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研究成果の概要（和文）：紫外光感受性視物質であるオプシン５(Opn5)発現細胞の生体内での機能と発生分化について
、鳥類と哺乳類を用いて研究を行っている。本研究では、人工核酸切断酵素によるゲノム編集法を用いて、動物個体に
おいてOpn5遺伝子を改変して、脳と眼におけるOpn5の機能と発生分化のしくみを明らかにすることを目的とした。人工
核酸切断酵素として、Transcription Activator-Like Effector Nuclease (TALEN)を用いて、マウスOpn5変異マウスの
作出を行った。その結果、TALEN法により遺伝子変異が効率よくおこること、Opn5変異マウスは正常に産出されること
がわかった。

研究成果の概要（英文）：This research project was aimed for clarifying the functions for an 
ultraviolet-absorbing photopigment, Opsin 5 in vertebrates such as mouse and chicken by use of a 
genome-editing technique, TALEN (Transcription activator-like effector nuclease). We succeeded in 
production of Opn5-knockout mice by this method, finding that Opn5-deficient mice were born alive and 
seemed healthy at least after 3 weeks postnatal.

研究分野：細胞組織学、発生生物学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 

我々の眼の網膜には、「桿体オプシン」「錐

体オプシン」と呼ばれる光感受性タンパク

質（ロドプシン類）をもつ視細胞があり、

物の形や、明暗、色を区別する視覚を担っ

ている。オプシン５は、英国の Foster ら

により最初に報告された、哺乳類の網膜や

脊髄に存在する機能が未知の新しいロド

プシン類である (Tarttelin EE et al. 

2003)。その後、オプシン５がウズラの視

床下部に存在し、精巣肥大など非哺乳類の

光周性に関与するロドプシン類である可

能性が報告された(Nakane Y et al.2010)。

一方、哺乳類のオプシン 5細胞の機能につ

いては未だ解明されていない(Kojima D et 

al.2011)。研究代表者らは、発生途上のニ

ワトリ網膜において、オプシン５mRNA が

存在していることを初めて示した

(Tomonari S et al. 2008)。さらに、ニワ

トリのオプシン５が、紫外光を吸収し、G

タンパク質を活性化させる新しい視物質

であること、網膜神経節細胞やアマクリン

細胞の一部、視床下部室傍器官セロトニン

ニューロンに存在することを発見した

(Yamashita T/Ohuchi H et al.2010)。そ

こで、本研究では、脳や眼に存在するオプ

シン５細胞の生理機能と発生分化のメカ

ニズムの解明を試みることとした。 

 

２．研究の目的 

(1)オプシン５遺伝子のノックアウト動物

を TALEN 法により作製し、表現型解析を行

う、 

(2)オプシン５遺伝子座にレポーター遺伝

子を TALE ノックイン法により導入し、転

写および細胞系譜を解明する、 

この２つを具体的な研究目的とした。

TALEN 法とは、2011 年、植物病原体である

Xanthomonas から単離された、人工核酸切

断酵素 TALE Nucleases を用いるゲノム編

集技術であり、一塩基を認識できるドメイ

ン で 構 成 さ れ た Transcription 

Activator-Like Effector (TALE) を利用

するものである。 

 

３．研究の方法 

(1)オプシン５遺伝子をノックアウトした

マウスおよびニワトリを TALEN 法により

作製し、光に依存した行動などに着目して、

機能解析を行う。 

(2)オプシン５遺伝子内に緑色蛍光タンパ

ク質 (EGFP)遺伝子を挿入（ノックイン）

し、オプシン５細胞の細胞系譜や遺伝子発

現について調べ、オプシン 5細胞の発現誘

導および抑制の分子機構を解明する。 

 

４．研究成果 

(1)マウス個体レベルで有効な TALEN ベクタ

ーを用いて、オプシン５遺伝子ノックアウト

マウスを作出した。まず、TALEN 法によるオ

プシン５遺伝子変異の効率を調べるために、

受精卵に TALEN RNA を顕微注入後、仮親に戻

し 10 日胚まで成長させた。胚よりゲノム DNA

を抽出し、Opn5 遺伝子標的塩基配列を決定し

た。ファウンダーマウス(F1)において、モザ

イクながらも両アリルに遺伝子変異が入り、

塩基の欠失によるフレームシフト変異がお

こり、さらに終始コドンが生じる変異が高い

効率でおこった。そこで、オプシン５TALEN

ノックアウト F1 マウスを野生型マウスに交

配させ、ヘテロ変異体（13 塩基欠失型）を得

た。このヘテロ変異体同士を交配させ、次世

代を得た（野生型、ヘテロ接合体、Opn5-/-

マウス）。三週齢まで観察したところ、

Opn5-/-マウスも他の遺伝子型と比較して、

見たところ変わりなく正常に生まれ成長す

ることがわかった。研究目的(2)については、

その後、TALEN 法よりさらに簡便かつ効率の

高いゲノム編集技術として、CRISPR/Cas 法が

開発され、今後、本法を用いてレポーター遺

伝子のノックインを行う予定にしている。 

(2)非哺乳類で４つめのオプシン５様視物質

(Opn5n)について、ヒヨコ網膜を用いた免疫

組織化学的解析を行った。Opn5n は、共同研

究者（京都大学、七田芳則ら）により、本研

究対象の Opn5m や Opn5L2 (Ohuchi H e al., 

2012)と異なった光吸収特性を持つことが明

らかになっている（論文準備中）。この分子

特性に対応するように、Opn5n タンパク質は、

Opn5m や Opn5L2 と異なり、古典的視細胞であ



る桿体・錐体に存在することがわかった（学

会発表⑩、⑪）。 

(3)マウスや霊長類の眼と脳におけるオプシ

ン５の局在について、組織化学的解析を行っ

た。これまで哺乳類型 Opn5 である Opn5m が

Western ブロット解析でマウス脳に存在する

ことが明らかにされていたが、その細胞レベ

ルでの解析は報告されていない(Kojima D et 

al.2011)。まず、Opn5m mRNA の局在を in situ 

ハイブリダイゼーション法により明らかに

して報告した（共同研究による、雑誌論文①）。

タンパク質レベルの局在解析についてもそ

の予備実験結果について報告した（学会発表

①）。 
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