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 研究成果の概要（和文）：哺乳類において概日リズムの光受容タンパク質として機能するメラノプシンについて、これまで困難とされていた培養細胞を用いた大量発現および分光学的・生化学的解析に成功した。さらに、ヒトに存在する多型変異を導入した変異型メラノプシンを作製し、その機能解析にも成功した。また、メラノプシンと同様、視覚以外の光受容に関与することが示唆されており、特に、哺乳類の脳など一般には光受容器官とは考えられていない組織で発現していることから非常に注目されているエンセファロプシン（Opn3）について、そのホモログの機能解析に成功し、Gi および Go 型 G タンパク質共役型光受容タンパク質として機能することを示した。 

 研究成果の概要（英文）：We succeeded in a large scale expression of a mammalian 

melanopsin, a circadian photoreceptor protein, and its polymorphic variant in cultured 

cells, and elucidated photochemical and biochemical characteristics of them. We also 

successfully analyzed homologues of another non-visual photopigment Opn3, which are 

expressed in various tissues considered to be nonphotoreceptive such as brain and liver.  

We found that Opn3 homologues act as photosensitive pigments and activate Gi- and 

Go-type G proteins in a light-dependent manner. 
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の発見につながると期待される。しかしながら、これまでヒトやマウスのメラノプシンを十分量調整することには誰も成功しておらず、その点がこの戦略の障害となっていた。 これまでに申請者は、困難とされていた様々な動物の光受容タンパク質の培養細胞発現系の構築およびタンパク質機能解析に成功してきた（Koyanagi et al., FEBS Lett. 

531, 525-528 2002; PNAS 101, 6687-6691 

2004; PNAS 105, 15576-15580 2008; 

Terakita et al., Nat. Struct. Mol. Biol. 11, 

284-289 2004; J Neurochem. 105, 883-890 

2008）。特にメラノプシンに関しては、頭索動物のホモログに注目することによって、初めてのタンパク質機能解析に成功し、現在知られているメラノプシンの一般的な性質の大部分を明らかにした（Koyanagi et al., 

Curr. Biol. 15, 1065-1069 2005）。 また、ヒトを含む多くの動物は、メラノプシン以外にも、視覚以外の光受容に関与する光受容タンパク質を複数もつことが知られている。その中でも、エンセファロプシン（Opn3）およびそのホモログは、哺乳類の脳や他の脊椎動物の肝臓や心臓といった、従来は光受容器官とは考えられていない組織で発現が認められることから、未知の光受容を担っていると想像されており、近年非常に注目されている。これら“非視覚系”光受容タンパク質の解析によって、視覚以外の未知の光受容の発見、さらには光受容が関わる新規の表現型多型の発見が期待される。 

 ２．研究の目的 本研究では、次の２点を目的とした。 （１）哺乳類の概日リズムの光受容タンパク質であるメラノプシンについて、培養細胞を用いた大量発現系および機能解析系を構築する。さらに、発現に成功した哺乳類メラノプシンを用いて、ヒトに存在する多型変異を導入した変異メラノプシンを作製し、同様に培養細胞での大量発現および機能解析を試みる。 （２）Opn3 のタンパク質レベルの機能解析はこれまで一切行われておらず、特に、一般的な光受容器官以外で発現していることから、本当に光受容タンパク質として機能するのかも不明である。そこで、Opn3 およびそのホモログについても、培養細胞発現系を用いて機能解析を試みる。 

 ３．研究の方法 （１）哺乳類メラノプシンの培養細胞を用いた大量発現系の構築 ①ヒトやマウスのメラノプシンは、生体内に微量にしか存在しないこと、培養細胞を用いたタンパク質発現が困難であることから、十分量の活性のあるメラノプシンを調整する

ことにこれまで誰も成功していなかった。そこで本研究では、これまで多様な光受容タンパク質の発現で培ったノウハウを駆使して哺乳類メラノプシンの大量発現系の構築を試みる。具体的には、さまざまな発現ベクターや培養細胞を試すとともに、私たちのこれまでの研究からメラノプシンの C 末端を短くすることによって、光受容タンパク質としての性質を変えることなく、タンパク質の発現量を飛躍的に上げることができることがわかっている（Terakita et al., J. Neurochem. 105, 

883-890 2008）ので、C末端の長さをさまざまに変更したメラノプシンを作製し、大量発現を行う。 ②哺乳類メラノプシンを用いたメラノプシンの多型解析 ヒトメラノプシンには、アミノ酸の変化をともなう多型が約 10種類存在し、また、ヒトメラノプシンに特異的なスプライスバリアントも見出されている。そこで、上述の大量発現系を用いて、ヒトメラノプシンの多型変異を導入した変異メラノプシンを作製し、機能解析を行う。具体的には、光受容タンパク質の特徴である、吸収する光の波長、活性化する G タンパク質の選択性や効率および細胞内局在を調べ、野生型と比較する。 （２）Opn3 ホモログの機能解析  メラノプシンとは別の非視覚系光受容タンパク質である Opn3 については、これまでいかなる生物のホモログの機能解析も行われていない。そこで、Opn3 については、哺乳類に限定せず、他の脊椎動物や無脊椎動物の Opn3 ホモログを含めて培養細胞を用いた大量発現を試み、Opn3 の性質の解明を行う。 

 ４．研究成果 （１）哺乳類メラノプシンの培養細胞発現系の確立  複数の哺乳類からメラノプシンをクローニングし、上述の実験条件を検討した結果、哺乳類メラノプシンの大量発現に成功した。発色団である 11 シス型レチナールを加えることによって光受容タンパク質を生成し、分光学的解析を行った結果、哺乳類メラノプシンは～485nmに吸収極大をもつ青色感受性光受容タンパク質であることが明らかとなった（図１）。さらに、上記の哺乳類メラノプシンに対して、ヒトメラノプシンの多型変異を導入した変異メラノプシンについても、同様の発現系を用いて大量発現に成功した。 （２）Opn3 ホモログの機能解析  ヒトを含め、多様な動物から Opn3 ホモログを単離し、培養細胞での発現を試みた結果、トラフグの TMT オプシンとハマダラカの
Opn3 の大量発現に成功した。11 シス型レチナールを添加し光受容タンパク質を生成し解析した結果、トラフグ TMT は~460nm に吸



 

 

収極大をもつ青色光感受性光受容タンパク質、ハマダラカ Opn3 は~500nm に吸収極大をもつ緑色光感受性光受容タンパク質であることが明らかとなった（図２）。 

 また、生化学的・細胞生物学的解析の結果、これら Opn3 ホモログは、Gi および Go 型 Gタンパク質を光依存的に活性化することが明らかとなった。これらの結果は、Opn3 が
Gi/Go 共役型光受容タンパク質であり、生体内で光センサータンパク質として機能しうることを示している。 さらに私たちは、ハマダラカ Opn3 が、光受容タンパク質の一般的な発色団である 11シス型レチナールのみならず、9 シス型や 13シス型のレチナールを発色団として結合し、
Gi/Go 共役型光受容タンパク質として機能することを見出した（図３）。興味深いことに、
11 シス型レチナールが網膜などの光受容器官のみに特異的に存在するのに対して、13 シ

ス型レチナールは生体内に普遍的に存在することが知られている。Opn3 はさまざまな動物において、脳や肝臓といった、一般的には光受容器官とは考えられていない組織に発現している。したがって、本研究の「Opn3が 13 シス型レチナールを発色団として光受容タンパク質として機能できる」という発見は、Opn3 が眼のみならず、ヒトを含むさまざまな動物の脳や肝臓などの器官において、未知の光受容を担っていることを示唆するものである（ Koyanagi et al., PNAS 110: 
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