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研究成果の概要（和文）：脳の下部に位置する下垂体は脊椎動物が持つ重要な内分泌器官である。小型魚類メダ
カを用いた実験により、下垂体のメラニン細胞刺激ホルモン(MSH)を産生する細胞には動物が視覚に用いるもの
と類似した光受容体「Opn5m」が発現していることがわかった。またMSH産生細胞は、Opn5mを用いることで直接
紫外光を感じ取り、ホルモンの放出量を調節する機能を持っていることがわかった。さらにOpn5mを他の細胞に
遺伝子導入して光を当てると、細胞内のカルシウム濃度を上昇させる事ができ、細胞の振る舞いを光で操作する
ツールとして利用できる可能性があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The pituitary gland, located in the lower part of the brain, is an essential
 endocrine organ in vertebrates. In medaka (Oryzias latipes), we have revealed that 
melanocyte-stimulating hormone (MSH)-producing cells in the pituitary gland express the 
photoreceptor Opn5m, which is similar to that used in visiual photoreception. We showed that 
MSH-producing cells directly sense ultraviolet light by using Opn5m leading to regulate hormone 
release. Furthermore, when Opn5m was transfected into other cells and exposed to light, the 
intracellular calcium concentration could be increased, indicating that Opn5m could be used as a 
tool to manipulate cell behavior with light.

研究分野：光生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レンズを持つ目や脳表にある松果体のように光受容に特化した組織でなく、内分泌機能の中枢と考えられ、実際
ホルモン産生細胞の塊といえる下垂体において、直接環境光を感知して機能を調節する機構はこれまでに報告の
ない、新たな概念である。今後、本研究で得られた知見を基盤として生物の内分泌機能を光操作する手法を発展
させることで、疾患の新たな治療や、産業動物の新たな育成法の開発などに繋がる可能性が考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 微生物に由来する光駆動型のイオン輸送体を神経細胞などに遺伝子導入し、その活動を光で
操作して機能解析する手法は光遺伝学と呼ばれ、普及している。一方、遺伝子導入がなくとも、
多くの動物は網膜に加え松果体、視床下部、皮膚などに光受容タンパク質「オプシン」を発現し
ており、これらの組織には内在的に光感受性があると考えられている。動物のオプシンは G タ
ンパク質共役型受容体(GPCR)の一種で、脊椎動物の視物質がその代表である。視物質は暗いと
きは不活性で、光が当たると構造変化して三量体 G タンパク質を活性化する。動物は視物質だ
けでなく多様なオプシンを持ち、その分子特性・組織分布もそれぞれに異なる。 
 小型魚類メダカは飼育が容易で遺伝子操作が可能、またデータベースも整った優れたモデル
脊椎動物である。メダカのゲノム上にはオプシンが 34 遺伝子ある。申請者は in situ hybridization 
(ISH)を用いた網羅的解析により、脊椎動物の主要な内分泌器官である下垂体に、複数のオプシ
ンが発現することを発見した（図１）。また 2重 ISH によりOpn5mがメラノサイト刺激ホルモ
ン(MSH)産生細胞に、Opn3 がプロラクチン(PRL)産生細胞に発現することを同定、これらの分
泌細胞が光感受性である可能性を見出したが、機能は不明確であった。一方、研究分担者はMSH
産生細胞に蛍光カルシウムインジケーターを発現するメダカを作製・解析していて、細胞内カル
シウム濃度が光で上昇することを見出した。ホルモン産生細胞でのカルシウム上昇はホルモン
放出を意味する。よってこれらの知見を組み合わせると、Opn5m がメダカ下垂体MSH 分泌細
胞において光を受容し、細胞内カルシウム濃度を上昇させ、ホルモンを放出するという、重要な
光生理応答を担うことを強く示唆する。残り 2 つのオプシンも下垂体内でそれぞれ特徴的な発
現パターンを示すため、内分泌に関連
した光生理現象に関与する可能性が
高い。しかし、これらオプシンがどの
ように細胞内シグナル伝達系を駆動
し、細胞内カルシウム濃度を変動さ
せ、どのホルモンを放出させるか、不
明な点が多く残っている。 
 
２．研究の目的 
 
 メダカ下垂体のホルモン産生細胞に内在する光受容能の生理機能と、細胞内シグナル伝達系
を含む分子メカニズムを明らかにする。また逆にこの光受容システムを、内分泌を光で操作する
ツールとして利用できるかどうか検証する。 
 
３．研究の方法 
 
  Opn5L1c 陽性細胞は、副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)、成長ホルモン(GH)、甲状腺刺激ホ
ルモン(TSH)、PRL、MSHのいずれの産生細胞でもないことが分かっていた。その他の下垂体
ホルモン前駆体遺伝子、または濾胞星状細胞マーカーである S100βとのメダカ下垂体における
多重蛍光 ISHにより、Opn5L1c 陽性細胞の同定を試みた。蛍光 ISH(FISH)の方法として、近年
開発された Signal Amplification By Exchanging Reaction(SABER)法を導入して実験を行った。 
 オプシンが活性化する下流シグナル分子の候補として、メダカゲノム上の三量体 G タンパク
質αサブユニット遺伝子を ISHにより調べ、メダカ下垂体オプシン発現細胞に共発現するGタ
ンパク質の同定を試みた。 
 メダカオプシンが実際どの G タンパク質を介してカルシウム応答を惹起するかを決定するた
め、293T 細胞から、対応関係を調べたいGタンパク質αサブユニットのヒトオーソログをノッ
クアウトした細胞株を調製した。オプシンと G タンパク質、および細胞内カルシウムの発光イ
ンジケーターであるエクオリンを共発現させて発光測定を行うことで、光依存的な細胞内カル
シウム濃度変化を捉えた。 
 単離したメダカ下垂体に人工脳脊髄液中で光照射した後、人工脳脊髄液中に放出されたペプ
チドホルモンを液体クロマトグラフィー質量分析(LC-MS)により検出・定量する方法を開発し、
実際にメダカ下垂体が直接光を受容してホルモンを放出していることを検証することを試みた。 
 LH/FSH産生細胞由来の細胞株であるLβT2を用い、オプシンとエクオリンを共発現させて、
光照射による細胞内カルシウム濃度変動を測定する。また光照射で培地へ放出されるホルモン
を液体クロマトグラフィー質量分析法で解析する。 
 
４．研究成果 
  
(1) メダカ下垂体で光受容タンパク質Opn5L1c を発現する細胞集団の同定 

図 1 メダカ下垂体オプシン in situ hybridization 



 メダカの下垂体において網羅的にホルモン前駆体遺伝子や S100β遺伝子の ISH を行った結
果、黄体形成ホルモン(LH)と卵胞刺激ホルモン(FSH)が Opn5L1c に近いパターンを示した。し
かし、SABER-FISH法によりOpn5L1c、LH、FSHの mRNAを同時に蛍光検出して観察した結
果、Opn5L1c はいずれのホルモン産生細胞にも発現していないことがわかった。Siddique らが
2021 年にメダカ下垂体のシングルセル RNA-seq のデータを公開している。Opn5L1c 自身はこ
のデータ中では検出されていない(おそらく発現量が低いため)が、メダカ下垂体からは既知のホ
ルモン産生細胞と、血球系の細胞(マクロファージ、赤血球)に加えて、既知のホルモン前駆体遺
伝子を発現しない 5 つの細胞集団が検出されている。これら５つの細胞集団のいずれかに
Opn5L1c が発現している可能性が高いと考えられ、今後各細胞集団のマーカー遺伝子を目印と
して、細胞集団の同定を行っていく予定である。 
 
(2) メダカ下垂体MSH産生細胞における紫外光受容タンパク質Opn5mの機能の解析 
 まず、新たに導入した SABER-FISH 法によりメダカ下垂体において proopiomelanocortin 
(pomc, ACTHとMSHの前駆体遺伝子)と Opn5m を多重蛍光検出した結果、MSH産生細胞の
うち 95%以上がOpn5m陽性であることが明らかとなった。MSH産生細胞の光応答をホルモン
レベルで検出するため、単離したメダカ下垂体に人工脳脊髄液中で短波長光照射し、LC-MS に
よる解析を行った結果、暗状態に保った場合に比べて光を照射した場合、上清から検出される
MSHの量が約 2倍に増加することがわかった。これがOpn5mの光受容によるものかどうか確
認するため、Opn5m KO メダカを作製して同様に実験を行った。すると、Opn5m KOメダカで
は光依存的に人工脳脊髄液中に放出されるMSHが増える現象が見られなかった。陽性対照とし
て、野生型においてもOpn5m KOメダカにおいても、副腎皮質ホルモン放出ホルモン(CRH)の
添加は MSH の放出量を同様に上昇させる。つまり Opn5m KO においても MSH 産生細胞の
MSH 産生・放出という機能は障害されていない。これらの結果は、下垂体のMSH 産生細胞が
Opn5m依存的に光を受容して、MSHを放出することを強く示唆している。 
 
(3) 下垂体オプシンが共役する三量体Gタンパク質サブタイプの探索 
 メダカゲノム上の三量体 G タンパク質αサブユニット遺伝子をすべてクローニングし、ISH
によりメダカ下垂体オプシン発現細胞に共発現する G タンパク質の同定を試みた。その結果、
いくつかのGq型アルファサブユニットをコードする遺伝子が下垂体の特定の細胞ではなく、普
遍的に発現していることがわかった。 
 野生型の 293T 細胞にメダカOpn5mとエクオリンを発現させて光を照射すると、細胞内カル
シウム濃度が変化し、エクオリンの発光強度の変化として捉えることができる。293T細胞から、
Gq型Gタンパク質アルファサブユニットのパラログ遺伝子(GNAQ, GNA11, GNA14, GNA15)
をすべてノックアウトした細胞株を調製した(293TΔGQ)。この 293TΔGQ 細胞にメダカ
Opn5mとエクオリンを発現させて光を照射すると、野生型で見られた光依存的な発光強度変化
は完全に消失した。つまり、メダカ Opn5m は Gq 型 G タンパク質のいずれかを活性化して、
細胞内カルシウム濃度変化をもたらすことがわかった。次に、メダカOpn5mとエクオリンに加
え、マウスまたはメダカの Gq 型 G タンパク質アルファサブユニットを共発現させて発光測定
を行った。その結果、光依存的な反応は回復し、Opn5mは特にGna14 と呼ばれるサブタイプを
効率的に活性化することがわかった。 
 
(4) LH/FSH産生細胞由来細胞株 LβT2 の細胞内カルシウム濃度の光操作 
 マウスの下垂体 LH/FSH産生細胞に由来する細胞株 LβT2 細胞を入手し、メダカOpn5mと
エクオリンを遺伝子導入したところ、光照射依存的にエクオリンの発光強度変化、つまり細胞内
カルシウム濃度変化を捉えることができた。しかし、その強度変化は 293T で見られるものに比
べると著しく弱かった。これは遺伝子導入効率が低いことによるものであると考えられ、現在こ
れを向上させるためにトランスフェクション試薬を含め、条件を検討している。 
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