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研究成果の概要（和文）：動物は光環境への応答の一つとして、周囲の明暗や色に合わせて自身の体色を変化さ
せる。真骨魚類ゼブラフィッシュを用いたこれまでの研究から、成魚型の体色変化（背地適応）の光制御には少
なくとも２種類の光受容分子P416とP470が関与し、いずれも網膜に存在することがわかっていた。本研究では視
細胞欠損個体を用いた実験を行い、P416は視細胞の光受容分子であること、またP470は視細胞以外の網膜ニュー
ロンに存在することを明らかにした。さらに遺伝子ノックアウト実験の結果、非視覚型オプシンの一つ（メラノ
プシン）がP470として体色変化の光制御に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Many cold-blood vertebrates darken or lighten their body colors in response 
to ambient light intensities. Such a light-induced body color change, also called 'background 
adaptation', is mediated by photoreception in the retina. Our previous study on spectral sensitivity
 of body color change in larval zebrafish suggested that two kinds of spectrally distinct opsin-type
 molecules, tentatively termed P416 and P470, could mediate the photic regulation. In the current 
study, we demonstrated that P416 is present in rod and/or cone photoreceptor cells whereas P470 is 
located in non-rod non-cone retinal neurons. Genetic analyses of knock-out mutant larvae revealed 
that P470 is a melanopsin-type photoreceptive molecule present in a subtype of inner retinal 
neurons. The background adaptation of larval zebrafish is likely to be regulated by multiple types 
of photoreceptive molecules present in both ‘classical’ and ‘non-classical’ retinal 
photoreceptor cells.

研究分野： 光生物学・感覚分子生理学

キーワード： 光生物学　ゼブラフィッシュ　体色変化　網膜　オプシン　摂餌　視覚　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境刺激に応答して体の一部を変化させる「体色変化」は、一世紀以上も前から多くの動物行動学者や生理学者
の興味を惹き付けてきた研究課題であるが、体色変化の光制御の分子メカニズムはほとんど明らかになっていな
かった。本研究で私たちは初めて、体色変化を制御する光受容分子の一つを同定することに成功した。今後この
光受容分子の発現細胞を起点とした神経回路解析等を行うことにより、脳内のどの領域が光情報処理に関わって
いるのかなど、個体レベルでの体色変化の光制御メカニズムに迫ることができると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動物の体表は様々な色・模様（体色）を呈しているが、真骨魚
類などの変温脊椎動物は様々な環境刺激、特に『光』に応答し
て体色を素早く変化させることが知られている。例えばヒラメ
やカメレオンは体色を背景そっくりに変化させること（背地適
応: 図１）により、捕食者や被食者から自己をカモフラージュ
する。真骨魚類の背地適応を制御する光感受部位は眼球に存在
することはほぼ一世紀前から知られていた [von Frisch 
1911]。従来、眼球の光受容細胞は視細胞のみであると認識されていたため、視細胞が体色変化
を光制御すると考えられてきた。しかし近年、ゼブラフィッシュの体色変化には視覚とは別の経
路が関与するという仮説が提唱された [Muto et al. 2005]。私たちもゼブラフィッシュ幼生に
おいて視細胞の選択的欠損実験を行い、背地適応には視細胞は必要でないことを明らかにして
いる[未発表]。このことから、網膜の「視細胞以外のニューロン」が体色変化の光制御に関与す
ることが強く示唆された。興味深いことに、ゼブラフィッシュ網膜の高次ニューロンの一部はロ
ドプシンに類似した光受容分子群（非視覚型オプシン）を発現することがわかっている [Kojima 
et al. 2000; 2008; Davies et al. 2011; Matos-Cruz et al. 2011]。これらの知見を考え合わせる
と、体色変化を光制御する光受容細胞は非視覚型オプシンを発現する網膜ニューロンである可
能性が高い（図２）。 
 一方、申請者は最近、ゼブラフィッシュの発生過程で体色変化パターンが「幼生型」から「成
魚型」へと変化することを見出した [Shiraki et al. 2010; 図３]。体表に色素細胞が顕在化する
２日齢幼生では、５日齢で見られる背地適応（成魚型）とは逆に、光依存的に体色が暗化した（幼
生型）。さらに、２日齢の体色暗化を駆動する光受容部位は、眼球ではなく、尾部（おそらく色
素細胞内）にあることがわかった。これらの結果から、どのような光受容分子が幼生型の体色変
化を駆動するのか、また、幼生型から成魚型への行動様式のスイッチングがどのようなメカニズ
ムで起こっているのか、が未解決の問題として浮かび上がってきた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、動物の光環境応答、とくに体色変化に関与する光受容分子・光受容ニューロ
ンを同定し、体色変化の光制御の最初期過程を明らかにすることである。申請者は最近、野生型
ゼブラフィッシュ幼生の体色変化の光作用スペクトルを測定することに成功し、この光応答に
は少なくとも２種類の光受容分子・光受容細胞が関与することが示唆された（図４）。そこで本
研究ではまず、この光作用スペクトル測定系を用いて視細胞欠損個体を解析することにより、視
細胞と他の網膜ニューロンがそれぞれ体色変化に寄与する度合いを検証する。次に体色変化を
制御する光受容分子の候補として、ゼブラフィッシュ眼球での発現が確認されている非視覚型

図１：真骨魚類の背地適応 

図２：網膜を構成する細胞群 図３：体色変化のスイッチング 

図４：背地適応における光作用スペクトル 
オプシン型光受容分子の鋳型スペクトルによるフ
ィッティングを行ったところ、416 nm および
470 nmにそれぞれ極大をもつ、２種類の仮想的
なオプシンが寄与することが示唆された。 



オプシン遺伝子群の中から、網膜高次ニューロンに発現する非視覚型オプシンを同定し、さらに
薬理学的な機能阻害実験等により候補遺伝子を絞り込む。これら候補遺伝子のノックアウト系
統を樹立し、非視覚型オプシンの体色変化への寄与を精査する。また、これら非視覚型オプシン
を発現する細胞が生体組織において光応答するかどうかを、イメージング装置を用いて検証す
る。以上の「成魚型」体色変化の光制御メカニズム解析とともに、「幼生型」体色変化に関与す
る光受容分子の同定・解析を行い、体色変化の光センシング機構が個体の発生過程でどのように
スイッチングするのかを、比較解析する。 

３．研究の方法 
 (1) ゼブラフィッシュ幼生の体色変化測定： 
ゼブラフィッシュ幼生（2もしくは 5日齢）を
アガロースゲル中に生きたまま無麻酔で保定
し、図５のような測定装置のステージにセット
した。赤外光とCCDカメラを用いて体色（メ
ラニン色素の分布）を経時的にイメージ取得
し、刺激光として可視光（白色光もしくは単一
波長光）を幼生の腹側から照射した。 
(2) ノックアウト系統の作製： CRISPR/Cas9
法を用いたゲノム編集により、視物質および非
視覚型オプシン遺伝子のノックアウト（KO）
ゼブラフィッシュ系統を樹立した。 
(3) 視細胞の選択的破壊： これまでの研究において樹立した、視細胞特異的に Nitroreductase 
(NTR) ‒mCherry 融合遺伝子を発現する組換えゼブラフィッシュ系統を用いた。この系統の幼
生に至適濃度のプロドラッグ（Mtz）を投与することにより、視細胞が選択的に破壊された個体
を作製した。 

４．研究成果 
 (1) 体色変化測定装置の改良： 本研究では様々な遺伝子型の個体群に対して、多数の刺激光条
件で体色変化を測定する必要があった。そこでまず、作業効率を高めるため、測定装置を改良し
た。具体的には、２種類の光源による照射を自動的に切替えるシステムを構築し、測定開始から
終了までを無人状態で半自動的に測定できるようにした。これにより測定精度も向上した。また
装置の増設なども行い、従来の４倍の個体数を測定することが可能となった。 
(2) 視細胞欠損個体の体色変化測定： これまでの私たちの研究により、５日齢幼生の背地適応
型の体色変化には、波長感度の異なる２種類の仮想的な光受容分子、P416 と P470 の関与が示
唆されていた（図４）。これらが視細胞に存在するか否かを検証するため、視細胞欠損個体を用
いて単一波長光の照射による体色変化の測定を行った。その結果、波長 500 nm の緑色光に対
する光応答性は正常であったのに対し、420 nmの紫色光に対する光応答が有意に減弱した。こ
のような波長依存性から、P416 は視細胞に存在し、一方、P470 は視細胞以外の網膜ニューロ
ンに存在することが強く示唆された。 
(3) メラノプシン遺伝子群の機能阻害実験： メラノプシン遺伝子群は470 nm 付近に吸収極大
をもち、ゼブラフィッシュ網膜の視細胞以外のニューロンに存在することが知られている。上述
の視細胞欠損個体の研究結果より、メラノプシン遺伝子群はP470 の有力な候補であると考えら
れた。そこで、哺乳類メラノプシンに対する阻害剤（Opsinamide）を用いた実験を行った。ま
ず、ゼブラフィッシュの 5 種類のメラノプシン遺伝子をそれぞれ培養細胞で発現させ、メラノ
プシンの光応答に対する Opsinamide の阻害効果を調べた。その結果、一部のメラノプシン遺
伝子を発現させた場合において、Opsinamide投与による光応答減弱が認められた。そこで次に、
Opsinamideを投与した５日齢幼生の体色変化を測定したところ、500 nmの緑色光に対する体
色変化量が有意に減少した。これらの結果から、これらメラノプシン遺伝子群のいずれかがP470
として体色変化の光制御に関与することが示唆された。 
(4) メラノプシン遺伝子群のノックアウト系統の体色変化測定： 上述のように、体色変化を光
制御する光受容分子P470 の有力な候補として、メラノプシン遺伝子群の関与が示唆された。そ
こで、ゼブラフィッシュの５種類のメラノプシン遺伝子群をターゲットとしてゲノム編集を行

図５：体色変化測定装置の概略
のスイッチング 



い、５種類のメラノプシン遺伝子すべてのノックアウト系統を樹立した。それぞれの系統のホモ
接合個体を取得して体色変化を測定し、野生型と比較したところ、ある単一のメラノプシン遺伝
子のノックアウト系統において緑色光に対する光応答性の減弱が見られることがわかった。こ
のメラノプシン遺伝子がP470 として体色変化を光制御すると考えられる（図６）。 

(5) 視物質遺伝子のノックアウト系統の体色変化測定： 上記(2)で述べたように、体色変化を制
御するもう一つの光受容分子P416は視細胞に存在すること、すなわち視物質であることが示唆
された。ゼブラフィッシュの視物質のうち、416 nmに吸収極大が最も近いのが、青色感受性の
錐体オプシン(sw2オプシン)である。そこで、CRISPR/Cas9法を用いたゲノム編集により、sw2
オプシン遺伝子のノックアウト系統を樹立した。この系統のホモ接合個体を取得して体色変化
を測定して野生型と比較したところ、青色光に対する体色変化量に有意な差は検出されなかっ
た。また、緑色感受性の錐体オプシン遺伝子発現を欠損する変異体 [Ogawa et al. PRSB 2015]
を用いて同様の実験を行なったが、青色光に対する応答に有意な差は見られなかった。 P416は
これらの錐体オプシンとは別の、視細胞に存在する光受容分子であると考えられる（図６）。 
 (6) 背地適応型の体色変化を制御するオプシン遺伝子の発現細胞の可視化： 上記 (4) で同定し
たP470相当遺伝子（メラノプシンの一つ）の発現細胞を可視化するため、この遺伝子プロモー
タ直下に蛍光タンパク質 Venus 遺伝子を結合した DNA コンストラクトを作製し、これを用い
て組換えゼブラフィッシュ系統を樹立した。その結果、この組換え個体の網膜において、P470
相当遺伝子を発現する細胞（一部の双極細胞）に Venus 由来の蛍光が観察された。また、従来
から背地適応の光制御に主要な役割を果たすと考えられている「背側網膜」において、P470 相
当遺伝子の発現がより強いことがこの解析によって明らかになった。さらにこのP470 発現細胞
の光応答測定に向けて、組換個体の網膜ニューロンを分散培養する条件を検討した。光応答測定
用の顕微鏡システムを用いた観察の結果、培養条件下で単離P470 発現細胞を特定することに成
功した。 
(7) 幼生型の体色変化における刺激光の波長依存性： ２日齢幼生は上述の成魚型とは異なる体
色変化（幼生型）を示す。幼生型体色変化を制御する光受容分子の波長特性を推定するため、２
日齢幼生において、420～580nm の単一波長の刺激光に対する体色変化を調べた。各波長にお
ける光強度と応答の大きさ（体色変化量）の関係を測定した結果、体色変化の波長依存性が成体
型とは明確に異なることが明らかになった。幼生型の体色変化には成体型とは別の光受容分子
群が関与すると考えられる。 
(8) 青と緑の錐体オプシンの遺伝子発現を制御する鍵分子の同定： 脊椎動物の祖先種は色セン
サー分子として４種類の錐体オプシン（紫・青・緑・赤）をもち、４色型の色覚が原型であると
考えられているが、青と緑の錐体オプシンが果たす役割やそれらの遺伝子制御の仕組みは謎に
包まれていた。動物の光環境応答の分子メカニズムを解明する一環として、網膜錐体に発現する
遺伝子群を機能解析した結果、青と緑の錐体オプシンの遺伝子発現を制御する鍵分子として、ホ
メオボックス型転写因子Six6 と Six7 を特定した。Six6 と Six7 の両者を欠損させると青と緑の
錐体オプシンの遺伝子発現が消失すること、また、これら錐体オプシン遺伝子近傍のゲノム領域
に Six6 と Six7 が結合することから、両者が協調的に遺伝子発現を制御することがわかった。さ
らに、Six6 と Six7 を欠損させると動物の摂餌能力が著しく低下することから、青色～緑色の波
長領域の視覚感度が動物の生存に重要な役割をもつことが示唆された。この成果は国際誌
[Ogawa et al. PNAS 2019] に報告した。 
 
 

図６：背地適応型の体色変化を光制御する光受容分子 
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〔図書〕（計4件） 
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② 小島 大輔 他（分担執筆），動物学の百科事典(丸善出版），pp 408-409，2018 
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ホームページ等 
https://researchmap.jp/daisuke_kojima/ 
 【researchmap, 小島大輔】 
http://www.biochem.s.u-tokyo.ac.jp/fukada-lab/index-j.html 
 【東京大学 大学院理学系研究科 生物科学専攻 神経機能生化学研究室】 
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