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研究成果の概要（和文）：凍結割断レプリカ免疫電顕法は、シナプス膜面の立体構造を保持した

まま、神経伝達物質受容体などのタンパク質を可視化できる技術である。しかし、遺伝子導入

したニューロンのシナプスをレプリカ標本上で識別し、シナプス分子の動態に与える影響を解

析する技術が確立されていなかった。今回、膜融合蛍光タンパク質を遺伝子導入マーカーとし

て利用し、標本作成後リフォールディングさせることにより蛍光シグナルを復活させ、遺伝子

導入ニューロンをレプリカ標本上で識別する技術の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：SDS-digested freeze-fracture replica labeling electronmiroscopy 
(SDS-FRL EM) is a technique that enables visualization of proteins, such as 
neurotransmitter receptors, on synapse membrane with maintenance of space structure.  
However, the technique in combination with gene transfection has not been established 
because of the difficulty in recognition of transfected neurons.  In this project, we 
developed a new technique to distinguish transfected neurons on replica membranes by 
refolding membrane tethered fluorescent proteins that are introduced as markers after 
SDS digestion. 
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１．研究開始当初の背景 
神経伝達物質の放出および受容は脳の活
動の根幹であり、これまで多くの研究者が研
究してきたが、これを正確に理解するには解
明しなければならない問題が山積みされた
ままである。特に、シナプス後終末における
神経伝達物質受容体の動態は複雑に制御さ
れており、これに寄与する数多の分子の役割
を明らかにしていく必要がある。ポストゲノ
ム時代に入り、数多くの分子の機能を簡便に
スクリーニングするために、一過性の遺伝子

導入による過剰発現や、shRNA によるノック
ダウンが用いられるようになり成果を挙げ
ているが、これには効果をモニターするシス
テムとの組み合わせが必須である。 

 
凍結割断レプリカ免疫電顕法（SDS-FRL 法）

は、急速凍結した組織を割断後、表面に現れ
た脂質二重層間の断面をメッキしてレプリ
カを作成し、SDS で細胞質成分を除去した後、
レプリカに密着・残存している膜タンパク質
を免疫染色により検出するもので、シナプス
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膜の立体的な構造の中で、神経伝達物質の動
態を可視化することができる優れた系であ
る。比較的新しい技術であり、実施できる施
設も少ないことから、これまで少数の研究者
が野生型のマウスやラットを用いてシナプ
スの正常構造における神経伝達物質の水平
方向の広がりや密集度会いを報告し、注目を
浴びてきた。最近ではノックアウトマウスに
おいて、これらの動態変化を解析する報告が
出始めている。しかし、この技術を今後、よ
り幅広く応用しようとしたとき、遺伝子導入
系との組み合わせで利用できることが必須
である。凍結割断レプリカ免疫電顕法では、
観察標的が高密度でなければならないこと、
遺伝子導入細胞の識別が困難なことから、現
在のところ、遺伝子導入法と組み合わせて研
究を行うのが困難なのが実情である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、遺伝子導入ニューロンのシナプ
スについて、凍結割断レプリカ免疫電顕法を
用いて神経伝達物質受容体をはじめとする
膜表面タンパク質の動態を解析する技術の
開発を目指して立案した。このために鍵とな
るのが、遺伝子導入シナプスをレプリカ標本
上で識別する技術を確立することである。こ
れに関してまず、遺伝子導入のマーカーの候
補となる遺伝子コンストラクトの選別を行
う。そして、高密度で中枢神経系のニューロ
ンに遺伝子導入ができ、強い発現を獲得でき
る遺伝子導入系について検討を行う。遺伝子
導入マーカーの候補として、蛍光タンパク質
が融合されたものであることが理想である
が、レプリカ標本は SDS 処理を行うため、蛍
光が失活することが予測される。光学顕微鏡
レベルで高密度に遺伝子導入された標本で
も、電子顕微鏡レベルの微細構造の中で遺伝
子導入ニューロン由来のシナプスの存在確
率は低く、電顕観察を行う前に蛍光シグナル
を比較的高密度で有するレプリカ標本を選
別できなければ、実用上かなり非効率なもの
になってしまう。このため、SDS 処理された
レプリカ標本上で蛍光タンパク質をリフォ
ールディングさせることにより蛍光シグナ
ルを復活させる技術の確立を行う。そして、
最後に導入遺伝子に対する免疫染色を行い、
透過型電子顕微鏡下で導入遺伝子を可視化
し、遺伝子導入ニューロンのシナプスについ
て、レプリカ免疫電顕による解析ができる技
術を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子導入法及び遺伝子コンストラク
トの選別 
 
遺伝子導入法として、in vivo で高密度に

遺伝子導入でき、強い発現を維持できる手法

ということで、子宮内エレクトロポレーショ
ン法を選択した。子宮内エレクトロポレーシ
ョン法は、胎生期の脳室に遺伝子をインジェ
クションし、エレクトロポレーションをかけ
ることで、遺伝子を脳室周辺の神経芽細胞に
取り込ませることができる。脳室周辺の神経
芽細胞は、発生に伴い分化移動し、大脳皮質
の錐体ニューロンを形成するが、発生初期に
脳室周辺から分化移動したものは大脳皮質
の脳室側に、発生後期に脳室周辺から分化移
動したものは大脳皮質の表層側の錐体ニュ
ーロンになり、これによって組織学的に 6層
から成る層構造を形成する。したがって、特
定の発生時期にエレクトロポレーションを
することで、大脳皮質の特定の層の錐体ニュ
ーロン特異的に遺伝子導入できる。このため、
遺伝子導入コンストラクトに関しては、プロ
モーターによって部位特異的な発現を制御
する必要が無い。時間・空間的に普遍的に発
現する強力なプロモーターとして CAGプロモ
ーターを選択した。EGFP, mVenus, mCherry
などの蛍光タンパク質に、シナプス局在タン
パク質および膜融合シグナルを付加した遺
伝子配列を CAG 発現ベクター（pCAGGS ベク
ター）に挿入し、マーカー候補遺伝子コンス
トラクトを作成した。 
 
（２）子宮内エレクトロポレーションによる
マウス脳への遺伝子導入 
 
マウス大脳皮質体性感覚野の II/III 層の
錐体ニューロン特異的に遺伝子導入を行う
ため、妊娠 14.5 日目のマウスを用いて子宮
内エレクトロポレーションを行った。遺伝子
導入個体を識別するため、膜融合型及びシナ
プスタンパク質融合緑色蛍光タンパク質を
遺伝子導入するときは、DsRed 発現コンスト
ラクトを混合した DNA 溶液を調整し、膜融合
型及びシナプスタンパク質融合赤色蛍光タ
ンパク質を遺伝子導入する場合は、EGFP 発現
コンストラクトを混合した DNA溶液を調整し
た。また、これら DNA 溶液に Fast Green 色
素を混合し、インジェクション中に DNA 溶液
が可視化できるようにした。 
 
妊娠 ICRマウスをソムノペンチルで麻酔し、
開腹、子宮を露出し、胎児の側脳室に DNA 溶
液を注入し、ネッパジーンのエレクトロポレ
ーター（CUY21）のピンセット型電極の陽極
をインジェクションした側脳室の直上に当
て、35V の電圧を 50 ms かけ、950ms の間隔
をおいて 4回繰り返した。子宮を腹腔内に戻
し、縫合後、通常飼育を行った。処置から 4
日後にマウスが誕生し、青色LED（Handy Blue）
を用いて新生児マウスの頭部を照らして蛍
光の有無を観察し、遺伝子導入個体を識別し
た。 



 

 

 
生後 1 か月の遺伝子導入マウスについて、
還流固定を行い脳を摘出し、大脳皮質を含む
切片を作成し、共焦点顕微鏡下で蛍光シグナ
ルを観察した。シナプスで強いシグナルが得
られるかどうかを検討し、候補の遺伝子コン
ストラクトを選別した。 
 
（３）凍結割断レプリカ電顕 
 
蛍光シグナルが強く観察された脳部位を

脳切片から切り出し、高圧下で急速凍結を行
い、凍結サンプルを作成後、割断用のキャリ
アーに挟み、割断装置（JFDII）で割断を行
い、割断面に炭素を蒸着させた。これを、2.5% 
SDS に浸し、80 ºC で 18 時間インキュベート
し、細胞質成分を除去し、レプリカ標本を作
成した。この状態で、蛍光顕微鏡下で観察し、
蛍光シグナルが検出されないことを確認し
た。蛍光タンパク質をリフォールディングす
るために、レプリカ標本を浸している 2.5% 
SDS 溶液 600 ul のうち、200 ul を 5% ポリエ
チレングリコール, 1 mM レチナール溶液に
置換し、室温で 5 分インキュベートした。こ
れを 5回繰り返し、最後に 5% ポリエチレン
グリコール, 1 mM レチナール溶液に置換し
た状態で、一晩インキュベートした。蛍光顕
微鏡下でレプリカ標本を観察し、蛍光シグナ
ルの回復に成功した。また、膜融合型 EGFP
を導入したレプリカ標本について、抗 GFP 1
次抗体及び金標識 2次抗体と反応させ、透過
型電子顕微鏡下で観察し、遺伝子導入ニュー
ロンのシナプス膜表面をレプリカ電顕像と
して標識することに成功した。 
 

４．研究成果 
 凍結割断レプリカ免疫電顕法では、細胞膜
表面の分子のシグナルを検出するため、遺伝
子導入細胞を標識する方法として、細胞膜に
局在するシグナルを有する蛍光タンパク質
について、CAG プロモーターで発現誘導され
るプラスミドコンストラクトを作成し
（pCAGGS ベクターに挿入）、子宮内エレクト
ロポレーション法を用いてマウス大脳皮質
II/III 層の錐体ニューロンに遺伝子導入を
行い、遺伝子導入された成熟マウスについて
還流固定を行い、脳切片について共焦点蛍光
顕微鏡下で、シグナルの局在および強度をス
クリーニングした。これらの中で、H-ras を
融 合 し た EGFP コ ン ス ト ラ ク ト
（pCAGGS-EGFP-H-ras）と、ミリストイル化
シグナルを融合した mCherryのコンストラク
ト(pCAGGS-myr-mCherry)が細胞膜表面で強
いシグナルをを示した。また、シナプスタン
パク質を融合した蛍光タンパク質について
も解析を行い、シナプス前終末局在タンパク
質である VAMP2、VGlut1、VGlut2 と Venus と

の融合コンストラクト（pCAGGS-Venus-VAMP2, 
pCAGGS-Venus-VGlut1, 
pCAGGS-Venus-VGlut2）で、大脳皮質の II/III
層から V層に投射されるシナプス前終末で強
いシグナルを得ることが確認できた。 
 
 大脳皮質遺伝子導入部位を蛍光顕微鏡で
確認しながら、組織片を切り出し、高圧下で
急速凍結・割断し、カーボン蒸着、SDS 処理
により細胞成分を除去し、SDS-FRL 標本を作
成した。このサンプルを蛍光顕微鏡下で観察
し、SDS 処理により蛍光シグナルが消失した
ことを確認した。消失した蛍光シグナルを復
活させるために、蛍光タンパク質のリフォー
ルディングする条件を検討し、5% ポリエチ
レングリコールと 1 mM レチナールを含む溶
液で、SDS を含むレプリカ標本溶液を徐々に
置換することで、蛍光顕微鏡下で蛍光シグナ
ルを検出できるレベルに回復させられるこ
とを見出した。 
 
 蛍光シグナルが高密度に見られるレプリ
カ標本を選別し、抗 GFP抗体を反応させた後、
金標識された二次抗体でインキュベーショ
ンし、透過型電子顕微鏡にて、導入遺伝子を
有するシナプス表面を標識することに成功
した。 
 
凍結割断レプリカ免疫電顕法は、シナプス
表面タンパク質を可視化する方法として極
めて有用であるが、これまで遺伝子導入と組
み合わせることができなかった。今回の研究
で、遺伝子導入した膜局在蛍光タンパク質を、
SDS 処理をした後にリフォールディングされ
ることにより、導入ニューロンを可視化し免
疫染色によりレプリカ上で識別する技術が
確立できた。これにより、今後シナプス分子
の shRNA や flox マウスに対する Cre 組換え
酵素、更には過剰発現コンストラクトなどを
導入することにより、これらの分子が神経伝
達物質受容体をはじめとする膜タンパク質
の、シナプス表面での動態に及ぼす効果を効
率よく解析できることが期待できる点で、重
要な意義を持つ。 
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