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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、神経回路再編のメカニズムを形態学的、特に超微形態学的に解析する
ことを目的に研究を行った。まず、急速凍結置換法の実験を開始し、高感度で高解像度の像を観察可能な条件を
明らかにした。その条件下で、神経回路再編のモデルを用い、神経可塑性の変化を単一ニューロン上に分布する
全スパインを網羅的に解析した。機能的シナプス変化を解析するため、c-Fosを用いたActivity Mapping 法を併
用し、Zif268や CREBのリン酸化、またFosBをターゲットに検討した。その結果、入力依存的に感受しているこ
とを明らかにした。形態変化が引き起こされたスパインの割合と神経活動との相関の結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to analyze the mechanism of neural circuit 
reorganization morphologically, especially ultra-morphologically. First, we started the experiment 
of rapid freezing and substitution method and clarified the conditions under which high-sensitivity 
and high-resolution images can be observed. Under these conditions, we analyzed all the spines in 
which neural plasticity changes were distributed on a single neuron using a model of neural network 
reorganization. To analyze functional synaptic changes, we used the Activity Mapping method with 
c-Fos in combination with phosphorylation of Zif268 and CREB and FosB as a target. As a result, it 
was clarified that they are sensitive to input. The results of the correlation between the 
percentage of spines that caused morphological changes and neural activity were obtained.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： 超微細形態　シナプス　コネクトミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、基礎的な脳神経回路研究の飛躍的な解明に寄与すると考えられる。さらに、これまで困難と考え
られてきた微細形態学的解析と神経活動マーカーとの相関を取れる技術の革新により、脳神経回路研究だけでな
く、医療分野や生命研究分野をはじめ、多くの分野に寄与できるものと示唆される。今後のさらなる検討によ
り、飛躍的な研究へとつながる礎となった。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 本研究遂行のための必須条件は急速凍結法である。これまで多くの研究者が電子顕微鏡レベ
ルで解析可能な急速凍結法の確立を目指し研究してきている。しかしながらその多くは、凍結面
からわずかな深さしか解析可能な部位が得られていないのが現状である。この組織細胞凍結保
存で問題となるのが細胞死につながる細胞内外の氷晶形成である。この氷晶形成を可能な限り
減弱しアモルファス様凍結が可能になることで本研究が実現可能になるが、研究開始時点では、
その手法の確立がなされていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、電子顕微鏡下で広範囲に解析する必要があり、さらに機能的シナプス解析のため
には、免疫組織化学法を併用した免疫電子顕微鏡法が必須である。そこで本研究は２つの目的を
設定し、順次研究を行うこととした。１つ目の目的は、電子顕微鏡下で広範囲に解析可能な凍結
技法の確立である。２つ目の目的は、機能的シナプスを解析するための神経活動マーカーの探索
である。 
 これらを組み合わせ、機能的シナプスを超微細レベルで解析する。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) マイクロウェーブ発生装置を用いて、凍結時の氷晶形成を振動で抑制し、viability を有
した細胞凍結保存が可能か検討する。（研究成果項目に詳細を示す） 
 (2) 免疫電子顕微鏡法を用いた機能的シナプスマーカーの検討を行う。（研究成果項目に詳細
を示す） 
 
４．研究成果 
 
(1) 凍結時の氷晶形成抑制効果の検討 
吸入麻酔による全身麻酔下に雄の Wistar 系ラット（８〜９週齢体重 250 〜300 g）の坐骨神

経又は大腿神経を２cm 採取し、凍結保護液（セルバンカー®、ZENOAQ、福島県郡山市、日本） に
浸漬後凍結実験を行った。使用機器はラットの尾を用いた CAS® 凍結実験 4）（以下先行実験）時
のものを基本とした。組織凍結の設定条件は凍結最低温度を─50℃とした上で、設定温度（先行
実験の凍結設定を参考とした設定（図 1a）、氷晶形成を生じる温度帯（０〜─5℃、以下氷晶形
成帯）前後の予備冷却設定 6）あり（図 1b）、予備冷却を設定なし温度設定（図 1c））、磁場付加
（以下 CAS）の有無、凍結速度（0.5℃／分 7）、もしくは CAS® 凍結装置の最大速度）、解凍方法
（37℃恒温槽による急速解凍、自然解凍、磁場付加解凍（以下 CAS 解凍） を変えながら最適条
件を検討した。viabilityの評価として光学顕微鏡と電子顕微鏡を用いて観察した上で、さらに、
コラゲナーゼを用い細胞成分を分離洗浄後、35 mm dish で 37℃２日間培養し、抗 S100 抗体を
用い免疫染色後に蛍光顕微鏡を用いて 10 視野におけるシュワン細胞を観察した。 

図１．ａ 凍結温度設定は、先行実験を参考に設定した。凍結速度は機械の最大速度で磁場強度は 29.6V 変化率を 60 Hz 

とした。 
ｂ 氷晶形成帯前後に予備冷却を設定した。 
ｃ 予備冷却を設定なし。─30℃で酵素が停止する為、─50℃を凍結最低温度とした。 

 



① CASの有無について 
先行実験の設定温度（図 1a）で CAS 有又は CAS 無凍結後、１週間後に 37℃恒温槽で解凍し電

顕を用い観察を行った。また、坐骨神経採取直後に固定したものをコントロールとした。コント
ロールと比較して CAS の有無に関わらず、ミエリン鞘の空胞化、軸索の狭小化を認めていたが、
CAS 無と比べ CAS 有はミエリン鞘の空胞化、軸索の狭小化が少なかった（図２）。画像所見上、
CAS 凍結は氷晶形成が抑制され有効であると考えられた。 

図 ２．ａ control ｂ CAS─ ｃ CAS+ 
電顕像では、コントロールと比べると CAS の有無両方でミエリン鞘の空胞化（*）は生じ、軸索への圧迫所見 

（**）を認めるが、CAS の有無で比較すると CAS 有が少ない様子が観察される。ミエリン鞘（#） 軸索（##） 

ミトコンドリア（###） 

 

② 凍結・解凍速度の設定について 
CAS 下に図 1b の温度設定とし、緩徐速度（0.5℃／分）7）と機械の最大速度で凍結解凍を行っ
た。その結果、緩徐速度での HE 染色では神経線維同士の間隙、ミエリン鞘の空胞化を認め（図
3a）、細胞生存は神経細胞培養において軽度認めていた（図 3b）。最大速度での凍結解凍は、 HE 
染色において神経線維同士の間隙が軽度となり、ミエリン鞘の空胞化も明らかに減少していた
（図 4a）。電顕像においても同様にミエリン鞘の空胞化は緩徐速度と比べ減少していた 
（図 4b）。神経細胞培養においても細胞生存は増加しており（図 4c）、凍結解凍速度は最大速度
が有効と考えられた。 

 

図３．ａ HE 染色画像。神経線維同士の間隙は軽度認めるが、細胞質の染色は良く空胞化は少ない。 
ｂ 神経細胞培養。細胞生存を軽度認める。 

 
 
 
 
 



図４．ａ HE 染色画像。神経線維同士の間隙は軽度認めるが、ミエリン鞘の空胞化が少ない。 
ｂ 電顕像。ミエリン鞘（矢印）やミトコンドリアの空胞化は減少している。 
ｃ 神経細胞培養。細胞生存を多く認める。 

 
③ 解凍方法（自然解凍・37℃恒温槽解凍・CAS 解凍）について 

解凍時の再氷晶形成を考慮に入れ、図 1b の温度設定、機械の最大速度で凍結を行い、解凍方法
は自然解凍と 37℃恒温槽、CAS 解凍として比較した。電顕像において、自然解凍、37℃ 恒温槽
解凍共にミエリン鞘の空胞化、軸索の狭小化が顕著に認め（図 5a, b）、細胞生存が悪いことが
容易に想像できた。その一方で CAS 解凍では、電顕像においてミエリン鞘の空胞化は減少し（図
4b）、明らかに細胞生存の増加を認めていた（図 4c）。解凍方法は、CAS 解凍が再氷晶形成を抑
制し有効と考えられた。）予備冷却の設定の有無について氷晶形成帯前後に予備冷却の設定を行
わずに最大速度で CAS 凍結解凍を行った（図 1c）。HE 染色において神経線維同士の間隙は少な
いが電顕像含めミエリン鞘の空胞化を認めていた（図 6a, b）。神経細胞培養でも細胞生存は軽
度認めていた（図 6c）。次に予備冷却を設定した温度設定（図 1b）で、凍結解凍速度を機械の最
大速度とし行った。その結果、HE 染色において神経線維同士の間隙は軽度となり、ミエリン鞘
の空胞化は明らかに減少していた（図 4a）。電 顕像においても同様にミエリン鞘の空胞化は減
少しており（図 4b）、細胞生存は明らかに増加していた（図 4c）。氷晶形成帯前後に予備冷却を
設定が氷晶形成を抑制し、有効と考えられた。以上の結果より凍結解凍は、CAS による磁場付加
下に機械の最大速度で凍結し、さらに氷晶形成帯前後に予備冷却を設定する事によって
viability が向上し、本研究の最適な凍結解凍プログラムと考えられた。 

図５．電顕像では 37℃恒温槽解凍、自然解凍共にミエリン鞘やミトコンドリアの空胞化を多く認める。 

 
図６．ａ HE 染色画像。神経線維同士の間隙は少ないがミエリン鞘の空胞化は多い。 

ｂ 電顕像。ミエリン鞘の空胞化を認める。 
ｃ 神経細胞培養。細胞生存を認める。 

 



(２) 機能的シナプスマーカーの検討 
吸入麻酔による全身麻酔下に雄の Wistar 系ラット（８〜９週齢体重 250 〜300 g）の大脳皮

質又は小脳を採取し、凍結保護液（セルバンカー®、ZENOAQ、福島県郡山市、日本） に浸漬後凍

結実験を行った。上記条件から最も保存が良い条件を用いて急速凍結後、─20℃にてアルコール

系列で脱水、K4M 樹脂に置換し、紫外線重合装置を用いて７日間で重合した。 

室温に戻した後、100nm厚の薄切切片を作製し、各シナプスマーカーや最初期発現遺伝子を用

いて染色後、電子顕微鏡による解析を行った。 

図７、８にその一例を示す。 

図 7．小脳の免疫染色と電子顕微鏡像の結合図（弱拡大像）青が最初期発現遺伝子の１つ c-Fos 陽性細胞核 
 

 
図８．小脳の免疫染色と電子顕微鏡像の結合図（強拡大像）青が最初期発現遺伝子の１つ c-Fos 陽性細胞核 

 

神経刺激後、プルキンエ細胞には刺激が伝わらず、顆粒層の細胞にのみ刺激誘発が可能となる

条件が可能となり、その動態を微細形態解析法を用いて明らかにすることが可能となった。 

しかしながら、現在までの解析においては機能的シナプスのマーカーとして電子顕微鏡法を

もていて解析可能な有用なものが見つかっておらず、今後、この方法のさらなる確立とともに、

最善のマーカーの探索が必要である。 
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