル」として機

能するもの。2002 年に藻類から発見された。細胞膜は脂

質二重膜で構成されているため本来イオンをほとんど透過

できないが、細胞膜中に存在するイオンチャネルと呼ばれ

る膜タンパク質によって細胞内外の濃度勾配に応じたイオ

ンの輸送が可能となる。 
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（注 3）光遺伝学(オプトジェネティクス) 

opto(光)と genetics(遺伝学)を組み合わせた言葉であり、

遺伝学の手法を用いて特定の神経細胞に光受容タンパク質

を発現させ、光によって神経細胞の活動を制御する技術。

Stanford 大学の Karl Deisseroth 博士らによって実現され

た。 

 

（注 4）KCR(Kalium channelrhodopsin） 

生理的に重要なイオンのひとつであるカリウムイオンを選

択的に輸送するチャネルロドプシン。2022 年に初めて自

然界より発見された (Govorunova et al., Nat. Neurosci. 

(2022))。報告された HcKCR1 と HcKCR2 は、ナトリウ

ムイオンと比較しカリウムイオンに対して約 20 倍高い透

過性を示し、神経を抑制する光遺伝学ツールとしての利用

が期待されている。 

 

（注 5）クライオ電子顕微鏡 

2017 年にノーベル化学賞を受賞した技術。一般的な光学

顕微鏡とは異なり、極低温環境(クライオ)でタンパク質サ

ンプルに電子線を照射し、その投影像から立体構造を計算

して求める手法。この手法によって、タンパク質の構造解

析にかかる時間が大幅に短縮され注目を集めている。 

 

（注 6）電気生理学 

イオンチャネルの性質を調べるための実験技術。透過する

イオンの種類(イオン選択性)の他に、チャネルが開いたり

閉じたりするまでの時間(キネティクス)、光や電位に対す

る応答性を詳細に調べることができる。 

 

（注 7）分光学 

サンプルに光を照射し、その透過光や散乱光を解析するこ

とで 1 原子レベルで分子の状態を調べることができる実験

技術。ロドプシンは光を吸収する性質があるため分光学と

の相性がよく、古くから分光学を用いてロドプシンの分子

解析が行われてきた。 

 

（注 8）計算科学 

実験では調べることが難しいタンパク質の動き(ダイナミ

クス)や、励起などの量子化学的な現象を計算によってシ

ミュレーションする手法。 

 

（注 9）選択フィルター 

イオンチャネルに見られる特定のイオンを選択的に透過す

るための構造。カリウムイオンチャネルの構造は 1998 年

に Rockefeller 大学の Roderick MacKinnon 博士らにより

初めて報告され、以降様々なカリウムイオンチャネルの構

造が報告されてきた。これまで知られているカリウムイオ

ンチャネルはすべて共通して多量体を形成し、その界面に

対称的な構造を有する選択フィルターを有する。この選択

フィルターにおいて、カリウムイオンはエネルギー的に最

安定な配位構造をとることができる一方で、よりイオン半

径が小さいナトリウムイオンはその配位構造が選択フィル

ター内で不安定化されるため効率的に選択フィルターを透

過できない。このようなカリウムイオンチャネルが選択的

にカリウムイオンを輸送するしくみの解明をはじめとした

イオンチャネル研究の功績が認められ、同博士を含む 2 名

の研究者が 2003 年にノーベル化学賞を受賞している。 
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