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研究成果の概要（和文）：麻酔条件や内耳展開の手術術式の改良、頭部固定や蛍光試薬のloading条件を最適化した。
外耳道に挿入したイヤホンから音響刺激を行ったところ、有毛細胞のカルシウム濃度を蛍光強度変化として捉えること
に成功した。また活性酸素蛍光試薬であるAminophenyl Fluorescein (APF)およびHydroxyphenyl Fluorescein (HPF)を
用い、ミトコンドリア電子伝達系酵素阻害薬であるアンチマイシンAの直接滴下によりらせん神経節近傍の活性酸素産
生を直接検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Experimental procedures such as anesthesia, surgery, fixation and fluorescent 
staining were optimized. Calcium imaging of the hair cells was performed upon sound stimulation. 
Oxidative stress was also imaged upon direct administration of antimycin A.

研究分野：耳鼻咽喉科学

キーワード： 生体イメージング
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１．研究開始当初の背景 
内耳聴覚研究では他分野と同様、生化学的手
法、組織化学的手法、電気生理学的手法など
様々なアプローチが存在する。これらの研究
手法は、組織化学的手法では時間分解能が犠
牲に、電気生理学的手法では空間分解能が犠
牲になるなどそれぞれに長所短所がある。こ
れらの手法を組み合わせて内耳の詳細な動
態を間接的に解析する戦略が長い間内耳研
究の主流であった。内耳研究で強く求められ
ていながら実現していない研究手法に「生理
的条件下で音響刺激による内耳の形態学的
観察」がある。音響刺激による神経の反応と
いった電気的な活動は内耳の小範囲で非常
に短時間で起こるため高い空間分解能と時
間分解能が同時に必要である。音響刺激によ
る内耳の反応をリアルタイムにとらえる研
究は難しく、いまだ継続的に研究できている
施設はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では生きた状態のモルモット蝸牛の
イメージング技術を確立する。音響刺激や薬
剤に対する有毛細胞の応答を時間的・空間的
に可視化・測定することにより、蝸牛コルチ
器における情報処理機構や細胞障害機序を
解明する。 
 
３．研究の方法 
小動物 in vivo イメージングは生物学の最前
線である。生きた状態のままで目的分子の動
きを可視化するため、生命現象の解析をはじ
め、様々な疾患診断法の開発や創薬分野への
応用が盛んである。申請者は高速撮影機能を
搭載した Nikon A1R を基に、麻酔・手術・固
定・撮影法を最適化し、生体内リアルタイム
共 焦 点 顕 微 鏡 (Intravital Real-Time 
Confocal Laser Scanning Microscopy: 
IVRTCLSM)を構築した（Matsumoto et al. 
Biomed Opt Express 2010）。PET、SPECT、CT、
MRI、発光イメージングなど低侵襲的な個体
レベルの in vivo イメージングと比較すると、
IVRTCLSM は外科的な手法と薬剤・細胞の蛍光
標識を組み合わせるため、空間分解能や検出
感度、応用範囲の自由度などに利点がある。
このため上記のように生化学的手法、組織化
学的手法、電気生理学的手法でばらばらに得
ていたような研究を一つに統合し、「1 秒に
30 枚（以上）撮れる組織写真」「任意の細胞
の電気生理学的データ」といった、従来の手
法では不可能であった新しい研究手法を提
供できる。 
 
４．研究成果 
研究計画に基づき、初年度は内耳展開の手
術術式の改良、頭部固定などの撮影条件の
最適化を中心に行った。麻酔条件について
はチオペンタール腹腔投与とエピネフリン
含リドカイン局所麻酔を組み合わせ、イソ
フルラン吸入で維持した。頭部固定につい

てはナリシゲ社の頭部固定装置に一部改良
を加え骨の粗動を抑えることは出来るよう
になったが、頂回転を開窓するとリンパ漏
出するため内耳基底板が動いてしまう。リ
ンパ漏出は呼吸と同期するため固定が難し
い。人工呼吸器を用い、撮影プロトコルを
2 分以内に短縮し一時的に呼吸を止める方
法、もしくは撮影後の処理で補正する方法
を検討した。高速多光子レーザー走査型顕
微鏡が導入された後は、thin skull window 
technique を数回試した。モルモット蝸牛
頂回転の骨を限りなく薄くするところまで
は可能になったが、（当然のことではある
が）蛍光試薬の導入経路が無くなった。正
円窓経由で蛍光試薬を導入したが、滴下位
置と撮影位置が異なるため、毎回安定した
loading を得ることが難しいことが判明し
た。 
 
次年度は蛍光試薬について検討した。検討
した中では、Oregon Green 488 BAPTA-1 AM
が最も SN 比が高かった。外耳道に挿入した
イヤホンから音響刺激を行ったところ、有
毛細胞の蛍光強度変化を捉えることに成功
した。また活性酸素蛍光試薬である
Aminophenyl Fluorescein (APF) お よ び
Hydroxyphenyl Fluorescein (HPF)を用い、
ミトコンドリア電子伝達系酵素阻害薬であ
るアンチマイシン Aの直接滴下によりらせ
ん神経節近傍の活性酸素産生を直接検出す
ることに成功した。 
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