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研究成果の概要（和文）：ニワトリの蝸牛神経核では、シナプスや神経細胞の特性が周波数域毎に機能分化する
ことで正確な時間情報処理が可能となる。本研究では、この周波数域依存的な機能分化の詳細と形成機構を明ら
かにすることを目指した。まず、抑制性シナプス入力の特性について調べ、その数やサイズが周波数域毎に異な
り、このことが幅広い周波数域と音圧域での情報処理の実現に重要なことを明らかにした。次に、Naチャネルや
Kチャネルの発達過程を調べ、神経活動依存的なチャネル発現の制御機構の効率が、特に高音域で高いことを示
した。すなわち、聴覚回路の機能分化には、神経細胞の遺伝的性質と聴覚経験の両者の連関が重要であることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Avian nucleus magnocellularis is a homologue of mammalian anteroventral 
cochlear nucleus, and represents temporal information of sound with great precision. This precision 
is accomplished by tonotopic specializations in synaptic and postsynaptic properties. To achieve 
better understanding on these specializations, we first examined properties of inhibitory synapses, 
and found that they were differentiated in number and size along the tonotopic axis, ensuring 
precise and reliable signal processing across frequencies and intensities. We next examined 
expressions of Nav and Kv channels during development, and found that their expressions were 
strongly accelerated via auditory input specifically in neurons tuned to higher-frequency sound. 
This occurred because the activity-dependent mechanism was more efficient in the neurons, proposing 
a concept that both neuronal tonotopic identity and pattern of afferent input are critical for the 
tonotopic specializations.

研究分野： 神経生理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
音の時間情報を幅広い周波数域で正確に処理することは、聴覚の機能発現に不可欠である。本研究では、この幅
広い周波数域での正確な聴覚情報処理の神経回路基盤を明らかにするとともに、その形成過程における細胞特性
と聴覚入力の連関の重要性について示した。これらの知見は、中枢聴覚回路の機能最適化という観点から今後の
難聴治療戦略に新たな可能性を提示するだけでなく、様々な感覚系でみられる活動依存的な回路成熟、さらには
脳部位特異的な回路成熟の仕組みを理解する上でも重要な示唆を与えると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

我々は音に含まれる時間、強さ、周波数などの情報を正確に聞き分けることで、周囲の状況

を知ることや、会話や音楽を楽しむことができる。特に音の時間情報は、これら聴覚機能の

発現に重要であり、脳ではマイクロ秒レベルの処理が行われる。音の時間情報は、脳の聴覚

回路で神経活動のタイミングとして表される。これは聴神経が音の特定の位相に一致して

活動電位を生じることによる。さらに、音の時間情報は周波数毎に異なる神経細胞で処理さ

れ、これは聴覚回路に周波数局在構造があり、個々の細胞が細胞固有の周波数（特徴周波数、

CF）に応答するためである。音の周期は周波数によって異なり、低音ほど長い。このため、

聴神経での時間情報の精度は低音ほど低い、すなわち神経活動の時間揺らぎは大きい。これ

に対して、脳では聴神経に比べて、周波数間での時間情報精度の違いは小さく、このことは、

脳の聴覚回路に時間精度の違いを補正するしくみがあることを示している。鳥類の大細胞

核（NM）は哺乳類の蝸牛神経核に相当する一次聴覚中枢であり、聴神経からの入力に正確に

応答することで、音の時間情報伝達に関わる。NMでは興奮性シナプス投射の数やサイズと、

イオンチャネルの発現量や細胞内局在がCF域毎に異なり、このことによりCF域間での時間

精度の違いが補正され、幅広い周波数帯域での時間情報処理が可能になる。しかしながら、

NMの各CF域の細胞がCF域に応じた機能特性を獲得する仕組みについては理解が進んでいな

かった。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、発達期のニワトリ NMを対象に、CF域に応じた機能分化の詳細と形成過程を明

らかにすることで、聴覚回路が正確な情報処理機能を獲得する原理を理解することを目指

した。 
 
３．研究の方法 

発達期のニワトリ（胚齢 12 日から孵化後 3日齢）より作成した急性切片標本、もしくは切

片培養標本（胚齢 10 日に作成）を用いて、各 CF 域における NM 細胞の機能特性を調べた。

NM 細胞の機能特性は、パッチクランプ法を用いて、通電に対する活動電位応答、Na電流や

K 電流、及び抑制性シナプス電流を記録することにより評価した。Na チャネルと K チャネ

ルの発現量と分布は、免疫染色により評価した。軸索上での位置の同定には、電気穿孔法に

よる蛍光色素注入、もしくは蛍光トレーサーを用いた逆行性標識により NM細胞を可視化し

た標本を用いた。 
 
４．研究成果 

（１）抑制性入力の機能分化 

NM 細胞は、聴神経から興奮性投射と多シナプス性のフィードフォーワード抑制性投射を受

ける。興奮性入力は CF域毎に異なる刺激強度依存性をもつことが知られている。しかしな

がら、抑制性入力の刺激強度依存性については明らかでなかった。従って、この興奮・抑制

回路が保存された厚さ約 2mm の急性切片標本を開発し、ブラインド・パッチクランプ記録法

を用いて、聴神経刺激に対する神経活動応答と興奮性と抑制性のシナプス電流の刺激強度

依存性について解析を行った。高 CF域では抑制性入力が興奮性入力に比べて遥かに高い閾

値をもち、刺激強度の増加に伴って活動応答が容易に飽和するため、応答域が狭くなる。こ



れに対して、低 CF域では抑制性入力と興奮性入力の閾値が近く、両者が刺激強度に応じて

段階的に変化することで活動応答の飽和を防いでおり、このことにより幅広い応答域が実

現されている。すなわち、NM では、興奮性と抑制性のシナプス強度が周波数域毎に最適化

されることで、様々な周波数と強さの音に対する情報処理が実現されていることを明らか

にした。 

 

（２）活動依存的な Naチャネルの発現制御 

NMではAISにおけるNaチャネルの分布がCFに応じて異なり、高CF域の細胞ほど短い。従って、

このCF域特異的なNaチャネル分布が形成過程を明らかにするために、各CF域でのNaチャネ

ルの分布とNa電流、さらに活動電位の発達変化を解析した。蛍光色素によりNM細胞の軸索を

可視化した標本を用いてpan Navの免疫染色により分布を調べた結果，Naチャネルの軸索分

布はいずれの領域においても聴覚開始期以降である胚齢15日から孵化後3日にかけて短縮

した。しかしながら、その程度は高CF域ほど大きく、このことにより周波数域による違いが

生じた。このことと一致して、急性切片標本を用いてNM細胞のNa電流を記録したところ、発

達に伴うNa電流の増加は高CF域の細胞ほど小さく。胚齢21日以降にCF域間での有為な差が

みられた。さらに、通電に対する活動電位応答においても、胚齢21日以降では活動電位の閾

値の違いがみられ、高CF域の細胞ほど高かった。また、本研究ではSTED顕微鏡によるAISの

骨格構造の観察も行った結果、AIS骨格の周期構造は発達過程で変化しないことを見出した。

このことから、Navチャネルの分布変化はAIS遠位端の構造再編によることを明らかにした。 

Naチャネルの分布変化には、聴覚入力が関与する可能性が考えられる。従って、胚齢2日に

聴覚原基を除去することで聴神経入力を遮断し、胚齢21日でのNaチャネル分布を調べたと

ころ、健常群と比べて僅かな延長は見られたものの、大きな違いはみられなかった。一方、

孵化後に内耳除去を行うことで聴神経入力を遮断した場合には、Naチャネル分布は健常群

と比べて大きく延長した。このことから、Naチャネルの分布変化の神経活動依存性は孵化後

に生じる、すなわち時期特異的である可能性が示唆された。 

NM を含む切片培養標本では高 K液刺激（10.6 mM、3 日間）を行うことにより、高 CF域で観

察される Na チャネルの活動依存的な分布変化を再現することができる。これまでに、この

過程には神経活動に伴う細胞内 Ca濃度の上昇が関わることを明らかにした。従って、本研

究ではこの切片培養標本を用いて、Ca下流の細胞内シグナル経路についても検討を行った。

高 K 液刺激による AIS 短縮に対する種々の阻害剤の効果を検討したところ、アデニル酸シ

クラーゼ（DDA、SQ22536）、PKA（KT5720）、MEK（U0126、PD98059、AZD6422）、cdk5（Roscovitine）

の阻害剤により短縮が阻害された。これに対して、アデニル酸シクラーゼの活性化剤（FSK）

や膜透過型 cAMP 誘導体（8-br-cAMP）は、高 K液刺激と同様の AIS 短縮を生じた。これらの

結果から、活動依存的な AIS の短縮には cAMP を起点としたシグナル経路が関与することを

明らかにした。 

 

（３）活動依存的なKチャネルの発現制御 

NMではKチャネル（Kv1.1）の発現量もCFに応じて異なり、高CF域の細胞ほど高い。このCF域

に応じたKv1.1発現量の違いは、孵化前後におけるKv1.1の発現増加が高CF域で顕著なこと

による。さらに、上述の切片培養標本では高K液刺激（10.6 mM、3日間）を行うことにより、

この高CF域でのKv1.1の発現増加が再現される。興味深いことに、高K液刺激によりNM細胞の

細胞内Ca濃度はCF域によらず同様に上昇する。これらの知見は、Kv1.1発現の細胞内Ca濃度



依存性が細胞毎に異なり、このことがCF域に応じた聴覚入力依存的なKv1.1発現の違いに関

わる可能性を示唆する。従って、この高CF域の細胞でのKv1.1の発現増加に対する種々の阻

害薬の効果を検討した結果、アデニル酸シクラーゼの阻害剤（DDA、SQ22536）で阻害される

ことを見出した。さらに、このKv1.1の発現増加はアデニル酸シクラーゼの活性化剤（FSK）、

膜透過型cAMP誘導体（8-br-cAMP、DB-cAMP）及びホスホジエステラーゼの阻害剤（IBMX）に

より再現された。すなわち、この発現増加には細胞内cAMPの上昇が関わることが示唆された。

一方、FSK、8-br-cAMP、IBMXのいずれも低CF域の細胞でのKv1.1発現に影響しなかったこと

から、CF域に応じた細胞内Ca濃度依存性の違いはcAMPよりも下流のシグナル経路の違いに

よると考えられた。 

 

（４）発達期の遺伝子発現解析 

上述のように NM におけるチャネル分布制御の活動依存性には CF域特異性がある。従って、

この活動依存性を決定づける分子の特定、さらにその分子機構を明らかにするために、各 CF

域の NM 組織から mRNA を抽出し、その発現プロファイルを RNA-seq により比較解析するこ

とを行った。その結果、CF 域間で異なる分子として、E15 では 245 個、E21 では 284 個、P3

では 321 個を抽出することができた。今後は、ノックアウト・スクリーニングによる分子の

さらなる絞り込みを行う予定であり、そのために in-ovo 電気穿孔法と CRISPR Cas9 を組み

合わせたノックアウトの実験系を構築した。 
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