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研究成果の概要（和文）：発生過程で最初に分化したニューロンの軸索を誘導する分子メカニズムは不明であ
る。本研究代表者は、発生初期胚の網膜内に細胞外電位勾配が存在し、網膜神経節細胞の軸索はこの電場に誘導
されて伸長することを発見した。さらに、インテグリンが電気的軸索誘導に関与する証拠を得た。本研究では、
インテグリンのリガンド結合ドメインへの細胞外Ca2+の配位、及び、インテグリンの活性化による微小管の安定
化が電気的軸索誘導に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism for the guidance of firstborn neurons' axons during 
development remains unknown.  It has been elucidated that the extracellular voltage gradient exists 
in the embryonic retina and that the axons of retinal ganglion cells are directed by this electric 
field.  Previous studies also revealed that integrin is involved in the electric axon guidance.  The
 present study has elucidated that the binding of the extracellular Ca2+ to the ligand-binding 
domain of integrin and the stabilization of microtubules are essential for the electric axon 
guidance.

研究分野： 神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は新規な軸索ガイダンスメカニズムの提起である。これまで軸索は標的から分泌される誘引
分子の濃度勾配に誘導されて伸長すると考えられてきた。中枢神経で最初に分化するニューロンは長距離にわた
って伸長する軸索を出す。これらの軸索を誘導するメカニズムとして「長距離化学誘引分子」が想定されたが、
現在では否定され、発生過程で最初の軸索ガイダンスメカニズムは不明のままであった。本研究はこの疑問を解
明するとともに、神経再生への応用を開拓する。

※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。



１．研究開始当初の背景 

 軸索の伸長方向を決定する因子は誘引タンパクの濃度勾配と考えられてきた。しかし、発生過

程で最初に分化したニューロンの軸索は長距離にわたって伸長し、「長距離化学誘引分子」の存

在は現在では否定されている(Dominici et al., 2017)。即ち、発生過程で最初の軸索ガイダンスメ

カニズムは不明である。研究代表者は発生初期の網膜内に正の直流電位が存在し、その振幅は網

膜周辺部、特に背側部で大きく、視神経の出口となる腹側部ではゼロであり、網膜神経節細胞の

軸索伸長方向と一致する細胞外電位勾配が形成されることを発見した(Yamashita, 2013)。この直

流電位の起源は上皮型 Na+チャネルであり、これを阻害すると電位勾配が消失し、軸索走行がラ

ンダムになることを明らかにした(Yamashita, 2013:2016)。これらから、細胞外電位勾配が軸索伸

長のガイダンスキューであるという着想を得た。そこで定電場培養系を開発し、電気的軸索誘導

を起こす電場強度について報告した(Yamashita, 2015)。さらに、この定電場培養系を用いて電気

的軸索誘導にインテグリンが関与する証拠を得た。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、電場によるインテグリンの活性制御機構と細胞骨格形成機序の解明を目的とし、新

規な軸索ガイダンスメカニズムを提起することを目標とした。 

 

３．研究の方法 

 孵卵 6 日目の鶏胚網膜から、視神経乳頭より背側の部分を切り出し、網膜切片を作製した。こ

の網膜切片を、細胞外基質(Extracellular matrix, ECM)となる Matrigel®で包埋した。Matrigel®はイ

ンテグリンのリガンドであるラミニン・コラーゲンを含む。平成 27 年度に開発した定電場培養

システムを用いて 24 時間培養した。生細胞をラベルする蛍光色素(calcein-AM)を用いて、網膜切

片から腹側へ伸長する軸索を蛍光染色した。共焦点蛍光顕微鏡を用い、軸索の伸長を蛍光強度か

ら定量的に解析した。 

 

４．研究成果 

1) 抗インテグリン抗体の濃度と電気的軸索誘導との関係： 

 鶏インテグリン1サブユニットに対するモノクローナル抗体であるTASCとW1B10の効果を、

10 g/mL から 200 g/mL の濃度範囲で解析した。TASC と W1B10 は、電気的軸索誘導を有意に

促進した。両者とも 100 g/mL の濃度で最大の効果が認められた。W1B10 は TASC よりも低い

濃度(50 g/mL 以下)から電気的軸索誘導に対する促進効果がみられた。TASC の結合するエピト

ープは膜貫通ドメインに近い部位であり、TASC はリガンドが結合したオープンコンフォメーシ

ョン時に結合してインテグリンのクラスター形成を促進すると思われた。一方、W1B10 のエピ

トープはリガンド結合ドメインと想定され、リガンドとの親和性を一様に低下させることにより

微小管のダイナミックな成分を増加させ、軸索先端部の成長を促進すると推察された。 

2) 細胞外 Ca2+の役割の解明： 

 インテグリンのリガンド結合ドメインには、"ADMIDAS"と呼ばれる Ca2+配位部位が存在し、

Ca2+が配位するとリガンドとの親和性が低下し、インテグリンとリガンドとの結合が抑制される。

Mn2+が存在すると"ADMIDAS"に Mn2+が配位し、インテグリンは高親和性の構造に固定される。

Mn2+ (500 M)を培養液に添加すると電気的軸索誘導が消失した。この結果から、電気的軸索誘



導には、細胞外 Ca2+の"ADMIDAS"への配位によるインテグリンの抑制的制御がキーであること

を明らかにした。 

3) 超高倍率共焦点蛍光撮像システムの構築： 

 ECM に含まれるラミニン・コラーゲンにインテグリンの頭部が結合する。その位置は細胞膜

から約 30 nm の領域である。この領域における Ca2+動態を可視化するために、超高倍率共焦点

蛍光撮像システムを構築した。光路に中間変倍レンズを 2 カ所で挿入し、撮像カメラの一画素の

受光領域が 14.4 nm x 14.4 nm の倍率を得た。 

4) 視神経形成におけるインテグリンと電場の役割の検証： 

 網膜神経節細胞の軸索は網膜に内在する電場に誘導されて視神経乳頭へ集合する(Yamashita, 

2013)。鶏胚網膜器官培養でこの過程を再現した。この電気的軸索誘導にインテグリンが関与す

るかを検証するために、培養液に Mn2+ (500 M)を添加した。Mn2+の添加により網膜神経節細胞

の軸索はランダムな走行を示した。この結果から、視神経形成にはインテグリンを介した電気的

軸索誘導が必須であることが明らかになった。また、培養網膜切片に電場をかけると網膜神経節

細胞の軸索は陰極側へ向かう。そこで、網膜に内在する電場の収束様式を再現し、電場を陰極側

へ向かって漏斗状に収束した。その結果、網膜神経節細胞の軸索は収束し神経束を形成した。 

5) インテグリンの活性化と微小管形成に関与する細胞内シグナル伝達系の薬理学的解析： 

 微小管結合タンパク(MAP1B)をリン酸化する酵素(GSK3)の抑制剤(LY2090314)の効果を解析

した。MAP1B が GSK3によりリン酸化されると微小管は安定化型から非安定化型へ変化する。

電場をかけない場合、低濃度(2.5 nM, 10 nM)の LY2090314 は網膜神経節細胞の軸索伸長を促進

し、高濃度(50 nM)では抑制した。LY2090314 の存在下では電場の作用が消失した。これらの結

果は GSK3による MAP1B のリン酸化が電気的軸索誘導に必須であることを示唆する。低濃度

の LY2090314 は安定化型微小管を増加させ、軸索の本幹部分の伸長を促進すると考えられた。

高濃度の LY2090314 はダイナミックな非安定化型微小管を過度に減少させ、ダイナミックな微

小管の役割である軸索先端部におけるアクチン線維との結合が抑制され、軸索先端部の成長が抑

制されると考えられた。次に、Akt の活性化剤(SC79)の効果を解析した。Akt はインテグリンに

より活性化され、GSK3をリン酸化することにより GSK3を抑制する。SC79(25 M)は軸索伸長

を促進し、電場の作用を消失させた。この結果から、インテグリンはAktの活性化を介してGSK3

を抑制すると考えられた。さらに、ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ(PI3K)の阻害剤であ

る Omipalisib の効果を解析した。PI3K はインテグリンにより活性化され Akt を活性化する。低

濃度(2.5 nM)の Omipalisib は軸索伸長を促進し、電場の作用を消失させた。さらに濃度を上げる

と(10 nM, 100nM)、軸索は過度に伸長した。PI3K の活性化は微小管の安定化に必要であり、非

安定化型微小管が過多になると軸索先端部が過度に成長すると考えられた。 
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