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要  約
視床下部視交叉上核に存在する vasoactive intestinal peptide(VIP)免 疫陽性細胞には網膜よりの視神経

線維の直接投射が知られているが,免疫組織化学的研究によりそれら細胞群の VIP免疫活性が明暗周期下に

おいて日内変動を示すとの報告がある。今回,こ の視交叉上核内 VIP免疫陽性細胞の受ける光刺激の影響につ
いてVIP合成の変化という点からVIPmRNAレ ベルでの解析をin situ hybridization法 ,お よびこれらの
結果をコンピューター画像処理を用いて定量化することにより検討を行った.通常の明暗周期 (L/D,各 12時

間)に て飼育 したラットでは VIPmRNAは 暗期において有意に増加 し深夜の午前 2時に最高値をとった。 ま
た点灯後は減少 し昼間の午後 2時に最小値を示 した。次に,光刺激を除外 した常暗下で飼育 したラットにはこ

の日内変動は認められなかった.こ れらのことより,視交叉上核において光刺激はVIP合成に対 し,VIPmR‐
NAレベルで直接的に影響を与えると考えられ,そ の結果,VIP免疫反応性は神経細胞体内での合成の調節に
起因し日内変動を示す可能性が高いと考えられた.(日 眼会誌 95:562-569,1991)
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The Influence of the Light Stimulus on VIP mRNA in VIP
Containing Neurons of the Rat Suprachiasmatic Nucleus
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In this study, an in situ hybridization ,irliflll'."mbined with computed image analysis was
performed to examine whether or not synthesis of vasoactive intestinal peptide (YIP) was influenced
by a light stimulus from the retina and diurnal changes of messenger RNA (nRNA) of YIP in the rat
suprachiasmatic nucleus (SCN) were measured. The amount of mRNA was largest at 2:00am, second
largest at 20:00pm during the dark phase and smallest at 14: 00pm during the light phase. We also

confirmed the onset of fluctuation of mRNA preceding the diurnal variation of the content of the
YIP-like immunoreactivity established by semiquantative immunocytochemistry and this fluctuation
was abolished under constant dark conditions. The present finding strongly suggested that light
stimulus from the retina primarily influenced the transcription of YIP mRNA and induced diurnal
variation of YIP synthesis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:562-569, 1991)
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I緒  言

視交叉上核 (suprachiasmatic nucleus)は視交叉の

背側に存在する神経核で
1),「
外界の状態によって日周

期の情報が得られない恒常条件下において,生物の行

動や機能的活動にみられる,ほぼ24時間の周期をもつ

リズム」 と定義 されるサーカデイアン リズム (Cir‐

cadian rhythm,概日リズム)の 中枢と推測されてお

り, いわば体内時計としての機能をもつとされ,睡眠

覚醒,摂食,ホルモン分泌,酵素活性等の様々な生理
的 リズムの維持に深 く関わっていると考 えられてい

る2)～6)。 また,視交叉上核への入力線維の一つに網膜よ

りの視神経線維の投射が知 られており
7)～12),視交叉上

核腹側部に局在する VIP(vasoactive intettinal pe_

ptide)免疫陽性細胞には視神経線維の終末が電子顕微

鏡的にも確認されている13).こ の投射路は明暗情報が

サーカデイアンリズムを24時間の日周期に同調させる

ことに重要な役割をもつと考えられている.近年,分
子生物学的手法により形態学的にmessenger RNA

(以下 mRNA)の 局在を検出するin situ hybridiza‐
tion法が開発された14)。 本実験においてはラット視交

叉上核におけるVIPmRNAの局在を明らかにすると
ともに明暗周期下での網膜からの光刺激の及ぼす影響

に対し,VIP合成のため発現するmRNAの 変動につ
いて in situ hybridization法 及び,computer画像解析

による定量化を試み,検討を行った。

II 実験方法

8週齢の Wistar系雄 ラットを42匹使用 した。これ

らのラットは明暗周期 (午前 6時点灯,午後 6時消灯)
の条件下, 自由給餌にて予め 1週間飼育し,前述の明

暗周期に順応の後,本実験に供した。
1. in situ hybridization

国内変動による変化に関しては,32匹のラットを 4

群に分け,6時間毎に,午前 2時,8時及び午後 2時 ,
8時の 4回 にわたり,灌流固定した。特に,暗期にあ
たる午前 2時,午後 8時においては光刺激による影響

を除外するため灌流操作を暗室内安全光のもとで行っ

た.ま た,光刺激による影響を検討するために,常暗

状態において連続 3日 間飼育したラット (10匹)を午

前 2時及び,午後 2時に灌流固定した。灌流方法はペ

ン トバル ビタール深麻酔下,氷冷0.lM phosphate

buffer saHne(PBS)に て,左心室より灌流脱血,そ
の後, 4%paraformaldehydeを 含有す る氷冷0.lM
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phosphate bufer(PB)に て灌流固定し,次いで同固

定液中で 4°C,6時間浸漬後固定を行った。固定後20%

sucrose含有0.lMPB中 で cryoprotectionを 行い,ク
リオスタットを使用し,厚さ30μ m,の全視交叉上核を

含 む前 額 断連 続 凍 結切 片を作 成 した。試 料 は

prOteinase Kに よる脱タンパク処理を行い,再度後固

定を行った。次いで,ethanol系列で脱水の後,prehy―

bridizationを 2時間行った。hybridization溶 液の組

成 |ま , 50%vo1/vol formamide, 10%vo1/vol dextran

sulphate,3× SSC(standard saline citrate;1× SSC=
150mM Nacl,15mM trisodium citrate),1× Denhart'

s溶液,100μ g/ml yeast t‐ RNA,100μ g/ml salmon

sperm DNA,10rnM DTT,1.OmiM EDTAと し15)～ 17),

B

図 1 画像解析プログラムにより入力されたX線
フィルム上の陽性シグナル(A)は, コントラスト増

強処理後,背景の非特異シグナルを除去 (B), 1切
片あたりの濃度と面積の積を算出し,全連続切片の

総和を求め 1個体のmRNAの 相対量とした。(A,B
はプラウン管上の画像。)
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prehybridizationに は同組成の溶液からdextran sul‐

phateを除いたものを使用した。また,プ ローブには35

S‐dATPを 用いて nick‐translation法 に よ り標識 し
た, 約700base pairの ラットVIP colnplinlentary

DNA(以 下 cDNA)プ ローブを使用し18),最 終濃度
8.7× 107dpm/mlに て,hybridizationを 37℃ にて24時

間行った。その後,試料は室温において2× SSCで 15分

間洗浄の後,0.5× SSC中 に浸漬し37℃ にて 2時間
posthybridizationを 行った。各々の灌流時刻に摘出し

た試料は同一の反応条件 とするため,各時刻間で切片
の形態を変えることで同一容器内で hybridizationを

行った。また,対照としては大腸菌プラス ミドDNA,
pBR332を使用したプローブを同様の条件で hybridi‐

zationを行った。これらの切片は chrome― gelatineに

て表面処理したスライ ドグラスにマウン トし,ア ル

コール系列で脱水後,X線フィルム(Hypernlm βmax
■lm,Amersham)を 用いて macroautoradiographyを

行った。次いで,乳剤 (NTB2,Kodak)を 用いての
microautoradiogaphyを 行い,明視野及び暗視野下

において光学顕微鏡的観察を行った.

2.Computer画 像解析装置を用いた mRNAの 半
定量的解析

VIPmRNA hybridizationシ グナルの 国内変動及

び,常暗条件下における変化を検討するために日内変
動 (32匹 ,n=8),常 暗条件 (10匹 ,n=5)に ついて
macroautoradiographyに よるX線 フィル ムを用い

日眼会誌 95巻  6号

た画像解析を行った。画像解析には personal com・

puter(NEC,PC9801RA5)を ,画像解析プログラム

にはラトックシステム製 Image Command 4198を 使

用した。X線 フィルム上のシグナルは顕微鏡に接続さ
れたビデオカメラによってブラウン管上に映し出され

る (図 lA).次に, この画像を加算積分入力を行いコ

ントラストを増強した後,二値化処理により予め設定
された陽性シグナルの濃度以下を除外した (図 lB).

これらの各画像について (濃度)× (面積)の積を算出

し,全視交叉上核を含む25枚の連続切片の総和を求め

ることにより1個体あたりの値とした。その後,得 ら

れた値を各時刻間について統計学的処理を行った。

III 結  果
1.autoradiographyに よるVIPmRNAの検出
VIPmRNAシ グナルは視床下部においては視交叉
上核にのみ認められ,特に,視交叉に接した腹側部に

強いシグナルが観察された(図 2A,B)。 また,X線フィ
ルム上においても陽性シグナルは同様に全時刻に認め

られたが,特に,暗期にあたる午前 2時,午後 8時 (図
3A,D)に強いシグナルを認め,昼間の午後 2時 (図
3C)に おいて最も弱いシグナルを認めた。また,常暗

条件下では午前 2時,午後 2時間において時刻間の有

意差は認められなかった(図 4A,B).さ らに,pBR332

を使用した対照群では陽性シグナルは認められなかっ

た。

V

t'=1100 μ m

図2 視交叉上核におけるVIPmRNAの オートラジオグラフィー,視交叉上核の腹
側部に強いシグナルを認めたが背側部には陽性シグナルは認められなかった。(A:
明視野,B:暗視野,C:X線 フィルム).OC:視交叉,Vi第三脳室A,B,C:×
78.ト ルイジン青対比染色。

=↑
・

　

一
　

■

■

　

●

・‐．一
・摯
　
●
´

′

ｒ

■

ヽ

ユ ‐

■ロロ■■国

姜
OC  .‐
...tt.:素 1‐411碁t寧 ′=` ′ 、 11



平成 3年 6月 10日

2。 画像解析装置を用いた半定量的解析に対する統

計学的処理

前述の方法により得られた結果を各時刻別にし,各

時刻間での検定結果を示す(表 1).各時刻間について

は,午前 2時に最も高値を,ま た午後 2時に最小値を

示した。その結果,午後 2時から午後 8時,午後 8時
から午前 2時に有意な増加を,ま た午前 2時から午前

8時に有意な減少をみとめた。常暗条件下においては

午前 2時 と午後 2時の間に有意な差は認められなかっ
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た (図 5)

IV考  按

視交叉上核は視床下部の腹側部,視交叉の直上に位
置し,第二脳室底の両側に存在する神経核であり,機

能的にはサーカデイアンリズムすなわち,概 日リズム

の中枢であると考えられている。哺乳類におけるサー

カデイアンリズムの研究は Richterの ラットを用いた

車まわし運動に関する研究
2)に はじまり,視床下部の

ラット視交叉上核VIPmRNAの 日内変動・岡本

図3 明暗周期下において飼育したラットの視交叉上核の中央,ほぼ同一レベルでの
X線フィルムによるオートラジオグラフィー(A:午前 2時,B:午前 8時,C:午
後 2時,Di午後 8時).A,B,C,Dは全て,同一容器内にて反応過程を進めた。全
時刻に陽性シグナルを認めたが,暗期にあたるA,Dにおいては明期のB,Cに比べ

明かなシグナルの増強を認めた.× 15.
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表 l X線 フィルムによるオートラジオグラフィー
を画像解析装置を用いて定量化し統計学的処理をお

こなった.得られた結果を各時刻別にし,各時刻間
での検定結果を示す。各時刻間については,午前 2
時に最も高値を,ま た午後 2時に最小値を示した。

その結果,午後 2時から午後 8時,午後 8時から午
前 2時に有意な増加を, また午前 2時から午前 8時

に有意な減少をみとめた。

VIPmRNAの 日内変動

時 刻 濃度 ×面積 (n=8,MiS.D.)

日眼会誌 95巻  6号

等が報告された
5)。 _方,両側の視交叉上核の破壊され

たラットに視交叉上核を移植することでサーカデイア

ンリズムの機能回復が認められるとの報告
6)も あり,

ラットにおいて視交叉上核はサーカデイアンリズムの

中枢 と考えられるに至った。また,視交叉上核には,

免疫組織化学的研究によりVIPD20),arginine vas。 _

pressin(AVP)2Dをはじめ数種のペプチ ドホルモン含

有神経細胞が確認されているが,近年,視交叉上核内
において AVP含有神経細胞内mRNAが 光刺激の影
響に関係なく日内変動を示すというUhlら の報告22)

があ り,AVP含 有神経細胞がサーカデイアンリズム
の中枢機能を待つ可能性が高いと考えられている.し

かし,サーカデイアンリズムの周期は,その定義から
も明かであるように日周期の24時間と正確に一致する

ことはなく,生体は自らのサーカデイアンリズムを日

周期に同期させる同調機能 (wnchronization)を 持っ

ている。 この際,網膜よりの視覚情報はこの同調機能
の維持に対し非常に重要な役割を果たすものと考えら

れ,光刺激がどの様な伝達経路で入力し, どの種の神
経細胞がこのような同調機能をもつかが注目されてい

る。網膜よりの視神経線維の一部が視交叉上核に入力

することは autoradiography,電子顕微鏡観察による

手法を用いて報告されており7)―
n),Terubayattiら 12)

の HRP(horse radish peroxidase)を 用いた順行性軸

図4 常暗条件下において飼育したラットの視交叉上核の中央,ほぼ同一レベルでの
X線 フィルムによるオートラジオグラフィー (A:午前 2時,B:午後 2時).光刺
激による影響を検討するために,常暗状態において連続 3日 間飼育したラットを明
暗周期下で最大値,最小値を示した午前 2時 ,午後 2時にお潅流固定し,比較した。
両者にVIPmRNA陽性シグナルの著明な差はなかった.× 15

A:午前 2時
B:午前 8時
C:午 後 2時
D:午後 8時
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破壊によって車回し運動のサーカデイアンリズムが消

失することを観察し,視床下部内にサーカデイアンリ

ズムの中枢が存在する可能性を初めて報告した。続い

て,視交叉上核の両側破壊実験により,ラ ットの飲水
行動や車回し運動

3),ま た コルチコステロン分泌の

サーカデイアンリズムが消失すること4).さ らには睡

眠 リズムにみられるサーカデイアンリズムも消失する

・
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索輸送実験によっても確認されている。さらに,Ibata

らは,視神経線維の切断後に起 こる神経終末の変性像
及び前述の各種ペプチドに対する免疫組織化学陽性産

物を同時に電子顕徴鏡的に観察することで VIP免疫
陽性細胞に視神経線維が直接終末することを確認する

とともに"),VIP免 疫反応性が 日内変動することを報
告した23)。 しかし,VIP日 内変動の機序を論ずる上で
免疫組織化学的手法においては VIP産生経路の終末

産物を検出するにとどまり,免疫反応性の変化が神経
細胞体内における産生の変化であるのか,あ るいは神
経終末での放出の調節によるものという点は未だ不明

であった.近年,分子生物学的手法により,形態学的
にmRNAの 局在を直接検出する in situ hybridiza‐
tion法 が開発 されるとともに種々の神経伝達物質や

介在物質としてのペプチドを合成する遺伝子の核酸配

列が明らかにされ,これらのペプチ ド合成遺伝子の発
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現状態の解析が可能となった14).今回,本実験において

は VIP合成遺伝子の配列が解明される18)にあた り,複
製した相同 DNA(cDNA)を 用いて in situ hybridiza‐
tion法 を行い,VIPmRNAの 局在を確認するととも
に, これらの結果を computerに よる画像処理を用い

て定量化を試みた。ラット視交叉上核における VIP‐

mRNAの 局在は既に報告されている免疫組織化学に
よる陽性細胞の局在に一致し,視交叉上核の腹側部の

みに認められ,背側部,その他に認められた免疫陽性
線維内には存在しなかった。また,摘出した全時刻に
おいて VIPmRNAの 発現が認められ,ベ プチ ドは
VIP免疫陽性細胞体において合成されると考えられ
た.次に,computerに よる画像処理を用いて定量化し

た各時刻について得られた値について多重比較検定を

行った。その結果 VIPmRNAは消灯後 2時間の午後
8時には午後 2時に比べて有意の増加を示し,午前 2
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ラット視交叉上核VIPmRNAの 日内変動・岡本

VIP mRNA in the SCN

35.0
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20.0

15.0

0

14:00h        20:00h        02:00h       08:00h

―light on____トーーーlight off             l‐ (― light on_

図5 VIPmRNAお よびVIP免疫活性の日内変動.VIPmRNAは 午前 8時と午後 2
時においてはほ

`′

低ゞ同レベルをとり,消灯後 2時間の午後8時には午後 2時に比べ

て有意の増加を示し,午前 2時に最高値をとった。これに対し,VIP免疫活性は消
灯 4時間後の午後10時においても日中と同レベルにあり,午前 2時に初めて増加を
示した。この高レベルは午前10時まで持続した。両者の結果よりVIPmRNAの変動
は常にVIP免疫反応性の変動に対し先行し,外界よりの明暗情報は神経細胞体内に
おいてmRNA発現のレベルで VIP合成の調節をおこなう可能性が高いと考えら
れた。
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時に最高値をとった。また,点灯後 2時間の午前 8時

には既に,有意に減少し午後 2時 とほぼ同レベルであ

り暗期に明かな増加傾向を示した。この結果を Taka‐

hashiら の VIP免疫陽性反応の国内変動の報告 と比

較した場合,VIP免疫反応は午後 2時に最低値をとっ

た後,消灯後 4時間経過した午後10時 までは有意の増

加を示さなかった。また,午前 2時に最高値をとった

が,点灯後 4時間経過した午前10時 まで高値が持続し

た。この結果,VIPmRNAの変動は常に VIP免疫反応

性の変動に対し先行し,VIP免疫反応性の変化は神経

細胞体内での合成の調節による可能性が高いと考えら

れた。次に,明暗刺激を除外した常暗条件においては

先の国内変動において最高値をとった午前 2時,最低

値をとった午後 2時の 2回に試料を摘出し,時刻間の

変化を同様の方法にて検討したが有意な差は認められ

ず, このような国内変動は網膜よりの光刺激に起因し

たものと考えられ,Uhlらの報告に見られるAVP免

疫陽性細胞での日内変動とは異なると考えられた
22).

しかし,視神経における神経伝達物質は未だ確定して

おらず,どのような機序で VIP含有神経細胞が視覚情

報を受け合成を制御するのかは不明である。また,視

交叉上核には他に縫線核からの投射をはじめいくつか

の入力が知られており,こ れらの情報もまた VIP含有

神経細胞に対し影響を与えると考えられる。以上のこ

とよりVIP含有神経細胞は網膜よりの視覚情報 (光刺

激)以外にも種々の入力を受け, これらを統括しサー

カデイアンリズムの中枢と考えられるAVP含有神経

細胞群等に情報を伝達する介在機能をもつ可能性が高

いと推測された。

近年,組織形態を computerを用いて画像処理し,定

量化を行 う方法が報告されているが
24)25),in situ

hybridization法 は組織形態上での動的発現状態を検

出するという特徴を有しており, このような画像処理

による定量解析は no■hern blotに 代表される nlter

hybridization法 と異なり形態情報を加味した組織単

位,細胞単位 という生理的状態での動的解析が可能で

あると考えられた。本実験においても,画像処理によ

る定量化を試みたが,特にその理由として,視交叉上

核は解剖学的に複雑な形態をとり,そ の領域を正確に

限定し,摘出することが困難であるためである。今回 ,

定量化を前提に in situ hybridiZatiOn法 を行うにあた

り,ラ ットにおいては吻尾径700μmの視交叉上核を完
全に含むよう厚 さ30μ m連続切片を25枚,吻尾長750

μmにわたり作成し,1個体あた りの値とみなした。ま
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た,各時刻間で切片の形を変えることで時刻間の識別

を可能 とし,浮遊切片のままで同一容器内で反応を進

めた。この結果, 1切片あた りの放射性標識プロープ

量の少量化 , さらに試料間での反応中の誤差の減少が

可能 と考えられた。また,感光には X線 フィルムを用
いた autoradiographyを 行った。これはユマルジ ョン

浸漬による autoradiographyと 比較 して解像能には

やや劣るものの乳剤膜厚や現像条件による変化を除外

できると考 えられ,定量解析を行 う場合,適当である

と考えられた.し かし,こ の方法による定量化はあ く

まで同時に反応を行った試料間での相対的半定量であ

り,こ れ らの VIPmRNA発 現量の 日内変動の絶対量

の比較には他の定量的手法の併用が必要であると考 え

られた。

本稿の要旨は一部は第94回 日本眼科学会において発表し

た.稿を終えるにあたり,御指導と後校閲を賜 りました京都

府立医科大学第 2解剖学教室井端泰彦教授,御校閲を賜 り

ました京都府立医科大学眼科学教室赤木好男博士,な らび

にプロープを御提供下さいました東北大学医化学教室岡本

宏教授に深謝いたします。
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