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光受容細胞に特異的な賓白質 vi si n i n の C D N A

ク ロ ー ニ ン グとそ の解析

金沢大学が ん研究所薬理部 く主任 こ 三 木直正教按1

山 形 要 人

く平成 1 年 5 月2 3 日受付1

V i si ni n は
，

ニ ワ ト リ網膜視細胞く錐体細月別 に 特異的 に 存在す る分子 量約24 ，0 0 0 ， 等電 点約5 ， 5 の

可 溶性蛋白質 で ．
ふ 卵1 4 日目以後加齢 と共 に 増加す る 蛋白質と して 見出さ れ た 一 V i si n i n の視 細胞 に お

ける機能を探 る ため に ， ま ず vi si n i n c o m pl e m e n t a r y D N A くc D N A l の ク ロ
ー ニ ン グを行 っ た ■

ニ ワ ト

リ網膜 の m e s s e n g e r R N A くm R N A J よ り ，
入g tl l ライ ブ ラ リ

ー

を作成 し ， 抗 vi si n i n 血清 で ス ク リ ー

ニ ン グ を行な っ た ． 約20 万 偶 の フ ァ ー ジの 中か ら ， 4 個 の 陽性 ク ロ
ー ン が 得 ら れ た が ，

す べ て 同 じ

c D N A イ ン サ
ー ト を含 ん で い た ． こ の 中の 一 つ の フ ァ

ー ジ く入 vi s41 を大 腸菌 Y lO 8 9 に て 溶 原化 し ，

p
． ガ ラ ク トシ ダ

ー ゼ と の 融合蛋白質 を作 らせ ，
V i si n i n 抗体 を用 い て W e s t e r n ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行な っ

た と こ ろ ， イ ソ プ ロ ピル 月 － D イ オ ガ ラ ク ト ピラ ノ シ ド で 誘 導さ れ る 融合蛋白質 の みが 反応 し た ■ また
，

エ ピ ト ー プ選択法で Vi si n i n に 対す る純粋 な抗体 を作成 し ， 網膜蛋白質の W e s t e r n ブ
ロ ツ テ ィ ン グ を行

う と
，
2 4 k D a 蛋 白質の み が 反 応 し た ． さ ら に

．
こ の 抗体 を 用 い て網膜の免疫組織化学 を行 な っ た と こ

ろ ， 視細胞内節 に 強 い 染色が認 め ら れた ．
N o r th e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン よ り

，
V i si n i n m R N A は

網膜だ けに 発 現 し て お り ，
そ の長 さ は約100 0 塩基で あ っ た ． また

，
Vi si n i n c D N A をプ ロ

ー ブに して i n

sit u ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 な っ た と こ ろ ， 網膜の 視細胞内節 お よび 外顆粒層 に 多く の ブ レ イ ン が

み られ た ． 別 の ラ イ ブ ラ リ
ー

を こ の CD N A プ ロ
ー プ で ス ク リ ー ニ ン グし

，
ほ ぼ完全長の Vi si n i n c D N A

く入V i s 2 51 を得た ． こ の ア ミ ノ 酸配列よ り ，
V i si ni n が少 な く と も 2 個 の E － F ハ ン ド をも ち

，
カ ル シ ウ ム

と結合 す る能力が あ ると 予 想 され た ． ま た
，
松果体 に お い て も vi si n i n が発現 して お り ， 培養松果体に ，

4
，
00 0 ル ク ス の 光 を 4 日間 あ て 続 け る と ，

暗所で 培養 した場合に 比 べ て 有意に Vi si ni n 陽性細胞が増加す

る こ とが わ か っ た ． 以 上 の 結果 よ り ，
V i si n i n は

，
光受容細胞の み に 存在す る カル シ ウ ム 結合 蛋 白質であ

り ． 光 に よ り誘導さ れ る こ と か ら ， カ ル シ ウ ム イ オ ン を介す る錐体細胞の 光応答 に 関与 して い る 可能性

が 示 唆さ れ た ．

E e y w o rd s p h o t o r e c e p t o r c ells ， C D N A cl o ni n g ， C a
l ci u m －b i n di n g ， p h o t o

，

t r a n s d u c ti o n ， V isi ni n

網膜 は ， 光刺激 をう け ， そ れ を電気信号に 変 え ， 統 の 細胞 の 光応答 は異 な っ て お り ， 梓体 は感度が高く ，

合処 理 した後 ，
その 情報 を脳 へ 送 る神経組織 で ある ． 光 の 弱い と こ ろ で 働 き 1 明暗視 に 関係 し て い るの に対

網膜 は ， 視細胞層 と神経細胞層 に 大別 さ れ ， 視細胞 し
，
錐体は ， 感度 が低 く ， 光 の 強 い と こ ろで 働き ，

色

は
， 直接光 を受容 し ，

そ れ を生 体信号に 変 え る役目 を 覚 に 関係 して い る ． 従 っ て ，

こ れ ら の 視細胞の 波長持

し て お り
， 得体細胞 と錐体細胞 か ら な る － こ の 二 種類 性も 異 な っ て い る ．

つ ま り 梓体視物質の ロ ド プシ ンの

A b b r e v i a ti o n s ニ b p ， b a s e p air s ニ B S A ， b o v in e s e r u m a
lb u m i n 三 C D N A ，

C O m p le m e nt a ry

D N A i C G M P ， C y Clic G M P 三 D M E M ，
D u lb e c c o

，

s m o d ifi e d E a gl e
，

s m e d iu m i E D T A ，

e t h y l e n e di a m in e t et r a a c e ti c a cid i F C S ， f e t al c a
lf s e r u m i I P T G ， is o p r o p y l P

－ D ，

g al a ct o p y r
－

a n o si d e こ m R N A ， m e S S e n g e r R N A ニ O R F ， O p e n r e a di n g f r a m e 三P A G E ， p Ol y a c
r y l a m id e g el



V i si n i n c D N A の ク ロ
ー ニ ン グ

吸収極大波長が 49
5 n m で ある の に 対 し ，

三 種 の 錐体

現物質の 吸 収 波長
は そ れ ぞ れ 青 く420 n m l ， 緑 く530

血I ， 赤 く560 n 面 と な っ てい る ． こ れ は 光受容物質が

異なる た め で あ る ■ 梓体 外節 に お け る光刺激 を電気信

号に 変 え る機構く光変換機ヰ削 は よ く 研究 さ れ て
い

る
II
，

光刺激を受 けた 後 ， 梓 体細胞外節 で は ， ロ ド プ シ ン

が， メ タ ロ ド プ シ
ンエI に な り ， トラ ン ス デ ュ

ー シ ン の

ぽ サブ ユ ニ ッ ト を活性化す る ■ そ して ぼ サ ブ ユ ニ ッ ト

がP y サ ブ ユ
ニ
ッ トか ら離れ ，

C y Cli c G M P ホ ス ホ ジ

エ ス テ ラ
ー ゼくC G M P ph o s ph o d i e st e r a s e くP D EIl の y

サブ ユ ニ ッ ト に 結合 す る と ，
P D E が 活性化 さ れ ，

c G M P が急 速 に 分解 さ れ る ． c G M P は ， 梓体外節形質

膜の N a
＋
チ ャ ン ネ ル に 直接作 用 し て こ れ を 開 く作

即 が あ る の で ，
C G M P が 減 少 し た 結果 ， 外 節 の

N a
＋
チ ャ ン ネ ル が 閉 じ ， 過 分極 を引き起 こ す と 考 えら

れてい る ． こ の よ う な反応 が錐体細胞外節 で も起 こ っ

ている と考 え られ て い る が ，
ま だ よ く わ か っ て い な

い ． また ， 網膜の神経網胞層に は ， 水平細胞 ， 双 極細

臥 ア マ ク リ ン 細胞 ，
神経 節細胞の 4 種類の 細胞が あ

り， 光情報 を処理 して い る ．

光応答の た め に ， 網膜 ， 特に 視細胞 に は他の 組織 に

はみられ な い 特異的な蛋白質が発現 して い る ． 代表的

なもの と して ， 上 記 の反応 に 関与す る ，
オ プ シ ン

3卜 の

，

トラ ン ス デ ュ
ー

シ ン
8 川

，
C G M P ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ

ー

ゼ
鋸 01

，
色覚物質く青， 赤 ，

緑1
1111 2I

，
C G M P 依存 性 N a

チャ ン ネル
，
S 抗原

1釣

な どが知 られ て い る ． 近年 ， 遺

伝子操作 に よ り ，
こ れ ら の 構造が わ か っ て き た ．

V i si n i n は19．83 年 に 畠中ら
川
が

， 発達期 ニ ワ ト リ網

膜に特異的 な 蛋 白質 と し て 見 出 し た も の で ，
抗

Vi si ni n 血 清 を用 い た免疫組織化学的研究 に よ り ， 錐

体細胞の 内節 に 多く含 ま れ ，
梓体細胞 に は存在 しな い

ことがわ か っ て い る
1 封

． しか し， そ の 構造 お よ び 機能

は明らか で ない ． 本論文 で は vi s in i n の 錐体細胞内で

の機能 を探 る た め に Vi si n i n c o m pl e m e n t a r y D N A

くc D N A l の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い ，
そ の 諸性質 を調 べ

た ．

材料 お よ び方法

工 ．
ニ ワ トリ網膜 入 g tl l c D N A ラ イ ブ ラ リ

ー の 作

成

ニ ワ ト リ胚く19 日齢ナ網膜 か らの R N A の 単離 は ，

6 5 9

C h i r g w i n ら の 方法
161
に 従 っ た ． 網膜組織 を4 M グア

ニ ジウ ム チ オ シ ア ネ ー ト溶液中で粉砕 し1 それ を 5 ． 7

M 塩化 セ シ ウ ム に 重層し ， ペ ッ ク マ ン ロ
ー

タ
ー

S W

5 0 ． 1 で 3 5 k r p m ， 1 4 時間遠心 し， 全 R N A を得た ． 抽

出 した 全 R N A を A v i v ら の 方 法
171 に 従 い オ リ ゴ

くd Tl セ ル ロ ー ス カ ラム に か け
，
ポ リ くAl

＋

R N A を 得

た ．
ニ ワ トリ網膜 の 1 gtl l c D N A ライ ブ ラ リ

ー

作成

は
，
H u y n b ら の 方法

181
に 従 っ た ． ま ず， ニ ワ トリ網膜

ポ リ くAl
＋

R N A l O JL g よ り ，
G u b l e r と H off m a m の

方 法瑚 に 従 っ て オ リ ゴ くd Tケ プ ラ イ マ
ー

を ポ リ

くAl
＋
R N A に ア ニ

ー ル した 後 ， 逆転写酵素を用 い て 一

本鎖 c D N A を合成し た ． 次に 大腸菌 R N a s e H で ，

R N A I D N A ハ イ プ リ ッ ト中の R N A に ニ ッ ク を い

れ
，
大腸菌 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て R N A 鎖 を

D N A 鎖に 置 き換 え た ． 最後 に
，
T 4 D N A ポ リメ ラ

ー

ゼ に よ り
，
3
，

末端 の 突出 を除去 し た ． 合成 さ れ た

c D N A の 内在性 E c o R I 部位 を E c o R I メ チ ラ ー ゼ に

よ っ て メ チ ル 化 し， 両端に E c o R エ リ ン カ ー

を付 けた

後 ，
E c o R I で 消化し た ． その後 ，

B i o －

g e l A 5 0 m カ ラ

ム く0 ． 2 X 3 0 c m l に のせ ，
S T E く10 m M ト リ ス 塩 酸 ，

p H 7 ． 5
，
1 m M E D T A

，
1 0 0 m M 塩化ナ ト リ ウム1 で溶

出し
，
1 g tl l ベ クタ

ー

くE c o R I 消化． フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ処理 済み1 の E c o R I 部位 に 挿入 し た 後 ，
i n v it r o

パ ッ ケ
ー ジ ン グ に よ っ て フ ァ

ー ジライ ブラ リ
ー

を作成

した ． 入gtl l ライ ブラ リ
ー

を大腸菌 Yl O 8 8 に 感染 さ

せ
， 独立 ク ロ ー ン の 数 を調 べ ると ，

フ ァ ー ジア
ー ム 1

ル g 当た り約 2 X l O
5

個の ク ロ
ー

ン を含ん で い た ．

II ． 杭 vi si n ill 血清 に よ る 入 g tl l ラ イブ ラ リ
ー の

ス ク リ
ー

ニ ン グ

大腸 菌 Y lO 9 0 に ．1 釘11 ラ イ ブ ラ リ
ー く2 x lO

5

pl a q u e f o r m i n g u n it くpf u11 を37
0

C
，
15 分間感染さ せ ，

ト ッ プア ガ ル と と も に プ レ
ー トく直径90 m m 1 7 枚く約

3 x l O
4

pf u l 枚1 に ま き ，
4 2

0

C で 4 時 間 培養後 ，

10 m M I P T G を し み こ ま せ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ
ー

く82 m m l を各 プ レ
ー

トの 上 に お き ． 3 時間 ， 3 7
0

C で 培

養 し た ． そ の 後 ，
フ ィ ル タ

ー

をは ずし0 ． 5 ％ ス キ ム ミ

ル クI ph o s p h a t e －b u ff e r e d s ali n e くP B Sl 中で37
0

C
，
1

時間培養 し， 抗 vi si ni n 血 清5 rn 1 く10 0 0 倍希釈1 と 室温

で 一 晩 反 応 さ せ た ． そ の 後
．
t ri s －b u ff e r e d s ali n e

くT B S H 5 0 m M トリ ス 一 塩酸 ， p H 8 ．0
，
1 5 0 m M 塩化

ナ ト リ ウ ム1 中 で10 分間 ，
0 ． 1 ％ ノ ニ デ ッ ト P t 4 0ノ

T B S 中で1 0 分 間 ， 再び T B S 中 で10 分間洗 い ，
ペ ル オ

ele ct r o p h o r e si s ニ P A P ， p e r O X id a s e
－ a n ti p e r o x id a s e ニ P B S ， p h o s p h a t e －b uff e r ed s alin e ニ P D E ，

p h o sp h od ie st e r a s e 三 pf u ， pl a q u e f o r m i n g u n it 三S D S ， S O di u m d o d e c y l s ulf a t e ニ S S C ， S Ol u ti o n

C O n t ai ni n g O ．1 5 M N a C l ＋ 0 ．01 5 M s o d iu m cit r a t e ニ T B S ， t ri s
－ b u ff e r ed s ali n e



6 6 0

キ シ ダ
ー

ゼ で ラ ベ ル し た 抗 ウ サ ギ 工g G 抗体 くヤ ギ1

5 m l く1 ， 00 0倍希司附 と37
0

C で 1 時 間反応 さ せ た ． そ の

後． 上 と 同様 に 洗 い ，

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 用 の 発 色液

40 m l く3 ，3
，

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 10 m g ， 3 0 ％過酸化水素

1 5 声1 ， 0 ． 1 M トリ ス
一 塩酸

， p H 7 ． 41 中 で 発 色 さ せ

た ．

1II ． S 川 t h e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

高分 子量 D N A は ，
B li n らの 方法

20，
に 従 い

，

ニ ワ ト

リ肝臓 か ら調整 し た ． 得 られ た D N A を ， B a m H I お

よ び E c o R 工 で 処理 し た後 ，
0 ．8 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電

気泳動 を行 な っ た ． S o u th e r n 法
21
りこ よ り ，

ナイ ロ ン 膜

くG e n e S c r e e n 社 ， 米 国1 へ D N A を ト ラ ン ス フ ァ
ー

した 後 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 溶液 く50 m M トリ ス

一

塩 酸 ， p H 7 ． 5
，
1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ，

1 m M

e t yl e n e d i a m i n et e t r a a c e ti c a cid くE D T A i ， X l O

D e n h a r d t 溶液 ， 0 ． 1 ％サ ル コ シ ル ，
5 0 0 JL gl m l 変性白

子 D N Al 申で ， 6 5
0

C
．
1 6 時間反応 させ た ． そ の 後 フ ィ

ル タ
ー

を X 2 S S C くX I S S C ニ 0 ． 1 5 M 塩化 ナ トリ ウ ム

＋0 ． 0 1 5 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム1 く室温1 ， X 2 S S C J

O ． 1 ％サ ル コ シ ル 中 ，
65
q

C で2 0 分ずつ 3 回 洗 い ， 再 び

x 2 S S C く室温1 で 洗 っ た 後 ，
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ イ
ー

を行 っ た ．

N
．
N o r tb e r n ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン

ニ ワ トリ網膜 ， 脳 ， 肝臓 ， 心臓 ，
小腸

，
腎臓な どか

ら
，
全 R N A を調整 し ， 各 60 〆 g ずつ グリ オ キサ

ー ル

で 変性 させ ，
1 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動 を行 っ た ．

泳 動後
，
R N A をナイ ロ ン膜 くP a ll 社 ， 米 国りこト ラ ン

ス フ ァ
ー

した後 ，
N o r th e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

を行 っ た ． プ ロ ー ブ は S o u th e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン と同 じ プ ロ
ー

プ を 用 い た ． た だ し ，
こ の 後の 洗

も1 は ， X O ． 1 S S C J O ． 1 ％サ ル コ シ ル く65
0

C l で20 分間ず

つ 3 回行 っ た ．

V ． プ ラ
ー

ク ハ イ プ リ ダ イゼ
ー

シ ョ ン

プ ラ
ー

ク ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン は ，
B e n t o n－

D a v i s の 方 法
22，
に 従 い ．

N o r th e r n ハ イ プ リ グ イ ゼ
ー

シ ョ ン と同 じ プ ロ ー プ を用 い て ス ク リ
ー ニ ン グ を 行

な っ た ． す な わ ち 3 X l O
4

pf uノ枚に な る よ う に ，
ニ ワ

トリ網 膜 入 gtl l ライ ブ ラ リ
ー く計 6 X l O

5

p 叫 を ま

き ， 固定 した 後， N o r th e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

と 同 じ条件 で反応 さ せ た ． N o r th e r n ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン と同 じよ う に 膜 を洗 っ た 後 ，
オ

ー

ト ラ ジオ

グ ラ フ イ
ー を行 な っ た ．

V l ．
エ ピ ト

ー プ選 択法 に よ る 抗体 の 精製 と ウ エ ス タ

ン プ ロ ツ テ ィ ン グ

入Vi s4 くへ 1 0 0 0 0 pf ul をア ン ピ シ リ ン を含む プ
レ ー

ト

く90 m m l に ま き ．
4 2

O

C で 6 時 間 保温 後 ，
1 0 m M

形

i s o p r o p yl P － D －

g a l a ct o p y r a n o sid e くIP T G l をし みこ

ま せ た ナ イ ロ ン 膜 をの せ ，
3 7
0

C で 2 時間保温した ． ナ

イ ロ ン 膜 を は ずし ， 0 ． 5 ％ス キ ム ミ ル クノP B S 中で37

0

C
，
1 時 間反応後 ，

ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た抗

vi si n i n 血 清 く1 ，0 00 倍希 租 各 5 m l 中で
一 晩室温で保

温 した ． 0 ． 5 ％ トリ ト ン X －1 0 0 を 含む ス キ ム ミ ルク液

で10 分間ず つ 室温 で 3 回膜 を洗 っ た 後 ， 蒸留水で膜を

洗浄 し ， プ ラ
ー

ク の 蛋白質 を結合 さ せ た 面 を上 に し

て
，
新 しい シ ャ ー レ に 移 し ， 2 r D l の 溶 質溶液く5 m M

グリ シ ン溶液 ， p H 2 ． 3
，
0 ． 1 5 M 塩化ナ ト リウ ム

，
0 ．1

m gl m l b o v i n e s e r u m a lb u m i n くB S All を入 れ ， 膜面

上 で 1 分間揺 ら し て 水中 の 試験管 に 移 し ， 同様に2

m l
，
さ ら に 1 m l の 溶 質溶液で溶出さ せ た ． す ぐに1

M トリ ス 70 ノ上1 を加 え ， 抗体 溶液 と して 用い た
23I

．

W e s t e r n プ ロ ツ テ ィ ン
．

グ は
，
T o w b i n ら の 方法

241
に

従 っ た ． す な わ ち ニ ワ ト リ 胚1 9 日 齢 の 脳 ， 網膜 ， 肝

臓
，
腎臓 ， 小腸 の 各 可溶性分画 5 叫 g を1 2 ． 5％

s o d i u m d o d e c yl s u lf a t e くS D Sトp ol y a c r yl a mi d e g el

el e c tr o ph o r e si s くP A G El で 分離 した 後 ．
25 m M トリ

ス
，
1 9 2 m M グ リ シ ン

，
2 0 ％ メ タ ノ ー ル 中電気泳動的

に ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 へ 転写 した ， そ の 後 ニ トロ セル

ロ
ー ス 膜 を0 ． 5 ％ ノ ニ デ ッ ト P －4 0ノP B S 中でひ たし ，

S D S を除い た 後 ，
3 ％ B S A J

，

P B S 中 で37
0

C
，
1 時間

保温 し， 抗 vi si ni n 抗体 と
一 晩室温 で 反応させ た ． 以

後 は ，
抗体 に よ る ラ イ ブ ラ リ

ー

の ス ク リ
ー ニ ン グと同

じ方法 を用 い た ．

耶I
． 清原 菌 か らの 融 合蛋 白 質の 精製

入 vi s 4 フ ァ ー ジ を Y l O 8 9 に3 2
0

C ， 2 0 分間感染させ ，

そ の 後 プ レ ー トに ま き ， 3 2
0

C で培養 した ． 1 個ずつ コ

ロ ニ
ー をブリ ッ トつ き の フ ィ ル タ ー 2 枚 に 爪楊枝で移

した 後 ，
1 枚は4 2

0

C に ，
1 枚 は32

0

C で 培養した － 32
0

C

で 成育 し ， 4 2
0

C で 成育 し ない コ ロ ニ
ー

を選 び 了 溶原菌

と した ． こ の溶原 菌 を ， 3 0 m l の培養液 2 本 に 入 れ．

3 2
0

C で成育 さ せ ，
0 ．D ．6 0 0 三言 0 ．5 の 時点で ，

4 5
0

C の 恒温

槽 へ 移 し， 2 0 分間培養 し た 後 ，
1 0 m M に な るよ うに

IP T G 加 え ， 3 7
0

C で 培養 し た ． 融解が 起 こ る前に集菌

し ，
0 ． 6 m l の 1 0 m M ト リ ス ー塩酸くp H 7 ■5I で 懸濁

し ，
－

7 0
0

C で 凍結．

させ た ． そ の 後凍結融解 を2 度くり

返 し， トリ ト ン X－100 を 最終濃度 1 ％ ，
リ ゾチ ー ムを

1 m gl m l に な る よ う に 入 れ ，
4
Q

C で3 0 分間反応後， 遠

心 し
，
その 沈殿 を用 い た ■

Y軋 塩 基配 列 の 決 定

S a n g e r らが 開発
訪，
し ，
M e s si n g に よ っ て改良され

た
溢，
ジデ オ キ シ 法 を用 い て ，

V i si n i n c D N A の 塩基配

列 を決定 した ． D N A 断片 を M 13 m p 1 8 及び m p 19
に

組 み込 み J M l O l に 導入 した 乳
一 本鎖 フ ァ

ー ジを増



V i si n i n c D N A の ク ロ
ー

ニ ン グ

殖し， その D N A を回 収 した
． 相 補鎖 D N A の 合成

は
，
ジデオ キ シ ヌ ク レ オ チ ドお よ び E l e n o w フ ラ グ メ

ン ト， あ るい は シ
ー

ケ ネ
ー ス 存在下で 4 種の 色素プ ラ

イ マ
ー を用 い て 行 な っ た ． 6 ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

く8 ．3 M 尿素を含 むン ゲ ル を用 い て ， シ
ー ク エ ン サ ー

37 0 A くA B I 杜 ， 米 国い こて塩基配列 を決定 した 一

班 ．
I ェ sit u ハ イ ア リ ダ イゼ

ー シ ョ ン

ふ卵後3 日目の ニ ワ ト リ を ，
4 ％パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒドノP B S で濯流固定後 ，
眼 球 を摘出 し， 同液で 後固

定を行い ，
1 0 へ 2 叫 m の凍結切片を作製 した ． ブ ロ

ー

プは， N o r tb e m
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン と 同 じ プ

ロ
ー

プ を用い ， 亡ぼ 一 発 トd C T P で ニ ッ ク トラ ン ス レ
ー

シ ョ ン ラ ベ ル した後 ，
5 0 m M リ ン酸緩衝液くp H 7 ．引 ，

50 ％ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ， X 2 S S C ， X I D e n h a r d t ，

2 ％サ ル コ シ ル ，
0 ．2 9 M 2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル
，

2 50 JL gl m l 変性白子 D N A ， 1 0 0 m gl m l デ キ ス ト ラ ン

硫酸中 で ， プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 後 ，

プ ロ ー プ

D N A を入れ ， 3 7
0

C で 1 4 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン

させた ． 洗い は ， X 2 S S C ， 室温 で30 分 間の 後 ，
X

O ． 1 S S C1 0 ． 1 ％ トリ ト ン X －1 0 0 中で50
O

C
，
4 0 分間 ずつ

3 回行な っ た ．

6 61

X ． 免疫組織化学

ふ 卵後 3 日目の ニ ワ トリ を同様 に 固定後 ，
凍結切片

を切り出し ， 3 ％ B S A I P B S 中で 1 時間反 応後 ，
エ ピ

ト
ー

プ選択法 で 純粋 に した抗体 と反応さ せ た ． 発色は

p e r o xi d a s e
－

a n ti p e r o x i d a s e くP A PI 法を 用 い た
印

．

X I ． ド ッ ト プ ロ ッ テ ィ ン グ

ふ 卵後 ．
3 0 0 0 へ 4 0 0 0 ル ク ス 下 で 3 日間飼 っ た ニ ワ ト

リ 3 羽 と ， 暗所 で 3 日間飼 っ た ニ ワ トリ 3 羽 よ り それ

ぞれ 松果体 を摘出 し， その ホ モ ジネ
ー

ト を ニ トロ セ ル

ロ
ー

ス 膜 に10
，
2 0

，
4 0 JL g ず つ の せ た後 ， 抗 vi si n in 抗

体を用 い て ， イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ を行 な っ た ．

X H ． 松果体 の 培養

ふ 卵直後 の ニ ワ ト リよ り松果体を摘出し， D ulb e c c o
，

s

m o d ifi e d E a gl e
，

s m ed i u m くD M E M V l O ％ f e t al

c alf s e r u m くF C Sl の 培養液 ，
10 ％ C O 2 の3 7

8

C 恒温槽

中で ，

一 方は4
，
00 0 ル ク ス の 蛍光灯下 ． も う

一 方 は 暗

所 で 4 日 間培養 した ． 組織化学 は上 述と 同じ方法 で行

な っ た ．

X II I
． 試 薬 類

実験 に 使用 し た 酵素 お よ び 薬 品 は下記 か ら得 た ．

E a －
3 2
P トd C T P く3 ，00 0 C il m m oll ， E a －

3 2

p トd A T P

F i g ． 1 ． S c r e e ni n g o f a c h i c k e n r e ti n al 入 gtl l lib r a r y b y u si n g a n ti
一 vi si n i n s e r u m A

T h e 入 gt l l c D N A lib r a r y w a s s c r e e n e d b y u si n g a n ti
－

V i si n i n s e r u m ． F o u r

p o siti v e cl o n e s w e r e i s ol a t e d f r o m a b o u t 2 x l O
5
r e c o m b i n a n t c D N A cl o n e s －

T h e s e cl o n e s c o n t ai n e d th e s a m e c D N A i n s e rt く62 0 b pl ． T h e s p o t s o n e a c h

fil t e r r e p r e s e n t p o siti v e cl o n e s ．
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く3 ，0 0 0 C il m m o りくA r n e r s h a m ， 英国1 ， 入 gt ll ，
ブ ル

ー

ス ク リ プ ト ベ ク タ
ー

，
i n v it r o パ ッ ケ ー ジ ン グ キ ッ ト

くS t r a t a g e n e ， 米国1 ，
ア ン ピ シ リ ン ナ トリ ウ ム ， テ ト

ラ サイ ク リ ン 塩酸塩 ，
イ ソ プ ロ ビ ル ダ ． D － チ オ ガ ラ ク

ト ピ ラ ノ シ ド く和光 ， 大 阪1 ， 5 プ ロ モ
ー 4 － タ ロ ロ

ガ
ー D － ガ ラ ク ト シ ド く半井 ，

京都1 ， 制限酵素 E c o R l ，

P s t I
，
P v u II

，
D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ I
，
M 1 3 m p1 8 お よ

び m p 1 9 く東洋紡 ， 大 阪1 ． T 4 D N A ライ ゲ ー シ ョ ン

キ ッ ト
，
バ ク テ リ ア ル ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ

ー

ゼ
，

D N A ポ リメ ラ
ー ゼ ク レ ノ ウ フ ラ グメ ン ト く宝 酒造 ，

京都1 ， 制限酵素 K p n 工くべ ー リ ン ガ
ー

マ ン ハ イ ム ， 西

独1 ， ナ イ ロ ン フ ィ ル タ
ー

くG e n e S c r e e n ， 米国1 ナイ ロ

ン フ ィ ル タ
ー くP all ， 米 国1 ， X 線 フ イ ル ム くK o d a c k ，

米国ナ， ダイ プ ライ マ
ー

くア プ ライ ド バ イ オ シ ス テ ム ，

米 国1 ．

形

成 績

I
．
V i si n i n c D N A の ク ロ ー ニ ン グ

V i si n i n c D N A を ク ロ
ー

ニ ン グす る た め に
，
まず

，

v i si n i n が 多く発現 して い る ニ ワ トリ胎児く19 日 掛 網

膜 の C D N A ライ ブ ラ リ
ー

を作成 した ． ベ ク タ ー は
，

入 g tl l 発現 ベ ク タ
ー

を用 い ，
I P T G を加 え ， ガ

ー ガラク

ト シ ダ
ー

ゼ と の
．融合蛋白質 を発現さ せ た 後 ，

ニ ワ トリ

vi si n i n に 対 す る ウ サ ギ抗血 清 を用 い て ス ク リ ー ニ ン

グ し た ． 約20 万 偶 の ク ロ ー ン よ り
，
4 個の 陽性ク ロ ー

ン が 得 ら れ た く図 1 1 ． こ れ ら の陽性 ク ロ
ー ン の フ ァ ー

ジ D N A を抽 出 し， C D N A の 制限酵素地図を作製する

と
，
4 個 と も 同

一

で あ っ た ． そ こ で ， そ の う ちの1 つ

く入 vi s41 の c D N A を p U C 1 8 の E c o R I 部位にサブ

ク ロ
ー

ニ ン グ し
，
以後 の 実験 の D N A プ ロ ー プとして

Fi g ． 2 ． I n d u c ti o n o f th e P
－

g al a c t o sid a s e
－ V i si n i n

f u si o n p r o t e i n b y I P T G ． L y s o g e n s o f l vi s4

w e r e i n d u c e d w ith く＋l o r w ith o u t く
－ 1 i s o p r o

．

p yl P － D －t hi o g al a c t o p y r a n o si d e tI P T G l ． A ft e r

th e i n d u c ti o n ， C ell s w e r e c o ll e c t e d a n d l y s e d ■

T h e c ell l y s a t e s w e r e el e c t r o p h o r e s e d o n a

7 ．5 ％ S D S －

p Ol y a c r yl a m id e g e l ． T h e s a p a r a t e d

p r o t e i n s w e r e t r a n sf e r r e d t o a n it r o c e11 u
l o s e

filt e r a n d r e a c t e d w ith a n ti
－

Vi si ni n s e r u m ．
A

s l n gl e p r o t ei n b a n d w a s d et e c t ed b y v i si n i n

s e r u m ． T h e fi g u r e s o n th e l e ft sid e

in di c a t e k D a ．
A 二 C o o m a s si e b l u e st a i n ． B こ

I m m u n o b l o t w ith a n ti
．

v i si n i n s e r u m ． T h e

a r r o w i n d i c a t e s th e f u si o n p r o t ei n ．



V i si n i n c D N A の ク ロ
ー ニ ン グ

用い た く図 31 ． ま た ，
こ の 陽性 フ ァ ー ジ の 産 生 す る

針ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ ー

V i si n i n 融合蛋 白質が ，
ス ク リ ー

ニ ングに 用 い た 抗体 と反 応 する か を確 か め る た め に ，

1 vi s4 を大腸菌 Y lO 8 9 に 感染 させ ，
清原化 し た ． こ の

溶原菌よ り ，
1 P T G を加 え る こ と に よ っ てガー ガ ラ ク ト

シダ ー ゼ ．

v i si n i n の融合蛋白質 を作 ら せ ， そ れ を 部分

663

精製 し た 後
，
W e st e rn プ ロ ツ テ ィ ン グ を 行 っ た く図

2 ト王P T G を加 え る こ とに よ っ て ， 融合蛋 白質が発 現

し
，
しか も ，

ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た抗体 と反 応 した

こ と に よ り ，
こ の フ ァ

ー ジク ロ ー ンが
， 抗血 清と 反 応

す る融合蛋白質 を作っ て い る こ と が確認さ れ た ． 得ら

れ た c D N A の長 さ は
， 約62 0 塩 基対 で あり ， 完 全長

1 00 b P
二．．．．．．．．．．

Fig ． 3 ． R e s tri cti o n e n z y m e m a p s a n d s e q u e n ci n g st r a t e g y of 入 vi s4 a n d 入 vi s 2 5 ．

T h e s olid a n d o p e n b o x e s i n d i c a t e th e c o d i n g a n d n o n
－

C O di n g r e g l O n S ，

r e s p e cti v el y ． T h e a r r o w s u n d e r th e c D N A i n d i c a t e th e di r e c ti o n a n d e x t e n t o f

S e q u e n C e d e te r m i n a ti o n f o r e a c h f r a g m e n t ． A ll n u cl e o tid e s s e q u e n c e s w e r e

d e t e r m i n e d i n b o th st r a n d s ． E
，
E c o R 工i H ， H a eIIIこ P ， P st 巨 S ， S m a I i X ，

X b o 工．

盛 眉墨慧室慧

Fig ． 4
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ト ノ

1 ．0 0 0 塩基 対いこ足 りな い た め ，
得 ら れ た CD N A の

5
，

側の E c o R 工 断片 を ブ ロ
ー プ に し て ， 別 の ニ ワ ト

リ網膜 1 g tl l c D N A ライ ブ ラ リ
ー

を ス ク リ
ー ニ ン グ

した ． 約60 万 偶の ク ロ
ー ン 中に ， 約60 個 の陽性 プ ラ

ー

クが 認 めら れ ， 最終 的に16 個 の 陽性 ク ロ
ー ン を単離 し

た ． その う ち の
一 つ く入v i s 2 51 の C D N A 断片を切 り出

し
，
ブ ル ー ス ク リ プ ト K S く＋1 の K p n トS a c I 部位 に

サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た ． こ の ク ロ
ー ン の C D N A く入

v i s 2別 の 長 さ は861塩 基対 く図 3I で ，
以 前に 得 ら れ た

c D N A の 3
，

側 と合 わせ る と全体 でく旬 9 5 0 塩基対1 と

なり ， ほ ぼ完全長で あ っ た ．

H ．

エ ピ ト
ー プ選択法 に よ る 杭 Yi si m i Il 抗体の 精製

V i s in i n は
， 分子 量お よび 等電点 な どの近似性 か ら ，

形

カ ル ビン ジ ン くc a lb i n d i n l を精製の 過程で完全 に 除く

こ と が で き な か っ た ． 実 際 ， 中枢神経 や腎臓で の抗

vi si n i n 血 清を 用 い て の 免疫組織化学 で ，
そ の染色パ

タ
ー ン は

，
カ ル ビ ン ジ ン の 分布 と 非常 に よ く似て い

た
281

． こ れ は抗 vi si n i n 血清 の
一 部が カ ル ビ ン ジ ンと

反 応 した た め だ ろう と 考 えら れ た ． ま た カ ル ビ ンジン

で あ らか じめ 血清 を吸 収す る と ， 小脳 や 腎臓と 反応し

な く な る こ とが 免疫組織化学的に も ，
W e s t e r n プ ロ ツ

テ ィ ン グ に お い て も確か め られ た ． しか し
，
ニ ワ トリ

網膜 に お い て は ， 抗 vi si n i n 血 清を カ ル ビン ジ ンで吸

収 して も ， 光受容細胞 く錐体細胞いこ染色が認 められ

る
291
こ とに よ り

，
vi si n i n は カ ル ビ ン ジ ン と は異なる物

質 で あ る と考 えら れ て い た ． そ こ で ， 今 回 ク ロ ー

ニ ン

Fi g ． 4 ． W e st e r n b l o t a n d i m m u n o h
i st o c h e m i c al c h a r a c t e ri z a ti o n w i th e pit o p e

－

S e
－

1 e c t e d a n ti b o d y ． A ． W e s t e r n b l o t a n al y s I S W ith e pit o p e
－

S el e c t e d v i si n i n

a n tib o d y ． T o t a l p r o t ei n s くa b o u t 5 0 JL gl f r o m v a ri o u s ti s s u e s w e r e s e p a r a t e d b y

el e c t r o p h o r e si s o n a 1 2 ．5 ％ S D S ．

p o l y a c r yl a m i d e g el a n d bl o tt e d t o a

n itr o c ell ul o s e filt e r a n d th e n e pit o p e
－

S el e ct e d a n ti － V i si n i n a n tib o d y w a s a p pli e d ．

T h e r e a c t e d a n ti b o d y w a s v i s u a li z e d b y r e a c ti n g
w ith a n ti － r a b b it I g G

－

p e r O X id
－

a s e a n d 3 ，3
，

－ d i a m i n ob e n zid i n e ． A n a r r o w i n di c a t e s a p o siti o n o f v i si n i n i n

c h i c k e n r e ti n a l s ol u bl e p r o t ei n ． C h i c k b r a i n くI a n e 11 ， r eti n a く1 a n e 21 ， 1i v e r く1 a n e

31 ， k id n e y く1 a n e 41 a n d i n t e sti n e く1 an e 51 ． B ． I m m u n o h i st o c h e m i st r y w i th

e pit o p e
－

S el e c t e d vi si ni n a n tib o d y ． R eti n al くal ， pi n e al くbl ， C e r eb ell a r くcl a n d

r e n a l くdJ s e c ti o n s f r o m 3 －d a y s
－

Old c hi c k e n w e r e r e a c t e d w ith th e e pit o p e
－

S el e c t A

ed v i si n i n a n tib o d y ． T h e p h o t o r e c e pt o r c ell s w e r e i n di c a t e d b y a
w hi t e a r r o w

i n くal ． T h e b a r s r e p r e s e n t 5 0 J L m ．



V i si n i n c D N A の ク ロ ー ニ ン グ

グした陽性 フ ァ
ー

ジ を Y l O 9 0 に 感染 させ ，
王P T G で 融

合蛋白質を作 らせ ，
抗 vi si n i n 血清と 一 晩室温 で反 応

させ た ． そ の後 ，
T B S ハ ウィ ー ン2 0溶 液 で 3 回 洗 う

ことに よ っ て非特異的 に 吸着 して い る抗体 を除去 した

乱 5 m M グリ シ ン溶 液くp H 2 ． 3I で 融合蛋 白質 と特

異的に反応 して い る 抗体 を溶 乱 回収 し た ■ こ の 抗

visi ni n 抗 体 を 用 い て ，
各 組 織 の 可溶 性分 画 と の

W e st e r n ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た く図 4 Al ． 網膜 の

24 k D a の 蛋白質 と のみ 反応 し ， 他の 組織 に は 反応す る

蛋白質が認 め られ な か っ た ， ま た
， 組織化学的 に も ，

ニ ワトリ網膜 の光受容細胞く錐体細胞I との み反応 し ，

カル ビン ジ ン が 多 く認 め ら れ る小脳 の プ ル キ ン エ 細

胞， 腎臓と は全 く反応 しな か っ たく図4 Bl ■ 以 上 の こ と

Fig ． 5 ． N o rt h e r n a n al y s I S b y u s l n g V i si n i n

C D N A a s a p r o b e ． T o t al R N A s w e r e e x t r a c t－
ed f r o m th e r eti n a くI a n e lJ ， b r ai n く1 a n e 21 ，

li v e r く1 a n e 31 ， h e a rt く1 a n e 41 ， i n t e s ti n e く1 a n e p 51
a n d k id n e y く1 a n e 61 f r o m 1 9 －d a y － 0 1d c hi c k

e m b r y o s b y th e g u a ni di n e m e th o d a n d a p pli e d

O n a l ％ a g a r o s e g el くa b o u t 6 0 J J g R N A Il a n el ，

a n d t r a n sf e r r e d t o a n yl o n fil t e r ． T h e filt e r

W a S h yb rid i z e d w i th n i c k －t r a n Sl a t e d E c o R I

f r a g m e n t く3 65 b pl ． A ft e r w a s h i n g a t hi gh
St ri n g e n c y ， it w a s e x p o s e d t o a X

－

r a y fil m ．

P o siti o n s o f 2 8 S a n d 1 8 S rib o s o m al R N A s a r e

S h o w n o n th e ri gh t si d e a s m ol e c ul a r si z e

m a rk e r ．

6 65

よ り
， 今回 ク ロ

ー ニ ン グし た c D N A は ，

ニ ワ ト リ網

膜錐体細胞 の カ ル ビ ン ジ ン と は異な る 24k D a 蛋 白質

くvi si n 軸 を コ ー ド して い る と考 え られ た ．

III ． N o r tb e r n ハ イ プ り ダ イゼ
ー シ ョ ン と S o n t h

e r n ハ イプ リ ダ イゼ
ー シ ョ ン

V i si ni n m e s s e n g e r R N A くm R N A l の 網膜特異性 お

よ び その 長さ を 調 べ る た め に ， その C D N A くE c o R I

断片， 3 65 塩基対ンを プ ロ ー ブ に し
，
1 9 日目の ニ ワ ト リ

胚の 各組織か ら抽出 した R N A を用 い て N o r th e r n ハ

イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を 行 っ た く図 5 ト Vi si ni n

m R N A は
，
約 12 S く約1 ，0 0 0塩基I で ， 網膜だ け に 発現

して お り
，
他 の 脳

，
小腸 ， 腎臓 な ど に は 認 め ら れ な

か っ た ． また ， 同じ プ ロ ー ブ を用 い て ， B a m H 工 あ る

い は E c o R I で 消化 し た ニ ワ ト リ ゲ ノ ム D N A と

S o u th e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 な う と ， 各 々

反応 す る バ ン ドが 一 本 だ け認 め ら れ ，
Vi si ni n 遺伝 子

は単 一

コ ピ ー で ある と考 え られ た く図61 ．

F i g ． 6 ．
S o u th e r n a n a l y si s b y u si n g a vi si n i n

C D N A p r o b e ． T h e g e n o m i c D N A is o l a t ed

f r o m a c h i c k li v e r w a s d i g e s t e d wi th B a m H I

ロa n e ll a n d E c o R I くI a n e 21 ， a n d a p pli e d o n a

O ．8 ％ a g a r o s e g el くa b o u t 2 0 FL g 1 1 a n el a n d

t r a n sf e r r e d t o a n yl o n fil t e r ． T h e fil t e r w a s

h y b rid i z e d wi th ni c k
－t r a n Sl a t e d E c o R I f r a g

－

m e n t く3 6 5 b pl ， W a Sh e d w ith X 2 S S C ， a n d

e x p o s e d t o a X
－

r a y fil m ． R ef e r e n c e m a rk e r s

a r e i n k il o b a s e s ．
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F i g ． 7 ． N u cl e o ti d e s e q u e
n c e o f v i si n i n c D N A

a n d a d e d u c e d a m i n o a ci d s e q u e n c e ． N u cl e o －

tid e s e q u e n c e a r e n u m b e r e d o n th e
l ef t sid e ，

b e gi n n in g wi th t h e fi r s t r e sid u e o f th e A T G

t ri pl e t e n c o d i n g th e i n i ti a l m e t
h i o n i n e ， a n d th e

n u cl e o ti d e s o n th e 5
，
－

Si d e o f t h e s e q u e n c e a r e

s h o w n b y n e g a ti v e n u m b e r s ． T h e n u m b e r s of

d e d u c e d a m i n o a cid s e q u e n c e a r e sh o w n o
n

th e ri gh t si d e b e gi n ni n g w it h th e i ni ti a ti n g

m et hi o n in e ．
T h e p o l y a d e n yl a ti o n si g n al

A A T A A A a r e u n d e rli n e d a n d
． ＋ ．
i n di c a t e s

th e st o p c o d o n ．

0
－

0
－ O G 一王0 岬 － E

形

IV ．
V i si n i n の 一 次補遺

S a n g e r の ジ デ オ キ ン 法 を 用 い て vi si n i n の

c D N A の 全 塩 基配列 を決定 し た く図 7 1 ． V isi n in

c D N A は非翻訳領域20 1 塩基対 ， 翻訳領域576 塩基対，

3
，

非翻訳領域174 塩基対か ら な り全体で951塩基対で

あ っ た ． v i si n i n m R N A は約 1 k b で ポ リ くAl
＋

が約

100 あ る と 考 えれ ば ，
こ の C D N A は ほ ぼ完全長であろ

う と 考 え ら れ た ． 推 定 さ れ る Vi si n i n の 分 子 量は

22 ，
4 5 2 ， 等電点 は約5 ． 0 で v i si n i n 蛋白質の デ ー

タく分

子 量 や 等電点ナ と ほ ぼ
一

致 して い た ． 3
，

非翻訳領域

に は
，
ポ リくAI

＋

鎖18 塩基上流 に ポ リ くAナ
十

付加 シ グナ

ル くA A T A A l が 認 め ら れ た ． ア ミ ノ 酸配列よ り ，

v i si ni n と他 の 蛋 白質と の ホ モ ロ ジ
ー

を調 べ る と
，
カ

ル モ ジ ュ リ ン ，
ト ロ ポ ニ ン C と そ れ ぞ れ相同性が認め

られ た く図8 1 が ，
ビタ ミ ン D 依存性 カ ル シ ウ ム 結合蛋

白質の か レビ ン ジ ン との 相同性は認 め ら れ なか っ た ．

しか も
，
その 相同部位 を み ると ，

カ ル シ ウム 結合部位

お よ び そ の 周 囲の ぼ 一 ヘ リ ッ ク ス に ホ モ ロ ジ
ー

が 高

く
．

v i si n i n が ， 少 な く と も 2 つ の E ， F ハ ン ド構造を

持 つ こ と が 予想さ れ た ． ま た N 末側 に も 同様の構造が

認め られ る が ， 典 型的な E － F ハ ン ド構造 をと らず， 実

際 は ， カ ル シ ウム が 結合 しな い 可能性 が あ る ． 月 ．ガラ

ク ト シ ダ ー

ゼ との 融合蛋白質が で き る読 み 方は1 通り

しか な く
，
そ の フ レ

ー ム 以 外 は ，
長 い オ ー

プ ン リ
ー

デ ィ ン グフ レ ー ム くo p e n r e a di n g f r a m e くO R Fll はと

れ な か っ た ． ま た ，

一

番長 い O R F の 5
，

非翻訳領域

に は ，
3 個 の終止 コ ド ン く－1 3 8 番目 の T A A ． 棚 番目
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V i si n i n c D N A の ク ロ
ー ニ ン グ

の T A G ，
－3 3 番 目 の T A Al が 存 在 し ， 1 番 目 の

A T G か ら翻訳領域 が始 ま る こ とが 考 え られ た
．

v ．
I n sit n ハ イ ア リ ダ イゼ

ー シ ョ ン

vi si n i n m R N A の 網膜 で の 局 在 を調 べ るた め に ，
ニ

ワ トリ網膜 性後 3 別 を用 い て ，
i n sit u ハ イ プ リ ダ イ

ゼ
ー シ ョ ン を行っ た ． プ ロ ー ブ は N o rth e r n ハ イ プ リ
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ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い た の と 同 じ プ ロ ー プ を用 い ，

E a －
3 5
Sコーd C T P で ニ ッ ク ト ラ ン ス レ イ シ ョ ン した 一 網

膜の 視細胞内節 お よ び外顆粒層に 多くの ブ レ イ ン が認

めら れ ， 視細胞層に Vi si ni n m R N A が発現 して い る こ

とが わ か っ た く図9 1 ．

Vl ． 松 果体 に お け る Vi si n i n の 発現 と光 に よ る 誘導

松果体 は， 発生学的に ，

ニ ワ ト リに お い て は ， まだ

光受容細胞 と内分泌細胞 が混在 し て い る と言 われ て い

る ．
エ ピ ト

ー

プ選 択法に よ っ て 精製 した vi si ni n 抗体

を用 い
，
ニ ワ ト リ松果体 の免疫組織化学 を行 っ た と こ

ろ
，
陽性細胞 が認め られ た く図4 臥bl ． つ ま り， 錐体細

胞 に特異的な vi si n i n が 松果体細胞 に も発現 し て い

た ． そ こ で ，
ふ 卵直後の ニ ワ トリ よ り ，

松果体 を摘出

し ，
D M E M l 1 0 ％ F C S 申 ，

10 ％ C O 2 下で ，

一 方は ，

F i g ． 9 ． I n sit u h yb ri di z a ti o n o f th e r e ti n a b y

u s in g a v i si ni n c D N A p r o b e ． F r o z e n s e c ti o n

o f 3 － d a y
－

01 d c h i c k r e ti n a w a s h yb rid i z e d t o

35
S －l a b el e d v i si n i n c D N A ． A f t e r h y b rid i z a ti o n

a n d w a sh i n g ， th e s e c ti o n w a s di p p ed i n

N T B －2 e m ul si o n a n d e x p o s e d f o r 2 w e e k s a t

4
O

C b ef o r e d e v e l o p m e n t ． くA l i G i e m s a s t ai n ，

b ri gh t fi e ld ill u m i n a ti o n ． くBl i D a r k fi el d

ill u m i n a ti o n o f th e s a m e s e c ti o n ．
T h e r a d i o －

a c ti v it y i s c o n c e n t r a t e d i n th e i n n e r s e g m e n t

くISl a n d th e o u t e r n u cl e a r l a y e r くO N Ll ． T h e

f oll o w i n g s a r e ill u s t r a t e d ニ工S ， i n n e r s e g m e n t s i

O N L
，
O u t e r n u C l e a r l a y e r こ O P L ， O u t e r pl e x i－

f o r m l a y e r i I N L ， i n n e r n u cl e a r l a y e r こ I P L ，

i n n e r pl e x if o r m l a y e r ニ G C L ， g a n gli o n c ell

l a y e r ． T h e b a r s a r e 5 0 FL m －
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4
，
0 0 0 ル ク ス の 蛍光燈下 で 培養 し ．

一 方 は
，
ア ル ミ ホ

イ ル で 完全 に 遮光 して 培養 した ． 4 日後 に そ れ ぞ れ の

松果 体の Vi si n i n 陽性細胞 を免疫組織化学的に 調 べ る

と ， 明 条件下 で は ， 暗条件下 に 比 べ て 数倍陽性細胞が

増加 して い た く図10 A ト また ， 同 じよう な条件下 に ニ

ワ ト リ を お き
，
松 果体 の Vi si n i n 発 現量 を ド ッ ト プ

ロ ッ ト で 調 べ る と明 条件下 で は 約 3 倍 vi si ni n 蛋 白 質

の 発現が増加 し て い た く図 10 別 ． 以 上 の こ と よ り
，

vi si n i n は ， 松果 体に お い て ， 直接 の 光受容 に 何 ら か の

形で 関与 して お り ， 光刺激が 数 日 間続 く と vi si ni11 の

形

発現 自体 も増加 し て く る と考 え られ た ． ま た
， 網膜と

同 じ vi si ni n が 松果体 で 発現 して い る か どう か を調べ

る た め に
，
ニ ワ ト リ 網 膜 と 松果体 よ り p o ly くAl

＋

R N A を抽出 し
，
N o rt h e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

を行 っ た と こ ろ ， 網膜 と 松果体 で は ほ ぼ 同 じ長さ の

m R N A が 発現 し て い る こ とが わ か っ た く図10Cl ．

考 察

あ る 蛋白質の m R N A に 対応す る c D N A をク ロ ー

ニ ン グす る た め に は
，
蛋 白重か ら 一 部の ア ミ ノ 酸配列

1 0 2 0 4 0

像

召 空

Fi g ．1 0 ． V i si n i n i n th e pi n e a l b o d y ． くAI I m m u n o h i st o c h e m i st r y w ith v
i si n i n o f th e

pi n e a l gl a n d s c u lt u r e d u n d e r li gh t o r d a r k c o n d iti o n s ． T h e p i n e a
l gl a n d s f r o m

h a t c h e d c h i c k s w e r e c ul tu r e d u n d e r th e c o n ti n u o u s ill u m
i n a ti o n o f 4 ，0 0 0 1 u x くal

o r i n c o n ti n u o u s d a r k n e s s くbl f o r f o u r d a y s ． くBI D o t b l o t o f vi si n i n p r o t e i n i
n

th e pi n e al gl a n d s ． T h e h a t c h ed
c h i c k e n s w e r e k e p t i n th e li gh t くLl a n d th e

d a r k くDl f o r th r e e d a y s a n d th e t o t al p r o t ei n s o f th e pi n e al s w e r e b l o tt ed o n t o

a n it r 。C ell u l o s e fil t e r a t l O ， 2 0 ， 4 0 p g p r o t e i n c o
n c e n t r a ti o n s i n e a c h r o w ． くCI

N o rth e r n b l o t h yb ridi z a ti o n ． P o l y くAl
＋

R N A f r o m c h i c k r e ti n a s く1 a n e l ， 1 FL gl

a n d pi n e al gl a n d s く1 a n e 2 ， 1 0 JL gl w e r e d e n a t u r e d ， S e p a r a t e d o n a l ％ a g
a r o s e

g el ， a n d t r a n sf e r r e d t o a n yl o n f
il t e r ． T h e fil t e r w a s h y b rid i z e d w i th

ni c k －t r a n Sl a t e d E c o R I f r a g m e n t a n d w a sh e d w ith
x O ユ S S C a n d O ユ％ s a r k o s yl

a t 6 5
0

C ．



V i si n i n c D N A の ク ロ ー ニ ン グ

を決定 し， それ に 対応す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー

ブを合成 し， C D N A ライ ブ ラ リ
ー

を ス ク リ
ー ニ ン グす

るの が
一 般 的で ある ． 残念な が ら ，

Vi si ni n の N 末端の

アミ ノ酸配列 を決定す る こ と が で き な か っ た の で ，
ユ

gtll に
ニ ワ トリ網 膜 m R N A の C D N A を 挿 入 し ，

ガ
ーガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ と の 融合 蛋 白質 と し て 発現 さ

せ
，
それ を抗 vi si ni n 血 清で ス ク リ

ー ニ ン グす る と い

う方法を用 い た ■ 先述 の よう に 抗 Yi si 血 血 清 を用 し
1

た免疫組織化学的研究 よ り ，
こ の 血 清中 に は ，

カ ル ビ

ンジン と反応す る抗体 が含 まれ て い る こ とが わ か っ て

いたの で ， あ らか じめ ラ ッ トの 腎臓 の 可溶性画分で吸

収した抗体 を用 い て ス ク リ
ー ニ ン グ を行 っ た ． 約 2 X

lO
5

個の ライ ブ ラ リ
ー か ら

，
1 種類の 陽性 ク ロ ー ン が

得られ た ． 得 られ た ク ロ
ー ン が

，
網膜 の 錐体細胞 だ け

に発現して お り ， 24 k D a の 蛋白質を コ
ー ド して い る こ

とが
，
N o rth e r n ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン
，
i n sit u ハ

イ プリダイ ゼ
ー シ ョ ン お よ び エ ピ ト ー プ 選択法 で 精製

した vi si n i n 抗体 を用 い た W e s t e r n ブ ロ ツ テ ィ ン グ ，

およ び免疫組織化学 で確 か め られ た ． 網膜以 外で は ，

松果体で発現 して い る こ と が ，
N o r th e r n ハ イ プ リ ダ

イゼ
ー シ ョ ン お よ び免疫組織化学 で 明 ら か と な っ た ．

発生学的に は ， 鳥類 で は松果体 の 光受 容構造 は ， よ

り下等な爬虫類 ，
両生 類 ， 門 口類 な どに 比 べ て か な り

退行してい る と考 え られ い る が ，
セ ロ ト ニ ン N － ア セ

チル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 清 性 が 日 内変動 す る こ と よ

り
仰 い

，
まだ 直接光を認識 す る 能力が あ る と 言 わ れ て

いる ． 実際 ， 松果体 に は ， オ プ シ ン様物質， オ ブ シ ン

キナ ー ゼな ど網膜光受容細胞だ けに み られ る 物質も発

現してい る
3 糊

． ま た
，
カ ル ビ ン ジ ン も 松果 体 に 存在 し

てい る
叫

．

培養松果体 に 光を あ て続 け る と vi si ni n 陽性細胞 が

増える こ と か ら ， 直接 光 を感 じる能力が松果体 に 残 っ

てい る と考 え られ た ． 網膜で は vi si ni n の 光に よ る 誘

導がは っ き り しな か っ た が
，
こ れ は

，
ふ 卵時 に す で に

多量の vi si ni n が発現 し て い る ため ， 光 に よ り多少増

加して も有意な差と し て 検出で き な い た め と 考え ら れ

る． 網膜で の V i si ni n の 光 に よ る 誘導 をみ る た め に は ，

もっ と早期くニ ワ ト リ胚I の 網膜 を培養 す る 必 要が あ

ると考え られ る ． ま た
， 最近 K o r e n b r o t らは オ プ シ ン

m R N A の 日内変動と光に よ る誘導 を報告し て い る
351

が
，
V i si n i n に 関 して も 日内変動を調 べ た が ， 有意な 変

化は認め られ な か っ た ． こ れ は ，
V i s h i n が 細胞質内の

蛋白質で あ るの に 対 し ， オ プ シ ンが 膜蛋白質 で 直接光

を受 ける物質で ある た め ， その m R N A の 発現量が 光

により
，
大きく 変化す るた め か も し れ な い ．

V isi ni n は
，
ア ミ ノ 酸の

一

次構造 お よ び免疫組織化
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学 よ り
，
錐体細胞 に 存在 す る か レ シ ウム 結合蛋白質で

あ る こ とが 明 ら かと な っ た が ， 実際 ，
V i si ni n が カ ル シ

ウ ム イ オ ン と結合す る こ と を 示 す た め に は vi si n i n 蛋

白質 を 精製 す る か ，
あ る い は 融 合蛋白質 を 用 い て

C a
十 十
と の 結合実験 をす る 必要 が ある ． 網膜 に は ，

そ

の 他の カ ル シ ウ ム 結合蛋 白質と して カ ル ビ ン ジ ン が存

在す る こ と が報告さ れ て い る ． カ ル ビ ン ジ ン は
， 他に

小 腸
，
腎臓 ， 小脳の プル キ ニ ュ 細胞に も 多く含 まれ て

い るが ， 各臓器で の 機能 は明 らか に な っ て い な い 一 ま

た カ ル レ ナ ニ ン くC al r e ti ni nl と 呼ば れ るカ ル シ ウム 結

合蛋 白質 も網膜 に 存在す る こ とが 報告さ れ て い る
36I

．

カ ル レ チ ニ ン は
，
カ ル ビ ン ジ ン と の ア ミ ノ 酸の相同性

が高 くくへ 5 8 ％1 ， 網 膜で は す べ て の 細胞層 に み ら れ

る ． カ ル レ チ ニ ン の 機能も 現在の と こ ろ不 明で あ る ．

細胞 内に お い て ，
カ ル シ ウ ム 結合蛋白質の 機能 は大

きく 分 けて 二 つ 考 えられ る ．

一

つ は
，
カ ル モ ジ ュ リ ン

な どの例 に 見 られ る よ う に ，
カル シ ウ ム と結合す る こ

と に よ り
， 他の 酵素や蛋白質 の 機能 を調節す る も の ，

もう
一

つ は ど タ ミ ン D 依 存性 カ ル シ ウ ム 結 合蛋白質

くカ ル ビ ン ジ ン や カル レ チ ニ ン1 の よ う に 細 胞内 カ ル

シ ウ ム の 保持 ，
輸送

，
緩衝作 用 で あ る ． V i si ni n は ビタ

ミ ン D 依存性 カ ル シ ウム 結合蛋白質と は ホ モ ロ ジ
ー は

少な く ，
カ ル モ ジ ュ リ ン

， ト ロ ポ ニ ン C と ホ モ ロ ジ
ー

が 強い こ と か ら ， 視細胞 に お い て ， カ ル シ ウム を介 し

て何 ら か の 蛋 白質の 機能 を調節 して い る可能性が推定

さ れ る ．

V i s in i n は
，
ア ミ ノ酸配列 よ り カ ル シ ウ ム を結合 す

る こ と が 予 想さ れ た が ，
光受 容細胞に の み存在 す る こ

とか ら
，
光受容 に 関与す る ， よ り特殊化 さ れ た機能が

考 え られ る ． 実際 ， ふ 卵直後 の ニ ワ トリ松果体 で ， 光

に よ り vi si n i n の 発 現が ，
3 倍増加す る こ と か ら ，

光

応答 に こ の カ ル シ ウ ム 結合蛋白質 が何ら か の 形 で 関与

し て い る可能性が高 い と 推定さ れ る ． 光 受 容 と C a
＋ 十

の 関係 に つ い て ．
M a tth e w s ら

3刀
や N a k a t a n i ら

3 8，

は
，
C a

＋ ＋

が フ ィ
ー

ド バ ッ ク的 に 働き ， 得体 及 び 錐体

細胞の 明 順応機構 に 関与 して い る こ と を示 した ． ま た

K o ch ら
3 朗
は微 量 の C a イ オ ン が 視細胞外節 の グ ア ニ

ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を抑制す る こ と を示 し た ． これ ら の こ

と か ら ，
P u g h ら

4 O，
は

， 光受 容に よ り ，
C G M P 依 存性

チ ャ ン ネ ル が 閉 じる と ， 細胞 内の N a
＋

お よ び C a
＋ ＋

濃

度が 減少 し ．
カ ル シ ウ ム 結合 蛋白質くM l か ら C a

＋ ＋

が

遊離す る ． こ の C a
十 十

非結合の M 蛋白質が ， グ ア ニ ル

酸 シ ク ラ
ー

ゼ を活性化 し ． そ の 結果 c G M P 量 が 増加

し
，
C G M P 依存性 チ ャ ン ネル が 再び開 き ， 明順 応状態

に な る と い う 仮説 を出 し た ． も し こ の 仮 説 に vi si n i n

が 関与 して い る な ら ば ，
Vi si ni n と M 蛋 白質 と の 関係
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に 興味が 持た れ る ．

結 論

ニ ワ トリ 網膜錐体細胞 に 特異的 に 存在 す る 24k D a

の 蛋 白質 vi si n i n の機 能 を 解 明 す る 目的で ，
V i si n i n

c D N A の ク ロ ー ニ ン グ を行い ， 以 下の 結論 を得た ．

1 ．
ニ ワ ト リ 網 膜 入 gtl l ラ イ ブ ラ リ

ー を
．
抗

vi si n i n 血清を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い ，

一 種 類

の 陽性ク ロ ー ン く入マi s 41 を 得た ．

2 ． A ． vi s 4 を大腸 菌 Y l O 8 9 に 溶原化 し ， I P T G で

ガ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と の 融 合蛋白質 を誘 導 し ，

v i si n i n 抗体で W e s t e r n ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行な っ た と

こ ろ ， 融合蛋白質 の み が 反応 した ．

3 ．
エ ピ ト ー プ選択法で Vi si n i n に 対す る純粋 な抗

体 を作製 し ，

ニ ワ ト リ 各組織 か ら の 蛋白質 の W e sト

e r n ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 なう と ， 網膜の 24 k D a 蛋 白質

の み が反 応 した ． ま た ，
こ の 抗体 を使 い ，

免疫組織化

学 を行な う と ， 網膜の錐体細胞 及 び 松果体に 染色が認

め ら れ た が ， 小脳や 腎臓に は み られ なか っ た －

4 ． V i si n i n c D N A を プ ロ
ー

ブ に して ，
N o rth e r n ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 なう と ， 網膜 の 約 1 2S く約

1
，
0 0 0 ヌ ク レ オチ ド1 の m R N A と の み ハ イ プ リ ダイ ズ

し
， 他の 組織く脳 ，

肝 ， 心 ， 腸 お よ び 削 と は反応 しな

か っ た ．

5 ． V i si n i n c D N A を プ ロ
ー

ブ に して
，
網膜 の i n

sit u ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を 行 な う と ， 視 細胞内

節 句 外顆粒層に か け て グ レ イ ン が 多数認 め ら れ た ．

6 ． V i si n i n c D N A プ ロ
ー ブ を 用 い て の S o u th e r n

プ ロ ッ ト解析 か ら ， V i si n i n 遺伝子 が ，
ニ ワ トリ ゲ ノ ム

中に 単
一

コ ピ
ー

と して 含ま れ て い る こ とが 示 され た ．

7 ． V i si n i n c D N A の 塩基 配列決定 よ り ， V i si n i n

が
，
1 92 個の ア ミ ノ 酸か ら な る分子 量22 ，4 5 2 ダ ル ト ン

の 蛋白質 を コ ー

ド し て い る こ と が明 ら か と な っ た ■

8 ． 推定蛋白質の ア ミ ノ 酸配列 よ り ，
Vi sil 血 が カ ル

モ ジ ュ リ ン や ト ロ ポ ニ ン C と相 同性 が あ り ， 少な く と

も 2 個 の E － F ハ ン ド を持つ か レシ ウ ム 結 合 蛋 白質 で

あ る と 予想 され た ． しか し ，
カ ル ビ ン ジ ン との 有意な

相同性は認 め られ なか っ た ．

9 ． V i si n i n は松果 体 に も発現 して お り ， 培養 松果

体 に 光 を当て 続 け る と 暗所 で 培養 し た 場合 に 比 べ て

v i si n i n 陽性細胞が増加 した ． ま た
，
同 じよ う な 条件下

に お い た ニ ワ ト リ松果体の Yi si n i n 童 を ド ッ ト プ ロ ッ

トで 調 べ る と ， 約 3 倍増如 して い た ． ま た ， 松果体 に

発現 して い る Vi si ni n m R N A は ， 網膜 と ほ ぼ同じ で あ

る こ とが N o r th e r n プ ロ ッ トで 確か め られ た ．

1 0 ． 以 上 の 結果よ り ，
V i si n i n は

， 網膜光受容細胞 お

形

よ び松果体 に 存在す る カ ル シ ウ ム 結合蛋白質 で ． 光に

よ り誘導さ れ る こ と か ら ，
錐体細胞 で は カ ル シ ウムを

介す る光変換 に 関与 して い る 可能性が 示 唆さ れた ．
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1 2 4 5 － 12 4 7 く19 7 軋

32I K u o ， C － H ．
，
T a m o t s u

，
S ．
，
M o ri t a ， T ．

，

S hi n o 2Z a W a
，
T ．
，
A ki y a m a ， M ． 鹿 M i k i ， N ． こ

P r e s e n c e o f r e ti n a － S p e Cifi c p r o t ei n s i n th e l a m p r e y

pi n e a l c o m pl e x ． B r ai n R e s ．
，
4 4 2

，
1 4 7 －1 5 1 く19 8 71 ．

3 3ン S o m c r s ， R ． L ． 鹿． K l ei n
，
D ． C ． ニ R h o d o p si n

k i n a s e a c ti v it y i n th e m a m m ali a n pi n e al gl a n d a n d

o th e r ti s s u e s ． S ci e n c e
，
2 2 6

，
1 8 2 －1 84 く19 841 ．

3 41 R o m a n ， A ．
，
B ri s s o n ， P ．

，
P a st e el s

，
臥
，

D e m o l
，
S ．
，
P o c h e t

，
P ． 及 C o 11i n

，
J ． P ． ニ P i n e al －

r e ti n a l m ol e c u l a r r el a ti o n s h i p s 二i m m u n o c yt o c h e m i
－

形

c al e v id e n c e o f c a lb i n di n
．2 7k D a i n pi n e a l t r a n s d u c －

e r s ． B r ai n R e s ． ， 4 4 2 ， 3 3
－4 2 く19 8 81 ．

3 5I K o r e n b r o t ， J ． I ． 鹿 F e rn al d ， R ． D ． こ Ci r c a －

di a n r h y th m a n d li gh t r e g ul a t e o p sl n m R N A i n r o d

ph o t o r e c e p t o r s ． N a t u
r e
，
3 3 7

，
4 5 4 ．4 5 7 く19 8 9l ．

3 6I R o g e r s ， J ． H ．
ニ C al r e ti n i n ニ A g e n e f o r a

n o v el c al ci u m ，b i n d i n g p r o t e i n e x p r e s s e d p ri n c l p al l y

i n n e u r o n s ． J ． C ell B i o l ．
，
10 5 ， 1 3 4 3

－ 1 3 5 3 く198 71 ．

37I M a t th e w s ， H ． R ． ， M u r ph y ， R ．
L

． M ．
，
F ai n

，

G ． L ． 鹿 L a m b
，
T ．
D ． ニ P h o t o r e c e p t o r li gh t

a d a p t a ti o n i s m e d i a t e d b y c yt o pl a s m i c c al ci u m

c o n c e n t r a ti o n ．
N a t u r e ， 3 3 4 ， 6 7

．6 9 く19 881 ．

卿 N a k a t a n i ， K ． 及 Y a u
，
K ． W ． こ C a l ci u m a n d

li gh t a d a p t a ti o n i n r e ti n al r o d s a n d c o n e s ． N at u r e ，

3 3 4 ， 6 9 －7 1 く19 8 8L

3 9I K o c h ， K ．

－ W ． 鹿 S t r y e r ， L こ H i gh 1 y c o o p e r a ，

ti v e f e e d b a c k c o n t r o l of r e ti n al r o d g u a n yl a te

c y cl a s e b y c al ci u m i o n s ． N a t u r e ， 3 3 4 ， 6 4
－ 66 く19 881 ．

4 01 P u g h ， E ． 鹿 A l t m a n
，
J ． こ A r o l e f o r c al ci u m

i n a d a pt a ti o n ． N a t u r e
，
3 34 ， 1 6

－ 1 7 く19 8 8J ．

c D N A Cl o n i n g
．

a n d C h a r a c t e ri z a ti o n o f P h o t o r e c e p t o r
－ B P e Cifi c P r ot ei n V isi ni n

K a n a t o Y a m a g a t a ， D e p a r m e n t o f P h a r m a c ol o g y ， C a n c e r R e s e a r c h I n s tit u te ， S ch o ol of

M e d i ci n e ， K a n a z a w a U ni v e r sityi K a n a z a w a 9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 8
，
6 5 8 － 6 7 3 り98 91

K e y w o r d s p h o t o r e c e p t o r c e ll s ， C D N A c I o n i n g ， C al ci u m
－ bi n d i n g J p h o t o t r a n s d u cti o n ，

V I S l n l n

A b st r a c t

V isi ni n i s a p h o t o r e c e p t o r くc o n e c ell トs p e cific p r o tei n くm ol e c ul a r w ei g h t 2 4 ，0 0 0 ， p
I 5 ．51

w h i c h a p p e a r s i n t h e r e ti n a a t t h e 1 4 th d a y c h ic k e m b ry o a n d g r
a d u a11 y i n c r e a s e s w ith

e m b r y o n i c a g e ． I n o r d e r t o i n v e s ti g a te th e f u n c ti o n o f v i si n i n ， th e v i si n i n c D N A w a s

i s ol a te d f r o m a c h i c k r e ti n a l 入g tll c D N A lib r a r y ， b y u si n g a n t ト visi n i n se r u m ． A b o u t

2 0 0 ，0 0 0 cl o n e s w e r e s c r e e n e d a n d f o u r p o siti v e cl o n e s w h ic h c o n t ai n e d th e s a m e
c D N A

i n se r t w e r e o b t ai n e d ． O n e of th e s e p o siti v e p h a g e s く入 vis 4 1 w a s l y s o g e n i z e d i n t o Y 1 0 8 9 ．

W h e n th e P
－

g a l a c t o si d a s e
－

V i s i n i n f u s i o n p r o t ei n i n d u c e d b y i s o p r o p y l P
－

D
－ th i o g al a ct o

－

p y r a n o si d e w a s r e a c t e d w i th a
n ti －

Vi si n i n s e r u m ， O n l y th e f u s i o n p r o t ei n w a s d e t e c t e d
．

o n

W e s te r n b l o t a n a l y s I S ． T h e f u si o n p r o t ei n w a s al s o u s e d f
o r p u rif y i n g e p i t o p e

－

S el e ct e d

a n ti
－

V i si n i n a n ti b o d y ． T h e p u rifi e d v i si n i n a n ti
b o d y r e a c t e d o n l y w i th a r e ti n a1

2 4 k D a

p r o te i n くvi si n i nl o n W e s t e r n b l o tti n g a n d st a i n e d th e i n n e r s e g m e n ts of c h i
c k r e ti n al

p h o t o r e c e p t o r c e11 s i n i m m u n o h i st o c h e m ist r y ． I n N o th e r n bl o t a n al y si s ， Vi si n i n m R N A w a s

e x p r e s s e d o n l y i n th e r e ti n a － T h e si z e o f th e m R N A w a s a b o u t l ，0 0 0 n u cl e o ti d e s ． I n i n

sit u h y b rid iz a ti o n e x p e ri m e n t ， V i si n i n m R N A w a s m o s tl y d istrib u te d i n th e i n n e r s e g m
e n tS

a n d o u te r n u cl e a r l a y e r of th e r e ti n a ． T h e f u l トI e n g t h o f vi si n i n c D N A く入 vi s2 41 w
a s
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i s o l a t e d f r o m a n o th e r c D N A lib r a r y ． T h e n u c l e o ti d e s e q u e n c e o f vi si n i n c D N A i m p li e d

th a t v i si n i n h a s a t l e a s t t w o E
－ F h a n d s tr u c t u r e s a n d i s a c a l ci u m － b i n d i n g p r o t ei n ． V i si n i n

w a s al s o f o u n d t o b e e x p r es s e d i n th e p i n e al b o d y ． W h e n th e p i n e a l g l a n d s f r o m h a t c h e d

c h i c k e n s w e r e c u l t u r e d u n d e r a b o u t 4 ，0 0 0 1 u x lig h t f o r f o u r d a y s ， th e vi si n i n －

p O Si ti v e

p l n e
al o c y t e s si g n ifi c a n tl y l n C r e a S e d a s c o m p a r e d t o t h o s e i n d a r k n e s s ． T h e s e r e s u l ts s u g g e s t

th a t visin i n i s a p h o t o r e c e p t o r － S p e Cifi c c al ci u m r bi n d i n B p r O t ei n a n d i s r el at e d t o th e

p h o t o t r a n
s d u c ti o n m e c h a n i s m i n th e c o n e c e11 s ．


