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研究成果の概要（和文）：　逆方向光受容体Opn5L1の生理機能を調べるため、Opn5L1発現細胞に特異的にレポー
ター遺伝子(コムギ胚芽凝集素、緑色蛍光タンパク質、ニトロレダクターゼ)を発現するメダカの作製を試みた。
遺伝子組み換えメダカを作製するため、Opn5L1プロモーター下でCREを発現するベクターと、βアクチンプロモ
ーター下CRE依存的にレポーター遺伝子を発現するベクターで、心筋の蛍光観察によって遺伝子導入の可否をス
クリーニングできるベクターを構築した。また、遺伝子組み換えメダカの行動を様々な光環境において半自動的
に記録し、解析するための装置を構築した。

研究成果の概要（英文）： To clarify the physiological function of reverse photoreceptor Opn5L1, an 
attempt was made to develop a transgenic medaka fish which expresses a reporter gene such as wheat 
germ agglutinin, green fluorescent protein, or nitroreductase specifically in the Opn5L1-positive 
cells.  For development of a transgenic medaka, the two plasmid vectors were constructed.  One 
carries CRE recombinase under the Opn5L1 promoter and green fluorescent protein under the cardiac 
muscle-specific promoter.  The other carries reporter gene with the unpstream floxed transcription 
stop cassette under beta-actin promoter and red fluorescent protein under the cardiac 
muscle-specific promoter.  Additionally, the apparatus which semi-automatically records and analyzes
 the behavior of transgenic medaka fishes under various lighting conditions was constructed.

研究分野： 光生物学

キーワード： 光受容　非視覚性光受容　オプシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　光が動物の生理機能におよぼす影響についての理解は、太陽光、月光、あるいは生物発光や人工的な光など
様々な光源が存在するこの世界にヒトを含む動物がどのように適応し、生活しているかを理解するために重要で
ある。形・色・動きを捉えるための光受容システムである視覚は非常によく研究が進んでいるが、非視覚性の光
受容システムに関してはまだまだ知見が少ない。
　本研究の成果をもとにトランスジェニック動物を作製し、解析を進めることによって、非視覚性の光受容に関
する理解が進み、動物がどのように光を利用するかについて理解が広がると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
動物の光受容を担うタンパク質であるオプシンは、ビタミン Aのアルデヒド型(レチナール)

を発色団兼リガンドとする Gタンパク質共役型受容体の一種である。最もよく知られているオ
プシンとして、視覚において働く視物質がある。多くの動物のゲノム上には視物質以外にもオ
プシン遺伝子が存在し、それらは網膜の視細胞以外の細胞や、脳の神経細胞の一部に発現して
視覚以外の光受容を担っている。これらのオプシンは総称して非視覚オプシンと呼ばれる。オ
プシン５(Opn5)は哺乳類から円口類まで脊椎動物で保存されている非視覚オプシンの一種であ
る。哺乳類はただ一つの Opn5 を持つのに対して、哺乳類以外の脊椎動物は複数の Opn5 ホモロ
グを持つ。申請者はこれまで Opn5 ホモログの一つ、Opn5L1 の分子特性に関する研究を行って
きた。Opn5L1 は全トランス型のレチナールを直接結合して活性化し、光を受容することでレチ
ナールと近傍のシステインとで共有結合を作って不活性状態を形成する。そして不活性状態か
ら全トランス型結合状態へ熱反応で自発的に戻る。この性質はこれまで既知のどのオプシンの
性質とも著しく異なる。光で活性化される典型的なオプシンを「順方向光受容体」とすれば、
光を不活性化にのみ用いる Opn5L1 は「逆方向光受容体」といえる。 
脊椎動物の光受容システムについては、まず視覚の研究、次いで概日リズムに関わるメラノ

プシンの研究が先行している。その他の非視覚性オプシンによる光受容システムの機能研究は
今後発展が見込まれる課題である。視覚においては光受容分子の分子特性と生理機能には深い
関連性があることがわかっている、Opn5L1 の特異な分子特性も生理機能と関連している可能性
があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 光が動物にどのような影響をおよぼすか、ということに関する理解は太陽光、月光、あるい
は生物発光や人工的な光を含め、様々な光源が存在するこの世界において、動物がどのように
生活しているかを理解するために重要である。ヒトにおいても季節性情動障害や概日リズムの
光同調の例に見られるように、形態視以外の光受容と肉体的・精神的な健康状態は密接に結び
ついている。しかし、非常によく研究が進んでいる視覚系に比べ、非視覚性の光受容に関する
知見はまだまだ少ない。本研究では、光受容分子オプシンの中でも特異な性質を持つ Opn5L1
が、どの様な生理機能に関わるのか、またこの分子特性が生理機能とどのように結びついてい
るのかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 小型魚類メダカは卵や胚が透明であり、成魚でもシロメダカやヒメダカと言った系統は全身
の透明度が高く、光の影響を調べる実験に適した動物である。またゲノム情報や BAC クローン
などのリソースが整備されている。よって本研究ではメダカをモデル動物として Opn5L1 が関与
する生理機能を明らかにすることを目指した。特に神経系における Opn5L1 の機能を明らかにす
ることを目標に、遺伝子組み換えメダカを創出し、解析することを目指した。 
メダカは３つの Opn5L1 パラログを持つ(Opn5L1a, Opn5L1b, Opn5L1c)。これらの Opn5L1 発現

細胞で神経トレーサーを発現するトランスジェニックメダカを作製するため、各 Opn5L1 の上流
配列をゲノムからクローニング、コムギ胚芽凝集素(WGA)-2A ペプチド-GFP に連結し、さらにそ
の全体を Dissociater(Ds)トランスポゾン配列ではさんだ遺伝子コンストラクトを構築する。
これを Activator(Ac)トランスポゼース発現プラスミドとともにメダカ受精卵の１細胞期胚に
顕微注入する。孵化したメダカのジェノタイピングを行い、遺伝子が導入されたメダカについ
て野生型と掛け合わせ、次世代のメダカを取得する。次世代のジェノタイピングを行い、生殖
細胞系列で組換えが起こっている個体(ファウンダー)を選別する。ファウンダーから得られた
次世代のメダカについて GFP の蛍光観察と、抗 WGA 抗体で染色しての観察を行う。WGA はシナ
プスを超えて輸送されることが期待でき、Opn5L1 発現細胞から投射を受ける細胞が可視化され
る。 
メトロニダゾール(Mtz)はそのままでは無害だが、微生物由来の酵素ニトロレダクターゼ

(Ntr)によって還元されると細胞傷害活性をもつようになる。よって Ntr を遺伝子導入した動物
を作ると、Mtz を投与することで Ntr 発現細胞のみを破壊することができる Opn5L1 のプロモー
ター下で Ntr を発現するメダカを作製することを計画した。Mtz 投与前後で視運動反応、視機
性反応、概日リズムを測定し比較することを計画した。 
Opn5L1 ノックアウトメダカ、Opn5L1 構成的活性化変異ノックインメダカを作製し、組織の形

態、行動の野生型と比較しての変化を捉えることを計画した。 
 
４．研究成果 
 
(1)Opn5L1 陽性細胞特異的にレポーター遺伝子を発現するトランスジェニックメダカ作製のた
めのベクター構築 



 マイクロインジェクションに用いる Ac ト
ランスポゼースタンパク質を得るため、His6
タグを融合した Activator(Ac)トランスポゼ
ースを大腸菌で発現し、精製することを試み
た。しかし、一般的な pET システムを用いた
タンパク質の発現法では発現量・精製効率共
に低く、メダカ卵へのマイクロインジェクション
に用いることが可能なレベルの試料を調製できな
いことがわかった。そこで、Ac を発現するベクタ
ーを構築し、マイクロインジェクションすることにした。メダカゲノムから Opn5L1a、ｂ、c
の各遺伝子について、上流領域 5000bp をクローニングした。一方レポーター遺伝子として、WGA
に 2A ペプチド、EGFP を連結したものを構築した。誘導された mRNA の安定化のため、メダカβ
アクチン遺伝子の 3’UTR を 3’側に配置した。これらを連結し、Dissociator トランスポゾン
(Ds5’、Ds3’)配列の間に配置したものを作製した。実験のポジティブコントロールとして、
βアクチンプロモーターにレポーター遺伝子、3’UTR を連結したものも構築した。また Ac の
発現ベクターとして、βアクチンプロモーターと 3'UTR の間に Acを連結したものを作製した。
これらをメダカ卵へマイクロインジェクションしたところ、βアクチンプロモーター+レポータ
ー遺伝子を打ち込んだメダカ卵では蛍光を示す胚を確認できたが、発生段階で形態に異常をき
たし、孵化前に死んでしまった。一方、Opn5L1 プロモーター+レポーター遺伝子をインジェク
ションしたメダカ卵から得た稚魚について、孵化から約 1ヶ月後、尾ビレからゲノムを抽出し、
PCR により遺伝子導入の検証を行った。しかし、遺伝子の導入は確認できなかった。そこで、
遺伝子導入に用いるコンストラクトを見直すことにした。 
 図２に新規に設計した遺伝子コンストラクトを示す。まず遺伝子導入の可否を容易にスクリ
ーニングするため、ゼブラフィッシュで頻用される、ゼブラフィッシュ心筋特異的プロモータ
(cmlc2 promoter)と蛍光タンパク質(EGFP または mRFP)の組み合わせを用いることとした。これ
により心臓の蛍光観察を行うことで孵化前の段階で遺伝子導入の可否が判定可能になる。また、
Opn5L1 プロモーターにより直接レポーター遺伝子の発現を誘導する場合、レポーター遺伝子の
発現量が十分でない可能性があると考え、CRE-loxP システムを用いた発現誘導を行うことにし
た。また、CRE やレポーター遺伝子の発現が、cmlc2 プロモーターや、遺伝子が挿入されたゲノ
ム上の周辺の領域の影響を受けるのを避けるため、cHS4 インシュレーター配列を配置した。以
上の要素を含み、制限酵素 NdeI サイトと CRE リコンビナーゼを配置したベクター(図 2a)、β
アクチンプロモーターの下流にloxP-STOPカセット(転写停止配列)-loxPと制限酵素NruIサイ
トを配置したベクターをまず構築し、それぞれを制限酵素 NdeI、NruI で処理した後に Opn5L1
プロモーター配列とレポーター遺伝子(WGA-P2A-EGFP)をそれぞれ挿入したプラスミド(図２
b,d)を調製した。これら
両者が組み込まれたメ
ダカにおいては、Opn5L1
発現細胞では CRE によ
って STOP カセットが除
去され、βアクチンプロ
モーターに駆動されて
レポーター遺伝子が発
現する(図 2e)。一方、
それ以外の細胞におい
ては STOP カセットによ
って転写が停止する。こ
れらのベクターについて構
築を完了し、メダカ卵へのマ
イクロインジェクションを
進行中である。 
 
(2)Opn5L1 へのエピトープタグの付加とレポーター遺伝子の導入を CRISPR/Cas9 法を用いたノ
ックインにより同時に行うためのベクター構築 
図１に示したコンストラクトによる遺伝子導入がうまく

行かなかった段階で、もう一つの選択肢として、レポータ
ー遺伝子の CRISPR/Cas9 による遺伝子のノックインを試み
た。メダカにおける CRISPR/Cas9 によるノックインの報告
に基づき、BaitD 配列を２つ持つベクターに、約 500bp
のホモロジーアーム(5’arm, 3’arm)を連結し、それ
らの間に OLLAS エピトープタグ、P2A 配列、WGA を連結
したベクターを構築した。OLLAS tag, P2A, WGA につ
いては、Opn5L1 の C末端にコドンのフレームが合うよ
うに設計した。SpCas9 タンパク質と sgRNA を別途調製

図１ ターゲッティングベクターと

Ac 発現ベクターの設計 

図２ 新たに構築した Opn5L1-CRE ベクターとβアクチン

-LSL-レポーターベクターの設計 

図３ エピトープタグとレポー

ター遺伝子を同時にノックイン

するベクターの設計 



し、これらをメダカ卵にインジェクションした後、孵化から約 1ヶ月後のメダカについて、尾
ビレからゲノムを抽出し、PCR により遺伝子導入の検証を行った。しかし、遺伝子の導入は確
認できなかった。ここで、ホモロジーアームはゲノムの配列と完全に同一の配列を用いている
ため、このベクターを SpCas9、sgRNA と同時にインジェクションした際にゲノムだけでなく、
ベクターの方もホモロジーアーム内で切断されてしまい、相同組み換えの確率が低下している
可能性が考えられた。そこで、ベクターのホモロジーアーム内において、sgRNA の標的配列に
変異を導入したベクターを新たに構築した。現在これらのメダカ卵へのマイクロインジェクシ
ョンを進行中である。 
 
(3)ノックアウトメダカと行動実験のためのシステム構築 

 Opn5L1b, Opn5L1c についてはノックアウトメダカが作製済みである。また、メダカの行動解
析を様々な光環境で自動的に行うための装置を作製した。 
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