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総  説

脊椎動物視細胞は,外界からの光信号を視覚に変換す

るために働 く生物感覚器である。その機能には,① 光刺

激を電気信号に変換する(視興奮),② 次の光刺激に備え

て視興奮を直ちに停止する(視興奮の停止),③ 外部の光

環境に応じて視興奮の感度を調節する(順応),の 3つが

ある。これらの 3つの異なった生物機能は,外節の光受容

体であるロドプシン(得体)を中心とする沢山の視興奮関

連蛋白から成るネットワークにより統制されている。そ

の中で可逆反応である燐酸化および脱燐酸化がロドプシ

ンの異なった部位で起こることにより,視興奮の停止機
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構と順応を制御していることが示された。また,遺伝性の

網膜変性疾患である網膜色素変性の病因の 1つ として口

ドプシンの mutationが考えられているが,その中でレ

チナールを結合できない mutantでは,ロ ドプシンは燐

酸化されないことも併わせて明らかとなった。(日眼会誌

100:575-581,1996)
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I緒  言

脊椎動物の視細胞には強い光のもとで作動し色覚に関

与する椎体 と,弱い光のもとで暗明視に関与する得体が

ある。ヒトの錐体には 3種類の錐体および拝体の併せて

4種類の視細胞により,お よそ380～ 780 nmの 波長の範
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囲の光を感知できる。我々の持つ視覚が様々な色を識別

したり,薄暗い所で僅かな光を感知できるのは,これら4

種類の視細胞が敏感に反応しているためである。

脊椎動物の視細胞の役割は,大きく次の3つ に分けら

れる。①光刺激を敏感に感知し電気信号に変換する(視

興奮),② 目まぐるしく変化する外部の光情報に対応す

るために視興奮を直ちに停止し,次の光刺激に備える(視

興奮の停止),③外部の光環境に対応し,視興奮の感度を

調節する(順応)。 このうち,① 視興奮と② その停止機構

の分子機構に関しては,ほぼ現在までに明らかとなって

いる1)-6)。 すなわち,視細胞拝体外節円板膜上に存在する

光受容蛋白質ロドプシンに光が当たると,活性型の褪色

中間体に変化する。次に,こ れがG結合蛋自質,ホ スホ
ジェステラーゼを次々に活性化させると細胞質中の

adenosine 3′ ,5′‐cyclic  guanosine  nlonophOsphate

(cGMP)濃度が急減し,形質膜上の cGMP依存性チャン
ネルが閉鎖する(視興奮電位の発生 )。 一方,視興奮の停止

は,ロ ドプシンキナーゼ (RK),ま たはプロテインキナー

ゼ C(PKC)に より燐酸化 されたロ ドプシン褪色中間体

H00C
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がアレスチン(48k蛋 白質,ま たはS抗原とも呼ばれる)
と結合するに伴いG蛋白質との共役が断たれることに
より成立する。これらの分子機構は単に視細胞における

視興奮のものではなく,広 くホルモンや神経系の細胞内

情報伝達機構と共通であることがわかっている。最近,著

者ら7)の グループは,ロ ドプシンの燐酸化が視興奮の停

止だけでなく,視細胞の順応の分子機構にも関与すると

いう事実を見出した。また,ロ ドプシン遺伝子の異常が原

因である網膜色素変性の一部において,ロ ドプシンの燐

酸化の異常が細胞死を早めるという興味深い結果8)も併

せて発見した。そこで本総説では,ロ ドプシンの燐酸化が

視細胞の生理機能をどのように制御しているかを最新の

知見に基づいて解説する。

II ロドプシンの燐酸化脱燐酸化

1.ロ ドプシンの構造 (図 1)

視細胞拝体の光受容体であるロドプシンは,発色団に

ンチナールをもつ色素蛋白質である。ウシロドプシンは

分子量 39kで ,ア ミノ酸 348残基から構成されている。
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図 1 ウシロドプシンの構造と翻訳後修飾.
Hargrave and McDowellの 総説 (文献 6)の 図を改変した。
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さらに,二次構造の推定と疎水性度の解析から,ロ ドプシ

ンのもつ 7本のαヘ リックス構造がいずれも膜を貫通

する構造であることが推定されている
4)6)。 Nathansら 9)

がヒトの色覚色素視物質の一次構造を決定したのを始

め,各種の視物質が分子生物学的手法により次々に決定

された。これら視物質の構造は,β アドレナリン性受容体

またはムスカリン性受容体のそれと極めて類似の構造

で,数百以上あるguanosine 5′ ―triphosphate(GTP)結

合蛋白質共役受容体の基本構造である。ロドプシンの N
末端部分は円板内腔へ,C末端部分は細胞質へ突出して

いる。ロドプシン分子には様々な翻訳後修飾が認められ

る6)。 すなわち,N末端の Met残基はアセチル化され,2

番と15番の Gln残基には糖鎖が結合している。110番 と

187番 の Cys残基とは,分子内 s―s結合でつながれてい

る。膜貫通部分に存在する 296番目の Lys残基に 11‐ シ

スレチナールがシッフ塩基結合している。313番および

314番の Cys残基にはパルミチン酸が結合し,こ の部分

が膜 と接着しているものと考えられている。興味深いこ

とにロ ドプシン以外 の視興奮関連蛋 自質,G蛋 白

質
10)～ 14),ホ スホジェステラーゼ15)16),ロ ドプシンキナー

ゼ17),guanylate cyclase activating protein(GCAP)18),

p2619)な どにも疎水性の翻訳後修飾が見出されている。C

未端のセリンおよびスレオニン残基はロドプシンキナー

ゼにより燐酸化される
20).

2. ロドプシンの燐酸化および脱燐酸化

視細胞拝体外節中には沢山の蛋自質が光感受性に燐酸

化または脱燐酸化されている
21)が
,そ の中で最も詳細に

研究されているのがロドプシンの燐酸化である.1970年

代前半に 3つの研究グループがほぼ同時に,視細胞得体

視物質ロドプシンが光感受性に燐酸化されることを見出

した22)～24).Kuhn25)は 32Pでラベルされた燐酸を体内に投

与したカエルを用いて 物 υグυθで光依存的にロドプシン

の燐酸化および脱燐酸化が起こっていることを証明し

た。その後の生化学的研究により,光褪色したロドプシン

1分子当たり最高 7～ 9分子もの燐酸基が導入されるこ

とが明らかにされた26)27).ロ ドプシン燐酸化の生理的意

義として,燐酸化されたロドプシンにアレスチンが結合

する28)と ,G蛋自質の活性化を競合的に抑制する(ア レス

チン分子の多くの部位が燐酸化されたロドプシン褪色中

間体の細胞質側に強固に結合する
29))こ とから,これが視

細胞の視興奮の不活性化機構に関与しているものと考え

られている。最近,我々の研究グループ30)は ,燐酸化して

いないロドプシン褪色中間体に結合するアレスチンの

spHce variantで あるp44を発見し,ロ ドプシンの燐酸

化を必要としない不活性化機構が存在することを明らか

にした。次に,燐酸化ロドプシン褪色中間体/ア ンスチン

複合体からレチノールデヒドロゲナーゼの働きにより,

オール トランスレチナールが引き抜かれると同時にアレ

スチンと燐酸化オプシンに分けられる。燐酸化オプシン
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はプロテインフォスファターゼ 2Aに より脱燐酸化 さ
れた31)のち,11-シスレチナールと結合 しロドプシンに再

生される32)。 また,パ ッチクランプ法など電気生理学的手

法を用い,単離 した視細胞得体外節膜電位をATP(ア デ
ノシン 3燐酸)あ りなしで測定したところ,ロ ドプシンの

燐酸化が視興奮の停止に深 く関係 していることも併せて

判明した
33)。 さらに,最近遺伝子操作によりC末端の燐

酸化部位を取 り除いたロドプシンを持つマウス (ト ラン

スジェニックマウス)で視細胞興奮の回復が著しく遅延

したことから,ロ ドプシンの燐酸化が本当に視興奮の停

止に必須であることが証明された
34)。

3.ロ ドプシンキナーゼ (RK)と プ ロテインキナーゼ

C(PKC)

ロドプシンの燐酸化を触媒 とする酵素 として,RKと
PKCが現在までに報告されている。RKは ,当初精製が
進むとともに活性が著しく低下するために,そ の分子量 ,

アミノ酸配列など蛋自質化学的性質は不明であった。

Palcezwski35)は detergentで ある tween 80を 用いるこ

とにより,homogeneousで 活性の高い RKを 得ること

に成功した。その後,RKはセリン/ス レオニンキナーゼ

で,分子量 6万 3千のポリペプチドであることがわかっ

た。RKはそれぞれ構造上,ロ ドプシンとの結合を制御す
る N‐末端 ドメイン,触媒 ドメイン,自 己燐酸化部位およ

びファルネシル化 Cys残基を含む C―末端 ドメインから

成ることがわかっている17).我々のグループは,RKの 自
己燐酸化部位のアミノ酸残基を置換 した mutantを 用

い,ロ ドプシンの燐酸化部位がこの部位のアミノ酸に

よって変化する結果を得たこと
36)ゃ ,RKの 自己燐酸化

によりRKと膜 との結合性が変化すること37)か ら,RK
の自己燐酸化は RKの生物活性を制御しているものと

推定した。一方,PKCは分子量が約 80kで ,細胞内に Ca

イオンが導入されることに伴い細胞内で増加するジアシ

ルグリセロール(DG)に より活性化され,光感受性にロド

プシンを燐酸化する38)39)。 しかし,光受容後,視細胞拝体

外節中の Caイ オンは低下することから,PKCがロドプ
シンをどのように燐酸化し,光によりどのような制御を

受けるのか曖味であることから,PKCに よるロドプシン

燐酸化の存在に疑問視する意見も少なくない。

4.ロ ドプシンの燐酸化数と部位
ロドプシン 1分子当たりの燐酸化数は,1～ 9個 と報

告により様々である。Findlayら 40)は ,ロ ドプシンの燐酸

化部位を直接決定するためにトリプシンおよび V8プ
ロテアーゼを用いた酵素消化とアミノ酸分析およびアミ

ノ酸配列分析により,C末端近傍のセリン(334,338,343)

およびスレオニン(335,336)が燐酸化すると報告した。し

かし,ロ ドプシンの燐酸化数と機能の関係については議

論が分かれていた。それはロドプシンが光感受性燐酸化

を検討する際,平均の燐酸化数と機能との関係について

検討されていたものの,燐酸化部位 と機能との関係につ

ロドプシンの燐酸化 。大黒
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HPLC

いてはそれを精密に検討する方法が確立していなかった

ため不明であった。そこで著者は,ロ ドプシンの燐酸化数

および燐酸化部位 と機能の関係を明らかにするために,

分離精製 した視細胞得体外節膜 (ROS)に ATPを 加 え,
異なった時間光照射することで平均燐酸化数の異なるサ

ンプルを調整 した。Palczewskiら 41)の方法に従ってサン

プルをendoproteinase Asp‐ Nで特異的にすべての燐酸
化が可能な部位を含んだロドプシンの C末端 19ア ミノ

酸 (330 DDEASTTVSKTETSQVAPA)で 切断 し,逆相
high pressure liquid chromatography(HPLC)カ ラム

｀
で

ロドプシンC末端ペプチドを精製 した。エレクトロスプ
レイマススペクトロメーター(ES/MS)に よる分析で燐

酸化数の異なった分子を確認することに成功 した (図

2)。 次に,燐酸化部位を直接同定するためにロドプシン

C末端ペプチ ドを,さ らに消化酵素で切断したものを

ES/MSお よびタンデムマススペクトロメトリー(MS/
MS)分析を行った。その結果,ロ ドプシンは時間経過 と

ともに338 Ser,343 Ser,336 Thrの 順に燐酸化されるこ

とがゎかった42)。 これ とほぼ同時期 に,他 の 3グ ルー

プ43)～ 45)も 類似の方法でロドプシンの燐酸化部位を決定

している。

5。 ロドプシンの燐酸化を制御する機構

次に,著者ら
46)のグループは,上記の方法を用いて視細

胞得体外節内でロドプシンの燐酸化数と部位を制御する

機構の検討を行った。先に示したロドプシンの光褪色 と

7.5 r口 ln

15 min

30 :Tlin

45 nlin

再生のサイクルの中でロドプシンの燐酸化に影響を与え

る因子 として,a)ア レスチンとの結合,b)レチノール

デヒドロゲナーゼによるロドプシン褪色中間体の代謝の

2つの反応段階で,燐酸化が 1分子当たり最高 3か所ま

でしか進まないことがわかった。したがって,以前 1分子

当たり7～ 9か所燐酸化されるという報告は生化学操作

に伴う artefactに よることが示唆された。

6.Iκ υJυoでのロドプシン燐酸化および脱燐酸化

生体内でロドプシンは光刺激に応じてどの部位が,ま

た 1分子当たりどの程度燐酸化され,ま たどのようにし

て脱燐酸化されるのだろうか。生化学を得意とする者に

とって生体化学反応を直接観察することは現時点でほと

んど不可能な問題であるが,こ の究極の生体内における

燐酸化および脱燐酸化反応を検討するために,著者 ら
7)

はマウス 1万匹を用いて検討を行った。方法は,異なった

光環境下に順応させたマウスを頸椎脱臼により犠牲にし

た直後,眼球を摘出切開した後,網膜をRKお よびフォ
スファターゼ阻害剤を含んだ溶液中で voltex mixerで

30分間攪拌した。次に,ス クロース勾配遠心法により円

板膜を分離し,酵素消化で得られたロドプシンC末端ペ

プチ ドをヘプタフルオロ酢酸存在下で HPLCカ ラムで

精製することにより,多燐酸化,単燐酸化および非燐酸化

ペプチドを完全に分離した
47)。 表 1に示すように,暗順応

させたマウスからは非燐酸化ロドプシンのみが検出され

た。フラッシュまたは自熱灯(30分間)に よる光刺激を加

mass spectrometer
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図 2 回ドプシンの燐酸化部位の決定法 .
ロドプシンキナーゼ(RK)に より燐酸化された光褪色ロドプシンのすべての可能な燐酸化部位を含んだ C末

端ペプチ ド(330 DDEASTTVSKTETSQVAPA)を ,endoproteinase Asp‐Nで｀切断したものを C18逆層カ
ラムを装着した high pressure Hquid liquid chromatography(HPLC)で 精製した。得られたペプチ ドの燐酸

化数を質量分析 (Mass Spectrometry)で 検討 した.こ の図では時間経過により燐酸化が進んでいることがわ

かる.OPi,l Pi,2 Pi,3 Piは それぞれロドプシン C末端ペプチ ドに 0,1,2,3分子燐酸が結合していること
を示している.Ohguroら 12)の図を基に作成した。
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表 l Lυわ0での回ドプシンの燐酸化と脱燐酸化 7)

光条件
燐酸化ロドプシン   非燐酸化

ロドプシン334ser   338ser   (%)

ロドプシンの燐酸化 。大黒
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各燐酸化および非燐酸化ロドプシンの割合 (%)は ,本文中に

示したようにHPLC精製したロドプシンC末端ペプチドの
量比から決定された。fcは フットカンデラの略で光量を示す

えたものでは,非燐酸化ペプチドに加え 2種類の単燐酸

化ペプチド(燐酸化部位は質量分析,ト リプシンによる感

受性および合成ペプチ ドとの比較か ら,そ れぞれ 334

Serま たは338 Serであった)が検出された。両部位の燐

酸化 とも光強度に比例 して燐酸化量が増加した。しかし,

フラッシュ刺激と白熱灯 (30分間)に よる光刺激では,2

種類の単燐酸化ペプチ ドの比率が異なっていた(フ ラッ

シュ刺激および自熱灯では,そ れぞれ 338 Serお よび

334 Serが 優位であった)。 白熱灯刺激後 10分 間暗順応

させたマウスでは,338 Serが 334 Serよ りも先に脱燐酸

化された。自熱灯刺激後 10分間暗順応させたのち,再び

フラッシュ(3回 )刺激すると両部位とも燐酸化が増加し

た。したがって,ロ ドプシンの燐酸化の光依存性は極めて

厳密であった。次に,脱燐酸化の時間経過の様子を検討し

た。フラッシュまたは自熱灯(30分間)に よる光刺激後暗

順応させた時,338 Ser部 位は20～30分以内で完全に脱

燐酸化されたのに対 し,334 Serの 脱燐酸化は60分間暗

順応させても完全ではなかった。特に,334 Serの 脱燐酸

化の時間経過はロドプシン褪色中間体からロドプシンヘ

の再生のそれと一致した。したがって,ロ ドプシンの燐酸

化は 2つ の異なった生理機能(338 Serの 燐酸化 :視興

奮の停止,334 Serの 燐酸化 :暗順応)を制御しているこ

とが示唆された。さらに,燐酸化されたロドプシン褪色中

間体を特異的に認識する抗体で脱燐酸化の様子を検討し

たところ,視細胞拝体外節の基底部が先端部より先に脱

燐酸化 されることも併せて明らか となった7)。 これは,

Hodgikinら 48)が光照射後視細胞得体外節先端部が基底

部より感受性の回復が有意に遅いという結果と一致す

る。したがって,以上の研究結果から,著者は図 3に示す

機構を考えている。暗中ではロドプシンは燐酸化されて

いないので,視細胞得体外節全体が光刺激に対して感受

性を持ち感度が最も高い。フラッシュ刺激 (図 3A)に よ

り視細胞外節のほとんどが燐酸化されると,残ったわず

かな部位のみ光刺激に対 して感受性を持つので感度が低

い。次に,再び暗中に移動し視細胞外節の基底部より脱燐

B

図 3 ロドプシンの燐酸化による視興奮感度の調節
(順応 )。

暗中ではロドプシンは燐酸化されていないので,外

節すべてが光に感受性である(最 も感度が高い)。 A)

フラッシュ刺激 :直後は殆どすべての外節中のロド

プシンが燐酸化されているので,光感受性部分がわ

ずかしかない(最 も感度が低い)。 暗順応 とともに脱

燐酸化が進行するとともに光感受性部分が拡大する

(感度がだんだん高 くなる).B)背景光 :背景光の
強度に比例してロドプシンの燐酸化の度合が異なる

ため,感度が調節されている.

ROS:視細胞拝体外節膜

酸化が進行すると,光刺激に対して感受性を持つ部位 も

これに従って増加するため,感度が次第に高くなる。この

仮説は,我々が昼間映画館のような暗い所へ入った時,眼

が暗い所に慣れる様子 (すなわち暗順応)を うまく説明で

きる。また,さ らに視細胞レベルにおいて背景光と視感度

の関係 (明順応,図 3B)についても同様に,背景光の強さ

に伴い視細胞外節の燐酸化された部位が変化することに

より光感受性が制御されているものと考えられる。しか

し,ロ ドプシンの 2つ の反応速度が異なる燐酸化がどの

ような分子機構によりもたらされるかは今後の研究課題

であり,現在検討中である。

7.ロ ドプシンの燐酸化と網膜色素変性

網膜色素変性は遺伝性進行性の変性疾患で,その病因

Dark
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は不明で根本的な治療法はない。最近の分子生物学的研

究により,病因の一部にロドプシンの mutationが 発見

(現在までにロドプシン分子中数十か所以上)さ れ注目さ

れている49)。 しかし,現在までに発見された mutationか

ら予測されるロドプシン機能異常と病因の関係が明らか

になっているものはほんのわずかである。その例として,

レチナールの結合部位である296 Lys残基が mutation

を起こし(発現した患者は重症のRPを示す),レチナー
ルと結合できなくなると,常にトランスデューシンを活

性化し続けるために視細胞が燃え尽きてしまうと考えら

れている。著者ら8)は ,こ のtypeの mutantの燐酸化を検

討したところ,燐酸化が全く起こらないことがわかり,こ

のこと(視興奮が停止されない)が一層視細胞の活性化 ,

延いては細胞死に拍車をかけるものと考えられた。現在 ,

他の mutationに ついても検討中である。

III ま と め

視細胞において直接の光受容体物質ロドプシンは巧妙

に統制された生体化学反応により,光感受性に活性化 (ス

イッチ on)ま たは不活性化 (ス イッチ o∬)さ れる。ロドプ

シンの生物活性のスイッチの切 り替 えは,生体可逆反応

である燐酸化および脱燐酸化によるものである。これ以

外に,ロ ドプシンの燐酸化はさらにロドプシンの異なっ

た部位に起こった燐酸化によって順応機構も制御してい

ることがほぼ明らかとなった。一方で,燐酸化が起こらな

いようなロドプシンの遺伝子異常が網膜色素変性を引き

起こす要因であることも強く示唆された。
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