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研究成果の概要（和文）： 
脊椎動物の網膜には、桿体、錐体の 2種類の視細胞が存在する。錐体は、桿体と比べると、よ
り高い時間分解能で光の強度変化をとらえることが出来る。また、処理できる光刺激強度の範
囲が広い（ダイナミックレンジが大きい）。本研究では、その仕組みについて解析を行った。そ
の結果、錐体では、応答形成に関わる活性型タンパク質の不活性化がより速く生じることや、
酵素の活性調節がより大幅に行われていることが明らかになった。これらの違いが、錐体に特
徴的な応答をもたらすと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In vertebrate retina, there are two types of photoreceptor cells, called rods and cones. 
The time resolution of cone mediated vision is higher than that of rod-mediated vision. 
This higher time-resolution depends on shorter responses of cones. It is also known that 
the range of light-intensity that cone can mediate is wider than that of rod. In this 
study, the underlying mechanisms of cone-specific responses are studied. The results show 
that the lifetime of activated enzymes, working in the phototransduction mechanism, are 
shorter in cones than in rods. And It is also revealed that the enzymatic activities in 
the phototransduction mechanism are more highly modulated in cones than in rods. These 
findings show molecular bases of the cone specific photoresponses. 
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１．研究開始当初の背景 

 脊椎動物の視覚系では、感度の異なる二種

類の光検出細胞（視細胞）が併用されている。

二種類の視細胞は、それぞれ錐体、桿体と呼

ばれる。錐体は感度が低いので明るいところ

での視覚を司り、桿体は感度が高いので薄暗

いところでの視覚を司る。 

 錐体と桿体では、光刺激を細胞応答に結び

つける酵素反応カスケード（以下、光シグナ

ル変換機構と呼ぶ）が相同であることはよく

知られている。しかし、錐体・桿体の光に対

する応答（光応答）の時間分解能は大きく異

なっており、錐体のほうが桿体よりも高い時

間分解能を有している。 

 また、桿体とくらべると、錐体の方がより

幅広い光強度で働くことが出来る。すなわち、

ダイナミックレンジが広い。 

 このような違いがあることはよく知られ

ており、古くから興味が持たれていたが、桿

体と錐体で応答の仕方が異なる原因を明ら

かにするには、桿体と錐体の両方について、

応答の形成や終息に関わる酵素とその反応

を網羅的に解析し、両者の間で何が異なるの

かを知る必要がある。ところが、桿体が比較

的容易に大量精製できたのに対して、錐体は

精製することが出来なかった。このため、両

者を同レベルで比較・解析することが出来ず、

原因の解明は不可能であった。 

 このような状況にあって、申請者らは、世

界で初めて魚類（コイ）の網膜から桿体と錐

体とを大量に分離精製することに成功して

いた(Tachibanaki et al, PNAS, 2001)。こ

れにより、なぜ錐体と桿体とで性質が異なっ

ているのかを、生化学的な手法により直接検

討することが初めて可能になった。申請者ら

の初期の検討により（Tachibanaki et al, 

PNAS 2001, 2005）、錐体では桿体と比べて光

シグナル変換機構での信号の増幅が小さい

ことが明らかになり、このことが錐体の光感

度が桿体よりも低い一因であることが示唆

された。また、活性型光受容蛋白質の不活性

化が錐体では桿体よりも著しく速いことが

明らかになり、このことが錐体の高い時間分

解能をもたらしていることが示唆された。そ

こで、これらの初期の研究結果に立脚し、錐

体が高い時間分解能をもつ分子メカニズム、

錐体が桿体よりも広いダイナミックレンジ

を持つ分子メカニズムについてさらなる解

析を試みたのが本計画である。同様の試みは、

研究計画を立案した時点でほとんどなく、独

創性の高い研究が期待された。 
受 
２．研究の目的 
本研究では、錐体と桿体の精製試料がコイ網
膜から得られる方法を確立したメリットを
生かし、(1) 錐体に高い時間分解能をもたら
す分子メカニズムと、(2) 錐体が広いダイナ
ミックレンジを持つ分子メカニズムを明ら
かにすることを目的とした。 
(1) 錐体に高い時間分解能をもたらす分子
メカニズムには、いくつかの候補が考えられ
るが、その中で、特に、活性型視物質の不活
性化が錐体で速く生じる仕組み、活性型トラ
ンスデューシンの不活性化が錐体で速く生
じる仕組み、および錐体における高効率 cGMP
合成について解析することにした。さらに、
なぜ活性の違いが生じているのか、その分子
的な基盤を検討することにした。 
(2) 錐体が広いダイナミックレンジを持つ
分子メカニズムについては、申請者は視細胞
の順応機構の効率が錐体と桿体とで異なる
のかを調べることでアプローチをすること
にした。視細胞の順応機構としては、活性型
視物質を不活性化する反応の調節機構と、セ
カンドメッセンジャーの合成反応の調節機
構が知られている。そこで、これらの調節機
構の効率が錐体と桿体とで異なるのかどう
かを調べることにした。さらに、錐体におい
て、強い光環境下でも視物質が枯渇しない仕
組みを明らかにするため、錐体と桿体でのレ
チナール代謝の効率の違いを検討した。 
 
３．研究の方法 
錐体・桿体における酵素反応効率の測定 
錐体と桿体のなかでの種々の反応の効率を
測るため、まず、錐体・桿体をコイ網膜から
精製した。次に、それぞれの細胞の破砕標本
を調製し、それぞれにおいて特定の酵素の反
応の効率がどの程度であるか、生化学的な手
法により計測した。 
 
酵素の定量 
錐体と桿体とで特定の反応の効率に有意な
違いが観測された場合、原因として、反応を
触媒している酵素の量が違う場合と、酵素の
触媒効率（酵素の質）が違う場合の 2通りの
可能性がある。 
そのどちらかを検討するため、細胞内に含ま
れる各種酵素の定量を行った。定量は、定量
的なウェスタンブロッティング法、および免
疫細胞染色法を組み合わせて行った。 
 
蛋白質の発現 
桿体型、錐体型の酵素活性の測定を細胞内画
分でなく精製酵素単体で行った方がよい場
合や、上記の定量的ウェスタンブロッティン



グ法を行う際に基準量物質として特定の蛋
白質が必要であり、かつ、細胞からの精製量
では実験が困難な場合には、大腸菌、昆虫細
胞、もしくはヒト培養細胞を用いた蛋白質発
現系による目的蛋白質の大量発現・精製を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) 錐体に高い時間分解能をもたらす分子
メカニズムについての解析 
 錐体の応答は、桿体の応答と比べると素早
く終息する。このため、錐体を使ってものを
見ているときは、桿体を使ってものを見てい
るときと比べて、我々は高い時間分解能で刺
激の変化を追うことが出来る。より高い時間
分解能を視覚にもたらすには、視細胞の応答
をより速く終息させる機構があることが必
須である。 
 視細胞の応答が引き起こされる仕組みは
三量体Ｇ蛋白質共役型酵素カスケードの一
種である光シグナル変換機構である。この仕
組みでは、一連の酵素反応により、光刺激が
細胞内のセカンドメッセンジャーである
cGMP の分解を引き起こす。そのため、光依存
的に細胞内 cGMP 濃度が減少し、結果として
細胞膜上の cGMP 依存性チャネルが閉鎖し、
過分極性の応答が生じるに至る。 
 この仕組みで生じた応答を終息させるた
めには、活性化された光シグナル変換機構を
速やかに停止し、さらに、減少した cGMP 濃
度をもとのレベルに戻す必要がある。前述の
ように、錐体の光応答は、桿体と比べて速く
終息する。このことから、上記の 2ステップ
（光シグナル変換機構の停止と、cGMP の濃度
回復）が錐体では桿体よりも速やかに生じる
必要があると予測される。そこで、この予想
が正しいかどうかを検証した。 
 本研究をスタートさせる前段階で、すでに
我々は光シグナル変換機構の入り口である
光受容タンパク質（視物質）の不活性化（リ
ン酸化）が錐体では速いことを見いだしてい
た。これに加えて、本研究では、光シグナル
変換機構のなかで働く三量体Ｇ蛋白質（トラ
ンスデューシン、以降 Gt と略記）の不活性
化が速いことを見いだした。さらに、cGMP の
合成が錐体では桿体と比べて高いことが解
った（Takemoto et al., 2009）。これにより、
当初の予想が正しいことが確認された。 
 そこで、次に、どのような分子メカニズム
によって錐体では桿体と異なる効率で反応
が生じるのかを検討した。 
 視物質がリン酸化によって不活性化され
る効率が錐体で高い理由としては、すでに
我々は解析を行っており、錐体型の視物質キ
ナーゼが桿体型視物質キナーゼよりも高い
触媒活性を持つこと、さらに、錐体型キナー
ゼのほうが桿体型のキナーゼよりも高濃度

で存在することの２つが理由であることを
すでに報告済みであった。そこで、錐体型の
視物質キナーゼがなぜ桿体型のものと比べ
て活性が高いのかを、錐体型・桿体型キナー
ゼのキメラを用いた実験で検討した。その結
果、C 末端部位近傍の２０アミノ酸残基から
なる領域が活性の違いをもたらしているこ
とを示す結果を得た（学会発表済）。この領
域は、基質である視物質のリン酸化部位（Ｃ
末端領域）に結合する部位の周辺と考えられ
る。おそらく、基質結合ポケットの形状に影
響をおよぼし、その結果、基質に対する親和
性が変わるのだろうと考えられる。 
 また、我々は、なぜ錐体では Gt の不活性
化が速いのか、そのメカニズムについても検
討を行い、細胞内に発現している GAP 蛋白質
（RGS9 と呼ばれる）の発現量の違いにほぼ依
存していることを示す結果を得ている（現在
投稿準備中）。 
 さらに、錐体での速い cGMP 合成活性は、
合成酵素の発現量の違いによっていること
を見いだした。 
 
(2) 錐体が広いダイナミックレンジを持つ
分子メカニズムについての解析 
 錐体は、桿体と比べるとより幅広い光強
度で光刺激の強弱の差を検出することが出
来る。これは、錐体の順応機構が、桿体と
比べて、より効率よく働くことが一因と成
っている。視細胞の順応は、視細胞のセカ
ンドメッセンジャーであるcGMPの合成反応
と、光依存的に生じる分解反応（光シグナ
ル変換機構）のそれぞれの効率が、細胞内
Ca2+濃度依存的に制御されることで生じる
ことがこれまでの研究から解っている。 
 cGMP 分解系を Ca2+濃度依存的に調節する
蛋白質としては、S-モジュリン（桿体型。
錐体型はビジニン）が知られている。S-モ
ジュリンは、視物質の不活性化を行う視物
質キナーゼの活性を Ca2+濃度依存的に調節
することにより、順応を引き起こすと考え
られる。錐体と桿体とでは、この調節の Ca2+

濃度依存性や程度が異なっていることが予
想されたことから、我々はそれがどれくら
い異なるのかを測定し、錐体での高効率の
順応を説明できるかどうか検討した。その
結果、錐体では、桿体と比べて、Ｓ-モジュ
リン／ビジニンが調節する視物質キナーゼ
活性の幅は、錐体で桿体の 100 倍であるこ
とがわかった。このようなより広い調節幅
を持っていることが、錐体のより広いダイ
ナミックレンジの一因であると考えられる
（現在投稿中）。 
 順応を担うもう一つのメカニズムである
cGMP 合成系を Ca2+濃度依存的に調節する蛋
白質としては、GCAP(Guanylate cyclase 
activating protein)と呼ばれる蛋白質が知



られている。この蛋白質は、cGMP 合成酵素
（GC, Guanylate cyclase）の活性を調節し
ている。錐体・桿体のダイナミックレンジ
の違いが、GCAP の働きのちがいによっても
もたらされている可能性があったので、そ
の効果を解析した。コイの視細胞に存在す
る GCAP を網羅的にクローニングし、それぞ
れの視細胞での発現量を定量した。また、
それぞれのGCAPの組み替え蛋白質を用いて、
それぞれの GCAP が GC を活性化する際の生
化学的なパラメータを求めた。次に、これ
らの結果を合わせて、実際に細胞中でどの
程度 GCAP が GC の活性を制御しているのか
を推測した。その結果、GC の調節幅は錐体
では桿体の１０倍近いことが解った。この
ことも錐体のダイナミックレンジが広い一
因と成りうる（Takemoto et al, 2009）。 
 以上の２つの順応に関わる要因に加え、
ダイナミックレンジが錐体でより大きいこ
とを保証するもうひとつのメカニズムを見
いだした。我々は、錐体での視物質再生に
関わる反応活性が桿体と比べて非常に高い
ことを見いだした(Miyazono et al, 2008)。 
 脊椎動物の視物質は、可視光を吸収する
ために、発色団として 11-cis retinal を共
有結合している。光を吸収すると、11-cis 
retinal が all-trans retinal に異性化し、
これをきっかけに視物質が活性型となって
光シグナル変換機構が活性化されることに
なる。その後、しばらく時間が経つと、
all-trans retinal は蛋白質部分から解離
する。発色団を失った視物質が、再び光を
受容して光シグナル変換機構を活性化でき
るようになるためには、11-cis retinal が
蛋白質部分に再結合することが必要である。
そのために、網膜には、視物質から解離し
た all-trans retinal を 11-cis retinal へ
と再生する。我々は、この再生を行うメカ
ニズムの一連の反応の一部(all-trans 
retinal の還元)が、錐体では桿体よりも速
やかに進行すること、さらに、錐体でのこ
の反応は、発色団である 11-cis retinal を
11-cis retinol から合成する反応と共役し
ていることを見いだした（Miyazono et al, 
2008）。このことは、11-cis retinal 再生が
錐体ではよりスムーズに進行すること、こ
れにより視物質の再合成がスムーズに進行
することを意味する。このことは、視物質
をより激しく消耗するより明るい光環境に
おいて、錐体では視物質の枯渇が生じにく
くなることを示唆している。以上のことか
ら、今回発見された錐体特異的な retinal
再生反応機構は、より幅広い光強度で錐体
が働く上で重要であると考えている。 
 
 以上、錐体に高い時間分解能をもたらす
分子メカニズム、広いダイナミックレンジ

をもたらす分子メカニズムについて、おも
に生化学的な解析を行い、しかるべき成果
をおさめることが出来た。 
 生化学的な側面以外にも、細胞の形状の
差が錐体・桿体の応答の違いをもたらして
い る 可 能 性 も 考 え ら れ る こ と か ら
(Kawamura & Tachibanaki, 2008)、今後は、
遺伝子改変動物などを用いたアプローチで
その側面を検討してみることが重要かと考
えている。 
 なお、視細胞の応答形成機構は、歴史的
に三量体 G 蛋白質介在性情報伝達系のモデ
ルのひとつであるので、今回得られた結果
は、視細胞のみならず、他の同様の系を理
解する上でも重要な知見となりうる。今後、
GPCR を受容体とした三量体 G 蛋白質介在性
情報伝達系の理解は、現在のリストアップ
の積み重ねの段階からそれぞれの刺激応答
様式を問題とする段階へとすすんで行くの
ではないかと考えているが、その際に、本
研究の結果が一つの道標となりうることを
期待している。 
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