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は じ め に

視覚伝導路は網膜から投射された神経軸索の

集合によって構成される ``ˆber structure'' で

あり，その分布形態は解剖学的・生理学的な生

体機能と密接に関連している．例えば，二つの

眼球が頭部外側面に離れて配置される齧歯類動

物と前面に並ぶ霊長類とでは，両眼視野の面積

に関連して網膜膝状体投射路の分布形態が異な

ることはよく知られている1)．すなわち，前者

では一側の視神経のほとんどが視交叉を経て対

側視索へと投射するのに対し，後者では同側と

対側の視索へほぼ半数の割合で分岐し，その

多くが両側の外側膝状体や上丘へと投射す

る2),3)．このようなヒトや動物の視覚伝導路に

関する神経解剖学的・形態学的な知見は，髄鞘

染色や変性軸索渡銀染色といった神経染色

法4),5)，さらに軸索輸送物質を利用した神経ト

レーシング法6)やオートラジオグラフィー7)な

ど病理組織学的な解析手法により得られたもの

である．従来の病理組織染色法や顕微鏡による

神経微細構造の観察は，肉眼解剖では得ること

が困難な視覚伝導路の網膜神経分布を明らかに

してきた．しかし，これらの方法は極めて侵襲

性が高く，生体での観察が困難であることや，

それら解析の過程に解剖による対象組織の摘

出，さらに病理標本の作製といった煩雑な作業

を常に伴うことが欠点であった．したがって，

臨床のみならず基礎医学研究においても，視覚

伝導路の神経構造を生体のまま ``in situ'' に観

察できる画像解析法の開発が求められてきた．

近年，磁気共鳴画像法（magnetic resonance

imaging以下，MRI）による神経構造解析法

がいくつか考案され，生体内の神経路を可視化

する試みが報告されている．その一つは，水分

子の拡散異方性を情報とする diŠusion tensor

imaging（以下，DTI）および tractography で

ある8)～12)．DTI は従来の拡散強調 MRI と同

様に非侵襲的にデータが得られることから，近

年では臨床だけでなく実験動物を対象とする基

礎医学研究にも応用され，様々な神経構造の可

視化技術として有用性が高まっている13)～16)．

しかし，DTI の解析結果からコンピュータ画

像処理によって描かれる tractography は，一

つのボクセルにおいて方向の異なる複数の神経

線維が交差する場合など，複雑な神経構造の描

出が原理的に困難とされる17)～19)．このため高

度に神経交差を呈することが知られるヒトや霊

長類動物の視交叉の描出については，DTI の

描出精度に関する何らかの検証が必要とされて
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おり，現状では視覚伝導路に対する tractog-

raphy の適用には解決すべき課題も残されてい

る16)．

一方，DTI とは異なるアプローチで神経構

造の可視化を実現する方法が，Pautler らに

よって報告された manganese-enhanced MRI

(MEMRI ) tract-tracing である20)．MEMRI

tract-tracing は，上述した病理組織学的手法に

類似の MRI 神経トレーシング法であり，

Mn2＋ のユニークな特徴を利用した生体の生理

学的機序に基づく神経画像法である．本法は，

これまで主にマウスやラットといった齧歯類実

験動物を対象に視覚伝導路の可視化や，trac-

tography の精度検証法として高い有用性が報

告されてきたが，マンガンの毒性を理由にヒト

への利用は実現していない21)．他方，我が国

の基礎医学研究，特に臨床への橋渡しとなるト

ランスレーショナルリサーチでは，齧歯類動物

に加えてヒトにより近縁の霊長類実験動物が利

用される傾向にある．このため，本法を霊長類

動物の神経構造解析に適用することへの重要性

が高まっている．

本研究では，この MEMR tract-tracing をよ

り複雑で発達した視覚伝導路をもつ小型霊長類

実験動物コモンマーモセットに適用し，ヒトに

類似するとされる視覚伝導路の描出と網膜神経

分布の解析を目的とする．

方 法

対象動物

すべての動物実験は財実験動物中央研究所

動物実験委員会の承認を得て行われた．対象動

物は財実験動物中央研究所で実験動物として適

切に飼育管理された成体のコモンマーモセット

（callithrix jacchus）雄 4 匹（体重 280～350 g）

とし，外科的処置および MRI ではイソフルレ

ン吸入麻酔を使用した．麻酔下にある動物につ

いては，脈拍・血中酸素飽和度・体温を経時的

にモニターし，それぞれを適切に調節した．

MRI

MRI 装置はブルカー製 PharmaScan 70/16

(7.0Tesla）に内径が 6 cm の送受信兼用ボ

リュームコイルを組み合わせて使用した．

MEMRI tract-tracing は麻酔下で対象動物の右

眼球内に MnCl2 水溶液（1 mol/l, 0.5 mL）を慎

重に投与した．画像データの取得は，1 例を投

与直後から吸入麻酔下で経時的（4.5, 5, 6, 12,

18, 21 時間後）に撮像し，他の 3 例については

覚醒させたのちケージに戻し，24 時間後に再

び麻酔下で MEMRI を実施した．MEMRI の

撮像シーケンスは 3D gradient echo 法（TR/

TE＝40/3 ms, FA＝30°, FOV＝60 mm, matrix

＝192×192, voxel size＝0.31 mm（isotropic））

を使用した．また，Mn2＋ の分布によって描か

れる視覚伝導路の形態を確認する目的から，拡

散強調 2D spin echo 法（TR/TE＝3500/40

ms, b＝1000 s/mm2, MPG＝12 non-collinear

direction, voxel size＝0.31×0.31×0.94 mm）

による撮像を同一個体で実施し，DTI tractog-

raphy を東大放射線科開発の dTVSR（http://

www.ut-radiology.umin.jp / people /masutani /

dTV.htm）を使用して作製した．

視覚伝導路の画像解析

経時的に撮像された MEMRI の画像データ

から 3D tract-tracing 画像を作成し，視交叉に

投射する網膜神経分布の形態について，同一個

体の DTI tractography と比較検討した．さら

に，MnCl2 投与後 24 時間の MEMRI tract-

tracing 画像から，コモンマーモセットの視覚

伝導路における Mn2＋ の分布を解析し，網膜

膝状体投射および網膜上丘投射の形態について

検討した．
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Fig. 1. Dynamic MEMRI tract-tracing of retinal projection pathway in
anesthetized marmoset
ac : Contrast enhancement on ipsilateral optic nerve induced by Mn2＋

migration from injected retina.
d,e : Comparison of retinal innervation into optic chiasm between DTI
tractography and MEMRI tract-tracing.

25

MEMRI 法による霊長類視覚伝導路の描出

結 果

MnCl2の右眼球内投与後，経時的に撮像した

MEMRI の結果では，投与側眼球，同側視神

経，および視交叉での信号増強が認められた

（Fig. 1a～c）．投与後 6 時間では投与側視神経

乳頭から眼球側視神経への Mn2＋ の移動が確

認され（Fig. 1a），18 時間後には同側視神経が

全体的に造影された（Fig. 1c）．さらに 21 時

間後の tract-tracing 像では，両側性に分岐し

て視交叉へ投射する視神経の走行が認められ，

その形態は同一個体について得られた DTI

tractography と類似した（Fig1. c, d）．視交叉

より遠位の視覚伝導路には，明らかなコントラ

ストの増強を認めなかった．

麻酔から覚醒させ 24 時間後に撮像した 3 匹

については，麻酔下で経時的に撮像した一例と

は異なり，全例において同側および対側の視

索，両側外側膝状体，さらに上丘が造影された．

MEMRI tract-tracing は網膜膝状体投射や網膜

上丘投射の概観を明瞭に描出し（Fig. 2a～d），

両側の外側膝状体ではコモンマーモセットにつ

いて報告された従来の病理組織学的所見22)と

一致する網膜依存性層構造の信号増強が認めら

れた（Fig. 2c）．
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Fig. 2. 3D-MEMRI tract-tracing at 24hr after intravitreal MnCl2 injection
a : Contralateral retinal projection on left optic tract depicted by Mn2＋ distribution.
b : Ipsilateral retinal projection on right optic tract depicted by Mn2＋ distribution.
c : Laminar Mn2＋ distribution of retinal aŠerents over lateral geniculate nuculei.

2I, 3I : Internal layers receiving ipsilateral retinal projection ˆbers
1C, 4C : Internal layers receiving contralateral retinal projection ˆbers

d : Superior colliculus and its brachium (arrow).
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考 察

本研究では MEMRI tract-tracing を小型霊

長類実験動物であるコモンマーモセットに応用

し，視覚伝導路の形態解析を試みた．結果，こ

れまで主に齧歯類動物で報告されてきた23),24)

Mn2＋ の網膜神経節細胞への取り込みと，その

軸索輸送に基づく網膜神経投射路の信号増強が

コモンマーモセットについても確認され，ヒト

に類似の視覚伝導路が MRI によって可視化さ

れた．既にアカゲザルなど大型の霊長類動物を

対象に MEMRI tract-tracing の応用は報告さ

れているが25)，本結果により国内外での研究

利用が急増している小型霊長類コモンマーモ

セットの視覚伝導路についても，本法が有効な

神経構造解析手法であると考えられた．

MEMRI tract-tracing は Mn2＋ のユニークな

特徴，すなわち◯コントラスト増強効果によ

り，その局在が MRI で検出可能であること，

◯ Ca2＋ との類似性からカルシウム電位依存

チャンネルを介して神経細胞内に取り込まれる

こと，◯軸索輸送によって神経路を移動するこ

と，を利用した神経画像法である26)．また，

視覚伝導路における本法の機序は，軸索輸送性

を利用する点で従来の神経トレーシング法と類

似しており，生体の生理学的機能に基づく神経

投射路の可視化法と考えられる．本法がコモン

マーモセットの両側外側膝状体において描出し

た層構造のコントラスト増強が，各層の網膜依

存性を示す病理組織学的知見22)と一致したこ

とは，このことを裏付けるものと考える．

一方，本結果では MnCl2 の眼球内投与後，

麻酔下で撮像した場合と，いったん覚醒させて

から撮像した場合とでは，造影される網膜投射

路の範囲が大きく異なった．この原因は明確で

はないが，Mn2＋ の造影効果は眼球内に投与さ
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れる MnCl2 の濃度や量，トレースされる神経

路の長さに影響を受けるとされ24)，使用する

麻酔薬が網膜神経節細胞における Mn2＋ の取

り込みに影響を与える可能性も示唆される．ま

た，Mn2＋ の軸索輸送が高速輸送であるとの報

告に加え24)，能動輸送よりもむしろ拡散（dif-

fusion）に依存している可能性も指摘されてい

る27)．したがって，本法の原理・機序につい

ては，さらに詳細な検討も必要である．

結 語

MEMRI tract-tracing は ``in situ'' に神経構

造の観察が可能な神経画像解析法である．マン

ガンの神経毒性を理由にヒトへの適用は容易で

はないが，本研究により齧歯類のみならず霊長

類であるコモンマーモセットにも適用できるこ

とが明示された．今後，神経解剖学や神経生理

学といった基礎医学研究，あるいは霊長類実験

動物を対象とするトランスレーショナルリサー

チでの本法の有用性が期待される．
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In Vivo Visualization and Analysis of Primate Retinal Projection Pathway Using
Manganese-enhanced MRI Tract-Tracing [Presidential Award Proceedings]
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Manganese-enhanced magnetic resonance imaging (MEMRI) tract-tracing has been used for in

situ morphological analysis of several experimental animals, including rodents. We used a 7tesla

MR imager to perform this seminal technique on common marmoset monkeys, whose complex retinal

projection pathway is analogous to the human visual pathway. We found that the distribution of diva-

lent manganese cation (Mn2＋) extricated from MnCl2 solution injected into unilateral eyes produced

marked contrast enhancement that clearly delineated the retinal projection pathway. Conˆgurations

of the retinal innervations depicted by MEMRI tract-tracing were consistent with ˆndings of previ-

ous histopathological studies. In conclusion, MEMRI tract-tracing is a robust tool for in vivo neuronal

imaging analysis of the non-human primate visual pathway as well as for other experimental medical

research in animals.


