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研究成果の概要（和文）：光受容タンパク質の候補分子であるエンセファロプシンのなかまは、

脊椎動物や無脊椎動物の脳内にその mRNA が同定されているので、それが実際に光受容タン
パク質として機能しているのかが興味深い。試験管内実験により、エンセファロプシングルー

プのタンパク質が光受容タンパク質として機能しうることを明らかにした。また、マウス脳に

おいて、エンセファロプシンを発現している細胞を単離するために、マウスエンセファロプシ

ンの上流配列下で緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現したところ、マウス小脳内の細胞に GFP
を発現する遺伝子導入マウスが得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：It was reported that mRNA of an opsin, encephalopsin has been 
identified in brain of mammalian and non-mammalian vertebrates and therefore it is of 
interest to elucidate whether it actually serves as a light-sensor.  In vitro experiments 
suggested that a member of encephalopsin group could act as a light-sensing G 
protein-coupled receptor.  We successfully prepared transgenic mice that express green 
fluorescence protein (GFP) under regulation of upstream of encephalopsin gene and found 
GFP expression in the brain cells.  The mice could facilitate to specifically isolate 
encephalopsin-expressing cells and characterize its photosensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 
多くの動物は、光を受容して、視覚や生体リ
ズムの調節などに用いている。これまでの研
究から、哺乳類以外の脊椎動物は眼に加えて
松果体や脳深部に光受容能を持つが、ヒトを

含む哺乳類の光のセンサーは眼にのみ存在
していると考えられている。～15年前に注目
された膝の裏に存在する青色光センサー
（Campbell et al, Science 279, 396-, 1998）は現
在では多くの研究により否定されている(例
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えばWright Jr et al, Science 297, 571-, 2002) 。
また、哺乳類の脳の光応答を記載した報告は
わずかにあるが（Wade et al, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 85, 9322-, 1988）、分子レバルでの裏
付けない。一方、分子レベルでは、視物質ロ
ドプシンと類似した光受容タンパク質（以後
ロドプシン類と略）の遺伝子が、マウスとヒ
トの脳（encephalon）から単離され、エンセ
ファロプシンと名付けられた（Blackshaw et al, 
J. Neurosci.19, 3681-90, 1998）。その後、魚類、
鳥類、両生類などの脊椎動物やゴカイや昆虫
などの無脊椎動物の脳にもエンセファロプ
シン様タンパク質が見出された。 
 エンセファロプシンは、遺伝子レベルと
mRNA のレベルでしか同定されていないが、
本当に光受容“タンパク質”として機能して
いれば、これまでの定説に反して、哺乳動物
の脳の中に、光センサー機能が存在している
可能性がある。しかし、エンセファロプシン
が実際に光受容タンパク質として機能でき
るのかは、培養細胞系での発現・解析が困難
なために示されてこず、今では哺乳類脳での
エンセファロプシンと光受容との関連はほ
とんど注目されなくなった。しかし，申請者
らはエンセファロプシンが光受容タンパク
質として機能する可能性を示唆する実験結
果を分光学的、生化学的に得た。そこで、エ
ンセファロプシンを出発点とすると、エンセ
ファロプシンを含む哺乳類の脳細胞が光応
答する能力があることを検証できる可能性
が考えられた。 
２．研究の目的 
本研究では、次の２点を目的とした。 
（１）エンセファロプシンやその類似タンパ
ク質は、脊椎動物と無脊椎動物に広く存在し、
エンセファロプシンファミリーを形成して
いる。そこで、エンセファロプシンファミリ
ーに属するオプシンが、発色団レチナールを
結合して、光受容タンパク質として機能でき
るのかを明らかにする。また、Gタンパク質
を介するシグナル伝達系を駆動できるのか
についても、明らかにする。 
（２）マウスエンセファロプシン遺伝子の上
流配列に GFP（緑色蛍光タンパク質）をつな
いだ遺伝子を導入したマウスのヘテロを既
に７系統確立している。それらの中で、もっ
ともGFPのmRNAの発現量が多い系統を選
び、GFPがエンセファロプシンを発現してい
る細胞に観察される系統を確立し、単離細胞
を用いた解析の基礎部分を確立する。 
３．研究の方法 
（１）培養細胞を用いたエンセファロプシン
類の発現と解析 
培養細胞にエンセファロプシングループに
属するオプシンの遺伝子を導入し、強制的に
タンパク質を発現させた後、発色団レチナー
ルを加えて色素を再構成し、吸収スペクトル

を、分光光度計を用いて測定した。また、G
タンパク質の活性化能は、放射性同位元素で
ラベルされた、分解されにくい GTPの類似
物を用いて、試験管内で測定した。さらに、
培養細胞の中でおこる細胞内情報伝達を司
るセカンドメッセンジャーの量的な変化に
ついて、そのセカンドメッセンジャーを感知
するセンサータンパク質を培養細胞中に同
時に発現させることにより、セカンドメッセ
ンジャーの量をリアルタイムで測定し、エン
セファロプシン類が Gタンパク質を介する
情報伝達系を駆動するのかを解析した。 
（２）遺伝子導入マウスの作製と系統化 
マウスエンセファロプシンの上流配列下で
緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現するよう
に設計した遺伝子をマウスに導入し、GFP遺
伝子導入（Tg）マウスを作製した。８種類の
ヘテロマウスを得たので、リアルタイム PCR
で脳細胞に発現する GFPの mRNA量を定量
して、GFPの発現量が最も多い系統を選び、
ホモ系統を確立した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）エンセファロプシンの分子レベルでの
解析	
 
エンセファロプシンの分光学的解析：エンセフ

ァロプシンファミリーに属するオプシンは、３種類
に分類できる。２種類については、遺伝子コンス
トラクトを工夫することにより、哺乳類の培養細胞
を用いて比較的多量に発現し、精製することに
成功した。分光学的解析により、吸収極大を決
定するとともに、このエンセファロプシン類に
は、これまで知られていなかった発色団レチ
ナールの結合特異性を見出した。	
 
	
 残りの１種類については同様の発現系では機
能的なタンパク質を得ることは困難であることが
分かった。ゼブラフィッシュ視細胞において、視
物質ロドプシンのプロモーター下でエンセファロ
プシンを強制発現させる遺伝子コンストラクトを
ゼブラフィッシュに遺伝子導入し、眼の網膜
の桿体細胞にそのエンセファロプシンを強
制的に発現させることを試みた。免疫組織化
学的に発現を調べたところ、そのエンセファ
ロプシンは、幼魚では比較的全ての桿体視細
胞に発現していることが明らかになった。一
方、成長にともない視細胞の外節が小さくな
っていく現象が起こることも分かった。この
遺伝子導入ゼブラフィッシュの稚魚を多量
に得ることにより、残りの１種類のエンセフ
ァロプシンの解析が可能となることが期待
された。	
 
培養細胞系を用いて精製試料を得ること

ができた２種類のエンセファロプシンが光
依存的に Gタンパク質を介するシグナル伝達
系を駆動できるのかを試験管内実験と細胞
を用いた実験により解析した。試験管内実験
の結果、これら２種類のエンセファロプシン



 

 

類は、光依存的に Gタンパク質を高効率に活
性化することがわかった。さらに、エンセフ
ァロプシン類の１つを培養細胞に発現させ
て、その細胞において光依存的に細胞内のセ
カンドメッセンジャーの濃度の変化を測定
する系を確立した。すなわち、培養細胞では
あるがエンセファロプシン類発現している
細胞の光応答を検出できた。	
 

（２）GFP によるエンセファロプシン発現細
胞の標識	
 
エンセファロプシン遺伝子の上流配列に GFP

遺伝子を連結させた遺伝子を導入した Tg ヘテ
ロマウスを７系統作製していた。交配によりそれ
ぞれの系統のホモマウスを得て、それらマウスの
脳内における GFP のｍＲＮＡの発現量をリアル
タイムＰＣＲで定量した。その結果、図１に示すよ
うに、127 系統がもっとも多くの GFP mRNA を発
現していることが分かった。 
 127 系統のホモマウスの小脳スライスを作製

し、観察したところ、プルキンエ細胞にGFP の明
確な発現が認められた（図２）。この結果は、既
に報告されているエンセファロプシン mRNA が
小脳のプルキンエ細胞に存在していることを示
す in situ hybridization 解析の結果と一致してお
り、GFP 蛍光を標識としてエンセファロプシン細
胞の解析が可能であると考えられる。具体的に
は、GFP 発現細胞を電気生理学的に解析でき
る可能性が考えられ、また、セルソーター等によ
り集めることにより、エンセファロプシン発現細胞
の生化学的な解析が可能であると期待された。 
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