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研究成果の概要（和文）： 
脊椎動物の網膜には、視細胞として、錐体と桿体が存在する。錐体は明るいところでの、
桿体は暗いところでの視覚を司っている。錐体は、明るい光環境下でも、光刺激�に対して
的確に応答をすることができる。我々は、本研究で、（１）錐体において、光受容タンパク
質がリン酸化により不活性化される反応が強く調節されていることを明らかにした。また、
（２）錐体では、リン酸化された光受容タンパク質が迅速に脱リン酸化される仕組みがあ
ることを見出した。これらの機構は、錐体が明るいところで働き続けられる仕組みとして
働いていると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In vertebrate retina, there are two types of visual photoreceptor cells, called rods and 
cones. Rods mediate night vision, and cones mediate daytime vision. It is well known 
that cones are able to generate an exact photoresponse to a light stimulus even under 
bright conditions where cones receive light stimuli continuously. In this study, we 
found that, in cones, (1) the efficiency of the inactivation of visual pigments by 
phosphorylation is strongly modulated, and (2) phosphorylated visual pigments are 
dephosphorylated rapidly. These mechanisms seem to enable cones to generate 
responses under bright conditions. 
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１．�研究開始当初の背景 
 	 われわれ脊椎動物の網膜には、光を受容し
て神経情報に変換する視細胞が存在する。視

細胞には、桿体と錐体の 2種類がある。桿体
は暗いところで、錐体は明るいところでもの
を見るときに働く（「３．�研究の方法」図 1
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参照）。 
 	 視細胞において、光を受容する働きを担う
タンパク質は視物質である。視物質は、光を
受容するための発色団として、ビタミン Aの
誘導体である11-cisレチナールを結合してい
る(「４．�研究の成果」図２、A)。光を吸収す
ると、この発色団の構造が、11-cis 型から
all-trans型へと異性化する（図２、B）。この
構造変化をきっかけとして視物質は活性型
となり、細胞応答を引き起こす。その後、し
ばらくすると視物質はリン酸化されること
により不活性化され（図２、C）、さらに、異
性化したレチナールはタンパク質から解離
する（図２、D）。リン酸化され、レチナール
が解離した視物質（使用済み視物質、図２、
E）は、そのままでは再び光を受容すること
が出来ない。このため、視細胞では、使用済
みの視物質を脱リン酸化し（図２、F）、さら
に 11-cisレチナールをあらたに結合させ、視
物質をリサイクルする（図２、G）。明るいと
ころで働く錐体では、視物質の消費が激�しい
ので、桿体よりも素早くリサイクルをする必
要がある。 
 	 研究開始当初、我々は、このリサイクルに
関わる新規の錐体特異的な反応を見いだし
ていた（図２、赤矢印、Miyazono et al, PNAS, 
2008）。この反応は、リサイクルに必要な発
色団である 11-cisレチナールを、11-cisレチ
ノールから合成する酸化反応（図２、H）で
ある。非常に興味深いことに、この発色団の
合成反応（図２、H）は、使用済み発色団
（all-trans型レチナール）の処理反応（還元
反応、図２、I）と共役していることがわかっ
た。この酸化還元共役反応を我々はＡＬ-ＯＬ
反応と名付けた（retinAL-retinOL酸化還元
共役反応の意）。AL-OL 反応の効率は非常に
高く、11-cis レチナールの効率よい供給を可
能にしている。したがって、この反応は、視
物質を高効率でリサイクルする上で重要な
反応であると考えられ、また、この反応が酵
素によって触媒されていることが既に解っ
ているが、その酵素実体は不明であった。 
 	 また、我々は、錐体において、視物質の脱
リン酸化反応（図２、F）が桿体よりも高効
率であることを示唆する結果をすでに得て
いた。使用済み視物質の脱リン酸化は、視物
質を元の状態にリサイクルする上で必須の
プロセスである。この過程が高効率であるこ
とは、視物質を効率よくリサイクルする上で
重要である。しかし、その当時、生理的条件
での速度を検討できる条件での測定は行な
っておらず、また、速度の違いを生み出す分
子メカニズムの違いについては、一切が不明
であった。 
 
２．�研究の目的 
 	 視細胞には、持続した光受容を可能にする

ため、光受容タンパク質（視物質）をリサイ
クルする代謝系が存在する。桿体と錐体を比
較すると、錐体は明るいところで働くので、
視物質の消費がより激�しい。したがって、錐
体には、より高効率の視物質代謝システムが
存在すると考えられている。しかし、その全
容は十分に解っていない。そこで、その仕組
みを明らかにすることを目的とした。特に、
（１）錐体特異的ＡＬ-ＯＬ反応、 
（２）錐体において高効率で生じる視物質の
脱リン酸化反応 
 	 の二つに着目し、この２つの現象の分子メ
カニズムの解明を行うこととした。 
 
３．�研究の方法 
我々の研究室では、コイ網膜から、錐体と桿
体を生化学的な実験が出来るレベルで大量
に分離精製する方法をすでに確立していた

（図１参照）。そこで、この方法により得ら
れる錐体、桿体を材料として、前項の２つの
テーマについて、以下の様な方法でのアプロ
ーチを試みた。 
 
（１）錐体特異的な AL-OL反応の解析 
コイの網膜から精製した錐体より、カラムク
ロマトグラフィにより当該酵素を精製する
方法を確立することを試みた。用いたカラム
は、陰イオン交換カラム、陽イオン交換カラ
ム、アフィニティカラム（糖鎖結合性の CCoonnAA
カラム、ヒドロキシルアパタイトカラム）で
ある。さらに、ネイティブ PPAAGGEE 法によりタ
ンパク質を分離精製できるかどうかも試み
た。次に、様々な方法で錐体に含まれるタン
パク質を分画した後、それぞれの画分のＡＬ
--ＯＬ反応活性を測定し、目的とする酵素が
含まれるかどうかを判定した。さらにその後、
活性の高い画分に含まれているタンパク質
について、マススペクトル等により同定する
ことを試みた。 	 
 	 
（２）錐体において高効率で生じる視物質の
脱リン酸化反応の解析 	 

図１: 網膜から単離した桿体と錐体 



 	 まず初めに、コイ網膜から得られた錐体、
桿体から、膜試料を調製した。これは、視細
胞において光受容体である視物質は膜タン
パク質であり、そのリン酸化、脱リン酸化を
行う酵素群が主に膜画分に含まれることが
示唆されているためである。 
 	 次に、この膜試料を用いて、生理条件に近
い条件下での視物質の脱リン酸化反応の効
率が、錐体と桿体とでどれくらい異なるかを
生化学的な手法で詳細に検討した。次に、錐
体・桿体で視物質の脱リン酸化をしている酵
素の同定を薬理学的な方法により試みた。こ
れまでの報告で、錐体・桿体で働いている視
物質脱リン酸化酵素は PP2Aである、といわ
れている。そこで、PP2Aのブロッカーであ
るオカダ酸や、他の脱リン酸化酵素ブロッカ
ーが、視物質の脱リン酸化を阻害するかどう
かを検討した。 
 	 
４．�研究成果 	 
前項の２つのテーマについて、以下の様な成
果を得た。 
（１）錐体特異的な AL-OL反応の解析 
 	 錐体では、図２中の反応 HH、II が同時に進
行する（AALL--OOLL 反応）。この反応の触媒を行な
っている酵素を同定することを目指し、錐体
細胞からカラムクロマトグラフィ等により
当該酵素を精製する方法の確立に取り組ん
だ。特定のカラムを使うと酵素活性が激�減し
たり、あるいはカラムからの溶出に必要な塩
濃度が高すぎることで酵素活性が阻害され
たりする現象があったため、精製条件の検討
は困難を極めた。しかし、継続して解析を積
み重ねることにより、現段階では、ネイティ
ブ PPAAGGEE 法と陰イオン交換カラムクロマトグ
ラフィ法を組み合わせた方法で、１０種類弱
のタンパク質が含まれる AALL--OOLL 反応活性の高
い画分を得ることに成功している。見出され
た精製法は比較的簡便であり、なおかつ酵素
活性の損失が比較的抑制されている。今後の
検討を行う上で非常に有力な方法を構築す
ることができたと考えている。また、このよ
うにして得られた画分に含まれるタンパク
質のいくつかについては、マススペクトル法
により同定することに成功している。しかし
ながら、残念ではあるが、計画年度中に、そ
れらのうちで AALL--OOLL 反応活性を持つものがあ
るのかどうかを決定するまでには至らなか
った。現在、解析を続行している。 	 
 	 このテーマについて得られた成果につい
て、まだ現状で探索している酵素の同定に至
っていないため、大変残念ではあるが、いま
だ対外的な位置づけ、インパクトを評価する
段階にない。しかしながら、同様の研究を行
なっているグループは現在皆無であると考
えられ、また、候補タンパク質についての情
報がすでに十分に蓄積している現在の我々

研究グループのアドバンテージは大きいと
考えられることから、今後、当該酵素の同定
に至り、その後の解析も引き続き行った場合
のインパクトは相応に大きいのではないか
と期待している。 	 

（２）錐体において高効率で生じる視物質の
脱リン酸化反応の解析 
 	 視物質の脱リン酸化（図２、反応 F）は、
視物質のリサイクルで非常に重要である。 
 	 そこで、まず初めに、生理条件に近い条件
下での脱リン酸化反応の効率が、錐体と桿体
とでどれくらい異なるかを検討した。その結
果、膜試料の場合、桿体より錐体の方が視物
質の脱リン酸化活性は約７倍高いことが示
された。この高い酵素活性は、錐体における
速やかな視物質のリサイクルを可能にして
いる、と考えられる。 
 	 次に、錐体における視物質の高効率な脱リ
ン酸化反応をもたらす分子基盤を検討する
ために、脱リン酸化酵素の薬理的な同定を試
みた。その結果、視物質の脱リン酸化に働い
ていると従来考えられていたPP2Aがほとん
ど実際には働いていないことが明らかにな
り、他の種類の脱リン酸化酵素の存在を検討
する必要があることがわかった。現在までの
解析では、錐体・桿体ともに PP2Cが視物質
の脱リン酸化酵素として働いていることを
強く示唆する結果を得ている。残念ながら、
現段階では、有効な抗体の作成が遅れるなど
の事情で同定に至っていない。 
 	 なお、この研究テーマと関連して、錐体と
桿体とで、視物質が一分子あたり何個のリン
酸化修飾を受けると不活性化されるのか解
析を行った。その結果、視物質の活性を抑え

図２: 錐体での視物質のリサイクル過程 



るためには、桿体では視物質あたり２〜３個
程度のリン酸基の結合が必要であるのに対
し、錐体では１個程度のリン酸化が生じれば
十分であることが明らかになった。この結果
は、錐体・桿体での脱リン酸化反応の効率の
違いの生理的意義を正しく評価する上で重
要な知見である。 
 	 以上、このテーマについて得られた効果に
ついて、国内の学会で発表したところ、当該
分野の研究者には好評であった。当該分野の
研究者からは、視細胞の機能を考える上で、
視物質の脱リン酸化反応は重要な反応であ
るが、これまで解析が不十分であり、詳細が
わかっていないので、今後の進展�を期待する、
等の評価を得た。当該分野における重要な寄
与が出来る、と思われることから、今後も継
続して研究を行なって行きたい。 
 
 	 以上の成果に加え、我々は、視物質の脱リ
ン酸化と拮抗する反応である視物質のリン
酸化反応について、新しい知見を得た。視物
質のリン酸化反応の効率は、光刺激�の大きさ
で変化する細胞内 Ca 濃度によって調節され
ることも知られているが、その調節される程

度が、錐体においては桿体よりも大きいこと
を 明 ら か に し た (Arinobu et al, J. 
Neurochem., 2010)。 
 	 この成果は、すでに国際誌に発表し、錐体
と桿体の機能の違いをもたらす機構に関す
る重要な知見との評価を得ている。視物質の
脱リン酸化反応を効率良く進めるためには、
それと同時に拮抗反応であるリン酸化反応
をなるべく抑えておく方が望ましい。今回の
結果は、錐体では、その拮抗反応の抑制も効
率良く行われていることを示唆しており、今
後、錐体における脱リン酸化反応を解析する
上で重要な知見であると考えている。 
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図３，錐体・桿体でのカルシウム濃度依存的な視

物質リン酸化活性の阻害。（左図）カルシウム濃度

を変化させた時に、錐体（ccoonnee）、桿体((rroodd))それ
ぞれで見られる視物質リン酸化活性の抑制の程

度。リン酸化酵素を阻害する CCaa 結合タンパク質と

して SS--mmoodduulliinn((桿体型))、VViissiinniinn（錐体型）が添
加された状態での錐体試料、桿体試料について測

定を行った。SS--mmoodduulliinn,, 	 VViissiinniinn のいずれが添加

された場合においても、錐体膜ではより大きな抑
制が見られた。((右図))最大の抑制の程度を錐体、

桿体それぞれについて示す。錐体では桿体のほぼ

２..５倍の阻害が見られた。 	 

activity (0.68 lM) was similar to that of visinin on the
GRK7 activity (0.67 lM).

It was of interest to know which of the two, visinin or
GRK7, is responsible for the higher inhibition of GRK7 by

visinin. Therefore, inhibition of GRK1 (rod GRK) by visinin
(cone Ca2+-sensor) and inhibition of GRK7 (cone GRK) by S-
modulin (rod Ca2+-sensor) were measured. The result showed
that visinin inhibited GRK1 activity similarly as S-modulin
did (thin red line in Fig. 3c), and that S-modulin inhibited
GRK7 activity similarly as visinin did (thin black line). (To
avoid crowdedness, only the lines connecting mean values are
shown.) It was evident from these measurements that higher
inhibition in cones is attributed to GRK7 but not to visinin.
Although S-modulin and visinin are expressed in a cell-type
specific manner (Fig. 1) and their amino acid sequence
identity is 66% in carp (see Materials and methods), they are
functionally indistinguishable in terms of the magnitude of
their effects and their effective concentrations.

Effective ranges of Ca2+ concentration of S-modulin and
visinin
To determine the Ca2+-dependency of the regulation on
GRK1 and GRK7 by S-modulin and visinin, the effective
Ca2+ concentration range of S-modulin and that of visinin
were compared. In Fig. 3(d), inhibition of GRK1 by 10 lM
S-modulin (filled black circles with thick black line) and that
of GRK7 by 10 lM visinin (filled red triangles with thick red
solid line) were measured at various Ca2+ concentrations.
Because S-modulin and visinin were used at 10 lM
concentration, the maximum inhibitions were slightly lower
than those measured at the maximum doses in Fig. 3(c).
Although inhibition of GRK7 by visinin was higher than that
of GRK1 by S-modulin (compare two thick solid lines in
Fig. 3d) as was seen in Fig. 3(c), the EC50 values of the
Ca2+-effect were not so different in these measurements: they
were 0.55 lM Ca2+ in the effect of S-modulin on GRK1 and
0.40 lM Ca2+ in the effect of visinin on GRK7. It should be
mentioned here that the Ca2+-dependent regulations on
GRK1 and GRK7 were because of S-modulin or visinin
solely and no other Ca2+-binding proteins were involved:
without addition of these proteins, no Ca2+-dependent effect
was observed in our washed, S-modulin- and visinin-
depleted membranes (Fig. 3a and b).

We also measured the effect of Ca2+ on the inhibition of
rod GRK1 by cone visinin and that of cone GRK7 by rod S-
modulin. Similarly as was seen in the measurement in Fig.
3(c), S-modulin and visinin gave indistinguishable results in
both the magnitude and the Ca2+-dependency (Fig. 3d). The
EC50 value of Ca

2+ concentration in the inhibition of GRK7
by S-modulin was 0.48 lM (thin dotted line) and that of
GRK1 by visinin was 0.68 lM (thin solid line). In this
measurement, it was confirmed that S-modulin and visinin
are functionally indistinguishable.

Estimation of inhibition of GRK in the intact rod and cone
OS
In the study shown in Fig. 3(d), the EC50 values of the Ca

2+-
effect were 0.55 lM Ca2+in rods (S-modulin and GRK1) and

(a) (c)

(b)

(d) (e)

Fig. 3 Concentration-dependent and Ca2+-dependent inhibition of vi-

sual pigment phosphorylation by S-modulin and visinin. (a) Phos-

phorylation was measured for 40 s in rod membranes containing

7.5 pmol of visual pigment at various concentrations of recombinant S-

modulin at a low (open circles) and a high (filled circles) Ca2+ con-

centration. (b) Similar as in (a), but the measurement was made for

0.5 s in cone membranes containing 7.5 pmol of pigment with addition

of various concentrations of recombinant visinin at a low (open trian-

gles) and a high (filled triangles) Ca2+ concentration. (c) By taking the

phosphorylation level at the low Ca2+ concentration to be 100% at

each concentration of S-modulin or visinin, inhibition of the phos-

phorylation was calculated and shown as a function of S-modulin or

visinin concentration. Inhibition of GRK1 by S-modulin (filled circles

connected with thick black line) and by visinin (thin red line), and

inhibition of GRK7 by visinin (filled triangles connected with thick red

line) and by S-modulin (thin black line) are shown. Result is shown as

mean ± SD (n = 3). Each curve in the panel shows the fitting by a

Michaelis-Menten equation with a Hill coefficient of 1. (d) Inhibition of

pigment phosphorylation in rod or cone membranes by 10 lM S-

modulin or 10 lM visinin is shown as a function of Ca2+ concentration.

Inhibition was measured in a sample containing rod membranes and

S-modulin (filled circles connected with thick black line), rod mem-

branes and visinin (thin red line), cone membranes and S-modulin

(thin black line), or cone membranes and visinin (filled triangles con-

nected with thick red line). Result is shown as mean ± SD (n = 3).

Each curve shows the fitting by a Michaelis-Menten equation with a

Hill coefficient of 1.6. (e) Inhibition of GRK activity by S-modulin and

visinin under a pseudo-intracellular condition. GRK activity was mea-

sured at 500 nM and 10 nM Ca2+ in the presence of 53 lM S-modulin

in rod membranes and 1.2 mM visinin in cone membranes. Inhibition

of phosphorylation was determined by comparing the phosphorylation

level at 500 nM Ca2+ and that at 10 nM Ca2+ (n = 3).

Journal Compilation ! 2010 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2010) 115, 259–268
! 2010 The Authors

264 | D. Arinobu et al.


