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緒　言

　視覚視床である外側膝状体（dLGN）には網膜膝状体シナプス（RG シナプス）が上行性線維として入力する。RG シ
ナプスは生後発達期において３つの過程を経る。すなわち１）両眼から投射の分離（第１期：生後 7 日齢）２）RG シ
ナプス強化と不必要なシナプスの除去（第２期：生後 7 日から 15 日齢）そして３）視覚依存的にそれが維持される過
程（第３期：生後 20 日から 30 日齢）である１）。第 3 期で視覚経験を遮断すると、第 2 期で強化されたシナプスが維持
されず、既存のシナプスは弱化し新たな RG シナプスが侵入するリモデリングが起きる。今まで、第１期～２期にかけ
ての分子メカニズムは多く報告されたが、第 3 期の維持機構に関わる分子はほとんど明らかになっていなかった。本研
究では我々は、マウス dLGN に高発現している代謝型グルタミン酸 1 型（mGluR1）に着目し、mGluR1 が RG シナプ
スの経験依存的維持機構に極めて重要な役割を持つことを明らかにした２）。

方　法

　mGluR1 KO マウスの第 3 期の維持機構への関与について電気生理学的解析法を用いて証明した。以下に詳細を記
す。

１．mGluR1 KO マウスと野生型マウスにおいて通常飼育下でそれぞれの発達期でｄ LGN スライスを作製し、視神経
を刺激し、投射細胞から RG シナプス EPSC を記録した。

２．維持期の LGN 細胞は、２～３本の軸索で支配されているので、視神経を刺激すると通常は数本のステップ状 EPSC
が記録でき、さらに paired-pulse depression を示すことで容易に他のシナプスと区別ができる。維持機構が破綻し、
dLGN 細胞が再多重支配をしている場合は、刺激強度を強めてゆくと、支配線維数に応じて多数の step 状に EPSC が
観察される。これらを解析することにより、支配様式を明らかにした（ステップカウンティング法）３）。

３．単なる支配様式の解析のみでなく、ストロンチウムを用いたシナプスの素量解析、シナプス電流のキネティックス
および、AMPA 受容体電流/NMDA 受容体電流比など詳細な解析を行い、再多重化支配様式の変化に加えて RG シナ
プスの機能的実態を明らかにし、結果 dLGN 細胞の投射機能にどのような影響を与えるのかを調べた。

　１～３の実験から mGluR1 の維持機構への関与を明らかにした。さらに、これらが経験依存的か否かを証明するた
め、暗室飼育下で KO マウスを飼育する実験も行った。さらに、正常動物の LGN にポンプを入れることで mGluR1 を
活性化し、P20 以降に暗室飼育下で飼育することで、維持機構が回復するかを調べた。また、上記実験に組み合わせ
て、ウイルスベクター薬剤による、視床ｍ GluR1 の賦活化、不活性化を行った。
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結果および考察

１．dLGN における mGluR1 量は開眼後に増加する
　まず、発達の各時期で mGluR1 のタンパク発現解析を行った。成熟後（生後 20 日、30 日）の dLGN では mGluR1
が開眼前に比べて多く発現しているのに対し、開眼前の生後 10 日では発現が低かった。mGluR1 の発現は開眼後の生
後 15 日から網膜－dLGN シナプスが成熟する生後 20 日にかけて急激に増加し、その後一定することが明らかになっ
た。

２．mGluR1 KO マウスでは、RG シナプスは正常なシナプス除去のあと、再び幼若型の複数の線維で支配されるよう
になる
　次に、発達期における mGluR1 の機能を明らかにするため、mGluR1 KO マウスの dLGN ニューロンから、スライス
パッチクランプ法を用いて視索刺激により誘発される網膜神経節細胞シナプス線維由来の興奮性シナプス後電流

（EPSC）を記録した。RG シナプスは放出確率の高いシナプスであるため、網膜由来線維の EPSC は全か無かの法則で
出現する。複数の線維が投射している場合、視索刺激の強度を徐々に上げると、EPSC の振幅がステップ状に増加す
る。ステップの数を数えることにより、ひとつの dLGN ニューロンに投射する軸索の数を EPSC のステップ数として
概算することが可能である。
　発達の各時期で RG シナプスの EPSC を記録すると、野生型マウスと mGluR1 KO マウスともに，開眼前（生後 9～
12 日齢）では刺激強度を上げると EPSC の振幅がステップ状に増大し、dLGN ニューロンが RG 線維 6 本以上で支配
されていることが示唆された。単一ニューロンあたりの入力線維の数はシナプス除去により発達とともに減少し、生後
22～24 日齢では 70％以上のニューロンで５本以下となった。また成熟後は単一の入力線維あたりの EPSC の振幅が
増大し、シナプスが強化されていることが示唆された、つまり mGluR1 KO マウスにおいても、RG シナプスの形成、
強化および除去は正常であった。
　一方、生後 28 日以降では、野生型マウスの dLGN ニューロンの約 80％が 5 本以下の線維から入力を受けるのに対
し、mGluR1 KO マウスでは再び入力線維の数が増加し、約 60％の dLGN ニューロンが 6 本以上の RG 線維に支配され
ていた。また mGluR1 KO マウスでは単一線維あたりの EPSC の振幅が、野生型マウスおよび生後 22～24 日齢グルー
プと比較して減少していた。つまり mGluR1 KO マウスでは RG シナプスが正常に発達した後、生後 28 日以降で幼若
型に退行しており、mGluR1 が成熟型の RG シナプスの維持に関わる可能性が示唆された。
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図 1． mGluR1 KO マウスの発達過程における RG シナプスのリモデリング
A：WT、B：mGluR1 KO マウスの例。左の写真は記録した細胞像。右側は各発達段階に
おける dLGN 細胞への RG シナプスの EPSC の電流変化を示す。EPSC のステップ数によ
り入力本数の変化が概算できる。
C：EPSC のステップ数（支配本数）での細胞分布。６本以上に支配される細胞が KO では
発達期後期（維持期）に再び増える。
D、E：一本線維あたりの AMPA 受容体を介したシナプス電流とすべての線維が刺激され
た場合の電流最大値。
G、H：NMDA 受容体を介した EPSC 値。D、E と同様に示す。
F：一本あたりの電流値が最大電流値に占める割合。

３．mGluR1 KO と視覚経験遮断の効果は相殺する
　次に、mGluR1 が視覚経験依存的な RG シナプスの維持に関わるかを調べるため、mGluR1 KO マウスの暗室飼育を
行った。野生型マウスでは過去の報告のとおり４,５）、生後 21 日から一週間の暗室飼育で RG シナプスが幼若型支配様
式に退行した。一方、mGluR1 KO マウスでは通常飼育時にも生後 28 日齢以降で RG シナプスの幼若型への退行がみ
られ、生後 21 日から暗室飼育を行っても明室飼育と変化がなかった。このことから、mGluR1 の欠損と視覚経験の遮
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断は相殺（occlude）されたと考えられ、mGluR1 が視覚経験依存的なシナプスの維持に関わる分子であることが示唆
された。

４．生後 21 日以降の dLGN における mGluR1 活性化が成熟型シナプス維持に必要である
　mGluR1 の活動部位と時期を明らかにするため、dLGN および発達の時期特異的な mGluR1 の薬理学的阻害および
shRNA による発現抑制を行った。
　まず、生後 21 日齢から 7～10 日間、浸透圧ポンプを用いて dLGN に mGluR1 の阻害薬である CPCCOEt を投与し、
生後 28 日齢以降で RG シナプスの性質を解析した。その結果、dLGN の mGluR1 を阻害することで入力線維数の増加
と単一線維あたりの EPSC 振幅の減少が起こり、幼若型結合への退行が誘導された。
　さらに、生後 14 日齢からウィルスベクターを用いて mGluR1 の miRNA を dLGN ニューロンに導入し、mGluR1 を
欠損させると、薬理学的阻害と同様に幼若型結合への退行がみられた。一方、近傍の mGluR1 陽性細胞では成熟型結
合が維持されていた。
　また、mGluR1 KO マウスの dLGN で、生後 14 日齢からレンチウィルスベクターによる mGluR1 の強制発現を行う
と、入力線維の数が野生型と同等程度に回復しており、成熟型結合が維持されていた。
　以上の結果より、dLGN ニューロンの mGluR1 が成熟型の RG シナプス維持に重要であることが示された。

５．mGluR1 は視覚経験依存的な成熟型 RG シナプス維持に関わる
　３および４の実験より、dLGN の mGluR1 が視覚経験依存的なシナプスの維持に関わる可能性が示唆されたため、暗
室飼育中に dLGN の mGluR1 を活性化する実験を行った。浸透圧ポンプを用いて mGluR1 の賦活薬である DHPG お
よび Ro 67-4853 の混合溶液を投与する手術を行ったマウスを 7～10 日間暗室で飼育し、生後 28 日齢以降で解析を行っ
た。その結果、mGluR1 活性化により視覚経験を遮 断した状態でも成熟型結合が維持されていた。したがって、dLGN
の mGluR1 がシナプスの視覚経験依存的な維持機構に中心的な役割を果たす分子であることが示された。

６．mGluR1 は大皮質視床路シナプス後部に多く発現する
　過去の知見から、mGluR1 活性化による遅い脱分極電位は大脳皮質由来の入力線維を高頻度刺激したときにのみ誘発
されるため、mGluR1 は主に大脳皮質の神経活動を dLGN に伝える分子として知られていた。そこで、dLGN における
mGluR1 の発現を単一シナプスレベルで解析するため、電子顕微鏡による免疫組織化学的染色の解析と三次元再構成を
行った。その結果、mGluR1 は大脳皮質－dLGN シナプス（皮質視床路シナプス）および RG シナプス後部にともに発
現しているが、皮質視床路シナプス後部に約 2 倍高い密度で集積していることが明らかとなり、大脳皮質由来入力が異
シナプス性に RG の成熟型神経回路の維持に関わる可能性が示唆された。
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