
Title 視細胞外節におけるイオン過程の研究

Author(s) 世古口, 雄三; 赤星, 光彦; 松谷, 幸司 他

Citation 大阪外国語大学学報. 1977, 38, p. 179-192

Version Type VoR

URL https://hdl.handle.net/11094/80615

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



視細胞外節におけるイオン過程の研究

世古漏　雄　三・赤　星　光　彦響松　谷　幸　訂ワ松　本
昭

際；｛

Studies　of　the　Ionic　Processes　in　Retinal　Rod　Outer　Segments

Yuzo　SEKOGUTI，　Mitsuhiko　AKABOSHI，

KSzi，　MATUTANI，＆ Akira　MATSUMOTO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A8STRACT（Rさsu搬合）

　　　茎twas　observed　by　Tomi£a，　et　a1（1967）that血e　vertebra£e　ph◎toreceptor　ceHs　kept　the

depolar三za緩on　撫　the　（圭ark　an（圭kyperpoiarize（重upo難illumi簸at至o難，　a鍛d　a圭so　sugges毛ed　by　To灘ita

（1970）that，　whi正e£he　depolarization短the　dark　is　associated　with　an　iRcrease　ill　conductance

ma醸y　to　Na－ions，旗e　i◎鍛ic撚echanism　of　t憾s　hyperpolariza重i◎簸is　ass◎cia奄ed　with（iecrease　in

conducta！ユce　of　the　photoreceptor　membra無e　for　Na－ions．　Moreover，　it　has　bee益assu搬ed　by

銭agins（1972）that　the　dark　current　of　photorecep重or　cells　is　co霊tro董玉ed　by　the　ac宅ivi重y　of　Ca－ions

in撫e宝r　cytoplasm，　a鴛d　that　the　curre撹一suppressing　effect　of呈igh重is　locai圭zed　to　the　par重icu1鍵

region　of　an　outeごsegmen重，　where　photo簸s　are　absorbed（Ca－ion　hypo£hesis）．

　　　Si鍍ce　several　years重he　authors　have　carrie（董ou亀重he　experiments　for　the　ef艶ct　of　lig｝it　on　the

ion一隻evels，　especially　Na－and　K－1eve1，　i簸ca姐e　rod◎慧ter　segments　with　the組e癒od　of　radio－

ac奄ivation　analysis．　From　the　results　obtai韮ed童重was　sugges£ed　tha重Na－10ss倉om　cattle　rod

outer　seg搬e簸ts　wasまnhibited　w圭th　illumination，　a蕪d　also　in　crucia難carp　rod　outer　segments，

the　i曲ibition　of　Na40ss　by　li麟t　was　observed．　These　fac重s　s疑ggested　that癒e　per孤eability　of

Na．圭o韮亀o癒e　plasma搬e猛brane　of　rod　outer　segment　was　suppressed　by　1孟gh重．　Fur£hermore，　o蕪

the　assumption　that　our　sa搬p互es　prepared　f罫o搬　cattle　retinas　were　made　of　the　disc．

susρension　of　ro（l　outer　segmen重s，　it　was　discussed　that　the　results　obtained　suggest宅o　participate

溢the　transport　of　Ca一圭on　from亀he　disc　to　the　p至a蹴a　membra益e　of　photoreceptor　outer　seg－

me飢．
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　王．視覚初期過程の電気生理学的研究

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1＞　視覚過程の現象解析には電気生理学的研究が最適な方法の1っとされていたが，Granitが網

膜電位図lERG｝の成分を3成分に分析し，そのうちPIIIが視細胞に由来するのではないかと考

察してより，受容器電位あるいは発生器電位の発生機構に関する研究が特に注臼されるに致った．

　1962年，Ra蜘s　21がイカの網膜を材料にして，巧妙な方法で微小電極を視細胞表齎におき，

微小光束を照射することにより脱分極性の電位変化を観察し，えた結果の分析から葡記の電位変

化が発生器電位としての役割を果たすことを結論した．一方脊椎勤物のカメラ眼ではそのような発

生器電位が検出できずにいた．しかし1965年以降，轟時の慶応義塾大学の富田教授のグループが極

微小電極を使用し，特殊なまた優れた技術でコイの円錐細胞（錐体〉から単一細胞電位の誘導に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
成功し，光刺激で細胞固有の電位変化を示すことを観察した．この電位変化は無脊椎動物のカメ

ラ眼である前述のイカの場合と異なり，過分極性であり，現在までのところ，研究された脊椎動

物の光受容器ではすべて覇じ極性変化を示し，さらに棒細胞（粁体〉でも構様な変化であること

が判明した．その後，豊田らにより，光刺激で視細胞外節の細胞膜の抵抗が増大することが観察
　　　　　4＞
された結果，　過分極性電位変化が生ずるのは，暗状態では視細胞外節へNa一イオンが流入

（Na面伽x）し，内節から細胞外へ放出されて暗電流が生じているが，光荊激で上述のように

外節膜抵抗の増大によりこの暗電流が抑制され，その結果細胞内電位が深まる，すなわち過分極

性になると説明されるに至った5）．結局イカのような光受容器と脊椎動物の場合とで受容器電位の

瑳生機構が異なり，特に過分極性になるのは他の興奮系にはあまり観察されていなかった電気的

環象と考えられた．従ってそのイオン過程の機構が注穏されるといえる．

　なお，ERGの研究に関連して，　Brownら6）が潜伏期が極端に短かく，強力な閃光で始めて生ず

る工穏性の早期受容器電位（ERP）をみつけた．さらに琉象的には，　GranitのRH成分からな

るERGのa一波が時間的におくれて検出されてくることが分ったので，　ERPに対しこの電位
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7－9＞
変化を晩期受容器電位（LRP）と呼ばれるに至った．　ERPについては，後の研究から　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二穏性の

電位変化のうち，速い網は0℃以下でも観察されること，またERP自体は視物質のmドプシン

の光退色に密接に関連して生ずることなどが判鯛しているので，現在では，視物質の光化学反癒

自体と，さらにそれに共役して何らかのイオン過程が出現し，恐らくそれがERPとして検出さ

れ，結局そのような現象がLRPを誘発しているのではないかと推察される．従って，　ERPの

生理学的意義やLRPとの直接的な関係，さらには富田らが観察した過分極性電位変化との関係

などが説明すべき残された問題であろう．

　II，過分極性電位変化の発生機構の研究とカルシウムイ＃ン説

　脊椎動物の光受容器が光反癒で過分極性電位変化を生ずることは，寓田らが観察した当時は特

殊な境象として，確認のための遼試が多く行なわれたが，視細胞内，殊に外節におけるイオン過

程の概究あるいは視覚初期過程の分子的機購の研究に興味の欝が一斉にそそがれるに壼った．
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　HaginsらIo）は視細胞外節へのNa－infiuxが外液のCa一イオン濃度に依存して変化する結果を

えたのを基礎にして，Ca一イオンを伝達物質とする次のような興味ある仮説を提唱した．即ち，

光受容に際し，外節円板上に存在するとされている視物質が光退色し円板膜構造が変化するため，

円板膜に含まれるCa一イオンが細胞質中に放出され（後に，1光子で1円板から1000ヶのCa一イ

オンを放出すると主張している），次いで外節細胞膜に移動してNa一チャンネルを閉じる．従っ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll＞
て暗電流を抑制するに至るとする説である．この有力な仮説を実証しようとする研究が続出した．

たとえば円板膜結合のCa一イオンが光によって細胞質中に放出されることがConδ2！やB◎nting

ぢ3）による実験から主張されている．しかしなお不充分な点も多く，Na一チャンネルの閉鎖機構や

Ca一ポンプ機構などは全く不明であり，また光反応に続く電位発生への伝達物質としてCa－一イ

オン以外の要因が存在するかもしれない．なお光受容器におけるCa一説が提唱されることは，神

経と筋肉とを結ぶ神経終板でのCa一イオンの動きや筋肉における興奮一収縮連関に際してのCa一

イオンの役舗を考えて，興奮系に共通した法則性になることで誠に興味ある考え方と云えよう．

　さて，視細胞外節での暗電流の本体としてNa一イオンの流入が主張されていることを前述し

たが，外節におけるこの種のイオンの透過性に関する研究が多く行なわれている．その中で，
　　　　　14．15）
Kore始ro砧　の実験で興味ある方法が採用されている．彼らはカエルの粁体外節（ROS）を調製

し，光学顕微鏡で検鏡しながら，一定の外液を潅流することで外節の長さの変化を測定した．実

験では高浸透価のNa一イオンやK一イオンを含む液を潅流し外節が収縮して長さが短小化する

度合を時間的に遮跡している．すなわち，高浸透圧のK一イオンの場合は1度短縮した外節の長

さは恢復しないが，同じ高浸透価のNa一イオンの場合は1度短縮しても時聞とともに恢復する．

さらに，光をうけた場合はその恢復が搾制されることを観察している．すなわち内向きの透過性

がK一イオンにはみられないで，Na一イオンにみられるので，これが暗電流の本体と判断できる

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
セ

とした．なおこの種の実験から，毎秒2×10ヶのNa一イオンが外節に流入すると主張している．
　　　　　　　　　　　16）
問様の結：果はBowndsら　によっても確認されている．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17）
　K一イオンの動きについてはCavaggioniら　が食用ガエルのROSを材料にし，42Kや86R．bを

使い，それらの外節からのeffiuxをしらべ，光効果をみた結果，　K・effiux　が搾嗣をうける結

果をえている、この現象もNa一イオンの動きと対癒するものであろう．

　浸透性の検討から行なわれたイオン過程の研究以外に，イオンの動きを炎光分析その他の方法
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　181
で直接測定した実験など多くの報告がみられる。Etingofの総説によると，数年来多くの研究者

により，視細胞外節におけるカチオン（主にNaとK＞の分布や光反恋によるそのレベルの変動

の追究がなされてきている．えられた結果は必ずしも一致していない．恐らく実験試料（主に

ROS）の作成方法や実験操作の差違に歯来するものと推察される．著者らも以前よリウシ網膜を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19，20）
使ってROS申に含まれるNa，KならびにC1などを放射化分析の方法で検討してきた　．予備
実験の結禦9）からはB◎nting　62i＞がえた結果と澗様に光反応でROSのNa一量が増し，　K一董が減

少したとみなせる結果をえて，憲田らが主張する暗電流に関する考えとは全く対立するものであ
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った．そこで著者らはさらに実験を積み重ね，ウシのROSだけでなく，フナのROSも使用し，実

験方法も種々変えて検討し直してきた．本論文では今までえられた結果をここにまとめ，Etingof

　　　　　　　　　　　　22）18＞

らがえた結果やBuckserらが観察したものと此較検討し，外節におけるイオン過程ひいては視

覚初期過程の分子機構について考察を試みてみた．

　III，放射化分祈によるRO＄におけるイオン過程の研究

　§1．実験材料と方法

　A。牛眼からのROSの調製

　屠殺場で死後15分までの新鮮な牛眼を集め，マホー瓶に氷で冷却しながら実験室に持ち帰った．

屠殺約1時間後赤ランプのもとで網膜を剥離し，氷冷したシャーレに入れたクレープス・リンガ

ー液中にうかし，約1cm2の大きさの組織片を4枚切り出し，各片を等分して1方を実験側に，他

方を対照側として使用した．

　網膜を使った実験は次の2種類の条件が設定された．

　i＞室温で15分聞，白色光または560n麗以上の波長の榿色光で照射する．その間対象側を暗置

した．

　iの試料を5分間温度平衡させてから，いろいろの外液中に30分間，37QCでインキュベートし

た．この条件は，かって世古臼23＞がウシ網膜のK一レベルを維持するために用いた実験条件が参照

されている．基本液（BM＞としてはNaCl（80mM＞，KCI（40mM），MgCl（2mM），　Tris－KCI

干渉液，pB7．2（40mM）が使われた．濃度は終濃度を示している．

　次いで網膜組織片はデキストリン加水分解物（ブドウ糖10分子よりなる多糖類を主成分として

いる；八洲薬最会社より購入）または庶糖を用い，比重差を利用した勾配遠心沈澱法でROSを

分離した．この場合，実験側と対照側とを1組にして同時に操作し，同条件の試料をえるよう特

に注意を払った．えられた外節はそれぞれを直ちに凍結乾燥した．乾燥標品は秤貴し，ポリエチ

レン製の細小管中にこれを封入し，放射化分析胴の試料とした．

　比較実験のため，1部カエルROSを使っているが，この場合は一晩暗置した食用ガエルから

網膜を剥離し，左右交互に2または4枚つつを集めて1組とし，1方を釜温で10分間照射し，そ

の間他方を対照とした．その後直ちにウシの場合と同じ方法でそれぞれのROSを調製した．

　B，フナのROSの調製

　飼育業者より求めたフナを…晩暗置してから眼球を摘出し，冷却した淡水魚用リンガー液中で

網膜を剥離する．2枚あるいは4枚の網膜をスライドグラス中に軽くなすりつけるようにして外

節を分離し，蒔には2枚のスライドグラスの間に縄膜をはさみ，ゆるやかにすり合わせて外節を

分離した．光学顕微鏡で観察した限りでは，大部分ROSで殆ど健全にとり出されていると判断

され，室温で少くとも約30分聞は形態変化がみられなかった．

　照酎実験には1ザ4MのCa一ならびにMg一イオンを含む1／15Mの燐酸アンモン溶液（ρK6．紛
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に」漣のフナROSを懸油させ，その50Pt2を放射化分析用ポリエチレン製細ノ1・管に分注し，こ

れを試料として用いた．照射光は100Wの幻灯用光源を綱い，IO　cniの厚さの水層で熱線を吸牧さ

せて，30cmの距離にある試料に照射した．その後直ちに遠心沈澱（5℃以下で10，000rpm，1分

間）してからその上澄を45μ2ピペットでとり出し，無灰濾紙（東洋濾紙製Ne．　7），（大きさ1cm2）

に吸着乾燥させた．この標品を放射化分析に使っている。

　C，　方文身掌イヒづ｝・考ヲ予

　本研究は，京都大学附麗の原子炉実験所における共問利用実験の研究として採択されたもので，

放射化分析に開する一連の実験はすべて繭記実験所で実施せられた．すなわち試料を封入したラ

ビットを気送管で炉蓼料ひ部へ送り込み，熱ゆ性子線束2．34×！oi：i　n！cm2，secで15分間　（初期

には30あるいは60分間）照射した．放射化試料は直ちに稀塩酸で加熱抽嶺を行ない，K，　Na，　Cl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヰ
などを充分とり出した．この液を焦点クロマトグラフィによってNaとKを分離，　そのクロマト

グラムにおけるK一バンドやNa一バンドを標準液の場合と比較しながら確め，その濾紙の部分を

切り嶺して放射能を計湖した．この場合は減衰の速い38Clは検嶺できず42Kと24Naのみが求めら

れた．放射能測定はNaI一波高分析器（マルチ・チャンネルのもの使用）で行なった．その後，

Ge（Li）一検出器が優われるようになってからは放射化後の化学処理を止め，非破壊のまま放射
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能測定を行なった．ただし，半減期の早い（半減期38分＞38ClはNal一検出器で速かに測定して

からGe（Li）一検出器にかけ，また数時聞か一晩放射能を減少させてからNaI一検出器で再び24Na

を測定した．さらにGe（Li）一検出器の場合も38Clは短縛聞計数で，42Kは長時間計数するこ

とで測定値の精度を上げる努力がなされた．また非破壊試料では24Na，42Kと38　Clがγ一線

スペクトルで各々のエネルギー・ピークが近接しているので，短かいチャンネルの範畷内で灘定可能で，

いかえると同時測定の利点がみられる．すなわちz‘Na二1．369　MeV，　42　K：152　MeV，　as　C　l：164

MeVのようにそれぞれのピークが近接している．しかもGe（Li）一検出器では各々の放射能が重なる

ことなく測定可能であった．なお，試料封入のポリエチレン細小管はブランク・テスト用のもの

をどの実験系列でも用意し，標準試薬には99。99％純度のNaClと特級のKCI（あるいはK2CO，）

を縮い，その放射化による24Na，42K，と38Clの放射能から試料のNa－，　K－，ならびにCl－

　　　　　　　　さ
量が計算された．フナの試料ではポリエチレン細小管の代りに無灰濾紙を使った。

Tab正e　l　CHANGES　OF　Na－AND　K－LEVEL　IN　CATTLE　ROS　AFTER　ILLUMINATION

Samp正e
　Exp且．

c◎鼓d至tio貧

　　　　Na－content

μmol！gDW　　Dif艶rence（％）

　　　　K－co煎e煎

μmol！gDW　　Dif琵rence（％）

1．Cattle　Ros 血玉ight 75．2　　　　十30 70．0　　　　－25．6

加dark 57．8 94．1

2．　　” 魚1ight 53．9　　　　　÷16 17．6　　　　　－27

短dark 46．5 2娃．1

3．　　〃 i鍛1ight 10．4　　　　　十26 6，2　　　　－2◎

短dark 8266 7．7

4．Catt1e　ROS寧 ir∫adia重ed 80．0　　　　十1L5

dark 7L7

5・欝r・g　ROS in　light 59，8　　　　　　◎ 6．8　　　　　－6．9

沁dark 59．8 7．3，

＊In　Exptl．4，　sample　was　irradiated　for　10　min．　at　ro◎m　tempera・ture　after　preparation　of　ROS

　in　dark．

　§2．実験結果

　1）単純照射の効果

　ウシの網膜組織片を切り轟し，15分聞室温で白色光（表1の実験例茄1と5）あるいは570nm

以上の榿光色（衰1のその他の実験例）で照財し，直ちにROSを調製し，各々のNa一量とK一

量とを決定した．結果は衰1に示した．ウシ（カエルも問様〉の試料では，各元素鍵は乾燥重量
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（gDW）当りのμmolで示している．なおこの表1の実験結果のみ焦点クwマドグラムにより，

Na一とK一量とを測定したものである．

　照鮒したウシ網膜からえたROSは何れもNa一量が増し，　K一量が減少していた．しかし，

ROSをデキストリン加水分解物を用いて調製してから照射（実験No．4）した場合ではその傾向

は明かでない．さらにカエルの場会は，照射された網膜からえたROSではNa一とK一量とも

に対照と変化していなかった．なおCl一量は汚染のためか再現性のある結果がえられなかった．

　II）代謝基質，代謝毒で網膜をインキュベートした場合のROSのイオン・レベル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基質としてグルコーズ（0．2％）とNa－一グルタメート（2×10　M）を使った．また膜APTase

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る活性を抑綱するウァバイン（2×10M）や呼吸毒のKCN（10　M）が幣いられた．さらにROS

の調製にデキストリン舶水分解物も使用したが庶糖の場合と同傾向の結果を示した（表3と4の

比較から）．えられた結果は表2～4に示す．表2と3の実験は暗黒で行なった．

　1＞網膜のイオン・レベルの変動

　表2に結果を示す．組織レベルでは代謝基質のグルコーズ・グルタメート（G－－G＞を舶える
　　　　　　　　　　　　　　　ヨラ
と，かつて世古uaがえた結果と同様であったが，ウアバイン効果がみられ，これらのイオン・レ

ベルの維持にNa－，　K一活性化（膜）ATPase活性が関与することを示唆した．

Table　2　CHANGES　OF　Na－，K－，　AND　C1－LEVEL　IN　CATTLE　RETINA　AFTER　INCUBATION

　　　　IN　VARIOUS　CONDITIONS　OF　MEDIA

Exptl．

Co且diti◎n

Na－co撹e撹 K－C◎飛e勲t C1－conte鍛t

μm◎11gDW

BM

BM＋OuabaiR

BM÷G－G

BM牽G－G＋Ouab　ain

157

194　　　十23．6％

122　　　－22．3％

175　　　十11．5％

193

119　　　－38　％

248　　　÷28。5％

174　　　－9．8％

146

192　　　十3L2％

133　　　－8．9％

128　　　十11　％

　ii）ROSのイオン・レベルの変動

　既述のようにこの実験ではウシ網膜の組織杵を表出の条件でインキュベートしてから直ちに

ROSを調製して放射化分析によリイオン・レベルの決定を行なった、表3と4に結果を示す．同

一網膜から作成した組織片を2組に分けて基本液で処理した場合，表3の笑験系列茄．1と2に示

すように，少くともNa一量の誤差（4％〉は小さく，一一方Cl一量では表4の結果も考え合わせ比

較的誤差が大きいことが判断された，

　表3の結果は，ROSにおいても組織の場合と同様の傾向を示した．すなわち基質G－Gとウァ

バインの条件を与えた場合を基本液のBMを対照にした場合と比較すると，Na一ポンプが存在す
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るような傾向を承唆した．

　次に表4には光効果を主に観察した結果が示されている．基質G－Gで処理しても表1の実験

系列でしらべた光効果と全く等しい結果を示した．ウァバイン効果は表3と4の結果を照合し，

光効果と問じ傾向でさらにそれを強めたとみなされるが，表4実験系列N・，3からウァバイン処理

の試料では光効果がみられなかった．また実験系列N・．4から，使った条件では呼吸抑制鶴KCNは

その効果を示さなかった．なお前述のようにROSにおける光効果が観察されたが，Na一レベル

Table　3　Na－ANDα一LEVEL　OF　ROS　O3TAINED　FROM姻CUBATED　CATTLE　R£T脳AS

Expt1．

Co且ditio勲

Na．co簸te航 Cl－co癬e鍛t

μ斑◎豆1gDW

L3M
2．3M

3．BM＋GG
4，3M＋G－G手0“ab　ai鍛

46．8

荏5，1　　－4％

27．5　　－41％

60，6　　÷29％

82．7

88．3　　十7％

56．ヱ　　ー32％

76．1　　－8％

Table　4　EFFECT　OF至LLUMINAT豆ON　ON　Na－，　K－，　ANDα一LEVEL　OF　CATTLE　ROS

　　　　INCUBATEI）　豆N　THE　VAR王OUS　CON亙）IT至ONS　OF　MEDIA

Exp穏． 翼a。co撹ent K－CO撮e撹 α一content

Cond掘◎n 脚011gDW

1．B錘＋G－G 1Ll　十25　％ 10，4　－4L6％ 17。1　十87　％

牽Ouabain i簸dark

B鍛乎G．G 8．84 17．8 9．18

2．BM÷G－G in至ight 10ユ　÷28　％ 13．4　－33　％ 19．1　－13　％

B顛＋G－G 短dark 7．86 20．0 2塁

3．BM手G－G i無1玉ght 4．55≒◎ 7．27十9。5％ 9．◎　率5．5％

手0穏aba魚

類dark 1L1 12．6 18．7

荏．BM＋G－G 4．55≒◎ 7，27÷9．5％ 9．0　÷5．5％

＋KCN 三貧daぎk

B雑÷G，G 4．51 6．64 8．54
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が高められK一レベルが低下していることに注麟される，さらにCl一レベルについては明確な

説明が不能であった．ただ本実験では何れもK一量の誤差が大きいので，確実なことはそのレベ

ルの変化の向きが大部分Naの場合と逆晦きであると判断できるにすぎなかった．

　III）フナROSからのNa－Lossに対する光効果

　ウシの場合，標撮の鮮度に対する疑問は，技術上解決困難であるが，フナでは充分に暗置する

ことで，新鮮で完全な暗網膜がえられる．さらに既述の操作でえたROSは光学顕微鏡で検鏡す

る限1），殆どintactに近いと推察され，さらに内節（RIS＞の1部を付着した構造のものも多

くみられた．このようなROSを使って光効果をみる実験を行なってみた．この場合，デキスト

リン繍水分解物処理で作成したROSよりはるかに良好な標品をえている．

　さて，光効果の実験では，表1，N・．4の結果も考え合わせ，分離したROSでは光効果は中々

決定しにくいであろうと推察されるので，照射条件を吟味し，温度と時間とを適当に組舎わせて

迫究することにした．えられた結果は表5と6とに示されている．表5のデータをみると，28℃

のような高温（他の系列では30℃で実験したが全く同結果であった）では却て光でNa－Lossが

促進されるような結果をえている．しかし温度が低くなると逆にNa－Lossが抑欄される結果を

えた．表5の高温での傾向は，0℃でより長く光照射した場合と似た結果を示していて，表6に

みられるように，10分間になると押制よりむしろ促進とみえる結果をえている．兎に角低温で光

照射時間が短いとNa－Lossが抑簿1されることが覇明した．

Tab玉e　5餌a－LOSS　FROM　CRUCIAN　CARP　ROS　BY　LIGRT　AT　VARIOUS　TEMP£RATURES

Na．conte鍛t

Sample te脚erature
　　　（°C）

短cuba£io韮t掘e

　　　（翻簸）
　　　　　　　　　　　　　diffむreaceμmo1．

　　　　　　　　　　　　　　　（殉

1．Illuminated
　　Co雛ro豆

2．鐵職ina£ed
　　Con重r◎1

3．丑lu翻nated
　　Co簸troI

4．1撫翻nated
　　Contro1

5．殺1u擁nated
　　Co益tro1

6．澱um短ated
　　Contro1

28

28

28

20

27

　1

3
3
1
3
3
3

0．356　　　　　　　　　　一軒10

0，323

0．592　　　　　　　　　十19

0，498

0．塵17　　　　　　　　　　一ト　4．8

0，398

0．858　　　　　　　　　十　　9．8

0，786

L36　　　　　　　0
1．36

0．478　　　　　　　　　－　　5．9

0，509

ROS－suspension　in　M／15　ammo益ium　phosphate（P｝玉6．4）was　irradiated　by　white　lig嬢（100　W

ρrojector　lamp，30　cm　distance，10cm　water　layer）．
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Table　6　Na－LOSS　FROM　CRUSIAN　CARP　ROS　BY　HGHT

Exp重1．

Co鍛diti◎n
短cubati◎n　Time（mi鷺．） Na－c◎Rtent（エela毛ive　v乏旺ue）

1．1rτadiated 3 93．8

Dark 100

2．Irradiated 5 102

Dark 100

3．Irradiated 10 108

Dark 100

An　samples　we【e・incubated・at・0°C．

Other　experime搬1　conditions　were　the　s蹴e　as盆Table　5．

　§3，考察

　ROSにおけるイオン過程の研究は，もともと著者らの1人，世古ロが膜ATPase活性を発見

し，これが恐らく1癒カチオンのROSでのレベルを調整すると考察した結果14’25＞実際にROSで

のイオン・レベルの動き，さらにそれに対する光効果を決定するための実験が進められたことに

よると説明できる．従って，実験条件，特にROSの調製は前記の酵素活性を決定する際使用さ

れた方法に準じて実施されている．すなわち，網膜をインキュベートする外液は最近の世古口ら

の実験25緒慮して使われ，ROSも組織レベルで実験してから後に作成せられている．なおROS

の分離に砂糖を使うと浸透ショックを与え，その結果intactな形態は維持できないといわれて

いるので，実験の一一部ではデキストリン加水分解物で処理した場合もあった．既述のように，確

かによい標贔が多いと判明したが，フナの場合程のtig　一一性はえられなかった．現在では“Ficoll”

のようなものが使われれば蔚詑の漫透ショックはもっと柔げるものと考える．但し本実験で実施

した限りではよい標愚をえた場合でも本質的に異なる結果をえていない。このように標最がどの

ような形態，成分から成り立っているかが判断できないと，えた結果の説明も充分なものがえら

れないと考えられた．　従ってEting◎f一派の婁験のように（文献18参照），電子顕微鏡で検定

する必要があると考えるが，機会がえられなかった．ただし，光学顕微鏡で検鏡する場合，ウシ

で庶糖による分離では，大部分intactのままのROSは殆どえられないで，恐らく円板を主体

としたvesicleまたはvacu◎leよ1）なると推察された．

　また光効果をみる場合，自色光または鐙色光を使ったが，視物質が直接関係しない（えたデー

タは光の性質には無関係）と判断された．また焦点クVマトグラムで分離した試料と非破壊試料

とでえられた結果，特に光効果は表1と4の結果の検討から変化はなかったと判断された．かく

して，ウシROSでは，結果の検討から，推察ではあるが，後述のように多くの示唆をえたと考
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えている。

　次に実験結果についてみると，表1に示すように，ウシROSでは，光によりNa一レベルが高

まり，K一レベルが低下する結果とみなされ，これではintactのROSではNa－in恥xが増大

したことになり，既述のようなTomitaらが主張する，光反応による過分極化は生じないと判

縦れる．また当時は，B・nti・gら（・967ノ墨1の結果綱様であ。たカ㍉な搬討が必要である

と考えた．　また，表1と4とでえられた実験結果は，ウシ網膜の組織片で一定時間光照射して

からROSを分離する操作を行なっている．技術上の難点は考えられるが，光効果でROSから

のNa－Loss（外節膜でのe｛fluxを考えるが，内節への移送を考え合わせてもよいであろう）が

擁棚され，受動的にK一レベルが逆の傾向を示したとみると，Na一レベルの増大した結果がよく

説明できる，またウァバイン効果は粁体内節（RIS）でのNa一ポンプ（この場合は細胞外への排

出）が抑湖され，結果的に外節特に後述するように，外節円板内に強く捕捉される結果であると

すると，Na一量が対照より増加していることが説明できるし，恐らくその効果が光の影響より大

きいため，ウァバインを含む試料では光効果がみられなかった（表4，M．3）ものと判断される．

　さで世古口23）がウシ網膜のK一レベル維持に代謝基質G－Gが有効であること，しかし光効果が

みられることを報告しているが，表2の結：果はそれを確認している。ただウァバイン効果がNa－一

レベルに強くでていることを前述したが，いま，実験に使われたウシROSが円板を主体として

いること，ROSにみられる膜ATPaseがMthカチオンのレベル調整に役立つとすると次の考察
　　　　　　　　　　　　　　　　25＞
が可能になろう．すなわち，世古環らによると，ウシROSでみられた膜ATPase活性は，円板

にも存在していることが示唆されているt最近のHemminki　26）の報告によると，ウシROSは

intactのままではこの酵素活性は検出しにくいが，浸透ショックで円板を露出すると顕著な活

性がみられ，円板表面に局在することが結論づけられるという．従って，本実験でえられた表1

から表4までの結果を，今円板を標品として観察したものと考えると，上記の酵素の局在性と考

え合わせ，恐らく，細胞質中で円板の内外で1緬カチオンのNa一とK一イオンに濃度勾配があって，

光によってそれが変化するものと推察される．

　EtiR9◎fのグループ（文献18参照）の研究によると，ウシやカエルのROSにおいて，光効果

で円板内にNaが蓄積されることを電顕像で観察し，さらに生化学的な分析から円板のリピド中

にNaが含まれていることを確認している．これらはわれわれの結果からの考察の合理性を強く

支持するものと考える．

　最近ATPにより，視物質のタンパク質成分であるオプシンが燐酸化されるKinaseやATP一

依存性でさらに光で活性が促進される環状ニュウクレオチド（cAMPとcGMP）・ホスポジェス

テラーゼとが存在していて，Ca一ポンプの機構またはそれらの調整に関与することが考察されて
　　　　　　　　27）　　　28＞
きている（吉沢ら三木の総説参照）．

　恐らくこれらの系がCa一ポンプに直接関係する（燐酸化オプシンがCa一イオンに対する円板

からの逸出をさまたげるという研究など）と考えると，1癒カチオンと膜ATPase系は二
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次的にCa一イオンの円板からの放出あるいは円板へ摂取されるための電位勾醗をつくるとか，あ

るいは円板からROSの形質膜までのトランスポートに役立つ（濃度勾醜からCa一イ才ンが流

動し易い電位勾配をつくるのに役立つ）と考えられないであろうか．

　次に，ウシROSでの光効果はNa－Lessを搾制すると考えたが，間接的であったので，フナ

ROSを使い，よ｝）趨接的な結果をえ，　Tomitaの過分極性電位の検討を試みてみた．表5と6で

えられた結果をみると，このような標品では，低温（0℃乃至1℃）で短時間（3分聞）の条件

では光効果はNa一抑制を蟹三ずることが分った．　Buckserら22）がウシROS懸独液で岡様な観察を

行なっている．ただし彼らの場合は光照射後一定縛間暗鷹してから遠沈で上澄をとり嶺し逸出し

てくるNa（いいかえるとNa－Loss）をしらべている．データは一定時問の暗殿（2～4。5分）で

却てNaの逸出が増すのは，光で抑舗されていたのが不可逆性標晶のため，上記の時闇後に放1至1

されたと考察している．われわれの実験では，遠心沈澱で上澄をとり出すのに3～4分かか弓，

しかも暗保して行なっているので，全く似た条件を設定したといえる．なおわれわれはさらに温

度条件を変えて，光効果の現象を低温で明かにしたものと判断している．またKorenbrotら三むや

Bownds　616）はROSの浸透性行動を利騰して，　NaやKの透過性を巧妙に検討した．われわれも

Table　7　EFFECTS　OF｝玉YP£RTOMC　SOLUTIONS　ON　TH£　OSMOT亙C　BEffAV夏OR．　OF

　　　　CRUS至AN　CARP　ROS

ROS R至S

（relative　iength） （ゴe圭ative　voh職e）

LRi難ger　sOln． 102 L2×2．◎

21s　NaCl　so1無。 96　　　－6％ L4×L5

2・Ringeτso短． 98 1．2×2，5

2至sKCI　so1薙． 88　　　－1◎％ 1，8×2．0

R．玉S：　R．od　Inner　Segme登t

21寧：．　2ti撚es　higher癒a難隻soto鍛呈c　solution

表7に示すように予備実験的に追試を試みた．ROSについての結果はやはりNaの方が透過し易

いことを示唆している．しかし内節（RIS）では逆の様にみえる．われわれの標品を検鏡すると

外節に付着して内節が円錐状にみられる．　オキュラ・マイクロメーターで梢対的な糠で，円錐

状にみられる内節都分の短径と長径とを測定すると表7のRISについての結果のようになった．

これでは高浸透圧のNaCl中ではむしろ縮少気味に観測されたが，同条件のKCI串では，球状に

大きくふくれるように変形して行くのが観察された．これらは充分検討をくり返す必要があり断

定するには早いが，内節で強くNa一ポンプ機構が働いていることを示唆していると考えられる．

ウシでウァバインの効果は既述のようにむしろこの機構に働いて，外節から内節へNa一イオンの

吸上げを強く搾翻し，外節にたまる岡イオンが強く円板に級藩されたのをわれわれが観察したの
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ではなかろうか．何れにしても外節におけるイオン過程は，外節形質膜と円板と二段構えになっ

ていると推察され，さらにその原動力として内節のNa一ポンプ機構が強く作用している，ポンプは

3種類存在しているのであろうと考えられる．結周われわれが観察した結果は別の方法でTomita

の暗電流説（結果的にはHaginsのCa一説も含めて）を支持したものといえる。しかしこれらの

機構の明細はなお推察の域をでない。さらに多くの検討が望まれるのである．殊に種々の酵素活

性の役割についてはやっと緒についた所で，特にそれらの研究発展が望まれる。

　w，総括

　1，視覚初期過程の研究は，冨田グループの光刺激に伴う過分極性電位の検出成功で大いに進

展し，その階電流説は特に注醸される．受容器電位発生機構の研究の基礎になったといえる．

　2，HaginsがCa一説を提唱し，富田説とともに，視覚初期過程の分子的機構研究の展望が

開かれたといっても過雷ではなかろう。現在はこの仮説の実証に多くの関心が集中している．

　3，著者らは放射化分析による視細胞外節におけるイオン過程の研究を続けてきた，ウシ粁体

外節では，光効果でNa一量が増大していることから，　Na－Lossが抑制されることが示唆される

こと，また標品作成条件や外節の膜ATPase活性の検言寸からNa一イオンが円板内外の電位勾配

に役立つことなどの考察を試みた．

　またフナ粁体外節でも光でNa－Lossが抑嗣されることや内節のカチオンに対する浸透性行動

からの検討で，外簾におけるNa一イオンの透過性が光で抑鰯される結果をえている。

　V，謝辞ならびに註記

　放射化分析に関する研究の1部は，世古口に与えられた文部省科学研究費により実施されたも

のである．また既述のように，放射化分析の実験はすべて京都大学原子炉婁験所の共岡利贋実験

として採択された研究により実施されたため，所内責任者を始め多くの所員の方々に援助をうけ，

特に岡所教授岩田志郎博士や石田政弘博士にお世話になった．これら多数の方々に心から感謝の

意を述べたい．さらに初期の実験（表1～表4）は大阪大学理学部生物学教釜で行なったものを

含み，当時の教授の故本城市次郎博士の孝旨導・忠告をうけている．先生の霊にこのささやかな論

文を捧げて感謝の意を表したい．なおその初期の実験では鈴木龍夫博士が1藍接実験に繍わり，論

文作戒に轟って種々貴重な助雷をうけたし，また当時のスタッフ，殊に告沢透博士や鬼頭勇次博

士らから多くの有益な批判と援助をうけた，ともに厚く謝意を串し述べたい．

註＊1：現所属，窟都大学原子煩実験断

註＊2：現所属，大阪府立科学教育センター（生物学釜長）

設＊3：現所属，大阪府立科学教育センター（化学室長）

註寧4：現広島大学教授木曾義之博士の指導で技術を響得した．深謝したい．

、；蓬1＊5：えられた放射能測定値の1部は，原子蝉実験所武内孝之博士により，電子計算機を使矯したデータ検定

　　　をうけた．Kの値の誤藻が大きいものがみられたが，　Na一値については信頼度の高いものがえられて
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いて，引贋したデータは少くとも±3％以内の誤差のものであることが分った．援助をうけたことに対

し厚く謝意を述べたい．
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