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研究成果の概要（和文）：　本課題では、生物の生存に必要不可欠な「触覚」を担う神経回路の発生過程におけ
る形成メカニズムを解明するため、触覚異常をきたす複数の遺伝子改変動物を用い、周囲から触覚情報を得るた
めの神経回路の形成過程に関する基礎データを得ることを目的として実施した。目的達成のため申請者は行動学
的に触覚異常のみられるマウスを検証し、光学顕微鏡レベルで神経回路の異常を可視化し、標的因子群の解析を
実施して回路形成異常を引き起こす分子メカニズムに迫り、最終的にはMRIや電子顕微鏡の観察へ発展させ、マ
クロのMRIからミクロの電子顕微鏡解析までの解析結果を結びつけた。

研究成果の概要（英文）：In this project, in order to elucidate the tactile neural network formation 
mechanism on the course of development in mice, we used the multiple genetically modified animals 
which cause the abnormalities of the tactile sensation. The touch sensation is indispensable for the
 survival, then we tried to obtain the fundamental data about the process of the tactile circuit 
formation in vivo. To achieve this purpose, we examined the behavioral abnormality in tactile 
sensation with some mice strain. The abnormalities of the neural circuits were visualized at the 
optical microscope level, and the target factors were identified. The abnormal neural network were 
completely analyzed both with macro-level MRI and with micro-level electron microscope imaging.

研究分野：神経発生・神経再生学・組織学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　触覚を担うの神経回路網は、外傷などの神経損傷後の回復過程で回路異常をきたすことがあり、異痛症と呼ば
れているが、その形成機序は十分に明らかにはなっていなかった。現在でも外傷などに伴って生じる慢性疼痛に
苦しむ患者さんは増え続けており、日本では成人人口の２割を超える患者さんが苦しんでいるとも言われてい
る。全世界では１０億人を超える患者さんがいるとの試算もあり、発生学的に触覚や痛覚の回路形成に重要な分
子メカニズムを解析することは、このような慢性疼痛の患者さんの疼痛発生機序の理解に役立つ可能性があると
考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 外傷などによる神経損傷後の回復過程で触覚の神経回路が異常をきたすと痛みを引き起こす
ことがある。しかし、その発生メカニズムはこれまで十分に解明されていなかった。また神経機
能評価には電気生理学や fMRIが一般的に用いられているが、電子顕微鏡を用いて変化が描出さ
れたことはなかった。 
 これまで我々はゼブラフィッシュおよびマウスの神経発生過程における正常および異常な神
経回路の形成過程を解析し複数の成果を得て発表している(Shibata et al. 2010, 2012, 2015a
他)。RNA 結合蛋白質 Musashi については、最初はショウジョウバエで発見されたが(Nakamura et 
al 1994)、我々はzebrafishにおいてMusashiを初めて同定し、その機能を明らかにした(Shibata 
S et al. 2012)。マウスにおいても Musashi1 および Musashi2 が同定され、神経幹細胞に強く
発現し神経幹細胞の分化調節に関与していることを明らかにすることができた(Sakakibara S 
et al 1996, 2001)。Musashi1 欠損マウスを作成し、上衣細胞付近の細胞の増殖異常による先天
性水頭症を示すことが分かった(Sakakibara S et al. 2002)。 
 さらに我々はこれまでに、免疫染色サンプルについて光学顕微鏡および電子顕微鏡を並行し
て用いた解析を重ね、様々な組織の形態異常についての解析技術を確立してきた(Shibata et al. 
2015b, 2019 他)。 
 これらの技術を活用して生物の生存に重要な五感の一つである触覚を担う神経回路の形成メ
カニズムに迫りたいと考え、今回、複数の遺伝子改変マウスの解析に本プロジェクトで着手する
こととなった。 
  
  
２．研究の目的 
 
 生物が生存し続けるのに必要不可欠な触覚を担う神経回路の形成過程および異常を来すメカ
ニズムに迫るために、触覚異常をきたす遺伝子改変動物を用いて周囲から触覚情報を得るため
の神経回路の形成過程に関する基礎データを取得することを第一の研究目的として実施した。 
 この目的達成のために、我々は行動学的に触覚異常のみられるマウスの詳細を分析し、光学顕
微鏡レベルで触覚神経回路の異常を検証し、触覚の回路形成異常を引き起こす分子メカニズム
の検討を行い、MRIおよび電子顕微鏡のイメージング技術を応用して、マクロのMRIからミク
ロの電子顕微鏡解析まで同一個体で撮影する手法を検討することで、形成異常を起こした触覚
神経回路を様々な解像度で可視化することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
以下の(1)から(6)までの研究を実施した。 
 
(1) 触覚を担う神経回路異常の組織学的な解析 
これまでの解析により感覚神経が異常になっていることが示唆された遺伝子改変マウスを用い、
神経発生の際に形成される 3種類の感覚神経(触覚、関節位置覚、温痛覚)のうち、どのサブタイ
プの神経線維が、脊髄後角のどの層へ神経線維連絡しているのか詳細な組織学的解析を光学顕
微鏡にて行い、発生初期段階における感覚神経ネットワーク形成に対する影響を検証した。 
 
(2) 触覚回路異常の行動学的な解析 
温痛覚・関節位置覚・触覚などを担う 3種類の感覚神経の機能を検証した。hotplate test や von 
Frey hair test などの感覚神経の検査によって、触覚を担う感覚神経の異常を明らかにした。 
 
(3) 標的分子の解析 
特異的な抗体を用い、標的スクリーニングを行い、触覚神経の回路形成に関与する可能性のある
分子群を同定することにより、不明の点が多かった触覚受容回路形成の分子メカニズム解明の
ヒントが得られた。 
 
(4) 感覚神経における関連分子および発現解析 
標的スクリーニング結果に基づいて、標的候補因子の蛋白レベルの発現変化をネットワーク形
成に重要な時期のサンプルを用いて Western blotting や免疫染色によって検証し、また既報の
関連する受容体群の発現および活性化を詳細に検証した。標的候補因子に関してより詳細な、時
間的・空間的な発現量の変化を解析すると共に、蛍光多重染色を用いて触覚神経回路形成に関わ
る分子の局在情報を得た。 
 
(5) マウス MRI 解析 



MRI を用いて感覚神経が異常になっていることが示唆された遺伝子改変マウスの解析を実施し、
経時的に撮像して血流および酸素消費量が増大している領域を可視化し触覚を担う神経線維の
回路状態を重点的に、定量的かつ経時的に評価した。 
 
(6)  光学顕微鏡と電子顕微鏡による触覚回路の可視化 
3 種類の感覚神経のうちのどの神経線維が、どの程度の神経線維連絡が各遺伝子欠損マウスで変
化しているのか、経時的にかつ定量的に明らかにするために、遺伝子欠損マウス生体内で神経回
路を複数の遺伝子改変マウス同士の交配により蛍光ラベルし、光学顕微鏡と電子顕微鏡で相関
解析を実施した。触覚神経の回路状態を MRI のマクロデータを軸に、蛍光顕微鏡と電子顕微鏡の
ミクロデータを組み合わせ、様々な階層で回路を可視化した。 
 
 
４．研究成果 
 
 感覚神経、特に触覚の神経回路異常の分子メカニズム解析は近年活発に報告され続けている。
代表的なものでは、Semaphorin-Plexin シグナル(Yaron et al., 2005; Yoshida et al., 2006)
や、Unc-5C 受容体を介した Netrin-1 シグナル(Masuda et al., 2008; Watanabe et al., 2006)、
さらには TrkC 受容体を介する Neurotrophin-3 (NT3)シグナル(Cronk et al., 2002; Postigo 
et al., 2002)など、分子シグナルと組織異常の解析は行われてきた。過去の報告では、神経の
正常発生と異常変化を蛍光染色やトレーサーなどで可視化しているが、触覚機能との証明や異
常なシナプス形成の証明は不十分であった。 
 今回、我々は fMRI などの機能的な神経回路解析手法と免疫電顕解析を組み合わせ、異常触覚
回路の詳細な可視化に挑み、形成異常を起こした触覚神経回路を様々な解像度で可視化するこ
とができ、新規標的の同定を通じて、正常な神経の回路形成過程に RNA 結合蛋白質が重要な役割
を担っていることが示された。 
 今後の展望としては、触覚と温痛覚というのは同じ背側神経節内の異なる感覚神経細胞がそ
れぞれ担当している。現在、温痛覚の異常に伴って生じる疼痛に苦しむ患者は増加の一途を辿っ
ており、持続的な痛みに苦しむ患者は日本国内の成人人口の５分の１を超える数千万人存在し、
世界での患者数は数十億人に達するとも言われている。また米国だけでも慢性疼痛による経済
的損失は９兆円とも推計されており、大きな社会問題となっている。疼痛は患者本人の生活の質
Quality of Life (QOL)を著しく低下させるだけでなく、家族の QOL をも低下させる。今後は、
外傷後などに触覚が温痛覚と混線して異常を来す病態が起こるメカニズムに応用するなど、触
覚・温痛覚などトータルで解析をして、疼痛などに苦しむ多くの患者さんに寄与する研究を今後
も継続して実施したいと考えている。 
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11(1)



2019年

2019年

2019年

2018年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
シナプスレベルの脳回路研究の最先端

月刊「細胞」特集・シナプス研究の最先端 679-682

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 ４．巻
信藤 知子, 井原 諒, 盛一 伸子, 永井 俊弘, 岡野 栄之, 芝田 晋介 2018年12月号 50(14)
 １．著者名

10.1016/j.isci.2019.03.012.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A human induced pluripotent stem cell-derived tissue model of a white matter tract connecting
two cerebral regions

iScience 301-311

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 ４．巻
Kirihara T, Luo Z, Chow SY, Misawa R, Kawada J, Shibata S, Khoyratee F, Vollette CA, Levi T,
Fujii T, Ikeuchi Y

14
 １．著者名

10.3389/fncir.2019.00029.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Large-area fluorescence and electron microscopic correlative imaging with multibeam scanning
electron microscopy

Front Neural Circuits 1-18

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Shibata S, Iseda T, Mitsuhashi T, Oka A, Shindo T, Moritoki N, Nagai T, Otsubo S, Inoue T,
Sasaki E, Akazawa C, Takahashi T, Schalek R, Lichtman JW, Okano H

13:29
 １．著者名

10.1038/s41598-019-46069-z.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
The adeno-associated virus rh10 vector is an effective gene transfer system for chronic spinal
cord injury.

Scientific Reports 1-12

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Hoshino Y, Nishide K, Nagoshi N, Shibata S, Moritoki N, Kojima K, Tsuji O, Matsumoto M, Kohyama
J, Nakamura M, Okano H.

9(1)
 １．著者名



〔学会発表〕　計5件（うち招待講演　2件／うち国際学会　0件）

2021年

2020年

2019年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第126回 日本解剖学会総会･全国学術集会・第98回 日本生理学会大会（招待講演）

第125回日本解剖学会総会・全国学術集会（招待講演）

NEURO2019第42回日本神経科学大会・第62回日本神経化学会大会

第40回日本生物学的精神医学会, 第61回日本神経化学会大会 合同年会

伊勢田太郎, 芝田 晋介, 三橋隆行, 大坪進矢, 信藤知子, 高橋孝雄, 岡野栄之

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Novel procedure for visualizing specific neural circuit information by using large area correlative light and electron
microscopy imaging with multi-beam scanning electron microscopy

Large area serial section 3D electron microscope imaging with multi-beam scanning electron microscopy for visualizing neural
circuit

Large area correlative light and electron microscopy imaging with multi-beam scanning electron microscopy for visualizing
specific neural circuit

LA-CLEM: novel procedure for Large area Correlative Light and Electron Microscopy analysis with multi-beam scanning electron
microscopy

 １．発表者名
芝田 晋介, 井原 諒, 伊勢田 太郎, 信藤 知子, 盛一 伸子, 永井 俊弘, 岡野 栄之,

芝田 晋介, 信藤 知子, 井原 諒, 伊勢田 太郎, 盛一 伸子, 永井 俊弘, 岡野 栄之

芝田 晋介, 信藤 知子, 井原 諒, 伊勢田 太郎, 盛一 伸子, 永井 俊弘, 岡野 栄之



2018年

〔図書〕　計0件

〔出願〕　計1件

 国内・外国の別
2018年 国内

〔取得〕　計0件

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

カナダ Toronto University

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

共同研究相手国 相手方研究機関

米国 Harvard University Chicago University

同左電子顕微鏡用試料の作成システム、電子顕微鏡用試料の作成方法およびこれに用いられる
プラズマ処理装置、スパッタ装置、テープ搬送機構

 産業財産権の種類、番号
特許、特願2018-248067

 出願年

芝田晋介, 信藤知子,
岡野栄之, 後藤修一

 ２．発表標題

 発明者 産業財産権の名称  権利者

 ３．学会等名
第41回日本神経科学大会

一瀬綾花, 岡野栄之, 芝田 晋介, 岡澤均, 藤田慶大

Localization of Alzheimer's disease early phase marker, phospho-M ARCKS (Ser46) at electron microscopic level

 ４．発表年

 １．発表者名


