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「脳内光受容とサーカディアンリズム」

１．研究実施の概要

本研究プロジェクトにおいては、光という刺激が脊椎動物の脳内に引き起こすさ

まざまな生理的変化の分子メカニズム解析を進めている。具体的には、光情報が概

日時計の位相を調節するメカニズム（概日時計の光同調）、および脳内光受容の実体

と日長識別の分子メカニズム（光周性）を中心テーマとし、光受容体・光情報伝達

経路・時計発振系という３点に焦点を絞った研究を推進している。まず光受容体か

らのアプローチとしては、概日リズムの光位相同調や光周性（季節性の日長変化の

識別）を支配すると考えられる新たな光受容蛋白質（脳深部ロドプシン・脳深部ピ

ノプシン・脳深部および網膜水平細胞VALオプシン・松果体エクソロドプシン）を

同定した。また、松果体、網膜および脳深部における光情報伝達分子の解析を進め、

概日時計への光入力系が脊椎動物の視覚の光情報伝達経路とは異なる経路から成る

ことを示した。概日時計の発振系へのアプローチとしては、MAPキナーゼが時計発

振系に重要な役割を果たすことを明らかにするとともに、ニワトリ松果体から一群

の時計遺伝子を単離した。この過程で、発振系を構成すると考えられる新規の転写

因子を同定した。

２．研究実施内容

平成11年度は、ニワトリ松果体における概日時計の光同調経路を探るため、光受

容分子側からの光情報伝達経路を調べ、GqタイプのG蛋白質を介した新しい情報伝

達経路が存在することを示した。また、概日時計の位相シフトを起こすような光刺

激に伴いMAPキナーゼが脱リン酸化されることを見出した。これらの成果の上に立

ち、Gq経路の下流にMAPキナーゼの脱リン酸化をひき起こすような未知の経路が存

在し、その下流でMAPキナーゼが時計分子の活性を制御するというモデルを想定

し、これを検証すべく、まず松果体に発現する時計遺伝子を単離した。これと並行

して、ゼブラフィッシュを用いた松果体時計機能の解析系の構築を目指した。具体

的には、これまでに同定した松果体の光受容蛋白質エクソロドプシン遺伝子の上流

領域を単離し、この領域が松果体特異的な遺伝子発現を導き得ることを示した。

－808－



　【松果体細胞における概日時計発振の分子機構】

ニワトリ松果体から時計遺伝子を単離するために、PCRによる部分配列の単離

とcDNAライブラリーのスクリーニングを行った。その結果、時計発振系の「負

のフィードバックループ」を構成すると推定される３種類のコンポーネント

PERIOD, CLOCKおよびBMALの全長cDNAの単離に成功した。これら時計遺伝子

のmRNA量の松果体における日内変動をノザンブロット解析等によって調べた結

果、いずれのmRNA量も概日リズムを示すことがわかった。この転写量の概日リ

ズムは、ニワトリ松果体細胞を分散培養しても観察されたことから、単一の松果

体細胞に内在する概日時計によって転写調節の支配を受けていることがわかっ

た。この遺伝子クローニングの過程で新規の時計遺伝子Bmal2を同定し、これが

CLOCK と共にE-Boxを介して転写を正に制御することを見出した。

一方、MAPキナーゼのリン酸化リズムはニワトリ松果体のみならずウシガエル

網膜やマウス視交叉上核（SCN）においても観察されたことから、MAPキナーゼ

のリン酸化リズムは時計細胞に普遍的な現象であり、時計発振系において共通の

役割を果たす可能性が示唆された。なかでも、マウスSCNにおいては既報

［Obrietan et al .（1998）］と異なり、領域によって位相の異なる複数のリン酸化リ

ズムが観察された。また主観的夜における光刺激は、さらに別のSCN領域のMAP

キナーゼのリン酸化を誘導することから、時計発振系に関与するMAPキナーゼと

光入力系に寄与するMAPキナーゼが別の細胞で独立の活性変化を示す可能性が

示唆された。

　【ゼブラフィッシュ脳内の光受容蛋白質】

我々が新たに見出したエクソロドプシンは、ゼブラフィッシュ松果体に特異的

に発現する光受容分子である。ゼブラフィッシュはトランスジェニック個体の作

成が可能なので、松果体をターゲットとした個体レベルでの遺伝子導入を行ない、

機能修飾を施した松果体の解析が期待できる。そこでこれまでに、ゼブラフィッ

シュから松果体エクソロドプシンおよび網膜ロドプシンの遺伝子上流（プロモー

タ）領域を単離し、これらにGFPを繋いだレポータコンストラクトを作成した。

これらをゼブラフィッシュ受精卵に導入して一過性の発現を調べた結果、エクソ

ロドプシンプロモータ・ロドプシンプロモータは、それぞれ松果体・網膜におけ

る部位特異的なGFPの発現を誘導した。現在、各組織特異性を決定づけるエレメ

ントの同定を試みると共に、松果体における特定分子の機能阻害を目指したトラ

ンスジェニック個体の作成を開始した。

私共が同定したもう一つのゼブラフィッシュ脳内オプシン（VALオプシン）は、

かつてサケ眼球において見つかっていたVAオプシン（機能不明）の新規スプライ

スバリアントであった。興味深いことに、VALオプシンは間脳中央部の第三脳室
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に面した少数の細胞群に局在する。古くから、この狭い脳領域には体色を制御す

る光センサーが存在することが知られていたが、その実体は永らく謎であった。

VALオプシンがその分子実体と考えると、オプシンに「体色の制御」という新た

な機能が見つかったことになる。また驚くべきことに、VALオプシンは網膜の

（視細胞ではなく）水平細胞にも存在することを見出した。従来、網膜では視細

胞のみが光感受性をもつと考えられてきただけに、『水平細胞の光感受性が如何な

る生理機能と結びついているのか』という疑問は、視覚研究のみならず神経科学

の研究領域においても非常に興味深い今後の研究課題である。

　【ハト脳深部の光情報伝達経路と脳脊髄液におけるメラトニンリズム】

本プロジェクトの前半で我々は、光周性の光受容中枢と考えられるハト脳深部

（外側中隔）において光受容蛋白質ロドプシンが発現していることを発見した。

この知見に基づき、ハト脳深部に網膜類似の光情報伝達経路を仮定し、さらなる

解析を進めた。その結果、外側中隔の脳脊髄液接触ニューロンにおいてロドプシ

ンと桿体型トランスデューシンが共局在していることを明らかにした。続いて、

トランスデューシンの情報下流にあると推定されるcGMP- ホスホジエステラー

ゼ（PDE）およびcGMP依存性カチオンチャネル（CNGC）の遺伝子を検索し、桿

体型PDEおよび錐体型CNGCの発現を見出した。これと並行して、ハト外側中隔

の脳脊髄液接触ニューロンが接する側脳室にマイクロダイアリシスプローブを留

置し、脳脊髄液のモニタリングシステムを完成した。これを用いてまず、側脳室

内の脳脊髄液中に含まれるメラトニン含量を経時的に調べたところ、明暗条件下

では暗期に高く明期に低い日内変動を、さらに恒暗条件下でも概日リズムを示す

ことが判明した。現在、長日／短日条件下でのリズム測定を行い、メラトニンが

日長識別に（例えばメディエータとして）関与する可能性を検討している。
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