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研究成果の概要（和文）： 
	 動物の光受容システムを用いて、細胞応答や生理機能の多様化に結びつく分子メカニズ
ムを明らかにすることを目的とした。脊椎動物の桿体・錐体視細胞の応答特性の違いをも
たらす視物質の分子特性の違いを、遺伝子組換えマウスと精緻な in vitro実験系を駆使し
て明らかにし、その違いをもたらすアミノ酸残基の同定に成功した。また、分子系統的に
独立に多様化した非視覚機能を担うオプシン類を含めて分子特性の違いとそこに関わるア
ミノ酸変異を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have investigated the molecular mechanisms that underlie the diversity of cell 
responses and physiological functions, using the photoreceptive system of animals as a 
model system. Differences in molecular properties between rhodopsin and cone visual 
pigments are the molecular basis of the differences in photoresponse between rods and 
cones. We characterized differences in molecular properties by using genetically 
modified mice and extensive in vitro experiments. Additionally, we demonstrated 
unique properties of visual and non-visual opsins that have independently diversified, 
and identified the amino acid residues responsible for these properties.    
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１．研究開始当初の背景 
	 動物の視細胞では、視物質に始まる光シグ
ナル伝達系が機能し、光情報を細胞の電気的
応答に変換している。視細胞の応答特性は、
シグナル伝達系に関与する様々な機能性タ

ンパク質の多様化により規定されると考え
られるため、それら分子特性の比較が行われ
てきた。研究代表者らは、光を受容する視物
質（オプシン類）に注目し、視物質の違いが
脊椎動物の２種類の視細胞、桿体と錐体の応
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答特性にどのように関わるのか解析を行っ
てきた。 
	 薄明視を司る桿体は、光感度は高いが応答
速度は遅い。一方、昼間視・色覚を司る錐体
は、光感度は低いが応答速度は速い。最初に、
これら視細胞で機能する視物質遺伝子をク
ローニングし分子系統樹を作製したところ、
脊椎動物の視物質はまず 4つの錐体視物質の
グループに分岐し、そのうちの 1つのグルー
プから桿体視物質（ロドプシン）のグループ
が分岐してきたことを見いだした。そしてロ
ドプシンと錐体視物質の光反応過程を in 
vitroで比較したところ、両者の違いが桿体と
錐体の応答特性の違いとよく対応関係にあ
ることがわかった。また、この視物質の光反
応過程の違いは、ごく少数のアミノ酸残基の
変異によりもたらされることもわかった。次
に、in vitroで得られた視物質の分子特性の
違いが実際に視細胞応答の変化に結びつく
のか検討するため、桿体に錐体視物質を異所
的に発現させたノックインマウスを作製し、
その視細胞応答特性を電気生理学的に測定
した。その結果、錐体視物質を発現させると
桿体の応答特性が変化し、特に光感受性は
1/3に減少し、逆に暗ノイズは約 1000倍大き
くなることを見いだした。しかし、この遺伝
子組換えマウスは桿体における錐体視物質
の発現量が低いため、経時的に桿体が変性し
行動実験を行うことができなかった。また、
遺伝子組換えマウスにより得られた視細胞
応答の変化を、視物質の分子特性の違いで定
量的に説明し、その原因となるアミノ酸残基
を特定するには、多角的に in vitroで視物質
の分子特性を比較し、遺伝子組換えマウスに
還元する必要があった。 
	 また、無脊椎動物の視細胞にもロドプシン
は存在し、脊椎動物のものとは分子特性が大
きく異なる。さらに、動物は視覚以外にも光
環境変化を多様な形で利用し、これら非視覚
機能にもオプシン類が関わると考えられて
いる。研究代表者らは、これら多様なオプシ
ン類は、分子系統的に少なくとも７つのグル
ープに分類でき、その分子特性の変化に関わ
る重要なアミノ酸残基を探索・同定してきた。
しかし、ゲノム解析の進展により一次配列情
報は蓄積されるものの、生体内での含有量が
少なくリコンビナント体の作製が難しいた
め、分子特性や生理機能の解析が遅れている
オプシンもまだ多く残っていた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、動物の光受容システムを用い
て、動物の細胞応答や生理機能の多様化に結
びつく機能性タンパク質の分子特性の多様
化及びそれをもたらすアミノ酸残基変化を
明らかにすることを目的とした。 
	 具体的には以下の４点である。 

(1) 脊椎動物の桿体と錐体の光感受性の違い
をもたらす視物質の分子特性の違いとそ
の分子メカニズムを明らかにする。 

(2) 桿体が単一光子計測器として機能するた
めに、錐体視物質から分子進化してきたロ
ドプシンにどのようなアミノ酸残基の変
異が蓄積したのかを明らかにする。 

(3) 桿体における錐体視物質の発現量を増や
して行動実験が可能な遺伝子組換えマウ
スの作製を試みる。 

(4) 分子系統樹上で独立に進化したと考えら
れる多様なオプシン類についてその分子
特性を解析し、脊椎動物の視物質とどのよ
うに異なるのか比較することで、オプシン
の分子特性の多様化と生理機能の多様化
を結びつける。 

 
３．研究の方法 
	 脊椎動物の桿体・錐体視物質を含むオプシ
ン類の分子特性については、培養細胞でリコ
ンビナント体を最適化された条件により作
製し、独自に開発した分光学的・生化学的手
法等により解析を行った。 
	 遺伝子組換えマウスについては、ロドプシ
ン遺伝子座を錐体視物質遺伝子に置き換え
た BACコンストラクトを用意し、これを用
いてトランスジェニック系統を作製した。 
	 オプシン類の生体内での発現部位につい
ては、作製した特異的抗体を用いた免疫染色
法、または in situ hybridization法を用いて
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 桿体と錐体の光感受性の違いをもたらす
分子メカニズム解析 

	 視細胞の光感受性には、視物質の活性状態
の寿命と活性化効率が大きく関わると考え
られる。しかし、錐体視物質の活性状態の寿
命は短いため正確に評価することが困難で
あった。そこで、100マイクロ秒の時間分解
能を持つ微弱光測定装置を開発し、錐体視物
質の活性状態の寿命を生理的温度で評価す
ることに成功した。また、Ｇタンパク質由来
の蛍光を時間分解測定することにより、従来
は差がないと考えられていたロドプシンと
錐体視物質の活性化効率に違いがあること
もわかった。つまり、錐体における光感度の
低下の要因として、錐体視物質の活性状態の
寿命が短くかつ活性化効率が低下している
ことが挙げられた。 
	 また、視物質の分子特性は、測定する溶液
環境に大きく依存することがわかっている。
そこで、従来用いられてきた界面活性剤のな
い、ナノディスクに挿入した視物質を用意し
その分子特性を解析した。その結果、膜環境
中での視物質に極めて近い分子特性を示す
ことがわかった。この試料調製法を上記分光



 

 

測定技術と組み合わせることにより、活性状
態の性質の違いをもたらす分子メカニズム
を生理的環境に近い状態で解析できること
が期待できる。 
(2) 単一光子計測器として機能する桿体の分
子メカニズム解析 

	 錐体視物質を桿体に発現させると、暗ノイ
ズが約 1000倍大きくなった。つまり、単一
光子を認識するために重要な桿体の暗ノイ
ズの低減に、ロドプシンが重要な役割を果た
している。そこで、ロドプシンの低い暗ノイ
ズの分子メカニズムを解析した。通常は、遺
伝子組換えマウスを作製し電気生理学的に
細胞応答の変化を測定する方法がとられる
が、多く遺伝子組換えマウスを作製するのは
費用・時間の面から不可能である。 
	 そこで、光非依存的な視物質によるＧタン
パク質の活性化について、in vitroでＧタン
パク質への GTPγSの取り込みを定量的に評
価する系を確立した。その結果、ロドプシン
と錐体視物質の光非依存的な活性化効率の
比は、上記遺伝子組換えマウスで得られた値
を再現するものとなり、視物質由来の暗ノイ
ズを解析する良い実験系であることがわか
った。そしてこの視物質由来の暗ノイズの大
きさを決めるアミノ酸残基を解析したとこ
ろ、以前にロドプシンと錐体視物質の活性状
態の寿命を決定する残基として同定してい
たものが関わることがわかった。今後、この
実験系を用いてさらに分子メカニズムの解
析が進展すると期待できる。 
	 また別の方法として、視物質によるＧタン
パク質の活性化を一分子レベルで計測する
系の確立を行った。視物質に付加した蛍光ラ
ベルからのシグナルを指標として、活性状態
とその前駆体の平衡について、リアルタイム
での遷移を捉えることに成功した。この系を
利用して、一分子計測で視物質の熱活性化を
評価する実験系へ発展させられると期待で
きる。 
(3) 桿体における錐体視物質の発現量を増や
した遺伝子組換えマウスの作製 

	 マウス錐体視物質 cDNAをロドプシン遺
伝視座に導入した遺伝子組換えマウスでは、
錐体視物質の発現量が低く、経時的に視細胞
が変性していった。そこで、cDNAではなく
イントロンを含む錐体視物質遺伝子
（~24kbp）をロドプシン遺伝子座（~7kbp）
に導入した BACコンストラクト（~180kbp）
を作製し、トランスジェニック系統を作出し
た。約 15系統のトランスジェニック系統の
作出に成功し、上記ノックイン系統と掛け合
わせた後、錐体視物質の発現量を評価した。
しかし、すべての系統で、錐体視物質は元の
ロドプシンの約 20％以下の発現量しかなく、
視細胞の変性を止めることができなかった。 
(4) 多様なオプシン類の分子特性解析とその

比較 
	 研究代表者らは、脊椎動物のオプシン類が
進化する過程で、可視光受容に必要な対イオ
ンが Glu181から Glu113に変位したことを
明らかにしていた。この分子メカニズムに迫
ったところ、対イオンの必要ない紫外光受容
体において Glu113を獲得することで光感受
性が増大し、その後これを対イオンとして活
用するようになった、というモデルを示す結
果を得た。 
	 また、少なくとも７つに分類できるオプシ
ン類のうち、分子特性解析の進んでいなかっ
た Opn5について、リコンビナント体を作製
し吸収スペクトルを測定することに成功し
た。その結果、紫外光感受性で Gi型Ｇタン
パク質を活性化することがわかった。さらに、
ニワトリにおいて網膜以外に、時刻や季節の
認識に関わる脳内の松果体や視床下部室傍
器官に発現することがわかった。この Opn5
はヒトを含む脊椎動物に広く存在するため、
脊椎動物共通の紫外光感受システムの分子
基盤を提供し、ヒトも紫外光を感じている可
能性を示す世界で初めての結果であった。 
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