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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、1) 松果体と網膜の光受容ニューロンの特異性を規定する遺伝子ネットワーク、2) 

概日時計の位相制御機構、3) 網膜光受容細胞の光応答特性、という３課題を設定し、動物光受
容システムの統合的理解を目指した。その結果、1) 松果体特異的な遺伝子発現を司る転写因子
等を発見、2) 概日時計の位相制御に関わる複数因子を同定して位相決定機構を解明、3) 桿体
と錐体の光応答特性の違いを生み出す分子機構を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In this study, we aimed at molecular level understanding of the photoreception systems in 

animals. Particularly we raised three projects: 1) Elucidation of unique gene networks that 

specify photoreceptor functions between the pineal gland and the retina, 2) Elucidation of 

the regulatory mechanisms for circadian clock phase, 3) Characterization of light-response 

properties in photoreceptive cells in the retina. The major outputs from our studies are: 1) 

Identification of transcription factors that govern the pineal specific gene expression, 2) 

Identification of multiple proteins regulating the clock phase and elucidation of the 

underlying mechanisms for the phase-shift, 3) Clarification of a mechanism that provides a 

difference of photoreceptive properties between retinal rods and cones. 
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１．研究開始当初の背景 

光受容系の発達した多くの生物は約一日周
期で振動する概日時計を持ち、リズムの位相
が光の制御を受けるという共通の特性を示

す。これは、地球上の周期的な光サイクルの
中で、光受容と概日リズムという機能が相関
的に生物に獲得されたことを如実に物語っ
ている。したがって、時計機能と光受容能の
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分子的な仕組みを比較解析することは、両者
がどのように相互作用しながら動物に定着
して進化したか、その根底の分子シナリオを
理解することにつながる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、非常に短い時間スケールで「空
間情報」を処理する視覚と、長い時間スケー
ルで「時刻情報」を処理する概日時計システ
ムを、対照的な情報変換系と捉え、その分子
ダイナミズムと個体レベルでの作動原理を
理解すべく２本柱の研究計画を立てた。更に、
この２本柱の土台ともいうべき研究課題と
して、両者の「似て非なる」部分にスポット
ライトを当て、２つの光シグナリング系の機
能的な特異性を規定している遺伝子ネット
ワークと転写調節機構を解明する。これら３
つの観点（次項に記述）から「立体的」に動
物光受容システムの個体レベルでの統合的
な理解を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）松果体と網膜の光受容ニューロンは、
光受容部位である外節部分の構造形態や発
現遺伝子プロファイルなど、多くの点におい
て類似性を示す。一方、両者の生理機能は大
きく異なり、網膜視細胞が主として視覚を担
い、松果体沪胞細胞は概日リズム形成とメラ
トニンの内分泌機能を担っている。このよう
な「似て非なる」２種類の光受容ニューロン
の特異性がいかなる遺伝子ネットワークに
よって規定されているのかという問題は、進
化学的・発生学的にも、また、ニューロンの
多様性の決定と維持という神経科学的な観
点からも非常に重要な課題であり、この両者
は格好の研究対象といえる。これら光受容ニ
ューロンのうち、松果体の特異性の獲得や維
持に寄与する遺伝子や転写調節機構はほと
んど知られていない状況であった。このよう
な背景から本研究では、in vitro における one 

hybrid スクリーニング、in vivo の変異個体ス
クリーニング、および松果体細胞に特異的な
発現遺伝子プロファイリング、という３つの
網羅的探索により、松果体光受容ニューロン
の特異性を規定する分子ネットワークの解
明を目指した。 

（２）概日リズムの形成機構と並んで、この
研究分野の重要課題は、時計の位相制御の分
子メカニズムである。私共はこれまで、概日
時計の位相が光によってリセットされると
いう普遍性に着目し、光感受性をもつ中枢時
計組織であるニワトリ松果体の特徴を最大
限に生かした研究を行なってきた。この一連
の研究過程で私共は、位相の前進と後退に、
それぞれ特徴的なシグナリング経路が作動
している可能性に気づいた。これらの少なく
とも一方は、概日リズムとは関連のない研究

分野で注目されている経路である。本研究で
は、この発見の重要性を確かめるため、最近
充実したニワトリゲノム情報に基づく DNA

マイクロアレイを用いた網羅解析を実行し
た。このような解析から洗い出されてくる遺
伝子群の特徴から、光による位相前進と位相
後退において重要な役割を果たしている転
写因子群と調節経路を浮かび上がらせるこ
とができると考えた。また、上流側からのア
プローチとして光受容体を起点とした入力
経路の解析を行った。これと並んで概日時計
の位相調節における重要課題の一つは、光以
外の刺激による位相シフト機構の解明であ
るが、これまで、ほとんど手つかずの状態に
あった。光による位相シフトが Per 遺伝子の
著しい発現誘導を伴うのに対して、光以外の
刺激（非光刺激と呼ぶ）による位相制御では
Per 遺伝子の発現誘導を伴わない多くの例が
知られている。私共はこれまで、哺乳類培養
細胞の概日時計がグルコース投与に応答し
て位相シフトすることを見出した。グルコー
スによる培養細胞の時計リセットは、食餌に
よる生体末梢時計の位相同調メカニズムと
して働く可能性があるので、これら非光刺激
による位相同調シグナル伝達の解析を本研
究の重要課題として取り上げた。 

（３）網膜に代表される動物の光受容システ
ムは、広いダイナミックレンジと高い感度・
時間分解能によって特徴づけられる。本研究
では、桿体と錐体の光受容体キナーゼの顕著
な活性の違いに着目し、これが光応答特性に
いかに寄与するのか、という課題にアプロー
チした。光受容体キナーゼは興奮の停止過程
において中心的な役割を果たすので、高い分
子活性を持つ錐体キナーゼを桿体に異所的
に発現するトランスジェニックゼブラフィ
ッシュを作製し、その桿体の光応答特性を電
気生理学的に解析することにより、錐体のい
かなる光応答特性が受容体キナーゼの分子
特性に起因するのか検証した。さらにその進
化的な意義を探るため、視細胞以外の光感受
性ニューロンとの比較研究を行った。また、
視細胞の広いダイナミックレンジは、順応と
いう光感度調節機構によって支えられてい
る。本研究では、G タンパク質のファルネシ
ル化依存的な細胞内移動が光感度調節に重
要であるという自らの知見の上に立ち、ファ
ルネシル化の生理的意義に、ファルネシル化
欠失変異マウスの解析を通してアプローチ
した。 

 

４．研究成果 

（１）「似て非なる」松果体と網膜の光受容
ニューロンの特異性を規定する遺伝子ネッ
トワーク： 松果体光受容ニューロンは、細
胞形態や発現遺伝子など多くの点で網膜視
細胞と類似性を示す一方、両者の生理機能は



 

 

大きく異なる。未だ謎の多い松果体光受容ニ
ューロンの特異性決定機構を明らかにし、視
細胞における分子機構との違いを示すため、
以下の複数のアプローチを試みた。 

 ２種類の光受容ニューロンをそれぞれ選
択的に GFP ラベルした遺伝子組換ゼブラフ
ィッシュからGFP陽性細胞を FACSで精製し、
これを出発材料にしたディファレンシャル
ディスプレイ解析を行うことにより、松果体
細胞に特異的な発現遺伝子のプロファイリ
ングを行った。その結果、ホメオボックス転
写因子をコードする新規遺伝子を同定し、こ
の遺伝子が松果体を含む脳領域に限局して
発現することを見出した。次にこの転写因子
の性状解析を行った結果、特異的な結合 DNA

配列を同定し、さらにこの結合により松果体
特異的な遺伝子発現が活性化されることを
見出した。そこでこの転写因子の機能を個体
レベルで阻害したところ、エクソロドプシン
遺伝子プロモータによる松果体特異的な
GFP 発現が抑制された。このことから、この
転写因子が松果体特異的な発現調節に必須
であることが明らかになった。一方、この転
写因子の機能阻害実験から、この転写因子は
松果体の発生に関与する転写因子群と相互
作用し、松果体ニューロンの分化にも重要な
役割を果たすことを明らかにした。［Mano et 

al. 投稿中］。 

 私共はこれまでに、エクソロドプシン遺伝
子プロモータにおいて松果体特異的な遺伝
子発現を導くシス配列 PIPEを同定しており、
PIPE 結合因子は松果体の特異性決定に極め
て重要な役割を担っていると考えている
［Asaoka et al. PNAS 2002］。そこで、この PIPE

結合因子を同定するために、松果体に GFP を
異所発現する組換えゼブラフィッシュを用
いた in vivo 変異体スクリーニングを行った。
その結果、松果体の発現誘導に異常を示す変
異体を複数系統得ることに成功した［Kojima 

et al. Photochem. Photobiol. 2008］。この解析を
相補する形で、酵母の one-hybrid 系を用いて
ゼブラフィッシュ全身 cDNAライブラリーの
in vitro スクリーニングを行ったところ、PIPE

結合因子の候補を複数同定した。これらの候
補因子のうち松果体に発現する転写因子を
対象に転写活性化能を調べたところ、ある転
写因子がエクソロドプシン遺伝子プロモー
タの転写活性を PIPE 依存的に促進し、重要
な事にこの転写因子は上述のホメオボック
ス転写因子と共存させた場合に相乗的な強
い転写活性化能を示した。これらの結果から
この２つの転写因子は協調して松果体にお
ける遺伝子発現を制御すると結論した
［Asaoka et al. 投稿準備中］。 

 

（２）概日時計の位相制御メカニズム：  

私共はこれまで、光感受性の時計細胞である

ニワトリ松果体細胞において、概日時計の光
位相制御に Gq タイプの G タンパク質 

(Gq/11) が関与することを見出していた。本
研究では、ニワトリ松果体において Gq/11 を
活性化する光受容分子候補として Opn4 を同
定した [Torii et al. FEBS Lett. 2007]。 in vitro

再構成系の実験を行ったところ、これまでニ
ワトリ松果体において同定した光受容分子
Opn4が光依存的にGqを活性化することが明
らかになった。 

 光位相制御メカニズムを新しい角度から
探るため、ニワトリ松果体のマイクロアレイ
解析を行ったところ、一群のコレステロール
合成系酵素の発現が光依存的に上昇するこ
とを見出した。脳内においてコレステロール
はニューロステロイドに変換されることか
ら、ニューロステロイドとその合成酵素群に
注目して研究を展開した。その結果、新規ニ
ューロステロイドである 7α ヒドロキシプレ
グネノロンが松果体細胞において合成され、
その分泌量や酵素活性が光に応答すること
を個体レベルと組織培養系の両方で確認し
た。7α ヒドロキシプレグネノロンをニワトリ
脳内に投与して行動変化を検討したところ、
行動量が低い夜間に投与した場合のみ行動
量が上昇した。7α ヒドロキシプレグネノロン
はニワトリ松果体から分泌されて行動リズ
ムを制御していると推測された。同じく松果
体から分泌されて行動を抑制するメラトニ
ンとは分泌パターンが昼夜逆転しているこ
とから、7α ヒドロキシプレグネノロンとメラ
トニンの分泌バランスが行動リズムを制御
する、という新たな仮説が導き出された 

[Hatori et al. PNAS 2011]。 

 これまでに私共が見出したグルコース刺
激のように、哺乳類の培養細胞は多様な刺激
に応答して時計の位相がシフトする。本研究
では、このような光以外の刺激による位相シ
フトの分子基盤の解明を目指した。グルコー
ス応答遺伝子 Tieg1 のタンパク質レベルでの
解析を展開した結果、Tieg1 は mRNA レベル
のみならずタンパク質レベルでも時刻依存
的な変動が見られ、Bmal1 遺伝子の転写を負
に制御することを示した。さらに Tieg1 に対
する siRNA が細胞リズムを短周期化したこ
とから、Tieg1 は同調機構だけでなく自律的
な発振機構においても重要な役割を担って
いると考えられた [Hirota et al. Genes Cells 

2010]。この解析の過程で私共は、培地の pH

変化が時計の位相をリセットすることを見
出した。pHのアルカリ化は TGFβ/ALK5/Smad

シグナリングを介して、時計遺伝子 Dec1 遺
伝子の発現を誘導することを明らかにした。
マウス腹腔内に TGFβ を投与することにより
観察された位相シフトは Dec1 ノックアウト
マウスにおいて完全に消失した。このように
光以外の刺激による時計リセット機構の全



 

 

貌解明は世界で初めての研究成果であり、生
物時計の研究分野に大きなインパクトを与
えた [Kon et al. Nat. Cell Biol. 2008]。 

 概日時計の分子フィードバックループに
おいて、CLOCK と BMAL1 の 2 量体は時計
シスエレメント E-box に結合して、Per や Cry

といった時計遺伝子の転写を促進する転写
因子である。私共は、この CLOCK と BMAL1

が時刻依存的にリン酸化されることを見出
した。マウス肝臓から単離した CLOCK を質
量分析に供することによりリン酸化部位を
同定し、このリン酸化部位変異体を用いた解
析を展開した。その結果、CLOCK のリン酸
化は、自身の DNA 結合能を阻害するのみな
らず、 自身の分解を促進するという二重の
制御を介して CLOCK-BMAL1 による転写活
性化の抑制に寄与していると考えられた 

[Yoshitane et al. Mol. Cell. Biol. 2009]。 

 BMAL1 にはそのパラログとして BMAL2

が知られている。本研究において私共は、10

種類の E-box 含有レポーターを用いてルシフ
ェラーゼアッセイを行い、CLOCK-BMAL1

複合体と CLOCK-BMAL2 複合体による転写
活性促進の相対比が、E-box の周辺配列に依
存して大きく異なることを見出した[Sasaki et 

al. J. Biol. Chem. 2009]。この結果は、これま
で単に「E-box」と記述されてきた時計シスエ
レメントが、実は、似て非なる制御を受ける
シスエレメント群の有機的集合であること
を示唆している。この CLOCK-BMAL1 複合
体のリン酸化シグナリングに迫るために、リ
ン酸化を触媒するタンパク質酵素を探索し
た結果、c-Jun N-terminal kinase (JNK) を同定
した。JNK3-ノックアウト(KO) マウスの行動
解析を行った結果、恒暗条件下での行動周期
が野生型に比べて長い（KO; 24.1 ± 0.1 hr, WT; 

23.6 ± 0.2 hr）ことに加えて、夜間の光照射に
伴う位相シフトが大きく阻害されることが
判明した。恒明条件では、アショフの経験則
に従って光強度依存的にマウスの行動周期
は長くなることが知られているが、JNK3-KO

マウスはアショフの経験則に従わず、光強度
によらず一定の周期を示すことを見出した。
このように、 JNK は外界の光情報を
CLOCK-BMAL1 複合体にリン酸化シグナル
として伝達することにより、概日時計の周期
や位相を決定することを明らかにした 

[Yoshitane et al. EMBO Rep. 2012]。 

 時計タンパク質 CRY は、CLOCK-BMAL1

複合体による転写促進を強力に抑制するこ
とでフィードバックループの中心を担う。私
共はこれまで、CRY2 の Ser557 のリン酸化を
引き金にGSK3により Ser553がリン酸化され
て CRY2 が分解されることを報告した
［Harada et al. J. Biol. Chem. 2005］。本研究で
は、この Ser557 のリン酸化を触媒するタンパ
ク質酵素を探索し、DYRK1A を同定した 

[Kurabayashi et al. Mol. Cell. Biol. 2010]。この
ように細胞へのシグナル入力としてスター
トした本研究だが、意外な事実を次々と発見
することにより、当初の予定を大幅に越える
成果につながった。 

 

（３）網膜の光受容ニューロンの光応答特
性： 網膜の２種類の視細胞（桿体と錐体）
の応答特性の違いを規定する因子の有力候
補として、錐体に発現する受容体キナーゼ
GRK7 の活性が、桿体キナーゼ GRK1 よりも
顕著に高いことに着目した。この仮説を検証
するため、桿体特異的プロモータの制御下で
GRK7 遺伝子を異所発現する組換えゼブラフ
ィッシュ系統を樹立した。この変異個体の網
膜試料における光依存的キナーゼ活性を調
べたところ、野生型に比べて大幅に活性が亢
進していることを確認した。そこで、変異個
体の桿体における光応答特性を単一細胞レ
ベルで測定したところ、野生型に比べて顕著
に光感度が低下していることがわかった。さ
らに変異個体の視覚行動測定を行ったとこ
ろ、個体レベルの視機能の感度も低下してい
ることもわかった。これらの結果より、受容
体キナーゼの活性が錐体と桿体の感度の違
いに重要な役割を果たすことが強く示唆さ
れた［Vogalis et al. J. Physiol. 2011］。 

 さらに私共は、桿体と錐体の応答特性を規
定する因子について、網羅的な探索を開始し
た。桿体と錐体にそれぞれ GFP を発現する組
換えゼブラフィッシュ系統を出発材料に、こ
れらの網膜より蛍光セルソータを用いて
GFP 陽性細胞を単離し、これらの細胞におけ
る遺伝子発現を互いに比較解析した。その結
果、約 150 の桿体特異的な遺伝子と約 200 の
錐体特異的な遺伝子を同定した。 

 従来の私共の研究から、G 蛋白質トランス
デューシン（Gt）γ サブユニットのファルネ
シル化は視細胞の光シグナリングに重要な
役割を果たすことが示唆されている。そこで
ファルネシル基の分子間相互作用に注目し、
ファルネシルの光親和性アナログ POG を用
いた光親和標識実験を行った。その結果、Gtα

と Gtβ に加え、光シグナリングの状態に正確
に対応して光受容体と膜脂質 (PE と PS) が
ファルネシルと相互作用することを見出し
た［Katadae et al. Biochemistry 2008］。一方、
Gtγ のファルネシル化の生理的な役割を調べ
るため、このファルネシル化を特異的に欠失
するノックインマウスを作製した。このマウ
スの桿体の光応答特性を単一細胞レベルで
測定したところ、光感度が野生型に比べ大幅
に減弱していることを見出した。このように
して、Gtγ のファルネシル化は視細胞の光シ
グナルの増幅にきわめて重要な役割を果た
すことが明らかになった［Kojima et al. 投稿
準備中］。 
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