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研究成果の概要（和文）：神経回路形成や軸索再生を担う成長円錐の先端では、アクチン細胞骨格の伸長によっ
て形質膜が押され、軸索伸長の駆動力が生じる。本研究では、超解像顕微鏡による成長円錐の３次元蛍光像の取
得により、成長円錐表面から垂直方向に伸びる非接着性のフィロポディアを発見した。そのフィロポディアには
軸索ガイダンス受容体のニューロピリン-1が脂質ラフト依存的に集合し、１分前後で伸長と退縮を繰り返す様子
が見られた。この非接着性のフィロポディアは細胞外空間に向けて積極的に受容体を配置し、水溶性リガンドを
効率的に捕捉することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Growth cones are essential for proper neural circuit formation and axon 
regeneration. At the leading edge of the growth cone, the plasma membrane is pushed by the 
elongation of the actin cytoskeleton, which generates the driving force for axon outgrowth. In this 
study, we found non-adhesive filopodia extending vertically from the surface of the growth cones by 
three-dimensional observations using super-resolution microscopy, 3D-SIM. The filopodia showed lipid
 raft-dependent accumulation of neuropilin-1, an axon guidance receptor, and repeated elongation and
 retraction within a minute. The growth cone could actively recruit receptors toward the 
extracellular space through the filopodia elongation, suggesting that they efficiently capture 
soluble ligands.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 成長円錐　アクチン　超解像顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
走化性に特化した成長円錐は非神経細胞に比べると非常に小さく、これまで正確な３次元画像の取得が難しかっ
た。本研究ではxy平面だけでなく、z軸方向でも共焦点レーザー顕微鏡の約２倍の分解能をもつ構造化照明法に
よる超解像顕微鏡（3D-SIM）を使い、成長円錐表面の微小突起が走化性に重要な役割を果たしている可能性を初
めて示した。非神経細胞では同様の構造がいくつか報告されており、細胞構造の精密な３次元可視化によって新
たなメカニズムの解明につながることが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 神経回路形成時と神経再生時には、軸索の先端に走化性をもつ成長円錐が形成されて、軸索を
正しい標的へと先導する。成長円錐の先端では、アクチン細胞骨格の伸長によって形質膜が押さ
れ、軸索伸長の駆動力が生じる（図１）。申請者はアクチン骨格の伸長と同時に先導端で形質膜
の取込みが生じることを発見し、その過程が軸索伸長に必要であることを示した（Cell Rep, 
2017）。しかし、先導端からの積極的な形質膜取込みが軸索伸長に作用する仕組みは未解明のま
まであった。 
 

図１ 成長円錐の先導端で生じるエンドサイトーシスとアクチン細胞骨格の関係 
 
 
２．研究の目的 
 成長円錐の先導端における F-アクチン、軸索ガイダンス受容体、エンドサイトーシス関連分
子の３次元分布を可視化することで、アクチン依存性エンドサイトーシスと軸索ガイダンスの
関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 神経芽細胞種 NG108-15、およびマウス初代培養大脳皮質ニューロンを用いて、成長円錐の F-
アクチンをファロイジン、または mCherry-actin で標識し、構造化照明法による超解像顕微鏡
（Zeiss ELYRA S.1）で蛍光画像を取得した。軸索ガイダンス受容体のニューロピリン１はモノ
クローナル抗体（R&D Sysyems, #AF566）、または Nrp1-GFP 発現ベクターで可視化した。成長円
錐に発現させた SuperNova-コフィリンを 595nm の LED 照明（Thorlab Japan）を照射してコフィ
リンの不活性化を行った。GFP-Sema3a は HEK-293T 細胞にトランスフェクションし、その培養上
清を成長円錐に投与することで、成長円錐表面に結合する Sema3a を検出した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）成長円錐の垂直方向に伸びる非接着性フィロポディアの発見 
 
 超解像顕微鏡 3D-SIM でファロイジン染色した成長円錐を 110 nm ごとに断層撮影すると、F-
アクチンは成長円錐の非接着面側に沿ってアクチン束（マイクロスパイク）を形成していた。全
反射照明蛍光(TIRF)による観察、および膜骨格タンパク質 4.1N と F-アクチンの２重免疫染色の
結果から、成長円錐の F-アクチンが接着面ではなく、非接着面の形質膜に沿って分布すること
が分かった（図２）。非接着面の F-アクチンは先導端に向かって伸びるだけでなく、短い微小突
起（フィロポディア）を多数形成していた（図２）。この非接着性のフィロポディアの多くは成
長円錐の中心領域との境界に近い周辺領域で検出され、先導端に対して 10～90 度の角度で伸び
ていた。GFP-アクチンによるライブイメージングにより、非接着性のフィロポディアは約１分前
後で伸長と退縮を繰り返すことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図２ ファロイジン染色した成長円
錐の 3D-SIM 像 
基底面からの高さで色付けされてい
る。黄色と赤色が非接着性のフィロポ
ディア。スケールバーは 2 μm。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）非接着性フィロポディアはコフィリンによってターンオーバーが促進されている 
 
 成長円錐の形態を維持しているアクチン束（マイクロスパイク）と非接着性のフィロポディア
に含まれるアクチン結合タンパク質の比較を行った。アクチン重合を促進する NPFs 
(nucleation-promoting factors) の １ つ で あ る VASP (Vasodilator-stimulated 
phosphoprotein)はマイクロスパイク先端と同じく非接着性フィロポディアの先端にも局在した。
アクチン重合阻害剤のサイトカラシンD投与によって、先導端のアクチン重合端に結合するVASP
を強制的に解離させると、直ぐに成長円錐内で非接着性フィロポディアに似た、多数の VASP 局
在と F-アクチン集積が検出された。アクチン束化因子のファシンはマイクロスパイクよりも約
10%程度多く、非接着性フィロポディアに集積した。一方、アクチン切断因子のコフィリンは非
接着性フィロポディアに先導端よりも約 2.5 倍多く存在していた（図３）。 
 非接着性フィロポディアの形成にコフィリンが寄与していることを確かめるため、光刺激で
コフィリンを不活性化できる SuperNova-コフィリンを成長円錐に発現させた。赤色光を照射す
ると、非接着性フィロポディアの数が約３倍に増加した。この結果は、コフィリンが非接着性フ
ィロポディアを構成する F-アクチンのターンオーバーを促進していることを示唆している。 

 
図３ 非接着性フィロポディアにおけるコフィリンの局在     スケールバーは 2 μm。 
 
（３）非接着性フィロポディアには軸索ガイダンス受容体のニューロピリン-1 が集合し、効率
的なリガンド捕捉を行う 
 
 抗体による免疫染色で非接着性フィロポディアに局在する軸索ガイダンス受容体の探索を行
った。ニューロピリン-1 の抗体は非接着性フィロポディアを明瞭に染色した（図４）。ニューロ
ピリン-1 は先導端領域と比較して、100 倍近く非接着性フィロポディアに集積していた。このニ
ューロピリン-1 の局在は、コレステロール除去剤のメチルβシクロデキストリンによって阻害
されたため、脂質ラフト依存性である可能性が高い。 
 GFP-Sema3a を含む培養上清を成長円錐に投与したところ、非接着性フィロポディア上に結合
した Sema3a が検出された。これらの結果から、成長円錐がニューロピリン-1が集積した非接着
性フィロポディアを頻繁に伸長を繰り返すことで、水溶性リガンドである Sema3a を積極的に捕
捉することが示唆された。加えて、非接着性フィロポディアにはエンドフィリン介在性エンドサ



イトーシスの関連分子が高頻度で集合しており、脂質ラフト依存的にニューロピリン-1 受容体
を回収する可能性も示唆される。 
 
 
 

 
図４ 非接着性フィロポディアにおけるニューロピリン-1(Nrp1)の局在 
スケールバーは 2 μm。 
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