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研究成果の概要（和文）：本研究では、array tomography法を新たに開発した。この手法を用いることで、これ
まで解析が困難であった空間的に複雑な形状を呈するゴルジ装置の３D全体像の解析が可能となった。その結
果、ゴルジ装置の3D形状は多様であり、細胞種によって様々であることがわかった。また、この小器官が一つの
連続した構造体であり、細胞質の広領域を占めることも示すことができた。さらに、蛍光イメージングとオスミ
ウム浸軟法を組み合わせた相関顕微鏡観察法により、去勢後の性腺刺激ホルモン産生細胞のゴルジ装置の形態変
化の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The present study developed a novel three-dimensional (3D) imaging technique
 combining array tomography and osmium impregnation methods. This novel method was applied to 
analysis of the 3D shape of the entire Golgi apparatus, which exhibits a spatially complex 
structure. The results clearly demonstrate that complete Golgi apparatus structures are both diverse
 in shape and cell type-dependent, with each apparatus appearing as a single mass located within a 
large cytoplasmic region. In addition, morphological changes of the Golgi apparatus were analyzed in
 gonadotropes before and after castration by correlative light and scanning electron microscopy 
paired with a combination of immunofluorescence imaging and osmium maceration methods.

研究分野：解剖学
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１．研究開始当初の背景 

ゴルジ装置は、Camillo Golgi(1898)によっ

て神経細胞体の中に銀で染まる網状構造、

す な わ ち 内 網 装 置 (apparato reticolare 

interno)として発見された。その後、光学顕

微鏡(光顕)の観察から、この装置がすべて

の細胞に存在することが示唆された。さら

に、透過電子顕微鏡(透過電顕)の誕生によ

り、ゴルジ装置は数層の扁平な槽(cistern)

が何層も積み重なった層板構造を呈し、こ

の装置が空胞(vacuoles)、層板(lamellae)、小

胞(vesicles)の三者の集合体であることが明

らかになった。また、酵素細胞化学的研究

や免疫細胞化学的研究から、ゴルジ装置に

シスとトランスの極性(polarity)が存在し、

細胞内の物質輸送の中継点としての重要な

役割が明らかになってきた。一方、近年の

電顕トモグラフィーによるゴルジ装置の立

体(3D)構造解析で、ゴルジ装置の微細構造

の複雑さが示されるようになった。しかし、

観察可能領域が切片の厚み(1μm 厚程度)に

制限され、この小器官の全体構築像の解明

に至っていない。そこで本研究では、この

限界を克服する新たな 3D イメージング技

法を開発し、多様な細胞のゴルジ装置の形

態解析を試みた。 

 

２．研究の目的 

 ゴルジ装置が細胞の機能に果たす重要性

に比して、その構造の多様性と複雑性につ

いては不明な点も多い。そこで本研究は、

先端的な 3D 技法を駆使して、光顕レベル

と電顕レベルを結び付けたゴルジ装置の

3D微細構造解析を行う。具体的には、ゴル

ジ装置の良く発達したラット下垂体性腺刺

激ホルモン産生細胞、膵外分泌細胞、精巣

上体管細胞を用い、超薄連続切片の走査電

子顕微鏡(SEM)像を 3D 再構築する新しい

手法を確立し、この小器官の 3D 形態を明

らかにする。さらに蛍光イメージング像と

SEM像の相関顕微観察法や SEMによるゴ

ルジ装置の極性観察法も開発し、ゴルジ装

置の複雑な構造の中の極性(シス・トラン

ス)を明らかにし、細胞の機能に関連したゴ

ルジ装置の形態的多様性について明らかに

する。 

 

３． 研究の方法 

(1) Array tomography法の開発 

本研究では、ゴルジ装置の 3D全体像を解

析するための array tomography 法を新たに

開発した。オスミウム染色を施した組織を

エポキシ樹脂に包埋後、80-100nm厚の連続

切片(300-500枚)を切削し、ガラススライド

上に貼付した。さらに切片はウラン・鉛に

よる電子染色を施し、目的の細胞を SEMに

より観察した。観察した連続像を基に、細

胞、ゴルジ装置、核などの小器官を 3D 再

構築した(Koga et al., Microscopy,2016)。 

 

Array tomography 法のフローチャート 

 

(2) 蛍光イメージングと SEM 像の相関顕微

鏡観察法の開発 

オスミウム浸軟法は、ゴルジ装置などの細

胞小器官の 3D 表面微細構造を再構築するこ

となく観察することができる手法である。し

かしながら、この手法は固定や浸軟処理にオ

スミウム酸を使用するため、免疫組織化学染

色の応用が困難であった。そこで本研究では、

この問題を解決するため、凍結切片法とオス

ミウム浸軟法を効果的に組み合わせた新た



な手法を開発した。徳安の凍結切片法に準じ

て準超薄凍結切片を作製後、ゴルジ装置や小

胞体、ホルモンなどの目的分子の抗体を用い、

蛍光免疫組織化学染色を行った。一方、切片

切削後の隣接ブロックは解凍後、オスミウム

浸軟処理を施した。最後に、蛍光免疫染色切

片と隣接オスミウム浸軟ブロックを対比観

察した (Koga et al., J Histochem Cytochem, 

2015)。 

 

蛍光イメージングとSEM像の相関顕微鏡観察

法のフローチャート 

 

(3) SEMによるゴルジ装置の極性観察法の

開発 

ゴルジ装置のシス染色法として古くから

知られているオスミウム染色法とオスミウ

ム浸軟法を組み合わせた手法を開発した。

オスミウム染色した組織にオスミウム浸軟

処理を施すことで、オスミウム浸軟像にゴ

ルジ装置の極性を示すことが可能となった

(Koga et al., J Microsc, 2016)。 

 

４． 研究成果 

(1) ゴルジ装置の 3D全体像の解析 

 新たに開発した array tomography法を用い、

ラット精巣上体管上皮主細胞、膵臓外分泌細

胞、下垂体性腺刺激ホルモン産生細胞のゴル

ジ装置の 3D 全体像の解析を行った。精巣上

体管上皮主細胞では、ゴルジ装置は核上部に

位置し、その形状はチューリップの花弁のよ

うであった。また、膵臓外分泌細胞のゴルジ

装置は、核上部に位置し、複雑なリボン状の

形態を呈していた。一方、性腺刺激ホルモン

産生細胞では、ゴルジ装置は細胞の中心部に

位置し、その形状は球体という特殊な形状で

あることがわかった。これらの結果から、ゴ

ルジ装置の 3D 全体像は細胞種によって多様

であること、また、ゴルジ装置は一つの連続

した構造体であることも示すことができた 

(Koga et al., Microscopy, 2016)。 

 

 
性腺刺激ホルモン産生細胞ゴルジ装置の 3D

モデル：左）3D 再構築像；ゴルジ装置の形状

が球体であることが理解できる。右）3Dプリ

ントモデル；再構築した像を 3D プリントす

ることで、ゴルジ装置 3D 形態のさらなる理

解が期待できる。 

 

(2) 機能変化に伴う性腺刺激ホルモン産生細

胞ゴルジ装置の 3D微細構造解析 

 下垂体前葉は、多種類のホルモン産生細胞

が混在する複雑な組織であり、各前葉ホルモ

ン産生細胞の同定には、免疫組織化学手技が

必要不可欠である。そこで本研究では、新た

に開発した蛍光イメージングとオスミウム

浸軟 SEM観察法を組み合わせた相関顕微鏡

観察法を用い、性腺刺激ホルモン産生細胞の

ゴルジ装置の 3D微細構造の形状と、去勢後

の機能変化に伴うゴルジ装置の形態変化を

詳細に解析した。その結果、蛍光イメージン

グと SEM観察像の相関観察により、性腺刺

激ホルモン産生細胞のゴルジ装置が球体で

あることを証明することができた。また、去

勢後早期にみられる性腺刺激ホルモン産生

細胞の形態変化(ゴルジ装置の分散、小胞体膜

の集積、ミトコンドリアの拡張)を分子の局在

と合わせて解析することもできた (Koga et 



al., J Histochem Cytochem, 2015; Koga et al., 

BioMed Res, 2017)。

 

蛍光イメージングとSEM像の相関顕微鏡観察

(去勢後 3M 後の性腺刺激ホルモン産生細

胞)：左）蛍光イメージング像；緑(性腺刺激

ホルモン産生細胞)、黄(ゴルジ装置)、桃(小

胞体)、青(核)。右）隣接ブロック SEM 像：

蛍光像とSEMオスミウム浸軟像の相関観察法

により、去勢後の性腺刺激ホルモン産生細胞

の形態変化を分子の局在と合わせて解析す

ることができた。 

 

(3) SEMによるゴルジ装置の極性観察 

 オスミウム染色法とオスミウム浸軟法を

組み合わせた手法を用い、精巣上体管上皮主

細胞、下垂体前葉細胞、脊髄神経節細胞のゴ

ルジ装置の極性(シス側)を SEM 観察により

同定することができた。ゴルジ装置の極性を

知ることは、細胞の極性や分泌経路を解明す

る上で重要である。今後はこの手法を用い、

SEM により様々な細胞のゴルジ装置の極性

を明らかにし、細胞の機能とゴルジ装置の形

態的関係を明らかにしていきたい。 

 

SEM によるゴルジ装置の極性観察(性腺刺激

ホルモン産生細胞)：左）二次電子像；球体の

ゴルジ装置が観察される。右）反射電子像：

オスミウムで染色されたシス槽が強い信号

として観察できる(Koga et al., J Microsc, 

2016)。 
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