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研究成果の概要（和文）：マウスにおける眼優位可塑性を c-fos 遺伝子のタンパク産物を免疫組

織化学的に染色することによって評価するシステム(c-fos activity mapping 法, cFAMM)を確

立した。cFAMM を適用することで中枢アミン系が、それぞれ異なる様式で眼優位可塑性の調節

に関与していることを確認することができた。ドレブリン遺伝子の欠損マウスでは、視覚刺激

による c-fos 遺伝子の発現誘導そのものが抑制され、ノルアドレナリン系破壊直後と同様であ

ることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：An unique activity-mapping method (cFAMM) was established to 

evaluate mouse ocular dominance (OD) plasticity.  cFAMM was applied first to examine 

the effect of destruction of central aminergic system. It was found that noradrenaline (NA) 

and serotonergic (5HT) system differentially regulate OD plasticity.  In drebrin-knockout 

mouse, the visual evoked expression of c-fos was suppressed as in the mice with 

NA-depletion, suggesting drebrin plays cruicial role in the regulation of OD plasticity. 
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１．研究開始当初の背景 

生後発達初期の臨界期に適切な両眼入力
が与えられないと弱視の原因になることは
古くから知られており（視性刺激遮断弱視）、
神経眼科学的には、臨界期を過ぎ治療時期を
逸すると回復困難であると考えられてきた。
近年マウスを用いた眼優位可塑性の研究か
ら、成熟したマウスの視覚野でも単眼遮蔽の
効果が認められることが報告されてきてい

る。成熟した視覚野での可塑性と臨界期の可
塑性の細胞･分子機構の相違については、こ
れまで十分に検討されていない。1992 年に申
請者らは、当時眼優位可塑性を研究する為の
最適モデルと考えられていたネコの視覚野
を用いて、誕生直後からの暗室飼育によって
通常の臨界期を過ぎて１歳になった動物で
可塑性レベルが高く維持されていること、同
時にドレブリンの発現が増強していること
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を発見し、この分子の眼優位可塑性への関与
を示唆した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、発達期に発現が切り替わるド
レブリンが眼優位可塑性に重要な働きをし
ているとの仮説の基に、臨界期可塑性と成熟
視覚野での可塑性の分子メカニズムの相違
を明らかにすることを目的とする。今回の申
請研究では、分担者が開発したドレブリン A
ノックアウトマウスを用いて、この研究を飛
躍的に発展させることを目標とした。 
 

３．研究の方法 
 生後４週齢のC57BL6Jマウスの一側眼瞼を
ガス麻酔下に縫合遮蔽する。動物を２群に分
け、A 群は、遮蔽眼を B 群は正常眼の単眼視
覚刺激グループとする。単眼遮蔽１週間後に
再度ガス麻酔下にそれぞれ刺激眼と対側の
眼球硝子体腔に 5 mM テトロドトキシン溶液
1 µl を注入する。麻酔からの回復を待って、
抗生物質注入後、ケージごと暗室へ置き、24
時間暗順応させる。その後、実験室内の明環
境で一時間単眼視覚刺激を与え、致死量のバ
ルビツレート系麻酔薬の腹腔内注射の後、経
心灌流固定する。抜脳後、30% シュークロー
ス液中で凍結保護し、クライオシュタットを
用いて、後頭極から 20 µm 厚の連続切片を作
製する。抗 c-Fos 抗体  (Ab-5,Oncogene 
Science)を用いて免疫染色する。隣接切片を
チトクローム酸化酵素組織化学で染色し、第
1 次視覚野両眼性領域（Oc1B）を大脳皮質の
層毎に決定する。Oc1B 領域内の免疫陽性細胞
数を統計学的に推定する。 
  
４．研究成果 
(1) c-Fos Activity Mapping Method (cFAMM)
の確立 
 生後発達初期の感受性期内の単眼遮蔽の
効果を視覚刺激による最初期遺伝子 c-fosの
発現で評価する方法をラットを用いて確立
した。感受性期内に２週間片眼瞼縫合により
単眼剥奪し、その後単眼視覚刺激を与えた際、
視覚野に誘導される c-Fos陽性細胞数を計測
した（図１）。刺激眼と同側の第一次視覚領
両眼視領域 Oc1B の第４層におけるｃ−Fos 免
疫陽性細胞数をカウントすることで眼優位
可塑性を評価する事ができる。すなわち、感
受性期内に遮蔽されていた眼の刺激による
c-Fos 陽性細胞数は、コントロールラットの
単眼視覚刺激により誘導されるその数より
有意に少なく、逆に正常に視体験した眼の刺
激により誘導される c-Fos 陽性細胞数は、コ
ントロールの値に比べて有意に増加する
（Nakadate et al. 2012)ことが明らかにな
りマウスにおいても確認された（図２〜３）。 
 
(2) 中枢アミン系の破壊と眼優位可塑性 
 (1)の cFAMM をドレブリンノックアウトマ
ウスに適用する前に中枢アミン系を薬理学
的に破壊したラットにおける眼優位可塑性
について検討した。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 感受性期に２週間単眼遮蔽を施されたラットの

第一次視覚野における単眼視覚刺激により誘導される

c-Fos 免疫陽性細胞数の層別分布  

 大脳皮質層に対し垂直な幅 200µm の直方体(Bin)内の

免疫陽性細胞数を２〜３層（赤）、４層（緑）、５〜６層

（青）で示す。ラットは対側投射が有意であるため、視

覚刺激眼に対して対側の第一次視覚野第４層での c-FOS

発現が最も顕著である。刺激眼と同側の視覚野では両眼

視領域(Oc1B)でのみ発現が認められ、単眼視領域(Oc1M)

では発現が極めて低いことがわかる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 正常に視体験をした眼の刺激(Open Eye Stim.)に

より刺激眼と同側の第一次視覚野 Oc1B 領域に発現誘導

されるc-Fos免疫陽性細胞数は正常マウスの単眼視覚刺

激により発現する細胞数に比べ有意に増大する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 視覚を剥奪された眼の刺激(MD Eye Stim.)により

刺激眼と同側の第一次視覚野 Oc1B 領域に発現誘導され

るc-Fos免疫陽性細胞数は正常マウスの単眼視覚刺激に

より発現する細胞数に比べ有意に減少する。 
 
 
 
 



 これまで、眼優位可塑性の調節に重要な働
きをしていると報告されている中枢ノルア
ドレナリン、セロトニン投射系を選択的に破
壊するために、それぞれ   
N-(2-chloreethl)-N-ethyl-2-bromobenzyla
mine（DSP-4)、p-chlorophenylalanine (pCPA)
の末梢投与を行い、それぞれ dopamine beta 
haydroxylase (DßH)、セロトニン(5HT)に対
する特異抗体を用いて視覚野における両シ
ステムの選択的破壊を惹起する条件を明ら
かにした（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 選択的神経毒を用いて薬理学的に中枢ノルアド

レナリン系、セロトニン系を破壊したマウスモデルを作

成した。第一次視覚野 Oc1B 領域でのノルアドレナリン

(DßH）、セロトニン(5HT)繊維の免疫染色像を示す。DSP-4

の投与によりノルアドレナリン繊維が pCPA の投与によ

りセロトニン繊維が選択的に消失していることがわか

る。Ｄ．ニッスル染色像におけるスケールは 100µm で共

通。 
 
 感受性期にそれぞれの薬理学的処置と並
行して２週間の単眼遮蔽を施し、遮蔽眼と正
常眼の単眼視覚刺激を実施し、刺激眼と同側
第４層の c-Fos 陽性細胞を調べた（図５）。
薬理学的処置を受けた動物では、明らかに発
現のパターンが修飾されていることがわか
ったので、免疫陽性細胞数を計測し、統計処
理を行った（図６）。 
 
 ノルアドレナリン系を破壊した動物では、
遮蔽された眼の単眼視覚刺激により誘導さ
れる c-Fos 陽性細胞数は、正常視覚野で見ら
れるように減少するが、正常眼単眼刺激では、
感受性期の単眼遮蔽による増加が認められ
ず、抑制されている。興味深いことにセロト
ニン系を破壊した動物では、逆に正常眼の単
眼視覚刺激による増大は認められるものの、
遮蔽眼の刺激で通常認められる減少が見ら
れないことが分かった（図６）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 中枢ノルアドレナリン系、セロトニン系を破壊し

たマウスモデルにおける単眼視覚刺激により Oc1B 領域

第４層に誘導された c-Fos 

 無処置動物では、正常眼刺激により多くの c-Fos 陽性

細胞が認められるのに対し、遮蔽眼のスケールは 200µm

で共通。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 中枢ノルアドレナリン系、セロトニン系を破壊し

たマウスモデルにおける単眼視覚刺激により Oc1B 領域

第４層に誘導された c-Fos 免疫陽性細胞数の比較 

 *、＃、§はそれぞれ、単眼刺激群の比較、遮蔽眼刺

激群間の比較、正常眼刺激群間の比較を表しており、マ

ークの数は、１〜３でそれぞれ、p<0.05, 0.01, 0.001

を意味している。 

 
 
 これらの結果は、感受性期の単眼剥奪によ
る遮蔽眼刺激に反応する c-Fos陽性細胞数の
減少は中枢セロトニン系の働きによるもの
であり、正常眼刺激に反応する c-Fos 陽性細
胞数の増大は、中枢ノルアドレナリン系の機
能により担われていることが明らかになっ
た。 



また、これらの結果は、これまで仔猫を用い
て電気生理学的手法を用いて実施されてき
た眼優位可塑性研究の成果を支持するもの
である。今回、cFAMM という新たな手法を適
用してラット一次視覚野における眼優位可
塑性に中枢ノルアドレナリン系、セロトニン
系がことなる可塑的変化に協調して重要な
役割を担っていることを証明したものであ
る。 
 
(3)ドレブリンＥ及びＡのノックアウトマウ
ス(DX マウス）を用いた検討 
 
 DX マウスは、発達初期に主として発現する
ドレブリンＥと生後発現が切り替わり成熟
期に発現するドレブリンＡの両遺伝子のノ
ックアウトマウスである。海馬の LTD の異常
や嗅覚行動の異常が認められているが、視覚
系の異常については十分検討されていない。 
今回 cFAMMを用いて単眼視覚刺激の効果を調
べて見たところ、野生型のマウスと比べて免
疫陽性細胞数が著しく減少していることが
明らかになった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ ドレブリンノックアウト(DX)マウス(a, b)と野生

型(WT)マウス(c, d)それぞれの単眼視覚刺激によりOc1B

領域に誘導された c-Fos 免疫陽性細胞の比較 

 単眼刺激時に刺激眼に対して同側(ipsi, a and c)と

対側(contra, b and d)における染色の様子。a.のスケ

ールバーは200µmを示しており、すべてのパネルに共通。 

 
この結果は、研究代表者らが以前報告した

中枢ノルアドレナリン系に選択性を持つ神
経毒 DSP4 を投与した後に生じる c-fos 遺伝
子の発現抑制(Yamada et al., 1999)と同様
であり、ドレブリンは中枢ノルアドレナリン
と同様な眼優位可塑性調節に関与している
可能性が考えられた。その際、c-Fos 遺伝子
発現抑制の程度は DSP4 投与動物より大きい
ものと推測されることから単眼遮蔽による
正常眼の刺激による陽性細胞数の増大は、よ
り抑えられると想像できる。また、DX マウス

は、麻酔に対して脆弱性を示し（イソフルラ
ンによるガス麻酔）、単眼遮蔽術施行時に死
亡する例が多数見られたことから、今後さら
に検討を継続する必要があると思われる。 
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