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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、聴覚、平衡覚、嗅覚などの末梢感覚機能が長期にわたり傷害された
際に、中枢神経回路の変化を解析することで、中枢代償のメカニズムを明らかにすることである。
AAVを用いて聴覚皮質、前庭神経核、嗅球の神経細胞にGCaMPを発現させ、GRINレンズ挿入後にUCLA miniscopeを
接続し神経活動のカルシウムイメージングを行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the mechanisms of central compensation
 when peripheral sensory functions such as auditory, vestibular, and olfactory senses are 
chronically impaired. By analyzing the changes in central nervous system circuits, we utilized 
adeno-associated virus (AAV) to express GCaMP in neurons of the auditory cortex, vestibular nuclei, 
and olfactory bulb. Following the insertion of GRIN lens, calcium imaging of neural activity was 
performed using the UCLA miniscope.

研究分野： Neuroscience
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難聴、めまい、嗅覚障害は独立事象ではなく、実臨床での感覚障害は多岐にわたる。本研究では感覚中枢領域の
多点同時イメージング技術を確立し、末梢神経傷害後に長期に観察することを目的とした。
本研究では、AAVを用いて聴覚皮質、前庭神経核、嗅球にGCaMPを発現させ、GRINレンズごしに小型内視鏡（UCLA
 mini scope）を用いてCaイメージングできる技術を確立させてた。一方、scopeの干渉により多点観察は聴覚皮
質と嗅球のみで可能であった。本研究目的の達成には体動補正、scopeの小型化、高感度カルシウムセンサーの
開発、などさらなる検討が必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
感覚中枢は神経回路網の可塑性が一過性に高まる生後の限られた時期に臨界期を有し、視
覚や聴覚機能に関わる神経回路は臨界期に集中的に形成され、臨界期前後での最適刺激
入力の欠如により生涯にわたり感覚機能を失う。これらの事実から一定条件下でのみ感覚
入力の変化による神経可塑性を有することが示唆される。感覚器の機能喪失に対して人工
内耳、人工前庭、などの治療開発が進む一方、人工感覚器装用後の中枢神経回路再編に
及ぼす影響については不明な点が多い。 
 
【聴覚】 
世界における難聴患者は 5 億人とされ、聴聴覚消失後の人工内耳装着による新たな神経ネ
ットワークの形成過程の詳細は不明であり、その解明は機器やリハビリテーション法の改良
のみでなく、現在不可能とされる音楽聴取を可能とする戦略にもつながる。小動物用人工内
耳を用い、難聴モデルマウスへの人工内耳装着後の神経ネットワークの形成・神経の可塑性
について網羅的かつ経時的に検討することにより、従来不可能であった中枢での聴覚に関す
る神経回路の再編について重要な所見が得られる。 
【平衡覚】 
平衡感覚は内耳の前庭器で受容される前庭感覚であるが、前庭機能が消失して生まれた乳
児では体平衡（頚定、歩行など）の発達が著明に遅れるが最終的にはキャッチアップし、驚く
ことに前庭機能の欠落した児が成長してスキージャンプの選手になった事例もある。急性前
庭機能低下による平衡障害では機能が回復しなくても代償機構により改善することが知られ
ているが、神経ネットワークの再構成については不明な点が多い。 
【嗅覚】 
個々の嗅神経細胞は他の感覚器と異なる特異な性質として、嗅覚伝導路には末梢、中枢と
も高い組織再生能がある。嗅粘膜では傷害後に基底細胞が分裂して神経上皮が再生するが、
この時上記の三次元的な組織構築もほぼ正確に復元されることが分かっている。一方、中枢
においては脳室下層で新生した神経細胞が恒常的に遊走して嗅球に到達し主として顆粒細
胞などの interneuron に分化して匂い情報の修飾に関わることが知られているがどのようなメ
カニズムで三次元的に精緻に達成されるのかは不明である。 
 
これら複数の感覚情報の統合は、高次機能において最も重要な機能である。複数の感覚刺
激に対する反応について、脳底部に至る広い範囲での脳機能を包括的に評価技術開発が必
要である。本研究では感覚器の機能喪失後の中枢神経再編ついて、①感覚領域を横断した
多点同時 in vivo imaging による機能解析、②末梢感覚器から脳組織までの神経伝導路の形
態解析行う。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は①多点感覚伝導路同時イメージング技術の開発と②透明化技術を用いた
解剖学的三次元形態構造解析を行うことで末梢感覚機能喪失後の中枢神経回路再編過程
における感覚情報の統合のメカニズムを解明することである。また、聴覚、平衡覚、嗅覚障害
モデルマウスを作成し、各感覚器官の障害モデルの変性過程、神経再生課程、長期的な神
経回路形成を明らかにすることは各論的にも重要な課題である。 
 
３．研究の方法 
３-１．感覚領域を横断した多点同時 in vivo imaging による機能解析 
MCI Pryer 対物レンズと屈折率分布型 (gradient index; GRIN) レンズに小型統合蛍光顕微鏡
（UCLA miniscope）を用いる方法、もしくは、GRIN レンズを複数箇所脳内へインプラントを行う。 
 
３-２．透明化手法を用いた感覚伝導路の可視化 
硬組織の透明化に有効とされてる手法（modified Sca/eS, Bone CLARITY, PEGASOS, 
SHANEL）を用いた。 



 
３-３．聴覚、平衡覚、嗅覚障害モデルマウスの作成 
聴覚、平衡覚、嗅覚障害モデルは、強大音暴露、物理的前庭破壊、薬剤（メチマゾール）を用
いて作成した。 
 
４．研究成果 
本研究で、AAV を用いて聴覚皮質、前庭神経核、嗅球に GCaMP を発現させ、GRIN レンズと
小型内視鏡（UCLA mini scope）を接続させ Ca イメージングできる技術を確立させた。一方、
scope の干渉により多点観察は前庭神経核と嗅球の組み合わせでのみ可能であった。本研
究目的の達成には体動補正、scope の小型化、高感度カルシウムセンサーの開発、などさら
なる検討が必要である。 
 
４-１．感覚領域を横断した多点同時 in vivo imaging による機能解析 
C57BL/6J マウスの聴覚皮質、前庭神経核、嗅球に AAV を用いて GFP
もしくは GCaMP を発現させた。遺伝子導入の有無は脳浮遊切片を作成
して確認した。聴覚皮質、嗅球への遺伝子導入はそれぞれ 96.8％（31
匹/32 匹）、100％（11 匹/11 匹）であったが、前庭神経核へは 60％（18
匹/30 匹）であった（図 1）。 
Pryer 対物レンズと GRIN レンズに接続する UCLA mini scope はいず
れの組み合わせでも干渉するため不可能であった。また、GRIN レン
ズの脳内多点挿入によるイメージングは嗅球、前庭神経核に挿入し
たGRIN レンズに UCLA miniscope を挿入することは技術的に可能で
あったが、その他の組み合わせはminiscope同士が干渉するため不
可能であった。 
GRIN レンズと UCLA miniscope の組み合わせのイメージングの解像
度は神経細胞体程度であった（図２）。 
以上、本研究では、GRIN レンズおよび UCLA miniscope を用いて前
庭神経核と嗅球に存在する神経細胞のカルシウム動態を観察する
技術を確立した。 
 
４-２．透明化手法を用いた感覚伝導路の可視化 
C57BL/6J マウスを 4%PFA で灌流固定した後に、硬組織に有効とされ
てる透明化手法（modified Sca/eS, Bone CLARITY, PEGASOS, 
SHANEL）を行った。肉眼的透明度は modified Sca/eS, PEGASOS, Bone CLARITY, SHANEL
の順番であった。 
組織切片を用いて聴覚、平衡覚、嗅覚に対応する末梢感覚神経細胞からの軸索は
Neurofilament 200, Olfactory Maker Protein (OMP)を用いて可視化できることを確認したが、
蛍光免疫染色法、免疫組織化学法のいずれにおいても前述の組織透明化手法では軸索の
可視化は不可能であった。非有機溶媒性の透明化技術である Modified Sca/eS と Bone 
CLARITY によって透明化された組織を切片化したところ神経伝達路の一部に蛍光タンパク質
が確認されたことから、抗体が十分に浸透していない可能性が示唆された。 
 
４-３．聴覚、平衡覚、嗅覚障害モデルマウスの作成 
先行研究に従い、聴覚、平衡覚、嗅覚がそれぞれ単独で傷害されるモデルを作成した。聴覚
は強大音暴露による騒音性難聴、平衡覚はソニケーターを用いた前庭破壊、嗅覚障害はメ
チマゾールによる嗅上皮傷害モデルを作成した。聴覚は聴性脳幹反応（ABR）、平衡覚は
circulation とビームテストによる行動型、嗅覚はBuried Food Test にて評価した。強大音暴露
による聴覚障害や薬剤性嗅覚障害では平衡覚の行動型に異常はみられなかった。一方、前
庭傷害モデルの 36％（4 匹/11 匹）に永続的な難聴が観察された。 
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