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研究成果の概要（和文）：成長円錐の静止画像を明確に獲得する方法論を確立した。現時点では、培養系で20分程度で
画像を取得することができ、明瞭な3D画像が得られた。これは初代培養系（マウス大脳皮質）および神経系株細胞(PC1
2, NG108)で成功した。Z軸方向での盛り上がりは正確にとらえられ、大多数が非対称であった。成長円錐の表面のくぼ
みのクラスターは培養72時間後の成長円錐で最も顕著となり、成長円錐の構造上は非対称であって通常は片側、すなわ
ち伸びて曲がっていく方向で顕著となることが推測された。

研究成果の概要（英文）：We postulated the observation methods of the growth cone using the novel scanning 
microscopy called scanning ion-conductance microscopy (SICM). At least for 20 min, we could obtain the cle
ar micrographsof the growth cone both in the cortical neurons and in NG108-15 cells using SICM. We observe
d the clusters of the small pits on the surface of the growth cone. These structures were maximally observ
ed after 3 days from the culture. They were asymmetrically distributed, namely, they were concentrated on 
the only one side of the growth cone.  
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１．研究開始当初の背景 
 
成長円錐は神経回路形成に決定的に重要

な装置である。この運動性に富んだ構造が神
経細胞の先端に形成され、正しい経路に沿っ
て伸長する。その機構を明らかにするため、
申請者はプロテオミクスを用いて、成長円錐
の機能を特徴づける分子群を明らかにした
(Nozumi, Igarashi, et al. PNAS, 2009)。し
かし、これらの分子が成長円錐構造のどこに
局在するかを解明しなければ機能的な説明
は困難であるため、特に成長円錐の 3 次元的
な構造に興味を持った。また、軸索ガイダン
スとの関係で成長円錐の構造非対称性（伸び
る方向に、細胞内の構造が左右非対称に分布
して伸長する）が仮説として提唱されたが、
これも 3次元的な微細形態による実証がなけ
れば、水掛け論に過ぎない。このような状況
下で、たまたま申請者の所属機関に、細胞の
3 次元超微形態が測定可能で、侵襲性がほと
んどない新規デバイス「イオン伝導顕微鏡
(scanning ionic conductance microscopy; 
SICM)」が貸与され、試行で同装置による成
長円錐の形態を観たところ、多数のクレータ
ー（陥凹）のクラスター、および Z 軸方向の
盛上りが、明らかに非対称性を示すと考えら
れた。これは従来の光学顕微鏡では、共焦点
レーザー顕微鏡などでも全く見えない構造
で、成長円錐構造非対称性が 3 次元的に作ら
れることを実証する最大の機会と考えた。 
国内外を通じて、成長円錐の 3 次元的構造は
哺乳動物の中枢ニューロンでは全く研究が
なく、本装置は新規のデバイスであるため、
3 次元構造に基づく非対称性の証明、という
成長円錐機能の革新的結果が得られる可能
性があり、本課題を挑戦的萌芽研究として提
案した。 
 
２．研究の目的 
走査型プローブ顕微鏡の 1種であるイオン

伝導顕微鏡 SICM は、細胞の 3 次元構造を観
察する上で、最新鋭の最も理想的な高解像度
顕微鏡である。申請者はこの装置を用いて予
備的に検討したところ、哺乳動物中枢ニュー
ロンの成長円錐が、ガイダンス分子なしでも
非対称的な 3 次元構造を取ること、成長円錐
の一部に非対称に多数のクレーター（陥凹）
のクラスターが分布すること（このような挑
戦的な解釈しかできない画像）を見出した。
これらの知見は全く従来の光学顕微鏡画像
では見いだせない情報であり、その意義は成
長円錐の機能及び分子配置に決定的に重要
な寄与を有すると想定される。よって、その
解明のため、まだ当装置では世界的に成功し
ていないリアルタイムイメージングに挑戦
し、神経成長の機構に迫る新規イメージング
法を確立することとした。 

 
３．研究の方法 
 神経細胞の初代培養（マウス大脳皮質）、

および神経系株細胞(PC12, NG108-15)の培
養・分化系を用いて、これらの成長円錐に関
する画像取得を、SICM 法を用いて行った。観
察に関しては、120 時間までの連続的な観察
を行い、画像を取得した。またこれらの細胞
について、免疫細胞染色を行って分子の状態
を解析した。培養及び免疫染色、従来法との
成長円錐像との対比は、代表者の五十嵐が、
画像取得技術の開発は分担者の牛木が主に
推進した。 
 
４．研究成果 
1) 成長円錐の静止画像の完全取得：SICM 法
に関する成長円錐画像は研究課題開始当初、
まだ完全に確立されていなかったので、これ
を確立することにした。培養条件を設定の後、
最終的に固定標本については 20 分間以内に
完全な画像を取得することに成功した。これ
は初代培養系、培養株細胞系で形状の異なり
はあったものの、それを含めて描出できた。 
2) 成長円錐のリアルタイム画像取得：リア
ルタイムイメージングを行うために、解析を
進めた。これまで成長円錐は AFM などで直接
のスキャンニングを行うと退縮しやすく、観
察することが難しかったが、少なくとも SICM
法では基本的に画像取得が可能であった。但
し、成長円錐の運動性が速いので、形態取得
はまだ完全に満足すべき結果は得られなか
った。一方、予備的に 30℃で培養したところ、
移動の速さが抑えられて形態がよりよい結
果が得られた。 
3) 成長円錐の特異構造の解析：すでに予備
的な実験で、成長円錐に陥凹のクラスターが
形成されているのを見たが、それを詳細に解
析した。まずこのクラスターを観察できるの
はすべての成長円錐に存在しているわけで
はなく、神経成長に基づいて増加し、培養 72
時間で最大となった。これらの存在は成長円
錐の片側に局在しており、偏在性を定量する
ことが可能な画像取得ができた。 
4) 成長円錐のz軸方向の計測：計測の結果、
成長円錐の中間部分まで、約 5 um の Z 軸方
向の隆起が観察された。これは遠位部軸索か
ら連続しているため、微小管によるものと確
定された。これは従来型の、無脊椎動物や末
梢神経の成長円錐が極めて平板な構造をし
ているのに比べて大きな差異があることを
明確に示す知見であった。 
5) 神経成長の非対称性の解析：これは予備
的な解析を行って、明らかに微小管の分布は
非対称性であることが明確となった。微小管
の免疫染色を確実化する必要が残った。 
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