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研究成果の概要（和文）：深麻酔下のマウスの大脳皮質において、フラビン蛋白蛍光差分イ

メージングで、視覚刺激のスピードアップに反応して描出される小領域に対し、確実に神

経トレーサーを注入し、かつその領域の入出力神経回路を的確に標識する手技を確立した。

さらに、これまで視覚刺激の動きに関与することが知られていなかった視床核を新たに見

出した。また、大脳皮質から上丘への投射は、小領域ごとに異なる層分布を示すことが明

らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：We have established procedures for the exact and efficient 
injection of the neural tracer into the individual cortical areas, which reacted to 
speed-up visual stimuli and were visualized by the differential flavoprotein 
fluorescence imaging in deeply anesthetized mice. We have firstly identified some 
thalamic areas with processing center of speed-up visual stimuli, and also found 
cortical areal distinct terminations in the superior colliculus. 
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１．研究開始当初の背景 

脳が活動すると酸素代謝が亢進し、電子伝
達系のフラビン蛋白は緑色蛍光を発する。こ
のフラビン蛋白蛍光を利用し、マウス大脳皮
質の活動領域を可視化したのが、経頭蓋フラ
ビン蛋白イメージングである。連携研究者ら
は、この原法を発展させ、特定の刺激の“変
化”に反応して神経活動性が“増加”する領
域を可視化する、“差分イメージング”を開
発した。研究開始当初は、この新たなイメー
ジング法により、視覚刺激のスピードアップ
に対して特異的に活動性が増加する視覚皮
質小領域が新たに同定されたたばかりであ

った。 

 

２．研究の目的 

（１）新たに同定された視覚刺激の“スピー
ドアップ”に強く反応する領域は、どのよう
な入出力回路を持っているのだろうか。この
ことがわかれば、“スピードアップ”情報処
理に関わる神経回路網が初めて明らかにさ
れうる。しかしながら、このイメージング法
では、大脳の表面の活動性しかわからないた
め、より深部の視床や脳幹部を含む情報処理
系の全容を知るには、別の手技が必要となる。 
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（２）申請者は、これまで、神経トレーサー
を生体脳の局所領域に注入し、神経細胞にそ
のトレーサーを取り込ませ、軸索突起あるい
は細胞体へと輸送させ、還流固定した動物の
脳でトレーサーを可視化し、局所領域の入出
力回路を明らかにする実験をおこなってき
た。この手技と“差分イメージング”とを組
み合わせ、特定の情報処理に関わる新たな神
経回路を機能解剖学的に明らかにする方法
を確立しようと考えた。 

 

 

３．研究の方法 

（１）イメージングで描出された領域の座標
決定 
 連携研究者のもとで、“差分イメージング”
法を用い、視覚刺激の“スピードアップ”に
反応するマウス大脳皮質の視覚性小領域を
描出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上図は右側大脳皮質を背側から見たもの

で、図の上が大脳の前方、図の下が大脳の後
方である。中央の暗く広い領域が V1、すなわ
ち１次視覚野で、視覚刺激の“スピードアッ
プ”に全く反応しない。黄色の領域が“スピ
ードアップ”に強く反応した領域で、赤い丸
で示している。V1 との位置関係から、この領
域は AL（前外側視覚関連領域）と考えられた。
スケールバーは 1mmを示す。 
引き続き、同じ動物の大脳皮質表面を同じ

カメラで明視野撮影したのが下図である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上図と対応する場所に赤丸を描いてある。こ
の赤丸の位置を、脳定位固定装置上の座標に

置き換え、トレーサーを注入すべき位置を決
定した。 
 
（２）トレーサーの局所注入 
頭蓋骨を局所的に除去した後、（１）で決

定した座標の位置へ、トレーサーを詰めたガ
ラス電極の先を刺入した（深さ１㎜未満）。
ガラス電極の先の口径は 40m 程度で、電極
の太い側は１l ハミルトン注射シリンジの
針先に接着され、注射シリンジのプラグによ
りトレーサーは圧注入された。トレーサーは、
神経細胞要素に取り込まれて順行性および
逆行性に運ばれる、ビオチン化デキストラン
アミンを使用した。注入後、マウスは麻酔か
ら覚醒させ、通常環境で飼育した。 
 
（３）トレーサーの可視化標本の作製、およ
びトレーサーが運ばれた領域の同定 
 ５～７日の生存期間の後、マウスを４％パ
ラフォルムアルデヒド液にて還流固定し、脳
を取り出し、２０％ショ糖液に沈めた。凍結
薄切装置、すなわちクライオスタットにて、
５０m 厚の連続横断切片を作製し、ナトリウ
ムリン酸緩衝液（PBS）に取った。３枚おき
に切片を集め、PBS で洗浄した後、ビオチン
化デキストランアミンと化学的に結合する
「アビジン―ビオチン―ペルオキシダーゼ
複合体」と反応させた。さらに、呈色物質で
ある DAB、過酸化水素と反応させ、ビオチン
化デキストランアミンを茶色に呈色させた。 
これらの切片をスライドグラスに載せ、乾燥
後、アルコール脱水、キシレン透徹を経て、
封入剤・カバーグラスで封入した。神経核を
明らかにするため、別の切片群では対比染色
を施した。 
 
（４）観察 
 光学顕微鏡によりトレーサー標識の明視
野観察をおこなった。 
まず、大脳皮質のトレーサー注入部を観察

し、大脳皮質内に限局していることを確認し
た。次いで、視床におけるトレーサー標識の
分布、上丘におけるトレーサー標識の分布を
確認し観察した。 

 
 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
上記３で述べた方法を確立したことで、機

能的特性が明らかな皮質領域について、その
機能発現の背景となる神経回路、すなわち入
力系と出力系とを明らかにできるようにな
った。 
差分イメージングにより、いろいろな刺激

変化に対応して反応性がアップする数々の
小領域を検出することができるようになっ



 

 

た。それら特異性の明らかな小領域はこれま
での研究では分離・同定されていなかったも
ので、本研究で確立された方法を用いれば、
それぞれの特異的回路網を新たに明らかに
することができる。 

 
上記３で示した、視覚刺激の“スピードア

ップ”に反応した AL（前外側視覚関連領域）
へトレーサーを注入した実験では、視床にお
いて、下図に示す領域に、標識神経細胞およ
び標識神経線維を観察することができた。 

 
 
この組み写真の上図は視床の弱拡大像、そ

の標識産物（茶色）の密な部分を拡大したの
が、下図である。スケールバーは 200μm。マ
ウス右側の視床で、図の右が外側、図の上方
が背側である。LPLR（吻側外側後外側核）の
腹側部分に標識産物（茶色）が密にみられた。
拡大図では、それらが、標識細胞体（矢印で
示す）および標識神経線維（茶色い点状の集
積）であることが確認された。すなわちこの
領域は、大脳皮質の AL へ投射し、かつ投射
を受ける場所、ということになる。LPLRのこ
の領域が、視覚刺激のスピードに関する情報
処理にあたる場所、ということは、本研究に
より初めて明らかになったことである。 
 
 視覚刺激の“スピードアップ”に反応する
大脳皮質の小領域は他にもあり、ALより前方

にある RL（吻側外側視覚関連領域）は、AL
に比べ、より速いスピードへの変化に反応す
る領域であることが差分イメージングによ
り明らかにされた。この領域へも上記同様の
方法でトレーサーを注入し、神経回路を明ら
かにした。 
 

 
 
この組み写真の上図は視床の弱拡大像、そ

の標識産物（茶色）の密な部分を拡大したの
が、下図である。スケールバーは 200μm。AL
で密な標識産物が観察されたレベルよりも
吻側の視床である。LPLR（吻側外側後外側核）
および LGd (外側膝状体背側核)より腹側の部
分で、VPM (内側後腹側核)の背側部に、標識
産物（茶色）が密にみられた。拡大図では、
それらが、標識細胞体（矢印で示す）および
標識神経線維（茶色い点状の集積）であるこ
とが確認された。この標識領域は、大脳皮質
の RL へ投射し、かつ投射を受ける場所、と
いうことになる。VPM 背側のこの領域が、視
覚刺激のより速いスピードに関する情報処
理にあたる場所、ということは、本研究によ
り初めて明らかになったことである。 
 
 
さらに、上丘を観察したところ、ALへの注

入例および RL への注入例ともに、上丘浅層
および深層に限局的に標識神経線維が分布
していた。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
写真はマウス右側の上丘で、図の右が外側、

図の上方が背側である。スケールバーは 200
μm。点線は、上丘の層を区切るもので、図
の上方の３つの層が浅層、それより下方の層
が深層である。標識産物（茶色）が浅層およ
び深層（矢印で示す）に分布していることが
わかる。上丘の浅層は、網膜から直接入力を
受ける場所で、視覚対象を「見る」機能に関
わる。上丘深層は、浅層からの視覚情報に加
え、様々な感覚入力を受け、運動系中枢へ出
力する場所である。本研究は、視覚刺激のス
ピードアップに関する情報処理を担う大脳
皮質 ALおよび RLが、上丘のこれらの層へ出
力していることを初めて明らかにした。 
 
（２）成果の国内外における位置づけ 
 大脳皮質における視覚情報処理に関わる
高次脳領域に関して、これまで、マウスとい
う小動物においてはほとんど機能的に明ら
かになっていなかった。ところが、最近、海
外の研究者らにより、カルシウムイメージン
グという本研究とは異なる方法により、視覚
刺激に対する異なる空間的および時間的機
能特性を有する小領域群が分離・同定されて
きている（Andermann ら、2011 年、Marshel
ら、2011 年）。多くの研究者が、次のステッ
プとして、それら高次脳領域をめぐる神経回

路網について興味をひかれるであろう。本研
究により確立された手技を用いた高次脳領
域の線維連絡の研究は、そのような科学者の
研究の一助となると考えられる。 
 
（３）今後の展望 
 差分イメージングにより、視覚刺激のスピ
ードアップ以外にも、視覚刺激の形状変化、
色調変化などに特異的活動性をしめす領域
が明らかになっており、今後、そのような領
域に関する神経回路網も明らかにされうる。 
 臨床におけるさまざまな視覚異常の神経
回路的な背景も徐々に明らかになると考え
られる。 
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