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研究成果の概要（和文）：第一次視覚野から外側膝状体へのフィードバック経路の機能を研究する為に、この経路を特
異的に破壊する方法を検討した。特に眼優位可塑性への影響を調べるために、感受性期後期のロングエバンス系ラット
を用いて外側膝状体を電気生理学的にマッピングし、適切な部位にクロリンe6を微量注入した。このトレーサーが逆行
性に第一次視覚野へ輸送されるタイミングで第一次視覚野にレーザー照射を行い、光酸化により皮質から視床へ投射す
る第６層のニューロンを選択的に破壊することに挑戦した。今後、最適なトレーサー量とレーザーの照射量を決定する
ことが必要であるが、特異的に皮質ー視床路を除去する道が開かれた。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new activity mapping method to study the ocular dominance 
(OD) plasticity by applying c-Fos immunohisitochemistry. This is a powerful method to apply to rats with 
smaller binocular regions. To investigate the functional roles of feedback projection from the primary 
visual cortex to the dorsal lateral geniculate nucleus (LGN), we challenged to apply the photo-oxidation 
induced apoptosis (i.e. targeted apoptosis). First, we electrophysiologically mapped the LGN and injected 
choline e6 into the appropriate region. After waiting retrograde transport of chlorin e6 to the layer 6 
neurons in V1, the laser irradiation was applied to the cortex. We found that the target was damaged by 
photo-oxidation induced mechanism, although the best conditions of the amount of chlorin e6 and 
irradiation were remained to be elucidated. By use of this technique, we first succeeded to pave the way 
to study the roles of V1-LGN feedback system in the regulation of OD plasticity.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 網膜神経節細胞は、外側膝状体(LGN)を経
由して大脳第一次視覚野(V1)へ投射する。V1
の第 6 層のニューロンは、LGN にフィード
バック投射する。このフィードバック投射の
眼優位可塑性における機能的意義について
は、これまで明らかにされていない。フィー
ドバック投射の機能阻害のために V1 のクー
リングや破壊等の実験操作が行われてきた
が、いずれもその特異性に問題があった。 
分担研究者によって、クロリン e6 を逆行性
輸送させた後にレーザ光線を照射すること
で標識ニューロンを選択的に破壊できるこ
と（Targeted Apoptosis）が示されていた。 
 
２．研究の目的 
 Targeted Apoptosis法を用いて、V1から
LGN に投射するフィードバックニューロン
を選択的に破壊する方法を検討する事を目
的とした。さらに、この経路を遮断した動物
で眼優位可塑性がどのように修飾されるか
について明らかにすることを目標として開
始された。 
 
３．研究の方法 
 感受性期内の Long-Evans 系ラットを用い
て、麻酔下で一側の LGN にクロリン e6 を注
入する。注入３日目に再度麻酔して、目的と
する V1 を覆う頭蓋骨を薄く削り、その部位
へ 500ｍＷの赤色レーザー光を２０分間照射
する。その後直ちに一側の眼瞼縫合遮蔽術を
施し、単眼遮蔽する。その単眼遮蔽の効果を
報告者らが開発してきた c-Fos Activity 
Mapping 法(cFos-AM 法)を含め神経科学的手
法を用いて評価する。以上により、V1-LGN フ
ィードバック投射の眼優位可塑性への関与
について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 基礎検討結果：方法論の確立 
 ラットにおける眼優位可塑性の感受性期
プロファイルはすでに電気生理学的な方法
を用いて確立されており、生後 4週齢がその
ピークであることが報告されている。そこで、
自家繁殖させた Long-Evans ラット（4週齢）
を用いて、まずは、クロリンのキャリアーと
なる Latex Microsphere（逆行性標識の解剖
学的トレーサー）を LGN へ注入する実験を繰
り返した。成獣の脳地図が利用できないこと、
生後 4週齢では、侵襲的な注入手術後の回復
が悪く、注入後に次の実験のステップに進行
できる確率が極めて低かったので、できるだ
け成長した段階でトレーサー注入を行うこ
とが重要であることがわかった。そこで、感
受性期の終了時期に近いとされる生後７週
齢のラットを用いて、眼優位可塑性が作動し
ているかを調べた。その結果、生後７週齢に
おいても２週間にわたる単眼遮蔽により、感
受性期のピークである生後４週齢のラット
において認められる眼優位可塑性に匹敵す

る変化が惹起されることをcFos-AM法を用い
て明らかにすることができた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ４週齢(A)、7 週齢(B)ラットの眼優位可塑性の発

現レベル 黒カラムは遮蔽眼刺激により誘導される刺
激眼同側 V1 第 4 層における c-Fos 免疫陽性細胞数。白

カラムは、同様に正常に視体験をした眼の刺激により誘

導された細胞数。いずれの週齢においても遮蔽眼の刺激

により誘導される c-Fos 陽性細胞は、有意に低下してお

り、眼優位可塑性が同様のレベルで発現していることが

わかる。 
 
また、c-Fos 免疫陽性細胞数を計測するター
ゲット領域である刺激眼と同側 V1、Oc1B 領
域の第 4層の境界を簡便に、かつ再現性良く
検出するために、アセチルコリンエステラー
ゼ (AChE)を組織化学的に染色した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 V1のアセチルコリンエステラーゼ染色像 やじり

の先は第 4層の境界を示す。赤点線で示すように第 4層

の AChE の特徴的な染色性の相違から両眼視領域(Oc1B)

と単眼視領域(Oc1M)を容易に分離することができた（赤

点線）。スケールバーは、500µmを示す。 

 

(2) V1 ニューロンの逆行性標識 
 V1からLGNへ投射するフィードバックニュ
ーロンを選択的に標識するために、生後７週
齢ラットをケタミン・メデトミジンで麻酔し、
脳定位固定した状態で、LGN の座標を決定し
た。そのために、金属電極（エノレード絶縁
電気鍼）を用いてフラッシュ光刺激に対する
複合活動電位反応を記録して、トレーサを注
入すべき部位を決定した（図 3） 
 一度電極を抜いてからトレーサーを充填
した微小ガラス管（先端経 50 µm）を同一部
位から刺入し電気生理学的反応が記録でき
た深さまで進めた。その部位で 0.5 µl の蛍
光ビーズ(Fluorescent Latex Microsphere)
を注入した。注入後 5分間静置してガラス管
を抜いた。3日後に 4%パラホルムアルデヒド
溶液で経心灌流固定して、抜脳、30%シュー
クロース液に浸漬した。後頭極から LGN まで
の凍結切片(50 µm 厚)を作成し、スライドグ
ラスに伸展、乾燥させた後に蛍光顕微鏡にて



観察した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 LGN ニューロンのフラッシュ光に対する反応 
脳表面から刺入した電極がLGNに到達するとフラッシュ

光刺激に対して図のような複合活動電位反応（赤矢印）

が記録される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 LGN に注入された逆行性蛍光ビーズ・トレーサー

（Fluorescent Latex Microsphere） 
脳表面から刺入した微小ガラス管を通して蛍光ビーズ

が注入され、灌流後取り出した脳切片から LGN 背側部に

確実にトレーサーが注入されたことを確認できた。この

例では LGN 中央部に蛍光が認められた。画像右が外側、

上が背側であり、スケールバーは 500 µmを示す。 
 
LGN注入に成功したラットのV1を調べた結果、
第6層に蛍光標識された一群のニューロンが
認められた（図５）。注入後ラットは順調に
回復を見せたことから、本方法により V1 か
ら LGNへのフィードバックニューロンを選択
的に標識する方法論を確立することができ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 LGN に注入された逆行性蛍光ビーズ・トレーサー

（Fluorescent Latex Microsphere）によって標識された
V1ニューロン 
標識されたニューロンは、V1 の第６層に認められた。
スケールバーは 100 µmを示す。 
 
(3) 光酸化による標識ニューロンの除去 
 同様な方法でクロリン e6を LGN へ注入し、
3 日後に再度麻酔を施し、脳定位固定を行っ
た。V1 の上部の頭蓋骨を薄く削り、その上部
からレーザー光（670 nm, 500 mW）を約 20
分間照射した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 クロリン e6 を LGN に注入 3 日後に V1 にレーザー

光を照射 

ラットの左V1をレーザ照射して光酸化によるTargeted 
Apoptosisの誘導をはかった。 
 
これにより標識されたニューロンの光酸化
による細胞死を誘導した。クロリン e6 の LGN
注入を受け、その後レーザー照射を受けたラ
ットの後頭葉は肉眼的にも変形している事
が確認できた（図７）。このような肉眼的変
化は、クロリン e6 を注入せず、レーザ照射
のみを行ったコントロールラットには、認め
られなかった。また、クロリン e6 の代わり
に通常の蛍光ビーズを注入したラットにも
見られなかったことから、このような変化は、
光酸化による細胞死によって生じたもので
あると結論された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 クロリン e6 とレーザー照射によって V1 を含む後

頭葉領域に生じた肉眼的変化（ブレインマトリックスの

スリット間隔は 1 mm） 



ニッスル染色により、第一次視覚野を調べた
ところ、皮質下層部が破壊されたことが明ら
かになった（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 クロリン e6 とレーザー照射によって V1 生じた破

壊層を示すニッスル染色像 スケールバーは 500µm を

示す。D, V, M, L はそれぞれ背側、腹側、内側、外側

の方向を示す。 

 
レーザ照射と同時に片眼瞼縫合遮蔽術を施
行し、2 週間後に正常眼の視覚刺激による
c-Fos AM を実施した。暗順応後の右眼の単眼
視覚刺激により、上丘において、c-Fos 陽性
細胞の明瞭な左右差が認められ、単眼視覚刺
激が確実に行われていることがわかった（図
９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ 右眼の光刺激により誘導された上丘のc-Fos陽性

細胞 刺激眼と対側に多くの免疫陽性細胞が認められ

る。スケールバーは 500µm を示す。 

 
クロリン e6 の代わりに逆行性蛍光ビーズ・
トレーサーを注入した対照ラットの V1 は、
同様にレーザーを照射したにもかかわらず、
大脳視覚野は全く正常であり、それぞれの半
球にc-Fos陽性細胞の分布に特徴的な差異が
確認され、眼優位可塑性が作動していたこと
が推測された。 
 
(4) 今後の課題と展望 
 本研究により、V1-LGN フィードバック経路
を選択的に除去するための基本的な手法は
確立できた。今回の一連の実験では、皮質が
大きく破壊されてしまい、レーザ照射のパラ
メータを十分に検討することができなかっ
た。今後、最適なレーザー照射の条件を決定
することが重要である。また、網膜神経節細 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 単眼視覚刺激（正常眼）による V1 における c-Fos

免疫陽性細胞 スケールバーは 500µm を示す。A, B は

それぞれ右（同側）と左（対側）の視覚野を示す。 
 
胞に対するクロリン e6 の LGN 注入について
さらに検討する必要がある。眼優位可塑性へ
の影響を詳細に検討するためには、i) 網膜
が正常であること、ii) V1 の 6 層以外のニュ
ーロンが正常に機能していること、が前提条
件となる。今後も実験を継続していく必要が
あるが、本研究により実験系はほぼ確立する
ことができたものと考えられる。 
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