
フタホシコオロギ網膜におけるビタミンＡ代謝系の解明

目 的
視細胞において最初に光を吸収し，細胞内信号伝達の

引き金となるのが視物質である．視物質は蛋白質部分で

あるオプシンと，発色団である１１−cis レチナールからで

きており，視物質が光を吸収すると発色団は all−trans

形に異性化され，その後のオプシンの構造変化を誘導す

る．また，生じた all−trans レチナールは，再び１１−cis

形に戻されてオプシンと結合し，視物質合成に再利用さ

れる．この１１−cisレチナール再生のための代謝経路は vis-

ual cycleと呼ばれており，視覚機能を維持する上で極め

て重要な役割を担っていることから，さかんに研究が行

なわれてきた．その結果，脊椎動物に関しては，レチノ

イドの異性化に携わる酵素や，細胞内，細胞間でのレチ

ノイド輸送に関わる結合蛋白質などが次々と見出され，

visual cycleの全容がほぼ明らかとなっている（Kiser et

al.,２０１２）．一方，無脊椎動物の visual cycleに関しては，

軟体動物のレチナール光異性化蛋白質やレチナール結合

蛋白質の発見，ショウジョウバエにおける種々のレチノ

イド代謝関連タンパク質変異体の解析など，いくつかの

先駆的な研究がなされてきたにもかかわらず，その代謝

様式の多様性から全容の解明に至っているものはない（尾

崎，２００８）．

我々は，従来，キイロショウジョウバエを中心に昆虫

の visual cycleに関する研究を行ってきた．ショウジョウ

バエは，飼育条件の制御の容易さや種々の変異体の活用

など多くの利点を持っている．しかし，発色団レチナー

ルが他の多くの動物とは異なる３－ヒドロキシ型であり，

代謝経路に構造異性が関与する複雑な反応を含むことか

ら，この動物を用いて visual cycleの全般的な解明を行う

には困難が伴うことが予想されていた（Seki et al.,１９９８）．

一方，フタホシコオロギは，高度な視覚系を有し，生理

や行動の研究にも頻用される昆虫で，我々と同様の通常

型レチナールを発色団としている．また，最近では，RNAi

の効果的な活用やゲノム解読の進展も報告されており（Mi-

yawaki et al.,２００４），昆虫の visual cycleの研究には最適の

実験系であると考えられた．そこで本研究では，フタホ

シコオロギを昆虫網膜におけるビタミン A代謝研究のモ

デル実験系として確立するため，明暗各順応条件下での

レチノイド組成の分析と，代謝経路において特に重要な

役割を果たす「ビタミン A結合蛋白質」の同定，その生

体内での機能の解明を目的とした．

材料と方法
フタホシコオロギ（Gryllus bimaculatus）はブリーダー

から購入し，実験室（気温２５－２８℃，１２L１２D）で一週間

から１ヶ月間飼育した後使用した．実験直前には７２時間

の暗順応を行い，光照射は，昼光色蛍光灯（１．２５×１０５

lux）により行った．

暗順応または光照射したコオロギから暗赤色光下で眼

を切り出し，オキシム法によりレチノイドを抽出した．

抽出したレチノイドは，順相 HPLCによりその組成を分

析した．

レチノール結合蛋白質は，暗順応した眼から抽出し，

SMART Systemを用いた陰イオン交換およびゲル濾過ク

ロマトグラフィーにより精製した．精製蛋白質について，

SDS−PAGEで純度を調べるとともに，ネイティブ PAGE

および HPLC分析により，結合するレチノイドを解析し

た．

精製したレチノール結合蛋白質を SDS−PAGEに流し，

当該蛋白質のバンドを含むゲル片を切り出した．このゲ

ル片をトリプシン処理し，生じたペプチドを抽出・回収

した．抽出液を逆相 HPLCに流してペプチドを分離し，

主要な２つのピークを回収してペプチドシーケンスを行っ

た．

結果と考察
１．コオロギの visual cycle

暗順応したコオロギの眼のレチノイド組成比は，おお

よそ１１−cis レチナール：all−trans レチナール：all−trans

レチノール＝６：１：３であった．このコオロギに白色光を

１時間照射すると，レチナールが１１−cis 形から all−trans

形に異性化するとともに，all−transレチノールが減少し代

わって１１−cis レチノールが出現した．更に光照射後のコ

オロギを再び暗所で飼育すると，光照射により生成した

１１−cis レチノールが減少し，１１−cisレチナールが増加する

ことも分かった．以上の結果から，暗順応したコオロギ

の眼には，視物質発色団として存在するレチナールに加

え，all−transレチノールが貯蔵されていること，このレチ

ノールは光により１１−cis 形に異性化され，更に酸化反応

によりレチナールとなって視物質発色団として利用され

ることが示唆された．これは，コオロギの visual cycle

において，レチノールの光異性化が重要な役割を果す可

能性が高いことを示している．
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２．レチノール結合タンパク質

上記のレチノールが眼の何処に存在するかを明らかに

するため，眼のホモジネートを水溶性と膜の２つの画分

に分け，レチノイド分析を行った．その結果，レチナー

ルが膜画分に局在するのに対し，レチノールはどの異性

体も専ら水溶性画分に存在することが分かった．

レチノール自身は疎水性が高いため，水溶性画分では

何らかの結合蛋白質に結合して存在する可能性が高いと

考えられた．そこで，眼の水溶性画分について陰イオン

交換およびゲル濾過クロマトグラフィーを行い，レチノー

ルを結合する蛋白質を精製することに成功した．この蛋

白質の分子量は約３３k（SDS−PAGE）で，暗順応した眼か

ら抽出した場合には all−trans 形の，光照射後の眼から抽

出した場合には主に１１−cis 形のレチノールを結合してい

た．更に，all−trans形を結合した精製蛋白質に，試験管内

で UV光を照射すると，結合したレチノールが専ら１１−

cis 形に異性化されることが明らかとなった．以上の結果

から，このレチノール結合蛋白質が，コオロギの眼で起

こるレチノールの all−trans 形から１１−cis 形への光異性化

に関与していることが強く示唆された．

精製したレチノール結合蛋白質をペプチドに分解し，

そのうちの３種のペプチドについて部分アミノ酸配列を

決定することに成功した．得られた配列をもとに BLAST

検索を行ったが，既知の蛋白質の相同性は検出されなかっ

たことから，今後は，このアミノ酸配列を基に，蛋白質

の全一次構造を決定する予定である．
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