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序論

体内に存在する網膜以外の光応答性の細胞または組織すなわち限外光受容器は、脊椎動

物を含む多くの動物に備わった光受容器官である o 例えば、ハ虫類以下の脊椎動物の松果

体 (Meissl& Dodt， 1981)、ザリガニを代表とする甲殻類のCaudalphotoreceptor (尾部

光受容器) (Wilkens， 1988)、頭足類の星状体 (Mauro，1977)及びウニ、イソギンチャ

ク等多くの動物に存在する皮膚光覚細胞 (Millott，1968)があげられる。しかし、網膜に

おける光受容器(視細胞)と比較すると、それらの構造及び機能に関する研究は遅れてい

て、眼外光受容器の存在意義は明らかでない。その原因は、限外光受容器は組織としては

光受容能があると確認されても、細胞レベルでの光受容能の有無が区別できず、従って電

気生理学や生化学的な解析が困難であることによる (Yoshida，1979; Wolken & Mogus， 

1981; Wolken， 1988) 0 

Aplysiαの中枢神経節における光受容性の神経細胞(限外光受容器)は、他の限外光受容

器と比較すると細胞がはるかに大きく、各種の操作が容易であるという利点、を持つため、

よく研究されている。 Arvanital【i& Chalazonitis (1961)は電気生理学の対象として、こ

のAplysiαの眼外光受容器を初めて導入した。 Aplysiα神経節における同定された神経細胞

R2、R15及びL12はいずれも眼外光受容器としての機能を持つが、これらは全て光によって

K+コンダクタンスの増加を伴う過分極性の応答をする (Arvanitaki& Chalazonitis， 

1961; Brown & Brown， 1973; Nelson et al.， 1976; Andresen & Brown， 1979)。これら

の光応答は、細胞内のCa2+貯蔵庫で、あるリポコンドリアから放出される細胞内Ca2+が、二

次メッセンジャーとして作用することによると考えられている (Brownet al.， 1977)。

Ca2+を光応答の二次メッセンジャーとする考えは、その後、限外光受容器のみならず無脊
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椎動物の視細胞にも拡張されている(P ay n e ， 1986)。

一方、 Aplysiaと近縁のOnchidiW1 (イソアワモチ)は柄眼の他に背眼、皮膚光覚、中枢

神経節に存在する限外光受容器など複数の光受容系を持っている(平坂、 1912，Hisano 

et al.， 1972a，b; Katagiri et al.， 1985) 0 これらのうち、中枢神経節に存在するA-P-

1と名付けた眼外光受容器の光応答はK+コンダクタンスの減少によって生じることがわか

ってきた (Gotowet al.， 1990)。従って限外光受容器A-P-1は、 Aplysiaのそれよりも、

同じく光応答がコンダクタンスの減少によって生じる、脊椎動物視細胞に似ていることが

暗示された。

本論文では以下の3項目について順次述べる。

1 ) A-P-1の細胞内情報伝達機構を調べ、その結果、光応答に対応して細胞内サイクリッ

クGMP (cGMP)量が減少することから、 cGMPがA-P-1の二次メッセンジャ ーであることを

強く支持した。

2 )このA-P-1は、同じ腹部神経節に存在するもう一つの眼外光受容器、 Es-1と抑制性の

シナプスによって結合していることを発見した o A-P-1からEs-1へのこのシナプス入力のた

め、 Es-1の出力は光の波長の違いによって正(脱分極)から負(過分極)へと極性が変化

する光応答を行うことがわかった。これはA-P-1とEs-1が共同作業によって光の波長弁別を

行っていることを示唆している o

3 )行動学的には2)における波長弁別の機構に対応するような、外界の光環境に依存

したイソアワモチの適応行動が観察された。
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第 1章 イソアワモチ眼外光受容器の細胞内光情報伝達系について

1 .はじめに

イソアワモチの光受容性の神経細胞すなわち限外光受容器A-P-1は、 K+コンダクタンス

の減少を伴った脱分極性の光応答を示す(Go t 0 W， 1986， 1989)。この光応答時に見られる

膜コンダクタンスの減少は脊椎動物視細胞の場合と類似性があり、他の無脊椎動物の光受

容器の光応答時に伴うコンダクタンスの増大現象と異なる (Tomita，1972)。一方、脊椎

動物視細胞では、光によってphosphodiesterase(PDE)が活性化されcGMPが分解されるこ

とで光応答が生じるという細胞内情報伝達系におけるcGMP説の存在が知られている(Pugh 

& Cobbs， 1986)。

そこで、イソアワモチA-P-1の細胞内情報伝達機構、特にcGMPの関与とその作用機構につ

いて研究した o

n
h
u
 



2.材料と方法

1 )動物の入手及び飼育

軟体動物後鯨類イソアワモチ (OnchidilHlveγruculαt肌)は、桜島の潮間帯で採集した o

動物は鴻過した天然海水が入った室内の飼育槽で餌を与えずに保存した。この状態で動物

は3'""'6ヶ月間健康に保つことができるが、実験には採集後 1ヶ月以内のものを使用した。

動物の体重は10-15g 、体長は4'""'6cmであった。

2 )細胞内環状ヌクレオチドの測定

動物が腹側を下にして十分に体を伸展した状態でピンで固定し、背中側の皮膚を切開し

環食道神経節を露出した。限外光受容器A-P-1は、実体顕微鏡で見ながら細胞体の回りの組

織をできるだけ取り除くようにして腹部神経節から取り出した。暗黒下の人工海水中に最

長でも 3時間静置した後、 5個の細胞を一つの単位として人工海水が0.5mQ入った試験管に

移し換えた。 5個の細胞を一つの標本にした時に、人工海水中で標本聞にcGMP量に有意差

がないことは予備実験で確かめている。さらに、 30分間暗下で放置した後に、 490nmの単色

光(5 x 10-4 W / cm 2 )を 1分間または3分間照射し、 0.5mQの10%トリクロロ酢酸を試験管に

加え固定した。暗条件下(コントロール)における細胞内cGMP量の測定は、 30分間の暗下

での放置後すぐにトリクロロ酢酸を加えて固定したもので行った。酵素 (IBMX、p.9参照)

処理を行うものは、標本をO.lmMのIBMXの入った人工海水に光刺激を与える10分前から移し

変え、その後は上記と同様な手順で実験を行った。標本を移し変えたりするこのような作

業は、すべて弱い光(赤色光、 10-6W/cm 2) のもとで行った。固定した標本はテフロン-

ガラスホモジナイザーを用いてホモジナイズし、 15分間遠心分離機 (3，000r.p.m.)にかけ、

上清だけを採取した。この上清を脱脂のため、 5mQの水飽和エーテルを加えて振塗後、再び
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エーテル層を除く処理を3回繰り返した後に、減圧乾固させた。乾回した資料はヤマサ醤

油株式会社製のサイクリックヌクレオチドアッセイキットを用いてラジオイムノアッセイ

法により、その中に含まれるcGMPを定量した。

3 )電気生理学的測定

電気生理学的解析で使用する標本は、細胞を被っている結合組織をピンセットでできる

だけ剥ぎ、神経細胞を露出させた後に腹部神経節を環食道神経節と一緒に切り出した。こ

の環食道下神経節は、微小電極の刺入を容易にするために非特異的なタンパク質分解酵素

(アクチナーゼE、科研製薬)を0.1%の濃度で含んだ人工海水中に 5分間放置した。その

後に実験容器(容積2rnQ )に移し変え、少なくとも20分以上酵素を含んでいない人工海水を

潅流した後(潅流速度3rnQ/分)に実験を行った o 2.5MのKClをつめたガラス微小電極の抵

抗は10'"V20MQであった o 微小電極は必要に応じて一つの細胞に 1本または2本刺入した。

電極を 1本刺入する時には、その電極はブリッジ回路を用いて通電及び膜電位記録に共用

した。微小電極を 2本刺入する時には、それぞれ通電または記録専用の電極とした。不関

電極は2.5MのKCl寒天橋を銀一塩化銀で導いた。膜電気現象は増幅器で増幅したものをオシ

ロスコープで観察しながら同時にPCMデータプロセッサ-(ショーシンPCM-DP16)でA/D変

換し、市販のVTRに保存し、あとでペンレコーダーに再現した。電圧固定の実験は上述の微

小電極前置増幅器にフィードバック回路を加えて用いた。
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4)人工海水の組成

潅流した人工海水の組成は以下の通りである o

NaCl 

KCl 

CaC12 
MgC12 

450mM 

10mM 

10mM 

50mM 

THAM (Tris hydroxymethyl aminomethane) 10mM 

HClで滴定し、 pH7.8に調整。

使用した薬物はguanosine3' :5' -cyclic monophosphate (c GM P) ， Sigma; N2，2-

ρ~dibutyryl - guanosine-3' :5' -cyclic monophosphate (D b -c G M P) ， Boehringer-

Mannheim; Nペ2ーかdibutyryl-adenosine-3':5' -cyclic monophosphate (D b -c AMP) ， 

Boehringer-Mannheim; 3-isobutyl-1-methylxanthine ( 1 BMX) ， Sigma; guanosine-

5'ーか(2-thiodiphosphate)(G D P -β--S) ， Boehringer-Mannheim; D-syo-inositol 

1，4，5-trisphosphate (IP3) ， Sigmaで、あった。またPertussistoxin (百日咳毒素) ， 

Seikagaku Kogyoは5μ/mQの濃度で用いた。薬物のいくつかは微小ガラスピペットを介し

た圧力押出装置(PV820、WorldPrecision Instruments， Inc.， USA)によって細胞内に注

入した o

5 )光刺激

単色光はタングステン沃素光源(6. 3V、45W)及び回折格子モノクロメ ータ- (島津ーボ

シュロム)を用い、直径5mmのライトガイドを通して導いた。光の強度はニュートラルフイ

ルターの装着で調節し、ラジオメータ-(Model 4090， Spring Jarco Instruments， Inc.， 

USA)で測定した。

なお、全ての実験は室温(18 "-' 2 3 oc )で行った o

n『
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3.結果

1 )光応答におけるDb-cGMPの効果

膜透過性のcGMP類似体Db-cGMPを、人工海水に溶かして濃度0.5mMの溶液をっくり、 A-P-

1の光応答に与える効果を見た。図1-1はDb-cGMP投与前のA-P-1の490nmの光に対する応答を

示し、 Aは膜電位変化、 Bは-40mVに膜電位固定した時の膜電流の変化を示す。 A-P-1は光

刺激に対し、ゆっくりとした脱分極性の応答を示し、この時Bに示すように内向き電流が

流れた。

外液にDb-cGMPを加えると、時間と共にA-P-1は過分極し、光応答は増大していった(図

1-A、2，3)。膜電位固定下ではDb-cGMPによって外向きの暗電流が発生したので、その分だ

け光応答すなわち、光によって生じる内向き電流は増加した(図1-B、2，3) 0 Db-cGMPの効

果は可逆的であり、 15分間洗うと元に戻った o 同様な結果は、 cGMP分解酵素PDEの阻害剤

IBMXを外液にo.1mM加えた時も得られた(図3-B参照)。しかしcAMPの膜透過性の類似体

Db-cAMPを外液に2mMの高濃度で、与えても、膜電位や膜電流の変化は見られなかった。

Db-cGMP存在下の膜特性を調べるために、 0.5mM及び1.5mMのDb-cGMP存在下で、 A-P-1の電

流-電圧関係を測定した(図2)。膜電位は最初-40mVの静止電位レベルに固定した。図に

示すように、電流-電圧曲線はDb-cGMPの濃度に依存して急勾配になった(企、・で示す)。

すなわちDb-cGMPの濃度に依存して膜コンダクタンスが上昇し、膜電流(暗電流)が増加し

たことを意味する。これらの電流-電圧関係の勾配は過分極側の膜電位でより急になって

おり、 Db-cGMPで、発生する電流が電位依存性であることを示す。さらにDb-cGMP投与前後の

電流-電圧曲線は、いずれの濃度の場合でも-65.5mV付近で交わった。これはDb-cGMPで生

じる電流の平衡電位が-65.5mV付近にあることを意味する。
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Gotow (1989)によれば、光によって発生する内向きの電流(光応答)は暗下で外向きに

流れている暗電流が抑制されることによって生じ、そしてこの暗電流は電位依存性で約

-67mVに平衡電位を示すK+電流であった。従って、上述の結果においてcGMPによって発生

する電流が電位依存性であり、その平衡電位が約一65.5mVであることはこの電流が光によっ

て抑えられる暗下のK電流(暗K+電流)と同じものであることを暗示する。

2) A-P-1の細胞内cGMP量の光による変動

図1と図2の結果からA-P-1における暗下の K+電流(暗K+電流)は、 cGMPによって制御

されているために、この暗電流の抑制すなわち光応答は光照射でPDEが活性化されて細胞内

cGMP量が減少することに由来するものと考えられる o このことを確かめるためにA-P-1の細

胞内cGMP量を暗下と光照射時において測定し、それらを比較した(図3-A)。

図3-AのO印に示されるように細胞内cGMP量は最初の光照射1分以内で減少し始め、少な

くとも 3分の光照射の問、その減少は維持された。このcGMP量の減少は統計学的にも有意

であった。しかしながら、口印で示されるように同時に測定された細胞内cAMP量は光照射

前後で変化しなかった。

一方cGMP、cAMPの分解酵素 (PDE)阻害剤であるIBMXをO.lmMの濃度で、あらかじめ暗下

の標本に加えた後、 cGMP及び、cAMPの変動を調べた。図3-Aの・印に示されるように、 cGMPの

量はIBMX処理後約4倍に増加したが、光照射後IBMX処理前と同様な時間経過で有意に減少

した。しかしながら約3倍に増加したcAMPの量は光照射によって変わらなかった(・印)。

上に示したように、細胞内cGMPの正味の量はIBMX処理の標本の方が、未処理のそれより

も2倍多く減少した o このことは、 A-P-1におけるcGMPの光による減少がguanylate

cyc 1 ase (cGMP合成酵素)の不活性化に由来するよりも、むしろPDEの活性化に由来するも

4
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のと考えられる。

図3-BはcGMPまたはcAMP測定用に準備された標本と同じ条件のA-P-1において、膜電位固

定下の電流変化を記録したものである。この図において外向きの暗電流の発生は、細胞内

cGMPの増加に対応し、暗電流の光による抑制は細胞内cGMPの光による減少とほとんど同じ

時間経過を示した。

以上の結果は、暗電流すなわちcGMPによって生じる電流の光による抑制(光応答)は、

細胞内cGMPの光による減少によることを示唆している o

3) A-P-1の光応答に対するGDP-β-sの効果

脊椎動物視細胞ではcGMPを分解するPDEの活性化は、光を吸収したロドプシンによって G

タンパク質(transducin)が活性化することに起因する (Pugh& Cobbs， 1986)。そこで

次のステップとしてA-P-1でのGタンパク質の関与を検討したo 図4-AはA-P-1を静止膜電位

に固定し、 490nmの光刺激を照射した時に得られる光応答に対するGDP-β-sの効果を示す。

このGDP-β-sは、 Gタンパク質上で起こる GDPとGTPとの交換を阻害することで、 Gタン

パク質の活性化を抑制することが知られている (Bigayet al.， 1985) 010酬のGDP-β-s

をA-P-1ヘ圧力注入すると、図4-Aの矢印3で示すようにA-P-1の光応答は抑制された。しか

しこの時、暗下の保持電流は変化しなかった。

Gタンパク質をADPリボシル化することで不活性化することが知られている百日咳毒

素 (Pertussistoxin) (Van Dop et al.， 1984) を5μg/mQの濃度で外液に濯流させても、

GDP-β-sと同様にA-P-1の光応答は抑制された。

図4-Bでは、引き続いて外液に0.5mMのDb-cGMPを投与させた効果を示す。 Db-cGMP存在下

では 1の項で述べたように暗電流は増加したが、光応答は回復しなかった(図4-B、矢印4)。
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しかしGDP-β-sによる光応答の抑制の効果は、図4-Cで示すようにIP3を注入すると回復し

たo IP3の効果については次の項で述べる。

これらの結果は、 A-P-1でも光によってGタンパク質が活性化され、 一連の光応答が生じ

ることを暗示する。

4)A-P-1の光応答に対するIP3とneomysi.nの効果

最後に、無脊椎動物視細胞で光応答の二次メッセンジャー候補とされているIP3の効果を

みた。 IP3はphosphatidylinositolbisphosphate (PIP2) がphospholipaseC (PL-C)によ

って分解されて生じる。図5-Aは、 A-P-1の膜電位を-45mVtこ保持し、 PL-Cの阻害剤である

neomycin (Downes & Michell， 1981)の A-P-1の光応答に対する効果をみたものである。

Neomycin (10mM)を細胞内ヘ圧力注入すると、光応答は可逆的に抑制された。この抑制

は約5後に回復した(図5-A，B，矢印2，3) 0 NeomycinとIむを同時に注入すると、光応答は

controlよりむしろ増大した(図5-A、矢印4)。しかしneomysin、IP3双方とも暗下の保持

電流に影響を与えなかった。またneomycinとcGMPを同時に注入すると暗電流が増加し、光

応答も増大した(図5-B，矢印4)。これらの結果により、 IP3は暗電流を変えることなく、

光応答を増大させるように修飾する作用を持つことが示された。
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4.考察

現在まで調べられた無脊椎動物の限外光受容器を含む視細胞は全てNa+またはK+コンダ

クタンスが増加する光応答を示している (Fulpius& Baumann， 1969; Brown et al.， 

1970; Brown & Brown， 1973; Pinto & Brown， 1977; Gorman & McReynolds， 1978; Alkon， 

1979; Andresen & Brown， 1979; Bacigalupo et al.， 1986)。しかし、イソアワモチの光

受容性の神経細胞、すなわち眼外光受容器A-P-1は、光に対してコンダクタンスの減少を伴

った脱分極性の受容器電位を発生し、これは暗下で流れているK+電流(暗K+電流)が光

によって抑制され発生することが明らかにされている(Go t 0 w， 19 8 6; 198 9 )。一方、脊椎

動物視細胞では光刺激に対して過分極応答するが、そのときNa+のコンダクタンスは減少す

る(T om i t a ， 1972; 0 w e n， 19 86 )。このことは、イオン種は異なるものの、コンダクタン

スの減少という点でイソアワモチのA-P-lに似ている。脊椎動物視細胞の細胞内光情報伝達

機構には光によるPDEの活性化に続き、細胞内cGMPが分解され、その結果として膜コンダク

タンスが減少する(暗電流が抑制される、すなわちチャネルが閉じる)というcGMPカスケ

ード説が知られている (Pugh& Cobbs， 1986)。

本研究によって、 A-P-1のcGMPで発生する電流は電位依存性であり、平衡電位が-65.5mV

付近にあることがわかった o このことは暗下で流れ、光によって抑えられるK+電流(暗

K+電流)とcGMPで、発生する電流とが同一であることを暗示した。一方、光応答に伴う細胞

内cGMP量の変動を調べた結果では、細胞内のcGMP量は光照射後、有意に減少した。また、

cGMPの光による減少の時間経過は、同じ光による電位または電流変化の時間経過に対応し

た。このように生化学的に測定した細胞内cGMP量の減少と、電気生理学的光応答の時間経

過がほぼ一致していることは、光応答すなわち暗電流の光による抑制が、 cGMPの光による
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分解によって生じることを強く支持する o またIBMX存在下では細胞内cGMP量が増加してお

り、これは同じIBMXによる暗電流の増大と対応した o IBMX存在下ではcGMP量の光による減

少量の絶対値は、対照実験の約2倍であり、このことはcGMPの減少がPDEの活性化に由来す

ることを支持した。

これらの結果から、イソアワモチの限外光受容器A-P-1の光応答は、脊椎動物視細胞と同

様に、光によってPDEが活性化され細胞内cGMPが減少する一連のcGMPカスケードによって説

明できる。

脊椎動物視細胞ではcGMPの分解を引き起こすPDEの活性化は、光を吸収したロドプシンに

よるGタンパク質の活性化によって生じる (VanDop et al.， 1984)。本研究において、

Gタンパク質の活性化を悶害することが知られているGDP-β-s及び百日咳毒素はA-P-1の光

応答を抑制した。これはA-P-1も視細胞同様にGタンパク質を介した光応答が生じることを

暗示した。一方、無脊椎動物視細胞の二次メッセンジャー候補であるIP3の細胞内注入はA

-P-1の光応答を増大させたが、 PIP2を加水分解してIP3を産生する酵素phospholipaseC 

(PL-C)の阻害剤neomycinの投与は、その応答を抑制した。 PL-Cの活性化は、 PDEの活性化

と同様に膜結合のGタンパク質を介して生じることが知られている (Fein，1986; 

Cockcroft & Gomperts， 1985)。以上のことを総合すると、図6に示すように、イソアワ

モチ眼外光受容器A-P-1には、 Gタンパク質(図6においてはTと略している)を共通のス

テップとする上述のcGMPカスケードと、もう一つの IP3カスケードが共存し、 cGMPレベル

の減少は光応答(光受容器電位)を発現させ、 IP3はそれを修飾するように働いていること

が考えられる o

軟体動物の伝達物質やホルモンの細胞内二次メッセンジャ ーとしては、 cAMPの関与が多

く報告されている。例えば、 Aplysiaの水管からの感覚入力を受ける LE細胞群ではセロト
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ニン投与やシナプス前細胞の電気刺激により、 K+コンダクタンスの減少を伴う脱分極が生

じるが、この時に細胞内cAMP量の増加が報告されている (Siegelbaumet al.， 1982; 

Sweatt et al.， 1989)。そしてこのcAMPが蛋白kinaseを活性化してチャネル蛋白をリン酸

化し、その結果セロトニン感受性K+チャネル(コンダクタンス)が不活性化され、脱分極

が生じるとされている。一方、同じAplysiaの別の神経細胞R15や、Helixの神経細胞れでも

セロトニン投与で細胞内cAMP量が増加するが、この細胞では先の場合とは逆にK+コンダク

タンスが増加して過分極が生じている (Cedar& Schwartz， 1972; Treistman & Levitan， 

1976; Levitan & Norman， 1980; Levitan & Benson， 1981) 0 このように、光情報の細胞

内変換過程のみならず他の細胞内情報変換過程にも環状ヌクレオチドが関与しており、従

って、今回の研究は単に光応答の細胞内情報伝達機構だけでなく、軟体動物の神経系にお

ける多種感覚の刺激による応答に対する細胞内情報伝達機構の一つのモデルとなるであろ

つ。

若干の無脊椎動物視細胞の光情報伝達系でも、脊椎動物視細胞と同様に、光によってG

タンパク質が活性化されると考えられている (Fein，1986; Tsuda， 1987)。しかしながら、

この場合、 Gタンパク質がその後どのような化学反応過程によって光応答を導くのか、全

く示されていない。カブトガニ視細胞では、 IP3がCa2+貯蔵庫を刺激しCa2+を細胞内ヘ放出

させることで光応答が生じるという、 IP3カスケ-ドが考えられており、 IP3が光の二次メ

ッセンジャー候補である (Berridge& Irvine， 1984; Payne， 1986)。しかしこの視細胞

において、 Caキレート剤であるEGTAを細胞内ヘ注入した時に、 IP3の効果は抑制されても、

光応答は抑えられないという矛盾がある。一方、カプトガニ視細胞やイカの視細胞におい

て、 cGMPが光照射によって増加することで光応答が生じるという報告もある (Johnsonet 

al.， 1986; Saibil， 1984)。このように、一般の無脊椎動物視細胞の光情報伝達系に関す
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る知見は、現在定説がなく混乱している。

これまでの知見では、脊椎動物視細胞ではコンダクタンスが減少する光応答を行い、無

脊椎動物視細胞ではコンダクタンスが増大する光応答を行うと区別され、また光情報伝達

系でも両者は全く異なるとされてきた。 しかし前述のように、無脊椎動物であるイソアワ

モチの眼外光受容器は受容器電位のコンダクタンス変化及び細胞内情報伝達系に関して、

脊椎動物の視細胞と共通する点が見られる。従って、他の無脊椎動物視細胞においても、

イソアワモチ限外光受容器の光情報伝達系と共通の機構の存在が暗示される o
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第2章 イソアワモチ限外光受容系で生じる波長弁別機構について

1 .はじめに

多くの動物は体表面に位置するいわゆる眼の他に、体内に光受容能を持つ器官、限外光

受容器を合わせ持つ。眼外光受容器の研究は遅れており、特にその機能に関してはあまり

知られていない (Yoshida，1979; Wolken & Mogus， 1981) 0 

イソアワモチの中枢神経節に存在する光受容性の神経細胞は、近縁種のAplysiαのそれと

並んで、眼外光受容器の代表例である。これらの限外光受容器では受容器電位の発生機構

や細胞内情報伝達系について前章で報告した通り、かなりの知見が得られている(Brown 

& Brown， 1973; Brown et al.， 1977; Andresen & Brown， 1979; Gotow， 1989; Nishi & 

Gotow， 1989; Gotow & Nishi， 1991) 0 しかし、このような限外光受容器の機能的な重要

性はいまだ、十分には理解されていない (Strumwasser，1973; Gotow et al.， 1973; 

Block et al.， 1974; Gotow， 1975)。

本研究では、イソアワモチ限外光受容器A-P-1の他に、同じ腹部神経節に存在するEs-1と

名付けられた細胞 (Hisanoet al.， 1972a)も、限外光受容器として機能することを発見

し、これら両眼外光受容器の生体における役割を調べた o Es-1は、 A-P-1に対してシナプス

後細胞であり、 A-P-1から抑制性のシナプス入力を受けていることが明らかになったo この

抑制性のシナプスは、 Es-1が長波長域の光で脱分極の、短波長で過分極(抑制)の光応答、

すなわち色に依存して応答する機構の存在を可能にした。

また本研究は、軟体動物では、光の波長(色)弁別を行う能力はないと考えられている

(Messenger， 1981)のに対して、その色弁別が可能であることをイソアワモチ限外光受容

系において初めて示したものである。
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2.材料と方法

実験動物の標本の作製法、並びに電気生理学的測定法は第 1章と同じである。

光刺激に関しては、実験によって白色光刺激を与えたが、白色光刺激は通常の顕微鏡照

明装置の光源を用い、それをガラスファイパ-製の直径 1cmのライトガイドで導いた。

第2章では、正常の人工海水の他にシナプス伝達を遮断するために、無Ca人工海水も

用いた。その組成は以下の通りである。

無Ca2+海水 NaCl 

KCl 

360mM 

10mM 

MgC12 120mM 

THAM(Tris hydroxymethl aminomethane) 10mM 

HClで滴定しpHを7.8に調整。

形態的観察は蒸留水で2.5%にしたLuciferyellow (Lucifer yellow CH、Sigma)を微小

電極につめて、最低6時間、過分極性のパルス(1nA"'-' 3nA、1Hz、500msec)を与え、細胞

は4%のホルマリン(ホルムアルデヒド錠をpH7.4のリン酸緩衝液に溶かして作製)で4
0

C、

内ヘ注入して行った。この時の電極の抵抗は15"'-'30MQであったo 注入の後、環食道神経節

12時間固定した。リン酸緩衝液で 1時間洗浄後、アルコール系列で脱水し、サリチル酸メ

チルで組織を透明化した。標本は切片にせず、そのままの状態で蛍光顕微鏡で観察し、写

真撮影を行った。
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3.結果

1 )眼外光受容器Es-1の性質

Hisano et al. (1972a)は、 Es-1を他からの入力によって二次的に光に興奮する細胞で

あるとみなしたが、本研究で、はEs-1の光受容能の有無について再検討した。まず腹部神経

節を無Ca2+海水で潅流し、化学シナプスを遮断した状況下においた。その結果、 Es-1の光

応答は、抑制されずに、正常海水中よりもむしろ大きくなった。次に、 Es-1の軸索の回り

の組織を鋭利な刃物でできるだけ取り除いた上で神経節上からEs-1を単離した。この場合

もEs-1は光に応答した。これらの結果によってEs-1はそれ自体光受容能を持つ光受容性の

神経細胞すなわち眼外光受容器として機能することが示された。

(1)Es-1の光応答のイオン機構

Es-1の光応答のイオン機構を、シナプス入力を除外するため、無Ca2+海水中で調べた。

この時、 Es-1の静止電位は-40rnVから-50mVの範囲にあった。

図7-Aは中程度の白色光刺激(1.5x 10-3W/crn2) に対するEs-1の応答を示す。 Es-1は光刺

激に対して約500rnsecの潜時の後、ゆっくりとした時間経過で脱分極し、 10秒から15秒かか

つて最大の大きさの応答に達し、光刺激を止めた後、 15秒から20秒かかつて刺激前の膜電

位に戻った。図7-A2は、 1秒の定電流パルスを与えながら同じ光刺激を照射し、膜抵抗の変

化をみたものである。図に示されるように、光応答の時間経過に一致して膜抵抗は増大し

た。図7一A3~ま、光応答時とほぼ同じ膜電位の変化を暗時に脱分極通電によって与え、膜電

位変化前後の膜抵抗を比較したものであるが、膜抵抗の変化はみられなかった。従って光

応答時の膜抵抗の増大は、光応答時の脱分極によって二次的に発生したものではなく、光
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応答そのものの膜コンダクタンスの変化を表していることが示唆された。図7一A4'ま静止レ

ベルに膜電位を固定した時の膜電流を示す。光刺激時に内向き電流が発生するのが観察さ

れ、これは光刺激によって生じる脱分極性の電位応答と同じ時間経過であった。

図7-BはEs-1に生じる光受容器電位の平衡電位を求めるために、静止膜電位をいろいろ変

化させて白色光刺激 (3x 10-3W/cm2) に対する応答を見たものである。 Es-1の膜電位を過

分極させるにしたがって、光応答は小さくなり、 -70mV付近ではほとんど消失した。しかし

さらに膜電位を過分極しでも光応答の逆転は見られなかった。このEs-1の光応答の電位依

存性はA-P-1のそれ (Gotow，1989)と同様であった。

光応答時に膜抵抗が増大すること、そしてA-P-1の光応答の逆転電位とほぼ等しい-70mV

付近で応答がOになることから、 Es-1の光受容器電位はA-P-1と同様にKコンダクタンスが

減少することで発生することが示唆される。

(2)Es-1の分光感度

400nmから700nmの範囲で、単色光を照射した時のEs-1の応答は、白色光刺激に対する応答

と同様な時間経過で脱分極したo ある一つの波長で生じる応答は他の波長を用いても光強

度を変化させることで全く同ーの応答を得ることができ、 「単一変数の原理J (Naka & 

Rushton， 1966)に従っていた。このことは光応答を生じさせる光感受性色素は 1種類であ

ることを意味する。そこで、各波長の光で一定の大きさの応答 (3mV) を生じさせる強度

(単位は光量子数/cm2/ 秒)を測定してその逆数を算出し、 Es-1の分光感度を求めた。そ

の結果、どの標本でも全て、ほぽ580nmに最大の感度を示すことがわかった。そこで580nm

での値を 1として他の波長の値を比較し、比較分光感度曲線を作成した(図8)。異なる

3標本の測定は全て無Ca2+中で、行われた。この感度曲線を示した図には、比較のためにA-
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P-1の分光感度曲線 (Gotow，1989)も加えた。 Es-1とA-P-1の分光感度曲線はそれぞれ一つ

のピークを持つ、単純な山型となった。このことはEs-1とA-P-1の光応答が別々の光受容色

素に由来することを示唆する。点線はDartnallのノモグラム (Dartnall， 1953)であり、

580nrnと490nrnにそれぞれ最大感度を持っと仮定した仮想的な色素の分光感度曲線を示して

いる。

(3)Es-1の感度

Es-1の光強度と応答の関係を求めるために、強度の異なる580nrn，30秒の光刺激を用い、

各光強度に対する応答の大きさ(受容器電位の大きさ)を測定した。その結果は図9に示

すように、光応答は光強度の増大に伴って大きくなり、約Olog単位、 2x 1 0 -4 W / crn 2の光

強度で飽和した。またEs-1の応答は光強度が増すにつれて応答のピークに達する時間は短

縮されたが、暗順応に要する時間は長くなった。

比較のために、 490nrnの光を用いたA-P-1の光強度一応答曲線 (Gotow，1989)を同じ図中

に示した。 A-P-1とEs-1の曲線から、 Es-1の感度はA-P-1の感度よりも1/10から1/100低いこ

とがわかった。

2 )正常海水におけるEs-1の光応答

前項まで述べてきたことはシナプス遮断した状況でのEs-1の光応答であった。しかし、

正常海水中でシナプスが存在する条件でのEs-1の光応答は、シナプスが遮断されたEs-1単

独の単純な脱分極性のものではなく、脱分極した後に過分極したり、あるいは過分極性の

応答だけ生じることもあった。現在の実験においてこのようなEs-1の光応答は、後述のよ

うにA-P-1との抑制性のシナプス結合を考慮すると説明できることがわかった。
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(1)Es-1とA-P-1の光応答

図10はEs-1とA-P-1の光応答を同時記録したものである。図10-Aに示したEs-1の応答は、

図7-Bと同じ強度の白色光刺激によって得られた応答である。正常海水中のEs-1の応答は、

前項で示されたようにシナプス遮断時の活動電位が重畳した大きな脱分極性の応答とは異

なり(図7-B1と比較)、全体として小さな脱分極応答に変化した。

図10-Bでは490nmの単色光(青緑色)を照射した例である o Es-1はシナプス遮断時の脱分

極性の応答とは逆に約3mV過分極した。 58:0nmの単色光(黄色)刺激の場合にはEs-1は脱分

極した(C)。この時、 Dに示すようにA-P-1を予め過分極通電すると、 Es-1はさらに大き

く脱分極し、この例では受容器電位に活動電位が重畳した。

これらの結果は、シナプス伝達が遮断されない正常海水中でのEs-1の応答は、異なる波

長の光によって応答の極性が変化することを示す。 Dに示すようにA-P-1を過分極させると

Es-1の光応答は増大することから、 A-P-lはEs-1に抑制性の入力を送っていると考えられる。

一方、 A-P-lは、白色光及び、490nmと580nmの単色光刺激に対し、いずれもシナプス遮断時と

同様な脱分極性の単純な応答を示した。

(2)Es-1とA-P-1の自発性の膜電位変動

図11は暗下でのEs-1とA-P-1の膜電位の同時記録を示すo 図ll-Aでは自発的な発火が両細

胞に不規則に生じているが、 A-P-1が活動するとEs-1が静止し、逆にA-P-1が静止している

時はEs-lが発火するというように二つの細胞が交互に自発興奮するパタ ーンを示したo 図

11-BはAと異なる標本から記録したものであるが、 A-P-1が高頻度に自発放電し、不規則に

発火が休止するというパタ ーンを示している o A-P-1の発火の休止時にEs-1は脱分極するが、
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その脱分極の大きさや持続時間はA-P-1のl発火の 「休止期」 の長さにほぼ対応していた。

これらの結果はいずれもEs-1の活動がA-P-1のそれに抑えられることを示し、 Es-1の光応

答がA-P-1からの抑制を受けると考えられた。

(3)Es-lにおけるA-P-lからのシナプス入力

Es-1におけるA-P-1からの抑制性のシナプス結合の存在を確かめるため、二つの細胞の膜

電位の同時記録を行った(図12) 0 A-P-lに10秒間の脱分極通電をすると、 A-P-1の活動電

位が発生しない関値以下の電位変化に対しても、 Es-1はゆっくりとした時間経過で過分極

した (A1) 0 A2では通電量を増加させ、 A-P-1に活動電位を発生させた。 Es-1はA1のときよ

りも大きく過分極した。 A3ではさらに通電量を増し、 A-P-1に発生する活動電位の頻度を上

げた場合である。この時のEs-1における抑制性のシナプス電位の大きさはA2におけるそれ

とほとんど変わらず、これらシナプス電位の発生にはシナプス前細胞となるA-P-1の活動電

位を必要としないことが示された。このことは図12-Bの実験からも支持された o A-P-1に対

する短時間(100msec)の脱分極通電によって活動電位を発生させた場合に、 Es-1にはA-P

-1の活動電位に対応する何らのシナプス電位も現れなかった(Bl)。またA-P-lの活動電位

による促通効果もEs-1に生じなかった(B2、B3)。逆に、 Es-lを脱分極させてもA-P-1には

電位変化が生じなかったので(C)、Es-1からA-P-1のフィ ードパックはないことが示され

たo 以上の結果から、 A-P-1からEs-1のシナプス伝達は、 一般に知られた前細胞 (A-P-1)

における活動電位を必要とせず、関値以下の漸増的電位変化でも十分可能であることが示

された。

次に、 Es-1におけるA-P-1からのシナプスは、以下のような理由で化学シナプスであると

考えられた。①シナプス後細胞であるEs-1に通電を行ってもA-P-1に電位変化が生じなかっ
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た。②Es-1に生じる抑制性のシナプス電位はEs-1の膜電位を過分極させることで、逆転し

た(図に示されていない)。③正常海水を無Ca2+海水に置換すると抑制性のシナプス電位

は消失した。④次に示すように、 A-P-1またはEs-1にLuciferyellowを注入した時、色素が

他方の細胞ヘ広がることはなかった。

3 ) A-P-1とEs-1の形態

(1)Es-1の形態

Es-1の形態はCoイオン注入によってすでに示されている(Got ow， 1975)が、本研究では、

Lucifer yellowを用いて染色した。染色した標本を写真撮影したのが図13-Aであり、図13

-Bはそれを再構成したスケッチである。

Es-1の軸索は腹部神経節内で3本に分校し、そのうちの太い直径の 2本がそれぞれ右と

左の体側神経節ヘ入り、その後、それぞれ3本ずつある左右の体側神経から末梢(腹足、

外套など)ヘ出ていく。残りの細い 1本は腹部神経節から腹部神経を通り、神経節から出

ていく。このようにEs-1の主な軸索分枝のパターンはCoイオン注入で得られた前の結果と

同様であった (Gotow，1975) 0 しかし、今回のLuciferyellowによる染色によって、 Coイ

オン染色では見られなかった無数の毛根状の突起がEs-1から出ているのが観察された。こ

のような細かい突起の走行や数は標本によってかなり異なっていたが、特に腹部神経節と

左体側神経節内に数多く見られた。

(2)Es-1とA-P-1の同時染色

Es-1がA-P-1とシナプス結合していることが電気生理学的実験で示唆されたので、これら

二つの細胞の空間的配置を知るため、 Es-1とA-P-1をLuciferyellowで同時染色した(図

14) 0 A-P-1の軸索分枝のパターンもCoイオン染色によって得られた先の形態とほぼ同じで
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あった (Gotow，1989)。しかし、 A-P-1の軸索分校がEs-1の軸索分枝と接触する部位には

Co染色で、観察されないvaricosity状の膨らみを所々に持った細かい分枝が多数見られた。

またLuciferyellowは電気シナプスを通ることが知られているが、 二つの細胞のあいだで

この染色液は互いに他に拡散することはなく、 A-P-1とEs-1の聞には電気シナプスはないこ

とが示唆された。
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4.考察

イソアワモチの腹部神経節に存在し、光に興奮する光受容性神経細胞Es-lは、それ自体

光受容能がある限外光受容器として働き、同じ神経節に存在する分光感度の異なるもう一

つの眼外光受容器A-P-lと、 Es-lをシナプス後細胞とする抑制性のシナプス結合を作ってい

ることがわかった。このため、 Es-lの光応答は波長の違いによってその応答の極性を変え

ることができ、 A-P-lから抑制性の入力を受けたEs-1は光の波長を弁別することが示唆され

た。このように眼外光受容系において、細胞が波長識別をしていることが示されたのは初

めての例である。

Es-1の光応答は、近接する一次の光受容性細胞の光応答に由来した二次的な反応である

と考えられていた (Hisanoet al.， 1972a)。しかし今回の研究により、 Es-lは一次の限

外光受容器であることが明らかにされた o Es-lの脱分極性の光応答は膜コンダクタンスの

減少を伴った。このような光応答時における膜コンダクタンスの減少は、同じ腹部神経節

に存在するA-P-1と共通するが、他の無脊椎動物の光受容器では知られていない現象である。

またEs-1の受容器電位は膜電位を過分極させると小さくなり、約一70mVで応答が消失した。

これらの結果からEs-1の光応答はKコンダクタンスが光によって抑制されて生じることが

示唆された。 -70mV以上に膜電位レベルを過分極させても受容器電位の極性が反転しなかっ

たのは、 A-P-1において示されたように (Gotow，1989)、Es-1にもこのKコンダクタンス

に電位(及び時間)依存性の性質があるためであると考えられる o

シナプス入力が遮断されたEs-lの光応答は「単一変数の原理J (Naka & Rushton， 1966) 

に従い、どの波長の光に対しでも強さを調節すれば同じであった。最大感度はA-P-lが

490nmにあるのに対し、 Es-1は580nmであり、この点でA-P-lとは異なっていた。しかし、正

庁
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常海水中においてEs-1はA-P-1より抑制性のシナプス入力を受けており、 このことにより

Es-1は、短波長 (490nm)域の光に対して、自らの長波長(580nm)域による脱分極応答と

は逆の、過分極性のシナプス応答を示す結果となった。 AplysiαのAcellもEs-1と同様な長

波長の光で脱分極するが、同時に490nmの光で過分極するためにはrvanitaki& 

Chalazonitis， 1961)、これは「単一変数の原理」に従わず、Es-1と明らかに異なる。

A-P-1からEs-1へのシナプス伝達は他のよく知られているシナプス伝達と異なり、シナプ

ス前線維の遅い漸増的 (graded)な電位変化によって生じていることが示唆された o この

ようにシナプス前線維の活動電位がシナプス伝達に必要でない例として、他にはトンボの

単眼と二次細胞におけるシナプスが知られている (Chappell& Dowling， 1972) 0 Es-1が

A-P-1から活動電位によらない抑制性のシナプス入力を受けていることは、換言するとA-P

-1の光応答が連続的に負のシナプス電位としてEs-1に変換され、出力されるという利点が

考えられる。図15はA-P-1からシナプス入力を受けたEs-1で生じる色対立型応答、すなわち

波長弁別の機構を模式的に説明するものである o 図中の 1及び2はそれぞれ図8から得ら

れたA-P-1及びEs-1の平均のスペクトル感度曲線を示す。上述のように、 A-P-1の応答は連

続的にEs-1に負の出力として送られるので、 Es-1におけるA-P-1からの出力応答は、曲線 1

の極性を反転させた曲線3になることが予測される o Es-1は、 Es-1よりもA-P-1に効果的に

吸収される短波長 (490nm)域の光によって過分極するが、 A-P-1よりもEs-1自体に効果的

に吸収される長波長(580nm)域の光によって脱分極することが考えられる。かくてEs-1の

連続的スペクトル応答曲線は、曲線2と3とを加算して作成した曲線4で表されることが

推測される。これはEs-1が短波長と長波長の違いを識別することを意味するものである o

なお、 A-P-1とEs-1のシナプス結合は、現段階では介在ニユーロンの存在を否定できないの

で破線で図中に介在ニユーロンを描いた。
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波長の違いによって光応答の極性が変化する例はハチ網膜のuv細胞 (Menzel& 

Blake rs， 1976)やカメの緑感受性細胞 (Fuortes& Simon， 1974)でも知られているが、

これらの現象の発生機構は明らかにされていない。

シナプス前線維におけるインパルスよりも時間経過のゆっくりした電位変化の方がシナ

プス伝達に有効なのは、活動電位の伝導が前線維の途中で遮断されるためであると考えら

れる。遮断の原因としては、 low-passfilterとして機能するような形態的な変化が生じて

いることが考えられ、例えばA-P-1の軸索分枝に観察された多数のvaricosityの存在がその

候補として推測される。同様なvaricosityの観察は、同じ軟体動物Hermissendαの神経にお

いてすでに示されている (Stewart，1978:)。この場合、細い軸索分校を伝導する活動電位

は途中のvaricosityのような分校の膨らみに到達すると、そこに充電効果すなわちlow-

pass filterが生じ、遮断されることが期待される。しかし、このような軸索分校の膨らみ

にも時間経過の長い電位変化(電気緊張電位)は、充分侵入(伝播)できるものと考えら

れる。このような説明は著者の以前の仕事 (Nishi，Kobayashi et al.， 1988; Nishi， 

Gotow et al.， 1988)における、太陽虫の軸足の融合に関する電子顕微鏡学的及び電気生

理学的解析からも支持される。太陽虫の軸足は神経の軸索分校に置き換え、細胞体は

varicosityに置き換えて考えることができる。軸足のある融合段階、すなわち軸足に対す

る細胞体の容積の比が大きい段階では、軸足を伝導する活動電位は細胞体ヘ侵入できなか

った。

限外光受容器Es-1は、また外套表面の接触刺激を中継する二次ニユーロンであり、同時

にその感覚によって生じる外套反転反射の運動神経でもあることから、外界の明暗に応答

するEs-1は外套反転反射の調節を行っていることが示唆されていた (Gotowet al.， 1973)。

またEs-1は上述の反射以外に移動行動にも関与していることが暗示された (Gotow，1975)。
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従って、本研究で示された色対立型の反応を示すEs-lの存在によって、イソアワモチは外

界の光の有無だけでなく、外界の光環境の違い(例えば曇と晴)をも弁別して行動するこ

とが想像される。イソアワモチの活動と光の波長との関係に関しては、次の第3章で述べ

る。
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第3章 イソアワモチの行動に対する光環境の影響

1 .はじめに

第2章の結果は、イソアワモチの限外光受容系において、光の波長すなわち色の違いを

電位応答の違いに変換して、その色を弁別する神経機構が存在することを示した。しかし、

生物学的な意義からみると、神経レベルの色弁別の機構は動物の行動レベルに反映される

ものでなければならない o

この章では、色を弁別する上述の神経機構がイソアワモチの行動と関連するのかどうか

を調べた結果を述べる。
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2.方法

イソアワモチは東南アジアの太平洋岸で広く見られる動物と言われているが、筆者が調

べた範囲では錦之工湾にうかぶ桜島南側の海岸以上に高い密度で、生息する場所は他に見あた

らない。潮間帯に生息するこの動物は満潮時には海中の岩穴に潜み、姿を見ることはでき

ない。しかし日中の干潮時に限って岩穴からはい出し、摂食および交尾行動をするべく、

干潮帯域をはい回るように見える。そこでイソアワモチの行動がさかんになる 5月から 7

月にわたって、干潮時の約2時間前にこの潮間帯に十数回出向き、イソアワモチ行動の野

外観察および写真撮影を行った。

室内での観察は、屋外観察の後に採集してきた個体を用いた。これらの動物は実験箱

(横50cmX縦40cmX高さ40cm)に移し、温度26"-'28
0

C、光条件は実験室の昼夜条件で約10

日前後飼育して室内条件にならした。このとき海水の量はイソアワモチの背部が水で見え

隠れするほど(深さ約 1cm)に保持し、個体の動きが海水で妨げられないように配慮した。

刺激光源として通常の顕微鏡用照明装置を用いた。これはライトガイド(直径約2cm) 

の先端に装着した干渉フィルタ-(日本真空光学製、ム λ1/2=8nm)によって580nrnおよび

490nrnの単色光に分光された。この場合、実験箱に照射された光の強さは490nm、580nrn共に

等しいエネルギ-(4 X 10 -4 W / cm 2 )であった。
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3.結果及び考察

1 )イソアワモチの生態観察

ここ数年来の採集の経験から、いくつかのイソアワモチの習性を知ることができたo イ

ソアワモチは一般に冬期、 12月から2月の3ヶ月の問、潮間帯の岩場に深く潜り込み、姿を

見せないが、春から秋にかけて特に5月から9月の聞は、潮間帯に数多く出現する。出現の

様子であるが、その日の干潮時間の約1時間前から干潟になった岩場からはい出して動き回

り、摂食および交尾行動を行う。干潮時間を約1時間過ぎると、まだ潮が満ちていなくても

動き回っていたイソアワモチは再び岩穴に姿を消してしまう。このようにイソアワモチの

行動は干潮時に限ってみられるものであるが、干潟になった岩場に出現する個体数は太陽

の高度が高く、直射日光の強い昼間には非常に少なく、太陽の高度が10"-'30
0

程度の午前

または午後に多くみられる。従って昼間 (11時"-'14時)の干潮時には、直射日光を避ける

ように岩陰を行動の場にするため、一見岩の表面に見られるイソアワモチが少なくなる。

しかしながら昼間の干潮時でも、もし小雨が降るような曇天であれば、午前または午後に

見られるように数多く岩場に出現するようであった。以上の観察をもとに筆者はイソアワ

モチの干潮時における行動を予測するべく、表 1のような条件下の日程を設定して野外観

察を行った。
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表 1 

No. II III 

日時 1990年5月24日 1990年6月6日 1990年6月19日

撮影時刻 午前日時 午前11時 午後9時15分

干潮時刻 午後O時57分 午後O時01分 午後10時22分

天候 曇り、 快晴 薄曇り

ときどき小雨

気温 220C 260C 260C 

観察条件を I、IIで比較すると干潮時間は昼間でほぼ等しいが、気温はIIの方が高く、イ

ソアワモチ個体の行動活性に対して有利にはたらく o しかし予測通り、曇天の Iの場合図

16の1、2に示すようにイソアワモチは干潟の岩場全体に出現したが、 IIの快晴の場合、

3、4に示すように直射日光を避けた岩陰にのみ出現した。一方、イソアワモチは昼行性

の動物と考えられるため、試みに観察IIIの条件下、すなわち夜間の潮間帯を調べたが、実

際、ごく少数の個体しか見られなかった(写真不出) 0 

以上の結果から、イソアワモチは日中の干潮時に岩場をはい回るが、朝方や夕方、そし

て曇天の日のように長波長成分が優勢である光環境を好み、真昼間の短波長優勢の光環境

を避けることが暗示される。

2 )実験室内でのイソアワモチの行動

イソアワモチの活動が外界の光環境で異なる可能性があることを示したので、室内にお

いてもイソアワモチの行動が光刺激によって影響されるか否かを調べた。その結果は図17

に模式的に示すように、昼間の室内のうす明るい条件下で490nmの光を照射すると実験箱に

ならした 30匹のうち 7~8 割のイソアワモチは約30分で白色の薄明るい方ヘ移動した。次
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に、 490nrnと等しいエネルギーを持った580nrnの光を照射すると、実験開始後約30分以内で

約8割のイソアワモチが、照射側ヘ集まった。 一方490nrnと580nrnの光照射を同時に行った

時には、イソアワモチの動きに有意な片寄りは見られなかった。以上の室内観察からも、

イソアワモチが580nrn(黄色)の長波長光を好み、 490nrn(青緑)の短波長光を避けると考

えられる行動が示された。

以上の観察から、イソアワモチの移動行動は外界の明暗よりも、波長の違い、すなわち

色の違いに左右されることが示された。イソアワモチは柄眼、背限、皮膚光覚と他に複数

の光受容器官を持つが、前章で述べた限外光受容器の他には、波長弁別の前提条件となる

異なる分光感度を持つ光受容細胞が同一組織内に存在する知見は得られていない

( Ka t ag i r i e t a 1.， 1985) 0 従って、イソアワモチが光環境の色を識別して行動するのに、

A-P-1とEs-1のような眼外光受容器を仲介する可能性は高い。

限外光受容器は冒頭の部分で述べたように多くの動物に存在するが、皮!脅光覚に代表さ

れるように明暗に対する局所的反射以外にその機能はよくわかっておらず (Yoshida，

1979)、ましてや限外光受容器が色を識別することなど今まで全く考慮、されなかった

(Menzel， 1979)。

軟体動物は、タコやイカに代表されるように、視覚の発達した動物門である。従来この

動物は行動学的な実験により光の波長を弁別する能力はないとされてきた (Messenger，

1981)。しかしながら、本研究で明らかにされたように限外光受容にまで注目した時、軟

体動物が色を弁別できないという根拠は疑わしく考えられる o

光の波長(色)弁別機能に関しては従来、形態視が可能な高度に分化した網膜において

のみ検討されてきた。しかし、本研究によって形態視が不可能なイソアワモチ眼外光受容

系において、色弁別機能の存在が示された。この光受容系は外界の光環境に応答してイソ
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アワモチの適応行動を導いていることが考えられた。 一方、光受容器として高度に分化し

た網膜は、眼外光受容器のような未分化の光受容器から発達してきたと考えられる。かく

て外界が長波長光優勢、例えば曇天であるのか、または短波長光優勢、例えば晴天である

のかを弁別するイソアワモチの眼外光受容系こそは、動物の視覚系における色弁別の原型

を提示しているものと考えられる。また以上の考察から、視覚機能における形態視よりも

色視の方が、長い進化の過程において生物が早期に獲得した機能であると推定できょう。
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まとめ

網膜における視細胞と比較すると、眼外光受容器の光受容に関する研究は遅れている。

本研究の第 1章ではイソアワモチの眼外光受容器A-P-lの細胞内光情報伝達機構が調べら

れた。その結果、 A-P-lにおいて、光感受性のK+イオン電流は細胞内cGMPによって発

生するが、 cGMPの加水分解はその電流を抑制し光受容器電位、すなわち光応答を導く

ことが示された。またA-P-lの光応答は、 cGMPの加水分解に関与した同じGタンパク質

を経由して生じるIP3によって促進されることも示唆された。

第2章では、 A-P-lと同じ腹部神経節に存在するEs-lの光応答が調べられた。 Es-lは、他

からのシナプス入力がない状態では、 K-+コンダクタンスの減少による脱分極性の光応答を

おこない、 A-P-lと同様に自ら光に応答する限外光受容器として機能することが示された o

このEs-lの光応答のイオン機構はA-P-lのそれと共通するが、 580nmに最大感度を示す点、で

A-P-lと異なっていた。 Es-lは正常では490nmに最大感度を示すA-P-lから抑制性のシナプス

入力を受けた。このA-P-lからEs-lへのシナプス伝達は前細胞の活動電位を必要とせず、関

値以下の持続時間の長い電位変化で、十分可能であった。かくて、 Es-lの光応答は長波長域

ではそれ自体の応答による興奮性(脱分極)の応答となるが、短波長域ではA-P-l由来の抑

制性(過分極)のシナプス応答を示し、光の波長によって応答の極性が変化し、波長弁別

を行っていることが示された。

最後の第3章において、イソアワモチの生息地での生態観察及び室内での行動実験を行

った o イソアワモチに波長の違いに依存した行動が見られ、このような行動を制御するの

に、上述のA-P-lとEs-lのような光受容系を利用する可能性が高いことを示した。

本研究のように、限外光受容器の波長弁別(色弁別)機能を示した報告は他に知られて
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いない。一方、色識別の機構は高度に分化した網膜において数多くなされているが、未だ

その解明にはほど遠いのが現状である。かくて、イソアワモチのように構造が単純で未分

化の眼外光受容系における色識別の知見は、系統発生学的に高度に発達した光受容系(網

膜)における色識別の解明に、少なからず寄与することが期待される。
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付図とその説明
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図1 A-P-lの光応答に対するDb-cGMPの効果

外液に0.5mMのDb-cGMPを与えた時のA-P-lの光応答を示す。 Aは膜電位変化を、 Bは-40mV

に膜電位を固定した時の電流変化を示し、図では下向きのふれが内向き電流(符号は負)

を表すo これらは全て同一標本から記録したものであり、矢印は490nmの光刺激(5秒間、

1 x 10-5W/cm2) を与えた時点を示す。 Al、Blは対照、 A2、B2はDb-cGMPの投与3分後の記録、

A3、B3は8分後の記録を示す。点線は対照における静止電位 (-50mV、A2、A3)、及び保持

電流 (B2、B3)のレベルを示す。 A4とB4はDb-cGMPを洗い流してから約30分後の回復を示す o
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図2 Db-cGMPの投与前後における膜電位固定下のA-P-lの電流-電圧関係

暗下の条件で最初、約一40mVに膜電位を固定した後、外液にDb-cGMPを与えている 0 ・は対

照、企はO.5mM、・は1.5mMのDb-cGMPが加えられた時の電流一電圧関係である。保持電流の

値(縦軸)が電圧保持電位の値(横軸)に対してプロットされている。 三つの電流-電圧

曲線は約一65.5mVで受差する。



A-P-lの細胞内cGMP及びcAMP量の変動と光応答電流図3

A 
100 

3分後の細胞内cGMP量及びcAMP量を示す。 O、A:対照(光照射時間o)、光照射 1分、仁ト-0c GMP 

-一一・cGMP( IBM X) 
口は正常海水、・、・はo.1mMのIBMXが存在する海水において測定したものである。各点は

仁ト-0c AMP 

90 

1個のA-P-lあたりの平均値とその標準偏差それぞれ5つの標本から得た値であり、
-一一・ cAMP(lBMX)80 

とcAMP(口)並びにIBMX存在下でのn = 5)を示す。正常海水中のcGMP(0) (:tS.D.、

。U
¥ とcAMP(・)はそれぞれ同ーの標本を用いて測定されている o 光強度は490nm、cGMP (・)

IBMX存在下いずれにlxl0-5W/cm2である。光照射後の細胞内cGMP量は、正常海水中、

おいても有意に (p<O.05、t-test)減少した。

B:上と同じ条件のAP-lを-40mVに膜電位固定した時に、光を照射して生じる電流の変化
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図4 A-P-lの光応答におけるGDP-β-sとIP3の効果

上段から下段ヘ並べた電流記録は連続している o 膜電位は実験中-45mVに保持された。矢印

は490nmの光刺激(5秒間、 1x 10-5W / cm 2 )を与えた時点、を示し、その矢印に添えられた数

字は光刺激を行った順序を示す o GDP-β-sは微小電極につめられ、矢印3の前の孔マーク

に示した時点で、圧力注入(5秒間、 30psi)された。中段の記録の始めから、外液には

O.5mMのDb-cGMPが加えられた。下段に示した孔孔マークの時点で、それぞれ微小電極につ

めたGDP-β-sとIP3を同時にA-P-lに圧力注入した(双方とも 5秒間、 30psi)。
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図5 A-P-lの光応答におけるneomysin、IP3及びcGMPの効果

A、Bとも-45mVに膜電位を保持し、矢印の時点、で490nmの光刺激(5秒間、 1x 1 0 5 W / cm 2 ) 

を照射した o 矢印に添えられた数字は、光刺激の順序を示す O れは微小電極につめた薬物

の注入を示し、 Aではまず、neomysinが、次にneomysinとIP3が同時に注入された o Bではま

ずneomysinが、その後neomysinとcGMPが同時に注入された。 neomycin、IP3はいずれも 5秒

間圧力注入 (30psi)され、 cGMPは継続的に圧力注入(3 Op s i )された。 A、Bとも記録図

中の点線はneomysin注入後、 A-P-lに光応答が回復するのに要した約5分を示す o AとBは

異なった標本を用いた。
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図6 イソアワモチ限外光受容器の光変換機構に平行して存在するcGMPとIP3カスケードの

模式図

光を吸収したRh(photopigments)はGタンパク質を活性化 (T-GTP)ヘ導き、これを共通

のステップとして、 Chain1及び、ChainIIで示すように、平行するcGMPカスケードとIP3カ

スケ-ドが作動する。光感受性の暗コンダクタンス (D-gK)はcGMPによって仲介されるが、

PDEの活性化(PDE事で示す)によってcGMPは5'-GMPに加水分解されると、 D一gK'ま減少して

L-gKとなり、光応答(光受容器電位)が生じる。この光応答は同時にPL-Cの活性化(PL-C車)

によるIP3によって促進されるように修飾を受ける。
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図7 白色光刺激に対するEs-lの応答

Es-lに対するシナプスの効果を抑えるために、記録は全て無Ca2+海水中でなされた。光刺

激は上部の太い棒線 (Aにおいて30sec、Bにおいて 1min)によって示される。刺激の強

さは1.5XI0-3W/cm2 (A) と3x 10-3W/cm2 (B)であった。 Al:静止電位-43mVにおける脱

分極応答。 A2:膜抵抗の変化を測定するため、過分極性のパルス(lnA、lsec)を与えてい

る。 A3:暗下で光応答と同程度(約7mV)に通電により脱分極させ、 2と比較した。 A4:静

止電位(-45mV)に膜電位を固定した時に、光によって生じる内向き電流を示す o B 光応

答の膜電位変化による効果。静止膜電位は 1、2、3、4の順に-45、-55、-60そして

-70mVであった o
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図9 Es-1とA-P-1の強さ 一応答曲線

580nmの単色光(刺激時間30秒)の強度を変えて照射し、 Es-1の光応答の大きさを測定し算

出した。横軸は光強度、縦軸は最大の応答に対するそれぞれの強さの応答を比で表してい

る。グラフは異なる3標本から作製したものである。 A-P-1の490nmの単色光刺激に対する

応答はGotow(1989)より引用した。
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図11 同時に記録された暗下でのEs-lとA-P-lの膜電位変動

A、Bいずれにおいても上がA-P-lから下がEs-lから記録した膜電位。 AとBは異なる標本

から得られた。 AではA-P-lとEs-lが、交互に自発放電している o BではA-P-lが高頻度に

自発興奮を繰り返しており、 A-P-lの興嘗の休止時に対応してEs-lが脱分極している。 A-P

-1の静止電位は-43mV(A)と-40mV( B )、 Es-1のそれは-40mV(A)と-50mV(B)であ

った o 電圧較正 :A、BともA-P-1の記録に対して20mV、Es-1の記録に対して10mV。
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図12 Es-1を過分極させるA-P-1からの漸増性シナプス伝達

同一標本から得られたA-P-1とEs-1の膜電位の記録を示す。 A: A-P-1に対する10秒の脱分

極パルスによって生じたEs-1における時間経過の遅い抑制性シナプス電位。パルスの強さ

は3nA(A1)、6nA(A2)及び、7nA(A3)であった o B 100msec、10nAの短いパルスによっ

て生じたA-P-1の活動電位に対するEs-1の反応。 A-P-1における頻回の活動電位もEs-1に対

して無効である(B2、B3) 0 C : E s-lに対する10sec、5nAの脱分極パルスはA-P-1に何らの

シナプス電位も生じなかった。 AとBにおいて、 A-P-lの最初の静止電位は-50mVであった

が、 A-P-lの神経終末から定常的に遊離されると考えられる伝達物質を抑えるために、前も

って膜電位は-80mVに保持された。 Es-1の静止電位は全て-46mVに保持された。時間較正:

A、Cに対して9sec、Bに対して3sec。電圧較正:A一干P一寸1の

5叩Om耐V(B)、4mV(C) 0 E s-lの記録に対して4mV(A、B)、20mV(C)。
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図13 Es-lの形態

A : Es-lにLuciferYellow染色をおこなった標本を固定、脱水、透明化し、蛍光顕微鏡下、

写真撮影を行った。 B:写真を基にして描かれたEs-lの神経節における形態。主な太い軸

索の走行と、それらの相互的な配置は、個体が違ってもほぼ一定であったoすなわちEs-l

の軸索は腹部神経節内で三つに分かれ、そのうちの太い 2本は左と右の体側神経節に延び

るo それらはさらに左右の体側神経節内でそれぞれ、前体側神経、中体側神経、後体側神

経の3本に分岐し神経節から末梢ヘ出ていく o 残りのやや細い直径の軸索は2本の腹部神

経のうち、主に腹足ヘ入る方の 1本ヘ入っている o 細かい毛根状の分校が多数生じている

が、このような形態は標本によってかなり異なっていた。
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図15 A-P-lによって修飾されたEs-lの光応答のスペクトル感度曲線を示す模式図

1と2はそれぞれ図8から得られたA-P-lとEs-lの固有スペクトル感度曲線を示す。 3は1

の極性を変えたものであり、 A-P-lのEs-lに対する抑制性のシナプス出力(スペクトル範囲)

を表す o 4は2と3を加算したもので、 A-P-lからシナプス入力を受けたEs-lのスペクトル

感度曲線を示す。
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実験室内におけるイソアワモチの行動

刺激光照射前の実験箱は、昼間の室内の薄明かりのもとにおいたも・A.実験箱の左半分に

580nmの光を照射した結果。イソアワモチは光が照射された測に集まった。 B.実験箱の左

半分に490nmの光を照射した結果。イソアワモチは光が照射された場所から遠ざかった。 c.。
め

図17 

580nm A 

実験箱の左半分に490nmと580nmの光を照射した結果。実験箱中のイソアワモチの分布に片

寄りは生じなかった。 580nmと490nmの光強度は共に4x 1 0 -4 W / cm 2であった。
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