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博士論文の要旨

【はじめに】

　フラビン蛋白はミトコンドリア電子伝達系に存在し、神経活動に伴い酸素代謝が更進す

ると、緑色蛍光を発する酸化型になる。従って青色励起光（450－490nm）下に緑色自家

蛍光（500－550nm）の強度変化を解析することにより脳機能イメージングが可能となる。

ことにマウスの頭蓋骨は薄くて透明であり、脳活動の経頭蓋フラビン蛋白蛍光イメージン

グが可能となる。逆にフラビン蛋白を強力な青色光で退色させた場合・酸素代謝が阻害さ

れ、神経活動が抑圧されることが予想される。本研究ではこの原理を用い・マウス聴覚野

神経活動の経頭蓋光不活化が可能かどうかを検証した。

　マウスの大脳皮質聴覚野は、前聴覚野、一次聴覚野などに区分される。前聴覚野では刺

激に対して速く応ずるニューロンが多くを占めるのに対し、一次聴覚野ではニューロンの

刺激周波数特異性が高く、マップ構造が鮮明である。本研究では・前聴覚野と一次聴覚野

の神経活動をそれぞれ選択的に抑圧し、抑圧前後での応答変化を解析した。

【方法】

　脳切片標本を用いた実験：　まずC57BL／6マウスより聴覚野の脳切片標本を作製し・

神経活動の光不活化が可能かどうかを検証した。脳切片の皮質VI層に電気刺激を与えて

皮質1皿II層で電場電位を測定した。安定した電場電位が記録されることを確認した後・

50分間の青色レーザー光（475nm）を記録部位に照射し、電場電位の振幅変化を測定し

た。

　麻酔したマウスを用いた実験：　C57BI／6マウスをウレタン麻酔（1・79／kg・腹腔内投

与）し、露出した頭蓋骨越しに右聴覚野を可視化した。スピーカーから刺激音（周波数：

5・20kHz，20　Hzのサイン波で振輻変調，持続時間：500　ms・強度：60　dB）を発し・フ

ラビン蛋白蛍光イメージングにより聴覚野の機能マップを確認した。画像データから前聴

覚野と一次聴覚野の境界を同定し、前聴覚野もしくは一次聴覚野の一方だけをカーボン紙

により遮蔽しつっ、青色レーザー光を40分間脳表に照射した。光照射後・フラビン蛋白

蛍光イメージングで神経活動の再評価を行った。



－ 118 － － 119 －

【鑑竃用い願：電気鏑こより灘細胞の逆行性難と経シナプス性興

奮に相当する二相性の離波からなる電場雛が調された・龍レーザー光の鮒｝こよ

り逆行鵠驕位は殆ど影響されなかったが、経シナプス鱈舗位はほぼ完全に抑圧さ

れた．酸素代謝阻害に対して解糖系促進が補うとの予想の元に・醐腿流液のグルコー

ス離を5叔から2・血Mに増加したところ、抑鴎は櫨に小さくなった・また・新
規に舗されるフラビンが増加すれ｝ま、フラビン退色の効果が減じるとの予想の元に・グ

ルコース離は5mMのままで楡のフラビンの材料となるリボフラビン1画を還流液
に添加したところ、抑圧幅は非常に4・さくなった・以上のデータから・脳繊｝こ龍光を

照射すると、勧健系のフラビン鎚色し、酸素代謝棚害され・シナプス健が鵬

さ㌫鱈㌫いた鰍一次聴覚野に選択的に龍光を照射したマウスで｝ま・

噸聴舗の反応は低下していたが前聴覚野の反応に変化は見られなかった・従って・青

色光を照射された款聴醐において遷択的にシナプス伝達が酪され・鞠が低下し
たものと思われる．しかし、前聴覚野に猷的に龍光を照射したマウスでは・前聴覚野

の反応が低下するだけでなく龍レーザー光力・ら膳されていた款競野の反応低下

も有意に認められた．この結果は前聴覚野の活動によって噸麟野の二次的な潮が生

覚鯛麟マップの構築など、羅鞠を麟間で噺することが可能である・さらに経1

頭蓋的に龍光を鮒することにより神経活動を酪することも噛であり・纐勤メ
＿ジングと経鍵光不活化を組給わせる方法はマウス大脳頗の離解析において有

用であると思われる。
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～　〔三司弔哩竃〔〔　唱二▼　　、

（論文審査の要旨）

　フラビン蛋白はミトコンドリア電子伝達系に存在し、神経活動に伴い酸素

代謝が充進すると、緑色蛍光を発する酸化型になる。従って青色励起光下に

緑色自家蛍光の強度変化を解析することにより脳機能イメージングが可能と

なる。ことにマウスの頭蓋骨は薄くて透明であり、経頭蓋イメージングがで

きる。逆にフラビン蛋白を強力な青色光で退色させた場合、酸素代謝が阻害

され、神経活動が抑圧されることが予想される。申請者はマウス脳切片標本

を用いてこの原理を検証し、脳活動の光不活化ができることを示した・マウ

ス聴覚野は、前聴覚野と一次聴覚野に区分される。申請者はさらに一次聴覚

野を選択的に光不活化すると、一次聴覚野の反応は低下するが前聴覚野の反

応は変化しないことを見いだした。しかし、前聴覚野を選択的に光不活化す

ると、前聴覚野の反応が低下するだけでなく、一次聴覚野の反応低下も有意

に認められた。この結果は、前聴覚野の活動によって一次聴覚野を活動させ

る皮質回路が存在することを示唆している。

本研究は経頭蓋イメージングと経頭蓋光不活化を組み合わせる方法がマウス

大脳皮質の機能解析において有用であることを示した。この点に学位論文と

しての価値を認める。


