
大阪大学・生命機能研究科・招へい教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2014

細胞分裂過程とリンクした標的分子の網羅的マッピング法の開発

Development of comprehensive mapping method of target molecule linked with cell 
division process

３０２５２６３８研究者番号：

岩根　敦子（IWANE, Atsuko）

研究期間：

２６２９１０２８

平成 年 月 日現在３０   ６ １１

円    11,500,000

研究成果の概要（和文）：電顕観察の中で空間分解能が理論的には試料の厚さに影響を与えないFIB-SEM を用い
て最小限度の細胞小器官を有するシゾンを生命の基本である細胞分裂過程のモデル生物として選び、電子顕微鏡
観察で苦手であった標的分子の同定を網羅的にマッピングしながら細胞丸ごとレベルで超微細構造解析を行っ
た。
具体的には電顕観察では多少苦手とされる標的分子の複数同時の標的分子同定やダイナミックスを確認するため
の相同性組換え体発現系を確立、連続２D画像と3次元再構築法から新たに150個以上の３D構造モデルを作成、細
胞分裂の時系列にあわせたより正確な超微細構造モデルを得ることを可能とし、英文書籍にてその結果を報告し
た。

研究成果の概要（英文）：In the observation of electron microscopy, FIB-SEM, whose spatial resolution
 does not influence the thickness of the sample theoretically, is used as a model organism of the 
cell division process, which is the basis of life, with a minimum of organelles Ultrastructural 
analysis was performed at the whole cell level while comprehensively mapping the identification of 
the target molecule that was not good at EM observation.
Establishment of a homologous recombinant expression system to identify multiple target molecules at
 the same time and to confirm the dynamics of the target molecule which is considered somewhat 
difficult by EM observation. Over 150 newly 3D structure models were obtained from continuous 2D 
image and 3D reconstruction technique. We made it is possible to obtain a more accurate 
ultrastructural model adapted to the time series of cell division, and the results were reported in 
English books.

研究分野： 分子生物学、生物物理学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞や組織内の微細構造解析は主に化学固
定→脱水→染色→樹脂包埋後、ダイアモンド
ナイフを用いて作製した超薄切片を TEM 観察
することで進められてきた。つまり、80	nm 程
度の厚さの染色済み細胞や組織切片を電子顕
微鏡で観察する。しかし、この方法ではあく
までも一部の断片の情報にとどまる。近年、
金属やセラミックの表面加工、観察に寄与し
てきた FIB-SEM（Focus	ion	beam-SEM:集束イ
オンビーム−走査イオン顕微鏡）を用いて細胞
丸ごとレベルでの超微細構造解析を行う。ガ
リウムイオンビーム照射で数 nm毎、試料表面
を微細加工（削る）しながら、	
	
FIB-SEM 重要な部位	 	 	 Serial Block Face 
の模式図 

	
	
その表面を SEM 観察し、得られた連続２次元
画像から３次元再構築することで細胞まるご
との構造モデルを作成する。	
なお、細胞の重要な役割とリンクした細胞内
の超微細構造において電子顕微鏡観察の苦手
な点としては①リアルタイムでの動的な構造
変化や②標的分子の同定があるが、これらに
関しては超高分解能光学顕微鏡観察とのサブ
同視野観察で対応するつもりだ。この 2 点を
ふまえながら本研究課題を進めたい。	
 
２．研究の目的 
生物系試料全般への汎用性と応用が期待さ
れている FIB-SEM を用い、母集団を保てるモ
デル細胞としてミトコンドリアを得、ゲノム
が核膜で覆われた“核”をもつ、最古の真核生
物であると考えられている単細胞性紅藻、“シ
ゾン”を選んだ。親細胞は均一に確実に娘細
胞に分裂し、光の明暗での細胞分裂の同調、
既に全ゲノム配列が解明され、組換え体の作
成も可能な点も魅力である。電子顕微鏡観察
において多少、苦手とされる分子の同定をも
可能とし、従来より行われてきた細胞の一部
の断片情報では無く、シゾン細胞丸ごとレベ
ルで生命の重要事項である細胞分裂過程とリ
ンクした細胞内構造変化を光学顕微鏡観察に
よる同定、ダイナミックスと相関しながら３D
微細構造モデルを作成することで真核生物の
基本的な振る舞いが解明出来ると考える。	

この研究の新規性・チャレンジ性としては以
下の特徴がある。	標的分子の同定に関しては
長い間、免疫電顕が用いられてきた。しかし、
化学固定した後の試料に対する抗原抗体反応
は特異性に乏しい場合が多く、得られる像の
バックが高いことも良くあり、多くの研究者
を悩ませているのが現実である。一方、免疫
電顕に代わる新たな同定方法としてメタロチ
オネイン蛋白質のタグを用いた細胞内標識の
例が報告されているが、カドミウムや金等の
重金属存在下での培養を求められることから
(Nishino	 Y.	 et.	 al,	 J.	 Electron	
Microsc.,56,93-101,	2007)、大腸菌などの一
部の生物試料にとどまる。メタロチオネイン
蛋白質は生物の内在性蛋白質として存在する
(Diestra	 E.	 et.	 al,	 J.	 Struct.	
Biol.,165,157-68,	 2009)事も開発を進める
事を困難にしている原因と考えられ、細胞の
重要な役割とリンクした構造解析を進めるた
めには是非、解決・開発が望まれる要点であ
る。そこで私は分子の同定については組換え
体のタグを用いて、標的分子の網羅的なマッ
ピングを行う系を開発する。電子顕微鏡観察
のもう一つの課題の動的な微細構造情報のモ
デルを示すためにも組換え体の蛍光タグを利
用し、高分解能光学顕微鏡を用いて標的分子
やオルガネラの振る舞いを観察し、光-電子像
を相関させることにより明らかにしたい。標
的分子の存在場所のみならず、取り囲む環境
の動きを踏まえながら生物丸ごとレベルで可
視化し、生物の生存に必須である	“均一に確
実に娘細胞に分裂する細胞小器官の振る舞い”
を解明する。極低温電子顕微鏡を用いて精製
蛋白分子の構造解析を結晶化させること無く、
高分解能で解明出来る時代になってきたが、
本申請課題は実際に働くシステムの中での蛋
白質分子の振る舞いを明らかにするためには
避けられない開発を含んでいる。電子顕微鏡
観察の欠点を埋めるだけで無く、また基礎研
究にとどまらず、さらに多くの医学、臨床研
究領域にも有益な情報を提供出来、チャレン
ジの大きさを感じる。	
 
３．研究の方法 
 
本研究は研究代表者岩根を中心に研究分担
者渡邉そして研究協力者である当該研究室の
大学院生やスタッフと共に下表の様な役割分
担にて研究計画を執行した。細胞内の重要な
イベントを観察するための様々な光学顕微鏡
が開発されているが、標的蛋白質のみならず、
それを取り囲む環境も観察出来るメリットを
有する電子顕微鏡観察に多大な期待を寄せ、
電子顕微鏡のなかでも空間分解能が理論的に
は試料の厚さに影響を与えない FIB-SEM を用
いて生命の基本である細胞分裂過程をモデル
生物としてシゾンを選び、細胞丸ごとでの構
造解析の開発、特に電子顕微鏡観察では苦手
とされる標的分子の網羅的な同時マッピング
方法の開発を提案し、この課題遂行には並々 



ならぬ熱意を有している。研究分担者の渡邊
は研究代表者の所属する研究室で博士取得後、
東北大学で本格的に細胞内や個体の 3 次元観

察出来る顕微鏡の開発を行っていた。分子生
物学、生化学、解剖学並びに構造生物学的手
法を駆使して、研究を進めるに際し、多くの
条件検討が必要とされるが、研究場所が大学
院であることを最大限に活かしたい。代表者
並びに分担者は２１世紀の国際社会の発展を
担う人材育成を行う大学院の教官であり、大
学院生を一流の研究者に育て上げる使命が課
されている。そこで本研究課題を管理下にお
かれている大学院生(研究協力者)と共に進め
るつもりである。大学院生には本人の興味、
適正を加味しながら、一部の項目、あるいは
総合的に関与させる。また、FIB-SEM を用いて
既に組織レベルでの構造解析(Ohta	K.	et	al.,	
Micron,	 43,	 612–20,	 2012)をされている久
留米大学医学部解剖学教室の太田啓介博士に
研究協力者として加わっていただき、FIB-SEM
装置の共同利用と研究遂行の有益なご助言を
頂ける環境下にある。一方、培養系並びに組
換え体の発現系についてはシゾンゲノム全塩
基配列解明や組換え体発現に寄与されたシゾ
ン研究の第一人者である立教大学黒岩常祥博
士並びに大沼みわ博士より既に有益なご助言
を頂いた。 
研究計画としては 
シゾンは代表的な細胞小器官が一つずつ存

在し（左図：シゾン
の TEM 像）、真核生
物として最小限度
のシンプルな構造
を有するため、真
核生物の構造解析
モデル生物として
相応しいと考えた。
生命の基本である

細胞分裂(下図：模式図)を同調化出来る点に
も注目した。FIB-SEM を用いて、細胞丸ごとの
各細胞小器官や標的蛋白質を取り囲む環境含
める微細構造変化を観察する系を確立する。
黒岩らによりミトコンドリアと葉緑体そして
細胞核ゲノム全塩基配列がすでに解明されて
おり(C.	merolae	genome	project	web	site;	
http://	merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp)、シ
ゾン組換え体発現系も大腸菌の系を多少修飾
する事で比較的容易に対応出来そうである。

シゾンゲノムはイントロンを殆ど有しないた
め細胞から DNA を抽出し、標的遺伝子は適切
な DNA オリゴを用いて PCR 増幅して得る。塩
基配列の確認は DNA	 BANK の情報と照らし合
せる。コピー数を調節するために UMP 合成酵
素遺伝子をマーカーとする相同性組み換えの
発現系(Fujiwara	 T.	 et	 al.,	 PLoS	 One,8,	
e73608,	 2013)も併せて立ち上げる。培養系、
組換え体発現系、生物試料作製の開発に続き、
FIB-SEM を用いて細胞分裂とリンクした重要
な標的分子の網羅的に複数同時に同定しなが
ら主要な細胞小器官内外の微細構造解析並び
に構造モデル化へと進める。FIB-SEMより得ら
れた連続２次元像から３次元再構築へは３次
元可視化総合解析システム Amira を用いて解
析する。電子顕微鏡像解析で比較的苦手とさ
れてきた標的分子の同定は適切な組換え体タ
グを用いる系で行い、生化学的並びに解剖学
的(岩根)と蛍光からの可視化（渡邊）の両面
からの評価を進める。 
	
４．研究成果	
細胞や組織内の重要なイベントを可視化す
るために、近年、様々な顕微鏡が開発されて
いる。その中で電子顕微鏡観察は標的分子並
びに細胞小器官だけでは無く、それを取り囲
む環境を含めた超微細構造として可視化出来
る利点がある。クライオ電子顕微鏡観察は	
化学固定すること無く、無染色で真の構造が
観察出来る期待が持たれるが、TEM	観察故、
その分解能は試料の厚さに制限がある。そこ
で、空間分解能が理論的には試料の厚さに影
響を与えないFIB-SEM	を用いて最小限度の細
胞小器官を有するシゾンを生命の基本である
細胞分裂過程のモデル生物として選び、電子
顕微鏡観察で多少苦手とされる標的分子の同
定を複数同時にマッピングしながら細胞丸ご
とレベルで超微細構造解析を行った。	
当初、標的分子の同定のために蛍光顕微鏡の
GFP に相当すると期待される新たな組換え体
改良タグとし
て miniSOG 誘
導体を用いる
ことを考え、研
究を進めた。一
般的な動物細
胞のタグとし
ては組換え体



の発現系、検出はでき、私達も有効であると
いう結果を得ていたが、残念ながらシゾンの
細胞内小器官の一つ、ペルオキシダーゼに由
来するペルオキシダーゼ活性が想像以上にあ
まりにも強く、標的分子の同定に用いるのは
難しいと結論づけた。そこで直ちに蛍光イメ
ージングのタグを付けた組換え体作成に舵を
切った。光学顕微鏡―電子顕微鏡両観察から
得られる情報を相補的に評価し、研究を続行
した。シゾンは実験室に於いては振盪培養で
生育するため、今まで生きた状態で同一細胞
の細胞分裂過程のダイナミックスを追うこと
は困難であり、報告は無い。この度、私達は特
殊な基板上での 1 細胞毎のシゾン細胞のタイ
ムラプス観察にも成功した。基板上に半固定
されたシゾンは振盪培養時と同程度の倍加速
度で分裂することも確認され、自作の LED 照
明系(右図)の導入に伴い、均一にシゾン細胞
毎に光の刺激を与え、細胞分裂の同調率
（~85％）をさらに上げることを可能にした。
さらに複数の標的分子のダイナミックスを同
時に有効に確認するためにコピー数を調節し
得る UMP 合成酵素遺伝子をマーカーとし、複
数の選択マーカーを用いて新たな相同性組換
え体発現系開発を行い、無事成功した。複数
同時に特異的な分子を元に 1 細胞のダイナミ
クスをイメージングするための発現系が確立
出来たことは有意義な結果である。下記の図
は GFP-b-Tubulin のみを発現させたシゾン組
換え体の例。	

電子顕微鏡のた
めの試料作製も
概ね確立したこ
ともあり、FIB-
SEMと 3次元再構
築法から新たに
３D構造モデルも
150個以上となっ

た。光学顕微鏡からの結果並びに光学顕微鏡
では多少観察が難しい、色素体内のチラコイ
ド膜の推移（下図）と比較しながら細胞分裂

の時系列にあわせたより正確な超微細構造モ
デルを得ることを可能とし、国内外の学会、
英文書籍にてその結果を報告した。	
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