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第 4 章 条鰭綱における Opn4 遺伝⼦の多様化過程 
 

4-1 結果 
 
4-1-1 シンテニー解析 
 
 Opn4 遺伝⼦については、真⾻⿂類が持つ５つの遺伝⼦のうち１つ (Opn4m2) がイントロ
ンを含まない。そこで、条鰭綱の進化過程の中でいつ Opn4m2 を獲得したのかを明らかにす
るため、条鰭綱の中でも⽐較的古くに分岐したと考えられている⿂類のゲノム情報から、
Opn4 遺伝⼦のレパートリーとゲノム上の位置を調べた。具体的には、⾮真⾻⿂類のポリプ
テルス⽬ (ポリプテルス・セネガルス及びアミメウナギ)、チョウザメ⽬ (コチョウザメ及び
ヘラチョウザメ)、ガー⽬ (スポッテッドガー) と真⾻⿂類のアロワナ上⽬ (アジアアロワ
ナ) のゲノムで Opn4 遺伝⼦を⽐較した (図 4-1)。Opn4m2 遺伝⼦は、アジアアロワナのゲノ
ムにおいては、tmx3 遺伝⼦の上流に位置しており、3R WGD で重複したパラロガスなシン
テニーブロック上には存在しない。スポッテッドガーのゲノムからは Opn4m2 遺伝⼦が 1 遺
伝⼦⾒つかり、共通のシンテニーブロック上に存在していた。またチョウザメ⽬の２種 (コ
チョウザメ及びヘラチョウザメ) においては、周辺遺伝⼦の逆位や転移などの再構成が起こ
っているが、共通のシンテニーブロックを 2 つ⾒出すことができ、両⽅に Opn4m2 の偽遺伝
⼦が存在していることが確認できた。これらはチョウザメ科及びヘラチョウザメ科特異的
な全ゲノム重複 (4R) によりそれぞれ重複したパラログ遺伝⼦であると考えられる 77。な
お、コチョウザメ及びヘラチョウザメの Opn4m2偽遺伝⼦では共通して 26番⽬に終⽌コド
ンが⽣じている (図 4-2)。このことから、Opn4m2 の偽遺伝⼦化はチョウザメ科及びヘラチ
ョウザメ科が分岐する前の、チョウザメ⽬の共通祖先において起こった可能性が⽰唆され
る。⼀⽅で、ポリプテルス⽬の 2 種 (ポリプテルス・セネガルス及びアミメウナギ) のゲノ
ムからは Opn4m2 遺伝⼦が⾒つからず、対応するシンテニーブロック内に存在しないこと
も確認できた。このことから、Opn4m2 遺伝⼦はポリプテルス⽬の分岐後に retroduplication

で獲得されたと考えられる。 

 コピー元の intron-containing Opn4m 遺伝⼦については、条鰭綱において共通して、usp54

遺伝⼦と ldb3 遺伝⼦の間という系統間でよく保存されたシンテニーブロック内に存在する
ことが確認できた。Opn4x 遺伝⼦については、真⾻⿂類のアジアアロワナのゲノム上では、
pdlim5 遺伝⼦の上流に位置しており、スポッテッドガーのゲノムにおいても共通のシンテ
ニーブロック上に Opn4x 遺伝⼦が存在していることが確認できた。⼀⽅で、ポリプテルス
⽬及びチョウザメ⽬のゲノムからは Opn4x 遺伝⼦が⾒つからず、対応するシンテニーブロ
ック内に存在しないことも確認できた。このことから、Opn4x 遺伝⼦はポリプテルス⽬とチ
ョウザメ⽬でそれぞれ独⽴に喪失したと考えられる。以上の結果から、Opn4 遺伝⼦のレパ
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ートリーは、条鰭綱において retroduplication、全ゲノム重複、及び遺伝⼦喪失によって系統
ごとに独⽴に多様化しているということがわかった。 

 

 

図 4-1 条鰭綱の Opn4 遺伝⼦レパートリーの⽐較 
条鰭綱における intron-containing Opn4m遺伝⼦ (ストライプ⼊りの⻘⾊⽮印)、intron-less Opn4m

遺伝⼦ (桃⾊⽮印)、及び intron-containing Opn4x 遺伝⼦ (ストライプ⼊りの緑⾊⽮印) に隣接す
るオーソログ遺伝⼦の⽐較。Opn4遺伝⼦の遺伝⼦座に隣接する遺伝⼦は数字を⼊れた⽩⾊⽮印
で⽰した。網掛けは偽遺伝⼦であることを⽰す。各遺伝⼦の名称は以下の通りである：ubiquitin 

specifi c peptidase 54 (usp54) (遺伝⼦ 1), LIM domain binding 3 (ldb3) (遺伝⼦ 2), PX domain containing 

1 (pxdc1) (遺伝⼦ 3), solute carrier family 22 member 23 (slc22a23) (遺伝⼦ 4), docking protein 6 (dok6) 

(遺伝⼦ 5), thioredoxin related transmembrane protein 3 (tmx3) (遺伝⼦ 6), hematopoietic prostaglandin 

D synthase (hpgds) (遺伝⼦ 7), PDZ, and LIM domain 5 (pdlim5) (遺伝⼦ 8).  各遺伝⼦の略称はシー
ラカンスのシンテニーブロックの図上に記した。⼆重斜線は遺伝⼦座の省略を⽰す。 

 

 
20           30 
 |....|.... |.... 

B. taurus Rh1   VRSPFEAPQY YLAEP 
L. oculatus Opn4m2  PISEDINPFP TVEVP 
A. ruthenu Opn4m2-1  TVPEVT*PFL TVDGQ 
A. ruthenu Opn4m2-2  TVPEVT*LFP TVDVQ 
P. spathula Opn4m2-1  TVPEVT*PFP TVDVQ 
P. spathula Opn4m2-2  TVPEVT*PFP TVMLA 
 

図 4-2 チョウザメ⽬の Opn4m偽遺伝⼦のアミノ酸配列の⽐較 
ウシ ロドプシン (B. taurus Rh1, K00506)、スポッテッドガー Opn4m2 (L. oculatus Opn4m2, Gene 

ID: 102695598)、コチョウザメ Opn4m2 偽遺伝⼦ (A. ruthenu Opn4m2-1, 117400101;Opn4m2-2, 

117394593)、及びヘラチョウザメ Opn4m2偽遺伝⼦ (P. spathula Opn4m2-1, 121307772) のアミノ
酸配列を、Clustal Wを⽤いてアラインメントした 61。配列上にウシ ロドプシンの対応するアミ
ノ酸番号を記した。なお、ヘラチョウザメ Opn4m2-2については、whole-genome shotgun sequence 

(JADDYA010000170.1: 127199–127727) を対象とした BLAST検索により発⾒した。  
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4-1-2 発現領域解析 
 
4-1-2-1 網膜における発現領域解析 
 次に、条鰭綱において Opn4 遺伝⼦レパートリーが多様化したことに伴って、各 Opn4 遺
伝⼦の局在に違いが⽣じたのかを調べるため、⾮真⾻⿂類 (ポリプテルス・セネガルス、シ
ベリアチョウザメ、及びスポッテッドガー) と真⾻⿂類 (メダカ及びゼブラフィッシュ) の
網膜において in situ hybridization による解析を⾏った (図 4-3, 図 4-4)。 

 ポリプテルス・セネガルスの Opn4m 遺伝⼦は、外網状層 (OPL) に隣接する細胞の多くで
発現シグナルが検出され、これらは⽔平細胞であると推測される (図 4-3 A,B)。また内顆粒
層 (INL) や神経節細胞層 (GCL) に位置する⼀部の細胞でも発現が⾒られ、これらはアマ
クリン細胞、双極細胞、或いはミュラー細胞、及び神経節細胞であると推測される。同様に
シベリアチョウザメの Opn4m1 の mRNA シグナルも、OPL の多くの細胞と、INL や GCL の
⼀部の細胞で検出された (図 4-3 C,D)。これらに加えて、シベリアチョウザメの Opn4m1 の
mRNA シグナルは、網膜⾊素上⽪ (RPE) でも検出された。 

 スポッテッドガーにおいては、intron-containing Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m1) は OPL の多く
の細胞と、INL や GCL の⼀部の細胞で検出され、ポリプテルス・セネガルスとシベリアチ
ョウザメの intron-containing Opn4m 遺伝⼦の局在パターンと⼀致していた (図 4-3 E, F)。ま
た、スポッテッドガーの Opn4m1 の RPE での発現も、網膜の眼底において確認できた (図
4-3 K-O)。⼀⽅、intron-less Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m2) の発現シグナルが検出されるのは、OPL

の少数の細胞に限られており、Opn4m1 遺伝⼦を発現する細胞に⽐べて Opn4m2 遺伝⼦を発
現する細胞は少なかった (図 4-3 G, H)。なお Opn4x の mRNA シグナルについては、OPL に
て弱く検出されるとともに、INL や GCL の⼀部の細胞で検出され、局在パターンは Opn4m1

と類似していた (図 4-3 I, J)。 

 次に、真⾻⿂類 (メダカ及びゼブラフィッシュ) の網膜における Opn4 遺伝⼦の局在を⽐
較した (図 4-4)。メダカにおいては、intron-containing Opn4m 遺伝⼦のうち、Opn4m1 は OPL

の多くの細胞と INL の⼀部の細胞に、Opn4m3 は INL と GCL の⼀部の細胞で mRNA シグ
ナルが検出された (図 4-4 A, B, E, F)。intron-less Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m2) の mRNA シグナ
ルについては、OPL の⼀部の細胞にのみ検出された (図 4-4 C, D)。これらメダカの Opn4m

遺伝⼦の局在パターンは、⾮真⾻⿂類のガー⽬で観察されたものと⼀致している (図 4-3)。
⼀⽅ゼブラフィッシュの網膜においては、Opn4m2 の mRNA シグナルが OPL で強く検出さ
れ、Opn4m2 遺伝⼦を発現する細胞が多いことが分かった (図 4-4 M, N)。また Opn4m1 は
INL の⼀部の細胞に、Opn4m3 は OPL と INL の⼀部の細胞に発現していることが確認でき
た (図 4-4 K, L, O, P)。このゼブラフィッシュでの発現領域解析は先⾏研究でも⾏われてお
り、その結果は本研究の結果と⼀致する 43,44,78。これらの結果から、Opn4m 遺伝⼦の mRNA

の網膜での発現パターンは真⾻⿂類の種によって異なり、⾮真⾻⿂類のスポッテッドガー
では限局的である intron-less Opn4m 遺伝⼦の発現は、ゼブラフィッシュの網膜においては増
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加しているということが分かった。 

 また Opn4x 遺伝⼦については、いずれの真⾻⿂類においても、Opn4x1 及び Opn4x2 の
mRNA は共に INL の⼀部の細胞に発現し、Opn4x1 よりも Opn4x2 の⽅がより強い発現シグ
ナルが検出された (図 4-4 G-J, Q-T)。スポッテッドガー、メダカ、及びゼブラフィッシュに
おける Opn4x 遺伝⼦の局在パターンを⽐べると、INL の⼀部の細胞に局在するという条鰭
綱で共通点が⾒出された。 

 

 

 

図 4-3 ⾮真⾻⿂類の網膜における Opn4 遺伝⼦の発現分布 
A–J,ポリプテルス・セネガルス intron-containing Opn4m遺伝⼦ (A, B)、シベリアチョウザメ intron-

containing Opn4m1 遺伝⼦ (C, D)、並びにスポッテッドガーintron-containing Opn4m1 遺伝⼦ (E, 

F)、intron-less Opn4m2遺伝⼦ (G, H)、及び intron-containing Opn4x遺伝⼦ (I, J) の mRNAの網
膜における発現分布。これらの切⽚では、各オプシンの mRNAの発現を antisense probe (A, C, E, 
G, I) 或いは sense probe (B, D, F, H, J) により検出した。  K–F, スポッテッドガーintron-

containing Opn4m1 遺伝⼦の mRNA の網膜全域における発現分布。これらの切⽚では、Opn4m1

遺伝⼦の mRNAの発現を antisense probe (K, M, L) 或いは sense probe (L) により検出した。K中
の腹側 (E)、眼底 (M)、及び背側 (O) をそれぞれ拡⼤した図を合わせて⽰した。 Scale bar: 200 

μm (K, L), 20 μm (A–J, M, O) 
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図 4-4 真⾻⿂類の網膜における Opn4 遺伝⼦の発現分布 
A–J, メダカ Opn4m1遺伝⼦ (A, B)、Opn4m2遺伝⼦ (C, D)、Opn4m3遺伝⼦ (E, F)、Opn4x1遺
伝⼦ (G, H)、及び Opn4x2遺伝⼦ (I, J) の mRNAの網膜における発現分布。  K–T, ゼブラフィ
ッシュ Opn4m1遺伝⼦ (K, L)、Opn4m2遺伝⼦ (M, N)、Opn4m3遺伝⼦ (O, P)、Opn4x1遺伝⼦ 

(Q, R)、及び Opn4x2遺伝⼦ (S, T) の mRNAの網膜における発現分布。これらの切⽚では、各
オプシンの mRNAの発現を antisense probe (A, C, E, G, I, K, M, O, Q, S) 或いは sense probe (B, D, 

F, H, J, L, N, P, R, T) により検出した。 Scale bar: 20 μm 

 

 

  



 
 

55 

4-1-2-2 脳における発現領域解析 
 さらに、⾮真⾻⿂類 (ポリプテルス・セネガルス、シベリアチョウザメ、及びスポッテッ
ドガー) と真⾻⿂類 (メダカ及びゼブラフィッシュ) の脳においても in situ hybridization に
よる解析を⾏い、Opn4 遺伝⼦の局在を調べた (図 4-5, 4-6, 4-7)。 

 まず⾮真⾻⿂類においては、終脳、間脳、及び中脳において mRNA シグナルを検出した。
具体的には、ポリプテルス・セネガルスにおいては、終脳の腹側野 (Vv)、視索前野 (POA)、
及び間脳の視床 (Th) の細胞で Opn4m 遺伝⼦の発現が確認された (図 4-5 A-F)。シベリアチ
ョウザメにおいては、終脳の背側野 (Dm)、視索前野 (NPOp) の脳脊髄液接触ニューロン、
及び間脳の視床下部 (AT, PVO) で mRNA シグナルが検出された (図 4-5 G-L)。スポッテッ
ドガーの 3 種類の Opn4 遺伝⼦ (Opn4m1, opn4m2, Opn4x) については終脳、間脳、及び中脳
においてそれぞれ異なる発現パターンが⾒られた (図 4-6)。Opn4m1 については、嗅球 (OB)、
終脳の腹側野 (Vv)、視索前野 (POA)、間脳の視床下部 (PNH)、及び中脳の視蓋 (OT) で
mRNA シグナルが検出された (図 4-6 A-H)。Opn4x については、終脳 (Vv) 及び間脳の⼿綱
核 (dHb) で mRNA シグナルが検出された (図 4-6 Q-X)。しかし intron-less Opn4m (Opn4m2) 

については、これらの脳領域では mRNA シグナルが検出されなかった (図 4-6 I-P)。 

 

 

 

図 4-5 ポリプテルス・セネガルス及びシベリアチョウザメの脳における Opn4 遺伝⼦の発
現分布 
A–L, ポリプテルス・セネガルス Opn4m遺伝⼦ (A–F) 及びシベリアチョウザメ Opn4m1遺伝⼦ 

(G–L) の mRNA の脳における発現分布。これらの切⽚では、各オプシンの mRNA の発現を
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antisense probe (A, C, E, G, I, K) 或いは sense probe (B, D, F, H, J, L) により検出した。Scale bar: 

200 μm M, N,  ポリプテルス・セネガルス (M) 及びシベリアチョウザメ (N) の脳の側⾯図。
斜線はそれぞれ A, B (line 1)、C, D (line 2)、 E, F (line 3)、G,H (line 4)、I, J (line 5)、K, L (line 6) 

の切断⾯を⽰す。 

 

 

 
図 4-6 スポッテッドガーの脳における Opn4 遺伝⼦の発現分布 
A–X, スポッテッドガーOpn4m1 遺伝⼦ (A–H)、Opn4m2 遺伝⼦ (I–P)、及び Opn4x 遺伝⼦ (Q–

X) の mRNAの脳における発現分布。これらの切⽚では、各オプシンの mRNAの発現を antisense 

probe (A, C, E, G, I, K, M, O, Q, S, U, W) 或いは sense probe (B, D, F, H, J, L, N, P, R, T, V, X) に
より検出した。Scale bar: 200 μm Y, スポッテッドガーの脳の背⾯図。斜線はそれぞれ A, B, 

I, J, Q, R (line 1)、C, D, K, L, S, T (line 2)、 E, F, M, N, U, V (line 3)、G, H, O, P, W, X (line 4) の
切断⾯を⽰す。 
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 次に、真⾻⿂類 (メダカ及びゼブラフィッシュ) の脳における Opn4 遺伝⼦の局在を⽐較
した (図 4-7)。Opn4m 遺伝⼦については、メダカにおいては広範囲で mRNA シグナルが検
出された (図 4-7 A-F)。特に Opn4m2 は、嗅球 (OB)、終脳の背側野 (Dm)、腹側野 (Vd, Vs, 

Vv) 及び視索前野 (POA)、間脳の視床 (Th) 及び視床下部 (VT, AT, PT, NRP, IL)、中脳の視
蓋 (OT)、加えて⼩脳の⼩脳体 (CCe) という広範囲で mRNA シグナルが検出された (図 4-

6 C, D)。また Opn4m1 は終脳の腹側野 (Vd, Vs, Vv) 及び視索前野 (POA)、間脳の視床下部 

(VT, AT, PT) に、Opn4m3 は終脳の腹側野 (Vv) 及び視索前野 (POA)、間脳の視床 (Th)、⼿
綱核 (dHb)、及び視床下部 (VT, AT, PT, IL) に mRNA シグナルが検出され、基本的に Opn4m2

の発現場所と重複していた (図 4-7 A, B, E, F)。⼀⽅ゼブラフィッシュにおいては、Opn4m2

の mRNA シグナルは松果体でのみ検出され、Opn4m1及び Opn4m3 遺伝⼦の⽅が、終脳 (Dm, 

POA) 及び間脳 (vHb, Th, AT, Hv) のより広範な領域で mRNA シグナルが検出された (図 4-

7 K-P)。ゼブラフィッシュの脳内での Opn4 遺伝⼦の発現レベルは極めて低いとの先⾏研究
の報告があるが、本結果はそれと⼀致する 22。したがって、Opn4m 遺伝⼦の mRNA の脳で
の発現パターンは、真⾻⿂類の種によって異なり、⾮真⾻⿂類のスポッテッドガーでは⾒ら
れなかった intron-less Opn4m 遺伝⼦の発現が、メダカにおいては脳の広範囲へと拡⼤してい
るということが分かった。 

 また Opn4x 遺伝⼦についても、メダカとゼブラフィッシュとの間で発現パターンに違い
が⾒られた (図 4-6 G-J, Q-T)。例えば終脳の背側野 (Dm) の吻側の表層部分には、メダカで
は Opn4x2 が発現している⼀⽅で、ゼブラフィッシュでは Opn4x1 が発現していた。また、
メダカの Opn4x 遺伝⼦は視索前野 (POA) 及び間脳視床下部 (AT, PT) においても発現が確
認されたが、ゼブラフィッシュの Opn4x 遺伝⼦の mRNA シグナルは終脳 (Dm) を除いて検
出されなかった。以上のことから、真⾻⿂類においても Opn4 遺伝⼦は終脳、間脳、及び中
脳に発現するという⾮真⾻⿂類と保存されたパターンは⾒出されるものの、各パラログ遺
伝⼦がどのように局在しているかは、種によって異なるということがわかった。 
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図 4-6 真⾻⿂類の脳における Opn4 遺伝⼦の発現分布 
A–J, メダカ Opn4m1遺伝⼦ (A, B)、Opn4m2遺伝⼦ (C, D)、Opn4m3遺伝⼦ (E, F)、Opn4x1遺
伝⼦ (G, H)、及び Opn4x2遺伝⼦ (I, J) の mRNAの脳における発現分布。 K–T, ゼブラフィッ
シュ Opn4m1遺伝⼦ (K, L)、Opn4m2遺伝⼦ (M, N)、Opn4m3遺伝⼦ (O, P)、Opn4x1遺伝⼦ (Q, 

R)、及び Opn4x2遺伝⼦ (S, T) の mRNAの脳における発現分布。これらの切⽚では、各オプシ
ン遺伝⼦の mRNAの発現を antisense probe (A, C, E, G, I, K, M, O, Q, S) 或いは sense probe (B, D, 

F, H, J, L, N, P, R, T) により検出した。Scale bar: 200 μm  
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4-1-3 タンパク質分⼦の性質の解析 
 
 最後に、条鰭綱の Opn4 遺伝⼦の発現場所だけではなく、それがコードするタンパク質分
⼦の性質にも違いがあるのかを調べるため、Opn4 タンパク質の性質の⽐較解析を⾏った。
ポリプテルス・セネガルス、シベリアチョウザメ、スポッテッドガー、及びメダカの Opn4

のリコンビナントタンパク質を HEK293S 細胞で発現させ、11-cis 型レチナールを添加して
光受容タンパク質を調製した。本研究では、Opn4 タンパク質の発現量を⾼めるため、先⾏
研究に倣って C 末端領域のアミノ酸を切除したリコンビナントタンパク質を⽤いた 53。な
お、オプシン類の中で脊椎動物の Opn4 と分⼦系統的に近縁である頭⾜類のロドプシンにお
いて、C 末端領域の切除はタンパク質の光反応性に影響を与えないという先⾏研究がある 
79,80。また、C 末端を切除したマウス Opn4 のリコンビナントタンパク質の吸収スペクトル
は、マウス網膜の Opn4 発現神経節細胞から得られた電気的応答の波⻑依存性と⼀致してい
る 53,81。したがって、本研究においても、C末端の切除は条鰭綱の Opn4 の光反応性に対し
て⼤きな影響を及ぼさないものと考える。 

 まず、条鰭綱 Opn4 の吸収スペクトルを解析した。ポリプテルス・セネガルス及びシベリ
アチョウザメの Opn4 については、精製タンパク質を調製することができなかった。これは、
タンパク質の安定性が低いためであると考えられる。そこで、光受容タンパク質を発現させ
た細胞膜から、1% DDM で可溶化させることで取得した抽出サンプルに対し、30 mM の
hydroxylamine 存在下で⻩⾊光を照射し、光照射前から光照射後のスペクトルの差を計算す
ることで差吸収スペクトルを算出した (図 4-9 A, B)。この差吸収スペクトルに基づき、Opn4

遺伝⼦の λmaxを算出したところ、ポリプテルス・セネガルスの Opn4m は 473 nm、シベリア
チョウザメの Opn4m1 は 479 nm といずれも⻘⾊光感受性を⽰した。スポッテッドガー及び
メダカの Opn4 については、精製タンパク質を調製することができ、吸収スペクトルを解析
した。その結果、スポッテッドガーの Opn4m (Opn4m1 及び Opn4m2) は、Opn4x に⽐べて
⻑波⻑側に吸収極⼤があった (図 4-9 C)。メダカにおいても同様に、Opn4m (Opn4m1, Opn4m2, 

Opn4m3) は Opn4x (Opn4x1, Opn4x2) に⽐べて⻑波⻑側に吸収極⼤があった (図 4-9 D)。し
たがって、条鰭綱 Opn4 の吸収スペクトルには、Opn4m の λmax (470–480 nm) が Opn4x の λmax 

(450–470 nm) に⽐べて⻑波⻑シフトしているという共通の分⼦特性が確認できた。なお、
これらの λmax は先⾏研究で報告されている他の脊椎動物の Opn4 タンパク質の λmax とも⼀
致するものである 43,53,82,83。 
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図 4-9 条鰭綱の Opn4 の吸収スペクトルの測定 
A, B ポリプテルス・セネガルスの Opn4m (A, λmax = 473 nm) 及びシベリアチョウザメの Opn4m1 

(B, 479 nm) の差吸収スペクトル。Opn4を発現させた細胞膜から 1% DDMにより可溶化させる
ことで取得した抽出サンプルに対し、30 mMの hydroxylamine存在下で⻩⾊光を照射し、光照射
前から光照射後のスペクトルの差を計算することで差吸収スペクトルを算出した。C, D, スポッ
テッドガーの Opn4m1 (λmax = 482 nm)、Opn4m2 (477 nm) 及び Opn4x1 (461 nm) (C)、並びにメダ
カの Opn4m1 (487 nm)、Opn4m2 (482 nm)、Opn4m3 (480 nm)、Opn4x1 (463 nm)、及び Opn4x2 (474 

nm) (D) の吸収スペクトル。1% DDMで可溶化させて取得した抽出サンプルをアフィニティーカ
ラムクロマトグラフィーにかけることで Opn4 の精製タンパク質を調製し吸収スペクトルを測
定した。 
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 さらに、条鰭綱の Opn4 タンパク質の G タンパク質活性化能についても解析した。Opn4

は⼀般的に Gq 型 G タンパク質を活性化し、細胞内 Ca2+濃度の上昇を光依存的に誘導する 
56,84,85。そこで、HEK293S 細胞にカルシウムセンサータンパク質 (イクオリン) を導⼊し、
発光に基づいて細胞内 Ca2+濃度の変化を測定するレポーターアッセイにより、条鰭綱の
Opn4 タンパク質の Gq 型 G タンパク質の活性化能を評価した。C末端を切断し Rho1D4エ
ピトープ配列をつなげたポリプテルス・セネガルス、シベリアチョウザメ、スポッテッドガ
ー、及びメダカの Opn4 リコンビナントタンパク質をそれぞれ HEK293S 細胞に発現させ、
⻘⾊光照射を⾏ったところ、いずれの Opn4 の場合でもイクオリン発光量が光照射後に上昇
した (図 4-10)。したがって、条鰭綱のもつ Opn4 は、コードする遺伝⼦のイントロンの有無
に関わらず、いずれも⻘⾊光依存的に細胞内 Ca2+濃度の上昇を誘導するという共通の分⼦
特性を持っていると考えられる。 

 

 

 
図 4-10 条鰭綱の Opn4 の Gq型 G タンパク質の活性化能の評価 
A–D,ポリプテルス・セネガルス (A, Opn4m)、シベリアチョウザメ (B, Opn4m1)、スポッテッド
ガー (C, Opn4m1, Opn4m2, Opn4m3)、及びメダカ (D, Opn4m1, Opn4m2, Opn4m3, Opn4x1, Opn4x2) 

の Opn4タンパク質による細胞内 Ca2+濃度の光依存的な変化。Ca2+濃度依存的なイクオリンタン
パク質の発光量変化は、5秒間の⻘⾊ LED光 (450 nm) 照射により誘導した。グラフは 2回の独
⽴の測定データの平均値を⽰し、算出した標準偏差をエラーバーにより⽰した。なお、コントロ
ールとしてオプシン遺伝⼦を導⼊していない細胞での結果を併せて⽰した (mock)。 
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4-2 考察 
 

 本章の研究では、条鰭綱の進化過程においてイントロンを含まない Opn4 遺伝⼦がいつ獲
得され、重複した Opn4 遺伝⼦がどのように使い分けられてきたのかという多様化過程を明
らかにすることを⽬的とし、条鰭綱のなかで真⾻⿂類よりも古くに分岐した⾮真⾻⿂類 (ポ
リプテルス⽬、チョウザメ⽬、及びガー⽬) 並びに真⾻⿂類の種を対象とした解析を⾏った。
ゲノム情報を⽤いたシンテニー解析の結果から、intron-less Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m2) を持つ
のはチョウザメ⽬以降の種であり、retroduplication はポリプテルス⽬の分岐後に起こったと
考えられた。また、ガー⽬と真⾻⿂類の共通祖先の Opn4 遺伝⼦のレパートリーは Opn4m1・
Opn4m2・Opn4x の 3 種類であったところ、真⾻⿂類ではさらに全ゲノム重複を経て Opn4m1

と Opn4x1 が重複することで、Opn4m 遺伝⼦ 3 種類 (Opn4m, Opn4m3, Opn4m2) と Opn4x 遺
伝⼦ 2 種類 (Opn4x1, Opn4x2) の合計 5 種類へと Opn4 遺伝⼦のレパートリーが拡⼤してい
る。タンパク質分⼦の特性解析の結果から、コードする遺伝⼦のイントロンの有無に関わら
ず、条鰭綱の Opn4 タンパク質はいずれも⻘⾊光感受性であり、光依存的に Gq 型 G タンパ
ク質を活性化できるという共通の性質を持つことが分かった。⼀⽅ in situ hybridization によ
る発現領域解析において、Opn4m2 遺伝⼦は、⾮真⾻類のスポッテッドガーでは網膜の OPL

に隣接する⼀部の細胞のみという極めて限局した発現パターンを⽰すのに対し、メダカで
は脳の前側領域に広く発現し、ゼブラフィッシュでは網膜の⽔平細胞に強い発現シグナル
が検出された。このことから、ガー⽬の分岐以降の真⾻⿂類の系統内では、Opn4m2 遺伝⼦
の活⽤範囲が他の Opn4 遺伝⼦よりも拡⼤している傾向があると考えられる。 

 なお、Opn4 遺伝⼦の発現パターンには、解析した種間で共通している点も確認できた。
例えば網膜においては、解析した全ての条鰭綱の種で OPL に隣接する⽔平細胞に発現が⾒
られた。このことから、⽔平細胞での Opn4 による光受容は、条鰭綱において共通した機能
である可能性が⽰唆される。また脳においても、終脳、間脳、及び中脳の⼀部の神経細胞に
発現が⾒られた。いくつかの先⾏研究において、ゼブラフィッシュ幼⿂の脳における Opn4

による光受容が、⾏動の制御に関わるということが⽰されている 86,87。今後さらに Opn4 の
⽣理機能との関わりについての解析が進展すれば、条鰭綱において拡⼤した Opn4 遺伝⼦レ
パートリーがどのように使い分けられているのかの解明に近づけると期待される。 

 以上のことを踏まえて、条鰭綱における Opn4 遺伝⼦の多様化の進化モデルを纏めた (図
4-11)。条鰭綱の共通祖先は、2 種類の intron-containing Opn4 遺伝⼦ (Opn4m, Opn4x) を持っ
ていたと考えられる。ポリプテルスの分岐後に、Opn4m 遺伝⼦の retroduplication で intron-

less Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m2) を獲得したが、この時点ではこのイントロンを含まない新規
遺伝⼦の利⽤は極めて限定的であり、主に祖先型のイントロンを含む Opn4m1 遺伝⼦の⽅
が機能していたと考えられる。しかし真⾻⿂類の共通祖先において、3R WGD によってさら
に Opn4 遺伝⼦のレパートリーが拡⼤するのに加え、種ごとに Opn4m2 遺伝⼦の活⽤が拡⼤
したと考えられる。 
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図 4-11 条鰭綱の Opn4 遺伝⼦の多様化過程 
条鰭綱の共通祖先は 2 種類のイントロンを含む Opn4 遺伝⼦ (Opn4m, Opn4x) を持っていた
と考えられる。ポリプテルスの分岐後に、イントロンを含む Opn4m 遺伝⼦の retroduplication

によりイントロンを含まない Opn4m 遺伝⼦ (Opn4m2) が獲得されたが、チョウザメ⽬では
偽遺伝⼦化し、ガー⽬でもこの retrogene の利⽤は極めて制限されていた。ポリプテルス⽬
及びチョウザメ⽬では、Opn4x 遺伝⼦もそれぞれ独⽴に喪失した。⼀⽅真⾻⿂類の共通祖先
において、真⾻⿂類特異的全ゲノム重複によって Opn4 遺伝⼦のレパートリーがさらに拡⼤
するのに加え、Opn4m2 遺伝⼦の利⽤が種ごとに拡⼤したと考えられる。 
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第 5 章 全体の考察と今後の展望 
 

 本研究では、脊椎動物の中で条鰭綱が例外的に持つ、イントロンを含まないロドプシン及
び Opn4 遺伝⼦がどのようにして獲得され、使われてきたのかを明らかにするための解析を
⾏った。第３章及び第４章の結果を⽐較すると、retroduplication による遺伝⼦重複の時期が
いずれもポリプテルス⽬の分岐後で⼀致すると考えられる (図 3-17, 図 4-11)。またロドプ
シンでは、retroduplication で獲得されたイントロンを含まないロドプシン遺伝⼦は、⾮真⾻
⿂類ではイントロンを含むロドプシン遺伝⼦と同じく視覚の光受容体としての機能を担う
⼀⽅で、真⾻⿂類では祖先型のイントロンを含むロドプシン遺伝⼦に代わって視覚の光受
容体として機能するようになっていた。イントロンを含まない Opn4 遺伝⼦についても、⾮
真⾻⿂類では発現が限定的である⼀⽅で、真⾻⿂類では発現量が増加したり発現領域が拡
⼤したりしていた。すなわち、いずれのオプシンにおいても、真⾻⿂類ではイントロンを含
まない遺伝⼦がコピー元のイントロンを含む遺伝⼦の機能を代替し活⽤するという傾向が
ある。したがって真⾻⿂類は、条鰭綱の進化の初期に retroduplication により獲得した遺伝⼦
を機能的に活⽤し、光センサーを多様化させているということが分かった。 

 条鰭綱において、イントロンを含まないオプシン遺伝⼦は、ロドプシンと Opn4 の他にも、
グッピー (Poecilia reticulate) などが含まれる真⾻⿂類のカダヤシ⽬が持つ⻑波⻑感受性錐
体視物質 (LWS / MWS) の中にも存在する 27,88。カダヤシ⽬の⿂は 4 つの LWS 遺伝⼦ (LWS-

1, LWS-2, LWS-3, LWS-4) を持つが、そのうちの⼀つ (LWS-4) が、祖先型のイントロンを含
む遺伝⼦から retroduplication により獲得したと考えられる遺伝⼦である。カダヤシ⽬ LWS

のアミノ酸配列を⽐較すると、181 番⽬のアミノ酸が、グッピーの LWS-4 ではヒスチジン
残基である⼀⽅で、シープスヘッドミノー (Cyprinodon variegatus) の LWS-4 ではチロシン
残基になっている (図 5-1) 30。脊椎動物の LWS / MWS の多くは 181番⽬にヒスチジン残基
を持っているが、この残基は Cl-イオンを結合することによって λmaxを⻑波⻑シフトさせ、
LWS / MWS の⻑波⻑光 (特に⾚⾊光) 受容に貢献していることがわかっている 89。また、
LWS / MWS の中でも例外的にマウスなどの齧⻭類のものは緑⾊感受性になっているが、こ
れは 181 番⽬にチロシン残基を持つことによって λmax が短波⻑シフトしたためと考えられ
ている 90–92。このように、齧⻭類以外の LWS / MWS で 181番⽬にチロシン残基を持つもの
はほとんど⾒つかっておらず、シープスヘッドミノーの LWS-4 は齧⻭類のものとは独⽴に
181番⽬にチロシン残基を獲得したと考えられる。このことにより、シープスヘッドミノー
は、retroduplication で獲得された LWS-4 の λmaxを、他の 3 種類の LWS (LWS-1, LWS-2, LWS-

3) の λmaxよりも短波⻑にシフトさせていると考えられる。このことは、LWSレパートリー
による識別可能波⻑の拡⼤に寄与していると考えられ、真⾻⿂類において retroduplication に
より獲得した遺伝⼦を機能的に活⽤しているもう⼀つの例と⾔える。 
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161                       181 
 |....|.... |....|.... |....|.... 

bovive rhodopsin   WVMALACAAP PLVGWSRYIP EGMQCSCGID 
human LWS    WIWAAVWTAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
human MWS    WIWAAVWTAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
mouse MWS    WVWAAIWTAP PIFGWSRYWP YGLKTSCGPD 
rabbit MWS    WIWAAVWTAP PIFGWSRYWP YGLKTSCGPD 
spotted gar LWS   WVWSAGWCAP PVFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
zebrafish LWS-1   WVWAAAWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
zebrafish LWS-2   WVWAAVWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
guppy LWS-1    WVWAAVWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
guppy LWS-2    WVWPAVWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
guppy LWS-3    WVWSAAWCAP PIFGWSRFWP HGLKTSCGPD 
guppy LWS-4    WVWSAVWCAP PVFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
sheepshead minnow LWS-1  WVWSAVWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
sheepshead minnow LWS-2  WVWPAVWCAP PIFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
sheepshead minnow LWS-3  WVWSAVWCAP PVFGWSRYWP HGLKTSCGPD 
sheepshead minnow LWS-4  WVWSVVWCAP PLFGWSRFWP YGLKTSCGPD 
 

図 5-1 ⻑波⻑感受性錐体視物質のアミノ酸配列の⽐較 
ウシロドプシン (NCBI accession number: AB062417)、ヒト LWS (NM_020061.6) 及び MWS 

(NM_000513.2)、マウスMWS (AF011389.1)、ウサギMWS (NM_001322264.1)、スポッテッドガー
LWS (XM_006625291.2)、ゼブラフィッシュ LWS-1 (AF109371.1) 及び LWS-2 (BC076120.1)、グッ
ピーLWS-1 (AB748984.1)、LWS-2 (AB748986.1)、LWS-3 (AB748987.1)、及び LWS-4 (AB748988.1)、
並びにシープスヘッドミノーLWS-1 (XM_015398975.1)、LWS-2 (XM_015399028.1)、LWS-3 

(XM_015398985.1)、及び LWS-4 (XM_015369304.1) のアミノ酸配列を、Clustal Wを⽤いてアラ
インメントした 61。配列上にウシロドプシンの対応するアミノ酸番号を記し、181番⽬のアミノ
酸残基を⾚字で⽰した。 

 

 

 また⼀部の深海に⽣息する真⾻⿂類において、intron-less rhodopsin 遺伝⼦をタンデムに多
数重複させ、数⼗に上るロドプシン遺伝⼦を持つ種が存在する 93。脊椎動物において、全ゲ
ノム重複などの特殊な状況を除いてロドプシン遺伝⼦を重複させている例は稀であり、さ
らに 10以上のロドプシン遺伝⼦を持つ種はこの深海⿂以外には報告がない。イントロンを
含まないロドプシン遺伝⼦は、イントロンを含む遺伝⼦に⽐べて遺伝⼦⻑が短く、ゲノム上
で重複させやすかったのかもしれない。以上のように、真⾻⿂類において retroduplication で
獲得したイントロンを含まないオプシン遺伝⼦を機能的に利⽤していると考えられる例が
いくつか挙げられる。 

 ⼀⽅本研究において、いくつかのロドプシン及び Opn4 遺伝⼦が喪失していることも確認
できた。例えばチョウザメ⽬は、ロドプシンについてはイントロンを含む遺伝⼦を喪失して
いる⼀⽅、Opn4 についてはイントロンを含まない遺伝⼦を喪失している。シベリアチョウ
ザメの保持する intron-less rhodopsin 遺伝⼦及び intron-containing Opn4 遺伝⼦はいずれも、
ポリプテルス・セネガルスの持つ祖先型のイントロンを含む遺伝⼦と⽐べて、その mRNA

の発現分布やそれがコードするタンパク質の分⼦特性がよく類似していた。このことから、
チョウザメ⽬の 2 種類のロドプシン及び Opn4 遺伝⼦は、遺伝⼦のエキソン/イントロン構
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造は異なるものの機能的に重複しているために、⼀⽅の遺伝⼦をランダムに喪失したと考
えられる。また、先述した通り、条鰭綱以外の脊椎動物においてもロドプシン遺伝⼦を 1 遺
伝⼦のみ持つものが殆どである。Opn4 遺伝⼦についても、殆どの動物が Opn4m及び Opn4x

を 1 遺伝⼦ずつ持つか、或いは哺乳類の場合はポリプテルス⽬とチョウザメ⽬と同様に
Opn4x 遺伝⼦を喪失し Opn4m 遺伝⼦が 1 遺伝⼦のみとなっている。これらに対し、真⾻⿂
類がロドプシン及び Opn4 遺伝⼦を複数種類保持し、retroduplication によって新規に獲得し
たイントロンを含まないオプシン遺伝⼦を機能的に活⽤する傾向があることは特徴的であ
ると⾔える。真⾻⿂類は重複したオプシン遺伝⼦を活⽤し、光を⽤いた未知の機能制御を多
様に展開しているのかもしれない。また真⾻⿂類の共通祖先においては、イントロンの有無
が遺伝⼦発現に影響を与えたために、イントロンを含まないオプシン遺伝⼦が選択的に利
⽤されるようになったという可能性も考えられる。 

 なお、条鰭綱のイントロンを含まないロドプシン遺伝⼦は、retroduplication で獲得した遺
伝⼦であるにも関わらず偽遺伝⼦化せず、コピー元と同じ網膜で発現する。先⾏研究におい
て、多くの真⾻⿂類の intron-containing rhodopsin及び intron-less rhodopsin 遺伝⼦の上流領域
の配列は⽐較的類似していることが指摘されている 94。したがって、本来の転写開始点よ
りも上流から転写が起こり、コーディング領域だけではなく調節領域を含めた形で
retroduplication が起こったという可能性が考えられる 29。本研究で発現場所を特定したロド
プシン遺伝⼦の上流配列を⽐較すれば、網膜或いは松果体に発現するための調節機構の解
明につながる⼿がかりが得られると期待される。また Opn4 については、ゼブラフィッシュ
におい て各遺 伝 ⼦ 上流の 配 列 が異な る こ と が報告さ れ ており 、 Opn4m2 遺 伝 ⼦ は
retroduplication 後に発現調節領域を再獲得した可能性が⽰唆されている 43。今後、脳や網膜
の特定の細胞で遺伝⼦が発現するための調節メカニズムが解明されれば、真⾻⿂類の種ご
とにおいて、retroduplication で獲得された Opn4m2 遺伝⼦の発現領域をどのように拡⼤させ
たかをより詳細に議論できると期待される。 

 以上本研究により、条鰭綱の進化過程における、retroduplication という珍しい遺伝⼦重複
をきっかけとした 2 種類のオプシン遺伝⼦の多様化過程を明らかにすることができた。い
ずれのオプシンにおいても、条鰭綱の進化の初期に retroduplication によって⽣じたエキソン
/イントロン構造の異なる遺伝⼦が、真⾻⿂類の共通祖先の登場まで保存され、その後真⾻
⿂類において発現場所やコードするタンパク質の性質が変化していた。このようなオプシ
ン類の多様化や柔軟な活⽤は、光受容機能の多様化を可能とし、真⾻⿂類が様々な⽔⽣環境
へ適応して著しい種分化を遂げるための基盤となった可能性がある。 
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