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　各種動物の網膜の感光性および感光物質に関する実

験は数多く行なわれており，最近ではmicroelectro・

photometryの開発などによりかなり進んだ知見を得

ている．とくに粁体視物質に関する報告は，その吸収

スペクトル測定により各種動物網膜あるいは種々の条

件下において行なわれ，かなり解明された感がある．

この方面においてWaldをはじめ多数の研究者が全

網膜よりの抽出液の感光性に関しで実験を行ない，そ

の光照前後の吸収スペクトルの変化により感光物質の

追求を行なった結果，現在の段階たおいてはrhod（》

psin，　porphyropsinの二種の感光物質が証明され

ている．牛網膜等より証明されるrhodopsinは500

mμに極大吸収を有し，種々の淡水魚より抽出される

porphyropsinは522　mμに極大吸収を示す．一方

Waldら1）はこれら網膜の抽出液よりさらに石油工一．

テルにて抽出を行ない，クロロホルム溶液にてその吸

収スペクトル測定を行ないrhodopsinではvitamin

A1，　porphyropsinに於いてはvitamin　A2を証明

し，再に進んでその各々のaldehydeであるreti・

nene1およびretinene2の蛋白質に結合したものが

粁体視物質であることを証明したのである2）3）．次で

Waldら4）は錐体視物質に関しても同様の構成を想定

したのである．すなわち錐体網膜である鶏網膜より

560mμに極大吸収を有する錐体視物質を証明し，

iodopsinと名付け，これはretinene1と錐体特有の

蛋白cone－opsinとの結合物よりなるとし，各々の

錐体の持つ油球をcolor－filterの役割をなすものと

考えたのである．

　ここで今回私はフナ網膜を用いての錐体視物質の追

求を考え，まずその感光性に関する実験を行なった．

フナ網膜は混合網膜で錐体視物質の研究には不向きで

あり本来ならばv．Studnitz　5）の用いたような油球の

ない蛇網膜を使用すれば理想的であるが，蛇，論議は

大量に入手するのは困難であるので比較的容易に入手

でき，しかもその錐体に油球を有しないフナ網膜6）を

使用したのである．先にものべたように錐体視物質は

retineneとcone－opsinの結合物により構成される

とするWaldの想定であるが，色覚に関与する錐i体

のchromo》horeがretineneのみであり，錐体視物

質の相違が単にretineneに結合するopsinのみの

相違にまると断定するのは少々困難なようである．一

般に淡水魚における網膜の感光性に関してはporphy・

ropsinの他にretinene2と鶏網膜のopsinとより

cyanopsin　7）（λmax；620mμ）を合成し，これが淡

水魚の錐体視物質であると報告されている．　しかし

cyanopsinは生網膜より抽出されたものではない．

　以下私はフナ網膜を使用し，全網膜抽出液と細胞内

粒子抽出液についてその感光性に関する実験を行ない

porphyropsin以外に錐体視物質によると考えられる

吸収スペクトルの成績を得たので報告を行なう．

実験材料，実験方法および実験成績

工．全網膜抽出液の感光性・

　約30尾のフナ（Cσ7σεε伽30σ7σsε伽3L．，一匹約

20cm，150　gr）を水槽に入れたまま3～5時間暗順

応した後，微予州下（東芝製赤色電球を用い1m離

れて照度は1Lux以下）で網膜を剥離する．約60枚

の剥離網膜をpH　7，2～7．4に調製した氷冷2％デス

オキシ胆汁酸ソーダ溶液5m1中に集め，次でPot・

ter－Elvehjem型のガラス製homogenizerを用いて

homσgenizeする．氷冷で6時間時々撹梓しながら暗

中で抽出する．視紅や視紫の場合は普通室温程度で抽

出するのであるが，錐体視物質の場合は分解する恐れ

があるために氷冷で比較的短時間の抽出を行なった．

冷却遠心器（佐久間製作所製，超高速遠心機50V－S，

真空冷却型）を用いて25，000×Gで30分間冷却遠心

　Cone－substance　of　Crucian　Retina・Takluya　Yoshimura，　Department　of　Ophthalmo－
logy（Director：Prof．　Y．　Kurachi），　School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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し，上清を分離する．その上清はうすい赤紫色を呈す

る．この上清を適当に稀釈したのち，分光光電光度計

（島津製作所製，Beckman型）で吸収スペクトルを

測定した．　測定後キュベットを390mμ附近の波長

を透過せしめる東芝製青色フィルター（V－V1）を通

して500Wのプロジェクターで15分間光照する．最：

初青色フィルターで光照するのは初めから白色光で照

射する場合porphyropsinの分解による吸収のため

に他の感光物質がかくされるのを恐れたためである．

青色光照射後吸収スペクトルを測定し，その後さらに

キュベットをフィルターを用いず白色光で15分間光照

する．その後3度目の吸収スペクトル測定を行なっ

た．（図1の上）
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図1　全網膜抽出液の感光性
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　青色光照射時および白色光照射時のそれぞれの暗保

時とのズペクトルの差を取ると図1の下の如く青色光

照今時の場合420mμと414mμに双峰性の山と480

mμ附近と520mμ・附近に隆起のある差スペクトルが

得られる．白色光照射の場合520～540mμの隆起が

大きくなり，それより短波長側では同じく420mμと

414mμの双峰性の山と400mμに小さな隆起が認め
一ら．れる乙一一一一一一一一一一　　一一一一

　この成績ではどちらにも520mμ附近のporphyr（ト

psinによると．考えられるものが認められる．　また

420mμ附近にはとくに青色光照射の場合に著明であ

るが，Pbrphyropsin以外の感光物質が存在すること

が推定できる．

　次で微青光下において全網膜より前記同様の操作に

て抽出を行ない，白色光照射後吸収スペクトル測定を

行ない暗保時のそれと比較してみた．Waldは620

mμに極大吸収を有するcyanopsinはvitamin　A2

あるいはretinene2とcone－opsin、の存在する網膜

においてすべて成立し得るだろうと考えているが，

cyanopsinは今迄生網膜よ、り証明されたことはi無く，

cis－retinene2と鶏網膜め秤錐体抽出液とをincubate

して合成されたものである．このcyanopsinの存在

を確かめるために上記の微青光下での実験を行なった

のであるが，620mμ附近には差スペクトルは認め得

なかった．

皿．網膜の細胞内粒子抽出液の感光性

　先め実験は全網膜からの抽出液によるものであり，

少量の脈絡膜色素の混在を否定できないので次に網膜

の細胞内粒子からの抽出液による実験を試みた．この

理由はさきに秋谷8）が指摘したように視物質は視細胞

外節のマククロゾームと粒子に結合して存在するもの

が視覚形成に関与するという考えからであり，また脈

絡膜の油球などたよる汚染を排除できると考えたため

である．実験方法および結果は以下の如くである．

　3～5時間の暗順応の後微赤光下で網膜を剥離し，

その湿重量の約10倍量の0．25Msucroseを用いて

氷野中でhomogenizeし，600＞ぐGで10分間冷却遠

心する．核や神経線維や血管組織を除去した上清を

25．000×Gで1時間冷却遠心分離し細胞内粒子を得
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図2　網膜細胞内粒子抽出液の感光性
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る．それより〔1）と全く同様に2％デスオキシ胆汁、

酸ソーダで抽出する．暗二時の吸収スペクトノヒ測定を

行ない，次で500Wプロジェクターで15分聞光照し

た後に再度吸収スペクトル測定を行なう．以上の操作

はすべて微赤光下に行なった。光照前後め吸収スペク

トルおよびその差スペクトルを図2に示す．

　吸収極大の位置は一520mμと420mμ附近にあっ

て，前者はややなだらかな山形を形成し後者はより急

峻な山形の曲線を形成する．この成績は〔工〕の全網

膜抽出液による実験結果と同様に520mμ附近に極大

吸収を示すporphyropsinの存在と同時に420　mμ

附近にporphyropsin以外の視物質が存在すること

を推定せしめる．次で〔1〕と同様に全操作を微青光

下にて行ない吸収スペクトル測定を行なったが620

mμのcyanopsinを示す差スペクトルは認められな

かった．

総括および考察

　魚類とくに淡水魚の感光物質に関しては現在の所，

rhodopsinに対応するものとして522　mμに吸収極

大を示すporphyropsin　9）が普通に認められている．

一般に感光物質の研究を行なう場合，暗順応した実験

動物より網膜をとり出し，，ジギトニン水あるいはde・

soxy¢holate水中に抽出し曝光前後の吸収スペクト

ル測定により感光物質を追求するのであるが，その際

抽出時間とか温度，pH，照射光の種類照射時間な

どの実験条件の相違により結果はかなり異なる，感光

物質は光により勿論すぐ変化を生ずるが他に温度の上

昇あるいは酵素による分解にも影響を受け易く，報告

者によって結果は必ずしも一致していない．そこでそ

れらの概略を記載し本実験の成績と比較検討したい．

　1896年にK6ttgen’ら1。）はヌ、ズキ，マス等より540

mμに極大吸収を示すvisual　purpleを報告してい

る．1936年Baylissら11）は10数種の海水魚につき2

～12時間の暗順応後上赤光下で網膜を剥離し，生理的

食塩水にて処理し，さらに2％ジギトニン水にて抽出

後遠心し，その上清についての光照前後の吸収スペク

トルより次のような結果を得ている．サバ505mμ，

カレイ530mμ，ボウ』ボウ545｝hμに吸収極大を示

し，その他サメ，、ウナギなどいずれも505～545mμ

の範囲内に吸収極大が存在することを報告し，ζれを

個々のvisual　purpleとしている．抽出に際しての

pH，時聞に付いての記載は無い，1950～52年Dart・

na1112）13）はフナ（tench）を使用して以下の実験を行

なった．，剥離網膜をpH　4．6の緩衝液で処理して2

％ジギトニンで5分間抽出し4000r。hmで20分間二

村

心分離して上清を得，これにづき氏はまず600～650

mμの単色光で数時間室温で光照してλmax；533±2

蜘の差スペクトルを得てvisual　violet（red　sen・

sitive　pigment）であるとした．また同様に白色あ

るいは緑色光で照射したもので467mμに吸収極大を

有する，red　insensitive　pigmentを得てvisual

pigment　467と命名している．1953年Kampa　14）は

フナ，マス，カエルなどで2～16時間の暗順応二二赤

光下（120Wlamp，　Wratten　2　red　filter）で網膜

を氷野生理的食塩水中に取り出し，2％ジギトニン又

は4％sodium　deoxycholate中に抽出，暗中25。C

で1時間放置後フィルターでこして24時間0。Cで保

存する．その後3，000～12，000r．p．mで15～45分間

遠心分離しその上清について暗保と10分間100Wの光

源で光照後の差をとると520mμに吸収極大を示す曲

線を得た．一方Wald　15）は1936年から続く一連の実

験において次のような結果を報告している．

　Waldは種々の魚について微赤光下で網膜を剥離し

3時間4％alumに入れて水洗後phosphate　buffer

solutionで中性にした．次に2％ジギトニン中に一

晩放置して抽出し，その後3，000r．p．mで20分間遠

心分離，その上清を2。Cに保存する．このジギトニ

ン抽出液について光照前後の吸収スペクトルより差ス

ペクトルを算出しこの曲線が522±2mμに吸収極大

を持つことを示し，この感光物質をporphyropsin

と命名した．そしてこのporphyropsinはrhodop・

sinに対応する淡水魚のvisual　pigmentであると推

論している16）．また1953年Waldら7）は鶏のcone－

opsinとcis－retinene2とから青色の620　mμに

λmaxを示す感光物質を合成しcyanopsinと名付け

た．cyanopsinは生網膜より抽出されたのではない

がvitamin　A2またはretinene2とcone－opsinを

含むいかなる網膜においても成立つことを期待できる

としている．

　以上魚類の感光物質に関する知見の概略を述べた

が，以下本実験の成績と比較し考按を加えたいと思
う．

　網膜抽出液の光照前後の差スペクトルについて520

mμ附近と420mμ附近の2カ所に吸収極大を認め

た．520mμの吸収は前記研究者の成績を照し合わせ

て，Waldの命名したporphyropsinに一致する．

またcyanopsinに関して微青光下において検したが

620mμ附近に差スペクトルは認めなかった．　次に

420頑μの吸収については現在迄に報告は無い．ただ

それに近いものとして淡水魚の錐体視物質に関して単

一錐体の差吸収曲線をHanaoka’ら17）が報告してい
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る．これは顕微分光光度計（microspectrQphotome・

ter）によるもので，鯉の錐i体外節より5種のpigment

（λmax；490～500　mμ，520～540　mμ，560～580　niμ，

620～640mμ，670～680n1μ）1を，またその朽体より

520～530mμに加1axを有するporphyropsinを

記載し，錐体の中には2種の色素を有するものがあ

ると報告している．最近ではさらに反射分光：光度計

（reflection－densitometer）18）．を用一いてヒトの．rho・

dopsinや赤色，緑色，青色にそれぞれ感じる3種の

錐体視物質が認められているようである．こごで再び

420n遊μの差スペクトルについて考えてみたい．，

　全網膜抽出液を青色フィルターを通して照射したの

は一porphyropsin’の影響をさ．けるためであり，その

場合当然のζ・とながらporphyropsin（λmax；522

1nμ）の吸収より大きくなる．　また多少とも混在する

脈絡膜や脈絡膜の油球の影響をさけるために細胞内粒

子のみを分離してその抽出液の三光前後の吸収スペク

トル曲線においても420mμに？orphyropsipより

ゃや急峻な吸収が認められる．この成績は420mμに

感光性を示す新たな視物質が網膜内に存在することを

証明するものである．前記の研究者の報告にないこの

部分の吸収が認められた理由であるが，恐らく抽出条

件によるものと考えられる．まず抽出液のpHの問題

である．rhodopsinでくわしく調べられているが19），

抽出液のpH：によりその吸収は大分違ってくる．前述

の3aylissら11）は種々の魚類について505～545恥μ

の範囲で各々のvisual　pigment・を報告したが，・pH

の記載がなく，光照後の抽出液を直接対照として吸収

スペクトル測定を行なっている．一般に’pH：11乍3。9

の範囲においてはrhodopsinの場合500　mμ前後に

λmaxを認めるとされるとされているが，　pH：がそれ

をはずれる場合には上記の如くまちまちの結果を得る

ものと考えられるし，現在では差スペクトルの場合光

照前と光照後の吸収の差曲線として求められているよ

でうある。rhodopsinの場合光照によ、り：分解して生

じたqpsinは直ちに変性してからretinene1とシ

フ塩基結合を行ないindicater　yellowを生ずるが

indicater　ye11gwは酸性で黄色，アルカ・リ性で無色

であり，pHをアルカリ性（pH　9．0以上）に調整し

ておくとindicater　yellowの影響は吸収スペクトル’

上で大分排除できるとされている20），』

CユgH27HC需0十H2N－R⇒ClgH27HC＝N－R
レチナール　オプシン　　アルカリ
　　　　　　　　　　　　インヂケ一躍ーイエローL『
⇒ClgH27CH＝N＋H－R
酸性インヂケーターイェロー

上に述べたのは正確な吸収極大を決定するために利

用する方法であるが，いずれにせよ感光物質溶液が

PHに左右され易いのは事実のようである．と二時に

温度の上昇によってもかなり速く分解する．pbrPhy・

ropsin溶液を室温にて24時間放置後｝光照前後の差

スペクトルをとってみたが，殆んど520mμには吸収

極大は認められなかったのを経験している．porph野

ropsinのような三体視物質で：さえもこのよう．に温度

に不安定であるが，錐体視物質の場合はさらに厳重な

温度管理を必要とする．鶏網膜の錐体視物質の研究の

際にも抽出時間の延長や温度の上昇があるとiodop・

siηはなかなか認められないことが多い．。・：ま九．por・

phyropsin・は・光に分解して．　retinene2毒！op＄in・｝導

なるが，その除生，じるretineneがporphyrQpsin

のα一bandを短波長へ移動さ、せる．，先に1述べたが

D昇rtりallの、visual　pigment　467は室温での抽出

による結果で，・光照時間も数時間と長い・Wald氏は

　これに対してthermal　reacゼionでありretineneの

影響の現わたものであるとしている．

　　　porphyrqpsin→retinene2十〇psin

rhodopsinでその純粋な吸収曲線を得たい時は試料

　中にヒドFキシルアミンを加えて分解レて生じる黄色

のretineneをこれと結合させ無色のレチナールオキ

　シムとして可視部の吸収を測定する20）．、

　ClgH27HC謂0＋NH20H→ClgH27HC止NOH十H20
　　レチナール　　　　　　　　レチナールオキシム

　　錐体視物質の場合は酵素の作用によることもあると

考えられるが，三体視物質よりもさらに速く分解して

　しまう．氷冷で暗中に置いた場合でも時間め経過とと

　もに分解するととは当教室の秋谷8）が鶏の錐体視物質

　の研究におい℃よく経験している，したがって錐体視

物質の追求の場合は実験時間をなるべく短縮し，温度

の上昇を厳重に警戒することが必要と考えられる．私

　の実験で抽出に0。Cで比較的短時間と考えられる6

　時間という条件としたのは上述による視物質の分解を
モロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こ

・なるべくさける目的のためであり，光照の時間あるい

　は測定もなるべく短時間とするように心がけた．他の

　報告では室温で長時間の抽出を行なっているし試料の

少なかったこともこの420mμの差スペクトルの山を

　認めなかった原因であろうと考えら『れる．この420mμ

　の吸収についでは同’じ試料においてporphyropsin

　が同時に証明されており，そして二二視物質のcycle

　は㌔Wald民により殆んど解明された感がある．した

　がって420mμに．λmaxを有するこの差スペクトル

　はそれ以外の視物質，すなわち錐体視物質によるもの

　と考えられるのである．　　　け　一　　・

　　要約するとフナ網膜において青色および白色光照射
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において槌色する420mμにλmaxを有する錐体視

物質が存在することを認め，さらにこれが網膜の細胞

内粒子抽出液においても証明されることは，視細胞外

節の粒子の小さいマイクロゾームにおいて視物質が形

成されるという考えからすれば21），なお一層錐体視物

質によるものであるという感を深めるのである。また

それとともに他の報告にこの錐体視物質の証明され得

なかった理由等について考按を加えた次第である．

結 論

　　1．フナ網膜のデスオキシ胆汁酸ソーダー抽出液を

用いて血肉前後の吸収スペクトル測定を行ない，その

差スペクトルを得た．青色光照射の場合420mμ附近

に著明な山と520mμ附近にporphyropsinの吸収

が認められた．白色光照射の場合は420mμの吸収は

減り，porphyropsinの吸収が大きくなるのを認め
た．

　　2．網膜の細胞内粒子より抽出を行ない白色光を照

射した場’№烽S20mμに急峻な差スペクトルを認め
た．

　3．この420mμの吸収は錐体視物質によるもので

あることを推論した．

　稿を終るに臨み，恩師倉知与志教授ならびに秋谷鎮雄講師の御

指導｝御校閲を深く感謝致します。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　Isolated　dark－ad疎pted　retinae　from　30　crucians　were　prepared　ullder　a　dim　red

light　and　they　were　extracted　with　2％desoxycholalic　acid　for　6　hr　at　O。C，　by

someti血es　stirring．　This　procedure　of　extraction　might　be　able　to　prevent　the

thermal　decay　of　unstable　cone－substances．　The　extracts　were　exposured　to　a　blue

light（λmax：390　rnμ），　then　to　a　white　light．　The　absorption　spectra　were　measured

before包nd　after　bleaching．　Different　spectrum　of　bleaching　with　blue　light　showed

maxima　at　about　520mμ（porphyropsin）and　at　420mμ．　Likewise，　different　spectrum

of　bleaching　with　white　light　showed　maximal　peaks　at　about　520　mμand　420　mμ．

The　absorption　maxilnum　at　420　mμ．・has　not　yet　been　reported．

　Since　we　assume　that　the　visual　pigments　are　combined　with　microsome　or
particles　in　the　outer－segments　of　visual　cells，　different　spectrum’was　obtained

with　the　extracts　from　the　intracellular　particles　of　crucian　retinae．　The　different

spεctrum　of　these　extracts　show6d　twσmaxima　at　about　522　mμ（porphyropsin・）apd

at　420　mμ．　This　result　coincided　with　that　obtainted　from　the　experiment　with

Whole　retinae．
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  The absorption maximum at 420mpt is probably due to the con-substance of the
crucian retina, since the porphyropsin band is shown besides the maximum at 420
mpt in the extracts from intracellular particles as well as from whole retina.

  As I intended tp investgate the cone-substance in tbisn repgrt, the extra'ction was

performed at OeC and ･within a brief period to prir'e'vent the'bleaching of the cone-
su-bstance very unstable at higher temperatures, sensitive to light, dependent on pH

an'd liable to be decomposed grad,UaJIJy' even in the dark.


