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研究成果の概要（和文）：体が透明で生体内での神経回路の可視化や神経活動の光学計測に適したゼブラフィッシュと
最新の光学計測法を用いることで、全脳の範囲かつ単一細胞レベルで聴覚応答を計測する実験系を立ち上げることがで
きた。聴神経節細胞の電気生理学的記録、脳幹への聴神経投射の可視化および脳幹の神経細胞群の聴覚応答を光学計測
することに成功した。今後更なる光学系の改良や詳細な計測および大規模データ解析により聴覚機能の神経回路機構が
明らかにされると期待される。

研究成果の概要（英文）：Brain-wide auditory responses were recorded from transparent larval zebrafish 
brain by imaging neural activity. Electrophysiological recording of auditory ganglion neurons, 
visualization of auditory afferent nerves to the brainstem and imaging the brainstem neurons were carried 
out. Further improvement in optics and detailed large-scale data analysis of auditory responses will 
reveal neural mechanisms of auditory functions at a brain-wide scale and mechanistic level using 
zebrafish.

研究分野：神経科学

キーワード： ゼブラフィッシュ　聴覚
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１．研究開始当初の背景 
動物が音に含まれる信号の意味を理解する
ためには、内耳で神経活動に符号化された周
波数や強度などの特徴を聴覚系で再構成・情
報処理する脳内過程が必要不可欠である。周
囲を取り巻く様々な音信号から情報を分
析・抽出して知覚することが聴覚の役割であ
り、「聴覚の情景分析」と呼ばれる。聴覚の
情景分析の例に「音脈分凝 (van Noorden, 
1977; Bregman, 1990)」があり、周波数の異
なる複数の音を別々のまとまり(音脈)にグル
ープ分けする知覚現象である。 
このような高次聴覚機能についてはヒト
をはじめとする哺乳類や鳥類が主な研究対
象であったが、音の方向・位置を識別する音
源定位を実現する遅延回路と同時検出器
(Konishi, 1991)など聴覚機能の神経回路機
構の一端が明らかにされた一方で、膨大な数
のニューロンから構成される神経回路が高
次聴覚機能を実現している神経回路機構の
多くは未解明であった。これらの動物におい
ては多数の神経細胞が示す神経活動および
それを実現する神経回路結合の構成を大規
模かつ精密に計測・解析するには様々な制約
があり、動物実験に適したモデル実験系を確
立することが重要と考えられた。 
魚類の内耳には哺乳類の蝸牛に相当する
器官が無いが、耳石器官を使って音を受容す
る。興味深いことに、魚類も哺乳類や鳥類と
同様に受容器（有毛細胞）によって音の振動
を電気信号へ変換し、第Ⅷ神経を経由してそ
の情報を中枢神経系へと伝達する。魚類も音
脈分凝を行うことが生理学的に示されてお
り(Fay, 1998)、内耳から脳幹、中脳、間脳、
終脳へ至る聴覚系は哺乳動物と相同と考え
られている (Echteler, 1985; Mccormick, 
1999; Yamamoto & Ito, 2008)。 
ゼブラフィッシュ(Danio rerio)はインド東
方近辺に生息する熱帯魚であり、実験室内で
飼育が容易、多産で胚は発生が早く、脳が比
較的小さく透明で全脳イメージングが可能、
遺伝子操作により光遺伝学的手法が容易に
適用できる等の多数の利点がある。ゼブラフ
ィッシュの聴覚系に関する研究は、内耳の形
態発生に注目したものが主であったが、近年
になって研究代表者らは胚や仔魚の内耳有
毛細胞の機械受容応答特性や脳幹の聴覚受
容ニューロンの聴覚応答特性の一部を電気
生理学的解析により明らかにしてきた
(Tanimoto et al., 2009; Tanimoto et al., 
2011)。また、ゼブラフィッシュ仔魚の内耳
に存在する卵形嚢、球形嚢と呼ばれる耳石器
官のうち、吻側の卵形嚢は平衡感覚に重要な
役割を果たす一方で、尾側の球形嚢は聴覚に
重要な役割を果たすことを見出してきた
(Inoue et al., 2013)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脊椎動物の聴覚情報処理のメカ
ニズムを明らかにするための新たなモデル

としてゼブラフィッシュの多数の利点を生
かした実験系を確立し、聴覚神経回路の可視
化や聴覚応答の計測を通じて、聴覚の情景分
析の重要な基本概念のひとつである「音脈分
凝」を実現する神経回路基盤の一端を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
観察や実験操作が容易な受精後 4日前後のゼ
ブラフィッシュ仔魚を対象に以下の実験を
行った。光学計測実験においては、脳内の主
要な神経伝札物質のひとつであるアセチル
コリンを介するシナプス伝達を阻害するこ
となく魚を不動化するために、カルシウムチ
ャネル cacnb1 に変異をもち筋収縮を引き起
こさない relaxed変異体を用いた。 
 
（１）聴覚回路の生理・形態学的解析 
聴覚情報を脳へ伝達する第Ⅷ神経節細胞の
細胞体は内耳の内腹側、脳の外腹側に位置し
ており、電気生理学的記録のための電極を設
置することが容易ではない。そこでゼブラフ
ィッシュ仔魚をシリコンディッシュ上に細
いタングステンピンで固定し、脳の位置をず
らして第Ⅷ神経節細胞を観察しやすくし、ガ
ラス電極をアプローチして単一神経細胞の
活動電位を loose-patch clamp 法で細胞外記
録する手法を確立し、音刺激に対する応答を
記録した（図１）。 
 
 
 

 
図１．ゼブラフィッシュ仔魚の第Ⅷ神経節細
胞からの電気生理学的記録を可能にする標
本 
A 卵形嚢からの感覚情報を受け取る第Ⅷ神
経節（矢じり）と卵形嚢に位置する耳石（矢
印）． B 球形嚢からの感覚情報を受け取る
第Ⅷ神経節（矢じり）と球形嚢に位置する耳
石（矢印）． 
 
また、球形嚢から聴覚入力を受ける聴神経と、
卵形嚢から入力を受ける聴神経それぞれに
蛍光色素を微量注入して神経軸索投射パタ
ーンを調べた。 
 
（２）聴覚応答の光学計測 
①汎神経細胞マーカーである HuC(elavl3)プ
ロモータ下流にカルシウムイオン感受性タ
ンパク質 GCaMP6f（または GCaMP6s）をコー
ドする配列をつないだ組換え遺伝子をもつ
ゼブラフィッシュをアガロースに包埋し、ス
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テージに設置したスピーカーから音/振動刺
激を与えて蛍光強度変化を二光子励起顕微
鏡で計測した。励起光源は Spectra Physics
社のフェムト秒チタンサファイアレーザー
Mai Tai で波長は 940 nm, 平均レーザ強度は
10~40 mW、蛍光検出器には浜松ホトニクス社
の GaAsP 光電面の光電子増倍管を用いた。 
②活動電位を高い時間分解能で光学的に計
測するために、神経細胞に遺伝子コード型膜
電位感受性プローブ蛍光タンパク質
Accelerated sensor of action potentials 1 
(ASAP1)を発現する遺伝子組換えゼブラフィ
ッシュを作成し、性能評価実験として運動誘
発時の脊髄ニューロンの蛍光強度変化をス
ピンディスク式共焦点レーザ顕微鏡で計測
した。励起光源には半導体青色光レーザ、共
焦点光学系には横河電機社の CSU-W1、蛍光検
出器には Andor 社の EM-CCD カメラを用いた。 
 
４．研究成果 
（１）聴覚回路の生理・形態学的解析 
単一の第Ⅷ神経節細胞の活動電位を
loose-patch clamp 法で細胞外記録する手法
を確立することに成功し、球形嚢から聴覚入
力を受ける第Ⅷ神経節細胞が受精後2日から
5 日にかけて音刺激応答を発達させ、音刺激
強度に応じて発火周波数を増加させる一方
で、卵形嚢から入力を受ける第Ⅷ神経節細胞
は顕著な応答を示さないことを明らかにし
た（図２）。 
 
 
 

 

図２．ゼブラフィッシュ仔魚の第Ⅷ神経節細
胞からの電気生理学的記録 
A 卵形嚢からの感覚情報を受け取る第Ⅷ神
経節の音刺激応答．B 球形嚢からの感覚情
報を受け取る第Ⅷ神経節の音刺激応答．A と
B ともに受精後 5 日の記録．C 500Hz, 
5cycles, 110dB sound pressure level (SPL)
の音刺激．D 球形嚢からの感覚情報を受け取
る第Ⅷ神経節の音刺激応答とその発達過程. 
受精後日数 days postfertilization (dpf)． 
 
この結果は、われわれが先行研究で報告した
卵形嚢・球形嚢の聴覚応答の実験結果と一致
しており、卵形嚢と球形嚢２つの耳石器官お
よびそこから脳幹へ聴覚情報を伝達する求
心性神経繊維がそれぞれ機能的に分化し、卵
形嚢は主に平衡感覚情報を、球形嚢は聴覚情
報を脳へ伝達することを示唆した。 
さらに形態学的解析により、これら両者の
求心性神経線維がともに菱脳背側の菱脳第 1
分節から第7分節の範囲に一次投射すること
を明らかにした。両者の投射パターンに大き
な違いは見出されなかった。 
 
（２）聴覚応答の光学計測 
①短いパルス音/振動刺激(500 Hz, 2 cycles)
に対して菱脳第一分節の正中線から約 40μm
側方の細胞群、およびそこから菱脳第 5分節
の正中線から約20μm側方を経由して後脳後
部へ下降する繊維群においてカルシウム感
受性蛍光タンパク質GCaMP6fの一過的な蛍光
強度上昇が観察された。蛍光強度変化率Δ
F/F は約 50%であり、約 1 秒後には元の蛍光
強度に戻った。異なる刺激強度に対して同様
の応答が再現され聴覚応答であることが示
唆された。 
菱脳第一分節の細胞群の細胞体の位置は、
（１）で明らかとなった聴神経の投射領域と
は重なっていなかったが、側方へ伸ばす樹状
突起を介して直接聴神経から聴覚入力を受
け取るか、あるいは一次神経核以降の経路か
ら入力を受けて脊髄へ信号を送る下降性の
神経核である可能性が示唆された。今後、単
一細胞に蛍光色素を注入する方法や、様々な
転写因子等の細胞種マーカーを利用してこ
れらの神経細胞群の性質および神経回路を
明らかにする必要がある。 
本研究において、遺伝子組換えゼブラフィ
ッシュを2光子励起顕微鏡で観察することに
より、聴覚応答を全脳の範囲で光学計測する
ことが可能となった。カルシウムイオンの濃
度変化は活動電位に比べて非常に長い時定
数の応答であるため、活動電位の周波数や発
火パターンを詳細に解析することは難しい
が、どの細胞が活動しうるのかを大規模の細
胞集団から浮き彫りにする目的に適してい
る。今後より信号ノイズ比と撮影速度の高い
ライトシート顕微鏡を利用することで、さら
に効率よく聴覚をはじめとする感覚応答を
解析することが期待される。 
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②脊髄ニューロンに遺伝子コード型膜電位
感受性プローブタンパク質ASAP1を発現する
遺伝子組換えゼブラフィッシュの頭部に逃
避遊泳運動を誘発する電気刺激を与えると、
脊髄ニューロンの細胞体の細胞膜部分で約
10%程度の蛍光強度の変化が記録された。記
録光学系の性能の制約のため、１つの活動電
位を十分な時間分解能と信号ノイズ比で光
学計測データから検出できるかどうかは未
知であるが、脳内の特定の細胞の神経活動を
計測するための新たな有効な手法となる可
能性が示唆された。 
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