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研究成果の概要（和文）：SDS-digested freeze-fracture replica labeling method (SDS-FRL

法)は、２次元的に広がる細胞膜上の分子局在を電子顕微鏡レベル解像度で定量的に解析するこ

とが出来る独特な方法である。我々の研究室では試行錯誤の結果、既存の分子局在解析法の欠点

を補完できることを示してきたが、技術的制約が存在しその適用範囲はまだ狭い。そこで本研究

では、SDS-FRL法の技術基盤の強化を行い、より多種の分子に対応できる技術にすることを目指

した。その結果、レプリカ前処理法の検討や感度の向上を経て、低密度に発現する標的分子の解

析や細胞膜内葉に分配される分子に対する解析も信頼性良く定量的に行えるようになった。 

 
研究成果の概要（英文）：SDS-digested freeze-fracture replica labeling (SDS-FRL) was 
innovated as a suitable technique to reveal the fine structure of plasma membrane and 
quantitative localization of biomolecules over the membrane structure. However, it was 
difficult to apply this technique to molecules immobilized on protoplasmic faces (P-face) 
quantitatively. Thus, in this research project, I tried to optimize labeling protocols of 
SDS-FRL. The optimization was carried out at steps of SDS treatment, pretreatment and 
blocking of replicated membranes as well as components on each labeling solutions. As a 
result, although details of labeling protocol differ among experiments, new protocol 
provided high-sensitive labeling not only for molecules on exoplasmic faces but also for 
those on P-faces. Localization data obtained by these investigations were published as 
original papers. 
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１．研究開始当初の背景 
 凍結割断レプリカ法は、生体膜の 3 次元的
な微細構造を解析するために開発され、1970
年代頃に盛んに用いられた形態観察法の一
つである。しかし、観察部位の同定や構造と
機能の関連付けが困難であることから近年
では殆ど利用されていない。ところが、レプ
リカ膜面に生体分子（脂質、蛋白質、糖）が
保持されており、界面活性剤（SDS）による
前処理と免疫金標識とを組み合わせること
で、膜分子の局在解析法として有用であるこ
と が 報 告 さ れ た (SDS-digested 
freeze-fracture replica labeling: SDS-FRL
法, Fujimoto, 1995)。そこで、この方法を脳
組織の局在解析に応用し、従来法に比べ高い
検出効率を持ち（Tanaka et al., 2005）、既存
法では検出できなかった膜ドメイン上の分
子局在までも検出できることを明らかにし
た。これらの成果から、この方法の有用性は
国内外に認められ、研究分野を問わず多くの
研究者から共同研究や技術協力の依頼を受
けており、その基本的な手法に関しても発表
を行ってきた(深澤・重本, 2006, Fukazawa 
et al., 2008)。しかし、この方法を適用できる
分子種は細胞膜上に発現する分子の中でも
限られたものでしかないことを経験してき
た。そこでこの技術の応用範囲を拡大する目
的で、技術基盤の改良と強化を図ることが期
待されていた。 
 
２．研究の目的 

SDS-FRL 法の技術基盤の強化を行い、よ
り多種の分子に対応できる技術にする。 

 
３．研究の方法 
レプリカ試料作製後の SDS 処理や前処理、

更に標識反応の各ステップについて処理用
液の組成、温度、反応時間についての条件を
検討した。検出感度やノイズの除去に有効な
条件を複数の標的分子に対して検討した。こ
の実験により得られた条件を、複数の新規分
子の脳内局在情報解析に適用し、その分布を
明らかにしたと同時に、ＳＤＳ－ＦＲＬ法が
より広範な分子局在解析に用いることの出
来る有用な方法で有ることを立証した。 

上記に加え、SDS-FRL 法による分子分布解
析の基礎的な知見を得ることを目的に、凍結
割断時に細胞膜が乖離する際に、膜上に発現
していたタンパク質がどの様に内葉と外葉
に分配されるのかについて調べられる実験
系も確立した。この実験では、AMPA 型グルタ
ミン酸受容体の細胞内外の両端のアミノ酸
配列に同一の抗原配列を持つ様遺伝子を作
製し、この分子が神経細胞で発現する遺伝子
導入ラットを作製した。 
 

４．研究成果 
 本研究課題により見出された最適な標識
条件は標的分子ごとに異なっていたが、それ
ぞれの最適標識条件を用いて、ラットやマウ
スの脳スライスを用いた解析を行った。これ
までに行って来た AMPA 型グルタミン酸受容
体、NMDA 型グルタミン酸受容体、delta2 グ
ルタミン酸受容体などの細胞膜外葉に分配
される分子のみならず、GABAA受容体、カリウ
ムチャネル(SK)、グルタミン酸トランスポー
ターなどの細胞膜内葉に分配される分子に
対しても定量的な解析が信頼性良く行える
ことを証明し、得られた分布情報を論文とし
て発表した。 
また、凍結割断時の膜上分子の分配様式の

解析の為に、前述の遺伝子改変ラットを作製
し、複数系統の遺伝子改変ラットを得た（下
図参照）。現在、レプリカ膜上の標識密度を
内葉と外葉で計測しており、近々、成果とし
て報告する予定である。 

FLAG 配列に対する免疫組織染色像。FLAG
配列を AMPA 型グルタミン酸受容体の細胞内
外アミノ酸配列に付加し、神経細胞で発現す
るラットを作製した。3 系統のラットで海馬
や大脳皮質の特異的な細胞に導入遺伝子が
発現していることが判る（図中、濃く見える
部分が FLAG 陽性の脳領域）。現在、遺伝子改
変ラット 49 系統を解析中。 
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