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発育期のラット大脳皮質視覚野に投射する

セロトニソニューロンの局在

一二重標識法 による検討―
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要  約

ラット大脳皮質視覚野におけるセロ トニン入力の生後発育において,我々は,ラ ット視覚野皮質にセロトニ

ン免疫陽性構造の集積が,生後 7日 より14日 までみられ,以後消失することを見出した。この一過性セロトニ

ン終末集積が視覚野の発達,形成にどのような意義 を有するかを検討 しているが,今回は,視覚野へ早期に投

射するこのセロトニン線維の起始細胞の局在を,逆行性標識物質であるWGA‐apoHRP‐ Auと 免疫組織化学

法を用いた二重標識法によって検索 した。視覚野皮質に注入 したWGA‐ apoHRP‐ Auを逆行性に取込み,金 コ

ロイ ドで標識 された細胞は,外側膝状体,縫線核,青斑核にみられた。セロトニン免疫陽性の細胞体は縫線核

群およびその周辺に広 く存在するが,そ のうち,金 コロイ ドで標識 されたセロトニン細胞体は比較的少数であ

り,吻側では中脳の正中縫線核に存在 し,尾側にい くにしたがって,背側縫線核の最腹部に主に存在 した。(日

眼会誌 95:249-253,1991)
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Immunohistochemical studies o, u"r.rrrrrili:T"i", revealed aggregation of serotonin terminal
fibers in the visual cortex at from 7 to 14 postnatal days. This aggregation is transient, dissappearing
2 weeks after birth. The cells of origin of these serotonin terminals were investigated using double-
labeling with retrogradely transported WGA-apoHRP-Au and serotonin immunohistochemistry.
WGA-apoHRP'Au was injected into the rat visual cortex on the 9th day after birth. The rats were
allowed to survive for 2 days and sacrificed with perfusion. Cryostat sections of the brain were
processed with silver-enhancement to develop the retrogradely transported WGA-apoHRP-Au, and
then serotonin immunohistochemistry was performed. Double-labeled cells that were labeled with
WGA'apoHRP-Au and serotonin-immunoreactive were found mostly in the raphe medianus and raphe
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dorsalis in rostral and caudal sections of the inesencepha10n,respectively。 (Acta Soc()phthalmol Jpn

95:249-253, 1991)

Key wOrds: serOtOnin,visual cOrtex,Raphe nuclei,lVGA‐ apoHRP‐Au,Double‐ labeling

I緒  言

神経機構の発達,形成に脳内モノアミンが密接に関

与していることを示唆する数多 くの報告があ り1),脳

の発育にとってアミンニューロンが重要な意義をもつ

であろ うことは永 く考 え られ て きた。セ ロ トニン

ニューロンもまた,脳の発育に密接な関係があるので

はないかと考えられているが 1)～6),セ ロトニソニュー

ロンと視覚の発達についての関係についてはいまだ知

られていない。最近の免疫組織化学の発達によって,

中枢神経系に分布するセロトニンニューロンの全貌を

可視化できるようになった。我々は近年, ラット大脳

皮質視覚野におけるセロトニン入力の生後発育を研究

し, ラット視覚野皮質 (将来の第Ⅳ層)に,セ ロトニ

ン免疫陽性構造の集積が,生後 7日 より14日 までみら

れ,以後消失することを見出した (図 la)7).こ の一過

性セロトニン終末集積が視覚野の発達,形成にどのよ

うな意義を有するかを検討 しているが,今回は,視覚

野へ早期に投射するこのセ ロトニン繊維の起始細胞の

局在を,逆行性標識物質である wheat germ agg。

lutinin(以下 WGAと 略す)_apOHRP‐ 金コロイ ドと免

疫組織化学法を用いた二重標識法によって検索 したの

で報告する。

II 実験方法および材料

Wistar系 ラットを用い,視覚野皮質のセロトニン免

疫陽性終末集積 (図 la)が顕在化する生後 9日 の大脳

皮質視覚野に,逆行性標識物質 として WGA‐ apoHRP‐

金コロイ ドを0.2～ 0.3μ l注入 した.こ の操作は,ネ ン

ブタール麻酔下に,大脳皮質視覚野に対応する部分の

頭蓋に骨窓をあけ大脳皮質視覚野を露出し,脳定位手

術装置を用いて行った。WGA― apOHRP―金 コロイ ドの

注入部位は, ラット大脳皮質17野の中心部で第 4層の

深さとした (図 lb)。 また, WGA‐ apOHRP‐ 金 コロイ

ドは皮質表層からも浸潤 し,図 2の ようにその範囲は,

大脳皮質視覚野内の直径2mmに及んだ。約48時間の生

存期間の後, 4%パ ラホルムアルデヒド(FA),0.5%
グルタルアルデヒド(GLU), 0.2%ピ クリン酸 (PA)

を含む リン酸緩衝液 (pH 7.4)で 左心室より潅流固定

の後,取 り出した脳を上記潅流液よリグルタルアルデ

ヒドを除 く溶液に 2日 間浸漬固定した。その後,15%
シ ョ糖溶液に 4～ 5日 間浸し,外側膝状体,縫線核を

含む間脳,中脳,橋の垂直,凍結切片 (厚 さ40μ m)を

作成 した。切片を生理的現像液 (lMク エン酸緩衝液,

50%ア ラビアゴム,5.6%ヒ ドロキノン,0.7%乳酸銀)

を用いて現像し,25%チ オ硫酸ナ トリウムで定着する

ことにより,視覚野から逆行性に金 コロイ ドを取込ん

だ細胞体を銀で標識 した (SilVer enhanCement)。 さら

にその切片を0.3%ト リトンXを含む0.1%リ ン酸緩

衝 液 で 洗 浄 し,ABC法 (avidin‐biotin‐ peroXidaSe

cOmplex method)に てセロトニン免疫染色を施した。

これによって,視覚野に注入した金 コロイ ドを逆行性

に取込んだセロトニンニューロンの局在を検索した。

III 結  果

視覚野皮質に注入 した WGA‐apOHRP‐金 コロイ ド

を逆行性に取込み,金 コロイドで標識 された細胞は
,

外側膝状体(図 3),縫線核,青斑核にみられた。セロ

トニン免疫陽性の細胞体は縫線核群およびその周辺に

広 くに存在するが(図 4a),そ のうち,金 コロイドで標

識 されたセロトニン細胞体 (図 4b)は吻側では中脳の

正中縫線核に存在 し,尾側にいくにしたがって,背側

縫線核の最腹部に多 く存在した.橋のセロトニン免疫

陽性細胞群には金 コロイ ドで標識された ものは認めら

れなかった。生後11日 における金コロイ ド標識セロト

ニン免疫陽性細胞体の存在部位を模式的に図 5に示し

てある.

IV 考  按

ア ミンニューロンが非常に未熟な大脳皮質に線維を

送 る事実は,皮質発達になんらかの影響をもつことを

強 く暗示 している1)～ 6)。 大脳皮質視覚野ニューロンの

光反応性は,生後発達の時期における視覚体験によっ

て可塑的に変化する事実はよく知られている。脳幹の

青斑核に由来するノルア ドレナリン性線維は,大脳皮

質に広 く分布するが,笠松ら8)は
,こ のノルア ドレナリ

ン投射系が視覚野皮質の可塑性発現を調節していると

主張 してきた。一方, アセチルコリン投射系とノルア
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図 1 ラット大脳皮質視覚野 :セ ロトニン免疫陽性構造の集積が生後 7日 より14日 までみられる (a)。 その部にWGA‐
apoHRP― 金コロイドを注入した (b).(セ ロトニン免疫組織化学法 (a),お よび silver‐enhancement(b),× 26倍 )
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図 2 大脳皮質視覚野にWGA‐ apoHRP‐金コロイ ドを注入した (←).

図 3 外側膝状体.WGA‐ apoHRP‐金コロイ ドを視覚野皮質から逆行性に取込んだ細胞が多数みられる。(Neutral Red

染色,× 400倍 )
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図 4(a)セ ロトニン細胞体の存在する縫線核群。(DR:背側縫線核,MnR:正 中縫線核)(b)□ 部分の強拡大,金 コ
ロイ ドを取込んだセロトニン細胞体 (← )を示す。 (silver‐ enhancementお よびセロトニン免疫組織化学法,(a)× 20
倍,(b)× 400倍 )
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ドレナ リン投射系 とが共同して可塑性の発現に関与し

ているのではないか とする報告9)や グルタ ミン酸受容

体が関与しているとい う報告 1。 )も あり,最近,臨界期の

視覚野皮質における可塑性発現に関する研究が急展開

をみせている。

ア ミンニューロンの一つであるセ ロ トニン線維は

脳,脊髄の全域に分布 し,そ れぞれの領域に特徴的な

配列や終末様式を示す。最近の免疫組織化学の技術の

向上によって,セ ロ トニンニューロン系の詳細な形態

学的研究ができるようになり,先に我々は,発達過程

におけるラット大脳皮質視覚野の, とくに第四層形成

に一致して,一過性のセロトニンニューロンの集中的

投射が起こることを見出した.成熟ラットではセロト

ニン線維の分布はびまん的であり, このような終末集

積はみられず, また,第四層は外側膝状体からの入力

を うける層であることから,こ の集積現象は,“ セロト

ニンニューロンと視覚の発達"について新 しい手掛 り

を与えてくれるものと期待される。セロトニンニュー

ロンの細胞体は,中脳下半部から延髄下端の高さに広

く存在し,それらは縫線核群を形成しているが, どの

細胞体がどの領域に投射するかについては,成熟ラッ

トでは調べられているが,発達期の投射についてはよ

くわかっていない。そこで今回は,幼若期のラット大

脳皮質視覚野に投射 し,特異的な終末集積をつくって

いるセロトニンニューロンが, どの細胞群 より起始す

るのかを検討したものである。

ここで用いた WGA― apoHRP‐ 金 コロイ ドは, Bas‐

baumら H)が ,逆行性の標識物質として新 しく紹介し
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たものであり,従来の蛍光色素や HRPに比べ,注入範

囲が広がらず目的 とする領域に限局す るという点で非

常 に優れてお り,ま た,そ の染色法 においてDAB
(Diamino‐ benzidine)を 用いず,現像により逆行性に

取 り込まれた金 コロイ ドを可視化す るので,免疫組織

化 学 法 な:ど PAP法 (peroxidase‐ antiperoxidase

method)あ るいは ABC法を用いる染色法との二重標

識 も一つの切片で可能である。これを用いることによ

り,中枢神経系の各領域について求心性のつながりが

どのようになっているのか, ニューロンの化学的性格

とともに検索することができる。この実験において
,

注入 した WGA‐apoHRP‐金コロイ ドは,視覚野皮質

(17野)に限局し (図 2),発達期の ラット視覚野皮質

に投射しているセロトニンニューロンの起始細胞の局

在が明らかとなった。

視覚野に投射する起始細胞は中脳の縫線核群に存在

し, しかも吻側では正中縫線核に,尾側では背側縫線

核の最腹部に存在 した。その数は,全セ ロトニン細胞

数に比べ,非常に少なく,こ れらの細胞が視覚野皮質

まで軸索を伸ばし,分岐 し,皮質発達期に特異的なセ

ロ トニン終末集積をつ くっていると考 えられる。

一般にセロトニンニューロンは,起始 した直後から

激 しく分岐し,脳,脊髄の全域に分布するが,そ の形

態学的特徴から,多 くのニューロン鎖活動の調節をお

こな う調節神経系 として働 くと考えられている。すな

わち, ノルア ドレナ リンニューロン系などとともに,

mass control systemと して幅広 く神経活動に参加

し,調節をおこなっているものである。

a

図 5 金コロイドを取込んだセロトニン細胞体は吻側ではMnRに存在し(a),尾側で

は DRの最腹部に主に存在した (b).

MnR

や、
R



視覚野へ投射 し,幼若期に終末集積をつ くるセ ロ ト

ニンニューロンもまた,視覚の発達,形成に関 してな

ん らかの調節を行 っていると考えられ る。今回の実験

において,二重標識法によって検索 したセ ロ トニン細

胞体が,幼若期 ラッ ト視覚野皮質にセ ロ トニン免疫陽

性 の終末集積を形成 していることが明 らか となった

が,はたしてこのニューロンが幼若期に特異的であ り

後に消失するものであるのか,あ るいは,終末のみの

変化であるのか,ま た,こ のセロ トニンニューロンが ,

視覚の発達,形成に どのような意義を もつのか,今後

の課題である。

本論文の要旨は,第94回 日本眼科学会にて発表した。
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