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要旨

アメフラシ μpかsiakurodai)はアオサ (Ulva)やワカメ (Undaria)などの海

藻を好んで食べるが、マクサ (Gelidium)やサナダグサ (Pachydicかon)などは

嫌って吐き出す。この動物は海藻味刺激により口の開閉運動と同調する歯舌の

リズミカルな運動パターンを発現するが、これまでの研究でアオサ味刺激によ

る摂食パターンとマクサ味刺激による吐き出しパターンを比較すると、口と歯

舌に異なる運動パターンが発現されることが明らかになった。このような神経

機構を調べると、マクサ吐き出し時には口球神経節内の介在ニューロン (MA，

Multi -action)が閉口運動ニューロン σC，Jaw-c1osing)に誘発する抑制性シナプ

スの大きさが摂食時に比べて減少することがわかった。このことより摂食時に

比べて吐き出し時には、この MA-JCシナプス部位の伝達効率が特異的に抑圧

され、その結果パターン変化が起こると考えられた。そこでとのような口球神

経節内の特定シナプス部位を吐き出し時に特異的に修飾するこユーロンを探索

することを本研究の目的とした。

これまでの研究より口球神経節内の MA-JCシナプス部位の修飾に関与する

こユーロンは、脳神経節内に細胞体があり口球神経節と連結する神経(脳一口

球連合)に軸索を伸ばすような形態的特徴をもつことが示唆されている。この

神経節間介在ニューロン (CB，Cerebral-buccal interneuron)を探すため、脳一口

球連合の神経断端から CBニューロンを逆行性に染色した。逆行性染色の結果、

同側の脳神経節内に約 10個、対側に 1個の CBニューロン細胞体が見つかっ

た。アメフラシの脳神経節内にあるニューロン細胞体はいくつかのクラスター

に分かれて存在するが、 CBニューロン細胞体は G，M， Eクラスターと呼ばれ

る領域に数個ずつわかれて存在した。アメリカ西海岸などに棲息するアメフラ

シ (Ap加iacalifornica)では摂食や吐き出しに関わる司令様ニューロンや修飾

ニューロンの細胞体は脳神経節内 M クラスターに存在することが報告されて

いる。そこで本研究では M クラスターに存在する CBニューロン (CBM)に焦



点を当て、詳しく調べることにした。複数の CBMニューロンを含有物質の違

いから見分けるため、逆行性染色法と組織蛍光法または抗体染色法を組み合わ

せた。との結果、脳神経節内 Mクラスターの Ventral面に存在する 4個の CBM

ニューロンは含有物質の違いから区別することができた。このうちカテコール

アミン様物質を含有するこユーロンを CBMl、神経ペプチドである Myomodulin

様物質を含有するものを CBM2b、神経伝達物質である GABA様物質を含有す

るものを CBM3と命名した。また本研究で用いた組織蛍光法と抗体染色法によ

り細胞体が蛍光を発しなかった CBMニューロンを CBM2aとした。

摂食や吐き出し味刺激に対する CBMニューロンの応答を調べるため、カル

シウムイメージング法を用いた。最近、アメフラシでニューロンのスパイク活

動とそれに伴う蛍光強度変化の関係が詳しく調べられており、蛍光強度増大の

初期の傾きはスパイク発火頻度にほぼ比例して大きくなり、蛍光強度増大の期

間はスパイク発火期間にほぼ対応することが明らかなっている (Yoshida et al.， 

2001)。これらの関係より、カルシウムイメージング法を用いてニューロンの

スパイク発火頻度や発火期間を推測することが可能であった。

カルシウム感受性色素の導入は、微小電極を用いて電気泳動的に導入する手

法と外科的手術により脳神経節と口球神経節を結ぶ脳一口球連合の断端から逆

行性に導入する手法の 2種類を用いた。しかし色素を逆行性に導入する手法で

は動物に外科的手術を施すことから、海藻味刺激に対する CBMニューロンの

応答が弱くなり、また個々のニューロンの染まり方にばらつきがあった。そこ

で海藻味刺激に対する CBMニューロンの応答は、主に電気泳動的手法を用い

て行った。海藻味刺激には摂食応答を誘発するアオサ、吐き出し応答を誘発す

るマクサの 2種類の海藻からの抽出液を用いた。実験ではカルシウム感受性色

素 CalciumGreen-lを含む微小電極を用い、脳神経節内の CBMニューロン細

胞体に色素を電気泳動的に導入した。その後、口唇部への摂食や吐き出し味刺

激に対する CBMニューロンの応答を調べた。海藻味刺激に対する GABA様物

質を含有する CBM3の応答を調べたところ、 CBM3は摂食や吐き出し味刺激に

よりどちらもスパイク活動が増大したが、摂食味刺激ではより長時間持続する

スパイク活動が誘発された。また海藻味刺激に対する CBM2a/bの応答を調べ

たところ、 CBM2a/bは摂食や吐き出し味刺激によりどちらもリズミカルなスパ
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イク活動が誘発されたが、摂食や吐き出し味刺激に対する応答性に明白な差は

見られなかった。海藻味刺激に対するカテコールアミン様物質を含有する

CBMlの応答を調べたところ、 CBMlは摂食や吐き出し味刺激によりどちらも

スパイク活動が増大したが、吐き出し味刺激ではより高頻度のスパイク活動が

誘発された。このことから吐き出し味刺激に対して特異的に応答する CBMlが、

吐き出し時に見られる口球神経節内の特定シナプス部位の伝達効率抑圧に関与

しているニューロンの候補と考えられ、以下の実験ではこのシナプス部位に対

する CBMlの機能解析を行った。

吐き出し味刺激で見られた CBMlのスパイク応答と同様に CBMlを高頻度で

発火させ、口球神経節内の MA-JC間シナプス伝達に対する CBMlの効果を調

べた。実験では JCを膜電位固定した状態で MAを繰り返し発火させ JCに抑

制性シナプス電流(IPSC)を誘発させ、その途中で CBMlを発火させたときの

IPSCサイズの変化を調べた。 MA発火により誘発される JCのIPSCサイズは、

CBMlを比較的低頻度(約 20spikes/s)で発火させるとコントロールに比べて

ほとんど変化は見られなかった。しかし CBMlを高頻度(約 40spikes/s)で発

火させると IPSCサイズは発火直後から急激に減少し、その効果は 100秒以上

持続した。また CBMlの発火頻度と CBMl刺激により減少した IPSCサイズと

の関係を詳しく調べたところ、 CBMlによる IPSCサイズ修飾効果は発火頻度

が25spikes/s以上になると明白に現れることがわかった。すなわち CBMlは発

火頻度依存的に MA-JC間シナフスの伝達効率抑圧に関与しているととが示唆

された。さらにカテコールアミンの lつであるドーパミンの作用を調べたとと

ろ、 CBMlの高頻度発火時と同様に MA-JC間シナフスの伝達効率を抑圧させ

ることがわかった。またドーパミン Dlreceptorのアンタゴニストである

SCH23390によりドーパミンや CBMlの修飾効果が抑制されることから CBMl

が修飾物質としてドーパミンを放出しており、 MA-JC間シナプス部位に対し

て直接的に作用している可能性が示唆された。とれらの結果より、カテコール

アミンを含有する CBMlが摂食時から吐き出し時への口の運動パターンのスイ

ッチ機構に重要な役割を果たし、マクサ味刺激による吐き出し応答パターン形

成に寄与する中枢ニューロンの 1つであることが示唆された。
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序論

1.はじめに

動物は食物を摂取するとき、生体にとって有益なものや美味しいと感じるも

のを取り込み、有害なものやまずいと感じるものを避けるという噌好性に基づ

いた食物選択を行う。食物の種類や特性などを認知し、動物の記憶や経験に基

づき適切な行動を選択することは、生命を維持していく上で重要である。

動物が食物などの刺激に反応して行動するとき、まず生体のもつ特殊に分化

した受容器が興奮し、その活動は神経情報として中枢神経系に伝えられる。こ

れら情報は中枢内で統合処理され、筋肉などの効果器に様々な運動パターンを

発現する。動物が食物の種類に応じて適切な行動を選択するためには、受容器

と効果器との聞を媒介する中枢神経系の活動が適切に切り替わる必要がある。

しかし動物は食物に合わせてどのように運動出力を調節しているのだろうか?

本研究では行動が切り替わるときの中枢神経系における運動パターンのスイッ

チ機構について、軟体動物腹足類に属するアメフラシ (Aplysia，図 1)を用い

て解明するととを主目的とした。

2.アメフラシの食物噌好性について

アメフラシは潮間帯の岩礁などに棲息し、主に海藻を食べている。またアメ

フラシは海藻の違いを識別し、食物噌好性を形成することが知られている

(Carefoot， 1967， 1970; Kupfermann and Carew， 1974; Audesirk， 1975)。例えば、ア

メリカ西海岸などに棲息するアメフラシ (Apかsiacalザornica)は、アオサ (Ulva)

やソゾ (Laurencia)などの海藻を好んで食べるが、マクサ (Gelidium)などは

ほとんど食べないことが報告されている (Kupfermannand Carew， 1974)。また

日本に棲息するアメフラシ (Aplysiakurodai)では 6種類の異なる海藻に対し
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て摂食応答の誘発される割合が調べられており、アオサなどの海藻は好んで食

べるが、ソゾ、マクサ、サナダグサ (Pachydictyon)などはあまり食べず、逆

に嫌って吐き出すことがわかっている (Nagahama and Shin， 1998，図 2A)。との

ようにアメフラシは種により海藻の好みに違いはあるが、食物の種類に応じて

好きな海藻は摂食し、嫌いな海藻は吐き出すという行動を発現する。

食物噌好性は、味をはじめとするいくつかの食感覚が影響することが知られ

ている。食物噌好性に関する要素として味、匂い、テクスチャー(物理的食感)

などがあり、これら感覚特性が食物の美味しさを左右している。しかしアメフ

ラシに海藻をそのまま与えたときと、海藻をすりつぶした抽出液を与えたとき

で誘発される口の運動パターンにほとんど差が見られないことから、摂食と吐

き出しの選択には味情報が重要であると考えられている (Nagahamaand Shin， 

1998)。またこれまで摂食応答を誘発する海藻としてアオサ、吐き出し応答を

誘発する海藻としてマクサやサナダグサからの抽出液を用いて、摂食と吐き出

し応答で見られる口の運動パターンや中枢内のニューロン活動の違いが詳しく

調べられている (Nagahamaand Takata， 1988， 1990; Nagahama and Shin， 1998; 

Nagahama et al.， 1999)。

3.摂食と吐き出し応答で見られる口の運動パターンの違い

アメフラシの化学受容器は口唇部と触角部に主に分布すると考えられている。

匂いなどの日臭覚は主に後触角で感じ、味などの味覚は主に口唇部や前触角で感

じる (Prestonand Lee， 1973; Audesirk， 1975; Kandel， 1976， 1979，図 1B)。アメフ

ラシは海藻の存在をまずH臭覚で知り、空腹であれば頭部を持ち上げて首振り運

動を伴う独特の“摂食姿勢"をとる (Kupfermann，1974; Teyke et al.， 1990， 1992; 

Nagahama et al.， 1993， 1994)。海藻がアメフラシの口唇部に触れると味を感じ、

口および、歯舌(歯と舌の中間体)ではパターン化された運動がリズミカルに発

現する (Cohenet al.， 1978; Nagahama and Takata， 1988; Church and Lloyd， 1994; 

Evans et al.， 1996，図 2B)。

行動解析用ビデオカメラを用い、好きな海藻であるアオサからの抽出液で口

唇部を刺激して誘発される摂食応答と嫌いなマクサからの抽出液で誘発される

-5 -



吐き出し応答で口の運動パターンを比較すると、歯舌を突き出すときの口の聞

き方(開口)に差は見られないが、歯舌を引っ込めるときの口の閉じ方(関口)

に差のあることが明らかになっている (Nagahamaand Shin， 1998)。摂食応答の

場合、歯舌を引っ込めるときにすぐ口が閉じず少し開いた状態が維持され(半

開口)、それに続いて口が閉じる(図 3)。これに対して吐き出し応答の場合、

歯舌を引っ込めるのと同調して口がすばやく閉じる(図 4)。すなわち歯舌を引

っ込めるときの閉口の開始時期が摂食に比べ吐き出しでは早くなるのである。

摂食の場合、歯舌を引っ込めるときに閉口が遅れるのは口の中へ海藻を取り込

むために重要であり、吐き出しの場合、閉口が早くなるのはこれが不要である

ためと考えられる。

4.摂食と吐き出し応答で見られる口球神経節内ニューロンの活動の違い

アメフラシの神経系は複数の神経節からなり、個々の神経節はほぼ異なる機

能的役割を担っている (Kandel，1976， 1979，図 5)。これらのうち摂食や吐き出

し行動に関与する神経節は、主に脳神経節と口球神経節である。脳神経節は口

唇部や触角部などの頭部組織を主に支配し(図 5B)、口球神経節は口や歯舌を

動かす筋組織である口球や、咽頭、食道などを主に支配している(図 5C)。口

唇部や触角部で受容された嘆や味の情報は神経情報に変えられ、まず上位中枢

である脳神経節に伝えられる (Jahan-Parwar，1972; Fredman and Jahan-Parwar， 

1980，図 7)。これら情報はそこでの統合処理により認知判断され、適切な行動

選択後、その行動に関わる司令様ニューロンや修飾ニューロンを介して下位中

枢である口球神経節内の中枢パターン発生器 (CPG，Central pattern generator) 

を駆動させる (Rosenet al.， 1991; Church and Lloyd， 1994; Perrins and Weiss， 1998; 

Xin et al.， 1999; Sanchez and Kirk， 2000; Jing and Weiss， 2001; Morgan et al.， 2002)。

CPGでは各運動パターンが形成され、その出力は MA(Multi幽 action)などの CPG

構成ニューロンから下流にある JC(Jaw-closing，関口)などの運動ニューロン

群に伝えられ、これらニューロンのパターン活動を誘発する (Sussweinand 

Byrne， 1988;阻止， 1989; Nagahama and Takata， 1989， 1990)。その結果各々の運動

ニューロンが支配する筋群(口球筋)にリズミカルな収縮や弛緩が誘発され
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(Cohen et ~.， 1978; Scott et ~.， 1991)、最終的な摂食や吐き出しの運動パターン

が発生すると考えられている。

とれまでアメフラシの摂食や吐き出し応答における口の運動パターン形成に

重要な働きを担う口球神経節内ニューロンがいくつか同定されており、それぞ

れのニューロンのスパイク活動のタイミングにより微妙な口の動きが形成され

ていることが示唆されている (Nagaharnaand Takata， 1988， 1989; Nagaharna and 

Inoue， 1999)。その一例として、摂食や吐き出し応答に見られる口と歯舌の運

動パターンとそれに対応する MA，JCニューロンの放電パターンを図 3A，4A 

に示す。摂食応答時 MAは歯舌の引っ込め開始とともに発火を開始し、歯舌

を引っ込める途中(半開口期)で発火が終わるのに対し、 JCは歯舌の引っ込め

開始と同時に脱分極するが半開口期には発火せず、半開口期終了後から歯舌の

引っ込めが完了するまで発火する(図 3A)。一方、吐き出し運動時 MA，JCは

ともに歯舌の引っ込め開始とともに発火を始めるが、 MAは歯舌を引っ込める

途中に発火が終わるのに対し、 JCは歯舌の引っ込めが完了するまで発火する

(図 4A)。このように摂食と吐き出し応答では JCのスパイク活動の開始時期が

変化し、この結果として異なる口の運動パターンが発現することが報告されて

いる (Nagaharnaand Shin， 1998)。

JCは MAの活動により単シナフス性に抑制されることがわかっている

(Nagaharna and Takata， 1989)が、最近になり、摂食と吐き出し応答で見られる

JCのスパイク活動の開始時期の違いは、 MA-JC問の抑制性シナプスの伝達効

率の変化によることが示唆されている (Nagaharnaet al.， 1999)。この研究では

口唇部をアオサまたはマクサからの抽出液で刺激し、その刺激前後で MAがJC

に誘発する抑制性シナプス電流(1PSC)のサイズの変化を調べ(図 6)、アオサ

味刺激の場合、 MA-JC聞の IPSCサイズはコントロールとほとんど変わらない

が(図 6A，C)、マクサ味刺激の場合、 IPSCサイズが刺激後急激に減少するこ

とを示した(図 6B，C)。すなわち摂食応答の場合、 JCを単シナプス性に抑制

する MAの活動により、 JCのスパイク活動の開始時期が遅れるが、吐き出し

応答の場合、 MA-JC間の抑制性シナフスの伝達効率が特異的に抑圧されるこ

とにより、 JCの活動開始時期が早くなるのである。
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5.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と画像解析装置を用いて、

細胞内カルシウム濃度の時空間変化を測定する方法である。この方法は、ニュ

ーロンのスパイク発火に伴う細胞内カルシウム濃度変化による蛍光強度の変化

が比較的大きいため、最近スパイク活動のモニターに使われている

(O'Donovan et al.， 1993; McClellan et al.， 1994; Fetcho and O'Malley， 1995; Lev-Tov 

and O'Donovan， 1995; O'Malley et al.， 1996)。またゼブラフイツシュなどでニュ

ーロンの軸索からカルシウム感受性色素を逆行性に導入する手法を用いて、ニ

ューロンのスパイク活動を測定できるととが報告されている (McClellanet al.， 

1994; Fetcho and O'Malley， 1995， 1997; O'MaIley et al.， 1996)。

一般にニューロンの膜電位測定には微小電極を用いた電気生理学的手法が行

われ、ニューロンの電気的応答が調べられてきた。しかし微小電極法は膜電位

変化を正確に測定することができるが、比較的小さなニューロンに微小電極を

刺入し、長時間にわたりその活動をモニターするととが困難である。しかしこ

のカルシウムイメージング法を用いて、アメフラシの比較的小さなニューロン

のスパイク活動を測定できることが最近報告されている (Yoshidaet al.， 2001)。

この手法ではカルシウム感受性色素 (CalciumGreen-1)を微小電極を用いてア

メフラシのニューロンに電気泳動的に導入するとき、色素の導入が 2"-'5分と

短時間で行うことができ、一度色素を導入すると長時間にわたり安定したスパ

イク活動を記録することができる。アメフラシで使われている CalciumGreen-

1は1波長励起 1波長蛍光測定用の色素である。この色素は可視光励起のため、

uv光などを用いる色素に比べ生体への害が少ない。また他の色素と比べ蛍光

強度変化が大きいため、測定時のノイズ比を比較的小さく抑えるととができる。

6.本研究の目的

これまでの研究より、摂食時に見られる口の運動パターンから吐き出し時の

運動パターンへのスイッチは、口球神経節内の CPG出力パターン部位で行わ

れ、このスイッチは介在ニューロン (MA)が関口運動ニューロン (JC)に誘発
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するシナプス電位のサイズ変化によって起こり、吐き出し時にはこの特定シナ

プス部位の情報伝達効率が特異的に抑圧されることが示唆されている

(Nagahama et al.， 1999，図 6)。そこでこのような特定シナプス部位での情報伝

達効率を変化させる修飾ニューロンの存在が予想され、とのような修飾ニュー

ロンを探索することを本研究の目的とした。最近、口球神経節内の特定シナプ

ス部位の修飾に関与するニューロンは脳神経節内に細胞体が存在することを示

唆する結果が得られている。そこで脳神経節内に細胞体があり口球神経節に軸

索を伸ばすような形態的特徴をもっ神経節問介在ニューロン (CB，Cerebral-

buccalinterneuron)をその候補として調べることにした(図 7)。
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材料と方法

1.実験動物

実験材料として、軟体動物腹足類に属するアメフラシ μlplysiakurodai)を

用いた(図 1)。実験材料は兵庫県洲本市と福井県三方郡周辺で採集し、実験に

は 30"-'400gの成体を用いた。アメフラシは採集後、人工海水 (ASW，アクア

マリン S，八洲薬品)を満たしたエアポンフ、フィルターおよび冷却器付き水

槽に移し約 15
0

Cで飼育した。餌として、アナアオサ (Ulvapertusa)を1日1

回適量与えた。

2.逆行性染色法

逆行性染色法は、拡散によりニューロンの軸索から色素を逆行性に導入し、

ニューロン細胞体を染色する手法である (Xinet al.， 1999， Biocytin backfilling 

法)。脳神経節内に細胞体が存在し、口球神経節へ軸索をのばす神経節問介在

ニューロン (CB，Cerebral-buccal interneuron)を探すため、脳一口球連合 (C-B

conn.， Cerebral-buccal connective)の断端から逆行性染色を行った。麻酔として

アメフラシ重量の 20"-'30%の等張性 MgCl2溶液を動物の腹腔内に注入した。

動物が弛緩した後、背側を上にしてパラフィンプレート解剖台にピンで固定し、

解剖用ハサミで頭部背側を正中線に沿って切開した。胃の内容物が漏れないよ

うに食道を糸で結束して切り離し、口球およびそれを取り巻く神経節を取り出

した(図 5，8A)。脳神経節を単離し、シルガード(ダウコーニング)を敷いた

ガラス製シャーレ(IWAKI)にASWを満たし、脳神経節の Ventral面を上にし

てステンレス製マイクロビン (0.1mm径， FST)で固定した。脳神経節と口球神

経節を結ぶ C-Bconn.の断端に先端が適当な径のポリエチレンチューブ

(Igarashi Ika Kogyo， 200"-'400μm径，長さ 4"-'5cm)を吸引して取り付け、チュ
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ーブ内には 50mMNaHC03溶液で希釈した 3%Biocytin溶液 (pH8札 Molecular

Probes)を入れた。シャーレ内に 1mMProbenecid溶液(和光純薬)を加え、約

4'Cで 2日間静置した。 2日後、脳神経節を 4%Paraformaldehyde溶液(半井化

学)で室温下 2時間固定した。固定後、脳神経節をマイクロチューブ(1.5ml，

SARSTEDT)に移し 0.1MPBS溶液 (Phosphatebu百'eredsaline)で数回洗浄し、

続いて 0.1MPTiえB溶液 (Phosphatetriton azide buffer)に置き換え約 4
0

Cで一晩

静置した。翌日、脳神経節を蛍光ラベルした Streptavidinに浸し、約 4'Cで 6'"'-'

12時間染色した。ここでは Streptavidin，rhodamine B ∞njugate (励起 570nm/発

光 590nm，Molecular Probes)を0.1MPTAB溶液で 30'"'-'50μg!mlに希釈して用い

た。最後に脳神経節を 0.1MPTAB溶液、 0.1MPBS溶液の順にそれぞれ数回ず

つ数日かけて洗浄し、 0.1MPBS/Glycerol溶液(1/6)で透明化を行った後、約 4
0

C

で保存した。

3.組織蛍光法および、抗体染色法

組織蛍光法はパラホルムアルデヒドとグルタルアルデヒドの混合液に近紫外

光を照射すると、生体アミンが存在する場合、青緑色光(ドーパミン、アドレ

ナリンなど)や黄櫨色光(セロトニン)を発することを利用して、ニューロン

や組織がカテコールアミンを含有しているかを調べる手法である (Fumesset 

al.， 1977; Goldstein and Schwartz， 1989; Croll 2001， FaGlu法)0CBニューロンが

カテコールアミンを含有しているかを調べるため、逆行性染色法と組織蛍光法

を同時に行った(図的。実験では脳神経節を 4%Paraformaldehyde溶液の代わ

りに 4%Paraformaldehydeと0.5%Glutaraldehyde (SIGMA)の混合液で固定した。

これ以外の手法は上記の逆行性染色法と同様の手順で行った。

抗体染色法は神経伝達物質や神経ペフチドに対する抗体を用いてニューロン

や組織がどのような物質を持っているかを調べる手法である (Milleret al.， 

1991; Xin et al.， 1999; Diaz-Rios et al.， 1999， 2002)。本実験では CBニューロンが

含有する修飾物質を明らかにするため、逆行性染色法に続いて抗体染色法を行

った(図的。実験では逆行性染色法の手順後、必要に応じて神経節を覆ってい

る結合組織を眼科用微小ハサミで取り除き、脳神経節を 0.1MPTAB溶液で 20

-
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倍に希釈した Normalgoat serum溶液 (NGS，ヤギ正常血清， Vector Laboratories) 

に3""'5時間浸した。その後、NGS溶液で希釈したPrimaryantibody (一次抗体)溶

液に置き換え、 2""'3日間約 4"Cで静置した。一次抗体として Rabbitanti-

my卯omoωdu叫Ili加n(σPro 

aff白In凶1吋it旬Yi包sola剖te吋d，cαωus幻tom-mad白epe叩ptid白ea叩ntibody，Sawa“dy t旬echnology抄)または Ra油bbit

a刷n凶凶lt叫ti-GABA(y・aminobutyricacid) 抗体 (1:50・100，polyc1onal， affi凶 yisolated， 

Sigma Product No. A2052， SIGMA)を用いた。 2""'3日後、脳神経節を0.1MPT}叩

溶液で数回洗浄し、その翌日 0.1MPTAB溶液で希釈した Secondaryantibody (二

次抗体)溶液に浸し、約 4"Cで 12""'24時間静置した。二次抗体として Goat

anti-rabbit IgG (H+L) FITC (Fluoresceinふ isothiocyanate)conjugated Fab fragment 

(1:100-200，励起500nm/発光520nm，BIOSYS)を用いた。最後に脳神経節を0.1M

PTAB溶液、 0.1MPBS溶液の順にそれぞれ数回ずつ数日かけて洗浄し、 0.1M

PBS/G 1 ycerol溶液(1/6)で透明化を行った後、約 4"Cで保存した。

4.形態観察

逆行性染色法と組織蛍光法または抗体染色法を組み合わせた試料の観察には

落射蛍光顕微鏡 (BX60，Olympus)を用いた。試料は検鏡用チャンバーに入れ、

0.1M PBS/Glycerol溶液を満たし室温で落射蛍光検鏡した。対物レンズは 4X

/0.13またはlOX/0.40を用いた。光源として水銀ランプを用い、適切なフィル

ターにより特定の波長の光を照射した。励起フィルター、ダイクロイックミラ

ー、吸収フィルターはカテコールアミンを観察するときは BP400-440，DM455， 

BA475を、フルオレセインを観察するときは BP470・490，DM505， BA515・550

を、ローダミンを観察するときは BP520・550，DM565， BA580IFをそれぞれ使用

した。 CCDカメラ (SenSys，Photometrics)で撮った蛍光画像は PowerMacintosh 

7600/200 (Apple Computer)上の画像解析用ソフト IPLabSpectrum (Signal 

Analytics)によりハードディスク上に取り込み、その後 MOディスク(三菱化

学)に保存した。

5.測定用プレバレーション
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ニューロンや神経の活動を測定するため、次のような手順でプレバレーショ

ンを作製した。動物を麻酔した後、腹側を上にして解剖台にピンで固定し、解

剖用ハサミで頭部腹側を正中線に沿って切開した。胃の内容物が漏れないよう

に食道を糸で結束して切り離し、口唇部と前触角を含む頭部組織へ至る動脈中

に瀧流用のポリエチレンチューブ (50"'-'100μm径)を挿入し糸で固定し、血管

を確保した。次に、頭部組織、脳神経節、口球神経節および口球筋を摘出した。

脳神経節から伸びている神経は、頭部組織から脳神経節へ至る ULABn.，ATn.， 

LLABn.と脳神経節と口球神経節を結ぶ C-Bconn.はそのまま残し、それ以外

の神経は切断した。口球神経節から伸びている神経(図 8A)は、口球神経節

と口球筋を結ぶ n2，n3神経はそのまま残し、それ以外の神経は切断した。口

球筋は正中線沿いに左右対称となるように分割した。解剖した試料は、シルガ

ードを敷いたアクリル製測定用チャンパーに ASWを満たし、頭部組織と脳神

経節は Ventral面を上に、口球神経節は Caudal面を上にしてマイクロビンで固

定し、頭部組織と各神経節の問を溶液が移動しないようにワセリン(半井化学)

で塞いだ(図 8B)。微小電極の刺入を容易にするため、脳神経節および口球神

経節を覆っている結合組織を眼科用微小ハサミで取り除き、ニューロン細胞体

を露出させた。上記作業は全て実体顕微鏡 (SMZ，Nikon)下で行った。ニュー

ロンや神経活動測定時、 ASWをポリエチレンチューブから動脈内に 0.5"'-'

0.7μνminの速さで流し血管を潅流した。

6.電気生理測定

ニューロンの膜電位測定、刺激および染色をするために細胞内微小電極法を

用いた。ガラス微小電極は、芯入硝子管 (2.0X 90mm， GD-2， NARISHIGE)を

材料とし、微小電極作製フラー (PE-2，NARISHIGE)で作製した。微小電極内

部に 2MPotassium acetate， 4% Calcium Green-l (Molecular Probes)， 4% 5(6)-

Ca巾oxyfluorescein(EASTMAN KO DAK) ， 3% Lissamine rhodamine B (Molecular 

Probes)のいずれかを充填した。微小電極はアクリル製の電極ホルダーに固定

し、ベターヒ型マイクロマニピュレーター (MP-l，NARISHIGE)を用いてニュ
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ーロン細胞体に電極を刺入した。作製直後の微小電極は先端が非常に細く抵抗

が高いため、微小電極の先端を折り抵抗を下げた。測定時の電極抵抗は

Potassium acetateの場合、 5""7MQのものを、色素の場合、1O""20MQのもの

を使用した。接地用外部電極はシリンジ (2.5ml)内部に 3MKClを、ガラス管

塩橋部に 3%Agar (ASW)を充填した Ag-AgCl電極を用いた。

膜電位の測定および、記録には次の実験装置を用いた。微小電極と接地用外部

電極をプロープ οZ-1011，JZ・802J，日本光電)に接続し、得られた電気信号を

微小電極増幅器 (MEZ・8201，MEZ・8301，日本光電)に送った。微小電極増幅器

からの出力をオシロスコープ (VC・10，日本光電)に付随している前置増幅器

(AVM・10)に入力し、電位変化をオシロスコープでモニターした。また微小電

極増幅器からの出力は A-Dコンパータボード (GWInstruments)を介し、 Power

Macintosh 7300/166 (Apple Computer)上の計測解析用ソフト SuperScope 11 (GW 

Instruments)によりデータファイルとして取り込み MOディスクに保存した。

細胞内通電には電気刺激装置 (SEN-3301，日本光電)を用いた。

神経の細胞外活動を記録するために吸引電極法を用いた。吸引電極はクロマ

トカラム用チューブコネクター (OMNIFIT)、シリンジ (5ml)、ポリエチレン

チューブを組み合わせて作製した。熱で先端を細くしたポリエチレンチューブ

電極内 (100""150μm径)に ASWを満たし、チューブ、内に気泡が入らないよう

に注意しながら目的の神経をシリンジで吸引し、三方活栓 (JMS)を閉じて減

圧下固定した。接地用外部電極には Pt電極を用いた。測定は吸引電極と接地

用外部電極を吸引電極用フローフ (JB・1011，日本光電)に接続し、得られた電

気信号を生体電気用増幅器 (AB・6511，日本光電)に送った。この出力をオシ

ロスコープの前置増幅器に入力してモニターした。また生体電気用増幅器から

の出力は A-Dコンバータボードを介し、微小電極法と同様に処理しデータフ

ァイルとして保存した。神経刺激には細胞内通電と同様の電気刺激装置とアイ

ソレータ (SS-403J，日本光電)を用いた。

7.ニューロンの同定

目的のニューロンの同定はまず電気生理学的手法を用いて行い、続いて形態
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学的手法によりさらに確認するという手順で行った。そのため主に色素を充填

したガラス微小電極をニューロン細胞体に刺入した。

CBニューロン細胞体は逆行性染色の結果、脳神経節内の G，M， Eクラスタ

ーに存在した。そこでこの領域のニューロンに微小電極を刺入し CBニューロ

ンを探索した。 CBニューロンは C-Bconn.に軸索を伸ばしていることから、

C-B conn.の神経活動を吸引電極を用いてモニターし、 CBニューロンを細胞

内通電 (1'"'-'5nA， 0.5'"'-'3s)したときに誘発されるスパイク活動と C-Bconn.の

応答が 1対 1に対応することを確認し同定した。また口球神経節内に存在する

MA (Multi-action)， JC (Jaw-c1osing)ニューロンとのシナフス結合も同定の指標

とした。 MA，JCニューロンの同定は口球神経節内における細胞体の存在領域、

自発性の放電パターン、活動電位の形状および口球筋の動きなどを調べること

によりf子った (Nagahamaand Takata， 1988， 1989)。

ニューロンの形態的特徴を調べるための色素として、 5(6)-Carboxyfluorescein 

(励起492nm/発光517nm)またはLissaminerhodamine B (励起568nm/発光583nm)

を用いた。ニューロンの染色は上記の手順でニューロンを同定した後、過分極

性通電を周期的に行い (3'"'-'lOnA， 20s通電， 30s周期， 3'"'-'20回)、色素を電気泳

動的に導入することで行った。またニューロン染色後、組織蛍光法や抗体染色

法を用いてニューロンの含有物質を調べることで同定をより確かなものとした。

8.カルシウムイメージング法

口唇部への海藻味刺激に対する CBニューロンのスパイク応答をカルシウム

イメージング法を用いて測定するため、 CBニューロンにカルシウム感受性色

素を導入した。色素の導入には、個々のニューロン細胞体に刺入した微小電極

から色素を電気泳動的に導入する手法と CBニューロンが軸索を伸ばす C-B

∞nn.の断端から色素を逆行性に導入する手法の 2種類を用いた。

色素を微小電極から電気泳動的に導入する手法は、微小電極内にカルシウム

感受性色素、 4%Calcium Green-1， hexapotassium salt (励起 506nm/発光 531nm)水

溶液を充填し、ニューロンを同定するときの染色手順と同様に行った。色素を

電気泳動的に導入したプレバレーションの測定には、 MERLINImaging System 
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(Olympus)を用いた。フレバレーションを蛍光顕微鏡 (BX50WI，Olympus)の

ステージに載せ、室温で蛍光強度変化を測定した。対物レンズは 10X/0.30を

用いた。キセノンランフを光源とした SpectraMASTER (Olympus)より取り出

した 488nmの単色光(半値幅 20nm)を励起光として用い、蛍光はダイクロイ

ツクミラー (DM510)とバリアフィルター (BA515)により低波長側の光を除

去した。蛍光画像は冷却 CCDカメラ (OlympixFE250)を介して 1秒間に 20

フレーム前後で、 128X 128 pixelの大きさで取り込み、必要な画像は Power

Macintosh G4 (Apple Computer)上で処理し MOディスクに保存した。蛍光強度

(細胞内カルシウム濃度)変化は、 CBニューロン細胞体に ROI(Region of 

interests)領域を設定し、数値化した平均蛍光強度の時間変化を測定した。こ

のデータを PowerMacintosh G4上の表計算用ソフト MicrosoftExcel (Microsoft) 

を用いて、 dF/F値を計算しデータを標準化した。ことでdF/F(%) = (蛍光強度

変化一刺激前の平均蛍光強度)-;-刺激前の平均蛍光強度X100である。その

後、得られたデータをグラフ作成用ソフト CA-CricketGraph 111 (Computer 

Associates)を用いてグラフ化した。

色素を逆行性に導入する手法は次のような外科的手術により行った(図 10)。

動物を麻酔した後、背側を上にして解剖台にピンで固定し、解剖用ハサミで頭

部背側を正中線に沿って切開した。片側 C-Bconn.を切断し、その神経断端に

カルシウム感受性色素 10%Calcium Green-1， dextran 3000MW (励起 51Onm/発光

535nm， Molecular Probes)を充填したポリエチレンチューブ製の導入器を接着

剤(アロンアルファ，東亜合成)を用いて取り付け、切開部を糸で縫合した。

手術 3"'4日後に再び解剖して測定用プレバレーションを作製し、口唇部への

海藻味刺激に対する CBニューロンのスパイク応答(蛍光強度変化)を調べた。

色素を逆行性に導入したフレバレーションの測定には、レーザースキャン顕

微鏡 (LSM・310，Carl Zeiss)を用いた。プレバレーションを顕微鏡のステージ

に載せ、室温でレーザービームスキャン検鏡をした。対物レンズはlOX/0.30

を用いた。励起光として 488nmのアルゴンレーザーを用い、蛍光フィルター

(LP515)により低波長側の光を除去した。レーザースキャン画像(静止画像)は

800ms"'ls聞に 1フレームで、 512X 512 pixelの大きさで取り込み、必要な画

像は PowerMacintosh G4上の画像解析用ソフト AdobePhotoshop (Adobe 
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Systems)に移しデータ処理をして、 MOディスクに保存した。蛍光強度変化

は、 CBニューロン細胞体に ROI領域を設定し、数値化した平均蛍光強度の時

間変化を測定した。 ~F/F 値の計算および、グラフ化は、色素を電気泳動的に導

入する手法と同様の手順で行った。なおこれらカルシウムイメージング測定後

に組織蛍光法や抗体染色法を用いて CBニューロンの含有物質を調べることで

同定をより確かなものとした。この時、二次抗体として Goatanti-rabbit IgG 

(H+り 1RITC (Tetramethylrhodamineふ isothiocyanate)conjugated (1: 10・却， 励起

544nm/発光 572nm， Kirkegaard & Perry Laboratories)を0.1MPTAB溶液で希釈

したものを用いた。

9.海藻味刺激と溶液組成

海藻味刺激として摂食応答を誘発するアオサ (Ulva)と吐き出し応答を誘発

するマクサ (Gelidium)の2種類の海藻からの抽出液を用いた。海藻 (UlvalOg， 

Gelidium lOg)はそれぞれ専用の乳鉢ですりつぶし、 ASW(Ulva 15ml， Gelidium 

20ml)とともにビーカー中で撹枠し(室温， 20分)、高速冷却遠心機 (12000g，約

4
0

C， 20分，久保田製作所)にかけ、その上清を海藻味刺激として用いた。海藻

味刺激はカルシウムイメージング測定の場合、測定開始約 10秒後に、電気生

理測定の場合、測定開始約 30秒後にパスツールピペット(約 1""2ml，岩城硝

子)を用いて口唇部に与えた。測定終了後、即座に口唇部を ASWで洗浄した。

海藻味刺激は 20""30分間隔で行い、 2種類の海藻味刺激に対する CBニュー

ロンのスパイク応答(蛍光強度変化)を測定した。 CBニューロンのスパイク

応答の解析は、味刺激に対する慣れや不活性化、また味刺激の拡散によって起

こるスパイク応答の減衰を考慮し、味刺激直後の初期応答を比較して行った。

実験に用いた各溶液の組成は次のようであった。なお 3X Ca2+， 3 X Mg2+溶液

と5X Ca2+， 2 X Mg2
+溶液はニューロンの発火闘値をあげて多シナプス経路を遮

断する目的で用いた。

人工海水 (ASW):470mM NaCl， llmM KCl， llmM CaC12， 25mM MgC12， 25mM 

MgS04， lOmM Tris・HCl(pH 7.8・7.9).
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3 X Ca2+， 3 X Mg2+溶液:285mM NaCl， 6mM KCl， 30mM CaC12， 125mM MgC12， 

25mM MgS04， lOmM  Tris-HCl (pH 7.8・7.9).

5 X Ca2+， 2 X Mg2+溶液:330mM NaCl， llmM KCl， 55mM CaC12， 75mM MgC12， 

25mM MgS04， lOmM  Tris-HCl (pH 7.8・7.9).

PBS (Phosphate bu能 redsaline): lOmM  K2HP04， 20mM悶 2P04'70mM Na2HP04 

(pH 7.4). 

PTAB (Phosphate triton azide buffl町):100mM PBS， 2% Triton X・100，0.1 % NaN3・
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結果

1. CBニューロンの探索

これまでの研究より、摂食と吐き出しという 2種類の口の運動パターンのス

イッチは、口球神経節内の介在ニューロン (MA，Multi-action)が閉口運動ニュ

ーロン (JC，Jaw-c1osing)に誘発するシナプス電位のサイズ変化によって起こ

り、吐き出し時にはこの特定シナフス部位の情報伝達効率が特異的に抑圧され

ることが示唆されている (Nagahamaet al.， 1999，図 6)。またこのような情報伝

達効率を変化させる修飾ニューロンは、脳神経節内に細胞体が存在することを

示唆する結果も得られている。そこでまず脳神経節内に細胞体があり口球神経

節に軸索を伸ばすような形態的特徴をもっ神経節間介在ニューロン (CB，

Cerebral-buccal interneuron)を探すことにした(図 7)。

CBニューロンが軸索を伸ばしている脳神経節と口球神経節を結ぶ脳一口球

連合 (C-Bconn.， Cerebral-buccal connective)の断端から Biocytinを逆行性に導

入し CBニューロンを染色したところ、同側の脳神経節内に約 10個、対側に

1個の CBニューロン細胞体が見つかった。逆行性染色の結果の一例を図 11A

に示す。アメフラシの脳神経節はいくつかのクラスターが集まり形作られてお

り、 1つのクラスターは数十から百前後のニューロンから成り立っている

οahan-Parwar and Fredman， 1976) 0 CBニューロン細胞体は頭部組織に近い G

クラスター、口唇部や前触角から脳神経節へ伸びる ULABn.， AT n.の聞に存

在する M クラスター、 C-Bconn.の付け根に存在する Eクラスターに分かれ

て存在した(図 11B)0 G クラスターには 2個のニューロン細胞体が存在して

おり、このうち 1つは他の細胞体 (50μm前後)と比べ明らかに巨大であり、

その大きさは 200μm以上であった。このニューロンはセロトニンを含有して

おり(未発表)、アメリカ産アメフラシ μp加iacalifornica)ですでに同定され

ている MCC(Metacerebral cell， Weiss and Kupfermann， 1976; Weiss et al.， 1978)と
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等価であると考えられる。また M クラスターには Ventral面に4個(図 llD)、

Dorsal面に 1個の CBニューロン細胞体が存在した。さらに Eクラスターには

Ventral面に4個(図 llA)、Dorsal面に 2"'3個の CBニューロン細胞体が見

つかった。一方、対側に染まった CBニューロン細胞体はMクラスターの Ventral

面に存在した(図 llC)。この CBニューロン細胞体からは 2本の軸索が伸びて

いることから両側 C-Bconn.に軸索を伸ばしていると考えられた。逆行性染色

は動物 25個体に対して行い、左右 C-Bconn.からの染色結果に差は見られな

かった(左側 10個体、右側 15個体)。

CBニューロンは形態的特徴から Aplysiacalifornicaですでに同定されている

CBIs (Cerebral-to・buccalinterneurons， Rosen et al.， 1991; Perrins and Weiss， 1998; 

Hurwitz et al.， 1999; Xin et al.， 1999)と等価であると考えられる。これらのうち

摂食や吐き出しに関わる司令様ニューロンや修飾ニューロンの細胞体は脳神経

節内Mクラスターに存在することが報告されている (Rosenet al.， 1991; Hurwitz 

et al.， 1999; Jing et al.， 2001; Morgan et al.， 2002)。そこで本研究では M クラスタ

ーに存在する CBニューロンに着目し研究を進めることにした。

2. CBMニューロンの含有する修飾物質

逆行性染色により脳神経節内 M クラスターに複数の CBニューロン細胞体

(CBM)が確認された。これら CBMニューロンの含有する修飾物質を明らかに

するため、逆行性染色法と組織蛍光法または抗体染色法を組み合わせた。

逆行性染色法と組織蛍光法を組み合わせたときの結果の一例を図 12に示す

(n=24)。組織蛍光法ではパラホルムアルデヒドとグルタルアルデヒドの混合液

で固定した試料に近紫外光を照射すると、カテコールアミンが存在する場合、

青緑色光(ドーパミン、アドレナリンなど)や黄澄色光(セロトニン)を発す

る。まず左側 C-Bconn.断端から Biocytinを逆行性に導入し CBMニューロン

細胞体を染色したところ、対側 M クラスターの Ventral面に 1個と同側 M ク

ラスターの Ventral面に 4個の CBMニューロン細胞体が染色された(図 12A，B)。

続いて組織蛍光の結果、これらのうち対側と同側 M クラスターの Ventral面に

それぞれ 1個ずつ、青緑色光を発するニューロン細胞体が見つかった(図 12C，
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D)。このことから同側、対側 M クラスターの Ventral面に存在する 4個の CBM

ニューロンのうち最もAnterior側の 1個がカテコールアミン様物質を含有する

ことが示唆された(図 12E，F)。そこでこのカテコールアミン含有ニューロン

を CBM1と命名した(図 12E，町。なお CBM1以外にカテコールアミン様物質

を含有する CBニューロンはどのクラスターにも存在しなかった。

逆行性染色に続いて、一次抗体として神経ペプチドである Myomodulinに対

する抗体を用いて抗体染色を行ったときの結果の一例を図 13に示す (n=lO)。

逆行性染色の結果、同様に対側に 1個と同側に4個の CBMニューロン細胞体

が染色された(図 13A，B)。続く抗体染色の結果、これらのうち同側 M クラス

ターの Ventral面に 1個の Myomodulin陽性細胞体が見つかった(図 13C，D)。

このことから同側 M クラスターの Ventral面に存在する 4個の CBMニューロ

ンのうち 1個が Myomodulin様物質を含有することが示唆された(図 13E，F)。

そこでこの Myomodulin様物質含有ニューロンを CBM2bと命名した(図 13F)。

なお CBM2b以外にも Eクラスターの Dorsal面に存在する CBニューロンのう

ち1""'2個が Myomodulin抗体に対して陽性反応を示した。

逆行性染色に続いて、一次抗体として神経伝達物質である GABAに対する

抗体を用いて抗体染色を行ったときの結果の一例を図 14に示す (n=9)。逆行

性染色の結果、同様に対側に 1個と同側に4個の CBMニューロン細胞体が染

色された(図 14A，B)。続く抗体染色の結果、これらのうち同側 M クラスター

の Ventral面に 1個の GABA陽性細胞体が見つかった(図 14C，D)。このこと

から同側 M クラスターの Ventral面に存在する 4個の CBMニューロンのうち

最も Posterior側の 1個がGABA様物質を含有することが示唆された(図 14E，F)。

そこでこの GABA様物質含有ニューロンを CBM3と命名した(図 14F)。なお

CBM3以外にも Gクラスターに存在する CBニューロンが GABA抗体に対し

て陽性反応を示した。

以上の結果、脳神経節内 M クラスターの Ventral面に存在する 4個の CBM

ニューロンは含有物質の違いから区別することが可能であった。すなわち

CBMlはカテコールアミン様物質を、 CBM2bは Myomodulin様物質を、 CBM3

は GABA様物質を含有する。なお本研究で用いた組織蛍光法と抗体染色法に

より細胞体が蛍光を発しなかった CBMニューロンを CBM2aとした。
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3.カルシウムイメージング法を用いたニューロンのスパイク活動の検出

次に、口唇部への海藻味刺激に対する CBMニューロンの応答を調べる必要

があった。この場合、味刺激に対する慣れや不活性化を防ぐため、刺激ー洗

浄後、一般に次の刺激まで 20""'30分くらいあける必要があり、 2種類の海藻

味刺激について繰り返しニューロンの応答を調べようとすると、測定時間は

数時間に及ぶ。ところが、 CBMニューロンの細胞体は口球神経節内に存在す

るMA，JCニューロンに比べ小さく (50μm前後)かつニューロパイル内に埋も

れているため、電気生理学的手法で微小電極を長時間にわたり維持し続ける

乙とが難しいことがわかった。一方、最近になってアメフラシニューロンの

スパイク活動を定量的に検出するのにカルシウムイメージング法がたいへん

有効であることが示された (Yoshidaet al.， 2001)。この手法は、カルシウム感

受性色素 (CalciumGreen-1)を微小電極を用いてアメフラシのニューロンに電

気泳動的に導入するが、ニューロン 1個あたり 2""'5分と短時間で行うこと

ができ、一度色素を導入すると長時間にわたり安定したスパイク活動を検出

することができる。そこでこの手法を用いて個々の CBMニューロンの味覚応

答を長時間にわたり追跡することにした。

吉田ら (2001)は、アメフラシニューロンのスパイク活動とそれに伴う蛍光

強度変化の関係を詳しく調べた (Yoshidaet al.， 2001)。それによると、蛍光強

度変化はニューロンの発火頻度や発火期間をよく反映する。図 15A，Bは口球

神経節内の介在ニューロン (MA)の膜電位変化と蛍光強度変化を同時記録し

た例である。 MAニューロンを細胞内通電すると、 MAにスパイク活動が誘発

され、それに伴い蛍光強度が増大した。この時、一定の通電時間で通電量の

みを変化させると (1s，4"'" 10nA)、ニューロンの発火頻度の増大につれて蛍光

強度増大の初期の傾きが徐々に大きくなった(図 15A)。一方、一定の通電量

で通電時間を変化させると (7nA， 0.5""'2s)、ニューロンの発火期間が長くなる

につれて蛍光強度変化の立ち上がりからピークまでの時間が長くなった(図

15B)。ピークまでの時間が長くなるにつれてピーク値は大きくなるが、蛍光

強度増大の初期の傾きは変化していない。これらの結果、蛍光強度増大の初
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期の傾きはスパイク発火頻度にほぼ比例し(図 15C)、蛍光強度増大の期間は

スパイク発火期間にほぼ対応することがわかった(図 15D)。そこでカルシウ

ムイメージング法を用いた蛍光強度変化の測定からニューロンのスパイク発

火頻度や発火期間を推測することが可能である。

4.摂食や吐き出し味刺激により誘発される CBMニューロンの応答

本研究の目的は、摂食時に見られる口の運動パターンを吐き出し時の運動

パターンヘスイッチする機構に関わる修飾ニューロンを探索することである。

これまでの研究により、スイッチが起こるとき、口球神経節内の介在ニュー

ロンが運動ニューロンに誘発するシナフス電位の大きさが特異的に抑圧され

ることが示唆されており (Nagahamaet al.， 1999，図 6)、このような機構に関わ

る修飾ニューロンは吐き出し応答時に特異的に活動することが予想される。

そとで吐き出し行動を誘発するマクサ味刺激に対して特異的に応答する CBM

ニューロンを探索することにした(図 7)。

CBMニューロンの味覚応答を調べるために図 8Bのような測定用プレバレー

ションを用いて実験を行った。 CBMニューロンは、これらが C-Bconn.に軸

索を伸ばしていることから、 C-Bconn.の神経活動を吸引電極を用いてモニタ

ーし、 CBMニューロンを細胞内通電したときに誘発されるスパイク活動と C-

B conn.の応答が 1対 1に対応することを確認して見つけた。続いて CBMニ

ューロンにカルシウム感受性色素を電気泳動的に導入した。ただ、この段階

では4個の CBMニューロンのいずれかはわからない。そこでカルシウムイメ

ージング実験後に組織蛍光法や抗体染色法を行い、ニューロンが含有する修

飾物質を調べ、見分けるための指標とした。また各 CBMニューロンの電気生

理学的性質も同定の目安となった(後述)。

刀CBM3の味覚応答

口唇部への摂食や吐き出し味刺激に対する CBM3の応答の一例を図 16，17 

に示す (n=13)。この CBMニューロンはカルシウムイメージング実験後の抗体
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染色により、 GABA抗体に対して陽性反応を示したことから CBM3であるこ

とを確認した(図 16D，E)。摂食応答を誘発するアオサまたは吐き出し応答を

誘発するマクサからの抽出液で口唇部を刺激すると (t=O)、CBM3細胞体では

ともに蛍光強度が増大したが、その変化量はマクサ味刺激に比べアオサ味刺

激の方が大きかった(図 16A，B)。なお図 16A，Bは擬似カラー像であり、蛍光

強度との関係は下図のスケールバーに対応する。この時の CBM3細胞体の蛍

光強度変化 (~F/F) の時間経過を図 16C に示す。 CBM3 はアオサ味刺激の場合、

初期の増大後リズミカルな変化が数十秒以上持続したのに対し、マクサ味刺

激の場合、増大後徐々に減表した。なお人工海水で刺激した場合、 CBM3細胞

体の蛍光強度は変化しなかった。また別の動物でアオサとマクサからの抽出

液で口唇部を交互に繰り返し刺激して CBM3の応答を調べたところ、両味刺

激によりどちらもリズミカルな活動が誘発された(図 17)。これら応答を比較

すると、アオサ味刺激では大きなリズム性の蛍光強度変化が誘発された(図

17A)のに対し、マクサ味刺激ではより小さなリズム性の変化が誘発された(図

17B)。前述のように、カルシウムイメージングでは蛍光強度増大の初期の傾

きはスパイク発火頻度にほぼ比例し、増大の期間はスパイク発火期間にほぼ

対応する(図 15)。この性質を今回の結果と比較すると、アオサとマクサの両

味刺激により誘発される蛍光強度変化の初期の傾きはほぼ等しく、増大の期

間はアオサ味刺激の方が長いことから、 CBM3は両味刺激により最初、ほぼ等

しい頻度のスパイク活動が誘発されたが、マクサ味刺激に比べアオサ味刺激

の方が CBM3の活動を長時間持続させることが示唆された。

これらの結果、摂食や吐き出し味刺激により CBM3は最初ともにほぼ等頻

度のリズム性スパイク活動が誘発されるが、この活動は吐き出し味刺激に比

べ摂食味刺激でより長時間持続することが示唆された。そこで CBM3は吐き

出し行動よりは摂食行動に関与するこユーロンであると考えられた。

II) CBM2a/bの味覚応答

口唇部への摂食や吐き出し味刺激に対する CBM2aの応答の一例を図 18に示

す (n=8)。この CBMニューロンは細胞体の位置や形態的特徴、カルシウムイ
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メージング実験後の組織蛍光法や抗体染色法により、細胞体が蛍光を発しな

かったことから CBM2aであることを確認した。アオサやマクサからの抽出液

で口唇部を刺激すると (t=O)、CBM2a細胞体ではほぼ同様に蛍光強度が増大し

た(図 18A，B，擬似カラー像)。この時の CBM2a 細胞体の蛍光強度変化 (~F/F)

の時間経過を図 18C，Dに示す。 CBM2aは両味刺激によりどちらも数十秒以上

続くリズミカルな蛍光強度変化が誘発された。両味刺激に対する応答を比較

しても、明白な差は見られなかった。またアオサやマクサ味刺激に対する

CBM2bの応答については一例しか調べていないが、両味刺激により誘発され

る応答に明白な差は見られなかった。これらの結果、 CBM2のaとb(CBM2a!b) 

は共に吐き出し味刺激に対して特異的に応答するこユーロンではないと考え

られた。

Il刀CBMlの味覚応答

口唇部への摂食や吐き出し味刺激に対する CBM1の応答の一例を図 19，20 

に示す (n=13)。この CBMニューロンはカルシウムイメージング実験後の組織

蛍光法により、青緑色光を発したことから CBM1であることを確認した(図19D，

E)。アオサやマクサからの抽出液で口唇部を刺激すると (t=O)、CBM1細胞体

ではともに蛍光強度が増大したが、その変化量はアオサ味刺激に比べマクサ

味刺激の方が大きかった(図 19A，B，擬似カラー像)。この時の CBM1細胞体

の蛍光強度変化 (~F/F) の時間経過を図 19C に示す。 CBM1 はアオサ味刺激の

場合、小さな一過性の蛍光強度の増大が誘発されたのに対し、マクサ味刺激

ではアオサに比べ大きな一過性の増大が誘発された。なお人工海水で刺激し

た場合、 CBM1細胞体にわずかだが蛍光強度の変化が誘発された。アオサとマ

クサの両味刺激に対する蛍光強度変化を比較すると、立ち上がりからピーク

までの時間はほとんど変わらなかったが、増大の初期の傾きはアオサ味刺激

に比べマクサ味刺激の方が大きかった。また別の動物で、アオサとマクサか

らの抽出液で口唇部を交互に繰り返し刺激して CBM1の味覚応答を調べても、

常に同様の結果が得られた(図 20)。

以上の結果、 CBM1は摂食や吐き出し味刺激によりともにスパイク活動が誘
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発されるが、摂食味刺激に比べ吐き出し味刺激でより高頻度のスパイク活動

が誘発されることが示唆された。このことから CBM1はマクサ味刺激に対し

て応答性が高いニューロンであり、吐き出し行動発現に関与する可能性があ

ると考えられた。

5.海藻味刺激により誘発される CBMニューロン応答の同時測定

とれまでの研究より CBM1.CBM2a!b， CBM3は2種類の海藻味刺激によりそ

れぞれ異なる応答が誘発されることが示唆された。これらは海藻味刺激に対

する複数の CBMニューロンの応答を同時測定して同様の結果が得られればよ

り確かなものとなる。同時測定をするにはカルシウム感受性色素を複数個の

CBMニューロンに導入する必要があるが、微小電極を用いた電気泳動的手法

ではニューロンを探している時に他のニューロンを傷つけることがあった。

そこで C-Bconn.断端からカルシウム感受性色素を逆行性に導入して複数の

CBMニューロンを染色し、これらの応答を同時に調べることにした。

実験では動物の背側を切開して、片側C-Bconn.を切断した。続いてC-Bconn. 

断端にカルシウム感受性色素を充填した導入器を取り付け、その後、切開部

を縫合する外科的手術を行った(図 10)。手術 3"-'6時間後に動物は麻酔から

回復し、再び行動を開始した。 3"-'4日後に再び解剖して測定用プレバレー

ションを作製し(図 8B)、口唇部への海藻味刺激に対する CBMニューロンの

応答を調べた。なお施術に成功した 78個体のうち 46個体が摂食行動を示し、

このうち 24個体でニューロン細胞体が染色された。ただ時間をかけた割には

電気泳動的手法に比べてニューロンの染まりが悪く、個々の染まり方にもば

らつきがみられた。この 24個体を用いて以下の実験を行った。

まずこの手法により CBMニューロンのスパイク活動が検出できるかを確か

めるため、アオサからの抽出液のみで口唇部を刺激し、それに対する CBMニ

ューロンの応答を調べた。図 21はその一例を示す。ここでは逆行性導入の結

果、脳神経節内 Mクラスターに 3個のニューロン細胞体が染色された(図 21A)。

このうち 1個のニューロン細胞体はカルシウムイメージング実験後の抗体染

色により神経ペプチドである Myomodulin抗体に対して陽性反応を示したこと

-26-



から、 CBM2bであることを確認した(図 21B)。またこれまでの Biocytinによ

る逆行性染色の結果と比較して、 CBM2bに隣接するニューロン細胞体はそれ

ぞれ CBM2a，CBM3であることが推測できた(図 21A，C)。口唇部をアオサから

の抽出液で刺激すると (t=O)、蛍光強度は CBM2b，CBM3で増大し、 CBM2aで

もわずかだが増大した(図 21C，擬似カラー像)。この時、繰り返しアオサ味刺

激を与えて CBM2a，CBM2b， CBM3細胞体に誘発された蛍光強度変化 (dF/F)の

時間経過を図 22にまとめた。各ニューロンにおける蛍光強度変化の測定部位

は図 21Cの丸で囲んだ領域であった。アオサ味刺激により CBM2bには大きな

一過性の増大が誘発されたのに対し、 CBM2aで、は刺激直後に小さな増大が見

られただけであった(図 22A，B)。一方、 CBM3はアオサ味刺激により 80秒以

上継続する持続性の蛍光強度の増大が誘発された(図 22C)。これらの結果、

色素の逆行性導入を用いて、海藻味刺激により誘発される CBニューロンのス

パイク活動をモニターできるととがわかった。

また別の結果では、脳神経節内 M クラスターに 3個のニューロン細胞体が

染色された(図 23A)。この場合、 1個のニューロン細胞体はカルシウムイメ

ージング実験後の組織蛍光法により青緑色光を発したことから CBMlである

ことを確認した(図 23B)。またこれまでの Biocytinによる逆行性染色の結果

と比較して、隣接するこユーロン細胞体はそれぞれ CBM2の a，bいずれかと

CBM3であることが推測できた(図 23A，C)。口唇部をマクサからの抽出液で

刺激すると (t=O)、蛍光強度は CBMl，CBM3でともに増大したが、 CBM2(aま

たは b)ではほとんど変化しなかった(図 23C，疑似カラー像)。この時、アオ

サあるいはマクサ味刺激を与えて CBMl，CBM3細胞体に誘発された蛍光強度

変化(企F/F)の時間経過を図 24にまとめた。 CBMl，CBM3の蛍光強度変化の測

定部位は図 23Cの丸で囲んだ領域であった。アオサやマクサ味刺激により

CBMl， CBM3はどちらも蛍光強度が増大したが、 CBMlはアオサに比べマクサ

味刺激でより大きく変化したのに対し、 CBM3はマクサに比べアオサ味刺激で

わずかだが変化が大きかった。これらの結果は、 CBMlではアオサに比べマク

サ味刺激で高頻度のスパイク活動が誘発されること、 CBM3ではマクサに比べ

アオサ味刺激でわずかだが長時間のスパイク活動が誘発されることを示唆し、

微小電極から色素を電気泳動的に導入する手法を用いたときの結果と良くー
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致した。以上の結果、 CBMニューロンは摂食や吐き出し味刺激に対してそれ

ぞれ異なる応答性を示し、 CBM1が目的とする修飾ニューロンの候補であるこ

とが確認された。

6.海藻味刺激の濃度変化に対する CBM1の味覚応答

本研究の初期段階では、摂食から吐き出しへ口の運動パターンをスイッチ

させる機構に関わる修飾ニューロンは、吐き出し味刺激に対してのみ特異的

に応答すると考えていた。しかし CBM1は吐き出し味刺激により高頻度のス

パイク活動が誘発されたものの、摂食味刺激でも低頻度のスパイク活動が誘

発された。今回の実験では味刺激として海藻からの抽出液を用いており、こ

のような場合、 2種類の味刺激に対する CBM1のスパイク応答の差が溶液の

濃度に依存している可能性もある。そこで 2種類の抽出液の濃度を変えて

CBM1の味覚応答を調べることにした。海藻抽出液は、海藻lOgをアオサは 15ml、

マクサは 20mlの人工海水 (ASW)とともにすりつぶして作成したものをオリ

ジナルの濃度 (X1)とし、とれ以外の濃度の抽出液はオリジナルの海藻抽出

液を希釈して用いた。

様々な濃度のアオサやマクサ抽出液により誘発された CBM1細胞体の蛍光

強度変化 (A町F)の時間経過を図 25A，Cに示す (n=7for Ull叫 n=5for Gelidium)。

口唇部を ASWやXO.01濃度のアオサからの抽出液で刺激した場合、 CBM1細

胞体の蛍光強度はほとんど変化しなかったが、口唇部をXO.1，XO.2， X 1濃度

のアオサからの抽出液で刺激すると、 CBM1細胞体の蛍光強度は一過性に増大

した(図 25A)。また口唇部をマクサからの抽出液で刺激した場合も同様に、

抽出液の濃度が低いと (ASW，X 0.05) CBM1細胞体の蛍光強度はほとんど変化

しなかったが、高くなるにつれて (XO.2，XO.5， X 1)蛍光強度は一過性に増

大した(図 25C)。アオサやマクサ抽出液の濃度変化とそれに伴う CBM1細胞

体の蛍光強度変化の相対的な初期傾き (5秒間)との関係を図 25B，Dに示す。

アオサとマクサ味刺激のどちらの場合でも、海藻抽出液の濃度がX0.01， X 0.02 

と低いと CBM1細胞体の相対的な初期傾きの値は小さいが、海藻抽出液の濃

度がXO.1，XO.2になるとその値は急激に大きくなり、それ以上の濃度になる
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と最大応答を示し一定となった。またX2濃度のアオサ抽出液で刺激した場合

の相対初期傾きの値はオリジナルの濃度 (X1)と比較して差のないことがわ

かった(図 25B，n=4， P>0.1)。このことからオリジナルの濃度 (X1)の海藻味

刺激はそれぞれ CBM1に最大応答のスパイク活動を誘発することができると

考えられた。

7. CBMニューロンの味覚応答のまとめ

そこでオリジナルの濃度 (X1)の海藻味刺激を用いて、 CBMニューロンの

味覚応答の差を複数の個体で調べることにした。アオサとマクサ味刺激に対

する CBM1細胞体の蛍光強度変化の初期傾き値はそれぞれ 0.78:t 0.13 %/8と

1.42 :t 0.21 %/8であり、両者に有意な差が認められた(図26A，mean :t SEM， n= 13， 

P<0.001)。なお人工海水 (ASW)に対する CBM1の初期傾き値は 0.10:t 0.02 %/8 

であり、アオサとマクサ味刺激に比べその値は有意に小さかった (P<0.001for 

Ulva， P<0.001 for Geli.， n=12)。また CBM1の蛍光強度変化の開始からピークま

での期間はアオサ味刺激の場合 11.94:t 0.97 8で、マクサ味刺激の場合 11.39土

1.19 8であり、両者はほぼ同じ値を示した(図 26B，n= 13， P>0.1)。このことか

らCBM1は摂食や吐き出し味刺激により最初、約 10秒間のスパイク活動が誘

発されるが、吐き出し味刺激ではより高頻度のスパイク活動が誘発されるこ

とが示唆された。

アオサとマクサ味刺激に対する CBM2a/bの応答を同様に調べてみたところ、

初期傾きの値はそれぞれ 0.70:t 0.13 %/8と0.69土 0.12%/8、蛍光強度増大の期

間はそれぞれ 11.56:t 1.04 8と11.33:t 0.93 8の値を示し、両者に明白な差は認

められなかった(図 26C，D， n=9， P>0.1)。このことから CBM2a/bは摂食や吐き

出し味刺激により長時間持続するリズミカルなスパイク活動が誘発されるが、

両応答に明白な差のないことが示唆された。さらにアオサとマクサ味刺激に

対する CBM3の応答を調べたところ、初期傾きの値はそれぞれ1.84:t 0.29 %/8 

と1.53:t 0.27 %/8であり、両者にほとんど差が見られなかった(図 26E，n=13， 

P<0.05)。これに対して、蛍光強度増大の期間はそれぞれ 15.07:t 1.608と8.15:t 

0.86 8の値を示し、両者に有意な差が認められた(図 26F，n=13， P<0.001)。こ
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のととから CBM3は摂食や吐き出し味刺激により最初、ほぼ等しい頻度のス

パイク活動が誘発されるが、摂食味刺激ではより長時間活動が持続すること

が示唆された。

すなわち 2種類の海藻味刺激に対する CBMニューロンのスパイク応答の差

は、海藻味刺激の濃度変化によるものではなく、 2種類の海藻味刺激の味質

の違いに起因するものと考えられた。

8. CBM1の味覚応答とスパイク発火頻度の関係

これまでの研究より、 CBM1は摂食味刺激に比べ吐き出し味刺激でより高頻

度のスパイク活動が誘発されることが示唆された。しかしカルシウムイメー

ジング法を用いて海藻味刺激に対する CBM1の応答のみを測定しても、 CBM1

に実際にどれくらいの頻度のスパイク活動が誘発されているのかわからない。

そこで海藻味刺激で誘発される CBM1の蛍光強度変化からスパイク発火頻度

を推定するため、 CBM1が軸索を伸ばす脳一口球連合 (C-Bconn.)を一定頻度

の電気パルスで刺激し、 CBM1に既知の頻度の逆行性スパイクを誘発したとき

の蛍光強度変化と海藻味刺激により誘発される蛍光強度変化を同一ニューロ

ンで比較することにした。その一例を図 27A"'vCに示す。口唇部への 2種類の

海藻味刺激により誘発された CBM1細胞体の蛍光強度変化の時間経過を図 27A

に示す。また同一ニューロンで C-Bconn.を一定頻度の短い電気パルスで刺激

したときに誘発された CBM1細胞体の蛍光強度変化を図 27Bに示す。実験で

は1個の刺激パルスで 1個の逆行性スパイクが発現するようにパルスの時間

幅、強度を調節した (5"'vlOms， O. 7"'v 1.0V)。発火頻度が 10Hzと比較的小さい

ときは蛍光強度変化が小さいが、発火頻度が 20Hz，30Hzと大きくなるにつれ

て蛍光強度変化も増大した。スパイク発火頻度と蛍光強度変化の初期傾き値

(5秒間)との関係をグラフにしたものを図 27Cに示す。初期傾きの値は CBM1

のスパイク発火頻度が大きくなるにつれて、ほぼ直線的に増大することがわ

かった(図 27C，マ)。これらの結果を図 27Aで示した CBM1の海藻味刺激に

対する応答と比較すると、アオサ味刺激の場合、初期傾き値が1.662%/sであ

ったことから CBM1に11.8spikes/sのスパイク活動が誘発され(図 27C，←Ulva)、
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マクサ味刺激の場合、初期傾き値が 3.172%/sであったことから CBM1に28.2

spikes/sのスパイク活動が誘発されていることがわかった(図 27C，Geli.→)。

これらの関係を用いて、 2種類の海藻味刺激により誘発される CBM1のスパ

イク発火頻度を複数の個体で見積もったところ、アオサとマクサ味刺激に対

する CBM1の推定発火頻度はそれぞれ 19.65:t 2.43 spikes/sと 31.81:t 3.41 

spikes/sであり、両者に有意な差が認められた(図 27D，n=8， P<0.001)。

さらに海藻味刺激により誘発される CBM1のスパイク発火頻度を直接的に

調べるため、電気生理学的手法を用いて CBM1の味覚応答を測定した。前述

のとおり電気生理学的手法を用いて 2種類の海藻味刺激に対する CBM1の応

答を繰り返し測定することは難しいため、ここでは l種類の海藻味刺激に対

する応答のみをそれぞれ調べた。その一例を図 28A.Bに示す。 CBM1のアオ

サ味刺激に対する応答を調べたところ、 CBM1は刺激直後の 5秒間、 19.6spikes/s 

の頻度で発火した(図 28A)。これに対して、 CBM1はマクサ味刺激により刺激

直後の 5秒間、 34.4spikes/sの高頻度で発火した(図 28B)o 2種類の海藻味刺

激により誘発される CBM1のスパイク発火頻度を複数の個体で調べてみたと

ころ、アオサとマクサ味刺激に対する CBM1のスパイク発火頻度はそれぞれ

20.16 :t 1.50 spikes/sと30.37:t1.11 spikes/sであり、両者に有意な差が認められ

た(図 28C，n=6， P<O.OO1)。なお人工海水 (ASW)により誘発される CBM1のス

パイク発火頻度は 3.92:t 0.45 spikes/sであり、アオサとマクサ味刺激に比べそ

の頻度は明らかに低かった (P<O.001for Ulva， P<O.001 for Geli.， n=6)。これらの

結果はカルシウムイメージングから推定されたスパイク発火頻度の結果(図

27D)と良く一致し、 CBM1は摂食味刺激により 20spikes/s前後のスパイク活

動が誘発され、吐き出し味刺激により約 30spikes/sの高頻度のスパイク活動が

誘発されることが明らかになった。

一方、カルシウムイメージングの結果から、 CBM3は吐き出し味刺激に比べ

摂食味刺激でより長時間持続するスパイク活動が誘発されることが示唆され

た。そこで CBM3についても電気生理学的手法を用いて海藻味刺激に対する

応答を調べた。図 29A，Bはその一例であるが、ここではアオサ味刺激とマク

サ味刺激に対する応答を同一ニューロンで記録することができた。その結果、

CBM3は摂食味刺激により最初、 8Hz弱、 13"'14秒の放電からなるスパイク
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活動が誘発されたのに対し、吐き出し味刺激により最初、 7Hz弱、約 5秒間

の放電からなるスパイク活動が誘発された。この結果もカルシウムイメージ

ングによる結果(図 26E，町と良く一致し、 CBM3は吐き出しよりは摂食応答

の発現に何らかの寄与をしているニューロンであると考えられた。

9.触刺激に対する CBM1の応答

食物噌好性に関する要素として味以外にテクスチャー(物理的食感)がある。

そこで口唇部への触刺激に対する CBM1の応答を調べることにした (n=6)。実

験では口唇部に動きが誘発されない程度の強さで、口唇部をポリエチレンチ

ューブの先端で約 1秒間刺激した。触刺激により誘発される CBM1細胞体の

蛍光強度変化はマクサ味刺激に比べ刺激時間が短いためピーク値は小さいが、

初期傾きの値はほぼ同じであった(図 29D)。とのことから触刺激の直後、 CBM1

はマクサ味刺激と同様に高頻度で発火することが示唆された。

10. CBM1の機能解析

摂食と吐き出しという 2種類の口の運動パターンのスイッチは、口球神経

節内の MAニューロンが閉口運動ニューロン (JC)に誘発するシナプス電位の

サイズ変化によって起こり、吐き出し時には MA-JC問の抑制性シナプスの伝

達効率が特異的に抑圧されることが示唆されている (Nagahamaet al.， 1999，図

6)。本実験のこれまでの結果により、 CBM1がこのような特定シナプス部位で

の情報伝達効率を抑圧する修飾ニューロンの候補であることが明らかになっ

た(図 7)。そこで次に CBM1の機能を詳しく調べることにした。

実験は電気生理学的手法を用いて行うことから、この手法による CBM1の

同定基準を確立する必要があった。 CBM1は逆行性染色法と組織蛍光法の結果、

両側脳一口球連合 (C-Bconn.)に軸索を伸ばしていることが明らかになってい

る(図 12)。一方、その他の CBニューロンは同側のみに軸索を伸ばしている。

そこで CBM1の同定は、両側 C-Bconn.の神経活動を吸引電極を用いてモニタ

ーし、 CBM1を細胞内通電したときに誘発されるスパイク活動と両側 C-Bconn. 
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の応答が 1対 1に対応することを調べて行うことができた(図 30A)。また

CBM1のスパイク活動により同側 MA1に興奮性シナフス後電位 (EPSPs)が誘

発されることがわかった。多シナフス経路を遮断する 3x Ca2
+， 3 X Mg2

+溶液下

で調べても同様の結果が得られ、 CBM1が同側の MA1に単シナプス性 EPSPs

を誘発することが明らかになった(図 30B)。さらに CBM1は JC2に対しても

小さな単シナプス性の EPSPsを誘発した。そこで電気生理学的手法により

CBM1とMA，JCとのシナフス結合を調べることでも CBM1を同定することが

可能であった。また同定をより確かなものとするため、電気生理学的測定後

Carboxyfluoresceinで染色して、測定に用いたニューロンが両側 C-Bconn.に

軸索を伸ばしていることを形態学的に確認したり(図 30C)、Lissamine

rhodamineでマーキング染色し、その後、組織蛍光法によりカテコールアミン

含有の有無を確認したりした(図 30D，E)。

11. MA-JC聞の抑制性シナプスの伝達効率に対する CBM1の効果

CBM1が口球神経節内の MA-JC間の抑制性シナプスの伝達効率を抑圧する

かを調べた。実験では多シナプス経路を遮断する 3X Ca2+， 3 X Mg2
+溶液下、シ

ナプス電位の大きさの膜電位依存性を考慮し JC2を・40mVに電位固定した。

この条件下、 MA1を10秒間隔で繰り返し発火させて JC2に抑制性シナプス電

流 (IPSC)を誘発し、その途中で CBM1を平均 40spikes/sの高頻度で 30秒間

発火し、その前後で MA-JC問の IPSCサイズの変化を調べた(図 31A，n=19)。

CBM1を刺激しないコントロールのときと高頻度で発火させたときの MA1に

より JC2に誘発された個々の IPSCの例を図 32に示す。 IPSCサイズは、コン

トロールではほとんど変化しなかった(図 32A)が、 CBM1を高頻度で発火さ

せると IPSCサイズは刺激後減少した(図 32B)。なお CBM1の高頻度発火時、

MA1ニューロンに 2個以上のスパイクが誘発されることがあった(図 31B)。

このような場合、一番最初に誘発されたスパイクを解析に用いた。また CBM1

を高頻度で発火させた時とさせなかった時の IPSCサイズの経時変化を図 33A

に示す。 IPSCサイズは CBM1を刺激しないときは徐々に減少したが、急激な

減少は見られなかった(図 33A，control)。一方、 CBM1を高頻度で刺激した場
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合、刺激後 40秒以内に刺激前の約 70%まで小さくなり、 100秒以上経過して

もとのレベルにもどった(図 33A，CBM1)。このことより CBM1はMA-JC間シ

ナプスの伝達効率を抑圧することが示唆された。

これまでの味応答の実験から、 CBM1は摂食味刺激に対して 20spikes/s前後

のスパイク活動が誘発され、吐き出し味刺激に対して約 30spikes/sの高頻度の

スパイク活動が誘発されることがわかった。そこで CBM1による MA-JC間シ

ナプスの修飾効果における CBM1の発火頻度依存性を調べることにした。その

一例として、 CBM1を低頻度 (19.0spikes/s)または高頻度 (44.3spikes/s)でそ

れぞれ 30秒間発火させたときの IPSCサイズの時間経過を図 33Bに示す。CBM1

を低頻度で発火させた場合、 IPSCサイズはほとんど変化しなかったが、 CBM1

を高頻度で発火させた場合、刺激直後から IPSCサイズが大きく減少し、その

効果は 150秒以上持続した。 IPSCサイズに対する CBM1の発火頻度依存的効

果を複数の個体で調べ平均したところ、 CBM1を低頻度 (18.9土1.3spikes/s)で

発火させた場合、 IPSCサイズはコントロール値の 94.0:t 2.1 %、 CBM1を高頻

度 (40.1:t 1.1 spikes/s)で発火させた場合、 IPSCサイズは 68.0:t2.6 %の大きさ

であった(図 33C，n=7)。また CBM1の発火頻度と CBM1刺激により減少した

IPSCサイズとの関係を詳しく調べたところ、 CBM1による IPSCサイズ修飾効

果は発火頻度が 15""'25spikes/sではほとんど見られないが、 25spikes/s以上に

なるとその効果が明白に現れることがわかった(図 33D)。なお図 33Dの白丸

は3X Ca2+， 3 X Mg2+溶液下で、黒丸は 5XCa2+，2XMg2+溶液下で得られた結果で

ある。このことより CBM1は発火頻度依存的に口球神経節内の MA-JCシナプ

ス部位の伝達効率抑圧に寄与しており、摂食から吐き出しへの運動パターンの

スイッチに関わる修飾ニューロンであることが示唆された。

12. MA-JC間の抑制性シナプスの伝達効率に対するドーパミンの効果

CBM1は組織蛍光法によりカテコールアミン様物質を含むことが示唆された

(図 12)。そこで口球神経節内の特定シナフス部位である MA-JC聞に対してカ

テコールアミンの lつであるドーパミンの作用を調べてみるととにした(図

34)。実験では5X10・5Mのドーパミンを外液添加し、添加 10分後と洗浄後に IPSC
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サイズを測定し、 ドーパミン添加前後の個々の IPSCサイズを比較した。との

結果、 ドーパミンは CBMlの高頻度発火による効果と同様に IPSCサイズを減

少させることがわかった(図 34A)。ドーパミンの外液添加により減少した IPSC

サイズを複数の個体で平均したところ、 IPSCサイズはコントロール値の 73.5主

1.5 %の大きさであった(図 34C，DA， n=10)。また MA-JC間の抑制性シナプス

の伝達効率に対するドーパミンの修飾効果は、 ドーパミン Dlreceptorのアン

タゴニストである SCH23390添加 (10・5M)により抑制されることがわかった

(図 34B)。この時、減少した IPSCサイズを複数の個体で平均すると、コント

ロール値の 95.3::!: 1.7 %の大きさであり(図 34C，SCH23390+ DA)、ドーパミン

(DA)のみを添加したときと比較して有意な差があった(図 34C，P<O.OO1)。こ

れらのととは CBMlが神経伝達物質としてドーパミンを放出しており、口球神

経節内の特定シナプス部位に対して直接的に作用している可能性を示唆してい

る。

以上の結果、アオサからの抽出液で口唇部を刺激した場合、 CBMlの発火頻

度は比較的低いため MA-JC間の抑制性シナプスの伝達効率に影響を与えず、JC

を単シナプス性に抑制する MAの活動により JCのスパイク活動の開始時期が

遅れ、摂食行動で見られる口の運動パターンが発現すると考えられる。一方、

マクサからの抽出液で刺激した場合、 CBMlの発火頻度が高いため MA-JC間

の抑制性シナプスの伝達効率が特異的に抑圧されることにより JCの活動開始

時期が早くなり、吐き出し行動で見られる口の運動パターンが発現すると考

えられる(図 35)。
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考察

1. CBニューロン

アメフラシは海藻の種類に応じて好きな海藻は摂食し、嫌いな海藻は吐き出

すという行動をそれぞれ選択すること、また摂食時と吐き出し時では口の運動

パターンが変化することが知られている (Nagahama and Shin， 1998)。これまで

の研究より摂食時に見られる口の運動パターンから吐き出し時の運動パターン

へのスイッチは、口球神経節内の介在ニューロン (MA，Multi-action)が閉口運

動ニューロン σC，Jaw-closing)に誘発するシナフス電位の大きさの変化によ

って起こり、吐き出し時にはこの特定シナプス部位での情報伝達効率が特異的

に抑圧されることが示唆されている (Nagahamaet al.， 1999，図 6)。そこで本研

究ではまずこのような特定シナプス部位での伝達効率を変化させる修飾ニュー

ロンの候補である神経節間介在ニューロン (CB，Cerebral-buccal interneuron)を

探索し、次に口唇部への摂食や吐き出し味刺激に対する CBニューロンの応答

を調べ、最後に CBニューロンの MA-JC聞のシナフス伝達に対する機能を調

べた。

脳神経節内に細胞体があり、口球神経節に軸索を伸ばす神経節間介在ニュー

ロンを探索するため、脳一口球連合から逆行性染色を行った(図 11)。この結

果、これらニューロンは G，M，Eと呼ばれる 3つのクラスターに数個ずつわか

れて存在することが明らかになり、これらを CBニューロンと呼ぶことにした。

このうち M クラスターの Ventral面に存在する CBニューロン (CBM)は組織

蛍光法や抗体染色法により含有物質の違いから見分けることができた。そこで

カテコールアミン様物質を含有するニューロンを CBM1、神経ペプチドである

Myomodulin様物質を含有するものを CBM2b、神経伝達物質である GABA様

物質を含有するものを CBM3と命名した(図 12-14)。なお本研究で用いた組織

蛍光法と抗体染色法により細胞体が蛍光を発しなかった CBMニューロンを
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CBM2aとした。

CBニューロンのように、脳神経節内に細胞体があって口球神経節に軸索を

伸ばすような形態的特徴をもっ神経節間介在ニューロンは、多くの軟体動物で

見つかっている。例えば、アメリカ西海岸に棲息するアメフラシ μlplysia

californica)の Cerebral-to-buccalinterneurons (CBIs， Rosen et al.， 1991; Perrins and 

Weiss， 1998; Hurwitz et al.， 1999; Xin et al.， 1999; Jing et al.， 2001; Morgan et al.， 

2002)、ヨーロッパモノアラ貝 (Lymnaeastagnalis)のCerebralventral interneurons 

(CVs， McCrohan， 1984a， b; McCrohan and Kyriakides， 1989; Kemenes et al.， 2001)、

キイロナメクジ (Limaxmaximus)の Cerebralto buccal interneurons (CBs， Delaney 

and Gelperin， 1990a， b， c)などで報告されている。これらニューロンは動物の口

唇部や触角部から直接的や間接的に感覚情報を受け取り活動し、その活動によ

り口球神経節内の CPG(Central pattern generator)回路網を駆動させたり、口球

神経節内の様々なニユ一ロン活動を修飾することで適切な運動パ夕一ンの形成

に寄与していることが知られている。そこで本研究で見つかつたApl)加y人ぽsia

の CB ニユ一ロンと乙の動物の近縁種である Ap~かyぽ川si臼a cωal可{ザfornicωaの CBIニユ一

ロンを比較してみることにした。

Apち'siacalifornicaには、脳神経節内に細胞体があり口球神経節に軸索を伸ば

すようなニューロン群に CBI，MCC， ICBMの 3つのグループがある。 A.

californicaの CBI(Cerebral-to・buccalinterneuron)は、 M クラスターに CBI-1，-2， 

・12，・3(Rosen et al.， 1991; Hurwitz et al.， 1999; Jing et al.， 2001; Morgan et al.， 2002)、

Eクラスターに CBI・4(Rosen et al.， 1991)， -5/6 (Perrins and Weiss， 1998)，・8/9(Xin 

et al.， 1999)が同定されている。 A.californicaの CBI・1は両側脳一口球連合に

軸索を伸ばし、カテコールアミンを含有し、MAと等価のニューロンである B4/5

(Gardner， 1971)に単シナプス性の EPSPを誘発することから (Rosenet al.， 1991)、

A. kurodaiの CBM1(図 12，30)と等価であると考えられた。またA.californica 

の CBI・12，・8/9は神経ペフチドである Myomodulinを含有することが報告され

ていることから (Xinet al.， 1999)、Mクラスターに存在する CBI・12はA.kurodai 

の CBM2b(図 13)と等価である可能性が示唆された。さらに A.calザornicaの

CBI・3は神経伝達物質である GABAに対する抗体に陽性反応を示すことが報

告されていることから (Diaz-Rioset al.， 1999)、CBI・3はA.kurodaiの CBM3(図
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14)と等価である可能性が示唆された。しかし A.kurodaiの CBM2b，CBM3で

は口球神経節内のニューロンとのシナプス結合などがわかっていないことから、

今後さらに検討を重ねる必要がある。 A.californicaの MCC(Metacerebral cell， 

Weiss and Kupfermann， 1976; Weiss et al.， 1978)は、細胞体の位置や大きさ、軸

索分枝の仕方、修飾物質、末梢筋への修飾効果がA.kurodaiのMCCニューロ

ンとほぼ同じことから等価であると考えられた。一方、 A.calザornicaのICBM

(Interganglionic cerebral-to-buccal mechanoafferent neuron， Rosen et al.， 1979， 1982) 

は、脳神経節内の Posterior側に位置する J，Kクラスターに存在する触感覚ニ

ューロンであるが、 A.kurodaiではその領域にニューロン細胞体は見つからな

かった(図 11)。このことから A.californicaとA.kurodaiのニューロンには種

聞による若干の違いがあることが示唆された。

2.海藻味刺激に対する CBニューロンの応答

CBニューロン細胞体は口球神経節内の MA，JCニューロンに比べ比較的小

さく (50μm前後)ニューロパイル内に埋まっていることから、電気生理学的

手法を用いて口唇部への繰り返し海藻味刺激に対する CBニューロンの応答を

測定しようとしても、微小電極を長時間にわたり維持し続けることが困難であ

った。これまでいくつかの動物でカルシウムイメージング法を用いてニューロ

ンのスパイク活動をモニターできることが報告されている (O'Donovanet al.， 

1993; McClellan et al.， 1994; Fetcho and O'Malley， 1995; Lev-Tov and O'Donovan， 

1995; 0' Malley et al.， 1996)。また最近、アメフラシでもカルシウムイメージン

グ法を用いて比較的小さなニューロンの活動をモニターできることが示されて

いる (Yoshidaet al.， 2001)。この研究ではニューロンのスパイク活動とそれに

伴う蛍光強度変化の関係が詳しく調べられており、蛍光強度増大の初期の傾き

はスパイク発火頻度にほぼ比例して大きくなり、蛍光強度増大の期間はスパイ

ク発火期間にほぼ対応することが明らかにされている (Yoshidaet al.， 2001，図

15)。これらの関係より、カルシウムイメージング法を用いてニューロンのス

パイク発火頻度や発火期間を推測することが可能であった。

そこでカルシウムイメージング法を用いて、口唇部への海藻味刺激に対する
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CBニューロンの応答を調べることにした。カルシウム感受性色素 (Calcium

Green-1)の導入は、微小電極を用いて色素を電気泳動的に導入する手法と外

科的手術により脳一口球連合の断端から色素を逆行性に導入する手法(図 10)

の2種類を用いた。 2種類の手法ともに海藻味刺激に対する CBニューロンの

応答を測定することができたが、色素を逆行性に導入する手法では外科的手術

を行うことからニューロンの応答が弱くなる傾向があり、また個々のニューロ

ンの染まり方にばらつきがあった。そこで外科的手術が不要な色素を電気泳動

的に導入する手法を主に用いて、海藻味刺激に対する CBニューロンの応答を

詳しく調べた。

海藻味刺激には、摂食応答を誘発するアオサと吐き出し応答を誘発するマク

サからの 2種類の抽出液を用いた。なおアメフラシに海藻をそのまま与えたと

きと海藻をすりつぶした抽出液を与えたときで得られる実験結果に差のでる可

能性があるが、両手法より誘発される口の運動パターンにほとんど差が見られ

ないことが確認されている (Nagahamaand Shin， 1998)。実験では口唇部に 2種

類の海藻味刺激を交互に与え、ニューロン活動を反映する蛍光強度変化をカル

シウムイメージング法を用いて調べた。この結果、脳神経節内 M クラスター

の Ventral面に存在する 4個の CBニューロンはアオサとマクサ味刺激に対す

る応答性に違いのあることが明らかになった。すなわち、 CBM3はマクサに比

べアオサ味刺激でより長時間の応答が誘発され(図 16，17， 26E， F)、CBM2a/b

はアオサとマクサ味刺激によりともにリズム性の活動が誘発されるが、両味刺

激で明白な差が見られず(図 18，26C， D)、CBM1はアオサに比べマクサ味刺激

でより高頻度のスパイク活動が誘発された(図 19，20， 26A， B)。海藻味刺激の

種類により CBMニューロンの応答に違いが見られることから、これらニュー

ロンは摂食や吐き出し運動パターン形成時にそれぞれ異なる役割を果たしてい

ることが示唆された。

アメフラシは栄養物となる海藻などは摂取するが、海藻以外の異物など“食

べられないもの"を吐き出すことが知られている (Kupfermann，1974)。吐き出

し行動は海藻味刺激などの化学刺激により発現するだけでなく、異物である

ポリエチレンチューブなどの触刺激によっても発現し (Kupfermann，1974; 

Chiel et al. 1986; Morton and Chiel， 1993a， b; Hurwitz et al.， 1996)、このような触
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刺激による吐き出し行動発現に関わる中枢神経機構の研究が A.californicaで

すでに行われている (Chielet al.， 1986; Weiss et al.， 1986; Rosen et al.， 1991， 

2000a， b; Morton and Chiel， 1993a， b; Church and Lloyd， 1994; Hurwitz et al.， 1996)。

そこで口唇部への触刺激に対する CBM1の応答を調べたところ、触刺激の直

後、 CBM1はマクサ味刺激と同様に高頻度で発火することが示唆された(図

29C)。触刺激の時間が長くなるとマクサ味刺激と同様の蛍光強度変化を示す

と考えられることから、 CBM1は海藻味刺激と触刺激の両者により誘発される

吐き出し行動発現に寄与している可能性が示唆された。

3. CBM1の修飾効果

海藻味刺激に対する CBニューロンの応答をカルシウムイメージング法や電

気生理学的手法を用いて調べた結果、 CBM1が吐き出し味刺激に対して特異的

に応答し高頻度で発火することが示唆された(図 27，28)。そこで吐き出し応答

時に誘発される MA-JC間のシナプス伝達効率抑圧に CBM1が関与しているか

を調べることにした。 CBM1を吐き出し味刺激に伴う CBM1の応答と同程度に

高頻度で発火させた場合、 MA-JC間の伝達効率が大きく抑圧された(図 33)。

CBM1を比較的低頻度で発火させた場合はこの効果が見られないことから、

CBM1は発火頻度依存的に MA-JC間の伝達効率抑圧に寄与しており、摂食と

吐き出し運動パターンのスイッチ機構に関わる修飾ニューロンであることが示

唆された。

CBM1を高頻度で発火させると MA-JC聞の抑制性シナプスの伝達効率が抑

圧される(図 33)。一方、 CBM1は MAに対して単シナプス性の興奮性シナプ

ス後電位 (EPSP)を誘発することから(図 30)、CBM1が高頻度で発火したと

きには MAにスパイク活動が誘発され、より JCを抑制することになる。これ

ら2つの現象は一見矛盾しているように思われるが、これら効果の現れる時期

の違いにより説明することができる。 CBM1の MA-JC間の伝達効率に対する

効果は 100秒以上持続するような長時間の修飾効果である(図 33)。これに対

して CBM1による MAの興奮は短時間で起こる。これまでの研究より MAは

海藻味刺激により最初高頻度に発火し、それに続いてリズム性の活動が誘発さ
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れること、またマクサなどを吐き出す運動パターンは海藻味刺激後、数秒以上

経過してから誘発されることが報告されている (Nagahama and Takata， 1990; 

Nagahama and Shin， 1999)。とのことから CBM1による MAへのシナプス効果は

最初に起こる MAの短時間の高頻度発火に関係し、 CBM1の長時間の修飾効果

は引き続いて起こるリズム性の吐き出し運動パターンに関係していると考えら

れた。

CBM1は組織蛍光法の結果、カテコールアミン様物質を含有することが示唆

された(図 12)0MA-JC間の抑制性シナプスの伝達効率に対してカテコールア

ミンの 1つであるドーパミンの作用を調べたところ、 ドーパミンは CBM1によ

る効果と同様に MA-JC問のシナフス伝達効率を抑圧させることがわかった

(図 34)。またドーパミン D1receptorのアンタコニストである SCH23390によ

りドーパミンや CBM1の修飾効果が抑制されることから CBM1が修飾物質とし

てドーパミンを放出しており、 MA-JC間シナプス部位に対して直接的に作用

している可能性が示唆された。シナフス伝達効率に対するドーパミンの修飾機

構は甲殻類の口胃神経節などで調べられており、ドーパミンにより幽門運動パ

ターンが変わることや幽門運動ニューロン問の伝達効率が減少することなどが

報告されている(Andersonand Barker， 1981; Eisen and Marder， 1984; F1amm and 

Harris-Warrick， 1986; Johnson and Harris-Warrick， 1997; Ayali et al.， 1998)。アメフ

ラシでも同様の機構が考えられ、今後ドーパミンによる修飾機構をさらに解明

していく必要がある。

これまで多くの軟体動物の中枢神経系を用いてドーパミンが関係する運動パ

ターンの発現が調べられている。これらの研究によるとドーパミンを中枢神経

系に直接添加したときや口球神経節内のドーパミン含有ニューロンの活動によ

り摂食運動パターンが発現されることが報告されている (Wielandand Gelperin， 

1983; Trimble and Barker， 1984; Kyriakides and McCrohan， 1989; Kemenes et al.， 

1990; Teyke et al.， 1993; Quinlan et al.， 1997; Kabotyanski et al.， 1998， 2000)。しか

し一方では、 A.californicaの口球神経節内に存在するカテコールアミン含有ニ

ューロン B20や脳神経節内に存在するカテコールアミン含有ニューロン CBI・1

は、吐き出し運動パターン形成に寄与していることが報告されている (Rosenet 

al.， 1991， 2000a; Jing et al.， 2001)。このことから CBI-1と等価の CBM1は、同様
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に吐き出し運動パターン形成に寄与するニューロンであると考えられる。

4.摂食や吐き出し運動パターン形成に寄与する CBニューロン

海藻味刺激に対する CBニューロンの応答を調べた結果、 CBMlは吐き出し

味刺激に対して特異的に応答し、高頻度で発火することが示唆された(図 27，

28)。しかし CBMlは摂食味刺激に対しても、頻度は低いが発火することがわ

かった。それでは吐き出し味刺激の濃度が低い場合、摂食と吐き出しのどちら

の運動パターンが誘発されるのであろうか?海藻味刺激に対する CBMlの応答

のみで考えると、吐き出し味刺激の濃度が低いときは CBMlの発火頻度が低い

ため摂食運動パターンが誘発されると考えられる。しかし動物の行動を実際に

観察すると、吐き出し味刺激の濃度が低い場合、摂食と吐き出し運動パターン

のどちらも誘発されない。これは摂食や吐き出し運動パターンの形成には

CBMl以外の CBニューロンも関わっているからである。

CBニューロンには CBMlのような口球神経節内の特定シナプス部位の伝達

効率に影響を与えるような修飾ニューロンと口球神経節内の CPG(Central 

pattern generator)回路網を駆動させ、種々の運動ニューロンにリズミカルな活

動を誘発することで摂食や吐き出し運動パターンを形成する司令様ニューロン

の2種類がある。 CBM2a/bは細胞内通電をすると CPGを駆動し、口球神経節

内のニューロン群にリズミカルな活動を誘発することから司令様ニューロンで

あると考えられている。吐き出し味刺激の濃度が低い場合、 CBMlの発火頻度

も低くなるが、 CBM2a/bの発火も抑えられるため CPG回路網自体が駆動せず、

結果として摂食や吐き出し運動パターンのどちらも誘発されないと考えられる。

すなわち摂食や吐き出し運動パターンの形成には、複数の CBニューロンの活

動が協調することが必要であり、外界からの刺激に応じてこれらニューロンの

活動が切り替わることにより、適切な行動選択が行われると考えられる。
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図9 逆行性染色法と組織蛍光法または抗体染色法を組み合わせた

手法の概略図。 Cerebralg.，脳神経節;Bu∞al g.，口球神経節;C-B 

conn.， Cerebral-buccal ∞nnective. 
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はG，M，Eクラスターに数個ずつわかれて存在し、 J，Kクラスター

には見つからなかったo C， o.対側(c)、同側 (0)Mクラスターの

Ventral面を拡大した像.対側Mクラスターに 1個、同側Mクラス

ターに4個のCBニューロン細胞体が見つかったo ULAB n.， Upper 

labial nerve; AT n.， Anterior tentacular nerve; LLAB n.， Lower labial 

nerve; C-B conn.， Cerebral-buccal connective; C-P ∞nn.， Cerebral-
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C-B conn.からBiocytinを逆行性に導入したo C， D.対側(句、同側 (D)Mクラ

スターに存在するCBニューロンの組織蛍光像 (Ventral面)0E， F. Mクラス

ターに存在する 4個のCBニューロンのうち最もAnte同or側の 1個のCBニュー

ロンがカテコールアミン様物質を含有した.そこでこのCBニューロンを

CBM1と命名したo ULAB n.， Upper la刷alnerve; AT n.， Anterior tentacular 

nerve; LLAB n.， Lower labial nerve; C-B ∞nn.， Cerebral-buccal ∞nnective. 
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国13 C-B conn.からの逆行性染色像と神経ペプチドであるMyomodulinに

対する抗体を一次抗体として用いたときの抗体染色像。 A，B.対側 (A)、岡
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Mクラスターに存在するCBニューロンの抗体染色像 (Ventral面)0E， F. Mク

ラスターに存在する 4個のCBニューロンのうち 1個のCBニューロンが

Myomodulin様物質を含有した。そこでこのCBニューロンをCBM2bと命名し

たo ULAB n.， Upper labial nerve; AT n.， Anterior tentacular nerve; LLAB n.， 

Lower labial nerve; C-B ∞nn.， Cerebral-buccal connective. 
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図15 ニュー口ンのスパイク活動とそれに伴う蛍光強度変化の関係。 A，B.脱分極性通電の通電量 (A)

あるいは通電時間(8)を変えたとき、 MAニューロンに誘発されたスパイク活動とそれに伴う蛍光強度

変化の同時記録。c.ニューロンのスパイク発火頻度と蛍光強度増大の初期の傾きとの関係。 D.

ニューロンのスパイク発火期間と蛍光強度変化の立ち上がりからピークまでの期間との関係(Yoshida
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ある.
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過。この結果、 CBM3はマクサ味刺激に比ベアオサ昧刺激でより長

時間持続するリズム性のスパイク活動が誘発されたと考えられ
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り返し与えたときに誘発されたCBM1細胞体の蛍光強度変化の時間

経過。この結果、 CBM1はアオサ昧刺激に比ベマクサ味刺激でより

高頻度のスパイク活動が誘発されたと考えられる。
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導入により染色された3個のCBMニューロン (A)のうち 1個がMyomodulin様物質を含有

したい)0C.白書部をアオサ抽出液 (Ulva)で刺撮したときに瞬発されたCBMニューロン

(CBM2a， CBM2b， CBM3)細胞体の蛍光強度変化の鑓似カラー像。 CBM2a，CBM2b， 

CBM3ともにアオサ昧刺激で蛍光強度が増大した.
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図22 繰り返しアオサ昧刺激 (Ulva)により誘発されたCBMニュー
ロン細胞体の蛍光強度変化の時間経過。これらの結果、アオサ味

刺激によりCBM2a，CBM2bに一過性のスパイク活動が誘発され (A，
局、 CBM3/こ持続性のスパイク活動が誘発された(Gjと考えられ

る。
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入により染色された3個のCBMニューロン (A)のうち 1個がカテコールアミン様物質を含有し

た(吋o c.白書郁をマクサ抽出波 (Geli.)で刺激したときに瞬発されたCBMニュー口ン (CBM1，

CBM2a or 2b， CBM3)細胞体の蛍光強度変化の撮似カラー像。 CBM1，CBM3はマクサ味剥激で蛍

光強度が増大したが、 CBM2はほとんど変化しなかった.
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CBMニューロン細胞体の蛍光強度変化の時間経過。これらの結

果、アオサやマクサ味刺激によりCBM1，CBM3ともにスパイク活動

が誘発されたが、 CBM1はアオサ昧刺激に比ベマクサ昧刺激でより

大きな活動が誘発され (A)、CBM3はマクサ味刺激に比べアオサ味

刺激でわずかだが大きな活動が誘発された(周と考えられる。
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図27 A.海藻昧刺激により誘発されたCBM1細胞体の蛍光強度変化の時間経過。 B.脳一口球連合を

様々な頻度の電気パルスで一定時間 (5秒間， bar)刺激したときに誘発されたCBM1細胞体の蛍光強度

変化の時間経過。 C.スパイク発火頻度とそれに伴う蛍光強度増大の初期傾き (5秒間)との関係。発

火頻度が大きくなるにつれて蛍光強度増大の初期傾きはほぼ直線的に大きくなった(マ)。図Aのアオ

サ (U/va)またはマクサ (Geli.)味刺激により誘発されたCBM1細胞体の蛍光強度増大の初期傾き (5秒

間， rectangle)を矢印で示す。 D.カルシウムイメージング法の結果から見積もった海藻昧刺激により誘

発されたCBM1のスパイク応答のまとめ。刺激後5秒間の推定発火頻度を複数の個体で平均したもの

を示す。
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図28 A， B.アオサ (Ulva，A)またはマクサ (Ge札局味刺激により誘発

されたCBM1のスパイク活動の細胞内記録。 c電気生理学的手法で測定

した人工海水 (ASW)および海藻味刺激に対するCBM1のスパイク応答の

まとめ。刺激後5秒間の発火頻度を複数の個体で平均したものを示す。

マクサ味刺激によりCBM1に高頻度のスパイク活動が誘発された。
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CBM1細胞体の蛍光強度変化の時間経過。この結果、触刺激とマクサ味刺激ともに刺激直

後、 CBM1に高頻度のスパイク活動が誘発されたと考えられる。
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図33 A. CBM1刺激前後のMA刺激によりJCIこ誘発されたIPSCサイズの経時変化。図

31，32と同じプレパレーションで得られた結果である。 8.C. CBM1によるIPSCサイズ

修飾への発火頻度依存性。 CBM1を低頻度 (19.0spikes/s)または高頻度 (44.3spikes危)

で発火したときのIPSCサイズの経時変化を図81こ、 CBM1の低頻度または高頻度刺激に

より減少したIPSCサイズを複数の個体で平均したものを図Cに示す (Lowfreq.， 

18.9:1:1.3 spikes/s; High freq.， 40.1 :1:1.1 spikes/s)o D. CBM1の発火頻度とCBM1刺激によ

り減少したIPSCサイズとの関係。 CBM1を約25spikes/s以上の高頻度で発火させるとマ

クサ吐き出し時と同様にIPSCサイズが減少した。
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図34 A. MA刺激によりJCに誘発された個々

のIPSCサイズに対するドーパミン (5x10・5M)

外液添加の効果。 B.ドーパミン01receptorの

アンタゴニストであるSCH23390を添加したと

きの個々のIPSCサイズに対するドーパミン修

飾効果の阻害。 C.SCH23390を添加したとき

(SCH23390+0A)と添加しなかったとき (OA)

のMA-JC聞のIPSCサイズに対するドーパミン

修飾効果のまとめ。
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図35 本研究で明らかになったCBM1のシナプス修飾効果のまとめ。アオサ抽出液

により誘発される摂食応答時、 CBM1の発火頻度は比較的低いためMA-JC聞の抑制

性シナプスの伝達効率に影響を与えず、 JCを単シナプス性に抑制するMAの活動に

よりJCのスパイク活動開始時期が遅れる。マクサ抽出液により誘発される吐き出

し応答時、 CBM1の発火頻度が高いためMA-JC聞の伝達効率が特異的に抑圧される

ことによりJCの活動開始時期が早くなる。このことからCBM1は摂食から吐き出し

への口の運動パターンスイッチ機構に関わる修飾ニュー口ンであることが示唆さ

れた。 CB，Cerebral-buccal interneuron; MA， Multi-action neuron; JC， Jaw-closing 

neuron; CPG， Central pa杭erngenerator; RM， Radula muscles; JOM， Jaw-

opening muscles; JCM， Jaw-closing muscles. 


