
は じ め に

動物の行動においては，感覚器としての視覚器が重要

な役割を果たしており，特に狩猟・捕食・逃避等におい

ては対象物の迅速な認知が必要とされる．その最初の段

階は遠近調節すなわち視覚器による対象物への焦点合わ

せである．哺乳類等の高等脊椎動物では一般に毛様体に

よる水晶体の厚みの調節により遠近調節を行う．一方，

魚類では，水晶体筋の収縮により球状の水晶体と網膜と

の位置間隔が変化し，それにより遠近調節が行われる．

水晶体は背側部に付着している懸垂靭帯によりつりさげ

られており，腹側部に水晶体筋 retractor lentisが付着して

いる（Beer１８９４）．水晶体筋は平滑筋よりなり，副交感神

経に属する動眼神経の節後繊維により神経支配を受け，

ムスカリン性アセチルコリン受容体を介する神経筋伝達

が行われていると考えられている（Meader１９３６； Sivac

１９７４； Somiya１９８７）．

ムスカリン性アセチルコリン受容体は分子生物学的解

析により現在５種のサブタイプ（分子種），すなわちm１

－m５，に分類されている．一方特異的なリガンドを用いた

生理学的あるいは薬理学的解析では４種のサブタイプ，

すなわちM１－M４が確立されている（Ramachandran et

al.１９８９）．また，魚類の水晶体筋は，その収縮が遠近調節

の主役となっていることから，哺乳類の毛様体筋に対応

するものであると考えられる．哺乳類毛様体筋の受容体

サブタイプについても基礎的実験が行われており（Suzuki

１９８３； Poyer et al.１９９４； Takai et al.１９９７），その同定によ
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Abstract The teleost uses a lens muscle, the retractor lentis, for accommodation to change

the distance between the lens and retina. It is innervated by the parasympathetic nerve and regu-

lated with a muscarinic cholinergic receptor. However, the receptor subtype mediating the mus-

carinic contraction is unknown. In the present work, we examined the subtype in the receptor

of the bluegill（Lepomis macrochirus）lens muscle. The enucleated eye was hemisected and the

anterior segment was set in a perfusing chamber equipped with two Ag／AgCl electrodes for elec-

trical stimulation. The image of contraction of the lens muscle was displayed on a video screen

with a CCD camera via a binocular microscope and simultaneously stored on tape. The degree

of contraction was measured directly on the display.

We tested the effect of adiphenine or pirenzepine（M１subtype antagonists）, gallamine（M２

subtype antagonist）and４－DAMP（M３subtype antagonist）on the contraction elicited by car-

bachol（a nonselective agonist）or electrical stimulation of the nerve in vitro. The muscle con-

traction was elicited by carbachol or inhibited by these antagonists in a dose-dependent manner.

Among the inhibitors,４－DAMP was the most potent, while the other two antagonists showed

about１０－fold weaker effects. From these results, we concluded that the subtype of the muscarinic

receptor mediating the contraction of the bluegill lens muscle is M３. The mammalian ciliary mus-

cle has also been reported to have the M３ receptor. It is intriguing that the homologous organ

for accommodation both in the mammals and in teleosts has the same muscarinic receptor sub-

type.
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り臨床眼科における診断あるいは副作用の少ない治療薬

の開発が期待されている（Goyal,１９８９）．

Fujimotoら（１９９５）は，種々の伝達物質を水晶体筋の発

達しているブルーギル（魚類，バス科）の眼球に潅流投

与し，その水晶体筋の収縮に及ぼす効果をビデオにより

直接測定・分析し，実際にムスカリン性アセチルコリン

受容体を介する神経支配を受けていることを明らかにし

ている．本研究ではさらに，ブルーギルの水晶体筋のム

スカリン性アセチルコリン受容体のサブタイプを生理・

薬理学的に検証し，特に哺乳類の毛様体や虹彩との比較

の観点から論じる．

材料と方法

実験には松江市内の池で採集した体長１０－１５cmのブルー

ギル，Lepomis macrochirus，を用いた．魚は実験に供する

までの間，プラスチック製の水槽に入れ，市販のキンギョ

用の粒餌を与えて飼育した．実験では先ず，魚を氷中に

いれ氷冷麻酔を施した後，断頭及び脊髄穿刺を行い眼球

の摘出を行った．次いで眼球を角膜と平行に赤道面で半

切し，水晶体および水晶体筋を含む前半分（角膜側）の

眼盃標本（水晶体筋系標本）を作製し，眼盃内の硝子体

をアスピレーターで吸引除去し，角膜側を下にして記録

容器に固定した．総数約８０匹のブルーギルを用い，２－

３匹の動物から３－４個の標本を作製し用いた．

実験に用いた記録容器と関連装置は前報とほぼ同様で

ある（Fujimoto et al.１９９５の Fig．１参照）．容器は次に示す

リンガー液（正常リンガー液）に酸素ガスを飽和し継続

的に潅流した．（mM）：NaCl，１２８．０；KCl，２．６；CaCl２，

１．８；Tris-HCl，５．０；pH７．４．潅流は拍動式ポンプ（ペリ

スタポンプ，アトー SJ－１２１１型）により０．５ml min－１の流

速で行った．薬物は所定の濃度になるようにこのリンガー

液に溶解した．

水晶体筋の収縮は実体顕微鏡で観察すると共に，その

映像を CCDカメラにより通常の VHSビデオテープに記

録し後の解析に供した．電気刺激による収縮は，電気刺

激装置（日本光電，SEN－３３０１）からの矩形波パルスを，

記録容器にセットした２本の Ag/AgCl不分極電極を用い

て通電し，水晶体筋を支配している神経を刺激すること

により惹起した．このパルス（電圧５V，持続時間５ms）

は５０／秒の割合で２秒間連続的に与えた．

標本セット後，生理学的に水晶体筋が安定するまで，

正常リンガー潅流下で約３０分置き，実験を開始した．最

初に正常リンガー液中で対照データを３分間撮影記録し

た．次に，試験薬物を溶解したリンガー液（試験液）に

切り替え，その３分後に再び記録を行った．その後同様

の時間配分で試験液の薬物濃度を１０倍ずつ上げていき，

それぞれデータを記録した．終了後は回復を調べるため

正常リンガー液に戻し，３０分後に再度記録を行った．収

縮量の解析では，モニターのディスプレイ上に映像を再

生し，管面上での長さ変化を直読した．データは各濃度

における薬物間の効果の差を t-testにより検定し，有意レ

ベルを P＜０．０５に設定した．

リンガー液に溶解した試験薬物は，非選択的アゴニス

トとしてはカルバコールを，M１アンタゴニストとしては

フィザレミンあるいはピレンゼピンを，M２アンタゴニス

トにはギャラミンを，M３アンタゴニストには４－DAMP

を用いた（SIGMA社）．薬物の切り替えはプラスチック製

のバルブを用いて手動で行った．

結 果

最初にムスカリン性アセチルコリン受容体のアゴニス

トであるカルバコールの作用を調べた．カルバコールで

は濃度依存的に１０－７Mあたりから水晶体筋の収縮が促進

され始め，１０－５Mでは最初の正常リンガー液中の長さの

５０パーセントまでの収縮が観察された．

次にムスカリン性アセチルコリン受容体のM１アンタゴ

ニストの一種，アディフェニンのカルバコールによる筋

収縮に及ぼす作用を調べた．まずカルバコールの濃度を

１０－６M一定とし，加えてアディフェニンの－９乗モルから

図１ １０－６Mのカルバコール収縮に及ぼすアンタゴニストの

効果．横軸は対数で目盛った濃度（M）を，縦軸は筋

の長さを％で示す．ただし，Contは静止時の筋長を，

Recは正常リンガー液に戻して３０分後の筋長を示す．

A＊は Adiphenineに対して，G＊は Gallamineに対し

て，４－DAMPの効果に有意差があることを示す．
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－４乗モル迄をそれぞれ溶解したリンガー液に３分ずつ切

り替え収縮の変化を観察した．結果は，正常リンガー液

中での筋の静止長を１００％とし，各溶液中での収縮の度

合いを計算した．全く同様にして，M２アンタゴニストの

一種，ギャラミン及びM３アンタゴニストの一種，４－

DAMPのカルバコールによる筋収縮に及ぼす作用を調べ

た．これら３種のアンタゴニストによる収縮抑制効果を

まとめて図１に示す．Recは正常リンガー液に戻した後

３０分後の値を示す．それぞれ１０－７Mあたりから抑制作用

が観察され，アディフェニンとギャラミンの効果はほぼ

同様であったが，１０－６Mでは４－DAMPは他の二者よりも

より高い効果を示した．

図２は逆に，一定濃度のアンタゴニスト存在下におけ

る各種濃度のアゴニストによる収縮を示す．１０－６Mのアン

タゴニストを共存させ，カルバコールの濃度を－９乗モル

から－４乗モルまで変化させると，アディフェニンとギャ

ラミンではカルバコール濃度が－７乗モル以上になると明

らかな収縮が観察されたが，４－DAMPでは－６乗モル以上

からであり，その収縮も軽度であった．

次に電気刺激によって引き起こされる収縮に及ぼすア

ンタゴニスト作用について調べた．先ず十分な刺激強度

で一度電気刺激を行い，このときの収縮高を１００％とし

た．その後１０－９から１０－４Mのアンタゴニストを溶解した

リンガー液を順に３分ずつ潅流し，同じ強度の電気刺激

による収縮への影響を調べた．図３はM１アンタゴニスト

の一種，ピレンゼピン，M２アンタゴニストの一種，ギャ

ラミン及びM３アンタゴニストの一種，４－DAMPによる

抑制効果を示したものである．ピレンゼピン及びギャラ

ミンでは，－５乗モル以上の濃度で電気刺激による収縮に

対する抑制効果が顕著となったが，４－DAMPでは－６乗モ

ル以上で明らかな抑制効果が生じた．また，ピレンゼピ

ン及びギャラミンでは，－４乗モルになると収縮がほとん

ど見られなくなったが，４－DAMPでは－５乗モルですでに

完全に収縮しなくなった．このようにアンタゴニストの

作用には約１０倍の開きがあることが示された．また，前

二者では，正常リンガー液に戻すと３０分後には５０％以

上の回復を示したが，４－DAMPでは，いまだ回復の兆候

が見られなかった．

考 察

硬骨魚の視覚の遠近調節は水晶体筋により行われてい

る．水晶体筋の発達は，その魚の摂飼行動と関係してい

るといわれる（Sivak１９６８）．すなわち，一般にコイやア

ユなどの草食性魚の水晶体筋は発達が悪く細い糸状を呈

している．一方，スズキや本研究で用いたブルーギルな

どは非常に発達した大きい水晶体筋をそなえている

（Somiya and Tamura１９７３；Somiya１９８７）．肉食魚では餌

の小動物や小魚を追うのに迅速で正確な遠近調節が要求

されるためと考えられている．

水晶体筋は短毛様体神経の支配を受けており，その細

胞体は毛様体神経節中にある．水晶体筋の収縮はアトロ

ピンで阻害されることから，ムスカリン性アセチルコリ

ン受容体を介する神経筋伝達が行われていることが知ら

れていた（Sivak１９６８；Fujimoto et al.１９９５）．本研究では

さらに，ブルーギル水晶体筋標本（神経終末部を含む）

図３ 神経の電気刺激による収縮に及ぼすアンタゴニストの効果．横

軸は対数で目盛った濃度（M）を，縦軸は正常リンガー液中

における収縮高を１００％（Cont）として正規化した各濃度にお

ける収縮率を示す．Recは実験後正常リンガー液に戻して３０

分後の収縮率を示す．P＊は Pirenzepineに対して，G＊はGal-

lamineに対して，４－DAMPの効果に有意差があることを示す．

図２ 種々の濃度のカルバコール収縮に及ぼす１０－６Mのアン

タゴニストの効果．他は図１と共通．
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を用いて，ムスカリン性アセチルコリン受容体のサブタ

イプに対応するアゴニストやアンタゴニストを用いて生

理・薬理学的に調べた．一般に哺乳類では，中枢神経に

はすべてのサブタイプが発現しているが，自律神経節で

はM１が，分泌腺ではM１・M３が，そして平滑筋ではM

２・M３が発現されている．この事実を基に，本研究では

M１・M２・M３に対応する３種類のアンタゴニストを用い

た．

その結果M１及びM２アンタゴニストに比較した場合，

M３サブタイプのアンタゴニストは，アゴニストであるカ

ルバコールによる収縮をより低濃度で抑制することが判

明した（図１及び２）．しかしながらこれらの場合は，筋

に分布する神経終末から実際に放出される AChによる収

縮を調べているわけではない．この関係を調べるために

は，神経刺激を行い，水晶体筋に線維を送っている短毛

様体神経の終末から放出される内因性の AChとの拮抗作

用を検討する必要がある．その方法については既に Somiya

（１９８７）や Fujimotoら（１９９５）の報告がある．

結果は図３に示されており，この実験においてもカル

バコールの投与による収縮に対する抑制作用の場合と同

様に，４－DAMPによる抑制効果が最も強かったことから，

ブルーギル水晶体筋のムスカリン性アセチルコリン受容

体のサブタイプはM３であると結論される．

進化的にみると，両生類のカエルの眼においてもその

背腹側には二つの水晶体筋が存在しその収縮により水晶

体は前方に突出する（Walls１９４２）．爬虫類になると，陸

上生活に適応し，遠近調節筋は横紋筋へと変化し，調節

機構は水晶体自身の変形へと変わっていった．このよう

に水生脊椎動物と哺乳類とでは遠近調節の原理そのもの

は全く異なっている．しかしながら，哺乳類の遠近調節

を制御している毛様体筋は平滑筋であり，その点ではむ

しろ魚類や両生類と同じであると言える．Poyerら（１９９４）

はアカゲザルの毛様体筋のアセチルコリン性リセプター

のサブタイプがM３タイプであることを報告している．ま

た Takaiら（１９９７）はウシの毛様体平滑筋細胞について同

様にM３タイプであることを示している．

毛様体と同様に眼球内に装置された筋肉調節系では，

網膜に入射する光量を調節している虹彩がある．

Woldemussieら（１９９３）はヒトの培養虹彩括約筋で，

Masudaら（１９９５）はラットの虹彩散大筋で，それぞれM

３サブタイプのムスカリン性伝達がおこなわれていること

を報告している．本研究の結果は，魚類の眼内筋の収縮

が哺乳類の相同器官と類似の伝達機構により制御されて

いることを明らかにしており，脊椎動物の遠近調節を進

化の観点から検討する上で非常に興味深いものである．

今後，さらに多くの動物種について遠近調節機構の比較

を行うことにより，その進化の様子がよりいっそう明ら

かとなるにちがいない．
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抄 録

硬骨魚の遠近調節は水晶体筋により，水晶体と網膜と

の距離を変化させることにより行われている．水晶体筋

は短毛様体神経を通じて副交感神経支配を受けており，

ムスカリン性アセチルコリン受容体を介する神経筋伝達

が行われている．神経終末部を含むブルーギル水晶体筋

標本を用いて，ムスカリン性アセチルコリン受容体の薬

理学的サブタイプの同定を試みた．筋長の測定は，実体

顕微鏡による像をビデオディスプレイ画面上に拡大し行っ

た．アゴニスト及びアンタゴニストは潅流により投与し，

一定濃度のアゴニスト存在下でのアンタゴニストの効果

及び電気刺激応答のアンタゴニストによる抑制効果を指

標とした．アゴニストとしてはカルバコールを，M１アン

タゴニストとしてはフィザレミンあるいはピレンゼピン

を，M２アンタゴニストにはギャラミンを，M３アンタゴ

ニストには４－DAMPを用いた．筋収縮はこれらのアンタ

ゴニストによって濃度依存的に阻害された．一定濃度の

アゴニスト存在下では，サブタイプM３のアンタゴニスト

である４－DAMPが最も高い阻害効果を示した．また，電

気刺激による筋収縮も４－DAMPにより最も強く阻害され

ることが判明した．これらの結果から，この水晶体筋の

受容体サブタイプはM３サブタイプであると結論された．

哺乳類の遠近調節を司る毛様体筋や虹彩筋の収縮なども

M３サブタイプのムスカリン性アセチルコリン受容体を介

しているとの報告があり，脊椎動物の進化の観点からも

非常に興味深い．

藤本ほか：魚類水晶体筋のムスカリン性受容体 ５


