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研究成果の概要（和文）：本研究では動物が発達段階で聴覚を獲得するメカニズムの理解を目的とした．モデル
脊椎動物のゼブラフィッシュを対象に生理学的・分子生理学的および薬理学的・数理学的手法を用いて解析し，
以下の成果を得た．音の受容に関しては，微弱な音振動を受容する上で耳石という細胞装置の重要性を明らかに
した．音の特徴抽出に関しては，後脳の分節に繰り返される形態学的に相同な網様体脊髄ニューロン群が同じよ
うに聴覚入力を受けながら，発達初期に興奮性を変化させることを明らかにした．そのなかで，マウスナー細胞
は2種類の低閾値型カリウムチャネルを特異的に組み合わせて発現し，音の開始時をコードする特性を獲得する
ことを見出した．

研究成果の概要（英文）：In the present study we examined physiological and molecular mechanisms 
underlying acquisition of audition during development by using zebrafish embryo and larva. We showed
 first that otolish size in the larval ear is crucial to differentially sense auditory and 
vestibular information. Second, Mauthner cell among the hindbrain reticulospinal neurons receiving 
auditory nerve inputs acquires single firing property during early development, while other neurons 
keep regular spiking in response to membrane depolarization. Third, expression of two types of low 
threshold potassium channels plays a key role in the Mauthner cell's acquisition of the unique 
firing property.

研究分野：神経科学

キーワード： ゼブラフィッシュ　内耳　有毛細胞　耳石　マウスナー細胞　カリウムチャネル　網様体脊髄路ニュー
ロン　特徴抽出
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々が音を聞くには，内耳で音の振動を電
気信号に変換し（第１過程），その信号を聴神
経によって中枢に伝え（第２過程），中枢で電
気信号の時系列から音信号の特徴を抽出する
過程（第３過程）が必要である．  

第１過程や第２過程のメカニズムは，これ
まで主に哺乳類・鳥類・両生類で調べられ，
(a) 空気の振動を増幅して，内耳の有毛細胞
の感覚毛の変位に換える機械過程の重要性，
(b) 有毛細胞において感覚毛の変位を電気信
号に変換する機械刺激受容チャネルの存在位
置（ Beurg et al., 2009 ） や候補分子
(Christensen and Corey, 2007)が示唆され，
(c) 内耳有毛細胞の機械刺激受容能の獲得過
程 (Geleoc and Holt, 2003; Lelli et al., 
2009)や，(d) 有毛細胞から蝸牛神経核への聴
覚回路形成過程（Rubel and Fritzsch, 2002）
が調べられている.第３過程で働く聴覚中枢
では，音の位相・周波数・振幅をコードする
“特徴抽出ニューロン”が見出されている．
発達期では，電位依存性カリウムチャネルの
発現に伴って（Kuba et al. 2002）特異的な
発火応答特性が獲得される（Nakamura and 
Takahashi 2007）という報告がある．また，
(e) 聴神経の自発的な神経活動が（Tritsch 
et al. 2007），蝸牛神経核の細胞の発達･生存
に影響を与える（Rubel and Fritzsch 2002）
という興味深い概念が示唆されている．しか
し(a)についてはオングストロームの振動を
有毛細胞が感知しうる 10nm オーダーに増幅
する人工機械が及ばない生物機械の妙が解か
れていない. (b)の受容チャネルの同定はい
まだに決着がついていない．(c)(d)(e)に関し
ては，これらの現象が起こる正確な順序と因
果関係を決定するのに必要な，生体内でのニ
ューロン活動の計測や操作が困難であった． 

我々はこれらの問題点を克服して，動物
が聴覚を獲得するメカニズムをする理解する
ために，豊富な遺伝学的・発生学的背景を持
つモデル脊椎動物であるゼブラフィッシュを
用いて，聴覚の獲得過程を調べてきた．ゼブ
ラフィッシュは音に敏感に反応する Hearing 
expert あるいは Hearing specialist と呼ば
れる魚で，刺激音から素早く逃げる．その逃
避運動を駆動する主要回路は，内耳の有毛細
胞から後脳を経て脊髄に至るまで明らかにさ
れており，聴覚の獲得においてどの部位でど
のような変化が起こっているかを同定する上
で理想的な研究対象である．内耳で受容した
音刺激は，聴神経を介して後脳のマウスナー
(M) 細 胞 と い う 巨 大 な 網 様 体 脊 髄 路
(Resticulospinal, RS)ニューロンに伝えら

れる．背側に左右 1 対存在する M 細胞の一方
が活動電位を発生すると，その信号は反対側
の脊髄運動ニューロンに伝えられ，胴筋が一
斉に収縮する．その結果，魚は体を C 字状に
曲げて，反対側に逃げる(Faber and Korn 
1978; Oda et al., Nature, 1998;  Kohashi 
and Oda J. Neurosci. 2008; Kohashi et al., 
J. Neurosci. 2012)．本研究を開始するまで
の大きな成果として，『内耳から中枢までの聴
覚路は聴覚獲得以前に既に形成されており，
中枢が音に応じるための最終段階は内耳有毛
細胞の音感受性の獲得である』ことを見出し
た(Tanimoto et al. J. Neurosci. 2009; J. 
Neurosci. 2011,)．このとき，音感受性のな
い時期の有毛細胞も大きな機械刺激に対して
は十分応答するので，有毛細胞がごく微弱な
音刺激に対して感受性を獲得するメカニズム
が音の受容に重要なのではないかと考えた． 

また，ゼブラフィッシュと同じコイ科のキ
ンギョの成魚を対象にした研究で我々は，M
細胞に隣接する分節には M 細胞と形態学的に
相同な RS ニューロンが繰り返し存在し，それ
らも聴神経から直接入力を受けていて，相同
RSニューロン(MiD2/3)が入力量に応じた発火
頻度で連続発火するのに対して，M 細胞だけ
が極めて短い時定数をもち，大きな聴覚入力
のオンセットで単発発火することを見出し，M
細胞と相同ニューロンが異なる特徴を抽出す
ることを明らかにした(Nakayama and Oda, J. 
Neurosci. 2004)．同時期に生まれ，同じ形態
学的特徴を持ち，共通の聴覚入力を受ける相
同なニューロンが，異なる興奮性を持つメカ
ニズムが明らかにされれば，脳の多様な特徴
抽出機構のでき方の理解につながるであろう． 

以上のような背景で，聴覚の獲得における
内耳の有毛細胞で起こる「音の受容」と中枢
での「特徴抽出」のメカニズムが，この系で
解析できると考えるに至り，本研究を開始し
た． 

２．研究の目的 

本研究では，主にゼブラフィッシュの胚や
仔魚に分子生物学的・生理学的・行動学的ア
プローチを適用し，「音の受容」と「音の特徴
抽出」を達成する内耳有毛細胞と M 細胞の機
能的発達のメカニズムを探究することを目的
とした．具体的には，（１）有毛細胞が音感受
性を獲得するための細胞装置の発達と，（２）
M 細胞の特異的な膜特性を決定する分子基盤
とその膜特性の生理学的意義を調べた．（１）
については，ゼブラフィッシュの内耳の中で
音（聴覚）を受容する球形嚢の有毛細胞と重
力加速度（平衡感覚）を受容する卵形嚢の有
毛細胞を比較し，音受容に必須のメカニズム



を解析した．（２）については，薬理学的解析
の結果からM細胞と相同RSニューロンの膜特
性を左右するカリウムチャネルに焦点を絞っ
て，発現するカリウムチャネルの違いやその
性質について検討した． 

３．研究の方法 

ゼブラフィッシュの胚と仔魚およびキン
ギョの成魚を用いて，以下の実験を行った． 

（１）内耳有毛細胞の音感受性を担う細胞装
置については耳石に注目して，その発達や音
受容における役割を調べた．マイクロ・マニ
ピュレーションで耳石を操作して有毛細胞の
音受容特性に対する効果を調べた．有毛細胞
の音応答は，耳胞内に刺入した微小ガラス管
電極で記録するマイクロフォン電位から解析
した．また，有毛細胞の感覚毛(stereocilia)
をアクチンに結合する蛍光ファロイジンでラ
ベルし，その極性分布を調べた． 

（２）M 細胞の興奮性の変化については，胚
と仔魚のM細胞と相同RSニューロン(MiD2/3)
から in vivo ホールセル記録を行い，矩形波
電流の注入に対する発火応答を調べた．特異
的な膜特性を担う電位依存性カリウムチャネ
ル候補を薬理学的手法で絞り，候補チャネル
サブユニットの発現を分子生物学的・生理学
的に解析した．加えて，異なる電位依存性カ
リウムチャネルの組み合わせが M 細胞の単発
発火に果たす役割について数理モデル解析に
よって検討した． 

（３）音に対する逃避運動中の M 細胞の活動
をカルシウムイメージングで計測した．M 細
胞にカルシウム指示蛍光物質(Oregon Green 
BAPTA-1)を取り込ませて高速カルシウムイメ
ージングを行い，同時に尾の運動を高速カメ
ラで記録した． 

４．研究成果 

モデル脊椎動物であるゼブラフィッシュ
を研究対象にして，聴覚獲得に関わる末梢か
ら中枢にいたる経路の機能的な発達に関して，
以下のような知見を得た． 

（１） 胚および仔魚の内耳には，形態の良
く似た２つの耳石器官（球形嚢と卵形嚢）が
存在する．ともに炭酸カルシウムでできた耳
石と振動や直線加速度を受容する有毛細胞お
よびその支持細胞から構成される．耳石は有
毛細胞より比重が大きいことから，加速度に
対して両者の動きに差ができて，その結果有
毛細胞の感覚毛が倒れて，先端に存在する機
械受容チャネルが開くと考えられている．こ
れまでには行動に対する耳石の破壊効果から，

球形嚢(S)は聴覚を，卵形嚢(U)は平衡感覚を
受容すると示唆されていた．今回は音刺激に
対する電位応答(マイクロフォン電位)から，S
の有毛細胞にのみが音受容することを明らか
にした．その原因は何かを探るために，Sと U
の耳石の大きさの違いに着目した．受精後 5
日のゼブラフィッシュではSの耳石はUの2.5
倍であった．もし耳石の大きさの差が，音受
容能を左右すると仮定すると，U の耳石を大
きくすれば本来平衡感覚しか受容しない U の
有毛細胞が音に応答することが期待される．
そこでマイクロ・マニピュレーションによっ
て取り外した S の耳石を U の耳石と融合させ
て大きな耳石を持つ Uを作成した．その結果，
大きな耳石を持った U の有毛細胞が音を受容
することを見出し，わずかな物理量の差が音
受容の獲得に重要であることを明らかにした
(Inoue et al. Scientific Reports 2013 他)．
このとき，U のマイクロフォン電位は音と同
じ周波数を示し，音の 2 倍の周波数を示す S
のマイクロフォン電位とは異なっていた．こ
れは蛍光ファロイジンで調べられた感覚毛の
極性分布を反映していて，上記の結論を保証
した．  

（２） 内耳から中枢に信号を伝える第 VIII
神経にも，S に接続する VIIIp 神経と U に接
続する VIIIa 神経がある．それぞれの音刺激
に対する応答を比較すると，VIIIp 神経は音
の位相に一致して発火するが，U 耳石を大き
くして音応答を示す VIIIa 神経は音の位相に
ロックせずに発火することを見出した．さら
に VIIIp 神経は脱分極の開始時のみに発火す
るのに対して，VIIIa 神経は脱分極の大きさ
に応じて発火頻度で連続発火することを明ら
かにし，両者の膜特性に差があることを示唆
した． 

（３）ゼブラフィッシュとほぼ等しい後脳 RS
ニューロン群の構成を持つキンギョの成魚を
対象にして，細胞内同時記録で得られるシナ
プス電位から，M細胞と相同 RS ニューロン間
の結合を解析した．その結果，M 細胞から RS
ニューロン群に一方向のシナプス結合が存在
し，その結合様式は形態学的相同性を反映し
ていることを見出した．すなわち，M 細胞か
ら背側の MiD2/3 細胞へは同側は抑制性，反対
側へは 1 つの例外を除いて興奮性の結合が見
出された．一方，M細胞や MiD2/3 細胞より遅
く生まれ腹側に位置する MiV2/3 細胞には両
側に強い興奮性結合が明らかにされた（Neki 
et al. J Neurosci. 2014）．ニューロン間の
相同性を反映した結合様式は，音の特徴抽出
と逃避運動の制御回路の成り立ちとして注目
すべきである． 

（４）ゼブラフィッシュの胚および仔魚の後



脳背側に存在し聴神経から直接入力を受ける
M細胞とその相同 RSニューロン(MiD2/3)から
ホールセル記録を行い，矩形波電流刺激に対
する発火応答を比較した． M 細胞も発達初期
には相同 RS ニューロンと同様に連続発火を
示すが，ゼブラフィッシュが聴覚に応答し始
める受精後 3 日以降に発火特性を大きく変え，
M 細胞だけが矩形波のオンセットのみに活動
電位を発生する単発発火特性を獲得すること
を見出した(Watanabe et al. J Neurophysiol. 
2014 他)．この結果は，同じ聴覚入力を受け
るニューロンが，発達に伴って興奮性を変化
させ，異なる特徴抽出をするニューロンに機
能的に分化することを示唆する． 

（５）M 細胞と相同ニューロン(MiD2/3)が異
なる興奮性を示す分子基盤を薬理学的に検討
した．受精後 5 日ゼブラフィッシュの M 細胞
に 2 つの低閾値型電位依存性カリウムチャネ
ルの阻害剤(dendrotoxin Iと XE991)を与える
と，単発発火特性が完全に失われ，相同ニュ
ーロンと同様のきれいな連続発火を示した．
したがって，M 細胞にはこれらの阻害剤でブ
ロックされる 2 種類の低閾値型電位依存性カ
リウムチャネル(Kv1 チャネルと Kv7 チャネ
ル)が発現し，特異的な単発発火の興奮性を獲
得することが示唆された(Watanabe et al. J 
Neurophysiol. 2014 および投稿中)． 

（６）次にゼブラフィッシュの Kv1 チャネル
と Kv7 チャネルを構成するサブユニットをク
ローニングし，M 細胞にはαサブユニットと
して zKv1.1 と zKv7.4 が発現していることを
見出した．興味深いことに zKv7.4 は M 細胞と
相同ニューロンのうち M 細胞のみに発現して
いたが，zKv1.1 は相同ニューロンにも発現し
ていた．したがって，zKv1.1αサブユニット
の発現だけでは M 細胞の単発発火特性を説明
できないが，チャネルの働きを修飾するβサ
ブユニット(zKvβ2)が単発発火を示す M 細胞
特異的に発現することを見出した(Watanabe 
et al. J Neurophysiol. 2014 他)． 

（７）zKv1.1 と zKv7.4 サブユニットをアフ
リカツメガエル卵母細胞に発現させて，カリ
ウムチャネルのキネティスを電気生理学的に
解析した．その結果，ともに静止膜電位付近
から脱分極電位でチャネルを開く低閾値型カ
リウムチャネルであるが，Kv1.1 は電位変化
に対して早く開き，Kv7.4 は遅く開くという
キネティスの違いが明らかになった．また，
補助サブユニットである zKvβ2 を共発現す
ると，カリウム電流量が増大することが見出
された(Watanabe et al., J Neurophysiol. 
2014 他)．このとき，チャネルのキネティス
には全く変化が見られないので，zKvβ2 は
zKv1.1 の膜表出を促進すると考えられる．こ

れらの結果から，M 細胞に zKv1.1 と zKv7.4
および zKvβ2 が組み合わされて発現するこ
とよって，M 細胞は特異的な興奮性を獲得し
た と 結 論 し た (Watanabe et al. J 
Neurophysiol. 2014 および投稿中)． 

（８）硬骨魚の音に対する逃避運動は，音刺
激によって M 細胞が活動電位を発生し，その
結果反対側の脊髄の運動ニューロンが一斉に
活動して胴を反対側に曲げることから始まる
と理解されている(Zottoli 1977; Kohashi 
and Oda J Neurosci. 2008 他)．また，刺激
音の繰り返し与えると逃避運動が抑圧される
ことが知られている(Oda et al. 1998; Robert 
et al. 2011; Marsden and Granato 2015)．
本研究では，受精後 5 日のゼブラフィッシュ
の逃避運動中に M 細胞の活動をカルシウムイ
メージングし(Nature Neurosci. 2017)，音刺
激に対して M 細胞が単発の活動電位を発生す
ると最短潜時の逃避運動が起こることを明ら
かにし，これまでの解釈を確認する一方，M
細胞を伴わない逃避運動もわずかに起こるこ
とも見出した．さらに，M 細胞の発火を起こ
す閾値以下の音刺激を繰り返すと，その後 10
分間 M 細胞の活動電位の発生が抑圧され同時
に逃避運動が誘発されにくくなる短期脱感作
を見出した．このとき内耳の有毛細胞の応答
には変化が行ないことから，その変化部位は
聴神経から M 細胞の間であると推定した
(Takahashi et al. Neurosci Res. 2017).興
味深いことに，ゼブラフィッシュ仔魚では抑
圧が短期間しか持続せず，成魚のキンギョの
1 時間以上持続する長期脱感作(Oda et al. 
Nature 1998)とは異なっていた．この可塑的
変化の持続時間の差は魚の成熟度に依存する
のではないかと推定した． 

本研究では動物が発達段階で聴覚を獲得
するメカニズムについて，主にモデル脊椎動
物のゼブラフィッシュを対象に生理学的・分
子生理学的および薬理学的・数理学的手法を
用いて解析し，音の受容に関しては，微弱な
音振動を受容する上で耳石という細胞装置の
重要性を示した．音の特徴抽出に関しては，
同じように聴覚入力を受ける中枢ニューロン
のうち新たに膜電位依存性チャネルを発現し
た M 細胞が特異的な情報処理をするように特
性を獲得する機構を見出した． 
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