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論　文　内　容　の　要　旨

Retinal　metabolism　in　rod　and　cone　photoreceptors．

　　　　　（桿体と錐体におけるレチナール代謝）

　脊椎動物の網膜には、桿体、錐体の2種類の視細胞が存在する。桿体は光に対する感度が高いため暗

所で働き、錐体は光に対する感度が低いため明所で働く。どちらの視細胞も、視物質によって光を受容

し、それを細胞の電気応答に変換する。視物質は、発色団である11一瓜retinalと蛋白質オプシンから構成

される。11・c‘ぷrednalが光を受容するとall－’ταη∬etinalに異性化し、オプシンに構造変化をもたらして視

物質は活性型になる。その結果、光情報伝達機構が活性化されて、視細胞が電気応答を発生する。異性

化したal1一碗ηぷretina1はしばらくするとオプシンから外れる。オプシンは11一廊retinalと結合することに

よって初めて光を受容することができる。そのため、a11・伽η“etinalは、網膜内のretinal代謝経路により

11一廊retinalに戻され、オプシンと再び結合し、視物質が再生する。錐体は明所で働くため、暗所で働く

桿体より視物質消費量が多い。そのため、視物質代謝、すなわちretinal代謝は桿体に比べ、錐体でより

高効率であると予想される。これまでretinal代謝については、桿体での研究が先行しており、錐体での

研究はほとんど行われてこなかった。なぜなら、桿体は大量に精製できるので生化学的な研究が可能で

あったが、錐体の精製は難しいため研究が進展しなかったからである。当研究室には、世界で唯一錐体

視細胞を大量に精製する技術があるので、錐体の生化学的な研究が可能である。そこで、両者のretina1

代謝を生化学的に比較することにした。

　光により生じたall一か晒retinalは視細胞内でa11・微〃ぷretino1に還元される。まず、精製した桿体、錐体

細胞全体を用いた実験から、この還元活性は錐体では桿体に比べて8倍程度高いことが分かった。とこ

ろで、桿体、錐体ともに、外節と内節と呼ばれる部分からなる。視物質は外節に含まれるので、allイrα〃ぷ

retinalの還元活性は外節に局在すると予想される。そこで、外節に局在する活性を求めるために、桿体、

錐体の両方について外節もしくは内節を多く含む試料を調製した。これを用いた実験により、桿体には

内節にも高い活性があること、一方錐体には外節に高い活性があることが分かり、外節だけで比較する

と、錐体では桿体に比べて活性が約33倍高いことが分かった。さらに、この活性は桿体、錐体ともに

retinol　dehydrogenase　8（RDH　8）によるものであり、錐体で高い活性を示すのはRDH　8が錐体外節に

大量に発現しているからであった。以上のことから、錐体では光受容により生じたall一魂ηぷ㏄tinalを素早

く除去できることが示唆された。

　一方、視物質が再生されるためには、ll一廊retinalが供給されなければならない。　retinal代謝経路にお

いて、錐体には11－cなretinolが供給されると考えられており、錐体内で11一⑳retinolが11¢」ぷretinalに変換

されると考えられている。この反応は補酵素NADP＋の還元と共役したRDHの反応であると考えられてい

た。しかし、精製した錐体にはそのような活性はほとんど認められなかった。retinolをretinalに変換する

反応は酸化反応であり、この反応にはNADP＋のような酸化剤の還元が必ず共役する。そこで、酸化剤の

候補としてall－’mηぷretina1を考えた。　all一魂ηぷretina1は光受容により視物質から放出される。11一廊retino1

とall・ぴα〃∫retinalを加えた錐体試料では予想通り11－cf訂etina1とa11・’rαη∫retinolが生じた。そして、この反

応は、RDHの反応に比べて約50倍高い活性を示した。以上のことから、この反応を触媒する分子（ま

たは分子群）は未同定ではあるものの、この反応は錐体での視物質再生に非常に重要な役割を果たすこ

とが示唆された。
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Summary

　　　　ln　the　venebrate　retina，　there　are　two　types　of　photoreceptors，　rods　and　cones．

Rods　mediate　twilight　vision　and　cones　mediate　daylight　vision．　In　both　cells，　photons　are

abso市ed　by　visual　pigment，　which　is　composed　of　a　chromophore，11・c●retinal　and　a

protein　moiety，　opsin．　Light　isomerizes　11一αS　retinal　to　all一舵1ηs　retinal，　which　induces　a

conformational　change　in　opsin　to　lead　to　activation　of　an　enzymatic　cascade　to　evoke　a

light　response．　All・ぴans　retin鎚，　the　produd　fo㎜ed　aner　Iight・absorption，　then

dissociates　from　opsin，　and　is　reduced　to　all一旅ar7s　retinΩl　in　the　photoreceptor　outer

segment．　Opsin　molecules　without　chromophore　are　no　longer　able　to　absorb　photons　in

the　visible　region．　Tb　fom　fundional　pigment　again，　opsin　must　newly　bind　11－c給retinal．

lt　is　known　that　all一旅aηs　retinol　is◎onverted　back　to　11・dS　retinal　through　a　multistep

pathwa脇and　is　supplied　to　opsin　to　regenerate　visual　pigment．　Because　cones　fundion

under　much　brighter　light　conditions，　retin剖metabolism，　i．e．，　reduction　of　all一肱aηs　retinal

and　production　of　11・dS　retinal，　could　be　more　ef廊cient　in　cones　than　in　rods　to

regenerate　pigment　ef「ecUvely．

　　　　ln廿1e　present　studM　by　using　carp　purified　rods　and　cones，　first　l　compared　the

redudion　of　all一舵竃ns　retinal　to　all一旅aηs　retinol　by　retinol　dehydrogenases　（RDHs）

between　rods　and　cones．　The　activity　in　the　outer　segment　of　cones　was＞30　times

higher　than　that　of　rods．　The　high　activity　of　RDHs　was　attributed　to　a　higher　content　of

RDH8　in　cones．　l　further　found　a　novel　and　effective　pathway　to◎onvert　11－ds　retinoI　to

11一αbretinal　in　cones：this　oxidative　conversion　did　not　require　NADP＋，　and　instead，　was

coupled　with　reduction　of　all一肱aηs　retinaI　to　all・ぴaηs　retinol．　The　activity　was＞50　times

more　effective　than　the　readion　that　requires　NADP＋．　These　highly　ef「edive　reactions　of

removal　of　alト肱aηs　retinal　and　production　of　11・ぴs　retmal　are　probably　the　underlying

mechanisms　that　ensure　effective　pigment　regeneration　in　cones　that　fundion　under

much　brighter　light◎ond旋ions　than　rods．
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lntroduction

　　　　　　　We　can　see　the　e＞dernal　world　under　light　conditions　that　range　from　dim　starlight

to　bright　sunlight，　where　the　difference　of　light　intensity　is　almost　a　thousand－million－fold．

Our　eyes　have　an　abiIity　to　detect　light　signals　of　various　intensities．　For　this　ability，　in　the

vertebrate　retina，　there　are　two　types　of　photoreceptor　cells，　rods　and　cones（Figure　1）．

Rods　are　very　light－sensitive　so　that　they　function　under　dim　light．　Cones　are　Iess

light－sensitive　so　that　they　function　under　bright　light．　Thanks　to　these　two　types　of

photoreceptors，　the　dynamic　range　of　our　visual　system　is　very　wide．

　　　　Both　rods　and　cones　consist　of　the　outer　segment（OS）and　the　inner　segment（IS）

that　includes　the　nucleus　region　and　synaptic　region（Figure　2A）．　The　OS　contains　the

components　necessary　for　conversion　of　a　light　signal　to　an　electrical　signal，　and　the　IS

contains　organelles　necessary　for　general　cell　metabolism，　such　as　nucleus　and

mitochondria，　Rods　and　cones　are　distinguishable　by　their　shapes　of　the　OS．　ln　rods，　about

⊃［

cone

MOlle

cell

Iight

、ノ

（Ol

！

・迫・述二♂已・ー

retinal

－
pigment
epithelium

（RPE）

一一 horizontal　cell

bipolar　cell

－ amacrine　cell

　
　
　
～
］

「

　　　　ganglion　celI

Figure　1．Vertebrate　retina．　Vertebrate　retina　contains　several　species　of　cells．　Among　them，　there　are　two

types　of　photoreceptors，　rods（green）and　cones（pink）．Modified　from　Dow‖ng　and　Boycott（1966）．

2



1000disk　membranes　are　stacked　inside　of　the　OS，　and　in　cones，　the　plasma　membranes

are　invaginated　repeatedly　to　form　a　stack　of　lamellar　structure．　Visual　pigment　is　present

in　the　stacked　membranes　of　the　OS，　and　the　molecule　is　packed　at　a　very　high　density

（～3mM）（Harosi，1975）．　This　dense　packing　serves　to　increase　the　probability　of　absorption

of　photons　that　are　transmitted　through　the　OS　in　parallel　with　its　long　axis．

　　　　Visual　pigment　is　one　of　the　G　protein－coupled　receptor　proteins　and　composed　of　a

chromophore　and　a　protein　moiety，　called　opsin（Gether，2000；Stenkamp　et　al．，2005）

（Figure　2B）．　The　Iight－absorbing　chromophore　is　11－cjs　retinal，　a　derivative　of　vitamin　A．

Light　isomerizes　11－cls　retinal　to　alL施ηs　retinal．　This　isomerization　of　the　chromophore

induces　a　conformational　change　in　opsin　to　lead　to　activation　of　an　enzyme　cascade　to

evoke　an　electrical　response　of　a　photoreceptor　This　enzyme　cascade　is　called

phototransduction　cascade（outlined　by　a　red　dotted　line　in　Figure　2B）．　AIL舵1ηs　retinal，　the

product　formed　after　light－absorption，　then　dissociates　from　opsin，　and　is　converted　back　to

11－ds　retinal　through　a　multistep　pathway，　and　is　supplied　to　opsin　to　regenerate　visual

pigment．　This　process　is　called　visual　cycle（outlined　by　a　blue　dotted　line　in　Rgure　2B）．

A
rod cone

C
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一
lnner　segment

一
mltochondria

　　nucleUS

一1

＼・ynapt・c　t・・m，nai

仁“
活

10μm

B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　：　　　　　　　　　　　　　　Visual　cyclel

l□ご｛㌦。，。二e翌6＋い∩ミ
　：　11＿C∫Sretlna｜　　　　　　　　　　　　allイ”anS　retlna｜　　　・

　l　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

1（廿し、。．一迦一！ピ・CN－；

　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　

　l　vlsual　plg｜ηerlt　　　　　　　　　　　　　　　　actlvated　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　Vlsual　Plgment　　　‘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

，　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　elec【rlcal　responsθ
　　　　　　　　　　　　　　　　　of　photorecepto「

．PhotOtransduc覧ion　cascade
1σ710T61σ510－〃　10．31σ210’110°　101
steady　light　intensity（％pigment　activated／sec）

Figure　2・Rods　and　cones、（A）Arod　and　a　cone　brushed　off　the　carp　retina．　Both　cells　consist　of　two　parts，

the　outer　segment　and　the　inner　segment．（B）Phototransduction　cascade　and　visual　cycle．　Visual　pigment

consisting　a　par†of　the　phototransduction　cascade　is　recycled　in　the　visua｜cycle．（C）lntensity　of　steady　light

under　which　rods　and　cones　can　function．　Estimated　from　Baylor　et　al．（1984），　Schnapf　et　al．（1990），　Mendez

et　al．（2001）and　Calvert　et　al．（2002）．
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　　　　　　　Rods　and　oones　are　d箭erent　in　lheir　cha頂deris目cs　of　photoresponse．　Cones　can

func髄on　under　bright6r　Iight◎ondition　than　rods（Figure　2C）．　The　light　sens旋iv酋y　of　rods　is

102－103廿mes　higher　than　that　of　cones，　and　W」rthe陥each　rod　or　cone◎overs　about　a

103イold　range　of　the　ligh村ntens呼　The　presence　of　both　rods　and　cones　ensure　the

coverage　of　the　wide　range　of　light・intens而es　in　our　vision．　Rods　mediate　twilight　vision

because　of　their　high　light－sens而vity　Cones　mediate　daylight　vision，　because　they　are　less

sensRive　to　Iight．

　　　　The　phototransduc目on　cascade　to　generate　a　photoresponse　in　rods　is　well

understood（Figure　3）（Bums　and　A陪havsk脇2005；Lamb　and　Pugh，2006；Fu　and　Yau，

2007）．In　rods，　a　photon　activates　a　visu剖pigment　molecule．　The　ac6vated　visu剖pigment

ac目vates　a　GTP・binding　protein，　transducin，　by　subst忙u60n　of　GTPわr　GDP　Ac6vated

transdudn　ac髄vates　cGMP　phosph◎diesterase（PDE）廿1at　hydrolyzes　cGMP　As　a　resun，

the　cGMP　concentraUon　is　decreased　in　the　Iight．　Fin剖ly　the　decrease　of廿1e　cGMP

concentra60n　induces　the　cbsure　of　cGMP－g誕ed　caUon　channels　present　in　the　plasma

membrane　of　the　OS．　The　phototransdu（苅on　mechanisms　have　been㎞own　to　be　similar

，＝，＝，i、鶴誤，，一瓢6瓢7－；蒜
　　　　　　　　　　　／へ　　　　　aπestin

　　　　　　　　transd　ucin　　　　　activated　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　transducin

　　　　　　　　／へ

　　　cGMP　　　　　　　　activated　cGMP

phosphodiesterase　　　　　phosphodiesterase

　　　　　　　　　　　　　　　　　／へ

　　　　　　　　GTP－cGMP　　　5㌔GMP

cGMP

Na＋，　Ca2＋

4Na＋

K◆，Ca2◆

Na◆，　Ca2＋

Flgure　3．　Phototransdu6Uon　ca8cad●ln　m●vortobra垣rod8　and　cono8．　In廿1e　outer　segment　of　r◎d冶and

oon〔玲，《沿MP　e　hydro脚1㎏嗣el渇nder靭mrough　th込〔魎e（see　dddb　in蜘．　M（漁幻W㎝日gure　2

in　Kawamura　and　Tachibanaki（2008）．
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in　rods　and　cones．　The　detailed　mechanisms　resp◎nsible　伽r　the　逝「erence　in

light・sens而vny　in　r◎ds　and　cones　are　now　understood　well　at　the　molecular　level

侮chibanaki　et剖．，2007；Kawamura　and　Tachibanaki，2008），

　　　　　　　When　Wsual　pigment　abso市s　light，　the　chromophore　is　isome市ed　to　a‖一舵オηs

fom　and　sequen6ally　becomes脚Wom　opsin．　Because　re幅l　is　a　toxic　fom　of　re加oids

（Weng　etεd．，1999），　dl・拍ηs　re6nd　has　to　be　rapidly　removed．　lt　is　known　that剖1一舵ms

retin剖is　reduced　toεJI一舵ms　re廿n回by　re6nol　dehydrogenases（RDHs）within廿1e　OS　of　a

photoreceptoc　Because　cones　func60n　under　much　brighter‖ght　condRions，　the　reduc60n

of剖1一舵ms　re肋al　would　be　more　e而cient　in　cones　than　in　r◎ds．　Recen創y　the　rate　of　the

reduction　has　been　reported　to　be　10－406mes　higher　in　cones　than　in　rods　under　jn　w’レo

cond而ons（Ala・Laurila　et　d．，2006）．　YGt，廿1e　molecular　basis　is　not　known．

　　　　Wsual　pigment　without　chromophore　is　no　longer　able　to　abs◎市Iight．　Tb句m

fUncUon剖visud　pigment　ag剖n，　opsin　needs　to　bind　11一α治re価nal．　Tb　supply　11一儒re伽剖，詑

is　known　that剖1・㎞s　re伽剖released　from　opsin　is　converted　back　to　11－dS　retin剖through

amu田step　pathway　This　prooess　is　called　visual　cycle　that　requires　pa而cipa60n　of　the

retin剖pigment　epRhelium（RPE）（Figure　4，　upper　left）（McBee　et剖．，2001；Lamb　and　Pugh，

2004）Jn　the　visu剖cycle，　as　described　above，剖1一㎞●re哲nd　released　from　visu剖pigment

is　reduced　to　dl・舵ms　re廿nol　w曲in　a　photoreceptoヒAll一舵胡s　re6nol　is　then　transported　to

the　RPE．　ln廿1e　RPE，廿1ere　are廿1ree　steps　of　reactions　of　the　visual　cycle．　First，　all一蜘s

retinol　is　ester而ed　to句m　an　all一拍ηs　re価nyl　e舗er　by　lec嗣n　re廿nol　a《ッl　t頂ns↑erase（LRA「）．

The　se◎ond　reac60n　couples　hydrolysis　of　the　re6nyl　ester　w曲the　isomenza加n　of剖1・舵紛s

retinol　to　11・dS　retinol　catdyzed　by　re加yl　ester　isomerohydrolase，　RPE65，　Rnε山ソ11一㏄

retinol　is　o》ddized　to　11・dS　retinal　by　11－dS　re伽ol　dehydrogenase（RDH5）．　The　newly

synthesized　11－c蔭retin剖is　sent　back　to　photor㏄eptons　to　regenerate　visual　pigment．

　　　　All　the　above　s｛udies　were　pe市med　in　me　roddominant　re6na．　B㏄ause◎ones

func60n　under　much　b屯hter　Iight◎ond而ons，　the　supply　of　11－（允re6n剖to　regenerate

visu剖pigment　oould　be　faster　in　cones．　Several　lines　of　evidence　suggested　tha◎one

pigment　is　regenerated　in　an　RPE・independent　manneにFor　example，　cone　pigment，　but

not　r◎d　pigment，　can　be　regenerated　in　isolated　frog　re伽as　separated　from　the　RPE

（Goldstein　and　Wo『，1973）．　InterestinglソaRer　bleaching，　photosens而vW　recovers　w曲
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Figure　4．　Scheme　of　rod　and　cone　visual　cycle．（Left）Currently　supported　visual　cycle　for　rods．　Aner

absorption　of　light，　the　visual　pigment　chromophore，11－cls　retinal　is　isomerized　to　all一拍ηs　reteinal．　All一舘aη5

retinal　is　detached　from　opsin　and　reduced　by　RDHs　to　allイ順ηs　retinol　in　the　presence　of　a　cofactor，　NADPH，

This　retinol　is　transferred　to　the　RPE　where　the　all一πaηs　form　is　isomerized　to　the　11－c’s　form　and　is　oxidized　to

11一ぴsretinal．11－c孟s　retinal　is　transferred　back　to　the　OS　of　a　rod　to　regenerate　visual　pigment．（Right）

Hypothetical　visual　cycle　for　cones．　A　similar　pathway　of　visual　cycle　is　present　in　cones．　In　cones，　additional

pathway　for　its　supply　is　assumed　to　be　present　and　much　e廿ective：11－cls　retinol　supplied　from　MO‖er　cells　is

conve巨ed　to　11－c∫s　retinal　by　hypothesized　enzyme，11一αs　retinol　dehydrogenase　with　a　cofactor，　NADP＋．　See

text　for　details．

addition　of　11－c6　retinol　in　isolated　cones，　but　not　in　rods（Jones　et　al．，1989）．　h　addition，

cultured　MUller　cells，　the　major　glial　cells，　can　isomerize　al1－f口ηs　retinol　to　11－ds　retinol

（Das　et　a1．，1992）．　Recently，　it　has　been　hypothesized　that　an　effective　pathway　for　supply

of　11－ds　rethol　to　cones　is　present　in　isolated　cone－dominant，　chicken　and　ground　squirrel

retinas（Figure　4，　upper　right，　Mata　et　al．，2002）．　However，　it　is　not　known　whether　the

MOIIer　cells　have　this　effective　pathway　because　Mata　et　al，　used　cone－dominant　retina，　but

not　purified　MOIIer　cells．　Similar　to　the　rod　visual　cycle　in　cones，11－cls　retinal　in　the　cone

visual　pigment　is　isomerized　to　all一力aηs　retinal　by　light，　and　then　all一拍ηs　retinal　is　assumed
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to　be　reduced　to剖1・〃ans　retinol　by　unident而ed　RDHs（Muniz　et　al．，2007）．　ln　the

hypothesis　proposed　by　Mata　et剖．（2002），剖1・カaηs　re6nol　is　transp◎rted　to　MOIIer　cells，

can　be　isome市ed　to‖s　11－dS　fom　as　a　resu忙of　the　synthesis　of　11－cjs　re加yl　esぽby

11一αSacyl　CoA　re6nol　acyl　t間1sferase（AF脚「），　and　then　11一αヒ5　re目nyl　ester　is　hydrolyzed

to　11一αS　re目nol　by　re肋yl　ester　hydrolase（REH）．　This　isome丙zation　of　all一胎ηs　fo㎜to

11一αbfom　in　the　MOIIer　ce‖s　has　been　repo吋ed　to　be　20廿mes　more　eWe（畑ve　thξm　in　the

RPE（Mata　et　d．，2002）．　lt　is　further　assumed廿旧t　this　11一α唇re加ol　is　transported　to　cones，

and　is　o》ddized　to　11・αS　re6n剖by　a　hypothesized　enzyme，”・ds　re6nol　dehydrogenase

that　is　present　in　cones　and　requires　NADP＋as　a　cofador　This　oxida肋n　pathway　must　be

剖so　effecUve　for　regenera60n　of　cone　pigment，　if　R　is　present．

　　　　ln廿1e　present　studM　l　inves6gated　the　metab◎lism　of剖1・舵ms　rertin剖and　11一αS

retinε」wRhin　the　photoreceptor　cells（Figure　3，　red　and　blue　arrows）．　By　using　pur而ed　carp

（（初O励nt／sα叩匂rods　and　oones　together　with　the　outer　segment（OS）－and　the　inner

segment（IS）－rich　r◎d　and　cone　prepara目ons，団rst　measured　the　ac6vRy　of　the　reducUon　of

all“舵オηs　retinal（RDH　a（甫W）in廿1e　OS　and　the　IS　of　b◎th　rods　and　cones．　The　resun

showed　that　the　ac6v論y　is～306mes　higher　in　the　OS　in　cones　than　in　rods．　l　then

quant而ed　the　sp㏄而c　acjvRies　and　the　amount　of　the　m司or　RDHs（RDH8，　RDH8L2　and

RDH13）expressed　in　the　photoreceptors．　From　these　studies，　l　concluded　that　the　high

ac目v薩y　of　RDHs　in　the　cone　OS　is　a肋ributed　to　high　content　of　RDH8　in　the　OS　of　cones．

Fu曲emore，　l　found　a　novel　reac目on　for　the　e廿e（畑ve　conversion　of　11・cjs　re6nol　to　11一α’s

retinal　in　cones．　This　reac髄on　does　not　require　NADP＋，　a　cofador廿1at　has　been　lhought　to

be　essen6al　for　re6nol　oxidation．　lnstead，11一αS　retin剖was　produ◎ed　by　a　novel　enzymatic

reaction　in　which　the　reduc60n　of　all一舵u7s　retinal　and　the　oxidation　of　11－ds　re目nol　are

coup‖ed　（retinal－re6nol　redox　coupling　reac酒on；ALOL◎oupling）．　l　propose　that　this

oxidation　pathway　becomes　ef『ec目ve　when　the　Iight　intensity　increases　to　accumulate　a

large　amount　of　a‖一舵碧ηs　retinal　in　the　cone　OS．
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Results

All一血aηs　Retinal　Reduction　is　More　Efficient　in　Cones

　　　　All－〃aηs　retinal　formed　by　absorption　of　light　in　visual　pigment　is　reduced　to　a‖一拍ηs

retinol　in　the　photoreceptor　cells．　Tb　compare　the　reducing　activities　between　rods　and

cones，　l　first　purified　rods　and　cones　from　the　carp　retina（see　Experimental　Procedures），

Briefl∨rods　and　cones　were　brushed　off　the　retina（Figure　5A）．　The　cells　were　purified　by

using　a　stepwise　Percoll　density　gradient．　Rods　were　collected　at　the　45／60％（w／v）

inter「ace（Figure　5B），　and　cones　were　collected　at　the　75／90％（w／v）interface（Figure　5C）．

Our　rod　preparation　contained　small　amounts　of　cones（Tachibanaki　et　al．，2001），

ger’s

うレ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20μm

Figure　5．　Purification　of　rods　and　cones　from　the　carp　retina．（A－C）Rods　and　cones　were　brushed　o廿the

retina（A）．　The　mbdure　of　rods　and　cones　was　layered　on　the　top　of　a　stepwise　Percoll　density　gradient．　A「ter

centr「ugation，　rods　were　obt創ned　at　the　45／60％interface（B），　and　cones　were　obtained　at　the　75／90％

inter「ace（C）．Modified　from　Figure　l　in　Tachibanaki　et　al．（2001）．

　　　　ln　Figure　6A，　the　reaction　products　were　analyzed　by　HPLC．　Figure　6B　shows　the

time　courses　of　the　reduction　of　the　exogenously　applied　all一拍ηs　retinal　to　all一πaηs　retinol

measured　in　the　lysate　of　purified　carp　rods　and　cones．　l　routinely　quantified　the　amount　of

rods　and　cones　by　measuring　the　amount　of　visual　pigment　in　a　sample．　Therefore，　the

activity　of　the　reduction　of　alLπaηs　retinal，　defined　as　the　RDH　activity　in　this　study，　was

8
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日gur●aRDH　adW囮●6柏pu市Ied　mds　and　oones．（A）HPLC　elu60n　pa抽rns　of　re伽ok鱈a髄er　incubation

of剖レカans　re肋剖（k痂）w㎞c◎ne（m囹dle　right）and　rod（lowemght）Iysate．（upper　right）Arepresenta髄ve　HPLC

chromatogram　of　r剖n剖and　retinol　s㎞da崩：1ξト儒re6n副｛13cRAL），11・ds　re目n剖（11cRAL），　all一舵u？s　re目nal

（atRAL），11・c染5　re勧nol｛11cROIゆ，1窪ce　re肋ol“3cROL）and　alト舵ms　reUnol（atROL）．Aπowheads　in　the　m泊dk∋

屯ht脚el　ind峻e（Wom　len　to　right）13dS　re価nal，　all・㈱r前n剖and剖協a船r蜘ol．　Fom剖on　ofけc■

re伽剖edue　to　m㎝曲㎝e吻Φn　Wom剖L批誰re目n剖（see　Figure　18B）．｛B）T㎞e　oo涼迫of　red蜘n　of

alレ批a白5　re髄nd（RDH　ac㎜ソ）in　the　rod　and廿1e　cone瞬te．　The　a《苅v龍y　is　expressed　as前mob　of剖1・舵鵬

re目nol　fomed　per　cell．　The　abscissa　indica㎞the　6me諭er　add而on　of　alト施偲耐inal．　Emr　ba陪show

s㎞dard　deviaUor潟（n＝4）．（C》RDH　ac醐es　in　the　rod　and　the　oone　Iysate．　The　adMty　was　calculated　Wom

the　resu厄at　5　min　in⑥（n＝4）．

measured　in　un治of　per　visu剖pigment　present．　This　expression　is　useful　in　the

compahson　of　the　RDH　activnies　per　una　volume　of　the　OS　between　mds　and　cones，

because　the　dens忙y　of　the　visu剖pigment　in　the　OS　is　sim‖ar　between　rods　and　cones

（Harosi，1975）．　Howeveちmost　of　our　pur而ed　mds　and　oones　reセUned　both　the　OS　and　the

IS（see　Expe而ment剖Pmcedures），　and　in　add肋n，　b◎th　the　OS　and　the　IS　showed　the

RDH　activ龍y（see　below）．　For　this　reason，　l　show　the　ac6v忙y　in　uni恰per　cell（rod　or◎one）
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by　assuming　that，　on　an　average，　a　rod　conセUns　1．6　x　108　and　a　cone　contajns　7．8　x　107

visu剖pigment　m◎leculesσachibanaki　et剖．，2001）un61　R　becomes　clear　how　much

Percent　of廿1e　acUv誼y　is　present　in　the　OS（after　Figure　11）．

　　　　As　shown　in　Figure　6B，　the　rate　o品ma60n　of　re廿nol　was　higher　in　cones　than　that　in

rods．　The　RDH　a（垣⇒in　rods　was　1．6±0．2　amols　of　all一拍ηs　re加ol　fomed　per　cell　per

seoond（amols　atROりce‖－sec）（Figure　6C）．　A　similar　v剖ue　of　the　RDH　ac6v詑y　has　been

reported　in　bovine　rod　outer　segment（Pdczewski　et　al．，1994）．　The　adMty　in　cones　was

12．4±1．4amols　atROL／ceIl－sec（Figure　6C）．　lt　was　evident　that　the　reducing　a（苅v忙y　per

cell　was～86mes　higher　in◎ones．

　　　　The　reduc60n　of　all一舵胡s　retinal　is　cat2dyzed　by　re6nol　dehydr◎genases（RDHs）

（Fu廿eman，1963；Palczewski　et　al．，1994；Ra㎞er　et　al．，2㎜）．　Tb　cha阻de市e　the　RDH

reac60ns　in　rods　and　cones，　l　examined　the　substrate　spec而c‖y　of廿1e　oxida目on　and　the

reduc目on　of　re目noids（Figure　7A　and　7B）．　For　the　measurement　of　the　RDH　ac目vRy

（red耐on　of　reUnal　to　re肋ol），　pu而ed剖1一力aηs　or　11－cjs　fom　of　re廿nal　was　used　as　the

substrate　in　the　presence　of　NADPH，　the　essen細cofador　of　this　reac目on（Fぱeman，

1963；Nicotra　and　Livrea，1982；P剖czewski　et　d．，1994）．　For　the　measurement　of　the　back

readion（oxida60n　of　re6nol　to　re6nal），　pur浦ed　all・蜘s　or　11・αe　fom　of　re加ol　was　used　as

the　substrate，　and　NADP＋was　used　as　the　cofador（Nicotra　and　l」wea，1982；P剖czewski

et剖．，1994）．　This　was　the　Wrst　biochemical　measurement　of　the　RDH　ac髄vRies　in　pur而ed

cone　prepara加ns，’anhough　some　attempts　were　made　previously　using　the

cone＜】ominant　re6na（Mata　et　al．，2002）．　All一舵胡s　re6n剖was　the　best　substrate　among　the

substrates　examined　for　RDHs　in　both　rods　and　cones，　because　the　rate　of　the　reduc髄on　of

剖1－〃aηsre加d　was　the　highest．　The　ac6vity　of　each　reac60n　in　cones　was　3－8廿mes　higher

than　that　of廿1e　corresponding　readion　in　rods（compare　Figure　7A　and　7B）．　Howeve陥the

dissocia60n　cons㎞t（Kd）of　each　re目noid　was　similar　between　rods　and　cones．　This　resun

sug9ested廿1at　same　RDH　proteins　are　expressed　in　rods　and◎ones．　lt　should　be

men目oned　here　that　in　both　rods　and　cones，　the　ca回頭c　a（カvW　of　the　foma加n　of　11－c給

re加剖from　11一αS　re6nol　is　remarkably　lower　than　the　ac醐ties　of　other　reac目ons　even　in

the　presence　of　cofado「s．
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A［画
all－f口ηs　retinal

　　　　＋NADPH

11－c’sretinal

　　＋NADPH

B［函
aIトf口ηs　retinal

　　　　＋NADPH

11一α⑲retinal

　　＋NADPH

　　　　　　　　　amOIS　fOmedlrOd・SeC

＿≡→all蜘s　reti・d
←…「・NADP＋
＿二→11－ds・eti・・1
←三一＋NADP＋

　　　　　　　　　amolS句med／cone・sec

＿幽→all－f㈱retin。1
←哀丁砺一＋NADP＋

11－ds　retinol

＋NADP＋

FIguro　7．　AdlM随660f　rαIuc創on　and　oxldaUbn　of剖ト拍ns　and　11・db　reUnold81n　rα」8《4㎏and　cor鳩6《B）

Iysate．　The　ac瞳v龍y　was　measured　in　the　presen◎e　of　100μM　re6n剖or　re目nol　and　200μM　NADPH　or　NADP＋．

The　vdues　are　shown　as　a　mea肚SD　ddemined　in　four　independent　exper㎞e巾句r　the　al協ans　re目no栢s

and　three　independent　experimen鱈for　the　11・儒re6nokお．

RDH　actMtles　are　resent　In　Both　Photor㏄e　tor　Outer　S　men恒and　lnner

　　　　A‖・舵mS　re加剖is　released　aRer　Iight－absorp哲orl　fmm　visud　pigment　tha目㏄ates　in

the　OS剖most　exclusively　Thus，剖1・舵紛s　re6nal　mdnly　a㏄umulates　w曲in　the　OS，　and　ns

reduction　to剖1一力aηs　re6nol　is　thought　to　predominan創y　take　place　w龍hin廿1e　OS．　Actu｛訓y口

has　been　reported　that　RDH　proteins　were　expressed　in　both　the　OS　and　the　lS　in　rods　and

cones，　but　that，　in　isolated　rods　and　cones，　the　reduc60n　of　all一抱7s　re6nal　to　all一批aηs

retinoI　was　observed　in　the　OS（Haeseleer　et剖．，1998；Ra伽er　et剖．，2000；Haeseleer　et

al．，2002；Ala⊥aur‖a　et　al．，2006）．

　　　　Tb　inves6gぽe　whether　my　measured　RDH　ac目vity　bcalizes　only　in　the　OS　of　rods

and　cones，　l　obtained　outer　segment（OS）－rich　and　inner　segment（IS）－rich　preparaUons　of

rods　and　cones（see　ExperimenセU　Procedures）．　B目eWソpur浦ed　rods（Rgure　8A）were

passed　thmugh　a　needle　severε加mes　to　mechanically　detach　the　OS　f「om　the　IS（Figure

8B）and　Wac髄onated　w耐1廿1e　use　of　a　stepwise　Per◎oll　density　gradient．　A　ROS－rich　sample

was　obt田ned　at　the　30／45％（W）inter「ace（Figure「8C），　and　a　RlS一而ch　sample　was
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obtained　at　the　45／60％（w／v）inter「ace（Figure　8D）．　Similarl）～purified　cones（Figure　8E）

were　passed　through　a　needle　to　mechanica‖y　detach　the　OS　from　the　IS（Figure　8F）．Alter

centrifugation，　a　COS－rich　sample　was　obtained　as　the　supernatant（Figure　8G），　and　a

CIS－rich　sample　was　obtained　as　the　precipitate（Figure　8H）．

↓・S－IS　detachm・・t

、

↓。S－IS　d・tachm・・t

20μm

Figure　8．　Preparation　of　OS・and　IS・rich　samples　from　purified　rods　and　cones．（A）Pur廿ied　rods．（B）

ROds　after　passage　through　a　27－gauge　needle．（C）ROS－rich　fraction．（D）RlS－rich　fraction．　Spherica｜bodies　in

（B）and（D）would　be　the　inner　segments．（E）Pur而ed　cones．（F）Cones　aπer　passage　through　a　27－gauge

needle．（G）COS－rich　fraction．（H）CIS－rich　fradion．　Cone　outer　segments　are　not　visiby　ident而ed　in（F）and

（G），but　cone　pigments　are　detected　in　these　preparations　spectrophotometrically

12



　　　　　Tb　estimate　the　content　of　OS　and　IS　in　the　OS－and　IS－rich　preparations，　l　quantified

the　amount　of　visual　pigment　as　a　marker　of　the　OS，　and　the　actMty　of　mitochondrial

succinate　dehydrogenase（SDH）（Figure　9A），　a　quantitative　marker　of　the　IS．　They　were

measured　under　a　constant　amount　of　visual　pigment（Figure　gB　and　gD）．　Most　of　my

purified　rods　and　cones　retamed　both　the　OS　and　the　IS，　and　the　ratio　of　the　SDH　actMty　to

the　amount　of　visual　pigment　in　the　purified　rods　or　cones　was　taken　to　be　the　index

showing　that　the　IS／OS　ratio　is　1．0（Figure　gC　and　gE）．
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Figure　9．　SDH　activity　in　rod　and　cone　preparations．（A）SDH　reaction　schema．　Oxidation　of　succinate　to

fumarate　is　accompanied　with　reduction　of　ferricyanide　to　ferrocyanide．（B）SDH　activity　measured　in　rod

preparations、　Absorbance　decrease　at　420　nm　due　to　reduction　of　ferricyanide　by　SDH　was　measured　in　the

lysates　of　ROS－rich，　pur『ied　rod（rod）and　RIS－rich　preparations　all　containing　constant　100　pmols　of　rod

pigment．　The　steeper　decline　of　the　absorbance　in　RIS　indicates　that　the　SDH　activity，　and　therefore，　the

content　of　IS　is　higher　in　this　preparation　under　the　constant　amount　of　rod　pigment，　and　thus，　the　OS．　Because

arod　in　the　purified　rod　preparation　possesses　both　the　OS　and　the　IS，　the　SDH　activity　in“rod”preparation

was　taken　to　be　an　indication　that　the　ratio　of　IS／OS　is　1．0．　Symbols　filled　with　the　same　color　indicate　the

results　obtained　from　the　same　starting　purified　rods．（C）Summary　of　the　results．　The　SDH　activities　were

plo廿ed　against　the　relative　content　of　IS　to　that　of　OS．（D）Similar　as　in（A）except　that　the　COS－rich，　purified

cone　and　CIS－rich　preparations　contained　3．0，3．O　and　O．75　pmols　of　visual　pigment，　respectively（E）Similar

as　in（C）except　that　the　SDH　activity　in　purified　cones　was　taken　to　be　an　indication　that　the　ratio　of　lS／OS　is

1．O．
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　　　　　All　of　the　rod　samples，　namely　purified　rods，　rod　OS（ROS）－and　rod　IS（RIS）－rich

preparations，　contained　small　amount　of　cones，　Tb　correct　the　contribution　of　cones，　the

amount　of　the　cone　OS（COS）and　the　cone　IS（CIS）in　rod　preparations　were　determined

（Figure　10）．　Carp　retina　contains　four　types　of　cone　visual　pigment．　Among　them，　the

content　of　the　red－sensitive　pigment　is　most　abundant．　The　COS　contamination　was

estimated　on　the　bases　of　the　amount　of　red　pigment　in　rod　preparations　and　the　relative
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（％ratio　of　OS　or　IS；mean±SD）

sampIe
　　　　COS　　　　　　ClS
（cone　pigment）　　（ESI　protein）

purified　rod 1．3±1．0 t5土0．7

ROS－rich not　detected 0．46±0．34

RIS－rich not　detected 2．9±1．7

Figure　10．　Cone　contamination　in　rod　preparations．（A）Estimation　of　the　amount　of　contaminated　cone

pigment　in　a　purified　rod　preparation．　ln　one　portion　of　the　sample，　rod　pigment　in　the　purified　rods　was

quantified　by　the　diπerence　of　the　absorption　spectral　before　and　after　the　bleach　with＞460　nm　light（rod

pigment，　black　curve　in　A）．　In　the　other　portion，　the　sample　was　illuminated　with＞680nm　light　extensively　to

bleach　all　of　the　red　pigment．　The　difference　in　the　absorption　spectrum　before　and　after　the　illumination　was

measured（curve　shown　in　purple　in　insect）．This　curve　consists　of　the　spectrum　of　rod　pigment（green　do廿ed

curve）and　that　of　the　red　pigment（red　dotted　curve）．　Using　the　template　of　the　absorption　spectrum　of　red

pigment，　the　amount　of　red　pigment　was　quantified．（B）Estimation　of　the　CIS　contamination．The　purified　rod，

ROS－rich　and　RIS－rich　preparations　were　applied　to　an　SDS－PAGE．　Each　number　shows　the　pmols　of　visual

pigment　applied　to　each　lane．　The　protein　bands　of　ES1（arrowhead）were　quantified　by　comparing　the　protein

band　density　of　BSA　standards．（C）Summary　of　the　cone（COS　and　CIS）contamination　in　the　rod

preparations．　From　the　calculations　shown　in（A）and（B），the　content　of　cone　contamination　were　determined

（n＝4－6）．
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content　of　the　red　pigment　among　the　cone　visual　pigment（50％in　this　study）．　The　amount

of　red　pigment　was　quan肺ed　by　the　pa而al　bleach　method（Figure　10A）as　described

previously（Tachibanaki　et剖．，2001）．　The　ClS　oon恒mina目on　was　ev剖uated　from　the

amount　of　ESI　protein，　a　marker　of　the　CIS（Chang　and　Gilbert，1997）．　The　oontent　of　ESl

in　each　rod　prepara60n　was　quant而ed（Figure　10B）and　the　contamina60n　was　c剖culated

on　the　basis　of廿le　conterlt　of　ESI　in　each　cone（3．3±1．O　fmolS〆cone，　n＝6）．　ESI　is　a

soluble　protein　and　should　be　losホfrom　the　oontaminated　CIS　du巾g　prepara目on　of　the

ROS・and　RIS一市h　samples．　From　a　measurement　using　pur而ed　rods　and　oones，　l　found

that　35．1±21．1％（n＝4）of　ESl　was　lost　dunng　this　pr㏄edure　and　this　loss　wasセ1ken　into

considera目on　when　nece鎚ry．

　　　　The　summa市ed　resun　of　the◎ontamina目on　of◎ones　in　pur而ed　rod，　ROS－nch　and

RIS－rich　prepara肋ns　is　shown　in　Figure　10C．　ln　my　pu而ed　rod　prepara目on，　the　COS

oontamina60n　was　1．3±1．0％（n＝10）and　the　ClS　contamination　was　t5±0．7％（n＝6）．　ln

ROS－and　RlS－rich　samples，　the　COS　conセ1mina噛ρn　was　negligible，　but　the　ClS

◎onセmina加n　was　O．46±0．34％（n＝4）in　the　ROS一目ch　samples　and　2．9±1．7％（n＝4）in

the　RIS－rich　samples．　All　of　the　above　contamina加ns　were　corrected　in　the　es6ma価on　of

the　distribution　of　the　RDH　adiv爾es　in　the　ROS　and　the　RIS．　　　　　　’

　　　　lmeasured　the　RDH　ac目v而es　in　the　OS－rich　and　the　IS－hch　prepara目ons　of　rods　and

cones（Figure　11）．　ln廿1is　6gure，　l　plotted　the　RDH　acUv碇y　as　a　funcUon　of廿1e　content　of廿1e

lS　re周jve　to　that　of廿1e　OS　in　rod（Figure　l　l　A）and　cone　prepara目ons（Figure　l　l　C）．

　　　　As　can　be　seen　in　Figure　l　l　A，　in　the　rod　prepara60ns，　the　adivity　increased

sign而canUy　as　the　content　of　the　IS　increased，　which　indicated　that　the　RDH　ac目v酋y　is

present　in　the　IS　of　a　rod．　From　the田加of　IS／OS，　l　calculated　the　RDH　ac目v而es　in　the

ROS　and　in　the　RIS．　The　es哲mated　RDH　ac目v忙y　was　O．64±0，11　amols　atRO　L／ROS－sec，

and　O．80±0．刊amols　atROL！RIS・sec（Figure　l　l　B）．　In　rods，　the　es目mated　ac目v憎es　in　the

OS　and　in　the　lS　were　neany　equε止ln　the　ROS，　the　ac目vny　was　equiv剖ent　to　2．4圭0．3　x

103molecu置es　of　atROLfomed／pigmenトsec（molecules　atROりpigmenセsec）（Figure廿E）．

　　　　Simila吻lmeasured　the　RDH　acUv忙ies　in　the　oone　OS（COS）－nch　and　the　cone　IS

（CIS）－nch　preparations．　The　over剖l　reducing　ac6vRy　was　higher　in　the　cone　prepara目ons

（Figure　l　l　C）廿1an　in　the　rod　prepara目ons（Figure　l　l　A）（note　the　d耐erence　in　the　un忙of廿1e

15



A
6
　
　
　
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
　
2

（O
Φ
ω
－
の
O
匡
コ
O
匡
↑
句
ω
6
∈
m
）

　
　
　
Σ
已
≧
ぢ
⑩
＝
O
炬

C

00

（

U
　
　
　
　
　
　
O
　
　
　
　
　
　
O

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ウ
コ

（O
Φ
ω
め
O
O
コ
O
匡
罵
ω
る
ε
⑩
）

　
　
　

訟
≧
8
エ
O
匡

0　0

1　　　2　　3
　1S／OS　ratio

4

1　　　2　　3
　｜SIOS　ratio

4

B
0
　
　
　
8
　
　
　
6
　
　
　
4
　
　
　
2

　
　
　
　
む
　
　
　
む
　
　
　
む
　
　
　
む

（o
Φ

切
－
の
正
」
o
ω
O
匡
コ
O
匡
駕
望
o
∈
色

　
　
　
　

Σ
］
≧
8
エ
O
㏄

D
　
2
　
　
0
　
　
8
　
　
6
　
　
4
　
　
2
　
　
0

　
　
　
　
　
　
　

（O
Φ
ω
－
ω
一
〇
」
O
ω
O
O
コ
O
配
苫
ω
一
〇
ε
巴

　
　
　
　
拾
S
揖
O
口
工
O
匡

ROS RlS

COS ClS

E　O」o

　冨

　30．08
　ξ

ξ是0．06

言き

謡o．04
匡§

§α・2

　ε

　　　　0 ROS COS

Figure　11．RDH　activities　m　the　OS　and　the　IS　of　rods　and　cones．（A）RDH　activities　were　measured　in　the

ROS－and　the　RIS－rich　preparations，　and　plotted　against　the　content　of　the　IS．　The　OS　and　the　IS　ratio　in　our

pur而ed　rods　was　taken　to　be　1．0（see　text）．The　content　of　the　RIS　was　estimated　as　described　in　Bくperimental

Procedures．（inset）SDS－PAGE　patterns　of　the　ROS－rich　preparation，　pur而ed　rods（rod）and　the　RlS－rich

preparation．　Note　the　di什erence　of　the　protein　expression　patterns　among　the　three　preparations．（B）E≡stimated

RDH　activmes　in　the　ROS　and　in　the　RIS．　The　RDH　activ祀ies　in　the　ROS　and　in　the　RIS　were　calculated　from

the　resu臨of　the　RDH　adivities　measured　in　various　contents　of　the　IS　shown　in（A）（n＝3）．（C）RDH　activ詑ies　in

the　COS－rich　and　the　CIS－rich　preparations　were　similarly　determined　as　in（A）．（inset）SDS－PAG　E　patterns　of

the　COS－rich　preparation，　pur『ied　cones（Cone）and　CIS－rich　preparation．（D）RDH　adivities　in　the　COS　and　in

the　CIS　were　estimated　from　the　resu比shown　in（C）（n＝4）．（E）RDH　adivRies　in　the　OS　in　rods　and　cones．

From　the　resu忙s　shown　in（B）and（D），　the　RDH　adiv礼ies　in　the　ROS　and　the　COS　are　expressed　in　the　unn　of

per　visual　pigment．

ordinate　between　Figure　l　1　A　and　l　l　C）in　agreement　with　the　result　shown　in　Figure　6．　The

notable　point　was　that，　in　contrast　to　the　result　obtained　in　rod　prepara60ns（Figure　l　l　A），

the　activity　only　slightly　increased　as　the　content　of　CIS　increased．　The　result　indicated　that

most　of　the　RDH　activity　is　present　in　the　OS　in　cones．　The　estimated　reduction　activity　was

10．2±1．1amols　atROL！COS－sec，　and　2．2±1寸amols　atROL！ClS－sec（Figure　l　l　D）．　ln　the

COS，　the　activity　was　equivalent　to　7．9±0．9　x　10－2　molecules　atROL！pigment－sec（Figure

11E）．
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　　　　From　the　esUmated　RDH　ac6v而es　in　the　ROS　and　the　COS，　the剖1一舵ms　re伽d

reducing　ac目v龍y　per　un忙volume　of　the　OS　was　found　to　be　33目mes（7．9　x　10’2／2．4　x　1ぴ3）

higher　in　cones　than　in　rods，　which　suggested　that　the　reduc60n　of剖1一舵汀1s　re哲nal　is　much

faster　in　cones（Figure　l　l　E）．

Three　RDH　Sub es　RDH8　RDH8L2　and　RDH13　are　the　Ma　or　RDH　Sub es

　　　　There　are　poten6ally　two　possible　mechanisms　that　expl面n　the　higher　RDH　adiv龍y　in

oones．　One　is　that　the　same　subtype　of　RDH　is　expressed　in　rods　and　cones　and　that廿1e

expression　level　is　much　higher　in　cones．　The　other　is　that　the’ RDH　subtype（s）expressed

in◎ones　is　d市erent　from　that　in　rods　and　thε旋the◎one　subtype（s》shows　much　higher

activity　than　the　rod　subtype（s）．

　　　　1b　iden6fy　RDH　subM》es　in　rods　and　cones，　l　first　isolated　carp　retinal　cDNA

fragmen愴encoding　RDH　genes．　It　has　been　rep◎rted　that　RDH　subtypes　expressed　in

vertebrate　photoreceptor　cells　are　RDH8，　RDH11，　RDH12，　RDH13，　RDH14，　and　short

chain　dehydrogenase／reducぬe（retSDR1）（Haeseleer　et　al．，1998；Rattner　et　al．，2000；

Haeseleer　et　al．，2002）．　On廿［e　basis　of　the　amino　acid　sequen◎es　of廿1ese　RDHs，　l

synthesized　oligonucleo6de　degenerate　p面mers　and　used　them　to　search　for　the　cDNA

fragments　of　carp　homologues　of　the　vertebrate　photoreceptor　RDHs．　l　obt剖ned　eleven

par髄al　carp　RDH　genes；three　RDH8，　three　RDH12，　two　RDH13，0ne　RDH14，　and　two

retSDRI　homologous　genes　from　a　carp　re6n剖cDNA（Figure　12A）．　Add而onε山y　a　carp

cDNA　fragment　of　RDH5　homologous　gene　was　isolated　from　the　RPE　as　a　marker　of　the

RPE．

　　　　1b　detemine　the　rela6ve　abundance　o甜1ese　mRNAs，　semi－quan幅6ve　R下PCR

analysis　was　pe巾med　using　pnmers　agai耐these　twelve　RDHs．　A比hough　RDH8　and

RDH13　have　been　reported　to　be　expressed　m創nly　in　photoreceptor　cells　in　pnmate

（Rattner　et剖．，2000；Haeseleer　et剖．，2002），　l　found　that　RDH8，　RDH812　and　RDH13were

expressed　at　higher　levels　in　the　carp　re6na，　and　that　RDH5　and　retSDRl　were

predominanUy　expressed　in　the　RPE（Figure　12B）．　Other　genes　including　those　of　RDH12

and　RDH14　were　not　detected　sign而canUy　Assuming　that　the　rela目ve　abundance　of　an
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mRNA　reflects　that　of　the　corresponding　protein，｜concluded　that　the　three　RDH　proteins，

RDH8，　RDH8L2　and　RDH13，　are　expressed　at　much　higher　levels　than　other　RDHs　in　the

carp　retina．　Thus，　carp　retinal　cDNA　library　was　screened，　and　the　full－length　cDNA

sequences　of　these　three　RDH　genes　were　obtained．　These　sequences　were　used　for　the

phylogenetical　analysis（Figure　12A），　and　for　the　expression　of　recombinant　proteins（see

below）．
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Figure　12．　Subtypes　of　RDH　in　the　carp　retina．（A）Molecular　phylogenetic　tree　of　vertebrate　RDH　genes．

Bootstrap　probabilities　are　shown　at　the　nodes　as　the　percentages　from　1000　rewriting．　The　scale　bar

represents　O．1　amino　acid　substitutions　per　position　in　the　sequences．　Each　number　in　parentheses　shows　the

percentage　of　identity　of　the　amino　acid　sequence　of　a　carp　RDH　gene　fragment　to　a　corresponding　zebrafish

RDH　gene．　RDH　genes　shown　in　boxes　are　those　in　which　full　length　of　the　amino　acid　sequences　were

determined．（B）Relative　mRNA　expression　levels　of　RDHs　in　the　carp　retina　and　the　RPE．　The　mRNA

expression　levels　of　RDHs　relative　to　that　of　short　chain　dehydrogenase／reductase（retSDR1）in　the　retina　were

determined　with　a　semi－quantitative　RT－PCR　reaction．　Tb　compare　the　levels　between　the　retina　and　the　RPE，

the　expression　levels　were　normalized　by　the　amount　of　18S　ribosomal　RNA　in　each　tissue．　Error　bars　show

standard　deviations　determined　in　three　independent　preparations（two　determinations　in　each　preparation），
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Ex　resslon　Ievels　ard　lstHbu廿on　of　RDH8　RDH8L2　and　RDH131n　Rods　and　Cones

　　　　1b　detemine　which　subtype　of　RDH　is　responsible　for　the　RDH　adi湘es　in　me　OS

and　in廿1e　IS，　first　l　quant而ed　the　amount　d　each　subtype　in　lhe　OS　and　the　IS　of　rods　and

oones．　For　this，　I　raised　spec而c　an6serum　agdnst　each　subtype（Figure　13A　and　13B）．　lt

was　found　wRh　immunoblots　that　all　of　the　three　subtypes　are　present　in　the　membrane

fra（カon　of　rods　and　cones（Figure　13C）．　By　using　Pur而ed　rods　and　cones，　the　contents　of

the　RDHs　in　the　prepara60ns　were　quant而ed　by　immunoblot　an剖yses　with　known　amounts

of　RDHs　as　s槍ndards（Figure　13D　and　13E，　but　in　Figure　13E，　only　the　resu忙of　RDH8　in

pu而ed　rods　is　shown　as　an　example）．　The　summa市ed　resu捷of　the　content　of　RDH8，

RDH8L2　and　RDH13　in　rods　and　cones　is　shown　in　Figure　13F，　where　the　content　is

expressed　in　the　unR　of　per　rod　or◎one．　It　was　found　that剖l　of　the　these　subtypes　of　RDH

are　expressed　much　more　abundanUy　in　cones．

　　　　Fu曲emore，　the　rela6ve　dis加bu60ns　of　the　RDHs　in　the　OS　and　the　IS　of　rods　and

cones　were　detemined．　ln　this　detemina60n，　by　using　the　OS・and　the　IS－nch　samples

together　w耐1　pu市ied　r◎ds　and　cones　as　used　in　the　study　shown　in　Figure　11，the　conten笛

of　the　RDHs　in　these　prepara肋ns　were　quan櫛ed（Figure　14A　and　14C；in　each　Wgure，

only　the　quan栢ca哲on　of　RDH8　is　shown　in　the　lower　panel）．　Based　on　these　rela目ve

distribu目ons（Figure　14B　and　14D）and　the　total　contents　of廿1e廿1ree　RDHs（Figure　13F），

the　tot剖number　of　each　RDH　molecule　in　the　OS　and　the　lS　of　rods　and　oones　was

calculated．

　　　　The　summa而zed　resu肚of　the　content　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13in廿1e　OS　and

廿1e　IS　of　rods　and　cones　is　shown　in　Figure　14E，　where廿1e　content　is　expressed　in　the　unR

of　per　OS　or　IS．　lt　was　found　that（i）all　the　RDHs　were　5・406mes　more　abundant　in　oones

than　in　rods，（ii）in　both　rods　and　oones，　RDH81◎calizes剖most　exclusively　in　the　OS，（iii》

among　RDHs，　RDH8L2　was　the　most　abundant　RDH　in　both　rods　and　oones，　and（iv）

RDH8L2　and　RDH131（x副ize　predominan目y　in　the　IS．　The　loc剖ization　of　RDH8　and

RDH13is　similar　to　that　previously　reported　in　primates（Rat㎞er　et剖．，2000；Haeseleer　et

d．，2002）．Carp　RDH8L2　is　one　of　the　RDH8　homologs，　but　loc剖izes　in廿1e　IS　unlike　other

vertebrate　RDH8s．
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Figure　13．　Relative　distribution　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13in　the　OS　and　the　IS　of　rods　and　cones．

（A）RDH　partial　peptides　used　for　immunization．Anti－RDH8，　RDH8L2　and　RDH13antisera　were　raised　against

each　purified　GST－fused　peptide　in　mice．（B）Speci刊city　of　antiserum　used．　Antiserum　against　each　RDH　was

raised，　and　its　specificity　was　checked　by　recombinant　RDH　expressed　in　Sf9　cells，　Eighty　fmols　of　each　RDH

in　Sfg　cells　were　app｜ied　in　each　lane．（C）SDS－PAGE　pattern（le廿panel）and　immunoblots　of　purified　rods　and

cones（the　rest　of　three　panels）．　Rods　containing　400　pmols　of　visual　pigment　or　cones　containing　20　pmols　of

visual　pigment　were　homogenized　and　centrifuged　Both　the　precipitated　membrane　fraction（ppt）and　the

supernatant　soluble　fraction（sup）were　applied　to　SDS－PAGE（left）．　Rod　and　cone　proteins　were　probed　with

the　antiserum　raised　against　RDH8（middle　left），　RDH8L2（middle　right）and　RDH13（right）．（D）Estimation　of

the　contents　of　the　three　RDH　subtypes　in　rods　and　cones．　The　immunoblot　signals　of　the　three　RDH　subtypes

in　rods　and　cones　and　the　signal　of　recombinant　RDHs（recRDHs）as　standards　（see　Experimental

Procedures）were　detected．（E）The　calibration　curve　of　each　RDH　subtype　was　obtained　from　the　signals　of

standard　recombinant　proteins　shown　in（D）．　The　signals　from　standards（open　circ｜es）and　the　eyeイitted

calibration　curve　for　RDH8　are　shown　as　an　example．　The　content　in　the　sup　and　the　ppt　fraction　was

quantified　by　using　the　calibration　curve（filled　circle）．　Signal　of　RDH8　in　the　sup　fraction　was　not　detected，（F）

Summary　of　the　expression　levels　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13in　rods　and　cones．　From　the　quantification

shown　in（D）and（E），the　expression　levels　of　three　major　RDHs　were　determined（n＝5－12），
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Figure　14．　Distrlbution　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH131n　the　OS　and　the　IS　of　rods　and　cones．（A）

Detemination　of　expression　levels　of　RDHs　in　the　ROS　and　the　RIS．（UppeりThe　ROS－rich，　pur而ed　rod　and

the　R　IS・rich　prepara60n　a｜l　containing　75　pmols　of　visual　pigment，　together　with　their　r㏄ombinant　standard

proteins　of　known　amounts　were　immunoblotted．（LoweりFrom　the　calbration　curve　obtained　from　the

standard　proteins，　the　amounts　of　RDH8　in　the　OS－rich，　pur而ed　rod　and　the　IS－rich　preparation　were

determined．　ln　this　example，　the　content　of　the　IS　to　the　OS　is　shown　in　the　parentheses．（B）Relative

distribu60n　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13in　the　OS　and　the　IS　of　rods（n＝4）．（C）Similar　as　in（A）except　that

the　cone　OS－rich，　pur『ied　cone　and　the　cone　IS・rich　preparation　all　containing　5　pmols　of　visual　pigment　were

used．（D）Relative　distribution　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13　in　the　OS　and　the　IS　of　cones（n＝4）．（E）

Summary　of　the　expression　Ievels　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH　13　in　the　OS　and　the　IS　of　rods　and　cones．

From　the　contents　shown　in（Figure　13F）and　the　relative　distributions　shown　in（B）and（D），　the　expression

levels　of　three　m司or　RDHs　were　determined（n＝4）．

21



RDH8　Contributes　to　the田　hl　E柑clent　AII・ぴ3ns　ReHnal　Reductlon　ln　the　Cone

　　　　As　shown，　all　the　three　subtypes　of　RDHs（RDH8，　RDH8L2，　and　RDH13》are

expressed　in　rods　and　cones．　The　specific　activities　of　these　RDHs　were　measured　by

using　rec◎mbinant　RDH　proteins　expressed　in　HEK293　cells（Figure　15）．　The

expression　of　RDH　in　HEK293　cells　was　confirmed　by　immunoblot　analysis　with

specific　antiserum（Figure　15A）．　Recombinant　RDHs　in　the　membrane　fraction　were

used　for　the　assay，　and　their　contents　were　measured　by　immunoμot　analysis．　The

specific　activities　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13，　thus，　obtained　were　27．8±10．1，1．9

±0．9，and　1．5±0．3　molecules　of　atROL　formed／RDH　molecule－sec，　respectively

（Figure　15B）．　The　specific　activity　of　RDH8　was＞10times　higher　than　those　of　the

others．　The　RDH　activity　was　not　detected　in　control　H　EK293　cells　transfected　with

the　empty　vector．

　　　　Because　l　now　know　both　the　specific　activity　of　each　single　RDH　molecule

（Figure　15B）and　the　number　of　each　RDH　molecule　expressed　in　the　OS　and　the　IS

of　rods　and　cones（Figure　14E），　I　can　simply　calculate　the　total　RDH　activities　in　the

OS　and　the　IS　of　rods　and　cones（Figure　15C　and　15D）．　The　calculated　results

（colored　bars　in　Figure　15C　and　15D）are　consistent　with　the　RDH　activities

determined　in　the　OS・and　the　lS－rich　preparations　in　Figure胴Band　l　l　D（re－drawn

as　black　bars　in　Figure　15C　and　15D），　and　showed　that　the　activity　in　the　OS　is

predominantly　due　to　RDH8（red　area），　and　that　the　activity　in　the　IS　is　mamly　due　to

RDH8L2（white　area）in　both　rods　and　cones．
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Figure　15．　Specific　activities　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13，　and　their　contribution　to　the　RDH　activities

in　the　OS　and　the　IS　of　rods　and　cones．（A）lmmunobbts　of　HEK293　cells　expressing　the　recombinant

RDHs．　HEK293　ce‖s　transfected　with　an　empty　vector（Control　in　each　panel），vectors　expressing　RDH8（Le丘），

RDH8L2（Middle），　or　RDH13（Right），　and　the　rod　or　cone　membrane　fraction（rod　ppt　and　cone　ppt，

respectivelyぼn　each　panel）were　electrophoresed　and　detected　with　anti・RDH8（Left），　anti－RDH8L2（Middle）

and　anti・RDH13（Right）antiserum．（B）Specific　RDH　activities　of　recombinant　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13

expressed　in　HEK293　cells．　Error　bars　show　standard　deviations（n＝3－6）．（C，　D）RDH　activities　in　the　OS　and

the　IS　of　rods（C）and　cones（D）calculated　from　the　specific　activity（B）and　the　distribution（Figure　14E）of

each　RDH（colored　bars）．　Black　bars　show　the　RDH　activities　determined　in　the　OS－and　the　IS－rich

preparations　in　Figure　l　1　B　and　l　1　D．

11・ds　Retinal　is　s　nthesized　from　11・cjs　Retinol　with　a　Retinal・Retinol　Redox

It　is　known　that　visual　pigments　are　regenerated　after　addition　of　11－cおretinol　in
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isolated　cones，　but　not　in　rods　（Jones　et　al．，1989）．　lt　sug9es愴　that　cones　have　a

mechanism　to　oonvert　11・c給re6nol　to　11－（おre6n剖．　lt　has　been　reported　that　11・αb　retinol

is　converted　to　11－c給re6nd　in　the　presence　of　NADP＋in　a◎one“ominant　re伽a，　This

resun　suggesS廿1at　NADP＋●dependent　11・6おre6nol　dehydrogenase　is　present　in　cones

（Mab　et　d．，2002）．　This　11・㏄retinol　conversion　in　cones　is　thought　to　be　necessary　for　a

cone－spec浦c　visu剖cycle　that　should　support　highly　e而cient　pigment　regenera60n　in　oones．

Howeve陥as　shown　in　Figure　7B，　at　least　in　our　pur浦ed　caπ）cones，　producUon　of　11・ds

retinal　from　11一α’s　re6nol　was　not　so　ef『ec髄ve．

　　　　O》dda60n　of　re6nol　to　re6nεU　by　RDHs　is　always　ooupled　with　reduc目on　of　a◎ofacto陥

NADP＋（Figure　16　upper）．　lt　is　possible　that，　instead　of　NADP＋，　other　chemicals，　fbr

example，ε山・拍ηs　retinal　could　subs曲ute　the　role　of　NADP＋（Rgure　1610wer）．　Tb　test　this

p◎ssibili匁lmeasured　the　conversion　of　11・ぴg　re加ol　to廿一ぴs　retin剖in　the　rod　and　oone

Iysates　in　the　presence　of　alト舵ms　re6nal　but　in　1†1e　absence　of　NADP＋．

　　　　　　　　　　　　　　RDHs
11－cjs　retinΩl

　　　　　　　NADP＋

11－c∫s「etinal

NADPH

11’c応「etind　7　て11’c給「etin斑

a‖一’nヨηsretinal all一力aηs　retinΩ1

日gu時1a　R●acUon　scheme　of　oxldaUon　of　11・c●耐1nol　to　11・G侮rgUnal．（upPeりOxida目on　of　11・c㊤

re目nol　to　11一儒re6nal　is　accompanied　by　reduc髄on　of　NADP＋to　NADPH．　RDH　reacUon　requires　NADP＋as　a

◎ofador．（bwer）Hypothesized　ox耐aUon　of　11・c鱈retinol　is　accompanied　by　reduc髄on　of　alト批ans　re伽剖to

alトカans　re6nol．　Oxk」aUon　of　alcohol　requires　reduc目on　of　a目ehyde．

　　　　ln　Figure　17，廿1e　reacUon　products　were　an剖yzed　by　HPLC．　lt　was　evident廿1at　aRer

10min　incuba肋n　in　the　cone　lysate（lower　panel　in　Figure　17B》，　two　peaks　of　11－（澹re伽al

（red　amwhead）and細o　pe剖《s　of　13一α唇retinal（open　amwhead）were　newly　fo㎜ed．

Fu曲e刷1一舵ms　re6nol（blue　arrowhead）was　add而onally　fomed．　Because　re加als　were

deteded　in　theわm　of　oximes，　there　are　two　s獅（s）and　an肪（a国ereo－isomers．　Similar
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studies　were　performed　by　using　rod　lysate（Figure　17C），　but　11－cls　retinal　was　not

produced．　These　results　showed　that　11－cis　retinal　was　produced　specifically　in　cones．

Therefore，　l　examined　this　reaction　in　detail．

0 15 30 45
time（min）

Figure　17・HPLC　analysis　of　retinoids　in　cones　and　rods　in　the　presence　of　both　11・cjs　retinol　and

all・ぴaηs　retlnal．（A）Arepresentative　HPLC　chromatogram　of　retinal－oxime　and　retinol　standards：11cRAL（s／a），

sy件／aη吾11－05　retina｜oxime；atRAL（s／a），　s｝件／aημalLヵaηs　retinal　oxime；13cRAL（s／a），5γ汗／aηび13－cおretinal

oxime；11cROL，11－ds　retinol；atROL，　all一ねηs　retinol．（B）Arepresentative　HPLC　chromatogram　of　retinoids

extracted　from　cone　lysate　incubated　with　11－c／s　retinol　and　a｜1一ねηs　retinal　for　O　min（upper）and　10min（lower）．

Note　that　the　peaks　of　11－c’s　retinal　oximes（red　arrowhead），13－cjs　retinal　oximes（white　arrowhead）and

all－〃aηs　retinol（blue　arrowhead）are　additiona‖y　detected　in　the　lower　panel．（C）Similar　as　in（A）except　that

the　rod　lysate　was　used．　Note　that　the　peaks　of　13一ぴs　retinal　oximes（open　arrowhead）are　additionally

detected　in　the　lower　panel．
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Figure　18．　Formation　of　11・cls　retinal　from　11・ds　retinol　in　the　absence　of　NADP＋in　cones．（A）Time

course　of　thermal　isomerization　of　11－cjs　retinol（11cROL）to　all一πaηs　retinol（atROL）in　the　cone　lysate（n＝5）．

（B）Time　course　of　thermal　isomerization　of　alL拍ηs　retinal（atRAL）to　13－cjs　retinal（13cRAL）in　the　cone　Iysate

（n＝3）．（C）Tlme　course　of　retinoids　formation　in　the　cone　lysate　in　the　presence　of　both　11－cjs　retinol　and

all一抗aηs　retinal（n＝5）．（D）Net　effect　of　the　coexistence　of　11－ds　retino｜and　alLねηs　retinal．　The　amounts　of

thermally　isomerized　products　in（A）and（B）were　subtracted　from　those　in（C）to　calculate　the　extra　formation

of　11・ds　retinal，　alトπaηs　retinol　and　13－cls　retinal．　Note　that　11一ぴs　retinal　and　all一力aηs　retinol　were　formed　with

a1：1　stoichiometry．（E，　F）lnitial　rates　of　retinoid　formation　in　the　presence　of　both　11－c∫s　retinol　and　all一ねηs

retinal　in　the　cone　lysate（E）and　the　rod　Iysate（F）．　The　rates　were　determined　from　the　amounts　of　retinoids

formed　at　5　min　after　the　initiation　of　the　reaction（n＝5　for　cones　and　n＝3　for　rods）．（G）Reaction　scheme　in　the

cone　lysate　with　addition　of　11－o孟s　retinol　and　a｜1一加aηs　retinal．　See　text　for　details．（H）Ef「ect　of　heat　treatment　on

the　formation　of　11－c■retinal　from　11－c元3　retinol　in　the　presence　of　allイロηs　retinal．　The　amount　of　formed

retinoid　in　the　presence　of　both　11－cjs　retinol　and　alL拍ηs　retinal　was　determined　in　the　cone　lysate　that　was

treated　with　or　without　heat（＋heat（65°C　for　5　min）and－heat）（nニ3　for＋heat，　and　n＝5　for－heat）．
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　　　　lt　has　been　shown　that噺noids　are　them剖ly　isome目zed　sign而can廿y　in　the　presence

of　rod　membranes（Groenendlk　et　al．，1980；Shimizu　et　al．，1998），　l　conWmed　R　in　the

presence　of　the　cone　lysポe：11一αb　re加ol　was　isome目zed剖most　exclusively　to剖1・〃aηs

retinol（Figure　18A），　and剖1・舵ms　retin剖was剖so　exclusively　isome市ed　to　13・dS　retin剖

（Figure　18B）．　ln　these　measurements，11－dS　bms　were　not　deteded．　When　11－dS　re加ol

and　dl・舵胡s　re6n剖were　added　simu㎞eously　to　the　cone　lysate，11一αS　re6n剖was

add栢on剖ly　fomed（Figure　18C，　red　line）．　ln　addnion，司1一拍ηs　retinol　was　also　fomed　in　a

corresponding㎝ount（compare　blue　Iines　in　Figure　18A　and　18C）．　The　net　effect　of　the

presence　of　both　11－dS　retinol　andε」1一舵胡s　re6n剖was　obセ麺ned　by　subt陀1c髄on　of　the

◎ontrol　v剖ues　shown　in　Figure　18A　and　18B　from　the　v剖ues　shown　in　Figure　18C，　which　is

shown　in　Figure　16D．　lt　was　evident　that　11・ぴs　re6n剖and剖1一舵ms　re伽ol　were　newly

produced　in　the　presence　of廿一儒re加ol　and　a‖一舵胡s　re6n剖．　The　stoichiometry　of　the

foma60n　of　11・αS　retin剖and剖1・舵ms　re6nol　was　close　to　1：1（compare　whRe　bar　and　red

bar　in　Figure　18E）．　Figure　18G　shows　all　of　reacUons　of　retinoids　in　cone　lysate　wRh

addi60n　of　11一儒re6nol　and　all一力ans　re廿nal．　This　resuR　s飾ongly　sug9esls　that，　in　cones，

11－ds　re6nol　can　be　oxidized　to　11一αb　re伽剖a㏄ompanied　by　the　reducUon　of剖1一㎞s

retinal　toε山一〃aηs　re廿nol．　This　re加εUイe6nol　redox　coupling　reaction（ALOL◎oupling）was

not　obse～ed　in　the　rod　Iysate（Figure　18F）．　The　oone　lysate　treated　w旋h　heat　showed　little

this　ac目v酋y（Figure　18H），　which　suggested　that　the　ALOLcoup‖ng　is　an　enzymaUc　reac60n．

　　　　Tb　examine　physiological　relevance　of　this　coupling，　l　examined　whether　all一撤s

retinal　produced　by　Iight　can　par目cipate　in　the　ALOL◎oupling　when　exogenous　11－《論

retinol　is　supPlied（Figure　19A）．　The　exogenous　11一儒retinolい1　11一αS　re廿nol）and　the

endogenous剖1・カaηs　3，4－didehydrore加d（A2剖1一舵ms　re加al；the　chromophore　of　Wsu剖

pigment　in　carp　is　v詑amin　A2－based　11・dS　re加剖）were　used　fbr廿1is　visual　pigment

regenera60n　assay（Figure　19A），　The　endogenous　A2　all・カaηs　retmal　was　fbmed　by

illumina目on　of　light．　First，　l　measured　the　absorp加n　spec加m　of　red◎one　pigment　in　a　carp

membrane　prepara60n（Rgure　19B，　grey　dotted　Iine）as　descnbed（］庖chibanaki　et剖．，

2001），and　using　the　bleached　cone　membranes，　l　observed　the　visu剖　pigment

regenera目on　as　a　control　by　adding　excess　amount　of　A1　11一儒re6nal　as　a　control（blue

‖ne）．　The　sh廿t　of　the　peak　was　due　to　the　d廿「erence　of　the　chromophore　type，　A211一㏄

retin剖（λmax＝－620nm）or　A111－dS　re6n剖（λmax＝w570nm）．
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Figure　19．　Visual　pigment　regeneration　by　ALOL　coupling　reaction．（A）Reaction　scheme　in　the　cone

lysate　under　the　condition　of　visual　pigment　regeneration　assay　See　text　for　details．（B）Dif「erence　absorption

spectra　of　red　cone　pigment　regenerated　under　the　various　conditions（see　text）．　The　spectra　were　measured

by　the　partial　bleach　method（see　Experimental　Procedures）．

　　　　The　native　cone　membranes　having　A211－cls　retinal　were　illuminated，　and　as　a

consequence，　A2　all一抗ヨηs　retinal　should　have　been　formed　and　released　from　the

bleached　pigment．　When　A111－cぼretinol　was　added　to　these　membranes，　as　expected，

visual　pigment　was　regenerated（red　line）．　Although　the　regeneration　was　about　70％of　the

control　measurement（blue　line），　it　was　evident　that　11－cjs　retinal　was　produced　most

probably　by　the　ALOL　coupling　with　the　endogenous　all一抗aηs　retinal　released　from　the

bleached　pigment．　Similar　percentage　of　pigment　regeneration　was　observed　when　l

added　11－c但retmal　of　the　amount　calculated　to　be　the　same　to　that　of　endogenously

formed　all一拡aηs　retinal（blue　dotted　line）．　Pigment　regeneration　was　not　observed　without

addition　of　11－ds　retinol（black　line），　with　addition　of　11－cis　retinol　after　removal　of　all一拍ηs

retinal　by　NH20H（orange　line），　or　with　addition　of　11－cls　retinol　after　alL拡aηs　retinal　was

converted　to　all一肱aηs　retinol　by　endogenous　RDHs　in　the　presence　of　NADPH（green　line）．

This　regeneration　assay　confirmed　that　the　ALOL　coupling　is　a　potential　mechanism　that

may　play　a　crucial　role　in　the　cone　visual　cycle．　Figure　20　summarizes　the　kinetic
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parameters　of　the　RDH　reactions　and　the　ALOL　coupling　reaction　in　rods　and　cones．　The

Km　valUe　fOr　a‖一拍ηS　retinal　Of　the　ALOL　COupling　in　COneS　was　Several　timeS　larger　than

that　Of　RDH　reaCtiOn　in　cOneS，　and　the　Vmax　WaS　Several　timeS　Smaller　in　the　COUpling

reaction，
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（11－C／sretinol）
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cone 33．0±8．8 3，5±0．3

0

all－rraηs　retinal（μM）
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Figure　20．　Kinetics　of　the　RDH　and　the　ALOL　coupling　reaction　in　photoreceptors．（Left）All一力aηs　retinal

dose－dependence　of　the　RDH　activities　in　rods　and　cones（black）and　theALOLcoupling　activity　in　cones（red）．

（Right）Summary　of　the　kinetic　parameters　of　the　RDH　and　the　ALOLcoup‖ng　reaction　in　rods　and　cones．　The

parameters　were　determined　for　the　reduction　of　all一力aηs　retinal　to　all一力aηs　retinol（nニ3）．　The　RDH　activities

were　measured　at　various　concentrations　of　all一πaηs　retinal　with　200μM　NADPH（saturating　concentration）

and　the　activity　of　the　ALOL　coupling　was　measured　at　various　concentrations　of　all一拡aηs　retinal　with　250μM

11－c孟sretinol（saturating　concentration）．　The　NADPH　or　11－ds　retinol　shown　in　parentheses　oxidized

accompanied　by　reduction　of　all一拡aηs　retinal　to　all一πaη8　retinol．
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Dlscusslon

　　　　In　the　present　studソlshowed　that　the　RDH　ac6v酋y　is～306mes　higher　in　the　OS　in

cones　than　in　r◎ds（Figure　11）．　This　higher　adjvRy　in　the　cone　OS　is　due　to　a　higher

expression　level　of　RDH8，　a　highly　potent　RDH，　in　cones（Figures　14　and　15）．　ln　the　IS，

RHD8L2　is　the　m司or　RDH　in　both　rods　and　cones（Figures　14　and　15）．　l　further

demonstrated　that　there　is　a　cone・spec浦c　m㏄hanism　that　can　oxidize　11一α治re加ol　to

11－ds　re加d　w曲acoupling　reacUon　between　reduc60n　of剖1一舵ms　re廿nal　and　oxida爾on　of

11－ds　re6nol（ALOL　coupling，　Figure　18）．

Ph　slolo　lcal　Relevance　onhe　Measured　RDH　actlvl

　　　　ln　the　legend　to　Figure　l　l　E，　l　showed　that　the　reducing　ac目v旋y　of　all一舵ms　retin剖is

2．4±0．3x1ぴ3　molecules　atROUpigment－sec　in　the　ROS　and　7．9±0．9　x　102　molecules

atROL！pigment－sec　in　COS，　or　7．2士0．9μM　atROI」sec　in　the　ROS　and　240±30μM

atROL！sec　in　the　COS　assuming　that　the　visu剖pigment　concentra加n　in　the　OS　in　both

rods　and　oones　is　3　mM（Harosi，1975）．　The　ac目vny　was　336mes　higher　in　the　COS　than　in

the　ROS．　These　v剖ues　show　that　after　100％bleach　of　visu剖pigment　molecules，　a　h剖f　of

剖一拍ηsre伽d　is　converted　to‖s剖oohol　at　about　5　min　in　the　ROS　and　8．5　sec　in　the　COS．

ln　living　rods　and　cones，　the　foma目on　of剖1一舵初s　re6nol｛砲er　bleach　was　measured

（Ala－Laurila　et剖．，2006）．　The　6mes　necessary　for　the　hdf　conve陪ion　of剖1一力aηs　retin剖to

ns　alcoh◎1，　which　were　c剖culated　from　their　results，　were　6．4　min　in　the　ROS　and　16sec　in

the　COS．　Anhough　these　are　the　v創ues　that　were　obセUned　in　the　over剖l　reaction　including

both　the　deαay　of　the　bleaching　intemediate　of　visual　pigment　and　reduc60n　of　all一舵ms

re加剖，　the　resul笛of　our　jn　v痂o　measuremen笛of　the　RDH　ac目v忙y　are　oonsistent　w曲

those　measured　in　IMng　6ger　s剖amander　rods　and　cones．　Because　NADP＋has　an

inhib随ory　eWect　on　the　reducUon　of　all一拍ηs　re6nal（Nicotra　and　Liwea，1982）and　is　present

in　the　amount　of　approximately　46mes　excess　than　NADPH　in　monkey　and　rabb龍ROS

（Matschinsky，1968），　the　sligh目y　lower　rate　of廿1e　reducUon　of　dl・カaηs　retinεd　in　living　cells

may　be　due　to　the　presen◎e　of　NADP＋．

　　　　The　RDH　ac目v而es　measured　in　the　present　study　can　be　expressed　in　other　ways：
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based　on　the　OS　RDH　ac目v請y，　the　produc瞳on　of　alト旅aηs　retinal　by　Iight　and幅conversion

to剖1・舵胡s　re伽ol　is　approximately　bdanced祉the　intensity　of　light　bleaching　O．24％of

pigmenぴsec　in　rods　and　that　bleaching　7．9％of　pigmenVsec　in　oones．　These　intens而es　of

Iight　seem　to　be　above　the　range　where　rods　and　oones　nom剖ly　operate．　Therefore，　the

RDH　ac髄，vity　in　the　OS　seems　to　be　high　enough　for　both　rods　and　oones　to　work　under

nom剖cond而ons．

　　　　lmeasured　the　ma）dm剖RDH　ac6vRy　in　pur禰ed　carp　rods　and　oones．　One　question

was　whether　NADPH　necessary　for　the　redu（：Uon　of　all一舵ms　re6nd　by　RDHs　is　su而ciently

present　to　exert　the　maDdm剖RDH　acUvity　in　a　living　cell．　NADPH　is　produced　in　the　OS

mεUnly　in　the　pathway　of　glu◎ose　metabolism（Hsu　and　Molda脇1994）．　lt　is　thought　that，、in

the　OS，　there　is　a　pool　of　NADPH　that　may　correspond　about　10％of　the　visu剖pigment　in

the　dark　s恒te（Ala－Lau而la　et　al．，2006）．　A丘er　this　pool　is　exhausted，　the　rate　of　the　all一力ans

re目n剖reduc60n　is　lim比ed　by　the　rate　of　NADPH　supplyπ否ina　et剖．，2004）．

　　　　The　rate　of　NADPH　produc目on　in　the　bovine　ROS　under　op6m剖加v勧o　oond而ons　is

40nmolsゾmin佃g　of　toセU　ROS　protein（Hsu　and　Molday　1994）．　Assuming　that　a　single

bovine　ROS　cont田ned　approximately　16≒20　nmols　of　rod　pigmen11mg　of　total　ROS　protein

（VVad　and　Brown，1953）and　that　the　pigment　concentraUon　is　3　mM（Harosi，1975），　the

rate　of　NADPH　producUon　is　cdculated　to　be　110μM（（40　nmolεゾ18nmol輌60　sec）x3mM）

NADPH　fome（ガsec．　The　reduc60n　of　one　dl・㎞s　re6nal　mol㏄ule　requires　one　NADPH

molecule．　Because　our　es6ma肋n　of　the　ma）dmd　RDH　ac緬vny　was　7．2±0．9μM　atROL

fomed！sec　in　the　ROS（Figure　11，　and　see　above》，　the　rate　of　NADPH　genera目on　is

su栢cient　to　supPort　the　reducUon　of　all一舵ms　retinol　in　the　ROS．　The　reducing　adivity　of

RDH　in　the　COS（240±30μM　atROL　fom副sec；Figure　11）is　26mes　higher　than　the

NADPH　supply　rate　detemined　in　the　ROS（110μM　NADPH　fomedls㏄，　see　above）．　This

result　may　suggest　that　NADPH　supply　is　more　efncient　in　the　COS　than　in　the　ROS．

Possible　Role　of　Each　Sub　　e　of　RDH　ln　Photorece　tors

　　　　lident浦ed　RDH8，　RDH副2　and　RDH13as　m司or　RDHs　expressed　in　photorecepto恰

（Figure　12）．　RDH8　was　predominanUy　expressed　in　the　OS　and　RDH8L2　was　expressed

sign浦can制y　in　the　OS　but　mainly　in　the　IS　in　both　rods　and　cones（Figure　14）．　RDH13was
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expressed　mosUy　in　the　IS　in　both　rods　and　cones（Figure　14）．　These　sae－spec而c

expressions　of　these　RDHs　are　probably　related　to　their　roles　in　rods　and　cones．

　　　　RDH8　a㏄◎unted　for＞80％of　the　OS　RDH　adivRy（84％in　the　ROS，　and　95％in

the　COS；Figure　15C　and　15D），　and　therefore，　n　is　the　m司or　RDH　responsible　for　the

reduction　of剖1一力aηs　retin剖in　the　OS．　Howeve陥genetic剖dele60n　of廿1e　RDH8　gene

caused　only　a　mild　phenotype　anera目on　of　delayed　dark　adapta目on（Maeda　et　d．，2005）．

No　RDH8　mu白肋ns　have　yet　been　ident而ed　in　patients　w瞳h　re目n剖diseases．　lt　seems　that

the　dele廿on　of　RDH8　could　be◎ompensated　by　overexpression　of　other　RDHs．

　　　　RDH8L210c剖ized　in　the　IS，　and　a㏄ounted　for　most　of　the　RDH　acUv龍y　in　the　IS　of

rods　and　oones（日gure　15C　and　15D）．　The　to回expression　level　was　about　76mes　higher

in　cones．　Howeve陥because　the　IS　volume　is　oorrespondingly　Iarger　in　cones　than　in　rods

（my　rough　es6mate　of　the　ra600f　the　CIS　volume　to　the　RIS　volume　in　my　carp　prepara目on

was－13；CIS！RIS＝448β5μm3），　the　ooncentra目on　of　RDH8L2　in　the　IS　could　be　similar

between　rods　and　cones．　The　Km　value　for剖1一舵拍s　re廿n剖of　the　RDH　reac60n　was　similar

between　RDH8　and　RDH8じ2　expressed　in　H　EK293　cells（7．2±0．8　and　5．0±2．8μM，

respec6vely），　but　the　spec浦c　acUv忙y　of　RDH8L2　was　much　lower　than　that　of　RDH8

（Figure　15B）．　This　resun　strongly　sug9es恰廿1at　the　physiol◎gically　reIevant　substrate　of

RDH8L2　may　not　be　re6n剖．　ln　the　mamm剖ian　re加a，　RDH12　is　abundant　in　the　IS　and

a㏄ounts　for　30％of　the　ac6vW　of　all・㎞s　re6nal　reduc目on　in廿1e　eye（Haeseleer　et　al．，

2002；Maeda　etεU．，2007）．　lnteres加gIソRDH12　shows　reducing　activity　not　only　toward

剖ト拍ηsre6nd　but　dso　toward　medium℃hεUn　peroxidic剖dehydes，　such　as　nonan剖，

〃ans・2・nonenal　and　4－hydroxynonenal（Belyaeva　et　al．，2005；Lee　et　al．，2008）．　These

sub舗rates　are　toカc　to　ce‖s　and　lead　to　cell　dea恒or　meir　abilW　to　fom　lipid　pero刈da60n

produds　and∧Fre廿nゾidene－∧Fretinψethanolamine（A2E），　a　m司or　lipofUscin　component

（Eldred　and　Lasky，1993；Sakd　et剖．，1996）．　l　assume　that　carp　RDH8L2　plays　a　similar

role　as　mammdian　RDH12in　the　IS．

　　　　RDH1310calized　in　the　IS，　but　aocounted　for　a　l耐e　of　the　RDH　a（苅vity　in　the　IS．

Similady　as　in　the　case　of　RDH8L2，　the　to制expression　level　of　RDH13is　several　6mes

higher　in　the　CIS　than　in　the　RIS（Figure　14E），　which　would　be　because　of　a　larger　volume

of　the　CIS．　Therefore，　the　c◎ncentla60n　of　RDH13could　be　similar　between　the　RIS　and
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the　ClS．　The　spec而c　ac髄vity　of　RDH13was　much　lower　than廿1at　of　RDH8（Figure　15B）．　lt

has　been　reported　that　RDH13　is　present　in　mnochond目a　in　prostate　cancer　LNCaP　cells

（Belyaeva　et　al．，2008），　but　ns　fun（苅on　is　not　clear　yet．

Cone－s　ecmc　Retlnal・Retlnol　Redox　Cou　Iin　Reactlon

　　　　11－c鱈retin剖is　direc目y　supplied　from　the　RPE　to　the　OS　of　rods　and　cones．　As

discussed　by　Mata　et　d．（2002），　this　supply　does　not　seem　to　fully　support　the　amount　of

11一αbre6n剖necessary　to　regenerate　pigment　in　cones　which　func60n　under　bnght　Iight．

The　supply　of　11－dS　re6n剖from　the　RPE　is　es廊mぷed　to　be　28　pmols　per　minute　per　eye　in

chicken（Mab　et　al．，2002）．　From　our　detemina目on，　oneα町〕re廿na　con面ned　4．04±1．84

nmols（n＝7）of　rod　pigment　and　O．04　nmols　of　cone　pigment（oorle　cells　conセUn　1／500f　rod

cells　in　re加司homogenate）．　Assuming　that　a　similar　amount　of　11・ぴs　retin剖is　supplied

Wom　the　RPE　in　carp　as　in　chicken，　ns　supply　to　each　visu剖pigment　in　carp　is　calculated　to

be　1．1　x　10411－dS　re伽剖！pigment－sec（28　pmol司4．08　nmol輌60sec）．　Based　on　this

c剖cula60n，　the　rate　of　supply　of　11－dS　retind　from　the　RPE　to　carp　re加a　becomes

insu而cient　when　oones　are　exposed　to　light　bleaching＞0．01％of　visu剖pigment　bleached

但ec，　above　which　intens而es　cones　operate　nomdly（for　e》㎝ple，　see　Bu水hardt，1994）．

This　rate，　howeve陥could　be　overestimated　in　cones　because　the　pos而on　of　the　COS　is

仙rther　away　fmm廿1e　RPE　than　the　ROS　under　light・adapted◎ondi廿ons．

　　　　MOIIer　cells　can　produce　11・ds　re加ol，　and　cones　can　be　regenerated　by　applica麺on

of　11・儒re6nol．　Based　on　these　fads，　R　has　been　pmposed　that　11・α5　re6nol　supplied　from

MOIIer　cells　is　converted　to　11一儒re廿nd　in　oones　and　that　this　mechanism　is　a

cone－spec浦c　add而onal　visual　cycle　pathway　to　provide　11一儒re6nal　to◎ones　effec甫vely

（Makl　et剖．，2002；Muniz　et剖．，2007）－t　has　been　postulated廿1at　11・c給retinol

dehydrogenase，　which　oonverts　11－c給re目nol　to幅re6nal　in　the　presence　of　NADP＋，　is

responsible　for　this　reac甫on．

　　　　ln　the　present　studソhoweve陥as　l　showed　in　Figure　7B，　this　a（苅vity　was　low　in

purified　carp　oones．　The　rate　was　O．065±0．020　amols　11・ds　re6nd！cone・sec．　ln　the

presence　of　NAD＋，　instead　of　NADP＋，　the　conversion　of　11・dS　retinol　to　11・αb　retind　was　4

廿mes　less　effec6ve　than　in　the　presence　of　NADP＋．　ln　contrast　to　this　bw　activi皐the　higher
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rate　of　the　c◎nversion　of　11－cls　re伽ol　to　11・ds　re加剖was　observed　by　the　ALOL◎oupling

in　the　absence　of　the◎ofado陥NADP＋：the　rate　was　3．5±0．3　amols　of”・cjs　retind（equ剖

to　all一力aηs　re6nol）fom醐cone－sec（Figure　20》’and薩was　50（3．5／0．065）times　higher　than

廿1e　rate　of　produc髄on　of　11－c鱈　re廿nal　att8Urled　by　the　postuIated　11一αb　re価nol

dehydrogenase　ac髄vity　Therefore，　the　ALOL　ooupling　is　a　very　effec髄ve　mechanism　to

produce　11・ds　re加剖from　its　re伽ol　that　is　supplied　from　MOIIer　cells．

　　　　lf　the　ac6v龍y　of　the　ALOL　couplingε山resides　in　the　COS，　the　maximal　rate　of

ooupling　is　equal　to　O．027±0．00211一α唇re伽al　fomed／pigment・sec．　At　the　maximal　rate　of

pr◎duc60n　of　11・c鱈re肋剖by　the　coupling，　the　ac目vny　is＞2406mes（0．027／（1．1　x　104））

higher　than　the　supply　of　11・αe　retin剖from　the　RPE．　The　rate　of　the　supply　of　11・α否re6n剖

by廿1e　coupling　sugges恰廿1at廿1e　supply　is　su而dent　up　to　the　light　intens‖y　bleaching　2．7％

of　pigmenぴs㏄．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　Al廿10ugh　the　ALOL　coup‖ng　Provides　11一αS　re廿nal　in　cones　very　effec6vely，　this

mechanism　probably　func60ns　only　under　b屯ht　Iight．　As　shown　in　Figure　20，　the　Km　of廿1is

reacUon　to　dl一舵1ηs　re6nal　is　rather　high（33μM）．　All一舵オηs　re加al　released　from　opsin　after

bleach　probably　binds　to　the　cone　membranes，　and　therefore，　the　Ioc剖concentra目on　of

剖1一舵ms　re6nal　could　be　higher　than　th誕c剖culated　simply　from　the　intensny　of　bleaching

light　and　the　pigment　concentra肋n　in　cones．　The　fad　that　visu剖pigmer碇was　regenerated

by　using　endogenously　produced　A2　all一舵初s　re目nal（Figure　19）sugges6　that　a　could　be

廿1e　case．　Howeve陥even斤旧s　the　case，　the　concentra目on　of　dl・ぴaηs　re6n剖would　be　still

lower　than‖s　Km　value　when　the　light　intensity　is　low．　l　speculate　that　under　these

condaions，　the　supply　of　11一α唇re6nd　from　the　RPE　is　the　m剖n　pathway　and　that　the　ALOL

◎oupling　be◎omes　a　m司or　reacUon　when　the　light　intens忙y　increased　to　produce　a　large

amount　of　all一舵ms　re6nal．　The　ALOL　ooupling　does　not　require　NADP＋for廿le　oxida日on　of

11－ds　re6nol，　which　suggests　that　oone　pigments　can　be　regenerated　even　when　this

◎ofado陥which　is　produced　in廿1e　OS　in　an　energy－dependent　way（Hsu　and　MoIdaM　1994），

runs　out　in　the　COS．

　　　　On　the　other　hand，11一αb　re目nol　is　also　necessary　for　the　ALOL　coupling．　l　roughly

quant而ed　the　amount　of　11一α唇re6nol　in　the　pur而ed　cones　and　rods　by　re6noid　analysis

with　HPLC．　Assuming　that　the　pigment◎oncentration　is　3mM（Hamsi，1975），11－ds　retinol
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concentra目on　is　c剖culated　to　be　tens　o稲mes　higher　in　cones　than　in　rods，800μM（n＝1）in

cones　and　20μM（n＝2）in　rods．　This　resun　suggested　that　11・α唇re6nol　is　transported　from

the　MOIIer　cells　much　preferably　to　cones，　and　that　the　coupling　reac60n　probably　could

Wmc60n　as　a　m㏄hanism　to　supply　11一αS　re加al　to　cone　opsin．

　　　　lshowed　that　the　reduc60n　of　dl一廊aηs　re加d　and　the　oxida目on　of　11・・cjs　retinol　are

coupled　wRh　1：1　stoichiometry（Figure　18D　and　18E）．　Because　11・cjs　re伽d　is　necessary

for　visu剖pigment　regenera目on　and剖1・舵1ηs　re廿nεd　is　toxic　to　cells，　the　coupling　reac匝on

would　be　very　useful　for　photoreceptor　cells　to　remove　toxic　ddehyde．

　　　　Figure　21　summanzes　the　visu剖cycle　for　rods　and　cones．　The　cycle　for　rods（le旬is

adopted　from　those　suggested　previously（McBee　et　d．，2001；Lamb　and　Pugh，2004》，　and

that　for　cones（屯ht）was　drawn　based　on　the　scheme　similar　to　that　for　rods　vvRh　add而on

of　our　present　6nding（red　and　blue　arrows）．

　　　　As　l　showed　in　the　present　study　the　ALOL　ooupIing　is　probabIy　ca回yzed　by　an

enzyme，　because　the　ac6vny　was　lost　by　heat　treatment（Figure　18H）．　This　ac髄v旋y　is

present　in　the◎one　memb頂nes．　The　entRy　of　this　enzyme　has　not　been　ident浦ed　yet．

Because廿1e　dissocia目on　constants　of　11・α唇and　all一舵胡s　retinoids　are　di廿erent（Figure　7B），

廿1is　reaction　is　not　due　to　NADP＋／NADPH弍】ependent　RDHs．　ln　fad，　in廿1e　absence　of

NADP＋1NADPH，　this　coupling　reacUon　was　observed．　Fu曲emore，　our　expressed　RDH8，

RDH8L2，　RDH13，0r　RPE　cont田ning　RDH5　abundantly　did　not　show　this　ac6vRy（data　not

sho…）．　lt　couId　be　the　case　that　the　enzyme　is　the　one　that　has　not　been　kno…previously

or廿lat廿le　known　RDHs　require　a　protein（s）that　is　expressed　spec而（劇ly　in　oones．

　　　　There　are　many　other　issues　to　be　answered．　For　example，　the　transport　mechanism

of　11－ds　re6nol　from　MOIIer　cells　to　oones，　is　not　kno…．　lt　is　only　assumed　that

Interphotoreceptor　re6nol　binding　Protein　（IRBP）has　a　role　to　transport　11－ds　retinol．

Because　MOIIer◎ells　are　present　in廿1e　proximd　part　of　the　outer　Iimi6ng　membrane，　they

are　spa目剖ly　not　close　to　cone　outer　segment．　On　the　other　hand，　the　site　where◎one

pigment　is　regenerated　is　the　cone　outer　segment．　lt　is　not　known　yet　to　which　part　of　cones

11一αSre6nol　is　transported　and　in　which　part　of　cones　the　ALOL　coupling　takes　place．

Further　studies　are　obviously　required　to　clarW　these　issues．
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Figure　21．Proposed　model　of　rod　and　cone　visual　cycle．　The　present　study　proposed　the　details　of　two

steps　of　visual　cycle．　Firstly　allイロηs　retinal　detached　from　opsin　is　reduced　by　RDH8　to　all一拡aηs　retinol　in　rods

and　cones（red　arrow）．Secondi協11－ds　retinol　supplied　from　MOller　cells　is　converted　to　11－ds　retinal　by　the

ALOLcoupling　reaction　without　a　cofactor，　NADP＋（blue　arrow）．See　text　for　details．
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Expedmen垣l　Procedur●

　　　　Carp（qρ崩Lβcaφ匂rods　and　oones　were　isolated　as　descnbedσachibanaki　et　al．，

2005）．The　colleded　r◎ds　and　oones　were　washed　add而on｛却ly　w曲aK－gluconate（K－gluc）

buπer（115mM　K－gluc，2．5　mM　KCI，2mM　MgCl2，0．2　mM　EG「『へ0．1mM　CaCl2，1mM　DTE

10mM　Hepes，　pH7．5）by　centr話Uga肋n（600　x　g　fbr　12sec，　and　then　3000　x　g　for　4　sec）．　ln

most　of　pu㎡ied　rods　and　cones（both＞90％），　the　inner　segme耐（IS）was　atbched　to　the

outer　segment（OS）．The　pu而ed　rods　and　cones　lacked　nudeus　and　teminal　regions．

Pre　　ra60n　of　Outer ment・Rlch　and　Inner　S　ment・Rlch　Rods　and　Cones

　　　　W》prepare　a　rod　outer　segmer宜（ROS）一目ch　and　inner　segmer口（RIS）・hch　samples，

pur而ed　rods　were　suspended　in　a　Ringer∀solu60n（119．9　mM　NaCl，2．6mM　KCI，0．5　mM

CaCl2，0．5　mM　MgCl2，0．5　mM　MgSO4，1mM　NaHCO3，16mM　glucose，0．5　mM　NaH2PO4，4

mM　Hepes，　pH　7．5）and　passed　through　a　27弍】auge　needle　sever司6mes　w龍h　a　1・ml　synhge

to　mechanically　detach　the　OS　from　the　IS．　The　suspension　was　layered　on　the　top　of　a

stepwise　Percoll　dens‖y　gradient（30／45〆60ゆ0％（∨〃∨））and　centr而」ged　at　10，000　x　g　for　20

min．　At　lhe　i耐erface　between　30％and　45％Peroo‖，　ROSs　wRh　or　w曲out　RIS　were　lbund．

This　frac60n　was◎ollec拍《」as　the　ROS一目ch　fradion．　At　the　irRerface　between　45％arKI　60％

Per℃o‖，　RlSs　wRh　or　w肋out　ROS　were　lbund．　This　f抱c60n　was　colleded　as　the　Rl合而ch

剛on．　Each　frac60n　was　washed　wnh　the　Ringer’s　solu60n　and　add而on剖ly　w‖h　a

K－glu◎onate（K－gluC）buπe陥similar　to　pur市edπ）ds　and　oones　as　desc曲ed（1庖chibanaki　et剖．，

2005）．

　　　　The　pur而ed　oones　were　similany　passed　thmugh　a　27・gauge　needIe．　The　suspension

was　centr涌uged　at　600　x　g　fbr　l　min．　The　oone　outer　segment（COS）一面ch　frac60n　was

ob回ned　as　the　supema白nt，　and　the　cone　inner　segment（CIS）一目ch　f蘭on　was　obセUned　as

the　precipitate．　The　COS一目ch　frac60n　was　further　cent市uged（124，000　x　g　for　20　min）10

00ndense　the　fr螂on．　The　visu剖pigment　content　and　the　dehydrogenase　adMty　were剖so

measured．

　　　　The　oonter忙of　the　IS　in　OS－and　l合nch　prepa陀姐ons　was　es6m痴ed　by　compa巾g　the
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ac目v薩y　of　maochond祠su㏄inate　dehydrogenase（see　below）as　a　marker　of　the　IS　and　the

amount　of　visu剖pigment　as　a　ma同《er　of　the　OS．　The　ra600f　IS／OS　in　the　pur而ed　rod　or　oone

prepaぼtion　was　taken　to　be　1，because　m◎st　of　pur浦ed　r◎ds　and　cones　possessed　both　the

OS　and廿1e　IS（see　above）．

　　　　AIl　of　the　prepara60ns　were　frozen　wRh　liquid　n衙ogen　and　then　stored　in廿1e　dark　at

・80°Cun目I　use．

Measurement　of　Su㏄inポe　Deh　dr　enase　Ac目　　ln　Rod　and　Cone　Pre　ra廿ons

　　　　The　measureme耐of　su㏄inate　dehydrogenase（SDH）ac揃ty　was　ca市ed　out　as

described　（Ackrell　et　al．，1978）w祀刊slight　mod而ca目ons．　A　r◎d　or　a　oone　prepara60n　was

suspended　in　200μl　of　Tlns－HCI　bu師er（20　mM　Tns，0．1　mM　EDTへpH　7．51．　The　ly領te

oonセUned　O．3・1μM　md　pigment　or　O．003－0．04μM　cone　pigment．　SDH　assay　was　in而副ed　by

adding　50μof　200　mM　s◎dium　su㏄in誕e（pH　7．5）and　10μI　of　10　mM　polassium

fe市cyanide，　and　the　mixture　was　incubated　at　25°C．　The　abso市ance　decrease　by　reduc目on

of衙晦anide　by　SDH　was　measured　at　420　nm．　The　adM旬was　detemined　at　200－500

seconds　a価er　廿1e　fe市cyanide　add描on，　and　is　expressed　as　廿1e　rate　of　redu《垣on　of

fe市cyanide　in　un‖s　of　fhnols　of　fe市cyanide　reduced　per　OS　per　second．

　　　　All一舵ms　re廿n剖and　dl・カans　re廿nol　were　purchased　from　Sigma　11一ぴs　re6nal　was

prepared加m　all一㎞s　re6rlal　as　deschbed（Ma鱈umob　et　al．，2003）using　880　HPLC　System

（JASCO）equipped　w曲aprepara目ve　Develosil　oolumn（Develosilαト5，　Nomura　Chemic剖），

11－c給re6nol　was　prepared　by　reduc60n　of　11－c治re廿n剖w曲NaBH4　in　ethanol，　exぬded　in

dichlo⑩methane　and停hexane（Suzuki　and　Ma㎞nΦ〒頂saka，1983），　and　pul而ed　by　HPLC

w忙hthe　method　used佑r　ident而ca廿on　of　re6nd　and　re廿nol　isomels（see　below）．　Al　the

re6noids　were　dissoIved　in　ethanol　and　sbred　in　lhe　dark　at・80°C　un刊use．　Their　purRy　was

checked　by　examining　an　absorp60n　specrum（Ga噺n　and　Saah，2000）p市r　to　each

expenment．
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Measuremen糖of　Reduc脆n　or　Oxlda廿on　of　Re伽oids

　　　　Pur而ed　rods　or　cones　kept劔唱0°C　were　lysed硫r℃om　temperature　and　suspended　in

100μof　the　K－gluc　bu∬eL　The　lysate　oon回ned　O．25・0．5μM　rod　pigment　or　O．1－0．25μM

cone　pigment．　The　measuremen愴were　carWed　out　as　descnbed（P剖czewski　et　d．，1994；

Jang　et　al．，2000；Sun　et　al．，2007》w耐1　slight　m◎d而ca60ns．　Redu《カon　of　all－〃ans　re6nal　was

in而ated　by　adding　1μl　of　NADPH（6n剖concer由a肋n，200μM）and　1μl　of剖レカaηs　re伽剖

dissolved　in　ethanol（6r副concentra目on，100μM）to　100μl　of　the　sample．　The　sample　was

incubabd　at　room　te叫朋ture　for　desired　6me，　and　me　reac60n　was　teminated　by　adding

150μlof　ice◇hilled　methanol．　Redudion　d　11一儒re肋剖was　ca市ed　out　similany　Oxida目on　of

r前nols　was　in而aled　by　add而on　of　1μl　of　NADP＋（而n剖ooncentra加n，200μM）and　1μI　of

剖1・カans　or　11・c給re伽ol（6nd　concer“ra目on，100μM）．　ln　the　measurement　d　the

re6nal・re6nol　redox　coupling　reac目on（ALOL　coupling，　see　te》Φ，　oxida6㎝of　11－dS　re6nol　was

ca市ed　out　in　the　absence　of　NADP＋，　but　in　the　presence　of剖1一施ηs　re6nal　under　similar

oond而ons　used　W》r　the　measuremen恰in　the　presence　of　NADP＋．

　　　　Re目nols　were　exぬcted　direc目y　and　re加ds　were　ex【raded　as　re廿n剖・◎ximes　aRer

incuba目on　wRh　50　mM　NH20H　on　ice　fbr　30　min　wRh　dichlolて》methane　and　rトhexane　as

descnbed（Suzuki　and　Makino一磁1，1983）wi廿1　slight　mod而ca目ons．　The　exぬd　was

dissolved　in　a　hexane　solu目on　con旋Uning　5％（WV）ね帰butゾmethylethe陥25％（吻benzene，

0．04％（Wethanol．　Ea《カre廿noid　or　re廿祠一◎刈me　was　se声ated　by　HPLC　using　a　nomal

phase　HPLC　column（Cosmosil　5SLII，　Nacalai　Tbsque）誕aWow　rate　of　O．5　mVmin　of　the

above　hexane　solu目on　as　desc而bed（1而e　and　Seki，2002）w油aslight　mod而cajon．　The
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／∫

el山゜n°f　a「e伽゜id嶋m°n而「醐325甲・刊e　is°me噸e㈱iden個byme「ete吻n

6me　and　the　absorp60n　spec『um．　Re6nols　were　direcUy　quan茄ed　and　re6n剖s　were

quan茄ed　as　re6nd－◎ximes．

　　　The　par6al　ooding　region　of　each　RDH　was　ampl而ed旅》m　the　carp　re伽剖cDNA　library

（Shimauchi－Ma笛ukawa　et　al．，2005）by　PCR　wah　a　p田r　of　pnmers．　The　sequences　of　the

pnmers　are　shown　in　1≒ble　1．The　nudeo6de　sequences　of　the　RDH　cDNA　clones　were

detemined　w油an　PRISM　3130　Gen剖c　Ana旬zer（Applied　Bios蝉ems）．
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　　　For　detemi哺on　of　the　full－length　nucleo6de　sequences　of　RDH8，　RDH8L2　and

RDH13，　DIG－labe‖ed　nboprobes　were　synthesized　to　screen　the　ca巾re6n剖cDNA　library

（GenBank　a㏄ession　numbers：RDH8，　AB439579；RDH8L2，　AB439580；RDH13，

AB439581）．

Table　1．P目mers　used　for　RDH　cDNA　cloning★

Gene　name Forward　p面mer Reverse　p而mer

RDH5 A「HCARAARGCNArGGARTGG ARNGCRTGYTCCA「RCAF『r
RDH8
RDH8L2
RDH8L3

G「「NτAψGCNACNA「GMG CCYTCNACNGCRAAY1－「

RDH12
RDH12L
RDH12L2
RDH13
RDH14

GGNA「HGGNAARGARAC ACNCCNGCmTRTTDA「

RDH13L GGNA「HGGNAARGARAC WCRAAM「GCA「YTCRAA
retSDRl

retSDRI　L GAA「TCA「GGA「CTGAAGGCGC CTCGAGTCA「GTCCGCCCC「「G

町he　pa而剖coding　region　of　each　RDH　was　ampl而ed　fmm　the　carp　re6n剖cDNA　by　PCR

w‖hapair　of　pnmers　shown．

Ph　　　ene髄c　Anal　sls

　　　Phゾogene6c　ana沙sis　was　ca市ed　out　as　desc同bed（Shimauchi－MaSukawa　et　d．，2005）．

Amino　acid　sequences　of　the　ve眈ebrate　RDHs　were　aligned　w油Clus回W．　A　to回of　173

cor而denUy剖igned　residues　were　used　for　es6majng　re励onships　among　the　proteins　wRh

the　neighboトjoining　meth◎d　using　the　PHYLIP　version　3．5c　s◎旋ware　package．　For　carp

RDH8，　RDH8L2∈md　RDH13，　the　en6re　nucleo6de　sequences　were　detemined．　Howeve陥

there　were　genes　that　were　only　pa市剖ly　sequenced，　and　these　genes　did　not　cor1回n廿1e

region　used　for　the　compa目son．　ln　this　case，　l　used　the　amino　acid　sequence　of廿1e

corresponding　RDH　gene　of　zebr前sh　for廿1e　an鋤sis，　The　amino　add　ider耐ly　was

detemined　by◎om画㎎the　sequenced　region　of　the　carp　gene　and由e　co陀sponding

region　of廿1e　zebransh　gene．　The　vertebrate　RDHs　used　are　shown　in］庖ble　2．
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百）le　2．　V已rtebrate　RDHs　used　fbr　phylogene6c　analysis

Spedes Name　in

Fi　ure　12A
Acoession　number De6n而on　in廿鴇DDBJ

RDH8 回nd　deh　　nase　8

⑳ RDH8口 陪6rxメdeh　　　　　　　　81ike　2

RDH13 AB439581 回nd　deh　　　nase　13

RDH5 NP　OO1025272 回nol　deh　　enase　5

RDH8 NP　957001 回nol　　　　　　　8

RDH8L NP　957082 励nol　dbh　　　　　　　　81ike

RDH8L2 XP　684476 PREDI（汀ED：similar　lo　MGC84258　rotein

RDH8L3 NP　OO1018379 h　　　’　　tein　LOC553564

RDH12 NP　OO1002325 回r回　　　　　　　　nase　12　a‖－trans　and　9＜コs

zebra6sh RDH12L NP　OO1009912 励rKメ　　　　　　　　　　　12，　like

RDH12L2 NP　OO1018519 h　　　　　’　　　　　mLOC553712

RDH13 XP　691526 PREDICTED：h　　　　’cd　　　’n

RDH13L XP　698537 PREDIC「ED：similar　lo　LOC407663　　ein

RDH14 NP　OO1040655 励nd　deh　　enase　14

噛DR1 NP　OO1003477 deh　　　　　拍dudase　SDR㎞i　member　3

幡DRI　L NP　OO1006070 h　　　”nLOC450050
RDH5 NP　598767 耐ind　deh　　enase　5

RDH8 NP　OO1025461 励nol　deh　　enase　8

RDH11 NPO67532 励nd　deh　　enase　11

mouse RDH12 NPO84293 回nd　deh　　enase　12

RDH13 NP　780581 闇nol　deh　　　　enase　13　all－trar冶and　9－ds

RDH14 NPO76186 d◎ohd　deh　　　　　　PAN2　RDH14

耐SDR1 NPO35433 deh　　　　　　udase　SDR㎞i　member　3
RDH5 NP　OO2896 n∋6rKメdeh　　　enase　5　11＜コs　and　9くコs

RDH8 NPO56540 回rKメ　　　　　　enase　8　al伺7ar博

RDH11 NPO57110 耐ind　deh　　enase　11

human RDH12 NP　689656 励nd　deh　　　　enase　12　all－trans　and　9－ds

RDH13 NP　612421 耐ind　deh　　enase　13

RDH14 NPO65956 頑nol　deh　　　er旧se　14　all一⑲ans　and　9・ds

回SDR1 NP　OO4744 de　　　led噛se　SDR㎞i　m㎝㎞3

MeaSU「ement　onhe ression　Level　of　RDH　mRNA　w柑1　Real・廿me　m二PCR

　　　　1btal　RNA　was　ex㎞ded加m　the　re加a　and　the　RPE　of　three　indMdu剖ca町〕，　and

cDNA　was　synthesized　as　deschbed（Shimauchi－Malsukawa　et　d．，2005）wRh　a　slight

m◎d而ca60n．　Bneny，　aRer　DNase　l（lnv忙rogen）treatment，　Wrst－sぬnd　cDNA　was　synthesセed

wah　SuperSc巾t　l｜1（lnv仕rogen）using　2．5μM　random　hexamers．　The　p目mers　were　designed

w龍hP面mer　Express　S◎Wware　version　2．0（App‖ed　Biosystems）．　The　pnmer　sequences　used

are　shown　in　Table　3．
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　　　　Real・廿me肝PCR　was　pe市med　using　an　ABI　PRISM　7300（4やplied　Bios樹ems）

acco耐ng　to　me　manu佃加er’s　p耐oool．　All　PCR　reac60ns　were　pe㎡omed　in　dup‖cate　using

cDNA　ob回ned　fmm　th陀e　anim剖s．　Con加I　measuremen恰were　done　in　the　absence　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のreverseセansc巾恒se　showed　that　me　Ievels　of　genomic　DNA　oorΩminaおand　theわma目on

of　p而merく」imers　were　negligわle．　Da已were　calibrated　using　a試andard　curve　generated　fmm

known　amoun恰　of　the　ooπesponding　DNA　obtajned　by　PCR　ampl而ca加n．　ln　each

detemina目on，　the頂目o　of　the　amount　of　mRNA　of　ea《カRDH　to　mat　of　an　endogenous

reference（18S　nbosomal　RNA）was　detemined　in　me　r剖na　and　me　RPE

1able　3　P面mers　used句r　Rα非6me　R下PCR★

Forward　nmer Reverse　nmer
RDH5 GACGA『GGACT『CτTGCCTCT　T GCAA工酊C（汀CCGCCGT『AG

RDH8 CGAGCTGGCCACAコAA1℃GT AGiAAGCCCTCτA『GGα∨￥口「『AG

RDH8L2 AGGG（ンぴ口A（℃αS「AGArGCA ㎝TCTCCTGTGAAA「ATGCGτAGA
RDH8L3 A「「GGCCCCA「TGAGTG1℃A 榔CAGGCAGA酊CT（X汀TCAAGAG
RDH12 CT「「GGA「「「GGCCTπCGA CCA（XπACTCG「「G「『ACGGArCTC

RDH12L AGCCA仏AACC汀GGCAAAGAGA CT而AC1］「（X汗『CAGGG（汀GCτ「

RDH12L2 AG「rCAr㎝「GGCCTGTCGAGA「 A「CAAGTrTGTrCGCCACAArG
RDH13 Cα℃AGGAAArGGCAArGTAG「rC CCAGTCG『「CTTCTGTrG（澗GA
RDH13L CTGGCCTCσ「『GCAGT（汀G「「 GGCAC酊（ンmA「CCCAGαWT
RDH14 GGCGGCCCAGGAG栢℃ GCAGAAG（汀GCGCACAGA
retSDR1 TGCGCG「「「GCT「「「CCT ㏄焔T㎝て諭（迎（酒㎝（酒G

retSDRI　L τACAAGCAAGCCAAGGT「GTCA CA「CACTGTCGAGCAAACT㎝「C
18S　rRNA TCAIT（糊AACGAACGAGACT GTGG（汀GAACGCCACτ「GT

★Each　sequence　used佑r　a　semiquant拍目ve　R下PCR　reacUon　was　ve而ed　by　BLA∈汀search

廿1at廿1e　sequence　is　unique　to　theセ㎎et　RDH．

Pre　ra廿on　of　Anti・ROH8　RDH8L2　and　RDH13Pol　clonal　Sera

　　　　Pa南al　sequences　of　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13　genes　corresponding　to　196弍318，

192く310and　282く329　aa　residues（Figure　13A），　respec6vely　were　doned　inbε㊨oRl・♪σ耐

s比es　in　pGEX－5X・1　v㏄br（GE　Hea虻hcare）．　The　r㏄ombinant　plasmids　coded血e　Meminus

GSTイused　RDH　pep6des．　They　were　introduced　into　E　oo〃（BL21　DE3），　and　the　recombinant

partial　pep6des　were　expressed　by　induc60n　w油1mM　isopropyl－1－thkチB鋼actopyranoside

（IPTG）and　pur而ed　wRh　a　glu白thione　resin　column（GE　Heanhcare）．　An髄一RDH8，　RDH8L2

and　RDH13an6sera　were　raised　ag田nst　the　each　pu㎡ied　GST　f1」sed　pep廿de　in　mice．
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Quan廿筒ca目on　of　RDH　P「otelns

　　　　Recombinant　RDH8，　RDH8L2　and　RDH13　were　used　as　s㎞dards　to　ob面n　a

cdibra目on　curve　in　quan肺ca目on　of　these　RDHs（Rgures　13and　14）．　RDH8L2　and　RDH13

were　expressed　in　E　oo4　but　RDH8　was　expressed　in　SP　cells　for　a　reason　shown　below

　　　　The◎oding　region　of　RDH8L2　was　doned　into～bol一βamHl　sRes　in　pQE70　vedor

（Qiagen）．　The　recombinant　plasmid　ooded　the　C　teminus　6xHis一恒g一仙sed　RDH8L2．　The

6xHis・tagged　RDH8L2　was　expressed　in　E　oo〃（BL21　DE3），　pur而ed　on　a　nickel－charged

resin（Ni－NτA　agarose，　Qiagen），　and　used　for　quant而cajon．　The　ccding　region　of　RDH13

was　doned　i耐oε《boRl一ε砲mHl　s口es　in　pMAL毛2X　vecbr（New　England　BioIabs）．　The

r㏄ombinant　plasmid　coded　the　N4eminus　ma‖ose　binding　p耐ein（MBP）・仙sed　RDH13．

MBP・fused　RDH13was　expressed　in　E　oo〃and　pu而ed　on　an　amylose　resin　oolumn（New

England　Bio囹bs）．The　MBP　region　was　removed　by　Facbr　Xa（New　England　Biolabs）．

　　　　On　an　SDS・FAGE，廿1e　protein　band　of　endogenous　RDH8　was　dose　to　that　of　rod

pigmenL　and　was　masked　w曲avery　heavy　band　of　this　pigment　For　this，　l　intended　to

obセUn　a　c司ibra目on　cu～e　in　the　presence　of　rod　pigment　of　similar　amount　present　in　the　rod

sample．　At　WぽRDH8　expressed　in　E　oo〃as　a　MBP・加sion　protein　was　used．　When　MBP

was　removed，　this　E　oo〃recombinant　showed　a　band誕ahigher　molecular　mass　on　an

SDS・PAGE　than　that　of　the　endogenous　RDH8，　and　there涌ore，　that　of　r◎d　pigment．忙was

probably　because　the　cleavage　by　Fador　Xa　was　improper旬made．　Because　of　sepa励on　of

the　p耐ein　band　of　RDH8　expressed　in　E　oo〃and　that　of　rod　pigment，　quan面ca60n　of

endogenous　RDH8　was　not　possible．

　　　　Recombinant　RDH8　was　then　expressed　in　Slg　cells．　This　recombinant　p耐ein　was

similar　to　carp　native　RDH80n　an　SDS・PAGE，　and　there旋》re，　R　oould　be　used　br

quant而ca60n．　The　oodi㎎region　of　RDH8　was　doned　intoεiboRl－♪鋼sRes　in　pFas旧acl

vedor（lnv㎞gen）．1b　produce　baculoviruse，耐the　pF鍼Bacl　vedor　was廿ansbmed　in⑩

DH10Bac　oompetent　ce‖s（lnv旋rogen）．　Pos而ve　dones　were　seleded　and　the　insert　was

checked　by　the　PCR　me岨．因9　cells（lnv㎞gen）were㎞舗綱w㎞the　pu而ed　Ba㎝id

Using　Cel廿ec噛n　Reagent（lnvRmgen）．　Aner　tran舗ec60n，　the　supematant　was　colleded　as　a

virus　st㏄k．　S博ce‖s　were　cunured　in　Sf－90011　SFM（lntitrogen）at　27°C．　CeIIs　were　plated　on
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acunure　dish　o臼Ocm　diameter　and　infected　wnh　the　recombinant　baculovirus．　Tw◎days

aRer耐ec60n，　the　cells　were　◎olleded　f而m　one　dish，　washed　w忙h　an　iceく）hi‖ed

phosphate－bu廿ered　sdine（2　mM　KH2PO4，10mM　Na2HPO4，137　mM　NaCl，2．7　mM　KCI，　pH

7．5；PBS）arK」homogenセed　in　the　K－gluc　buWer㎝ice．　Cel川ysate　was　used　for　quan師ca匝on

of　RDH8．　RDH8L2　and　RDH13　were　similady　expressed　in　Sg　cells　by　cloning　into

εboRト♪σ7d　sRes（RDH8L2）and　8aη】Hl－H柏d　I　l　sites（RDH13）in　pFas旧acl　vedoに

　　　　For　quan而ca目on　of　RDH8，　RDHL2　and　RDH13，　l　deteded　their　immunoblot　signεJs

and　compared　them　w忙h　calibra60n　curves　made　wRh　known　amoun愴of　S⑤recombinant

RDH8　and　theεoo〃recombinant　RDH8L2　and　RDH13．　ln　the　case　of　rods，　rod　pigmer膚

pu而ed　as　rep◎rted　previously（Okano　et　al．，1989）was　added　to　RDH8　at廿1e　same　amount

that　was　present　in　the　rod　sample．

Measurement　of　s　　而c　acUvmes　of　RDH8　RDH8L2　and　RDH13

　　　　ln　previous　studies，　RDH　ac醐es　in　recombinant　proteins　were　measured　wRh

proteins　expressed　in　HEK293　cellsσang　et　al．，2000；Sun　et　al．，2007）．　ln　our　present　sh」dy，

lalso　used　RDH8，　RDH812　and　RDH13expressed　in　this　cu血」re　cell　line．　The　coding　region

of　RDH8，　RDH8L20r　RDH13was　doned　intoεiboRl－♪σ7d，ゆ戊・β㎏mHl　or∧b釦・Sa』s碇es　in　a

pEF－BO合EX　vedo陥respec6vely（Mizushima　and　Nag硫a，1990）．　HEK293　cells　were

cunured　in　minim剖esser16al　medium　cont創ning　10％fe回bovine　serum　at　37°C　w‖h　5％

CO2．　Cells　were　plated　on　35mm　dishes　and　t頂nsien創y　tran舗ected　w忙h　expression

◎onstruc恰for　RDH8，　RDH8L20r　RDH13　in　a　pEF－BOS－EX　vedor　using　FuGENE　HD

tran舗ec60n　Reager嘘（Roche　Diagnos6cs）．　TWo　days　aRer　transfec60n，　the　ceIls　were

colleded　fmm　one　dish，　washed　w‖h　ic合chi‖ed　PBS．　The　cells　were　suspended　w‖h　300μl

of　the　K－gluc　bu廿er　and　stored　atぷ）°C　un髄l　use．　Cell　lysate　was　centr赫Uged　at　20，000　x　g　for

15min　at　4°C，　and　lhe　predpitate　was　used　for　the　measuremerd　of　RDH　ac6v而es．　The

amount　of　the　expressed　p耐ein　was　cdibrated　by　immmoblo幅．

Measurement　of　Vlsual　Pl　ment　R　enera脆n　b　11・c佑Re罰nal　Formed　from　11・c侮

Re制nol　ln　Cones

　　　The　ly領te　of　pu而ed　cones　con回ning　1．7μM　oone　visu剖pigment（nn剖concentra肋n）
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was　suspended　in　500μ｜of　the　K－gIuc　buWeにThe　sample　was　dMded　inlo　6ve　portions，100

μleach．　The　endogen◎us　11－dS　re6nal　in　carp　is　a　deriva目ve　of　vitamin　A2（A211一αb　re髄nal）．

A211・ds　re目nal　was　converted　to　A2　all一拍ηs　re6n剖by　bleaching　the　red　pigment（㎞＝

～620nm）completely　w曲a100　W　proledor　lamp　w油acut≒o膏輪r　passing　light　longer　than

680nm　at　room　temperature　for　5　min．1b　each　po市on，　va市us　manipula目ons　were　made

depending　on　the　purpose　of　the　study（see　tex【）．　Each　po市on　was　sedimented　by

centr廿Uga吋on（124，000　x　g　for　20　min），　and　the　predp撤e　con回ning　cone　membranes　was

incubated　at　room　temperature　for　10min　in　the　da目《to司low　regenera肋n　of　opne　pigmen恰．

When　nece蜘y，1μlof　11・dS　re肋al　solu60n　in　ethanol伽al　ooncent剛on：10μM），11－dS

re6nol　solu60n　in　ethanol（品剖concentra加n：2μM），　NH20H　solu60n（而n剖concentra目on：20

mM》or　NADPH　solu60n（6n剖ooncentr舗on：200μM）was　added　to　the　sample．

　　　　ARer　incuba目on，剖l　samples　were　suspended　in　an　exぬdbn　bu廿er　oorl回ning　O．75％

（W～）　　3｛（acho庖midopropyl）　　dimethylammoniol・1－propanesu肘bn誕e，　　1　　m〆ml

phosphatkMcholine，50　mM　Hepes，140　mM　NaCl，2mM　MgCl2，20％（W）glycerol，　and　l

mM　dithiothre紘ol；pH　7．5）．　Aner　ex剛on，　the　absorp60n　spec加m　of　each　po市on　was

meaSured　in　the　dark．　Tb　quant‖y　the　amou耐of　red　pigment　regener瓠ed（λmax＝～570　nm），　I

illuminaed　the　sample　w忙h＞680nm　light　for　2く∋hours　to　fUIIy　bleach　the　red　pigment，　and

then　the　absorption　spec加m　was　measured　agdn．　The　spec『um　measured　aner　the　bleach

was　subtraded　fmm　that　measured　in　the　dad《（d清erence　spec加m）to　quant‖y　the　amount

of　red　pigmer伽egenerated．
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