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                 概要

 メダカ（0rWαs’伽ρes）は、日本で古くから生物学の様々な分野で研究が行わ

れてきた実験動物であり、近交系が確立されている数少ない脊椎動物の1つであ

る。また、ゼブラフィッシュ（Dm1oκr1o）と並んで近年、遺伝子レベルの研究が

非常に進んでいる種の1つでもある。本研究の目的は、この有用な実験動物メダ

カを使って神経系の構築及び機能を遺伝子レベル、形態レベルで明らかにし、さ

らに電気生理レベル、行動レベルの解析へと役立てて行くことである。そこで、

本研究は解剖学的アプローチと遺伝学的アプローチの2方向から行った。

 解剖学的アプローチとしては成魚の脳神経の末梢分布と中枢分布を調べた。脳

神経は頭頸部の感覚器から脳への情報が通り、また脳から運動器への出力が送ら

れる経路であることから、この末梢分布と中枢分布の情報は脊椎動物の行動メカ

ニズムを研究する上で必要な基礎情報である。遺伝学的アプローチとしては突然

変異体の大規模作製を行い脳や脳神経の形態に異常を示す突然変異体をスクリー

ニングした。脊椎動物として初めて大規模な変異体スクリーニングが成功した種

は同じ小型硬骨魚類のゼブラフィッシュであるが、メダカでの大規模な突然変異

体スクリーニングは補完的な意味合いだけでなくメダカの持つ研究上の様々な利

点により重要な意味を持つ。

 本論文は研究の内容から三部構成にした。第一部では解剖学的アプローチとし

て成魚の脳神経の末梢分布を調べた研究について報告する。第＿部では解剖学的

アプローチのさらなるステップとして、成魚の脳神経の中枢分布を調べた研究に

ついて報告する。最後に第三部では遺伝学的アプローチとして行った大規模な突

然変異体作製について報告する。
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第一部

脳神経の末梢分布
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                 要旨

 メダカの成魚において、その全ての脳神経（嗅神経、視神経、動眼神経、滑車

神経、三叉神経、外転神経、顔面神経、第ハ神経、側線神経、舌咽神経、迷走神

経）の末梢分布を調べた。手法は実体顕微鏡下での標本の解剖である。標本には

非染色状態の固定標本を主に使用し、Sih1er染色で神経を標識した固定標本や神

経特異的にGFP（green刊uorescent prote1n）を発現する遺伝子導入メダカの生体標本

を補助的に用いた。この観察結果を基に脳神経の走行の様子を記述し、解剖図を

作製した。

 メダカの嗅神経は嗅球が終脳に接する無柄型であった。視神経は神経東が1束

の円筒形をしており完全交叉型であった。外眼筋のうち上直筋、内側直筋、下斜

筋、下直筋は動眼神経によって神経支配され、上斜筋は滑車神経、外側直筋は外

転神経により神経支配されていた。三叉神経、顔面神経、前側線神経は眼球の尾

側で結合し上眼窩神経幹、下眼窩神経幹、舌顎骨神経幹を形成していた。第ハ神

経は前半規管、水平半規管、後半規管、卵形嚢、球形嚢、壷嚢のそれぞれから延

びた神経東で構成され、前半規管、水平半規管、卵形嚢の神経東は一東になり前

方枝を、後半規管と壷嚢の神経東は一東になり後方枝の形状をとっていた。後側

線神経は、舌咽神経、迷走神経と後頭部で融合するが、すぐに分かれ胴部の背側、

背外側、外側の表面を尾側方向に延びる3本の神経東を形成していた。舌咽神経

と迷走神経は後頭部で融合した後、吻側方向に屈曲し4本の鰯弓、腹腔に伸び心

臓などの臓器に終末していた。

 以上のように、全ての脳神経に関して、このような小型魚類では例がない詳細

なレベルでの末梢の分枝の様子が明らかになった。メダカの脳神経の末梢分布は

他の棘鰭上目の魚と良く類似した物であった。
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                 序論

 硬骨魚類は脊椎動物の中でも最も多様な種類を持つ綱である。その数は25，OOO

種に及び現存する魚類の約96％を占めている（Ne1son，1994）。その中でも正真骨魚

類の棘鰭上目の魚は比較的新しい時期に派生した魚類であり、現在、最も種類が

多く、最も多様化している魚類である。メダカ（0rWos’伽ρes）は、この鯨鰭上

目の中のスメグマモルフ系に属する（Ne1s㎝，1994）。一方、ゼブラフィッシュ

（D舳jo附1o）はコイ（Cyρ舳〃s ooψo）、キンギョ（C〃。∬j〃s o〃α伽）、ナマズ

（〃α’〃〃sρmo吻舳）と共に比較的古い時期に派生した骨鯨類に属する（Ne1son，

1994）。

 硬骨魚類は、動物に共通して見られる基本的な行動、例えば捕食、逃避、交配

行動などを示す。のみならず種によっては社会行動のような複雑な行動も示す。

硬骨魚類の脳は前方から終脳、間脳、中脳そして菱脳といった脊椎動物に共通し

た構造を有している（e．g．lto and Yoshimoto，1991）。しかし、終脳は哺乳類のよう

に大きくなく、層構造も持たない（Yoshimoto and lto，2002）。特に小型魚類は各神

経核を構成する細胞数が他の脊椎動物に比べても少ない（R．Baker，pers㎝al

Comm㎜iCati㎝）。この事実は少ない神経数から構成される神経ネットワークでも、

生存に必要十分な機能を実現できることを示している。この観点からみると、小

型魚類は機能的な神経ネットワークの解析にとって適した動物であると言える。

メダカは成魚の体長が3cm程の小型硬骨魚であり、単純な逃避行動以外に、社会

行動、ユニークな生殖行動のようなより複雑な行動を示すことから、脳の高次機

能解析までカバーできる実験動物であると考えられる。これまでメダカの行動に

ついては多くの重要な観察がなされてきたが（Yamamoto，1975；Egami eCαム，1990；

lwamatsu，1997）、それがどのような神経回路に基づいて成立するものであるのか

一4一



はこれからの研究課題として残されている。

 脳神経は主に頭頸部の感覚器から脳への情報が通り、また脳から運動器への出

力が送られる経路であり、解剖学的解析を比較的容易に行える。さらに、動物が

行動する際に重要である視覚情報、音情報、嗅覚・味覚情報を感覚器から脳へ伝

達する経路は脳神経であることから、脳神経の末梢分布は脊椎動物の行動メカニ

ズムを研究する上で必要な基礎情報である。脊椎動物一般の脳からは12対（嗅神

経、視神経、動眼神経、滑車神経、三叉神経、外転神経、顔面神経、聴神経、舌

咽神経、迷走神経、副神経、舌下神経）の脳神経が存在するが、魚類や両生類で

は少し異なる。それは魚類や両生類の副神経は迷走神経に含まれており、舌下神

経は脊髄神経に含まれる、そして水中生活に特化した脳神経として、水の動きを

知覚する側線神経が存在する。脳神経の末梢分布は多くの魚類で調べられており

その分布の様子は概ね共通するが、系統分類学的な大きな区分によって違いが見

られるだけでなく、魚種による特徴も有することが分かっている。

 メダカの脳神経の末梢分布はこれまで一部について調べられている。成魚に関

してはFreihofer（1972）がSihler染色を用いて後側線神経を、lshikawa（1994）がニ

ューロフィラメントに対するモノクローナル抗体染色を用いて前側線神経を含む

側線神経を調べている。稚魚に関しては1shikawa and Hyodo－Taguchi（1994）が成魚

と同様に抗体染色を施し脳神経全般の末梢分布について報告している。つまり、

成魚において全ての脳神経の末梢分布が明らかになっているわけではなかった。

さらにメダカは近交系が確立されている実験動物である（Hyodo－Taguchi and

Sakaizumi，1gg3）が、Ishikawa eC〃．（1ggg）によればメダカの系統によって脳の形

態は異なっている。これまで調べられた系統は、成魚でわj－3沢系統、d－rR系統、HB12A

系統（Ishikawa，1994）、稚魚ではわj－3沢系統、d－rR系統であった（Ishikawa and
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Hyodo－Taguch1．1994）ため、大規模突然変異体スクリーニング（第二部参照）で使

用したCab－Kyoto系統での神経解剖学的解析の必要性が考えられた。そこで本研

究ではCab－Kyoto系統のメダカを用いて全ての脳神経に関して末梢の分布を記述

した。

一6一



                材料と手法

梶本

 メダカ（07yzjαs’α卵es）の南日本集団由来近交系Cab－Kyoto（Cab；Caro1ina

Biologica1Supp1y Company）系統（Furutani－Seiki e〃．，2004）を用いた。さらにCab

系統にトランスポゾンを用いた遺伝手導入法でGFPを導入したメダカ（Grabher eτ

〃．，2003）からスクリーニングされた、脳神経にGFPを発現する遺伝子導入メダ

カを使用した。

 魚は9Lのアクリルタンクに約30匹入れ、14時間一10時間の明暗周期、水温

26±1．C，pH7．O±O．5の条件下で飼育した。餌は一日2回、午前9時と午後1時に

ブラインシュリンプ（〃emjαsα〃〃α）と粉餅（Hikari Curst Guppy，Kyorin）を与えた。

このようにメダカを成魚（3ヶ月齢以上；体長2－3cm）になるまで飼育した。

固定模本の脳神経解剖

 メダカを氷冷した麻酔液（飼育水に3－amimbenzoic acid ethy1ester（MS222，Sigma）

を004％溶かしたもの）中で約5分間処理し麻酔した。麻酔のかかった魚を、潅

流台に移し虫ピンで仰向けに固定した。実体顕微鏡（MZ125，Le1ca）下で開胸し、

心央部にハサミ用いて少量の切開を加え、切開部から吻側方向に点滴用ガラス針

を挿入し、潅流固定液（2％parafo㎜aldehyde（PFA）m0．l M phosphate buffer（PB））

を流し約5分問潅流を行った。個体全体を固定液（4％P臥in0．1MPB）に浸け4℃

で最低2日間固定した。

 固定処理したメダカを固定液を満たした解剖台に、背側を上に向け虫ピンで固

定した後、実体顕微鏡下で固定液中のメダカをピンセットを用い頭頂骨、前頭骨

および後頭骨を除去し、個体ごとdimethy1su1foxide（DMS0）一methanol（DMSO：
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methanol＝1 1）中で1日処理した。その後固定液で2回洗浄し、新しい固定液で

満たした解剖台に、目的とする脳神経を露出しやすい体位で固定し、実体顕微鏡

下で解剖および観察を行った。各脳神経につき5体以上観察した。

Sih1er染色

 上記と同様に固定処理した魚の消化管、生殖器、肝臓、目の周りの皮膚をピン

セットで注意深く取り除き、メスで切って半身にした。標本を水道水に浸け、10－

14日間毎日水を交換し標本からP臥を取り除いた。トリプシン水溶液（1％trIpsm

（Wako）in飽和ホウ砂水溶液）に標本が透明になるまで浸けた（3－7日間）。標本を

2％KOH水溶液に移し自然光の下2日間浸けた。Sihler1水溶液（O．75％ch1ora1

hydrate，12．5％氷酢酸，12．5％g1ycerol）に移し2日間浸けた。Sih1erI1水溶液（O．75％

ch1oral hydrate，12．5％Eh1ich’s hematoxylin so1ution，12．5％g1ycero1）に1週間浸け染

色を施した。過度の染色を取り除＜ために15－30分間水道水に浸けた後、再度Sih1er

1水溶液に一晩浸けた。標本を25％g1ycero1（1日間）、50％glycerol（2日間）、75％

glycero1（3日間）、100％glycerolに111頁番に浸けていき透明化した。

脳神経特具的にGFPを発現する遺伝子導入メダカの脳神経解剖

 メダカを氷冷した麻酔液（飼育水1こ3－aminobenzoic acid ethyl ester（MS222，Sigma）

をO．04％溶かしたもの）中で約5分間処理し、十分な麻酔下にあることを確認し

た後、麻酔液を満たした解剖台に虫ピンで固定した。暗室中、蛍光を照射し実体

顕微鏡下でメダカを解剖観察した。
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図の制作

 実体顕微鏡で観察しながら描いたスケッチや実体顕微鏡に接続したデジタルカ

メラ（HC－300Z及びPhotograb300Z，Fujimm）で撮影した写真を基にGIMP

（http：〃wwwg㎞p．org）を使用し各脳神経ごとにレイヤを分けて描いた解剖図を作製

した。
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                 結呆

 実体顕微鏡下の観察では、脳の概観上、全ての部位は大きさ、形、位置とも左

右対称であった。視蓋は他の部位に比べて大きく、太い視神経に対応していた。

終脳は視蓋の約1／4の体積を、小脳は脳全休の約1／20程度の体積を有していた。

迷走葉と脊髄はほとんど膨大していなかった（図1A，B，C）。脳神経は吻側から尾

側方向に嗅神経、視神経、動眼神経、滑車神経、三叉神経、外転神経、顔面神経、

前側線神経、第ハ神経、後側線神経、舌咽神経、迷走神経の順で左右一対ずつ脳

から出ていた。脳神経末梢の走行も概ね左右対称であった（図2A，B，C）。以下か

らは脳神経の末梢分布の特徴を基に区分し、末梢分布の様子をより詳細に記載し

た。

噴神経

 実体顕微鏡下の観察では、眼球の吻側、口腔のやや背外側にある鼻腔内の噴上

皮より始まり終脳の前方腹側部にある嗅球に入っていた（図3A，B）。すなわちメ

ダカの嗅神経は無柄型であった。

視神経

 実体顕微鏡下の観察では、視神経は左右の眼球裏の中心より始まり、終脳と間

脳の境界部付近の腹側部の正中線上で交叉し（視交叉）、視索となって脳に入り、

視蓋に達していた（図4A，B）。すなわちメダカの視神経は完全交叉型であった。

神経東は1束の円筒形であった（図4C）。交差での背腹位置の関係は、25個体中

左視神経が背側である個体が12匹、有視神経が背側である個体が13匹と左右に

偏りはなかった。
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動眼神経

 実体顕微鏡下の観察では、動眼神経は中脳腹側部から脳を出て、脳の外側部の

表面に沿って吻腹側方向に伸びていた。そして、頭蓋の吻腹部を構成する副蝶形

骨（Iwamatsu，1997）の尾側基部にある子Lを通り頭蓋から出ていた。その後、動眼

神経は眼窩尾側で4つに分枝しそれぞれ上直筋、内側直筋、下斜筋および下直筋

に終末していた（図5A，B，C、赤）。上直筋は視交叉のやや後方（副蝶形骨の中央

部にみられる関節状部分）より始まり、吻背外側に伸び眼球の背側部、吻尾中央

に付着していた（図5A，C、ピンク）。内側直筋は副蝶形骨の中央部より始まり、

吻外側1こ伸びて眼球の吻側部、背腹中央に付着していた（図5A，B，C、黄色）。下

斜筋は口蓋骨の背側部内側端に始まり、尾腹外側に伸びて眼球の腹側部、吻尾中

央に付着していた（図5B，C、紫）。下直筋は上直筋と同じく副蝶形骨の中央部よ

り始まり、吻腹外側に伸び眼球の腹側部、吻尾中央に付着していた（図5B，C、オ

レンジ）。

講草神経

 実体顕微鏡下の観察では、滑車神経は動眼神経のやや尾背側の中脳外側部から

脳を出て、脳の外側部の表面に沿って吻側方向に伸びていた。そして、滑車神経

は副蝶形骨の尾側基部にある孔を通り頭蓋から出ていた。眼窩の尾側部に出た滑

車神経は、すぐに吻背側方向に曲がり眼球の背側部表面に沿って伸び、上斜筋に

終末していた（図5A，B，C、青）。上斜筋は口蓋骨の背側部内側端に始まり、尾背

外側に伸びて眼球の背側部、吻尾中央に付着していた（図5A，C、シアン）。
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外転神経

 実体顕微鏡下の観察では、外転神経は菱脳の腹内側部から脳を出て、脳の腹側

部の表面1こ沿って吻側方向に伸びていた。外転神経は副蝶形骨の尾側基部にある

孔を通り頭蓋から出るとすぐ近くにある外側直筋に終末していた（図5B，C、緑）。

外側直筋は副蝶形骨の中央部から始まり、外側に伸び眼球の尾側部、背腹中央に

付着していた（図5A，B，C、黄緑）。

三叉神経、頭面神経、前側線神経

 実体顕微鏡下の観察では、三叉神経は菱脳の外側部から脳を出て吻側に伸びて

いた（図6A，B，C）。顔面神経は三叉神経のやや尾側から吻側に伸び、三叉神経の

外側を並走していた（図6A，B，C）。前側線神経は菱脳の外側部、顔面神経より尾

背側の位置から脳を出て吻側に伸びていた（図6A，B，C）。これら3対の脳神経は

眼球の背尾側で結合組織により1束にされ蝶耳骨を通過していた（図6A，B，C）。

蝶耳骨通過後、眼球の尾背側に前神経節と思われる膨隆部が見られた。前神経節

からは大きく分けて3本の分枝が伸びていた。1つ目は眼球の背側部を吻側に走

行する上眼窩神経幹、2つ目は眼球の腹側部を吻側に走行する下眼窩神経幹、3

つめは眼球尾側のすぐ後方から体表近くに移動し、体表に沿って腹側方向に下顎

の眼球腹側位置まで伸びている舌顎骨神経幹である（図6C）。

 実体顕微鏡下の観察では、上眼窩神経幹は眼球の背側部で体表面への分枝を出

しながら上顎先端まで達していた。上顎先端の終末の様子は遺伝子導入メダカの

実体蛍光顕微鏡観察で確認できた。

 実体顕微鏡下の観察では、下眼窩神経幹は前神経節から出た後すぐに、内側の

比較的太い上顎下顎枝と外側の比較的細い神経東に別れていた。上顎下顎枝は眼
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球の腹側部で上顎に伸びる上顎枝と下顎に伸びる下顎枝に分枝していた。外側の

比較的細い神経東は眼球の尾腹側部と腹側部で腹側方向に1本ずつ分枝を伸ばし、

主神経東は下顎先端まで達していた。遺伝子導入メダカの実体蛍光顕微鏡下での

観察では、これらの分枝からさらに細かく分枝が伸び体表に終末している様子が

確認できた（図6G，H）。

 実体顕微鏡下の観察では、舌顎骨神経幹は前神経節から外側に伸び体表近くに

出た後、腹側方向に伸びていた。その後、眼球尾側で尾腹側方向に鰯豊後端まで

伸びる。pecu1ar ramusが分枝していた。眼球の腹尾側で吻側（pa1atine ramus）と尾

側に分枝を伸ばしていた。眼球の尾側には溝器が存在し、内部に側線感覚器であ

る礼器が存在する（lsh1kawa，1994，lwamatsu，1997）が、遺伝子導入メダカの実体

蛍光顕微鏡下での観察では、この子L器へ投射していると思われる様子が観察でき

た（図6F）。

 遺伝子導入メダカの実体蛍光顕微鏡下での観察では、さらに前神経節から他に

2本の細い分枝が伸びていることも分かった。1つは眼球の外側部表面に伸び吻側

と腹側に分枝し、それぞれから細かく分枝を伸ばし角膜に終末していた（図6E）。

もう1つは外側に伸び体表を背側に伸びた後、吻尾に分枝し体表の背側部に終末

していた。

第ハ神経

 実体顕微鏡下の観察では、メダカの内耳（膜迷路）は菱脳の外側に存在し、吻

尾の範囲は吻側端が眼球のすぐ尾側、尾側端が迷走葉の尾側端と同じ高さであり、

背腹の範囲は脳とほぼ同じであった（図7A）。鯨（浮き袋）は内耳から尾腹側に

遠く離れており、特に機械的な連結は見られなかった。膜迷路内には三つの耳石
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系が存在し、最大の球形嚢（図7B，C、緑）は後脳側面に位置しその吻側と近い尾

側にそれぞれ卵形嚢（図7B，C、オレンジ）、壷嚢（図7B，C、シアン）が位置し

ていた。球形嚢及び壷嚢には内側部すなわち垂直方向に、卵形嚢には腹側部すな

わち水平方向に耳石と接合している聴斑があった。卵形嚢と球形嚢を背側でつな

いだ管が前半規管（図7B，C、赤）、球形嚢と壷嚢を背側でつないだ管が後半規管

（図7B，C、青）、卵形嚢と壼嚢を外側でつないだ管が水平半規管である（図7B，C、

ピンク）。前半規管と水平半規管の前方、球形嚢の近くは管が大きく膨らんでおり、

有毛細胞が局在すると思われる膨大部稜があった。後半規管の後方、壼嚢の近く

も管が大きく膨らんでおり、膨大部稜があった。

 実体顕微鏡下の観察では、第ハ神経は菱脳の外側部、前側線神経の腹側から脳

を出て吻側に伸びる第ハ神経削方杖と、訓方杖の尾側から脳を出て外側に伸び球

形嚢の聴斑に入る球形嚢枝（図7D，E、緑）と、球形嚢枝の尾側から脳を出て尾側

に伸びる第八神経後方枝から構成されていた。則方杖は球形嚢の手前で、内側に

分枝し前半規管の膨大部稜に入る前半規管枝（図7D，E、赤）と、そのまま球形嚢

の聴斑に入る球形嚢枝（図7D，E、オレンジ）と、外側に分枝し水平半規管の膨大

部稜に入る水平半規管枝（図7D，E、ピンク）に分枝していた。後方枝は壷嚢の手

前で背腹に分枝していた。腹側方向の壷嚢枝（図7D，E、シアン）は幅が広く、そ

のまま壼嚢の聴斑に入り、背側方向の細い後半規管枝（図7D，E、青）は屋外側に

伸びた後、後半規管の膨大部稜に入っていた。

後側線神経

 実体顕微鏡下の観察では、後側線神経は前側線神経の尾側から脳を出て尾側方

向に伸びていた（図8C）。後側線神経は舌咽神経、迷走神経ととも1こ球形嚢背外
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側で結合組織により一東にされ後頭骨を通過するが、それらとはすぐに分かれ屋

外側方向に伸びていた。後側線神経は体表近く、胸鰭の付け根の背側位置で三本

に分枝する。即ち、胴体外側表面の背腹中央部を吻尾方向に尾鰭まで真っ直ぐ伸

びる後側線神経外側枝（図8A，B、オレンジ）と胴体表面を一端背側方向に走行

し背側表面の中央部で尾側方向に折れ曲がり脊髄に沿って尾鰭まで真っ直ぐ伸び

る後側線神経背側枝（図8A，B、青）、そしてこれら二本の中間を走る後側線神経

背外側枝である（図8A，B、緑）。これらは遺伝子導入メダカの実体蛍光顕微鏡下

での観察でも確認できた。

舌咽神経、迷走神経

 実体顕微鏡下の観察では、舌咽神経、迷走神経ともに後脳後部側面から脳外に

伸び、球形嚢背外側で結合組織により1束になっていた（図9A，B）。その後の分

椥こは、吻側方向に屈曲し4本の鰯弓に伸びるものと腹腔に伸び心臓などの臓器

に終末するものがあった（図9A，B）。しかし、これらを明確に区別することはで

きなかった。

一15一



                 者寮

 魚類では魚種によって、その生活環境や行動形態の違いから特定の感覚能力が

発達しており、それが脳においては発達している感覚に関わる領域の膨大という

形態学的特徴を示す（lto，2002）。ウナギでは嗅球に、コイでは迷走葉に、ニザダ

イでは小脳に、ホウボウでは脊髄に膨大が見られる（lto，2002）。この観点からす

るとメダカでは視蓋が最も大きく発達していることから視覚が発達している種で

あると考えられる。

農神経

 ヒトでは噴上皮上にある受容細胞である嗅細胞から軸索がのび、筋骨の穴を通

り近傍にある嗅球内の僧帽細胞の樹状突起とシナプス結合をする。僧帽細胞の主

軸索は終脳外側の狭い領域を尾側に向かって伸長し，嗅索と呼ばれる軸索の東を

形成する。魚類でもキンギョ、コイ、ナマズなどの骨鯨類ではこのような形態（柄

型）を取る（図3C）が、魚類一般には嗅細胞から嗅球までの距離が長く逆に嗅

球から終脳までの距離は短く、ほぼ接する無柄型である（Yoshimotoandlto，2002）。

メダカは嗅球が終脳腹側に接する無柄型であった。

視神潅

 メダカの視神経は円筒形であった（図4C）が、骨鯨類コイ科の魚やスズキ型

魚類シクリッド科の魚では視神経の断面がリボン状（図4D）をしている（Vanegas

H and Ito H，1983）。視神経の東は左右一東ずつのまま背腹に完全交差していたが（図

4B）、骨鯨類コイ科のゼブラフィッシュでは視交叉付近で左右とも河東かに分枝

し組み合った（指を組むような）父差を形成する（図4E）。
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眼神経、講軍神経、外転神経

 これらの神経については、メダカ稚魚においても報告（Ishikawa and Hyodo－

Taguchi，1994）があり、成魚でもその神経支配の様子は同じであった。また他の硬

骨魚類のコイ（Lu1tenandD1」kstra－deV11eger，1978）、カサゴ（スズキ型魚類）（Lenard

andWi11is，1979）、キンギョ（Grafand McGurk，1985）、カレイ（スズキ型魚類）（Graf

and Baker，1985）、弱電気魚（オステオグロッスム類）（Szabo eC〃．，1987）、カワハ

ギ（スズキ型魚類）（Somiyae〃．，1992）とも異ならない。

三叉神経、顔面神経、前側線神経

 これらの神経についてはメダカ成魚でもlshiwaka（1994）が、詳細な解剖学的報

告を行っている。しかし、今回、トランスジェニックメダカの実体蛍光顕微鏡観

察によって新たな知見があったので列挙する。

 眼球上皮に終末する分枝が新たに発見された。眼球は黒いためlshikawaの行っ

た抗体染色ではこの分枝を確認することが出来なかったのであろう。

 頭部の側線は6本（rostral comissure，antorbita1nne，horizonta11ine，anterior

mandibuIarline，v㎝tralorbita11ine，1oweropercular1ine）から成り、Ishiwaka（1994）は、

それぞれの神経支配をrostra1co㎜ssureは上眼窩神経幹によって、antorbIta11meは

下眼窩神経幹によって、hor1z㎝ta11meは前側線神経外側枝と舌顎骨神経幹によっ

て、anterior mandibu1arline，ventral o舳a11ine，loweropercu1ar lineは舌顎骨神経幹に

よってされていると記述し、しかしながらloweropercular1meが下眼窩神経幹によ

って神経支配されている可能性も示唆していた。今回の観察では1ower opercuiar

lmeに終末すると思われる分枝が下眼窩神経幹に見つかった。
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 Bartheld and Meyer（1985）が報告した3種のスズキ型魚類（B1e㎜iidae and

Hexagramm1dae）では三叉神経節は訓神経節の一部ではなく、顔面神経節、前側線

神経節と別れており、三叉神経節もまた2つ（眼神経節、上顎下顎神経節）に別

れている。しかし、キンギョを初め、多くの硬骨魚類では、胚形成時に三叉神経

の神経節は前側線神経と顔面神経の神経節と融合し、前神経節と呼ばれる神経節

複合体を形成する（Landacre，1910；Fi㎎er，1976；Luiten，1979；Puzdrowski，1988）が、

メダカでも同様であった。Ishikawa（1999）の報告によれば、稚魚でもすでにこの

神経節複合体が形成されている。

 メダカの上限枝は上顎末端まで伸びているが、キンギョでは末端までは伸びず

鼻腔付近で終末している（Puzdrowski，1988）。これは単純にメダカの口が上向きで

上顎の端までの距離が短いことによるのかもしれない。

第八神経

 メダカの鰐は内耳と機械的な連結を持っていないが、マイワシやカタクチイワ

シでは鰐1の先端から細い管が突出して膜を介して内耳と接する。また骨鰐1類では

内耳と鰐の間は、4個の小さな骨が靭帯によって鎖状になった器官（ウェーバー

器官）で連結している（Popper，1983）。このような連結を持つ魚は聴覚が優れてい

る。

検側線神経

 Fre1hofer（1972）に7種の硬骨魚類をSlh1er染色し観察した結果があり、そのう

ち1種がメダカである。それによると外側枝（Freihofer（1972）ではhorizonta1septum

1atera11ine nerve）には腹側方向に伸びる分枝（pectora1ventral ramusと4本のventral
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Segm㎝ta11atera11ine rami）が記載されている。しかし遺伝子導入メダカの実体蛍

光顕微鏡下での観察でも、Sihler染色の結果でも確認できなかった。腹側には一

般側線器らしきものは確認されているので（Yasuoka eC oム，2004）染色条件が最良

ではなかったのであろう。

舌咽神経、迷走神経

 これらの分枝は多岐にわたっており、且つ体深部に入り込んでいるためその走

行の全てを追うことが出来なかった。はっきりと確認できたのは吻側方向に4本

の鰯弓へと伸びる4分枝と尾側方向に内臓へと伸びる2分枝だけであった。これ

ら以外に一般には、舌咽神経成分として口腔81』部の粘膜に分布する分枝や迷走神

経成分として咽頭を支配する咽頭枝の存在が知られている（Funakoshi，2002）がい

ずれも確認できなかった。

給括

 以上のように全ての脳神経の末梢分布を調べた結果、詳細な解剖図が得られた。

この結果は、メダカを使った電気生理学的解析や突然変異体解析に役立つであろ

う。特にメダカは現在、脳研究のモデル生物として注目されており、このような

解剖学的基盤は重要な意味を持つ。

 しかし、今回一部の脳神経においてはその神経東の区別が明確にできなかった

ものがある。これらは今後、脳神経根にトレーサーをインジェクションし脳神経

を標識した後、全身切片を作製するなどしてさらに詳細こ記載する必要がある。
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第二部

    脳神経の中枢分布

視神経、動眼神経、滑車神経、外転神経

一35一



                 要旨

 メダカの視神経及び動眼神経、滑車神経、外転神経に対して、個別にトレーサ

ーとしてbiocytinを注入し標識した後、脳の凍結切片を作製し光学顕微鏡下で観

察することで、各脳神経の中枢投射と運動ニューロンの分布を調べた。

 メダカの視神経は完全交叉型であり、脳内の8種類の神経核（視交叉上杉、浅

視蓋前域核、視床背外側核、視蓋前域背側部、視蓋前域腹側部、後交連核、副視

東核、視蓋）に終末し、向網膜系神経細胞は6種類の神経核内（終神経節、視索

前野、視床背外東核、視蓋前域背側部、視蓋前域腹側部、後交連核）に確認でき

た。視神経の中枢での終末と細胞体の分布は他の頼鰭上目の魚とよく似ていた。

 動眼神経の運動ニューロンは末梢の神経東に対してそのほとんどが同側で、中

脳の内側縦東の背内側に局在していた。滑車神経の運動ニューロンは末梢の神経

東に対して対側で、中脳の内側縦東の背外側に局在していた。外転神経の運動ニ

ューロンは末梢の神経東に対して同側で、菱脳の網様体の腹側に局在していた。

この分布は硬骨魚類で共通しておりメダカもまた例外ではなかった。
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                 序論

 小型硬骨魚類であるメダカは、機能的な神経ネットワークを解析することに適

した実験動物である（第一部序論参照）。硬骨魚類において脳の解剖学的解析は

様々な魚種を用いて行われ、多くの貴重な知見が得られてきた（Dav1sandNorthcutt，

1983；ItoandYoshimoto，1991；Uematsu ec〃，2002）。比較神経学な見地からは、魚種

による脳の形態学的な多様性が着目され、この脳の多様性は、主として体性感覚

区の局所的な膨大によるものであると言われており、種固有の生態的地位や外部

環境によって、その種が受容しうる情報の種類や受容頻度が異なることと、魚の

脳の形態学的多様性との関係が示唆されている（lto and Yoshmoto，1991，lto，2002）。

メダカに関してはAnken and Bourrat（1998）やIshikawaeταム（1999）によって脳の

アトラスが作られている。しかし、これらは主に、脳の切片にBodean及びNiss1

染色を施し細胞構築学的な解析を行った結果によっており、メダカの脳神経の中

枢投射や運動ニューロンの分布は標識実験で調べられてはいない。

 メダカの中枢神経系を研究する土台として、脳神経の連絡を調べる一連の研究

を開始した。脳神経は脳に感覚情報を送ると共に筋を直接支配する、いわば脳の

情報の出入り口である。メダカ（目高）はその名前が示すように、眼球が大きく、

頭部の上端から飛び出しており、水面近くを遊泳して餌を探索する行動を示す

（Yamamoto，lg75；Egami efαム，1ggo；Iwamatsu，1997）。すなわち、視覚に大きく依存

する種と思われる。このことは脳や脳神経の形態学的な特徴からも支持された（第

一部考察参照）。そこでまず始めに、視神経及び眼球運動を支配する脳神経（動眼

神経、滑車神経、外転神経）の中枢投射と運動ニューロンの分布をbiocytinによ

るトレーサー実験法を用い各脳神経を標識することで調べた。
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                材料と手法

模本

 メダカ（0ryz1αs’α卵es）の南日本集団由来近交系Cab－Kyoto（Carolina Bio1ogica1

SupplyCompany）系統（Furutani－Seiki e〃．，2004）を用いた。

 魚は9Lのアクリルタンクに約30匹入れ、14時間一10時間の明暗周期、水温

26±1℃、pH7．0±0．5の条件下で飼育した。餌は一日2回、午前9時と午後1時に

ブラインシュリンプ（〃e〃αsα伽α）と粉餅（Hikari Curst Guppy，Kyorin）を与えた。

このように飼育したメダカの成魚（3ヶ月齢以上；体長2－3cm）17匹をbiocytin

インジェクションに使用した。

麻酔とインジェクション後の処置

 メダカを氷冷した麻酔液（飼育水に3－aminobenzoic acid ethy1ester（MS222，Sigma）

を0．04％溶かしたもの）中で約5分間処理し麻酔した。麻酔したメダカを解剖台

に移し虫ピンで固定した。乾燥を防ぐため体幹部を飼育水で湿らせた紙（キムワ

イプ，Kimber1y－C1arkCorporation）で覆った。以下の脳神経にbiocytinをインジェク

ションする手技は、実体顕微鏡下（MZ12．5，Leica）で作業を行った。インジェク

ション後は、乾燥を防ぐために体表をキムワイプで覆い時折水をかけて30分待ち、

魚を水槽に戻し1日飼育した。

視神経の模議

 7匹のメダカを使用した。視神経を露出するために、左目と眼窩の間の皮膚を

切り、上斜筋と上直筋を切り、眼球の付近で視神経を切り、虫ピンで眼球を刺し

止めた。眼窩にある水分をキムワイプで取り除いた後、視神経切断面にbiocytin
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結晶（ε一biotinoy1－L－1ysine，Mo1ecularProbe）を留置した。

動眼神経の模識

 4匹のメダカを使用した。動眼神経を露出するために、左目と眼窩の間の皮膚

を切り、下斜筋、下直筋、外側直筋を眼球との付着部付近で切り、眼球を吻背側

に返し、虫ピンで眼球を刺し止めた。眼窩にある水分をキムワイプで取り除いた

後、眼窩内の尾側部で、上直筋、下斜筋、下直筋、内側直筋に分枝する手前の動

眼神経に1－2叫のbiocytin水溶液（3％biocytin in O．05M Tris buffer，pH7．2）を、

PL1－1OO Pico－lnjector（Harvard／Medical Systems）を使って空気圧によりインジェク

ションした。

講草神経の欄議

 5匹のメダカを使用した。滑車神経を露出するために、左目と眼窩の間の皮膚

を切り、眼球を腹側に少し返し、虫ピンで眼球を刺し止めた。眼窩内の背側部に

見える上斜筋に終末する手前の滑車神経に動眼神経の実験と同じ手法で、biocytin

水溶液をインジェクションした。

外転神経の欄議

 1匹のメダカを使用した。外転神経を露出するために、左目と眼窩の間の皮膚

を切り、下斜、下直、外側直筋を眼球との接合部付近で切り、眼球を吻背側に返

し、虫ピンで眼球を刺し止めた。眼窩内の尾側部、外側直筋に終末する外転神経

に動眼神経の実験と同じ手法で、biocytin水溶液をインジェクションした。
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固定処理

 メダカを氷冷した麻酔液中で約5分間処理し、麻酔した。魚を潅流台に移し、

虫ピンで仰向けに固定した。実体顕微鏡下で開胸し、心臓を露出した。心尖にハ

サミ用いて少量の切開を加え、切開部から吻側方向に点滴用ガラス針を挿入した。

2％paraformaldehyde（P臥）in O．l M phosphate bu肝er（PB）を流し約5分間潅流を行

った。脳を取り出し4％PFA，0．5％glutara1dehydeinO．l MPBに漬け4．Cで一日以

上固定処理した。

凍結切片の作製と染色

 medaka脳の固定標本を30％sucrosein0．lMphosphatebufferに移し替え4℃で12

時間おいた。試料を、37．Cに調整した包埋液（ge1atin15％（w／v），sucrose5％（w／v）in

0．l M PB）中に包埋し、一20．Cに温度調節したクライオスタット内で冷却した。脳

はクライオスタットで50μmの横断切片を連続的に切り出した。切片は48－well

p1ate（底をくり抜いた後、網で覆った物）に個別に入れ、以下の手順で染色を施

した。

 まずO．lMphosphatebuffersaline（PBS）（0．9％NaC1）で1O分間リンスした。次に

70％methano1，3％H．0。水溶液に1O分間浸けた。O．1M PBSで8分間、2回流い

avidine－biotincomp1ex（ABC）水溶液（1％ABC（Streptavidin BiotinComp1ex

peroxidasekit，Naca1aiTesque），O．4％Triton－X－1OOin0．1MPBS）で3時間反応させた。

50mMTris－Hαで5分間3回洗った後、diaminobenzidine（DAB）溶液（6x1OI4％DAB，

0．4％ammonium nicke1（II）suifate hexahydrate，and3xlO14％H202in distiHed water）に

発色するまで浸けた（約5－10分間）。1OO mM Tris－HC1で5分間、3度洗い発色反

応を止めた。染色した切片は1度蒸留水で洗いs11an coated s11des（super frost wh1te
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MAS；Matsmami）上に切断j11則こ並べて一日以上乾燥させた後、O．1％cresyl vio1etを

用いたCounterStaining（Niss1staining）を行った。

図の制作

 写真は光学顕微鏡（AX80，O1ympus）に接続したデジタルカメラ（D円0，

Olympus）で撮影しコンピューターに取り込んだ。明るさとコントラストのみを

Adobe Photoshop（Adobe）で調節した。線画は光学顕微鏡に取り付けたカメラルシ

ータを用いて描画した。
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                 結果

 最初に視神経の解析結果を1）視交叉の交叉パターン、2）順行性に標識された

パターン（Retinofugalsystem）、3）逆行的に標識されたパターン（向網膜系）の順

に述べる。次に外眼筋を神経支配する脳神経の解析結果を述べる。

視神経

1．祝交叉

 視神経の標識線維は視交叉に向かい、全ての標識線維が正中線を越えていた。

視交叉を越えた標識線維は視索となって反対側の脳に入っていた。すなわち、メ

ダカの視神経は完全交叉型である。

2．R6tim血gal syst6m

a．視索前野

 視交叉を横切った直後背側に向かい脳に入る小線維東が見られた。この線維東

は視交叉の言上にある視交叉上杉に終わっていた（図1C，2A）。視交叉上杉の終

末は、吻側はnuc1eus entopeduncu1arisの高さから、尾側は手綱の吻側端の高さま

で見られた。視交叉上杉に見られた標識線維の一部は、手綱の高さでCom㎜SSura

㎜nor of Ish1kawa ec〃（1999）で再度交叉し、インジェクションと同側の視交叉上

椥こ終末を形成していた（図1C）。

b．視床、視査前域

 視交叉から屋外側に向かう標識線維は背側に曲がり1束の太い視索を形成する

が、その後分枝を出しながら視床や視蓋前域、視蓋に終末していた。視索は視床、
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視蓋訓域背側部、視蓋に終わる視索背内側部と視蓋前域腹側部、副視索核、視蓋

に終わる視索腹外側部に分けられた。

 手綱の高さで視索の背外側に局在する浅視蓋前域核に密な終末領域が観察され

た。標識線維はこの核の表層部のニューロパイルに特に密に終末していた（図1C，

2B）。

 同様のレベルで、視索から背内側に向かう線維東が分岐し終末領域を形成して

いた（視床背外側部；図1C）。より尾側の手綱が最も大きく見える高さでは、こ

の終末領域、視床背外側部が背腹に最も広がり、終末の分布は非常に密であった

（図1D，2C）。

 視床背外側部に見られる線維は尾側に続き後交連の腹外側部にも終末領域（後

交連核）を形成していた（図1E，2D）。一部の線維は後交連で交叉し、インジェ

クションした同側の後交連核に終わっていた（図1F）。

 視索背内側部の線維の一部は視蓋に向かう途中で、終末領域を形成していた（視

蓋前域背側部；図1D，2D）。視蓋前域背側部の腹側にも視索からの線維が形成す

る終末領域（視蓋前域腹側部）が見られた（図1D，E）。

C．副視索核

 視蓋前域腹側部を通り抜けさらに尾内東側に伸びる線維東が見られた。これら

の標識線維は後交連核の腹側の副視索核に終末していた（図岨2G）。

d．視竃

 最大の網膜の投射先は視蓋である。視索背内側部は背内側部から、視索腹外側

部は腹外側部から視蓋に入っていた（図1D）。メダカの視蓋は硬骨魚類に共通し
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て見られる六層構造を有していることが明らかにされている（1sh1kawaeCo’，19gg）。

標識線維は主に視神経繊維層と浅繊維灰白層を走行し終末していた。標識線維の

一部はより深い層である中心白質層にも終わっていた（図2H）。浅繊維灰白層は

標識線維の走行の密度により、密度の濃い表層と密度の薄い深副こ別れているよ

うに見えた。

3．内編模系

 メダカでは網膜に投射する標識ニューロンが、6つの神経核に確認できた。終

脳の終神経節、視索前野網膜投射核および終末領域でもある視床背外側部、視蓋

前域背側部、視蓋前域腹側部、後交連核である。

 終神経節は終脳腹側野腹側部に存在する大形のニューロンの集団であった（図

1A，3A）。標識された細胞体の形は梨状もしくは卵形であった。終神経節の標識ニ

ューロンからの線維は背尾側に延び手綱の吻側端の高さで腹外側に曲がり、視索

と合流していた（図1C）。

 視索前野網膜投射核内には約20個の標識ニューロンが、視索訓野と視索との境

界付近に見られた（図1B）。視索同1』野網膜投射核の標識細胞の形は卵形であった。

尾側にいくに従って、視索則野網膜投射核の標識ニューロンは背側に分布するよ

うになり、視床背外側部に達する（図1C，3B）。すなわち視床背外側部の標識ニ

ューロンは視索前野網膜投射核の標識ニューロンと続いている様に見えた（図

1C，D，3C）。視床背外側部の標識ニューロンの形状は梨状もしくは卵形であった。

視床背外側部のすぐ尾側に位置する後交連核にも少数の卵形の標識ニューロンが

見られた（図3D）。大きさは他の領域の標識ニューロンに比べて小さかった。視

索前野網膜投射核から外側にも少数の卵形した標識ニューロンが見られ、視蓋前
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域腹側部に続いていた（図1D）。視蓋前域背側部にも標識ニューロンが1つだけ

あった（図1D）。

外眼筋を神経文記する脳神経

 動眼神経核は外側陥凹の尾側部の高さで、中脳被蓋の背内側部こ存在し、内側

縦東の背内側に沿って局在していた（図4A，B）。ほとんどの標識ニューロンは同

側に見られたが少数の細胞が対側にも見られた。動眼神経核の標識ニューロンは

紡錘状もしくは梨状をしていた。これらの標識ニューロンから延びた線維は1束

となって腹側に延び、外側方向に曲がって中脳腹側部から動眼神経となって脳外

に出ていた（図4A）。動眼神経核の標識ニューロンからは内側縦東に標識線維が

入っていき、内側縦東内を尾側に延びていた。

 滑車神経核は動眼神経核より尾側、脚間核の高さで、内側縦東の背外側に局在

していた（図4C，D）。滑車神経核の標識ニューロンは紡錘状もしくは梨状をして

いた。滑車神経核から内側に延びる標識線維は第四脳室の背側を弓なりに延び

。ommissura cerebe11iを通って対側に延びていた。対側に延びた線維は外側に延び

た後、腹側に折れ曲がり、動眼神経よりも屋外側の位置より脳外に出ていた（図

4C）。滑車神経核の標識ニューロンからも内側縦東に標識線維が入っていき、内

側縦東内を尾側に延びていた。

 外転神経核は他の外眼筋支配神経核から尾側に遠く離れ菱脳の腹側部、網様体

の腹外側に局在していた（図4E，F）。外転神経核の標識ニューロンは卵形あるい

は梨状であった。
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                 考察

 メダカの視神経、動眼神経、滑車神経、外転神経に対してトレーサー実験法に

よってその中枢への投射、神経核の位置や形状を明らかにしたのは本論文が初め

てである。本論文により、これまでの細胞構築学的な解析結果（Ankenand Bourrat，

1998；Ishikawa eC〃．，1999）だけでは分からなかったメダカの神経回路が一部明ら

かにすることが出来た。またメダカは棘鰭上目の中のスメグマモルフ系に属する

（Ne1son，1994）が、全体的にこれまでの硬骨魚類の報告と比べて大きく異なること

はなく、視神経の向網膜系ニューロンの分布は、系統分類学的に離れているゼブ

ラフィッシュやコイなどの骨鯨類のそれとは異なり、同じ棘鰭上目の中の系統分

類学的に近いイットウダイなどのイットウダイ型魚類やウマヅラハギなどのスズ

キ型魚類に似ていた。しかしメダカの神経核は、これまで報告されてきた硬骨魚

類の神経核と比べると幾分明瞭に区分できないように続いているような傾向があ

った。後交連核に向網膜系ニューロンが観察されたのは本研究によるメダカでの

報告が初めてであるが、メダカは上記のように神経核が明瞭に区分されていない

ためかもしれない。

 以下からは脳神経の種類と投射系に分けてさらなる考察を記述する。まず、視

神経の1）Retmofugal systemについて、他の硬骨魚類で分かっている視覚上行路の

結果全体をふまえた上での考察、2）向網膜系についての考察の順に述べる。次に

外眼筋を神経支配する脳神経の運動神経核の分布について、考察を述べる。

視神経

1．R6tim血galSyStem

 メダカの網膜投射は反対側優位であった。標識終末は視交叉上杉、浅視蓋前域
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核、視床背外側核（視床腹外側核への投射とされる場合もある；e．g．Braford and

Northcutt，1983；NorthcuttandWu11imam，1988）、視蓋前域背側部、視蓋前域腹側部、

後交連核、副視索核そして視蓋の8カ所に見られた。同側性の投射は視交叉上杉、

後交連核の2カ所で、少数の終末が見られた。これらの投射先および反対側への

投射の優位性は他の硬骨魚類（see review by Vanegas and Ito，1983）と基本的には一

致する。しかしながら、スズキ型魚類で報告がある視床腹内側核への投射（eg．Ito

eCαム，1984）はメダカでは確認できなかった。なお、骨魚票類、カラシン目のピラニ

アでは例外的に同側投射が豊富に存在することが知られている（Ebbess㎝and Ito，

1980）。今回メダカで見られた同側の後交連核への投射は骨鯨類でその存在が知ら

れている（e．g．コイ（Reperantecαム，1976）、ピラニア（Ebbess㎝and Ito，1980）、キ

ンギョ（Spri㎎erandGaffney，1981））。

 上述のように、網膜投射は複数の神経核に至る。これらは視覚情報を複数の機

能回路に送り、並行的処理を行うためと思われる。視交叉上杉は視交叉のすぐ背

側に位置し他の網膜投射受容神経核とは別個の線維東から入力を受ける点などの

類似性から、哺乳類等の同名の核に相当すると思われる。硬骨魚類での機能は不

明であるが、他の脊椎動物と同様に概日リズムに関わる可能性が高い（K1em仙3．

1997；Yu and Reiter，1993）。視蓋前域の諸核は網膜投射を受けるとともに小脳へ投

射するものが多い（Meek and Nieuwenhuys，1998）。視蓋前域背側部、視蓋前域腹

側部や副視索核は、ウマヅラハギで小脳だけでなく動眼神経核、外転神経核にも

投射することが知られている（UchiyamaeCαム，1988）。従って、これらの神経核は

視覚像が網膜上で安定な位置に投影されるように眼球運動を制御する回路を構成

していると推測される。

 後交連核は、ウマヅラハギにおいて動眼神経副核（or EdmgeトWestpha1核）を
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介して毛様体神経節に情報を送り、遠近調節に関わることが知られている（Somiya

e用ム，1992）。視床背外側核は視床に属する神経核であるが、多くの硬骨魚類にお

いて終脳への投射はないかあっても微弱である（Striedter，1990；Yamamoto and1to，

2000）。スズキ型魚類とイットウダイ型魚類の視覚系では、視覚は視蓋から視床前

核を介して終脳に上行する経路が発達している（Ito ec〃．，1980；Ito and Vanegas，

1983．1984）。浅視蓋前域核からは下葉に至る回路が起こることが分かっている

（Murakam1eCαム，1986，Sakamotoand1to，1982，Sh1mlzue〃，1999）。下葉には味覚あ

るいは内臓感覚が到達することがスズキ型魚類で知られており（Yosh1moto eτ〃，

1998）、また電気刺激実験により摂食行動が誘発できることが知られている領域で

もある（Demsk1．1983）。浅視蓋訓域核からの視覚情報が摂食行動制御に関与して

いるかも知れない。

 今回のメダカの研究では、皮質核のニューロンの細胞体には終末は見られなか

ったが、よく似た状況がスズキ型魚類でも報告されている（Ito ecα1．1984，foT

review see Vanegas and Ito，1983）。皮質核は、骨鯨類には見られず、スズキ型魚類

でよく発達している（Ito andYoshimoto，1991；Yamamoto and lto，2002）。メダカにも

皮質核は存在していた（図1C－E）。生理学的な研究により、皮質核は網膜からの

入力を受けることがスズキ型魚類で知られている（Rowe and Bea㏄hamp，1982）。

また、皮質核のニューロンは視蓋の浅繊維灰白層および中心灰白層に長大な樹状

突起をのばすことが知られている（Sakamotoand Ito，1982；Shimizu eCαム，1999）。メ

ダカの皮質核のニューロンの樹上突起形態は不明であるが、近縁のスズキ型魚類

と同様であるならば、メダカにおいても網膜投射を受けると思われる。

 メダカの視蓋が6層構造を有していることはIshikawa eCα’．，1999によって報告

されている。視蓋が表面から内部へ辺縁層、視神経線維層、浅繊維灰白層、中心
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灰白層、中心白質層、脳室周囲層の6層からなることは硬骨魚類に共通して見ら

れる構造である（ItoandYosh㎜oto，1991，YamamotoandIto，2002）。硬骨魚類では視

神経の投射線維は、辺縁層では見られず、主に視神経線維層と浅繊維灰白層を走

行し終末し、少数の線維が深層の中心灰白層や中心白質層にも至る（Yamamotoand

Ito，2002）。最深層の脳室周囲層には表面部分に視神経線維が終末している報告例

がある（Vanegas and Ito，1983）。メダカでも他の硬骨魚類と同様に、視神経の標識

線維は主に視神経繊維層と浅繊維灰白層を走行し終末し、標識線維の一部はより

深い層である中心白質層にも終わっていた（図2H）。浅繊維灰白層は標識線維の

走行の密度により、密度の濃い表層と密度の薄い深層に別れているように見えた。

なお、視蓋は視覚情報を終脳へと送る中継核であるだけでなく、視覚以外の感覚

情報も受け取り様々な部位に線維を送っている（for review see Vanegas and lto，

1983；Meek and Nieuwenhuys，1988；Yamamoto and Ito，2002）。

ム向調模系

 メダカでは網膜に投射する標識こユーロンが、対側の終神経節、視索前野網膜

投射核、視床背外側核、視蓋前域背側部、視蓋前域腹側部、後交連核の6箇所に

確認できた。後交連核の向網膜系ニューロンは硬骨魚類でこれまで報告されてい

ない。

 終神経節が網膜に投射することは、MOnz and C1aas（1981）が最初に発見して以

来、各種の魚類で確認されてきた（Uch1yama，1989）。終神経節の存在する位置は

種によって異なっている。嗅球が終脳本体から遠く離れて噴上皮の近くに位置す

る柄型では、終神経節は嗅球の吻側部にあり、嗅球が終脳のすぐ吻側に位置する

無柄型では嗅球と終脳の境界領域に位置するのが一般的である（Demski，1993）。
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無柄型の嗅球を持つメダカでは、終神経節はやはり嗅球と終脳の境界領域に位置

していた。終神経節の＝ユーロンはgonadotropin－releasi㎎horm㎝e（GnRH）を産生

し（for revlew，see Demsk1．1993，Yamamoto，2003）、嗅覚・視覚・一般体性感覚を受

け、脳の広範な領域に投射し（Yamamoto eCα’．，1995；Yamamoto and lto，2㎝）、神

経修飾系として機能すると考えられている（forrevlew see，Oka，1997）。終神経節に

由来するGnRHは網膜の興奮性に影響を与えることが知られている（Stell ecα’，

1984；Wa1kerand Ste11．1986；Uminoand Dowlii㎎，1991）。しかしながら、行動レベル

での機能は、スズキ型魚類に属するドワーフグーラミーで雄の巣作り行動の制御

に関わることがわかっているものの不明な点が多い（Yamamoto et all，1997；

Yamamoto，2003）。実験動物としての優位性を持つメダカは終神経節の機能研究の

格好の材料となりうる。

 メダカでは終脳だけでなく間脳にも向網膜系ニューロンが見られた。これは、

他の鯨鰭上目の魚と共通した性質である（Uchiyama，1989；But1er and Northcutt，

1992）。骨鯨類では、間脳には向網膜系ニューロンは見つかっておらず、骨鯨類の

ゼブラフィッシュでも終神経節（thenuc1euso1factoretinalis：Burri1IandEaster，1gg4）

のみ報告がある。なぜこのような違いがあるのかは不明であるが、骨鯨類よりも

古くに分化した軟質魚類チョウザメでも間脳に向網膜系ニューロンが見られる

（Hofma㎜efαム，1993；Ito e㍑ム，1999）ことから、間脳での向網膜系：ユーロンの欠

損は骨鯨類で派生した特徴であると思われる。

 メダカでは間脳のいくつかの神経核に向網膜系ニューロンが見られ、これらの

ニューロンは連続的な分布をしていた。視索前野網膜投射核と視床背外側核の向

網膜系ニューロンが連続的分布をすることは、スズキ型魚類でも観察されている

（Itoe〃．，1984）。メダカの間脳の向網膜系ニューロンの大きさには核ごとに若干の
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差がみられたものの、総じて4－6岬程度の小型ニューロンである点も共通してい

る。これらの網膜投射ニューロンは、実際には単一のニューロン集団なのかもし

れない。メダカでは他の種よりももっと散在的に存在するため多くの核に分布す

るのかもしれない。今後これらのニューロンの網膜投射以外の線維連絡や伝達物

質を比較検討する必要がある。

 ウマヅラハギやカワハギなどのフグ目（スズキ型魚類に属する）では、視索目1j

野網膜投射核が非常に発達していて、脳の片側に8，000－1O，O00個ものニューロン

が存在している（Uchiyamaecαム，1981；UchiyamaandIto，1984）。フグ目では、視索

前野網膜投射核は視蓋からの投射を受ける（Uchiyama e〃．，1986）。視索前野網膜

投射核は視覚的な注意を集中している網膜上の点を移して行く働きを持つと推測

されている（UchIyama，1989）。フグ目は視覚系の発達が極めてよいが、今回研究

材料としたメダカも視覚系の発達は良いものの、視索訓野網膜投射核内に標識さ

れた神経細胞数が20個ほどと視索81』野網膜投射核の発達はそれほどでもない。標

識されずに残っているニューロンの存在を考慮しても二桁もの差がある。また、

やはり視覚系がよく発達している鉄砲魚（スズキ型魚類）でも視索前野網膜投射

核の発達は悪い（Tamka，Yoshimoto，Yamamoto，ltoandSomiya，pers㎝al

COmmumCat1㎝）。メダカと鉄砲魚は水面上あるいは水上の餌をさがすという共通点

があり、一方フグ目は水中の対象を両眼で見るという特徴を持つ。視索前野網膜

投射核の発達程度の違いはこのような視覚情報の利用の仕方の違いによるかもし

れない。この問題は他の多くの種で定量的な解析を行うことによって検討可能で

ある。

外眼筋を神経文日する脳神経
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 メダカでは、神経支配している外眼筋に対して、動眼神経の運動ニューロンは

概ね同側に局在し、滑車神経の運動ニューロンは対側に局在し、外転神経の運動

ニューロンは同側に局在していた。このような一側優位の投射は、これまで調べ

られた、コイ（骨鯨類）（Luit㎝andDOkstra－deV1ieger，1978）、カサゴ（スズキ型）

（Lemrdand Wmis，1979）、キンギョ（骨鯨類）（Grafand McGurk，1985）、カレイ（ス

ズキ型）（Grafand Baker，1985）、弱電気魚（アロワナ上目）（Szabo eCαム，1987）、

カワハギ（スズキ型）（So㎜yaeCα’，1992）といった他の硬骨魚と同様であった。

これらの魚では、トレーサーを脳神経に直接注入せず各外眼筋に注入する手法を

取っており、動眼神経核は神経支配の対象とする筋に対応した亜核に分けられる

ことが知られる。GrafandMcGurk（1985）によるとこの実験法では全ての運動ニュ

ーロンを標識出来ないので、今回メダカの実験では、各脳神経に直接トレーサー

を注入したが、今後メダカでも各外眼筋にトレーサー実験を行って検討する必要

がある。また、コイ（Luiten and D吹stra－deV1ieger，1978）、キンギョ（Sterli㎎and

Gest㎡n，1975；Sterling，1977；McGurk and Graf，1984；Graf and McGurk，1985；Cabrera

eCαム，1992；PastoreCoム，1991）、カサゴ（Le㎝ardandWHlis，1979）、カレイ（Grafand

Baker，1985）では、外転神経核は吻側部と尾側部に分かれていることが知られて

いる。このことは、今回のメダカでの実験では明らかにならなかったが、外転神

経が脳に入った後、吻尾に2束となって分かれている（datamtshown）ことから、

メダカでも外転神経核が吻側部と尾側部に分かれている可能性がある。

給括

 魚類における脳内の神経ネットワークに関しではまだまだ不明な点が多く現在

でも研究が進められており、日本では伊藤博信のグループによってティラピア（ス
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スキ型魚類）やコイを対象として精力的な研究がなされている。一方、メダカに

おける脳内の神経ネットワークの解剖学的解析は、ほとんど行われていない。こ

の理由の一つとしてメダカが小さく標識実験が困難であることがあげられる（N

Yamamoto，pers㎝a1communicati㎝）。しかし、メダカの脳神経の末梢分布を調べた

（第 部参照）手技を生かし本研究を行うことが出来た。

 本研究によって、メダカの視神経の中枢投射、向網膜系、外眼筋を支配する運

動ニューロンの分布が明らかになった。近年、眼球運動について生理学的、行動

学的な研究がメダカを使って行われた（Beck eCα3．2004）。本研究はこのような生

理学的、行動学的な研究にとって解剖学的な基礎を提供するであろう。また、現

在他の脳神経についても同様の解析を行っている。これらの知見は中枢回路を形

態学的および生理学的に調べるために必須なデータである。また、メダカの実験

動物としての有用性を生かして、様々な行動の発現や制御に関わる遺伝子を研究

するための土台としても本研究は重要であると考える。
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AON

APd

APv

CC

CG

CR

DLT

Dm

Dp

flm

GR

H

HB

LI

nm

Nm

nIV

NIV

nVI

NVI

NC

NDLI

              略号

accessory optic nuc1eus

area pretecta1is pars dorsalis

area pretectalis pars ventIIa1is

cOrpus cerebeHi

corpus glomeru1osum

crista cerebe11aris

nuc1eus dorsolateraHs thalami

area dorsalis te1encephali pars media1is

area dorsa1is teIencepha1i pars posterior

fascicu1us longitudinalis media1is

corpus g1omeruIosum pars rotunda

hypophysis

habenula

lobus infe㎡or

OCu10mOtOr nerVe

OCulOmOtOr nuCleuS

trochlear nerve

trochlear nuc1eus

abducens nerve

abducens nuc1eus

nuC1euS C01・tiCa1iS

nucleus dif『usus lobi inferioris

副視索核

視蓋前域背側部

視蓋前域腹側部

小脳体

糸球体核

視床背外側核

終脳背側野内側部

終脳背側野後側部

内側縦東

糸球体円形部

下垂体

手綱

下葉

動眼神経

動眼神経核

滑車神経

滑車神経核

外転神経

外転神経核

皮質核

下葉の散在核
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NE

NPC

NRL

臥

PC

PRN

PS

RF

SAC

SC

SFGS

SGC

SM

SO

SPV

TE

TL

TNG

TO

trO

trod

trOV

TS

nucleus eI1topeduncularis

nuc1eus ofthe posterior commissure

nuC1euS reCCeSuS1ateI・aIiS

preoptic area

posterior commissure

preoptic retinopeta1nucleus

nucleuspretectalissuperficia1is

reticu1arfo㎜ati㎝

stratum album centrale

suprachiasmatic nuc1eus

stratum fibrosum et griseum supe柵。iale

Stratum griSeum Centra1e

Stratum marg㎞ale

stratum opticum

stratum periventricu1are

telencepha1on

torus1ongitudina1is

gangIion ofthe terminal nerve

tectum opticum

tractus opticus

tractus opticus dorsomedialis

tractus opticus ventro1atera1is

torus semicircu1aris

後交連核

外側陥凹

視索前野

後交連

視索訓野網膜投射核

浅視蓋前域核

網様体

中心白質層

視交叉上杉

浅線維灰白層

中心灰白層

辺縁層

視神経線維層

脳室周囲層

終脳

縦走堤

終神経節

視蓋

視索

視索背内側部

視索腹外側部

半円場
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VC

Vv

va1vu1a cerebeHi

area ventralis telencephali pars vent1．a1is 終脳腹側野腹側部
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経線維を、小さい黒点は標識された神経終末を、そして大きな黒点は標識された神経細胞

を示す。Scale bar＝200μm。
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図2bi㏄ytinで標識されたretinofugal fib6rsとその終末の様子

（＾）視父父上杉、（B）浅視蓋前域核、（C）視床背外側核、（D）視蓋前域背側部、（E）視蓋

前域腹側部、（F）後交連核、（G）副視索核、（H）視蓋における横断切片の写真。視蓋は表

面から辺縁層、視神経線維層、浅線維灰白層、中心灰白層、中心白質層、脳室周囲層の6

層構造をなす。標識線維は主に視神経線維層と浅線維灰白層を走行し終末し、標識線維の

一部はより深い層である中心白質層にも走行し終末していた。浅線維灰白層は標識線維の

走行の密度により、密度の濃い表層と密度の薄い深層に別れているように見えた。なお青

く染まっている箇所はクレシル紫でのカウンターステイニング1こよる。（A）一（G）の写真の

倍率は全て同じである。Scale bar＝25μm。
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図3 bi㏄ytinで標識された同相膜系ニューロン

（＾）終神経節、（B）視索前野網膜投射核、（C）視床背外側核、（D）後交連核における横断

切片の写真。矢印は向網膜系ニューロンを示す。青く染まっている箇所はクレシル紫での

カウンターステイニングによる。（＾）一（D）の写真の倍率は全て同じである。Scale bar：

25μm．
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図4bi㏄ytinで標識された外眼筋を神経支配する脳神経のニューロン

（A）左の動眼神経にbiocytinをインジェクションした後の、動眼神経核の高さにおける

横断切片の写真。Scale bar＝200μm。 （B） （A）と同じ切片を高倍率で撮影した物。

Scale bar＝50μm。 （C）左の滑車神経にbiocytinをインジェクションした後の、滑車

神経核の高さにおける横断切片の写真。Scale bar＝200μm。 （D） （C）と同じ切片を高

倍率で撮影した物。Scale bar：50μm． （E）左の外転神経にbiocytinをインジェクショ

ンした後の、外転神経核の高さにおける横断切片の写真。Scale bar＝200μm。（F） （E）

と同じ切片を高倍率で撮影した物。Scale bar＝50μm。
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第三部

突然変異体作製

一69一



                 要旨

 突然変異体は特定の物質や神経回路を欠損した実験系を実現できるため、脳神

経の機能的ネットワーク解析に役立つものと考えられる。そこで脳神経の機能的

ネットワーク解析に役立っ突然変異体をメダカで得るため、科学技術振興機構・

創造科学技術推進事業、近藤誘導分化プロジェクト（プロジェクトリーダー：近

藤寿人教授）内のメダカを使った大規模突然変異体スクリーニング（グルーブ

リーダー：古谷一清木賊博士）に参加した。

 変異導入時にメダカに対してのストレスを極力抑えることで、メダカヘの非常

に効率的な変異導入方法を確立した。そして、脳の形態に異常を示す突然変異体

を52、脳神経の形態に異常を示す突然変異体を67得ることが出来た。

一70一



                 序恥

 脊椎動物の中でも、ゼブラフィッシュやメダカなどの小型硬骨魚は遺伝学的・

発生生物学的な研究に適したいくつかの利点を持っている（Weste㎡leld，2000，

lshIkawa，2000，Wittbrodt舳！，2002）。すなわち、①小さいスペースで飼育できる。

②世代交代時間が2－3ヶ月と短い。③多産である。④母体外で速く発生する。

⑤卵膜が透明で、胚が半透明であるため発生過程を観察しやすい。近年では、大

規模な突然変異体スクリーニングがゼブラフィッシュを使って行われ様々な器官

形成に関わる突然変異体が数多く得られた（Haffter・〃．，1996；Drievere〃．，1996）。

 メダカ特有の利点として野生集団の進化遺伝学的研究が進んでいること、メダ

カのゲノムサイズは800Mbpでゼブラフィッシュの1700Mbpに比べ半分以下であ

り（Lamatsch ecα1．，2000）、変異解析において効率的であること、そして多数の近

交系が利用できること（Sakaizumielα’．，1983；Hyodo－Taguchi andSakaizumi，1993）、

などがあげられる。

 神経系を研究する観点からゼブラフィッシュと比べると、メダカの行動様式の

多様性が興味深い。水中の遊泳を例に取ると、基本的に直進運動のみであるゼブ

ラフィッシュに比べて、メダカは直進、後退、静止、縦向きに泳ぐことが可能で

ある。その他、視覚情報が引き金となる性行動や「メダカの学校」として知られ

る社会的な行動を示すことが報告されている（Yamamoto，1975；Egami efα1．，1990；

lwamatsu，1997）。また突然変異体作製に関しては、メダカでも試験的に行われて

おり（lshikawaecα1．，1999）、小数しか作製されなかったにも関わらず、多数作製さ

れてきたゼブラフィッシュに比べて、脳神経及び中枢神経系に異常を示す突然変

異体が数多く得られている（lshikawa，2000）。さらに熱帯魚であるゼブラフィッシ
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ユは25．C以下では正常発生しないが（Westelfie1d，2000）、メダカは0℃一4ぴCまで

の広い範囲で正常に生存、艀化する（lwamatsu，1997）ため、温度感受性変異体を

得られる可能性がある。このことは発生を正常に進めた後、行動に関わる機能だ

けをノックアウトし解析することが出来る可能性を示す。

 メダカには以上のような利点があるので、脳神経の機能的ネットワークを解析

する上で、特定の物質や神経回路を欠損した実験系となりうる突然変異体を作製

することは非常に有意なことである。
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                材料と手法

系就と育成

 メダカ（0ry肌s’伽ρes）の南日本集団由来近交系Cab－Kyoto系統（Furutam－Se1k1

M e〃，2004）を用いた。大規模な突然変異体スクリーニングを実行するために、

大規模水槽システム（AquatIc HabItats）を立ち上げそこで育成した。このシステム

は大型の飼育水循環システム5系、中型の飼育水循環システム1系、小型の飼育

水循環システム12系からなり、合計120基の棚を備える。この棚にはl L，2．75L，

9L，3種の容量を備えた特性のアクリルタンクを自由に設置することができ、1

基の棚にはl Lなら75－90タンク、2．75Lなら50－60タンク、9Lなら25－30タン

クを納めることが出来るので、システム全休では2．75Lのアクリルタンクを6，500

個も設置可能な大規模水槽システムである。魚は9Lのアクリルタンクに約30匹

入れ、14時間一10時間の明暗周期、水温26±1．C，pH70±05の条件下で育成し

た。餌は一日2回、午前9時と午後1時にブラインシュリンプ（ル。emjoso舳α）と

粉餅（Hikari Curst Guppy，Kyorin）を与えた。

変良導入

1．中和液の作製

 ポリバケツに30－40℃に温めた水道水10Lを注水し、チオ硫酸ナトリウム王水

和物（Nacalai Tesque）2．5㎏，NaOH30－40gを加え、棒などで撹絆しながら溶かし

中和液（PH lO）を作製した。コンテナ内にも同様に中和液を作製する。コンテナ

をドラフトチャンバー（DR1－Vc特，Shimazu）内に設置し、ポリバケツはドラフト

チャンバー積に設置した。
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 これ以降の作業は原則としてドラフトチャンバー内で行った。白衣と使い捨て

ラテックス手袋（DGP－350－M，Micro刊ex）を着用し、特にENU（〃一Nitmso一〃一

Ethy1urea）を扱うときは手袋は2重に重ねて使用した。そして、一つの作業が終

わるごとに外側の手袋を中和液に入れ、新しい手袋を着用した。

2．ENU溶液の作製

 50m1注射器（針は取り付けていない）でビーカー内に作製した0．01Mリン酸

ナトリウム水溶液（pH6．3）を40m1吸い取った。l gのENUが入ったlSO納C

ENU（Sigma）のボトルのゴム栓に針が刺せる程度に金具の蓋をめくった。注射器

に20Gの注射針を取り付け、ボトルのゴム栓に刺した。注射器をlO m1分引くこ

とで生じたボトル内の陰圧で液を注入した。この作業を繰り返し注射器内の液を

ボトルにすべて注入した。この時点で注射器内の空気はENUに汚染されているの

で針先を中和液に付けそのまま注射器内の空気をゆっくり放出した。20Gの注射

針を付属の蓋を使い、いったん注射器からはずし、再びビーカー内の液を40m1吸

い取った。同様にボトル内を陰圧にしながら注射器内の液をボトルに入れた。ボ

トルを厳重に包装した上で、振揺しながら26．Cでインキュベーションした。

3．ENU処理液の作製

 ENU溶液のインキュベーション開始直後にドラフトチャンバー内に処理漕を設

置した（付属の図を参考に）。ウォーターパス（ポリテナーPT－21，Yazaki）に水道

水を入れヒーターの温度を26℃に設定した（水量は後で浸けるENU処理漕と洗

浄漕が浮かないぐらい）。O．03％塩水をENU処理漕（ボックスコンテナB－6．6，lris）
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に2．8Lと洗浄漕（内寸：幅33．5x奥行19x高さ15．5cm、材質：ポリプロピレン）に

4L入れ、これらの処理漕をウォーターパスに浸けた。その後、l Mリン酸ナト

リウム水溶液（pH6．3）2．8m1をENU処理漕1こ入れた。

 振揺していたENUが完全に溶けきった後（約1時間）、先ほどの注射器と注射

針を使用し、ボトル内を適度な陰圧に保つように注意しながらボトルからENU溶

液を取り出した。注射器を引き空気を40m1入れ、注射器に注射針を取り付け、

ボトルのゴム栓に刺した。ボトルを逆さまにし注射器をlO m1引きENU溶液を

吸い出した。次に注射器を押し注射器内の空気10mlをボトルに注入した。この

ように注射器内の空気とボトル内のENU溶液を数回に分け置換していった。注射

器内に取り出したENU溶液を今度はENU処理漕にゆっくりとそして全体に広が

るように注入していった。この作業を繰り返しボトル内のENU溶液をENU処理

漕にすべて移した（ENUの最終濃度は3mMとなった）。その後、魚形し替え用

網（アクリル板で作った幅13．5cm、奥行15．5cm、高さ20．5cmの筒の底に洗濯

用ネットを張り付けた物）2個をENU処理漕に設置した。ボトル内にリン酸水溶

液を入れた要領で中和液を注入してから使用済みの注射器、注射針そしてボトル

を中和液に浸けた。

4．ENU処理

 メダカを飼育網で掬い、ENU処理漕に設置した1つの魚形し替え用網に対して

25匹ずつ（合計50匹）静かに移し入れた。魚に刺激を与えないために部屋を消

灯し静寂な環境下で1時間、ENU処理を施した。

 ENU処理を施した後、魚を魚形し替え用網ごと洗浄漕に静かに移した。この際、
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魚が跳ねるなどして飛び散るENU処理液に被爆せぬよう、魚形し替え用網の上に

キムタオルで蓋をした。1o分後、メダカを魚形し替え用網ごと飼育用の9Lタン

クに移し、魚形し替え用網を静かに傾けながら抜き取った。メダカをこの9Lタ

ンク内で餌を与えずに一晩飼育した。

 翌日、新たに飼育水で満たした飼育用の9Lタンクを用意し、そちらに飼育網

を使って魚をした後、通常通り飼育した。

5．スケジュール

 以下のスケジュールに従って一週間に1回ENU処理し3週に分けてった。

第一週 月 第一回目の処理

火 魚を水系に戻す。後がたづけ。

第二週 月 第二回目の処理

火 魚を水系に戻す。後がたづけ。

第三週 月 第三回目の処理

火 魚を水系に戻す。後がたづけ。

水 餌を良く与える。

木 餌を良く与える。

金 2．75Lタンクで雌と交配させる。

第四週 月 採卵始める。
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6．後がたづけ

 ENUは非酸性な溶液中では分解しやすい。少なくとも塩基性溶液中で10時間

おくと完全分解する。実験翌日、使用したすべての溶液を中和液に流し入れ、ウ

ォーターパスとヒーターをのぞくすべての器具を中和液に浸けた。その後、中和

液は強塩基性なので塩酸で中性付近まで中和し廃棄した。

突然変実体スクリーニング

 ENU処理した50匹の雄のメダカ（G0世代）と野生型の雌のメダカを雄メダカ

1匹に対し雌メダカを1－2匹ずつ交配し、約50家族の次世代（P1世代）を作製し

た（1家族あたり約100匹）。成魚まで育成したF1世代を兄妹交配しF2世代を作

製した（F1世代の1家族につき20家族のF2世代）。さらに成魚まで育成したF2

世代を兄妹交配し（1家族あたり1Oペア）、F3世代を作製した（図1）。以上の過

程を3回繰り返し、累計でG0世代150匹、F1世代141家族、F2世代1300家族

を作製した。このF2世代のうち1137家族から得られたF3世代を様々な方法でス

クリーニングした（Furutanie∫o’．，2004；Kitagawaec〃，2004；Elmasriecα’．，2004；

Loosli eC oム，2004；Sasado ecα3．，2004；Morinaga eCα’．，2004；Iwammi ecαム，20㎝；

Yasuoka e〃．，2004；YodaH．eCα1．，2004；Watambe e〃．，2004；Aizawa eCα1．，2004）。た

だし作製した全てのF3世代に対して行ったスクリーニング法は実体顕微鏡下での

形態観察のみである。
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                 結果

ENU処理俊の生存と生殖能力

 150匹のメダカをENU処理したが、その後死ぬことなく正常に生殖を行え次世

代を得ることの出来たメダカは141匹であった。

スクリーニングした魚の統計デ タ

 F2世代は1137家族をスクリーニングに使用し、F3世代作製のため交配したペ

アの数6，088であった。F3世代は、母親の産卵回数24，887回数分で261，647匹に

も上った。

突然変具体の種類と数

 2031種の劣性致死突然変異体が得られ、種々の器官形成に関わる356の突然変

異体が同定できた（Furutam e〃，2004）。うちわけは、前脳の形態に異常を示す突

然変異体33（K1tagawae〃，2004）、始原生殖細胞の分布に異常を示す突然変異体12

（Sasado e〃，2004）、生殖腺に異常を示す突然変異体16（Mormaga ec o’，2004）、側

線神経の形態に異常を示す突然変異体4（Yasuoka e“’、，2004）、肝臓の活性に異常

を示す突然変異体22（Watanabe ecαZ，2004）、胸腺の形態に異常を示す突然変異体15

（lwanami e〃．，2004）、眼の形態に異常を示す突然変異体22（Loos1i eco’．，2004）、網

膜視蓋投射に異常を示す突然変異体7（Yoda H eτα’，2004）、体節の形態に異常を

示す突然変異体12（E1masn e〃，2004）、放射線感受性の突然変異体3（Alzawa eco’，

2004）である。その他、遺伝学的な同定は出来ていないものも含めると、脳の形

態に異常を示す突然変異体は52、脳神経の形態に異常を示す突然変異体は67検
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出できた。

 上記のように様々な器官の形態形成や機能に関わる突然変異体を得ることが出

来たが、これらのさらに詳しい報告については各論文を参考にして頂きたい。こ

こでは本論文の趣旨に関わる脳及び脳神経の突然変異体に関してのみ、形態学的

な特徴を報告する。

脳の形態異＝常

 発生段階の卵を実体顕微鏡下で観察することにより検出できた形態異常は、前

脳や後脳など大きな領域の欠損の他、膨大、発達不良、細胞死であった。

脳神経の形態異常

 胚の脳神経の走行は生体でも固定標本でもそのままでは確認できない。そのた

め固定した胚にチューブリンやHNKlの抗体染色を施し神経を可視化した

（Yasuoka eCαム，2004）。この手法で検出できた形態異常は、特定の神経東の欠損、

伸展の遅延や停止、走行経路の異常であった。

 網膜一視蓋投射を可視化するために視神経に蛍光色素をトレーサーとして注入し

蛍光顕微鏡下で観察することにより検出できた形態異常は、網膜からの線維は本

来正中線を完全交叉し対側の視蓋に終末するの（第二部参照）に対して、視蓋と

は全く異なる前脳に線維を伸ばすもの、正中線を越えずに同側の視蓋に線維を伸

ばし終末するもの、そして正中線は越えながらも同側の視蓋に線維を伸ばし終末

するものであった。

一79一



                 考察

ENU処理

 メダカでこれまで行われてきた小規模な突然変異体スクリーニングでもENUを

使用して変異導入した例（lsh1kawa ec〃，1999）はあるが、その際の死亡率は25％

であった。本研究では94％もの雄メダカがただ生存するだけでなく、正常に生殖

を行え次世代を得ることが出来た。これはENU処理作業に於いてメダカヘの光、

音刺激を極力抑え、そして網で追い回したりせず効率よく移動できる装置の開発

によりメダカヘ過度のストレスを与えなかったためであると考えられる。そして、

スクリーニングの結果として数多くの変異体が得られたことから、本手法がメダ

カに効率よく変異導入できる優れた手法であることが明らかとなった。

脳の形態果常

 ゼブラフィッシュで行われた突然変異体スクリーニング（Haffter ec〃．，1996；

Dnever e用J，1996）では中枢神経系の発生に異常を示す突然変異体はほとんど得

られなかった。それに比べ、今回行ったメダカの突然変異体スクリーニングでは

中枢神経系の発生に異常を示す突然変異休が数多く得られ、その表現型も新規の

ものが豊富であった。メダカで中枢神経系の異常がゼブラフィッシュに比べて豊

富に見られることは、これまでの小規模な突然変異体スクリーニングでも報告さ

れている（lshikawa，2000）。特に本研究では前脳に異常を示す突然変異体が数多く

得られた。魚類の終脳は古くから嗅覚にのみ関わるものであるとの説が有力であ

ったが、近年では視覚、聴覚、一般体性感覚など様々な情報の入出力が行われて

いることが神経解剖学的に明らかにされており（Yoshimoto and lto，2002）、得られ
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た前脳の突然変異体をさらに詳しく神経解剖学的に研究することは脳神経ネット

ワークの機能解明にも多くの重要な知見を与えることが期待できる。

脳神径の形態臭覚

 脳神経の末梢分布に異常が見られる突然変異体が多く得られたが、これらはま

た中枢の分布にも異常を持っている可能性が考えられる。事実、視神経において

は、その中枢分布の異常を示す突然変異体が得られている（Yoda eτ〃．，2004）。今

後このような観点からのより詳細な解剖学的解析が必要である。さらにYodaeτoム

（2004）は、得られた突然変異体について網膜一視蓋投射にのみ着目して解析してい

るが、視神経の中枢分布は第二部で述べたように、網膜一視蓋投射だけではなく、

間脳の様々な神経核への投射が存在し、さらには脳内から網膜へ投射する向網膜

系が存在するので、この突然変異体に関しても網膜一視蓋投射以外の中枢分布に着

目したさらなる解析が必要である。

繕括

 本研究のENUを使った変異導入法は大変効率的な手法であり、今後さらに新た

な観点から変異体スクリーニングを行う際にも役立つ物である。今回多くの脳及

び脳神経の形態に異常を示す突然変異体を得られたことは、メダカを脳神経回路

のモデルとして研究する遺伝学的アプローチとして成功の一歩を踏み出したと言

える。しかし、これらの変異体に関しではまだまだ解剖学的に明らかにしていか

なければならないことが多い。これには第一部と第二部で明らかにした野生型の

メダカを用いた脳神経回路の解剖学的解析が必要不可欠な基礎情報を提供するで
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あろう。
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ABSTRACT

Medaka（0りzjαs3oゆes）is one of the few vertebrate experimenta1animals in which inbred

lines have been estab1ished．lt is aIso a species that has advanced in genetic studies in a

manner comparable to zebrafish．This fish is therefore a good model for studying functional

organization of the nervous system，but anatomica1ana1ysis of its nervous system has been

limited to embryonic stages．In the present study，we investigated anatomy of cranial nerves in

adult fish focusing on the visua1function，using an inbred strain of medaka．Crania1nerves of

medaka were1abe1ed using biocytin，revea1ing a centra1distribution of retinofuga1termina1s，

retinopeta1neurons，and oculomotor，troch1ear and abducens motor neurons．The optic nerve

of the adu1t medaka was of a comp1ete decussation type．Retinofuga1terminals were1ocated

in8brain nuc1ei，the suprachiasmatic nuc1eus，nuc1eus pretectalis superficialis，nucleus

dorsolateralis thalami，area pretecta1is pars dorsalis（APd），area pretectalis pars ventralis

（APv），nuc1eus of the posterior commissure（NPC），accessoワ。ptic nuc1eus，and the tectum

opticum．Retinopetal neurons were identified in6brain nuclei，the ganglion of the terminal

nerve，preoptic retinopeta1nuc1eus，nucleus dorso1ateraIis thalami，APd，APv，and NPC，The

ocu1omotor neurons were most1y1abe1ed ipsi1atera11y and were located dorsomedia11y，

abutting the fascicu1us1ongitudimlis media1is in the mesencephalon．The troch1ear nuc1eus

was1ocated contra－ateraHy and dorsolateraHy adjacent to the fascicu1us 1ongitudina1is

media1is in the mesencepha1on．The abducems nudeus was located ipsi1atera11y in a

ventro1ateral partoftherhomeb㎝cephalicreticu1arfo㎜ati㎝．Theseresu1ts，g㎝era11y similar

to those in other te－eosts，Provide the basis for future behavioraI and genetic studies in

medaka．

Key words：   retinal projection，retinopetal neuron，extraocular motor neuron，brain，

te1eost fish，medaka



INTROI）UCTION

    Medaka（0戦jos’o吻es）has severa1advantages as an experimenta1anima1mode1for

genetic and deve1opmenta1studies（Ishikawa，2000；Wittbrodt eCα’．，2002）．1n rec㎝t years，

1arge－sca1e mutagenesis screening of mutations affecting neurogenesis or organogenesis have

be㎝su㏄essfu11y pe㎡ormed using medaka（Furutani－Seiki eτo’．，2004）．Many mutants

disp1aying defects in histogenesis of the brain and crania1 nerves have been identified

（lshikawa2000；Kitagaka ec o’．，2004；Yoda ecα’．，2004；Yasuoka ecα’。，2004）．Determination

ofthe entire genome sequence is cument1y underway（http：〃dolphin」ab．nig．ac．jp／medakaノ）．

    The bmin of teleost fish shares the same basic organization with other vertebrates，

consisting of the telencephalon，diencephaIon，mesencepha1on and rhombencepha1on in the

anterior to posterior order（Ito and Yoshimoto，1991）．SmaH fish have markedly fewer neuron

numbers compared to other veれebrate species but exhibit common basic behaviors（e．g．

feeding，escape and reproduction）as weu as more sophisticated socia1behaviors exemp1ified

by schooling（Yamamoto，1975；Egami eC oム，1990；Iwamatsu，1997）．This indicates their

potential use as an experimenta1mode1for the analysis of various leve1s of behaviora1

responses．To take advantage of the biological characteristics of medaka in behavioral studies

and to establish links between genes and behavioral functions，anatomical analysis of the

medaka brain is an essentia1first step．

    Neuroanatomical studies of teieost fish have been pe㎡ormed using various species，

revealing a diversity of morphologicaI features（Davis and Northcutt，1983；Ito and

Yoshimoto，1991；Uematsu eCα’、，2002）partly ascribed to the variety of sensory inputs in the

1ife of individual fish species（Ito and Yoshimoto，1991；Ito，2002）．A gross brain atlas of the

medaka has been pub1ished by Anken and Bourrat（1998）and Ishikawa eCα’．（1999）．Previous

ana1yses ofthe medaka brain，however，have stopped short of identifying neural circuits．

    To provide fundamenta1s to the study of the medaka nervous system，we imitiated an

investigation into the cranial nerve connections and compared the resu－ts to other fish species．

Medaka belongs to smegmamorphs，which is considered to be c1ose1y re1ated to percomorphs，

such as the archer fish and fi－efish，amd hoIocentrids；aH beIong to meoteleostei（a newly－

evo1ved branch of eute1eostei）（Nelson，1994）・Medaka is very distantly re1ated to another

group of te1eost fish frequently emp1oyed for expe㌃imentation，such as zebrafish，carp and

goIdfish that be1omgs to cyprinids（an old group of eute1eostei）．There are severa1teleost

groups with we11－deveIoped eyes（e．g．holocentrids，some percomorphs），which presumab1y

reflect the1arge dependence on visi㎝in their ecologica1niche．Medaka a1so has large eyes，

as imp1icated by its mme（me：eye，daka＝high in Japanese）．The origin of the name also

relates to the known feeding habits of medaka that includes the dependence on the visua1

s㎝se to identify food whi1e swimmi㎎close to the water su㎡ace，We therefore began our

study with an analysis ofthe crania1nerves invoIved in visuaI function．In the present study，



the centra1distribution of retinofugal terminals，retinopetal neurons，and oculomotor，trochlear

and abducens motor neurons was anaIyzed using biocytin and tract－tracing experiments．



MATERIALSANDMETHODS

Sp㏄imems

    The Cab－Kyoto inbred strain，derived from the Southem popu1ation of the Japanese

medaka，0リzjαs’α吻es（Fumtani－Seiki et aL，2004），were used in this study，The fish were

raised in g L tanks（at a popu1ation density of30fish／tank）at26oC±1，pH7．O±0．5with a14h

light／10h dark cyc1e．Pish were fed twice dai1y with Hve brine shrimp（A〃emわsα伽。）larvae

and commercia1dry fish food（Hikari Crest Guppy，Kyorim）。A total of17adult medaka fish

（over3months old，2－3cm of body length）were used for biocytin injection and analysis．To

determine the periphera1distribution of cranial nerves innervating the oculomotor musc1es，＞5

adult medaka were used for each nerve．

Perip11em1dist㎡buti0110fcmmiai mrves i1111ewatimg extmocular musc1es

    Fish were anaesthetized for5minutes in chilled0．04％3－aminobenzoic acid ethyl ester

（MS222，Sigma）in fish cu1tivation water（Purutani－Seiki eチ。’．，2004）．Fish were held on a

dissecting stage with insect pins and then pe㎡used through the conus arteriosus with2％

parafo㎜aidehyde（P臥）in0．1Mphosphatebuffer（pH7．4），usingasma1191asspipettemder

a dissecti㎝microscope（MZ12．5，Leica）．Whole bodies were post－fixed with a fresh solution

ofthe4％PPAin0．1Mphosphatebufferfor1㎝gerthan2days，

    The parietal，fronta1，and o㏄ipita1bones were removed under the dissection microscope

prior to the ovemight immersion of fish in dimethy1sulfoxide（DMS0）一methano1（DMSO：

methano1＝1：1）、Afterrinsingin4％PFAin0．lMphosphatebuffer，theperiphera1

distribution ofthe nerves was observed under the dissection microscope．

Go11eml experimomtal sc11eme oftm㏄r6叩e㎡memts

    Fish were anaesthetized as described above for the crania1nerve distribution study．

Underanesthesia，fish were heId on a dissecting stage with insect pins．The body was covered

with a wet paper（Kimwipe，Kimberly－Clark Corporation）to avoid drying．The procedure for

the injection of biocytin into the crania1nerve was pe㎡ormed under a dissection microscope．

After tracer injection（described be1ow），fish were kept on the stage for30minutes，wrapped

in a wet Kimwipe and occasionaHy sprink1ed with water to maintain hydration．Fish were

then retumed to tanks and reared for l day．

Labe1img Of Optic m0「ve

    In order to expose the optic nerve，the left eyebaH was tumed ventra11y after imcising the

skin at the orbital margin，superior oblique musc1e，superior rectus muscle，and the optic

nerve（the number of fish specimens，n＝7）、After wiping the orbit with a piece of dry

Kimwipe，a smaH crysta1of biocytin（ε一biotinoyl－L－1ysine，Molecu1ar Probe）was p1aced on
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the dista1end of the optic nerve．

Labelimgof㏄ulomotomeme
     In order to expose the ocu1omotor nerve，the1eft eyebaH was tumed dorsonasaHy after

incis㎞g the skin at the orbita1margin，inferior oblique musc1e，inferior rectus muscle and

1atera1rectus musc1e（n＝4）．After wiping the orbit with a piece of dry Kimwipe，1－2μl of

biocytinso1ution（3％biocytininO．05MTris－buffer，PH7．2）waspressure－injectedintothe

ocu1omotor nerve using a Pu－1OO Pico－Injector（Harvard／Medica1Systems）。The ocu1omotor

nerve was injected with tracerjust before the nerve branched in the tempora1area ofthe orbit，

in order to trace innervation of the superior rectus，inferior oblique，inferior rectus and

media1rectus musc1es．

Labe1ing of troc111ear merve

     In orderto exposethe troch1ear nerve，the lefteyebaH was tumed s1ightIy ventraHy after

incising the skin of the orbital margin（n＝5）．Pressure injection was used to inject the biocytin

solution into the trochlear nerve running through the dorsal area of the orbit．

Labo1i㎜gofabd皿㏄msmem

     In order to expose the abducens nerve，the1eft eyebaH was tumed dorsonasally after

incising the skin of the orbita1margin，then cutting the inferior oblique，inferior rectus and

1ateral rectus musc1es at their inseれion to the eyebaH（n＝1）．Biocytin solution was pressure－

injected into the abducens nerve running through the tempora1area of the orbit．

Fhatiom

    Hsh were anaesthetized and pe㎡used as described above．The brain was excised and

post－fixedinamixedso1uti㎝of4％PPAandO．5％g1utara1dehydeinO．1Mphosphatebuffer

for1day or longer at4oC．

Sectio11img amd staimimg

    Fixedbrainswereimmersedin30％sucrosein0，1Mphosphatebuffer（pH7．4）for12h

at4℃，thenembeddedin15％（w／v）ge1atinand5％（w／v）sucroseinO，1Mphosphatebuffer

at3㍗C．After freezing at－2ぴC，brains were cut seriauy on a cryostat（50μm－thick transverse

sections），and sections were divided into weHs in a48－weH p1ate and processed for

visua1ization of the tracer using free－f1oati皿g conditions．

    Sectionswerewashedin0，1Mphosphate－bufferedsa1ineforlOminutes，th㎝immersed

in70％methano1containing3％H202for1Omimtes．Aftertworinsesin0．1Mphosphate－

buffered sa1ine，sections were incubated for3hours in a1％avidine－biotin comp1ex（ABC：

Streptavidin Biotin Complex Peroxidase kit，Nacalai Tesque）so1ution containing O．4％Triton一



X－100inO．1Mphosphate－bufferedsaline．Afterwashing3timesin50mMTris－HOfor5

minutes，sections were incubated with diaminobenzidine（DAB）so1ution（6xlO－4％DAB，

O．4％ammonium nicke1（II）sulfate hexahydrate and3x1OI4％H202in distHled water）unti1

specimens deve1oped color（approximately5－1O minutes）．To terminate the reaction，sections

were washed3times for5minutes in1OO mM Tris－HC1．After washing in disti11ed water，

secti㎝s were serially mounted in rostrocauda1order㎝silan－coated s1ides（Super FrostWhite

MAS，Matsunami），counterstained with O．1％cresyl vio1et（Niss1staining），then analyzed

using microscopy（AX80，Olympus）．

Fig皿叩mduction

    Images of appropriate sections were captured using a DP70digital camera（01ympus）

and impo血ed into a computer Line drawings were made using a camera lucida．
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R1≡：SULTS

    We first ana1yzed the optic nerve by examining l）the crossing pattem at the optic

chiasm，2）anterograde」abe1ing pattem or retinofuga1system，and3）retrograde」abe1ing

pattem or retinopeta1system．We then describe the cranial nerves that imervate the

extraocular musc1es and extraocu1ar nerves，focusing on l）peripheral distribution and2）

distribution of extraocular motor neurons．

Optic Nerve

    The optic nerve was labeled by placing a smaH biocytin crystal on the distal stump of the

nerve at the margin ofeyeba11．

1）0ptic chiasm

    Labeled fibers of the optic nerve were fo11owed to the optic chiasm，where aH1abeled

fibers crossed the mid1ine．After crossing，labeled fibers continued to the tractus opticus and

enter the contra1ateral brain．This indicates that the optic nerve of medaka is of a comp1ete

decussation type．

2）Retinofuga1system

a．Preoptic area

    Immediately after crossing the optic chiasm，a thin fiber bund1e emerged from the tractus

opticus contraIatera1to the injected optic nerve and coursed dorsaHy to enter the brain，This

fiber bund1e terminated in the suprachiasmatic mc1eus iocated immediately dorsa1to the optic

chiasm（Figs．lC，2A）．Terminals in the nuc1eus distributed from the level of the nuc1eus

entopeduncu1aris to that of habenu1a．At the1eve1of the habenu1a，a portion of the labeled

fibers in the suprachiasmatic nuc1eus crossed the mid1ine again through the commissura minor

of Ishikawa eCαJ、（1999）and terminated in the suprachiasmatic nudeus，ipsi1ateral to the

injected optic nerve（Fig．1C）、

b．Thalamus and pretectum

    Caudal to the chiasm，labe1ed fibers in the tractus opticus coursed dorsocaudally to

provide termina1s to the thalamus and pretectum，and finaHy to the tectum opticum．The

tractus opticus split into2branches：the tractus opticus pars dorsomedia1is that gave off

terminals to the tha1amus，dorsa1pretectum and tectum opticum，and the tractus opticus pars

ventrolateralis that gave off termina1s to the ventra1pretectum，accessoワ。ptic mcleus and

tectum opticum．

    At the rostral leve1of the habenu1a，a region with dense termina1s was observed in the

nucleus pretecta1is supeIficialis1ocated dorsolateral to the tractus opticus pars dorsomedialis

（Figs，1C，2B）．
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    At the same level，a fiber bundle branched from the tractus opticus pars dorsomedia1is，

and proceeded dorsomedlally Th1s bumd1e gave off termma1s to the nucleus dorso1atera11s

tha1ami（Fig．1C）．At a more cauda11eve1，where the habenu1a appeared the largest，the

termina1fie1d in the nudeus dorsolatera1is tha1ami extended maxima11y in the dorsoventra1

axis，where termina1s appeared to be the densest（Figs．lD，2C）．

    Labeled fibers in the nuc1eus dorso1atera1is tha1ami continued cauda11y and formed a

terminal field in NPC，1ocated ventrolatera1to the posterior commissure（Figs，1E，F，2F）．A

fraction of fibers crossed the mid1ine though the posterior commissure and terminated in the

NPC，ipsilatera1to the injected optic nerve（Fig．1P）．

    Some fibers of the tractus opticus pars dorsomedia1is formed termina1s in the APd before

they reached the tectum opticum（Figs．lD，2D）、Ventral to the APd，another group of

termina1s was provided from the tractus opticus pars ventro1ateralis，which is the terminal

fie1d inAPv（Figs．1D，E，2E）．

c．Accessoリ。ptic nuc1eus

    Some fibers in the APv passed through the nuc1eus and extended caudomedially．These

labeled fibers terminated in the accessory optic mcleus（Figs，1F，2G）．

d．Tectum opticum

    The1argest of the retina1targets was the tectum opticum．The tractus opticus pars

dorsomedia1is entered the tectum from its dorsomedia1aspect and the tractus opticus

ventro1atera1is from the ventro1ateral aspect（Figs．1D－F）．The tectum opticum of medaka has

61ayers，a common feature in te1eosts（Ishikawa ecα’。，1999）．Labe1ed fibers ran mainly

through the stratum opticum and stratum fibrosum et griseum supelficia1e，terminating at this

point（Fig．3A）．A fraction of labeled fibers ran deeper to terminate in the stratum a1bum

centmle，The stratum fibrosum et griseum supelficiale appeared to be divided into a

supe1ficia11ayerwith denserfibers and adeeper1ayercontaining less dense fibers。

3）Retinopetal system

    In medaka，neurons projecting to the retina were identified in6mclei：TNG in the

telencepha1on，preoptic retinopeta1nucleus，nucleus dorsolatera1is thalami，APd，APv and

NPC．The Iatter4nucIei are retinorecipient nuc1ei as described above，

    The TNG was a c1uster of1arge neurons1ocated in the area ventra1is telencephaH pars

ventralis（Fig，1A）．Labe1ed ceHs were piriform or oval in shape（Fig．3B）．Fibers of Iabe1ed

neurons in the TNG extended dorsocauda1Iy，tunled ventro1aterally at the rostra11eve1of the

habenula，and then a subpopu1ation of fibers merged with the tractus opticus（Fig．lC）toward

theopticnerve．

    Approximate1y20－1abeled neurons in the preoptic retinopeta1nuc1eus were observed in
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the boundary region between the preoptic area and the tractus opticus（Fig．1B）．Labe1ed cells

of the preoptic retinopeta1muc1eus were ova1－shaped，At more cauda11evels，labe1ed neurons

in the nucleus were distributed more dorsa11y and reached the mcleus dorsolatera1is tha1ami

（Figs．lC，3C）．Labe1ed neurons in the nuc1eus dorso1ateralis thalami thus appeared as a

dorsocauda1continuation of1abeIed neurons of the preoptic retinopeta1nucleus（Figs．1C，D，

3D）．Labe1ed ce11s were piriform or oval－shaped in the nuc1eus dorsolatera1is tha1ami．SmaH

numbers of labeled，ovaI ceHs were also observed in the NPC（Fig．3E），positioned

immediate1y cauda1to the nuc1eus dorsolateralis tha1ami．A few neurons were seen1atera1to

the preoptic retinopetal nucleus，and labeled，ova1neurons continued to the APv（Fig．lD）．

One singIe，labeled，ova1neuron was a1so obsemed in the APd（Fig．1D）．

Cmmial mrv6s that im16rvate extmoc㎜lar musc16s

1）PeripheraI distribution

    Under the dissection microscope，the oculomotor nerve appeared to exit the brain from

the ventral side of the mesencephalon and run rostroventraHy a1ong the lateral surface of the

brain．The ocu1omotor nerve exited the cranium through a foramen1ocated in the cauda1

basement ofthe parasphenoid bone（Iwamatsu，1997）that constitutes the rostroventra1wa11of

the cmnium，The oculomotor nerve then split into4branches in a caudal area of the orbit to

innervate the superior rectus musc1e（SR），medial rectus muscle（MR），inferior ob1ique

muscle（IQ）and inferior rectus muscle（IR）（Figs．4A，B）．The origin of SR was an

articuIation」ike portion at the center of a parasphenoid located slightly caudaI to the optic

chiasm．The SR extended rostrodorsa11y and inserted into the dorsal part of the eyebaH

（rostrocaudaHy centml portion）．The MR originated from a central position of the

parasphenoidb㎝eandinse耐edintotherostra1partoftheeyebaH（dorsoventra11ycentra1

portion）・The IQ originated from the media－end of the dorsa1part of the pa1atine bone，

extended caudoventrally and inserted to dle ventra1part of the eyebaH（rostrocaudaHy centra1

portion）．The IR originated from the center of the parasphenoids，similar to the SR，and

extendedrostroventra11ytoinse血intotheventra1partoftheeyeball（rostrocauda11yc㎝tra1

portion）、

    The trochlear nerve exited the brain from a position dorsocaudal to the exit of the

oculomotor nerve．The troch1ear nerve extended rostroventra11y along the latera1sulface of

the brain and exited the cranium from a foramen㎞the cauda1basement of the parasphenoid

bone．The nerve then trave1ed along the dorsaI side ofthe eyebaH and innervated the superior

ob1ique musc1e（SQ）（Figs，4A，B）．The SQ orig㎞ated from the medial end of the dorsa1Part

of the pa1atine bone，extended dorsocaudally and inserted into the dorsal pa血。f eyebaI1

（rostrocaudalIy centra1portion）、

    The abducens nerve exited the brain from a ventromedial part of the rhombencepha1on，

then extended rostraHy and s1ightly IateraHy a1ong the ventra1aspect of the brain．The
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abducens nerve1eft the cranium from a foramen in the caudal basement of the parasphenoid

bone and imervated the1atem1rectus musc1e（LR）（Figs．4A，B）．The LR originated from the

media1part of the parasphenoid bone，extended lateraHy and inse血ed into the caudal part of

eyeba11（dorsoventraHy central poI．tion）、

2）Distribution of extraocular motor neurons

    Extraocu1ar motor neurons were labe1ed retrograde1y by injecting biocytin solution into

each cranial nerve．The oculomotor nucIeus was located in the dorsa1portion of the

tegmentum mesencephali at the rostral level of nucleus recessHateralis．The ocu1omotor

nuc1eus was dorsomediaHy adjacent to the fascicu1us1ongitudimlis media1is（Figs．5A，B）．

Most of the1abe1ed neurons were obsewed in the ipsi1atera1mcleus with on1y a few ce11s in

the contralatera1nuc1eus．Ipsi1atera1neurons were located dorsa1and media1to the fascicu1us

longitudina1is medialis，whi1e contralateral neurons medial to the fascicu1us．The1abe1ed cells

in the oculomotor nudeus were fusifom or pirifo㎜in shape．The fibers derived from the

labeled neurons extended ventra11y tofo㎜a b㎜dle．The bund1e tumed1atera11y and leftthe

brain as the ocu1omotor nerve from the ventraI aspect of the mesencephalon（Fig．5A）．A

subpopu1ation of labe1ed fibers derived from1abeled neurons in the oculomotor nucleus

entered the fasciculus longitudinalis medialis and extended caudaHy as part ofthe fascicu1us．

    The trochIear nuc1eus was cauda1to the oculomotor nucleus and1ocated dorso1atera1to

the fascicu1us longitudimlis medialis at the leve1of the nuc1eus interpeduncu1aris（Figs，

5C，D）．Labeled cells were fusiform or piriform in shape．In its most rostral part，the trochlear

mc1eus was very c1ose to the caudalmost neurons of the ocu1omotor nuc1eus．Labeled fibers

of the troch1ear neurons extended media11y，running dorsal to the ventriculus qua血us，forming

a bow－shape tract，and passing through the commissum cerebe11i to the contralatera1side．

These fibers extended further IateraI1y，then tumed ventraHy and left the brain at a position

caudo1ateral and dorsal to the oculomotor nerve exit（Fig．5C）．A subpopu1ation of1abe1ed

fibers derived from 1abe1ed neurons in the troch1ear nucleus entered the fascicu1us

1ongitudimHs medialis and extended caudally through the fascicu1us．

    The abducens nuc1eus was Iocated caudaHy away from the other extraocu1ar motor

㎜c1ei，inaventrolatera1partoftherhomebencephancreticu1arfomation．Labe1edneuronsin

the abducens nucleus were oval or piriform－shaped（Figs．6A，B）．
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1）ISCUSSION

    To understand the central neural circuits in medaka，we initiated an analysis of crania1

nerve projections and distribution of motor neurons using tract－tracing biocytin tracers．This

study revealed a central distribution of retinofugal temina1s，retinopetal neurons，and

oculomotor，troch1ear and abducens motor neurons m medaka Medaka be1ongs to

smegmamorphs，which together with the c1ose1y－re1ated percomorphs，are regarded as highly－

derived teleost groups（Ne1s㎝，1994）．We thus compared the present results in medaka with

those of closely－re1ated percomorphs and other more distant related teleosts．

Optic mme

1）Retimfuga1system

    Retinal projections in medaka were contra1ateral dominant．Labeled terminals were

found in8brain nuclei：the suprachiasmatic nucleus，nucleus pretectalis supelficialis，nucleus

dorso1ateralis tha1ami（sometimes considered as a projection to the nucleus ventrolatera1is

thalami；e．g，Braford and Northcutt，1983；Northcutt and Wu1iima㎜，1988），APd，APv，NPC，

accessory optic nucleus，and tectum opticum．On the ipsilateral side，smaH mmbers of

terminals were observed in the suprachiasmatic nucleus and NPC．These targets as well as

terminaI pattems in the tectum opticum are common to other te1eosts（see review by Vanegas

and Ito，1983），but a projection to the nuc1eus ventromedia1is thalami reported for

percomorphs（e．g．Ito eCα’．，1984）was not detected in medaka．Contra1ateral dominance of

retina1projections is a1so common to other te1eosts（see review by Vanegas and Ito，1983），

except the piranha，in which abundant ipsi1ateraI projectioms have been repoれed（Ebbesson

and Ito，1980）、Projection of the optic nerve to the ipsiIateral nucleus of the posterior

commissure in medaka，as observed in this study，is also known to occur in ostariophysan

te1eosts，e．g．cyprinids（Reperant ec〃．，1976），piranha（Ebbesson and Ito，1980）and goIdfish

（Springer and Gaffney，1981）。

    As described above，retina1projections end in multip1e nuc1ei．This imp1ies that visuai

info㎜ati㎝istransmittedthroughmultiplefmctionalcircuitstocarryoutpam11el processing

of visua1information，The suprachiasmatic nuc1eus is Iocated immediate1y dorsa1to the optic

chiasm and receives a projection of nerve tract fibers distinct from those projecting to other

retinorecipient nuc1ei．This is analogous to the homonymous mc1eus in mamma1s．Function

of the suprachiasmatic nuc1eus in te1eosts has not yet been determined，but the nucleus is

1ike1y invo1ved in regu1ation of circadian rhythm，similar1y to other vertebrates（K1ein eCα’．，

1997）．Many pret㏄ta1nuclei receive retimal projecti㎝s and project to the cerebe11um（Meek

and Nieuwenhuys，1998）．In file何sh that belong to percomorphs，the APd，APv，and a㏄essoワ

。ptic nuc1eus are known to project to the ocu1omotor nuclear group，in addition to the

cerebeHum（Uchiyama eC〃．，1988）．These nuclei may constitute neural circuits regulating
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oculomotor kinetics to stabilize visua1images on the retina．

    In file舳，the NPC sends info㎜ation to the ci1iary ga㎎lion relayed by the accessoW

ocu1omotor mc1eus（or Edi㎎er－Westpha1nuc1eus）and regulates visual a㏄ommodati㎝

（Somiya eτα’．，1992）、The nucleus dorso1ateralis thalami，although be1onging to the thalamus，

projects1itt1e to the telencepha1on in most te1eosts（Striedter，1990；Yamamoto and Ito，2000）．

In the visua1system of percomorphs and holocentrids，the tectum opticum sends abundant

fibers to the nuc1eus pretha1amicus，which in tum projects to the telencephalon（Ito eCα’．，

工980；Ito and Vanegas，1983．1984）．The nuc1eus pretectalis supelficialis projects to the

nucleus intermedius，which in tum sends fibers to the corpus g1omemlosus，an afferent origin

to the inferior lobe（Murakami eC〃．，1986；Sakamoto and Ito，1982；Shimizu eCα’．，1999；

Yamamoto and Ito，2002）．In percomorphs，the inferior1obe receives gustatory and

viscerosensory inputs（Yoshimoto ec o2。，1998），and e1ectrical stimu1ation of the1obe evokes

feeding behavior（Demski，1983）．It is possib1e that the visua1signals through the nuc1eus

pretecta1issupe面。ialisparticipateintheregulati㎝offeedi㎎behavior．

    In the present study，no term㎞a1s of retinofuga1projection were found on the ce11bodies

of nuc1eus corticalis neurons，a finding simHar to the situation in percomorphs（Ito eτ〃．，

1984；for review see Vanegas and Ito，1983）．The nuc1eus cortica1is deve1ops well in

percomorphs but is not present（or at1east is undetectab1e）in ostariophysans or salmonids，

both of which are considered to llave been derived at a re1ative1y ear1y stage in te1eost

phy1ogeny（Ito and Yoshimoto，1991；Yamamoto and Ito，2002）．The nuc1eus corticalis is a1so

present in medaka，a smegmamorph consistent in its c1ose re1ationship with percomorphs

（Figs．lC－E）、In percomorph te1eosts，there is e1ectrophysio1ogica－evidence that the nuc1eus

cortica1is receives input from the retim（Rowe and Beauchamp，1982）．The mc1eus cortica1is

neurons extend huge dendrites to the stratum fibrosum et griseum superficia1e and stratum

griseum centra1e of the tectum opticum（Sakamoto and Ito，1982；Shimizu ecα3．，1999）．

Dendrite morpho1ogy of the nuc1eus cortica1is neurons is not desc㎡bed in medaka，but from

an analogy with related percomorph teleosts，it is1ike1y that the nuc1eus corticalis neurons

receive retinal projections on their dendrites in medaka as we11．The nucleus cortica1is projects

to the corpus glomeru1osum，an afferent origin to the inferior lobe．Hence，visual information

relayed by the nucleus corticalis may modu1ate feeding behavior，as discussed above for the

nuc1euspretecta1issuperficia1is．

    In teleosts，the tectum opticum is not only a relay center for visua1input to the

te1encephaIon but a1so an area that receives input of other moda1ities and sends fibers to

various targets，including descending projections to the rhombencepha1on（for review see

Vanegas and Ito，1983；Meek and Nieuwenhuys，1998；Yamamoto and Ito，2002）．The tectum

opticum is thus one of the most impoれant centers for sensory－motor co－ordination．

    Neura1circuits re1ated to vision that have been described for percomorphs are probab1y

present in smegmamorphs medaka because of their close relationship．The present study
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provides a basis for further investigation into the visua1circuits from a morphological，

functiona1，behaviora1，and genetic viewpoint。

2）Retinopeta1system

    Im medaka，neurons projecting to the retina were identified in6brain nuclei on the

contra1ateral side：the TNG，preoptic retimpeta1nuc1eus，nucleus dorso1atera1is tha1ami，APd，

APv and NPC．To our knowledge，this is the first rep011＝in te1eosts of retinopetal neurons

located in the NPC．

    Subsequent to the first discoveワ。f projection from the TNG to the retina（MOnz and

Claas，1981），this pathway has been c㎝fimed in various fish species（for review see

Uchiyama，1989）．Position ofthe TNG is variab1e depending on the species．In species with a

sta1ked－type o1factory bu1b，where the o1factoワbulb is located c1ose to the olfactory

epithe1ium and distant from the te1encepha1on，the TNG is1ocated in a rostra1region of the

o1factoW bu－b，In species with a pedumcu1ated oIfactoW bu1b－type，where the olfactory bu1b is

positioned immediately rostra1to the te1encephalon，the TNG is usuauy located at the

boundary between the o1factory bulb and telencepha1on（for review see Demski，1993）．

Medaka，a peduncu1ated o1factory bu1b－type species，had the TNG at the boundary of the

o1factoW bu1b and te1encephalon，in concordance with a previous immunocytochemica1study

（Ishikawa eC〃．，1999）．The neurons of TNG，also caHed the nucleus olfactoretinalis，receive

o1factoワ，visual and general somatosensory inputs，and project to wide areas in the brain

（Yamamoto efα’．，1995；Yamamoto and Ito，2000）and produce gonadotropin－releasing

hormone（GnRH）（for review see Demski，1993，Yamamoto，2003），presumably functioning

as a neuromodulatory system（for review see Oka，1997）、GnRH derived from the TNG

affects the excitabi1ity of retinal neurons（Ste11ecα’．，1984；Walker and Ste11．1986；Umino

and Dow1ing，1991）．At the behaviom11evel，in a percomorph（dwalf gourami），the TNG is

involved in regu1ation of the nest－building behavior of male fish（Yamamoto eCα’．，1997；

Yamamoto，2003）．Study of medaka wi11 contribute to the fu血her understanding of

neuromodulatoワfunctions ofthe TNG，

    In medaka，retinopetal mc1ei were observed not only in the te1encephalon but also in the

diencepha1on，a common feature in percomorphs and other close1y－re1ated teleost groups

（Uchiyama，1989；But1er and Noれhcutt，1992）、In ostariophysans，no retinopeta1neurons have

been observed in the diencephalon；in zebrafish，on－y the TNG or nucleus oIfactoretina1is

have been described（BurriH and Easter，1994）．The reason for the difference is unknown，but

considering the fact that a sturgeon，which branched earlier than teleosts，has retinopeta1

neurons in the diencephalon（Hofmann ef〃．，1993；Ito eCα’．，1999），the1ack of diencephalic

retinopeta1neur㎝sis1ike1yaderivedfeatureinostariophysans・

    Retinopetal neurons of medaka were distributed in a continuous zone and found in

severa1nuc1ei of the diencepha1on．A similar distribution of retinopeta1neurons in the preoptic
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retinopeta－nucleus and nucleus dorsoIateralis t11alami has a1so been observed in percomorphs

（Ito eサα’．，1984）．Retinopeta1neurons in the diencepha1on of medaka were generaHy4－6μm

in size，These retinopeta1neurons may，in fact，represent a homogeneous popu1ation of

neurons．It is possible that the distribution of diencepha1ic retinopeta1neurons is spread in a

more rostrocaudally－elongated fashiom in medaka，resulting in the imdusion in a mmber of

nuc1ei．It is important to determine the comections of these neurons other than their retinal

projections and to identify their neurotransmitters in order to solve the issue of the identity of

these neurons in mu1tiple nuclei．A sub－group of percomorphs，the Tetraodontiformes fish，

which includes〃〃。ao〃moaes伽s and∫ceρんα〃。’eμs cか〃牝r，have high1y－deve1oped visua1

systems，and presumab1y as its consequence deve1op the preoptic retinopeta1nuc1eus to

contain as many as8000t010000neurons per side（Uchiyama e∫α’．，1981；Uchiyama and Ito，

1984）．In tetraodontiformes，the preoptic retinopetal nuc1eus receives projections from the

tectum opticum（Uchiyama eCα’．，1986）and may be invo1ved in visual attention shifts on the

retina（Uchiyama，1989）．A1though medaka also has a we11－deve1oped visua1system，the

preoptic retinopeta1nuc1eus is－ess deveIoped than tetraodontiformes，The medaka showed

approximate1y201abe1ed retinopeta1neurons in the presently described tract－tracing

experiments．Even though there might be neurons that were not labe1ed，the total number of

neurons in the nucleus wouId not be significant1y1arger．Archer fish，another type of

percomorph with a welLdeveloped visual system，possesses very few neurons in the preoptic

retinopeta1 nuc1eus （Tanaka，Yoshimoto，Yamamoto，Ito and Somiya，unpublished

observation）．These fish seek food on or above the water su1face，while tetraodontiformes see

objects in water，frequent1y by binocu1ar vision．The d冊erence in the development of the

preoptic retinopeta1mcleus may re刊ect a difference in the way visual info㎜ati㎝is used

among fish species．This hypothesis can be examined by quantitative1y analyzing neurons of

the preoptic I’etinopeta－nuc1eus in a variety of fish species．

Cmllia111ewes t11at i皿mrvate extmoc111arm11sclos

    In medaka fW，gross peripheral distributions of cranial nerves innervating extraocu1ar

muscles have been previously described（Ishikawa and Hyodo－Taguchi，1994）．In the present

study，adu1t medaka was investigated and the overaH distributiom of extraocular cranial nerves

was in accordance with those of medaka fry．The present study extended further the

investigation to inc1ude the distribution ofmotor neurons imervating the extraocular musdes

by use of tracer experiments，the first time conducted in medaka．Projections of these motor

neurons were uni1atera1dominant，namely ipsilateral domimnce of the oculomotor neurons，

contralateral dominance of the trochIear neuroms and ipsilatera－dominance of the abducens

neurons．This pattem is a1so observed in other teleost fish（carp：Luiten and Dijkstra－de

Vlieger，1978；stargazer（a percomorph）：Leonard and Willis，1979；go1dfish：Graf and

McGurk，1985；flatfish（a percomorph）：Graf and Baker，1985；weakly e1ectric fish（an
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osteoglossomorph）：Szabo eC〃．，1987；file fish：Somiya eC〃．，1992）．In these studies，the

ocu1omotor nudeus is subdMded into sub－mclei depending on the musc1es in which they

imervate．According to these studies，labe1ed neurons in the contra1atera1oculomotor nuc1eus

in the present study appear to correspond to those innervating the SR．Labe1ing the four

individua1branches of the ocu1omotor nerve shou1d provide more detaHed info㎜ati㎝．ln

carp（Luiten and Dijkstra－de Vlieger，1978），goIdfish（Ster1ing and Gestrin，1975；Ster1ing，

1977；McGurk and Graf，1984；Graf amd McGurk，1985；Cabrera eτ〃．，1992；Pastor ecα’．，

1991），stargazer（Leomrd and Wmis，1979）and刊a冊sh（Graf and Baker，1985），neur㎝s of

theabd・censn・cleusa・edividedinto・ost・a1andca・da1gro・ps．I・thepres㎝ttract－traci㎎

study of medaka，the distribution of these specific neurons remained elusive，but considering

that neurons of the abducens nuc1eus form separate anterior and posterior bund1es in the brain

（data not shown），1t1s Ilke1y that m medaka，the abducens mcleus1s also d1vIded mto rostra1

and caudal compartments．

    Recent1y，physiologica1and behavioral studies have been carried out in medaka（Beck eτ

αム，2004）．The present study wH1provide an anatomical basis for these types of studies．

Co11c1udimg mmarks

    1nthepres㎝tstudy，cent・alp・ojecti㎝oftheopticner・e，distributionofretinopeta1

system and distribution of motor neurons imervating the extraocular musc1es were

characterized in medaka．Ana1ysis of other crania1nerves is currently ongoing，These findings

are essentiaけ。r mderstanding central neural circuits in both morpho1ogical and physiologica1

terms．The use of medaka as an experimenta1anima1serves a mmber of advantages and wi11

be an impoれant tool for future investigations into genes invo1ved in the e1icitation and

regulation ofbehavior．
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injected with biocytin．Labe1ed fibers（thin lines），terminals（small dots）and retrogradely la－

be1ed cells（large dots）are－11ustrated Scale bar＝200μm
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Fig．2． Biocytin－1abeled retinofugal fibers and their terminals in suprachiasmatic nuc1eus

（A），nuc1eus pre－tecta1is superficia1is（B），nucleus dorsoIatera1is tha1ami（C），area pre－tectalis

pars dorsa1is（D），area pre－tecta1is pars ventra1is（E），nuc1eus of the posterior commissure（F），

and accessoW optic nuc1eus（G）in fronta1sections．Sections were counterstained with cresy1

vioIet（b1ue）．Sca1e bar＝25μm．
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Fig．3． Biocytin－1abe1ed retinofuga1fibers（A）and retinopetal neurons（正一E）．（A）Pronta1

section showing retinofugal fibers and their termina1s in the tectum opticum．Fibers are

mainly obsemed in the stratum opticum and stratum fibrosum et griseum supelficiale（SFGS）．

Labeled fibers are dense in supe㎡icia1portions of SFGS and less dense in the deeper p0111ions．

Much fewer fibers and termina1s are found in the stratum album c㎝tra1e，Retinopetal

neurons in the gang1ion of the termina1nerve（正），preoptic retinopetal nuc1eus（C），nucleus

dorso1ateralis tha1ami（D）and nucleus of the posterior commissure（E）．Arrows in（1））一（E）

point to seIect retinopeta－neurons．Sca1e bar＝25μm．
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The circ1e drawn with a broken line indicates the right eyeba11．（B）Ventral view of the me－
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nervated by this nerve（inferior rectus muscle，inferior ob1ique muscle，medial rectus mus－

cle，but superior rectus muscle not shown）The lower－half shows trochlear and abducens
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respectlve1y．Scale bar＝1μm．



へ㌻

A

、・

一ポ’由・・

 ’D‘○

        ㍗㌧      t、 古
        ’D・    議      、         ■      ’         J
     ノ

1々涌，
・’ f 午．

    ノー一 8 ．． 、’．○戸
      flm．、∵7も
・  も   ○い’v 」．

．★3

、

・一・・ 冝C
心

＼

ノ

」一．． 。   。

VC

Ψ

書、．焔

   一讐‘
ひ＼一．
  仁．
、   “＼＾．㍉
E    ’ぺ 一’一一   ・

C．＼ノ・一

@  ’、く／ @  V

 ㍍ぐ
 ｝＿．一㍗ ■ ■  ■  一  ’ ，  一  一
   ）・一

！



Fig．5． （A）Fronta1section at the1eve1of ocu1omotor nuc1eus after uni1atera1injection of

biocytin into the1eft oculomotor nerve．Sca1e bar＝200μm． （B）Increased magnification of

oculomotor neurons from（A）．Scale bar＝50μm． （C）Fronta1section at the leve1of

trochIear nucleus after uniIatera1injection of biocytin into Ieft trochlear nerve．Sca1e bar：200

μm。 （D）Increased magnification of trochlear neurons from（C）．Sca1e bar＝50μm．
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I＝ig．6．（A）Frontal sect1on at the leve1of abducens nucleus a行er unllateral lnject1ons of

blocyt1n lnto le行abducens nerve Sca1e bar＝200μm （B）lncreased magnIf■catIon of ab－

ducens neurons from（A）．Sca1e bar＝50μm


