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研究成果の概要：大脳皮質視覚野で片目遮蔽後にみられる両眼反応性変化やシナプス長期増強

(LTP)は発達脳可塑性の代表的な例として古くより研究されてきたが、従来の方法では種々の
限界があった。本研究は、新しく開発された RNA 干渉法をマウス脳に適用し、視覚野可塑性
のメカニズム解明をめざした。 
まず、脳由来神経栄養因子(BDNF)の発現を抑える small interfering RNA (siRNA) を使い、

BDNFの発現を抑えた視覚野標本の作製を試みた。その結果、使用した電気穿孔法では siRNA 
が十分に視覚野ニューロンに入らず BDNFの発現を完全に抑えることができなかった。しかし、
薬理学的方法で代謝型グルタミン酸受容体（mGluR5）が LTP誘発に関与していることを発見
し、さらに、mGluR5の活性化によって生じた内因性カンナビノイドが視覚野の可塑性に関与
しているという予想外の知見を得た。   
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１．研究開始当初の背景 
大脳皮質視覚野は感受性期と呼ばれる生
後発達の特定の時期に片眼を遮蔽すると、
その後両眼視機能の消失や眼優位コラム
の縮小といった変化を生ずる(Wiesel & 

Hubel, J. Neurophysiol. 26, 1003, 1963)。この
両眼視可塑性は発達脳可塑性の代表的な
例として古くより研究されてきた。 
そのメカニズムに関しては、1980年代に

N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) 型グルタミ
ン酸受容体の関与が申請者ら (Tsumoto et 



al., Nature 327, 513, 1987) を含めていくつ
かの研究室から報告されたが、NMDA受容
体の活性化がどのように機能や構造の変
化を起こすかについては未だに充分に明
らかになっていない。最近になってHensch 
らはGABA 抑制の発達が感受性の発現や
終止に重要であることを報告した(Hensch 
et al., Science 282, 1504, 1998)が、GABA 抑
制がどのようなメカニズムで可塑性に関
与するかは不明のままである。 
その後、申請者らはスライスや培養細胞

標本を使って神経栄養因子、特に
Neurotrophin が視覚野の可塑性に関与して
いる可能性を示唆した（Akaneya et al., J. 
Neurosci. 17, 6707, 1987; Kohara et al., 
Science 291, 2419, 2001）が、in vivo 標本で
の直接的証明は未だなされていない（両眼
視可塑性は視覚反応でアッセイするため 
in vivoでしか検証できない）。in vivoで種々
のNeurotrophinの機能を選択的に阻害する
ことは機能阻止抗体が高分子であり、組織
へ浸透しがたいことや阻害薬に選択性が
ないため困難であった。そのような内因性
蛋白質の機能を調べる方法として遺伝子
ノックアウト法が考えられるが、周知のよ
うにこの方法は発生初期から全身で目的
の蛋白質が欠損しているという欠点を有
している。部位或いは時期限定的ノックア
ウト法も最近開発されつつあるが、視覚野
に限定する方法は、申請者の知る限りでは
未だ開発されていない。 
一方、数年前にMello とFire ら(Fire et al., 

Nature 391, 806, 1998)が線虫で発見した
RNA干渉は、その後哺乳類でも生じること
が明らかとなった。ただ、哺乳類の脳にRNA
干渉を適用しようとする場合、最大の問題
点はsmall interfering RNA (siRNA) を如何
に標的の細胞に注入するかであった。申請
者らは電気穿孔法を改良した方法を使っ
て特定の脳部位の細胞にsiRNAを注入する
方法を開発した。また、最近、この方法が
実際にシナプス長期増強のメカニズム解
明に有効であることも報告した（Akaneya 
& Tsumoto, J. Neurosci., 26, 10209、2006）。 
 
本研究ではこの方法を応用し、両眼視可塑
性にNeurotrophinと関連受容体のどれが関
与しているのか、及びその関与メカニズム
の解明をめざした。 

 
２．研究の目的 
(1) 主要なNeurotrophinであるBrain-Derived 
Neurotrophic Factor (BDNF)の発現をノック
ダウンさせる siRNAをラット視覚野に投与
し、実際にBDNF蛋白質の発現が減弱してい
るかどうかを  western blot analysis 及び 
immunocytochemistryによって確認する。 

 
(2) siRNAを注入後６日目の時点で片眼を遮
蔽し、さらに４日後に視覚野両眼視部分か
ら皮質神経細胞光反応の眼優位性を記録、
片眼遮蔽に応じて眼優位性を変える両眼視
可塑性が残存しているかどうかを検証する。 
 
(3) BDNFの高親和性受容体TrkBの発現をノ
ックダウンさせるsiRNAをラット視覚野に
投与、上記１と２と同様の実験を行い、
BDNFが両眼視可塑性に関与しているかを
明らかにする。 
 
(4) ノックダウンした視覚野からスライス
標本を作製し、シナプス長期増強 (LTP) 或
いは長期抑圧(LTD) が誘発されるかどうか
を調べる。スライス標本におけるLTP, LTD
が in vivo における両眼視可塑性と対応し
ているかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスBDNFのsiRNAを米国National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) 
library の情報をもとに作製する。作製し
た RNA塩基配列の特異性は NCBIの
Nucleotide Basic Local Alignment Search 
Tool Programで確認する。 
 
(2) 生後14日目(P14)のマウスを麻酔し、
一側の大脳皮質視覚野両眼視領域にそれ
ぞれの siRNAを申請者らの開発した
RNAi-induced gene silencing by local 
electroporation (RISLE) 法によって注入す
る。視覚野両眼視領域の同定は申請者らの
研究室で稼動している左右の各眼への光
刺激に対する内因性シグナルの記録によ
って行う。他側の大脳皮質対応部位にはコ
ントロールとして溶媒溶液のみを同じ手
続きによって注入する。目的の領域の神経
細胞にsiRNAが注入されたかどうかは、一
部のマウスでCy3-conjugated siRNAを同時
に注入しCy3に対する免疫組織化学的染
色によって確認する。siRNA注入後麻酔か
ら回復させ飼育ケージにもどす。 
 
(3) RNA干渉によって標的の蛋白質のノッ
クダウンが生じる注入後６日目(P20-21)
にマウスを再び一時的に麻酔し、片目遮蔽
を行う。遮蔽術後は再度ケージにもどす。 
 
(4) 片眼遮蔽４日後(P24-25)に siRNA 
注入領域の視覚野から単一ニューロン活
動を細胞外記録し、片眼遮蔽による眼優位
性のシフトが起きているかどうかを調べ
る。対側の視覚野からコントロールの記録
を行う。 
 



(5) 両眼視可塑性を阻害したと判定され
たsiRNAを別のグループのラットマウス
の視覚野に注入し、その後６日目に注入部
位を含むスライス標本を作製する。スライ
ス標本のII/III層にシナプス反応の記録
電極、IV層に刺激電極を置き、IV層の高
頻度刺激によってLTP が生じるかどうか
を調べる。 
 
(6) LTP が生じた場合、種々の拮抗薬を
使いどのようなシナプス受容体が関与し
ているかを調べる。 
 
 
４．研究成果 
まず試験的な実験として、脳由来神経栄養
因子(BDNF)の siRNAを入手し、それをマウ
ス大脳皮質視覚野に注入し BDNF の発現を
抑えた標本の作製を試みた。しかし、使用し
た電気穿孔法では siRNA が十分に視覚野
ニューロン内に入らず BDNF タンパク質の
発現を完全に抑えることができなかった。 
一方、マウス視覚野スライス標本において

代謝型グルタミン酸受容体の５型（mGluR5）
の特異的阻害薬が LTP 誘発を阻止すること
を見出したので視覚野可塑性のメカニズム
として mGluR5 の役割がより重要と思われ
た。したがって、mGluR5の関与に焦点を当
てて研究を遂行したところ、mGluR5の作動
薬が LTP様シナプス増強を起こすこと、この
変化後 LTP を起こすはずの高頻度刺激が
LTPを起こせなくなるという閉塞(occlusion)
現象が生ずることを見出し、mGluR5は LTP
誘発に関与していることを証明した。 
さらに、mGluR5 の活性化によって

endocannabinoid (eCB)が生じ、これが高頻
度刺激を受けないシナプスに異シナプス性
長期抑圧 (heterosynaptic LTD) を起こす一方
で刺激を受けたシナプスでは放出された
BDNF が eCB の抑圧作用を押さえ同シナプ
ス性長期増強 (homosynaptic LTP) を維持
していることを発見した。 
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