
 

 

論文内容の要旨 

 
 
 

ゼブラフィッシュをモデルとした光生理現象の分子解析 
（Molecular analysis of visual and non-visual photoreception in zebrafish） 

 

 

 

 

白木知也 

 

 

 

多くの動物にとって光は最も主要な情報源であり、視覚とともに概日時計の調節や体色変化と

いった様々な生理現象に利用している。脊椎動物は視覚の光受容細胞として、性質の大きく異な

る２種類の視細胞（桿体と錐体）をもつ。またこれらに加え、網膜の高次ニューロンや、松果体、

脳深部および色素胞などの眼外組織にも光受容細胞を備えており、視覚以外の光感覚に利用して

いる。私はこれらの多様な光受容がどのようなメカニズムで実現しているかを明らかにすべく、

ゼブラフィッシュをモデル生物として、（１）非視覚性の光生理現象として体色変化に着目した解

析、ならびに（２）視覚を担う光受容細胞である桿体と錐体の比較研究を行った。 

 

（１）ゼブラフィッシュ幼生における光依存的な体色変化 

非視覚性の光生理現象としては、概日時計、瞳孔反射、光周性、そして体色変化などが良く知

られている。マウスを用いた解析から、網膜神経節細胞に発現する視物質に類似したメラノプシ

ンという非視覚型オプシンが、概日時計や瞳孔反射の光入力に重要な役割を担っていることが示

されている。しかしながら、哺乳類は下等脊椎動物間で広く保存されている非視覚型オプシンの

多くを失っており、下等脊椎動物がもつこれら多くの非視覚型オプシンがいったいどのような生

理機能を担っているのかほとんど分かっていない。光生理現象の中でも、光依存的な体色変化は

変温脊椎動物に広く見られる現象であり、色素胞の凝集・拡散反応により引き起こされる。近年

の研究により光依存的な体色変化が視覚とは別の光入力経路を使う可能性が示唆され、非視覚型



 

 

オプシンの生理機能の一つなのではないかと

考えられた。そこで本研究では、非視覚型オプ

シンの出力候補として光依存的な体色変化に

着目した解析を行った。 

ゼブラフィッシュ幼生の体色変化の測定に

あたって、「生きたまま」かつ「動かない」よ

うに幼生を固定する条件を検討し、4%メチル

セルロースと 2%低融点アガロースの組み合わせ

で幼生を長時間生きたまま固定できることを見

出した。この条件において光依存的な体色変化の

測定を行った結果、体色変化のパターンが発生段

階に応じて変化することを見出した（図 1）。五

日齢においては体色の白色化、つまり黒色素胞の凝集応答が観察された。これは成魚でみられる

応答と同様のものであり、この応答は眼球を切除すると観察されなくなった。一方、二日齢にお

いては体色の黒色化、すなわち黒色素胞の拡散応答が観察され、この応答は単離した尾部におい

ても観察された。以上のことから、五日齢における光依存的な体色の白色化は眼球における光受

容に制御され、二日齢における黒色化は脳神経系を必要としない、おそらく色素胞内在の光感受

性に由来するものと考えられた。本研究において構築した体色変化測定系は、体色変化を制御す

る光受容分子の同定にむけて基礎となる成果であると考えられる。 

 

（２）桿体と錐体の差異を生み出す分子メカニズムの解析 
 脊椎動物の網膜には桿体と錐体という２種類の視細胞が存在し（図2）、各々の生理的役割

に応じて異なる光応答特性を示す。薄明視を担う桿体は、錐

体に比べて光刺激に対する感度が高く、一方、昼間視を担う

錐体は光応答からの回復が速いことが知られている。桿体が

高感度であることはより暗い所で機能するために有利であ

り、錐体が高時間分解能であることは明るい所で素早い物の

動きを捉えることに適していると考えられる。このように桿

体と錐体の機能分化は、多様な光環境下において適切な視覚応

答を示すために重要な役割を果たすと考えられるが、実際にど

のような分子がこれらの差異を生み出すのかに関しては未だ

明確な結論は得られていない。夜行性であるマウスの視細胞は

ほとんど（約97%）が桿体であり、桿体と錐体間の比較研究に

おいて必ずしも適したモデル生物とはいえない。そこで本研究

では、桿体と錐体をほぼ同数もつゼブラフィッシュを用いて、

桿体と錐体間の比較研究を進めた。 

図 1 ゼブラフィッシュ幼生における光依存的

体色変化 
二日齢では光依存的に体色が黒色化し、五日齢

では光依存的に体色が白色化する。 

図 2 光受容細胞の細胞形態の

模式図 



 

 

本研究では、桿体と錐体の光応答特性の差異を生み出す分子として、G 蛋白質受容体キナー

ゼ（GRK）に着目して解析を行った。光によって活性化された光受容分子オプシンは GRK に

よるリン酸化を受け不活性化へと導かれる。近年、コイ網膜より単離した桿体と錐体の間で光

活性化オプシンのリン酸化速度が比較され、錐体オプシンのリン酸化速度は桿体オプシン（ロド

プシン）の 20 倍以上であることが報告された。また私が所属する研究グループの先行研究から、

in vitro におけるゼブラフィッシュの錐体キナーゼ (GRK7-1) の活性を桿体キナーゼ (GRK1A) 

と比較すると、32 倍の Vmax を示すことが分かっている。このことから、「桿体と錐体における

GRK 活性の違いが、光応答性の違いに寄与する」可能性が高いと考えられた。そこで本研究では

この仮説を検証するために、錐体キナーゼ(GRK7-1)を桿体に異所的に発現するトランスジェニッ

クゼブラフィッシュ(GRK7-tg)を用いて、GRK7 が桿体の光応答特性に与える影響を解析した。 

まず吸引電極法を用いて桿体の単一細胞レベルにおける光応答を測定し、野生型と GRK7-tg の

桿体の性質を電気生理学的に比較解析した。その結果、GRK7-tg 桿体では、野生型の桿体に比べ

て光感度が約 1/8 に低下していることが分かった（図 3）。この GRK7-tg 桿体の「光感度の低下」

は予想していた効果と一致し、GRK1 と 7 の活性の違いは錐体と桿体の光感度特性に寄与すると

考えられた。さらに、GRK7-1 の桿体における異所的発現が個体レベルの視覚に影響を及ぼすか

どうかを調べるため、視覚性眼球運動（optokinetic response, OKR）を指標にして解析を行っ

た。従来の研究では、桿体に由来する OKR 成分を測定した報告はなかったため、独自に測定条件

の検討を重ねたところ、以下のような条件で桿体由来の OKR 成分を測定できることがわかった。

１）錐体経路の寄与を除くために、錐体が機能しない突然変異 (eclipse) をバックグラウンドに

もつ個体を用いて OKR 測定を行った。２）ゼブラフィッシュでは桿体経路に由来する網膜レベル

の光応答がみられるのは 21 日齢以降であることから、21 日齢の個体を OKR 測定に用いた。これ

らの条件で OKR 測定を行ったところ、OKR における眼球追随速度の光強度依存性が、GRK7-tg

個体ではコントロール個体と比較してより明るい方向へとシフトしていることを見出した

図 4 トランスジェニック個体における桿体経路

の視覚機能の光感度 
(A) OKR の測定系。白黒のドラムを回転させると

ゼブラフィッシュ幼生はドラムと同じ方向へ

と眼球を動かす。 
(B) 眼球追随速度と光強度の関係 

図 3 トランスジェニック桿体の光感度 
(A) 吸引電極を用いた桿体光応答の測定 
(B) 野生型と GRK7-tg 桿体の光応答における

刺激強度と光応答強度の関係 



 

 

（図 4）。個体レベルの視覚反応 (OKR) において GRK7-tg がより明るい光条件で反応すること

は、GRK7-tg 桿体の光感度が低下しているという細胞レベルでの結果と一致する。このことはま

た、視覚の第一段階である視細胞レベルにおける光感度の差異が、視覚の光感度の差異に寄与す

ることを示唆している。以上の結果から、錐体が桿体と比較してより明るい条件下において機能

するための光感度調節に、GRK7 が重要な役割を果たしていると考えられた。 

桿体と錐体の差異を生み出す分子メカニズムに関する研究は、主に光情報伝達関連蛋白質群に

着目して行われてきた。最近になり上述の GRK に関する私の研究以外にも、光受容分子や RGS9

複合体の種類や発現量の差異が少しずつ光応答特性へ寄与することが報告された。しかしながら、

これらの寄与はどれも小さく、全てあわせたとしてもそれだけでは桿体と錐体の光応答特性の大

きな違いを説明することは難しい。光応答特性に寄与すると考えられるもう一つの要因として、

細胞形態の差異が挙げられる。桿体と錐体はその名前からも分かる通り細胞形態の違いによって

分類されており、特に、光シグナル伝達系が存在する「外節」と呼ばれる部分の形態は両者で大

きく異なっている（図 2）。細胞形態の光応答特性への重要性を示唆する例として、夜行性ヤモリ

の桿体が挙げられる。この桿体は錐体型の光情報伝達関連蛋白質群を発現するが、桿体様の細胞

形態をもち桿体型の光応答を示す特殊な視細胞である。このように、桿体と錐体の光応答特性に

は光情報伝達関連蛋白質群の違いだけでなく、細胞形態を始めとした様々な差異が重要なファク

ターとして寄与する可能性がある。そこで私は、光受容細胞の機能分化を生み出す分子メカニズ

ムの包括的な理解を目指し、光受容細胞タイプ間の遺伝子発現を網羅的に比較解析した。硬骨魚

類の松果体光受容細胞は形態学的、生理学的に桿体や錐体と近縁、かつ原始的な光受容細胞であ

り、その細胞形態は錐体様である（図 2）。桿体や錐体の遺伝子発現を松果体細胞とも比較するこ

とにより、視細胞に共通の特徴を抽出するとともに、桿体特

有の細胞形態を生み出す因子を絞り込めると期待された。 

まず、桿体特異的、錐体特異的および松果体細胞特異的

にそれぞれ EGFP（緑蛍光蛋白質）を発現するゼブラフィッ

シュ系統をスタート材料にして FACS（Fluorescence 

Activated Cell Sorting）を行い、蛍光ラベルされた桿体・錐

体・松果体細胞をそれぞれ分取した。これらの細胞から抽出

した mRNA を用いてマイクロアレイ解析を行った（図 5）。

この解析から、光受容細胞タイプ間で発現量の異なる多くの

新規遺伝子を同定しており、今後、光受容細胞の多様性を生

み出す分子メカニズムの解明にむけて重要な知見を与える

と考えられる。 

図 5 光受容細胞タイプ間で発現量の大

きく異なる遺伝子数のベン図 
（プロープ数を表示） 


