
2.5 膜電位イメージング手法の評価

実験手法をの正 当性 を評価するため, 実際の昆虫の脳 に本手法を適用 し, 評価 した. エ ビガ

ラスズメの触角神経に電気刺激を行い, 触角葉 での応答 を記録 した.

触角神経の電気刺激 により, 触角神経および, 触角葉 で脱分極応答が記録 された. また, 触

角葉においては脱分極に続いて過分極反応 が観察 された (計測データ数; 26). 計測結果の一例

を図2.5-1に 示す. 図2.5-1Aは 膜電位感受性色素によ り染色 されたエ ビガラスズメの脳である.

図右上に刺激のためのサ クシ ョン電極 がみ られる. サクシ ョン電極 は刺激部位 である触角神経

を吸引 している. 図中 白枠が測定領域である.

刺激開始直後, 触角神経のサ クシ ョン電極先端で膜電位 の脱分極が観察 された (図2.5-1Bの

b). この脱分極が触角神経 を伝播 し, 触角葉に到達 し, 領域 として2又 に分かれた応答 を示 し

た (図2.5-1Bのc). この2又 の形態は触角神経を走向す る受容器神経の触角葉内での走向パ タ

ーン とよく一致す る. これ より, 刺激 により受容器神経細胞が活動することがわかった. その

後, 過分極が触角葉上で観察 され る. 過分極が発生 した領域は脱分極が見 られた領域 と一致 し

た (図2.5-1Bのe-k). 触角葉内の局所介在神経の多くは抑制性 の伝達物質であるGABAを シ

ナプス トランス ミッタとして持つことが免疫組織学的に判明 している. この過分極応答は, 局

所介在神経による抑制性後シナプス電位 を反映 した ものである と考えられる.

脱分極お よび過分極 が観察 され た領域は大糸球体 と呼ばれる領域 と一致す る. 大糸球体は性

フェロモ ンのみに感度 を持っ触角上の匂い受容器細胞か らの投射を受ける領域であ り, フェロ

モン情報の処理がな され る場であると考 えられ ている. 大糸球体はcumulusとtoroidと 呼ばれ

る2つ のサブ コンポーネン トか らなってお り (図2.5-2), 応答領域はこれ らの各領域 と位置,

形状 ともに一致す る. 触角においてフェロモ ン受容器の数 は受容器全体の約80%を 占めている

と考 えられてお り, 触角神経 を刺激 した場合, この領域の応答が強 く得 られ るのは, 入力神経

の数の多 さか ら当然 と考 えられ る.
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図2.5-1 エ ビガ ラス ズ メ触 角葉 膜電位 イ メー ジ ング結果

A: 膜 電位感 受性 色素 で染 色 した脳. 白線 四 角領域 が 計測 領域. スケー ル は300μm. B: 触角 葉

膜 電位 イ メー ジ ング結果.
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さ らに, 得 られ た応 答 が神経 活 動 由来の もの であ るか検 証す るた め, 生理 食塩 水 中 のCaイ オ

ンをMgイ オ ンに置換 したCa free生 理 食塩 水 を用 い計測 を行 った . 化 学 シナ プ スでの神経 情

報伝 達 にはCaイ オ ンの細胞 内流人 が 必要 で あ り, Ca freeの 生理 食塩 水環 境 下で は化 学 シナ プ

スで の情 報伝 達 が ブ ロ ック され る と考 え られ る .

Ca free生 理食塩 水 環境 下での結 果の 一例 を図2.5-3Cに 示 す. 図2.5-3Aの 矢頭 で示 した領域

か らの記録 で あ る. 正常 生理食 塩 水環境 下のControlに 比較 して, Ca free環 境 下では脱分 極成

分 に変 化 は 見 られ ない が, 過 分極成 分 が消失 してい る, さ らに, Ca free生 理 食塩 水 を正常 生理

食塩 水 に 置換 す る と, 応 答 はControlデ ー タ と同様, 脱分極, 過分極 の2相 性 信 号 に復帰 した,

過 分極 の ピー ク時間 にずれ が認 め られ るが, 原 因 は不 明で あ る. Ca free環 境 下で神 経細 胞 の受

けた非 可逆性 の ダ メー ジに よる 可能性 が ある,

図2.5-2 触 角 葉構 造

カ イ コ ガ 触 角 葉 コ ン フ ォー カル 画 像 C: Cumulus, T: Toroidス ケ ー ル は100μm.
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図2.5-3 ピク ロ トキ シン作用 下お よびCa free環 境 下での 触角葉 応答

A: 受光 デバ イ ス によ るエ ビガ ラス ズメ触 角葉 の蛍 光画像. 矢印 はB, Cの グ ラフの記録領 域 を

示 す. ス ケール は300μm. B: 1mMピ ク ロ トキシ ン環 境 下で の応答 の変化. C: カル シ ウム イ

オ ン不 在環 境 下で の応 答 の変化. B, Cの 下線 は刺 激 タイ ミン グを表す,
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これ らの結果 は, 刺激に対す る信号の脱分極部分は前 シナプス部の応答 , すなわち匂い受容

細胞 の応答であることを示 し, また過分極応答は後シナプスの応答であり, 局所介在神経, 出

力神経の応答であることを示す. これ らの応答は免疫組織学, 電気生理学的知見 と一致 し, 光

学記録の正 当性 を示唆 している.

さらに, GABAブ ロッカであるピクロ トキシン (Sigma社 製, picrotoxin P-1675, アメ リカ)

を脳 に作用 させ応答 を計測 し, 正常状況の応答 と比較 した. GABAは 神経伝達物質の1つ であ

り, 鱗翅 目昆虫の触角葉の局所介在神経がこの伝達物質を持つ ことが多 くの例で検証 されてい

る. GABAは 過分極性信号を後 シナプス領域 に発生 させ る. GABAの ブロッカであるピクロ ト

キシンを生理食塩水 に混合 し, GABAの 作用をブロック した環境下では , 脱分極成分は影響 を

受けないが, 過分極成分のみ約50%の 減衰が認 められた (図2.5-3B) この応答はピクロ トキシ

ンを正常生理食塩水で洗い流す ことで, Controlデ ータと同様 なカーブまで復帰す る.

この結果は, 後シナプス以降の応答は局所介在神経 , および出力神経 が活動す ると考え られ

るが, その中で, GABAを 伝達物質 とした局所介在神経のシナプス後電位 をブロックしたため

と考え られる. この結果は免疫組織学的 [77], また電気生理学的知見 [88] と一致する.

以上の結果は鱗翅 目昆虫の既知の生理学的, 免疫組織学的知見 と一致する. このことよ り本

手法は昆虫において有効であることを示す ばか りでな く, さらに実体顕微鏡を使用することで

広いワークスペースが得 られる環境 下においても有効であることを示 した.
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第3章

膜電位イメージングの昆虫神経系への適用
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3.1 匂い刺激 によ り励起 され る触角葉振動応答 の研究

本章では実際に膜電位イメージングを昆虫の触角葉に適用 し, 触角葉の神経応答か らその神

経ネ ッ トワーク回路 の特性 を得 る.

3.1.1 触角葉 で の匂 い刺激 に対す る膜電位 応 答

生体 が行 っている匂い情報処理の方法 を明らかにす るため, 一般臭の情報処理系 として, マ

ルハナバチ (Bombus terrestris) の触角葉 を使用 した. 昆虫の一般臭情報処理系 と特別臭情報

処理系では, 嗅受容器特性 が異なる. すなわち, 一般臭情報処理系の受容細胞 では1つ の嗅受

容器細胞 が複数 の匂いに感度 を持ち, 各匂いに対す る感度が異なることが知 られてい る

(generalist receptor cells). これ に対 し特別臭情報処理系の受容細胞 では, 1つ の嗅受容器細

胞 は特定 (た とえば性 フェロモ ンの特定分子) のみ に感度 を持つ (specialist receptor cells).

本章では一般臭の刺激時に触角葉で発生す る振動応答 を可視化 し, 電気生理学的手法ではほ

ぼ不可能であった触角葉での振動発生領域を明 らかにす る.

3.1.2 匂いに励起 され る振動応答の存在

一般臭に対 する嗅球および触角葉 での応答 として, 匂い刺激 により発 生す る振動応答が注 目

されている. その機能 としては,(1) セルア ッセ ンブル コーデ ィングによる匂い識別 [89],(2)

匂いのファインチューニング [90] な どがあげ られている.

本節では, 脊椎動物に比べ基本構造は同等であるが, 単純な系である昆虫の触角葉 に膜電位

光学計測法を適用 し, 一般臭によ り励起 され た振動現象の存在, お よび振動領域の分布および,

振動周波数の時間変化を示す.

マルハナバチの触角 に匂 い刺激 を行 うと触角葉 で膜電位 の振動現象 が発生す る. 膜電位イ メ

ー ジング法を用い るこ とで, これ らの応答を時空間的に記録 し, さらに最大エン トロピ法を用

いることで, 低 レコーディング レー トの記録に もかかわらず , 高い周波数分離性 と, 出力周波

数の高分解能化, お よび過渡応答に対応 可能な少ないデータ点 (短時間のデータ) か らのパ ワ

スペ ク トルカーブの推定を可能 とす る.

FIRフ ィルタによりデー タに対 し15-90Hzの バン ドパス処理を行い, その後データにMEM

(Maximum Entropy Method) による周波数解析 を適用 した. 1度 の周波数解析 に使用 したデ

ータ長 は 600ms (250デ ー タ点) で あ り, 解析 出力 のパ ワスペ ク トル の周 波数 分解能 は0.25Hz

で あ る.
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膜電位 光学計測法 により得 られたマルハナバチの匂い刺激に対す る触角葉の応答の1例 を図

3.1.2-1に 示す. 図Aが 測定領域である. マルハナバチ触角葉の正面からの計測であり, 図中矢

印は図3.1.2-1B, Cの 波形が計測 された ピクセル の位置 を示す.

匂い刺激 に対する触角葉での神経応答は, 清浄空気 を与 えた時の応答に比べ, isoamyl acetate

刺激時 に信号の振幅 の増大が見 られ た. すなわち, 匂い刺激 に対 し刺激前 の振幅は △F/Fで

0.016% S. D. であるのに対 し, 刺激中は最大0.079%ま で増大 した. 刺激終了後は0.014% S. D.

にまで減少 した. また, 刺激期 間中振幅の大きな信号は周期的であった (矢頭).

図3.1.2-2に 示す ように触角葉か ら得 られ た光学記録を, 刺激前 ・刺激 中 ・刺激後 (解析デー

タ長各600ms) に分割 し, 各デー タにMEMを 適用す ると, 刺激前, 刺激後の信号に比べ, 刺

激期 間中にパ ワの著 しい増大が見 られた (図3.1.2-2A, 14個 体. 以下個体数 をNで 表す). 次に

これ らの振動が光源によるノイズではないことを示すため, 振動が見られる触角葉上の領域 と,

その近傍 (振動領域か ら50.100μm離 れた領域) か ら得 られた刺激期間中の信号を周波数解析

し, 7個 体分 のデータを重ね合わせ て図3.1.2-2Bに 示す. 個体により, パ ワの ピーク値が異な

るため, 各個体毎のデー タを最大パ ワで規格化 した. 触角葉上 の振動領域か らの信号 (赤) に

対 し同時 に記録 され た触角葉内の振動領域近傍 からの信号は有意 に低 く (有意水準0.5%, 以下

有意差検定を行った有意水準を, 有意確立pを 用いp<有 意水準の形で表す. 検定方法: Wilcoxon,

matched-pairs signed-ranks test), 匂 い刺激期間中に触角葉上に振動領域 と非振動領域が存在

す ることがわかった. もし, 光源の不安定性のため, 励起光強度 が振動 していた場合, ある程

度均一に触角葉は染色 されているため, 触角葉全体で個体毎に同一周波数 の振動が観察 され る

と考え られるか らである.

また, 1mM TTX (Sigma社 製, Tetrodotoxin T-8024, アメ リカ) を溶か した生理食塩水

で脳 を処理すると, 生理食塩水下で匂い刺激に対 して見 られた触角葉での振動応答 (図C赤)

が消失 した (図C黒N=6). 実験はまず, 正常な生理食塩水で匂いに対する触角葉 の応答を記録

し, その後同一個体の脳を1mM TTXを 溶か した生理食塩水中で4℃で1時 間インキュベー ト

し, 再度匂い刺激 を行 いながら触角葉の応答 を記録す るとい う手順で行った. TTXは フグ毒 と

して知 られ てお り, 神経細胞膜上のナ トリウムチ ャネルをブ ロックす るため, 神経 は発火でき

ない. TTXを 投与することで, 触角葉での匂いにより発生する振動現象が消失 した とい う結果

は, 匂い刺激時 に発生す る触角葉での振動が神経活動に起因するものであることを示す.
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図3.1.2-1 マル ハナバ チ触 角葉 匂 い刺 激応 答

A: マル ハ ナバ チ触 角葉 電位 感受 性 色素蛍 光画像. 矢 印 はB, Cの デー タの記 録 ピクセル . スケ

ー ル は100μm. B: clean airに よる刺激. C: isoamyl acetateに よ る刺 激. clean airの 刺激 で

は見 られなかった振幅の増大が観察され た (矢印). B, Cの 下線 は刺激 タイ ミン グを表す.
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図3.1.2-2 触 角葉 振動 信号 周波 数解 析結 果

A: 刺激 前 (青) 刺激 中 (赤) 刺 激 後 (緑) のパ ワの変化. 刺激 中に顕著 なパ ワの増 大が 見 られ

る. B: 刺激 中の7個 体 の振 動領 域 (赤) とそ の近 傍領 域 (50-100μm; 黒) のパ ワの比較. C: 正

常環 境 で刺激 によ り振 動 が観 察 され た (赤) 個 体 に対 しTTXを 作用 させNaチ ャネル をブ ロ ッ

クす る こ とで, 振動 が 消失 した (黒).
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匂いにより励起 され る振動周波数は計測 した14個 体 において個体間で異な り, ピー クパ ワの

周波数 の分散は15.87Hz2で あった. ところが, 同一個体 中では複数回刺激に対 して最大パ ワを

示す振動は一定の周波数であった (分散:1.1Hz2). これ は各個体が個体特有の周波数で匂い刺

激 に対 し触角葉で振動 を発生 させていることを意味する. す なわち, 特定の匂いに対す る応答

は, 個体毎に周波数 は異なるが, 各個体では一定 の応答 を示す. そ こで個体 ごとの最大パ ワを

示す周波数 で, 1ピ クセル ごとに独立にMEMに よる周波数解析をお こない, 分析の結果を2次

元 に再構成 して触角葉での振動領域の分布 を求めた (図3.1.2-3).

図3.2-3 に匂い刺激時の触角葉の振動領域 の分布を示す. 図中Bは 計測範囲であ り, C-Dは

触角葉 を拡大 して示 した (図中Bの 赤枠部分). 比較のため, 触角葉のコンフォーカル顕微鏡に

よる組織画像 を図中Aに 示す.

振動領域は図3.1.2-3に 示 したよ うに円状, または複数の円が結合 した状態で局在化 していた.

円状の応答領域のパ ワの分布 を求 めると, 最大パワの40か ら50%の 領域ではなだらかにパ ワ

が増大 し (傾き;0.13%/μm), 50か ら60%の 領域では急激 に増大 (傾き;1.07%/μm), 60か

ら70%の 領域ではなだ らかな増大 (傾き;0.36%/μm) を示 した. これは, 真 の振動領域か らの

応答が組織 の散乱, 顕微鏡の焦点のずれ などの理由によ り拡散 した結果 であると考 えられ る.

したがって真の領域の境界は急激なパ ワの増大か らなだ らかな増大へ と変わる点,す なわち最

大パ ワの60%の 領域 の近傍にあると推定 される. 計測 した14匹 のマルハナバチに対 し, 最大

パ ワの60%以 上の領域の直径 を求めると, 47±11μmで あ り, これは共焦点顕微鏡で記録 ,計 測

した糸球体の直径 (46.7±7.6μmN=5, 図中Aの 糸球体 (G) のサイズを参照) とよく一致 した.

これ らの結果は, マルハナバチの振動領域 は糸球体 を振動の単位 としている可能性 を示唆する.

また, 触角葉側方腹側 に直径約30μm程 度 の振動領域がみ られる. これ は触角葉神経の細胞体

クラスタの領域であ り, 細胞体の応答を反映 してい ると考えられ る.

異なる個体で同一刺激を行い領域を比較 した結果, 振動領域は個体毎 に異なった. これは,

測定時の焦点位置の違い, 計測時の個体毎の脳の設置角度の違いの影響 も考 えられ るが, マル

ハナバ チは脳 の大き さ, 脳 内構造物の位置が固体によ り異なるため, 振動領域の違いはむ しろ

個体差 によるもの と考えられ る.

以上によ り, (1) マルハナバチ触角葉で匂い刺激 によ り振動現象が発現 し, (2) 振動は糸球体単

位で発生す ることが明 らか となった.
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図3.1.2.3 匂 い に励起 され る振 動信 号 の触 角葉 上の 分布

A: マ ルハ ナバ チ触 角葉 の コン フォー カル 画像. スケー ルは100μm, B: 計測領 域 . 脳正 面 図赤

線 内 が計測領 域. スケール は300μm. C:Isoamyl Acetateに よる振動領 域, スケール は100μm.

D: 同 じ匂 いに対 しての異 な る個 体 の振動領 域. 領域 及び振 動周 波数 は個体 毎 で異 なる . スケー

ル は100μm.
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3.2 カイ コガ触角葉 におけるセ ロ トニ ン神経活動修飾効果の可視化

3.2.1 触角 葉 にお け るセ ロ トニ ン の効 果

生体ア ミンの一種であるセ ロ トニ ン (serotonm) は神経細胞のカ リウムチャネル, 電位依存

性のカルシ ウムチャネルの開口によるカ リウムイオン電流およびカル シウムイオ ン電流 を抑制

す ることがタバ コスズメガの触角葉神経の培養細胞で確認 されている [91]. これ らのイオ ン電流

が抑制 された結果, 神経軸索上を伝播す るスパイ クの電位の大 きさおよび神経 スパイ クの持続

時間は増大す る. これ はセ ロ トニンによ り神経活動 が修飾 され ることを意味す る.

カイ コガ, タバ コスズメガでは左右触角葉に一対 のセロ トニンを放 出する神経 (セ ロ トニン

神経) が存在することが確 かめ られている [92]. このセロ トニン神経は触角葉全域にほぼ均一に

分枝 を持ち, 匂い処理系で触角葉 の上位中枢であるキノコ体, 前大脳側方領域, 側副葉 にも分

枝 を持つ. セ ロ トニン神経はその形態 よ り上位 中枢 から入力を受け触角葉でセロ トニンを放 出

す る遠心性神経であると考 えられ る [92]. セ ロ トニン神経が触角葉内でセ ロ トニンを放 出する鍵

刺激 は触角に対す る機械刺激であることも微小電極 によるセ ロ トニン神経からの膜電位記録で

確認 されている [92].

セ ロ トニンが触角葉内で放出 された場合, セロ トニンの神経活動修飾効果は触角葉全域 に均

一 に及ぶのか, 局在化 した領域のみ に限 られ るのかを, 膜電位イメージング法を使用すること

で明 らかに した.

3.2.2 実験方法お よび前提条件 の確認

図3.2.2に 刺激 方法 と触 角葉 の構 造 を示す. 刺激 は触角 神経 を吸 引電極 によ り電 気刺激 す る こ

とで行 っ た.ま た,セ ロ トニ ンは104-10-5 moll-1の 濃度 で 生理食塩 水 中 に混 合 させ た溶 液 にカ

イ コガ の脳 を12分 間浸 す ことで投薬 した.

雄 カイ コガ の脳 は大 糸球 体 (MGC) と常糸球 体 (Gs) に大別 され る. 大糸球 体 は3つ の コン

ポー ネ ン トか らな って お り, そ れ ぞれCumulus, Tbroid, Horseshoeと 呼 ばれ る. Cumulusは

カイ コガの性 フェ ロモ ンの副成 分 で あるbombykalに 応 答 す る受容 細胞 が投 射 してお り,

bombykalの 情 報処 理 の領域 で あ る と考 え られ る. また, Toroidは 性 フ ェロモ ンの主成 分 であ る

bombykolに 応 答 す る受容 細 胞 が投射 す る領域 であ り, bombykolの 情 報処理 の領 域 であ る と考

え られ てい る [93].
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図3.2.2-1 触 角葉刺激 セ ッ トと触 角 葉の構 造

A: 触 角神経 を吸 引電極 に よ り電 気刺激 を行 うセッ トア ップ の概 略 図 . 図 中点線 四角 の領域 が触

角葉 で ある. B: 触 角 葉の構 造 、Cumulusは 性 フ ェロモ ンbombykalの 情報 を, Toroidは 性 フェ

ロモ ンbombykolの 情 報 を処理 す る領域 で あ る と考 え られ て い る. AN: 触角神 経, D: 背側 方 向,

Gs: 常 糸 球体, L:側 方, MGC:大 糸球体, Oe;食 道 , OL:視 葉, PC:前 大脳, SOG:食 道 下神経 節.

スケー ル: 100μm.

本実験はセ ロ トニンの薬理効果を観察するため, 計測中の脳外液 (生理食塩 水) をセ ロ トニ

ン溶液 と置換す る 工程を含むため, 刺激電極 と触角神経間の電気抵抗が液交換時の物理的作用

によ り変化す る可能性がある. この問題に対 し以下の対策 を考えた. 本来セ ロ トニンの受容体

は神経軸索上にほぼ存在 しない と考え られる, も し, 触角か らの受容細胞の神経軸索の束であ

る触角神経 でセロ トニンによる神経活動の修飾効果がなく, 触角葉で効果が認め られ るな らば,

触角神経. 刺激電極間の電気抵抗の変化による刺激強度 の変化がわずかに発生 しても, 触角神経

の刺激 に対す る応答強度で触角葉の応答を規格化す ることによ り生理食塩水での触角葉の応答

とセ ロ トニンを含む生理食塩水に脳外液を交換 した後の応答 を比較す ることが 可能である. そ

のため, 触角神経の応答がセ ロ トニンの投 与で変化が見 られないことを確認 した (図3.2.2-2).

すなわ ち, 触角葉でセ ロ トニンに よる膜電位最人値, お よび神経活動持続時間の増大の効果が

確認され た状態 にお いて も, 触角神経の応答ではセ ロ トニンによる薬理効果は観察されないの

で, 触角神経 の応答 は規格化用の リファレンス値と して使用 可能であることが示 された.
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Optical responses in the AN

Optical responses in the MGC

図3.2.2-2 触 角神経 お よび触 角葉MGCで のセ ロ トニ ン薬理 効果

セ ロ トニ ン投 与に よる神 経活 動 の変化 は触 角神経 で はみ られ ないが, 触角葉MGCで は観察 され

た. A: カイ コガ脳 の計測 時 の蛍 光 イメー ジ. B: 触 角神 経 でのセ ロ トニ ン10-4 mol l-1投与前 (灰

色) と投 与後 の応答 (黒). グ ラフは図A中 のANと 示 した 四角 で示 した領域 (100ピ クセル,

70x70μm) の蛍 光変化 を加算 平均 で求 めた. C; 触角 葉MGCで のセ ロ トニ ン10-4 mol l-1投与 前

(灰 色) と投 与後 の応 答 (黒). グ ラフは図A中 のMGCと 示 した 四角 で示 した 領域 (384ピ クセ

ル, 168x112μm) の蛍 光変 化 を加算 平均 で求 め た . スケー ル: 100μm.
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3.2.3 セ ロ トニ ン の触 角 葉 にお け る薬理 効 果

触 角 神経 の電 気 刺激 に よ る触 角葉 の イ メー ジン グ結果 をセ ロ トニ ン投 与前, 投 与後, お よび

投 与前 後の神 経活 動 の差分 につい て図3.2.3-1に 示す. セ ロ トニ ンに よる神 経活 動 の差分seffectは

式3.2.3-1に よ り各 ピクセル 出 力 ご とに独 立に計 算 した.

(3.2.3-1)

ここでRbeforeは 触 角神 経 の最 大応答 値 で規格 化 され たセ ロ トニ ン投 与 前の応 答強 度 であ り,

Rafterは触 角 神経 の最 大応 答値 で規格 化 され たセ ロ トニ ン投 与後 の応答 強度 で あ る.

セ ロ トニ ン投 与 に よ り神経 応答 は増 大 した . さらに, 触 角葉 内 の領 域 に はセ ロ トニ ンの効果

が一 定 では な く,セ ロ トニン に よ り神 経活 動 が増 大す る領域 が局在す る ことが観 察 され た.

図3.2.3-1セ ロ トニ ン投 与に よる触角 葉 の応答 強度 の変 化の分 布

A: 触 角神 経 の 最 大応 答値 で 規格化 され た触 角神 経電 気刺 激 に よ る触 角葉 応答. 右 下の数字 は刺

激 開始 か らの 経過 時 間 を しめす. また, 応答 強 度 を カ ラー バ-で 右 に示 す. カ ラーバ ー の レン

ジは ±1.0で あ る. B: 触 角神 経 の最 大応答値 で規格 化 され たセ ロ トニ ン投 与後 の触角神 経電 気刺

激 に よる触 角葉応 答. C: Aお よびBよ り求 め られ た触角 葉応答 のセ ロ トニ ン投 与に よる効 果.

カラーバ ー の レンジ はセ ロ トニン投 与 前の応 答 に対 しセ ロ トニ ン投 与後 の応 答が ±80%の 増強/

減少 を表 現 しうる よ うに設 定 した. セ ロ トニ ンの薬理 効 果 はMGCお よびGsの 一部 で特 に大 き

く, 矢印 の領 域 は2つ の常 糸 球体 のサ イ ズ とほぼ一 致す る大 き さで ある.
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セ ロ トニ ン投 与に よ るこれ らの応 答 の変化 が細 胞 死 な どの不 可逆 な効 果の 影響 で はな い こ と

を示 す ため, セ ロ トニ ン投 与後 の脳 を生理 食塩 水 で15分 洗 浄 し, セ ロ トニ ン投 与効 果 が消 失す

るこ とを確 認 した (図3.2.3-2).

図3.2.3-2 洗浄 に よ るセ ロ トニ ン投 与効 果 の消失

セ ロ トニ ン投 与後15分 間 の生理食 塩 水の洗 浄 に よ りセ ロ トニ ン投与効 果 は消失 し, セ ロ トニ ン

投 与前 の応 答 レベ ル に復帰 した. A: カイ コガ触角 葉膜 電位 感受 性色 素蛍 光画 像 B: セ ロ トニ ン投

与 前 の最 大応答 強 度 に対す るセ ロ トニ ン投 与後, 洗 浄後 の応答 変化 率 . 図 中MGCお よびGs

で 示 され る グ ラフは図A中 のMGC, Gsで 示 され た黒線 で 囲まれ た領域 か らのデー タであ る .

MGCお よびGsの セ ロ トニ ン投 与に よる応 答強 度 と洗 浄 前の応 答強度 は有 意 に異 なった (MGC:

p<0.001. Gs:p<0.005, t-test)



3.2.4 セ ロ トニ ンによる神経応答持続時間 と応答領域の局在性

セ ロ トニンをカイ コガの脳に投与す ることで, 触角神経電気刺激 により発生す る触角葉の神

経応答 は最大値, 応答持続時間 とも増大す ることが観察 された. このセロ トニンによる神経応

答の修飾作用 を領域別 に詳細に評価 した.

図3.2.4-1に セ ロ トニン投与により増加 した触角葉神経応答持続時間の領域別の比較 を示す.

神経応答時間は応答 のピーク値の半値幅 と定義 した. 結果はMGC領 域においてセ ロ トニン投与

によ り応答持続時間は6.6±0.2msか ら8.3±0.2msへ 増大 し, Gsで はセ ロ トニン投与によ り

応答持続 時間は8.3±0.2msか ら10-1±0.2msへ 有意に増大 した.

図3.2.4-1セ ロ トニ ンに よ る神経 活 動持続 時 間 の増 大効 果 の領 域 差

MGC, Gs領 域 いずれ にお いて も神 経応 答持 続時 間 はセ ロ トニ ンの投 与 によ りセ ロ トニ ン投 与前

(Control) の応答 持続 時 間 に対 し有意 に増 大 した (MGC:p<0.005, Gs:p<0.005, t-test).

次に, セ ロ トニンによる神経活動修飾効果の触角葉上の分布 を調べた. 結果の一例を図3.2.4-2

に示す. MGC領 域 のセ ロ トニン神経修飾効果について10個 体, Os領 域については7個 体の

デー タを統計処理 し, 各触角葉の領域のセ ロ トニンによる神経応答増強効果 を領域毎に比較 し

た (図3.2.4-3). その結果触角葉上で解析 した全ての領域で応答強度の増大が観察 されたが, 応
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答増強作用 は領域に より有 意な差が存在す ることが判明 した. 性 フェロモンの情報処理 を行 う

領域 であるMGCで はcumulus (性フェロモン副成分bombykalの 情報処理領域) に比較 しtoroid

領域 (性フェロモ ン主成分bombykolの 情報処理領域) で よりセ ロ トニンの神経活動増強効果の

増大が見 られた. これ は性 フェロモンの主成分であるbombykolに 対す る情報処理が副成分であ

るbombykalの 処理 に比較 して よりセロ トニンによる応答増強効果 を受 けることを意味する.

また,cumulus, toroid各 コンポーネ ン ト内ではcumulusで はcumuiusの 中心部分が中心側,

側方のcumulusに 対 し有意にセロ トニンによる神経応答増強効果が高かった. また, toroid領

域 においてはtoroid内 でのセ ロ トニン神経応答増強効果は観察 され なかった. このことは

cumulus内 でさらに小 さな情報処理単位 が存在す る可能性 を示差す る. さらに, 常糸球体領域

(Gs) では領域によ りセ ロ トニンによる応答増強効果は大 きく異なる との結果 を得た. 匂いの

情報処理は糸球体単位 で行われている可能性が示差 [72, 73] され ていることより, 各匂 い情報に

対応 して, セ ロ トニンの神経応答増強効果はそれぞれ異なる可能性を示 した.
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図3.2.4-2 触 角葉 で のセ ロ トニ ンに よ る神経 活動 増幅 効果 の分 布

セ ロ トニ ン に よ る 神 経 活 動 の 増 幅 効 果 は触 角 葉 上 で 均 一な 分 布 を 示 さず, 局 在 性 が 観 察 され た.

内 挿 図 は 脳 の 蛍 光 画 像 で あ り, 内 挿 図 内 に 示 し た よ うにMGCを 中 心 側cumuius (Medial

cumulus), 中 心cumulus (Central cumulus), 側 方eumulus (Lateral cumulus), 中 心 側

toroid (Medial toroid), 中 心toroid (Central toroid), 側 方toroid (Lateral toroid), の6分 割 し,

各 セ ロ トニ ン神 経 活 動 増 強 率 を グ ラ フ 化 した, Gs領 域 で は 領 域1-5の 領 域 につ い て セ ロ トニ ン

神 経 活 動 増 強 率 を グ ラ フ化 した.
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図3.2.4-3セ ロ トニ ンの神経 応答 増強 効果 の領 域別 の比較

A: 性 フ ェ ロモ ン処理 系 で あ るMGC内 で性 フ ェロモ ンの主 ・副成 分 の情 報処理 の場 で あ るtoroid,

cumulusに お いて, セ ロ トニ ンに よる神 経活 動 の増 強効 果 に有意 な差 が観 察 され た. B: cumuius,

toroid内 のセ ロ トニ ンの神経 応答 増強 効果 はcumulusの 中心領域 のみ に効果 の差 がみ られ たが,

他 の領 域 で は同 じ効果 であ った. C: 常糸球 体領域 (Gs) では領域 毎 にセ ロ トニ ンの神 経応 答増

強 効果 に違 いが観 察 され た.
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第4章

結論
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本論文 では, 昆虫神経系を計測可能 とす る膜電位イメージング手法 を開発 し, それ により,

昆虫の匂 い処理1次 中枢 である触角葉の応答を次空間的に高分解能で記録 した. さらに, 匂い

刺激に より励起 され る振動応答を最大エ ン トロピ法によ り, 解析可能であることを示 した. ま

た, 触角葉内でセロ トニンの効果 を可視化 した.

これ らの成果を具体的に示す と

(1)昆 虫神経系に対 して高速, 高分解能な膜電位イ メー ジング手法を確 立 した.

昆虫の神経系において, 膜電位 イメージングは本研 究以前に成功例 はない.こ れ は, 昆虫の

神経系が脊椎動物の神経系に比 し, 記録視野での神経密度が低 く, 測定対象物 としては膜電位

イメー ジングにおいて不利な ものであることによる.

本研究によ り, 複数種の昆虫にも適用 できる膜電位イ メー ジング手法を確立 した.

(2)実 体顕微鏡での膜電位イメー ジングの成功

通常,膜 電位イメージングは正立,も しくは倒立顕微鏡 を使用 して行 われ る.こ れ はそれ ら

の顕微鏡 の対物 レンズの開 口数が大きいため, 効率的 に測定対象が発す る蛍光を受光できるた

めである. しか しなが らこれ らの レンズは高開 口数を得るため一般 にレンズの焦点距離が短い

(0.3-2mm程 度). そのため, た とえば昆虫の脳の応答を記録す る場合, 脳 を摘出 し, 脳 のみ

に して計測す る必要がある. 実体顕微鏡 では対物 レンズの開 口数が小 さいが, 焦点距離が大き

く (5cm程 度), 測定のために脳 を摘出す る必要がない. 本研究では実体顕微鏡 を使用 した系で

膜電位イメージングに成功 してお り, 昆虫の行動をモニタしなが らの膜電位イメージングな ど

のよ り実態 に近い計測が可能である.

(3)匂 い刺激時の神経応答のイメージングの成功

匂い刺激時の昆虫の触角葉 での膜電位イメージングに成功 した.ま た,MEMに より解析す る

ことで,よ り鮮明に応答 を示 した.

(4)触 角葉振動現象 の空間分布の解明

触角葉において, 匂い受容時に膜電位 の振動現象が見 られ ることが脊椎,無 脊椎動物 で報告

されていた. これ らは電気生理学的な電極 による記録であ り, 振動領域は不明であった. 本研
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究に より振動の空間分布が明らかになった.

(5)触 角葉の振動単位の推定

本研究の結果 は, 触角葉の糸球体のサイズ と振動領域のサイズはよく一致す ることを示 した.

すなわち, 振動は糸球体単位で発生す ることを示唆 した.

(6)セ ロ トニ ンの神経応答増強効果 の可視化

生体ア ミンの一種であるセ ロ トニ ンを触角葉 に投与す ることで,セ ロ トニンの神経応答増強

効果を記録 した.セ ロ トニンの効果は(1)応答強度の増大化, (2)応答持続時間の長大化であるこ

とを明 らかに した.さ らにセロ トニンの神経強度の増大化の効果は触角葉に均一 に現れるので

はな く, 局在化 してい ることを明確に した. これ により昆虫の触角葉で生体ア ミンの効果 の計

測が本手法によ り有効に行 うことが可能であることを示 した.

以上
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