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新世 界ザル Red-Green 視 物質遺 伝子 と色覚 の進化

河 村 正 二

東京大学大学院新領域創成科学研究科先端生命科学専攻

1. はじめに

1-1 色覚について

色覚とは光の波長の違いを認識する感覚のこと

である。食物, 配偶対象, 競合個体, 捕食者, 有

害物といった様々な対象を検出 し同定することに

色覚は重要な役割を果たしていると考え られる。

見 られる側の色彩 と見る側の色覚 は互いに作用 し

合いなが ら進化 してきたと考え られ, 適応進化の

1つ の典型 とみることができる。

色覚はまず光が眼球奥の網膜にある光受容細胞

(視細胞) に吸収 されることか ら始まる。視細胞

は薄明視に重要な桿体 と色覚に重要な錐体に大別

される。どちらも外節と呼ばれる複雑な膜構造部

分をもち, そこに実際に光を受容する物質である

視物質がぎっしりと埋まっている。視物質 は膜貫

通タンパク質であるオプシンと光を吸収する発色

団であるレチナールが共有結合 した複合 タンパク

質である。哺乳類の場合 レチナールは11-cis型1

種類のみであり, これが光を吸収すると all-trans

型に異性化される。これがオプシンの構造変化を

引き起 こし, さらに一連の信号伝達系の活性化 と

視細胞の過分極を引き起 こし, 信号が脳 に伝達 さ

れ認識されるに至る。

ヒ トの場合, 錐体 視細 胞 にい わゆ る Red,

Green, Blue の3種 類があ り, それらはそれぞれ

約560, 530, 420nmを 最大吸収波長 (λmax)

とする山型の吸収光特性を もっている。これ らが

様々な波長の光に対 してそれぞれ異なった反応を

することで, 脳で最終的に波長の弁別が行われ,

色の感覚が生 じる。ヒ トはこれ らの他にλmax

約500nmの 桿体視細胞をもつ。これら4細 胞 の

吸収光特性の違いはそれらのもつ視物質の吸収光

特性の違いによる。視物質の吸収光特性の違 いは

即ちオプシンの種類の違 いによりもた らされる。

オプシンのア ミノ酸配列がもたらす物理化学的環

境が レチナールの最 も吸収 しやすい波長を決定す

ることになる。

ヒトの色覚 は Red, Green, Blue の視物質 によ

る3色 型である。これに対 し多 くの昼行性の非哺

乳類脊椎動物 には Red, Green, Blue, UVの 視

物質 による4色 型のものが少なくない。一方, 霊

長類以外の哺乳類 は Red (あ るいは Green) と

Blue による2色 型 (いわゆる赤緑色盲) が大部

分である。このように視物質の レパー トリーと色

覚は動物群によって大きく異なっている。

私 は 1) こういった視物質のレパ ー トリーはど

のようにして進化 してきたのか, そ して 2) それ

によりもたらされた色覚がその動物の光環境にど

のように適応 しているのか, これ らを明 らかにし

ていくことが色覚進化の研究の究極的な目標 と考

えている。1) の問題は様々な動物で視物質遺伝

子 (オプシン遺伝子) レパー トリーがどのよ うに

生成 したり消滅 したりしてきたのか, そ してどの

ようなア ミノ酸変化がλmaxを 変えてきたのか,

さらに, どのように して異なる視物質遺伝子がそ

れぞれ異 なる視細胞で発現できるようになったの
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か, を分子生物学的方法により明 らかにす ること

により検証 して いくことで きる。そ れに対 して

2) の問題は分子生物学的方法 のみでは解決でき

ない問題であり, 現時点ではアプローチの方法さ

え暗中模索の状態 にある。ここでは 1) の観点 か

ら新世界ザルに関して行 って きた研究を報告 し,

2) の研究への展望についても考察する。

1-2 新世界ザルの色覚について

新世界ザルは色覚に非常に大きな種内及び種間

変異をもつ ことで知 られてお り (Jacobs, 1996),

全動物の中でも特異な存在である。典型的にはオ

スは2色 型色覚 (赤緑色盲) であ り, メスには2

色型 と3色 型が混在 している。さ らに2色 型, 3

色型 とも3種 類ずつがあり, 合計6種 類の異 なる

色覚が1つ の種に混在 している。これを視物質 の

観点でみると, オスは Red, Green, さらにその

中間の Yellow のうち1つ を持つのに対 して, メ

スはオス同様な個体 と, これらのうちの2つ を も

つ個体がいる。Blue の視物質 はどの個体 にも共

通に存在する。リスザル (Saimiri sciureus) を対

象 とした家系分析の結果, Red, Yellow, Green

の遺伝子はX染 色体上 にある1遺 伝子座の3っ

の対立遺伝子であると考え られた (Jacobs and

Neitz, 1987)。オ スはX染 色体を1本 しかもたな

いため, 常染色体性の Blue と合わせて2種 類 し

か錐体視物質 をもてないが, メスは2本 のX染

色体をもつため, Blue と合わせて合計3つ をも

つ ことができる。X染 色体がホモである場合 オス

同様に2色 型になる。ヘテロの場合, X染 色体の

ランダムな不活化 (ライオニゼーション) により,

1つ の錐体視細胞中で発現す るのは2つ の対立

遺伝子の一方だけであるため, 網膜全体では3種

類の錐体視細胞が存在することになる。

これは Red-Green 遺伝子の「X染 色体1座 位3

対立遺伝子仮説」と して知 られ, 新世界 ザルに一

般的なパターンと考えられている (Jacobs, 1998)。

ホエザル (Alouatta) とヨザル (Aotus) はこの例

外 として知られている。ホエザルは, ヒ トをは じ

めとする狭鼻猿 に類似 して, Red と Green をX

染 色体上 の別 々の座 位 にもち (Jacobs et al.

1996a), ヨザルは対立遺伝子 の多型 を もたず

Green のみであると考え られて いる (Jacobs et

al., 1993)。

ここで注意 しなければならないのは「X染 色体

1座 位3対 立遺伝子仮説」が, 主 として色覚 と視

物質の表現型の観察結果という状況証拠にのみ立

脚 しており, 未だ本格的なゲノムの解析がなされ

て い な い点 で あ る。コ モ ンマ ーモ セ ッ ト

(Callithrix jacchus) の家系分析 ではこの仮説に

対す る疑念 も表 明 されてい る (Travis et al.,

1988; Tovee et al., 1992)。ま た, このように非常

に興味深い色覚システムにも関わらず, これまで

の新世界ザル視物質のλmax測 定値には測定間

のばらつきがみられ, また測定値によっては無視

できない誤差が含まれている。そこで, 本研究で

は 1) コモンマーモセットを対象に した「X染 色

体1座 位3対 立遺伝子仮説」の実証 と 2) 視物質

の正確なλmaxの 測定を行い, さらにヨザルとオ

マキザルを対象に して 3) 1座 位仮説が従来考 え

られていた程普遍的ではないことを明らかにした。

2. 材料と方法

2-1 動物試料

京都大学霊長類研究所の共同利用研究によりコ

モ ンマーモセッ ト (Callithrix jacchus), ヨザル

(Aotus trivirgatus), フサ オマ キザ ル (Cebus

apella) の血液あるいは凍結組織を得た。さ らに,

コモンマーモセットに関 しては財団法人実験動物

中央研究所動物実験センターの谷岡功邦博士 より

眼球及び臓器片の凍結サンプルを分与 していただ

いた。

これ らの試料より一般的なフェノール・ク ロロ

ホルム抽出法により高分子ゲノムDNAを 抽出 し

た (Sambrook et al., 1989)。ま た, 眼球サ ンプ

ルを液体窒素下で破砕 して網膜片を採取 し, そこ

か ら全RNAを RNeasy RNA抽 出 キ ッ ト

(Qiagen 社) を用いて抽出した。

2-2 ゲノムライブラリーのスクリーニング

コモンマーモセ ットのオス (No. 50) とメス

(No. 116) 及びヨザルのオス (No. 29) のゲノム
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DNAを そ れぞれ のゲノム ライ ブラ リー作 製 に用

いた。DNAは 制 限酵 素 Sau 3AIで 部 分 消 化 し,

12-20キ ロ塩基対 (kb) 長 の ものを, ラム ダファー

ジベ クターEMBL3に 連 結 し, in vitro パ ッ ケー

ジ ン グ 法 に よ り ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た

(Sambrook et al., 1989)。

ヒ トの Red 視 物 質 遺 伝 子 の 全 長cDNA

(Nathans et al., 1986) を ラ ジオ ア イ ソ トー プ

[α-32P] dCTPで 標 識 し, プ ロ ー ブ と して用 い

た。各 ライ ブラ リーとも約106個 の組 み換 え体 を

スク リーニ ングに供 した。ハ イブ リダイゼ ー シ ョ

ン は6xSSC/5x Denhardt's/0.5% SDS/5

μg/ml大 腸 菌DNA下55℃で 行 い, 1x

SSC/0.1% SDS下55℃で4回 (各20分) 洗 い

を行 った。こ れ はプロー ブの塩 基配 列 と約30%

以 下 の相 違 を持 つDNAを 検 出す る条 件 で あ る

(Sambrook et al., 1959)。

得 られたゲ ノム遺伝子 クロー ンの制限酵素認識

部位地図 を作製 し, プ ローブとのハイブリダイセー

ションによ り遺伝子 の エクソ ンの位置を同定 した。

エク ソンを含 む領 域を Bluescript SK (-) プ ラ ス

ミドベ クターにサ ブクローニ ング し, 塩 基 配 列 を

決定 した。塩 基 配列 決定 はLI-COR 4200L-1自

動DNAシ ー クエ ンサ ーを用 いて行 った。

2-3 サ ザ ンハイブ リダイゼ ーシ ョン

約3μgの ゲ ノムDNAを 制 限酵 素 で完全 消化

し, 0.5%の ア ガロー スゲル で電気 泳動 後, 正 電

荷 帯 電 ナ イ ロ ン膜 (Biodyne B, Pall 社) に

VacuGene 真 空 プ ロ ッ テ ィ ン グ シ ス テ ム

(Pharmacia 社) を 用 い て 転 写 した。プ ロ ー ブ

DNAの 標 識 は2-2項 と 同様 に行 い, ハ イ ブ リダ

イゼー ションと洗 い は65℃で2-2項 と 同様 の溶

液 で行 った。こ れ は プ ロー ブの塩 基配 列 と約20

%以 下 の相違 を持つDNAを 検 出す る条件である。

2-4 FISH

コモ ンマーモセ ッ トの染色体標本 は植物性血球

凝集素PHAで 細 胞分裂 を誘起 した培 養 白血 球 か

ら作製 した。コ モ ンマー モセ ッ トの Green 遺 伝

子 のゲ ノムクロー ン (λCJ22) を ビオ チ ン-14-

dATPで 標 識 し, 染 色 体 標 本 に 対 し て

Fluorescence in situ hybridization (FISH) を

行 った。37℃で 一晩ハ イ ブ リダイ ズ後, 50%ホ

ル ムア ミ ド/2xSSC溶 液 中で10分 (37℃), 1x

SSC溶 液 中で15分 (室 温) 洗 い を行 った。ハ イ

ブ リダイゼ ーシ ョンシグナルは ウサギ抗 ビオチ ン

抗体 と蛍光 色素 標識 ヤギ抗 ウサギIgG抗 体 を用

いて増幅 した。詳 しい方 法 論 は Hirai ら (1994)

を 参 照。

2-5 λmax の 測 定

コモ ンマーモセ ッ トの Red, Yellow, Green,

ヨ ザ ル の Green 遺 伝 子 の全 翻 訳 領 域cDNAを

RT-PCR法 に よ りそれぞれの網膜RNAか ら増 幅

単離 した。用 いたプ ライマーは次 の通 りであ る。

コモ ンマーモセ ット:

5'-AGGGCTGAATTCCACCATGGCCCAGCAG

TGGAG-3'(セ ンス)

5'-GGCAGAGTCGACGCAGGTGACACCGAGG

ACA-3' (ア ンチセ ンス)

ヨザル:

5'-AGGGCTGAATTCCACCATGGCCCAGCAG

TGGAGCCT-3' (セ ンス)

5'-GGCAGAGTCGACGCAGGTGACACGGAGG

ACAC-3' (ア ンチセ ンス)

cDNAは ま ず逆転 写 酵素 を用 いて42℃で30

分 間 合成 させ, 続 い て92℃45秒, 55℃1分, 72

℃1.5分35サ イ クルのPCR反 応 で増幅 させ た。

cDNAは Bluescript SK(-)プ ラ ス ミ ドベ ク ター

にクローニ ングし, 塩 基 配列 を確認後, 発 現 ベ ク

タ ーpMT5の 繋 ぎ換 え た (Kawamura and

Yokoyama, 1998)。培 養細 胞COS1にpMT5-

cDNAを 導 入 し, 11-cis レ チ ナ ール取 り込 み後,

再 構成視物質 を精 製 し, 紫 外 可視分光 光 度計 (日

立U-3000) で 視 物質 の吸収 光 を測定 した。詳 し

い方法 は Kawamura と Yokoyama (1998) を参

照。

3. 結 果

3-1 コモ ンマー モセッ ト

3-1-1 Red/Yellow/Green 3対 立遺 伝子の構造
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2個 体 分 のゲ ノ ム ライ ブラ リーか ら合計3種

類 の遺伝子 が単 離 され た (図1A)。こ れ らの塩 基

配列 は既 に公 開 されて いる コモ ンマーモセ ッ トの

Red/Yellow/Green の 配 列 (Shyue et al.,

1998) と対 応 して いた。Shyue ら (1998) との

配列 の違 い はすべて同義置換 であ った。

続 いて合計32個 体 の コモ ンマ ー モセ ッ ト (オ

ス19, メ ス12, 性 別 不 明1) につ いて Red-Green

様 遺 伝子 の数 を調 べ るため に, 各DNAを 制 限 酵

素Bgl IIで 完 全 消化 し, ヒ ト Red 遺 伝 子 の エ ク

ソン2部 分 を プ ロー ブ と してサ ザ ンハ イ ブ リダ

イゼーシ ョンを行 った。こ の場合, 図1Aか ら,

Red と Yellow 遺 伝 子 はそ れぞ れ8.5kb, 15kb

の バ ン ドと して, Green 遺 伝 子2.3kbと1.4kb

の ダ ブルバ ン ドとして現 れ るこ とが わか るので,

これ を もとに遺伝子型 を調 べ ることがで きる。す

図1A コモ ンマ ー モセ ッ ト Red-Green 遺 伝 子 の ゲ ノ ム構 造。A) 黒 い ボ ック ス部 分 は6つ の エ ク ソ ン を 表 す。制

限 酵 素 の 略号 は次 の通 り。B, Bam HI; Bg, Bgl II; E, Eco RI; H, Hin dIII; K, Kpn I; Sc, Sac I; S1, Sal I.

図1B コモ ンマーモセット Red-Green 遺伝子のcDNA構 造。B) 開始 (ATG) と終止 (TGA) コ ドン間のcDNA

領域 をボックスで示 した。番号はエクソンを表す。太線部488塩 基長をRT-PCR法 で増幅 し, 図4Bの 遺 伝

子発現のアッセイに用いた。Red, Yellow, Green 遺 伝子 はこの領域 にそれぞれ特有の制限酵素認識部位

(Pvu I, Acc I, Bgl II) を有する。
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べ て のサ ンプルはこれ らのいずれかのバ ン ドか あ

るいはそれ らの組 み合 わせを示 し, そ れ ら以外 の

バ ン ドは検 出 されなか った。図2に その代表 的パ

ター ンを示 した。

これ まで にPCR法 に よ って コモ ンマー モセ ッ

トの3つ の対 立遺 伝 子 は塩基 配列 が調 べ られて

い る (Williams et al., 1992; Hunt et al., 1993;

Shyue et al., 1998)。し か し, Red-Green 遺 伝 子

レパー トリーの検索 を行 うにはゲノムDNAに 対

す るサザ ンハイ ブ リザイゼ ーシ ョンが最 も確実 で

あ り, それ は本研究 で初 あて明 らかに した遺伝 子

の全体構造 の情報 が あって初 あて可能 とな ったの

であ る。

3-1-2 Red-Green 遺 伝 子 のX染 色体支配の証明

1個 体 につ き20個 の分裂 中期細 胞 を観 察 した

と ころ, す べ て の細胞 でX染 色体 長 腕末 端部 分

にのみハ イブ リダイゼー シ ョンシグナルが検出 さ

れた (図3)。以 前 の コモ ンマ ー モセ ッ トに関す

る Red-Green 視 物 質表現型 の家 系分 析 で はX染

色体支配 は明瞭 に は支持 されなか った (Travis et

al., 1988; Tovee et al., 1992)。現 在 まで の と こ

ろ家系分析 が行 われたの は他 には リスザルだけで

あ り, そ こ で はX染 色体1座 位3対 立 遺伝 子仮

説 と矛 盾 しな い結果が得 られている (Jacobs and

Neitz, 1987)。し おが って 今回 の我 々 の結 果が新

世界 ザルで初 めて直接 的 かつ 確定 的支 持 をX染

色体支配仮説 に与 えた。

3-1-3 血 液 キメ リズム

上 述 の よ うに我 々 は コモ ンマ ー モセ ッ トの

Red-Green 遺 伝 子がX染 色 体 に あ るこ とを実 証

し, Red, Yellow, Green 以 外 に は ゲ ノ ム 中 に

Red-Green 様 遺 伝子が存在 しない ことを示 した。

したが って図2の ようなサ ザ ンハ イ ブ リダイゼー

シ ョン実 験で はオスには1つ, メ ス には1つ 乃至

2つ の遺伝子 が検 出され ることが期待 され る。と

ころが約 半数 (10/19) の オ スは2つ の遺伝子 の

存在 を示 した (図4A)。我 々 はさ らに3つ す べ

て の遺伝子 を示す メス2個 体を も見 出 した。ほ と

んどの場合, 特 にDNAが 血 液以外 の組織 か ら抽

出された場合, 1つ の個体 の中で も遺伝子 の バ ン

ドの濃 さに大 きな差異 が認 め られた (図4A)。

マ ーモ セ ッ ト科 で は通 常胎 児 は2卵 性 双生 児

で あ り, そ れ らの胎盤が癒合 し血管 で結 ばれ, 血

液 が混合 す る (血 液 キメ リズ ム) (Benirschke et

図2 サザ ンハイブリダイゼーションによるコモンマー
モセットの Red-Green 様遺伝子の検出。個 体番号

116とHのDNAは 脳 から, H380は 心 臓から, 他

は血液から抽出された。

図3 FISH法 によるマーモセッ ト Red-Green 遺 伝子

の染色体位置の同定。オ スのマーモセ ットの分裂

中期染色体標本 のX染 色 体長腕先端部 に twin

spot と してシグナルが観察される (矢印)。
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al., 1962)。性 の異 なる双子の白血球染色体を調

べた結果, XY型 とXX型 の細胞が1つ の個体 に

混在 していることが確認 され (デ ータ未発表),

血液キメ リズムが我々の対象 としたマーモセット

に実際に生 じていることが明らかとなった。し た

がって, オスに2つ, メスに3つ の遺伝子が検 出

されたのはこのキメリズムのためであると考えら

れ た。

細胞 のキメ リズムは非造血 系組 織で は生 じて い

ないか, あ って も検出で きないほどにわず か で あ

ることがわか って いる (Signer et al., 2000)。サ

ザ ンハ イ ブ リダイゼー シ ョンにお いて, 血 液 以 外

の組織 か ら抽出 したDNAで, 2つ の 遺伝 子 のバ

ン ドが同 じ程度 の濃 さを示 したの は, メ ス のサ ン

プルのみであ り (図2のHは そ の例), ま た 網膜

か ら2つ の遺伝子cDNAを 検 出 あ るい は単 離 で

きたの もメスのサ ンプルのみで あった。こ れ らの

結 果 はX染 色体1座 位3対 立遺 伝子 モデ ルを強

く支持 す るものであ る。

キ メ リズムが も し網膜の視細胞 にまでおよべば,

双 子の相手の視物質を使 った色覚が可能 か も しれ

ない。こ の可能性 を検討 す るため, サ ザ ンハ イ ブ

リダイゼー シ ョンで遺 伝子 を2つ 示 す オス につ

いて, 網 膜 で発現 してい る遺 伝子 を調べ る こ とに

した。図4Aの よ うにオスであ るに も関 わ らず2

つ の遺伝子を もっているか のよ うなパ ター ンを示

す個体の うち3個 体 の眼球 サ ンプ ルを得, 図1B

に示 すcDNA領 域 をRT-PCRで 増 幅 した。こ の

領域 には Red, Yellow, Green そ れ ぞ れの み を

切断 する制限 酵素 サイ トが あ り (Pvu I, Acc I,

Bgl II), これ らのどれで切 断 され るかで発現遺 伝

子 の型 を知 ることがで きる (図1B)。図4Aの3

個 体 は全 て Yellow の み を発 現 して お り, キ メ リ

ズムは双子 の色覚 に影響 を与え ないことが支持 さ

れた (図4B)。

3-1-4 λmax の 測 定

コモ ンマーモセ ッ トの Red, Yelow, Green 遺

伝 子 の全 翻訳領 域cDNAを 単 離 し in vitro で 視

物質再構成 を行い吸光 度を測定 した結果, そ れ ぞ

れ561±1nm, 553±1nm, 539±1nmのλ

maxを もつ ことが明 らかにな った (図5)。

Yokoyama と Radlwimmer (1999) は脊 椎動

物 Red-Green 視 物 質 に関 して, 5つ の ア ミノ酸

座位 の変化S180A (180番 目のア ミノ酸 で セ リ

ンか らアラニ ンへ の置換), H197Y, Y277F, T

285A, A308Sがλmaxを そ れぞ れ7, 28, 7,

15, 16nmだ け blue 方 向 に移 動 させ, 逆 の 置 換

図4A マ ー モ セ ッ ト Red-Green 遺 伝 子 の ゲ ノ ム

DNAサ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン。A) 個 体 番

号IH445か ら は Yellow と Green, H474と111

か ら は Red と Yellow 遺 伝 子 が 検 出 さ れ て い る。

IH445, H474, 111のDNAは そ れ ぞ れ 脳, 肺,

血 液 か ら抽 出 され た。

図4B マ ー モ セ ッ ト Red-Green 遺 伝 子 のRT-PCR

に よ る発 現 ア ッセ イ。B) 488塩 基 長cDNA (図1B

参 照) を網 膜RNAよ り増 幅 した。Pvu I (P), Acc I

(A), Bgl II (B) はそ れ ぞ れ Red, Yellow, Green

のcDNAを289+199, 255+233, 253+235

塩 基 長 に 切 断 す る。
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は そ れぞれ同程度 に red 方 向 に移動 させ る ことを

示 した。さ らに これによ りこれ ら5カ 所 のア ミノ

酸か ら非常 に正確 にλmax推 定 で き るこ とを示

した。コ モ ンマーモセ ッ トの3つ の視物質 の5カ

所 のア ミノ酸組 成 とそ こか ら推 定 され るλmax

を表1に 示 した。Red, Yelow, Green と も期 待

値 と実 測値が実質的 に同一 であることが示 された。

コモ ンマ ー モセ ッ トめ3つ の視 物質 は全 て共

通 してH197 (197番 目 ア ミノ酸 が ヒスチ ジ ン),

Y277, A308で あ るため, 3者 のλmaxの 違 い

は180と285の2カ 所 の ア ミノ酸 の違 いが もた

らしてい ることにな る。Asenjo ら (1994) は さ

らに4つ の ア ミノ酸座位 (116, 230, 233, 309)

が ヒ トの Red と Green の λmax の違 い に微 小 な

が ら効 いてい ることを示 した。コ モ ンマ ーモセ ッ

トの3つ の視物質 もまた116と233で は ア ミノ

酸 に変異 が 見 られ る。Shyue ら (1998) は さ ら

に229も 微 小 な効 果 を もつ こ とを配 列 の比 較 か

ら提起 してい る。こ れ らの効 果 は変異導入遺 伝子

作製 と in vitro 視 物 質再構成実験 によ り検証 され

なければな らな い。し か しなが ら, 我 々 の正 確 な

λmax 測 定 に基 づ く結 果 か らは, こ れ らの ア ミ

ノ酸座位 の効果 は測定誤差 と区別 がつかないか あ

るい はあ ると して も無視 で きる程 に小 さいと考 え

られ る。

これまで コモ ンマ ーモ セ ッ トの Red, Yelow,

Green の λmax は, 顕 微 鏡 下 で網膜 視細 胞 に直

接 ビ ー ム を 照 射 し 吸 光 度 を 測 定 す る

microspectrophotometry (MSP) と い う方法 で

測定 され, Travis ら (1988) は567, 559, 545

nm, Tovee ら (1992) は563, 556, 543nmと

い う値 を報告 してい る。こ れ らの測定 は大 きな標

準誤差 [Travis ら (1988) で最 大5.8nm, Tovee

ら (1992) で 最 大4.7nm] を も ち信 頼性 に問題

が あ った。近 縁種で あるタマ リンの研 究で は電 気

生理学 的方 法, electroretinogram (ERG), を用

いて類 似 した値, 562, 556-557, 541-545nm,

を報 告 してい る (Jacobs et al., 1987; Neitz et al.,

1991; Jacobs and Deegan, 1994)。そ れ で これ

らの値 はマー モセ ッ ト科 と して562, 556, 543

nmと して まとめ られて いる (Jacobs, 1996)。in

vitro 視 物 質再構成 法 は直接 かつ正 確 にλmaxを

測 定 す る 方 法 で あ る (Yokoyama and

Radlwimmer, 1999)。本 研究 は新 世 界 ザル の視

物 質 にこの方法 を適用 した最初 の研 究で あ り, 霊

長 類 のλmax調 整 機 構 は in vitro 視 物 質 再構 成

法で測定 した正確 な値 を用 いて再検 討 され なけれ

ばな らない。

3-2 ヨザ ル

3-2-1 多 数 の偽 Green 遺 伝 子座 の存在

上 述 の よ うに コモ ンマ ー モ セ ッ トで は Red-

Green 遺 伝 子 は確 か に仮 説通 りX染 色体1座 位

であ ることが明 らか となった。で はこの シス テム

図5 マーモセットの Red, Yellow, Green 再構成視物質の吸収波長の測定。視物質の暗状態での吸光度 (暗スペク

トル) が表示されている。各ボックス内は視物質に光を照射 した場合の照射後の吸光度を照射前の吸光度か ら差

し引いた差異スペクトルである。差異スペクトルのλmaxは 暗スペクトルのものと同一であった。



118 河 村 正 二

は新世界ザルでどのくらい普遍的なのであろうか。

現在までにホエザルがその例外であることが報告

されている他 は1座 位仮説を逸脱す るものは見

出されていない。我々は真猿類中唯一夜行性であ

るヨザルが意外にも新たな例外であることを発見

した。ヨザルはこれまで多型がないという観点 で

例外的と考え られていたが, 遺伝子座の数 自体 は

1つ と考えられていたからである。

我々はオスのヨザルのゲノム中に5つ の Red-

Green 様遺伝子を見出 した (図6)。Type 1と2

ではすべてのエクソンを得 ることができたが, 他

の遺伝子 は部分的にしか得 ることができなかった。

5者 に共通 に得 られた の はエ ク ソ ン3か ら5で

あ り, ま た この領域 に上述 した5つ の重要 な ア ミ

ノ酸座位が全て含 まれ るため, まず はこれ ら3つ

のエ クソ ンの塩基配列 を決定 した。そ の結果5者

ともマ ーモセ ッ ト Green (表1) と同 様 にA180,

H197, Y277, A285, A308で あ る ことがわ か

り, こ の配 列 か らλmaxは538nmと 推 定 され

た (Yokoyama and Radlwimmer, 1999)。よ っ

て ヨザルの遺伝 子 を Green と 呼 称 す る こ とに し

た。

塩基配列 を決定 した ことによ り, さ ら に興 味深

い こ と が 明 らか に な っ た。5者 の う ち1つ

図6 ヨザ ルの5つ の Green 様遺伝子の制限酵素地図。黒いボックスはエクソン部分を表す。制 限酵素略号は図1

と同 じ。

表1 コモ ンマーモセット Red-Green 視物質の5ア ミノ酸座位組成とλmax
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図7 ヨザルの5つ の Green 様遺伝子のエクソン3-5領 域 の塩基配列。3つ のエクソンの塩基配列 は上連結 して表示

してある。ドットは Type 1遺 伝子と同一塩基であることを表す。ア ミノ酸の180, 197, 277, 285, 308に あ

たるコ ドンにそれらの番号を表示 してある。終止 コドンになっている部位はそのコ ドン番号に*を つけて表示

している。
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(Type 1) を除いてすべて途中に終止コドンをもっ

ていることが判明 したのである (図7)。終 止 コ ド

ンのためこれ らの遺伝子はたとえ転写翻訳 されて

も最後の2つ の膜貫通領域 とレチナール結合部

位を欠いているため, 正常な機能は果たし得ない。

即ちこれ らの遺伝子は偽遺伝子化 していることが

明らかにな った。

3-2-2 Green 視物質 のλmax

機能遺伝子 と考えられる Type 1遺 伝子 の全 エ

クソンの塩基配列を決定 し, ヨザルの網膜か ら単

離 したcDNAの 配列 と比較 した結果, 両者は完

全 に同一 であ ることが明 らか にな った。こ の

cDNAを 用いて in vitro 視物質再構成法で ヨザル

Green のλmaxを 測定 し, それが539±1nm

であることを明 らかにした (図8)。こ れは, マー

モセットの場合と同様に, 予測値 と実質的に同一

であった。

3-2-3 系統解析

ヨザルにみ られ る Green 遺伝子の遺伝子重複

はホエザルにおける Red と Green への遺伝子重

複 と独立に生 じたのであろうか, それとも共通の

祖先で生 じたのであろうか。そのことを明 らかに

するたあ, エクソン3, 4, そして5の 領域につい

てヨザルの5つ の Green 様遺伝子の塩基配列を

ホエザルの Red と Green, コモンマーモセ ッ ト

の Red, Yellow, Green, そ して外群 として ヒ ト

の Red と Green と比較 し, 系統樹 を作製 した

(図9)。系 統樹はヨザルの5つ の Green 様遺伝子

が単系統であることを高いブー トス トラップ確率

(99%) で支持 していた。さ らに現在入手可能な

全ての新世界ザルの配列データ [タマ リン, リス

ザル, オマキザル, サキ: Boissinot ら (1998)]

を加えてもヨザルの単系統 は依然高いブー トス ト

ラップ確率 (98%) で支持された (データ未発表)。

このことはヨザルにおいてホエザルとは独立に遺

伝子重複が生 じたことを示 していた。

図9の 系統樹はまたヨザルの機能遺伝子 Type

1 Green の進化速度が他の4つ の Green 偽遺伝

子より遅いことを示唆 している。このことは非機

能遺伝子が機能遺伝子より速 く塩基置換を蓄積す

るという, 中立進化の典型的パターンと一致 して

いる。

3-3 オマキザル

ヒト Red 遺伝子のエクソン2を プローブとし

てオマキザル6個 体 (オ ス4, メス2) のゲノム

DNAに 対 してサザンハイブリダイゼーションを

行 った。その結果, オスの1個 体 (MC1) におい

ては用 いた4種 類すべての制限酵素 について2

図8 ヨザル Green 再 構成視物質の暗スペク トル と差

異スペクトル (ボ ックス内)。差 異スペク トルのλ

maxは540±1nm。

図9 ヨザル, マーモセッ ト, ホ エザル, ヒ トの Red-

Green 遺伝子の系統樹。エ クゾン3-5の 塩基配列

を用い, 進化 距離dはd=-(3/4)ln[1-(4/3)

p] により求めた (pは 塩基相違度)。系 統樹は近隣

結合法により構築 し, ク ラスタ リングの信頼性は

ブー トス トラップ確率 (1000回 試 行) しに より検証

した。系統樹の各分岐点 にブー トス トラップ確率

が表示 してある。
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本のバンドが検出され (図10), 2つ の遺伝子座

の存在が強 く示唆 された。ところが他の個体では

基本的に1本 のバ ンドが検出されるのみで, 遺伝

子座 は1座 位であることが示唆された (図10の

#2)。こ のことはオマキザルに種内変異 と して

Red-Green 遺伝子 の1座 位型 と2座 位型が存在

することを示唆している。

4. 考 察

新世界ザルの色覚は大きな種内変異を示す点で

特異である。こ れは Red-Green 視物質遺伝子に

関す る「X染 色体1座 位3対 立遺伝子仮説」で 説

明されてきた。しか しながらこの仮説は直接的な

DNAレ ベルの検証をこれまで免れてきた。また,

新世界ザルの視物質の正確な最大吸収波長, 即ち

λmaxも これまで測定 されずにきた。本 研究で

はまずコモンマーモセ ットを研究対象 と して「X

染色体1座 位3対 立遺伝子仮説」を細胞遺伝学的

及び分子生物学的方法により実証 した。そ して コ

モンマーモセットとヨザルに関 し, 新世界ザルで

初めて Red-Green 視物質の正確 なλmaxを 確定

した。さ らにそれに基づき, 2つ のア ミノ酸座位

180と285の みでマーモセットの Red, Yellow,

Green のλmaxの 違 いが生 じて いる こ とを示 し

た。最 後 に, ヨ ザ ル とオマ キザ ル の Red-Green

様 遺 伝子 の観 察 か ら Red-Green 視 物 質遺 伝 子 の

座位数 は, 単 に ホエザルを例外 とす るのではな く,

これまで考え られて いた以上 に多様 であ ることを

示 した。

ヨザル は伝統的 にはテ ィテ ィに系統 的に近 いと

考 え られて きたが, 最 近 の分子 レベルの研究 で は

マー モセ ッ ト科 に近 い とす る結 果が得 られて いる

(Schneider et al., 1993)。い ず れに しろ ヨザルが

新世 界ザ ルの共通祖先 か ら単独 に分 岐 して いるこ

とを支持す るデー タは これ までな い。こ の こ とは

ヨザ ルが夜行性 であ るに も関わ らず タペータムを

有せず, よ って昼行性 の祖先か ら夜行性 に二 次的

に進 化 した とす る伝統 的 な 考 え と も一 致 す る

(Fleagle, 1999)。一 方, 新 世 界 ザ ル の Red-

Green 遺 伝 子 の3対 立遺 伝 子 システ ム はその起

源 を新 世 界 ザ ルの 共 通 祖 先 (Boissinot et al.,

1998), さ らに は原 猿類を含 む霊長 類 の祖先 にま

で辿 ることが で きると考え られ ている (Tan and

Li, 1999)。し たが って, ヨザ ルはその祖先 におい

ては Red, Yellow, Green の3対 立 遺伝子 を有 す

る2色・3色 型混合 であ ったはずであ り, お そ ら

く夜 行性 へ と進化 して い く過程 で Red と Yellow

の対 立遺伝子 を喪 失 したと考 え られる。と ころが

ヨザル は一方 で は残 った Green 遺 伝 子 を重 複 さ

せたのであ り, そ の時点 では色覚 を向上 させ る機

会 を得 た ことにな る。し か し, 結 局 は重 複遺 伝子

の一方 を偽遺 伝子化 して しまい, 向 上 の機会 を捨

てて しまった ことになる。

興 味深 いことにヨザ ルは Blue の 遺 伝 子 も終止

コ ドンに よって偽 遺伝子化 して お り, 少 な くと も

錐体 細胞 によ る視覚 に関 して は Green の み しか

もたない単色 型, 即 ち完全色盲 であ ると考 え られ

て いる (Jacobs et al., 1996b)。夜 行性 の原 猿 で

あ るオオギ ャラゴ (Otolemur crassicaudatus) で

も類似 の現象, 即 ち Blue 遺 伝 子 の不活 化 が起 き

て いる (Jacobs et al., 1996b)。夜 行 性 の動 物 に

とって これ らの突然変異 は淘汰 上 中立 で あ り得,

よ ってすべて偶然的 に固定 され た もの とみ ること

はで きる。し か し一方 で, 夜 行 性 の強 い動物 には

図10 オ マ キ ザ ル の Red-Green 様 遺 伝 子 に 対 す る サ ザ

ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン。B, Bam HI; Bg, Bgl II;

E, Eco RI; S, Sac I.
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色覚が単に不要なだけでなく, 何 らかのデメ リッ

トを与え, 錐体視物質の種類を1つ に保たせ るよ

うな自然淘汰が働いている可能性も否定できない

と考える。今後多 くの夜行性動物の視物質遺伝子

を調べることでより強い示唆が得 られると考える。

オマキザルに3対 立遺伝子型 と2座 位型が混

在することは, 非常に興味深い示唆を与える。オ

マキザルのオスにみ られた2つ の遺伝子 が異な

るλmaxを もつ ものであれば, 色覚 において も

(オスが必ず2色 型になる) 多型型 と (オ スも必

ず3色 型になる) 普遍型が混在することになるか

らである。これまで3対 立遺伝子システムが数千

万年も維持されてきたのは, 3色 型が2色 型 より

単純に有利なためであり, 一種の超優性淘汰 によ

り変異が維持 されてきたため と考え られている。

狭鼻猿のような普遍型でないのは, 単に2座 位型

という突然変異体が出現 しなかっただけであると

これまで考えられてきた。また, ホエザルではた

またまそれが起 こり, 多型型か ら普遍型へ移行 し

たと考えられている。もしオマキザルに多型型 と

普遍型が非常 に古 くか ら混在 していれば, 多型型

の適応的意味に別な解釈 (例えば, 2色 型が3色

型より有利な状況がある, あるいは, 色覚 に変異

があること自体に社会行動上の意味がある, など)

が必要 とされることになるかもしれない。

色覚の適応的意味を理解するには, その動物 が

色覚を実際にどのように使 っているかを明 らかに

しなければならない。そのためには色覚の違 う個

体の間でその行動の違いを観察 していく必要があ

ると考え られる。実験的に遺伝子操作等によ り色

覚変異体を作出して野生型 と比較するという方法

が, 昨今 の分子生物学者的な発想であろう。例 え

ばゼブラフィッシュなどを用いればこれは実現可

能と思われる。一方で自然界にすでに存在する変

異を利用する方法がある。新世界ザルは自然状態

で大 きな色覚変異をもつ特異な動物群である。彼

らの様々な行動や社会関係に色覚の違いは全 く影

響 していないのだろうか? 動物行動学, 心理学,

分子生物学などの垣根を越えた学際的アプローチ

により, そう遠 くない将来にその答えが見えて く

るのではないだろうか。
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(Summary)

Evolution of Red-green Visual Pigment Genes

and Color Vision of New World Monkeys

Shoji KAWAMURA

Department of Integrated Biosciences, Graduate School of Frontier Sciences, The University of Tokyo

Most New World (NW) monkeys exhibit

extensive intra-specific variations in color vision,

where males are dichromatic (red-green colorblind)

and females are either dichromatic or trichromatic.

This is explained by a model that the red-green

visual pigment genes of NW monkeys exist as a

single-locus gene with three allelic variations

residing on X-chromosome (“tri-allelic single-locus

X-chromosome model”). In this study we

investigated genomic organization of red-green

visual pigment genes of common marmoset

(Callithrix jacchus) and owl monkey (Aotus

trivirgatus). By fluorescence in situ hybridization

(FISH), we directly localized the pigment gene at a

locus on X-chromosome of common marmoset. The

study on the marmoset provided direct and

conclusive evidences for the "tri-allelic single-locus

X-chromosome model" on the genetic basis of

marmoset color vision.

By using in vitro pigment regeneration method,

we determined exact peak absorption spectrum

(λmax) of all three allelic pigments, red, yellow,

and green, of the marmoset, to be 561, 553, and 539

nm, respectively, and green pigment of owl monkey

to be 539nm, which were precise to within±1nm.

These values were virtually identical to predicted

values based on amino acid sequence at five critical

sites: 180, 197, 277, 285, 308.

Interestingly, the nocturnal owl monkey was found

to possess multiple green pseudogenes. The

phylogenetic analysis indicated that duplications of
the green genes occurred in owl monkey lineage and

were independent from that in the howler monkey,

the only known NW monkey having red and green

genes on separate loci. By Southern hybridization,
we found one male capuchin monkey (Cebus apella)

that appeared to have two red-green-like visual

pigment genes. The results obtained from studies on
owl monkey and capuchin suggest that the evolution

of color vision in NW monkey is more complicated

than ever considered.
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