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研究成果の概要（和文）：脳は神経細胞がシナプスを介してネットワークを構築することで様々な高次機能を実現する
。神経回路の結合様式をシナプスレベルで解析するためには広範囲に亘る高分解能イメージング法の確立が必要である
。本研究では光学顕微鏡技術と電子顕微鏡技術の融合的手法による神経回路解析法の実現を目指し、Array Tomography
法による神経組織の三次元再構築およびシナプス構成分子の分子局在解析の技術的基盤を確立した。さらに走査型電子
顕微鏡によるシナプス解析法を確立した。これらの技術的基盤を用いて発達期における興奮性シナプスの形態および分
子局在解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Neurons are connected via synapses to form neural circuits. In order to 
understand how neurons are involved in various brain functions at neural circuit level, it will be useful 
to analyze the wiring diagram of the brain at synapse level with high-resolution imaging technique which 
can cover large area. From this point of view, I established the hybrid method of light and electron 
microscopy, Array Tomography, for the three-dimensional reconstruction of neural tissue and synapse 
localization. I also established the method to observe synapses by using scanning electron microscopy. By 
using these technologies, I analyzed the morphology of excitatory synapses at developmental stage of 
mice.

研究分野： 神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳は無数の神経細胞が互いにシナプス
を介して結合し、ネットワークを構築するこ
とで多彩な高次機能を実現する。神経細胞が
どのようなネットワークを構築しているの
かについて明らかにすることは脳の機能を
理解する上で重要な手がかりをもたらすと
考えられる。実際、そのような観点から、神
経細胞の結合様式を網羅的に記載する、いわ
ゆる「コネクトーム」プロジェクトが全世界
的に推進・展開されている。 
 
（２）神経細胞の結合様式をシナプスレベル
で網羅的に解析するためには、広範囲に分布
する神経細胞をカバーしつつ、微細構造であ
るシナプスを可視化する必要がある。しかし
従来の電子顕微鏡によるシナプス観察では
狭い領域しかカバーすることができず、広い
範囲に分布する神経細胞どうしがどのよう
に結合しているかを明らかにすることはで
きなかった。一方、光学顕微鏡を用いた神経
組織観察では、広範囲にわたり神経細胞を同
定することが可能であるが、通常の光学顕微
鏡の分解能ではシナプス観察に不充分であ
り、シナプス結合の有無を判定することが困
難であった。したがって、光学顕微鏡と電子
顕微鏡の両者の長所を活かした神経組織解
析法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究課題では、光学顕微鏡技術と電
子顕微鏡技術の融合的手法によりシナプス
結合を広範囲に亘って網羅的に解析するた
めの技術的基盤の確立を目指した。 
 
（２）（１）で確立した技術を用いて発達期
における興奮性シナプスの形態およびシナ
プス構成分子の分子局在について解析し、シ
ナプスリモデリングの分子メカニズムの解
明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究課題では、Array Tomography 法
を用いたシナプス解析法の確立を目指した。
Array Tomography法は脳試料を電子顕微鏡用
樹脂に包埋し、ミクロトームで 70-200nm 程
度の厚さの超薄連続切片化したものを抗体
染色する手法である。 
 通常の光学顕微鏡の分解能は試料と平行
な平面においては約 250nm であるのに対し、
試料に垂直な方向では 750-1000nm と低分解
能であり、微細なシナプス構造を観察するに
は不充分である。しかし電子顕微鏡用樹脂に
包埋して試料を光学顕微鏡の分解能以下に
超薄化することで、分解能の向上が期待でき
る。 
 さらに親水性の樹脂を用いることで免疫
組織化学染色に供することができる。したが
ってシナプス局在分子の抗体を用いて染色
することで、シナプスの位置や興奮性・抑制

性シナプスの判別およびシナプス局在分子
の分布パターンを解析することが可能とな
る。このように Array Tomography 法は光学
顕微鏡技術と電子顕微鏡技術のまさに融合
的手法であり、広範囲に亘る神経細胞の結合
様式解析に適した手法といえる。 
 
（２）本研究では Array Tomography 法に加
え、走査型電子顕微鏡によるシナプス解析法
の確立を目指した。従来はグリッド上に回収
した超薄切片を透過型電子顕微鏡観察によ
り観察するのがシナプス観察の一般的な手
法であったが、近年の走査型電子顕微鏡の分
解能の向上により、走査型電子顕微鏡を用い
たシナプス観察が行われるようになりつつ
ある。 
 走査型電子顕微鏡を利用するメリットと
しては、グリッドに切片を回収するのに比べ
て大きな切片を取り扱うことができるため、
広範囲に亘る神経組織解析に適しているこ
とや、蛍光を保持したまま電子顕微鏡観察に
堪えうる試料が作成できれば、同一試料を電
子顕微鏡と光学顕微鏡で観察する、いわゆる
光 —電 子 相 関 顕 微 鏡  (Correlative 
Light-Electron Microscopy: CLEM) 法によ
る解析に適していることなどが挙げられる。 
 
（３）従来の Array Tomography 法は、内在
性のシナプス局在分子を抗体染色により可
視化することで神経組織におけるシナプス
の分子局在やシナプスの分類などに利用さ
れている。本研究では、このような Array 
Tomography 法の利用のみならず、遺伝子導入
により蛍光タンパク質でラベルして可視化
したスパインの三次元再構築および分子局
在解析を行った。具体的には子宮内穿孔法に
より導入したGFP-PSD95を用いて興奮性シナ
プスのシナプス後部を、DsRed を用いて神経
細胞全体を可視化し、発達期における興奮性
シナプスの形態およびシナプス構成分子の
分子局在解析を行った。さらに連続切片より
得られた画像の三次元再構築化を行った。 
 
４．研究成果 
（１）まず、Array Tomography 法を用いるに
あたり、蛍光を保持したまま電子顕微鏡用樹
脂に脳切片を包埋する手法の確立を行った。
蛍光タンパク質 YFP(Yellow Fluorescent 
Protein)を神経細胞に発現しているトラン
スジェニックマウス YFP-H を用い、脳の固定
法および電子顕微鏡用樹脂LRWhiteへの包埋
の条件検討を試みた。その結果、YFP の蛍光
を保持したまま樹脂へ包埋する手法を確立
した。さらに、1次抗体として抗 GFP 抗体、2
次抗体に蛍光標識した抗体をそれぞれ用い
てYFP-Hマウスの脳スライスをあらかじめ免
疫組織化学染色してから、エポン樹脂に包埋
する手法も併せて確立することができた。 
 
（２）（１）で述べた LRWhite 包埋試料ブロ



ックを電子顕微鏡用ウルトラミクロトーム
を用いて超薄連続切片化し、免疫組織化学染
色に供した。その際、各種 1次抗体を用いて
染色条件の検討を試みたが、LRWhite 樹脂に
包埋された切片で使用できる抗体はかなり
限定的であることが明らかとなった。しかし
その中でも、蛍光タンパク質 GFP に対する抗
体の中で利用可能なものを見出した。さらに
シナプス関連分子についてはVGluT1, PSD-95
に対する抗体が再現性良く染色できること
を見出した。 
 
（３）（２）で免疫組織化学染色を施した超
薄連続切片を用いて、連続する切片から同じ
領域の切片像を共焦点レーザー顕微鏡によ
り取得し、得られた画像のアラインメントお
よび三次元再構築を行った。FIJI/ImageJ を
利用して画像のアラインメントおよび三次
元再構築を行い、神経細胞およびシナプスの
三次元再構築像を取得する手法を確立した。 
 
（４）（３）で行った神経組織の蛍光像の三
次元再構築を広い範囲から自動的に行うた
め、広域からの画像の自動取得システムの構
築を行った。Luminavision（三谷商事製）を
用いて蛍光顕微鏡のステージを自動で制御
し画像取得するシステムを構築した。さらに
得られた画像をつなぎ合わせて三次元再構
築する手法を確立した。これまでに YFP-H マ
ウスの大脳皮質体性感覚野を用いて、皮質全
層（約 1mm）に亘る領域からの画像の自動取
得に成功している。 
 
（５）本研究課題採択後に導入した ATUM
（Automated Tape-collecting Microtome）
は、ウルトラミクロトームで作成した超薄連
続切片をプラスチックテープの上に自動回
収する装置であり、1時間あたり 200〜300 枚
程度の切片を回収することが可能である。
ATUM で回収された切片を Array Tomography
に利用することで、作業の効率化が飛躍的に
進んだ。 
 
（６）走査型電子顕微鏡を用いた連続超薄切
片観察を行った。電子顕微鏡観察用にオスミ
ウム酸で固定後に Epon または Durcupan に包
埋し、超薄連続切片化して ATUM でプラスチ
ックテープ上に回収した試料を電子染色お
よびカーボンコーティングを施して観察す
る手法を確立した。さらに連続切片内の同じ
領域から画像取得し、得られた画像を三次元
再構築することにも成功した。従来の透過型
電子顕微鏡を利用した三次元再構築化は多
くの時間と労力を必要とする作業であるが、
走査型電子顕微鏡と ATUM の併用により時間
や労力を軽減させることができた。 
 
（７）子宮内穿孔法によりマウス胎児脳に
GFP-PSD95 および DsRed を遺伝子導入した。
GFP-PSD95 は興奮性シナプスのシナプス後部

のマーカーとして、DsRed は細胞全体を可視
化させるために用いた。発達期（生後 21 日
程度）のマウス脳を灌流固定後に脳スライス
を作成し、LRWhite に包埋、Array Tomography
法による三次元再構築を試みた。その結果、
スパインに局在するGFP-PSD95およびVGluT1
を可視化することができた。 
 
（８）上記の一連の技術的基盤の確立により、
スパインの in vivo での動態と微細形態との
関連づけを行うことが可能となった。今後、
これらの手法を用いてシナプス形成・除去過
程における分子メカニズムに迫ることが期
待できる。また、本研究課題を通じて確立し
た技術的基盤は、神経細胞に限らず、グリア
細胞やシナプス-グリア相関など、広域的な
情報と局所での微細形態情報の統合的な理
解を必要とする課題においても有効である
と期待できる。 
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