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クロマグロ7肋 η加3功 卿η〃30ガθη乙∂万3は,光

などの視覚刺激に対して極めて過敏な反応 を示 し,

衝突死などの様々な問題を引き起 こすことが知 ら

れている。1・2)しか し,視 覚刺激に対する反応で

重要な役割を果す視細胞の発達過程については,

これまでのところ詳 しく検討されていない。そこ

で本研究は組織学手法を用い,ク ロマグロの色覚

および視精度を担 う錐体細胞 と薄明視を担 う桿体

細胞の出現時期 とその発達過程などを調べた。

試料および方法

試料 近畿 大学水 産研 究所大 島実験場 で生産

された2才 魚の網膜 を視細胞標識 法の検索 に使用

した。 また,同 奄美 実験場で 自然産卵 された受精

卵 を,同 農学部に空輸 し,水 温24～27°Cの1t水

槽で循環 ろ過飼 育 して,卵 孚化直後か ら経時的に仔

魚 を採取 した。 サンプ リング した2才 魚の網膜お

よび仔魚は,4%パ ラホル ムアルデ ヒ トお よびプア

ン溶液 にそれぞれ 固定 した。

視細胞標識法の検 索 様 々な生物種 に対 し,視

細胞,特 に外節部分 を特異的に標識す る方法 は報

告 されてい るが,ク ロマ グロの視細胞を特異的 に

標識す る方法は知 られていない。 クロマ グロの視

細胞 を標識 するために,す でに報告のあるオプ シ

ンに対す るモ ノク ローナル抗体(RET-Pl),RITC標

識ConcanavalinA(RITC-ConA)お よびFITC標 識

Peanutagglutinin(FITC-PNA)の 標識特異 性を調

べた。RET-P1は ラ ッ ト網膜 を抗原 として作成 され

たモノクローナル抗体であ り,ラ ッ ト桿体 オプシ

aク ロマグロの衝突死とその発生防止法 一皿

ンを認識す る。3)ConA,PNAは レクチ ンであ り,

マ ウス4)お よび ヒラメ5)で はそれ ぞれ桿体外節 ,

錐体外節 を標識す る。 まず始 めに,こ れ らの抗体

お よび レクチ ンが成魚 クロマグロの視細胞 を どの

よ うに標識す るかを調べた。

視細 胞 の発達過程 クロマ グロ仔魚 の網膜 に

お ける視細胞 の発達過程 を調べた。卵孚化 直後か ら

経時的 にサンプ リングを行い,RET-P1を 用いた免

疫組織 化学染 色の組 織像,微 分干渉像 お よびHE

染色の組織像 を比較 しなが ら錐体お よび桿体の出

現時期 とその発達過程 を調べた。

免疫組織化学染色 試料 は,定 法 に従 ってパラ

フィン切片お よび凍結切片 を作製 した。試料切 片

は,パ ラフ ィンまたは ㏄Tコ ンパ ウン ドを取 り除

い た後 にPBSで 洗 浄 し,0.1%TritonX-100,

0.2%BSA/PBSで30分 間ブ ロ ッキ ング した。一次

抗 体は1000倍 に希釈 した抗 オプシン抗 体(RET-P1,

Sigma)を 用い,60分 間作用 させ た後 にPBSで10

分間の洗浄を3回 行 った。 その後,0.1%Triton

X-100,0.2%BSA/PBSで 再び30分 間ブ ロッキン

グし,二 次抗体 として500倍 に希釈 した抗マ ウス

IgG℃y3(Sigma)を60分 間作用 させ た。染色後の

試料 はPBSで10分 問の洗浄 を3回 行 い,75%グ

リセ ロー一ル,1%没 食子酸プ ロピル/PBS(封 入剤)

を用いて封入 した。

化学染色 試料切片は,パ ラフィンまたはOCT

コンパ ウン ドを取 り除い た後 に,0.1%Triton

X-100,0.2%BSA/PBSで30分 間ブ ロッキング し,

RITC標 識ConcanavalinA(RITC-ConA),ま たは

FITC標 識Peanutagglutinin(FITC-PNA)(Vector

Laboratories)を60分 間作用 させ た。染色後の試

料 は,免 疫組織化学染色 と同様の方法で洗浄後に
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封入 した。

一般染色 ヘマ トキシリンーエオジン(HE)染 色

は定法に従い行った6)。切片の厚みは6μmと した。

観察 微分干渉顕微鏡 蛍光顕微鏡 共焦点 レ

ーザー顕微鏡を用いてそれぞれ観察 した
。

結 果

視細胞標識法の検索 毘T-P1は クロマ グロ成

魚の桿体外節,錐 体外節 を特異的に強 く標識 した。

(Fig1)特 に錐体 に関 しては,長 い外節 を有す る

双(複)錐 体,短 い外節 を有す る双(複)錐 体の

両者 の外節 がRET-P1に よって標識 された。一方,

RITC-ConAは,桿 体外節 を強 く標識 したが,錐 体

外節 の標識 は弱かった。また,FITC-PNAは 桿体外

節 錐体外節 の どち らも標識 しなかった。 これ よ

り,RET-P1は ク ロマ グロ視細胞の特異的な標識 に

有効 な抗体であるこ とがわか り,視 細胞 の発達過

程 を検討するために利 用できると考 え られた。

ROS

、E

Fig.1ク ロマ グ ロ成魚 網膜 にお け るオ プシンの発現

桿体,錐 体 と もに外節 のみ にオ プシ ン発現 して いる。A.HE

染色B,Cク ロマ グ ロ桿体.D,Fク ロマ グロ錐 体.ROS:桿

体外節,RPE:網 膜 色素上皮,COS:錐 体 外節,E:楕 円体,

OLM'外 限界膜,ONL:外 核層.

視細胞の発達過程 艀化後約12時 間目の仔魚

では,網 膜の層構造は不完全であり,ど の細胞に

もRET-Plの シグナルは見られなかった。艀化後約

36時 間 目では,網 膜の層構造 が観察され,錐 体細

胞の細胞体 と考えられる柱状の外核層にRET-P1

のシグナルが示 されたが,形 態的に明確な錐体の

外節は確認できなかった。卵孚化後約60時 間目では,

主に背側でRET-P1陽 性の錐体細胞の外節が観察

された。また,そ れ らの外節に接す る色素上皮細

胞で色素顯粒の移動を確認 した。艀化後約60時 間

目以降では,RET-P1陽 性の外節を有 した錐体細胞

が,背 側から腹側に向けて増加す るとともに,外

核層のRET-P1シ グナルが減弱 し,外節部分へと限

局するのを観察 した。艀化後4.5日 目には,外 核

層のRET-P1の シグナルが外核層から消失した。

艀化後15日 目には,再 び外核層にRET-P1陽 性

の細胞が現れた。艀化後4.5日 目にRET-P1の シグ

ナルがすでに外節部分に限局したこと,錐 体の細

胞密度は,レ ンズ径の拡大とともに減少す ること

7)
,こ れまでに報告 された海産魚は,変 態後に桿

体が出現すること5)な どを考慮すると,新 しく現

れたRET-P1陽 性の細胞は桿体の細胞体と考えら

れた。 このシグナルは,そ の後,日 令を経るにつ

れて増強するとともに広がりを見せ,艀 化後21

日目には錐体の細胞体だけで構成された外核層の

レンズ側にそれ らとは形態の異なるRET-P1陽 性

の細胞が2,3層 付け加わるのを観察した。また,

錐体の外節が存在する領域の強膜側にRET-P1陽

性の桿体外節が確認 された。

以上の観察をまとめると,ク ロマグロ仔魚の錐

体細胞は,艀化後60時 問 目前後に外節の発達を伴

い,背 側から出現することがわかった。また,桿

体細胞は艀化後15～21日 目の変態直前に外節の

発達を伴い,出 現することがわかった。(図2)

考 察

2才 魚の網膜における視細胞の標識法 本研

究では視細胞 を標識するためにラッ ト桿体オプシ

ンを認識するモノクローナル抗体のRET-Plを 利
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層構造未形成 未分化

層構造形成 錐体細胞体

錐体外節

桿体細胞体

桿体外節

図2.視 細胞 の 出現時期 のま とめ

用 した。 この抗体 は魚類か ら哺乳類まで様 々な生

物種の桿体オプシンに交差す ることが報告 されて

いる3,餅9)。我々は,当 初RET-P1を 桿体外節 のみ

の標識に利用 しよ うと した。 しか し,RET-P1は 桿

体外節だけではな く錐体外節 も標識 した。 この結

果 は,RET-P1に よって認識 され るエ ピ トープが,

クロマ グロ桿体オプ シン と錐体 オプシンの両者に

存在す るこ とを意味す る。そ こで,RET-P1が 認識

す るエ ビ トー プにつ いて 文献 に よ り検 討 した。

RET-P1は ラ ッ ト桿体オプシンにおけるN末 端 の

4-10番 残基 に存在 す るエ ピ トープを認識す る。8)

この領域 のア ミノ酸配列 を比較す ると,様 々な生

物種の桿体 オプ シンだけではな く,魚 類(キ ンギ

ョ,メ ダカ,ゼ ブ ラフ ィッシュ)の 緑錐体オプシ

ンに も非常 に高い相 同性が 示され たり また,色 覚

を持っ魚類では,外 節 の長 さの異なる錐体はそれ

ぞれ別 の視物質を発現 してい るが,本 実験で観 察

した 限 り,ク ロマ グロで はすべ ての錐体外 節 が

RET-Plに よって標識 され た。以上の情 報お よび実

験結果 か ら考察す る と,ク ロマ グロの錐体外節 に

発現す るオプ シンは緑 オプ シン ー種類であ る可能

性が高い と考 えられ た。

ConAお よびPNAは レクチンの一種である。レク

チ ンは糖お よび糖 鎖 に結合す るタンパ ク質群 であ

る。視細胞に発現す るオプ シンは糖 タンパ ク質 で

あ り,そ れぞれ特異的 な糖鎖 をもつ。例 えば,ラ

ッ ト桿体オプ シンはN末 端のアスパ ラギン残 基に

マンノースで構成 される糖鎖をもつ。この糖鎖に

ConAが 特異的に結合することで,桿 体外節が標識

される。そこで,我 々はクロマグロ桿体外節のみ

の標識にConAを,錐 体外節のみの標識にPNAを 利

用 しようとした。4-5)しかし,RITC-ConAは,桿 体

外節だけでなく錐体外節 も弱く標識 し,FITC-PNA

は錐体外節を標識 しなかった。この結果は,ク ロ

マグロ桿体外節,錐 体外節に存在するオプシンの

糖鎖構造が類似することを意味 している。この結

果 もまた,ク ロマグロの錐体オプシンが一種類で

あることを示唆 させる。 しかし,発 現する錐体オ

プシンを正確に理解するにはクロマグロにおける

オプシン遺伝子のクローニングが必要である。

もし,ク ロマグロの錐体オプシンが緑オプシン

ー種類であれば
,緑 の波長領域の光を受容 して対

象物の形,大 きさなどを判断すると考えられ,ク

ロマグロの水槽壁に対する反1、占1が緑色で低いこと

に関連するかもしれない。2)

視細胞の発達過程 脊椎動物の網膜には,視 細

胞(桿 体,錐 体),水 平細胞,双 極細胞,ア マクリ

ン細胞,神 経節細胞の5種 類の神経細胞がある。

網膜ではこれ らの細胞が整然と配列 し,層 構造を

形成 している。視細胞によって検出された光刺激

の情報は層から層へ引き継がれ,や がて視神経を

通って脳に達する。脳に達 した刺激はそこで処理

され,判 断される。

光受容の最初の段階は視物質(オ プシンとレチ

ナール もしくはオプシンと3一デヒ ドロレチナー

ルの複合体)が 光を受容するところか ら始まる。

この視物質は視細胞の外節に局在 している。外節

の細胞膜は細胞の内側に折れ込んで多数の円盤状

のひだ(デ ィスク)を 形成することで膜表面の面

積を増加 させ,多 数の視物質を確保できるような

構造となっている。視覚機能が十分に起こるため

には,視 物質が十分に発現していること,外 節の

およびそのディスクの形態形成が十分に完成する

ことが必要である。

卵孚化後約12時 間目では,網膜の層構造は全く形

成 されず,オ プシンの発現も見られなかった。こ

のステージでは光を受容できないであろう。卵孚化
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後約36時 間目には,網 膜の層構造が観察された。

層構造が存在することは,各 層の神経細胞が分化

を終了し,特 異的な機能を担 うことが可能である

ことと,神 経細胞間のシナプスが形成過程にある

か完了したことを意味する。 しかし,こ の時期に

は,錐 体細胞の細胞体 と考えられる柱状の外核層

にオプシンが発現 し,形 態的に明確な錐体外節が

確認できないことから,細 胞体で合成 されたオプ

シン分子がその中を拡散によって移動 し,外 節に

到達 していないことを示唆する。すなわち,こ の

ステージでも光を十分に受容できないと考えられ

る。卵孚化後約36時 間目は,卵 黄嚢が大きく開口も

していない前期仔魚期であるDた め,視 覚が必要

ないのかもしれない。艀化後約60時 間目には,主

に背側でRET-P1陽 性の錐体細胞の外節が観察さ

れた。このステージから光刺激を受容できる可能

性が高い。クロマグロは,艀 化後60時 問 目前後に

開口し,72～86時 問目に摂餌を始めることが報告

されている。D摂 餌開始期には錐体細胞が利用さ

れることを示唆する。 しかし,こ のステージには

外核層にオプシンの発現する錐体細胞が観察され

ることから,錐 体による光受容は完全でないかも

しれない。成魚ではオプシンの発現は外節に限局

する。視細胞が形態的にも機能的にも完成すると,

外節に形成 されたディスクに、オプシン分子が能

動的に輸送、収容 されるからであろう。 この観点

から考察すると,外核層のRET-P1の シグナルが外

核層から消失 した卵孚化後4.5日 目前後に,錐 体に

よる光受容が機能的に完成するのではないかと考

えられる。 このステージはクロマグロ仔魚の浮上

死,沈 降死が発生する時期 と一致するD。 クロマ

グロ仔魚における光受容能の増加が,浮 上運動や

沈降運動の始ま りに関係するかもしれない。

艀化後15日 目には,再 び外核層にRET-P1陽 性

の細胞が現れた。また,卵孚化後21日 目には桿体の

細胞体および外節が確認 された。 この結果から,

桿体細胞は卵孚化後15～21iヨ 目の変態直前に外節

の発達を伴い出現することがわかった。ヒラメで

は,こ の時期に,桿 体の形成され ることが報告 さ

れている。5)ク ロマグロも他の海産魚 と同様に変

態直前に桿体が出現することがわかった。桿体外

節が形成 される艀化後21日 目前後から薄明時の

視力が飛躍的に向上 し始めるであろ う。
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