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研究成果の概要（和文）：本研究は、Ca2+シグナリングとCa2+依存性イオンチャネルによる新しい軸索制御メカ
ニズムを明らかにすることを目的として行われた。特に、軸索に発現する電位依存性Ca2+チャネルとCa2+依存性
BKチャネルの同定と定量を目指して、種々の電子顕微鏡法による検出法の開発、軸索にイオンチャネルを局在化
させるメカニズムの探索、軸索マーカーの開発を行った。イオンチャネルの同定と定量は未だ途上であるが、局
在化のメカニズムについてはその一部を明らかにし、マーカーとして使用したアルツハイマー病タウタンパク質
の新規特性を明らかにし、その成果を学術論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to elucidate the novel regulatory mechanisms of 
axonal action potentials by calcium signaling and calcium-dependent ion channels. Particularly, we 
aimed to develop new methods to identify and quantify axonal ion channels using various microscopy 
techniques including electron microscopy and super-resolution microscopy, to study how ion channels 
localize to the axon, and to develop reliable markers of the axons. We have obtained results 
indicating molecular mechanisms of ion channel localization and new properties of an axonal marker, 
tau protein, which is a causative factor of Alzheimer's disease. 

研究分野：神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、新しい神経メカニズム「軸索可塑性」の基盤になると考えられる軸索Ca2+シグナリングとその生理学
的役割を明らかにすることを目的として行われた。軸索Ca2+シグナリングの役割が明らかになれば、神経細胞の
計算能力やネットワークの特性をより深く理解することができる。また、本研究で開発した、電子顕微鏡及び超
高解像顕微鏡を用いた軸索イオンチャネル検出法は、これまで困難であった軸索研究に道を開くものである。さ
らに、軸索タウタンパク質は、アルツハイマー病の原因因子であり、正常神経細胞での動態が明らかになったこ
とにより、正常から病態へのタウの変容を、これまでより詳細に検討することができるようになる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
神経軸索、特にミエリン化された有髄軸索は、樹状突起で集約された情報を活動電位として信
頼性高くシナプスに伝えるケーブルとして捉えられてきた。これは、可塑的に機能を変化させ
る樹状突起や神経終末と比べると、非常に静的な捉え方である。しかし最近、軸索起始部にお
いては、神経細胞の活動に伴って構造と機能がダイナミックに変化し、神経興奮を変化させる
ことが報告された（Kuba et al., 2010, Nature; Grubb and Burrone, 2010, Nature）。また海
馬歯状回細胞の無髄軸索においても、活動電位の波形がグルタミン酸の局所投与により制御さ
れうることが示されている（Sasaki et al., 2011, Science）。これらの知見は、軸索において、
活動電位伝搬が ダイナミックに制御されることを示唆しており、神経細胞の情報処理を考える
上で、軸索可塑性についても考慮することが不可欠になりつつある。 
 一方、我々は独自に、小脳プルキンエ細胞の有髄軸索において、Ca2+チャネルおよび Ca2+

依存性 K+チャネルである BKチャネルが、活動電位の発生と伝搬を制御していることを見出し
た（Hirono et al., 2015, J. Neurosci.、科研費萌芽研究の成果）。この結果は、軸索起始部や無
髄軸索のみでなく、有髄軸索においても神経シグナルのダイナミックな制御が行われる可能性
を示唆している。しかし、Ca2+依存性 K+チャネルが実際どのように軸索活動電位を制御してい
るのか、また、このような軸索活動電位制御メカニズムがいかなる生理的意義を持つのかなど、
重要な疑問が数多く残されている。そこで本研究では、この BKチャネル軸索活動電位制御メ
カニズムに焦点を当てることで、細胞内 Ca2+と Ca2+依存性 K+チャネルによる軸索制御の理解
を深め、軸索 BKチャネルを特異的にノックアウトする手法を確立し、このメカニズムの生理
的意義を明らかにしていくことを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、以下の３つの点について明らかにすることを目指した。 
（１）有髄軸索におけるイオンチャネルの密度を計測し、Ca2+依存性 K+チャネルによる軸索内
活動電位制御シミュレーションを構築する。これによりプルキンエ細胞軸索における活動電位
制御メカニズムの詳細を明らかにする。 
（２）BKチャネルをランビエ絞輪付近に局在化するメカニズムを明らかにする。 
（３）軸索 BKチャネルを特異的に阻害するマウスの作成と解析を行い、このメカニズムの生
理的意義を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、Ca2+依存性 K+チャネルによる軸索興奮性制御メカニズムを理解し、またその生理
的意義について明らかにするために、以下の実験を計画した。 
（１）有髄軸索におけるイオンチャネルの密度を計測し、Ca2+依存性 K+チャネルによる軸索内
活動電位制御シミュレーションを構築する。 
（２）BKチャネルをランビエ絞輪付近に局在化するメカニズムの探索。 
（３）軸索 BKチャネルを特異的に阻害するマウスの作成と解析を行っていく。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）電子顕微鏡を用いた軸索イオンチャネルの検出法開発 
有髄神経はその構造上、電気生理学的な計測が困難なため、ランビエ絞輪で活動電位がどのよ
うに制御されているかを理解するためにはシミュレーションの構築が有用である。しかし、電
気生理学的に軸索イオンチャネルの密度を測定することは難しく、有髄軸索の現実的なモデル
はいまだ構築されていない。そこで本研究では、ランビエ絞輪およびその近傍のイオンチャネ
ル密度を測定し、その情報を用いてより現実的かつ妥当な有髄軸索モデルの構築を計画した。 
 イオンチャネルの密度を計測する方法として、SDS-FRL 法を用いることとした。この方法
では、凍結割断レプリカを免疫染色し、金粒子を観察するため、非常に高詳細・高感度にタン
パク質を検出・定量することができる。この方法によるイオンチャネル検出の高度な技術を持
つ、研究協力者の重本隆一博士（ISTオーストリア）の協力のもとに実験を行った。 
 しかし、脳組織の割断された面のみが対象となること、また、ランビエ絞輪がまばらに存在
することから、電子顕微鏡下でこの構造を見つけ、免疫染色像を観察することは非常に困難で
あることが予想された。実際に、これまでに SDS-FRLでランビエ絞輪の免疫染色像を観察し
た例はない。そこで、まず、ランビエ絞輪のマーカーである Casprを免疫染色し、どのような
条件で小脳白質の有髄軸索上のタンパク質を効率よく検出できるかを検討した。その結果、
Caspr 陽性のランビエ絞輪を検出することはできた（図１）。しかし、その検出効率は非常に
低かった（１／組織）。BK チャネルは小脳ではプルキンエ細胞のみに発現し、Caspr 陽性軸索



の数％にのみ検出されると予想される
ことから、この効率では難しいと結論し
た。また、BKチャネルに Ca2+を供給す
る電位依存性 Ca2+チャネルを検出・定量
するためにも、別の手法も並行して行う
こととした。 
 包埋前免疫電子顕微鏡法を用いて、ラ
ンビエ絞輪の探索とイオンチャネルの
検出がより効率的に行えるかどうかを
検討した。この方法の利点は、より大き
な体積を探索できることと、マーカーが
検出しやすいことである。プルキンエ細
胞の軸索を検出するために、マーカーで
ある calbindinとBKチャネルの検出を行
った。包埋前免疫電子顕微鏡法では、抗
体の組織への透過を促進するために、凍
結融解を行ったり、低濃度の界面活性剤
処理を行う必要がある。これによって組
織内の構造の保持状態が左右されるた
め、この条件の検討も行った。その結果、
ランビエ絞輪の構造をある程度保ち、
calbindin 陽性のランビエ絞輪でチャネ
ルの検出ができる条件を得た。今後、下
記（２）で得られた結果を元に、電子顕
微鏡下で軸索 Ca2+チャネルの検出を行
っていく。また、この方法で、小脳白質

内のランビエ絞輪検出のための最適な組織調整の方法やチャネル検出の条件が検討できれば、
それを SDS-FRL法に応用して、チャネルの検出と密度計測を行っていく予定である。 
 
 
（２）軸索Ca2+チャネルの検出。 
軸索で BK チャネルがはたらく
ためには、Ca2+の供給が必要であ
る。われわれはニッケル感受性の
電位依存性 Ca2+チャネルがプル
キンエ細胞の軸索に存在するこ
とを示唆する結果を得ている。そ
こで、どの Ca2+チャネルサブタ
イプがランビエ絞輪に発現する
かを明らかにするために、免疫蛍
光染色を行った。現時点では、
Cav2.1 と Cav3.1 の２つのサブ
タイプがプルキンエ細胞軸索に
発現することを示唆する結果を
得ている（図２）。 
 また、グルタミン酸受容体チャ
ネルの一つである GluN2B が、
プルキンエ細胞軸索上のランビ
エ絞輪に局在することを示唆す
る予備的な結果を得ている（図
３）。このチャネルも Ca2+を透過
させることができるため、BKチ
ャネルに Ca2+を供給するイオン
チャネルの候補として検討を進
めていく。 
 
 
（３）BKチャネルをランビエ絞輪付近に局在化するメカニズムの探索 
BK チャネルは脳の様々な神経細胞に発現しているが、有髄軸索のランビエ絞輪付近に発現が
認められる細胞は、これまでのところプルキンエ細胞のみである。プルキンエ細胞では、BK
チャネルは細胞体と樹状突起にも発現する。すなわち、軸索に局在化する BKチャネルは、細
胞体と樹状突起にあるものとは異なるのではないかと考えられる。実際に、BK チャネル遺伝
子は多くのイントロンを持ち、さまざまな splice variantが生じることが知られている。これ

図１ SDS-FRL におけるランビエ絞輪の同定とマー
カーである Casprの染色像。特徴的な膜の凹凸と、オ
リゴデンドロサイトの形成する paranodal loop より
判別できる。 

図２ 小脳白質における Cav3.1（右）と Caspr（左）の蛍
光免疫染色像。 

図３ 小脳白質における Caspr（左）と GluN2B（右）の染
色像。Caspr陽性の paranodeの隙間部分（ランビエ絞輪）
に GluN2Bが局在化している。 



らのことから我々は、プルキンエ細胞には特殊な BK チ
ャネル splice variant が発現し、それがランビエ絞輪付
近に局在化しているのではないかと考えた。 
 そこで、alternative splicingの起こることが知られて
いるいくつかの exonに着目し、マウス大脳皮質と小脳の
間で異なる splice variant を探索した。その結果、小脳
特異的に発現する splice variantをいくつか同定した（図
４）。 
 さらに、これらの splice variant がプルキンエ細胞由
来かどうかを明らかにするために、マウス脳から小脳ス
ライスを作成し、電気生理学用のガラス電極によりプル
キンエ細胞の細胞質を吸引して集めた。このサンプルと
小脳全体のサンプルを比較することにより、上述の
splice variant がプルキンエ細胞由来であることを確認
することができている。 
 現在、この splice variant が実際に軸索局在するかど
うかを確認するための実験系を構築している。有髄軸索
が形成される培養実験系はほとんど報告されていない。
新生仔由来小脳スライス培養の系も、通常はグルア細胞
を抑制するために、ミエリン化が正常に起こるかどうか

は明らかではない。この系を改変することによって、ミエリン化が正常に起こり、BK チャネ
ルの局在化を検討できる実験系の構築をすすめている。 
 
 
（４）その他の研究成果 
軸索イオンチャネルを研究する
上で、軸索マーカーは非常に有用
である。しかし、さまざまな実験
手法、特に免疫電子顕微鏡法に用
いることのできる軸索マーカー
は非常に少ない。そこでわれわれ
は、代表的な軸索マーカーの一つ
であるタウタンパク質に着目し、
蛍光や電子顕微鏡観察に有用な
抗体の評価を行った。まず、研究
協力者である宮坂博士（同志社大
学）の作成したモノクローナル抗
体を用いて、蛍光免疫染色を行っ
た。タウは、アルツハイマー病の
原因因子であり、患者脳では高度
にリン酸化し凝集したタウが神
経細胞内に蓄積する。非常によく
研究されているタンパク質であ
るが、正常な脳内および神経細胞
内での局在は意外にもよく調べ
られていない。そこで、マウス脳
におけるタウの局在を詳細に調
べた。その結果、正常な脳ではタ
ウは軸索に局在しているが、驚く
ことに、主に無髄神経軸索に発現
し、有髄軸索ではほとんど検出されないことが明らかになった（図５）。これは全く新しい発見
であり、今後、無髄軸索に発現するイオンチャネルを研究する上で有用なマーカーとなること
が示された。また、超高解像顕微鏡法の一つである STED法を用いて軸索内のタウの局在様式
を観察した。超高解像顕微鏡法は、電子顕微鏡の代替法としてイオンチャネル発現の解析に有
用であると考えており、その実用性を検証するために、タウの局在解析をテストケースとして
行った。タウは微小管結合タンパク質の一つであり、他の微小管結合タンパク質と同様に、微
小管に一様に結合してその構造を安定化すると考えられている。しかし、われわれの結果では、
タウは軸索内の微小管にまばらに結合していることが明らかになった（図６）。これらの結果は
論文として報告した。 
 イオンチャネルが局在化する軸索内の構造として、ランビエ絞輪の他に、軸索起始部がある。
軸索起始部は活動電位が発生する場所であり、跳躍伝導を担うランビエ絞輪と機能的に類似し
ているが、その細胞内構造やイオンチャネルの組成も類似していることが示されている。これ

図４ 小脳特異的な BK チャネル
splice variantの探索。マウス小脳と
大脳より total RNA を調整し、
RT-PCR によって、いくつかのエク
ソンにおける splicingを確認した。 

図５ 脳梁におけるタウの分布（左）。右は有髄軸索の染色
像。タウの染色は有髄軸索とは重ならない。 

図６ 海馬苔状繊維軸索内でのタウの分布（左）。右は微小
管の染色像。微小管は繊維状に存在するが、タウはまばらに
分布している。 



らのことから、軸索起始部におけるイオンチャネル局在メカニズムを明らかにすれば、ランビ
エ絞輪への局在化メカニズムについての知見が得られる可能性が高いと考えられている。そこ
でわれわれは、超高解像顕微鏡法である SIM法を用いて、軸索起始部におけるイオンチャネル
の局在化メカニズムを検討した。軸索起始部とランビエ絞輪では電位依存性 Na+チャネルが細
胞膜直下のアクチン骨格とアクチン結合タンパク質であるアンキリンを介して、200 nm 毎の
ストライプ状に分布することが知られている（図７）。われわれは shRNAによるノックダウン
を用いることにより、このストライプ形成にはアンキリンではなく、スペクトリンが重要であ
ることを明らかにした。この結果は雑誌に投稿し、現在改定中である。 
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図７ 軸索起始部における Na+チャネルの局在。上、軸索起始部の全体像。Scale bar, 5 µm。下、
拡大図。左は Na+チャネル、右は Ankyrin Gの染色像。Scale bar, 0.5 µm。 
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