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研究成果の概要（和文）：シナプス異常を伴う神経発達障害の病因・病態の解明には、シナプスの形成過程および機能
分子の動態、微細構造の変化の正確な理解が必須である。本研究ではSiN薄膜窓を備えた特殊培養ディッシュ表面をポ
リ-L-リジンとラミニンでコーティングすることで神経細胞の初代培養に成功し、溶液中の細胞を観察できる大気圧大
気圧走査型電子顕微鏡（ASEM）で観察することに成功した。シナプス前終末を分化誘導する細胞接着分子（シナプスオ
ーガナイザー）の細胞外領域を磁気ビーズにコートし、培養神経細胞に添加することでASEM dish上の任意の場所にシ
ナプス前終末の構造を誘導し観察できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of synapse formation process is essential for understanding synaptic 
dysfunction in neurodevelopmental disorders. Atmospheric scanning electron microscope (ASEM) is an 
electron microscope which was developed recently to directly observe subcellular structures and 
organelles through a silicon nitride (SiN) film under atmospheric pressure. In this study, we cultured 
neurons on poly-L-lysine and laminin coated ASEM dish with the SiN film. Presynaptic differentiation was 
induced by extracellular domain of synapse organizer-coated magnetic beads and analyzed by fluoresence 
microscope and ASEM. Fluorescence signals for presynaptic proteins were accumulated on the beads 
particularly concentrated at the site of contact with axon. Subsequent ASEM analysis revealed that 
presynaptic protein, presumably of an indistinguishable neurite branch, surrounded each beads. Thus, ASEM 
is a potentially useful tool for analysis of molecular localization and fine structure of synapse.

研究分野：分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、統合失調症、精神遅滞、自閉症等の精

神疾患の原因・危険因子と考えられる遺伝子

が数多く同定され、これらの神経精神疾患は

いずれも中枢シナプスの形成や機能低下が

関与していると考えられている。最近、我々

は中枢シナプス形成を誘導する分子複合体

を明らかにしてきた。これらシナプス形成複

合体の中で NRXN は自閉症・統合失調症への

関与が、また IL1RAPL1 は知的障害・自閉症

の原因遺伝子産物であることが知られてお

り、精神発達障害の原因の一部は中枢シナプ

ス形成不全であることが強く示唆される。こ

のような状況下で神経発達障害の病態を理

解し、神経発達障害への創薬標的を提示する

ためには、シナプス形成の分子機構を明らか

にし、シナプスがどのような過程を経て形成

されるのか機能分子の動態、微細構造の変化

を正確に理解することが必須である。近年の

光学顕微鏡によるシナプス部位における分

子局在やシナプス構造の変化について多く

の研究がなされてきた。しかしながら、シナ

プスのサイズは数百μm 程度と非常に小さく、

光学顕微鏡の分解能が 200 nm 程度であるこ

とを考えると微細構造や詳細な分子動態を

調べるには明らかに不十分である。電子顕微

鏡は細胞内の微細構造を高分解能で解析で

きる唯一の道具であるが、同一視野でシナプ

スのダイナミックな変化を観察しつつ特定

の時点における微細構造変化、分子局在を同

時に観察することは技術的に困難で不可能

である。近年、溶液中の細胞を観察できる走

査型電子顕微鏡(大気圧走査型電子顕微鏡; 

ASEM)が開発され溶液中で細胞の微細構造、

分子の局在を調べることが可能となり上記

の問題点克服できる技術的基盤が確立され

た。そこでこの新たな解析技術を応用した本

研究を提案することとした（下図）。 
 
 

２．研究の目的 
シナプス形成は、脳神経回路網の発達におい

て要のステップであり、正確な神経伝達や脳

の高次機能に極めて重要である。近年、統合

失調症、精神遅滞、自閉症などの神経精神疾

患の原因あるいは危険因子と考えられる遺

伝子が次々と明らかにされ、これらの疾患関

連遺伝子はいずれも脳シナプスの形成、機能

に関与すると考えられている。本研究はシナ

プス形成過程の微細構造変化とこれら機能

分子の挙動を溶液中で大気圧走査型電子顕

微鏡と光学顕微鏡で同時に解析する系を樹

立し、シナプス形成時におけるこれらの分子

の分子挙動・分子位置と微細構造変化の過程

を解析し、これら機能分子欠損時の変化を観

察することで神経精神疾患の病態を理解し、

シナプス形成に関わる分子創薬標的分子を

提示することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
海馬初代培養神経細胞および小脳初代培養

を電子線透過性が高い窒化シリコン（SiN）

薄膜窓を底面にもつ特殊培養ディッシュ上

で培養し、神経細胞に蛍光蛋白質を発現させ、

シナプス形成の過程を光学顕微鏡で観察し、

最適なタイミングでグルタールアルデヒド

固定を行うことで微細構造変化と機能分子

の局在を解析していく。シナプスオーガナイ

ザーの細胞外領域を結合させた磁気ビーズ

上にシナプス前部構造をそれぞれ誘導させ、

単一分子で誘導されるシナプス構造の形成

過程の微細構造と機能分子の局在を解析す

る。 

 
４．研究成果 

初代培養神経細胞を電子線透過性が高い窒

化シリコン（SiN）薄膜窓を底面にもつ特殊

培養ディッシュ上で培養し、神経細胞に蛍光

蛋白質を発現させ、シナプス形成の過程を光

学顕微鏡で観察し、最適なタイミングでグル

タールアルデヒド固定を行うことで微細構

造変化と機能分子の局在を解析する実験系

の開発を行なった。 

 

（１）ASEM と光学顕微鏡で同一視野を観察す

るために、電子線透過性が高い窒化シリコン

（SiN）薄膜窓を底面にもつ特殊培養ディッ

シュ (ASEM ディッシュ)表面をポリ-L-リジ



ンとラミニンでコーティングし、コートした

ASEM ディッシュ上に大脳皮質神経細および

小脳顆粒細胞の初代培養を試みた。培養 6日

目および 14 日目に培養神経細胞をグルター

ルアルデヒドで固定し、シナプス前部アクテ

ィブゾーンタンパク質Bassoonまたはシナプ

ス後肥厚部足場タンパク質 Shank2 に対する

抗体を用いて免疫染色を行った。いずれの培

養神経細胞においても、従来培養に用いてい

るカバーガラス上での培養と同様の染色像

が得られた。ASEM ディッシュをポリ-L-リジ

ンとラミニンで処理することにより、初代培

養神経細胞が可能であることを示した。 

 

（２）マウス培養大脳皮質神経細胞を光学顕

微鏡と ASEM での同時観察を試みた。培養１

４日目に神経細胞を固定し,シナプス部位に

局在するタンパク質に対する抗体を用いて

免疫染色を行った.一部の神経細胞にはウイ

ルスを用いて EGFP を発現させ神経突起をラ

ベルした。光学顕微鏡で確認されたシナプス

前終末アクティブゾーンタンパク質 Bassoon

のシグナルは ASEM ではよりシャープな高分

解能のシグナルとして観察された。また、重

金属染色後に同一視野を観察すると多くの

細い神経線維が金シグナル付近に存在する

ことが明らかとなった。 

 

 

（３）マウス小脳由来の神経細胞をポリ-L-

リジンとラミニンでコーティングした ASEM 

ディッシュ上で培養し、シナプスオーガナイ

ザーで誘導されるプレシナプス構造物の観

察を試みた。培養６日目にシナプスオーガナ

イザーの細胞外領域を結合させた磁気ビー

ズを培養神経細胞に添加し,２４時間後に固

定した。シナプス前部のタンパク質を 1次抗

体により標識し、FluoroNanogold Fab’で 2

次標識を行い、上部に光学顕微鏡を搭載して

ある倒立型の ASEM を用いて同視野観察を行

った。光学顕微鏡による観察でシナプス前部

に存在するタンパク質が磁気ビーズの周辺

に集積してくることが観察された。金増感し

た後、同一視野を ASEM で観察すると、アク

ティブゾーンのタンパク質Bassoonを標識し

た金粒子と軸索が磁気ビーズの周辺を取り

巻くよう存在していることが観察された。 

 

 

光学顕微鏡と ASEM による相関観察はシナプ

ス形成の分子基盤を解析する上で非常に有

効な解析系である.本研究ではシナプス形成

を誘導するタンパク質をコートした磁気ビ

ーズを培養神経細胞に添加することで,ASEM

ディッシュ上の任意の場所にシナプス前部

の構造を作り観察できることを示した. 磁

気ビーズを用いた解析系では,単一分子が誘

導するシナプス構造（シナプス前部またはシ

ナプス後部）を解析することが可能である.

磁気ビーズ添加から観察までの時間をコン

トロールすることで, シナプス形成時にお

ける機能分子の挙動と微細構造変化の過程

を詳細に解析する実験が期待される. 蛍光

蛋白質 EGFP 等で標識した神経細胞を液浸レ

ンズを備えた光学顕微鏡で薄膜の上方から

観察することでシナプスのダイナミックな

変化を観察しつつ,最適なタイミングで固定

し同一視野での電子顕微鏡による微細構造,

分子局在を解析することも可能である.染色

法等の改善の余地があるが,新たな方法論の

確立はシナプスの形成過程の解析を飛躍さ

せこの分野の進展に大きく貢献できるもの

と考える。 
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