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要　　旨

　フラビン蛋自蛍光イメージンダは，脳の継胞群が活動し酸素代謝が充進した際に検繊できる

ツラビン蛋泊の緑色蛍光を利用し，脳の活動部位を描出するものである．この方法を応用した，

フラビン蛋白蛍光増旗分イメージングにより，視覚麟激のスピード変化に反応し，フラビン蛋

自の蛍光が局所約かつ特異的に増加する大脳皮質小領域を描出できるようになった．そこで，

本研究では，その特異的視覚特性を有する小領域の神経回路を閤らかにし，視覚特性発現の神

経解剖学的背蛍を醗らかにしようと試みた．・一次視覚野の外側にある高次視覚領域外側内側

領域（LM），前外側領域（且），吻鞠外灘領域（竃），　LMとALは視覚刺激のスピードアップ刺

激に反応し描韻されるが，それぞれへ，入鯛力神経線維を標識するためビオチン化デキヌトラ

ンアミンを隈局注入した．LM，　AL，　RLそれぞれは，視床の翼なる後外側核亜核と双方向性の密

な神経連絡を有し，上丘の異なる層へ畠力することが明らかとなった．視覚刺激のスピードア

ップ刺激に対するそれぞれの領域の特性の発現に，後外瓢核戴核および上丘が関わる並列的な

神経購路網が関与することが示峻された．
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緒 轡

　脳内の神経細胞群が活動すると酸素代謝が充進

し，細胞内電子伝達系のフラビン蛋白が緑色蛍光

を発する．マウスの頭蓋骨を通した大脳皮質フラ

ビン蛋自蛍光の計測は簡便かつ非侵襲的であり，

この計測法を用いた特異的外部刺激に反応する局

所的な大脳皮質活動部位イメージングが雛発され，

このイメージング法による高次脳研究がおこなわ

れてきている玉）　3）．さらに，このイメージング法

を応用したフラビン螢自蛍光増加分イメージング
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下甘FDにより，幌覚刺激のスピード変化に特異

的に反応して蛍光増加を示す大脳皮質小領域が分

離・同定された4ぼそれらの新たに分離・購定さ

れた小領域がどのような神経回路を形成している

かを明らかにするため，神経トレーサーを驚いた

神経連絡解析をおこなった．

材料と方法

　念ての実験は，新潟大学動物実験倫理委員会の

許可を得たプロトコールに従っておこなわれた．

　8週齢以上の雄C57BL／6」マウス佃本チャー

ルズ・リバー社）（Japan　Charles　River）を用い，

ウレタン麻酔下で（L7　g／kg，腹腔内注射），経頭

蓋IF罰をおこなった．イメージング法の詳細は

任海らの論文4）を参照されたい．簡単に述べる

と，脳定位圏定装羅にマウス頭部を閑定した後，

後部頭蓋を露顯して猛避装置を設置し，右眼を

閉じて左眼に対して視覚蘭1激を与えた．視覚刺激

として，鼻側から耳側へ動く縦縞模様を呈示する

LCDモニターを左眼視野内に設置し，低速（1ぽ／

秒）・高速（5ぴ～75酩秒）をランダムに切り替え

ながら縦縞模様を動かし，スピードァップあるい

はスピードダウンのタイミングでフラビン蛋白蛍

光が増加する右側の大脳皮質視覚領域を経頭蓋的

に描出した．

　イメージンびと岡じ視野で大脳皮質の慮管分布

の実像写糞を撮影し，1F笹で同定された視覚領域

の実脳上の位置を撫管との位置関係を手掛かりに

決定した（図董参照）．その位置の頭蓋骨を局所

的に開け，ガラス電極（外径曲μm）装着マイク

ロシリンジを欝い，斑％ビオチン化デキストラン

アミン似下BDA分子量＄，⑪oαlnvi紬g磯Lifc

Tec畑ology祉）生食液α3μ1を勝FIで同定され

た視覚領域へ限局注入した．BDAは，神経終末お

よび細胞体から逆行性および順行性に取り込まれ

て神経線維内を運ばれ，運ばれた先の細胞体およ

び神経終来を容易に高感度標識できる神経トレー

サーである蜘，トレーサーが運ばれるための1

遡酬の生存期間の後，ペントバルピタールでの深

麻酔下，マウヌを瞳％パラホルムアルデヒド含有

リン酸緩衝液で還流露定し，脳を取り畠し，組織

化学的にトレーサーの可視化をおこなった．すな

わち，20％ショ糖液で凍結保護処理をおこなった

のち，クライオミクロトームで50μm厚の脳の

前頭断連続切片を作製し，3枚おきに集めた．以

　　翻1　フラビン蛋白蛍光増蜘分イメージングほF口）描織所見と実脳との対応

a：怪臼で特異的視覚刺激により描鐵された大脳皮質領堀（摘の白い領域，窺印で祭す）．

　隣接する一次視覚野（V1）との位置鷺係から羅．と騨定された．

ゼaと懸じ視野の脳嚢の写輿．aの丸印と対応する実際の大脳皮質領域の位灘を撫管を手

　がかりに決定した．スケール＝笈mm

ピV工の瑚癬に存在することが購らかとなっている高次視覚領域（£羅1炸縄内測領域，

　AI、：甫外側領域瓢1吻側外損纈域，　Al前領域AMl繭内側領域PMl後内側領城）．
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　　　　　　　　　　　　図21FFIで描出されたLM，　AL，　RLの線維連絡

IFFIでスピードアップ刺激により描出されたLM，　AL，　RLそ』れそれヘトレーサー（ピオチン化デキストラ

ンアミン，BDA）を注入した例において，視床後外側核（LP，図a－c’）および上丘（図d－f）で観察され

たBDA標識神経要素（茶褐色）の所見を示す．それぞれのIFFI像を上段に示し，　BDA注入位置を赤丸印

で示した．カラーバーは蛍光増加割合を示す．図a㌔6’はそれぞれ図a－cの強拡大所見である．スケール＝

02㎜
図a，a’，　d：LMへBDAを注入した例で，　LPの尾側内側核（LPMC）にBDA標識神経終末および神経細

　　　　　胞（赤矢印），上丘浅層（第3鳳赤矢印）にBDA標識神経終末が見られた．

図b，b’，　e：ALへBDAを注入した例で，　LPの吻側外側核（LPLR）にBDA標識神経終末および神経細胞

　　　　　　（赤矢印），上丘中間層（第4a・b層，赤矢印）にBDA標識神経終末が見られた．

図¢，c’，　e：RLへBDAを注入した例で，　LPLR下部およびその外方延長部［外側膝状体背側核（LGd）と

　　　　　後内側／後外側腹側核（VPM／VPL）の間］に，　BDA標識神経終末および神経細胞（赤矢印）

　　　　　が見られ，上丘中間層（第4b層，赤矢印）にBDA標識神経終末が見られた．
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降，浮遊法にて，切片を0．1％TX－100含有リン酸

緩衝生理食塩水（PBS－T）洗浄後，3％アビジ

ン・ビオチン・ペルオキシダーゼ複合体（ABC－

elite，　Vector社）含有PBS－Tで40分間incuba一

廿onし，　PBS－T洗浄後，ジアミノベンジジン含有

トリス緩衝液に過酸化水素を加えた液でincuba一

廿onし，　BDA－ABCを茶褐色に発色させた．切片

をゼラチンコートスライドグラスにマウントし，

脱水・脱脂をおこない，1枚おきに対比染色を施

したのち，全てビオライト（応研商事）で封入し，

光学顕微鏡（BX－50，01ympus）にて観察した．視

床核区分はPaxinosら8）に従い，上丘の層区分は

Swanson9）に従った．

結 果

外側内側領域（LM）へのBDA注入例における

BDA標識神経要素の分布

　LMは1次視覚野（V1）外側に位置し4）10）（図

lc），㎜で視覚刺激のスピードアップに反応し

（図2上段左），またV1同様にスピードダウンに

も反応した．視床の後外側核（LP）の亜核である

尾側内側核（LPMC）にBDA標識神経終末およ

び神経細胞体が密に分布していた（図2a，　a’）．

また，中脳の上丘浅層（第3層）に，BDA標識神

経終末が観察された（図2d）．この他，従来の報

告どおり10）V1に多数の細胞体および神経終末

が観察された．

前外側領域（AL）へのBDA注入例における

BDA標識神経要素の分布

　ALはV1外側やや前方に位置し4）10）（図lc），

IFFIで視覚刺激のスピードアップに反応し（図2

上段中央），スピードダウンには反応しなかった．

LPの亜核である吻側外側核（LPLR）にBDA標識

神経終末および神経細胞体が密に分布していた（図

2b，　b’）．また，上丘中間層（第4a・4b層）に

BDA標識神経終末が観察された（図2e）．この他，

従来の報告どおり10）V1に多数の細胞体および

神経終末が観察され，またLMに相当する領域に

神経終末が観察された．

吻側外側領域（RL）へのBDA注入例における

BDA標識神経要素の分布

　RLはV1外側前方に位置し4）10）（図1c），　IFFI

で視覚刺激のスピードアップに反応し（図2上段

右），より速いスピードへの変化によく反応し，ス

ピードダウンには反応しなかった．視床において，

LPLR深部およびその外方延長部（外側膝状体背

側核と後内側／後外側腹側核の間）に，BDA標識

神経線維および神経細胞体が密に分布していた（図

2c，　c’），また，上丘中間層（第4b層）にBDA標

識神経線維が観察された（図2f），この他，従来

の報告どおり10）V1に多数の細胞体および神経

終末が観察され，また体性感覚連合野に相当する

領域に神経終末が観察された．

考 察

　V1外側に位置する高次視覚領域LM，　AL，　RL

は，IFFIによりそれぞれ異なる視覚反応特性を持

つことが示され，かつBDAによる線維連絡解析

により，それぞれ異なる視床核領域と密接な入・

出力関係を持つことが明らかとなった．また，上

丘への出力もそれぞれ上丘内の異なる層に終わる

ことが明らかとなった．すなわち，とりわけ視床

との連絡においては，LM，　AL，　RLは独立的かつ

並列的であることがわかった．LM；AL，　RLいず

れも従来の報告どおり10）V1との連絡が確認さ

れV1経由の視覚情報を受けていることは明らか

だが，各々の特性発現に関し，視床のLP亜核と

の特異的な神経連絡が大きな役割を演じているこ

とが示唆された．LPは視覚情報をSC浅層を介し

て受け11）－13），高次視覚領域へ投射することが知

られ11）13）14），外側膝状体背側核一V1系と並列的

に存在する重要な視覚系として認められてきた．

よって，上丘がLP亜核へ何らかのさらには何種

類かの特異的視覚情報を供給していると考えられ

る．実際，V1破壊によりLM，　AL，　RLの視覚反応

特性に変化は見られなかったものの，上丘破壊で

はそれらの特性が減弱した，という報告がなされ

ている4）．上丘浅層からLP尾側部への投射があ

ることは従来から確認されていることだが
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11）－13），今後より詳細な，層特異的あるいは細胞

種特異的な上丘一LP連絡が解明されれば，　LM，

AL，　RL特性の背景となる神経回路網がより明ら

かとなることが期待される．

結 語

　　IFFIでヌピードアップ視覚刺激により特異的

に活動性が増すことが示された，複数の分離した

大脳皮質高次視覚領域は，線維連絡解析により，

それぞれが特異的神経回路を有することが明らか

となり，それが，視覚刺激に対するそれぞれの特

異的な反応性の背景となることが示唆された．
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