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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の網膜には、錐体と桿体の２種類の視細胞が存在する。錐体は明るいところで、桿
体は暗いところで働く。このことに対応して、錐体と桿体の光に対する応答の仕方は異なっている。本研究では、錐体
と桿体の応答が異なる分子基盤を、コイ網膜から精製した錐体、桿体視細胞を用いて検討した。その結果、応答に係わ
る視細胞外節部の脂質組成や蛋白質組成に違いが見出され、さらに、細胞応答に関わる複数の反応の効率が錐体と桿体
では異なることが明らかになった。これらの違いが応答の違いをもたらす一因であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In vertebrate retina, there are two kinds of photoreceptor cells, called cones 
and rods. Cones and rods mediate daylight vision and night vision, respectively. Corresponding to each 
function, cones and rods show different characteristics in photoresponses. In this study, the molecular 
bases of the differences on photoresponses were investigated using isolated cones and rods from carp 
(Cyprinus carpio) retina. It was found that the lipid composition in cell membranes of outer segments, 
the region of photoreceptor cells generating photoresponses, are different between cones and rods. The 
proteomic analyses on the expressed proteins in outer segment membranes showed the presence of unknown 
cone- and rod-specific proteins. In addition, it was found that the efficiencies of some enzymatic 
reactions working to generate photoresponses are different between rods and cones. These differences are 
thought to contribute the differences in photoresponses between cones and rods.

研究分野：動物生理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の網膜には、錐体と桿体の二種類
の視細胞が存在する（図１）。錐体と桿体の
光に対する応答（光応答）の仕方には、光に
対する感度と、応答の持続時間の２つの面で
違いがあることが知られている。桿体の感度
は、錐体よりも１００倍から１０００倍ほど
高い。このため、錐体は明るい所で、桿体は
暗い所で働く。また、光刺激停止後、錐体の
応答は桿体よりも速やかに回復する。このた
め、錐体はより高い時間分解能で光刺激の変
化を捉えることが出来る。これらの違いが、
どのような分子基盤の違いにより生じるの
かは、長年にわたって不明であった。 
このような状況下、申請者らがコイ網膜よ
り錐体と桿体を効率よく分離精製する技術
を確立したことにより、精製細胞を使って応
答特性の違いをもたらす仕組みを生化学的
に 検 討 す る こ と が 可 能 に な っ た
(Tachibanaki , 2001)。申請者らは、本研究
を開始する前の段階で既に、錐体と桿体で応
答の仕方が異なる仕組みについての研究を
精製した細胞を用いて行い、その結果、いく
つかの原因となりうる現象を発見した（図
２）。 
その一方、いまだに検討を行っていない酵
素反応機構が違いに関与する可能性（図２①
〜③など）や、錐体と桿体のいずれかに独自
に発現している未知の蛋白質が応答の違い
を生み出している可能性が考えられる。さら
に、以前から指摘されているように、錐体と
桿体の細胞膜における脂質組成の違いが応
答の違いに関与している可能性についても
未だに研究がなされていなかった。 
 
２．研究の目的 

 そこで、本研究においては、錐体・桿体の
光に対する感度や応答の持続時間が異なる
原因について、コイの細胞を材料として更に
検討をすすめることにした。 
 視細胞において、光を受容し、それを細胞
の電気的な応答に変換する働きを担ってい
るのは外節と呼ばれる部分である（図１）。
この外節部分は、桿体については網膜試料か
ら精製する技術が既に確立している。我々は、

世界に先駆けて、錐体の外節の分離精製法を
この研究を開始する直前に確立した。このこ
とにより、外節での脂質組成や発現している
蛋白質の違いを錐体と桿体とで検討できる
ようになっていた。細胞の応答形成において、
応答形成に関わる酵素反応が生じる細胞膜
の脂質組成は、反応効率に大きな影響を与え
ると考えられる。また、外節部分に存在する
蛋白質の量の違いや発現している種類の違
いは、応答の違いに寄与すると考えられる。 
 そこで、本研究では、外節でのⅰ)脂質組
成の違い、ii)発現しているタンパク質の違
いに着目し、この違いがどのように応答の違
いに寄与しているのかをまず検討すること
にした。また、従来の方法で得られている錐
体、桿体を材料として、他の側面についても
検討を行うことにした。 
 
３．研究の方法 
 以上に述べた研究目的のため、以下の４つ
の研究を行った。 
 
(1)錐体・桿体の外節の新規精製法の確立 
 視細胞の応答に関わる外節の脂質組成、蛋
白質組成を検討する上で、純度が高く損傷の
少ない視細胞の外節試料を得ることは重要
である。すでに確立していた方法では、網膜
から単離した視細胞（錐体・桿体）を、超音
波で破砕し、その後、外節由来の細胞膜をシ
ョ糖密度勾配で分離精製する、という手順を
とっていた。しかし、超音波破砕は比較的過
激な方法のため、蛋白質・脂質が変性・酸化
する可能性がある。そこで、方法の改良を試
みた。 
 
(2)脂質組成の違いが応答に与える影響の検
討 
 視細胞外節の脂質組成が錐体と桿体で異
なる可能性については以前より指摘がなさ
れてきた。しかしながら、錐体外節の単離精
製が不可能であったことから、詳細は不明だ
った。我々は錐体・桿体両方の視細胞の外節
膜の精製に成功したので、二次元薄層クロマ
トグラフィー法、およびガスクロマトグラフ
ィーにより、組成を測定した。また、この組
成の違いが応答に及ぼす影響についての測
定を試みた。 
 
(3)蛋白質組成の違いが応答に与える影響の
検討 
 これまでに、錐体・桿体が光を受容してか
ら細胞が電位応答に至るまでのメカニズム
については、共通の機構が働いていることが
知られている（図２）。しかしながら、錐体・
桿体のいずれかに、光応答形成機構に関わる
未知の因子が存在する可能性はいぜん残っ
ている。そこで、そのような因子があるのか
どうか検討するため、まず、錐体・桿体のど
ちらかの外節部にのみ発現しているタンパ
ク質をリストアップすることにした。このた

図１:網膜から単離した桿体と錐体 



め、錐体と桿体から外節試料を精製し、含ま
れる蛋白質を質量分析計（マススペクトル）
を用いて網羅的に調べた。 
 
(4)錐体・桿体で共通する反応についての解
析 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
錐体と桿体では、図２で示したように応答形
成に関わる共通の機構が存在する。この機構
の中での幾つかの反応については、錐体と桿
体で効率が異なることがすでにこれまでの
研究により分かっていたが、本研究では、さ
らに、トランスデューシンの活性化（図中①）、
トランスデューシンの不活性化（図中③）、
トランスデューシンによる PDE の活性化（図
中②）についても効率に差があるかどうかを
検討した。これらの反応は、視物質が光によ
って活性化された後、膜電位が変化するに至
るまでに働く反応であり、細胞応答の様式に
深く関わると考えられる。これらの酵素反応
に関わる酵素であるトランスデューシンは、
錐体では錐体型、桿体では桿体型が発現して
おり、これにより応答効率が変わるのではな
いかと考えられた。 
 これに加えて、アレスチンによる活性化視
物質の不活性化、および視物質からの脱リン
酸化についても検討を行った。これらの反応
は、光を受容して活性型になった視物質が不
活性化されて、その後、もとの状態に戻るた
めにはたらく反応であり、細胞が光に対して
応答し続ける上で重要な反応であるが、錐
体・桿体で働くアレスチンは異なるタイプで
あること、また、脱リン酸化についてはその
反応が視物質がどのような状態の時に生じ
るのかについてもよく分かっていないこと
から、検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)錐体・桿体の外節の新規精製法の確立 
 これまでに申請者らが開発した方法では、

精製した錐体・桿体から外節部分を分離する
際、超音波破砕で細胞を断片化にする方法を
用いていた。これを改善するため、イオン濃
度を変化させたり、酵素を用いたりする方法
により外節を細胞から脱落させる方法を検
討したが、いずれも上手く行かなかった。そ
こで、よりマイルドな方法として、細胞懸濁
液を注射針のような細い流路に 10 回ほど通
すことにより、機械的に外節を細胞から分離
する方法を考案するに至った(Fukagawa et 
al, 投稿準備中)。この方法で分離すると、
超音波破砕法と比べて、試料中のタンパク質
や脂質の変性・酸化がより生じにくいと考え
られる。このようにして分離した外節とそれ
以外の部分を、ショ糖密度勾配を用いて分離
することが出来る(図３)。この方法の確立に
より、以降に述べる課題（２）と（３）の検
討がより効率よくおこなえるようになった。 

 
(2)脂質組成の違いが応答に与える影響の検
討 
 錐体と桿体の外節が分離精製出来ること
から、外節の細胞膜の脂質の組成を測定した。 
細胞膜に含まれるリン脂質の種類と量比は、
高性能薄層クロマトグラフィー法により解
析した。また、リン脂質に含まれる脂肪酸残

図２ 錐体・桿体に共通する光-電位変換機構。視物質が光
を受容すると活性化され、トランスデューシン、ホスホジエス
テラーゼが次々と活性化され、最終的にcGMPが分解されて
cGMP 依存性陽イオンチャネルが閉じ、過分極が起こる。挿
入数字はコイでの我々（赤）の、また、他の動物での他の研
究者（青）の報告による錐体での既知の反応効率。桿体での
反応を１とした。細矢印は不活性化反応。 

図３ 錐体(Cone)・桿体(Rod)の外節の分離法。 
A,Eは、分離前の桿体（A）、錐体（E）を示す。B,Fは、細胞
を細い流路に通すことにより破砕した後の桿体（B）およ
び錐体（F）の試料。C,D,E,Fは、B,Fでしめした試料を模式
図に示した不連続密度ショ糖勾配で分離精製したあとの
試料。C、Gはそれぞれ、桿体、錐体の外節を主に含む画
分である。これに対して、D、H は、内節を主に含む画分
である。 

 



基の種類についてはガスクロマトグラフィ
ー法により測定した。さらに、細胞膜に含ま
れるコレステロールの含有量の違いについ
ても検討した。 
 その結果、リン脂質の成分比について、桿
体外節で有意にフォスファチジルエタノー
ルアミンの含有量が多いことが分かった。ま
た、リン脂質に含まれる不飽和脂肪酸（DHA）
の量が桿体で 1.3 倍ほど高かった。さらに、
コレステロールの含有量が、桿体では錐体の
１０分の１程度であった。 
 これまでに、桿体膜を使った先行研究が行
われてきており、その結果と照らし合わせる
と、上記の錐体と桿体の脂質組成の差は、い
ずれも桿体の方で視物質がトランスデュー
シンを活性化する際の効率を高くする方向
に働くと考えられる（Ito et al, 投稿準備
中）。項目(4)で後述するように、錐体と桿体
とでは、視物質によるトランスデューシンの
活性化効率の差が約４倍であることがわか
っており、この差が脂質組成の違いによって
もたらされているかどうかが今後明らかに
すべき点である。現在、研究を継続中である。 
 
(3)蛋白質組成の違いが応答に与える影響の
検討 
項目(1)で述べたように錐体・桿体の両方か
ら外節膜を精製できるようになったので、そ
れぞれに含まれるタンパク質をプロテオミ
クス的手法で網羅的に調べ、次に、このなか
から錐体あるいは桿体特異的な蛋白質をリ
ストアップした。これまでに、錐体特異的な
蛋白質の候補としては約 20 種類弱、桿体特
異的な蛋白質の候補としては約100種類の蛋
白質を得ることが出来た。現在、これらの錐
体・桿体における局在を確認し、本当にそれ
ぞれの細胞に特異的なものなのかを確認し
ている。現在までのところ、錐体の候補蛋白
質７種類についての検討を行い、外節に存在
するが桿体外節には存在しない蛋白質とし
て、ニューロカルシンδB を見出した
（Fukagawa et al, 投稿準備中）。現在、こ
の酵素が錐体においてどのような働きをし
ているのかを解析中である。 
 今後、同様の解析を他の候補蛋白質につい
ても継続し、それぞれが錐体、桿体でどのよ
うな働きをしているのかを検討することで、
よく似ていながら異なる性質を有する錐体
と桿体が、どのようにして異なるのか、その
機序について、多くの知見を得ることが出来
ると期待される。 
 
(4)錐体・桿体で共通する反応についての解
析 
 トランスデューシンの活性化（図２中①）、
及びトランスデューシンの不活性化（図２中
③）がどの程度の効率で生じるのか、錐体と
桿体で測定した。その結果、活性化について
は、錐体は桿体の４分の１程度の速度で生じ
ることがわかった。このことは、錐体での光

シグナルの増幅の度合いを小さくするので、
錐体の光感度が低いことの原因となると考
えられる。また、トランスデューシンの不活
性化について、錐体では桿体の２５倍程度速
く生じることがわかった。この早い不活性化
は、錐体に短い光応答をもたらすと考えられ
る（論文④）。 
 トランスデューシンによる PDE の活性化
（図中②）についても錐体と桿体で効率に差
があるかどうかを検討した。この結果、差は
殆ど無いことがわかった（論文③）。この酵
素反応は、錐体と桿体の応答の違いには寄与
していないことがわかった。 
 また、アレスチンによる活性化視物質の不
活性化について検討した。これまで、アレス
チンは、リン酸化された視物質に結合することに
より、視物質が完全に不活性化されると考えられ
てきた（図２参照）。しかし、今回の検討により、ア
レスチンはリン酸化されていない活性型視物質
にも直接結合して不活性化することが分かった。
これは、従来の知見を覆す結果であり、従来考
えられてきたアレスチンの働きかたについて、視
細胞に限らず、アレスチンが働いている多くの系
での仕組みの再考を促す知見である。また、桿
体と錐体とでアレスチンが視物質によるトランス
デューシンの活性化を抑制する働きを比較した
ところ、錐体での方がより強力に効果を及ぼして
いることがわかった。この効果は、錐体の低い感
度、短い応答時間に寄与する他、順応できる光
強度の領域を広げる効果もあると考えられる（論
文②）。 
 さらに、視物質からの脱リン酸化についての
検討を行った。視物質は、光を受容した後、 
トランスデューシンを活性化する活性型視
物質になり、その後、リン酸化され、不活性
化される。この後、発色団レチナールが視物
質から解離する。このため、もとの視物質に
もどって再び光を受容するためには、脱リン
酸化され、また、新たな発色団を再結合する
必要がある。この脱リン酸化については、発
色団の解離に伴って生じ、効率のよい視物質
の再生が生じる、という仮説があったが、本
研究により、脱リン酸化は発色団の解離や結
合と関係なく生じることがわかった。このこ
とは、従来のモデルを覆すものである。また、
錐体では桿体より高効率で脱リン酸化が生
じることがわかった（論文①）。 
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