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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の網膜に存在する桿体視細胞と錐体視細胞はそれぞれ暗所視と明所視を担っ
ており、働く光環境に合わせて光感度や応答速度が異なっている。このような光応答特性の違いに対し両視細胞
に存在する光シグナル伝達経路や形態の違いがどのように関与するか明らかにすることを目的に、桿体視細胞の
シグナル伝達分子が赤錐体オプシンに遺伝子置換されたマウスモデルの構築を行った。また、視細胞の空間モデ
ルのシミュレーション実験により、視細胞の形態の違いが光応答特性の違いに関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vertebrate rod and cone photoreceptors are responsible for scotopic and 
photopic vision, respectively. The light sensitivity and kinetics of there photoreceptors differ 
depending on their vison. The relationship between photoresponse properties and the 
phototransduction pathways and morphology in both photoreceptor cells remains unclear. To clarify 
this, we have created mouse models in which phototransduction molecules in rods are replaced with 
red cone opsin. In addition, the spatial model of photoreceptor cells revealed that the differences 
in photoreceptor morphology are involved in the photoresponse characteristics. 

研究分野：動物生理学

キーワード： 網膜　視細胞　オプシン　シミュレーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎動物の視細胞の生理学的研究において、細胞に存在する分子の性質の違いに主眼がおかれ、形態の違いの重
要性は考慮されない傾向にあったが、本研究により形態的違いが果たす役割について理論的に証明されたことは
重要な意義がある。また、細胞の空間モデリングは任意の形態を構築できる為、視細胞だけでなく他の細胞にも
応用可能であることから、今後様々な細胞において形態的要因が果たす役割が明らかになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の網膜には、異なる光環境下で働く桿体視細胞と錐体視細胞が存在しており、それぞ
れ暗所視と明所視を担っている。それらが働く光環境に合わせて、視細胞の光応答特性も異なっ
ており、桿体は高い光感度を錐体は速い応答速度を示す。暗所での視覚を担う桿体は、僅か１光
量子のシグナルを検出することが可能である。桿体におけるこの性質は、光シグナル入力から光
応答への変換過程が、高いシグナル伝達効率と低いノイズ特性をもつことに由来する。高いシグ
ナル伝達効率は、１光量子の受容により引き起こされる光応答が、桿体の方が錐体に比べて約 30
～100 倍大きな応答の振幅を示すことに由来する。一方、低いノイズレベルは桿体の光受容タン
パク質が極めて熱的に安定であることに由来し、その安定性は、錐体視細胞の視物質に比べ約
1,000 倍安定であることが知られている。また、桿体の１光量子の受容よる光応答のばらつきは
極めて小さく、各応答の形状の再現性は高いという特徴を示す。こ相同な遺伝子群で構成されて
いる両視細胞の光シグナル伝達経路において、各光シグナル伝達分子よる寄与を調べるために、
これまで桿体視細胞のシグナル伝達分子を錐体型に置換したマウスモデルを用いた研究が行わ
れてきた。その結果、光シグナル伝達経路の各タンパク質と光応答特性との関連が解明されてき
たが未だ不明な点が多い。また、空間的要素すなわち細胞の形態や構成タンパク質の細胞内局在
などの特性が光応答特性にどのように影響するかは不明であった。 
２．研究の目的 
（１）ロドプシンの遺伝子座に錐体オプシンが発現するマウスモデルの作製 
視物質の熱安定性を制御する機構を明らかにするために、視物質の性質決定に重要と考えられ
るアミノ酸残基を置換した赤錐体視物質を、マウス桿体細胞に発現するマウスモデルの構築を
行った。 
（２）時空間シミュレーションを利用した細胞の形態がシグナル伝達効率に与える影響 
視細胞におけるこれまでのシミュレーションモデルは、細胞内のシグナル伝達系の酵素反応を
もとにしたモデルが多いが、生細胞の形態やタンパク質の局在化などの空間的要因が細胞応答
にどのように寄与するのかは不明であった。そこで、視細胞の形態を元に３次元モデル構築し、
シミュレーションにより光応答の再現を行い、桿体及び錐体視細胞の形態の違いや関連タンパ
ク質の細胞内局在の違いが光応答特性に及ぼす影響を明らかにすることを目指した。 
（３）イモリ松果体視細胞における光シグナル伝達過程の解析 
アカハライモリ（Cynops pyrrhogaster）松果体は、光が光透過率の頭蓋組織の内側に存在する
にもかかわらず、光受容し情報を得ている。松果体光受容器は網膜の視細胞と同じ繊毛型視細胞
であるが、多くの脊椎動物では、その光受容部の形態は未発達であるのに対し、例外的に両生類
イモリの松果体器官は、網膜の視細胞と同様の発達した構造を持つ。イモリ松果体の形態学的知
見に比べて分子的な知見は少ない。そこで本研究ではイモリ松果体の視細胞に存在する光シグ
ナル伝達関連分子を調べた。 
３．研究の方法 
（１）CRISPR/CAS9 によるゲノム編集技術を利用し
て、桿体視細胞においてロドプシン遺伝子を赤錐体オ
プシン遺伝子に置換させた。具体的には、0日齢マウ
ス網膜に、エレクトロポレーション法により Cas9、
gRNA に加え、2種類のベクターを同時に導入した。一
つは、マウス網膜の細胞に対してベクターの導入効率
を調べるために CMV プロモータ存在下 GPF 遺伝子を
コードするベクターで、もう一つはマウスロドプシン
遺伝子座に部位特異的に組換により導入する配列で
赤錐体オプシン遺伝子と IRES を介して蛍光タンパク
質 mCherry 遺伝子配列をコードしているベクターで
ある。これらのベクターを導入後、30 日齢のマウス網
膜の凍結切片を作製し、導入した遺伝子の発現を免疫
組織染色により調べた。 
（２）錐体は形質膜が折りたたまれたラメラ膜を形成
しているのに対して、桿体は細胞質に薄い円形の円盤
膜を内包した形をしている。また、光シグナル伝達タ
ンパク質の細胞内局在も異なる。そのために視細胞の
形態やタンパク質分子の細胞内局在を考慮した視細
胞外節の時空間モデル構築を行った。視細胞外節の 3
次元モデルの空間配置や分子密度は、マウスの桿体視
細胞の解剖学的・生化学的知見をもとに構築した。再
現したマウス桿体視細胞モデルは、幅・奥行き・高さ
が 17 nm×17 nm×7 nm の直方体コンパートメントを
基本単位とし、桿体視細胞の外節の長さの 5%に相当
する 41 ディスク膜領域を約 40 万個のコンパートメ
ントにより構築した（図１）。各コンパートメントは
ディスク膜・細胞質・形質膜の要素に分類し、各要素



には光シグナル伝達タンパク質分子を配位させた。同様にして、錐体視細胞モデルでは形質膜が
折りたたまれたラメラ膜構造を構築し、桿体視細胞の光シグナル伝達タンパク質分子を配位さ
せた。 
（３）成体イモリの松果体を用いたホールマウント免疫染色法を確立し、オプシンや Gタンパク
質などの視細胞の光シグナル伝達に関係するタンパク質の抗体を用いて松果体における発現を
調べた。アカハライモリ松果体視細胞の細胞内シグナル伝達系は、in situ ハイブリダイゼーシ
ョン法や免役組織化学を用いて調べた。 
４．研究成果 
（１）オプシンの熱安定性に関与する
と考えられるアミノ酸残基に変異を
導入した赤錐体オプシンを、ロドプシ
ンの代わりに桿体視細胞に発現させ
るために、電気穿孔法によりマウス網
膜組織にベクターを導入し、30日齢の
マウス網膜の免疫組織染色を行った。
その結果、桿体視細胞のロドプシンの
代わりに赤錐体オプシンが発現して
いることが確認された（図２）。ベクタ
ーが導入された細胞において、部位特
異的に組換えが起きた効率はGPF陽性
の細胞数に対する mCherry 陽性の細
胞数の割合で見積ることができる。そ
の値を計測した結果、ベクターが同謬
された細胞の 40％～70％の割合で相
同組換えが起きていることが分かっ
た。また、変異を導入した赤錐体視物
質はマウス桿体視細胞の外節に発現
すること確認され、網膜において in 
vivo 遺伝子ノックイン系を確立する
ことができた。この系を用いることに
より今後の生理学的実験へ向けた基盤
が整備された。 
（２）脊椎動物の網膜に存在する２種
類の視細胞である桿体と錐体は、それ
ぞれ光応答特性が異なる。この違いに対して視細胞の外節の形態の違いや光シグナル伝達分子
の細胞内局在が及ぼす影響を数理モデルにより検証した。マウス桿体視細胞と錐体視細胞の外
節の膜構造の違いを反映した 3次元モデルを構築（桿体モデル・錐体様モデル）し、各モデルに
同様の光シグナル伝達分子が存在する条件下で、シミュレーション実験を行った。実験は構築し
たモデルにおいてシグナル伝達関連分子の光異性化の開始位置、拡散係数、局在が光応答特性に
与える影響を検証した。まず、桿体と錐体モデルにおいて同様の条件で光刺激を与え得られた光
応答を比較したところ、光応答の振幅は錐体視細胞モデルが桿体視細胞モデルに比べて 1/2 倍
小さい値を示した。光応答のピークに達するまでの時間を比較したところ、興味深いことに、錐
体視細胞モデルが桿体視細胞モデルに比べて速くなった（図３）。各モデルを構成するタンパク
質酵素の反応速度や拡散係数は共通の値を用いているため、得られた光応答特性の差は細胞の
形態や構成タンパク質の局在の違いを反映していると考えられる。 
桿体視細胞の 1 光量子の応答は刺激部位によらず高い再現性を示すことが知られている。そ
こで次に、この性質と外節の形態との関連を調べるために、光反応の起点であるロドプシンの光
異性化が起こるディスク膜上の部位により光応答の形状が変化するかを調べた。その結果、桿体
モデルでは刺激部位により光応答の特性に違いが見られなかったのに対して、錐体様モデルで
はラメラ膜の刺激部位により光応答の振幅や応答の速さに顕著な違いがみられた。このことか



ら、桿体視細胞の外節のディスク膜状の形態を獲得したことにより、光シグナル増幅効率が高く
なることに加えて、ロドプシンの光異性化が起きる部位による光応答の偏差が小さくなる効果
があることが明らかになった。すなわち、桿体視細胞の外節の形態は、１光量子の刺激に対して
効率よく大きな応答を示す効果に加えて、光刺激部位の違いに応じた光応答のばらつきを抑え
ることにより正確なシグナル変換を可能にする役割があると考えられる。 
また、シグナル伝達下流のホスホジエステラーゼのディスク膜上の局在を、「ディスク膜の周
辺部のみに不均一に分布させた条件」と「ディスク膜上に均一に分布させた条件」でシミュレー
ションを行い比較したところ、光応答特性には大きな違いは見られなかったことから、ホスホジ
エステラーゼの局在は光応答特性に大きな影響を及ぼさないと考えられる 
（３）両生類の松果体視細胞においてピノプシンの発
現が報告されているが、本研究ではそれ以外のオプシ
ンや Gタンパク質の発現について調べた。抗赤錐体オ
プシン、抗青錐体オプシン、抗ロドプシンの抗体を用
いてホールマウント免疫染色を行ったところ、赤錐体
オプシンと青錐体オプシンのシグナルはそれぞれ松
果体全体で、ロドプシンのシグナルは一部で確認され
た（図 4A）。また興味深いことに、赤錐体オプシンと
青錐体オプシンの二重染色を行った結果、一つの視細
胞外節で赤錐体オプシンと青錐体オプシンの共発現
が確認された（図 4B-D）。赤錐体オプシンと青錐体オ
プシンは一つの細胞で共発現することで広範囲の波
長領域の光受容が可能になると考えられる。次に、ホ
ールマウント免疫染色により松果体視細胞において
発現する G タンパク質について調べたところ、抗 Gt1
抗体のシグナルがほぼ全ての視細胞外節で確認され
た。また、in situ ハイブリダイゼーションにより Gt1
および Gt2 遺伝子の発現を確認したところ、松果体
において Gt2 遺伝子の発現は確認できなかったのに
対して、Gt1 遺伝子の発現は松果体の全域で観察され
た。これらのことから、松果体の光受容細胞において
共役する G タンパク質は、主に桿体型の Gt1 と考え
られ、網膜の視細胞の場合と異なり、錐体オプシンと
桿体型の Gt1 が共役する可能性が示唆された。 
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