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第 1章

カルシウムイメージング法による

アメフラシニューロンでのスパイク活動の検出



序論

1.本研究の目的

海産の軟体動物､アメフラシ (Aplysia)は神経生理学の分野で良く用いられ

る実験動物の1つである (Kandel,1976)｡この動物を用い､これまで様々な行

動に関わる神経回路 (Chieleta1.,1986;ClearyandByrne,1993;FrostandKandel,

1995;NagahamaandTakata,1989,1990a;PlummerandKirk,1990;Roseneta1.,1991,

2000;Xineta1.,1996)､記憶､学習に関わる行動実験 (Careweta1.,1972;Lechneret

a1.,2000a;MatsumotoandNagahama,2000;Sussweinetalリ1986)､またそれらに関

わる細胞機構 (ByrneandKandel,1996;Lechnereta1.,2000b;Motheteta1.,1996;

schafmauseneta1.,2001)など､数多くの研究がなされてきた｡アメフラシでは､

中枢神経系を形成するニューロンの数が比較的少なく (103-105個)､個々の細

胞体が大きいこと (20-200um)からニューロンレベルの電気生理学的実験を

行うことが容易であり､行動に関わる神経機構を細胞レベルから個体レベルに

至るまで一貫して研究することが可能である｡

アメフラシを含めた無脊椎動物や脊椎動物において､ニューロンの活動は細

胞の電位変化として捉えることができ､この電気的変化は､細胞外電極による

記録､ガラス微小電極を用いた細胞内記録法 (HodgkinandHuxley,1939)､パッ

チクランプ法 (Nehereta1.,1978)､及びこれらを改良した様々な技術により記

録されてきた｡これらの方法では､個々のニューロンの活動や､ある一定集団

のニューロン活動の総和などを詳しく観察することができる｡しかし､多くの

ニューロンから同時に活動を記録し､それらの活動パターンを解析することや､

ニューロン集団の中から興味ある活動を示すニューロンを特定化するという実

験には不向きであった｡

そこで､私は先述した問題点を克服し､アメフラシニューロンの活動を記録

する新たな手法を導入することを目的として本実験を行った｡多数のニューロ

ン活動を同時に観察する有力な手法の1つとしてイメージングという手法があ

る｡例えば､アメフラシでは電位感受性色素を用い､腹部神経節内の多数ニュ

ーロンの活動を同時に記録した報告がある (Wueta1.,1994)｡しかし電位感受
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性色素を用いる場合､色素の毒性や槌色､S-N比の悪さなどの問題が多い｡カ

ルシウム感受性色素を用いたカルシウムイメージング法ではこのような問題は

かなり回避できる｡これまでの研究によりアメフラシの Burstingニューロン､

神経分泌細胞､感覚ニューロン等で､これらのニューロンのスパイク発火によ

り細胞内カルシウムイオン濃度が増加することが知られていることから

(BlumenfTeldeta1.,1990;GormanandThomas,1978;Knoxeta1,,1996;Stinnakreand

Tauc,1973)､間接的にではあるがカルシウムイメージング法を用い､容易に多

数ニューロンの記録ができるのではないかと考えた｡本研究では､カルシウム

イメージング法を一般的なアメフラシニューロンに適用するために様々な色素

導入法を試み､どの方法が最も効率的であるのかを比較､検討した｡また､色

素負荷されたニューロンがその活動により蛍光強度を変化させるかについて調

査した｡次に､カルシウムイメージング法によりとらえられる蛍光強度変化と

ニューロンのスパイク活動との関係を明らかにすることを目的とし､蛍光強度

変化とスパイク発火頻度､又はスパイク発火期間との関係を定量的に検証した｡

また､全てのニューロンにおいてスパイク活動の検出にカルシウムイメ-ジン

グ法を用いることができるのかを検討するため､スパイク活動に伴う細胞内カ

ルシウムイオン濃度増加のメカニズムについて調査した｡

2.カルシウムイメージング法

カルシウムイメージング法は､カルシウム感受性色素を細胞内に導入し､細

胞内カルシウムイオン濃度の増減により生じる蛍光強度変化を CCD カメラな

どの記録装置を用い映像としてとらえる方法である｡この様にして得られた映

像を解析することで､細胞内カルシウムイオン濃度変化を高解像度の時空間軸

上で分析することができる｡この方法は､最近の画像取得及び解析装置の急速

な進歩により非常によく利用されるようになってきた手法の1つであり､これ

からもその測定機器の能力向上と共にますます強力な実験手法になるのではな

いかと予想される｡この手法は､様々な動物においてカルシウムイオンが関与

する現象､例えばシナプス前末端における伝達物質の放出 (Dowdalleta1.,1997;

Edmondsetal.1990;Eliotetal.,1993)､シナプス後細胞における受容体の機能



(KyrozisetalJ 995･,RegehrandTank,1992;Sprustoneta1.,1995;Svobodaeta1.,

1997;YusteandDenk1995)､神経分泌 (Jonaseta1.,1997)､細胞内カルシウムス

トアからのカルシウム放出 (FrielandTsien,1992;Jonaseta1.,1997)などを研究

するために用いられてきた｡神経細胞では､その活動に伴いカルシウムイオン

濃度が増加することが知られており､事実幾つかの動物では､実際にこれを用

いてニューロンの活動を検出できることが知られている (FetchoandO'Malley,

1995;Lev-TovandO'Donovan,1995;McClellaneta1.,1994;0'Donovaneta1.,1993;

o'Malleyeta1.,1996)｡電位感受性色素を用いたイメージングでは電位変化を可

視化しているため､とらえられた蛍光強度変化はニューロン活動そのものを示

しているといえる｡しかしカルシウムイメージング法は､細胞内カルシウムイ

オン濃度変化を直接可視化する方法であるため､ニューロン活動の実態である

電位変化を直接観察できない｡カルシウムイメージング法をニューロンのスパ

イク活動の測定に利用するためには､スパイク活動により細胞内カルシウムイ

オン濃度変化が常に生じており､それらはお互いに関連していることを明らか

にする必要があった｡

本研究では､その初期にはレーザー顕微鏡と画像解析装置を組み合わせた機

器を､後期にはステージ固定式蛍光顕微鏡､冷却 ccD カメラと画像解析装置

を組み合わせた機器を利用した｡前者は空間分解能に優れているが時間分解能

はかなり劣る｡後者はやや空間分解能に劣るが時間分解能は圧倒的に優れてい

る｡最近ではこの両方の特性を満たすような機器 (nipkowdisk回転方式共焦点

顕微鏡 :csUlO,Yokogawa)も市販され､用いられるようになってきている｡

カルシウムイメージング法では､用いるカルシウム感受性色素の選択が重要

である｡カルシウム感受性色素は､現在非常に多くの種類が利用できる(Haugland,

2001)｡その性質により､ratiometric色素とnon-ratiometric色素に大別され､蛍

光スペクトル､カルシウム感受性等の違いにより多種類の色素が存在する｡こ

れら化学合成により製造される色素とは異なり､遺伝子によりコードされるカ

ルシウム感受性蛍光タンパク質､カメレオン (Cameleon)が開発され､これも

近年用いられるようになってきている (Kerreta1.,2000;Miyawakieta1.,1997)｡

ratiometric色素は蛍光強度の比を取りカルシウムイオン濃度を計算できるタイ

プの色素で､2波長励起1波長蛍光測光の Fura-2､1波長励起2波長蛍光測光
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の Indo-1等がある｡non-ratiometric色素はカルシウムイオン濃度の増減を見る

ことはできるが､カルシウムイオン濃度を計算することができない色素で fluo_

3､CalciumGrren-1等がある｡特徴の異なるnon･ratiometric色素を2種類組み合

わせレシオ測定を行い､カルシウムイオン濃度を計算することもできる(Chenet

a1.,1998;Schildeta1.,1994)｡本研究では最も容易に用いることのできる non-

ratiometric色素であるCalciumGreen･1を色素として用いた｡

カルシウム感受性色素はその染色手法により､アセトキシメチルタイプ､デ

キストランタイプ､塩タイプのいずれかを用いることになる｡アセトキシメチ

ルタイプの色素は､カルシウム感受性色素にアセトキシメチル基をエステル結

合させることにより脂溶性になっており､細胞膜を通過できる｡細胞内ではエ

ステラーゼ活性によりアセトキシメチル基が切り離され､通常のカルシウム感

受性色素に戻り､これは細胞膜を通過できないため細胞内に保持される｡この

タイプの色素を用いると細胞外溶液に色素を加えておくだけで容易に多数の細

胞を染色できる｡デキストランタイプの色素は､色素にデキストラン分子を結

合させ､細胞内コンパートメントへの吸着極在化の影響を小さくした色素であ

る｡この色素は主に逆行的染色法のときに用いられている｡また､細胞内へ色

素を直接注入するインジェクション法の場合に利用されることもある (Fetcho

andO'Malley,1995)｡塩タイプの色素は水溶性の色素で､主に細胞内へ直接色

素を注入するインジェクション法のときに用いられる｡本研究ではアメフラシ

ニューロンへの色素の負荷について､それぞれの方法を試し､どの方法が最も

有効であるのかを比較､検討した｡

3,アメフラシロ球神経節内の摂食神経回路網

動物の神経系において､個々のニューロンは多数のニュ-ロンと興奮性､又

は抑制性シナプスを介し結合し､全体として非常に複雑なネットワークを形成

している｡この様にして形成される神経回路網を把握することは､動物の行動

がどのようにして生じるかを理解するために非常に重要である｡晴乳類の脳内

には億を超えるニューロンが存在するため､それらの結合様式を個々のニュ-

ロンレベルで解明し神経回路網を明らかにすることは非常に難しい｡それに比
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較し､アメフラシのような下等な生物では､神経系のニューロンの数はかなり

少なく､その回路網の把握は容易になる｡事実､アメフラシやヨーロッパモノ

アラガイ (Limnaeastagnalis)では､CPG (centralpatterngenerator)回路網を含

む摂食神経回路網がよく研究されている (Hurwitzeta1.,1994,1997;Plum merand

Kirk1990;RoseandBenjamin,1981a,1981b;Rosenetalリ1991,2000b)｡

本実験では､日本産アメフラシ (Aplysfakurodai)の口球神経節内で摂食神経

回路網に関わる3種類の既同定ニューロン MA､JO､JCニューロンを用いた

(Nagal1amaandTakata,1988,1989,1990a,1990b)0 JO (jaw-openingmotorneuron)

は開口運動に関与する筋に EJP (興奮性筋接合部電位､excitatoryjunction

potential)を発生させ､JC (jaw･closingmotorneuron)は閉口運動に関与する筋

に EJPを発生させる運動ニューロンである｡MA (multi･actionneuron)は多数

の機能を持つニューロンで､口球神経節内でJOに対しEPSP(興奮性シナプス

後電位､excitatorypostsyn叩ticpotential)を､JCに対しIPSP(抑制性シナプス

後電位､inhibitorypostsynapticpotential)を誘発し､更に閉口筋に対し IJP(抑

制性筋接合部電位､inhibitoryjunctionpotential)発生させることが知られている｡

そのため MAニューロンが活動すると､JOニューロンはより興奮し､JCニュ

ーロンはより抑制を受ける｡実際の摂食行動時には､これらのニューロンには

ぼ同時にリズミカルな興奮性入力が生じ､MAニューロンの活動によりJO､JC

ニューロンの発火パターンの差が形成される｡本実験では､これら同定済みの

ニューロンを中心に用い､ニューロンのスパイクと細胞内カルシウムイオン濃

度の増加との関連について検討した｡そして､それらの関連を明らかにした後､

神経刺激によりMA､JCに擬似摂食パターンを発生させ､摂食行動時に生じる

ニューロンの活動パターンの差をカルシウムイメージングにより捉えることが

できるかについて検討を行った｡

4.ニューロン活動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度増加の機構

通常の細胞では､ナトリウムーカルシウム交換ポンプや細胞内ストアの働きに

より､細胞内外のカルシウムイオン濃度差は極めて高い状態に保たれている｡

一般的に､細胞内においてカルシウムイオンはセカンドメッセンジャーとして
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働き､様々な条件により常に変動するものであると考えられるが､これには細

胞膜上にあるチャンネルを通るカルシウムイオンの細胞内への流入や細胞内ス

トアからのカルシウムイオンの放出が関与している｡アメフラシを含む様々な

動物でニューロン活動時に細胞内カルシウムイオン濃度は増加するが､その機

構や役割について完全にはわかっていない｡本実験では､このスパイク活動に

伴う細胞内カルシウムイオン濃度の増加のメカニズムについて更に調査した｡

細胞外からのカルシウムイオンの流入に関与するカルシウムチャンネルは､

電位依存性カルシウムチャンネルやリガンド依存性カルシウムチャンネル等が

挙げられる(KostyukandVerkhratsky,1995)｡電位依存性カルシウムチャンネル

は細胞が脱分極したときに､カルシウムイオンを選択的に透過させるチャンネ

ルで､その性質により脊椎動物､無脊椎動物に関わらず L N､T､P/Q､Rタ

イプと分けられている (Nowyckyeta1,,1985,Zhangeta1.,1993)｡リガンド依存

性カルシウムチャンネルは､細胞外の結合部位にリガンドが結合した時にカル

シウムイオンを含む陽イオンを透過させるチャンネルで､興奮性アミノ酸受容

体チャンネルがニューロンに存在し､カルシウムを流入させることが知られて

いる (Iinoeta1.,1990;MayerandWestbrook,1987)｡一方､細胞内ストアからの

カルシウムイオンの放出には､イノシトール三リン酸が関与する系と､カフェ

インなどのリガンドが関与する系 (FrielandTsien,1992;Jonaseta1.,1997;Knoxet

a1.,1996)が存在することが知られている｡実験の過程において､これらの中

でスパイク発火に伴う細胞内カルシウムイオン濃度増加に関与しているものは

電位依存性カルシウムチャンネルであると考えられた｡本実験ではどのタイプ

の電位依存性カルシウムチャンネルがニューロンのスパイク活動時における細

胞内カルシウムイオン濃度増加に関与しているのかを､それぞれのチャンネル

に対する特異的阻害剤を用いることで検討を行った｡
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略語

AM:acetoxyme也yl

CBC:cerebral-buccalconnective

CPG:centralpatterngenerator

DMSO:dimethylsulfoxide

EFM:epifluorescentmicroscope

EJP:excitatoryJunctionpotential

EPSP:excitatorypostsyn叩ticpotential

IJP:inhibitoryJunctionpotential

IPSP:inhibitorypostsynapticpotential

JO:jaw-openlngmotorneurOn

JC:jaw-closlngmotorneurOn

LSM:laser-scamlngmicroscope

MA:multi-actionneuron

ROT:reglOnOfinterest

SEM:standarderrorofmean

VGCC:voltagegatedcalciumchamel



実験方法

男顔動物

日本産アメフラシ (Aplysiakurodai)は1年周期の動物であり､梅雨前後に産

卵し､親個体はその後衰弱死する｡実験で用いた動物は11月から翌年7月ま

での間､兵庫県洲本市､又は福井県三方郡三方町にて採取したものを用いた｡

採取した動物は､14-15℃の人工海水を満たし､エアポンプ､ろ過装置を取り

付けた水槽内で飼育した｡餌として培養もしくは天然のアナアオサ (∽Vα

pertusa)または市販の塩ワカメ (Undariapinnatljida;製造 :乙女草 (秩)､販売 :

コープこうべ)を用い､1日1回適量を与えた｡本実験では採集後水槽内で3

日以上飼育し､きちんと餌を食べ､体重が50-250gの個体を用いた｡

脚定用試料の作成

解剖のために､動物の体重の20-30%に当たる等張塩化マグネシウム溶液 (0.4

M)をシリンジにて腹腔内に注入し､麻酔を施した｡麻酔後､動物を解剖台の

上にピンで固定し､解剖用ハサミを用いて口球､口球神経節､及びそれらを遵

結する口球神経を傷つけないように取り出した｡口球は正中線に沿って左右2

つに分割し､CBC神経 (cerebral-buccal･connective)､radula神経､esophageal神

経とnl神経を切り離し､n2神経､n3神経のみ残した｡次に口球および口球神

経節をシルガード (Dow)でコーティングしたアクリル製測定用チェンバーに

虫ピンで固定し､口球神経節上を覆っている上皮組織を眼科手術用ハサミで切

除した｡尚､実験は全て室温 (22-24℃)にて行った｡

色素の常人法

アメフラシニューロンへの色素の導入に際し､3種類の染色法を比較研究した｡

以下にそれぞれの染色法について記す｡
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(1)アセトキシメチル (AM)タイプの色素を用いた場合

AMタイプの色素を用いた実験では､Calcium GreenllAM (MolecularProbes)

又はFluo13AM (Dojin)を色素として用いた｡DMSO (dimethylsulfbxide)､又

は10%のpluronicF･127(MolecularProbes)を含むDMSOにこの色素を溶解し

たもの (色素濃度 :10mM)をストック溶液として -50℃にて保存した｡使用

時にこれを人工海水にて 100-1000倍に希釈し (最終色素濃度 10-100pM)､場

合によってはCremophorELを加え (2mg/ml)､この希釈溶液中で口球神経節を

様々な条件下で培養し染色を行った｡染色後､神纏節は人工海水にてよく洗浄

し､観察を行った｡

(2)バックフィル染色の場合

バックフィル染色は軸策断端から色素を細胞体へ導入する方法である｡この

方法では､Calcium Green･1Dextran (10,000MW),potassium salt又は Calcium

GreenllDextran (3,000MW),potassiumsalt(共にMolecularProbes)を色素とし

て利用し､これを50mM炭酸水素ナトリウム水溶液に20% (重量パーセント)

の割合で溶かしたものを実験に用いた｡この染色法を用いる場合､前述のプレ

パレーションからn2神経､n3神経を切り離すことで口球を完全に取り除き､

口球神経節のみを利用した｡先端を細く熱加工したポリエチレンチューブ (長

さ 3-5cm)をワックスによりチェンバー線に固定し､和径部にn3神経を吸引

し､神経が抜けないように虫ピンで神経近傍の組織部分を固定した｡その後ポ

リエチレンチューブ内の溶液を完全に取り除き､ここへ神経断端部が浸るよう

に色素溶液を少量注入し､この色素溶液が蒸発しないようにワセリンでチュー

ブ外部断端を塞いだ｡神経節の周りは新鮮な人工海水で満たし､この人工海水

が蒸発しないようワセリンをつけたスライドガラスでチェンバー上面を覆い完

全に密閉した｡この様にして作成した試料を約 2日間 4℃の冷蔵庫内に保存し

染色を行った｡この間､色素溶液や神経節の周りの人工海水が蒸発していない

かの確認を数回行い､同時に人工海水の入れ替えを行った｡染色後には 2-3時

間かけて室温に戻した後､観察を行った｡
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(3)インジェクション法の場合

インジェクション法では色素を直接電気泳動的に細胞体に注入した｡この方

法では,calciumGreen･lhexapotassium salt(MolecularProbes)を色素として利

用した｡芯入ガラス管 (GD-2;Narishige)を材料として電極作成プラ-

(Narishige)を用いて作成したガラス微小電極内に､4%色素水溶液 (重量パ

ーセント)を満たし､これを細胞内染色用かつ記録用電極として用いた (電極

抵抗 :10-20ME2)｡この微小電極をホルダーに固定後､マイクロマニピュレー

ター (Narishige)を用いてニューロン細胞体にこの電極を刺入し､10-20nAの

過分極通電を0.5-10分与えることにより染色を行った｡染色時間は細胞のサイ

ズにより異なり､大きいニューTTンほど染色に時間を要した｡

また､この方法を用いたときはニューロンの同定も可能であった｡開lコ運動

ニューロン (JO)と閉口運動ニューロン (JC)は､共に口球神経節内の細胞体

の位置と､細胞内脱分極通電 (3秒､10-30nA)によりニューロンを興奮させ

たときに生じる口球筋の動きから同定した｡また多機能介在ニューロン (MA)

は口球神経節内の細胞体の位置､活動電位の波形や神経刺激により生じるニュ

ーロンの発火パターンの特徴から同定した｡神経刺激には､電気刺激装置

(SEN-3301;NihonKohden)とアイソレータ (SS403J;NihonKohden)を用い､

膜電位変化は微小電極用増幅器 (MEZl8201又はMEZ･8301;NihonKohden)で

処理後､前置増幅器 (AVM111)付きオシロスコープ (vc111;NihonKohden)､

又はストレイジオシロスコープ (AD-5141;AND)にて観察し､その信号を A-

D変換ボード (MacADIOSII又はInstruNet;GWinstrum ents)でデジタル化し､

パーソナルコンピュータ (powerMac7100/80AV又は PowerMac7500/100;

Apple)上のコンピュータソフト (SuperScope ⅠⅠ;GW instrum ents)を用いてフ

ァイルとして記録した｡全てのデータはMOディスク(Teijin,sony又はMitsubishi

chemical)にコピーし保存した｡

尚､染色の比較実験以外では全てインジェクション法を用いニューロン細胞を

染色した｡
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レーザ一題徴虜 (LSM)を用いたカルシウムイメージング

レーザー顕微鏡 (Laserscami ngmicroscope;LSM)を用いたイメージングシス

テムの概略を図1に示す｡神軽刺激を行うため､染色後 n2､n3神経を切り離

し､n3神経及びesophageal神経断端にポリエチレン製の吸引電極を取り付け､

神経刺激を行えるようにした｡その後､測定用チェンバーをレーザ-顕微鏡

(LSMl310;CarlZeiss)のステージに固定し､10倍の対物レンズ (開口数 :0.3)

を用いニューロンを観察した｡この顕微鏡には共焦点観察用のユニットが装備

されているが､口球神経節内のニューロン細胞体は3次元的に配置しており､

またできる限り大きな蛍光強度を得るため､共焦点観察は行わなかった｡Calcium

Green-1で染色されたニューロンは488Ⅰ皿のアルゴンレーザーにより励起され､

生じた蛍光はダイクロイックミラー (FT510)とバリアフィルター (LP515)を

通り光電子増倍管により感矧した｡明るさ､及びコントラストは染色ニューロ

ンからの蛍光が観察でき､バックグランド蛍光ができるだけ少なく､かつ生じ

る蛍光強度変化が十分に捉えられるように調節した｡この機器では全体像 (512

×512ピクセル)で測定した場合､時間分解能が非常に悪く (最速で約

1flame/see)､かつコンピュータのメモリの限界により長時間の測定もできない

(最大 30枚)｡そこで全体像の中から好みの領域の蛍光変化のみを測定できる

ROI(regionofinterest)機能を利用し､必要な領域のみで測定した.この ROI

を使用すると最速で5names/sec､最大 100枚のイメージを記録することができ

た｡本研究では通常､ROIイメージの記録を30-90秒間行った｡

蛍光強度は指定 ROI内の全ピクセルの平均値を算出した｡蛍光強度変化の解

析は､測定後､数値化された蛍光強度の時系列データからAF/F(%)の時間変

化を算出しプロットした｡ここで､Fは刺激前1秒間の平均蛍光強度､AFはあ

る時間における蛍光強度からFを引いたものである｡実験では､n3神経､CBC

神経または esophageal神経を刺激装置 (SEN-3301;NihonKohden)に接続した

アイソレーター (SS-403J;NihonKohden)を用いて刺激し､ニューロンの活動

に伴う蛍光強度変化を捉えた.全ての測定データはMOメディア (Teijin､Sony

又は MitsubishiChemical)に保存し､後の解析に利用した｡同じ試料を用い､

最大数十回の測定を繰り返した｡
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ステージ固定登落射蛍.光彦徴虜 rEFM)を用いたカルシウムイメージング

ステージ固定型落射蛍光顕微鏡 (EFM;BX50WI,Olympus)を用いたイメージ

ングシステムの概略を図2に示す｡このシステムでは､ニューロンの電位変化

と蛍光強度変化を同時に測定することができた｡実験では測定用試料を作成後､

染色を行わない状態で測定用チャンバーを EFM のステージに固定した｡次に

0.5-1% Calcium Green･1を含む 200mM 酢酸カリウム溶液を満たしたガラス微

小電極を､透過光のもと､マイクロマニュビレータ-を用いてニューロン細胞

体に刺入した｡ 10-16nA の過分極通電 (2-5分)により細胞体に色素を導入

し､5分以上放置後､カルシウムイメージングおよび電気生理学実験を同時に

行った.この実験では､高濃度の Calcium Green-1溶液 (4%)を電極溶液とし

て用いた場合､長期間の測定では細胞内への色素の流入に伴う蛍光強度の時間

的増大が認められた｡これは､目的とする蛍光強度の時間変化の解析を不明瞭

にするだけでなく､カルシウム濃度検出での色素濃度依存性をも考慮する必要

性を生じさせるであろう｡そこで､実験では色素流入による蛍光強度変化を押

さえるため電極内の色素濃度を減少させた｡ただこの場合､電極抵抗が増大し

て電気生理学実験が困難になるため､色素を蒸留水ではなく低濃度の電解質溶

液に溶解し電極溶液として用いた｡

蛍光測定の励起光発生装置としてはSpectroMASTER(Olympus)を利用した｡

これはキセノンランプを光源とし､300-700nmの間で､lnm単位､5-30mm波

長幅 (半値幅)で励起光の波長を調節できる｡今回は488nmを中心とした 15mm

波長幅の光を励起光として設定した｡生じた蛍光は､ダイクロイックミラー

(DM510)とバリアフィルター (BA515)を通過し､冷却ccDカメラ (01ympix

FE250;Olympus)により検出した｡このカメラの解像度は最大で512×512ピク

セルであるが､大きな蛍光強度を得､かつ検出速度を上げるため 5×5ピクセ

ルのどこングをかけ､104×104ピクセルのイメージデータとして取得した｡こ

の時の検出速度は20-25names/secで､通常30-120秒間蛍光強度変化を測定し

た｡これらのシステムはMERLINimagingsystem (Olympus)でコントロールさ

れ､これを用いて画像の取得を行った｡蛍光強度変化は､画像取得後､ROIを

細胞体部位に設定することで細胞体部位における蛍光強度を数値化し､LSM 記
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録と同様にAF/Fの時間変化を算出した｡

この実験ではガラス微小電極を細胞体内に刺入保持しており､ニューロンの

膜電位記録のみならず脱分極通電にて刺激を行うこともできた｡刺激や色素導

入用通電は刺激装置 (SEN3301;NihonKohden)を用いて行った｡生じた膜電位

変化は微小電極用増幅器 (MEZ-8301;NihonKohden)からノイズ除去装置 (Hum

Bug;QuestScientific)を介し､ストレイジオシロスコープ (AD-5142;AND)に

て観察し､同時にその信号をAID変換ボードMacADIOSAP0(GWinstrum ents)

を介してデジタル化し､パーソナルコンピュータ (MachintoshPowerbookDUO皮

DUODock;Apple)のハードディスク上の電気生理挙用ソフト (SuperScopeII;

GW insturuments)を用いファイルとして記録した｡カルシウムイメージング実

験､及び電気生理学実験の全てのデータは MO メディア (Teijin,Sony又は

MitsubishiChemical)にコピーし保存した｡

試薬と溶液

本実験で使用した溶液組成は次のとおりであった｡

人工海水 (ASW):NaC1470;KClll;CaC12ll;MgC1225;MgSO425;Tris-HCl10

(pH7.8-7.9)

Ca2+Free掛&.:NaC1470;KC1ll;MgCl235;MgSO.25;Tris-HCl10(pH7.8-7.9)

LowCa2',LowMg2'溶液.:NaC1470;KClll;CaC121;MgSO｡1;Tris･HC170

(pH7.8-7.9)

電位依存性カルシウムチャンネルのブロッカ-のうち､oICOnOtOXinGVIA

(sigma)を用いる場合､2価陽イオンが溶液中に多いと効果を発現しないた

め､LowCa2',LowMg2+溶液中にこれを溶解し (5pM)､この溶液に30分間試料

を浸した｡その後､作用効果は不可逆的なため通常の人工海水に戻し 15-20分

後に実験を行った (Fossiereta1.,1994)｡また､nifedipine(Sigma)とamiloride

(sigma)はDMSOにそれぞれ 10mM､500mMの濃度で溶かし､これを保存

溶液として冷蔵保存 (4℃)し､使用時に人工海水で 1000倍に希釈して用い

14



た｡O-conotoxinGVIAとO･agatoxinTK (Sigma)は蒸留水に100mMの濃度で溶

かし､これを保存溶液として冷蔵保存し､使用時にそれぞれLowCa2+,LowMg2+

溶液 (O-conotoxinGVIAの場合)､人工海水 (O-agatoxinTKの場合)で使用濃

度 (それぞれ 5pM､300nM)にまで希釈して用いた｡CremophorELは sigma

より購入した｡その他､特に記載した以外の試薬は全てWakoPureChemicalよ

り購入した｡
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結果

1.様々な方法によるカルシウム感受性色素のアメフラシニューロンへの導ス

効率

アメフラシニューロンにおいてカルシウムイメージング法を用いるためには､

ニューロン内にカルシウム感受性色素を導入しなければならない｡カルシウム

感受性色素をニューロン内に導入する手法として､現在主に3種類の手法が利

用されている｡1つは､細胞膜を透過できるアセトキシメチル型 (AM 型)色

素を用いる方法 (FrielamdTsien,1992;Lipscombeeta1.,1988;Tareiluseta1.,1995),

もう1つは軸策断端からの逆行的染色法 (CoxandFetcho,1996;McClellaneta1.,

1994;0'Donovan eta1.,1993)､最後に微小電極を用いた細胞内への直接注入法

(Jonaseta1.,1997;Knoxeta1.,1996;SugimoriandLlinas,1990)である｡

AM型色素を用いた染色法は､主に脊椎動物において培養細胞 (MamingJrand

Sontheimer,1999;QuinteroandMcMahon,1999)や､脳スライス切片 (Peterlineta1.,

2000)など広範な細胞に対しこの色素を導入する方法としてよく用いられてお

り､多くの細胞に色素を同時に導入できるため､最初にこの方法をアメフラシ

ニューロンで利用できるかを調べた｡実験では単離した口球神経節の上皮組織

を切除して直接細胞体が溶液に浸るようにした｡色素濃度を 10-100ttM､染色

時間を0.5-24時間､温度を4-36℃と変化させ､浸潤性を良くするPluronicF-127

や CremophorELを溶液に加えるなど､様々な条件で色素の導入を試みた｡し

かしながら､どの条件下でも良い染色結果は得られず､多くは膜街域のみがや

や蛍光を発するような倹しか得られなかった (図3)｡また､このような染色

状態ではニューロン活動に伴う蛍光強度変化は全く観察できなかった0

軸策断端からの逆行的染色では､デキストランタイプのカルシウム感受性色

素を用いた｡これは､カルシウム感受性色素に様々な分子量のデキストラン分

子を結合させたもので､通常の低分子カルシウム感受性色素に比べて色素の吸

着が起こりにくく (BlatterandWier,1990;Luby-Phelps,1989;)､このため､軸策

断端から細胞体までの長距離を色素が有効に移動すると期待できる｡単離した

アメフラシロ球神経節の n3神経断端から色素の逆行的染色を試みた｡この結
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果､少数の試料において長時間 (2日間)かけて n3神経に軸策を伸ばしてい

る数個のニューロンが染色でき､神経刺激によりこれらの染色されたニューロ

ンから蛍光強度変化を得ることができた (図4)｡しかし､この方法は逆行性

染色から期待されるほど多くのニューロンを染色することはできず､染色効率

が非常に悪かった｡またこの方法では神経に軸策を伸ばしていない介在ニュー

ロンを染色できないという問題点もあった｡

インジェクション法では､デキストランタイプの色素を用いることもある

(FetchoandO'Malley,1995)が､本実験では通常のhexapotassium saltタイプの

色素を用いた｡この色素は水溶性で､ガラス微小電極の電極内溶液としても用

いることができ､電極を刺大した1個のニューロン細胞体に過分極通電を行う

ことにより容易かつ確実に染色することができた｡この方法で3種類の同定ニ

ューロン､MA､JC､JO を同時に染色した結果を図5A に示す｡また､神経電

気刺激を行うと染色されたニューロンから大きな蛍光強度変化を得ることがで

きた (図5B)｡この方法ではAM タイプ色素のように簡単に不特定多数のニュ

ーロンの染色はできないが､通常の電気生理学実験を行うことのできる技術が

あれば20個程度のニューロンを2時間程度で染色でき､さほど問題とはなら

なかった｡インジェクション法ではガラス微小電極を用いることで電気生理学

的手法を用いることができ､ニューロンの同定が可能であるなどの利点もある｡

また目立った槌色効果も無く､多くの場合長時間 (2時間以上)安定した測定

が可能であった｡

この他､遺伝子導入装置を用いた電気穿孔法による色素導入(Brightetal.,1996;

GiftandWeaver,2000)をアメフラシニューロンでも試みた｡しかしながら､こ

の方法では染色できるまで電圧を上げるとほとんどすべての細胞の応答性が消

失し､実用には耐えなかった｡

以上の結果､アメフラシニューロンのカルシウム感受性色素染色にはインジ

ェクション法を用いるのが最適であると判断した｡また､神経電気刺激により

ニューロンに活動を起こさせると蛍光強度変化を生じたことから､以後の実験

では全てインジェクション法によりニューロンを染色し､蛍光強度の増大とニ

ューロンの活動との関連をより詳しく調べた｡
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2.アメフラシニューロンのスパイク発生に伴う蛍光強度変化

口球神経n3などを電気刺激すると､カルシウム感受性色素を導入したニュー

ロンで蛍光強度の増大が観察された (図4C､図5B)｡この蛍光強度変化はニ

ューロンのどのような活動を反映しているのであろうか?そこで､蛍光強度変

化とニューロン活動の関係を口球神経節内の同定済みニューロンを用いて調べ

た｡

今回の実験ではまず始めにLSM システムを用いて実験を行い､後にEFM シ

ステムを新たに導入した｡LSM システムを用いた実験では､最初にガラス微小

電極を用い神経電気刺激に伴うニューロンの膜電位変化を記録し､その後 LSM

にて神経刺激を行ったときに生じる蛍光強度変化を同じニューロンで記録した｡

それに対し EFM システムを用いた実験では､神経刺激による膜電位変化と蛍

光強度変化を同時に記録することができた く実験方法を参照)｡さらにこの方

法では､ニューロンへ脱分極通電を与えることにより誘発されるスパイク活動

とその時の蛍光強度変化を同時に調べることもできた｡

実験では口球神経節内の多機能介在ニューロン､MAを主に用いた｡このMA

は同側 n3神経に軸策を伸ばしており､この神経を電気刺激することにより逆

行性スパイクとEPSPにより生じるスパイクとの両方を発生する｡同側n3神経

刺激を行ったときの MAの膜電位変化と蛍光強度変化をLSM により別々に記

録した実験結果の一例を図6A示す｡同側 n3神経を一定の刺激条件 (5msec､

10Hz､lV､20パルス)で刺激すると､MAは図6Alのような高頻度スパイク

発火を生じ､その放電頻度は同一刺激条件ではほぼ一定であった｡次に LSM

で同じMAの細胞体領域にROIを設定し､同じ条件で神経を電気刺激すると､

図6A2のような一過的な蛍光強度の増大が生じた｡この蛍光強度の増大は､

ほぼニューロンのスパイク発生時期に一致していた｡また､3種類の同定ニュ

ーロンMA､JO (開口運動ニューロン)､JC(閉口運動ニューロン)を染色し､

esophageal神経の電気刺激に伴いこれらのニューロン細胞体領域から生じる蛍

光強度変化をLSM によって同時に測定した (図6C)｡同側 esophageal神経刺

激 (5msec､33Hz､20パルス､6V)によるこれらのニューロンの膜電位変化を

図6C1に示す｡MAは神経刺激直後から高頻度のスパイクを発火し､それが数
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秒続いた｡JO､JCにはこの間slowEPSPが誘発され､MAの高頻度発火が終了

したときに遅れてスパイク発火した｡LSM を用いて､同一刺激を行った時の

MA､JO､JC の活動を同時測定すると､MA の細胞体領域では刺激直後から大

きな蛍光強度変化が見られたが､JO とJCの細胞体領域では蛍光強度の増大は

刺激より数秒遅れて生じており､この時期はこれらニューロンの発火時期とほ

ぼ一致していた (図6C2)｡以上の結果から､ニューロンのスパイク活動に対

応して蛍光強度変化が生じていると予想された｡しかし､LSM システムによる

測定では､膜電位測定と蛍光強度変化測定は別々に行われており､実際にスパ

イク活動に応じ蛍光強度が増加しているのかを直接的に証明するために､これ

らを同時に記録する必要があった｡そのため､新たにEFM システムを導入し､

膜電位測定と蛍光強度測定を同時に行った｡

EFM システムにより､MA細胞体に微小電極を刺大した状態でこのニューロ

ンの膜電位変化と細胞体領域での蛍光強度変化を同時に測定した一例を図6B

に示す｡同側 n3神経を刺激した時に生じるスパイク活動と細胞体領域での蛍

光強度変化は同時期に生じており､この結果､蛍光強度変化はニューロンのス

パイク活動の時期に生じることが確認された｡更にMAが自発的なバースト発

火をしている時の膜電位と細胞体領域での蛍光強度変化を EFM にて同時に測

定すると､ニューロンのバースト発火によく一致して蛍光強度の一過的な増加

が観察された (図6D)｡これらの結果は蛍光強度変化が､ニューロンのスパイ

ク活動のために生じていることを強く示唆している｡

以上の結果､ニューロンのスパイク活動が細胞体領域での蛍光強度の増加､

すなわち細胞内カルシウムイオン濃度の増加に関与しており､このためカルシ

ウムイメージング法を用いることでニューロンのスパイク活動を検出できると

考えられる｡また､時空間分解能には大きな差があるが､LSM､EFM どちらを

用いた場合でもニューロンのスパイク活動の検出が可能であることも判明した｡

3.スパイク発火に伴う蛍光強度変化の激を部位依存性

本実験ではここまで､スパイク発火に伴うニューロンの蛍光強度変化を細胞

体領域にROIを設定し測定したが,このような蛍光強度変化は測定部位領域に
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より異なるかもしれない｡そこで､空間解像度に優れるレーザー顕微鏡を用い､

測定部位を変えてニューロンのスパイク発火に伴う蛍光強度変化を調べた｡図

7Aは､同側 n3神経の電気刺激 (5msec､33Hz､10パルス､6V)に伴うMA

の細胞体中心部と軸索小丘部 (図上部イメージ内の白枠で示す)での蛍光強度

変化を示す｡また､図7Bは､同側esophageal神種の電気刺激 (5msec､33Hz､

20パルス､6V)に伴うJOのスパイク応答と細胞体中心部と軸索小丘部での蛍

光強度変化を示す｡MAでは刺激直後から､JOでは刺激開始から約5秒ほど遅

れて細胞体中心部､軸索小丘部共に大きな蛍光強度増加を生じ､どちらの場合

にも､軸索小丘部の方が細胞体中心部に比べてより大きな蛍光強度変化を示し

た｡更に JO を用いた実験では､神経刺激から約5秒後にスパイクが発生し､

これに対応して細胞体中心部､軸索小丘部で共に大きな蛍光強度変化が生じた

が､軸索小丘部ではスパイクを発生していない刺激直後から､僅かであるが蛍

光強度の増加が観察された｡この期間は､JOに小さな脱分極が生じている期間

であり､この時の蛍光強度増加はニューロンの脱分極により生じているかもし

れない｡これらの結果､ニューロンのスパイク活動のみをカルシウムイメージ

ングにより検出するためには､細胞体中心部における蛍光強度変化を測定すべ

きであることが示唆された｡また､細胞体全体から蛍光強度変化を測定する場

合､その蛍光強度変化は細胞体中心部から測定したものとほとんど変わらない

事がわかった｡これは､軸索小丘部は細胞体全体に比較すると非常に小さな領

域であり､細胞体全体から蛍光強度変化を測定した場合､軸索小丘部で生じて

いる小さな蛍光強度変化は､全体の中で埋もれてしまうからではないかと考え

られる｡そこで本研究ではこれ以降､蛍光強度変化は全て細胞体全体から測定

した｡

4.ニェ-ロンのスパイク潜動に伴う蛍光強度変化の定量府解析

次に､カルシウムイメージングによってスパイク活動をどこまで定量的に検

出できるかを知るため､スパイク頻度やスパイク発火期間と蛍光強度変化の関

係を詳細に調べた｡これらの実験では､2種類の刺激方法､すなわち神経の電

気刺激と細胞内脱分極通電によりニューロンにスパイクを発生させ､刺激方法
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によるニューロンのスパイク形成機構と蛍光強度変化の関係も調べた｡神経刺

激実験ではLSM システムを､脱分極通電実験ではEFM システムをそれぞれ使

用した｡MAニューロンは同側n3神経刺激によりそのスパイク発火をコントロ

ールし易いため､実験にはこのニューロンを利用した｡

まず､ニューロンのスパイク発火頻度と蛍光強度変化との関係を調べた｡神

経刺激を行った実験 (n=5preparation)では､MAの発火頻度は神経刺激のパル

ス頻度を変えて調節し (それぞれ2.5,5,7.5,10,15,20Hz)､発火期間は刺激パル

スの回数 (それぞれ5,10,15,20,30,40パルス)を調節することによりほぼ一

定 (約2秒間)に保った｡このように同側n3神経を電気刺激することにより､

MA では逆行的スパイクと EPSP加算によるスパイクが生じた｡同一試料で神

経刺激により生じる膜電位変化の記録と蛍光強度変化の記録をそれぞれの刺激

頻度ごとに 10回ずつ繰り返し､平均値と標準誤差を計算した｡ある試料にお

いて､神経刺激により生じた MAの平均スパイク数の時間変化をそれぞれの刺

激頻度に対してグラフ化し図8Aに示す｡平均スパイク数は､個々の試行によ

り生じたスパイク数を0.3秒ごとにカウントし､10試行分を平均したものであ

る｡グラフ中の縦線は SEM (n-10)を示す｡刺激頻度を増大させると MA の

平均スパイク頻度も増加し､刺激期間中ほぼ一定値を保った｡また､同一試料

で膜電位記録と同じ刺激を与え､それにより生じた蛍光強度変化の 10試行分

平均値の時間変化を図8Bに示す (縦線は SEM､n-10)｡蛍光強度はスパイク

発火開始と共に増大し､ほぼ発火終了時期にピークとなりその後減少した｡こ

の時､蛍光強度のピーク値はスパイク頻度の増加に伴って増大した｡ピークに

至るまでの蛍光強度変化の傾きの平均を求め､MA の平均スパイク頻度に対し

てプロットしたグラフを図8Cに示す｡この結果､両者の間には良い直線関係

が得られ､蛍光強度変化の傾きはニューロンのスパイク頻度に比例することが

示唆された｡

さらにEFMシステムを用い､細胞内脱分極通電により生じるスパイク頻度と

蛍光強度変化の関係を調べた (n-6preparation)｡ここではMAに1秒間の異な

る強さの脱分極電流 (4-10nA)を与えて様々な頻度のスパイクを発火させ､そ

の時の膜電位変化と蛍光強度変化を同時に記録した｡図8D～Eはこの実験結

果の一例であり､この MAニューロンでは脱分極通電により1秒間に0-37

21



発のスパイクが発生した｡そのうち1秒間に8発と31発のスパイクが発生し

た時の膜電位変化と蛍光強度変化の同時記録の結果を図8D に示すが､スパイ

ク発火頻度が高いほどより大きな蛍光強度変化を生じた｡図8Eでは図8Cと

同様に､横軸にスパイク頻度を､縦軸に蛍光強度変化の平均傾きをプロットし

た｡この結果､神経刺激の場合と同様に蛍光強度変化の傾きはニューロンのス

パイク頻度に比例することが示唆された｡また､このような関係はMAだけに

限らず､他のニューロン (JC､JOや未同定ニューロン)でも一般的に認められ

た｡以上の結果より､LSM､EFM どちらのシステムを用いても､カルシウムイ

メージングで得られる蛍光強度増大時の傾き,すなわち蛍光強度増加率の大小

はニューロンのスパイク頻度の大小に対応することがわかった｡実際､図8A

では刺激後半になると前半より発火頻度は減少し､これは図8B の蛍光強度変

化の傾きが時間と共に減少していることに対応すると解釈できる｡

ここまでの実験から､蛍光強度の増大はニューロンのスパイク発火の終了時

にほぼピークとなり､その後直ちに減少していく傾向が見られた｡そこで､ニ

ューロンの発火期間と蛍光強度の増加期間に関連があるのかを調べた｡実験は

先ほどの実験同様､2種類の刺激をMAに与えて行った｡LSMを用いた神経刺

激の実験 (n-6preparation)では､刺激パルスの頻度､および刺激強度を一定と

し (5msec､143Hz､0.5V)､刺激回数を変える (10-60パルス)ことでスパイ

ク発火期間を調節した｡それぞれの長さの刺激において膜電位測定､蛍光強度

変化測定を 10回ずつ繰り返し､スパイク数と蛍光強度変化の平均値および標

準誤差を計算した｡このような刺激によりMAが発生したスパイクの数を 0.3

秒ごとに平均し､この時間変化を図9A に示す (縦線は SEM､∩-10)｡この試

料では刺激期間のスパイク発火頻度は刺激直後で高く､その後減少する傾向が

見られたが､刺激期間を変えても初期の時間経過はほぼ同様であった｡同一試

料で刺激期間を同様に変化させた時に生じる蛍光強度変化の時間経過を10試

行平均した結果を図9Bに示す (縦線は SEM､n=10)｡蛍光強度変化のピーク

は刺激期間が増すと増加したが､初期の蛍光強度増大はどの刺激期間でもほぼ

同様の時間経過を示し､ピークに達する時間はニューロンのスパイク発火終了

時にほぼ一致している｡図9Cは各刺激期間について､蛍光強度増加開始から

ピークに至るまでの平均時間をニューロンの平均スパイク発火期間に対してプ
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ロットしたものであるが､これらの良い対応が見られる｡

さらにEFM システムを用い､脱分極通電により生じるスパイクの発火期間と

蛍光強度増加期間の関係を調べた (n=5preparation)｡一定強度 (7nA)で､通

電時間(0.5-2.Osec)のみ変えた脱分極通電をMAに与えてスパイクを発生させ､

そのときの膜電位変化と蛍光強度変化を同時に測定した｡図9Dにその一例を

示す｡この場合もスパイク発火期間が長いほど蛍光強度増大は長く続いた｡同

じ試料におけるスパイク発火期間と蛍光強度の増大期間の関係をプロットする

と図9Eのようになり､この実験でもスパイク発火期間と蛍光強度増加期間が

ほぼ一致することがわかった｡このような関係は､MAニューロンのみならず､

他のニューロン (JO､JC､未同定ニューロン)でも一般的に見られた｡これら

の結果より､LSM､EFM どちらのシステムを用いても､カルシウムイメージン

グで観察される蛍光強度増大の期間はニューロンがスパイクを発火している期

間にほぼ一致することが示された.

5.番数ニューロンにおける蛍光強度変化の何時労政による発火パターンの差

の倹出

アメフラシでは摂食行動中にロ球神経節や脳神経節内のニューロンでリズミ

カルな発火パターンが生じる｡これらのニューロンは､歯舌の突出しと引っ込

め､歯舌の開閉､口の開閉などに応じ発火パターンを形成しており､それぞれ

の役割に応じて発火パターンが異なり､パターンに位相差が生じる｡このよう

な多数のニューロンの発火パターンを同時に記録する様な実験を行う場合､微

小電極を用いたこれまでの手法では物理的に明らかな限界があり､また微小電

極を細胞内に長期間に渡り保持し記録を続けることも困難である｡しかし､こ

れまで示してきたカルシウムイメージング法を用いることにより容易に多数ニ

ューロンの活動を同時記録することができ､5-6時間にわたる長期の記録も可

能であると考えられた｡そこで､この方法を用い､実際に摂食様発火パターン

を示している同定済みニューロンから活動を観察し､このような目的にカルシ

ウムイメージング法を用いることができるかについて検討した｡

cBC神経を電気的に連続頻回刺激すると､MAや JC､JO に摂食行動で見ら
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れるのと類似したリズミカルな発火パターン (疑似摂食パターン)が誘発され

ることが報告されている (Nagal1amaandTakata,1988,1990a)o圏l0Dは､こ

のような疑似摂食パタ-ンをMA とJCから同時に微小電極を用いて細胞内記

録した例で､この場合､MAはJCよりも常に発火が先行していることがわかる｡

MA細胞体は口球神経節内で最も内側に､JC細胞体は中央腹側辺りに存在し､

両者とも細胞体サイズが大きいことから同定が容易である (図10A)｡CBC

神経を連続頻回刺激 (5msec､2Hz､lV)し､カルシウムイメージング法によ

りMAとJCニューロンの発火パターンを同時記録した結果の1例を図10B､

Cに示す｡この刺激によりMA､JC細胞体では共にリズミカルな蛍光強度変化

を生じた｡これらニューロンのリズミカルな蛍光強度変化の位相関係をより明

確にするため､図10Bの30-60秒までの部分を拡大し図10Cに示す｡これ

を見ると､MAの蛍光強度が増大を始める時期はJCよりも早く､またMAの

蛍光強度ピークは常に JCの蛍光強度ピークに先んじていた｡この結果を蛍光

強度変化の定量的解析の結果に照らし合わせ類推すると､MAは常にJCに先だ

って発火し､かつ先に発火を停止していることを意味しており､実際の電気生

理学的手法を用いて得られたデータとよく一致した｡これらの結果より､カル

シウムイメージング法を用いて多くのアメフラシニューロンの発火パターンを

同時に観察し､それらの位相関係を議論できることが示唆された｡

6.ニューロンのスパイク潜動に伴う舶 内カルシウムイオン潜度増加のメカ

ニズム

今回カルシウムイメージングの実験に使用したcalcium green11という色素は､

カルシウムイオンと結合することにより励起光に対する蛍光を増大させる色素

であり､これまで本研究で調べたニューロンではスパイク活動に伴い細胞体で

の蛍光強度が増大していたことから､ニューロンのスパイク活動に伴い細胞体

での細胞内カルシウムイオン濃度が増大しているものと考えられる｡この性質

は､今回主に実験に用いているMA や JO､JCなどのニューロンが持つ特有の

ものなのか､それともニューロン全般に共通したものなのかを調べるため､ど

のような機構によりスパイク活動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度増加が生
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じるのかついて詳しく調べた｡細胞内カルシウムイオン濃度が増大する要因と

しては､大きくわけて2つのメカニズムが考えられる｡1つは細胞外からのカ

ルシウムイオンの流入､もう1つは細胞内ストアからのカルシウムイオンの放

出である｡まず最初の実験として､細胞外からのカルシウムイオンの流入がど

の程度影響を持っているのかを､外液からカルシウムイオンを取り除くことで

調べた｡

図11Aでは､LSM を用い､人工海水中とCa2十Free溶液中におけるMAニ

ューロンの膜電位変化と細胞体での蛍光強度変化を別々に記録した実験の一例

を示す｡同側 n3神経を刺激 (5msec､14.3Hz､30パルス､0.3V)した時のMA

の膜電位変化を測定すると､Ca2'Free溶液中でもスパイクは発生し､そのスパ

イク頻度も人工海水中で刺激した場合と変わらなかった (図11Al)｡同一ニ

ューロンにて､それぞれの溶液中で同じ刺激を行ったときの細胞体での蛍光強

度変化を10回試行繰り返し､その平均値と標準誤差を計算した結果を図11A2

に示す (縦線は SEM､n-10)｡この結果から､人工海水中ではスパイク活動に

応じ蛍光強度変化を生じているが､Ca2+Free溶液中ではスパイクが生じている

にも関わらず全く蛍光強度変化を生じていない事がわかる｡図11Bでは JOm

ニューロン (Nagahamaandlnoue,1999)を用い同様の実験を行った｡JOmニュ

ーロンは､JCと同調して脱分極し､JCよりも少し後から放電をはじめ､JCが

放電を追えた後も引き続き放電をしっづける開口運動ニューロンである｡JOm

ニューロンは同側 n2神経に軸策を伸ばしており､この神経を刺激することで

逆行性スパイクを発生させることができる｡口球神経節を人工海水､もしくは

ca2'Free溶液中に浸し､同側 n2神経刺激 (5msec､20Hz､40パルス､0.4V)

を行うことによりこのニューロンにスパイクを発生させた時の細胞内電位記録

と細胞体での蛍光強度変化をEFMにて同時に記録した結果を図11Bに示す｡

このニューロンでも､Ca2十Free溶液中ではスパイクを発生したにも関わらず蛍

光強度変化は完全に消失した｡同様の結果は他の口球神経節ニューロンでも観

察され､これらの結果は､ニューロンのスパイク発火に伴う細胞体での細胞内

カルシウムイオン濃度の増加には細胞外カルシウムイオンの存在が必須で､細

胞外よりカルシウムイオンが流入するために生じていることを示している｡

細胞外からのカルシウムイオンの流入には幾つかの機構が考えられるが､ス
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パイク発生､つまり電位変化に伴い生じていたことから,電位依存性カルシウ

ムイオンチャンネル (voltage-gatedcalcium channel,VGCC)が関与している可

能性が高いと考えられた｡そこで､スパイク発火に伴う細胞体での細胞内カル

シウムイオン濃度増加にこのチャンネルが関与しているかについて調査した｡

脊椎動物における電気生理学的､薬理学的実験に基づき､VGCCは幾つかのタ

イプに分類されることが報告されている (Nowychyeta1.,1985;Regan,1991;

Zhangeta1.,1993)｡また脊椎動物で使用されたものと同じvGCCに対する特異

的阻害剤が､無脊椎動物のVGCCを分類するために用いられている(Edmondset

a1.,1990;Fossiereta1,,1994;MaandKoester,1995)｡これらのVGCCに対する特

異的阻害剤を用い､MA において､スパイク発火に伴う細胞体での細胞内カル

シウムイオン濃度増加にどのタイプのVGCCが関与しているのかについて調べ

た｡ニッケルイオンやamilorideを細胞外溶液に加えることでTタイプのVGCC

を選択的に阻害することが知られている (Kitseta1.,1997;Tangeta1.,1988;

TodorovicandLingle,1998;Vianaeta1.,1993)｡同側n3神経を神経刺激し､NiC12

(100PM､5msec､14.3Hz､30パルス､1.5V)またはamiloride(500LIM､5msec､

14.3Hz､30パルス､0.4V)を細胞外溶液に添加した時のMA細胞体での蛍光強

度変化を薬剤添加前と比較した (図12A､B)｡これらの薬剤の添加前後で､

神経刺激により生じる蛍光強度変化に差は無かったことから､TタイプのVGCC

はスパイクに伴う細胞体での細胞内カルシウムイオン濃度増加に関与していな

いと考えられる｡同様にして､同側 n3神経を神経刺激し､NタイプvGCCの

特異的阻害在oICOnOtOXinGVIA(5pM)やp/QタイプvGCCの選択的阻害剤O-

agatoxinTK(300nM,Teramotoeta1.,1995)を細胞外溶液に添加した時のMA細

胞体での蛍光強度変化を薬剤添加前と比較した (図12C､D)｡しかし､これ

らの薬剤を細胞外溶液に添加しても､その添加前後で神経刺激により生じるMA

細胞体での蛍光強度変化に差は現れなかった｡これらの結果から､T､N､P/q

タイプのVGCCはニューロンのスパイク活動に伴う細胞体での細胞内カルシウ

ムイオン濃度増加に関与していなOと考えられる｡これらに対し､Lタイプの

vGCCの阻害剤である nifedipine(10LAM)を用いた場合には､異なる実験結果

を得た (図13)｡LSM を用いた実験では (図13A)､膜電位変化と蛍光強度

変化は別の試料を用い実験を行っている｡これは初期の実験において､nifbdipine
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を洗浄後 1時間経った後にスパイク活動に伴う蛍光強度変化を測定すると､蛍

光強度変化がまだ回復しなかったことから､nifedipineの効果はほぼ不可逆的で

あると考えられるためである｡nifedipineを細胞外溶液に添加すると､同側 n3

神経刺激により生じる MAのスパイク発火には特に影響を与えなかった｡しか

し､蛍光強度変化の方はこれを加えることで約半分にまで抑制された0EFM を

用いた膜電位変化と蛍光強度変化の同時記録を行った場合にも (図13B)､

nifedipine添加前後でほぼ同様にMAのスパイクが生じているが､蛍光強度変化

は半減した｡これらの結果は､アメフラシニューロンにおいて､LタイプvGCC

がスパイク発火に伴う細胞内カルシウムイオン濃度の増加に関与していること

を示している｡

人工海水中､Ca2+Free溶液中または nifedipine(10pM)添加後の蛍光強度変

化のピーク値を全実験について比較した結果を図13Cに示す｡ca2'Free溶液

中では蛍光強度変化がほぼ消失しており (n=5)､nifedipineを用いた場合は蛍光

強度変化が約半分 (56,0±4.7%,n-8)にまで減少した｡また､それぞれコント

ロールとの差は有意であった (P<0,001,twosamplet･test)｡これらの結果より､

ニューロン細胞体ではスパイク発生時にカルシウムイオンが細胞外から流入し､

これにはLタイプのVGCCが寄与していることが示唆された｡また､Lタイプ

のVGCCはニューロンに一般的に存在することから､一般的なニューロンのス

パイク活動をカルシウムイメージング法により検出できると考えられる｡
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考察

1.アメフラシニューロン潜動粛寮へのカルシウムイメージング法の適用

本実験では､カルシウムイメージング法をアメフラシニューロン活動の観察

に用いることができるのかについて詳しく調べた｡カルシウムイメージング法

を行うためにはカルシウム感受性色素を細胞内に導入しなければならず､最初

に細胞内へ色素導入を行うためにはどの手法が最も優れているのかについて調

べる実験を行った｡カルシウム感受性色素を神経細胞に導入する手法は､AM

型色素を用いるbulk染色法 (FrielandTsien,1992;Kyroziseta1.,1995;Tareiluset

alリ1995)､軸策断端からの逆行的染色 (coxandFetcho,1996;McClellaneta1.,

1994;0'Donovan eta1.,1993)､微小電極､パッチ電極を用いたインジェクショ

ン法 (Jonaseta1.,1997;Knoxeta1.,1996;SugimoriandLlinas,1990)の3種類が

主に用いられている｡この中で最も容易に多数の細胞を染色できるのが AM 型

色素を用いる方法であり､これを用いることができれば顕微鏡観察可能な神経

節内の全てのニューロン活動を同時に検出できる可能性があると考えた｡そこ

で､この色素を用いアメフラシロ球神経節内のニューロンを染色しようと試み､

様々な条件下 (温度､時間､色素濃度､界面活性剤の有無等)で培養したが､

いずれの場合も染色することができなかった｡また､特に口球神経節のニュー

ロンのみが染色できないという訳ではなく､他の神経節 (脳神経節､足神経節､

側神経節)のニューロンも同様に染色できなかった｡一般的にAM 型色素は脊

椎動物の細胞を染色するのに良く用いられているが､これまでに無脊椎動物で

は昆虫を除き､この色素により染色されたという報告は無い｡この原因として､

無脊椎動物では AM 型色素が細胞膜を透過できない､または細胞内にあるエス

テラーゼ活性が弱いため AM 型色素が通常の色素に変換されないためではない

かと考えられる｡逆行的染色では､10,000MW のデキストランタイプの色素や､

それよりも早く拡散するといわれている 3,000MW のデキストランタイプの色

秦 (Fritzsch,1993;PopovandPoo,1992)を用い､少数の試料で幾つかのニュー

ロンの染色には成功したが､一般的にニューロンの形態を確認するために用い

られるコバルトバックフィル染色をアメフラシ (Aplysiacallfornica)の口球神
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経節ニューロンに適用した場合と比較しても (scotteta1.,1991)､染色されたニ

ューロンの数が非常に少なかった｡これは､デキストランタイプの色素の大き

さや軸索内での拡散の遅さ等が影響を及ぼしているのではないかと考えられる｡

また､小型のニューロンがほとんど染色されなかったことから､細い軸策を持

つニューロンは染色され難いのかもしれない｡さらにこの方法では特定の神経

に軸策を伸ばすニューロンは染色できるが､神経節内にしか軸策が無い介在ニ

ューロンなどは染色できず､他の方法に比べ染色に非常に時間がかかり､単離

試料で染色した場合､ニューロンの活性が落ちる可能性が高いという問題があ

る｡これらの方法と比較して､インジェクション法ではガラス微小電極を刺入

できる全てのニューロンで､確実に染色可能である｡高濃度の色素溶液を用い

ることにより､1つの細胞当りの染色時間を短くすることができ､アメフラシ

ニューロンの場合､巨大なものを除き通常 3-5分の過分極通電で十分に染色で

きた｡長時間の微小電極保持が困難な小さなニューロンの場合では∴染色時間

は30秒ほどでも十分であった｡この操作を繰り返すことにより多数のニュー

ロンを短時間で染色することができた｡そして､この方法により染色されたニ

ューロンはそのスパイク活動に伴って蛍光強度変化を示し､長時間 (2時間以

上)安定して記録をとることも可能であった｡このことは､カルシウムイメー

ジング法は､長時間微小電極を保持することが難しい非常に小さなニューロン

でも､その活動を長時間観察することができることを示している｡この方法の

問題点としては､電極刺入によりニューロンが壊れる場合がある､染色できる

ニューロン数にはある程度限度があるといったことが挙げられる｡しかし､こ

れらの3つの方法を総合的に比較すると､アメフラシニューロンでカルシウム

イメージング法を用いるためにはインジェクション法によりカルシウム感受性

色素を細胞内に注入するのが最も適していると考えられる｡

また､本実験では蛍光強度測定のために2種類の機器を利用した｡1つはLSM

で､もう1つはEFMである｡本実験で利用したLSMはEFM よりも空間解像

度に優れていたが､時間解像度は明らかにEFM に劣っていた｡EFM ではニュ

ーロンにガラス微小電極を刺しその膜電位変化を測定し､かつ同時にカルシウ

ムイメージングにより蛍光強度変化を測定することができ､この点でも LSM

に勝っていた｡さらに EFM を用いた場合､ニューロンに脱分極通電を与え直
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接興奮させることもできた｡それぞれの機器には特性があるが､今回の実験で

はどちらの機器を用いても神経刺激時又は脱分極通電時に生じるニューロンの

スパイク活動を検出することができた｡しかし､どちらの機器を用いても､ア

メフラシニューロンで検出可能なスパイク活動はバースト発火している場合で

あり､ニューロンの1発のスパイク活動を検出することはできなかった｡これ

は､LSM の場合時間解像度が悪く､1発のスパイクのような早く小さい蛍光強

度変化を捉えることができないためであると考えられる｡EFMの場合には最大

で±0.5%もの測定ノイズが生じており､1発のスパイクにより生じる小さな蛍

光強度変化はこのノイズ上では信号として認識できないためであると考えられ

る｡

2.動を部位による蛍光強度変化の差違

無脊椎動物の神経系では､神経節から生じている神経は､通常､求心性神経

と遠心性神経を共に含んでいる｡そのため､微小電極をニューロン細胞体に刺

入し､神経を電気的に刺激した時の電位変化を観察した場合､逆行性のスパイ

クとEPSP加算により生じるスパイクが観察される｡カルシウムイメージング

によりこのようなニューロン活動を観察した場合､スパイク活動に伴う細胞内

カルシウムイオン沸度変化だけでなく､シナプス活動により生じる細胞内カル

シウムイオン濃度変化も同時に検出している可能性がある｡

本実験では､軸策小丘での蛍光強度変化が常に細胞体中心部での蛍光強度変

化より大きいという結果を得た｡このような結果は､脊椎動物で得られた軸策

部の方が細胞体部より大きな蛍光強度変化を生じるという結果(Jaffeeta1.,1992;

Lev-Ram eta1.,1992;Midtgaardeta1.,1993;RegehrandTank,1992;Svobodaetal"

1997)と良く一致する｡ニューロン活動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度の

増加は細胞外からのカルシウム流入により生じることから､このような現象は､

単に細胞体部位と軸策小丘での体積に対する表面積の割合 (surfTace･volum e

ratio)の違いにより生じているのかもしれない｡しかしながら､図7で示した

JOを用いたの実験では､軸策小丘部の蛍光強度は刺激開始から数秒間スパイク

活動が無いにも関わらず僅かながら増加していた｡無脊椎動物のニュ-ロンで
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は､一般的に脊椎動物の樹状突起とは異なり､細胞体から樹状突起が出ておら

ず､シナプス情報が軸策小丘の近辺に集中し､これがスパイク生成に関わって

いるのではないかと考えられている｡このようなシナプス活動が軸策小丘での

細胞内カルシウムイオン濃度増加に関わっているために､軸索小丘では細胞体

中心部よりも大きな蛍光強度変化を生じ､EPSPに伴う蛍光強度の増加といっ

た現象が生じている可能性がある｡このような可能性以外にも､この領域に低

閥値型のカルシウムチャンネルが高濃度で極在しているため､軸索小丘部と細

胞体中心部での蛍光強度変化の差異が生じている可能性もある｡これに対し､

細胞体部位での蛍光強度変化はニューロンのスパイク活動に対応してのみ生じ

た｡これらの結果から､ニューロンのスパイク活動を検出するためには細胞体

から蛍光強度変化を記録するべきであることが示唆される｡

3.ニューロンのスパイク潜動とそれに伴う蛍光強度変化とのBg係

本実験では､アメフラシのニューロンにおいて､そのスパイク活動がカルシ

ウムイメージングにおける蛍光強度変化と対応していることを示した｡そして､

より定量的な実験により､ニューロンのスパイク頻度は蛍光強度の増加率に対

応し､その発火期間は蛍光強度の増加期間と一致することを示した｡ニューロ

ンのスパイク活動と蛍光強度変化との関連は､脊椎動物において幾つか報告さ

れている (LevITovandO'Donovan,1995;0'Donovaneta1.,1993;0'Malleyeta1.,

1996)｡中でも脊椎動物であるゼブラフイシュのマウスナ-細胞では1発のス

パイクに対応した非常に大きな蛍光強度変化が観察されている (0'Malleyeta1,,

1996)｡このようなスパイク活動と蛍光強度変化の関係は､細胞内電極を利用

せず､カルシウムイメージング法の結果からニューロンのスパイク活動がどの

ように生じているのかを推測するためには非常に重要である｡実際､擬似摂食

放電パターンを発生させたときのMA とJCのニューロン活動をカルシウムイ

メージングにより同時記録した実験において､これらのニューロンで生じる発

火パターンの位相差をカルシウムイメージングの結果のみから十分に類推する

ことができるOまた､MAのリズミカルな成分を除いた蛍光強度を見ると､刺

激直後大きく増加し時間と共に少しずつ下がる傾向があり､これは実際電気生
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理学的手法により記録した場合､MAニューロンが連続頻回神経刺激直後に高

頻度でしばらく続くスパイク発火を発生している現象 (NagahamaandTakata,

1990a)を示しているのではないかと類推できる｡更に JCにおいて､リズミカ

ルな蛍光強度変化が時間と共に徐々に小さくなっていったのは､神経刺激によ

り引き起こされるリズミカルな活動中に､徐々にこのニューロンのスパイク活

動が減少すること (NagahamaandTakata,1990a)を示していると類推できる｡

カルシウムイメージングの実験では､スパイク活動により生じた蛍光強度の

増加分は､スパイク活動終了後ゆっくりと静止レベルにまで減衰した｡また､

蛍光強度は無限に増加しつづけるわけではなく､その増加量には限界が存在す

る｡カルシウムイメージングによって捕えられる蛍光強度変化のこのような特

性は､例えばニューロンの高頻度スパイク発火が非常に長期に渡り続く場合や､

発火パターンのリズムがとても早い場合には､カルシウムイメージングによる

スパイク活動の類推を妨げる要因となる可能性がある｡アメフラシの摂食リズ

ムでは､そのリズムの1サイクルは4秒程度､バーストの期間はその 70%以下

であることが多く､このレベルのリズミカルなスパイク活動は問題無くカルシ

ウムイメージングで捕えることができた｡スパイク活動により増加した蛍光強

度がゆっくりと静止レベルにまで減衰していく原因は､細胞内カルシウムイオ

ン濃度の制御機構により細胞内カルシウムイオン濃度がゆっくり減少している

からなのかもしれない｡また､今回使用している色素 (calcium Green-1)のカ

ルシウムイオンに対するアフィニティーが高いことが影響を与えているかもし

れない (Kd=190nM;RegehrandAtluri,1995)｡カルシウムイオンへのアフィニテ

ィーが低い色素 (Furaptra､BTC等)を用いた場合､より早い蛍光強度の減衰

が生じるが､これらの色素の蛍光強度変化はアフィニティーの高い色素に比べ

非常に小さい (RegehrandAtluri,1995)｡本実験で用いた､CalciumGreenllはア

メフラシニューロンのスパイク活動に伴い大きな蛍光強度変化を生じさせ､ま

たそれらの間に良い相関が観察された｡これは､この色素がアメフラシニュー

ロンにおけるスパイク活動により生じる細胞内カルシウムイオン濃度変化の範

囲にちょうど適合しているからなのかもしれない｡この色素と同様の蛍光スペ

クトル特性を持つ nuo･3を用いた場合にも､同様の結果が得られると考えられ

るが､calcium Green-1の方が高カルシウムイオン濃度の場合に大きな蛍光を生
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じることや静止時の蛍光強度が強いことなどの利点を持つ｡

また､カルシウムイメージング法では､ニューロンのリズミカルなバースト

のが生じている間､細胞内カルシウムイオン濃度が高まっていることを示して

いる｡この細胞内カルシウムイオン濃度の増加は､セカンドメッセンジャー

(Gerdayeta1.,1988;Nishizuka1992)や遺伝子発現 (RocheandPrentki,1994)と

いった機能に何らかの影響を与えている可能性がある｡また､これはリズミカ

ルなバーストを引き起こしたり､それを維持することにも必要なのかもしれな

い (Wilsoneta1.,1996)｡今後､細胞内カルシウムイオン濃度減少と Calcium

Green-1の蛍光強度減少との間の関係についてより詳しく調査せねばならない｡

4.スパイク潜動に伴う路線内カルシウムイオン顔度堵加のメカニス､ム

本実験において､細胞外溶液中からカルシウムイオンを取り除くと､ニュー

ロンは人工海水中と同様にスパイクを発生したが､それに伴う細胞内カルシウ

ムイオン濃度の増加は生じなくなった｡これは､細胞外からのカルシウムイオ

ンの流入がスパイク活動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度増加に必要不可欠

であることを示している｡このカルシウムイオン流入のメカニズムとして最も

可能性の高いものは､電位依存性カルシウムイオンチャンネル (VGCC)であ

る｡VGCCは脊椎動物､無脊椎動物で薬理学的､電気生理学的に幾つかのクラ

スに分類されている (Edmondseta1.,1990;Fossiereta1,,1994;MaandKoester,

1995;Nowyckyetalリ1985;Regan,1991;Teramotoeta1.,1995)｡実際幾つかの動物

で､特定タイプのVGCCがスパイク活動に伴うカルシウムイオン濃度増加に関

与しているという研究結果が報告されている (Jaffeeta1.,1992;Lev-Ram eta1.,

1992;McClellaneta1.,1994;Midtgaardetall,1993;0'Donovan eta1.,1993;Regehr

andTank,1992;Vianaeta1.,1992;Yusteeta1.,1994)｡本実験ではこれらのVGCC

に対する特異的阻害剤を用い､どのタイプのVGCCがアメフラシニューロンに

おけるスパイク活動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度の増加に関与している

のかを調査した｡この結果､Lタイプ vGCCの特異的阻害剤である nifedipine

のみが､実験で使用した全てのニューロンにおいてスパイク発火には影響を与

えず､スパイク活動に伴う蛍光強度増加を約半分にまで抑制した｡これは､L

33



タイプvGCCが､アメフラシのニューロンでスパイク活動に伴う細胞内カルシ

ウムイオン濃度増加に関与していることを示している｡この結果は､ラットの

CAlニューロンの細胞体より得られた結果とよく一致する (RegehrandTank,

1992)｡また､Lタイプの VGCCはほとんどのニューロンに存在すると考えら

れることから､カルシウムイメージングによるニュ-ロンのスパイク活動の検

出は､ほとんど全てのニューロンで可能であると考えられる｡

アメフラシ (AplysiaCalzfornica)の口球神経節では､N､Pタイプのカルシウ

ムチャンネルが､B4/5ニューロンのシナプス前末端領域での伝達物質放出に関

わっているという報告がある (Fossiereta1.,1994)｡このB4/5ニューロンは日

本産アメフラシ (Aplysiakurodai)の MA に相当すると考えられている｡しか

し､今回の実験では､N､PタイプvGCCの特異的阻害剤はMAにおけるスパ

イク活動に伴う細胞体での細胞内カルシウムイオン濃度増加に対しては何ら影

響を示さなかった｡それゆえ､N､Pタイプ vGCCはシナプス末端に局在し,

この慣域での細胞内カルシウムイオン濃度増加に関与しているが､細胞体領域

にはほとんど存在しないのかもしれない｡

また､今回の実験ではLタイプvGCCを阻害するだけでは､細胞外溶液をカ

ルシウムフリー溶液にした場合とは異なり､完全に蛍光強度変化を消失させる

ことができなかった｡これは､今回の実験で使用した全ての特異的阻害剤が効

かないようなカルシウムチャンネルがスパイク活動に伴う細胞内カルシウムイ

オン濃度増加に関与している可能性を示している｡モノアラガイ (Limnaea

stagnalis)のニューロンでは､脊椎動物では知られていない VGCCが報告され

ている (Kitseta1.,1997)｡このようなチャンネルがアメフラシのニューロン活

動に伴う細胞内カルシウムイオン濃度の増加に関与している可能性がある｡そ

の他にもナトリウムチャンネルを通るカルシウムイオン流入 (Bakareta1.,1971;

Browneta1.,1975)や非選択的カチオンチャンネルを通るカルシウム流入

(Magoskieta1.,2000)等が関与しているかもしれない｡これらの可能性を探る

実験が今後必要である｡
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5.まとめ

本実験で､アメフラシニューロンにおいて､カルシウムイメージング法によ

りニューロン活動を観察し､またその蛍光強度変化の様子からニューロンのス

パイク活動を類推できることがわかった｡また､スパイク活動に伴う細胞内カ

ルシウムイオン濃度増加のメカニズムの研究より､LタイプのVGCCがこれに

関与していることが示され､このチャンネルは動物のニューロンに広く分布し

ていることから､カルシウムイメージングによりアメフラシの広範なニューロ

ンの活動を検出し､推測することができると考えられる｡このような結果は､

カルシウムイメージング法を用いることにより､動物の神経回路網の研究に対

し電気生理学的手法では困難な新たなアプローチが可能であることを示してい

る.この方法を用いることにより､同時に多数のニューロンからニューロン活

動を記録し､それらのニューロンの発火パターンを様諭したり､電気生理学的

実験を組み合わせてニューロンの発見､同定をより容易に行うことができるの

ではないかと期待される｡
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第2章

カルシウムイメージング法を用いた海藻味刺激に応答する

アメフラシ脳神経節内ニューロン群の探索
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序論

1.本研究の目的

これまでアメフラシの摂食行動に関わる神経回路の研究が､口球神経節や脳

神経節で非常に多く行われてきた (ChurchandLloyd,1994;Coheneta1.,1978;

EvansandCropper,1998;Hurwitzetal･,1994,1999;MortonandChiel,1993a,1993b;

NagahamaandTakata,1988,1989,1990a,1990b;PerrinsandWeiss,1996,1998;

Roseneta1.,1991;SanchezandKirk,2000;Xineta1.,1999)｡しかし､まだその全

容が解明されたわけではない｡これらの神経節内には 103-105個のニューロン

が存在すると考えられるが､その中で同定済みのニューロンはわずか一部にし

か過ぎない｡このため､未同定である多くのニューロンの働きを知ることが､

摂食行動に関わる神経回路網の解明のために必要であると考えられる｡

これまで､ニューロンの同定は電気生理学的手法のみを用い行われてきた｡

しかし､闇雲にガラス電極を細胞内に挿入し､ニューロンの性質､機能を調べ

ていくのでは効率が悪い｡どの辺りのニューロンが行動時に反応を示している

のかという位置情報を得ることができれば､より効率的にニューロンの同定が

行えるはずである｡

近年､サルや人を実験対象として fMR､MEGや pETといった手法を用いた

脳機能解析が行われるようになってきた (Kanwisheretal.,1997;Koeppeta1.,

1998;Lameta1.,2001)｡この手法により､活動しているニューロンがどの辺り

に存在しているのかを､時空間軸上で非侵略的に調べることができる｡アメフ

ラシではこれら方法を用いることは不可能であるが､解剖下の動物において､

前章で示したカルシウムイメージング法を利用し､同様の調査を行うことがで

きるはずである｡本実験では､同時に多数のニューロン活動を検出できるカル

シウムイメージング法を用い､アメフラシ脳神経節内で海藻味刺激に応答を示

すニューロンを探索することを目的とした｡このために､頭部と脳神経節から

なるプレパレーションを作成し､口唇部へ海藻味刺激を与えたときのニューロ

ン活動をカルシウムイメージングにより調べた｡海藻味刺激に反応を示したニ

ューロン群は､摂食時に何らかの役割を果たしている可能性がある｡これらの
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ニューロンの具体的な働きを知るために､幾つかのニューロンに対し電気生理

学的手法を用い､ニューロンの同定を試みた｡この研究を通じ､神経回路網の

研究に新たな手法としてイメージング法を利用することの有用性を示したい｡

2.アメフラシの神経節

アメフラシには､幾つかの神経節がある (図14)｡腹部神経節､側神経節は

えら引っ込め反射や水口引っ込め反射の実験で良く知られ (clearyandByrne,

1993;FrostandKandel,1995;Kandel,1979;Walterseta1.,1993)､足神経節は動物

の移動や姿勢に関与し (HallandLloyd,1990;McPhersonandBlankenship,1992;

Nagal1amaeta1.,1993;XinandKupfermann,1995)､口球神経節では摂食に関与す

る実験が多数行われている (Borovikoveta1.,2000;Chieleta1.,1988;Cohenetalリ

1978;EvanSandCropper,1998;Hurwitzetall,1994,1997;MortonandChiel,1993a,

1993b;NagahamaandTakata,1988,1989,1990a,1990b;PlummerandKirk,1990;

Roseneta1.,2000a,2000b)｡本研究で用いた脳神経節は､これらの神経節に対し

神経を伸ばし､動物の様々な行動に関与するニューロンが存在することが知ら

れている (Mackeyetalリ1989;RaymondandByrne,1994;Rosenetal,1982,1991;

Teykeetalリ1990;Xineta1.,1996,2000)｡アメフラシでは､これら研究に用いら

れている神経節以外にも､小さな神経節が幾つか存在する｡

アメフラシでは､これらの神経節内に存在するニューロンの細胞体はオレン

ジイエロー系の色をしたものが目立ち､他の組織などと容易に見分けることが

できる｡更にその細胞体のサイズが大きいことから､電気生理学的実験を行う

のに都合が良い｡アメフラシと同様に神経回路網に関する実験動物として良く

用いられているモノアラガイでは､ニューロン細胞体の大きさが小さく､また

ナメクジやマイマイでは､その上にニューロンと組織の区別がつきにくいため､

アメフラシと比較し電気生理学的実験を行うことは容易でない｡神経節内では､

これらのニューロン細胞体は葡萄の房の様に集まっており､このような房をク

ラスターとして分類している (JahanーParwarandFredman,1976)｡脳神経節内で

は現在までに､これらのクラスターにそれぞれ A～M までのアルファベットが

与えられている.1つのクラスターには数十～数千個のニューロンが存在する
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と考えられている｡それぞれのクラスター内で､運動ニューロン､感覚ニュー

ロン､介在ニューロンなど様々な働きを示すニューロンが同定されてきている

が､全ニューロン数に比較するとその数は少ないといえる｡

3.アメフラシ摂食行動とそれに関与する神経機構

日本産のアメフラシは餌としてアオサやワカメといった海藻を好んで食べる｡

動物が摂食を行う場合､まず餌を認識せねばならない｡餌を認識するための重

要な手がかりは何らかの化学的シグナルや触覚であると考えられる｡アメフラ

シでは口唇部や前触角にある感覚ニューロンにより､これらのシグナルを感知

すると考えられている (Kandel,1979)｡受容されたシグナルは､頭部組織から

伸びる左右3対の神経､ULABn(Upperlabialnerve)､LLABn(Lowerlabialnerve)､

ATn(Anteriortentacularnerve)を通じ脳神経節内へと送られるq そして､脳神

経節を含む神経節内で記憶に基づき認知 ･判断されると考えられる｡その後､

動物は自らの判断に基づき､中枢パターン発生器 (CPG:centralpatterngenerator)

回路網を通じて運動ニューロンの働きを調節し､運動 (行動)を引き起こす｡

アメフラシの脳神経節は､ULABn､LLABn､ATnを通じて口唇部と､CBC

を通じて口球神経節と繋がっており､摂食行動に関わるニューロンが多数存在

すると考えられ､実際に幾つかのニューロンが同定され､研究されてきている

(chieleta1.,1986,1988;Hurwitzeta1.,1999;PerrinsandWeiss,1996,1998;Rosen

eta1.,1979,1982,1991;SanchezandKirk,2000;WeissandKupfermann,1976;Xinet

a1.,1996,2000)｡しかしまだ､神経回路網の中でどのように情報が処理され､

摂食行動が引き起こされるのかについて完全に明らかにされているわけではな

い｡

脳神経節内では味覚情報の入力経路を調べるため､神経活動依存的に取りこ

まれると考えられている色素を用い､味刺激により応答を示すニューロンの分

布が研究され (池田 2001)､この結果､A､B､Gクラスターのニューロンが多

数染色されることがわかった｡A､B クラスターについては防御反応に関連す

る運動ニューロンが存在するという報告がある (Teykeeta1.,1989)｡Gクラス

ターに存在するニューロンは､セロトニンを含有する巨大ニューロンである
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MCC (WeissandKupfermann,1976)を除きその機能は不明であるが､ULABn､

LLABn､ATnからのコバルトや biocytinによる逆行染色の結果から､これらの

神経へ軸索を伸ばすニューロン細胞体が多数存在することがわかっており

(Jahan-ParwarandFredman,1976;池田,2001)､このことから､感覚や運動とい

った機能を有するニューロンがこの領域に存在すると予想された｡そこで今回

の実験では､カルシウムイメージング法を用い､G クラスターやその周辺領域

で実際に海藻味刺激に応答を示すニューロンを探索し､かつ一部のニューロン

についてその機能を電気生理学的手法により明らかにした｡
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略語

ATS:anteriortentacleshorteningmotoneuron

ATn:anteriortentacularnerve

CBC:cerebralbuccalcomective

CPC:cerebralpedalcormective

CPIC:cerebralpleuralcornective

LCG:lip-closlngmotorneurOninGcluster

LLABn:lowerlabialnerve

LOG:lip-openlngmotorneurOninGcluster

MCC:metacerebralcell

ULABn:upperlabialnerve
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実験方法

実廟動物と港虜

実験で用いたE]本産アメフラシ (Aplysiakurodai)は11月から翌年7月まで

の間､兵庫県洲本市､又は福井県三方郡三方町にて採取したものを用いた｡採

取した動物は､14-15℃の人工海水を満たし､エアポンプ､ろ過装置を取り付

けた水槽内で飼育した｡動物採取時に餌となるアナアオサ (UIvapertusa)を同

時に採取し､これを 150リットルの人工海水を満たしエアポンプを取り付けた

水槽内で飼育した｡餌は1日1回適量のアオサを動物に与えた｡本実験では水

槽内で3日以上飼育し､きちんと餌を食べ､体重が50-150gの動物を用いた｡

瀞定用試料の作成

本研究では､reducedpreparationを使用した (Nagahamaeta1.,1998;図15)｡

解剖のために､動物の体重の 20-30%に当たる等張塩化マグネシウム溶液

(0.4M)をシリンジにて腹腔内に注入し､麻酔を施した｡麻酔後､動物を解剖

台の上にピンで固定し､解剖用ハサミを用いて前触角､口唇部､脳神経節を取

り出した｡脳神経節と前触角､口唇部を繋ぐ左右3本の神経 upperlabialnerve

(ULABn)､lowerlabialnerve(LLABn)､anteriortentaclenerve(ATn)を残し､

これ以外の脳神経節から伸びる全ての神経を切断した｡また､前触角､口唇部

へ伸びる血管を確保し､これにポリエチレン製チューブを差し込み､血管潅流

を行った｡前触角､口唇部と脳神経節は､表面をシルガード (Dow)でコーテ

ィングしたアクリル製測定用チェンバーにそれぞれ腹側を上にし虫ピンで固定

した｡このチェンバーは2つのコンパートメントに分けられており､その一方

に脳神経節を､もう一方に前触角､口唇部をピン止めした｡それぞれのコンパ

ートメント間をワセリンで完全に仕切り､お互いの溶液が交じり合わない様に

した｡脳神経節を覆う上皮組織を眼科手術用ハサミで取り除き､脳神経節内の

細胞体を直接目視できるようにした｡解剖後は､人工海水を 0.5-1.Oml/minの

流速で常に血管濯流し続けた｡
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カルシウムイメージング

カルシウム感受性色素､calcium Green-1はインジェクション法により細胞内

に導入した｡4% Calcium Green-1hexapotassium salt(MolecularProbes)水溶液

をガラス微小電極の電極内溶液として用い (電極抵抗 :10-20ME2)､ニューロ

ン細胞体に刺入し､12-18nA,2-5分の過分極通電を行うことで､電気泳動的

に色素を細胞体に注入した｡通電時間､通電強度は染色するニューロン細胞体

のサイズが大きいものほど長く､強くしている｡この操作を繰り返すことで多

数のニューロンを染色した｡色素を導入後､測定用チェンバーをステージ固定

式落射蛍光顕微鏡 (BX50WIstage-fixedmicroscope;Olympus)のステージに固定

した｡蛍光強度変化測定時の励起光発生装置として SpectraMASTER(Olympus)

を用い､488mm を中心に 15mm の波長幅の光を励起光として試料に照射した｡

生じた蛍光はダイクロイックミラー (DM510)とバリアフィルター (BA515)

を通過したものを冷却 ccDカメラで捉えた｡イメージは 5×5または 3×3の

どニングをかけ､20-25names/secの速度で 90-120秒間取得した｡これらの

機掛 まMERuNimagingsystem (Olympus)を用い操作され､このソフトを用い

てデータの取得､解析を行った｡得られたデータは一旦パーソナルコンピュー

タ (Dell)上のハードディスクに蓄えられ､その後 MO ディスク (Mitsubishi

chemical)にコピーし保存した｡実験では､測定開始より20-30秒後にパスツ

ールピペットを用い､0.3-0.5mlの人工海水又はアオサ抽出液を口唇部に与え

ることにより刺激を行った｡一度刺激を行った場合､次の刺激を行うまでに人

工海水で洗浄後15分以上の間隔を空けた｡この間常に前触角､口唇部は一定

流速で血管潅流を行った｡1つのプレパレーションで､それぞれの刺激を 2-6

回行い､蛍光強度変化を測定した｡

電気全署学府男顔

細胞内電位記録 とニューロン形態を記録するために､4%の 5(6)-

carboxyfluorescein(Eastman Kodak)を含む 0.1M 酢酸カリウム溶液をガラス微

小電極の電極内溶液として用い､これをニューロン細胞体に刺入した く電極抵
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抗 :10-20ME2)｡細胞外筋電位はポリエチレン製吸引電極 (直径 :200-400LAm)

を用い測定した｡今回の実験で筋電位を測定した筋は､前触角や口唇部の内部

に存在するため､通常のプレパレーションの状態ではどこに吸引電極を取りつ

けても筋電位は測定できなかった｡そこで細胞外筋電位を測定するために､前

触角､又は口唇部の外表皮を解剖用ハサミとピンセットを用いて一部剥し内部

の筋を露出させ､そこへ吸引電極の先端を取りつけた｡前触角や口唇部の横方

向の動きは､それぞれ運動ニューロンを脱分極通電した時に最も大きな動きが

生じる領域にフックを取りつけ､アイソトニックトランスデューサー (TDl12S;

NihonKohden)を用い測定し､その信号をA･D変換ボード (MacADIOSII又は

InstruNet;GW instruments)によりデジタル化し､膜電位変化と共にパーソナル

コンピュータ (PowerMac7100/80AV又はPowerMac7500/100;Apple)とデー

タ取得 ･波形解析用プログラム (SuperScopHI;GW instruments)を用い記録し

た.膜電位変化は微小電極用増幅器 (MEZ･8201又はMEZ-8301;NihonKohden)

で処理後､前置増幅器 (AVM-ll)付きオシロスコープ (vc-ll;NihonKohden)､

又はストレイジオシロスコープ (AD-5141;AND)にて観察し､A-D変換ボー

ドを介し､パーソナルコンピュータとデータ取得 ･波形解析用プログラムを用

い記録した｡全てのデータはMOディスク (MitsubishiChemical)に保存した｡

全ての実験終了後､5分間､10-12nA の過分極通電を与えることにより色素

(5(6)-Carboxynuorescein)を細胞体へ電気泳動的に注入した｡その後､LLABn､

ULABn､ATnを全て切り離し､前触角､口唇部を取り除き､12-24時間冷蔵庫

の中で4℃にて保存した｡これによりニューロンの細部まで色素が行き渡らせ､

レーザー顕微鏡 (LSM-310;Zeiss)にてニューロンの形態を観察し記録した｡

溶液

本実験で使用した人工海水の組成は以下の通りである｡

人工海水 (ASW):NaC1470;KClll;CaC12ll;MgC1225;MgSO425;Tris-HC110

(pH7.8-7.9)

刺激用のアオサ抽出液はそれぞれの実験前に作成した｡採取し培養した 10g

のアオサをすり鉢で 10-15分すり潰し､これに 15mlの人工海水を加え､室温
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で 20分間スターラーを用いて擾拝する｡この溶液を遠心チューブに入れ､高

速冷却遠心機 (Kubota)にて10,000G､4℃､20分間遠心分離し､その上清をア

オサ抽出液として用いた｡
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結果

1,腰神経節内ニューロンの浄粛味刺激に対する応答

前章で検討した様に､アメフラシニューロンにおいて､スパイク活動をカル

シウムイメージングにより検出できることが判明した｡本実験ではこれを用い

て､アメフラシ脳神経節内で味刺激に応答するニューロン群の探索を行ったO

味刺激に応答するニューロンの中には､味情報の受容､処理などに関与するニ

ューロンが含まれていると考えられることから､これらのニューロンが摂食神

経回路網の要素である可能性が高い｡カルシウムイメージングにより味刺激に

応答するニューロンを探索し､その位置を知り､スパイク発火パターンを類推

することは､摂食回路網に関与するニューロンを新たに同定するために役立つ

と考えられた｡

アメフラシ脳神経節では､ニューロン細胞体が幾つかの領域に集合して存在

し､それぞれがクラスターとして分類されており (Jahan-ParwarandFredman,

1976)､ニューロンの活動依存的に細胞内へ娘りこまれると考えられる色素杏

用いた研究で､口唇部への味刺激に応答する可能性のあるニューロンが多く含

まれるクラスターの候補が調べられた (池田 2001)｡この実験で､脳神経節腹

側では主に A､B､G クラスターがその候補として上げられた｡これらのクラ

スターの内､A､B クラスターでは頭部引っ込め反射に関与する運動ニューロ

ンが存在するという報告 (Teykeeta1.,1989)があり､摂食行動とは別の機能を

果たしていると考えられるが､G クラスターに存在するニューロンに関しては

まだ機能がわかっておらず､摂食神経回路網に関与する可能性がある｡そのた

め､このクラスターとその周辺領域に存在するニューロンについて注目し､カ

ルシウムイメージング法を用い､実際に味刺激に応答するニューロンが存在す

るのか､またどのような活動を示すのかを調査した｡

G クラスターとその周辺領域のニューロンの海藻味刺激に対する応答をカル

シウムイメージング法により検出した実験例を図16に示す｡この実験の場合､

Gクラスターとその周辺額域に存在する 20個のニューロンを､インジェクシ

ョン法によりカルシウム感受性色素､calciumGreen-1で染色した｡図16A2
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の赤枠内で囲まれている領域がGクラスターにあたる｡測定開始から20秒後

に刺激として口唇部へアオサ抽出液を与え､全体で120秒間測定した｡刺激

前後の蛍光画像を比較すると､幾つかのニューロンで明らかに蛍光強度が増加

していた (図16A)｡海藻味刺激に対し蛍光強度変化を示した10個のニュー

ロンに図16Al中で番号をつけ､これらニューロンの細胞体領域に ROIを設

定し､それぞれのニューロンの蛍光強度変化をグラフ化したものが図16Cで

ある.これらのニューロンの応答は､リズミカルなものや一過的な応答を示す

もの等様々で､全てのニューロンが同じような蛍光強度変化､すなわちスパイ

ク活動を示したわけではなかった｡この結果から､G クラスター及びその周辺

領域には味刺激によりスパイク活動を示すニューロンが多数存在し､そのスパ

イク発生パターンもニューロンにより異なることが示唆された｡

2.潜藻疎刺激に対するGクラスターニューロンの応答

アメフラシの脳神経節の上皮組織を取り除いたとき､G クラスターには大き

なニューロン細胞体が多数見られる.これらのニューロンの中には､すでに同

定されているMCCニューロンが存在し (WeissandKupfermarn,1976)､それ以

外にも比較的大きな細胞体(150-200pm)を持つニューロンが多数存在する｡G

クラスターの中には ULABn､LLABn､Arnに軸索を伸ばすニューロンが存在

し (Jahan-ParwarandFredman,1976)､最初に示した様に､このクラスターには

アオサ抽出液刺激に対し反応するニューロンが存在した｡そこで､このクラス

ターのニューロンを多数染色し､海藻味刺激に対する応答をカルシウムイメー

ジングにより同時記録し､応答を示すニューロン細胞体の位置やその活動に特

徴があるのかを調査した｡

G クラスターに存在するニューロン細胞体はこのクラスター内でやや球状に

配置しており､顕微鏡観察において全てのニューロンに焦点を合わせることが

難しいため､出来るだけ多くのニューロンから大きな蛍光を得られるように焦

点を調節し画像を取得した｡また､MCCのようなあまりにも巨大なニューロ

ンは､染色できない場合があった｡これは､染色時間が不足したためかもしれ

ない｡図17A-Cでは､カルシウムイメージングによるGクラスターニュー
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ロンの海藻味刺激に対する応答を観察した結果の一例を示す (全8プレパレー

ション)｡この実験で染色した Gクラスタ-内の16個のニューロンを図17

A に擬似カラー像で示し､アオサ抽出液を口唇部に与えたときの､これらのニ

ューロン細胞体の蛍光強度変化を図17Bに､人工海水により刺激した時の蛍

光強度変化を図17Cに示す｡それぞれのニューロンの蛍光強度変化はグラフ

中で色分けして示す｡口唇部への人工海水刺激では､ほとんど蛍光強度変化が

生じなかった｡それに比べ､口唇部への海藻味刺激では非常に大きな蛍光強度

変化が5つのニューロンで生じた (6､13､14､15､16番のニューロ

ン)｡このグラフでは小さすぎて判別できないが､3､5番のニューロンも僅

かながら一時的な蛍光強度変化を生じていた｡また､13番のニューロンは刺

激前にも蛍光強度変化が生じており､自発的活動を行っているのではないかと

考えられる｡前章の結果から､蛍光強度変化はニューロンのスパイク活動を表

しており､その蛍光強度変化の傾きや変動の様子から､ニューロンのスパイク

活動を類推できる｡G クラスターでのカルシウムイメージングの結果から､海

藻味刺激に対しリズミカルなバースト発火又は持続的なスパイク発火をするニ

ューロンが存在し､これらのニューロンは弱い触刺激にはほとんどスパイク発

火を示さなかったと考えられる｡海藻味刺激により蛍光強度変化を示したニュ

ーロンは､G クラスターの辺側部に特に多く存在した｡また､全てのプレパレ

ーションにおいて､G クラスターの中央部から神経節中央側にかけて存在する

大きい細胞体を持つニューロンではほとんど反応が得られなかった.さらに､

別のプレパレーション (3/8preparation)では図17Dのような特徴的な蛍光強

度変化を示すニューロンが存在した｡このニューロンでは口唇部へのアオサ抽

出液刺激により直ちに大きな蛍光強度変化を生じたのだが､その後非常に早い

リズムの蛍光強度変化の振動 (0.5-2Hz)が見られた｡これは非常に早いリズ

ム性のバースト発火を示していると考えられる｡このニューロンでは､刺激前

にも自発的に早いリズム応答を生じている場合があった｡このような性質を持

つニューロンはGクラスターの神経節中央前側に存在した｡
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3.港粛味刺激に対するGクラスター周辺紺 ニューロンの応答

本実験では G クラスター以外に､その周辺領域に存在するニューロンの海藻

味刺激に対する応答についても観察した｡まず､G クラスターから見て後側方

部に存在するニューロンについて調べた｡この領域は図18Aの赤枠内で示す

位置に相当する｡この領域の外側部にはすぐに軸索束が見え､それを挟んで E

クラスターが存在した｡この領域には中一小サイズ (<8叫m)のニューロン細

胞体が顕微鏡下で観察できた｡稀に1､2個のやや大きいニューロン細胞体

(100-15叫m)が Gクラスター近辺に観察される場合もあった｡また､この領

域は､通常ニューロン細胞体が散在している様に見える場合が多いが､数例の

プレパレーションでは多数のニューロンが集まって存在するように見えたこと

もあった｡実験では脳神経節の上皮組織を取り除いているため､この操作によ

りこの領域のニューロンが壊れた可能性がある｡この領域に存在するニューロ

ンの海藻味刺激に対する反応をカルシウムイメージング法により観察し､味刺

激に応答するニューロンが存在するのかについて調査した｡

この領域では､16プレパレーションを用いその応答について調査し､その

1例を図18に示す｡この例では右脳神経節内の5つのニューロンを染色した

(図18A2)｡1番のニューロンのすぐ外側 (画面左側)には軸索束が見えた｡

口唇部ヘアオサ抽出液､又は人工海水を与えた時の､これらのニューロンの蛍

光強度変化を図18B､Cにそれぞれ示す｡この5つのニューロン中3つのニ

ューロン (1､2､3番)で､人工海水刺激ではほとんど蛍光強度変化が見ら

れなかったが､海藻味刺激では刺激直後から蛍光強度が大きく増加し､その後

リズミカルな蛍光強度変化が生じた｡これらの結果から､この領域に存在する

ニューロンの幾つかは､口唇部への海藻味刺激により､リズミカルなバースト

発火をすると考えられる｡また､これらのニューロンに生じたリズミカルな蛍

光強度変化を良く見ると､それらの位相に差が生じていたことがわかる｡この

動物の摂食時には口球､歯舌等で様々なリズミカルな運動を生じるので､この

ようなニューロン発火パターンの位相差は摂食行動時に生じる何らかのパター

ンを表しているのかもしれない｡

同様にして､先ほどの領域よりも神経節中央側 に存在するニューロンの反応
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について調査した｡この飯域は脳神経節の中央に近い領域で､背側で Fクラス

ターと呼ばれている領域の裏側にあたると考えられる｡この領域に存在するほ

とんどのニューロンの細胞体は 5叫m 以下のもので､ガラス微小電極を挿入し

たときにスパイク応答がほとんど見られないニューロンが多かった｡また､こ

の領域に存在するニューロンは､Gクラスター内のニューロン等に比較して染

色時､または染色後に壊れることが非常に多かったOこの債域のニューロンを

幾つか染色し､これまでの実験と同様に､カルシウムイメージングにて味刺激

によるニューロンの応答を観察した (12プレパレーション)｡このような実

験の一例を図19に示す｡この実験では図19Alの赤枠で示す領域のニュー

ロンをカルシウム感受性色素で染色したが､そのうち幾つかは実験前後で壊れ､

その残骸が図19A2の擬似カラー像内にも見られた｡口唇部への海藻味刺激

および人工海水刺激を行ったときに､これらのニューロンで生じた蛍光強度変

化をカルシウムイメージングにより測定した結果を図19B､Cに示す｡この

4つのニューロンのうち3､4番のニューロンは､海藻味刺激に対し小さい蛍

光強度変化を示したが､人工海水刺激では全く蛍光強度変化を生じなかった｡

これらのニューロンは海藻味刺激に対してのみスパイクを発火すると考えられ

る｡1,2番のニューロンは海藻味刺激､人工海水刺激どちらに対しても全く

蛍光強度変化を示さなかった｡この領域で口唇部への海草味刺激に対するニュ

ーロン応答をカルシウムイメージングにより観察した場合､このプレパレーシ

ョン以外の全てのニューロンは､1､2番のニューロンと同様にほとんど蛍光

強度変化を示さなかった｡これらのニューロンは海藻味刺激に対しスパイク応

答を示さないと考えられる｡最初に述べた様に､この領域のニューロンは壊れ

やすく､存在するニューロンの数に比較して少数のニューロンからしか応答を

調べられなかったが､今回の結果からはこの領域内のニューロンは味刺激に応

答するものが少なく､摂食神経回路網に関わるニュ-ロンもGクラスターなど

に比べ少ないことが類推される｡
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4.蔚鹿角を動かす運動ニェ-ロンの同定

これまでの結果で示した様に､G クラスターやその周辺領域には口唇部への

味刺激に対し蛍光強度変化､すなわちスパイク発火を示すニューロンが多数存

在し､それらニューロンの位置も判明した｡カルシウムイメージングの実験で

は色素導入時に電気生理学的手法によりニューロンの性質を調べることが可能

であり､これら味刺激に応答するニューロンの同定を試みた｡

まず､海藻味刺激に対しリズミカルな応答を示すニューロンが存在した､G

クラスターから見て後側方部の領域でニューロンの同定を試みた｡この領域で

は､カルシウム感受性色素で染色するために刺大した電極により脱分極通電を

与えることで前触角を縮ませるニューロンが存在した｡このニューロンの海藻

味刺激への応答をカルシウムイメージングにより観察すると､リズミカルな蛍

光強度変化､もしくは長期に渡り増加する蛍光強度変化を示し､この時実際に

前触角は動いていた｡これらのことから､G クラスターから見て後外側に存在

するニューロンの中には､前触角を縮ませるように動かす運動ニューロンが存

在するのではないかと予想された｡そこで､このニューロンについて詳しく調

べ､同定を行った｡

始めに､5(6)-Carboxyfluoresceinを細胞内に注入し､その形態を調べた結果を

図20Aに示す｡このニューロンの細胞体は 80LAm程度の大きさで､1本の軸

索を持っている｡この軸索は脳神経節内で2度大きく屈曲し､同側Arnに向か

い､そこから末梢の方へと伸びていた｡ATnはその途中で幾つか分枝している

が､このニューロンの軸索はArnの最初の分枝で二股に分かれていた｡このニ

ューロンの樹状突起は､主にATnに入るまでの神経節内軸索から生じ､ニュー

ロパイル中に埋もれていた｡

右脳神経節にあるこのニューロンに脱分極通電を与えると､図21Aの横縞

で示す領域で､前触角が縮むような動きが生じた｡この様にこのニューロンは

同側の前触角のみを収縮させる｡この時生じた張力を張力計で測定した場合､

ニューロンの高頻度スパイク発火が生じた後､やや遅れて大きな張力が発生し

た (図21B)｡このニューロンが実際に運動ニューロンかどうかを調べるため､

前触角の動きが生じる位置に吸引電極を取りつけ､このニューロンのスパイク
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に対応した筋電位を取れるかを調べた｡前触角を収締させる筋は､前触角の内

部に存在するため､動きの生じる領域に直接吸引電極を取りつけても筋電位は

観察できなかった｡そこで､この領域の外表皮の一部を内部の筋が傷つかない

様に注意して取り除き､そこへ吸引電極を取りつけ筋電位を測定した｡図21

Cにその一例を示す｡また､この結果の一部を拡大したものを図21Dに示す｡

このニューロンのスパイクと筋電位は一定の遅れをとって1:1に対応してい

た (latency-65.8±1.1ms(mean±SD))ことから､この結合は単シナプス性で

あると考えられる｡これらの結果は､このニューロンが実際に運動ニューロン

であることを示している｡そこでこのニューロンを前触角短縮運動ニューロン

(anteriortentacleshorteningmotoneuron,ATS)と名づけた｡

口唇部へアオサ抽出液を与えたときの､ATSの膜電位変化の例を図21Eに

示す｡海藻味刺激によりArSには高頻度スパイク発火とそれに続くややリズミ

カルなバーストが誘発された｡これらの結果より､摂食時､このニューロンの

働きによりリズミカルな前触角の動きが生じるのではないかと考えられる｡

5.口唇を併願させる運動ニューロンの同定

カルシウムイメージングの実験で､G クラスター内では側方部に存在するニ

ューロンにおいて口唇部への海藻味刺激に対する応答が特に多く見られた｡こ

の領域には G クラスターの中では比較的小さめから中サイズのニューロン

(50-10叫m)が集まっており､これらのニューロンの中には､カルシウム感受

性色素を負荷するために刺大した電極より脱分極通電を与えられることで口唇

部や前触角を動かすものが存在した｡これらのうち､口唇部を開く動きを生じ

させるニューロンと､閉じる動きを生じさせるニューロンに着目し､この二つ

のニューロンの同定を行った｡

まず､ 口唇部 を開く動きを生 じさせ るニュー ロンの形態 を､5(6)-

carboxyfluoresceinを注入することで調査した結果の一例を図20B に示す｡こ

のニューロンは Gクラスター内の前側方部に細胞体があり､1本の軸索を持っ

ていた｡腹側からGクラスターを見た場合､このニューロンの細胞体は他のニ

ューロン細胞体の下に埋まっている場合もあった｡軸索はM クラスターの後側
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を通り同側 ATnより口唇部へ向かっていた｡樹状突起は細胞体から ATnに入

る前の神経節内軸索より生じていた｡

このニューロンの機能と性質を電気生理学的実験により調べた結果を図22

に示す｡図22Aでは､右脳神経節内に存在するこのニューロンを興奮させた

とき動きが生じる位置を横縞で､動きの方向を矢印で示す｡このニューロンの

活動により同側の口唇部で非常に明らかな開方向の動きが生じ､容易に他のニ

ューロンと区別できた｡この時の張力を測定すると､口唇開方向への大きな張

力を観察できた (図22B)｡このニューロンが実際に運動ニューロンであるか

を調べるため､外表皮を剥ぎ取ることで内部の筋を露出させ､そこから筋電位

を測定した結果､このニューロンのスパイクに1:1に対応して筋電位が生じ

たO(図22C)さらにこれを確認するため,このニューロンのスパイクと筋電

位を重ね合わせて表示すると (図22D)､このニューロンのスパイクと筋電

位は常に一定の遅れ (60.6±0.7ms(mean±SD))を伴い生じたことが明らかで

あり､この結合は単シナプス性であると考えられる｡以上の結果より､このニ

ューロンは口唇を開方向に動かす運動ニューロンであることが判明し､このニ

ューロンを開Jj唇運動ニューロン (lipopeningmotorneuroninGcluster､LOG)

と名づけた｡また､口唇部への海藻味刺激を行ったときに生じるこのニューロ

ンの膜電位変化を図22Eに示している｡LO｡では海藻味刺激後､非常にリズ

ミカルなバースト発火が観察された｡

同様にして口唇を閉じる動きを生じさせるニューロンの同定を行った｡この

ニューロンの形態を 5(6)-carboxyfluoresceinを注入することで調査した結果の一

例を図20Cに示す｡このニューロンはGクラスター内の後側方部に細胞体が

あり､1本の軸索を持っていた｡細胞体の大きさはほぼ LO｡と同じ大きさであ

った｡軸索はまっすぐ外側に向かい､同側 ATnに入り口唇部へ向かっていたO

樹状突起は細胞体からArnに入る前の神経節内軸索より生じていた｡これまで

その形態を示してきた ATS､LO｡､そしてこのニューロンの樹状突起は皆ほぼ

同じ領域に存在し､同じような経路を通る軸索を持っていることに気付く｡

図23Aでは､右脳神経節内に存在するこのニューロンを興奮させたとき動

きが生じる位置を横縞で､動きの方向を矢印で示す｡このニューロンは､LOG

が動かす領域とほぼ同じ部位を動かし､その方向は LO｡の動きとは逆方向で､
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口を尖らせるような動きを生じさせた｡実際にこのニューロンが運動ニューロ

ンであるかを調べるため､図23Aの横縞の位置から筋電位を測定すると､こ

のニューロンのスパイクと一定の遅れ (68.2±0.8sec(mean±SD))を取り1:

1に対応する筋電位が観察された (図23B)｡これらの結果から､このニュー

ロンは口唇部を閉方向に動かす運動ニューロンであることが判明し､閉口唇運

動ニューロン (1ipclosemotorneuroninGcluster､LCG)と名付けた.

LO｡と LC｡の両方の細胞体にガラス微小電極を刺入し､口唇部ヘアオサ抽出

液を与え刺激した結果を図24に示す｡アオサ抽出液刺激により､LO｡には直

ちに大きな脱分極が生じ､高頻度のスパイクを発生したが､LCGは徐々に脱分

極が大きく､スパイク発火頻度が高くなった｡そしてその後､LOGとLCG共に

リズミカルなバースト発火を生じた｡これらのバースト発火の位相はLOGとLCG

の間で少しずれており,LO｡の方が先に発火を開始し､先に発火を終えるよう

なパターンが見られた｡また､これらのニューロンには一部同期した興奮性又

は抑制性の入力が見られた｡
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考察

1.カルシウムイメージング法を用いたニューロンの尿穿

本実験では､多数ニューロンの活動を同時に観察するカルシウムイメージン

グ法を利用し､アメフラシ脳神経節内で海藻味刺激に応答するニューロンの探

索を行った｡アメフラシの脳神経節内では､ニューロンがいくつかの房のよう

に集まって存在しており､これをクラスターとして分類している (Jahan-Parwar

andFredman,1976)｡それぞれのクラスター内には多数のニューロンが属し､そ

のうち幾つかについては電気生理学的にその性質や機能が調べられ､一部は摂

食神経回路網に関わることが示されている(Chieleta1.,1986,1988;FoxandLloyd,

1998;Hurwitzeta1.,1999;PerrinsandWeiss,1996,1998;Roseneta1.,1979,1982,

1991;Sanchezeta1.,2000;Teykeeta1.,1990;WeissandKupfermann,1976)｡しかし､

味刺激に関してはほとんどのニューロンで研究されておらず､どの辺りのどれ

くらい数のニューロンが応答を示すのか､その応答はどのようなものなのかは

不明である｡味刺激に応答するニューロンは摂食行動に関与している可能性が

高く､このようなニュ-ロンを探し出し､その機能を調べることは摂食神経回

路網の研究を進める上で重要であると考えられる｡脳神経節内にはまだ研究さ

れていないニューロンが多数存在し､これらの中に味刺激に応答し､摂食行動

に際し重要な働きを持つものが残されていると考えられる｡このようなニュー

ロンを探し出すためには､1つ1つニューロンを調べ上げていくよりも､多数

のニューロン活動を同時に観察する方がはるかに効率的である｡

今回はこのような実験を行うため､カルシウムイメージング法を利用した｡

前章で述べた様に､アメフラシニューロンではカルシウムイメージング法を利

用することによりニューロンのスパイク活動を検出することができる｡他の研

究で､電位感受性色素を用い､多数ニューロンの活動を観察､解析した報告も

存在するが (wueta1.,1994)､電位感受性色素の毒性や槌色の早さ､蛍光強度

変化の小ささ､特殊な装置が必要であること等多数の問題があり､本実験では

用いていない｡またアメフラシでは最高7つのニューロンを同時に電気生理学

的に記録した報告もあるが (ChurchandLloyd,1994),このような測定は技術的

55



に非常に困難で､また､それより多数のニューロン活動を記録することは物理

的に不可能に近い｡これらに比べ､カルシウムイメージングは技術的にも易し

く､多数のニューロン活動を長時間記録するのに優れている｡

動物の行動中のニューロン応答を観察するには､解剖を行わず元のままの動

物を用いて海藻味刺激により生じる多数のニューロンの応答を同時に観察する

ような実験が最も望ましい｡しかし､このような実験を行うことは現在の技術

では不可能だと考えられる｡これまでの研究により､日本産アメフラシではア

オサを好んで食べることが知られており (Nagahamaandshin,1998)､reduced

preparationを用いることで､口唇部へのアオサ抽出液刺激により摂食応答が発

現することが知られている(Nagahamaeta1.,1999)｡このような報告から､reduced

preparationを用いカルシウムイメージング法で口唇部への海藻味刺激を行った

時のニューロン活動を観察することで､脳神経節内で生じる摂食応答が観察さ

れると考えられる｡

2.潜粛味刺激により生じる腰神経節内ニューロンの潜励

脳神経節内のニューロンのうち､摂食行動に関与するものは主にMクラスタ

ーやEクラスターで研究が進んでいる (Hurwitzeta1.,1999;Morgan etal.,2000;

PerrinsandWeiss,1996,1998;Rosenetal.,1991;Xineta1.,1999)｡しかしGクラス

ターのニューロンは細胞体が大きく､電気生理学的手法を用いることが容易で

あるにもかかわらず､MCCを除き (FoxandLloyd,1998;KohandJacklet,1999;

Roseneta1.,1989;WeissandKupfermann,1976)ほとんど機能がわかっていない｡

今回の実験で､口唇部への海藻味刺激に対し､このクラスターに存在する多数

のニューロンが応答を示すことが判明した｡これらの味刺激に応答したニュー

ロンは､位置的にはGクラスター内の側方部に多く見られ､中央部にある多数

の巨大なニューロンはほとんど応答を示さなかった｡カルシウムイメージング

で得られた蛍光強度変化の結果から､このクラスターには､海藻味刺激により

リズミカルなバーストが長期に続くようなニューロンや､長期に渡り発火を続

けるニューロン､刺激時に一過的なスパイク応答を示すニューロン､ほとんど

スパイクを発火しないニューロン等様々なニューロンが存在することが予想さ
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れる｡これらニューロンのスパイク応答の違いは､えら引っ込め反射の場合と

同様に､摂食行動におけるそれぞれのニューロンの機能差異を示しているかも

しれない (Zochowskieta1.,2000)｡幾つかのプレパレーションでは､口唇部へ

の海藻味刺激により､非常に早いリズミカルな応答 (0.5-2Hz)を示したニュ

ーロンが存在した｡膜電位の振動は､嘆覚で重要な働きをしていることが報告

されており (Gelperin,1999)､また同期した膜電位の振動は脊椎動物の脳で高

次の機能を果たすために必須であると考えられている (Singer,1993)｡無脊椎

動物では､ナメクジ (Lima)のPCローブで､その中にあるBurstingニューロ

ンの活動のため､局所場電位 (localfieldpotential)が振動することが報告され

ている (Delaneyeta1.,1994:Kleinfeldeta1.,1994)｡アメフラシGクラスター内

で非常に早いリズミカルな蛍光強度変化を示すニューロンは､早いサイクルの

バースト発火をしていると考えられ､この活動は Limaxの PCローブにある

Burstingニューロンの活動と似ており､同様の機能を持っているのかもしれな

い｡

また､G クラスターの周辺領域でも､口唇部への海藻味刺激に対し応答を示

すニューロンが幾つか存在した｡G クラスターの後側方部にある領域に存在す

るニューロンの幾つかは､口唇部への海藻味刺激に対しリズミカルな蛍光強度

変化を示した｡この領域に存在するニューロンに関する研究報告は全く無く､

本実験においてはじめて､この領域内のニューロンが海草味刺激に反応を示す

ことが判明し､摂食行動に関与している可能性が示唆された｡この領域より神

経節中央側の領域に存在するニューロンでは､口唇部への海藻味刺激に対しほ

とんど応答を観察できなかった｡この領域は脳神経節を背側から見た場合 Fク

ラスターといわれている領域で､このクラスター表層にあるCFTニューロンは､

ATnを刺激することで過分極することが報告されている (Ruba払ineta1.,1999)｡

口唇部へ与えられた味情報の一部はArnを通じ脳神経節内に伝えられると考え

られており (Jahan-Parwar,1972)､このようなニューロンは口唇部への味刺激

や触刺激により抑制される可能性がある｡これと同様に､今回調査したこの領

域に存在するニューロンも､口唇部への味刺激により抑制入力を受けている可

能性がある｡

カルシウムイメージングでは1発のスパイクのような小さな活動を捉えるこ
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とは難しく､スパイク応答は生じているのだがそれを捉えきれていない可能性

もある｡このことから､今回の実験で海藻味刺激に対し蛍光強度変化を示さな

かったニューロンの中に低頻度でスパイクを発火しているものが存在するかも

しれない｡このような活動を捕捉するためには､より高感度の実験手法が必要

になってくる｡このような問題も残ってはいるが､今回の実験で明らかになっ

た海藻味刺激に応答するニューロンについては､今後これらの機能や､すでに

同定済みのニューロンとの結合様式の解析などが必要になるだろう｡また､他

の神経節や脳神経節の他のクラスターにおいても､同様の方法を用い味刺激に

応答するニューロンを探ってみることも必要だと思われる｡

3.蔚励角度線運動ニューロン､園口唇運動ニューロンとBg口唇運動ニューロ

I

カルシウムイメージングの実験では､口唇部への海藻味刺激によりGクラス

ター内やその周辺領域において幾つかリズミカルな蛍光強度変化を示すニュー

ロンが存在した｡ニューロンのリズミカルな活動は動物のリズミカルな運動を

生じさせるために重要であり､これらのニューロンが様々な神経回路網の中で

重要な働きを担っている可能性がある｡本実験で､口唇部への味刺激によりリ

ズミカルな蛍光強度変化を示した幾つかのニューロンは､電気生理学的に詳し

く調べた結果､口唇部または前触角を支配する運動ニューロンであることが判

明した｡

通常アメフラシは､摂食時に口球､歯舌､口唇が明らかにリズミカルな運動

を示す｡前触角の動きは摂食時に見られる場合もあるが､必ずしも常に生じる

わけではなく､判別も難しい｡摂食時における前触角の動きには､例えば食物

の保持等を強めるなどの機能が考えられるが､詳しくは判っていない｡しかし､

今回使用したほとんどのプレパレーションでは､口唇部へ海藻抽出液を与える

ことにより明らかな前触角の動きが生じた｡この前触角の動き､特に縮ませる

ような動きの一部は､今回新たに同定した前触角短縮運動ニューロン (ATS)

の働きにより生じると考えられる｡カルシウムイメージングの実験ではこの領

域で3-4個のリズミカルな応答が見られる場合があったことや､電気生理学
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的実験でこの領域のニューロンを調べたとき､まれに前触角の先端側を動かす

ようなニューロンが見つかることもあったことから､この領域には前触角の異

なる領域を動かす運動ニューロンが片側に数個存在している可能性がある｡

このような､触角を短縮させる動きは動物の防御反応にも関与している可能

性がある｡例えば､マイマイ (Helix)では､脳神経節内にある C3ニューロン

が触角の運動ニューロンであることが知られており､これが触角引っ込め反射

に関わることが知られている (ChaseandHall,1996;PrescottandChase,1999;

prescotteta1.,1997)｡アメフラシでは､防御行動である頭部引っ込め反射の一部

は､摂食行動には関与しないBクラスターニューロンにより生じているという

報告がある (Teykeeta1.,1989)｡アメフラシの口唇部や前触角に侵害刺激を与

えた場合､前触角の引っ込め反応も生じることから､今回新規同定された ATS

はBクラスターニューロンと関連して､この動物の防御反応にも関与している

かもしれない｡

本実験では､ATS以外に､口唇部を動かす開口唇運動ニューロン (LOG)と

閉口唇運動ニューロン (LCG)を同定した｡アメフラシ (Aplysiacallfornica)の

脳神経節Eクラスター内では､C15､C16､C17が同側のimerlipを動かし､口

を開かせる運動ニューロンであると報告されている (PerrinsandWeiss,1996)｡

C15､C16､C17はそれぞれ前､中､後方の imerlipを動かすのに対し､LO｡､

LCGは outerlipを開又は閉方向に動かした｡この違いは動物の行動時における

これらのニューロンの役割が異なることを示唆するかもしれない｡

動物の規則的な行動には､CPG が関与していると考えられる｡今回同定した

3種の運動ニューロンもリズミカルな発火パターンを示し､これらのニューロ

ンの発火パターンは CPG により形成されていると考えられる｡今回の実験で

用いたプレパレーションは､口唇部､前触角､脳神経節からのみで構成され､

口球や口球神経節など他の要素は全て取り払われている｡それにも関わらず､

このプレパレーションでは口唇部に海藻抽出液を与えることで､今回同定した

ニューロンにリズミカルな発火パターンを生じさせた｡これより､ATS､LOG､

LCoの発火パターンを形成するCPGは脳神経節内､もしくは末梢領域に存在す

ると考えられる｡これは､Perrinsと Weiss(1996)の見解と一致する｡現在の

ところ､ArS､LO｡､LC｡の発火パターンを形成する CPG については何も解ら
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ないが､単離標本で他のニューロンにリズミカルなスパイク活動を誘発させる

ことの出来る脳神経節内のニューロンであるC15や CBI(CBM) 等がこれらニ

ューロンのCPGに関与しているかもしれない (Hurwitzeta1.,1999;Narusuyeand

Nagahama,inpress;PerrinsandWeiss,1996;Roseneta1.,1991)O

口唇部への海藻抽出液刺激により生じたLOGとLCGの発火パターンは､これ

までに口球神経節内で同定され研究されてきた JO､JCニューロンの発火パタ

ーンとよく似ている (NagahamaandTakata,1988)｡LO｡とLC｡では､口唇部へ

の海藻味刺激により生じるリズミカルなバースト発火において､LO｡が常に先

に発火開始し先に発火を終え､更にこの2つのニューロンは完全に逆位相で発

火するのではなく､一部発火時期が重なり合っていた｡JOとJCでは､JOが先

に発火開始し先に発火を終え､2つのニューロンの発火時期はやはり一部重な

り合っている｡このような発火パターンは､口唇や口球を開く､閉じるという

完全に逆の運動が生じる場合でさえ､それぞれの運動が同種の運動ニューロン

の活動のみにより生じるのではなく､むしろ逆の働きを持つ運動ニューロンと

の協調により絶妙に調節されている可能性を示唆している｡また､一連の摂食

行動において､口球､歯舌､口唇の動きは協調しているはずであり､LO｡やLC｡

をリズミカルに駆動させるCPGと､口球神経節内にある摂食 cpGとは協調し

ている可能性が高いと予想される｡今後,これらのニューロンの CPGを明ら

かにし､現在までにすでに同定されている摂食神経回路網 (Cohenetal,,1978;

EvansandCropper,1998;Hurwitzeta1,,1994;MortonandChi母l,1993a,1993b;

NagahamaandTakata,1988,1989,1990)との関連を明らかにすることで､動物に

行動を起こさせる神経機構の一端をより明らかにしていきたい｡

4.まとめ

本実験では､アメフラシの脳神経節において､カルシウムイメージング法を

用いることで口唇部への海藻味刺激により生じる多数ニューロンの活動を同時

記録した｡これにより､今まであまり機能が調べられていなかった脳神経節内

の領域で､多数のニューロンが味刺激に応答していることが示され､それらニ

ューロン細胞体の位置情報やその活動に関する情報がもたらされた｡これらの

60



ニューロンは､摂食行動時に何らかの役割を担っているニューロンであるかも

しれない｡さらに､これらのニューロンの一部を電気生理学的に詳しく調べる

ことで､幾つかのニューロンを同定することができた｡このように､イメージ

ング法と電気生理学的手法を組み合わせ用いることで､動物の行動に関わるニ

ューロンを今までより効率良く同定することができると考えられる｡今回の研

究を発展させれば､動物行動を支配している神経機構について新たな知見が得

られるかもしれない｡
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図1.レーザー顕微鏡を用いたカルシウムイメージングシステムの光路系

図中の△は励起光の光路､▲は試料より生じる蛍光の光路を示す｡He-Arレーザーにより照射
された励起光は減光フィルター,ダイクロイックミラーを通過し､Ⅹ-Y偏向ユニットにより試
料のⅩY軸方向へ走査する｡励起光により生じた蛍光はダイクロイックミラーで反射され,検
出器への光路へ入る｡神経刺激は電気刺激装置､アイソレーターを用い行われる｡
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電気刺激装置

図2.蛍光鎖微鏡観察時のセットとその光路

図中の△は励起光の光路､▲は試料より生じる蛍光の光路を示す｡水銀ランプにより生じた光は､spectra
MASTERとバンドパスフィルターにより488mmを中心に15nmの波長幅を持つ励起光となり顕微鏡の光路
に入る｡この励起光はダイクロイックミラーを通過し試料に当る｡生じた蛍光はダイクロイックミラーで

反射されバリアフィルターを通過し冷却ccDカメラにより検出され､コンピュータ上にデータが蓄えられ
る｡試料にはマニュビレータ-を用いガラス微小電極を挿入し､その膜電位変化をアンプ､オシロスコー

プで観察し､コンピュータ上にデータを蓄える｡細胞内通電には電気刺激装置を用いる｡
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図6.ニューロンのスパイク活動時に生じる蛍光強度変化

A:同側n3神経刺激 (10Hz､20pulses､lV)により生じる､MAニューロンにおけるスパイク活動 (I)と
同じニューロンでの細胞体部位での蛍光強度変化 (2)｡蛍光強度変化はレーザー顕微鏡を用い観察し､

膜電位と蛍光強度変化はそれぞれ別々に記録されている｡B:同側n3神経刺激 (15Hz､30pulses､0.3V)
により生じる､MAニューロンにおけるスパイク活動 (1)と細胞体部位での蛍光強度変化 2)の同時記

録｡記録は蛍光菰微鏡を用い行われた｡C:MA､JO､JCにおけるスパイク活動 (1)と､細胞体部位での
蛍光強度変化 (2)｡観察はレーザー顕微鏡を用い行われており､同側食道神経を刺激した (30Hz､

20pulses､6V)｡D:MAニューロンの自発的な発火 (1)と､そのときの細胞体部位での蛍光強度変化
(2)を蛍光顕微鏡により同時に親察した｡スパイク記録の下にあるバーは刺激を行った期間を示してい

る｡
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図8.蛍光強度変化とニューロンのスパイク発火頻度との関係
A-C:レーザ一錠微鏡を用い､スパイク活動と蛍光強度変化を別々に記録した結果｡D-E:蛍光

顕微鏡にてスパイク活動と蛍光強度変化を同時に記録した結果｡A:MAニューロンにおけるスパイ

ク頻度の時間経過｡ニューロンを測定開始3秒後に2.5-20Hzで神軽刺激 (同側n3神経､1V､2sec)
し､それぞれの刺激頻度で膜電位記録を10回行い､0.3秒ごとのスパイク数をカウントし､10試
行の平均値をグラフ化している｡B:同じMAニューロンで､Aと同様の刺激を行った時の蛍光強度

変化｡測定はそれぞれの刺激頻度で10回行い､その平均値をグラフ化している｡C:ニューロン
のスパイク頻度と蛍光強度変化率との関係｡横軸にニューロンのスパイク頻度を､縦軸に1秒間の
蛍光強度増加の大きさ (蛍光強度増加率)を取ると､蛍光強度変化率はニューロンのスパイク頻度

にほぼ比例していた｡Dl:MAニューロンに脱分極通電 (1･10nA､Isec)を与えた時に生じる膜電

位変化の例｡この2つの例では1秒間に31発のスパイク (上)と8発のスパイク (下)を生じ
た｡DZ:Dlの膜電位変化と同時に観察したニューロンの蛍光強度変化｡E:ニューロンのスパイク

頻度と蛍光強度変化率との関係｡横軸にニューロンのスパイク頻度を､縦軸に蛍光強度変化率を取

ると､蛍光強度変化率はニューロンのスパイク頻度にほぼ比例していた｡CとEのグラフ中のライン
は最小二乗法により計算されている｡
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図9:蛍光強度変化とニューロンのスパイク発火期間との関係

A-C:レーザー顕微鏡を用い､スパイク活動と蛍光強度変化を別々に記録した結果｡D-E:蛍光顕微
鏡にてスパイク活動と蛍光強度変化を同時に記録した結果｡A:MAニューロンにおけるスパイク頻度
の時間経過｡ニューロンを測定開始3秒後に10-60回神経刺激 (n3神経､14.3Hz､0.5V)し､それぞれ
の刺激回数で膜電位記録を10回行い､0.3秒ごとのスパイク数をカウントし､10試行の平均値をグ
ラフ化している｡B:同じMAニューロンで､Aと同様の刺激を行った時の蛍光強度変化｡測定はそれぞ

れの刺激回数で10回行い､その平均値をグラフ化している｡C:ニューロンのスパイク発火期間と蛍
光強度増加期間との関係｡横軸にニューロンのスパイク発火期間を､縦軸に蛍光強度が増加している時

間を取ると､蛍光強度増加期間はニューロンのスパイク発火期間にほぼ対応していた｡I)1:MAニュー
ロンに脱分極通電 (7nA､0.5-2sec)を与えた時に生じる膜電位変化の例｡それぞれ脱分極通電の期間

にのみスパイクを生じている｡D2:Dlの膜電位変化と同時に観察したニューロンの蛍光強度変化｡
E:ニューロンのスパイク発火期間と蛍光強度増加期間との関係｡横軸にニューロンのスパイク発火期
間を､縦軸に蛍光強度増加期間を取ると､蛍光強度増加期間はニューロンのスパイク発火期間にほぼ対

応していた｡CとEのグラフ中のラインは最小二乗法により計算されている｡
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図10.摂食様発火パターンを生じている時のMA､JCの蛍光強度変化の同時記録
A:MA､JCニューロンの口球神経節内での位置を模式的に示した図｡B:CBC神経を連続頻回刺
激 (2Hz､lV)することにより､口球神経節内ニューロンに摂食様発火パターンを生じさせた時

に記録した､MA､JCニューロンの蛍光強度変化の同時記録｡刺激は測定開始10秒後から測定
終了まで与えられている.C:Bの記録の30-60秒までのところを拡大し表した図｡破線は
JCニューロンの蛍光がピークに連した時刻を表す｡MAニューロンの蛍光のピークはJCニューロ
ンのよりも先に来ていることがわかる｡D:別のプレパレーションから記録された､MA､
JCニューロンの膜電位変化の同時記録｡刺激は同様にCBC神経の頻回刺激により行われている｡
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図11.ニューロンのスパイク発火により生じる蛍光強度変化に対する細胞外カルシウムイオンの影響
Al:人工海水中とカルシウムフリー溶液中でのMAニューロンのスパイク活動｡刺激は同側n3神経を神

経刺敦 (14.3Hz､30pulses､0.3V)した｡A2:Alと同じニューロンで同じ刺激を施した時の､人工海水
中とカルシウムフリー溶液中での蛍光強度変化をレーザー顕微鏡で観察した結果｡Bl:人工海水中とカ
ルシウムフリー溶液中でのJOmニューロンのスパイク活動｡刺激は同側n2神経を神経刺激 (20Hz､

40pulses､0.4V)した｡B2:蛍光顕微鏡を用いBlのスパイク活動と同時に観察された蛍光強度変化｡
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図12.ニューロンのスパイク発火により生じる蛍光強度変化に対する電位依存性カルシウムチャン
ネル阻害剤の効果

A:Tタイプ電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤のニッケルイオン (10叫M)を細胞外溶液中に加

えた結果｡B:Tタイプ電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤amiloride(500pM)を細胞外溶液中に

加えた結果｡C:Nタイプ電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤O･conotoxin･GVIA (5LIM)を加えた

結果.D:P/Qタイプ電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤O-agatoxin-TK (300nM)を加えた結果｡
いずれの薬剤もスパイク発火に伴う蛍光強度増加に対しあまり影響がなかった｡

90



ASW C㌔◆Free nifedlplne

0

(%
)
g
J
V

2

図13.Lタイプ電位依存性カルシウムチャンネル阻害剤nifedipineのニューロンスパイク発火に伴う
蛍光強度変化に対する影響

Al:人工海水中とnifedipine(10pM)を加えた時のMAニューロンのスパイク発火｡刺激は同側n3神
経を神経刺激 (14.3Hz､30pulses､0.3V)した｡A2:Alと同じ刺激を与えた時に生じる､人工海水
中とnifedipine(10pM)を加えた時の蛍光強度変化をレーザー疏徴鏡により記録した｡Nifedipineの効
果はほぼ不可逆的であったため,AlとA2の記録は別のプレパレーションから得た｡B:人工海水中
とnifedipineを加えた溶液中で,スパイク活動 (1)と蛍光強度変化 (2)をMAニューロンで同時に記
録した結果｡実験では蛍光顕微鏡を用い､同側n3神経を神経刺激 (15Hz､30pulses､0.3V)した｡
C:カルシウムフリー溶液とnifedipineがスパイク発火により生じるMAニューロンの蛍光強度変化に
及ぼす影響のまとめ｡カルシウムフリー溶液中､又はnifedipineを加えた溶液中での蛍光強度変化の
ピーク値を人工海水中での蛍光強度変化のピーク値と比較し､全試行の平均値として表す｡縦線は

sEMを示す｡ (カルシウムフリーはn-5,nifedipineはn-8)
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図20.運動ニューロンの形態
A:前触覚運動ニューロンの形態｡B:口唇開運

動ニューロンの形態｡C:口唇閉運動ニューロン
の形態｡すべて5(6)-carboxynuoresceinを細胞内に
注入することにより染色し､レーザー顕微鏡に

より形態を観察した｡



A

c EJp- 功 榊 帖 - D

ATS冊

EJP二- ㈹ 冊

よ…:nvv ATS ル 坤 u M J ;op=V

20ms

図21.前触角短縮運動ニューロン (ATS)の同定
A:前触角運動ニューロンに脱分極通電を与えた時に生じる耐触角での運動｡このニューロンを
興奮させると､図中の縞模様の部位で矢印の方向への動きが生じる｡B:ATSに脱分極通電を与
え興奮させた時に､Aの縞模様の位置で生じる動きを測定した｡上 :前触角の動き｡下 :ATSの
膜電位変化｡C:ATSを脱分極通電により興奮させた時に生じる膜電位変化 (下)と前触角で測
定した筋電位 (上)の同時記録｡D:Cの記録の一部を拡大したもの｡ATSのスパイクと筋電位と
の間の遅延は65.8±1.1ms (mean±SDfor20spikes)｡E:lコ唇部へアオサ抽出液を与えた時に生
じるATSの膜電位変化｡
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図22.口唇開運動ニューロン (LOG)の同定
A:口唇開運動ニューロンに脱分極通電を与えた時に生じる口唇部での運動｡このニューロンを興奮
させると､図中の縞模様の部位で矢印の方向への動きが生じる｡B:LOGに脱分極通電を与え興奮させ

た時に,Aの縞模様の位置で生じる動きを測定した｡上 :口唇の動き｡下 :LOGの膜電位変化｡C:
LOGを脱分極通電により興奮させた時に生じる膜電位変化 (下)と口唇部で測定した筋電位 (上)の

同時記録｡D:LO｡のスパイクとそれにより生じる筋電位を重ね合わせた｡その間の遅延は60-6±

0･7ms(mean±SDfor15spikes)である｡E:口唇部ヘアオサ抽出液を与えた時に生じるLOGの膜電位
変化｡
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図23.口唇閉運動ニューロン (LC｡) の同定
A:口唇閉運動ニューロンに脱分極通電を与えた時に生じる口唇部での運動｡このニューロンを興奮さ

せると､国中の縞模様の部位で矢印の方向への動きが生じる｡B:LC｡に脱分極通電を与え興奮させた時
に生じる膜電位変化と,Aの縞模様の位置で生じる筋電位を同時に測定した｡上 :筋電位｡下 :LCoの膜
電位変化｡この間の遅延は68.2土0.8sec(mean±SDfor17spikes)であった｡
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図24.口唇部への海藻味刺激により生じる口唇開運動ニューロンと口唇閉運動ニューロンで生じる膜電位
変化の同時記録

測定開始から約30秒後に口唇部ヘアオサ抽出液を与えた (矢頭)｡このときに生じたLO｡､LC｡の膜電位変
化を同時に記録した｡どちらのニュ-ロンにもリズミカルなバーストが生じた｡
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