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研究成果の概要（和文）：視細胞は、外界から光情報を受け取り、それを電気シグナルに変換してその情報を脳に送る
。
脊椎動物視細胞では、PDE6という視細胞に特化した酵素がこの光変換機構に関わっている。一方、脊椎動物に最も近縁
な無脊椎動物であるホヤの視細胞では、PDE5（脊椎動物において、心臓、肺、血管の平滑筋等広い領域で発現している
）とPDE6との共通祖先系のPDE5/6が発現していることが分かった。この結果は、ホヤから脊椎動物への進化する過程で
、元祖型PDE5/6が、視細胞に特異的に機能するPDE6と臓器、血管系で機能するPDE5とに分岐したことを示唆する。

研究成果の概要（英文）：The photoreceptors in the vertebrate retinae receive light signal and convert it 
into electric signal. PDE6 is a specific enzyme involved in the conversion process in vertebrate 
photoreceptors. Ascidians are the closest living relatives of vertebrates. We found that ascidian 
photoreceptors express a PDE5/6 gene, a common ancestral gene between PDE5 which expresses in vertebrate 
heart, lung, vascular smooth muscle and so on, and PDE6 which expresses in vertebrate photoreceptor. This 
result suggests that the ancestral PDE5/6 gene evolved into photoreceptor specific PDE6 and widely 
expressing PDE5 during the evolution from ascidian to vertebrates.

研究分野： 動物生理

キーワード： 視細胞　進化　光信号伝達系　ホヤ　PDE
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図 4  単離された視
細胞（矢尻） 

１． 研究開始当初の背景 
 脊椎動物の眼は、無脊椎動物（旧口動物）
のものと、形態学的、生理学的（受容器電位
の極性）、そして視細胞内での信号伝達系に
関して大きく異なる①。動物の眼がある時点
から独立に進化してきた結果だと考えられ
ている。脊椎動物型眼はどのような過程を経
て、その特徴を獲得していったのだろうか？
それを知るには原始的な動物の眼を調べる
必要がある。ホヤは脊椎動物と同じ脊索動物
門に属する動物で、分子系統解析により脊椎
動物にもっとも近縁な動物であることが示
された②。それ故、ホヤの眼の性質を脊椎動
物のものと比較することにより、脊椎動物型
眼がどのように進化してきたかを考察でき
る。 
 過去の研究において、ホヤ幼生視細胞の光
に対する応答は脊椎動物と同様過分極性で
あり③、またその外節構造も脊椎動物同様、
繊毛型であること④は既に明らかにされてい
る。しかし、我々が免疫染色像から明らかに
なったホヤ幼生の視細胞の形態は、以下の点
で脊椎動物のものと異なっていた⑤。外節は
レンズに向かっており、軸索はその反対側か
らのびており、脊椎動物視細胞の配向が全く
逆で、むしろ無脊動物に近い形態をしている。
さらに、脊椎動物に見られるような、視細胞、
双極細胞、水平細胞、神経節細胞からなる層
構造は見られず、視細胞の軸索が脳の内部ま
で投射していた。これらの点は、無脊椎動物
型に近い。このことは、ホヤの段階ではまだ
脊椎動物型の眼は完成していないことを示
している。 
 一方、視細胞内信号伝達系分子に関しては
何も分かっていなかった。我々のグループは、
光受容分子オプシンの遺伝子⑥及び光情報伝
達系遮断分子アレスチンの遺伝子⑦を単離し、
それらが視細胞特異的に発現していること
を明らかにした。ホヤにおいて、それら以外
の視細胞内信号伝達系に関与すると思われ
る分子（エフェクタ、ロドプシンカイネース、
チャンネル等）は、まだ同定されていない。 
 我々は Ca2+指示タンパク質カメレオンを視
細胞に発現させて、Ca2+イメージングを行っ
たところ、光照射に伴い視細胞内の Ca2+濃度
が減少することを明らかにした(図１)。 

図１ホヤ幼生視細胞の光照射による Ca2+濃度
変化 

この光応答性は、脊椎動物視細胞での応答と
同じであった。ホヤ幼生の視物質と考えられ
ているCi-opsin1に対するアンチセンスモル
フォリノオリゴをホヤ受精卵に導入した結
果、Ci-opsin1 タンパク質の発現を阻害した
幼生では、視細胞の光応答性が消失した。こ
の実験によって初めて、Ci-opsin1 がホヤ視
細胞の真の視物質であることが示された。ホ
スホジエステラーゼ阻害剤である IBMX を投
与すると、光応答が消失した。このことから、
脊椎動物視細胞と同様、2 次メッセンジャー
は環状ヌクレオチドであると推定できたが、
エフェクター分子はまだ同定されていなか
った。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、ホヤ幼生視細胞を単離し、視細
胞で発現している遺伝子を解析すると共に、
機能解析を行い、ホヤ視細胞のエフェクタ分
子を同定する。そして、エフェクタに関して
のホヤと脊椎動物と共通する点、異なる点を
見出し、脊椎動物型眼がどのように進化して
いったのかを考察する。 
 
３． 研究方法 
(1) ホヤ幼生の細胞解離 
ホヤ幼生視細胞での遺伝子発現を調べるに
は、視細胞を単離し、そこから cDNA を得る
必要がある。視細胞特異的に、蛍光タンパク
質 Cameleon を発現するトランスジェニック
ホヤ(図 2)（筑波大・下田臨海実験センター
笹倉氏より提供）幼生の細胞解離を行い、蛍
光を発する視細胞を回収することにした。ま

ず、孵化後初期幼生で細胞解離を行っている
先行研究⑧の方法を試みた。しかし、蛍光が
現れる孵化後4時間の幼生では細胞間の接着
が強く、特に脳胞近くの細胞は数十個以上の
細胞塊になるだけあった。蛍光を発する細胞
が、無蛍光の細胞と密着しており、この方法
では視細胞を単離することはできなかった。
また、ホヤ幼生の尾部に含まれる筋細胞は自
家蛍光で緑色に光り、視細胞を単離する際に
視細胞と間違えて回収してしまう可能性が
あることがわかった。そのため、先ずコラー
ゲン処理して、胴部と尾部を分けて（図 3）

図 3 胴部と尾部の 
分離 
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胴部だけを回収した。続いて、胴部の細胞塊
を15分間0.25%トリプシン処理することで胴
部の細胞を完全に解離できた。（図 4） 
 
(2)視細胞回収及びｃDNA 作製 
プラーとマイクロフォージを用いて作製し 
た先端の径が約 30-40μm のガラスチップを
作製した。作製したガラスピペットをピコピ
ペット（アルテア技研）に装着し、モニター
で観察しながら視細胞を回収した。続いて
RNA 抽出キット(Absolutely RNA Nanoprep 
Kit)でトータル RNA を精製し、得られたトー
タル RNA は-80℃で保存した。2回分のトータ
ル RNA から、cDNA 合成キット(SMARTer 
PicoPCR cDNA Synthesis Clonetech Takara)
を用いて cDNA の合成を行なった。 
 
(3) 遺伝子検索 
NCBI/BLAST Ciona intestinalis Nucleotide 
data base（カタユウレイボヤゲノムデータ
ベース） サイトから、ゼブラフィッシュの
PDE6 遺伝子（視細胞の PDE）を検索配列とし
て、相同性のある遺伝子を検索した。その結
果、8 つの遺伝子（PDE 11-like, PDE5/6, 
PDE10A, PDE1C, PDE9A-like, PDE4B-like, 
PDE9A-like2, PDE8B-like）がヒットした。 
 
４．研究成果 

(1)ホヤ幼生から視細胞の単離 

上記 3で記載した方法で視細胞を回収するこ
とに成功した。得られた視細胞 cDNA に、他
の組織からの cDNA のコンタミがないかを確
認した。視細胞に隣接して存在する色素細胞
のマーカ遺伝子であるチロシナーゼ遺伝子
及び視細胞に関連する遺伝子のプライマー
セットを用いて、PCR を行った（図 5）。視細
胞関連遺伝子(CiGi, GC1(グアニジンサイク
レース), Rx, Ci-opsin)では強いバンドが見
られた。一方、色素細胞で強く発現するチロ
シナーゼ遺伝子のバンドは検出できなかっ
た。この結果は、他の細胞のコンタミは無く、
視細胞のみが回収されていることを示して
いる。ホヤ幼生を細胞解離する方法が確立し、
視細胞の cDNA を得ることができた。 

(2)ホヤ幼生視細胞の遺伝子発現解析 
得られた視細胞cDNAをテンプレートとして、
PCR により各 PDE タイプの相対的発現量を調
べた。配列から推定される Tm 値は場合によ
っては、最適なアニーリング温度でない場合
がある。そこで先ず、Tm 値±3℃で PCR を行
い、最適アニーリング温度を決定した（図 6）。
得られた最適 Tm 値を用いて、PCR を行い 20
サイクルから 3サイクル毎に PCR産物を抽出
し、電気泳動でバンド濃さを比較した（図 7）。
その結果、視細胞では PDE5/6 が他の PDE に
比べ一桁以上多く発現していることが分か
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、Thermal Cycler Dice Real Time 
System II(Takara)により、qPCR をおこなっ
た。qPCR においても PDE5/6 が他のタイプの
PDE に比べ視細胞で発現量が多いことが示さ
れた(図 8)。 

図 8 qPCR の蛍光強度変化 
 
PDE5/6 が幼生視細胞特異的に発現している
かを、in situ hybridization で確かめた。
図９に示すように、アンチセンスプローブを
用いた時、視細胞に局在するシグナルが観測
された。コントロールのセンスプローブでは、
シグナルは観測されなかった。これらの結果
から、PED5/6 は視細胞特異的に発現しており、
視細胞信号伝達系に関与している可能性が
高いと思われる。そのことを証明するために、
PDE5/6 のノックダウン実験を行い、図１で示
した Ca2+イメージング法を用いて機能解析を
行う。 
 脊椎動物視細胞の PDE6 には、PDEサブユニ
ットが PDE の阻害因子として働き、光信号が

図 6 各 PDE での最適アニーリング温度の推定 

図 7 各 PDE の相対的定量化 
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ない状態では、PDEが cGMP 分解活性をもつ
PDE/PDEヘテロ二量体に結合して、その活
性を阻害している。ロドプシンが光信号を受
容すると Gタンパクを活性化し、活性型 G 
が PDEに結合して、その PDE 抑制作用を阻害
することで、PDE が活性化し cGMP の分解され
る。PDEは、光信号伝達系に重要な働きをし
ている。ホヤのゲノムデータベースを探索し
たところ、PDEに相同な遺伝子は見つからな
かった。サイズが小さいので、ヒットしなか
った可能性があるので、縮重プライマーを設
計して、PCR を行った。様々な条件で PCR
を行ったが、予想されるバンドは得られなか
った。ホヤには、PDEが存在しない可能性が
高い。ホヤ視細胞では､どのようにして光伝
達系が制御されているか興味深い。ホヤ視細
胞では、PDEが大量に発現している。このサ
ブユニットが光信号伝達系に関与している
のかもしれない。今後は、このサブユニット
の働きも調べていきたい。 
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