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研究成果の概要（和文）：音情報が内耳神経(SG)を経て蝸牛神経核(CN)へ伝わる際の神経回路は、音の周波数に対応し
てトポグラフィックな構造を形成しているが、この構造が形成される仕組みは解明されていなかった。Hox遺伝子に注
目して、解析を行ったところ、聴覚回路が形成される時期のCNにおいてHoxa2およびb2が発現している事が明らかにな
った。そこで、これらのコンディショナル変異マウスを作出し、解剖学レベル、神経活性レベル、および分子レベルで
の解析を行った結果、CNへのSG神経投射が不正確になっていることが明らかになった。これらの結果はHox遺伝子の聴
覚回路形成における重要な役割を示すものである。

研究成果の概要（英文）：In auditory circuit, sound information from the inner ear is transmitted to the 
cochlear nucleus (CN) via spiral ganglion (SG) neurons. The connection between these components is 
organized topographically in frequency-specific manner. But very little has been known how the 
development of topographic connection is organized. Hox genes are well known for AP axis patterning 
during early development, but recent evidence suggests their roles in establishment of topographic 
circuitry. We found that Hoxa2 and b2 are strongly expressed in the mouse CN from the beginning of its 
formation. Thus, we analyzed the morphological, functional, and molecular consequences of conditional 
deletion of Hoxa2 and Hoxb2 in CN. We identified SG projection in Hoxa2/Hoxb2 cKO targets significantly 
broader area in CN both morphologically and functionally. These results suggest a role of Hox genes in 
tophographic connectivity ensuring precision of sound transmission in the auditory circuit.

研究分野： 神経発生生物学

キーワード： Hox　聴覚回路　トノトピー　発生
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１．研究開始当初の背景 
	 聴覚回路の活動は、音の振動が内耳の有毛

細胞で感知されることで始まる。その情報は、

内耳神経に受け取られ、後脳の蝸牛神経核へ

と伝わる。音が内耳で受け取られる際に、内

耳の構造と音自体の物理的な性質によって、

低周波数の音はより頂側の、高周波数の音は

より基底側の有毛細胞を刺激する。つまり、

この時点で音の周波数情報は内耳の頂—基底

軸上の位置情報に翻訳されることになる。こ

の周波数に基づいた位置情報は、内耳神経か

ら蝸牛神経核へ投射される際も維持されて

おり、この構造を「トノトピー」と呼ぶ。	 マ

ウスの出生直後には、ほぼ正確なトノトピー

が既に形成されている事が明らかになって

いるため、音が聞こえるようになってからの

神経活動依存的な refinement よりも、発生

段階での分子的なコントロールが、トノトピ

ーの形成には重要であると考えられている。

しかし、胎児期におけるトノトピーの解析に

関しては、これまで有効な手段がなく、ほと

んど解析されたためしがなかった。	 

	 この問題を解決すべく、研究代表者は新た

なトノトピー解析法を確立した。NeuroVue®

を神経トレーサーとして使用することによ

り胎児期での内耳ラベルを可能にするとと

もに、ラベルされた内耳神経が標的する蝸牛

神経核領域の相対サイズを、内耳でのトレー

サーの拡散の度合いとの相関で解析するこ

とで、定量的な解析を行うことが可能になっ

た。この手法を用いることでトノトピー発生

のメカニズムに切り込めるのではないかと

いうのが本研究を開始する動機であった。	 

 
２．研究の目的 
本研究においては、トノトピー発生メカニ

ズムの解析の糸口として Hox遺伝子に注目し

た。Hox はホメオボックスを持つ転写因子群

である。胚発生の初期に体軸に沿って順番に

発現し、前後軸のパターニングに重要な働き

をしていることが、さまざまな生物の研究結

果から示されている。神経組織でも	 入れ子

状の発現パターンを示し、前後軸に沿った神

経分化を担っていることが知られている。さ

らに近年の研究結果から、Hox 遺伝子が神経

発生の後期においても、より特異的な領域で

発現を続けており、その発現が神経回路形成

に重要であることが示されるようになった。	 

そこで、マウス聴覚回路の発生過程におい

て、様々なHox遺伝子の発現パターンを解析し

た。その結果、Hoxa2とHoxb2がE13.5以降の蝸

牛神経核に非常に強く発現している事を発見

した。E13.5は、まさに内耳神経からの投射が、

蝸牛神経核へ到達し、トノトピー形成が始ま

るステージである。さらに近年、ヒトにおけ

るHOXA2の突然変異が聴覚機能の異常を示す

ことが報告された（Alasti	 et	 al.	 2008）。こ

れらはいずれも、Hoxa2、Hoxb2の2遺伝子がト

ノトピー発生において役割を果たしている可

能性を示唆するものである。そこで、これら2

遺伝子の機能解析を行う目的で、蝸牛神経核

特異的なHoxa2およびHoxb2の二重コンディシ

ョナル変異マウス（以下Hoxa2/Hoxb2	 cKOと省

略）を作出した。本研究においては、

Hoxa2/Hoxb2	 cKOについて、解剖学レベル、神

経活性レベル、および分子レベルから多角的

に解析することにより、トノトピー形成のメ

カニズムを解明する事を目的とした。	 

	 

３．研究の方法 
①	 解剖学レベルでのトノトピー解析	 

	 予想される解剖学的な変化が、質的なもの

（神経投射が別な領域を標的とする）ではな

く、量的なもの（標的エリアが広くなるなど）

であると考えられるため、通常の神経ラベル

法では解析が困難であった。これが、現在ま

でトノトピーの形成メカニズムについて研

究が進んでいない要因でもあったため、研究

代表者が確立した胎児期の内耳神経ラベル

の定量的解析法を用いて解析を行った。

E18.5 の Hoxa2/Hoxb2	 cKO および対照群マウ



スの固定した頭部を解剖し、内耳の頂部と

基底部を別々の神経トレーサーで標 識 し 、

PFA 中で 7〜10 日インキュベートした。その

後、内耳および脳幹を取り出して、内耳で

のトレーサーの拡散具合を定量するととも

に、脳幹のビブラトーム切片を作成し、蝸

牛神経核中でトレーサーによりラベルされ

ている領域についても定量し、それらの相関

を解析した。Hoxa2/Hoxb2	 cKO と対照群マウ

スの間で比較を行った。	 

②	 神経活性レベルでのトノトピー解析	 

	 ２つの周波数 8kHz と 15kHz の音刺激を、

外部音を遮断したチャンバー内でマウスに

90 分間与えたものを試料として使用した。

cFos 抗体を用いた免疫染色により、各音刺激

によって活性化された神経細胞を可視化し

た。通常マウスにおいては、各周波数の音刺

激によって蝸牛神経核の一部だけが活性化

され、その結果「周波数バンド」という形で

観 察 で き る こ と が 知 ら れ て い る 。

Hoxa2/Hoxb2	 cKO マウスにおいても同様の解

析を行い、周波数バンドの形状を対照群マウ

スとの間で比較した。	 

③	 Hox 下流因子についての分子レベルでの

解析	 

	 Hox は転写因子であるため、その下流で

様々なガイダンス分子がトノトピーの形成

に関与していると考えられた。そこで、トノ

トピー形成に関わる分子的なメカニズムの

解明を目的に、Hoxa2/b2	 cKO の蝸牛神経核に

おける遺伝子発現プロファイルを解析した。

まずマイクロアレイやデータベース検索に

より、Hox の下流でトノトピー形成に関わる

遺伝子の候補を抽出した。次に候補遺伝子の

発現プロファイルを、in	 situ ハイブリダイ

ゼーション法および定量 PCR 法により解析し

た。候補遺伝子の一つ ephrinb2 の変異マウ

スを利用することができたため、解剖学レベ

ルでの解析を行った。	 

	 

４．研究成果	 

①	 解剖学レベルでのトノトピー解析	 

	 通常の神経標識法では解析が困難であった

ため、研究代表者が開発した定量的なトノト

ピー解析法を用い、Hoxa2/Hoxb2	 cKOのトノト

ピー構造を対照群との間で比較した。その結

果、大まかなトノトピー構造に違いはないも

のの、Hoxa2/Hoxb2	 cKOにおいて、内耳神経が

蝸牛神経核に投射する際の標的エリアが相対

的に大きくなっていることが明らかになった

(図1)。この結果は、Hoxa2/Hoxb2	 cKOのトノ

トピー構造が正確性という面で異常を起こし

ていることを示す結果である。また、同様の

解析をHoxa2またはHoxb2単独のcKOについて

も行った結果、Hoxa2/Hoxb2	 cKOにおいてのみ、

顕著な表現型が観察されることを確認した。

この結果は、Hoxa2およびHoxb2が蝸牛神経核

においてredundantに働き、トノトピーの正確

性に関わる働きを担っている可能性を示すも

のである。	 

②	 神経活性レベルでのトノトピー解析	 

	 8kHzおよび15kHzの音刺激を90分間与えた

マウスの脳幹を用いて、凍結切片を作成した。

各周波数によって活性化させた領域(周波数

バンド)を可視化するため、数種のcFos抗体を

用いて免疫染色条件の確立を行った。確立で

きた方法を用いて、Hoxa2/Hoxb2	 cKOマウスと

対照群マウスについて解析を行った。その結

果、Hoxa2/Hoxb2	 cKOマウスにおいて8kHzおよ

び、15kHzそれぞれに相当する周波数バンドが

対照群のものと比較して太くなっている様子

が確認できた(図2)。また、8kHzと15kHの2つ
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の音刺激を同時に与えた場合に、対象群マウ

スでは２つの周波数に対応する2本の周波数

バンドがはっきり確認できるのに対して、

Hoxa2/Hoxb2	 cKOマウスにおいては、それら

の境界が不明瞭になり、太い一本のバンドと

して観察される、という表現形が確認され

た。これらの結果はいずれも、解剖学的な解

析により明らかになった「内耳神経の蝸牛神

経核への投射が不正確になっている」という

結果を裏付けるものであり、Hoxa2および

Hoxb2が解剖学的のみならず、機能的な面にお

いてもトノトピーの形成に重要な役割を果た

す因子であることを示唆している。	 

③	 Hox 下流因子について分子レベルの解析	 

 	 Hox 遺伝子の下流で聴覚回路トノトピー
の正確性に関わっている因子を同定する目

的で、遺伝子のスクリーニングを行った。そ

の結果、いくつかの候補遺伝子と並んで、軸

索ガイダンス因子として知られる ephrinb2

が Hox の下流因子の候補としてリストアップ

された。そこで、in	 situ ハイブリダイゼー

ションおよび、リアルタイム PCR 法で

ephrinb2の発現を解析した結果、対照群マウ

スと比較して Hoxa2/Hoxb2	 cKO マウスにおい

ては ephrinb2 の発現が低下していることが

確認された(図 3)。さらに ephrinb2のミュー

タントマウスを用いて、解剖学的なトノトピ

ー解析を行ったところ、Hoxa2/Hoxb2	 cKO の

表現型と同様に、内耳神経から蝸牛神経核へ

の投射が不正確になっていることが確認で

きた(図3)。この結果から、Hoxa2および Hoxb2

が持つトノトピーの正確性を形成するため

の機能には、少なくとも ephrinb2 による軸

索誘導が関わっていることが明らかになっ

た。	 
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