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概    要  

聴覚神経回路がどのように音を表象するのか明らかにする上で、神経細胞集団の時空間活動様式、すな

わち機能地図を明らかにすることは極めて重要である。機能地図を明らかにするために、生理学と形態

学を結びつけることは必須であり、本研究は機能イメージングや記録細胞標識法によってこれを明らか

にすることを目的としている。本年度は機能地図解析に役立つ 3 つの新しい機能イメージングの実験技

法、すなわち①電位イメージングと軸索標識の結合、②カルシウムセンサー導入動物脳スライスの神経

活動解析、③カルシウムセンサー導入動物による in vivo イメージング技法、を開発した。いずれの技

法も機能イメージングとさらなる形態学的解析を可能にする特徴があり、今後これらの方法を用いて機

能地図の形態・機能解析を行なっていきたい。 
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感覚神経回路において類似した刺激に応答する

細胞が近くに配置する傾向がある。これを機能地

図といい、その同定は神経回路の機能を知る上で

本質的に重要である。時間変化を伴う複雑な音は

自然環境中に満ちていて、それを検出する能力は

生存上重要である。そのような音の特徴は脳内に

機能地図のかたちで埋め込まれているのだろう

か？ 
音の時間変化について検出する神経回路が聴覚

系に存在することはわかっている。下丘は下位の

聴覚神経核で並列処理された聴覚情報が初めて収

束する場所であり、FM 音などの複雑音に特異的に

応答する細胞が出現する。下丘には応答周波数に

対する機能地図が存在することがわかっているが、

それ以外の音の特徴（例えば FM 音のような複雑

音）に関する機能地図の存在についてはよくわか

っていない。 
下丘内部は複数のシナプスドメインに分かれて

いることが複数の研究によって示唆されている

（Ito and Malmierca, 分担執筆中）。各々のドメイ

ンは異なる神経核からの入力を受け、異なる神経

核は異なる種類の音の特徴をコードすることから、

シナプスドメインの配列が周波数以外の機能地図

を作ると考えられる。シナプスドメインの中のニ

ューロンは興奮性細胞、大型抑制性細胞、小型抑

制性細胞の少なくとも 3 種類に分類されることが

わかっている。このうち、大型抑制性細胞は近隣

のシナプスドメインの興奮性細胞から入力を受け

ることによって、より複雑な応答を作り出すこと

が想定されている。つまり、下丘の機能地図を考

える際には、単に細胞の位置のみならず、細胞の

種類も考慮するべきではないかと申請者は考えて

いる。 
下丘の機能地図を細胞種も考慮しつつ検討する

のが当研究の目的である。実験 1 では、特にその

機能がわかっていない下丘表層に機能構築がある

か、種々の機能イメージング技法を用いて調べる。

去年度までの研究によって、下丘表層の細胞が実

際に音に応答することが確認され、さらに表層に

機能構築が存在することが示唆された。そこで下

丘表層の機能構築の有無をより詳細に検討するこ

ととする。高速イメージングが可能な電位イメー

ジング法や、Ca2+指示蛍光タンパクを神経系に発

現する遺伝子改変マウスを用いて、下丘表層の神

経線維の配線や、機能構築の詳細について検討す

る。実験 2 では、3 種類の細胞の音への応答性を作

り出す基盤を調べるため、単一細胞レベルでの追

求を行う。これによって細胞の種類も考慮に入れ

た機能地図を解明することが可能であると考えて

いる。 

 
 
実験１：機能イメージングによる神経回路機能構

築の解析 
今年度は 3 種類のイメージング技法の開発を行

い、一定の成果を得た。それぞれ解説する。 
1-1: 電位イメージングと軸索形態の関連解析 
 下丘スライスでの電位イメージングによって、

研究の背景および目的 

研究の内容および成果 



 

 

下丘皮質表層の神経線維走行には規則性があるこ

とが示唆されたが[8]、電位イメージングで観察さ

れた現象の形態学的基盤に関する研究は乏しい。

機能地図解明のためには両者を結合することが欠

かせない。そこで、刺激電極として、蛍光色素を

詰めたガラス電極を使用し、電位イメージングで

活動を示した軸索を標識する技法を開発した。ま

ず上丘でこの実験を行ったところ、電位イメージ

ングの活動伝播の初期の流れが標識軸索展開と定

性的に合致することが確認された。現在標識軸索

終末とイメージングの間に定量関係が存在するか

検討中である（Morita et al., 投稿中、及び[10]）。
現在この技術を下丘に適用するための条件を検討

中である。 
1-2: Thy1-GCaMP3 マウスを用いた Ca2+イメージ

ング 
 従来頻用された蛍光色素を用いた Ca2+イメージ

ングは染色効率が良くない上、色素が固定不可能

なため、標識細胞の同定が困難であった（例えば

[11]）。そこで、神経細胞特異的プロモーター制御

下で Ca2+センサー蛋白 GCaMP3 を発現する

Thy1-GCaMP3 マウスを用いた Ca2+イメージング

を検討した。GCaMP は発現強度が強く、特定の細

胞種で発現が見られることを免疫染色によって確

認した。GCaMP が細胞外に流出するのを防ぐスラ

イス作成法を導入することで、スライスを用いた

Ca2+イメージングの成功率を高めることができた。

下丘では、下丘中心核や、下丘皮質 2 層の Ca2+イ

メージングにこのマウスが適していることが確認

された。また、このマウスを慢性疼痛モデルにお

ける大脳皮質の自発神経活動変化を検出するのに

利用することができた（伊藤晃、卒業論文）。 
1-3: AAV-Syn-GCaMP6f を用いた in vivo Ca2+イ

メージング 
 Thy1-GCaMP3 マウスの GCaMP 発現は下丘皮

質表層では弱く、このため、当初予定した下丘皮

質表層の in vivo Ca2+イメージングには使いにく

いことが判明した。そこで、P1 レベルで使用可能

な組み換えAAVベクターを利用して下丘皮質表層

ニューロンに GCaMP を導入することを試みた。

また、従来から in vivo 実験は動物の死亡率が高か

ったため、より安全な実験プロトコルの確立を目

指した。結果、8 匹のマウスの下丘皮質表層ニュー

ロンに 1 週間以上安定して GCaMP を発現させる

ことに成功した。このような安定発現は蛍光色素

を用いた Ca2+イメージングでは不可能なことであ

る。また、記録された蛍光強度変化も蛍光色素に

比べて高く、本技法が有望であることがわかった

（品川恭平、卒業論文）。 
実験 2：下丘単一ニューロンの機能形態学 

本年度も傍細胞記録・染色実験を追加して行い、

現在 109 個の下丘細胞の形態と生理学的性質に対

応を与えることができた。またデータ解析プログ

ラムの開発を行い、これによって、細胞の分類を

行っているところである。 
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