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緒 言

哺乳類 の大脳 皮質一次視覚野 には、網膜 か らの視覚情報が視床の外 側膝状体

(LateralGeniculateNucleus,LGN)を 経 由 して入力す る(Fig .1)。 視覚野 の多 くの神 経

細胞 に は両 眼か らの入力が収束 してお り、 いずれの眼に光刺激を与えて も興奮性に

反応す る。生後発達初期 の一定期 間の視覚環境は、視覚情報処理を担 う神経回路網

の形成 にとって非常 に重 要な役割 を果た している。例 えば、仔ネコの一側眼瞼 を短

期間外科的に縫合 して視覚入力 を遮断することによって、視 覚野から両眼性細胞が

消失する[1]。 す なわち、視覚野 の ほ とん どのニューロンは正常 に視体験 をした方

の眼 に与 えられ た光刺激 にのみ反応 し、遮 蔽されていた方の眼に与え られた光刺激

は もはや視覚野のニューロンを駆動す ることができな くなる(Fig.2)。この変化 は個 々

の視覚 野 ニ ュー ロ ンの眼優位性 という受容野特性 について認 められることか ら眼優

位可塑性 と呼ばれ、視性刺激遮断弱視の格好の動物 モデルとして弱視 の病態解明に

寄与 してきた。 この ような可塑的変化は感受性期 と呼ばれる生後発達初期の限 られ

た期間内 に片眼遮蔽が施 された場合にのみ認められ、成熟ネコでは生 じない。また、

感受性期内であ って も両眼瞼を遮蔽 した場合にはこのような可塑的変化は惹起 され

ないこ とか ら、眼優位可塑性の機構 として 「両眼性入力の拮抗」 とい う考 えが提唱

されている[2]。 これ は、 「両眼網膜 由来 の視覚情報を中継するLGNニ ューロンの

軸索終 末 は同一 シナ プス後細胞上 の限られたシナプス部位、 あるいは、その細胞が

遊離す る栄養因子 をそれ ぞれの神経活動に依存 して互いに競 合 して占有 しよう とす

る」 とい う考 えである。

眼優位可塑性の調節メカニズムは、概念上(1)中 枢視 覚系 の神経活動 に依存 す る

機構 と(2)中 枢視覚系路 以外 の神経化 学的調 節機構の2つ に大別 で きる。後者 の系

について は、ノルア ドレナ リン系[3-5] ,GABA系[6-8],ア セ チル コリン系[9-

11],セ ロ トニ ン系[12,13],グ ル タ ミン酸系[14 ,15]な どの関与が報告 されてい

る。特 に、 中枢 ノルア ドレナ リン系 に関 しては以下 に示す ように非常 に詳細 な研究

成果が蓄積され ている:(1)仔 ネ コの視 覚野 へのカテ コールア ミンニューロン選択

的毒素である6-hydroxydopamine(6-OHDA)の 直接 かつ持続 的な注入 に よって眼優位

可塑性が阻害される[3,16-18]、(2)β 一ア ドレナ リン受容体(β 一AR)の ア ンタ

ゴニス トに よ り濃度依存性 に眼優位可塑性のレベルが低下する[19]
、 さ らに(3)

感 受性 期 を過 ぎて可塑性 レベ ルが極 端に低下 してい ると考 えられる成ネ コに対 して、

(i)外 来性 にノル ア ドレナ リン(NA)を 直接 視覚野 に注入 する ,(茸)NAの 前駆 ア

ミノ酸 を経 口投与 す る,(丗)NA(3-AR系 の活性 化 に引 き続 く細胞内サ イク リック

AMP(cAMP)の 産生増加 を外 来性 に補 うとい った方法 によって中枢性ノルア ドレナ

リン系 を賦 活すると眼優位分布の変化 を惹起す ることがで きる[20-23] 。以上 の こ
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とより、大脳皮質視覚野 に認め られる眼優位可塑性の調節機構 にNA-.・-cAMP系

が非常 に重要 な役割 を果た してい ることが推察されてきた。

ネコ視覚野内の内在性NA含 量 お よび β一AR総 数の生後発達 よ り、眼優位可塑性 の

調節にはNA含 量 そ の もので は な く、む しろ β一ARの 活性 化 の程度 が多大 に寄与 して

い る可能性が考え られる。すなわち、生後発達に伴 って内在性NA含 量 は直線 的 に増

加す るが、一方 で、 β一AR総 数の発達 曲線 は感 受性期 に対応(5-13週)し て一過性 の

ピーク を示す[24,25]。 しか しなが らβ一AR結合 活性 が片 眼剥奪 に伴 うシナプス結

合様式の変化に よっていかに修飾 されるか についてはこれまで調べ られていなかっ

た。本研究では中枢性視 覚障害 と考 えられ る弱視の動物モデルを用いて、視覚入力

の剥奪による β一ARの 結 合様 式の 変化 を中心 に α2-ARな らび に視 覚性入力 の伝達 物

質で あ る と考え られてい るグルタ ミン酸の受容体結合の変化 もあわせ て、生化学的

ならびに免疫組織学的手 法を用いて検討 を行った。 さらに弱視の薬物療法の可能性

を模索する一環 として、NAを は じめ脳 内モ ノア ミン系 を賦活 させ ると考 えられてい

る、芳香 族アミノ酸水酸化酵素の補酵素である6R一エ リス ロー5,6,7,8一テ トラヒ ドロ ビ

オプテ リン(R-THBP)[26,27]の 末 梢投 与 に よる受容体結合活 性 の変化 について

も併せて検討 を行 った。
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本 論

第一章 長期視覚入力剥奪がネコ大脳皮質視覚野 における α2一 お よ び β一ア ドレ

ナ リン作動性受容体結合活性に与える影響

ネコ大脳皮質一次視覚野におけるβ一AR結合部位数 の生後発 達曲線 が、眼優位可塑

性 の感 受性期 におおよそ対応 して一過性の ピークをもつ ことがすでに示されている

[24,25]。 しか しなが ら、視 覚入 力の剥奪 に よりβ一AR結合活性 がいか に変化す る

か につい ての検討は未だなされていない。本章では、片眼遮蔽が.・ 結 合活性 に及

ぼす影響 を検討 す る目的で、まず正常ネコ脳におけるβ一AR結合活性 を粗 シナプ トソ

ーム分 画(P2分 画)に つい て調べ
、 さ らに大脳皮質 においては加 西加 オー トラジオ

グラフ ィーの手 法を用いて層特異的な結合様式 の変化につい て調べた。また、感受

性期 を通 して行 った長期片眼遮蔽が β一AR結合活性 に及 ぼす影響 につい て、P2分 画

な らびに血VIIT'Oオ ー トラジオグラ フィーで検 討 を行った。結合実験は β一ARの ほか

に、そ のア ンタ ゴニス トが眼優位 可塑性の調節にはほとんど影響 を及ぼさない とさ

れてい る α2一 ア ドレナ リン作 動 性受容体(α2-AR)[28]に 関 して も同時 に検 討

を行 っ た。尚、 以下の動物実験は 「大阪バ イオサイエンス研 究所実験動物倫理規定

に基づいて行 われた。

実験方法

1.組 織 サ ンプルの調製

片眼剥奪群(monocularlydeprivedcats,MDcats)の ネ コは生後4週 目にハ ロセ ン麻 酔

下 で一側 眼瞼縫合 した他は、対照群(Controlcats)と 同様 通常飼 育下で育 て、共 に

生後7ヶ 月 目に実験 に供 した。ネ ンブ タール深麻酔下で経心的に0.1Mリ ン酸緩衝 液

(PB,pH7.4)を 潅流 した。脳定位 固定装置 に装着 し、大脳皮質はFig.3に 示す よう

に片半 球 あた り14部 位 に取 り分 け 、その他 の皮 質下構造 は定位固定装置か ら脱着 し

た後、氷冷下で小脳,線 条 体,視 床 下部,橋 一延 髄,海 馬,LGN,視 床 前核群 にそ

れぞれ取 り分 け、速やかに ドライアイスパウダーで凍結 し一80℃ 下 に保存 した。

各組織 は氷令 した10-20倍 量の0.32Mシ ュクロース/10mMト リス塩酸緩衝液 で ホ

モ ジネー トし、遠心操作 によりP2分 画 を得 た。P2分 画 は50n1Mト リス塩酸緩衝液

(50mMTris-HCI,pH7.4)で2mgprotein/mlの 濃度 に調製 し、受容体結合実験 に供

した。

血VIII'Oオ ー トラジオグラ フィー に用 いる組織は、以下のように調製 した。先 に凍

結 しておいた組織 をクリオスタッ トで厚 さ10μmの 連 続 した矢状 断 に薄切 し、予 め
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ゼ ラチ ン コ ー テ ィ ング さ れ た ス ラ イ ドグ ラ ス にマ ウ ン トした 。 切 片 は 一20℃ 下 に 保

存 し、 薄 切 後2週 間以 内 に使 用 した 。

2.受 容体 結 合 実 験

β一AR結 合 活 性 は β一ARの ア ン タ ゴニ ス トで あ る[3H]dihydroalprenolol([3H]

DHA,DuPont/NEN)を 用 い 、Bylundら の方 法[29]に 準 じて行 っ た。 す な わ ち、P2

分 画 を50mMTris-HCIで 調 製 した1.OnM[3H]DHAと25℃ 下 で20分 間 イ ン キ ュベ ー

シ ョン した後 、 反 応 液 をガ ラス フ ィル ター(WhatmanGFIB)を 通 して吸 引 濾 過 し
、

直 ち に氷 冷 した50mMTris-HCIで3回 洗 浄 した。 ガ ラス フ ィル タ ー上 に トラ ッフ し゚た

膜 成 分 の放 射 活 性 を液 体 シ ンチ レ ー シ ョン カ ウ ン タ ー で測 定 し これ を全 結 合 と し た。

全 て の ア ッセ イ は3重 に行 っ た。 非 特 異 的結 合 は10μM(一)alprenolol存 在 下 で 同

様 に行 い、 全 結 合 と非 特 異 的結 合 の差 を特 異 的結 合 と した。

α2-AR結 合 活 性 は α2-ARの ア ン タ ゴ ニ ス トで あ る[3H]rauwolscine

(DuPont/NEN)を 用 い 、P2分 画 と の イ ンキ ュベ ー シ ョン時 間 を45分 間 と した以 外

は、 β一AR結 合 実 験 と同様 に行 った 。 非 特 異 的 結 合 は10μMyohimbine存 在 下 で測 定

した。

3.Invitroオ ー トラ ジ オ グ ラ フ イー

111V111'Oオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー はParkinsonら の方 法[30]を 若 干 改 良 して行 っ た
。

ス ラ イ ドグ ラス に貼 り付 け た切 片 を100mMNaCl含 有50mMTris -HCI(BufferA)で

4℃ ・60分 間 プ レイ ンキ ュベ ー シ ョン した。 α.・ は1 .OnM[3H]rauwolscineと25℃,

60分 間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョンす る こ と に よっ て トリチ ウ ム標 識 を し、 非特 異 的結 合 は

イ ンキ ュベ ー シ ョン過 程 に10μMyohimbineを 添 加 して求 め た 。 β一ARは プ レイ ン キ

ュベ ー シ ョン後 、1.OnM[3H]DHAと25℃
,30分 間の イ ン キ ュベ ー シ ョン を行 い 、

10μM(一)alprenololの 添 加 に よっ て非 特 異 的結 合 を求 め た。

イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン終 了 後4℃ 下Buf飴rA液 中 で素 早 く洗 浄 し、 手 早 く乾 燥 した後 、

さ らに五 酸 化 リ ン を敷 い た デ シ ケ ー タ ー 中 に 陰 圧 下 で2晩 置 い た 。 乾燥 後 、 ス ラ イ ド

グ ラス をオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー 用 カ セ ッ トに並 べ 、 定 量 解 析 の た め に既 知 の 放 射

活 性 を持 ったplasticstandardscale([3H]microscales,Amersham)を 一 緒 に並 べ 、 ト

リチ ウム感 受 性 フ ィル ム(Hyperfilm,Amersham)を 載 せ て4℃
,5週 間保 管 した 。 露

光 後 、25℃ 下 でKodak19を 用 い て現 像 した 。 カセ ッ トよ り取 り出 した切 片 は、2-4%

パ ラ フ ォル ム ア ル デ ヒ ド液 で 固定 し、 マ イ ヤ ー ・ヘ マ トキ シ リン ま た はチ オニ ン で

対 比 染 色 を行 っ た。
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4.オ ー トラ ジ オ グ ラム の解 析

オ ー トラ ジ オ グ ラム の 定 量 解 析 に は、 画像 解 析 用 ソ フ トウ ェ ア(N田Image)を 用

い 、charge-coupleddevice(CCD)カ メ ラ を備 え付 け た コン ピ ュ ー タで解 析 を行 っ た。

各 々 の フ ィ ル ム上 の[3H]血croscaleの 画 像 を基 に、 脳 内 の 受容 体 結 合 部位 の 黒化 度

を丘nol加gtissueに 換 算 して 表 した。特 異 的 結 合 は全 結 合 か ら非 特 異 的結 合 を差 し引

い て 求 め た。

5.Scatchardplot解 析

β一AR受 容 体 飽 和 実 験 をP2分 画 お よび組 織 切 片 を用 い て行 いScatchardplot解 析 を

行 っ た。 す な わ ち 、 イ ン キ ュベ ー シ ョン液 中 の[3H]DHA濃 度 を0.05nM.12.5nMま

で 変化 させ て濃 度 一結 合 曲線 を求 め、 コ ン ピュ ー タ に よる非 線 形 最小 二乗 法 で 解 析

し リガ ン ドの結 合 親 和 性(KD)お よび最 大 結 合 量(Bm。x)を 求 め た 。

実 験 結 果

1.P2分 画 に よ る受 容 体 結 合 実 験

成 ネ コの脳 内 β一ARに 対 す る[3H]DHA結 合 は 、橋 一 延 髄 の75%か ら大 脳 皮 質 の

85%ま で ほ とん どの部 位 で高 い特 異 的結 合 の割 合 を示 した 。Table1に 大 脳 皮 質 と各

皮 質 下構 造 にお け る[3H]DHA結 合 活性 を示 した 。対 照群 で は小 脳 が 最 も高 い結 合

活性 を 示 し、 視 床 下 部 な らび に橋 一延 髄 は低 い値 を 示 した 。 大 脳 皮 質 は全 体 的 に高

値 で あ っ たが 、 な か で も後 頭 葉 は高 い 結 合 活 性 を示 し(VCandVC-1,60.1finol/mg

protein)、 他 の大 脳 皮 質領 域 に比 べ て有 意 で あ っ た(35.1±1.7finol/mgprotein,

P<0.01)。 後 頭 葉 を除 く大 脳 皮 質 の[3H]DHA結 合 活性 は比 較 的一 様 な 値 を示 した

(30.1-44.4finol/mgprotein,Fig.4)o

感 受 性 期 内 にあ る 生 後4週 目か ら6ヶ 月 間 に渡 る長 期 視 覚 入 力 の剥 奪 は 、Fig.4に 示

す とお り、 視 覚 野 を含 む 大 脳 皮 質 後 頭 葉 の[3H]DHA結 合 活性 を、遮 蔽 眼 に対 して

同側 お よび対 側 の い ず れ に お い て も対 照 群 に対 して有 意 に減 少 させ た(Controlcats:

同側=61.0±2.4,対 側=59.3±2.8finol/mgprotein,MDca偲:同 側=35.4±2.6,対 側

=2g .8±3.gfinol/mgprotein,P<0.01)。 また にLGNに お い て も、 同側 で対 照 群 に対

・ して59
.8%(P<0.05)、 対 側 で60.8%(P<0.01)と 有 意 な減 少 を認 め た(Table1>。

α2-ARに 対 す る[3H]rauwolscineの 特 異 的 結 合 は い ず れ の脳 内部 位 にお い て も

85%以 上 と非 常 に高 い 割 合 を示 した。Table1に[3H]rauwolscine結 合 活性 の脳 内分 布

を示 し た。 対 照 群 にお い て は線 条 体 で 最 も高 い結 合 活 性 が 認 め られ 、LGN,橋 一 延
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髄 お よ び視 床 前 核 群 で は低 い 値 を示 した。 一 方 、大 脳 皮 質 内 の α2-AR結 合 活 性 は後

頭 葉 で 比 較 的高 値 で は あ るが 、[3H]DHA結 合 に比 べ 変 化 に富 んだ分 布 様 式 を示 し

た(Fig.5)。

長 期 片 眼 遮 蔽 が α2-AR結 合 活 性 に及 ぼす 影 響 につ い て検 討 した とこ ろ、 β一AR結

合 と は 異 な り大 脳 皮 質 後 頭 葉 な ら び にLGNで の 著 明 な 変 化 は 認 め られ な か っ た

(TablelandFig.5)0

2.[3H]DHA結 合 のScatchardplot解 析

長 期 片 眼 遮 蔽 に よ り、 後 頭 葉 のP2分 画 の[3H]DHA結 合 活 性 に有 意 な変 化 が 認

め られ た た め 、 さ らに.・ 受 容体 飽 和 実 験 を行 いScatchardplot解 析 に よ り結 合 親 和

性 お よび結 合 部 位 数 に対 す る変 化 を検 討 した 。対 照 群 の成 ネ コで はKD=0.9±0.1nM,

Bm、x=149.0±10.5finol/mgproteinと い う結 果 を示 した の に対 し、MDcatsで はKr値 に

変 化 は認 め られ な か っ たが 、Bm、xは 同側 で対 照 群 の50.5%,対 側 で47.9%に まで 有 意

に減 少 した(Fig.6)。

3.111VIIT'Oオ ー トラ ジ オ グ ラ フ イー

/成 ネ コの大 脳 皮 質 視 覚 野 に お け る β
一ARお よび α2-AR結 合 の 層 分 布 な ら び に片 眼

遮 蔽 に よ る変 化 を調 べ るた め 、111Vlll'Oオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を行 っ た。

正 常成 ネ コ の視 覚 野 大 脳 皮 質 にお け る[3H]DHA結 合 活性 は二本 の 明 瞭 なバ ン ド

を示 した 。 一 つ は大 脳 皮 質 表層 か ら皿【層 に広 が り、 も う一 つ は深 層 部 に認 め られ た。

Iv層 の[3H]DHA結 合 活 性 は非 常 に低 か っ た(Fig.7A)。 長 期 片 眼 遮 蔽 は視 覚 野 の

全 て の層 に お い て[3H]DHA結 合 活 性 の減 少 を引 き起 こ した(Fig.7Aand7B)。 そ

れ に対 して、 大 脳 皮 質 前 頭 葉 で は長 期 片 眼 遮 蔽 に よ る変化 は認 め られ な か った(Fig.

7Cand7D)o

成 ネ コ の視 覚 野 を用 い たmvitroオ ー トラジ オ グ ラ フ ィー お け る[3g]DHA結 合 の

飽 和 実 験 の結 果 をTable2に 示 した 。正 常 成 ネ コ にお け るBmaxは1-HI層 で最 も高 く

(32.6±1.Ofinol/mgtissue)、 次 い でv-v1層(27.6±1.9finol/mgtissue),IV層(19.9

±1.3finol/mgtissue)のli頂 で あ った 。 長期 片 眼 遮 蔽 は 同側 な らび に対 側 の全 て の層 に

お い てBm。x値 の有 意 な減 少 を引 き起 こ した 。 そ れ に対 し てKD値 に対 す る 変化 はin

、Vlll'Oオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よって も認 め られ なか っ た。

[3H]Rauwolscine結 合 は[3H]DHAと は異 な った 層 分 布 を示 した 。1-m層 で は高

い結 合 活 性 を示 し、 それ に対 して 深 層 部 で は低 い活 性 に と ど ま っ た。 長 期 片 眼 遮 蔽

に よ る変 化 は い ず れ の層 に お い て も認 め られ な か っ た。
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考 察

高等 哺乳動物の大脳皮 質視覚野 に認め られる眼優位可塑性 の調節機構 に中枢性 ノ

ルア ドレナリン系が非常 に重要な役割 を果 た してい る可能性 は、 これ までに蓄積 さ

れた詳細な報告 により強 く示唆 される[3-5,16-23]。 本 章 では、 「眼優位 カ ラムの

可塑 的変化 を惹起 しうる感受性期 内からの長期片眼遮蔽によって、大脳皮質視覚野

のβ一AR結合活性 にいか なる変化 が生 じるか」が、初めて明らかにされた。

これまでネコ脳内のβ一AR結合分布様式 についての報告が全 くないことから、本研

究では先ず、正常な環境下で育てられた成ネコにおける脳内β一AR結合活性 について

P2分 画 な らび に111VIZI'Oオー トラジオグ ラフィーによって検討 を行 った。大脳皮質の

P2分 画 を用 いた結合実験 によ り、 β一AR結合 活性 が他 の部位 に比べ視覚野 を含む後

頭葉において著 しく高いことが明らか となった。ネコ[24]お よびサ ル[31,32]で

は、大 脳皮 質の 内在性 ノ ル ア ドレナリン含量が前頭葉 に比べ後頭葉で低いことが報

告 されている。ノルア ドレナリン合成酵素であるdopamine一 β一hydroxylase抗体 を用 い

た免疫 組織 学的検 討 によ りサルの ノルア ドレナリン神経の支配様式は、一次体性感

覚野な らびに運動野で高密度 に認 め られ、一次視覚野では非常 に疎であることが明

らかになっている[33,34]。 また内在性 ノル ア ドレナ リン量 に応 じてシナプス後部

に存在 するβ一AR活性 が 変化 す る、た とえ ば、除神経 によりsupersensitivityを生 じる

とい うこ とは よ く知 られている[35]。 以上の ことか ら、 β一ARが後頭葉 において特

に高 く発 現 して いるのは大脳皮質全体を通 した中枢 ノルア ドレナリン系の恒常 的な

調節、すなわち、後頭葉におけるノルア ドレナリン含量の少なさを.・ の発現量 の

補償 に よってそ の機 能の維持を図っている ということを反映 している可能性が考 え

られる。視覚野に高い β一AR結合活性 を示す機能 的な意義 はまだ不明であるが、本章

の結果は大脳皮質視掌野 とその他 の部位 の聞に、NA/3-AR系 の関与 した機 能発現 の

差異が ある可 能性 を示唆 している。

血Vlll'Oオ ー トラジオグ ラフィーに よる視覚野の β一AR結合活性が1一皿層 お よびv

VI層 に高 く、IV層 で は低 い とい う本章 の結果 は、先のParkinsonら の報 告 と一致 して

いる[30]。 蛍 光組織学 的お よび免疫組織 化 学的検討 によりノルア ドレナリン神 経

の支配様式 とβ一AR結合 活性 が 共 に顆粒 上層(1一 皿層)と 顆粒 下層(v-vl層)に 高 く、

IV層 では低い とい う報告 があ る[36-38]。 しか しなが ら、 この様 な大脳皮 質内のβ一

AR結 合 活性 とノルア ドレナ リン神 経の支配様式が層毎には一致す るという結果は、

先 に論 じた前頭葉か ら後頭葉にか けて認め られる相補的な関係 とは対照的なもので

ある。 β一ARと ノル ア ドレナ リン神経 の大脳皮 質の層分布および領野分布様式の違い

か ら、 それぞれ は独立 した機構 によって調節 を受けている可能性があ ることが考 え
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られる。

感受性期内にある幼若期か ら長期間に渡 って片眼 からの視覚入力を剥奪 した とき

に誘導 される視覚野の.・ 結合活性 の変化 につ いて検討 を行ったところ、遮蔽眼 に

対 して同側 お よび対側 の どち ら側 の視覚野 において も結合活性が有意 に低下 し、

Scatchardplot解 析 に よ りその変化 は結合親和性 ではな く最大結合数の低下に由来す る

ものであることが明 らか となった。Wilkinsonら は感受 性期 内にある ネコを14日 問片

眼遮蔽 し、 さ らに この間視皮質の半球 にグルタミン酸 を注入 し続け、視覚野のβ一AR

結合活 性 の変化 につい て検討 を行 った[39]。 グル タミン酸が注入 され た視 覚野で

は以前の報告[40]通 り、可塑性 が阻害 されていた にもかかわらず、 β一AR結合活性

は両半球 におい て全 く差 が認められなかったと報告 している[39]。 β一ARの代謝 回

転 は他 の神経 伝 達物質 の受容体 に比べ時間を要する(10日 以上)の で[41]、 変 化

を誘導 す るた め には比較 的長期間の遮蔽操作 を必要 とするのかもしれない。また、

Aokiら は幼 若 ネコ に対 して感受性期 を通 して15ヶ 月 間の長期 に渡 り暗 闇飼育 を行 っ

て も、 β一AR結合 に変化が認 め られなかった と報告 しているが[42]、 一 方 で1年 問

以上暗 闇飼 育 され たネ コ において も視覚野 の眼優位 可塑性 に対するノルア ドレナリ

ン系の修飾機構が維持 されているこ とが示 されている[43]。 さ らに、生 後10日 目

の幼 若 ネコの一側 のLGNを 破 壊 して視 覚入力 を阻害 す る と、視皮 質深層部 の β一AR

密度が著 し く減少 す るこ とが示 され ている[38]。 以上の こ とか ら、 β一ARの結合 活

性 の低 下 は視 覚性神経 活動 の総活性量ではな く、その入力のパターン、すなわ ち活

性量の不均衡が長期に渡って生 じた場合に誘導されると推察される。

本章においては、長期片眼遮蔽が受容体の結合特性に及ぼす影響について β一ARだ

けではな く α2-ARに 関 して も検 討 を行 った。長期 に渡 る視覚性入力の剥奪 は視覚野

の α2-AR結 合 活性 を10%減 じただ け に留 ま り、そ の変化 は有意な ものではなかった。

1994年 にJiaらが幼若期 ネ コのLGNを 吸引 除去 す る と視覚野 の α2-ARの 結合活性が約

50%に 低 下す る と報告 している[44]が 、本章 で行 った一側眼 瞼縫合で は視覚性入

力が完全 に取 り除かれるわけではないので、 β一ARの場合 と同様 に α2-AR結 合 の調

節機構 に対 して も求心性 入 力の除去の程度が重要な役割を果た している可能性 があ

ると考 えられる。
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小 括

1.正 常成 ネ コの大脳皮 質 にお け る β一ア ドレナリン作動性 受容体が、視覚野 を含

む後頭葉で非常 に高い結合活性 を有することを、P2分 画な らび に大脳皮 質切片

を用い た111Vlll'Oオー トラジオグラフィーに よって示 した。

2.視 覚野大脳 皮質 の β一ア ドレナ リン作動性受容体結合活性が感受性期内か ら始

めた長期片眼遮蔽 により有意 に低下す ることを示 した。

3.視 覚野大脳 皮質 の α2一 ア ドレナ リン作動性 受容体結合活性は、長期片眼遮蔽に

よって変化 をしない ことを示 した。
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Fig. 1. Schematic diagram of the central visual pathway in the  ma  mmals. The 
ganglion cell axons run along the inner surface of the retina and gather together 
to form the optic nerve. The optic nerve projects primarily to the lateral 

geniculate nucleus (LGN) in the thalamus. The axons of LGN neuron project to 
the primary visual cortex.
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Fig. 2. Ocular  dominance histograms from primary visual cortex of normal cats 

(A) and monocularly deprived cats (B). Group 1  and Group 7 refer to monocular 
cells that are exclusively activated by stimulation of the contra- and ipsilateral 
eye, respectively. Group 4 cells receive balanced excitatory input from both 
eyes. All other groups  fall in  between. Filled circles and open circles indicate 
the closed and exposed eye, respectively .
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Fig. 3. The numbering of the tissue blocks in the cat cerebral cortex to examine 
the regional distribution of the receptor binding. After transcardial perfusion 

with a chilled buffer, the brain was quickly removed and the cerebral cortex was 
stereotaxically dissected as follows. The coronal cutting was done at AP±O, +8, 
+13, +18, +23. The sagittal cutting was done along the lateral sulcus and 
suprasylvian sulcus. Tissue blocks of number 10-12, VC and VC-1 (the lateral 

portion of VC) were cut longer than number 1-9 to avoid destruction of 
subcortical visual structures, including the lateral geniculate nucleus and 

superior colliculi. The white matter in each tissue block was removed. All tissue 
blocks were immediately frozen and stored at -80°C until use.
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Fig. 4. Effects of monocular deprivation on  [3H]DHA binding activity in 
contralateral (A) and ipsilateral (B) cat cerebral cortex. Cerebral hemispheres of 
normal cats were reconciled with those of deprived animals. Open columns 
indicate the data obtained from normal animals (N=4) and filled columns from 
the animals one eye of which were monocularly sutured on postnatal 28th day 

(N=4), respectively. The numbers indicate those of tissue blocks shown in Fig. 1. 
Each experiment was performed in triplicate. The data are presented in terms of 

 fmol/mg protein and each value is mean ± S.E.M. **  p<0.01 (Student's t-test)
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Fig. 5. Effects of monocular deprivation on  [3H]rauwolscine binding activity in 
cat cerebral cortex. Conventions as in Fig. 4.
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Table 1. Effects of monocular deprivation on  [31-1]DHA and  Plilliauwolscine 
            binding in cat brain

 PHMHA 
 (fmol/mg protein)

 [31-1]Rauwolscine 
 (fmol/mg protein)

Control MD Control MD

<Cerebral cortex> 
   occipital 

   other

<Subcortical regions> 
   hippocampus (i) 

            (c)
striatum

LGN

thalamus 
hypothalamus 
pons-medulla 
cerebellum

(i) 
(c) 
(i) 
(c)

 60.1  ±  2.4 
 35.1  ±  1.7

23.6 ± 1.1 

26.4 ± 3.6 

 29.1  ± 4.0 

30.5 ± 4.0 

32.4 ± 1.6 

30.8 ± 1.8 

22.3 ± 1.4 

15.7 ± 1.8 
13.8 ± 1.0 

117.1 ± 4.3

32.6 ± 2.1** 

34.5 ± 1.6

28.5 ± 2.6 

28.7 ± 0.9 

31.9 ± 3.3 

30.5 ± 1.5 

18.9 ± 1.3* 

19.2 ± 0.2** 

22.3 ± 0.9 

16.9 ± 1.8 

11.0 ± 1.5 
112.9 ± 5.0

103.5 ± 3.5 

74.0 ± 1.8

77.6 ± 5.4 

91.9 ± 6.1 

107.3 ± 3.8 

117.1 ± 4.9 

26.4 ± 1.9 

23.8 ± 1.8 

44.5 ± 1.2 
76.5 ± 6.1 

36.7 ± 2.3 

98.0 ± 5.8

91.6 ± 5.3 

76.3 ± 1.9

87.0 ± 4.9 

77.0 ±  5.4** 
104.9 ± 6.8 

109.1 ± 5.6 

24.0 ± 1.4 

 23.1  ± 1.9 

 57.4 ±  4.0** 

67.9 ± 4.8 

31.2 ± 1.8 
104.3 ± 2.9

(i), (c) represent the ipsilateral and contralateral hemisphere to the deprived eye. 
* P< 0 .05, ** P< 0.01: significantly different from the control value . 
The data of the cerebral cortex show the mean value of both hemispheres.
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Fig. 6. Scatchard plots showing the effect of monocular deprivation on  [3H]DHA 
binding experiments. The Scatchard plot analyses were performed in the 
concentration range 0.05-12.5 nM  [3H]DHA to visual cortex of monocularly 
deprived and control animals. Points shown are the mean values from three 
experiments performed each in triplicate. Specific binding (expressed in  fmol/mg 

protein) was obtained as the difference of the radioactivity of the filters in the 
presence and absence of 10  tM (-)-alprenolol in the assay. 0, samples from the 
occipital cortex of normal  animals•, ipsilateral (ipsi.) occipital cortex to the 
deprived eye of the monocularly deprived (MD)  cats;, contralateral (contra.) 
occipital cortex of MD cats. The values in the inlet indicated means ± S.E.M.s

Table 2. Summary of Scatchard plot analysis of  [3H]DHA binding in the occipital 
                   cortex (in vitro autoradiography)

KD (nM) Bmax  (fmol/mg tissue)

Control MD Control MD

Ipsi. Contra. Ipsi. Contra.

Layer

 IV

 V-VI

0.17 ± 0.02

0.25 ± 0.03

0.30 ± 0.02

0.25 ± 0.02

0.37 ± 0.03

0.39 ± 0.08

0.27 ± 0.05

0.39 ± 0.05

0.34 ± 0.02

32.6 ± 1.0

19.9 ± 1.3

27.6 ± 1.9

21.7 ± 0.8***

12.0 ± 0.9**

15.8 ± 2.0*

22.1 ± 0.8**

11.7 ± 0.2*

15.5 ± 0.3*

* P< 0 .05, ** P< 0.01,  *** P< 0.001: significantly different from the control value.
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Fig. 7. Pseudo-color coding of  [3H]DHA  bindi  lig sites in the visual cortex (A
, B) and front

al cortex (C,  D) of the cat. The images of sagittal sections obtained from 
 thr, normal cat (A, C) and those from the monocularly deprived cat (B

, D) are 
shown. Scale  bar  =1.0  m  m . Cortical layers are shown by Roman numbers .
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第二章 片眼摘出がラ ットの中枢視覚系にお けるノルア ドレナリン作動性受容体結

合 ならびにその神経支配様式に及ぼす影響

哺乳動物の大脳皮質視 覚野に認め られる眼優位可塑性の調 節に、中枢性 ノル ア ド

レナリン系が重要な役割を果たしていることが知 られている[3-5]。 第一章 におい

て、感 受性期 内 にあ る仔 ネコの一側眼瞼を縫合 し片眼か らの視覚入力 を長期間遮断

すると、視覚野における.・ 結合活性が著 しく低下す るこ とを明 らかにした。第一

章では主 として視覚野に焦点を絞 り、視覚入力の剥奪 とβ一AR結合の関係 について の

検討 を行 ったが、本章ではさらに、 β一ARお よびノルア ドレナ リン作動性神経の支配

様式に対する視覚性活動 依存的な調節機構 について より詳細 に検討を行 うことを目

的とした。実験動物 としては有色ラットを用い、中枢視覚系におけるβ一AR結合 活性

を血VIII'Oオ ー トラジオグラフ ィーで、 またノルア ドレナリン作動性神経の支配様式

はdopamine一 β一hydroxylase抗 体で免疫組織化学 的に検討 した。

電気生理学的実験 によ りラットの視覚野 の細胞においてもネコやサルと同様 に、

眼優位性が認め られることが既に報告 されてい る[45,46]。 さ らに ラ ッ ト視 覚野 に

認 め られてい る両眼性細胞がネコで観察 されている ように、生後発達初期の片 眼遮

蔽 に対 して感受性が高い ことも明らかにされている[46-48]。 従 って、本 章の実験

動物 と しては ネ コに代 わってラッ トを用い、その結果をネコの場合 と比較検討 する

ことにした。

本章 では、視覚伝導路 における代表 的な視覚系構造である、視覚野,LGN,上 丘

にお け る β一AR結 合活 性 の活動依 存 的な変化 を中心 に、 α2-ARな らび に視 覚性 入 力

の伝達 物 質で あ ると考 え られてい るグルタミン酸の受容体結合につい ても併せ て検

討 を行 った。

実験方法

1.実 験動物 の手術 方法

実 験動物 と してLong-Evans系 ラ ッ トを用 い た。視 覚入力はハ ロセン麻酔下 で片眼

を摘 出することによって剥奪 し、片眼摘出(monocularenucleation,ME)ラ ッ トは以

下 に示す よう なグルー プに分類 した。 グ ループ1:(感 受性期 内の短期ME)生 後12

日目に片 眼 を摘 出 し13日 後 に実 験 に供 した 。 グル ープ2:(感 受性期 を通 した長 期

ME)生 後12日 目に片眼 を摘 出 し78日 後 に実験 に供 した。 グループ3:(感 受性期 外

の長期ME)1年 齢 に片 眼 を摘 出 し30日 後 に実験 に供 した。 グループ4:(新 生児期 か

らの短期ME)生 後24時 間 以内 に片 眼 を摘 出 し25日 目 に実験 に供 した。 グループ5:

(新生児期 か らの長期ME)生 後24時 間以内 に片眼 を摘 出 し90日 目に実験 に供 した。
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さ らに 、 本 章 にお い て 視 覚 野 と と もに β一AR結 合 活 性 の 変化 を検 討 す るLGNお よ

び上 丘 は 同側 性 に大 脳 皮 質 視 覚 野 か ら も興 奮 性 の入 力 を受 け て い るの で 、 一側 性 に

大 脳 皮 質視 覚 野 を除去 す る こ と に よ り皮 質 由来 の入 力 を遮 断 され た ラ ッ トも合 わせ

て作 製 した 。 グ ル ー プ6:(感 受 性 期 内 の短 期 視 覚 野 除去)生 後12日 目 に視 覚 野 を 吸

引 除去 し13日 後 に実 験 に供 した 。 グル ー プ7:(感 受 性 期 を 通 した長 期 視 覚 野 除去)

生 後12日 目 に視 覚 野 を 吸 引 除去 し78日 後 に 実 験 に供 した。 な お 各 々 の グ ル ー プの 対

照 群 と して は、 実 験 に供 した と きの 日齢 に合 わせ た無 処 置 ラ ッ トを用 い た 。

2.コ11V1170オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イー

ネ ン ブ タ ー ル深 麻 酔 下 で経L・的 に氷 冷 した0.1MPBを 潅 流 し、 速 や か に脳 を取 り

出 し ドラ イ ア イ ス パ ウ ダ ー で凍 結 した。 厚 さ10μmの 冠 状 断 凍 結 切 片 をPaxinosの ア

トラス[49]に 従 っ てbregmaよ..-3.6㎜ か ら一8.8㎜ に わ た っ て作 製 した。

β一ARに 対 す る[3H]DHA結 合 、 お よび α2-ARに 対 す る[3g]rauwolscine結 合 実

験 の 方 法 は第 一 章 に従 っ た 。

NMDA型 グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 受 容 体 に 対 す る 結 合 実 験 は[3H]MK-801

(DuPont/NEN)を 用 い て 、Sakuraiら の方 法[50]を 若干 改 変 して行 っ た。 先 ず 、 ス

ラ イ ドグ ラス に 貼 り付 け た 切 片 は 下記 の異 な る3種 類 の 溶液 内 で そ れ ぞ れ10分 間ず

つ プ レイ ンキ ュ ベ ー シ ョン を行 った:

[溶 液1]50mMTris-acetatebuffer,pH7.4,4℃

[溶 液2]0.04%TritonX-100含 有50mMTris-acetatebuffer,pH7.4,4℃

[溶 液3]50mMTris-acetatebuffer,pH7.4,25℃

プ レイ ンキ ュベ ー シ ョ ン終 了 後 、10μMグ ル タ ミ ン酸 お よび10μMグ リシ ン含 有

50mMTris-acetatebufferで 調 製 した5.OnM[3H]D-801と25℃,60分 間 イ ン キ ュベ

ー シ ョ ンす る こ とに よっ て トリチ ウム標 識 して全 結 合 と し
、 非 特 異 的 結 合 は イ ン キ

ュベ ー シ ョン過 程 に5.0μMMK-801を 添 加 して 求 め た。

non-NMDA型 グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 受 容 体 に 対 す る 結 合 実 験 は[3H]cNQx

(DuPont/NEN)を 用 い てNielsenら の方 法[51]を 若 干 改 変 して行 った 。 す なわ ち、

フ レ゚イ ン キ ュベ ー シ ョン を50mMTris-acetatebuffer,pH7.4,4℃ 下 で 行 っ た後 、50nM

[3H]cNQxと25℃,60分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン を した 。 非 特 異 的 結 合 は50μM

CNQXと の イ ンキ ュベ ー シ ョン に よ り求 め た 。

イ ン キ ュベ ー シ ョン後 の切 片 の 乾 燥 か ら対 比 染 色 まで の過 程 は、 第 一 章 に従 っ て

行 っ た。

3.免 疫 組 織 化 学

グ ル ー プ1,2お よび3の 片 眼摘 出群 お よび そ の対 照 ラ ッ トの脳 内 ノ ル ア ドレナ リ ン
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作 動 性 神 経 線維 を可視 化 す る ため に 、抗dopanhne一 β一hydroxylase抗 体 を用 い た 免 疫 組

織 化 学 的 検 討 を行 った 。

ラ ッ トは ネ ンブ タ ー ル深麻 酔 下 で経 心 的 に氷 冷 した0 .1MPBで 脱 血 し、 さ らに4°10

パ ラ フ ォル ム ア ル デ ヒ ドを潅 流 して 固 定 した 。取 り出 した脳 は さ ら に 同固 定 液 で後

固 定 し、 次 い で10-30%シ ュ ク ロ ース に浸 漬 した 。 シュ ク ロ ース が組 織 に浸 透 した後 、

滑 走 式 ミク ロ トー ム で厚 さSO,umに 薄切 した 切 片 を10mMPBSに 取 り、 以 下 浮 遊 式 で

免 疫 組 織 学 的 染 色 を行 った 。 プ レイ ンキ ュベ ー シ ョンを0 .3%TritonX.100含 有10mM

PBS(PBS-T)内 で4℃ 下48時 間行 い、 終 了後 切 片 は蒸 留水 で洗 浄 し
、 次 に内在 性 の

peroxidase活 性 を 除去 す る た め に0.3%過 酸 化 水 素/メ タ ノ ー ル溶 液 に20分 間浸 した。

蒸 留 水 で の洗 浄 後 、 非 特 異 的結 合 を抑 え る た め に10%BlockAce(雪 印乳 業)含 有PBS

で12分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョン し た。 一 次抗 体 と してPBS-Tで10
,000倍 希 釈 した ウサ ギ

抗dopamine一 β一hy(iroxylase抗 体(EugeneTechlnternationallnc .)を 用 い4℃ 下24時 間 イ

ン キ ュベ ー シ ョン した 。 洗 浄 後 、 ビ オチ ン化 抗 ウ サ ギIgG抗 体 、次 い でhorseradish

peroxidaseconjugatedstreptavidine(DAKOA/S)で イ ンキ ュベ ー シ ョン を行 っ た。 免 疫

活 性 は0.01%3,3-diaminobenzidine(DAB)反 応 に よ って 可視 化 した 。免 疫 組 織 化 学 に

用 い た 切 片 の 隣 接 切 片 は対 比 染 色 用 と し、 チ オニ ン また は マ イヤ ー ・ヘ マ トキ シ リ

ンで 染色 した。

定 量 解 析 の た め にdopamine一 β一hy(iroxylase抗 体 陽性 線 維 の描 画 を し、任 意 の5,000

μm2四 方 に認 め られ るvaricosityの 数 を調 べ 、結 果 を統 計 的 に解 析 した。

4.網 膜 投 射 系 の順 向性 標 識

網 膜 由来 の 投 射 の順 向性 標 識 は西 洋 ワサ ビ過 酸 化 酵 素 標 識 麦 芽 凝 集 素[horseradish

peroxidase-labeledlectinfromTriticumvulgaris(WGA-HRP),Sigma]用 い、Itaya[52],

Tsengら[53]の 方 法 に従 って行 っ た 。ハ ロセ ン麻 酔 下 で1 .0%WGA-HRP溶 液(3μ1)

を ラ ッ トの硝 子 体 に30ゲ ー ジ の注 射 針 を1-2mm深 さ に刺 入 す る こ とに よ って 注 入 し

た 。標 識 を確 実 にす るた め に一度 目 の注 入 か ら18-24時 間後 に再 度 同 じ量 を注 入 し

た 。二 度 目の 注 入 か ら7日 目 にネ ンブ タ ール深 麻 酔 下 で 、 経 心 的 に加 温 した3%過 酸

化 水 素 含 有PBSを10分 間 流 し、 次 い で 固定 液(1%パ ラ フ ォル ム アル デ ヒ ド/1 .25%

グ ル ター ル アル デ ヒ ド)を30分 間 か け て流 した。 さ らに0 .1MPBSで 調 製 した10,20,

30%シ ュ ク ロ ース 液 をそ れ ぞ れ20分 間 か け て流 した。

取 り出 した脳 は4℃ 下 で30%シ ュ クmス 液 に保 存 し、24時 間以 内 に凍 結 切 片 を作

製 した ・Tetramethylbenzidine(TMB)反 応 はMesulamら の方 法[54]を 若干 改 良 して

行 った 。 切 片 は は じめ にincubationsolution(0.1%sodiumnitroprusside ,0.005%TMBお

よび2.5%エ タノ ー ル含 有10rnM酢 酸 ナ トリウム緩 衝液 ,pH3.3)内 に4℃ 下 で20分 間

浸 漬 し、 さ ら にincubationsolution100mlに 対 して0 .3%過 酸 化 水 素2.5mlを 加 え る こ と
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に よっ て酵 素 反 応 を 開始 した。 酵 素 反応10分 後 、 新 た に作 製 した 反 応 液 に切 片 を移

し替 え さ ら に10分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョン した。10mM酢 酸 ナ トリ ウム緩 衝 液 で10分

間 つ つ3回 の洗 浄 を行 っ た 後 、 ゼ ラチ ン コ ー テ ィン グ され た ス ライ ドグ ラス に マ ウ

ン トした。 対 比 染 色 はニ ュ ー トラル レ ッ ドを用 い て行 った 。

実験 結 果

1.正 常 ラ ッ トにお け る受 容 体 結 合

網 膜 か ら上 丘,LGN,視 覚 野 に まで至 る視 覚 情 報 を司 る神 経 伝 達 物 質 は グ ル タ ミ

ン酸 で あ る と考 え られ て お り、 と りわ けNMDA型 グ ル タ ミ ン酸 受 容体 の 関 与 が 示 さ

れ て い る。 そ こで まず 、 グ ル タ ミ ン酸 受 容 体 結 合 を血vitroオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー

に よっ て検 討 した ・[3H]MK-801に よるNMDA型 グ ル タ ミン酸 受 容体 結 合 実 験 で の
、

上 丘,LGN,視 覚野 の特 異 的 結 合 は約go%で あ っ た。Fig .8Aに オ ー トラ ジ オ グ ラ ム

の 一例 を示 した 。 ま た 正 常 ラ ッ トに お け る上 丘
,LGNお よび 視 覚 野 の 結 合 活性 を

Table3に 示 した 。生 後25日 目(P25)の ラ ッ トで は大 脳 皮 質視 覚 野 お よびLGNは 高 い

結 合 活 性 を示 した 。 上 丘 で は、 網 膜 か らの 視 覚 情 報 が 直接 入 力 す る浅 層 部 に比 較 的

高 い結 合 活 性 が 認 め られ た(63.2±4.Ofinol/mgtissue)の に対 して 、1深層 部 は非 常 に

低 い 活性(9.8±2.1finol/mgtissue)を 示 す に留 ま った 。P25 ,P90な らび に一 年 齢

(PIY)の ラ ッ トの 間 で[3H]1:/結 合 活 性 の 変動 は ほ とん ど認 め られ な か っ た

(Table3)〇

一 方
・non-NMDA型 グル タ ミン酸 受 容 体 に対 す る[3H]cNQx結 合 はFig .8Bに

示 す よ うに、 大 脳 皮 質視 覚 野 に は高 い 結 合 活 性 が 認 め られ た が 、 上 丘 お よびLGNは

非 常 に活 性が 低 か った 。 上 丘 で は[3H]D-801結 合 の場 合 と同様 に浅 層 部 の方 が 深

層 部 に比 べ 高 い値 を示 した(175.0±0.3vs.28 .4±5.7)。P25,P90お よびPIYの 結 合

活性 の 変 動 を み る と、視 覚 野 な らび にLGNで はP90でP25に 比 べ 有 意 な活 性 の増 加 が

認 め られ 、 そ の後PIYで は ほ とん ど変化 が み られ なか った。 一 方 、 上 丘 で は 有 意 な

増 減 は全 く認 め られ な か った(Table3)。

つ ぎ に α2一 お よび β一 ノル ア ドレナ リ ン作 動 性 受容 体 につ い て の検 討 を行 っ た
。

α2-ARに 対 す る[3H]rauwolscine結 合 は上 丘 ,LGNお よび視 覚 野 に お い て は比 較

的低 い結 合 活 性 しか示 さ なか った(Fig.8CandTable3)。 ま たP25,P90お よびPIY

の結 合 活 性 の変 動 も有 意 で は なか った(Table3)。

そ れ に対 して 、 β一ARに 対 す る[3H]DHAの 結 合 活性 は 、視 覚 野 お よび上 丘 で高

く(Fig.8D)、[3H]MK-801な らび に[3H]CNQX結 合様 式 と同様 に上 丘 の浅 層 部

は深層 部 に比 べ 約4倍 高 い 活 性 を示 した(Table3)。P25 ,P90な らび にPlYの 問 で有
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意 な変 動 は認 め られ なか っ た。

2.片 眼 摘 出 が 受 容 体 結 合 に及 ぼす 影 響

2-1.感 受 性 期 内 の片 眼 摘 出 の影 響

電 気 生 理 学 的 検 討 よ り ラ ッ トの 感 受 性 期 は 開眼 直 前 か ら生 後45日 目頃 まで と考 え

られ て い る[48,65,66]。 そ こで 先 ず 感 受 性 期 内 の片 眼摘 出 が 受容 体 結 合 活性 に及 ぼ

す 影 響 につ い て検 討 を試 み た。

[3H]MK-801(Fig.9)お よ び[3H]rauwolscine結 合 の い ず れ も摘 出期 間 の長 短

に かか わ らず 視 覚 野,上 丘 お よ びLGNに お い て、 対 照 ラ ッ トとの 間 に有 意 な 変化 は

認 め られ な か った 。

片 眼 摘 出 は視 覚 野 の[3H]CNQX結 合 に対 して は ほ とん ど変化 を引 き起 こ さな か

っ たが 、 摘 出 眼 に対 して対 側 のLGNで は対 照 ラ ッ トに対 して有 意 な活 性 の 減 少 を引

き起 こ した(グ ル ー プ1:77.0±1.1,P<0.05;グ ル ー プ2:137.5±4 .5finol/mgtissue,

P<0.01)。 一 方 、 上 丘 で は結 合 活 性 の 増 加 が 認 め られ た[グ ル ー プ1:対 側 ,185.8

±3.6(P<0.05),同 側,198」 ±8.0(P<0.05);グ ル ー プ2:対 側 ,198.7±8.4

finol/mgtissue(P<0.05)]。 しか しなが ら、 グ ル ー プ2の 同側 上丘 で は変 化 は認 め ら

れ な か っ た(Fig.10)。

片 眼 摘 出 に よ って 最 も著 明 な 変 化 が 認 め られ た の は、 上 丘 お よ びLGNに お け る

[3H]DHA結 合 で あ っ た。P12か ら13日 間 の短 期 摘 出 に よ り(グ ル ープ1)対 側 の 上

丘 お よびLGNに お い て有 意 な活 性 の低 下 を認 め た(上 丘:14.4±0.8,P<0.01;LGN:

11.2±0.4finol/mgtissue,P<0.01)(Fig.11andFig.12)。 長 期 間 に渡 る摘 出 に よ っ て

も(グ ル ー プ2)、 対 側 上 丘 お よびLGNに お い て有 意 な活 性 の 減 少 が認 め られ(上 丘:

16.3±0.3,p<0.05;LGN:10.3±0.3fmol/mgtissue,Pく0.05)、 さ らに同側 上 丘 にお

い て は活 性 が 増 加 す る こ とが判 った(23 .4±0.8finol/mgtissue,P<0.05)(Fig.12)。

そ れ に対 して視 覚 野 で は 剥 奪 期 間 の長 短 に 関 わ らず 、 眼 球 摘 出が 結 合 活性 に及 ぼす

影 響 は ほ とん ど認 め られ なか っ た 。 しか しなが ら視 覚 野 の[3H]DHA結 合 活性 の 発

達 に伴 う変化 に 有 意 で は な いが 下 向 きの調 節 を引 き起 こす 可 能性 の あ る こ とが 判 っ

た 。 す な わ ち 、 正 常 な発 達 過 程 で は[sg]DHA結 合 活 性 はP25とP90の 問 に変化 が 認

め られ ない の に対 し、 片 眼 摘 出 さ れ た動 物 で は 、P25に 対 し てP90で 活性 が 減 少 す る

こ とが 判 っ た(そ れ ぞ れ対 照群 に対 して、 同側 視 覚 野 で15%、 対 側 視 覚 野 で17°10減少)。

2-2.成 ラ ッ トにお け る片 眼 摘 出が[3H]DHA結 合 に与 え る影 響

[3H]DHA結 合 にお い て認 め られ た変 化 が 感 受 性 期 と何 らか の 関係 が あ る の か ど

うか を調 べ る た め に、 感 受 性 期 を十 分 過 ぎてい る1年 齢 の成 ラ ッ トで片 眼 摘 出 を行 い
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[3H]DHA結 合 を調べ た。1ヶ 月 に渡 る摘 出期 間に も関わ らず上丘,LGNお よび視

覚野 のいずれ にお いて も結合活性 に有意な変化は認められず、Table3に 示 した正常

な1年 齢 の成 ラ ッ トの値 とほ とん ど差異 はなかった(同 側上丘,15.7±05;対 側上丘 ,

15.8±0.5;同 側LGN,13.9±0.8;対 側LGN,14.2±0.7;同 側視覚野,19.9±05;

対側視 覚野,20.2±0.5finol/mgtissue)。

2-3.出 生時 の片眼摘 出が上丘[3H]DHA結 合 に与 える影響

ラ ッ トをは じめ多 くの哺乳動物 で出生直後 に片眼 を摘出す ると、網膜由来の求心

性入力 に驚 くほ ど大 きな神経回路 の再構築 が生ずる ことが判 っている。たとえば、

生後24時 間以 内 に片眼 を摘 出す る と生後 発達 に伴 って退化 してい く網膜神経節細胞

か ら上丘への同側性投射 が大部分保存 され、成熟時 に電気生理学的に も検 出可能な

機能的なシナプスが形成 される[55-58]。 本 来、同側性投射 は網膜神経節細胞 の「プ

ログラムされた細胞死」 によって生後2週 目の終わ りまで に著 しく退化 してい く。本

節ではまず、 この出生時の片眼摘 出が もた らす上丘への求心性入力の再構築 を順向

性標識法 によって確認 し、この ときに[3H]DHA結 合 活性 に変化が観察 されるか ど

うか について検討 した。

正常に発達 した生後go日 目の ラ ッ トの結果 をFig.13Aに 示 した。一側 眼球 内に注 入

したWGA.HRPは 順 向性 に上丘 まで運 ばれ てお り、対側の上丘浅層部が強 く標識 され

た。同側の上丘 浅層部にはこの様 なシグナルは認め られず、中間層 にパ ッチ状 の標

識が確認で きた(Fig.13B)。 これ に対 して、 出生直後 に片眼 を摘出されgo日 間通 常

に飼育 された ラ ッ トでは、対側浅層部の強 いシグナルだけではなく、同側浅層 部に

おいて も一様 な標識が認められ(Fig.13CandFig.13D)、 同側投射が保存 され る こ

とが確認 で きた。

この様 な神経回路の再構築が生 じているラットの[3H]DHA結 合 を調べてみ る と、

除神経 による対 側上丘の萎縮が生後12日 目に片 眼摘 出 した場合 とほぼ同程度引 き起

こされているにもかかわ らず、[3H]DHA結 合活性 に有意 な減少 は認め られ なかっ

た。(グ ル ープ4:対 側上丘,14.3±1.2,同 側上丘,18.2±0.9,グ ループ5:対 側上丘,

17.3±0.8,同 側 上丘,19.5±1.3finol/mgtissue)(Fig.14)

3.一 側性大脳 皮質視覚野除去が上丘 の[3H]DHA結 合 に及ぼす影響

ラ ッ ト上丘 は網膜か らだけではな く、同側の大脳皮質視覚野ならびに対側の上丘

からも多 くの興奮性入力 を受けている[70,79,80]。 そ こで本節では、網膜 一上丘投

射系 と同様 にその神経伝達物質が グルタミン酸であ ると考 えられてい る皮質一上丘

問投射[60-62]を 阻害 した場合 に上丘 の[3H]DHA結 合が変化す るか否か を調 べ た。
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感受性期内の片眼摘 出と同じくP12で 一側 性 に視覚野 の吸引 除去手術 を行い、P25お

よびP90で[3H]DHAの111Vlll'Oオ ー トラジ オグラフィー を行 った。それぞれのオー

トラジオグラムの一例 をFig.13に 示 したが、 グル ープ6(Fig.15A)お よびグルー プ7

(Fig.15B>の いず れ において も上 丘の[3H]DHA結 合 活性 は変化 しなかった。 こ

の とき[3H]MK-801,[3H]cNQxお よび[3H]rauwolscine結 合 の変化 も調 べ たが、

正常 に発 達 した相当齢の対照 ラットとの間に有意 な差 は認め られなかった。

4.Dopamine一 β一hydroxylaseの免疫組織化学 的検討

生後12日 目の片 眼摘 出 によって最 も著 しく上丘 における[3H]DHA結 合活性 に変

化が認 め られ た ので、 このときのノルア ドレナリン作動性神経線維の投射様式 の変

化 について抗dopamine一 β一hydroxylase抗体 を用 いた免疫組織化学 的方法 に よって調べ

た。正常 ラットでは、浅層部 に高 い密度の免疫陽性線維があ り、深層部ではやや低

めの免疫陽性 を示す ことが判 った(Fig.16A)。 片 眼摘 出群 ではPl2か らP25ま での

摘 出で は両側 の上丘 の間 にまた対照 ラットとの間に もほとん ど変化が認められなか

った。 しか しなが ら、P90ま での長期片 眼剥奪 によって両側 の上丘間、ならびに対照

ラットの上丘に比べ著 しい変化が誘導 されることを観察 した(Fig.16B)。 対側上 丘

では免疫 陽性 線維 のvaricosityの増 大 が生 じ、反対 に同側上丘 ではその減少が引 き起

こされ るよ うな結果 が得 られ た。定量 的 な解析 を行 うため に免疫 陽性 を示 す

varicosityを数 えた結果 、正常 ラ ッ トで は上丘両半球の平均が4945±264/mm2で あ るの

に対 し、 長 期 片 眼摘 出 群 で は対側 上 丘で9719±4571mm2と 有 意 な増 加 を示 し

(P<0.001)、 同側 上丘で は3693±139加m2と 有意 に減少す る(P<0.001)こ とが明 ら

か になった(Fig.17)。

考 察

第一章 で感 受性期 内の片眼剥奪が β一AR結合活性 の著明 な低下 を引 き起 こすことを

見出した。本章ではさらに、 β一AR結 合活性 の視覚性神経活動依存的 な調節機構につ

いてよ り詳細 に検討 を行 うことを目的に、 ラットの主要な視覚構造である大脳皮質

視覚野,LGN,上 丘 におけ るノル ア ドレ ナ リン作動性およびグルタミン酸作動性受

容体結合活性 について検討 を行 った。
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1.ラ ッ ト中枢視 覚伝 導路 にお けるグルタミン酸作動性神経伝達 と受容体調節

網膜 に始ま り視床 を経 由して大脳皮質に至る視覚情報、な らびに大脳皮質視覚野

か らLGNま たは上丘へ の遠 心性投射 を担 う興奮 性の神経伝達物質はともにグル タミ

ン酸であることが示唆されている[60-62] 。 グル タ ミン酸作動性受容 体結合 が生後

10-20日 目頃 に視覚野 と上丘 において一過性 に上昇するという報告がある[63
,64]。

電気 生 理学的 な らびに解 剖学 的な検討か らは、ラッ ト大脳皮 質に認め られる眼優位

可塑性 の感受性期が開眼直後(生 後14日 目)か ら生後45日 目頃 までであ る とす る報

告[48,65,66]が あ る。 これ らの報告か ら、感受性期内の視覚入力の剥奪 によって視

覚野,LGNお よび 上丘 のグル タミン酸作 動性受容体結合が仔 ネコで見 られるような

修飾[67]を 受 け る可能 性が考 え られ る。 そ こで本章におい て、グルタ ミン酸作 動

性受容体結合 を[3H]MK-801な らびに[3H]CNQX結 合 を用 いて調べた ところ、感

受性期 内の片眼剥奪 により[3H]CNQX結 合活性 は対側 のLGNに おいてのみ有意 な

減少 を認 め視覚野お よび上丘での変化は観察されなかった。一方、[3H]MK-801結

合 につ いては視覚 野,LGN,上 丘 のいずれ にお いて も有意 な変化 は認め られ なかっ

た。Schliebsら は片 眼剥 奪 に よって[3H]glutamate結 合活性 が同側LGNに おいては有

意 に増 加す るが 、視 覚野,上 丘で は変化 が見 られ ない と報告 している[63] 。 この

報告 との結果 の違 い は、本 章で用いたmVllT"Oオ ー トラジオ グラフィーに よる実験手

技 とP2分 画 を使 った彼 らの方法 との空間分解能の差異 に起因するものと考えられる。

実際・Kiyosawaら は幻vitroオ ー トラジ オグラフィーによる検討で、生後10日 目か ら

30日 目まで の片眼 摘 出が対 側 の上丘 と視覚野において[3H]kainate結 合活 性 の有意

な減 少 と[3H]AMPA結 合 活性 の増 加 を もた らす こ とを報告 している[68] 。 この

[3H]kainateと[3H]AMPAの 相 反す る変 化が、 両 リガン ドが ともに結合するnon.

NMDA型 グ ル タミン酸 受容体 結合実験 に本章で は[3H]CNQ〔Xを 用 いたため に検 出

で きなか った可能性が考 えられる。

一方
、NMDA型 グル タミン酸 受容体結合 については、Kumarら が長期片眼遮蔽 を行

った場合 のみ視 覚野の[3H]MK-801結 合活性 が有意 に減少す る と報告 している[64]

が 、本 章 で は有 意 な変化 は認 め られなかった。 この相違は主 に結合実験の際の イン

キュベ ーション方法の違 いによるものと考 えられる。すなわち、本実験系では検 出

され る結合活性 を最大化するためにグル タミン酸 とグリシンを加 えている。NMDA

受容体 の イオ ンチ ャネル部 位 を認識 する[3H]MK-801の 結合 は、組織標 品の洗浄 に

よ り著 しく低 下するが、グルタ ミン酸な どのNMDA受 容 体 ア ゴニ ス トを添 加す る と

結合 は著明に増強 される。ここにさらにa皿ostericmodulatorysiteで あるグ リシン認識

部位 の 特異的 ア ゴニス トであるグリシンを添加する と結合が さらに増強されること

が知 られている[69]。Kumarら は本 実験系 で用 い てい る濃度 の10倍 濃 の[3H]
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MK-801を 用 いてい る こ と以外 にはその結合活性 を増強 させる修飾系 には特に触れて

いない ことか ら、本章の結合実験方法では片眼剥奪 によって引 き起 こされるわずか

な変化が検出で きなかったのではないかと考 えられる。

2.視 覚性入 力 に よる β一AR結合 の調節

第一 章 におい て感受性 期 内の視覚性神経活動 の様 式 によってノルア ドレナリン作

動性神 経伝達系 が修飾を受ける可能性 を示唆 した。 しか しなが ら本実験では、視覚

性入力の剥奪 によるβ一AR結 合活性 の減少が上丘 では認 め られたものの、大脳皮質視

覚野においては認められ なかった。有色ラ ットを用 いた電気生理学的な研究によ り、

ラット視覚野 においてもネコやサ ルに見 られるような眼優位性をもった受容野特性

の明瞭な細胞が認められることが既 に報告 されている[45,46]。 またラ ッ ト視覚野

の両眼 性細胞 も、ネコで知 られているような生後発達初期の片眼遮蔽 に対 して感受

性が高いこ とが明 らかにされている[46-48]。 しか しなが ら、網膜か らhk次 視 覚

野へ の視 覚性 入 力 の割合 はネ コやサル とは大 きく異 なり、ラットの場合、網膜神経

節細胞の主たる投射先はLGNで はな く(<20%)、 上丘 であ るので(90%)、LGNを

経 由 した一 次視覚野へ の投射 は少 ない[70,71]。 従 って 、大脳皮質視覚野 において

β一AR結合 活性 の減少が認 め られ なか ったのは、おそ らくネコとラッ トという種差 に

よるものではな く中枢視覚伝導路 の投射様式の量的 な差 によるものではないか と考

えられ る。さらに、ラッ トー次視 覚野には解剖学的 に認め得 る両眼性競合の基盤 と

なるような柱状構造(例 えば眼優位 カラム)が 観 察 され ない。その代 わ りに、Fig .13

に示 す ように上丘 の 中間層 に両眼 性競合の存在 を示唆するような同側性一次視 覚入

力のパ ッチ状の終止様式が認められる。以上のことから、 β一AR結合調 節 に とって解

剖学的 な基盤 を伴 った両眼競合が必要不可欠であ り、感受性期内の生 じる強度 な両

眼競合が β一AR結 合活性 の修飾 を もた らす と考 え られる。

3.β 一AR結合 調節 に対 す る感受性期

本章 におい て、片眼摘 出によるβ一AR結合活性 の低下が対側上丘 において認め られ

たが、 この変化 は眼優位可塑性 に対する感受性期内 にある生後12日 目に行 った剥 奪

操作 に よっての み引 き起 こされ、成 ラットでの実験操作では有意な変化は認め られ

なかった。 これまでに片眼剥奪操作の実施 日とβ一AR結合活性 の変化 につ いては、生

後12日 目前 後 の片 眼剥 奪操作 は効 果的であるが、25,40,60,90日 目に行 った場合 には

変化 を引 き起 こさない とい う報告がある[63,71]。

さ らに本章 におい ては、出生直後 の片眼摘出が結合活性 に変化 を及ぼさないことを

見出 している。出生直後 の片眼摘 出は網膜 由来の上丘への同側性投射 を残存 させ る

だけで はなく、脳梁を介する皮質問投射や二丘傍野への投射 の増加を誘導すること
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が知 られている[73-75]。 また、 出生直後 は まだ網 膜 一上丘問投射が未熟であるこ

とも知 られていることか ら[76-78]、 出生時 に片眼摘出 を行 っ た場合 は対側上丘 へ

の網膜投射が減少するため、それを補償する機構が誘導されて β一AR結合活性 の低 下

が認 め られなか った可能性が考えられる。以上のこ とよりラット上丘における β一AR

結合 の調節 は感 受性期 内 の非常 に限 られた期 間内においてのみ認め られる可能性が

示唆された。

4.β 一AR結合 調節 に対す る求心性入力特異性

一側性大脳皮質視覚野の除去は上丘のβ一AR結合 に対 しては変化 を引 き起 こさない

ことが本章 において明 らかとなった。上丘では網膜 由来の入力が浅層部(1 -m)に 、
一方視覚野 由来 の入力がII層 の深層 部か ら11層 部 にそれぞれ終止す ることが報 告

され ている[70,79,80]。 網膜 一上丘間お よび皮質 一上丘問投射の興奮性神経伝達物

質はグルタミン酸であると考えられている[59 ,61,62]。Sakuraiは 同側視覚野 を吸 引

した と きな らび に対側片眼を摘出 した ときに上丘内 のグルタ ミン酸濃度が共に減少

することを報告 している[81]。 それ に も拘 わ らず、 β一AR結合 の低 下が片眼剥奪 に

よってのみ生 じたということに関 しては以 下の様 な可能性が考 えられる
。第一 に片

眼摘出 は網膜 一上丘間の入力量 を低下 させ ただけではな く、皮質一上丘問投射の入

力量 を も低下させたため に、結果 として片 眼摘出の方が視覚野除去 に比べより機能

的な活動の レベ ル低下の度合いが大 きかった可能性 がある。第二に、一側性 に皮質

を除去 すると残 っている視覚野か ら対側性 に上丘へ の補償的な神経回路の再構 築が

誘導 される[82]こ と に基 づ く可能性が あ る。第 三 には、 ノルア ドレナリン系 と網

膜 一上丘 問投射 の問に特異的な機能的相互作用があ るという可能性である。上丘の

細胞の受容野特性の機能構築 に対 しては、網膜からの入力 と皮質か らの入力がそれ

ぞれ異 なった立場か ら影響 を及ぼす可能性があるということが報告されている。例

えば、暗闇飼育 は上丘の方向選択性をもつ細胞 に対 して反応性 を著 しく減ず るが、

視覚野 を除去 して も方向選択性にはまった く変化が生 じない[83 ,84]。 そ して第

四 に は、皮 質 一上 丘 問投 射は上丘の浅層 部内にあるGABA作 動 性 介在 ニュmン を

活性化 す るとの報告[85]を 考慮 す る と、視覚野 の除去が上丘浅層部 における脱抑

制を誘導 した可 能性 もあるっ以上のようにい くつか の可能性 が考 えられるが、 いず

れに して も片眼剥奪 の結果生 じるβ一AR結 合 の活 性調節 には上丘へ の入力 問に、著

しい不均衡の生 じることが必要であると考えられる。

26



小 括

1.ラ ッ トにおい て感 受性期 内 に行 った片眼摘出は、対側の上丘お よびLGNの β一AR

結合活性 に有意 な減少 を引 き起 こす ことを示 した。

2.長 期片 眼摘 出が対側 上丘 におい て、 β一AR結合活 性 だけで はな く抗dopamine一 β一

hydroxylase抗 体免 疫陽性線維の補 償的 な変化 をも誘導することを示 した。

3.残 され た眼 か らの同側 投射が 維持 され るような神経回路 の再構築 を誘導す る、

出生直後の片眼摘出は対側上丘の β一AR結 合活性 に変化 を及 ぼ さなかった。

4.成 ラ ッ トにお ける片 眼摘 出は対側 上丘のβ一AR結合活性 に変化 を及 ぼ さなか った。

5.大 脳皮質視覚野 の吸引除去 に よって β一AR結合活性 に変化 が認 め られ なか った こ

とか ら、上丘の β一AR結 合調節 に対 して皮質 由来 よりも網膜 由来の入力の方が重

要であることを見出 した。
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Fig. 8. Autoradiographic images demonstrating the specific binding of  [3H] MK-
801(A),  [31-1]CNQX (B),  [3H]rauwolscine (C), and  [31-1]DHA (D). The images of 

 adjacent coronal sections containing the superior  colliculus (SC) and visual cortex 
obtained from a normal rat (postnatal day 25) are shown. The right hemisphere 
is left side. The arrow in  "A" indicates the SC. Scale bar=1.5 mm.

Table 3. Binding activity of  [31-1]MK-801,  [31-1]CNQX,  [3H]rauwolscine, and  [3H]DHA in 
                       visual structures of normal rat

 [31-1]MK-801  [31-1]CNQX  [31-1Irauwolscine 

 (fmol/mg tissue)

 [31-11DHA

 SC

P25 

P90 

1 year

LGN 

  P25 

  P90 

  1 year

63.2 ± 4.0 

52.0 ± 6.8 
59.7 ± 4.8

103.8 ± 8.5 

92.7 ± 3.1 
107.0 ±  11.3

175.0 ± 0.3 

 167.1  ± 4.1 

181.5 ±  10.4

106.6 ± 3.0 

177.1 ±  3.7*** 

172.9 ±  14.3***

22.7 ± 0.6 

17.6 ± 0.5** 

19.1 ± 1.4

12.4 ± 0.04 

11.4 ± 0.5 

13.8 ±  1.2

16.8 ± 0.9 

18.4 ± 0.4 

16.8 ±  0.2

14.8 ± 0.5 
14.5 ± 0.6 

 14.5  ± 0.5

 VC

P25 

P90 

1 year

124.0 ± 7.2 

124.3 ± 19.4 
131.4 ± 16.7

261.7 ± 7.9 

315.9 ± 15.7** 

 318.1 ± 21.6**

16.4 ± 1.1 

18.9 ± 1.3 

21.3 ±  0.9*

23.5 ± 0.4 

23.0 ± 0.5 

21.6 ± 0.4*

Each value indicates mean ± S.E.M. 
 **P<0 .01, ***P<0.001: significantly different from the value of postnatal day 25 . All 

values are the average of data obtained from two hemispheres . 
The data of SC represent the value of superficial layer .
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Fig. 9. Effects of monocular enucleation on  [3H]MK-801 binding activity in the 
contralateral (shaded columns) and ipsilateral (hatched columns) hemipheres of 
the visual cortex (VC), superior colliculus (SC) , and lateral geniculate nucleus (LGN)

. Open columns indicate the data obtained from normal rats . Monocular 
enucleation was performed on postnatal day 12 , and animals were perfused on d

ay 25 (P25) or 90 (P90). The data are presented in terms of  fmol/mg tissue
, and 

each value is the mean ± S.E.M.
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Fig. 10. Effects of monocular enucleation on  [3FI]CNQX binding activity in the 
rat brain. Conventions are the same as those in Fig. 9. **  p<0.01, *  p<0.05 
(Student's t-test).

Fig. 11. Pseudo-color coding of  [31-1]DHA binding activity in the (A) superior 
colliculus (SC)  and (B) lateral geniculate nucleus (LGN) of the rat.  The images of 
coronal sections obtained from a rat monocularly enucleated on postnatal day 12 
and killed on day 25 are shown. The right hemisphere is at the left. Scale bar = 
0.6 mm (A),  0.S mm (B).
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(Student's t-test).

ing activity in the rat 
**  p<0 .01, *  p<0.05
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Fig. 13.  DarMield photomicrographs of coronal sections through the superior 
colliculus obtained from 12-week-old rats.  WGA-TIRP was injected into one eye 
to  label the retinal projection to the SC. The  image, of a normal rat (A, B) and 
one monocularly  °nucleated on the day of birth (C, D) are shown. The images of 
the  ipsilateral hemisphere of the superior colliculus illustrated in  "A" and "C" are 
enlarged in  "B" and "D",  respectively. Scale bar = 300  p.m (A, C), 120  pm (B, D). 
M: medial; V: ventral.
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Fig. 14. Autoradiographic images demonstrating the specific binding of  [311]DHA 
in neonatal monocularly enucleated rat. Monocular enucleation was performed 
on the day of birth. The images of coronal sections obtained from postnatal day 
25 (A) and 90 (B) are shown. The hemisphere contralateral to the enucleated eye 
is at the left.

-

Fig. 15. Autoradiographic images demonstrating the binding of  [31-1]DHA in 
unilaterally cortex-ablated rat. Unilateral cortical ablation was performed on 

postnatal day 12. The images of coronal sections obtained from postnatal day 25 
(A) and 90 (B) are shown. Arrows indicate the site previously occuppied by the 
visual cortex. Scale bar=2.0 mm.
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Fig. 16. Camera lucida reconstruction of fibers in the SC immunopositive to anti-
DBH antibody. The drawings of coronal sections obtained from a normal rat (A) 
and a monocularly enucleated rat (B) on postnatal day 90 are shown (Scale 
bar=50  gm). Monocular enucleation was performed on postnatal day 12 . ipsi., 
ipsilateral hemisphere; contra., contralateral hemisphere. The inset shows a 

photomicrograph of DBH positive fibers with higher magnification (Scale bar=25 
gm).
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Fig. 17. Effects of monocular enucleation on the number of DBH-
immunopositive varicosities in the superior colliculus. Open columns indicate the 
data obtained from the right hemisphere of normal rats (Control) or contralateral 

(Contra.) hemisphere of monocular enucleated rats (ME). Hatched columns 
indicate the data obtained from left hemisphere of normal rats or ipsilateral 

(Ipsi.) hemisphere of the enucleated rats. Monocular enucleation was performed 
on postnatal day 12 and the immunohistochemistry was initiated on day 90. The 
data are presented in terms of number of varicosities/mm2, and each value is 
mean ± S.E.M.  ***, significant difference from the control value  (p<0.001, 
Student's t-test).
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第三章6R一 エ リス ロー5,6,7,8一テ トラ ヒ ドロビオ プテ リン(R-THBP)に よ る成 ネ コ

視 覚野 における眼優位可塑性の調節 と神経伝達物質受容体結合活性の変化

一側 眼瞼を外 科的に縫合することによって引 き起 こされる眼優位 カラムの可塑的

変化は、視性刺 激遮断弱視の格好 の動物モデルとして導入され弱視の病態解明 に寄

与 して きた。眼優位可塑性を調節する機構 としてノルア ドレナリン系 の関与が強 く

示唆 されてお り、第一、第二章を通 じて網膜由来の視覚入力の遮断が β一AR結合 活 性

に変化 を及 ぼす ことを見 出 して きた。これ らの動物 モデルを用いた検討 により、弱

視発生時には.・ 結合 活性が著 しく減弱 してい る可能性が考 えられる。本章では、

β一AR結 合 の活性化 による弱視 の薬物療 法の可能性を調べ るため、ノルア ドレナリン

をはじめ脳内モ ノアミン系を賦活すると考 えられている、芳香族アミノ酸水酸化酵

素の補酵素6R-erythro-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin(R-THBP)を 用 い、(1)R-THBPの

末梢投 与 に よっ て成 ネ コの視 覚野で眼優位 分布の変化 を誘導できるか どうか、(2)

R-THBPの 末梢投与 によって脳 内モ ノア ミンおよびグルタミン酸作動性受容体結合活

性にいかなる変化が生 じるか、について検討を行った。

実験方法

1.成 ネ コの眼優位 分布 に対 す るR-C'の 効果

2～3才 齢 の成 ネ コを用い、生理食塩水 に溶解 したR-THBPを4mg依g 、1日2回 、1ヶ

月 間にわた り経 口投与 した。..の 投与期 間中一側 眼瞼 を外 科的 に縫合 した。そ

の後、視覚野か ら細胞外 記録を行い、眼優位分布 ヒス トグラムを作成 した。動物 に

フローセ ンと笑気の混合麻酔下で気管内挿管術 と静脈 カニューレ挿入術を施 し、脳

定位固定装置 に装着 した。記録中は呼吸を人工的に維持 し、sodiumpentobarbital(2

mg生g!h)お よびg狃 ㎜inetriethiodide(10mg!kg!h)を 持続 的 に静脈 か ら注入す る ことに

よって適切な麻酔 レベルを保持 した。動物の眼前に半透明のスクリー ンをお き、そ

の上に刺激 とな るスリッ ト光を投影 した。 ガラス微小電極 を用いてhk次 視覚 野 内

の1つ の記録 トラ ック上 で約100μmの 問隔毎 に単一細胞外記 録 を行 い、呈示 した刺

激に対する反応性 に基づ き、HubelandWieselの 方法[86]に 従 って記録細胞 を7つ

のクラスのいず れか に分類 しヒス トグラムを作製 した。

2.ラ ッ ト脳 内モ ノア ミンお よびグル タミン酸作動性受容体結合活性 に対するR-

C'の 効 果

2-1.R-THBPの 投与 な らび に組織サ ンプルの調製

動物は7週 齢 また は3週 齢 の雄 性Wistar系 ラッ トを用 いた。R-THBPは 生理食 塩水 に

溶解 し、20mg!kgを1日2回 、1週 間 または2週 間 にわた り腹腔内投与 を行 った。対照
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ラ ッ トに は 同量 の 生 理 食塩 水 を腹 腔 内 投 与 した 。 ラ ッ トは最 終投 与 の4時 間 後 に断 頭

処 置 し実 験 に供 した 。 直 ち に脳 を 取 り出 し、氷 冷 下 で 線 条体,大 脳 皮 質 前 頭 部 ,大

脳 皮 質 視 覚 野,海 馬,上 丘 にそ れ ぞ れ 取 り分 け、 速 や か に ドラ イ アイ スパ ウ ダ ー で

凍結 し一80℃ 下 に保 存 した 。

各 組織 は氷 令 した10-20倍 量 の0.32Mシ ュ ク ロ ース/10mMTris-HCIbufferで ホ モ

ジネ ー トし、 遠 心 操 作 に よ りP2分 画 を得 た 。 ノル ア ドレナ リ ン作 動 性 受 容 体 結 合 実

験 に用 い るP2分 画 は50mMTris-HCI,pH7.4で2mgprote醐 の濃 度 に調 製 した。 グ

ル タ ミ ン酸 作 動 性 受 容 体 結 合 実 験 に用 い るP2分 画 は50mMTris-acetate
,pH7.4で2mg

protein/mlの 濃 度 に調 製 した。 セ ロ トニ ン作 動 性 受容 体 結 合 実 験 に用 い るP2分 画 は さ

ら に50mMTris-HCI,pH7.4に 懸 濁 し、 内 因性 の セ ロ トニ ン を除去 す る 目 的 で37℃ ,

10分 間 の イ ン キ ュベ ー シ ョン を行 い、 遠 心 した 。得 ら れ た沈 渣 は[3H]ketanse血 結

合 に用 い る場 合 は50mMTris-HCI,pH7.7で2mgprotein/mlの 濃 度 に調 製 した。

[3H]8-OH-DPAT結 合 に用 い る場 合 は0.1%ア 坏 コル ビ ン酸10,uMpargylineお よび

4mMCaCl2含 有50mMTris-HCIで2mgprotein加1の 濃 度 に調 製 した。

2-2.受 容 体 結 合 実 験

β一AR結 合 は第 一 章 に準 じて行 った 。

NMDA型 グ ル タ ミン酸 受 容体 結 合 はP2分 画 と10μMグ ル タ ミ ン酸 お よび10μM

グ リ シ ン含 有50mMTris-acetatebuffer,pH7.4で 調 製 した5.OnM[3H]MK-801と25℃ ,

45分 間 イ ンキ ュベ ーシ ョン す る こ と に よ って 標 識 し、 非 特 異 的結 合 は イ ン キ ュベ ー

シ ョン過 程 に5.0μMMK-801を 添 加 して 求 め た。non-NMDA型 グル タ ミ ン酸 受容 体 結

合 は50nMTris-acetatebufferで 調 製 した50nM[3H]CNQxと25℃,45分 間 イ ンキ ュ

ベ ー シ ョ ンす る こ とに よ って標 識 し、 非 特 異 的 結 合 は50μMCNQXと の イ ンキ ュ ベ

ー シ ョン に よ り求 め た
。

セ ロ トニ ン作 動 性5-HTia受 容体 に対 す る結 合 実 験 はPeroutkaの 方 法[87]に 準 じて

行 っ た。P2分 画 を0.1%ア ス コ ル ビ ン酸,10μMpargyline,4mMCaCl2含 有50mM

Tris-HCIで 調 製 した1.OhM[3H]8-OH-DPATと25℃,30分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョンす

る こ とに よ って標 識 し、 非 特 異 的結 合 は10μM5-HTを 添 加 して 求 め た 。5-HT2受 容

体 結 合 はLeysenら の方 法[88]に 準 じて行 っ た。 す な わ ち、50mMTris-HCI,pH7.7

で調 製 した2.OnM[3H]ketanserinと25℃,30分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョンす る こ とに よ

っ て標 識 し、 非 特 異 的結 合 は10μMketanse血 を添 加 して 求 め た。[3H]8-OH-DPAT

な らび に[3H]ketanse血 の飽 和 実、験 は各 ・々 の放 射性 リガ ン ドを0 .05nM-12.5nMに 調

製 した 条 件 下 で 同様 に行 った 。
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3.セ ロ トニ ン免 疫 組織 化 学

細 胞 外 記 録 終 了 後 、 ネ コ を経 心 的 に0.1MPBで 脱 血 し、 さ ら に4%パ ラ フ ォル ム ア

ル デ ヒ ドを潅 流 して 固定 した 。取 り出 した脳 は 同 固定 液 で後 固定 し、 次 い で10-30%

シ ュ ク ロ ー ス に浸 漬 した 。 滑 走 式 ミク ロ トーム で厚 さ50μmの 薄 切 切 片 を作 製 し、

浮 遊 式 で 免 疫 組 織 染 色 を 行 っ た 。 一 次 抗 体 と して ラ ッ ト抗 セ ロ トニ ン 抗 体

(BiogenesisLtd.)を 用 い、Cy3TM-conjugatedStreptavidin(JacksonI血nunoResearch

Lab.Inc.)に よ っ て蛍 光 標 識 し共 焦 点顕 微 鏡 下 で観 察 した。

実 験 結 果

1.成 ネ コの 眼優 位 分布 に対 す るR-THBPの 効 果

1ヶ 月 間一 側 眼 瞼縫 合 のみ を行 っ た成 ネ コの眼 優 位 ヒス トグ ラム をFig .18Aに 示 し

た。 以 前 の 報 告 通 り[89,90]、 感 受性 期 を過 ぎた成 ネ コ に対 して片 眼遮 蔽 を施 して

も眼 優 位 ヒス トグ ラ ム の 開眼 側 へ の シ フ トは認 め られ ず 、両 眼性 が保 た れ て い る こ

とが 確 認 され た(B=0.72)。 これ に対 して、 片 眼 遮 蔽 期 間 中 にR-THBPを 繰 り返 し末

梢 投 与 す る と両 眼性 は著 明 に低 下 した(B=o.42,Fig.18B)。

2.グ ル タ ミン酸作 動 性 受 容 体 結 合 活 性

正 常 ラ ッ トで は・[3H]MK-801結 合 は海 馬(603.8±23 .1finol/mgprotein)お よ び

視 覚 野(589・0±31.Ofinol/mgprotein)で 非 常 に高 い活 性 を示 し、 一 方[3H]CNQx

結 合 も海 馬(2.0±0.2pmol/mgprotein),視 覚 野(1.3±0.1pmol/mgprotein)お よ び

上 丘(1.1±0.1pmol/mgprotein)に お い て高 い結 合 活 性 を示 した(Fig .19A.・':)。

これ に対 して1週 間 のR-THBPの 投 与 は、 いず れ の 部 位 に お い て も[3H]D-801
,

[3H]cNQxの どち らの結 合 活 性 に もほ と ん ど変化 を与 え なか っ た(Fig.19)。

3.β 一AR結 合 活 性

[3H]DHA結 合 は7週 齢 の正 常 ラ ッ トにお い て は線 条 体,上 丘 お よ び視 覚 野 で 高

い活 性 を示 した(Fig .20)。R-THBPを1週 間 にわ た り投 与 したが 、 い ず れ の 部位 に

お い て もほ とん ど変 化 は認 め られ なか った(Fig .20B)。 β一AR結 合 活 性 につ い て は、

まだ感 受 性 期 内 に あ る3週 齢 の ラ ッ トに対 す るR-THBPの 効 果 に つ い て も調 べ た。 そ

の結 果 、1週 間 の 投 与 で は 海 馬 で の 有 意 な減 少 と上 丘 で の有 意 な増 加 を認 め、2週 間

・ の投 与 で は上 丘 で の 有 意 な減 少 が 認 め られ た(Fig .20A)。

4.セ ロ トニ ン作 動 性 受 容 体 結 合 活 性

5-HTIA受 容体 に対 す る[3H]8-OH-DPAT特 異 的結 合 の割 合 は視 覚野 お よび海 馬 で

は高 く、 線 条 体 で は低 か った 。正 常 ラ ッ トで は海 馬(20 .2±0.3finol/mgprotein)お
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よび視 覚 野(14・9±1・8finol/mgprotein)で 高 い結 合 活 性 を認 め た(Fig .21A)。R.

THBP投 与 は 部位 に よっ て方 向 性 の異 な る変 化 を引 き起 こ し、 海 馬 で は特 異 的 結 合 の

有 意 な増 加(39.5±1.Ofinol/mgprotein,p<0.001)、 一 方 視 覚 野 で は有 意 な減 少(9 .2

±0.5finol/mgprotein)を 示 す こ とが 判 っ た。(Fig .21A)。 そ の他 の 部位 で は著 明 な

変 化 は認 め られ なか っ た。

5-HT2受 容 体 に対 す る[3H]ketanserin結 合 の 特 異性 は高 い 割合 を示 した 。 正 常 ラ

ッ トで は大 脳 皮 質前 頭 葉(1825±1.9finol/mgprotein)と 線 条体(151 .1±7.5fmo1加9

protein)に 高 い結 合 活 性 を認 め 、視 覚 野 と上 丘(96.9±2.3,56.4±1.1finol/mgProtein)

が次 い で 高 か っ た 。R-THBPの 投 与 に よ って[3H]ketanserin結 合 は部 位 に よっ て様 々

な変化 が 生 じた(Fig.21B)。 線 条 体(対 照 の117%,P<o.05)と 海 馬(対 照 の149% ,

P<0.01)で は有 意 な増 加 を示 し、 そ れ に対 して視 覚野(対 照 の66% ,P<0.01)と 大 脳

皮 質前 頭 葉(対 照 の93%,P<0.01)で は有 意 な減 少 を示 した。

R-THBPの 投 与 に よ って セ ロ トニ ン作 動 性 受容 体 結 合 に最 も著 明 な変 化 が 引 き起 こ

され た の で 、 さ ら にそ の結 合 特 性 を詳 細 に調 べ る ため 、 海 馬 と視 覚 野 のP2分 画 を用

い て[3H]8-OH-DPATと[3H]ketanserinの 結 合 飽和 実 験 を行 った 。本 実 験 条件 下 で

はScatchardplot解 析 の 結 果 は両 結 合 と も一 相 性 を示 した。 正 常 ラ ッ トの[3H]8.OH.

DPAT結 合 のKD,Bmaxは そ れ ぞ れ 、視 覚 野:KD=0 .56nM,Bmax=59.1finol/mgprotein;

海 馬:KD=1.33nM,Bm・x=282.Ofinol/mgproteinで あ った 。 これ に対 してR-THBP投 与

群 で は 視 覚 野 で は最 大 結 合 数 に有 意 な減 少 が 認 め られBm。x=47.9finol/mgprotein ,

P<0.01)、 一 方 、 海 馬 で は結 合 親 和 定 数 が 有 意 に減 少 した(KD=0 .72nM,P<0.01)。

[3H]ketanse血 結 合 は正常 ラ ッ トの場 合 、視 覚 野:KD=1.08nM,Bmax=114.8finol/mg

protein;海 馬:K旗0.93nM,Bm・x=46.3finol/mgproteinで あ った 。R-T且BPの 投 与 に よ

って 、視 覚 野 で はBm。x値 の有 意 な減少(対 照 の14%,P<0.05)、 海 馬 で は結 合 親 和 定

数 の有 意 な減 少 を認 め た(対 照 の34%,P<0.05)(Fig.22andTable4)。

5.成 ネ コ視 覚 野 にお け るセ ロ トニ ンの 免 疫 組 織 化 学 的検 討

受 容体 結 合 実 験 よ り、R-THBPの 投 与 に よっ て5-HTiaお よび5-HT2受 容 体 結 合 活性

に最 も著 しい変 化 が 認 め られ た た め、 つ ぎに 「R-THBPの 末梢 投 与 が セ ロ トニ ン作 動

性 神 経 の支 配 様 式 にい か な る変 化 を及 ぼす か 」 につ い て、細 胞 外 記 録 後 の ネ コ視 覚

野 の薄 切 切 片 で抗 セ ロ トニ ン抗 体 を用 い た免 疫 組 織 化 学 的 な検 討 を行 った 。

片 眼 遮 蔽 の み を施 した 成 ネ コの 視 覚 野 で は、 大 脳 皮 質 表層 に免 疫 陽 性 線 維 が 多 く

認 め られ 、深 層 部 で は非 常 に少 な か っ た(Fig.23A)。 これ に対 して 、R-THBPの 繰

り返 し投 与 は表 層 部 にお け る抗 セ ロ トニ ン抗 体 免 疫 陽性 線 維 の密 度 の 増 加 を誘 導 す

る結 果 が得 られ た(Fig.23B)。
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考 察

R-THBPは 芳香族 ア ミノ酸(フ ェニ ルアラニ ン,チ ロシ ンお よび トリプ トフ ァン)

水 酸化 酵素 の補酵 素 と して知 られ[91-93]、 生体組 織 に広 範囲 に分布 し[94]、 生

体 ア ミ ンの生合 成 の調節 に重 要 な役割を果た してい る。また脳室内投与や微小脳透

析法を用 いた実験 によりR-THBPの 新 た な作用 として中枢神 経系 における神経伝達物

質(ド ーパ ミン,セ ロ トニ ン,ノ ル ア ドレナ リン,グ ルタ ミン酸)遊 離 の直接 的 な

調節物 質 としての作用 も報告 されている[26,27,95]。 さ らに、R-:'の 末梢投 与

によって も線条 体 におい て ドーパ ミン遊離促進作用が認め られている[96]。 実 際、

末梢 か ら投 与 されたR-THBPは 非 常 に血 液 一脳 関 門 を通 過 しに くいが、 その約0.4%

は通過 す るこ とが既 に報告 されてい る[97,98]。

本章 で は、 中枢性視覚 障害 であ る と考 え られる弱視の薬物療法の可能性 を探 る目

的で、まず成ネコの眼優位可塑性 に対するR-THBPの 効 果 について電気生理 学 的 に検

討 を行 った。感 受性期 を過 ぎた成 ネコでは片眼遮蔽が第一次視覚野ニューロンの眼

優位性 に影響することはない ことが既に報告されているので[89,90]、 遮蔽期 間 中

に同時 に薬理 学 的実験操作 を加え眼優位分布を調べ ることによって可塑性への関与

を調べることがで きる。片眼遮蔽を施 しただけの対照ネコに比べ、R-THBP投 与 ネ コ

の両眼 性細胞 の 割合 は著 明 に減少 してお り可塑性が増大 していることを示す結果が

得 られ た。 そ こで次に、眼優位可塑性に関与 していると考 えられるモノアミンな

らびにセロ トニ ン受容体の結合活性がR-THBPで 如何 に修飾 され るか につ い て検討 を

行 った。 なおR-THBPの 末梢投与期 間中に、行動 学上異常な振 る舞いは認め られなか

った。

ノルア ドレナリンお よびグルタミン酸はR-THBPに よる遊離促 進作 用が報告 され て

いるが、それぞれの受容体結合活性 にはほ とんど変化が認め られなか った。 しか し

なが ら、感受性期内 にある3週 齢 の ラッ トに対 しては上丘 において β一AR結合活性 の

変化が認 め られ た ことか ら第一、第二章 を通 じて明 らかにしてきたように、 β一AR結

合活性 の調節 に感受性期 内の中枢性の変化が必要である可能性が示唆 される。

それに対 して、セ ロ トニ ン作動性 受容体 は、5-HTia,5-HT2受 容 体 ともに部位 に

よって異 な る方 向性 をもって変化する結果が得 られた。P2分 画 とR-THBP(5nM-

500μM)を 直 接 イ ン キ ュ ベ ー シ ョン し[3H]8-OH-DPATあ るい は[3H]

ketanserinと の結 合 活性 を見 た ところ変化が認め られないこ とから、この著明な変化

がR-THBPの セ ロ トニ ン受容体 に対す る直接作用ではないことは明 らかである。

5-HTlAは 他 の神 経伝達物質 で も認 め られ るようにセロ トニン系の情報伝達系 を恒

常的に維持するために、部位特異 的なシナ プス前部 のセロ トニン含量の変化に従 っ

て代償的に結合部位が減少 ・増加することが知 られている[99-101]。 本章 にお い
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てR-THBP投 与群 の視覚 野 で[3H]8-OH-DPAT結 合がdown-regulationを 生 じる結果 を

得 てい るが、 こ の変化は視覚野内のセロ トニン含量 を反映 したものと考 えられ る。

実際、 ネコの視覚野で抗セ ロ トニ ン抗体 を用 いた免疫組織学 的検討 によって、R-

THBP投 与が抗 セロ トニ ン抗体免 疫 陽性線維の増加 を誘導する結果が得 られている。

しか しなが ら、海馬で特異的にセ ロ トニン含量が減少 しているかどうかは今の とこ

ろ明 らかではないので、海馬での[3H]8-OH-DPAT結 合 の増 加が代償作用か どうか

は不 明である。

5-HTiaに 対 して5-HT2受 容体 の調節 は必ず しもシナプス前部の活性を反映 してい

るとは限らないということが報告されてお り[102,103]、 他 の神 経伝 達物 質系 との

相互作用が 非常 に重要である とい う可能性が示唆 されている[104-107]。 た とえ ば、

6-OHDAに よって ドーパ ミ ンを枯 渇 させ る と線条体 の5-HT2受 容体 の結合 活性 と

mRNAの 発 現 の増加 が認 め られ る[107]。 本章 にお いてR-THBPが 各 々の部位 の5-

HT2受 容体 結合活性 に対 して多様 な変化 を引 き起 こす ことを明 らかにした。これは

R-:'に よって様 々 な神 経伝達物質 の遊離が促 され、5-HT2受 容体が各々の部位 で

セ ロ トニ ン系 を含 む他の神経伝達物質系 との複雑な相互作用 の中で調節を受けたた

めに生 じた もの と考えられる。

R-THBPは モ ノア ミン神経系 の障害 によって引 き起 こされると考えられている精神

神経疾患 に有効 であることが報告 されている[108-111]。R-THBPに よる この改善

効果 は おそ らく様 々な神経伝達物 質の生合成および遊離 を活性化 したことによるも

の と思 われる。片眼剥奪 による眼優位可塑性 にノル アドレナ リン系が関与 している

と考 えられることか ら、R-THBPを は じめ と した薬物 に よる弱視 の治療効果が期待 さ

れる。本章では正常動物 におけるR-THBPの 影響 を検討す るに留 まっ たが、疾患モデ

ルとして開発 された片眼剥奪動物に対するR-..の 効果 も検討す る必要があ る と思

われる。
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小 括

1.R-THBPの 繰 り返 し末梢投与 に よって成 ネ コ第一次視覚野ニューロンの両眼性細

胞の割合が著 しく減少することを示 した。

2.R-:'の 末梢投与 による脳 内 モ ノア ミン作動性およびグルタミン酸作動性受容

体結合 活性の変化について検討 を行 った。 β一ARお よびNMDA型 ,non-NMDA

型 グル タ ミン酸 作動性受容 体結合活性 に対 して1週 間のR-THBP投 与 は有意 な変

化 を引 き起 こさない ことを明らかにした。

3.R-THBPの 末梢投与 によ り、5-HTiaお よび5-HT2セ ロ トニ ン作動性受容体結合活

性 に多様 な変化が生 じることが明 らかになった。

4.海 馬 と大 脳 皮 質 視 覚 野 の[3H]8-OH-DPATお よび[3H]ketanserin結 合 の

Scatchardplot解 析 を行 った ところ、R-THBPに よ り海 馬では両 リガ ン ドのKD値 が

減少 し、一方、視覚野 ではBm。xが有意 に減少 す ることが 明 らか になった。

5.成 ネ コ第一次視 覚 野 にお けるセロ トニン抗体免疫陽性線維はR -THBPに よって増

加す る こ とが明 らか になった。
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Fig. 18. R-THBP-induced changes in ocular dominance following 1 month of 
monocular  deprivation in the cat. Ocular dominance of a given cell was 
determined according to the 7-group classification of Hubel and Wiesel [86]. GL 
and U indicate unit activity of LGN axons and visually unresponsive units, 
respectively. N, number of cats examined; n, number of visually active cells. 
Filled circles and open circles indicate the closed and exposed eye, respectively.
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Fig. 19. Effect of peripherally administered R-THBP (1 week) on  [3H]MK-801 (A) 
and  [3H]CNQX binding in the rat brain. Open columns indicate the data obtained 
from control rats, and hatched columns from the rats administered R-THBP 
intraperitoneally (20 mg/kg, twice a day) for 1 week . Each assay was performed 
in triplicate. The data are presented in terms of  fmol/mg protein and each value 
is the mean ± S.E.M.
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Fig. 20. Effect of peripherally administered R-THBP on  [311]DHA binding in the 
rat brain. R-THBP was administered for 1 or 2 weeks from 3 weeks-old (A) and 7 
weeks-old (B) rats. The data are presented in terms of  fmol/mg protein and each 
value is the mean ± S.E.M. *  p<0.05, **  p<0 .01, (Student's t-test) vs. control.
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                           A.  [311]8-0H-DPAT (5-HT IA)                                           B.  [311]iKetanserin (5-HT2)
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Fig. 21. Effect of peripherally administered R-THBP (1 week) on  [311]8-0H-
DPAT (A) and  [3H]ketanserin (B) binding in the rat brain. Conventions are the 
same as those in Fig. 19. * p<0.05, **  p<0.01,  ***  p<0.001 (Student's t-test).

       Fig. 22. Scatchard plots showing the effect of administration of R-THBP on 

 [3H18-OH-DPAT (A) and [3H]ketanserin (B) binding experiments. The Scatchard 

       plot analyses were performed in the concentration range 0.05-12.5 nM  [3H]8-OH-
      DPAT and  [3H]ketanserin to visual cortex and hippocampus .  0  , samples from 

       the control rats;  •  , samples from the rats administered R-THBP for  1week . 
       The values in the inlet indicate the mean value.
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Table 4. Summary of Scatchard plot analysis of  [3H18-0H-DPAT and  [311]ketanserin 
       binding in the visual cortex and hippocampus

 [3H18-011-DPAT  [3Hlketanserin

KD 
(nM)

    Bmax 
 (fmol/mg protein)

KD 
(nM)

   Bmax 
 (fmol/mg protein)

Control

R-THBP

Visual cortex 

Hippocampus 

Visual cortex 

Hippocampus

0.56 ± 0.04 

1.33 ± 0.12 

0.59 ± 0.05 

0.72  ±  0.04**

 59.1  ± 3.2 

282.0 ± 21.4 

 47.9 ±  4.3* 

268.1 ± 22.3

1.08 ± 0.09 

0.93 ± 0.09 

1.08 ± 0.11 

0.62  ±  0.05**

114.8 ± 16.3 

46.3 ± 5.8 

99.0 ± 8.7* 

42.6  ± 8.4

*  P<0 .05 , ** P<  0.01: significantly different from the control value.

Fig. 23. Photomicrographs of serotonin immunopositive fibers in the cat visual 
 cortex.  Samples were obtained from the control cat (A) and the cat administered 

R-THBP (B). Scale  bar=100  km. 
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総 括

本研究 は、中枢性視覚 障害 と考 えられている弱視 の薬物治療の可能性を探る こと

を目的 として、片眼剥奪 を主 とす る視覚系神経活動 の変化 に伴った脳 内β一ア ドレ

ナリン作動性受容体(β 一AR)、 な らび に視覚情報 の伝達物質 であるグルタミン酸の

受容体結合活性の変化を検討 したものである。

先ずは じめに、仔ネコの一側眼瞼縫合による脳内 β一AR結合活性 の変化 につい て、

P2分 画お よび111VILI'Oオー トラジオグラ フィーで検討 した。正常成ネコの大脳皮質で

はβ一ARが 後頭葉 で非常 に高 い結合活性 を示すことを明 らか にした。このことは、こ

れまで に生化学 的 ・免疫組織化学 的検討 によって前頭葉 に比べて後頭葉で低い と報

告 されているノルア ドレナリン作動性神経の投射様式[24,31 ,32]を 反映 している可

能性 を示 唆 して いる。生後4週 目か ら6ヶ 月間 に渡 る長 期片 眼遮 蔽 は両側 の大脳皮 質

視覚野および外側膝状体 におけるβ一AR結合 活性 を有意 に減少 させ、Scatchardplot解

析 の結 果 よ りこの減少 が結合親和 性の低下ではなく最大結合数の減少 に依るもので

あるこ とも明 らかにした。またこの とき別のタイプのア ドレナリン作動性受容体で

ある α2-ARで は変化 が生 じない こ とが明 らか となった。

さらに、遮蔽期間の長 さおよび遮蔽開始の時期 とβ一AR結合活性 の変化 について、

あ るい は視覚野以外の視覚系構造(LGN,上 丘)に おけ る変化 につ いて よ り詳 細 に

調 べるために実験動物 としてラットを用い、血VIZ7'Oオ ー トラジオ グラフィー による

検 討 を行 った。ノルア ドレナリン作動性受容体 として β一AR,α2-AR、 お よび グル

タ ミン酸作 動性受容体 としてNMDA,non-NMDA受 容体 についてそれ ぞれ結合活性 を

調べたが、片眼摘出によって最 も著明な変化 を示 したのはβ一AR結合で あった。眼球

摘 出 を受 けた側 に対 して対側の上丘 な らびにLGNで 有意 な結合活性 の減少 を認 めた

が、 この変化は生後発達初期の感受性期内 に行われた片眼摘 出によってのみ引 き起

こされることが明 らかとなった。感受性期 内に行われた一側性視覚野除去や、網膜

由来の神経回路網の再構築 を促す生後問 もない片眼摘出では変化を生 じない。従っ

て、視 覚情報処理様式の違いか ら動物種 によって異 なる可能性はある ものの、感受

性期内の網膜由来の視覚入力が中枢視覚伝導路 におけるβ一AR結合活性 の調 節 に重要

な役割 を果 た している可能性が示唆される。

ネコ視覚野内の β一AR総 数の発達 曲線 が感 受性期 に対応 して一過性のピークを示す

・ こと[24 ,25]、NAの 前 駆 ア ミノ酸 の経 口投与 によって可塑性 のレベ ルが極端 に低

下 していると考 えられる成ネコに対 しても眼優位分布の変化 を惹起す ることが でき

る[23]こ とか らも、NA二 β一AR系 の重 要性 は明 らかである。 本研 究で見 出 した長

期 間の片眼遮蔽 によるβ一AR結 合活性 のdown-regulationは 、弱視 の薬物療法 を考 える

上で は新 たな問題 を提起する ことも予想 されるが、NA一 β一AR系 の賦 活 を標 的 と し
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た薬物療法は弱視 はもとより、一度は失われた機能 を再び取 り戻す という可塑性の

惹起に対 しては大いなる可能性を秘めていると思われる。今後、R-THBPを は じめ と

したNA一 β一AR系 の賦 活 に よる、可塑性研究 の発展が期待 されるところである。
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結 論

1.ネ コ大脳 皮質視覚野 の β一AR結合 活性が感 受性期 を通 して行 われた長期片眼遮蔽

によって有意 に減少することを示 した。

2.ラ ッ トにお ける片眼 剥奪 に よって対側の上丘およびLGNの β一AR結 合 活性が 有

意 に減少 す るこ とを示 した。また長期片眼剥奪により、 β一AR結 合活性 だけでは

な くノ ル ア ドレナ リン作動性神経線維の投射様式にも補償的な変化が生 じるこ

とを示 した。

3.R-THBPの 末梢投与 によって成 ネコ視 覚野 に可塑的変化 を誘導できることを示 し

た。
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