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研究成果の概要（和文）：ラット由来の脊髄後根神経節細胞を培養し、脳由来神経栄養因子などで刺激した後、細胞を
固定し、細胞内における変化を免疫染色法により解明するとともに、原子間力顕微鏡による微細構造解析を行った。神
経節細胞内のアクチンフィラメントやリボゾーム蛋白などの分布と細胞表面の微細構造とは密接な関連があることが明
らかとなった。また、脳由来神経栄養因子の刺激により、成長円錐では局所的な蛋白合成が増強していることが確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The presence of actin filaments and ribosomal proteins in the growth cones of rat 
dorsal root ganglion (DRG) neurons and the structure of growth cones were analyzed using atomic force 
microscopy (AFM). AFM images revealed that high regions of DRG tended to be rich in actin filaments and 
ribosomal proteins P0/P1/P2 and S6 compared with low regions of DRG. BDNF (brain-derived neurotrophic 
factor) decreased the phosphorylation of eEF2 (eukaryotic elongation factor2), indicating enhancement of 
translation in growth cones. Indeed, BDNF increased puromycin signaling, which suggests increased protein 
synthesis in growth cones.

研究分野：解剖学一般（含組織学）
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１．研究開始当初の背景 

 

本研究課題の研究代表者は、これまで原子

間力顕微鏡によるヒト染色体やコラーゲン

などの生物試料の構造・機能解析の研究を行

ってきた。原子間力原子間力顕微鏡はその観

察原理に光を用いないで、探針と試料表面間

に働く力が一定となるように試料台を動か

しながら、試料表面の凹凸を画像化する。試

料の表面構造だけでなく、試料の硬さなどの

物性を測定する装置としても働くことがで

きる。この顕微鏡は工学系・材料系の分野で

は分子や原子の可視化や操作の研究におい

て盛んに利用されているが、医生物分野での

応用はまだ黎明期にあり、本研究課題の代表

者は先端的な研究の報告をしてきた。特に、

生体構造物の液中観察においては、生きた細

胞や未固定染色体を液中で可視化・動的観察

を可能にし、電子顕微鏡と同等の分解能を得

ることに成功している。本研究ではこれまで

開発した液中環境における原子間力顕微鏡

による生物試料の先端的な観察技術を、神経

細胞の成長円錐に応用することで、新たな研

究の展開を志向するものである。 

 

２．研究の目的 

  

伸長中の神経細胞の神経突起の先端に存

在する成長円錐は、手のひらをひろげたよう

な扇型をしており、神経発生や神経再生の過

程で重要な機能を有している。成長円錐が標

的細胞を見出してシナプスを形成する過程

は軸索ガイダンスと呼ばれ、神経回路網の形

成において大切な現象である。近年、成長円

錐に存在する分子、成長円錐が感受するガイ

ダンス因子、誘発因子、反発因子などが明ら

かにされ、成長円錐の運動に関わるさまざま

な分子のはたらきが解明されてきた。 

成長円錐は神経発生や神経再生の過程に

おいて活発に運動している。それには、①糸

状仮足の進展運動、②葉状仮足の遠位先端部

の進展運動、③成長円錐の全体の伸長、④神

経突起の伸長、と大きく 4段階の過程からな

っている。これらはガイダンス因子などのシ

グナルにより活性化される蛋白質や細胞骨

格の再構成も関わり進行していく。糸状仮足

はガイダンス因子に対するセンサーとして

はたらき、細胞の遊走方向を決定する役割を

担っている。葉状仮足は遊走のための足場を

構築する役割を果たしている。糸状仮足では

直線状に束となったアクチンフィラメント、

葉状仮足では網目状のアクチンフィラメン

トが形成されると考えられているが、アクチ

ンフィラメントがどのように細胞膜の形態

変化を制御しているかは、不明なところが多

い。 

本研究課題では、原子間力顕微鏡により成

長円錐の微細構造を解析するとともに、成長

円錐の動態と細胞内部に分布しているアク

チンなどの細胞骨格との関わりを解明する。

さらに、高速液中原子力顕微鏡により成長円

錐をイメージングする方法を検討し、生きた

状態で成長円錐を観察する方法を検討する。 

 

 

３．研究の方法 

 

 ラット胎児より脊髄後根神経節細胞を採

取し、トリプシン、 DNase Ⅰ処理後、

poly-L-lysine コートディッシュ上で、

8-(4-chlorophenylthio)adenosine-3’,5’

-cyclic monophosphate (CPT-cAMP)を含む培

地で 48 時間培養した。その後、CPT-cAMP を

含まない培地に戻し 1時間培養をした後、脳

由 来 神 経 栄 養 因 子 （ Brain-derived 

neurotrophic factor; BDNF）を含む培地で

30 分培養し、さらに一部の培地にはピューロ

マイシンも同時に添加した。4%パラホルムア

ルデヒドで固定後、抗 S6 ribosomal protein

抗体、抗 ribosomal P0/P1/P2 抗体、抗ピュ

ーロマイシン抗体による免疫染色を行った。

Alexa488 phalloidin でアクチンフィラメン

トの標識も行った。蛍光顕微鏡による観察を



行った後、一部は液中原子間力顕微鏡により

観察した。 

 また、脊髄後根神経節細胞の高速原子間力

顕微鏡による観察も試みた。 

 

４．研究成果 

  

神経節細胞を培養する培地に cAMP を加え

ることで軸索の伸長と成長円錐の形成の促

進が認められた。 

神経節細胞の同一標本を蛍光顕微鏡と原

子間力顕微鏡により観察することで、成長円

錐でアクチンフィラメントが多く分布する

領域では、細胞膜が隆起しその高さが高い傾

向にあることが明らかとなった。また、抗 S6 

ribosomal protein 抗 体 と 抗 ribosomal 

P0/P1/P2 抗体による免疫染色の結果、成長円

錐ではリボゾーム蛋白が共局在していると

考えられた。そして、それらの局在部位は成

長円錐の高さと関連していることが原子間

力顕微鏡による解析で明らかとなった。すな

わち、成長円錐が Z方向に高く伸びている部

分にはより多くのリボゾーム蛋白の存在が

認められた。 

 抗ピューロマイシン抗体や抗 P-eEF2

（Phosphorylated eukaryotic elongation 

factor 2)抗体による免疫染色を行ったとこ

ろ、脳由来神経栄養因子で刺激した成長円錐

においては、刺激しなかったものと比較して

抗ピューロマイシン抗体の陽性部位のシグ

ナルは増強しており、ピューロマイシンのつ

いた蛋白の合成が増強されていた。また抗

P-eEF2 抗体の陽性部位のシグナルは、刺激し

た成長円錐では低下していた。それらの結果

は脳由来神経栄養因子の刺激に応答して、成

長円錐では蛋白の合成が増強されているこ

とを示唆する。 

 脊髄後根神経節細胞の液中環境における

高速原子間力顕微鏡観察については、さまざ

まな走査条件を検討した結果、バネ定数

0.3N/m のカンチレバー（探針）を用いて、液

中での Q 値を 20－30 とし、タッピングモー

ドによって明瞭なイメージング像を取得す

ることに成功した。走査速度をイメージング

像を損なわない範囲で上昇させ、16 秒/フレ

ーム（画像解像度 256×256）の画像取得時間

で、成長円錐の液中原子間力顕微鏡像を得る

ことができた。固定標本ではあるもの高速原

子間力顕微鏡による明瞭なイメージング像

の取得のための走査条件が明らかとなった

ことから、今後生きた細胞での観察につなが

る足がかりとなる基礎データを得ることが

できた。 
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