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 研究成果の概要（和文）：動物は光を視覚以外の目的に使っていることが知られており、近年、その仕組みや役割が注目されている。本研究の目的は、視覚以外の光受容について分子レベルから神経レベルまでの機能解析を行い、将来の生理機能解析への手がかりを得ることである。その研究成果として、松果体で機能するパラピノプシンを中心に、視覚以外で機能すると考えられているロドプシン類の分子特性の解明、さらに発現分布や神経ネットワーク解析のためのトランスジェニックゼブラフィッシュの作製に成功した。 

 研究成果の概要（英文）：Many animals sense light signals for visual and non-visual functions.  On the 

contrary to the vision, which has been well investigated, the neural mechanism and physiological role of 

non-visual photoreception are largely unknown.  In this study, we focused on some non-visual 

photopigments and investigated the molecular and neural mechanism of the non-visual photoreceptions 

by using mammalian cell expression system and transgenic technique.  As results, we succeeded to 

establish several transgenic zebrafish lines for future studies on non-visual photoreception. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

2009 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 年度    年度      年度    総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 研究分野：生物学 科研費の分科・細目：基礎生物学・動物生理・行動 キーワード：ロドプシン・眼外光受容・松果体・ゼブラフィッシュ 

 １．研究開始当初の背景 光は動物にとって重要な刺激の一つであり、光受容の生理的役割としては、視覚や概日リズムの光調節がよく知られている。光を受容するシステムの中で最初に光をキャッチする分子がロドプシンおよびその類似光
受容タンパク質（以後ロドプシン類と表記）である。ロドプシン類は、単に光受容の入り口に位置するだけでなく、どのような波長の光を吸収するのか、どのような細胞応答を引き起こすかの大部分を規定するので、その性質の多様性が生理機能の多様性の基盤とな
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っている。近年、ゲノム解読などによって様々な動物の全ロドプシン類遺伝子が決定された結果、これまでに想像されていた数をはるかに超えるロドプシン類が見出された。最も顕著なのは硬骨魚類で、ゲノム中に 20を超えるロドプシン類遺伝子が存在し、そのうち生理機能との関連がわかっているものはわずか 10 個であり、大半がその生理的役割が不明となっている。このことは、動物にはこれら機能未知ロドプシン類が担う未解明の光作用性の生理機能が存在することを強く示唆している。 

 ２．研究の目的 これまでに私たちは、動物培養細胞発現系を用いて、松果体の UV 受容タンパク質であるパラピノプシン、哺乳類において概日リズムの光受容体であるメラノプシンおよび肝臓などでの発現もみられる TMT オプシンなど、視覚以外の機能に関わると考えられているロドプシン類の培養細胞での発現に成功した。そこで本研究では、これら“視覚外”ロドプシン類の分子特性の解明およびその特性と生理機能との橋渡しを目指し、多数のロドプシン類を持ち、遺伝子操作が可能なゼブラフィッシュを材料に、上記ロドプシン類の分子レベルから神経レベルまでの機能解析を試みた。 

 ３．研究の方法 本研究では、上述のパラピノプシン、メラノプシン、TMT オプシンについて、分子レベルから神経レベルまでの機能解析を行った。具体的には、①遺伝子（ゼブラフィッシュホモログ）の単離、培養細胞での発現、生化学的・分光学的解析を行い、各ロドプシン類の波長感受性、光反応特性といった分子特性を明らかにする。②定量的 PCR や免疫組織化学的解析よって、各ロドプシン類が機能する光受容細胞の分布を明らかにする。③各ロドプシン類について発現を誘導するプロモーター領域を同定し、そのコントロール下で GFPを発現するトランスジェニック（Tg)ゼブラフィッシュを用いて光受容細胞の詳細な分布や神経ネットワークを解析する。また、将来の機能解析に有用な Tg ゼブラフィッシュを作製する。 

 ４．研究成果 

(1)ゼブラフィッシュ視覚外ロドプシン類の機能解析 ①分光学的性質の解析：視覚以外の機能に関わると考えられているロドプシン類（パラピノプシン、メラノプシン、TMT オプシン）のゼブラフィッシュホモログを単離し、動物培養細胞発現系を用いて、分光学的解析を試みた。その結果、ゼブラフィッシュの２種のパ

ラピノプシンと２種類メラノプシンについて解析に成功した。解析の結果、パラピノプシン、メラノプシンとも、吸収波長域が異なるパラログが存在することがわかり、特に、パラピノプシンについては、一方が従来通り
UV 受容体であるのに対し、もう一方は緑色受容体と大きくことなる波長域、すなわち色に感受性があることがわかった。 ②発現分布の解析：２種類のパラピノプシンの発現部位を調べるために、定量的 PCR および作製した各パラピノプシン特異的抗体を用いた免疫組織化学的解析を行った。その結果、２種類のパラピノプシンの発現は、ゼブラフィッシュ松果体の前方部分のみに見られ、それぞれのパラピノプシン細胞が近接した別々の細胞に局在していることが明らかとなった。この結果は、UV 感受性パラピノプシンと緑感受性パラピノプシンの光情報が相互作用していることを強く示唆しており、現象としては古くから知られていた松果体における“色識別”に関わっている可能性を示唆している。 ③トランスジェニック（Tg）ゼブラフィッシュの作製：２種類のパラピノプシン発現の詳細な分布と将来の生理機能解析のために、２種類のパラピノプシン発現細胞をそれぞれターゲットするプロモーター領域を取得し、レポーターである GFP を連結して遺伝子導入したところ、それぞれについて松果体で特異的にGFPシグナルを発するTg系統を得た。また、取得したプロモーター下に酵母の転写因子である GAL4 を発現させる GAL4-Tg ゼブラフィッシュを作製した。GAL4 は UAS配を認識しその下流の遺伝子の発現を促進するので、GAL4-Tg フィッシュと UAS 下流に毒素遺伝子をもつ Tg フィッシュと交配させることで、パラピノプシン発現細胞を選択的に失活させた Tg フィッシュを得ることができ、将来の機能解析に有用である。 

 

(2)クラゲの視覚系で機能する新奇ロドプシン類の発見 ロドプシン類の分子特性の比較解析の過程で、眼を持つ最も原始的な動物であるアンドンクラゲの視覚で機能する新奇ロドプシン類を同定した。興味深いことに組織学的、生化学的解析の結果、アンドンクラゲのロドプシンは、これまでロドプシン類では見つかっていなかった、Gs型 G タンパク質と共役し、光依存的に細胞内 cAMP濃度を上昇させる性質を持つことを明らかにした（雑誌論文 3：
Koyanagi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 105 

2008）。さらにこの発見から、「動物の光受容細胞は、脊椎動物の視細胞に至る系統と光感受性網膜神経節細胞に至る系統の２つの系統で進化した」という光受容細胞進化のシナリオを提唱するに至った（図１）。 
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