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1. 序論

生物は体内に生物時計と呼ばれる時間測定機構を保持し､環境の周期的変化に適応して

いるとされている｡体内時計を持つことで､活動期には血糖値や体温､心拍数の増加

(Ha)berg1980,Relnhcrgユ978)､生理活性物質の濃度､エネルギ-供給力などを高

め､厳しい環境での生存能力を高める｡また､渡り山などに見られるように､太陽の位置

で方向を知ることも､休内時計を利用して､時間を知っていることによる (Kramer

1950)｡このように､外卯からの刺激に反応するのみではなく､自身が矧7U機構を装備

することによって､環境の変化を7,想して､外的図7-の影響を最小限に抑えて恒常性を維

持したり､地球の自転が生み出す周期的な環境の変化に適応した生理的変化を生んでいる

とされる｡また､認知機構ともBEl適しており､自らの生存に適した行動を､体内時計を通

じて､調錬していると考えられる｡

布稚動物の日周期性や年周期性などの時間生物学分野で､哨乳類､山瀬における研究は

多いが､魚類､両生難､佃虫類を含めた系統進化的視点からの研究はほとんどなされてい

ない｡両生類は水陸両生で､系統進化的にも､水中生活から陸上生活に移行する重要な位

把にある｡中でも右尾両生実刑ま､原始的で成体になっても水中で生活するため､魚類との

比較において､適当な動物であると考えられる｡アカハライモリは､日本において広範か

つ一般的に生息している右尾両生類であり､このような研究に最適であると考えた｡

脊椎動物では､生物時.言Jの中枢が､脳 ･神経系にあるとされる｡鵬乳期では視床下部の
視交叉上核 (SCN)に中枢があること (Rusakand∑ucker1979,Lchman1987,

1nouyeandKawamuraJ982,本FE"J他 1989)がわかっており､時言t発振の分子機構の

解析がすすんでいる｡時計機柄は､単一の細胞にも存在し､SCNのほとんどの細胞が､

mperI-2(Shearmancta).】997)､mper3(Takum.ela11998)､BMAL.I

(Honmaclal1998)､C/Ock(K)ngcla)1997)､r'm (Zylkaclal.1998)の4種

の時計遺伝子を発現している｡このような時計遺伝子は､脳の他の細胞や全身の組織にも

存在しており､振動しているが､SCNを中枢として､神経および液性因子により､統一

的に振動していると考えられている (岡村､重吉 1999)｡瓜類以下では眼､松果体､脳

深部の3器官からなるマルチオシレ-夕-を､構成している (大石 1999)｡両生類にお

いては､アフリカツメカエルの概日時計が､眼とSCNから構成されていることが報告さ

れている (Haradactal】998)｡嘱乳類以外の布雑動物の多くは､枚数の振動休からな

るマルチオシレーターが統一的に機能することにより､適応的な周期的運動を繰り返して

いるOそれは､振動体同上のカップリングや､環境の周期的な刺激により､時計が一斉に
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リセットされることによるCイモリについても､マルチオシレ-ターシステムを持つと-Y,

想されているが (Ch■baelal1993)､その意識ま興味深い｡今回､個体レベルで解析を

関する研究は少なく､光受容系および概El振動体問の解析､および出力系への経路などの

解明が待たれているC

有尾両生矧 こついての生態調丑の仕事 (Hayashl]989,Naruse1993,Naruseand

oI5hl1996)は少なく､イモリのEl周期活動についても､詳刷は知られていない｡従っ

て､自然の気象条件で､観察しやすく､環境をできるだけ単純化しノイズを減らした準自

然条件下で､約1年半にわたりイモリの日周糊活動を記録したOそして､記録された日周

期の季節変化について､(])室内での行動リズム記録から､行動リズムと環境の関係を検

討､(2)ニューロステロイドや生殖腺の成熟といった内因性の検討､(3)組織化学的検討

の､3つのアプローチから解析に取り組んだO

環境との関係について調べた仕fJiのほとんどは､光との関係を論じたものである｡それ

は､生物時計は､環境周期に同調する性質を持つが､光は生物時Slの強力な同調園子であ

るからであるC

光は､哨乳郡のSCNで､MAPキナーゼの活性を介して､CREBのリン酸化を恵起し､

時計を同調させる (Obr.Clan1998,井上 1999)Oこれは､神経連絡を介して､グルタミ

ン酸により時計細胞のNMDA受容体やAMPA受容体を活性化させることによる

(Schurov1999)｡そして､鳥煩の松果体で観察されているような光受容細胞からのメ

ラトニン分泌最のリズムの位相シフトが起こること (深田and互.i野 1999)で､様々な行

勤や生理のリズムに影響を与える｡

変温動物は､温度に影響されやすいことから､高等脊椎動物とは只なるコントロ-ルを

受けていると思われる｡トカゲは､松果体が､温熱 トランデューサーとして機能している

とされる (Underwood1990)｡時言tは温度補lfl性があるとされるので､温度の影響は

時副に直接作用するのでなく､二次的に行動リズムに反映されている可能性が考えられ

る｡また､両生掛 こは､活動に最適照度があるとされる (JaegerandHallrnan

1973)｡光にはパラメトリックな作用とノンパラメトリックな作用があるが､BMAL

は､光のパラメ トリックな作用に関与していると考えられている (本間 1999)0

光に対する反応は､温度によって変化し､また同じ条件で与えた光刺激でも､照度に

よって変化する (UnderwoodandCalaban1987).照度 (TokuraandAschorr

1978,ErkerlandTh.emann1982,HangandAugellka1983)や温度 (Tokuraand

Aschorf1983,Irvlngetal1993)の変化によって､恒温動物のフリーランニング周期は

変化する｡夜行性か昼行性かによって､フリーランニング周期の変化の仕方に一定の傾向
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が観られる (Aschorr1979)｡しかしながら､温度と光の相互関係に焦点をしぼってな

された仕事は､ほとんどない｡マルチオシレーターを構成する脱､舷果体､脳深部が､そ

れぞれ光や温度によって異なる反応を示すなら､各生理や行動リズムへも､どれとカップ

リングしているかによって異なる影響が観られるはずだと考えられる｡実際の個体が照度

や温度によって､どのような行動リズムを形成するか､あるいはそのメカニズムの解明に

は､多角的なアプローチと個体レベルでの解qrを必要とする｡今回､El周期活勅と環境と

の関わりを､評榊に解析するために､稜々の行軌リズムに対する光と温度の同湘因子とし

ての相互関係を比較した｡

行動発現や環境の影響の仕方には､季飾性がある｡実験条件下で飼育されていたイモリ

の婚姻色が繁殖期に発現したり (unpub)lShed)､環境の髭菅をあまり受けずに､生殖腺

の成熟がすすむ時期があることが知られている (Go)dmanandDarTOW1983)｡また､

同じ環境刺激が､時期によって果なる反応を誘導する (FoHclt1978)｡よって､内因性

の変化についても検討する必要性があることから､両生頬で繁殖に関与すると予想されて

いる脳内ニューロステロイド(Takaseelalユ999)に宕目し､分析したOニューロステ

ロイドの畠に光のどのような影響があるか､またその影響が観られるとすれば､どの光受

容器官と関連があるか､破壊実験により調べたo光と生殖行動の発現の関係を､ニユ-ロ

ステロイドを通じて説明することで､繁殖サイクルに加え､繁殖期における概E]リズムの

変化についても､要因の一つを説明できると考えた｡

さらに以上の実験から得られた結果をふまえて､組織化学的検討を試みた｡多くの脊椎

動物で脳深部光受容体が確認されているが (Yosh)kawaarLd0.sh.1998)､有尾両生類

に関しては､存在が予想されているのみであった (chlbactaI1993)｡兼だ未明である

イモリの脳深部の光受容部を免疫染色により特定した後､各光受容器官からの神経連絡を

観察した｡そこからの神経投射を観ることで､ ｢光受容体一振動体｣システム間に直接の

連絡は無いか､あるいはどのような連絡があるかを調べたOまた､ニューロステロイド合

成細胞や内分泌系の中枢との神経性の連絡が撫いか検討した｡



2 準 自然条件下での行動 リズムの解析

2-1. 序論

哨乳頬ハタネズミ (Rowsemlltctal1982,MaLuOkaandMasudaunpubllShed)で

の概ロリズムの季節変化の誘因として､日長が丑斐であると考えられている｡ハタネズミ

MICrOEuSagreSLLOの日周州活軌パターンは､冬から証にかけて昼夜逆転し､春と秋には

朝と夕方にど-クを持つ双器性のパターンを示した (Erk川aro1961)｡他櫛のハタネズ

ミMLCrOIuSmOnLanusは夏と冬のF71)で日周期所動パターンが逆転し､実験室では日長条

件のみがこの活動シフトを引き起こした (Rowsemlttelal.】982)｡Masudaの観察に

よれば､ハタネズミ〟icrotusmonlebelI.の昼夜行性の逆転は､室内でEl長の影響が観ら

れなかったことから､温度に誘因されると考察している (personalcoTTlmUn]CatlOn).

メダカで､昼複逆転する季節変化が観察されることについて､水温との関遜で述べられ

ている (YokolaandOIShl1985)0GulrKJHlrlShの日周矧の季節変動も水弧との関迎で

説明されている (Mcler1984)｡Lakechabuのフリーランニング周期も季節で変動し

(Kava))ers1979)､この場合､季節変化は日長に引き起こされると考えられている

(Kava)lerSandRoss1980)｡遊泳活動と時計のカップリングが弱く (Uedaand

OIShl1982)､概日リズムが環境因子に影響されやすいと考えられている (大石

1991)｡

両生頬の日周糊活動は野外､準自然条件下､実験条件下で記録され､報告されてきた｡

しかしながら､脊椎動物のなかで､両生類の詳細な研究報告は極端に少ない｡野外では､

高緯度地域に生息するイモリ (TrLturuSVulgarLSとTcrlSIaEuS)について､主に薄明滞

i!に活発に活動するが､その幼体は昼行性を示すことが報告されている (Dolmcn1983

a,b)｡プールで自然状態におかれているヨーロッパ産イモリsmoothnewlの日周期活動

は､照度と温度によって影苧されるblmOda)な活動リズムのバターンを示し､それは性

別､種､季節の述いに依存して変化する (Gr■rrilh1985)｡日本産イモリCJ･〃叩〟∫

pyrrJ'ogasEe'は､野外で夜行性の傾向を示した (Naruse1993,NaruseandO･shi

1996)｡林の観掛 こよれは､口本産イモリは繁殖期を除いて俊行性を示し､生殖活動､

摂食所動は-El巾見られ､上陸活動は晴れたrjより雨天の方が多く見られた (pcrsonal

conlmun)Canon)｡しかしイモリのEl周畑的活動に関する詳細な記録はまだ報告されて

おらず､また､段数の行動内容ごとにリズムを同時記録し､それぞれに対する環境要因の

影響を解析した報告は無い｡

私は野外での連続観察は難しいため､校舎のベランダに設配した水槽内という準自然粂
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作下で口本産イモリCynopuspyrrhogosLerの活動リズムを､フォトトランジスターシス

テムにより記録する-ll-､詳細な□周期的活動バターンを解析するために､その行動内容

を観察した｡準自然条作下での観察は､環境が幣純で解析しやすく､またリズミックな活

動を観察記録しやすい利点を持つ｡

本草では､準自然条件において､種々の行動の日周リズムを年間を通して調べることに

より､行動I)ズムと環境国子の変動の相関から関与する因子の推定を行い､イモリの扱E]

時計システムの適応的恵jL隻を考察した｡また､行動発現とそれを誘導する園子を解析する

ことにより､概日時計システムのメカニズムの探索を助けることができると考えている｡

ヱ･2.材料と方法

<材料と飼育>

業者 (浜松生物教材株式会社､静岡)から購入した成体E]本産アカハライモリCynops

pyrrhogasEer30個体からランダムに雌鹿各3個体計6個体 (体長:95-123cm)を選

び､摘向き2階ベランダに設粧したガラス製水槽 (590LX27.OWX355Hcm)で約-

カ月飼育した後､1995年4月から1996年10月まで約17年間その活動を記録した｡ガラス

魁水槽には､砂を敷き詰め､岩を積み上げて陸をつくった｡餌は同社から購入したイトミ

ミズをランダムに投入して帝に粥がある状態をつくった.

<活動の記録>

フォトセル (PHOTOMASTERPL-3HOKUYOAutomat)C)を2カ所設けて､活動

を記録した (FIE 1)｡陸のす(･上と､水中の底から約20cmの位置に､赤外線を通し､

一時間ごとにその遮断回数の総言tをデジタルデータリコーダー (DDR-5310.SANYO

EIcclronlc)で記録したD

フォトトランジスターで記録すると同時に､約-カ月ごとに24時間を通じて目視観察を

行い､上陸､生殖､呼吸の3種類の活動についてその回数を数えた｡1時間ごとにはじめ

の15分間観察し､その活動数をカウントした｡夜間の税矧ま､赤色光を用いた｡上陸活

動は陸上に静止した個体数を表わし､個体識別は行わなかった｡生殖活動は果性に対する

ディスプレイの回数を数えた｡雌に連れ添い鼻先を比の総排出口に押し付けるなど､ディ

スプレイの初期の行動も回数に入れた.また雌が拒否した場合など､同一カップルの新た

なディスプレイも､回教に加えている｡呼吸活動は､呼吸をLに水面上に鼻孔およびロを

出す行動を数えた｡

<現場の吾己脊>
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a)構内の2階ベランダ

気温､水温デジタル記錬計 デジタルリコーダー

b)恒温室内

Figl1行動リズムの記録方法｡a)準自然条件下での記凱 b)実験条件下での記
録｡p:フォトトランジスターの赤外線の位置｡同時に2箇所で記録した｡



自動温度記録計 (The,moRecorderRT-10Espec)で水温と気温を､自記湿度記録

計 (SatoKelryOk.MPG)により､水槽外の湿度を自動記録した｡

観察を行ったとき､観察のはじめに､水槽内の湿度と照度を､湿度測定器 ((tSUZU

DtgllallsuzuSe.sakusho)と照度測定器 (TopconIM-2PTopcon)により測定した｡

日の出､Elの入り時刻は､理科年表 (choronoJoglCalSclenllrlCTablesTokyo

AslrOnOmlCalObservatory Maruzen)から得た｡

<解析方法>

概日リズムの季節的変化を調べるために､一年間のデータをevcntrecordcraclog'am

(水中のデータは1時間当りの活動員の広大値を70､陸上のデータは炭大値を20とした)

をダブルプロットで打ち出したoアクトグラムでの視光的検討の後､代表的なバターンを

示している期間のうちの】0日間を抜き出して､10El間のカウント数を時間毎に合計して

ヒストグラムを作成した.ヒストグラムは､平均値を井出し､平均値より上であるかどう

かでピークの位相を決定した｡

統計的計許は､slalVleW∫-45(Abacusconcepts,Tnc)を用いて､Heslにより平均値

の差を､Kendallの方法により環境因子やその他の活動との相関を見た｡また､生殖腺の

解析には､-標本の分散分析(ANOVA)を用いた｡

2-3. 結果

<フォとトランジスターによる記録>

水中での活動は昼行性､夜行性が時期により蚊繁に変化し､約6回の移行期を示した

(FIB2)｡冬から初春にかけて夕方と深夜にピークを持つ夜行性を示した｡初春3月中

旬に昼行性に移行し､活政見は増加した.5月初旬から早朝､夕方､深夜にピークをもつ

夜行性を示し､初証の5月下旬に早朝のピークが消失して夕方のピークを持ち､朝方から

深夜にかけての活動が清雅になった.6月には午後のど-クを持ち､7月後半に夕方にピ

ークを持つ夜行性になった｡この時期に水中での活動位相と陸上での活動位相が異なって

いた｡8月後半にかけて水中でのリズムが不明確になり､秋 (Io月)になって昼行性を示

すようになったO冬にかけて､年後から深夜にかけた活動が活発となり､夜行性になっ

た｡冬は上陸活動は見られず､初春3月上旬に活動が見られるようになり､3月中旬には

昼行性を示した｡

水中での昼行性と夜行性の変わりE]にあたる時期は､3月中旬､4月中旬､5月中旬､7

月上旬､8月中旬､11月である｡6月中旬､9月は逆転ではなく､活動位相の変化する移行

期と考えられる｡3月中旬はリズムが不明確となり､ほぼarrhylhmtcなバターンを示し､

徐々に次の位相時間帯におさまってくるという形で､いわゆる丙同調の形をとっているか
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に見える｡

ほぼ1年半 (1995年4月～)996年10月)を通じて､陸上での活動は薄明薄iiに活発にな

り､基本的に夜行性を示した (Ftg3)｡3月に昼行性を示し､2回の活動位相の移行期が
あった｡

一日の総活動髭の年変化はほぼ討.IL皮に比例し､冬は少なく夏は多かった｡冶 (3月下

也)と秋 (10月上旬)に水中で昼行性を示すとき､水中での活動は減少し､陸上での活

動が増加した｡両方の活動が多いのは初夏 (6月)で､さらに温度が上がる8月から9月に

かけては､水中での活動は多いままであるが､陸上では減少した｡

<目視観察による記肴>

視覚的検討により､上陸活動は冬を除いて､主に夜間の低照度､高湿腔のとき観察され

た (Flg4)0 Kendallの方法により､照度と逆相関､湿度とXi相関が観られた (p<

001) (F】g7)｡芸三に近づくにつれ活動鼠は増加したが､泊安の高水温下 (滋低水温>

25oC)と冬の低水温下 (最高水温<10oC)では減少した｡上陸活動は通年､同時に観察

記録した生殖括動や呼吸活動､摂食活動といった他の活動との相関は見られなかった｡水

温が10oC以下および25oC以上のとき､活動の総数は有意な減少を示し､フォトトランジ

スターの結果と一致していた｡

生殖活動は､番かの4月～5月にかけて盛んに観察された｡特に5月に最も多く観察さ

れた｡10月から11月､1月から2月までの年間を通じ､春､秋､冬の3回観察された

(Flg5).全ての季節において､日周糊的活動パターンに一つあるいは二つのピークを

持ち､主に早朝に清雅に観察され､場合によっては夕方にも再び絞られた｡

呼吸括動は､水温にKi相脱を示し (Flg7)､高水温の夕方に活発になる傾向が見られ

た (Fl藍6)｡しかし冬を除いて､全ての季節にわたって最も低い水温であるにも関わら

ず､早朝に小さなピークが見られた｡照度との相関はほとんど認められず､他の活動との

和銅も見られなかった｡

2･4. 考察

イモリは準自然条件下で水中の活動が冬のr相､あるいは各､春と夏の間､EZ､秋と冬の

Fmで活動期間が逆転する季節変化を示した (Flg2)｡冬眠は観察されなかったが､その

確由として､水槽内では餌がコンスタントにあるということ､気温の影響を受けやすく水

温が上昇しやすいということ､冬眠に適した場所が存在しなかったということが考えられ

る｡
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林によれば(personalcoTT･mUn.Cation)､野外では繁殖期を除いて通年夜行性を示し､

満動Jg‖Lilの逆掛ま観察されなかったと言う｡それは と降してきたイモリの数を数えるとい

う方法のせいで､水中で活動しているイモリがカウントされていないためであると説明さ

れる｡今回の準自然条件下での観察でも､上陸活動はほぼ一年を通じて夜行性であり､林

の醗祭と一致する｡Smoothnewtの日周期活動バターンは温度と光のコンビネーション

によって影響される (Grlrrtlh1985)｡アカハライモリの口周期活動のパターンも､照

度と水温に相関した口周期を形成し､両方の国子に影響を受けることが､本革の研究でも

示唆された｡

上陸活動は､湿度に脈相Bd､照度に逆相関した夜行性を示す (Flg7)｡訓 二は陸上と

水中でのE]周期的活動位相が分離した (F.A.23)｡ゆえに､上陸流動と退行活動は独立

に調飾されている可能性が考えられる｡夜間は空気中の湿度が高いので､上陸したときに

体表からの水分蒸散が抑えられるということや､天敵を回避することができるという適応

的メリットもあると考えられる.野外では､上陸活動は訓 こ多いとされる (Narusc,

persona)communlCatlOn)ので､本研究の準自然射牛下で得られた夏の結果 (6月-7

月)と一致していた｡また､1年で最も気温の高い真EZ(8月)と最も気温の低い式冬 (1

-2月)には､-時的に陸上での活動頻度が減少するが (F)g.3)､これは弟夏には体表

からの水分の点散を防ぎ､立冬には体温が低下しすぎないようにするためであると予想さ

れる｡上陸活動は清雅になる温度の範囲が狭いようである｡

生殖活動は､春､秋､冬の3回観察され､fiには観察されないという季節変化を示した

(F'g5)｡野外での観察でも､春と秋に繁殖期を持つことが知られている (Tlayash.

unpubl.shed)｡今回の観察では､冬にも生殖活動が観察された｡野外の観察で冬の性行

動が観られないのは､イモリが冬眠しているからかもしれない｡

野外イモリの精巣盛鼠は､5月に最低値を示し､9月のピークにかけて増加し､Io月

中旬から11月にかけて減少し､冬はほとんど変わらず､2月をど-クに減少するという年

周期的変化を示す (TanakaandTwasawa1979)｡本研究での粍典昭虫の結果 (節四

帝)とほぼ一致しており､地域差 (奈良と新潟)および環境による差 (野外と準自然条

件)は､ほとんど観られなかった｡郁子は､3月～5月に成熟しており､7月にはほとんど

観られす､JO月後半にかけて成熟精Fが増加し､それらは成熟が不完全なまま放出され

す,消化､吸収される (TanakaandTwasawa1979)0i,'.1兆が成熟桁子で満たされ､体

外に放出される4月から5月にかけて､さかんに性行動が観られ (Flg5)､その時期野外

でも繁殖する (Narusc1993)o椅子が放出された後の夏を除いて､ほぼ生殖活動は起こ

ると考えられる｡柄典の成熱サイクルと関連したメカニズムにより､生殖活動が発現して

いる可能性が示唆された｡
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本研究で､生解活動は朝と夕方に観られる明確な日周糊を示した｡G,.fr.thの観察で

は,Smoolhncwt.7'vulgar･S の生殖括勅は､春に夕方にピークを持つE]用性を示し

たBそのことについて､γvulgarLS は､生殖行動を示す環境の照度に､範閏があると

説明している (G‖rr‖h1985)｡イモリは婚姻色を示すので､フェロモン (Klkuyama

clal】995)や水の振動 (松舛 1996)と同様に､視iAfも関与しているかもしれない｡イ
モリは薄明清澄に活動するが (Flg2-6)､そのような生物は一般に薄明のとき､良もよ

く見えると言われることから説明できる (干糞 1996)｡El本座イモリCpyrrhogaster

は､野外では一日中生殖活動を示した (Hayashi1989)と報告されているが､生殖活動

の見られる状況は地域差があると報告されており (sawadal963)､環境の通いによる

と予想される｡室内実験にのみ用いた個体も､自然状態で飼育された個体とほぼ同時期

に､婚姻色が扱壊された (Naga]andOlshiunpubl.shed)｡概年リズムがある可能性が

あり､このように生体内の状態が環境因子の影響を受けながらも､ほとんど独立に変化

し､生殖活動の兜現に影響する可能性も考えられる｡

呼吸活動は､通年水温と相関する傾向があり､番は照度と特に相関する傾向があること

が示された (p<001) (ド)g.7)｡呼吸は水温が高いか､水中の溶存酸菜が少ないとき

増加すると報告されている (Ha]ltdayandWorsnop1977)｡今回の結架でも､水温の

高い夕方に多く観察された｡しかし､-Elで最も低温であるにも関わらず､早朝にも呼吸

活動がfBJJnした (FIE6)ことは､光刺激が誘発している可能性があるoTvu/garLS の

呼吸活動は生殖活動の隙増加した (czopek1959,HallldayandSwcalman1976,

Gnrr･th1985)｡今回柑られた結光では､生殖や通行など他の活動に用関しておらず､

アカハライモリの呼吸活動は他の行動よりも､直接的に温度や光といった物理的環境因子

によって影野されるようである｡

以上の考察を踏まえて､準Fl然条件下で概日リズムに季節変化が見られたのは､次のよ

うに考えられる｡

E]周糊リズムは不安定で変勤しやすく､時計と行動の発現とのILUのカップリングは弱い

ため､湿度､温度といった物理環境因子が強くE]周期活動に影響するようである｡体が小

型で変温動物なので､体内の恒常性を維持することが､比較的閑難であると考えられ､時

計とのカップリングが弱い方が､適応的である可能性もある (大石 1991)｡水温の変化

は､冬に活動位相の逆転を引き起こすようである｡冬期にEl周リズムの昼夜逆転が観察さ

れたが､それは､比較的温暖な日は昼行性を示し､比較的寒冷なロは夜行性を示している

ことから､温度の影守が考えられる｡また､行動内容によって児なる環境因子に鮭苛を受

け､異なる日周リズムを示した｡かつ行動内容ごとに男なる挙筋変化を示した｡それが水

中でのja行リズムの季節変化の要因の一つになっていると考えられる｡即ち､番には､早
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朝あるいは夕方に生殖活動が活発になり､その結果として､Jiは退行リズムがX蔓行性であ

ると予想される｡一方､夏には生殖行動は税られす､低照度で高湿度を選択する上陸活動

が活発化する｡その時糊､水中の退行リズムが夜行性を示した｡また､共立に上陸晴動が
減少すると昼行性を示した｡このような水中の追行リズムの春と夏の昼夜逆転の一つの原

因として､生殖活動の発現と上陸流動の椀皮の増減があげられる｡繁殖期には通常と男な

る日周性を示すことが､血でも報告されている(佐原 1989)｡他の生物でも､繁殖行動の

日周期的捕勅パターンによる概日行動リズムへの影響があるかもしれない｡8月下旬から

9月にかけての上陸活動の減少は､体表の水分の蒸散を防(･ためと考えられる｡同時期

に､深夜を除いて水中でほほ-El中活発に退行活動を行っているが､水温の上昇で代謝が

上がり活動が活兜になる一方､陸上での活動力!回避されるため､水中での活動が増加した

と考えられる｡水温の上界と上陸清動の減少が水中での退行活動の増加と延長を導いてい

る因+の一つと考えることができる｡

このことから､一年を通じて記録された左重複逆転のいくつかは､外的要図のみでなく､

性行動の発現といった内的要因 (第四帝)も含む行動内容の変化が強く働いて､引き起こ

されていると考えられる｡
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3･ 概日行動 リズムに関与する環境要因の解析

3･I. FS#

準自然条件下で概日リズムの位相 (昼夜行性など)に孝雄変化が見られたことは､行動

内容によって関与する環境因子が異なり､行動内容によって口周期リズムが異なる (第二

鼻､Naga･andOISh,1998)ことから､季針 こよる行動内容の変化が一つの要因である

ことが示唆された｡

そこで､室内実験で行動ごとに､環境要因と行動リズムの掬係を､さらに詳細に解析し

た｡

魚類の遊泳リズムは､個体差が大きく､不明確で､数日でリズムを消失する個休も見ら

れるO昼行性か夜行性かも､個体差がある (大石 1991)｡碍夜逆転する季飾変化が観察

されることについて､水温との関連で述べられている (Alberl1984,YokotaandOlsh.

)992)｡魚頬の松果体には光受容機能があるとされるが､カワカマスの網膜と松果体で

メラトニン前駆体であるNAT活性に､光のみならず温度の影管も示唆されている

(Fa)conelal1996)Oカワカマスの松果体は振動体機構の他に､光あるいは温度によ

る同調機構もJlしていると考えられる｡また､産卵リズムはカップリングが強いのに対

し､遊泳活動と時計のカップリングが弱く (UedaandOISh.1982)､魚掛 こおいては､

概日遊泳リズムが環境囲7-に影響されやすいと､考えられている (大石 1991)0

Fecdlngと10comotoracllV】tyの記録を比較したところ､それぞれのリズムの位相が独

立に決定されていることから､頻なるシステムで調節されているという報告がある

(Scnchez-V7.quZCtal)996)｡魚難の松果体には､光受容機能と時計機能があり､こ

れらによるメラトニン産生リズムが観られる (Bol]'cteta日 994,)996)｡松果体切除

により､フリーランニング周期が季節に従って変化したり､薄明薄井型になることから､

松果体が二つの振動休のカッフラーとして､働いていると考えられている (KavallCrS

l979)｡Goldr.shの網膜､ゼブラフィッシュの網膜と松果体の両方に､メラトニン合成

とそれを調飾する時計がある (7)goelaH 995)｡Salmonの俊男体は､メラトニンリズ

ムがDD下で消失する (TIgOCta)1997)｡また､眼球､俊巣体を摘出しても行動リズム

が持続するので､網膜､松果体以外にも振動体が存在するとされる (Tabataetal

1991)｡このように､魚矧ま種間で時計の場所や機能に違いがあることが観察されてい

る｡種によって枚数の振動体を持つと考えられている｡

陸生の仲虫類の概El行動リズムは明確で､鳥類､暗乳類と同様に明確な周期を示す｡
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soccldental.∫において､松果体除去により､フリーランニング周期が大きく影響を受

ける (UndeTWOOdl981)｡また､培題下での松果体で､恒常粂作でフリーランニング

周糊を示すことから､俊果体に時計があると考えられる (Toshln)andMcnaker
1995)0 Anolcsの松児体で､短糊間のメラトニン分泌のプリ-ランニングリズムが観ら

れることから､概口腹動体機能を持つとされる (P.ckardandTang1993)｡イグアナ

トカゲでは､SCNを破壊すると､概ljリズムが消失することから､SCNに時utlがあると

考えられている (Jan.ヒandMenakcr1990).同様に､イグアナの培養松媒体で､メラ

トニン分泌にフリーランニングリズムが観られないこと､通行のフリーランニングリズム

に脹球除去の影響が放られないことから､眼球､松果体には時計が無いと考えられている

(JanlkandMcnakcr1990)｡イグアナは､松災体除去で体温のリズムが消失し､松果

体､頭頂眼の両方の除去で退行リズムが消失する｡イグアナのこれらのリズムは､異なる

器官の異なる役割をもつマルチオシレーターシステムにより､構成されていると考えられ

ている (TosinlandMenakcr1998)｡魚軟でも指摘されているように､このような種

Fiu差が大きいのは､下等市雑動物の特徴である｡松果体摘出でフリーランニング周期が変

化したり､位相反応曲線が変化することから (Undcrwood1986)､松果体が光受容と

振動体の両方に関与-していると考えられる.AQ虫知の松果体は､光熱 トランデューサーと

して､機能していると考えられており (Undcrwood1990)､温度にも影響を受ける｡

松果体神経束は､脳に投射しているが､その神経線維数は系統発生的に減少する傾向にあ

る (Underwood1991)｡松果体機能の重要性が､進化過程で減少していると考えられ

る｡

系統進化的に水生の魚頬と陸生の佃虫類の中r,liHこあたり､水陸両生の両生難について､

光なる複数の行動リズムについて､環境要因との関係で､リズム膨成の性質を比較した報

告はほとんど観られない｡

Xenopusの網膜で､培着条件で､seroton.nN-acclyltransfc'aseに概日リズムが観察

されている (BesharseandTuvone1983)｡また培巻下で日印振動を行うことから､時

計が存在することが論証されている (CahHlandBesharse1990,1991,1993.GTeCn

andBcsharsc1994,GrcencLal1995,HascgawaandCahl111997,1998)｡ヒキガエ

ルでも､網膜で時計機構が報告されている (KorcnbrotandFernald1989).成体に

なってからも水ql生柄を行う原始的な細尾両生瀬であるアフリカツメカエルは､比較的安

定したリズムを示し､時計は､服に加え､脳のSCNにも存在することが示唆されている

(HaradaeLal1998)｡Bu/OとRanaの両種で､眼､松果体で､NAT合成､メラトニン

分泌の概日リズムが報告されている (SerlnOCta)1993)0 RL7naの網膜で､メラトニン

前駆体のMethoxylndoleに24時間周期の合成リズムが､神経細胞周部分に観られる

(Fl.ghtetal1983)｡従って､Ranaは網膜に､Bu/Oは網膜に加え､松果体にも･低目
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振動体の/i在が示唆される｡両生掛 こついても､眼球､松光体のメラトニンリズムは､光

のみならず温度の艶神を受ける (DelgadoandV■vlen-Rocls】989)｡

系統進化的に弧要な位田を占める右尾両生類の行動リズムを詳細に解析した研究は､

ch･baらのアカハライモリを用いた仕歩 (chlbaelal.1993,1995,ChlbaandAokl

】987,1989)を除いて､ほとんどなされていない｡今までの報告から､このアカハライ

モリは､体内に時計を持つが､行動とのカップリングが比較的弱いことが知られている｡

また､破壊実験から複数の振動体があると予想されている (Ch)bacLa11993)｡間脳頭

原部を光遮斬操作を行うと同調しにくくなることから､松果体が同調機能に強く関与して

いると考えられている (Ch.baandAok)1989)｡アか ＼ライモリは光サイクルを第-同

調因子とするが､温度にも同調し､照度と温度との相互関係で位相が決定されていると考

えられている (GT)rrlth1985)｡

本革では､環境を光と温度に限定して､室内で様々な条件を設け､アカハライモリの這

行活臥 呼吸活動､上陥括動のリズムを記録した｡そして､右尾両生類の概ロリズム形成

の性質を明らかにし､個体レベルでのマルチオシレータ-システムについて考察した｡

3･2. 材料と方法

<記各方法>

恒温室内で､プラスチック製水槽 (310LX170WX215日cm)に､某省 (浜松生物

教材株式会社､静剛 から購入した成体アカハライモリCynolnPyrrhogasLerを一個体
ずつ投入し､上下二箇所にフォトセル (PHOTOMASTERPL-3 HokuyoAutomallc)

を設配し､デジタルデータレコーダー (DDR-3010SANYOE】cclonlCJo川トstock)

でその活動を記録した (F･g l)｡そのとき､下のフォトセル (底から20cm)では水中で

の通行活動を記録した｡水槽内でのイモリの行動は､ほとんどが水rTlで底面を這う行動で

ある｡上のフォトセル (底から110cm)では水を底から15cm入れた場合水面下に赤外

級 (底から11cn)を通して､水面上に鼻孔を出して行う呼吸活動を､あるいは水面上に

木片を取り付け､その上に赤外線を通し陸上での通行を上腿活動として記録した｡同様の

実験を2回繰り返し､同じ傾向であることを確認した後､結果を合わせて､歳にまとめ

た｡餌は約3週間に一度ランダムな時間に人工飼料 (oBS･オリエンタル挿母工男株式会

社､束京)を与えた｡

同調に5日f7EI程要するため､設定後10日間から2週間はその状態を維持し､活動位相が

安定するのを待った｡温度設定を行うにあたって室内の気温による調蹄を行うため､記録

地中温度計Z(shlTTladzurlka.nslruments)を用いて水槽内の水温を記録した｡また､

準自然状態で季節変化が見られたことを考慮して､設定を行った季節を記録し､室内実験

でも季節的な変化が見られる可能性も含めて､その結果を考慮した0
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<設定条件>

実験1 明暗 (Lt))サイクルの設定

25℃下で､ユ212(時間)のLDサイクルを設定し､退行活動､呼吸活動､上陸活動につ

いて記片した○明糊の風圧は､】01x(07mwaLl)と500)x(35mwatt)で､記録した｡

以下､その設定条件をまとめた｡

cycle 照度 気温(水温) 設定期間

LD12:12 5001x 25℃(21℃) 8月

LD12:12 10 lx 25oC(2loC) 2月-3月

LD LlghlandDarkcycle

実験2 照度 (HiLl) サイクルの設定

温度一定条件下で (25℃あるいは20℃)､異なる照度 (Hi:5001x､Li:101x)を】2

時間ごとに交互に設け､ja行活動と呼吸活動について記録した｡

Cycle 照度 気温(水温) 設定糾問

HiLi1212 500lx lOIx 25℃ (2loC) 6月

H】Ll12.12 500)x.10lx 20oC/170C18FT
HIHlghlightIntensity,LILowltghllnLenS10ty

実験3 温度 (rlLLL)サイクルの設定

恒明 (olx､200lx(14mwall)､10lx)条件下で､温度サイクル (Ht 25℃､Lt:

20℃or15℃)を設定し､退行活動と呼吸活動について記録したD温度は気温により調節

した｡水温は､高温設定してから徐々に上昇し､高温設定時刻の-時間後を最高水温

(195℃)として､そのど-クを境に徐々に下降し続け､低温設定時刻の一時間後に最低

水温 (123℃)に適した｡

cycle 照度 気温 (水温) 設定期間

HLLl12.12 200Ix 20℃ 25℃ (185℃ ･218℃) 8月

HtLt1212 10lx 15℃ 25℃ (123℃ 19･5℃) 4月

HtLt12:12 01x 15oC‥25-C(12.3oC:19･5oCllュn
HIHightcmpcrature,Ll:LowtempcratuTe
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実験4 明暗+温度サイクル

明暗 (LD)サイクルと温度サイクルを同時に設定し､捕勅ごとに記掠した｡明期が10

1xのLD(L900-2100)サイクルを設定し､同時に15℃:25℃の温度サイクル(HL900-

2100)を与えた｡次に､引き続きLDサイクルはそのままにして､温度サイクルのみを逆

転し(12時間シフト)､2100-900を高温pt)にし､活動時Wil都の推移を検討した｡

cyclc 照度 気温 (水温) 設定期間

LD+温度】2･】2 101x 】5℃ 25℃ (123℃.195℃) 1月-3月
LD+温度12:12 10)x 25oC:15oC(19,5oC‥12.3oCl 1月-3月

実験5 フリーランニング周期の計淘

通行活動､呼吸活動､上陸活動について､恒常条件下でフリーランさせ､その周期を記

録した｡安定するのに､5El悶棲要するため､20日以上激怒し､安定した後半部の約10日

で周期を計辞した｡ArlCrCfreclを考慮して､前条件をLDサイクル(1212)で統一し､同

調させた後､恒常条件下に移行してフリーランさせた｡温度 (20℃と25℃)と照度 (olx

と5001x)を変えて､比較検討した｡

Cyc)e 照憤 気温(水温) 設定期間

DD 0Ix 25℃ (21℃) ユ2月

DD 0Ix 20℃ (17℃) 6月-7月

LI 5001x 25oCr21oCl 】2Fl_)局
DD consLantDark,LLconstantLlghl

<解析方法>

視覚的検討を行うため､コンピュータ(pc9801VX NEC)によりevcntrecorder

aclogramをダブルプロットで打ち出し､タイプ別に分けて表にまとめた｡行動リズムが

設定した環境条件に同調していたか否かを区別し､次に同調を示した個体について､平均

塙動星以上の活動が､どの時間帯に挽られるか判定した｡フリーラン周期は､ズ2-

periodogramをJESJOBLOG-SYSTEMM770-MODEJAPANにより､計辞した｡有意

水準は､99%に設定した｡統計計界には､BASICによる統計処理､FishcT'steslおよび

ChlSquaretCStを用いた｡
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3.3. 結果

<LDサイクル>

25oC下､12時間のLDサイクルを設けたところ､101x下ではja行括動は667%､呼吸活

動､上陸活動は70%の個体が明暗への同調性を示した｡5001x下では通行活動は90%､

呼吸活動は28･6%､上陸活動は60%の個体が同調性を示した(Flg8､Tabk1)｡同調し

た個体のうち､明糊の照度が10lxでは､這行活動は65%､呼吸所動は57.14%､上陸活動

は875%が昼行性を示し､500Lxでは通行活動で875%､呼吸活動で75%､上陸活動で

833%が夜行性を示した(Fig8､Table1)｡ 明朗の照度が10)xでは､通行､上陸活動と

もに昼行性を示す傾向が強く､5001x下ではどちらも夜行性を示す傾向が強かった｡こ

の遭いをx2-1cstで検定したところ､通行活動はp<005で､上陸活動はp<001で､統計

的に有意であった｡嘩自然条件下で､上陸活動は照度に逆相関する傾向が見らる (第二

帝､Nasaland0)shi1998)ので､自然状態の光条件と比べると､照度差は小さいが､

比較的低照度でfia'動し､比較的高照度では光を回避する傾向が､実験条件下でも観られ

た｡

<HiLiサイクル>

4901xの照度題においては､退行活動､呼吸活動ともに､LDサイクルに比較して同調

個体が少なく､安定に過するのに期間も要した(Flg9､Tablc2).25oCで､呼吸滴数で

222%､水中での退行活動で10%が同調を示し､20ccでは､呼吸活動で444%､追行活

動で50%がEr51.消した｡その他の個体については､影響の見られた個体もあるが､同調に

は至らなかった｡同湘する個体数は温度によって興なり､両方の活動において20oCの方

が多く見られた｡泊軌内容によっても､活動時間掛ま果なった｡呼吸活動は､同調を示し

た個体の全てが苗照度のとき活動し､通行活動はバラついた結架となった｡イモリにおい

ても､照度の変化が同調要因になり得るが､5001x lOIxの照度比は､10lx OIxの照度

比よりも､弱い同調国Jであることが､明らかとなった｡

<温度サイクル>

恒暗あるいは恒明条件 (ユ0lx､200lx)下､温度サイクル (25oC:15oC､25oC:20oC)

を12時間サイクルで設けて､温度の影響を見ると､恒暗条件で温度サイクルに同調した

個体のうち､通行活動は62%､呼吸活動は75%が高温で活動した｡退行活動は101xの恒

明条件で82%が低温で活動するようになり､この傾向は200)xでも継続した｡呼吸活動

は､】olxの恒明条件では82%が高温で活動し､恒暗条件での結果と同じ傾向を示した

が､2001xの恒明条件では87%が低温で活動し､逆転の傾向が見られた｡(Fig･10､
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Tab一e1LDcycle:TheactivitypatternsunderLD(12:12hour)

Cyc一ewithdifferent一ightintensitiesin25oC.Thefigures
showedthenumberofindividuals.

LocomotoractivityRespiratoryactivityLandingactivity

lntenSlty Entrained Notduringlight扇訂~面 Entrainedphase Entrai∩ed Not Entrained NotLightDarkEntrainedLightDarkEntrained

×2-test:★p<0.05, ♯p<0･01

Table2HiLicycle:Theactivitypatternsundertehcycle

(12:12hour)WithchangingHighandLow一ightintensityin25oC

and20cc.Hi:Highlightintensity(500lx)activetype,Li:Low
lightintensity(10lx)activetype.
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HiLicycle under25oC

LOCOMOTOR o 6 12 18 0 6 12 18 0 (a)

RESPIRATトON o 6 12 18 0 6 12 18 0 (b)

0

0

2

1

LnoLuht̂lIUt?
b
]

21:00 90021:00 9･00 tlme

Fog9ExamplesoflocomotoractNItyandresplratOryaCtlVItyUnderHILICycle(HlghllghtlntenSIty(500lx)Low

llghtlntenSlty(10lx))at25℃ and20℃.Thean=¶alswereentralnedtoHILICycleandthen.putagalnlnLILltO
recordthef｢eeイUnnlngrhythms TheupperpanelshowslocomotorandthelowerresplratlOnaCtlVltylnWater.
Therlghtgraphsshowtheresu[tsofthegroundplaneanalystsbyNIHImagedurlngPenOds(a)and(b)
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. ∴ ∴

同一個体で､行動内容ごとに､フリーランニング周期を比較したところ､水中での退行

活動と呼吸活動､上陸活動は､果なる周期を示す個体がみられた (F.g13)｡20oCDD

で､行動内容によって周期にそれほど違いの見られない個体 (No7)もいたが､呼吸や

上陸活動は､退行よりも周期が短い個体が比較的多い割合で見られた｡また､周糊に違い

の見られなかったN0.7でも､25oCDDでは､行動内容による周期に遜いが見られるよう

になった｡

3･4. 考察

日本産イモリの活動時間帯は季飾変化を示す(第二車､NagaiandOlshi1998)｡繁殖期
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Table3HtLtcycle:Theactivitypatternundertemperature
cycle(12:12hour)indifferent一ightintensities.Thenumber
showsthenumberofindividuals.Ht:Hightemperature(25
cc)activetype,Lt:Lowtemperature(15oCor20oC)active
type･

LocomotoractiVity Respiratoryactivity
EetrainedNot Entrai∩ed Not

Ht LtEntrainedHt u Entrained

DD 5 3 2 6 2 2

LL(101x) 1 5 4 : :]. 43★P<0.05

Table4LD+HtLtcycle:TheactivitypatternunderLD
cycle+Temperaturecycle.LHt:Light-Hightemperature,
DLt:Dark-Lowtemperature,LLt:Light-Lowtemperature,
DHt:Dark-Hightemperature.
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Table5Thefree-runningperiods:Thenumbers(%)
meantheproportionthatshowedclearfreeィunnlng
rhythmsunderconstantconditions.

Locomotor Respiratory Landing
activity activity activity

20oCDD 50%
25oCDD 31.6%

25oCLL(500lx) ll.1%

70% 42.9%

60% 50%
75% 44.4%
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Free-runningrhythms

LOCOMOTOR(No7)
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には通常と児なる口J醐 1を示すが (Hayash11989,Na-use1993)､室内実験にのみ用

いた個体も日然状態で飼汚された個体と同時期に婚姻色が観察されたことから､概年リズ

ムがある可能性があり､性行動の発現に影守すると同時に水rllでのii行活動のE7周期リズ

ムにも影苛を与えていると考えられるので､実験設定の季節を考慮に入れた｡しかし､今

回の結果に概年リズムの影響は認められず､イモF)も魚類と同様に､行動と時計のカップ

リングが弱く､外的囚 Fに強く影響されるためと考えられる｡

LDサイクルを設けたところ､上陸､呼吸､退行活動ともに10lxのLDサイクル下で昼

行性を示す個体が多く､5001xのLDサイクル下では夜行性を示した (Table1,Fl藍.

8)｡坤自然真作下で､上陸活動は照度に逆相関する傾向が見られ､薄明薄掛こピークを

持つ夜行性を示した (茄二串､Nasaland0.sh)1998)｡自然状態の光条件と比べると

照度差はわずかであるが､比較的低照度を好み､比較的高照度では光を回避する傾向が実

験条件下でも得られた｡準自然条件下で呼吸活動は通年水温とJ5相関する傾向があること

が示されたが､一口で巌も低温であるにも関わらず呼吸活動は早朝に増加した (第二革､

Naga)andOishi】998)｡呼吸活動を､光刺激が誘発していると考えられる｡呼吸活動

もLDサイクルに同調したことからも､光が呼吸活動に関与していると言える (Tab)c

i)｡iさ行リズムと呼吸活動のリズムで､活動時間帯の異なる個体が見られ､必ずしも呼

吸活動の増加は､他の行動の影響とは言い切れない.LDサイクルで明糊の照度の違いに

よって､活動位相の昼夜逆転が見られ､HghlOn､Ofrのみならず､照度によって選択され

る時間帯が只なる｡この実験結果からも､活動の屈適照度 (JaegerandHa.lman

1973)が見られることがT,想された｡

照度が情動リズムに与える影軌ま､早くから知られている｡Nlghtmonkeyにおい

て,照度サイクルを設定したとき,照度の速いの比率よりも､照度上昇や下降といった照

度の変化の方が同調因子として働いていると解釈されている(E-kertandTh)cmann

1983).キッシンググラミ (FIE/osLOmarudoI/I)の遊泳リズムについて､5001xに対し

て設定する照度比 (<5001x)は､小さい程同調する個休が減少し､2001x差ではわずか

な個体数しか同調しなくなるが､5lxに対して設定する照度 (<5)ux)は数lxの差でも､

多くの個体が同調を示した(大石 1991)｡このことから､光同調における光感受性は､

Webcr■slowに従うことが示された｡

イモリについても､実験2で､照度の変化に対して同調することが示された (Tab)e2,

F)A9)｡それはLDサイクルよりも弱い同調因子であり､また温度によって同調性の強

度が変化する傾向が示された｡

20oCで､退行活動がどちらの照度も同じ樫皮に選択しているのに対し､呼吸活動に関

しては､同調を示した個体は全て高照度で活動した｡照度の増加でも､呼吸砲が増加する
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のかもしれないが､主に呼吸は､ノンパラメトリックな光刺激に誘発されやすいと考えら

れる｡パラメトリックな光要因に対する感受性は､網膜のオシレータ一にあると言われる

(undeNood1981)｡松果体よりも娘で照度の変化に同調していると予想され､活動内

容による速いは､どのオシレーターとその行動が強くカップリングしているかによると考

えられる｡また､準自然条件下で薄明薄掛 こ活動する (第二帝､Nasa.andOLSh]

1998)のは､I.ghLOn,Orrに同詣している一方で､,W度変化も感受していると考えられ

る｡

L 恒暗あるいは恒明条件で温皮サイクルを設定したところ､這行､呼吸活動ともに同調

した (TablC3,Flg 10 )C弘!L皮への同調は不明確であり､同調に矧.ri]を避する (F.A.

)o)｡光とは炎なる同調機構を持つと考えられる｡

Tvulgar'Sの呼吸活動は水温が商いか､水中の溶存酸頻が少ないとき増加すると報告

されている (HaHldayandWorsnop1977)｡魚類 (Na'use1993)や佃虫炊

(Undcrwood1985,UnderwoodandCalaban1987)などの変温動物は,温度サイクル

に対する同調性があるが､恒温動物でも,応類(EskLn1971)や小型の哨乳類 (Aschofr

andTokura1986,TokuTaandAschorr1983)で溢度への同調性が報告されている｡恒

l 温地物は､温度感受性神経を松果体に持つ変温動物と､同調メカニズムが輿なる可能性が

高い｡トカゲにおいて､松果体のメラトニンリズムが温度サイクルに同調し,かつ光サイ

クルと同時にあるとき､両方の因子の相互関係に影苛を受けることが示されている

(underwoodandCalaban1987)｡温度サイクルへの同調は､松果体のメラトニンを

介して位相が決定されているかもしれない｡

照度によって続発になる温度が変化するのも､松児休でのメラトニン変化を介するか

もしれない｡退行活動が101xで､多くの個体で捕動位相が､高温期から低温糊に移行し

たが､呼吸捕動は2001xで活動位相が逆転した (Tablc3)｡活動を誘発する温度は､照

度によって異なり､また活動内容によっても異なることも示された｡

実験2で､適応照度に温度が影甘することが示された (Tablc2)が､この実験から､

適応温度に照度が影響するということが示された｡活動位相を決定する因子として､複数

の因子のコンビネーションが予測される｡

上 ∴?∴ ∵ ,I-⊥:10I::-:: I_:∴ ∴ ､..･::'<3-0∴ -∴ 一丁一一･∴言 TL:'11､卜
合わせて与えた｡呼吸活動は明朋､高温のとき全個体が活動したが､温皮サイクルのみ逆

転させるとそれにつられ､温度サイクルを逆転させる前との間に有意差が見られた (p<

005)(Tablc4,FIE ll)｡一方､水中での通行酒乱馴削臥 低温に多くの個体が活動

し､脱皮サイクルを逆転させても変動はほとんど見られなかった｡温度よりも光刺激の方

｣ 35



に感く影菅を受けると考えられる｡また､呼吸活動は退行活動よりも温度の影響を受けや

すいと考えられる｡行動内容により､影響しやすい凶Fが異なることが伺われた｡このこ

とが呼吸活動と通行活動の活動時間帯を分離する斐関の一つと考えられる｡坤自然条件下

でも行動内容によって相関する環境因子が光なり､呼吸活動は水温に相関する傾向が見ら

れ､上陸満載はむしろ照鮭の影響を受けやすかった(頂二幸､Nasa)andO'shi1998)｡呼

吸活動の垢合､代謝との閑適が密であると考えられるが､実験3では､ある照度では低温

脚を選択しており､必ずしも代謝の促進が呼吸活動の上界を導いているとは言い切れな

い｡
行動内容によって両壁四の影智のしやすさが迫っており､それが炎なる行動ごとに活

動矧FILJiけが兇なる要因の一つになっていると考えられる｡また､明暗周1円が氾度周期より

も同調因子として強く影響しやすいことが示された｡

フリーランニング周期は照度や温度によって明確さや周期が変化した (Tablc5,F.g

13)Oフリーランニングリズムが明確な個体が少ないのは､概E]時計と行動とのかソア

リングの弱きで説明されるものと考えられる｡

退行活動は､照度や温度が上がると､明確なフリーランニングリズムが得られにくく

なった (Table5､F.g12)｡しかし､呼吸､上陸活動は､LLでの照度かDDでの温度が

変わっても､フリーランニングリズムを示す個休数に､それほど影昔は無く､フリーラン

ニングリズムの得られ易さは､行動内容によって果なることが示された｡

アカゲザルで照度と環境甑に従って､周期が一定の規則で長くなったり短くなる

(TokuraandAschorH983)｡夜行性か昼行性かによっても傾向は発なる (Aschorr's

low)｡今回の仕事では､照度や温度の変化によるフリーランニング周脚の変化の仕方

に､一定の帆糾ま見られなかったが､環境によって周期が変軌すること､また環境による

変化の仕方が行動内容ごとに災なることは示された｡

行動内容によってフリーランニング周期は､果なる値を示す個休が比較的多く､異な

る振動体による支配を受けている可能性が示唆された｡ある条件で､行動内容によるフリ

ーランニング周期の違いが観られない個体もいたが､環境が変わると､行動内容によって

異なる周期を示すようになった｡行動内容によって､異なる振動体とカップリングしてい

る可能性が示唆された｡呼吸は通常動物の代謝､特に体温と関連していると考えられる

が､トカゲで体温と退行活動のフリーランニング周期が分l牡することが示されており

(TosirnandMcnaker1995)､また近年の報告では､破壊する器官によって､どちら

か一方のフリーランニングリズムのみ消失することが示されており (TosITl)and

Mcnakcr1998)､通行活動と体温を支配する時計が児なることが示されている｡本革で

の実験結果および､準自然条件下での観察 (弟二串､NagalandO.shl1998)でも､行

動内容によって､果なる環境因子に影響され､Pt.なる概日リズムを示したことから､行動
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内容によって異なる振動体にコントロールされていると考えられる｡

この結果より､枚数のオシレーターおよび時計を和し､行動によって各々別の振動体

とカップリングしている可能性が予想される｡
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4. ニューロステロイドと繁殖サイクル

4-1. 序論

性ステロイドは､脊椎動物で主に繁殖に関与していると考えられている｡両生瀬で

は､繁殖の隙の雄のコーリングや抱接のとき用いられる筋肉と接合した運動ニューロンの

シナプスの性質に､影響を与えることが知られている (JanlSandRichard1995)｡この

ように性ステロイドは､脊椎動物で主に繁殖に関与していると考えられている｡

イモリの血中のandrogcnsとestrad■01117βの浪度は季節によって変化し､雌に関し

て秋のPLilと3月の二つのど-クをもつ年周畑を示し､雄に関しても､エストラジオールの

濃度で10月から11月と3月に二つの年周期的ピークを持つ (Garn)er1985a,b)｡また､

血中のprogcsteroneにも季偉変動が観られ､繁殖に関与していることが示唆されている

(zeranlela1.1991)｡カェルで､エストラジオール､アンドロゲン感受性神経は､繁

殖コールに関与している (Jam.saTldRIChard)995)0 RoughsklnneWIsも､脳にアン

ドロゲンとエストロゲンの受容体を持ち､視床下部など各所に分布していることが知られ

ている (DavISandMoore1996)｡

アカハライモリの右で典におけるステロイドホルモン産生細胞のA5-3β-HSD(A5-3β

-hydroxysteroiddehyd-ogenase)の酵糸組織化学的検出による活性と性徴の消長との

関連性が示唆されている (Tanakaandlwasawa1979)｡イモリについても､ステロイ

ドホルモンの年周期的サイクルは､生殖行動の年周期的発生を引き起こす要因の一つであ

ることが示唆されている｡

性ステロイドは脳に直接作用し､性行動を制御していると考えられてきたが､La近脳

自身が性ステロイドを合成していることが明らかとなった｡嘱乳頬 (ラット)やEも類 (ハ

ト､ウズラ)で､多く報告されている (筒井 1996,1999)が､両生頬でも脳でニユ-ロ

ステロイドが合成されていることがわかっている (Mcnsah-Nyaganctal1994,1996,

Do-RegocLal1998,Takascctal1999)0
両生朝の脳でのpregnenolone､pregnenolonesulraLcは､主なニューロステロイドと

して小脳の機能に関与している｡両生類では副円のステロイド合成に調節しているANF-

1Lkc免疫階位神経が､Ranaの小脳purk.n)ecellに入射していることが較察された

(L)hrmannelal1988)｡また､Ranaの脳で､prcgnenoloneSUlralcの濃度が繁殖

期､繁殖期後に高く､東胡性のステロイド産性の内分泌腺は､pregncnoloncsulrateの

活性に依存していると考えられる (Takascclal)999)｡このようなことから､両生難

で､脳内のニューロステロイドは､繁殖に幽与していると考えられている.
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輔乳規では､pregnenolone､pregneno)onesulraleは､GABA-Arcccptorと相互作

用を持つ (Takaseela)1999)｡両生類でも､下垂体のme)anolrophsで､

pregncnoloneはGABA-Arcceplorに影響することがわかっている (LeraHetal

1997)｡pregnenolonesulfateは､GABAを抑制し､GABAerg.cneurolransm)sslOnの

アンタゴニストとして､考えられている (TsuLSUlandUkena1999)oこのように､脳

でのGABA-ATeCePtOrのステロイドによる調飾機構は､晴乳類と両生類で似ていること

が知られている (0†chlnlkelal1994)｡

本革では､イモリにおいて､ニューロステロイドと繁殖との関係にBRL､ (1)脳内

ニューロステロイドの季節変化､ (2)季埼変化を引き起こす環境要因の解析､ (3)光

周期の受容に関与し､ニューロステロイドの変動を引き起こす器官の解析を行った｡

4-2. 材料と方法

<季節変化の記鐘>

奈良市柳生において採取した成体イモリを､準自然条件下 (大学構内中庭)で飼育

し､95年4月から11月まで､約-カ月ごとに雄各5個体について生殖腺を採取し､体重､

Fiで典丑晶を電子天秤 (MeLLlerAE166Melller,SwltZerland)で計測した｡また､準自

然条件下での繁姓行動の発現の時期との比較には､邦二帝での鋭察結架を用いた.

脳内ステロイドの記鐘には､菜者 (浜松生物教材株式会社､静岡)から購入した成熟

度を用いた｡光周期処理を行ったイモリと比較するため､それらのイモリと同時に購入し

たイモリ8個体を､光周IgJ処理を行った時矧と同じ期間､準自然条件下で飼育した｡

同様に体鼠､生殖腺並砲を計測した後､RlngCrSOlullOn(0IMNaCl112m1,

0IMKCl32m1,01MCaCI227TT)I,01MNa2HPO45TTll)中で脳を取り出した｡脳範星を

沸定した後､液体金糸で凍結し､-80oCで保存した｡

<光周期設定>

業者 (浜松生物教材株式会社)から胴入した成熟鹿について､1998年9110月､1999年

3-4月､1999年6一息月の1カ月～Lカ月半の3回にわたり､光周期処理を行った｡

25oC一定下で､長EI(18時間明 :6時間暗)､短El条件 (6時間明 :18時間暗)を設定

し､各条件に8個体､約1カ月～1カ月半処理した｡処理した個体について､同様に､体

虚､生殖腺塵虫を計測し､脳を取り出した｡脳東員を測定した後､液休*.廉で嫌紡し､I

80oCで保存した｡その後､RtAで脳ステロイド浪度を測定した｡

<ステロイ ド抽出>
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凍結した脳を解洩し､10TTIMPBSを加えて5m‖こし､氷水中でテフロングラスホモジ

ェナイサーによりホモジェナイズした｡約2,000cpm/20〟1のLl,2,6,7-3H)-プロ

ゲステロンを5ml酢酸エチルと共にそれぞれのチューブに加え､30分r.'u捜押し､3,000×

gで5分rlu遠心した｡有機層を回収し､上記の抽出作R-を二回繰り返した｡酢酸エチル抽

出物は空気噴射により溶液を蒸発させた後､70%メタノールを加えて-20oCで一晩静思

した｡3,000×gで5分間辿心し､和積層を回収した後､沈殿物に70%メタノール2を加

え､-20oCで5分fL'u静配した｡3,000×gで5分間遠心し､宥機周を一つにまとめ空気噴

射により溶液を蒸稚させた｡RIAburleT1mlを加わえて､37oCで1時r.lilインキュベート

し､4oCで保存した｡

一方､プレグネノロン硫酸エステルは酢酸エチル抽出後の水屑から抽出した｡プレグ

ネノロン硫酸エステルの回収率を'T3る為に､2,000cpm/500JLLの [1,2,6,7-3H]

-デヒドロエピアンドロステロン硫酸エステルを加えた｡50%硫酸を加え､水飽和 NaCl

をJ]uえた｡この処理により､jl-機溶媒に可溶となったプレグネノロン硫酸エステルを酢酸

エチルで抽出を行った｡抽出方法は上記と同様である｡空気噴射により乾燥させた抽出物

に酢酸エチルをJ]r]え､水飽和ジエチルエーテルを加えた後､37oCで1晩インキュベ- トし

た｡lNNaOHを加え2分間軽く糖押した後､水屑を捨てた｡蒸留水をhrlえ同様に捜挿

し､水屑を捨てる作業を二度繰り返した｡11機層を回収し､空気噴射により溶帳を蒸発さ

せ､RtAburterImlを加えて､4oCで保存した｡

<プレグネノロン及びその硫酸エステルとプロゲステロンのアッセイ>

検虫線の設定は表1に示す通りである｡検盃線用のスタンダードステロイドは500LL)

ずつ使用した｡

検品線の1から8(F'適)はそれぞれ二Zlf測定した｡サンプルについてはサンプル内
ステロイド星が輿なる二つの設定で測定し､後で濃度を井出した｡設定は､1 プレグネ

ノロン脳､血焚 20FLltlOOFLL2 プレグネノロン硫酸エステル脳､血牧 100JLlと500

JLL3プロジェステロン脳､血焚20JLlと】oOJLlである｡

サンプルは二つの画分に分けた｡一つは阿収率の測定に使い､他方はプレグネノロ

ン､プレグネノロン硫酸エステル､プロゲステロンの測定に放った｡RtAではカルチャー

チューブにRlAburrer､サンプル､抗体､3Hラベルしたステロイド(プレグネノロン

5,000cpm/100JLl又はプロゲステロン10,000cpm/100ill)の1削こ溶液を加えた｡プ

レグネノロン､プレグネノロン硫酸エステルの洲定時にはプレグネノロン抗体

(RadlOaSSaySystcmsLaborator.cs,Inc,lTT.muChemCorp,Carson,CA)を､プロ

ゲステロンの洲定時にはプロゲステロン抗体 (ScanLlbodleSLabora10TICS,lnc.,

ScanlccCA)を100JLl使用した｡溶液を加えたチューブを捜拝し､4oCで1時間静思

した｡その後､TgGSORE(TheEnzymeCcnlerInc.,Maldcn.MA)を250JLl入れて
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渡拝し､常温で)時間静芯した.2,500×gで】5分間遠心した後､液を捨て滴を切って

RIAburrcr900FLlを加え捜拝した｡シンチレーターを予め2ml入れておいたバイヤル

ビンに池を移し､点をして軽く振った後､シンチレーションカウンターにかけcpm伯を測

定した｡匝Ⅰ収率の測定として､サンプルから200〟1をバイヤルビンに取り､cpm値を測定

した｡得られたcpm値から回収率を求め､検良縁を描き､ステロイド浪度を昇出した｡サ

ンプルに使用した脳塵鼠から脳､血iT','､血柴におけるステロイド濃度を打出した｡

一点-

1.Background ,抗休なし｡

2.Total;競合ステロイドなし.

3･プレグネノロン0･05ngかプロゲステロン0025ng

4･プレグネノロンOlngかプロゲステロン005ng｡

5･プレグネノロンU25mgかプロゲステロン0)ngc

6･プレグネノロン05ngかプロゲステロン0_25ng｡

7･プレグネノロンLOngかプロゲステDン0.5ng｡

8･プレグネノロン25ngかプロゲステロン1.Ongo

<破壊実験方法>

菜者 (浜松生物教材株式会社)から購入した成熟成を用いた｡

手術していない無傷のグループ (1)､両方の側眼を除去したグル-7'(E)､松果体

を除去したグループ (p)､両眼と松果体の両方を除去したグループ (EIP)について､

同様の光周期条件で処理した｡1999年6-8月の1カ月半､各グループ8個体について､処

理した｡

眼球除去は､服腔内(=解剖鉄を入れ､視神経を切断し､眼球ごと除去した｡松果体除

去は､頭蓋骨を開け､松媒体部分のみ脳膜を切り取り､ピンセットで松果体を剥ぎとっ

た｡その後､顧慮冊を元に戻すか､消毒済みのスボンゼル (止血用ゼラチンスポンジ､山

之内製典株式会社､光束)で開けた穴を閉じた｡手術したところは､消適用の

StreptoTTlyCinsulrate人のRlgerSOlullOn(約01%)で洗浄､消毒した｡

確認のため､手術を行った3個体について､実験個体と同様に約-カ月ほど飼市した

後､脱灰してプアン固定液で固定し､ヘマトキシリン･エオジン染色で標本を作成したO

眼球については､全ての個体について網膜､視神経の再生は観られなかった｡松媒体につ

いては､3個体中1個体については､完全に松架休は除去されていた｡残りの2個体につい

ては､10個ほどの細胞が残っていたが､赦免なので､ステロイド浪度の結果から､問題
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にしなくてよいと判断した｡

<解析方法>

統計的検定法は､ロ的に応じて､Two-wayFaclor'a)ANOVAおよびOnc-way

FaclorlalANOVAandMultlplccompar150nlesLS､トlestsを用いた｡

4･3. 結果

<生殖腺と性行動の季飾変化>

新盤韮最に､季俸変化が観察されたが､有意ではなかった (Fig14a)｡5-6月に最

低値を示し､その後10月にかけて増加していく傾向が見られた｡

準自然条件下での性行動は､4-7月､10-11月､I-2月の各､秋､冬に観察された

(Flg14b)｡崩も盛んに性行助が観察されたのは5月で､fIlJt児並稲が軽f;Liのときであっ

た｡生殖行動が内l凋されたのを観察したのは､10月下旬であるが､そのときにfI')'火韮晶

は品も高い値を示している｡

<生殖腺と脳内ニューロステロイ ドの季飾変化>

自然条件下で飼育されていたイモリの生殖腺亜最は､9月､10月に最も高く (8月に比

べて､p<00])､4月も8月に比べに優位に高い結果が得られた (Fig 15a)0

イモリの脳がコレステロールをもとに合成するプレグネノロン､プレグネノロン硫酸

エステルとプロゲステロンの季節変化を解析したところ､プレグネノロン硫酸エステルと

プロゲステロンに有意な変化が観群された｡プレグネノロン硫酸エステルとプロゲステロ

ンの過度は共に10川 二品も高く､8月に低い結巣が得られた (p<001) (FIB15C,

d)｡これらの変化は生殖腺と同様の傾向があることから､生殖腺サイクルと関連してい

る｡J能性が考えられる｡一方､プレグネノロンについては､臓若な季埼変化は見られな

かった (F唱 15b)｡

<生殖腺成熟と脳内ニューロステロイ ド変化に及ぼす光周期の影書>

生殖腺豊丘は､いずれの季節においても､25oCでの光周畑処理による轍著な影苛は見

られなかった｡艮El､短日処理を行ったグループで､両方ともに､準自然条件下のグル-

プに対して8月には促進的､4Jlには抑制的に作用する傾向が見られ､10月には料地亜晶
がiEくなる傾向が見られた (F.A.16a)｡特に8月は短日が促進的､4月は長E7が抑制的に

作用した (p<0.05)0

脳内ニューロステロイドでは､プレグネノロンとプロゲステロンについて､10月にの

み長El刺激で増加した (F]g.16b,d) (p<0.01)｡4月と8月には､有意な影響は枚察さ
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れなかった｡ 一方､プレグネノロン硫酸エステルでは､季節を通じて光周期処理の顕著な

影背は見られなかった (F'g 16C)｡

<光受容器官と生殖腺成熱サイクルおよびニューロステロイ ド変化の関連>

どの器官からの光入射が強く影響しているか舶べるため､各光受容器官を破峻した個

体群について､99咋6-8月に光周期処理を行ったところ､生柵似iTi品は､松媒体を破壊

したグル-7'にのみ､光周期処嘲.の影響が見られた (p<005) (F.g 17a)｡松果体を

破壊したグループで､眼球の有難モで､短口処理と長日処理の問で生殖腺重箱が逆転した｡

プレグネノロンは､両方の器官を除去した場合のみ､長日処理を行ったグループでの

冶度が有意に高くなる (p<0.01)という光胤 gJ処理の影菅が見られた (Fl藍17b)Dプ

ロゲステロンは､膿球のみ除去すると､長E]処理を行ったグループでの濃度が有意に高く

なる (p<005)という影響が見られた (FIE 17d)｡プレグネノロン硫酸エステルは､

T=術の影響が見られず､光周期処理の影響が観穀されなかった (F'g17C)｡

4･4. 考察

日本産イモリは年周期的な繁殖周期を持つ (TanakaandIwasa､va1979)ことが､確

認された (Fig 14)｡

新発垂星のピークと性行動の発現との時期的なズレが今回較られたことについて､桁

胞の放出による重点の軽減が主な理由として考えられるo奈良と静岡といった地域差

(sawada1963)､野外と坤自然条件のような環境の通いによっても､時期にズレが生

じるようである (FralleandRodrlgueZ1988,Fra.leandSac7.1989,Pan.aguaela)

1990)｡野外でのイモリの繁殖)切の観察 (Na†use1993)においても､生殖行軌は5月

に感んに行われていた｡

著しい生殖行動は､番の5月に観察されるが､それ以外にも､鹿が雌に対して尻尾を

振るなどのディスプレイは､秋10-11月と冬1-2月にも観られた (節二草 )｡Tanaka

andtwasawa (1979)によれば､精典は5-6月に崩低値になるが､その頃の鵬典は､

シストから枯子が放出され､シストが腺組織に変換される｡7月には成熟邦子がほとんど

観られないが､清雅な精子形成が観察されると報告されている｡秋から冬には成熟精子が

増加し､放精や消化､吸収によって､璽最が減少していくようである｡すなわち､成熟桁

Fが少しでもある時期は､生殖行動は起こり､成熟捕手がほとんど1剛1時矧に､生殖行動

が観察されないと増えられる｡婚姻色は夏を除いて､程度の弱い炎色は年巾絞られる

(Tanakaandlwasawa1979)が､春の繁殖期に巌も強く､秋にも再び強く発色する｡

生殖行動はむしろ婚姻色の発色の程度と時期的に一致している｡生殖行動は､婚姻色を制

御するシステムとの関連の方が強いかもしれない｡
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蝉自然条件下で飼育したグループにおいて､プレグネノロン硫酸エステルとプロゲス

テロンの温度が､生殖腺と同じ傾向を示し､10月に増加することから (F.A15)､これ

らのニューロステロイドは､生殖腺サイクルと同様の季節変化を示し､繁殖に関与-してい

る可能椎が示唆された｡生殖腺の季飾変化に関しては､本章のFig 14の結果とほぼ一致

し､10月に最も高い結果が見られた｡プレグネノロンについては､季飾変化が放られな

かったことから､繁殖への関与を否定はできないが､別の機能を持つ可能性が考えられ

る｡

25■C下で光周期処理を行ったところ､生殖腺について､短日処理のグループと良El処

理のグループの組で差が見られず､碑自然条件下のグループとの比較で､有意な差が見ら

れた (FIE 15a)｡生殖腺窮鼠の変動は､光周畑ではなく､むしろ温度の影響が考えられ

る｡25oCという温度が､野外の温度により低い8月には促進的､野外のinri度より高い4月

には抑制的に影響すると想われる｡イモリの生殖腺の成熱サイクルへの温度の影野は調べ

られているが (BcnitoandMarlna1988.Pan)aguaelal.1990)､今回新たに生殖腺へ

の温度の影響に､季蹄による追いがあり､光岡期よりも強く作mする場合もあるという可

能性が観察された.

脳内ニューロステロイドについては､コレステロールからプレグネノロンそしてプロ

ゲステロンに至る系に､秋のみ光周糊に対する反応が見られた (F唱 15b,d)｡ニュー

ロステロイドの光周性に関しても､時期特果性があり､季節によって光周期刺激が有効に

働くと考えられる｡光周期刺激が環境温度や季節によって､Ronaの眼球のメラトニンリ

ズムに､発なる反応を誘導することが知られている (DclgadoandV■V】cn-Roels

1989).生殖腺サイクルと同様に､内因性のものを含む複数の要因により､脳内ニュー

ロステロイド濃度の季節変化が調節されている証拠であると考えられる｡また､脳内ニュ

ーロステロイドは､生殖腺と異なる反応が見られたことから､生殖腺の年周期と異なる制

御システムによる可能性が示唆された｡したがって､これらのシステムは､各々 ｢繁殖｣

に関与しているかもしれないが､舛なる機能を持つ可能性が示唆された.

アカハライモリは､眼 (KawataetaL1992)､俊架体 (Klkuch】andAokl1984)､

僻潔部 (SCN) (第五ii)に光受容体があると考えられ､かつ下等脊椎動物では､-皮

的にオシレーターも､同じ位置にあると考えられる (大石 1999).これらの光受容器官

を破壊することで､どの光受容器官と生殖腺サイクルおよびニューロステロイド浪度の変

動が､鵬迎しているか調べたところ､生殖腺は､松架体を除去したとき (松果体除去､松

果体 ･眼球除去)のみ､光周期処理の影響が見られた (Fig.16a)｡捺染体のあるグルー

ブ (眼球除去､無髄)には､光周期処理の影響は観られず､松果体が光周期に対し抑制的
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に働いていると考えられる｡松児体があるグループは､準自然魚作のグルーブに対し､両

方の光周畑条件で並泉が増加する傾向にあり､温度の影管が強く観られるが､松架体の難
いグループは､準自然条件のグループに対し､光周期の影℡が強く出た｡このことから､

温度を感知する機能があるとされる松果体 (underwood1990)が､生殖腺サイクルに

関して､光周性に対する反応を抑制し､温度に対する反応を促進する機能を持つと考えら

れる｡即ち､生殖腺成熟は､松果体と強い閑適があると考えられる｡この実験は8月に行

われたが､生殖腺の光周期に対する影響は､他の季蹄でも観られないことから (Fig

16)､必ずしもこの季節に限られないと予想される｡季節によって､特定の温度に対す

る､松果体からのアウトプットが､促進的であるか抑制的であるか変化しているかもしれ

ない｡また､眼球と松媒体の両方除去しても､光周期の影菅が見られる (p<0_01)こと

から､脳深部光受容体の生殖腺への関与も示唆された｡

松果休を除去したグループで､眼球の有無で光伺柵の影響の仕方が果なるのは､短El

であるか長Rであるかによって､眼球からのアウトプットが促進的か抑制的か変化すると

解釈できる｡マーブルイモリで網膜光受容と生殖腺成熟の閑適は貞定されている (Fralle

andRod-iguez1988,F'a.lcandSaez1989)｡今回有意な差が観られたことについて､

種差や温度 (panlagUaelal1990)などの実験設定粂作の近い､また季節の違いが考え

られる｡特に3カ月にわたる光周期処理は､生殖腺成熟の進行に対する抑制､促進効果を

減少させるかもしれない｡というのは､生殖腺の成熟は､成熱サイクルのどの時期に処理

するかによって､その効児に違いがあり､サイクルの後脚には､ほとんど効果が細くなる

という報告がある (Go)dmanandDarrow1983)｡このように､生殖腺は､枚数の器官

から怖報を受け放り､各々の器官が環境に従って､男なる情報をアウトプットしていると

考えられる｡

プレグネノロンは､両方の器官を除去したグループにのみ影響がii.られ､脳深部光受

容体からの調節である可能性が考えられる (F)A 17b)｡かつ､眼球､松果体の両方が抑

制的に機能していると考えられる｡プロゲステロンは､uR球のみ除去すると影響が見られ

ることから､光周期反応に､松果体が促進的､眼球が抑制的に機能していると考えること

ができる (ド)g 17d)｡プレグネノロン硫酸エステルは､手術の影響が見られなかった

(Flg17C)｡また撫俗の個体においても､季節を通じて光周糊に影響を受けず (F･g

16C)､季節変動が見られた (Flg15C)のは､光周期の虚接の影響ではないと予想され

る｡それぞれの脳内ニューロステロイドの変化は､異なる環境要因および関連器官に､制

御されていることが明らかとなった｡

以上の結果より､イモリのニューロステロイドは､濃度変化のピークが生殖腺重星と

一致している (Fig 15)ことから､繁殖に関与していると予想されるが､環境因子の影

響の仕方の適いから､生殖腺サイクルとは別の系で調飾されていると考えられる｡伯報
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は､校数の器IElから得られ､光用性反応に対し､促進的なアウトプットと抑制的なアウト

プットがあると考えられる｡促進的か抑制的かは､温度など他の要因､あるいは季飾性に

よって変化すると予想される｡複数の器官から情報を柑たり､複数の制御システムにより

脳内のニューロステロイドレベルがコントロールされることで､多様な環境十I']報や内因性

の情報に対処していると考えられる｡

ニューロステロイドについては､コレステロールからプレグネノロンそしてプロゲス

テロンに至る系が､光周州に影響を受けている (Flg16)と考えられるが､破壊実験結

栄 (Flg.17)より制御機械は娼なると考えられる｡光周期の影響は観られないが､季飾

変軌は観察されたことから､プレグネノロン硫酸エステルは､むしろ温度あるいは内園作

のものの影響を受けていると考えられる｡果なる調節を受けていることから､おそらくこ

れらの性ステロイドは､繁殖システムの中でも､異なる役割を言削ナ負っていると予想され

る｡

これらの物質の詳柳な機能を知るには､さらに検討する必要があるが､哨乳新で､

ニューロステロイドは､GABA受容体に作用し､シナプスの可塑性などに関与していると

報告されている (MaJCWSkaandSchwarl･L1987,MICnVll)eandV)cin)1989,Concas

cLaI1999,TsutsulandUkena1999,筒)日 999)｡両生軌の脳でもステロイドの

GABA受容体への作用が報告されている (Orchlnlkclal1999)｡アカハライモリの

PON (視索前核)､SCN (視交叉上核)にp-450sccが発現していることが観察されてい

る (Tna.,personalcomunlCaL10n)ことから､SCNやその周辺部でニューロステロイド

が合成されていることが示唆される｡SCNには､GABA細胞が多く存在し (Franzonl

andMorlno1989)､性行動の中#_である視床へ入力している (飛五車)｡従って､

GABA受容体に作用することで､シナプスに影響して､特定の時1g]に性行動が発現する機

能を制御している可能性が考えられる.

また､SCNに脳深部光受容体がある可能性が示唆されているが (第五章)､同じ器官

でニューロステロイド合成細胞が見つかっており (Inal,personalcomurHCallOn)､か

つ今回の破壊実験の結果 (Ftg.17)からその関迎も示唆されている｡SCNにはメラトニ

ン受容体が多く存在する (Tavolaroetal1995)ので､メラトニンを介して､松果体や

眼から影苛を受けているrJJ能性が予想される.

鵬乳期でSCNでの光反応性は､セロトニンによって抑制されていると考えられている

(Reaclal.1994)が､イモリSCNにもセロトニンニューロンが多く存在する (Agustln

andWilhelmus199),FasoloelaH 986)｡このような神経伝達物質の違いも､促進的

な反応につながるか､抑制的な反応につながるかの迎いの要因として､々えられる｡
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5. 光受容系とそこからの神経連絡

5･1. 序論

光受察部の特定と､その機能的解析を目的に､親鰍化学的検討を行った｡下等捌 任動物

の多くで､眼球､松果体､脳深部での光受容が報告されているが､イモリについても､

脱､松果体および服､偲果体以外の光受容体の存在が示唆されている (Ch.baetal.

1993)oそこで､視物質抗体による免疫染色で､光受容体の局在と､その受容体の性質

も検討し､そこからの神経連絡および神経伝達物質の解析を行うことを目的に実験を行っ

た｡

イモリの網膜では､green'odが最も多く観察され､Rh-As(antlSerUma呈a.nStlOad

andlamprcy-hodopsln)による染色が観察されている (Kawalactal1992)｡布椎動

物のほとんどの種において､網脱での光受容は確認されているが､さらに網股に時計を持

つ機も､脊椎動物全般に多く軸/持されいる｡アフリカツメカエル (Bcsharscand

luvone1983,CahillandBesharsc1991,1993,GTeenandBesherse1994,Greenet

al1995,HascgawaandCahllH997,1998)､ヒキガェル (KorenbrotandFernald

1989)で､網股時計練橋が報告されている｡

イモリの網掛 こおいて､アセチルコリン､チロシン､グルタミン酸 (sa†lhyandLain

)983)､GABA (SarlhyandLaln1983,ChlbaelaH 997)､ ドーパミンやその合成

に関与する酵糸の生成が確認されている (SarthyandLamJ983)｡ハトの網股でドー

パミン放出リズムが観られ､概口EFS計との関連が示唆された (Adachleta)1998)｡ア

フリカツメガエルの網股で､ ドーパミンはメラトニンにより抑制されるため､フィード

バックを介して振動体機構に関係があり (Adachlela11998)､また主観的夜における

リズムの位相変化に関与している (Caht日andBesha'se1991,HascgawaandCah】11

1999)と言われている｡しかしながら､イモリでは､網膜で生成された神経伝達物質の

機能は解明されていない｡

アカハライモリの視神経は､preoplicnucleusからnuc)eusorbasalopllCneurOPilに

終東端をのばし､最終的にoptlClectuTT'に入る (FuJISaWaelal1981)｡視床下部､脳

下垂体など内分泌系への直接の投射は確認されていす､眼球破塊の実験による搬/rlb

(Ben.toela11988,Pan.aguacLal1990)でも､網膜光受容と生殖腺との関連は否定

されている｡ただし､光周性はメラトニンを介して影響すると言われているが､Ronaに

如 ＼て､光周期に対する反応が眼球のメラトニンに影響を受けていると報告されている

(Dc)gadoandVIVicn-Roe)S1989)ので､必ずしも季鱒性との関連は否定できない｡
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イモリの松果体では､光受容体 (K.kuchlandAok日982,1984)､および振動体が存

在するとされ､行動リズムの光同調機構に重要な役割を杓うとされている (Ch)bactal.

1993)｡松果体での光受容機構は晒乳期を除く脊椎動物全般で報告されている.円口淑

(MorILaandSarr)cJima1984)､魚瀬 (p)ckardandTang1993)､佃虫敷 (BolllClet

aI1997)､砧類 (Deguch.1979)で､松果体でのJ.%気活動やメラトニン分泌の概口変

動が報告されているが､高等になるにつれ､概日機構がSCNに移行し､松果体の概日リ

ズムとの関連が小さくなる (ChcungandMcCornack1982)｡両生朗では､松果体光

感覚細胞に如 ､てメラトニン産生が示唆されている (WICChmannl986)｡Bu/OとRanLZ

の松果休にメラトニン分泌リズムの概日リズムが税られ (Ser.noelal1993,Delgado

andVlvlen-Roels1989)､概日機構との掬遜が示唆されている｡イモリについても､メ

ラトニンを合成していることは､わかっている (Ch)ba,persona)comun.catlOn)｡

一般的に松果似 まSCNを介して生殖腺に作用し､その光受容は光用件に関与していると

考えられている (Gozcselal1989,Sh)batacLal1989)O市推動物の松果体にはメラ

トニンの合成制御機構があり､SCNや下垂体､メラノフォアのメラトニン受容体に作用

し､概日リズムや季節変化さらに両生頬では体色変化にも関与していると言われるD

哨乳類を除く市稚動物一般で､娘､松果体の他に､脳深部に光受容体が存在することが

轍告されている (YoshlkawaandO】sh]1998)｡カェルでもSCNで光受容物質の所在

(Fosle'eta)1994,Yosh)kawaelal1994,Provenc.oclal1998)と､間脳での光受

容が報告されている (DodlandJacobson1963)oヒキカエルでは､脳深部よりヒキカ

エルビノブシンがクローニングされている (Yoshlkawaeta11998)｡しかしながら､

和尾両生類では､兼だ光受容体の所在が明らかにされていない｡

scNは嘱乳類でよく研究されており､概日時計機構に亜要な役割を果たすとされている

(Klc.metal1991)｡アフリカツメカェルで振動体の存在が示唆されている (Harada

etal.1998)｡イモリの脳に振動体があることは破壊実験から予想されているが (Ch･ba

andAokl1993)､場所は特定されておらず､scNの機能も全く僻明されていない｡

イモリのSCNで､アセチルコリンエステラーゼ (Ea£)csonclal.1998)､GABA

(FranY.On.andMorlnO1989)､メラトニンレセプター (Tavolaroclal1995)､セロ

トニン (GonzalezandSmcet51991,Fasoloelal1986)の存在が免疫染色で報告され

ている｡これらの物質および受容体は､振動体､光同調機能に関与するとされている｡ア

セチルコリンは輔乳類のSCNで主税的夜での位相前進に関与していることが報告されて

いる (Ma,lha1997)が､まだ受容体は見つかっていない｡メラトニンを受容しており､

メラトニンに制御を受けていることから､他の振動体から影響を受けながら機能している

可能性も予想される｡
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本草では､組織化学的手法で光受容器官の特定､および振動体の位置の推定､神経連絡

からその機能的解析を行い､弟2-4串で行ってきた実験の結盟について､さらに考察を

深めた｡

5･2. 材料と方法

<材料>

業者 (浜松生物教材株式会社､静剛 から購入した雌の成体アか ､ライモリCynops

pyrrhogasterD

<光受容部の同定>

免疫染色法を用いた｡

眼､松果体､脳を取りだし､4%pararormaldehydclnPBにより固定した｡抗体は､

光受容細胞の特定には､Rh-As(antlSCrumagamSHOadrhodops)∩(an1.-loadRh

supplledbyOkano))を用いた｡

解剖後､4%バラフォルムアルデヒドによりEEl定し､サッカE7-ス溶液 (10%～30%ln

pB)で同定液を洗い､OCTcompound(Sakurar】nelekUSAtncTorrance,CA

90504USA)で包埋した｡クリオスタットで､パラレルセクション (20-40〟m)を作

成し､ABC法により染色を行った ,PBS(phosphalCbufrersallne NaH2PO4･2H20

235g,Na2HPO4･12H202685g,NaC1715g,NaN3875g,D.W 875])で洗い､

1%H2021nMelhanolで内因性ペルオキシダーゼを抑えた｡また､内因性のアビジンやビ

オチンに対する反応を抑えるため､BLOCKINGKTT(b]otIrL/avIdlT"ySIcm,Vector,

UsA)を並行して用いた.ABCKIT(VECTASTAlNEllteABCMousclgGKIT,

Vector,USA)による方法により､抗体は全てヤギ血泊で希釈したOビオチン化二次抗体

を反応させ､アビジンービオチン化ワサビペルオキシダーゼ複合体の辞菜活性を利用し

て､DABsolul10n(dlam)nObcn･L)dlnC3-3'-ジアミノベンチジン四塩酸塩50mg,DW.

40TTl),tTlSburrcr60m1,0.3%H2021ml)で､発色させた｡

対照実験として､マウス正常血清を一次抗体のかわりに反応させた.水洗後､アルコー

ル､キシロール系列で脱水､透撒し､HSR(ミドリ十字､神戸)で封入した｡

挽寮には､通過型光学顕微範oLYNPUSBHS(オリンパス光学工業株式会社､虎京)

を用い､撮影には抑微範掘影装置OLYNPUSPM-】OM (オリンパス光学工業株式会社､

火京)を用いた｡
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<神経連絡の観察>

§トレーサ-法

イモリの頭蓋冊を開け､松果体部分のみ脳腿を剥がし､メスで切り込みを入れた後､バ

イオサイチン (EIB101.noyl-L-Lyslne,STGMA,USA)の結品を乗せた｡また､頭部を

scN部分で切断し､SCNが姦出した断面に､同様に結E.rlE]を乗せた｡その際､vase)lne

(whltc)でSCN部分以外を覆って､漏れを出来るだけ防いだ｡このようにして､30分

間放置して松果体､scNにバイオサイチンを取り込ませ､リンガ-で洗い流したo約5

cc下リンガー溶液中で､酸崩を供給しながら､約18時FLilインキュベ-トした｡その後､

10%ホルマリンで固定し､OCPコンパウンドに包埋して､クリオスタットで40〟mセク

ションを作成した｡ABCキットを用いて､アビジンービオチン化ワサビベルオキシダ-ゼ

枚合体の辞糸満性を利用して､DABsolutionで発色させた｡確認のため､同様の方法を

3回繰り返した｡

コントロールとして､松媒体部分の脳膜を破らず､そのまま上にバイオサイテンを乗

せ､同様の処理を行い比較した｡

観察には､通過型光学頼微範LEITZDMR(ライカ株式会社､東京)､撮影には､自動

撮影袋田ライカMPS60(ライカ株式会社､光京)を用いた｡

§萩銀染色～石川変法～

上記と同様にイモリの脳を取りだし､10%ホルマリンで固定し､アルコールで脱水後､

パラフィンで包埋した｡パラフィンセクション (10JLm)を､rrontalとsagila)で作成し

たDよく乾燥させた後､アルコール ･キシロール系列を経て､脱水脱パラを行った｡水洗

した後､プロテイン銀溶液に37oCで､約26時間反応させたoDWで洗沖後､道元織である

05%塩化金薮水溶液､2%シュウ酸水溶液､5%チオ硫較ナトリウムに反応させた｡水洗

してからアルコール ･キシロール系列を経て脱水､遠放し､HSRで封入した｡

観察には､通過型光学朗微範oLYNPUSBHS(オリンパス株式会社､火京)および

LEITZDMR(ライカ株式会社､光点)､掘影には､抑微鋭掘影装置OLYNPUSPM-10M

(オリンパス株式会社､架京)および自動撮影装置ライカMPS60(ライカ株式会社､東

戻)を用いた｡

5-3. 結果

<光受容器官の所在>

窮三脳室周辺､視床下部の視交叉上核SCNで､Rh-Asにより､一部の細胞群に免疫反
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応が観察された｡主に､脳室から2眉目の細胞の細胞月見と一部の線維に､反応が観られた

(FI菖18)｡
脳地図は､Donkelaar(1998)のThcCenl'aJNervousSystemofVe'teb'atcsVo)2を参考

にした｡

<光受容器官とそこからの神経連絡>

網膜､松果体で光受容されていることは今までに知られていたが､さらに上記の実験で

脳SCNで光を受容している可能性が示唆された｡そこで､今回､光受容機能の知られて

いる松果体､およびRh-Asによる免疫染色が観られたSCNにバイオサイチンを注入した

(Flg19)｡局所注入ではなく､器官全体に結晶を乗せるという方法を用いたため､

Rh-Asで免疫反応の出た細胞以外にもバイオサイテンが入っているが､今回は器官レベル

で解析した｡

総菜休からは､松果体神経束が､第三脳室周辺を左右二手に分かれ､下方後方に走り､

TegrnentumTTleSenCePa))を通り､市髄に入っていた (Flg21124).また､神経線維

は､下方に放射状に伸び､後方に入り､祝ijSとの適格が観察された｡他への終末端は鋭察

されず､視床下部や､脳下垂体などへの投射も観察されなかった｡また､SCNとの連絡

も挽察されなかった｡

scNからは､脳室に垂直に外側へ伸びる神経が主に観察された (Ftg25,26)｡左右

にも短い線維を伸ばしている細胞が挽察され､周辺の細胞と連絡していることが観られ

た｡SCN背側では､ななめ上方と上方の視床に伸び､SCN腹側では下方にも伸びてい

たC後方にも線維を伸ばしており､視床下部と連絡があることが示唆される.

祝典から逆に絶入して､そこからの神経迎給を観察すると､脊髄や大脳など様々な部域

に投射していたが､松果体への逆の連絡も観察され､松果体と複葉の連絡が確認されたo

また､視床への投射が観察された (Fig.25-28)｡

5-4. 考察

イモリの脳深部では､光受容は否定されていた (Ingcborgclal】980)｡しかし今回

の実験で､La新の免疫染色キットと火大深田研究篭との共同で作成されたヒキカエル網股

Dドアシン抗血ii'Jtを用いた免疫組級化学的手法により､他の脊椎動物と同様に､沸三脳室

周辺部視床下部の視交叉上核SCNでのRh-Asでの免疫反応が観られた｡網膜､松児体に

加え､脳深部scNでも光を受容している可能性が示唆された｡網股､松果体以外での光

受容は､破壊実験による行動リズムの結果から報告されている (Ch)baetaL1993)｡今

回の実験で､それが脳深部scNにある可能性が示唆された｡
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松果体での光受容は既に論証されていたが､今回のrR験で､ロドプシンを外節に持つこ

とが示された｡イモリの松果体外*(二は､αトランスデューシンが存在することが､わ

かっており (veenela11986)､ロドプシンの活性からαトランスデューシンの系を介

して､光十1-J'報が伝達されている可能性が示唆された.

さらに､その光受容体の機能を解析するため､そこから伸びる神経連絡を観察した｡

下等香椎動物は､光受容器官にオシレータ-も存在すると.=iわれているが (大石

1999)､この動物に関しては､眼､松果体､脳深部 (SCN)に光受容体を持ち､同時に

服､松架体に振動体を持つ｡脳に振動体があるとすれば､scNにあると予想される｡今

回の実験での観察では､恨､松果体､SCNの間に神経によるlB接の連絡は観察されす､

これらの振動体間の由横の神掛 こよるカップリングは撫いと巧えられる｡液性連絡か､Fu

接的な連絡によるものと考えられる｡

祝神矧 ま視床とBON(basalopt)cnuclcus)に投射しているが (FuJ】SaWaetal

1981)､視神経が視床に投射しているのは､下.̂字脊椎動物の一般的な形態である｡しか

し､それ以外の投射については､機関差が大きい (Donkelaa†1998)｡下等脊椎動物で

は､大脳ではなく､視床に統合機能があると言われる (佐藤 1996)0

松果体からも祝典との迎給が観られた (F.g21-24,28)｡したがって､眼球網股と､

松果体の帖報は､視盛で統合されていると考えられる｡網膜と松巣休には､両方ともに光

受容機能と振動体を持つ｡したがって､光情報のみならず､振動体情報の両方が､そこで

統合されているかもしれない｡

カエルで松果体とscNの連絡は観察されているが (GoT_eSCtal1989)､イモリ

Cy170lnPyrrhogaS,erについても観察したところ､松果体からの視床やSCN､他の視蘇

下部部分への投射は確認されなかった｡両生類では､松果体は内分泌との閑逃が示唆され

ている｡しかしイモリでは内分泌系への直接の連絡が観られなかった｡生殖腺の光同性反

応への､眼球除去の影苛は観られないという報告がある (FraileandRodr)guezユ988,

FTalleandSaez1989)｡応接の内分泌系への投射は観られなかったことからも正しいか

もしれない｡窮四革でも､眼球除去の影響は枕られなかったが､松果体おを破壊したグル

ープで､眼球の有無で､光岡性への反応の仕方に迎いが観られた｡したがって､支配的で

あると予想される松巣体も同時に破壊した機合､眼球からのメラトニンなどが影響する可

能性がある｡

scNからその周辺部への連絡が観察されたことについて (Flg.22,25,26)､祝味､視

味下部との連絡が枕察され､脳深部光受容体と内分泌系の関連が示唆された｡

scNでは､ニューロステロイド合成辞索が発現しており (Inal,Persona)

communlCaL10n)､脳内ニューロステロイドは､繁殖期に布くなるという季節変動を示
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す (節四串)｡したがって､これらニューロステロイドの季節変化に脳深部光受容体が関

与している可能性が示唆された｡また､内分泌系との迎格からも､繁勅J期との関連が示唆

l される｡

視床へは､祝典からの投射も確認されており､r''i)接的に網膜や松果体との連絡が確認さ
れた｡また､第凹皐の結巣について､SCNでのニューロステロイド合成は､祝典と視床

を介して､他の光受容器官からの調節を受けていると考えられる0

苑現しているが､網A先からの由接の影響も考えられる｡

このように､網膜､松果体からは､祝典を介した視床-視床下部の内分泌系への連絡､

および脳深部光受容体からは､SCNでのニューロステロイド合成細胞との出接の連絡が

示唆された (Fig.29)｡

したがって､破壊実験で､説明された複数の光受容器官からの情報による制御は､祝盛

と視床を介して行われると考えられる.

l.
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6. 総論

従来アカハライモリでは､複数の振動体と枚数の光受容器官が存在することが示唆され

ていた (Klkuch.andAok.1984,Ch.baelal1993,ChlbaandAok11993).今回の

実験で､窮三串のフリーランニング周期の検討の結果､第四車の破壊実験の結果､および

窮玉串の免疫組織化学的検討により､イモリの ｢光受容一振動体｣系は ｢多光受容体一多

振動体｣システムで説明できることがさらに明確となった (Ftg30a,b)｡

準自然条件下での概E]行動リズムの記録から､昼夜行性が逆転する季節変化が枚察され

た｡行動内容によって兇なる季節性と日周期リズムを示すことから､行動内容の変化が､

概Elリズムの変動を誘導する要因の-つであることが示された (第二皐)｡

行動内容ごとにリズム形成の性質を解析したところ､各行動によって影響しやすい環境

因子が児なり､かつ選択される環境､即ち適した環境が興なることが鋭察された (弟三
辛)｡したがって､環境の変化が起こると行動内容の変化が起こるが､それには､例えば

上陸活動が夜rLiIに行われるという臼周期レベルと､初夏に増加するという年周期レベルの

変化がある｡

また､行動ごとに､環境の影響の仕方の速いに加え､フリーランニング周期が異なる場

合があることから､各行動が異なる振動体とカップリングしている可能性が考えられた｡

したがって､環境の変化が行動内容や生理状態の変化を導くとき､それらと各振動体は

カップリングしているため､同時に働く振軌体の種難も変化すると考えられる｡

行動内容の変化は､繁殖期での性行動の兜現に観られるように､内因性の変化による誘

因も考えられる｡

第四串の結果から､生殖脱窒最とニューロステロイ ド洩度に､繁殖期に高くなるという

季節変化が故察され､ニューロステロイ ドが繁殖に閑与していることが示唆された｡両生

現で性行動の中枢とされる視床と､ニューロステロイ ド合成細胞のあるSCNが連絡して

いることから (約五草)､イモリについても､ニューロステロイ ドは性行動の発現に影

響､あるいは誘因していることが考えられる｡生殖腺サイクルとニューロステロイドが行

動リズムの内因性の要因として働いている可能性が示唆された (第四串)｡

第四車での破壊実験の結果から､破壊器官によって結果に迎いが生じることから､各光
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a)

目周期的リズムの季節変化

季節性の環境因子の刺激 -■ 感賞器官に
受け取られた困

内的田子の季節変化 ;

孟よ し 註

優位な棚 のよ ＼ r.位な剛 体シ.+
ステムの変化

複数のリズム

Fig.30 概Elリズムの季節変化を誘導するシステム｡a)環境の変化から,光受容系一振動体系を介して日周期的

行動リズムの季節変化へ至る今回わかった経路｡b)環境の変化から,｢多光受容体一多振動体｣システムを介し
て日周期的行動リズムの変化が起こるイ上組みについての考察｡
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受容器常により受け取るtl'Jl報が実なり､かつアウトプットされる情報も只なると考えられ

る｡したがって､環境の変化により､強く影響を受ける ｢光受容系一般動体｣システム

と､それほど影苛されない､あるいは児なる影響の受け方をする ｢光受容系一旗動体｣シ

ステムがあると考えられる｡それは､稚虫瀬において､松果体が光に加え温度の影響も受

けて位相が決定されることから (Undcrwood1990)､網膜とは期なるh'I報処理が行わ

れており､かつ特定の器官を破蟻することにより､特定のリズムが消失することから､器

官ごとに自立的な振軌システムがあるということからも言える (ToslnlandMcnaker

1998)｡貫～四草の破壊実験結果より､器官により異なる情報がアウトプットされること

から､イモリについても器官により自立的な偶報処理機柄があると言える｡また､千炎等

(1993)が破壊実験により､マルチオシレータ一により退行リズムが制御されているこ

とを示している｡さらに､第二草より､各行動が列なる振動体とカップリングしているこ

とが示唆された｡ある環境が､特定の振動体に影響し､それとカップリングしている特定

の生理や行動リズムの位相の変軌､あるいは活動のBg始を誘宛する可能性が考えられる｡

すなわち､前述と逆で､特定の振動体が変化すれば､それとカップリングしている行動お

よび生理も､同時に変化すると予想される｡また弟三串のフリーランニングリズムの記鐘

から､環境によって､フリーランニングリズムの得られ易さが異なることから､環境にし

たがって被数ある振動体のうちの優位に働く振動体があると考えられる｡行動内容の変化

には､特定の振動体がある環境下で優位に働き､それとカップリングしている行動は周期

性を示しやすいと予測される｡このような考えに基づきF]g.30のモデルを提唱した｡

今回､概Elリズムの李律変化を誘因するシステムとして､ ｢光受容系 .振動体-行動 ･

生理｣の経路と､ ｢光受容系 ･振動体一内分泌 ･神経系一行動 ･生理｣の経路を､提示し

た (F.g 30a)｡

前掛ま､上陸清動のように､照度や温度と関係して増加したり減少したりし､環境から

直接の影響を受ける傾向のある変化である｡後省は､生殖活動のように､環境の直接の影

響を受けるのではなく､内因性の囚7-を介して､行動の発現や生理的変化が起こる｡後者

の中枢として､ ｢SCN一視床｣系が並要と考えられ､ ｢脳深部光受容系一振動系

(SCN)一ニューロステロイド合成系 (SCN)一性行動宛信系 (視抹)｣の連絡が示唆

できた｡

これらの系が､上記で述べた ｢多光受容体一多振動体｣システム､即ちマルチオシレー
ターシステムとして機能することで､多様な環境変化に適応的に個体の行動や生理が制御

されていると考えられる (FI芭ヨob)｡

このように､年周期システムと日周期システムは関適しており､環境や生殖腺の年周期

的変化が行動の日周リズムを変化させ､またEl周期の変化が年周期的なサイクルを持つこ
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とが明らかとなった｡

この仕組がマルチオシレーター (多振動体)システムで説明されるとすれば､その意識

として､一つは､枚数の振動体を持ち､各々が輿なる行動､生理とカップリングすること

で､性fIの異なる行動や生邸をより適応的に環境に同調させることができるということが

考えられる｡例えは水温のE]周Jglサイクルと照度の日周糊サイクルはピークが異なるが､

呼吸は水温に､上陸活動は照度に相関する場合､各々の振動体を持つ方が適応しやすいと

考えられる｡二つ巨=ま､年周期的な環境変化に対応するためであることが､示唆できた｡

環境により異なる振動体が働くことで､その季節の環境により適応した概日リズムを作り

上げていると考えられる｡

魚類でも､限､松果体に光受容機能と時計を持ち (llgOelal1997)､行動内容によっ

て異なるリズムの位相を持つことが観察されている (Senche･'.lVzqu･Lela11996)｡佃

虫規も同様に枚数振動体を持ち､破壊する器官により消失するリズムがR.なる (Tos)nl

andMcnakcT1998)｡このような複数振動体による制御､即ちマルチオシレータ-シス

テムは提唱されてきたが､イモリにおいても同様のシステムが機能していることが確認で

きた｡したがって､多光受容体一多振動体システムが､榔乳敷以外の脊椎動物における一

般的モデルとなりえることを示すことが出来た｡さらに､本研究では､両生類のように､

水中､陸上という多様な環境に生息する場合､環境への適応におけるマルチオシレータ-

システムの新たな機能とメカニズムを､神経､行動レベルで明らかにした｡
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current5VlaaTeducl)onorchannelopenlngrrequenCy･BralnRes4891901194

MorllaYandSamcjiTTlaM(1984)ControlordlurnalandclrCad)an)OcomotorrhythmbydJrCCt

pholosensoryplnealorgan tn.AoklK,TshllS,MorltaH(cds)AnlmalbehavlOr,

Neurophys1010glCalandELho)og)CalApproachesJapanSclenCeSoclelyPress,Tokyo,pp237-

241

守屋孝洋､柴田重信(1999)概日リズムと細胞内信号系生体の科学50(3)200-206

NagaJKandOIShlT(1998)Bchav10ra)rhythmsoftheJapanesenewts,CynopspyTrhogaSler,Under

aseml-naluralcondlLIOn lnL∫BIOmCLcorology41105-112

NaruseM(1993)Plastlc】tyorblOloglCalrhythmsand115Slgnlricanccanalys)sorthe)ocomotor
actlVllyrhythmlnlhcloach,MLSgumuSanguLttlCLZLJdatusPhDDISSerlatlOn,NaraWomenrs

UrLiversity,Nara(inJapanese)

NaruscMandOISh]T(1996)AJlnualanddallyactlVllyrhylhmsorloacheslnanlmgaLIOnCrCCk

anddltChesaroundpaddyrieldsEnvlronBlolFishes47-93-99

0bnclanK,tmpeyS,StormDR(1998)LlghtandclrCadJanrhythm)C)tyregulateMAPk)nase

aclivatlOnlnthesuprachlaSrrlallcnucle)NatNeu-osc)8693-700
岡村均､重吉頗史(1999)生物時計の分子機構 細胞工学 18698-707

大石正(1991)時PlE生物ハンドブック 2魚歎｡下垂音彦､高橋泊久 (福袋)朝倉苔店pp

69-77

大石正(1999)視物質および眼内の概E]リズム｡光シグナル トラングクシヨン14152-157

0rchlmkM,MurrayTF,MoorcFL(1994)SLero)dmodulationorGA8AA rcceptorslnan

amphlblanbraln BTalnRes646258-266

0tanlM(1995)MostcrlSthesIS,NaraWorrlenlsUnlVerSlty,Nara

Panlagua氏,Fral)eB,SaezFJ(1990)ErrectsorphotoperlOdandtcmpcralureonlestlculaTfunctlOn

71)



inamph]bians.HlsloIH)slopalhol5365-378

PickardGEandTa･.iWX(1993)Ind)vldualplnCaIcel)sexhibllaclrCad)anrhythminTTIC)atonln

secret)On BralnRes62714l-1462

ProvencloI,∫)angG,GTIPWJD,HaycsWP,RollagM(1998)Mclanopsln:Anopsln)n

rnelanophoTCS,braln,andeyeNeurob.ology95340-345

RaeMA,GlassJD,ColwcHCS(1994)Scrotonlnmodulatesphot)crcsrx)nscslnthehamster

suprachlaSnlalicnuclcl∫NeuroscL143635-3642

RowsemittCN,PellcrborgU,ClaypooILE,HoppcnsleadtFC,NegusNC,BeTgCrPJ(1982)

PholopeTIOdlCInduct)onordlumaHocomotoracL]VllylnM-crotusmonLanuS,lhcmontanevole

CanJZoo160.2798-2803

RusakaandZuckcrI(1979)Ncuralrcgulat10nOre)rCadlanrhythmsPhys10]Rev59449-526

佐藤光彦 (1996)脳 ･神経と行動 1神経系の構造 pp1-24 岩波讃店

SarlhyPVandLamDMK(1983)RcLlnalregeneraLlonlnthenewt,Notophtha/mLJSVtrldescens:

Appearanceorneurot-ansm)HersynthesisandtheelectrorellnOgrarn DevelopBrainRes6-991

105

SawadaS(1963)SLudlesonthelocalracesortheJapanesenewt,CpyrrJ)ogLZ∫LerBOIE2Scxual

lSOIatlOnmCChanlsmsJSclHlroshlma211681180

佐原雄二 (1989)魚頬における周期活動の生態学)一捕食と被食の視点空-生物科学 第4巻

1257-67

SchurovtL,McNullyS,BestJD,SloperPJ,HastlngSMH(1999)GlutamalerglClnductlOnOr

CREBphosphorylationaTldFosexpressionlnPrlmaryCulturesorthesuprachasmatlC

hyptha)anus)nviLroISmCdlatCdbyc0-0rdlnateaCtivllyOrNMDAandnon-NMDA

receptorsJNeuroendocrlnO1143-51

Senchez-V･Lqu7-FJ,MadrldJA,ZamoTaS,I)goM,TabataM(1996)Demandrecdlngand

)OcomolorclrCadlanrhythmslnthegoldfish,COrass.usaurLZtuSdualandlndepcndenlphaslng･

PhysioIBehav60665-674

Scr】nol,drlslrlaM,MonteleoncP(1993)AcomparallVeStudyofmclatonlnProduct)onlnthe

retlna,PlnealglandandharderlanglandofBulovJrLdtsandRandesculenLa CompBiochern

Phys】olC106-189-193

SheaTmanLP,ZylkaMJ,WcavcrDR,Ko】akowsklLFJr,ReppcrlSM(】997)Twopcr]od

hoTTl0Iogs･ClrCadJaneXPTeSSIOnandphoLlcregulal10ninl九esuprachJaSmaticnucleiNeuron

80



19126)11269

ShlbataS,CassoncVM,MoorcRY(1989)Erfcctsormelalon.nonneuronalact)γitylnlhcrat

suprachlaSmatlCnuC)euslnVltTO Neu†oscILel1971-2,】40-144

TabataM,Mlnh-NyoM,OguriM(1991)TheroleorlheeyesandthepITlealorganlnlhcclrcadlan

rhylhmicllylnlhecatrisks.lu,usasoLuSNlpPOnSmlSOnGahholSh157607-612

TakaseM,UkcnaK.YamamklT,Kor- amlS,TsuLSUIK(】999)Pregncno]one,pregnenolone

sulrate,andcylOChromeP450sldc-cha)nc)cavagecn･zyTTlClntheamphlblanbTalnandthe)r

seasonaLchangc･EndocTlnOlogy140193611944

TakumlT,TaguchlK,M)yakcS,SakakldaY,TakashlmaN,MatsubaraC,MaebayashlY,

OkurnuraK.TakekldaS,Yamamo10S,YagltaK,YanLYoungMW,OkamuraH(1998)A

llghトLndepcndcnloscl)latorygenemPeT3inTnOuSeSCNandOVLT EMBO∫164753-4759

TanakaSandTwa5aWaH(1979)An nua一changelntCSl)CUlarsLructurCandsexualcharacterorthe

Japanescnewts,CynopspyrrhogasLerpyrrhogasLerZooISc188295-305

TavolaroR,CanonacoM,FranzonlMF(1995)ComparlSOnOrme)atonln-blndlngSlles】nthebraln

orLwoamphlblansanautoradlograph】cstudy CellTISSueRes279613-617

TelH,OkamuraH,Sh)geyoshlY,FukuharaC,OxawaA,HlriseM,SasaklY(1997)ClrCadlan

osclHallOnOfamammallanhomologueortheDrosophllaper10dgene(seecomments)Nature

389512-6

TokuraHaJldAschoFFJ(1978)C)rcadLanaCtlVltyrhythmsorthepig-lalledmacaquc,Macaca

nemesLnna,urlderconsLanlll)umlnatlOn PlrugcTSArch376241-243

TokuraHandA父hofrJ(1983)ErfcclsoflempcralurconlhcclrCadlanrhythmorp]g-talled

macaqucsMacacanemestrlnaAmJPhyslO1245･800-804

TosinlGandMcnakerM(1995)Clrcadlan-hythmofbodylempcralure)naneClothcTm(Iguana

lguana)∫B101RhythmslO 248-255

Tos)nlGandMenakeTM(1998)Multiosc)I)atoryclrcadlanOrganlZal10ninavertebrate,Iguana

lguanaJNeurosc)181105-1114

筒井和毛 (1996)新しい概念の脳内分子､ニューロステロイドーその雅兄と今後の研究展

望一 比較生理生化学 133-13

筒井和義 (1999)脳で新しく見出されたニューロステロイドの合成と作用～生殖比較内分

泌学の新展開～ HormonefrontlerlngyneCO)ogy691-96

TsutsulKandUkenaK(1999)NeurosLerO･dslnthecercbellarpu,klnJCneurOnandthcL'aCt10nS

(rcvicw)tntJMoIMed449-56

81



UedaMandOlshlT(1982)ClrcadlanOrlPOSILIOnrhythmandlocomotoractlVLlylnthemcdaka,

Oryzias)atlPCSIlnlerdlSCIPICycleRes1397-104

UnderwoodH(I981)CIrCad)anorgani'Lal10nlnthellZ訂dSceloporusoccldenlallSTheeffectsof

plnea)ectomy,b)lnding,andrnelatonln･JCompPhys10]8141537-547

UndcrwoodH(1983)C1-cad)anorganlZatlOnlnthellrLa†dAnollSCaTO)]nCnSISamul110SCl))a10r

syslcTTI∫CompPhys101A152.2651274

UnderwoodH(1983)ClrCadlanpacemakerslnllZardspha5e一一eSFX)nSeCun.eSarlderrecLsol

pmealcclomy AmcncanPhys10】ogyca)Soclely8571864

UnderwoodH(1985)PlneaJmelalonlnrhythmslntheL】祖rdAnoliscarolincnsiserflCCtSOr))ghL

andLempeTatureCyclesJCompphysIOIA15757-65

UnderwoodH(1986)LlghtalnlghlcannotsuppressplnCalmelatonlnlevelslnthellZArdJholls

caTOllnCnSISCompBIOChemPhyslOlA84.661-663

UnderwoodH(1990)TheplnCalandme)atonlnRegulatorsofcLTCadJanrynCtlOnlnlowcr

vertebraleS,ExperlCrLlla4612日 28

UnderwoodH(1991)時間生物ハンドブック第二版 両生類および佃虫類 (海老原史樹文

訳)269-77 千発音彦､高橋茄で久白地 朝fr苫店

UndcrwoodHandCalabanM(1987)Plnea)mclaLonlnrhythmslnlhcllZard,AnoLLSCarO/mensIS･

Rcsponsclollghtandtemperaturecycles∫B)olRhythmsvol2,No3179-193

UnderwoodHandMcnakerM(1976)?Extrarellnalpholoreceplloninlizards Photophyslology23

227-243olhe†1970■

VecrLVTH,HartwlgHG,Mul)crK(】976)LlghトdcTXndenLmotoractlVlLyandphotonegatlVC

behavlOrlntheeel(AngulllaanguH)aL)EvidcncaForextrarcllnalandextraplneal

pho10TeCePtlOn ∫Comp･Physiolll11209-219

∨eenTV,Osteo)omT,GlerschlkP,SpiegelA,SomeTSR,KoTrHW,KJelnDC(1986)α-

TransduclnlmmunOTeaClivltylnrellnaeandsensoryplnCalorgansoradultvertebratesPr∝

NallAcadSc)USA83912-916

Vlgh-TcIChrnaTlnI,Rohl-chP,Vigha,ATOSa(1980)CompanらonorthcplnCalcomplcx,retlna

andcc-ebrosp)na=1uldconLaCl)ngneurOnSby)mTTlunOCylochemlCalantlrhodopslnre拡llOnZ

mlkTOSk-analForsch,Lclp'Jrng94623-640

W)echmannAF(1986)MelatomnparallelslnPlnealg)andandretlna ExpEyeRes42507-527

82



YokotaTandOlshlT(1992)SeasonalchangelnthelocomotoractlVltyrhythmorthemedaka,

Oryz】aslallPeSlnりB10mCteOrO13639-44

Yosh)kawaTandOIShlT(1998)ExITaretlnaLphotorcceptlOnandclrCadlanSystems)n

nonmammal)anverlcbralesG)mpBIOChemPhys】0111965172

YoshlkawaT,YashlTOY,01ShlT,KokameK,FukadaY(1994)ImmunorcacllVltleSlorhodopsln

andRod/ConetransduclnanllSeralntheretlna,plneaJcomplexanddeepbralnorthebullrrog,

RanLZCaEesbeEana ZooISc)I1675-680

YoshlkawaT,OkanoT,01ShlT,FukadaY(】998)Adeepbra)nphoLOTeCePllvcmo)cculelnthe

toadhypotha)anusFEBSLctL424'69-72

Zc†amM,VeHanoC,AmablliF,Carneval10,AndorcoleulGE,Polzonettl-MagmA(1991)Sex

steroLdprofileandplasmavIle))ogenlndurlngtheannualreproducllVCCyCIcorthecrcsled

newl(Tr.(uruscamL/exLAur)GenCornpEndocrino)82:337-344

ZylkaMJ,ShearrnanLP,LevlneJD,JlnX,WeaverDR,ReppertSM(1998)Mo)cculerann)ysisor

maJTlma])antlrnelcssNcuron5Ills-1122

83



8. 要旨

脊椎動物の系統進化において､水中生活から陸上生活に移行する重要な位置を占める両

生類のアカハライモリを用いて､ (1)準自然条件下における概日行動リズムの季節変

化､ (2)概R行動リズムに関与する環境要因の解析､ (3)生殖腺および脳内ニューロ

ステロイドの季節変化と光周期の影野､ (4)光受容部の同定とそこからの神経投射につ

いて､研究を行った｡

準自然条件下で､アカハライモリCynopspyrrJ70gaSEeTの日周期リズムを記録したと
ころ､季飾変化が枕察された｡水中での活動は､年間を通じて約6回の昼夜逆転の日周糊

活動の位相の変動が見られたo

上陸､生殖など各行軌について､日周JgJ的リズムの観察を行ったところ､各々盟なる口

周期リズムと季節変化が見られた｡上陸活動は､夜行性を示し､初出に蛎繁に見られ､冬

には見られなかった｡生殖活動は､春､秋､冬に薄明清吉にど-クの見られる日周期を示

し､夏には統轄されなかった｡

早朝に頻繁に活動する性行動の観られる時期には､水中の退行リズムは昼行件を示し

た｡夜FFluに観られる上陸活勅の増JJr]した時期には､夜行性を示した｡季節的に行動内容が

変化することが､水中での歩行活動リズムの季節変化の原因と考えられたo

実験条件下で行動ごとにリズムを記鼓したところ､照度を交互に変えたサイクルへの同

調個体数は､温度によって変化した｡また､温度サイクルに対する活動位相が照度によっ

て男なることが観察されたことから､照度と温度の相互関係により､活動の位相が決定さ

れていると考えられる｡さらに行動内容によって選択する環境が果なることが観察され

た｡

温度サイクルとLDサイクルを同時に与えると､通行は光に強く影響されたが､呼吸は
温度に影曹されやすかった｡行動内容によって､影響しやすい環境因子が異なることがわ

かった｡

フリーランニングリズムを検討したところ､有意な周期を示す個体が20oCDDで約50%

であった｡また､環境や行動内容によって児なる周期を示す場合があった.

以上より､イモリは枚数の振動体を持つことが示唆された｡行動ごとに異なる塩動体と

カップリングしている可能性が高いと考えられる｡

生殖行動を誘導するシステムを銅べるため､ニューロステロイドに石目し調べたとこ

ろ､イモリの脳でもニューロステロイドが合成されていることが明かとなった｡

嘩自然条件下で飼育したイモリで､脳内ニューロステロイド濃度の季節変化および生殖

腺サイクルとの朋連を調べたOプロゲステロンとプレグネノロン硫酸エステルは､生殖腺

と同様に10月に高くなる季飾変化が観察され､繁殖に関与していると可能性が示され

た｡
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恒温室で長日､短日処理したところ､生殖腺は各季節とも光周期に対する反応は52月省で

はなかった｡プロゲステロンとプレグネノロンは､秋に長口で高くなる傾向が観られ､時

期特用的に､光周期との閑適が見られた｡生殖腺とは異なる調節システムによっていると

考えられる｡

恨球と松果体を破壊した個体で､光周期の影響を調べた｡プレグネノロンと生殖腺は､

両方破壊しても光周期反応が見られ､脳深部光受容体が機能していることが示唆された｡

生殖腺は､松果体を破蟻したときのみ反応が見られるので､松果体が光周性に対し抑制的

に機能していると考えられた｡光周期怖報は､枚数の器官で受けとられ､促進的と抑制的

な信号があり､各々果なる信号を送っていると考えられる｡プロゲステロンは､眼球のみ

破壊すると光周期の影鞘が見られることから､松果体が促進的､眼球が抑制的に機能して

いると考えることができる｡プレグネノロン硫酸エステルは､光周期に影守を受けなかっ

た｡異なる環境要因の調節を受けていることから､只なる役割を請け負っていると予想さ

れる｡

イモリの脳深部光受容体は､季節変化や光周仕など年周期システムとして機能している

可能性が示唆された｡

さらに詳細に検討するため､組織化学的に解析したところ､新たに眼球､松栄体以外

に､脳深部scNでの視物質ロドプシン抗体による免疫反応が観られ､SCNでの光受容の

可能性が示唆された｡

各光受容器増の役割を調べるため､神経連絡の紋寮を行ったところ､眼球､松果体から

は､祝典に投射しており､祝発で梢報が統合されている可能性が示唆された｡脳深部
scNからは､その周辺部への投射が観察された.視床への投射は繁殖行動や内分泌系へ

関与していることを示唆しており､ここへは視発からの投射も観察されている｡SCNで

のニューロステロイド合成は脳深部光受容体の由接の制御を受けており､他の光受容器官

からの情報は祝味を介して､影曹していることが示唆された｡

イモリの行動リズムは､上陸活動や呼吸活動のような環境の変化により活動星が変化す

るものと､生柄行動のような外的因子の影響を受けながら半独立に変化する内国性因子に

より発現､消失するものがある｡

年周期システムと日周矧システムは関連しており､年周期的変化が日周期リズムに変化

をもたらすことが､明かとなった｡さらに､脳深部光受容一振動体システムが関与してい

ることが示唆された｡

85



9.概要

FoHowlngstudiesWerePurformedusingtheJapanesenewt,Cynop5Pyrrhogasler

(1)Seasonalchangesofcircadlanbehavioralrhythmsunderasemi-natura)condltlOn,

(2)An alysisofcircadlanbehavlora)rhythms,(3)Seasonalchangesinthegonadal

actl'Vityandbrainneurosteroidsandtheeffects0fphotoperiods,(4)Photoreceptors

andtheneuralprojection

Underasemi-naturalcondition,circadianlocomotoractlvItyrhythmsofJanapese

newtsShowedseasonalchanges･CircadianlocomotoractlVltyrhythmsshowed

diurna)patternduringbreed)ngseasonwhenmatlngbehaviorwasactlVeintheearly

morn)ng,andnocturnalpattemdurlngearlysummerwhen)andlngactivityalnight

lnCreaSed Therefore,Seasonalchangeslnbehavioralactivityseernstoinduce

seasonalchangesincircad】anlocomotoracllVltyrhythms･

Underexperimentalcondltl'ons,locomotoractlvltyrhythmwasaffectedmoreby

LDcycleandresp)ratoryacllVltyWasaffectedmorebytemperaturecycle･Andeach

behaviorshaddlfferenlfree-runnlngPeriods･Thephaseofeachbehavioralrhythm

seemstobedeterminedbydlfferentenvlrOnmentaHaclorsTheresultsindlcate

mult1-0sclllatorsystemisinvolved

ltbecameclearthatnewtssynthe51ZeneurOSterOldslnthebrain,Suchas

progesteroneandpregneno)onesulfateTheneurosteroidsincreasedatbreeding

seasons,lndlCat】ngC)oserelatlOnSh】pwithbreedlng･In)esionexperiments,thedeep

brainphotoreceptorisInvolvedlnPhotoperiodicregulatlOnOfthetestlsandbrain

pregnenolone･

ImmunohislochemlStryuSlngantiserumagalnStrhodopsinrevealed

immunopo51tivecells】ntheplneaLanddeepbraln(SCN).Neuralprojectlonsfrom

theplneal,eyeandSCNtothetha)anuswereobservedbytracerexperiment5･

Mult卜photoreceplorandmulti-oscillatorsysteminnewtswasdiscussedinrelatlOn

tocircadianrhythmsandseasonalchanges･
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