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研究成果の概要（和文）：　本研究では、錐体・桿体の光受容部(外節)のおける脂質組成・タンパク質組成の違
いに着目し、これらの違いが細胞の光に対する応答 にどのような影響を与えるか解明することを目的とした。
　本研究では、まず、コイを材料として、脂質、タンパク質の組成の違いの詳細を解明した。次に、桿体と錐体
の間で見られたタンパク組成の違いが光応答に及ぼす影響を解析するため、特定のタンパク質を欠失させたとき
にどのような応答になるか調べることにし、遺伝子改変動物の作成を行った。また、脂質組成の違いが光応答に
及ぼす影響を解析するため、脂質組成を薬剤を使って変化させたときに酵素反応がどのように変化するかを解析
した。

研究成果の概要（英文）：     In this study, we aimed to investigate the effects of the differences 
in lipid and protein compositions in the outer segments of cone and rod photoreceptor cells on light
 responses.
     We succeeded to  isolate the outer segment membranes of rods and cones using carp retina. Using
 the isolated membranes, we elucidated the details of the differences in the compositions of lipids 
and proteins between rod and cone outer segments. Next, in order to analyze the effects of 
differences in protein composition, we made mutant zebrafish lacking  cone-specific proteins.  In 
addition, in order to analyze the effect of the difference in lipid compositions, we biochemically 
studied the dependencies of enzymatic reactions on lipid compositions.

研究分野：動物生理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
錐体と桿体で光に対する応答の仕方が異なる原因はなにか、について、従来、光を吸収してから細胞が電気的に
応答するまでに働く各種の酵素反応の効率に着目した解析が行われてきたが、本研究により、それ以外にも応答
に関与しうる要素の候補をあげることが出来た。この成果は、視細胞に限らず、細胞応答の様子がどのように決
まるのか、どのようにしたら変えることができるのか、を検討する上で役に立つと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の網膜には、錐体と桿体の二種類の視細胞が存在する。どちらの細胞も、光刺激を神

経情報に変換する働きを担っているが、両者の間で、光に対する感度や応答の持続時間は大きく
異なる。異なった様式で応答する二種類の細胞を使い分けることにより、我々は様々な光環境で
ものを見ることが出来る。 
その生理的な働きの重要性から、２種類の視細胞で応答の仕方が異なる原因となる分子基盤は

何なのかについては、多くの関心が寄せられている。このため、視細胞の応答機構については、
精製が容易な桿体で非常に詳しく調べられている。一方、錐体については、桿体の応答形成に関
わる各種タンパク質の錐体型ホモログが存在することがわかっており、このことから、応答を引
き起こす分子機構（光情報伝達機構）の根幹部分は錐体と桿体で同一であることがすでにわかっ
ている。同一の仕組みがあるにもかかわらず錐体と桿体で応答が異なる理由については、同一の
仕組みではあるものの、錐体は錐体型、桿体では桿体型のタンパク質が働いているために、分子
機構の働く速さなどが異なるためであろうと考えられてきた。実際、これまでの多くの研究から、
この仮説は妥当なものであることがすでに明らかになっている。 
ところが、あまりにもこの仮説の妥当性が強調されるあまり、錐体、あるいは桿体の応答形成

に独自の未知因子タンパク質が関わっている可能性や、錐体と桿体の間で見られる脂質組成の
違いが応答の違いに関わっている可能性については十分な検討がなされていない状況であった。 
 

２．研究の目的 
そこで、本研究では、錐体・桿体の光受容部（視細胞外節）におけるタンパク質・脂質の組成

の違いに着目し、これらの違いが錐体・桿体の応答の違いの一因となっているかどうかの検討を
行うこととした。 
 
３．研究の方法 
(1)錐体・桿体外節部の精製法の確立 
光応答に関わる因子の違いは、視細胞のなかでも、光を受容して電気的に応答することに特化

した部位である「外節」で見られるはずである。この部分を分析することにより、細胞全体をす
べて調べるよりも詳細な解析が可能になる。そこでまず、視細胞外節を精製する技術を確立した。 

 
(2)錐体・桿体外節におけるタンパク質組成、脂質組成の詳細な解析 
精製した錐体、桿体の外節の細胞膜に含まれるタンパク質、脂質の組成をそれぞれ LC-MS 法

で網羅的に検討した。 
 

 
(3)脂質組成が視細胞の光応答に及ぼす影響の解析 
錐体と桿体の外節で見られる脂質組成の違いが光応答に影響を及ぼすかどうか検討するため、

光情報伝達機構の酵素反応に脂質組成の変化が影響を及ぼすかを生化学的に検討した。今回の
研究では、いくつかの酵素反応の中で最も定量的な測定が可能な反応（視物質による G タンパ
ク質の活性化反応）について測定を行った。 

 
(4)タンパク質組成の違いが視細胞の光応答に及ぼす影響の解析 
錐体と桿体のタンパク質組成の違いを検討し、錐体・桿体のどちらかの外節に特異的に分布し

ているタンパク質の候補を同定した。次に、これらのタンパク質が実際に外節に存在するかどう
かを検討した。さらに、外節に存在した場合は、光応答に関わる可能性があるので、これらのタ
ンパク質の遺伝子改変動物をゼブラフィッシュで作成し、実際に光応答に関与しているかどう
かを検討することを試みた。 

 
 
４．研究成果 
(1) 錐体・桿体外節部の精製法の確立 
我々はすでに、魚類のコイの網膜から、錐体と桿体を生化学的な解析が十分行えるだけ分離・

精製する技術を確立している。この方法により精製した錐体・桿体から外節を精製することがで
きれば、外節のタンパク質組成、脂質組成を調べることが可能となる。 
桿体の外節については、網膜からショ糖密度勾配遠心法を用いて精製する技術が 1980 年代に

確立している。そこで、コイ網膜から分離精製した錐体・桿体を材料として、この方法と類似の
方法で外節をさらに精製することを試み、これに成功した（図１。雑誌論文③）。この成功によ
り、錐体・桿体のタンパク質組成、脂質組成を詳細に調べることが可能となった。ただ、残念な
がら、ショ糖密度勾配法では、水溶性タンパク質は失われてしまう。このため、この試料を使っ
たタンパク質の検討では、対象は膜タンパク質のみとなり、水溶性タンパク質については検討で
きない。これまでに、視細胞の応答形成に関わっているタンパク質のほとんどは膜タンパク質で



あることから、この試料を使った解析でも有
用な結果は期待できるものの、今後、より包
括的な解析を行うためには、水溶性部分も保
持した外節を精製する方法を確立する必要
がある。現在この方法については検討中であ
る。 

 
(2) 錐体・桿体外節におけるタンパク質組成、
脂質組成の詳細な解析 
錐体・桿体の外節膜に含まれるタンパク質

ののうち、膜に強固に結合しているものにつ
いてまず解析を行った。その結果、錐体外節
に存在するが桿体外節には存在しないタン
パク質の候補を 20 種あまり同定した（雑誌
論文③）。さらに、外節膜に弱く結合している
タンパク質についても解析を行い、膜構造に
関わると思われる錐体特異的なタンパク質
を同定することが出来た。 
次に、脂質組成の解析を行い、桿体では錐

体と比べて不飽和脂肪酸を含む脂質が多い
ことや、コレステロールの含有量が少ないこ
とを見出した。これらの結果は、神経組織の
脂質組成と桿体外節膜の脂質組成を比較した過去
の知見から予想はされていたものの、錐体外節に
関する知見がなかったことから、錐体と桿体で違
いがあるのかどうかについてはよくわかっていな
かった。今回の我々の解析により、その詳細が明ら
かになった。 

 
(3)脂質組成が視細胞の光応答に及ぼす影響の解析 
錐体と桿体の外節におけるコレステロールの含有量の違いが光応答に影響を及ぼすかどうか

検討するため、コレステロール結合試薬を使うことにより精製桿体外節の細胞膜に含まれるコ
レステロールの量を様々に変化させた試料を作成した。次に、これらの試料で視物質による G
タンパク質活性化反応の効率が異なるかどうかを測定した。この反応は、光受容タンパク質であ
る視物質が細胞内に情報を伝達する最初の反応であり、桿体では錐体と比べてその効率が５倍
程度高いことが知られている。この違いは、桿体で光に対する感度が高い原因になると考えられ
ている。この違いに、外節に含まれるコレステロール量が影響するかどうかを検討した。実験の
結果、桿体のコレステロールを錐体の外節膜と同じ程度に増やしても G タンパク質活性化効率
に変化はないことがわかった。この結果は、錐体と桿体の応答の違いにコレステロールの含有量
の差は大きな影響を及ぼしていないことを示唆している。その一方で、桿体膜のコレステロール
を元の量より減少させると著しく G タンパク質活性化効率が低くなることを見出した。この結
果は、コレステロールが視物質による G タンパク質活性化に必須であること示唆している。 
本研究ではさらに、不飽和脂肪酸の含有量を変化させた膜試料を作成し（再構成系）、視物質に

よる G タンパク質活性化反応の効率を測定した。その結果、視物質による G タンパク質活性化
に不飽和脂肪酸の濃度差の影響が無いことが示唆された。 
以上の結果より、錐体・桿体の間での脂質組成の違いは、視物質による G タンパク質活性化反

応の効率の違いの原因ではないことが示唆される結果が得られた。今後は、光応答に関わる他の
反応についても錐体と桿体の脂質組成の違いが影響を及ぼしているのかどうかについて検討し
ていく必要がある。 
なお、今後の研究の発展のため、G タンパク質が効果器タンパク質を活性化する機構について

検討を行ったところ、従来考えられているモデルとは異なる分子メカニズムが存在することを
示唆する結果を得た（雑誌論文①）。視細胞が光応答するときには、活性化された G タンパク質
が効果器タンパク質である cGMP ホスホジエステラーゼ（PDE と略記する）を活性化する反応
が必須である。このとき、G タンパク質は PDE の阻害サブユニット(PDEi とする)を触媒サブ
ユニット（PDEcat とする）から外すことにより PDE を活性化する。従来、この活性化のとき
には、G タンパク質は PDEcat に結合したままの PDEi に直に結合して PDEcat から引き剥が
す、と考えられていた。ところが、我々が検討したところ、すくなくとも可溶化した条件下にお
いてはこのような直接的な活性化は生じず、G タンパク質は PDEcat から自発的に解離した
PDEi に結合して PDEcat への再結合を阻害することにより間接的に PDE を活性化しているこ
とが明らかになった。ただし、in vivo では G タンパク質による PDE の活性化は細胞膜上で生
じる。このときは、可溶化条件よりも高い効率で PDE は活性化される。膜特異的な何らかの効
果が生じているものと考えられ、この効果についても今後解明する必要があると考える。 

 

図１：桿体(Rod)、錐体(Cone)からの外節の精製。 
コイ網膜から精製した桿体（A）、錐体（B）を破砕
した（C,D）あと、図に示した濃度(%(w/v))のショ糖
密度勾配で分画し、外節膜（E,F）および内節膜
（G,H）を得た。雑誌論文③より改変。 



(4)タンパク質組成の違いが視細胞の光応答に及ぼす影響の解析 
精製した外節に含まれるタンパク質を分析し、錐体外節・桿体外節それぞれに特異的に含まれ

るタンパク質をリストアップした。その結果、錐体外節特異的に存在するタンパク質の候補とし
て、neurocalsin delta B（以下、NCALB）が同定された。そこで、実際の細胞内でその局在を
確認したところ、意外なことに錐体の外節のみならず、錐体の細胞全体に存在した。しかしなが
ら、膜画分に局在するのは外節のみであり、外節膜においてなんらかの機能を果たすことが示唆
された（図２，雑誌論文③）。すなわち、錐体の応答に関わる可能性が高いと考えられた。この
ことから、NCALB のノックアウトをした遺伝子改変動物をゼブラフィッシュで作成し、その機
能を検討することにした。現在、ノックアウト個体の作成は終わっており、行動実験、および電
気生理学的な細胞の応答測定により解析を行っているが、いままでのところ明確な結論は得ら
れていない。 
ほかにも、桿体、錐体外節に特異的に局在していると思われる数種類のタンパク質について同

様の解析を行っており、今後、視細胞の光応答形成機能や外節の形態形成に働いているタンパク
質を同定することを目指している。 
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図２：錐体における NCALD の
分布。 
A:錐体細胞内の NCALD の分布
を、免疫組織化学的手法で観察
した。左のパネルは細胞の微分
干渉顕微鏡像。中のパネルは、内
節に存在するミトコンドリア特
異的なタンパク質(mAAT)の局
在。右のパネルは、NCALD の
局在を示す。B:ラベルした二次
抗体だけでは染色されないこと
を示す。C:精製した桿体（rod）, 
錐体（cone）の外節（OS）,内節
（IS）の膜画分を Western blot
すると、錐体の外節、内節両方に
NCALD の局在が見られた。D:
錐体の膜画分から表在性のタン
パク質を洗い流す処理をする
と、ほとんどの NCALD はなく
なってしまうが、極僅かに外節
に残留する。 
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