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研究成果の概要（和文）：神経細胞はその入力部である樹状突起で情報を受け取り、これを統合・計算した結果を軸索
で活動電位に変換し、他の細胞に出力する。これまで、主な情報の統合と計算は樹状突起で行われ、軸索はその出力で
ある活動電位を忠実に伝えるケーブルとして捉えられてきた。しかし我々は運動制御や学習を担う小脳回路の主要な細
胞であるプルキンエ細胞において、カルシウム依存性K+チャネルの一つBKチャネルが有髄軸索に発現すること、また、
このBKチャネルが軸索内活動電位の発生を制御することを初めて明らかにした。以上の結果から、軸索においてもダイ
ナミックな情報処理が行われる可能性が示唆され、その詳細を今後の研究から明らかにしていく。

研究成果の概要（英文）：Purkinje cells are the sole output of the cerebellar cortex. Therefore, to 
understand information processing in the cerebellar circuit for motor coordination and learning, it is 
necessary to understand the mechanisms regulating action potential conduction in their myelinated axons. 
In particular, voltage-gated potassium (Kv) channels are of importance. In this study, we found novel 
expression of the calcium and voltage-activated BK channel in Purkinje cell axons. Our results suggest 
that axonal BK channels uniquely support high-fidelity firing of action potentials in myelinated Purkinje 
cell axons, thereby underpinning the output of the cerebellar cortex to the deep cerebellar nuclei. They 
also indicate that there are dynamic changes in calcium near the nodes of Ranvier. Taken together, our 
research opened a new possibility that neuronal signals can be dynamically regulated in the axon.

研究分野：神経生物学

キーワード： チャネル　軸索　活動電位　小脳
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様 式

１．研究開始当初の背景
 
BK チャネルは、膜電位と細胞内
化を同時に感知して働くきわめてユニーク
なイオンチャネルであり、小脳プルキンエ細
胞の活動電位制御に大きく寄与している。
我々は最近、
有髄軸索のラン
特異的な局在を示すことを新規に見いだし
た。このことはプルキンエ細胞において、（１）
BK チャネルによる新しい活動電位伝搬の制
御があること、（２）軸索内
が存在すること、（３）軸索における活動電
位可塑性の可能性があることを示唆してい
る。 
 
 
２．研究の目的
 
本研究では、この軸索
役割を明らかにし、軸索における新しい情報
処理の可能性について探求することを目的
とした。具体的には、プルキンエ細胞におけ
る、（１）
電位制御の詳細、（２）軸索内
グ、（３）神経あるいはグリアからの伝達物
質による軸索内活動電位制御について明ら
かにすることを目指した。
 
 
３．研究の方法
 
本研究では、小脳プルキンエ細胞軸索におけ
る BK
ムについて明らかにするために、以下の実験
を計画した
（１）軸索
の制御。小脳スライスを用いて、プルキンエ
細胞軸索から細胞外記録で活動電位を記録
する。細胞体電極より活動電位を誘起し、軸
索途中のランビエ絞輪付近で
阻害した場合に、活動電位に生じる変化につ
いて検討する。
（２）軸索内
ム。Ca
いて、軸索内
またそのメカニズムについて明らかにする。
（３）軸索における活動電位の可塑性。グル
タミン酸や他のグリオトランスミッターが
軸索の活動電位にどのような影響を与える
のか、また
いて検討する。
 
 
４．研究成果
 
（１）軸索
の制御。
我々はまず、
有髄軸索に局在することを、免疫染色法およ
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び、生化学的手法により確認した
また、安定した電気生理学記録を行うには、

若いマウスからの小脳スライスが最も適し
ているが、マウス小脳の発達過程で
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ことを
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は、軸索からの電気生理学的記録が必要にな
る。しかし非常に細く有髄のプルキンエ細胞
軸索からの記録、特に２５日齢以降のスライ
スからの安定した記録は非常に難しいこと
がわかった。そこで我々は、細胞外電極から
の刺激により軸索内で活動電位を惹起し
行性に軸索を伝導する活動電位を細胞体よ
り記録する手法を用いた
中に
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活動電位伝導
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 この手法を確立し、阻害剤の局所的な効果
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討を行った。まず我々は、この手法で記録で
きる逆行性活動電位の特性について調べた。
その結果、軸索に高頻度刺激を行うと、
程度までは刺激によく追随した活動電位が
記録できるが、それ以上の頻度では発火に至
らず、失敗する例（
３）

図
在。
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図
ライス内のプルキンエ細胞軸索への刺激
と、細胞体からの逆行性活動電位の記録の
模式図。（右）
投与の模式図。
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paxilline および Penitrem A を局所的に軸索
に投与すると、この failure が増える、すな
わち発火に失敗する確率が増大することが
明らかになった（図４）。この結果は、有髄
軸索の paranode に局在する BK チャネルが、
軸索内活動電位の高頻度発火及び伝導を支

えていることを示唆している。 
 さらに、この軸索 BK チャネルによる制御
が、プルキンエ細胞の最終的な出力である、
小脳核細胞へのシナプス伝達に影響を与え
ているかどうかについても検討を行った。こ
の実験では、細胞外電極からの刺激により同
様に軸索内に活動電位を惹起する。そして、
シナプス後細胞である小脳核細胞からシナ
プス後電位を記録し、軸索の BK チャネルを
局所的に阻害することにより、プルキンエ細
胞から小脳核細胞への出力がどのような影
響を受けるかについて検討した。その結果、

軸索 BK チャネルを阻害することにより、小
脳核細胞におけるシナプス後電位が減少す
ることが分かった（図５）。小脳核細胞は複
数のプルキンエ細胞軸索から入力を受ける
ので、軸索 BK チャネル阻害により活動電位
の failure が増大し、結果としてシナプス伝
達が阻害されたと考えられる。 
 以上の結果からわれわれは、軸索 BK チャ
ネルは、小脳プルキンエ細胞の有髄軸索にお
ける高頻度発火に不可欠の役割を果たして
いると結論した。今後は、軸索 BK チャネル
がどのように高頻度発火を支持しているの
か、その詳細なメカニズムについて検討を続
けていく予定である。 
 
（２）軸索内 Ca2+変動の検討とそのメカニズ
ム。 
BK チャネルは通常、その開口に高濃度の Ca2+

を必要とする。そのため、軸索に局在する BK
チャネルも、その近傍に Ca2+チャネルを必要
とすると考えられる。この可能性を検討する
ために、Ca2+感受性蛍光色素を用いたイメー
ジング実験と、薬理学と電気生理学を組み合
わせた実験を行うことを計画した。 
 イメージングについては、予備実験で小脳
培養スライス内のプルキンエ細胞軸索から
の記録を試み、空間的に非常に限局した Ca2+

の変動が、活動電位と同期して起こることを
見出していた。しかしこの標本ではミエリン
化がかならずしも正常に起こらないことか
ら、（１）の電気生理学実験で用いたものと
同様の急性スライスを用いる実験に切り替
えた。しかし、プルキンエ細胞軸索が非常に
細いことから、Ca2+感受性蛍光色素が軸索内
に十分広がらず、安定した記録が困難であっ
た。 
 そこでわれわれは、Ca2+チャネル阻害剤を
軸索上に局所投与し、逆行性の活動電位伝搬
にどのような影響があるかを調べることに

した。もし軸索に Ca2+チャネルが局在し、BK
チャネルに Ca2+を供給しているとすると、Ca2+

チャネル阻害剤は BK チャネル阻害剤と同様

図３ 逆行性活動電位の記録。この例では
100 Hzの刺激に対しては忠実に活動電位が
生じた（矢印）が、200 Hz刺激に対しては
failure (矢頭）が起こったことが見て取れ
る。 

図４ 軸索 BK チャネル阻害による活動電
位の発火忠実性の低下。阻害前は 100 Hz
刺激に対して忠実に発火が起こったが、BK
チャネル阻害剤である paxillineを軸索に局
所的に投与すると、failureが増加した。 

図５ 軸索 BK チャネルの阻害によるシナ
プス出力の減少。 

図６ Ni2+の軸索局所投与による発火忠実
性の低下。 



に、軸索内活動電位の高頻度発火を妨げるは
ずである。まず、Ca2+が細胞外から流入する
かどうかを検討するために、軸索に局所的に
Ca2+を除いた細胞外液を投与した。その結果、
BK チャネル阻害剤でみられたものと同様の
活動電位の failure が観察された。また、特
定の種類の Ca2+チャネルを阻害するニッケル
を局所投与しても、同様の高頻度発火阻害が
みられた（図６）。以上の結果から、軸索上
には Ca2+チャネル、特にニッケル感受性のチ
ャネルが存在し、BK チャネルを介して活動電
位を制御していることが示唆される。今後
Ca2+チャネルの分子種の同定を行う予定であ
る。 
 
（３）軸索における活動電位の可塑性。 
われわれは予備実験として、脳虚血後に、小
脳白質で軸索 BK チャネルが顕著に減少する
結果が得られている（図２参照）。また、小
脳白質内のプルキンエ軸索では、NMDA 受容体
が BK チャネル近傍に局在している可能性を
示唆する結果も得ている。小脳白質には神経
細胞はほとんどおらず、シナプスも少ないが、
アストログリアは豊富に存在する。また脳虚
血時にはアストログリアが活性化すること
が知られている。そこで本研究では、プルキ
ンエ軸索の BK チャネルが、グルタミン酸を
含むグリオトランスミッターによって局所
的に制御され、活動電位の伝搬を可塑的に修
飾すると仮説し、その検証を行うことを計画
した。 
 まず、虚血による軸索 BK チャネルの減少
が特異的な現象かどうかを検討した。プルキ
ンエ軸索には BK チャネル以外の K+チャネル
が局在することが以前から知られている。脳
虚血時にはすべてのチャネルの減少がみら
れるのか、あるいは BK チャネル特異的なも
のなのかについて検討した。その結果、BK チ
ャネルの近傍に局在するKv1.2チャネルの減
少は認められず、BK チャネルのみが特異的に
減少することが明らかになった。 
 またわれわれは、グルタミン酸受容体の１
つである NMDA 受容体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予備実験
にて得ている。そこで次に、グルタミン酸を
軸索に局所投与することにより、軸索内活動
電位伝搬に与える影響についての検討を始
めた。しかし、グルタミン酸などのトランス
ミッターや虚血（低酸素）は細胞傷害性であ
り、神経細胞が損傷していないことが要求さ
れる電気生理学的実験と併用することは非
常に困難である。現在、安定した電気生理学
的記録が行えるような条件の検討を進めて
おり、今後グリオトランスミッターによる軸
索内情報伝達の制御について検討を進めて
いく。 
 
（４）その他の研究成果 
軸索 BKチャネルが paranode に局在化するメ
カニズムは不明である。この点について、

Baylor College of Medicine の Dr. Matthew 
Rasband と共同研究を行った。軸索膜とオリ
ゴデンドロサイト細胞膜の間に Paranodal 
junction を形成する細胞接着因子の１つで
あるCasprを欠損するノックアウトマウス脳
を解析した結果、軸索BKチャネルのparanode
への局在化がみられないことが分かった。す
なわち、BK チャネルの局在化は paranodal 
junction の形成に依存していることが明ら
かになった。今後は、このようなマウスから
スライスを作成し、電気生理学的実験を行っ
ていきたいと考えている。 
 また、軸索に局在する Ca2+チャネルを同定
するために、IST Austria の重本博士と国際
共同研究を開始し、凍結割断レプリカ免疫染
色法を用いたチャネルの同定を試みている。
現時点では小脳有髄軸索の割断像が取れる
ことを、マーカータンパク質の免疫染色で確
認できており、今後、様々な Ca2+チャネルの
抗体を用いて同定を進めていく予定である。 
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