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要

視交叉上核は,サーカディアンリズムをつかさどる中
枢であり, この核で生み出されたリズムは,網膜からこ
の核への神経入力による明暗情報により同調作用を受け

る。今回我々は,ラ ット視交又上核における aromatic
L‐aminO acid decarbOxylase(AADC)含 有ニューロン

の分布,AADC mRNAの 明暗条件下での日内変動,お
よび個体発生について,免疫組織学とin situ hybrdza‐

tionの 手法 によって検討 した。AADC免 疫陽性 かつ
mRNAを 発現するニューロンは,視交叉上核の背内側
部から背外側部に分布 し,そ の多 くは vasopressinを 含
んでいた。AADC mRNAシ グナルは国内変動を示 し,
vasopressin mRNAの 変動と同 じく,明期のものが暗期
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のものより高い傾向を示 した.胎仔視交叉上核において
は,AADC免 疫活性およびmRNAは ,サーカディアン
リズムが出現する胎生 18日 に vasopressinよ り早 く発

現 していることが検出された。以上の結果から,AADC
がサーカディアンリズムの形成に何 らかの役割を果たし

ている可能性が示唆 された。 (日 眼会誌 98:749-759,
1994)
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Abstract
We investigated the distribution, diurnal varia- signals in the daytime than at night. Developmental

tion, and time of expression of aromatic L-amino study demonstrated that AADC immunoreactivity
acid decarboxylase (AADC), a second-step enzyme and mRNA in the SCN were expressed at embryonic
of the monoamine synthetic pathway, in the rat day 18, the onset time for fetal circadian rhythm.
suprachiasmatic nucleus (SCN), by immunocyto- These findings suggest that AADC neurons in the
chemistry and in situ hybridization. AADC im- SCN may play some role in the generation and
munoreactive and mRNA expressing cells were entrainment of circadian rhythm. (J Jpn Ophthal-
observed in the dorsomedial and dorsolateral por- mol Soc g8:74g-759, 1gg4)
tions of the SCN. Double labeling immunofluores-
cence demonstrated that about 70% of AADC neu- Key words: Aromatic L.amino acid decarboxlase,
ron in the dorsomedial portion contained vasopres- Suprachiasmatic nucleus, Diurnal va-
sin immunoreactivity. AADC mRNA expression in riation, In situ hybridization, Im-
the SCN showed day-night variation, with higher munocytochemistry
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I緒  言

視交叉上核 (suprachiasmatic nuCleuS)は 視床下部の

腹側部,視交叉背側に位置する直径 0.4～ 0.8mmの 小

さい神経核
1)であるが,哺乳類においては,サ ーカディア

ンリズム (概日リズム)の唯一の中枢と考えられている。

すなわち,睡眠,覚醒,行動量,ホルモン分泌)眼圧な

どの体内でみられるさまざまな生理的国内 リズムは,視

交叉上核のニューロン活動により生み出されていること

が,電気生理実験,破壊実験,移植実験などにより今日

ではほぼ明らかとなっている
2卜 6)。 生体内 リズムの一つ

である眼圧の日内変動も,現在その機序として上頸神経

節由来の交感神経により,毛様体での房水流量が調節さ

れていると考えられているが,上頸神経節が視交叉上核

から中枢性の制御を受けていることを考えると,視交叉

上核が眼圧調節に重要な役割を果たしていると考えられ

る。

視交叉上核は,主に形態学的視点により大きく腹外側

部と背内側部の 2つの部位に分けられる。これらの 2部

位は構成するニューロンの神経伝達物質の違い,細胞密

度および細胞の大きさ,網膜や他の脳部位からの入力の

有無などが大きく異なる
7)3)。 腹外側を構成する主要

ニューロソであるvasoactive intestinal peptide(VIP)

含有ニューロンには網膜からの神経線維,縫線核セロト
ニソ線維などが入力している

8)-11)。 このうち,網膜からの

明暗情報は VIP産生を転写レベルで調節しており,VIP

が個体固有のサーカディアンリズムを外界の明暗周期に

対して同調させる働きを担っている可能性が示唆されて

いる12)13)。 _方,背内側部を構成するニューロンは主に

vasopressinを 神経伝達物質とするが
14), この物質の視

交叉上核からの分泌は明暗条件下に左右されず,個体固

有の リズムを保つことが知られている
15)-17)。 したがっ

て, この背内側部はサーカディアンリズムの主中枢であ

ろうと推測されている。これら2つの中心的なニューロ

ソ系の他に,視交叉上核にはsomatoStttin,gastrin

releasing peptide(GRP),substance Pな どを神経伝達

物質とするニューロンの存在が知られているが,これら

はVIPお よびvasop“ssin含有ニューロンに比して数

が非常に少ないt背 内側に局在する以外の生理活性物
質は現在まではとんど知られていないが,唯一アミン合

成の第 2段階の酵素である aromatic L‐ amino acid

decarbOxylase(AADC)が多量に存在することが注目さ

れる19)。 AADCは ,カ テコールアミアニューロン内では

L-3,4‐dihydroxyphenylalanine(L‐DOPA)を ドーパミン

に,ま たセロトニソニューロン内では 5‐hydrox♯ rypto‐

phanをセロトニンに変換する酵素であるが,これらのモ

ノアミン系ニューロン以外にも脳内には AADCの みを

含有し,他のモノアミン系の代謝酵素を含まないニュー

ロンが存在することが知られている。視交叉上核は, こ
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れらの非アミン性 AADCニ ューロンが脳内で最も密に

分布する部位の一つであり,こ のAADCと サーカディ

アンリズムとの関係が注目される。今回我々は,視交叉

上核内のAADC含有ニューロンの機能的役割を明らか

にする第一歩として,背内側部にあるvasopressin合 有
ニューロンと比較しながら,個体発生,酵素発現の日内

変動について免疫組織化学および in situ hybridization

の手法を用いて検討した。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

実験動物には W‐istar系ラットを使用し,AADCお よ
び vasOpresinの 視交叉上核における分布の検索および

明暗実験には総計 25匹の雄成熟ラット(200～ 250g),ま

た,個体発生の検索においては胎生 18日 ,胎生 20日 ,

出生後 1日 ,出生後 3日 ,出生後 7日 の各時期 3匹のラッ

トを使用した。また,明暗実験においては 6匹のラット

を自由給餌,明期 12時間,暗期 12時間の明暗条件下(午

前 6時点灯,午後 6時消灯)に 2週間飼育し, 日内周期

に順応させた後,明条件として午前 10時,ま た,暗条件

として午後 10時にエーテル麻酔下において本実験に使

用した.

2.免疫組織化学
ペントバルビタールナトリウム (ネ ンブタール⑥)深麻

酔下,氷冷 0.lMリ ン酸緩衝液 (PBS)で,左心室から

還流脱血し,その後,4%parafOrmaldehyde,0.2%ピ

クリン酸を含む 0.lMリ ン酸緩衝液で還流固定し,脳を

摘出後,同液中で 24時間の浸漬固定を行った。続いて,

20%シ ョ糖を含む リン酸緩衝液で一晩浸漬した後,炭酸

ガスによって急速凍結し,20～ 50 μmの切片を作成し,

免疫組織化学を行った.抗血清はウサギで作成した抗

vasOpressin血 清 (1:5000,ImmunonuClear CO)20),抗

ADDC血清 (1:5000,Prof.Raynaudか ら供与)21),抗
tyrOsine hydrOxylase(TH)血 清 (1:10000,藤田保健

衛生大学,永津教授から供与)22)を用い,ABC(avidin‐

biOtin peroxidase complex)法 で免疫組織化学反応を

行った。反応後,3,3′‐diaminobenzidine tetrahydrochlo‐

ride(DAB)に よる呈色反応を行い,一部には nickel

ammOnium sulfateに よってDAB反応を増強させた。
また,二重染色としては,25μmの凍結切片を作成し

た後,一次抗体としてAADC検 出には上記のウサギで

作成した抗血清を,ま た,vasopressin検 出にはモルモッ

トで作成した抗血清 (Peni“ ula Lab)を 使用し,それぞ

れの二次抗体として,texas red標識抗ウサギ IgGおよ

びnuorescein標 識抗モルモットIgGを 用いて発色さ

せ,螢光顕微鏡で観察した。各々の抗血清の免疫組織化

学反応の特異性の検定は,各々の抗原による吸収試験に

より確認した。
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を使用し,57℃で 12時間反応させ,洗浄後,X線 フィル
ムによるオートラジオグラフィーを行った。

III 結  果

1.AADC,vasOpressin含有ニューロンの成熟ラット
における分布

1)免疫組織化学
AADC合有ニューロンは前視床下部野に広 く認めら
れたが,特に視交叉上核およびその背方の第二脳室周囲
に集積して存在していた.視交叉上核内においては背外
側部から背内側部に小型 (長径 8～ 1lμm)の免疫陽性
ニューロンが密に認められたが,腹外側部には少数の
ニューロンが散在するのみであった (図 lA)。 また,

vasopressin含 有ニューロンは背内側部に密集して存在

したが背外側部には少なく,腹外側部および視交叉上核
背方にはほとんど認められなかった (図 lB)。 TH含有
ニューロンは第二脳室周囲に少数認められたが,視交叉
上核内には認められなかった (図 lC)。 次に,螢光二重
免疫染色法を用いて,AADCと vasopressinの 同一細胞
内共存を検索した。各々の物質はABC免疫組織化学と
同様の分布パターンを示した。両者の共存は視交叉上核

背内側部に認められ,AADC陽性細胞の約 70%が vaso‐
pressin免疫陽性を示した (図 2)。 しかし,背外側部の
AADC陽性細胞のうち,vasopressin免 疫陽性を示すも
のは約 10%あ り,背側の第二脳室周辺領域では両者の共

存は認められなかった。

2)In situ hybridization

AADCの cRNAプ ローブの特異性について,① ノザ
ンブロット,② ドーパミンニューロンの存在する中脳黒

質での in situ hybridization,③ センスプローブによる

in Situ hybridizationで 検討した。ノザンプロットにおい

ては,約 2 kbの位置に視床下部,中脳ともに single band

が認められ (図 3A), このサイズではすでに報告されて
いるAADC mRNAのサイズとはぼ一致し24),ま た,他
にバンドを認めないことから, このプローブに非特異的

吸着がないことを示している。また,両部位における
AADC mRNA量 を比較す ると,非 ア ミン性 AADC
ニューロンの多い視床下部では, ドーパミンニューロン

が存在する中脳と比較し,少量しか検出されなかった。
中脳黒質での in situ hybridizationで は, ドーパ ミン
ニューロンの存在する黒質緻密部の中型～大型細胞に強

いシグナルが認められ (図 3B),ま た,セ ンスプロープ

においては視床下部および中脳ともに陽性所見は認めら

れなかった。また,vasopressinの オリゴヌクレオチドプ

ローブを用いた in situ hybridizationに ついては,vaso‐

pressin mRNAの 脳 内 にお け る分布が vasopressin
ニューロンの免疫組織化学における分布と完全に一致し

ており,今回のvasopressinオ リゴヌクレオチ ドプロー
プで特異的に十分な感度で vasopressinニ ューロンを検

3. In situ hybridization

l)Probe

Vasopressinは コーディング リージョン2)3)内 の 34 bp

に相補的なオリゴヌクレオチドプローブを合成し, ター

ミナル トランスフェラーゼで 3′末端を35s_dATP(New

England nuclear)で 標識し使用した。また,AADCは
cDNA(大阪大学,福井助教授から供与)の コーディング
リージョン24)内で EcoR l,Hind 3に より切り出される

531 bpの fragment(13～ 544)を pSPT 18ベ クター内に

サブクローンし,SP 6,T7RNAポ リメラーゼにより,35
S‐CTPで標識した RNAプ ローブを作成し使用した。
2)In situ hybridizatiOnの 手技

エーテル深麻酔下,氷冷生理食塩水で灌流脱血し,そ
の後 4%パ ラホルムアルデヒドを含む リン酸緩衝液で
灌流固定し,脳を摘出後,後固定を 6時間行った。クリ
オ ス タットで 20～ 50 μmの 凍 結 切 片 を作 成 し,
proteinase Kに よる脱タンパク処理を行い,0.l M trie‐

thanolamineを 含む生理食塩水で 10分間室温でアセチ

ル化を行い使用した。
35s_dATPで標識したオリゴヌクレオチドプローブを

用いた hybridizationには, 50%vo1/vol fOrmamide,

4× SSC, 1× Derhart's Solution, 1%sarcosyl, 0.25

mg/ml salmon sperm DNA, 0.25 mg/mltRNA, 100

μM DTT,10%dextran sulfateを それぞれ含む溶液25)

を,ま た,cRNAプ ローブにおいてはSimmonsら 26)の プ
ロトコールに従って作成した溶液を用いた。Hybridi―

zationは ,それぞれ 2.5× 106dpm/ml,5× 106dpm/mlの

プローブ濃度で 42℃ と57℃ ,12時間で反応させた。オリ
ゴプローブによるhybridization後 の洗浄は,42℃ で

50%formamide/2× SSC,1× SSC,の順に各 6々0分間
行った。また,RNAプ ローブのhybridization後の洗浄
は,50%formamide/2× SSCで 30分間の洗浄後,20
μg/ml RNase Aで 37℃ ,30分間処理し,さ らに57℃ で

50%formamide/2× SSC,1× SSC,0.1× SSCの順に洗
浄した。これらの切片は同一容器内において反応させた

後, クロムゼラチン処理したスライドガラスにマウント

し,ア ルコール系列で脱水後,X線フィルム(Hypermm
βmax,Amersham)に 露出後,乳剤 (1lford,K5)を
用いてオートラジオグラフィーを行った。

4. Northern blotting

成熟ラットを断頭後,速やかに脳を摘出し,視床下部
および中脳を 5× 5mm断片に細分化し,液体窒素で急
速凍結を行った。その後,acid guanidinium thiocyanate‐

pheno卜 chloroform extraction(AGPC)法 で RNAを抽
出し,それぞれを吸光度で 10 μgに定量 し, 1%ア ガ
ロースで電気泳動した。メンブランに転写した後,5×
SSPE,1× Denhart's solution,50%formamide, 1%

SDS,100 μg salmon sperm DNAを 含む hybridization

溶液内で in Situ hybridizationと 同様のRNAプ ローブ
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図 1 :視交叉上核における aromatic L_aminO acid decarboxylase(AADC)(A),vasopressin(B),お

よび tyrOsine hydrOxylase(TH)(C)の 免疫組織化学。

AADC陽性細胞は,視交叉上核の背外側部,背内側部から背側の第 3脳室周囲にかけて認められるのに比
し,vasopressin免 疫陽性細胞は,背内側部に限局した分布が見られる.THの免疫活性は視交叉上核内の
細胞には認められず,小数の神経線維のみに認められる。図 Aの破線は一側の視交叉上核の境界を示す。
v:第 3脳室,oc i視交叉,バ ーは 200 μm
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出していると考えた。

AADC mRNAの視交叉上核における分布は,先の免
疫組織化学の結果と一致し,その分布は背外側部,背内
側部および背側の第 3脳室周囲に認められた (図 4A)。

また,vasopressin mRNAは ,視交叉上核背内側部に限

局して分布していた (図 4B,C)。

2)AADCお よびvasopressinの 視交叉上核における
個体発生

免疫組織化学的検索では,胎生 18日 にすでに視交叉上

核の背外側部に強いAADC免疫陽性ニューロンが認め
られた (図 5A,B)。 出生後 3日 では,背外側部の強い

免疫陽性を示す細胞のみならず,内側部に弱い免疫細胞
を示す細胞が多数出現した (図 5C)。 背内側部の細胞は

経時的に急速に免疫染色性を増加し,出生後 7日 では成

熟ラットと同様の染色性および分布パターンを示した。

VasOpressinニ ューロンに関しては,強いvasopressin

免疫活性が胎生 18日 にすでに室傍核および視索上核の

大細胞性ニューロンおよびそれらの線維終末に認められ

るものの,視交叉上核内の小細胞性ニューロンには

vasopressin免 疫活性は認められなかった(図 5D)。 出生

後 3日 で初めて視交叉上核の背内側部に弱い vasopres‐

sin免疫陽性細胞が数個認められたが,成熟ラットと同
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程度の免疫活性を示すのは生後 7日 以降であった。

AADC mRNAについては,免疫組織化学と同様に胎
生 18日 で背外側部に強い陽性シグナルを認めたが背内

側部では弱かった (図 6A)。 また,出生後 1日 では背内

側部の陽性シグナルの増強を認めた(図 6B).vasopres‐

sin mRNAについては胎生 18日 では認められず,出生

後 1日 で背内側部に弱い陽性所見が認められた。

3)AADCお よびvasopressin mRNAの 国内変動
AADCお よびvasopressin mRNAの 日内変動を明暗
条件下において検索した。In situ hybridizationの 反応

にあたっては,明期 (10:00)と 暗期 (22:00)の 各 1

個体のラットを 1群 として反応し, 3群の結果を検討し

た。いずれの群においてもvasopressin mRNAは 視交叉

上核においては,暗期よりも明期に強いシグナルが認め

られたが,視索上核においては明瞭なシグナル強度の変

動は認められなかった(図 7A,C)。 視交叉上核のAADC
mRNAシ グナルもvasopressin mRNAと 同様,明期に
高く,暗期に低いという傾向が認められた(図 7B,D)。

IV 考  按

視床下部の腹側部,視交叉の直上に位置する視交叉上

核は,ラ ットにおいては,吻尾径 700 μm,縦横径 400 μm

視交叉上核におけるAADCの発現・稲富

図 2 Texas redで 標識 されたAADC(A),■ uoresceinで標識された vasopressin(B)の 同一切片におけ
る螢光二重染色像 .

背内側部の AADC含有ニューロンの約 70%に 両者の共存関係が認められた。矢印は代表例を示す.oc I視
交叉,バ ーは 400 μm
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図 3 AADCcRNAに よるノザンプロティング (A)
とin situ hybridization(B)。

ノザンブロティングでは中脳 (midbrain)お よび視

床下部 (hypothalamus)と もに約 2 kbのサイズに単

一 バ ン ドが認 め られ た。中脳 にお け る In situ

hybridizationで は黒質緻密部 (SNC)お よび腹側被
蓋野 (VTA)の ドーパ ミン神経細胞に強いシグナル

が認められた。ノミーは 200 μm

の小神経核であり1),一側の核は8,000個 のニューロン

で構成される7)。 この核がサーカディアンリズムと強く

関係あることは,① 電気的な両側視交叉上核の破壊実験

に伴う,生体リズム (睡眠一覚醒,摂食,血中ホルモン

日眼会誌 98巻  8号

分泌,活動量)の消失2)～4),生体内において視交叉上核内

のニューロンのみが,著明な電気的および代謝活動の

サーカディアンリズムを示すこと5)27),② 生体外に単離

された視交叉上核のニューロンもサーカディアンリズム

を保持すること28)29),③ 視交叉上核破壊ラットの視交叉

上核の移植に伴うリズムの回復
6)30),な どの観察により明

らかであり,現在,視交叉上核がサーカディアンリズム

の中枢 (primary oscillator)で あると広く考えられるに

至っている。

眼科領域においても,眼圧に国内リズムが存在してい

ることが知られており, このリズムは, ヒトでは明期に

高く,暗期に低く, また, ウサギでは逆に明期に低く,

暗期に高ぃ31)。 このリズムは恒暗条件下においても存在

することから,内因性に制御され,房水産生量の調節に

より規定されていると考えられている
32).さ らに眼圧 リ

ズムの成因に関しては,上頸部神経節摘除あるいは上頸

部神経節節前線維切断によるリズムの消失
33),前房水内

のエピネフリン変動とのリズムの一致などから,上頸神

経節のノルアドレナリンニューロンを介した視交叉上核

からの中枢性調節とされている。したがって,生理的な

眼圧変動および緑内障などの眼圧異常を考えるには,視

交叉上核などの中枢性の制御機構をも解明する必要があ

る。

近年,免疫組織化学および分子生物学の発達により,

この視交叉上核を構成するニューロンの神経伝達物質お

よびそれらの受容体によるサーカディアンリズムの調節

機構については様々な研究成果が報告されているが,現

在までのところサーカディアンリズム発現の機序につい

ては未だ推測の域を出ていない。その中の物質として注

目すべきは, この核におけるvasopressinが 生体内およ

び単離された条件において明暗条件に関係なく生体固有

の国内変動を示すことである
15)～ 17)29).我 々は,vaso‐

pressinニ ューロンが限局して分布している視交叉上核

背内側部がリズム形成に中心的役割を果たしていると考

え,背内側部に多数存在し,vasopressinと 同じ分布パ

ターンを示す AADCニ ューロンについて着 目し,詳細
な検討を行った。

AADCは 1970年代に単離精製が行われたが34),そ の

脳内における局在は 1984年 のJaegerら
19)に よる抗

AADC血清を用いた免疫組織化学法を待たねばならな
かった19)。 今回の我々の抗血清による視交叉上核におけ

るAADC含有ニューロンの分布の結果は彼らとほぼ同
様であった。すなわち,AADC含有ニューロンは背内側
部に主に存在し,背外側部および視交叉上核背側の第 3

脳室周辺にも存在した.こ れらAADC合有ニューロン

において注目すべきことは,Jaegerら 19)も 指摘するよう

に他のアミン合成酵素を含まない,非アミン性ニューロ

ンであることである。図 lCに示すように,カ テコラミン

合成の律速酵素である第 1段階を司るtyrosine hydroxy‐
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は,Jaegerら 19)の免疫組織学的検索しかなく,その生化

学的な性質については現在も未知である。我々は今回初

めて,northern b10t hybridizatiOnで この視床下部に存

在する非アミン性ニューロンのAADC mRNAが黒質
ドパーミンニューロン内のAADC mRNAと 同一であ
ることを示唆する所見を得た。さらに,黒質 ドパーミン
ニューロン内のAADC mRNAに特異的にhybridizeす

図 4 AADC mRNA(A)お よび vasopressin mRNA(B,C)の in situ hybridization.
(A),(B)は 隣接切片の暗視野像.(C)は (B)と 同一切片のクレシルエヒト紫で対比染色を施した明視野像 .
視交叉上核 (SCN)においては中等度のシグナル強度を示す。Vasopressin mRNAが 背内側部に分布する。
視索上核 (SON)お よび第 3脳室周囲に散在する大細胞性ニューロン (矢印)にはさらに強いシグナルが認
められる。v:第 3脳室,oc:視交叉,バ ーは 200 μm

lase免疫陽性細胞は視交叉上核には認められない。ま

た,セ ロトニン合成の律速酵素であり,第 1段階の酵素
であるtryptophan hydroxylaseの 免疫陽性細胞も認め

られていない35)。 これらの事実は,視交叉上核に存在する

AADC含有ニューロンは古典的なモノアミンニューロ
ンではない非ア ミン性ニューロンであることを示唆す

る.しかし,こ の非アミン性AADCニ ューロンに関して
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図 5 AADC免 疫陽性ニューロン (A,B,C)と vasopressin免疫陽性ニューロン (D)の個体発生.
胎生 18日 (A,B)に おいて,すでに AADC免疫活性は黒質線条体路 (図 Aの矢じり)の線維のみではなく,
視交叉上核背外側部の細胞に強く発現している。出生後 3日 においては (C),背内側部の細胞にも免疫活性
の発現が認められる (矢印).胎生 18日 におけるvasopressin免疫活性は (D),視索上核 (SON)お よび視
交叉 (oc)内 の細胞体および第 3脳室周囲の線維 (矢印)のみに認められ,視交叉上核 (SCN)に は発現し
ていない。vi第 3脳室, バーは 100 μm
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図 7 VasOpre"in mRNA(A,C)お よびAADC
mRNA(B,D矢 印)の昼夜変動。
AADC mRNAお よび vasopressin mRNAの シグ
ナルは昼期 (A,B)に は暗期 (C,D)に比べ強く
認められる.バ ーは 2mm

るプローブを用いて,視交叉上核に存在する非アミン性
AADCニ ューロンが発現するAADC mRNAを 形態学
的に検出で きた。しか も,こ れ らmRNAの 分布 は
AADCの免疫活性と同一パターンを示していた。以上の
結果は, ドーパ ミンニューロン内のAADCと 非アミン
性ニューロン内のAADCが免疫活性およびmRNAに
おいて同一物質であることを強く示唆するものである。

では,こ のような非アミン性ニューロンに含まれる
AADCは どのような物質の産生に関与しているのであ
ろうか。一つには脳内において,脱炭酸されることによ

757

り微量産生される微量アミン (trace amine)類 の産生に

関わっている可能性が想定される。Zhuら 36)は ,ド _パ ミ

ンニューロン内でAADCが カテコールアミン代謝経路
とは別に phenylalanineを 直接脱炭酸することにより2‐

phenylethylamine(PE)を 生み出すことを線条体で報告

した。この産生された PEは線条体において ドーパミン
Dl,D2受容体の活性を変化させることによリドーパミ
ン活性を調節していると報告している。現在までのとこ

ろ, このような微量アミンの検索は視交叉上核ではなさ

れていない。もし,AADCが微量アミン類を産生するな
らば,生じた PEな どが視交叉上核に比較的多く認めら
れるDl受容体を介して37), リズム産生機構に何らかの
影響を与えている可能性は十分に考えられる。

また,そ れ以外の可能性として,外因性の L‐ dOpaな ど

の hydrOXylated amineの 取 り込みによるドーパミン産

生の可能性も想定されている38)39)。 すなわち,末梢の
AADC合 有細胞で指摘 されているよ うな,amine
precursOr uptake and decarboxylation theory40)が 中枢

神経系の非アミン性AADCニ ューロンにおいても適用
できるのではないかという可能性である。しかし,実際
に脳内において生理的にこのような現象が起こっている

かは現在のところ不明である。

また,以前からvasopressinが 視交叉上核背内側部の
ニューロンに合有されていることが明らかにされてお

り,事実,Jaegerら 41)は vasopressinが AADCの一部の
ニューロンと共存することを報告している。我々は今回,

特異性が高く,また,高感度の二重螢光免疫組織化学法
を用い, 約 70%の AADCニ ューロンがvasOpressinを
含むことを証明した.Vasopressinの 視交叉上核内での

産生分泌が光非依存性の国内変動を示す現象と考え合わ

せると,こ の両者の高率な共存関係は,AADCの酵素活
性にも日内変動の存在を想起させる。今回実際に,in situ

hybridizationを 用いた X線フィルムオートラジオグラ
フィーにより視交叉上核の AADC mRNAの 日内変動

視交叉上核におけるAADCの 発現・稲富

図 6 フィルムオー トグラフィー像で示 した in situ hybridizationに よるAADC mRNAの 視交又上核に
おける個体発生.

胎生 18日 (A)で は背外側部に強い発現を認め (A,矢 印),出 生後 1日 においては背内側部にも陽性反応
が拡大する (B,矢印).バ ーは 2mm
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を明暗条件下で検索すると,vasOpressin mRNAの 昼夜

変動に一致した明期に高 く,暗期に低いとい うAADC

mRNAの 変動が認められた.ただし, この解析による

AADC mRNAの シグナル変化が,背内側部での vaso―
pressinと 共存 している AADCニ ューロン内の mRNA

の変化を とらえているのか,も しくは,共存 しない

AADCニ ューロン内の変化をとらえているのかは判断
できない。将来,写真乳剤を用いたオー トラジオグラ

フィーによる各細胞 レベルでの解析により明らかになる

であろ う。一般にAADCは アミン合成の律速酵素では

ないため,酵素活性の調節については,従来はあまり注

目されてこなかった。しかし,最近では,網膜のアマク

リン細胞における,明暗変化に対する短時間 ドーパミン

合成の調節は,律速酵素である tyrosine hydroXyraSeを

介さず,AADCの酵素活性により調節されることが明ら
かになった42)。 今回の我々の AADC mRNAの 昼夜変動
の検出は,AADC酵素活性の調節が網膜における短時間

調節と同様な機構により視交叉上核でも行われている可

能性も示唆している。

また,AADCの 個体発生を検索すると,胎仔視交叉上

核で,14C標識 deOxyglucoseの 取り込みのサーカディア

ンリズムの出現する時期
43)に はぼ一致 して AADC免疫

活性おょびmRNAの 発現が認められることは注目され

る。AADCに 比 し,vasOpressinの 免 疫 活 性 お よび

mRNAの 発現は非常に遅れ,生後にしか検出されない.
AADCは 胎生期において胎生期のサーカデイアンリズ

ムの発振や,母親から放出される同調囚子の受容体とし

て注 目されている Dlド ーパ ミン受容体を介して34),前

述の機構により活性が調節され,胎生期のサーカデイア

ンリズムに関与しているのかも知れない。今後,サ ーカ

ディアンリズムとAADCと の関わりをさらに探求する
ことにより明らかにされるであろう。

稿を終えるにあたり,御指導と御校関を賜りました京都府

立医科大学第二解剖学教室井端泰彦教授,岡村 均助教授,同
眼科学教室木下 茂教授に深く深謝いたします。
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