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研究成果の概要（和文）：生きたヤリイカ・スルメイカ等を用いて活イカの水温調節可能な専用水槽内にて低温状態に
鎮静し、in vivo巨大軸索観察法を確立し、蛍光色素注入法の確立した。神経軸索圧迫や巨大軸索瘻孔形成後の変化の
観察実験を行った。二光子顕微鏡を用いることで巨大軸索全周の観察が可能であることが明らかとなった。clampによ
る巨大軸索神経損傷変化とclamp解除による再疎通後の神経再結合を模した機能回復過程の形態学的・電気生理学的観
察および切断後の軸索変化を観察した。軸索変性が最長30分までのclampでは生じないことを確認できた。

研究成果の概要（英文）：We controlled squid body under a low temperature. Aster established giant axon in 
vivo model, we investigated and invented new dye injection method to giant axon.We performed the study 
about clamp of giant axon. We confirmed that axonal recover was occurred up to 30 minutes after clamping.

研究分野： 形成外科
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１．研究開始当初の背景 

 

癌などの腫瘍切除後、マイクロサージェリー
技術を用いて神経吻合・神経移植・血管付き
神経筋移植などを行っている。しかし神経再
生に関しては人間本来の回復能力に依存し
ている。このため、 

Ⅰ)神経再生までに一般的に数カ月かかり、効
果器である筋などは再生神経到達前に萎縮
してしまい本来の機能回復を得られない。Ⅱ)

神経軸索再生時に神経瘢痕が生じ再生軸索
数が制限される。 

様々な神経再生誘導因子が報告されている
が、臨床において現状を打破するには至って
いない。そこで発想を転換し、神経の軸索変
性が不可逆的に生じる前に、軸索の末梢側を
中枢側の神経細胞と再接合し、軸索輸送を再
生させることで即時神経機能再生が行える
のではないかと本研究を発想するに至った。 

 

２．研究の目的 

Waller 変性する前に切断された神経軸索を
どのようにつなぐか？その突破口は“細胞融
合法”にあると考えた。(Fig 1)この分野に関
しては、1986 年 Bittner らにより in vitro で
crayfish の軸索を切断後、ポリエチレングリ
コールを用いて融合を行った報告がある。
(Brain Research,1986: 5 351-55 ) また
2000 年 Shi らは、ポリエチレングリコール
を用いた神経傷害修復を報告した。 (J 

Neurocytol 2000 29(9):633-43）さらに 2010

年に Wesley C. Chang らが in vitro にて
Axon microelectrofusion 法を報告し、2 本の
axon を交叉融合した。(Wiley Interdiscip 

Rev Nanomed Nanobiotechnol. 

2010 ;2(2):151-61) 

こういった先進的研究が始まりつつある現
在、軸索再建の可否について臨床的な知識と
ともに基礎研究を行っていく段階にあると
考えた。 

 

３．研究の方法 

このため、軸索蛍光リアルタイムイメージン
グ法を確立し、イカの巨大軸索を、in vivo

で直視下に巨大軸索をクランプし、蛍光イメ
ージング法と電気生理学的手法を用いてク
ランプ後の変化を検討することした。 

イカの巨大軸索は 1909 年 Weiss が初めて報

告し、その後 1930 年代に Young らによって
詳しい研究がなされた。(Fig2)  
特に電気生理学的実験においては Hodgkin 
と Huxley が巨大軸索を用いたイオン電流研
究で電気生理学分野を発展させ 1963 年にノ
ーベル賞を受賞している。 

 
しかし現在イカを用いた実験はほとんどな
されていない。理由はイカの飼育が困難であ
ったため、実験が ex vivo で軸索を切り出し
て行う軸索膜の研究であり、本当の意味での
神経細胞の研究でなかったことが原因と考
えられる。これに対して我々は、世界で初め
てヤリイカの in vivo神経実験法を確立し報
告してきた。（2010年第 25回 神経組織の成
長・再生・移植研究会学術集会 in 大阪）
(Fig2) 

 
イカの軸索は直径 0.8mm前後と巨大であるた
めイカの軸索内部を容易かつ詳細に確認す
ることが可能となる。（Fig3）また in vitro
におけるイカ神経の電気生理学的手法およ
びデータは過去に多くの研究者による蓄積
がある。このイカ巨大軸索を用いた実験を in 
vivoで行うことにより、一本の軸索が Waller
変性を起こさず軸索機能を回復する過程を
リアルタイムに経時的に追跡できる。イカ巨
大軸索を in vivoで clamp後再開通させ、神
経トレーサーによる軸索輸送変化の観察お
よび電気生理学的に軸索機能回復過程を観
察することにより、軸索再構築を確認し、“軸

Fig2: in vivo 神経軸索実験 

Fig 3: イカ巨大軸索 



Fig4：イカ半身麻酔 

索融合”への道筋をつけることで、いままで
成し遂げられていない即時神経回復の新し
い神経治療が開発できると考えた。 
 
活イカを水温調節の可能な専用水槽内にて
低温状態で鎮静し神経ブロックによる半身
麻酔を行った後、（Fig4） 
背側より巨大軸索を露出させ,  (John R. 
Bower, Yasunori Sakurai et al ; 
Aquaculture, 1999 170(2),127-130) In vivo
で実験を行ってきたが、予期しなかったイカ
の疼痛（侵害受容反応）コントロールに関し
ての検討を行い、イカの新しい麻酔法（神経
節ブロック）を確立した。（2013年 11月形成
外科学会基礎学術集会 in 新潟）（Fig 4） さ
らに詳細なイカ神経軸索走行の解析も行い、 
電気生理学的手法の確立を行った。 

またリアルタイムに in vivo で一本の神経細
胞の軸索内輸送の動向を観察する手法をよ
り洗練化するため、蛍光色素を用いてミトコ
ンドリア染色を行う実験手法を開発するこ
ととした。この電気生理学的手法と蛍光色素
によるリアルタイム軸索湯用観察手法を獲
得したのち、神経細胞の作動による機能をも
同時に観察することとした。まずはコントロ
ールデータを取得したのち、巨大軸索を圧迫
することによる、neurapraxia の状態を作成
し、またイカ巨大軸索におけるＷaller 変性
がどのように起こるかを継時的観察を行っ
た。  
４．研究成果 
生きたヤリイカ・スルメイカ等を用いて活イ
カの水温調節可能な専用水槽内にて低温状
態に鎮静し、まずは詳細なイカ神経軸索走行
の解析も行い、電気生理学的手法の確立を行
った。これにより、いままで軸索を取り出し、
数時間で軸索が実験に使えなくなるような
in vitro の実験系ではなく、イカが生きてい
る状態でかつ巨大軸索も完全な状態で神経
のを確認しまたそれを筋電図という運動機
能を評価する手立てを獲得することができ
た。次に in vivo 巨大軸索観察法を確立し、
蛍光色素注入法の確立した。 
軸索内輸送の確認方法の確立に関しては、
現在東京大学医学部医用生体工学講座 生
体情報学分野 浦野泰照教授 神谷真子助
教とともに蛍光プローブを用いた軸索機能

リアルタイムイメージング手法の確立に向
けて実験をおこなった。イカ軸索内の染色
についてはライソゾームの染色が可能背あ
ることが示された。(Fig 5) またさらに簡
便な mitotracker によるミトコンドリア染
色がイカ巨大軸索内のミトコンドリアにお
いても可能であることが分かったため、こ
れを用いて in vivo にて注入を行い、ミト
コンドリアの順行性および逆行性輸送につ
いて輸送速度を含めて確認することが可能
となった。また二光子顕微鏡を用いることで
巨大軸索全周の観察が可能であることが明
らかとなった。コントロールデータを取得
したのち、神経軸索圧迫や巨大軸索瘻孔形成
後の変化の観察実験を行った。(Fig 6) 

 
 

 
 
 
マイクロクリップにて直接圧迫を行った。一
定時間後にクリップを取り外し軸索機能回
復過程を電気生理学的手法および解剖学的
手法を用いて解析をおこなった。また巨大軸
索に孔を開け神経損傷後の経時的変化も同
様の手法を用いて検討した。clamp による巨
大軸索神経損傷変化と clamp解除による再疎
通後の神経再結合を模した機能回復過程の
形態学的・電気生理学的観察および切断後の
軸索変化を観察した。軸索変性が最長 30 分
までの clampでは生じないことを確認できた。
今後、これらの実験を元に waller 変性モデ
ルを作成したのち、細胞融合法を用いた即時

Fig6：巨大軸索 clamp 

Fig5：蛍光イメージング 



再建実験を行う必要があると考える。 
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