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SYNOPSIS 
Systemic nicotine administration regulates neuronal activities in mouse auditory cortex but how nicotine regulates the 

spread of the activities across auditory cortical areas is not well known. We investigated this phenomenon by using 

flavoprotein fluorescence imaging. Nicotine exposure expanded the activated area and enhanced sound-evoked 

fluorescence intensity at optimal frequency peak site in AI. Intracortical administration of DHβE, an inhibitor of nicotine 

acetylcholine receptors composed of α4 and β2 subunits (α4β2*-nAChR), blocked nicotine-induced enhancement in the 

fluorescence intensity peak site, but it did not affect to the expansion of activated area. 

In the primary auditory system, acute nicotine exposure is known to induce sensory filtering to synchronize 

thalamocortical axon excitability and increase synaptic activity in AI. However, cell type and mechanism of nicotinic 

regulation remains unclear. We prepared in vitro auditory thalamocortical slice and investigated reduction of 

thalamocortical-indued action potentials in excitatory neurons in the thalamorecepient layer in AI. Moreover, we revealed 

a reduction in thalamocortical input to fast-spiking (FS) inhibitory cells, but not significant reduction in direct inhibitory 

postsynaptic potentials (IPSCs) onto cortical excitatory cells. Additionally, thalamocortical induced excitatory and 

inhibitory balance shifted towards excitatory dominance. These results suggest that nicotine exposure reduced cortical 

circuit activity but consequently increase excitatory dominance. 
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1. 緒言 

 本研究の主題は、マウス一次聴覚皮質（AI）に

おけるニコチン性制御機構の解明にある。これまで、

ニコチンの受容体であるニコチン性アセチルコリン

受容体（Nicotinic acetylcholine receptor: nAChR）が認

知機能、学習・記憶、または不安や恐怖、報酬といっ

た高次機能においても重要な役割を果たしているこ

とが解明されてきた。ニコチン性認知機能向上に関

するいくつかの論文では、音の認知がニコチンによ

って増強され、注意・集中のメカニズムの一つであ

る可能性が示唆されたが、そのプロセスは非常に精

密であり、音という複雑な情報をいかに脳が処理す

るかといった基礎的な理解にも繋がるものであった。

この認知機能向上に対するニコチン性制御が注意・

集中のメカニズムのモデルとして重要であると考え、

2 つのアプローチで本研究に取り組んだ。 

マウス AI においては、ニコチンがある周波数音に

対する応答の増大と、その音から離れた周波数を持

つ音の応答の低下が起こることが知られ、シグナル

－ノイズ比を向上させるこの神経情報制御の仕組み

は、ニコチン性フィルター機構（Nicotinic filtering）

と呼ばれている。本研究ではまず、これまで局所的

な電気生理学的測定によって明らかにされてきたこ

の機構の可視化を試みるため、神経活性の挙動を非

侵襲的かつ空間的に捉えることのできるフラビンタ

ンパク質自家蛍光イメージング（ Flavoprotein 

autofluorescence imaging: FAI）を用い、 Nicotinic 

filtering における神経活性の強度と伝播を測定した。

また、このフィルター機構は、視床から AI の主な入

力層である第 3/4 層への入力において、nAChR が、

投射経路の軸索活性の同期化を引き起こし、皮質応

答を増強させることが知られているが、nAChR を介

した皮質内制御に関与する細胞や機構など、特に、

感度調整に関わるとされる抑制性介在ニューロンへ

の関与に関しては未だ明らかにされていない。

nAChR を介した細胞活性の同期化や局所神経回路

における抑制性細胞によるフィードフォーワード抑

制、脱抑制機構などが知られており、それらの機構

が Nicotinic filtering に関与する仮説を立て、Auditory 

thalamocortical（TC）slice を作成し、検証を行った。 

 

2. マウス聴覚野における音誘発性神経活性と活

性化領域の皮質内および皮質下ニコチン性制御 

 

背景・目的 

 全身性ニコチン曝露は、健常者の非喫煙者におけ

る聴覚認知機能の増強を引き起こすことが知られて

いる[1-2]。このニコチン誘導性知覚増強は、注意・

集中のフィルターシステムの向上を促す薬剤効果に

よって引き起こされる[3-6]。AI では、注意・集中は、

あるタスクに関連しない音への応答を抑制すると共

に、タスクに関連する音への応答を強化することで、

周波数チューニングを強化していることが明らかに

なっている[7-8]。また、注意・集中は、二次聴覚皮質
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[9]、および聴覚連合領域[10]においても音誘発性反

応の増強を引き起こす可能性がある。先行研究では、

AI 内の局所的な電気生理学実験から、ニコチンの投

与により音誘発応答を強化することが知られている

が[11-12]、部位特異的な記録方法のため、AI 以外の

部位への影響についてはほとんど知られていない。 

 FAI は、開頭手術なしで、感覚誘導性神経活性に

おける空間的・時間的変化を観測することができる

[13-15]。フラビンタンパク質の蛍光反応は、生体内

では主に、イオンチャネル型グルタミン酸受容体

（AMPAR）を介した後シナプス活性を仲介している

と考えられている[14,17]。マウス聴覚野では、音誘発

性のフラビン反応により、AI における周波数地図を

描画可能で、さらに二次聴覚領域（AII）と前側聴覚

領域（AAF）、背内側領域（DM）のサブ領域を同時

に検出することが可能である。この手法の強みを生

かし、麻酔下のマウスにおける、音誘発性の聴覚皮

質活性の時空間的な性質が、全身性ニコチン曝露に

よってどのような調節がなされるか検討した。 

 

材料・方法 

C57BL/6J系統の生後 36-40日の雄マウスを使用し、 

ウレタンとキシラジンを腹腔内投与で麻酔を行った。

聴覚野の開頭手術後、防音チャンバー内のマニュピ

レーターでマウスの頭部が水平になるよう固定した。

FAI は、聴覚皮質直上の頭蓋骨が見えるよう、70°傾

けた落射型蛍光顕微鏡からCMOSカメラで画像を得

た。約 9 秒間のトライアルを 8 回繰り返し、各トラ

イアル 60 枚の画像を、140 ms の露光時間と 10 ms の

インターバルを設け、6.67 Hz で撮影した。画像は

MATLAB ソフトウェアで自作したプログラムで記

録・解析した。MATLAB を使用し、各トライアルの

音開始直前の 3 つの画像（28-30 枚目）の光強度の平

均を、60 枚の全ての画像から減算した後、1 セット

分（8 トライアル分）を平均し、ガウシアンフィルタ

ーをかけることで、生体およびカメラの人工ノイズ

を処理した。 

 ニコチン投与は、20 kHz と 5 kHz の周波数をもつ

振幅変調（AM）音で少なくとも 3 セット安定した

イメージングができた後、2 mg/kg フリーベースの濃

度となるよう、生理食塩水で薄めたニコチンを腹腔

内投与した。また、ニコチンのアンタゴニストとし

て、10 µM Dihydro-β-erythroidine（DHβE）もしくは 10 

nM Methyllycaconitine（MLA）を、皮質内に局所的に

投与し、nAChR の関与を検討した。 

 

結果 

 4x 対物レンズをつけた落射型顕微鏡を 70°傾けて

固定することで、マウスを水平に保った状態で FAI

を可能にし、また生体ノイズおよび人工ノイズを 2

つのフィルターにより減算することで安定したイメ

ージング画像が得られるようになった。 

 5 kHz の音刺激では 3 つの異なる活性領域を見る

ことができ、先行研究より[15]、それぞれ AI、AAF、

そして AII と予測された。20 kHz の音刺激は、上記

の 3 つの皮質領域が組み合わさったような広い活性

化領域を示した。 

 次に、全身性ニコチン曝露は、特定周波数

（Characteristic frequency: CF）部位で CF 音誘発反応

を増強し、非 CF 音誘発反応を減少させることが知

られており[11]、音誘発反応の空間パターンを調節す

る可能性がある。ニコチン投与下では、音刺激開始

0.29 秒から 0.74 秒での最大活性強度が増加し、ニコ

チン投与後最初の 5 分間で約 63％増加した。この増

強は時間経過と共に減少するが、有意的な増強は少

なくとも 20-25 分まで続いた。また、反応閾値を超

えるフラビン蛍光強度を持つ皮質の活性化領域もニ

コチンによって増加し、この増加した活性化領域は、

ほとんどの実験で少なくとも 45 分まで継続した。 

上述のニコチンの影響が、皮質内のニコチン性ア

セチルコリン受容体（nAChR）によるものかどうか

を調べるために、α4 および β2 を含む nAChR（α4β2* 

-nAChR）の拮抗阻害剤である DHβE、もしくは α7 サ

ブユニットを含むホモマー（α7-nAChR）の阻害剤で

ある MLA を、ハミルトンシリンジから局所注入し

た。DHβE を注入した場合、ニコチン投与後の音誘発

による最大活性強度の増強を抑制できたが、活性化

領域の増強は阻止できなかった。一方で、MLA の皮

質内投与では、ニコチンによる最大活性強度や活性

化領域の増強をほとんど阻害しなかった。 

CF 音および非 CF 音誘発性活性におけるニコチン

の影響について、5 kHz（非 CF）音誘発性最大活性部

位の蛍光強度の変化は、20 kHz（CF）音誘発性最大

活性部位とほとんど変わらず、CF と非 CF を逆のパ

ターンにしても同様の結果となった。 

また、ニコチンが、非一次聴覚皮質である AAF と

AII の音誘発フラビン応答に影響を与えるかどうか

を検討すると、5 kHz 音で誘発された AAF と AII に

おいて、最大強度が増強し、AI 同様の経時的な変化

が見られた。ニコチンは、AI だけでなく、いずれの

皮質領域においても、非常に類似した影響を示した。

これらのデータから、ニコチンが一次および非一次

の聴覚皮質において、音による皮質神経活動を同様

に制御する可能性を示唆している。 

 

考察 

マウスに AM 音を与えたところ、聴覚皮質のフラ

ビンタンパク質蛍光強度が増加し、AI、AII、そして

AAFと推定される部位で蛍光強度の最大値が観測さ

れた。また、ニコチンによって、音活性皮質領域の

拡大もみられた。これらの結果は、ニコチン曝露は、

最大強度が増加するにつれて局所神経活動を増加さ

せ、音による活性領域を超えて、大脳皮質の広範な

活動を促進したことを示唆しており、非最適部位（い

わゆる非 CF 領域）においてもニューロン活動を強

化することを示唆している。 

DHβE および MLA を投与した実験結果から、音に

対する活性最大部位における局所神経活動によるニ

コチン性増強は、皮質内 α4β2* -nAChR を介して行

われており、また、ニコチンによる音活性化領域の

拡大は、内側膝状体（MGv）を介した視床・皮質系

伝達のニコチン性増強に依存している可能性が示唆

された。非一次領域である AII、AAF の最大活性化

領域においても、ニコチンによって優位的な増強が
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見られ、この増強は AI における増強の経時変化と類

似しているため、視床・皮質系回路を介した同様の

神経活性の増強がなされている可能性が示唆された。 

以上より、本研究では、これまで知られていたよ

うなニコチン性フィルタリングを視覚化することは

できなかったが、ニコチンが音刺激誘発性の皮質活

性に及ぼす影響の新たな知見を提示できた。非一次

領域（AII、AAF）でもニコチン性制御の影響が、一

次領域（AI）同様に強く表れることから、聴覚シス

テムの高次の情報処理においても、コリン作動性制

御が起こる可能性が示唆された。今後の展開として、

AII、AAF といった高度領域を含む複合的解析とそれ

と同時によりミクロな視点、神経細胞および微小回

路の活性化のメカニズムを知ることで、聴覚野にお

ける注意集中のメカニズムの解明がなされると期待

される。 

 

3. マウス一次聴覚野第 3/4 層における視床・皮質

系神経回路のニコチン制御 

 

背景・目的 

 ニコチンは、認知機能の強化に作用することが知

られている。たとえば、健常者の非喫煙者において、

喫煙は、ヒトの脳波（EEG）によって記録された聴覚

誘発電位を促進する[18]。また、ヒトを含む哺乳類の

認知および注意行動において、ニコチンが感覚認知

機能の向上に深く関わっていることも知られている

[19-20]。感覚認知機能におけるニコチン性増強のメ

カニズムは未だ明らかにされていないが、感覚フィ

ルタリング（Sensory filtering）機構がそのメカニズム

の解明に重要な手がかりとなる可能性がある。これ

は特異的な情報を抽出し、非特異的な情報を減らす

機能であるが、nAChR を介したコリン作動性システ

ムが重要な役割を果たしていると考えられている

[19,21-23]。 

AI は、音の周波数特異的な活性領域が存在してい

ることが知られているが、視床の MGv においてすで

に周波数地図が存在し、AI 第 3/4 層で最もチューニ

ングが行われていることが知られている[23-24]。こ

のチューニングは、情報処理機能の結果として考え

られているが、そのメカニズムとして、音刺激によ

って誘発される皮質内の抑制性細胞を介したフィー

ドフォーワードな抑制性入力、また同層内の興奮性

細胞の入力によって、より特異性の高い応答が可能

となることが報告されている[25-27]。実際に、皮質

内の興奮性細胞、および抑制性細胞への視床・皮質

系入力がどのように行われているかの実験もなされ

ているが[28-29]、これらの聴覚情報処理機構に、

nAChR がどのように関わっているかは明らかにな

っていない。 

近年の in vivo 電気生理学の実験では、急性のニコ

チン投与が、AI の CF 音誘発反応を増強し、非 CF 音

反応を減少させることがわかった[11]。この結果は、

聴覚反応の感受性は、視床・皮質系回路においての

伝達の増強（特異的情報）と皮質間での伝達の減少

（非特異的情報）が同時に起こることで変わってく

ることが示唆される。聴覚皮質内で記録されたこれ

らのニコチンの効果は、皮質内のニコチン性活性の

複合的な作用であり[30-31]、と同時に、皮質下ニュ

ーロンにおけるニコチン性制御の関与も示唆されて

いる[31-34]。 

以上より、nAChR の挙動は興奮性細胞のみならず、

抑制性介在ニューロンを含んだ皮質回路内でも大き

な役割を果たすと示唆されるが、ニコチン性フィル

タリング機構においては、抑制性介在ニューロンの

関与は不明である。本実験で、音誘発性のニコチン

性活性作用において、抑制性介在ニューロン、特に

情報処理に関わるとされる FS 細胞への関与の可能

性を検討し、TC slice を用いて、視床・皮質系経路上

を電気刺激し、誘発される興奮性後シナプス電流

（EPSC）および抑制性後シナプス電流（IPSC）を測

定し、またそれによって興奮性細胞の出力（活動電

位）にどのような変化が起こっているか検討した。 

 

材料・方法 

C57BL/6J系統および GAD67-GFPノックインマウ

スである ICR.Cg-Gad1<tm1.1Tama>系統のマウスを

使用した。生体内における局所電場電位記録（LFP）

においては、C57BL/6J 系統の生後 26-30 日の雌マウ

スを使用した。ウレタンとキシラジンを腹腔内投与

で麻酔した後、聴覚皮質における周波数地図を特定

し、CF 部位を決定した。皮質表面から 300-400 µm ま

で電極を挿入し、音誘発性の安定した LFPを得た後、

ニコチン（2 mg/kg フリーベース）を腹腔内投与した。

CF 音誘発 LFP は、3 分間隔で 60 分間記録した。 

ホールセルパッチクランプ実験においては、まず、

イソフルランで麻酔したマウス（雌 C57BL/6J 系統お

よび雌 ICR 系統、いずれも生後 26-30 日）を断頭し、

先行研究同様に、視床の MGv から AI への投射を含

む視床・皮質系スライス（400-500 µm）を準備した。

ホールセルパッチを行うガラスピペット（3-7 MOhm）

は、以下の組成の内液を満たして使用した、140 mM 

K-gluconate, 10 mM KCl, 2 mM Mg-ATP, 0.5 mM Na2-

GTP, 10 mM Phosphocreatine, 10 mM HEPES, 0.5 mM 

EGTA, 0.3-0.5% Biocytin（pH 7.28-7.32）。EPSC-IPSC

バランスを観察する実験では、140 mM CsMeSO3, 10 

mM CsCl, 2 mM Mg-ATP, 0.4 mM Na2-GTP, 10 mM 

Phosphocreatine, 10 mM HEPES, 0.5 mM EGTA, 2 mM 

QX-314 （細胞膜非透過性 Na＋チャネル阻害剤）, 0.3-

0.5% Biocytin（pH 7.28-7.32）の内液を用いた。ホー

ルセル記録は、皮質表面から 30-40％以内に位置する

第 3/4 層の細胞を微分干渉顕微鏡（IR-DIC）でモニ

ターしながら、適切な細胞を探索した。抑制性細胞

のホールセル記録においては、青色の励起光で励起

させ、緑色の蛍光をモニターすることで、GFP 陽性

細胞を特定することができるため、IR-DIC で細胞の

状態を見ながら、並行使用して探索した。細胞の内

在特性（活動電位や入力抵抗など）は、矩形電流注

入によって取得した。視床・皮質間の求心性線維の

刺激をするために、平行双極性電極を上視床放線

(Superior thalamic radiation, STR)をまたいで置いた。

FS 細胞における TC 誘発性の単一シナプス EPSC 記

録に関する実験では、単一シナプス性だと予測され

る EPSC を、最も小さい刺激で特定した。活動電位
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記録におけるニコチン投与は、exciting ACSF に溶か

したニコチン（1 µM）を、灌流投与している exciting 

ACSF から切り替えた。皮質内への局所投与に関し

ては、30 ゲージの針をマニュピレーターに固定して

操作した。ACSF（もしくは exciting ACSF）とニコチ

ン（0.3 µM）の入った２つのシリンジを用意し、重

力供給方式で局所的に投与した。 

 

結果 

In vivo の LFP でニコチンの影響を検討すると、CF

音誘発性 LFP の増強と共に、CF 音応答の変動が減

少することがわかった。一方で、非 CF 音に対する応

答は、変動が変わらない状態で減少した。これらの

ことから、ニコチンが音誘発性応答に対して、神経

活性の変動、つまり同期化を制御すると共に、同期

化以外での応答の減弱を行うことが示唆された。In 

vitro スライスの実験では、TC 線維が束になって通

っている STR を電気刺激し、FS 細胞でホールセル

パッチクランプを行い、皮質内へ局所的なニコチン

投与を行うと TC 入力の減少が見られ、これまでの

興奮性細胞へのニコチン性制御とは逆の制御が行わ

れていることが示唆された。加えて、TC input によ

る興奮性・抑制性入力のバランスにおいては、ニコ

チンによって興奮性入力・抑制性入力共に減少する

傾向がある一方で、興奮性入力を優位にするような

バランスを生み出した。しかしながら、興奮性・抑

制性細胞のダブルホールパッチクランプの実験にお

いて、興奮性細胞に投射する直接的な IPSC の有意な

減少は確認されなかった。興奮性細胞における TC誘

発性の活動電位はニコチンで減少したことから、ニ

コチンが TC 入力の増強と、皮質回路内での活性減

少、さらに活性減少の割合を制御し、興奮性優位に

する役割を担っている可能性が示唆された。これら

のことから、ニコチンがこれまで考えられていた神

経活性増強よりもむしろ、皮質内神経回路の活性を

限定的にすることで、興奮性入力をより優位に立た

せる働きを持たせている可能性が示唆された。 

 

考察 

 本研究では、AI の第 3/4 層におけるニコチン性制

御について、抑制性細胞、特に FS 細胞における制御、

および興奮性細胞を含む神経回路への制御の検討を

行った。第 4 層の興奮性細胞における FS 細胞誘発性

の IPSC への直接的な制御はほぼないと考えられる

ものの、TC 経路における抑制作用があると示唆され

た。フィードフォーワード経路の観点からみると、

皮質内回路の活性を促す作用があると考えられるが、

興奮性細胞における TC 誘発性の活動電位はむしろ

減少する結果となった。しかしながら、TC誘発性の

興奮性・抑制性入力を分けて解析すると、興奮性・

抑制性共に活性化増加のある細胞と減少傾向にある

細胞があり、ニコチンの制御が細胞依存的である可

能性が高まった。このような結果から、ニコチン性

フィルタリング機構は当初の仮説であった、抑制性

細胞によるものである可能性はあるものの、その制

御機構は興奮性細胞種もしくは神経回路依存的な可

能性があり、さらなる検討を要する必要がある。 

4. 結論 

本研究において、マウス聴覚野におけるニコチン

性制御について、以下の結果が得られた。まず、フ

ラビンタンパク質イメージングからは、ニコチン性

フィルタリングのような結果を見出すことができな

かったが、ニコチン投与により、AM 音誘発性フラ

ビンタンパク質蛍光応答が、α4β2*-nAChR を介して

増強されること、また、活性化の伝播は、皮質内

nAChR 非依存的に増強され、別のシステムが関与し

ている可能性があることを見出した。加えて、AII や

AAF といった非一次領域においても、AI 同様に蛍光

強度増強が引き起こされていることが分かり、ニコ

チンの大規模かつ強力な活性増強制御が観察された。 

また、電気生理学的実験においては、ニコチンの

FS 細胞からの興奮性細胞への直接的な制御はなか

った一方で、FS 細胞における TC 誘発性の EPSC の

伝達効率は減少しており、TC誘発性フィードフォー

ワード抑制の減少が示唆された。しかし一方で、TC

誘発性の活動電位が抑制されてしまうことが分かり、

細胞によって興奮性・抑制性共に増加、もしくは共

に減少していることが分かった。一方で、増強、も

しくは減少のバランスはいずれも興奮性に偏ってく

ることも分かった。これらは細胞特異的、もしくは

回路特異的なニコチン性制御がある可能性が示唆さ

れる。 

以上のことから、結論として、マウス AI における

ニコチン性フィルタリング機構は、第 3/4 層におけ

る細胞もしくは回路依存的な制御の結果である可能

性があり、フラビン蛍光イメージングではとらえら

れないほど緻密な機構であることが示唆された。今

後は細胞種依存的な活性の違いがある可能性も考慮

しながら、ニコチン性フィルタリング機構の解明に

向けて、in vivo パッチクランプなどを用いた実験が

必要となってくる。 
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