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研究成果の概要（和文）：脊椎動物は、明るい所で働く錐体と暗い所で働く桿体の２種類の視細胞をもつ。錐体
と桿体の光に対する感度は大きく異なる。本研究では、錐体・桿体の光受容部（外節）の脂質組成や構造・発現
タンパク質の違いが細胞応答の形成、特に感度の違いにどのような影響を及ぼすかを解明することを目的とし
た。その結果、桿体と錐体の脂質組成が異なることに対応して、外節におけるラフト様領域の分布が異なること
を示唆する結果をえた。また、錐体外節に特異的に発現していることが見いだされたタンパク質について、変異
体ゼブラフィッシュを用いた実験から、細胞応答に影響をおよぼしていることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Vertebrates have two types of photoreceptors: cones and rods. Cones and rods
 are responsible for daytime and nighttime vision, respectively. The sensitivity of cones and rods 
to light differs greatly. The purpose of this study was to determine how differences in lipid 
composition, structure, and expressed proteins in the outer segments of each cell affect the 
formation of cellular responses, particularly differences in sensitivity. The results suggest that 
the distribution of raft-like regions in the outer segment differs according to the differences in 
lipid composition of the rod and cone. Experiments with mutant zebrafish also suggested that 
proteins found to be specifically expressed in the cone outer segments affect cellular responses.

研究分野：動物生理学
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  １版

令和

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、従来考えられていた光情報伝達機構で働
くタンパク質のサブタイプの違い以外にも原因が存在することを示唆する結果を得られた。我々の視覚は、受容
体である視細胞の応答特性によって見え方が規定されるが、その成り立ちについて新しい視点が得られた。今後
の詳細な検討により、視細胞機能にかぎらず様々な細胞の応答の理解が深まり、また、その改変を検討するとき
に有力な手がかりを得られるのでは無いかと期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の網膜には、ものを見るために、光を神経情報に変換する働きを担う細胞である視細
胞が存在する (図 1)。視細胞には錐体と桿体の 2種類があることが知られている。錐体と桿体
では光に対する感度が異なる。桿体の感度は錐体よりも１００倍から１０００倍ほど高い。我々
の視覚が、きわめて広い光強度のレンジで破綻なく機能するのは、感度の異なる２種類の視細胞
を使い分けることができるからである。このため、この感度のちがいを生み出す仕組みは、我々
の視覚を支える分子メカニズムとして長年にわたり研究の対象となってきた。 
 錐体と桿体が光に対して応答する際に働く細胞内情報伝達機構は、応答形成機構、応答終息機
構とも共通の仕組みがあることが知られておる。その一方で、仕組みは同じであっても、錐体・
桿体それぞれで働いているタンパク質は、それぞれの細胞独自のタイプのものである（サブタイ
プが異なる）。したがって、仕組みは同じだが、酵素反応の効率は異なるであろうことが予想さ
れた。実際、我々が魚類のコイから分離精製
した錐体・桿体を用いてそれぞれの反応効
率を測定したところ、いくつかの応答に関
わる反応で効率が異なることがわかった。
この違いにより、光シグナルを増幅する程
度が錐体では桿体より低くなり、結果とし
て低い感度をもたらすと考えられている。 
 しかし、錐体と桿体で酵素反応の効率が
異なる原因については十分に理解が進ん
でいない。上記のように錐体と桿体の酵素
のサブタイプの違いがあることが第一の
原因と思われたため、複数の研究グループ
が受容体・Gタンパク質・受容体キナーゼ
について錐体・桿体型のサブタイプを入れ
替える実験を行ったものの、効果は限定的
なものであった。このような背景から、私
は、錐体・桿体で発現している酵素のサブ
タイプの違いの他に、応答の違いをもたら
す何らかのファクターがあるのでは無いか
と考えるようになった。 
 
２．研究の目的 
前述のような背景のもと、本研究では、視細胞において、応答形成機構が存在する光受容部（外
節、図 1参照）の脂質組成や構造・発現タンパク質の違いが細胞応答の性質、特に感度の違いに
どのような影響を及ぼすかを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
以下に、[1]~[3]の各解析についてその手法を述べる。 
［１］脂質組成が視物質による Gtの活性化反応の効率に及ぼす影響の解析 
 これまでの申請者らの研究から、桿体では錐体よりもコレステロールの含有量が 5−10倍ほど
低く、さらに不飽和脂肪酸の含有量は 1.5倍ほど高いことがわかっている。このような脂質組成
の違いが、応答形成過程、その中でも特に視物質による三量体 Gタンパク質（Gt）の活性化効
率に影響するかどうかを、生化学的な方法により検討することにした。コレステロールの影響は、
錐体・桿体の外節膜に含まれるコレステロールの量をコレステロール結合試薬（MβCD）で増減
させたとき、酵素反応の効率がどのように変化するかにより検討した。不飽和脂肪酸の影響につ
いては、不飽和/飽和脂肪酸を持つさまざまな合成リン脂質を外節の膜に加えた際に酵素反応の
効率がどのように変化するかを検討した。 
 
［２］錐体・桿体における視物質周辺の脂質環境の解析 
 脂質組成は外節の膜で一様ではなく、視物質が活性化されると、特異な脂質環境がそのまわり
に構築されることが指摘されている。それがどのような脂質環境であるかを、研究分担者である
妹尾が開発した IRIMS法(Immunologically Restricted Ionization Mass Spectrometry)を用い
て解析することを試みた。これに加え、錐体・桿体の外節のラメラ膜中でラフト様領域がどのよ
うに分布しているのかを、ラフト親和性の蛍光ラベル脂質を視細胞に添加することにより可視
化して観察した。 
 
［3］新規錐体特異的タンパク質が応答に及ぼす影響の解析 
 錐体外節に特異的に見いだされたプロミニンと NeurocalcinδB1)について、応答に及ぼす影

 

図１：コイ桿体と錐体。精製した細胞とその模
式図、各部名称、および 答応 の性質を示す。 



響を解析することにした。解析のために、ゼブラフィッシュの当該タンパク遺伝子に
CRISPR/Cas により変異を導入し、ノックアウト個体を作成することを試みた。ノックアウト
個体で視細胞応答がどのように変化するのかは、稚魚の視機性眼球反応（Optokinetic Response; 
OKR)および成魚の網膜電位図法（ERG)で検討することにした。 
 
 
４．研究成果 
［１］脂質組成が視物質による Gtの活性化反応の効率に及ぼす影響の解析 
 精製したコイ桿体視細胞の外節膜をコレステロール結合試薬（MβCD）で処理することにより、
元のコレステロールの濃度を 0.2~7倍の範囲で変化させた。次に、調製した膜に、精製した桿体
視細胞特異的な三量体 Gタンパク質（Gt）を加え、膜に含まれる活性型光受容タンパク質（ロ
ドプシン）がどれくらいの効率で Gtを活性化するかを測定した。 
 その結果、桿体の膜コレステロール含有量を錐体なみに上昇させても Gt の活性化効率は全く
変化しないことがわかった。一方、コレステロール濃度を元の濃度の 0.2 倍程度に下げると Gt 
の活性化が全く生じなることが分かった。 
 従来、視細胞外節膜内のコレステロール濃度は、光受容タンパク質（ロドプシン）の活性化状
態に対して影響を与える可能性が分光学的解析から指摘されていたが、実際の活性化には余り
影響をあたえていないこと、しかし、一定以上の濃度は Gt 活性化に必須であることが分かった。 
 さらに、精製したコイ桿体視細胞外節膜を界面活性剤で可溶化した後、コイ錐体と同様の不飽
和脂肪酸濃度にまで不飽和脂肪酸を持つリン脂質を添加し、その後、透析で界面活性剤を除去す
ることにより、錐体膜組成に近いリポソーム（光受容体タンパク質は含まれている）を再構成し
た。この膜に精製した Gt を添加して、膜に含まれる活性型光受容タンパク質（ロドプシン）が
どれくらいの効率で Gtを活性化するかを測定した。その結果、不飽和脂肪酸組成のみを錐体に
似せても、脂質のヘッドグループの組成と不飽和脂肪酸組成両方を錐体に似せても、Gt の活性
化効率にほぼ影響を及ぼさないことが明らかになった。  
 以上のことから、錐体と桿体とでは外節における脂質組成は異なっているものの、桿体外節の
脂質組成そのものを錐体の様に変えただけではGt活性化に及ぼす影響はみられないことが明ら
かになった。すなわち、当初の仮説は証明できなかった。もし、脂質組成が応答に影響を及ぼす
としたら、Gt 活性化以外のどこかの過程か、あるいは別の要因（それぞれの細胞に特有な脂質
分布）によるのかもしれない（項目［2］を参照）。 
 
［２］錐体・桿体における視物質周辺の脂質環境の解析 
 2019 年、神戸大学の林らはカエル桿体の外節のラメラ膜において、脂質や光応答に関わるタ
ンパク質が一様には分布しておらず、分子ごとに特徴的な分布をしていることや、その分布が光
刺激で変わることを示した 2)。このような外節における応答関連因子の特徴的な細胞内局在は、
細胞応答になんらかの影響を及ぼしていると考えられる。このような局在が錐体と桿体で異な
っているかどうかを当初 IRIMS 法で検討する予定であったが、サンプル調製、および条件設定が

図 2: 脂質分布の観察結果。従来報告されていない桿体での脂質分布が

確認され、さらに、錐体では違った結果が得られている。 



定まらなかったため、蛍光ラベル分子での観察を行うことにした。 
 応答形成に関わるタンパク質はいずれも膜表在性、あるいは膜貫通型のタンパク質である。し
たがって、どのように細胞内で分布するのかは、細胞膜を構成する脂質の組成分布によって影響
を受けることが知られている。特に、飽和脂肪酸を持つリン脂質（ラフト親和性脂質とよぶ）や
コレステロールが集まって作る流動性の低い領域（ラフト様領域）は、シグナル伝達に関わる分
子が集まる場所として注目されている。 
 そこで、ラフト親和性脂質に蛍光ラベルを付加したものを調製し、これを精製したカエルおよ
びゼブラフィッシュの錐体に添加することにより、錐体・桿体でラフト様領域がどこに分布する
のかを計測した。その結果、桿体では、外節外周部に特徴的にスポット状のラフト様領域が認め
られたが、錐体ではそのような分布は見られなかった(図 2)。このような桿体に特徴的な分布は、
応答形成になんらかの影響を及ぼし、錐体との違いの原因となり得ると考えられるため、現在、
それを検証する実験を行うことを計画している。 
 
 
［3］新規錐体特異的タンパク質が応答に及ぼす影響の解析 
 錐体外節に分布することが新規に同定されたプロミニン、および NeurocalcinδB について、
それぞれの遺伝子を CRISPR/Cas9 により編集し、当該タンパク質のノックアウト個体を作成す
ることを試みた。 
プロミニンについては、研究開始時の目標としたタンパク質であり、はじめに着手したが、ノ
ックアウト変異を導入することに手間取り、現在に至るまで実験に供する個体を十分量得るこ
とが出来ていない。今後、検討を行っていきたい。  
一方、NeurocalcinδBについては、2塩基欠失のノックアウト変異を導入・選別することに成
功した。得られたノックアウト個体につ
いて、視覚機能に影響を及ぼしているか
どうかを検討するため、視機性眼球反応
（Optokinetic Response; OKR)に変化
が生じるかどうかを検討した。その結
果、生後 6日の稚魚について、比較的薄
暗いところでのOKRが野生型と比べる
と安定しないことを見いだした。従来、
このタンパク質については、視細胞には
発現しておらず、網膜では二次ニューロ
ン以降に発現しているといわれていた
が、その分布を検討したところ、むしろ
視細胞につよく発現していることが分
かった（図 3）ことから、変異体での
OKR の変化は錐体での neurocalcinδB
の欠失によると考えられる。実際に視細
胞の応答にどのような影響を及ぼして
いるのかは、ERG 法による詳細な検討
が必要であるが、現在、変異に伴う変化
が安定的に観測される光条件の検討を
行っている。今後、条件設定が終了した
ら、詳細にその変化を解析し、
neurocalcin δB の機能を明らかにし
たい。 
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図 3：ゼブラフィッシュ網膜における 
neurocalcinδBの局在。 
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