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研究成果の概要（和文）：昆虫の網膜における視物質発色団の代謝経路について，（１）光によ

り 11‐シス形レチノイドを生成する蛋白質の同定と，（２）不完全変態昆虫における発色団代

謝経路の解明とそれに関与する蛋白質の同定，の２点に焦点を絞り研究を行った。その結果，

ショウジョウバエの網膜特異的酸化還元酵素（PDH）が光異性化蛋白質であることを見出した。

また，コオロギの発色団代謝経路を HPLC 解析により明らかにし，それに関与するレチノール結

合蛋白質を発見した。 

 
研究成果の概要（英文）：The metabolic pathway of visual chromophore in the insect retina 
has been investigated with particular focus on the following subjects, (1)identification 
of the protein that isomerizes all-trans retinoid to 11-cis form by light, and 
(2)metabolic pathway of the chromophore in the hemimetabolous insect.  Researches in this 
project have elucidated that PDH, previously identified as a retina-specific oxidoreduc-
tase, is a strong candidate for a retinoid photoisomerase. In addition, HPLC-analyses 
of retinoid compositions in the light- and dark-adapted retinas of crickets uncovered 
their visual cycle and a novel protein involved in the cycle. 
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１．研究開始当初の背景 

光の豊富な環境下で生活する動物にとっ
て，視覚は環境情報を入手するための最も重
要な手段であり，その入力経路に生じた障害
は，摂食，逃避，生殖など多くの動物行動に
重大な影響を及ぼす。すべての動物において，
光を最初に受容し視覚情報の入口となるの
が視物質である。視物質は蛋白質であるオプ

シンと，それに結合して可視光の吸収を可能
にする発色団（11－シスシスレチナール）か
らできており，そのいずれに異常が生じても，
正常な視覚機能を維持することができない。
ヒトにおいては，発色団代謝系（visual 
cycle）に関与する遺伝子の異常が重篤な視
覚障害を引き起こすことが近年になって
次々と明らかにされ，それらがコードする蛋
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白質の機能解析を通じて，発色団の代謝経路
の解明が急速に進展してきた。しかし，視覚
システムの生物学的な理解を進め，その進化
や起源，環境への適応を探求する上では，視
物質の合成，代謝系を様々な動物において明
らかにし，比較検討することが極めて重要で
ある。蛋白質であるオプシン自身の分子進化
に関しては，既に数多くの知見が積み重ねら
れてきているのに対し，その合成・輸送系や
発色団の代謝経路に関しての研究は，まだ，
その端緒についたばかりであり，特に昆虫を
はじめとする無脊椎動物での研究の進展が
期待されている。 

我々は，ショウジョウバエにおいて，発色
団の供給とオプシンの合成･輸送が密接に関
係することを発見して以来，視物質合成の機
構について精力的に研究を行ってきた。オプ
シンの合成･輸送に関しては，小胞輸送を制
御する Rab蛋白質の変異体を用いた輸送経路
の解析を行い，更に，蛋白質構造やそれに付
加する糖鎖の重要性についても指摘した。ま
た，発色団代謝に関しても全トランスレチナ
ールを 11－シス形に光異性化する蛋白質（レ
チノクロム）に関する研究を発端に，網膜で
レチノイドを結合し，発色団代謝に関与する
レチノイド結合蛋白質を軟体動物や昆虫な
ど種々の動物において発見し，その機能解析
を行ってきた。一方，米国を中心にショウジ
ョウバエ変異体を駆使したレチノイド代謝
の研究が最近になって急展開し，代謝経路に
含まれる可能性のある蛋白質が次々と同定
されつつある。しかしながら，visual cycle
の鍵酵素となる光異性化蛋白質や，細胞間で
のレチノイドの運搬を司るレチノイド結合
蛋白質など，網膜内で機能する重要な蛋白質
についてはまだ同定されていないのが現状
である。 
 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ，本研究では国内外の
知見が最も集積しているショウジョウバエ
を当初の材料として用い，更に，従来全く研
究がおこなわれてこなかった不完全変態昆
虫を研究対象に加えることにより，昆虫の
visual cycle の更なる解明を目指す。 
Visual cycleにおいて最も重要なステップ

は，全トランス形のレチノイドを 11‐シス形
に異性化する反応である。ショウジョウバエ
には，光依存的に 11‐シス形を生成する経路
が存在することは知られているが，その経路
の分子過程や，関与する蛋白質については明
らかにされていない。また，脊椎動物等の研
究から，visual cycle の主要な経路は視細胞
に隣接する色素細胞内に存在し，細胞間に局
在するレチノイド結合蛋白質を介して視細
胞へ発色団を供給していることが知られて
いる。昆虫の視細胞も色素細胞により取り囲

まれており，色素細胞－視細胞間で発色団を
輸送する蛋白質が，visual cycle において重
要な役割を担っていることが示唆されてい
る。そこで，これらの代謝過程（「光異性化
過程」と「細胞間輸送過程」）に関与する蛋
白質を同定し，visual cycle の重要な空白を
埋めることを，本研究の第１の目的とした。 

従来の昆虫の visual cycle に関する研究
は，ほとんど全てが完全変態昆虫を用いて行
われており，不完全変態昆虫に関する知見は
極めて乏しい。しかしながら，visual cycle
の進化や，発生段階に伴う変化を明らかにす
る上では，これらの昆虫に関する研究が不可
欠である。そこで，不完全変態昆虫の網膜に
おけるレチノイド代謝経路の解明と，それに
関わる蛋白質を同定することを，本研究の第
２の目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）ショウジョウバエの visual cycle 関
連蛋白質の同定 

研究の実施に先立ち，まず，従来の研究成
果に基づいて作成したショウジョウバエに
おけるレチノイド代謝マップ（図１）を以下
の通り提案する。図中で青字は，既にショウ
ジョウバエで同定された蛋白質を示してい 

図１．ショウジョウバエにおけるレチノイド代謝マップ 

 
る。経口的に摂取されたカロテノイドは全ト
ランスレチノール (all-trans ROL)に変換さ
れて，眼に運ばれる。網膜内では，色素細胞
においてレチノールの水酸化酵素や水酸基
転移酵素が同定されており，脊椎動物と同様，
色素細胞が visual cycle の活動に重要な役
割を担っていることが示唆されている。本研
究で同定を目指す光異性化酵素（ステップ
②）も，色素細胞に存在することが予測され
る。色素細胞で生成された 11－シスレチノイ
ドは結合蛋白質により視細胞に輸送される
（ステップ①）。 
 光異性化酵素の同定にあたっては，これま
でにセイヨウミツバチで発見されている水
溶性の光異性化蛋白質を手掛かりとした。こ
の蛋白質は生化学的に単離・精製されている
ものの，その１次構造等については不明のま
ま残されていた。そこで，本研究では，ミツ
バチから精製した異性化蛋白質について PMF
法により１次構造を決定し，その配列との相



 

 

同性から，ショウジョウバエの異性化酵素の
検索を行った。 
 一方，レチノイド結合蛋白質については，
以下の方法による同定を試みた。これまでに
知られている結合蛋白質のいくつかは，レチ
ノイドの有無によりその発現量が変化する。
そこで，ショウジョウバエをレチノイド欠乏
培地で飼育して，発現が抑えられる蛋白質を
検出し，PMF 法による同定を試みた。 
 
（２）不完全変態昆虫における visual cycle
の解析 
 不完全変態昆虫のモデルとして，飼育が容
易で生理学的な知見が豊富なフタホシコオ
ロギを材料に用いた。この動物は，近年，分
子遺伝学的な知見や技術の発展も著しく，
visual cycleの分子レベルでの解析にも大き
く寄与することが見込まれる。 
 まず，コオロギの明暗順応に伴って起こる，
網膜中のレチノイドの組成変化を HPLC によ
り解析し，レチノイドの代謝経路を推定した。
次にレチノールの蛍光を指標に，網膜に含ま
れる水溶性のレチノイド結合蛋白質の検出
を行い，visual cycle におけるその蛋白質の
機能解析を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）ショウジョウバエの visual cycle 関
連蛋白質の同定 

セイヨウミツバチ網膜においてレチナー
ルの光異性化に関与するレチノイド結合蛋
白質を，網膜の水溶性画分からネイティブ電
気泳動により分離し，PMF を用いた一次構造
の解析を行った。その結果，最も有力な候補
蛋白質として，「プロスタグランジン脱水素
酵素類似蛋白質」が同定された。そこで，こ
の配列を用いてショウジョウバエのゲノム
データを解析したところ，既に我々が単離・
同定に成功し，色素細胞に特異的に存在する
ことが明らかとなっている網膜特異的酸化
還元酵素（PDH）が，最もホモロジーの高い
蛋白質として検出され，この蛋白質が，ショ
ウジョウバエ網膜の visual cycle において，
全トランスレチナールの光による 11-シス形
への異性化に寄与していることが，強く示唆
された。PDH は，レチナール－レチノールの
酸化還元反応にも関与することが示されて
おり，今回の結果は，この蛋白質が昆虫網膜
の visual cycle においてきわめて重要な役
割を果たしていることを示すものである。こ
れまで，カロテノイドをレチノイドに分解す
る反応に併せて，暗所で異性化を引き起こす
蛋白質は見つかっているが，酸化還元酵素が
同時に光異性化に関与することが示された
例はなく，世界的にも初めての発見である。
次に，この蛋白質の生体内での機能を確認す
るために，PDH 欠損変異体の作成を行った。

FLP/FRT による組換えシステムを用いた染色
体欠失法を利用することにより，PDH 遺伝子
のみを特異的に欠損させた変異体の作成に
成功し，PDH 蛋白質が全く発現されないこと
を，イムノブロッティング法により確認した。
この変異体の機能解析が，今後の課題である。 

一方，ビタミン A 欠乏培地（VA－）で飼育
することにより，その発現量が変化する蛋白
質について，２次元電気泳動法による分離と
質量分析を用いた PMF 分析を試みた。その結
果，VA－条件での飼育により発現量の減少す
る分子量約 37k の蛋白質を，２次元電気泳動
により分離すること成功した（図２，矢印）。 

図２．通常培地（VA＋）とビタミン A欠乏培地（VA－）

で飼育したハエ網膜水溶性画分の２次元電気泳動。矢印

は VA－で減少する蛋白質 

 
この蛋白質は，後述のコオロギ網膜水溶性画
分で見出されたレチノール結合蛋白質と分
子量が類似しており，レチノイドを結合する
ことにより visual cycle で何らかの役割を
担っていることが示唆される。そこで，２次
元電気泳動で分離したスポットを切り出し
質量分析を行ったが，同定に十分な信号が得
られず，今後の解析には更なる量が必要であ
ることが分かった。 
 
２．不完全変態昆虫における visual cycle
の解析 

コオロギの網膜におけるレチノイドの代
謝経路を解析し，その visual cycle を解明
するため，明・暗順応に伴う網膜中のレチノ
イド組成の変化を，HPLC により分析した（図
３）。まず，暗順応したコオロギの網膜中に

VA＋ 

VA－ 



 

 

は，視物質の発色団である 11－シスレチナー
ルに加え，全トランス形のレチノールが含ま
れていることが分かった。これに白色光を照
射すると，視物質の光吸収に伴って発色団レ
チナールの一部は全トランス形に異性化さ
れたのに対し，全トランス形のレチノールは
反対に 11－シス形に変化した。この結果は，
コオロギの visual cycle にもショウジョウ
バエと同様レチノールが関与していること
を示唆している。 

図３．明・暗順応に伴うコオロギ網膜中のレチノイド 

組成変化 

 
次に，明順応したコオロギを暗所に置き，

その後のレチノイド組成変化を追ったとこ
ろ，視物質の光反応により生じた全トランス
レチナールは減少し，代わって全トランス形
のレチノールが増加した。また，光照射に用
生じた 11－シスレチノールも減少しレチナ
ールへと酸化されることも分かった。 
これらの結果から，光照射後により生じた

全トランス形の視物質発色団は，一旦レチノ
ールに還元されて輸送・貯蔵されること，ま
た，このレチノールは，光により直接あるい
はレチナールを介して 11－シス形に異性化
され，再び視物質の発色団として供されるこ
とが明らかとなった。ショウジョウバエを含
む他の動物の知見から，こうしたレチノイド
の光異性化，酸化還元反応には，視細胞に隣
接する色素細胞が関与している可能性が高
いと考えられる。 
 コオロギの visual cycle においても，レ
チノールが重要な成分となっていることが
明らかになったので，これに関与するレチノ
ール結合蛋白質の同定とその機能解析を試
みた。コオロギ網膜の水溶性画分をネイティ
ブ電気泳動により分離し，紫外線照射により
生ずる蛍光を手掛かりにしてレチノール結
合蛋白質を検出したところ，分子量約 36k の
蛋白質を見出した。HPLC による解析から，こ
の蛋白質は暗所で全トランス形レチノール
を結合しており，光照射により結合するレチ

ノールが 11-シス形に変化することが示され
た。今後，この蛋白質を電気泳動法等を用い
て単離・精製し，その生化学的性質，１次構
造等を明らかにし，in vitro での蛋白質発現
や RNAi 法による in vivo 発現抑制などによ
り，その機能を解明する必要がある。 
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