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研究成果の概要（和文）：中枢神経系を構成するグリア細胞としては、アストロサイト、ミクログリア、オリゴ
デンドロサイトなどが知られている。このうちオリゴデンドロサイトは神経細胞の軸索の髄鞘形成に関わるが、
アストロサイトやミクログリアはシナプスの形成・消失などを介して脳機能に関与している可能性が示唆されて
いる。そこで本研究ではこれまでに研究代表者が取り組んできた、電子顕微鏡と光学顕微鏡の融合的手法である
光ｰ電子相関顕微鏡法(CLEM)によりアストロサイトおよびミクログリアの微小突起の形態学的解析および分子局
在解析を行った。また、電子顕微鏡による三次元再構築法を用いて、ミクログリアの微細突起構造の三次元再構
築化に成功した。

研究成果の概要（英文）：In the central nervous system of the mammalian brain, three types of glial 
cells have been identified; astrocyte, microglia and oligodendrocyte. Among them, oligodendrocyte 
forms myelin around axons.  Other types of glial cells might contribute to the synaptic functions of
 the brain by affecting the synapse formation/elimination.  
In this research, I analyzed the precise structure of astrocyte and microglia by using CLEM 
(Correlative anaylysis of light- and electron- microscopy) method. Particularly, I succeeded the 
comprehensive three-dimensional reconstruct of the fine protrusions of single microglia. 

研究分野： 神経形態学
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳は神経細胞とグリア細胞から構成さ
れる。神経細胞は互いにシナプスを介して結
合し、神経回路ネットワークを構成すること
で様々な情報処理を行うのに対し、従来、グ
リア細胞は、神経細胞に栄養因子等を供給す
るなどの支持的細胞と従来考えられてきた。
近年、神経伝達物質であるグルタミン酸の細
胞外領域での濃度制御を行ったり、シナプス
形成・除去に関与したりと、積極的に脳機能
に関与することが明らかになった一方、まだ
まだ不明の点も多い。  
（２）アストロサイトから出る無数の微細突
起は、機能的にも構造的にも高度に分化して
いるが、このような形態および機能の分化が
どのようなメカニズムによりもたらされる
のかは不明である。またアストロサイトどう
しは互いにテリトリーを形成し、排他的に位
置しているが、ひとつのアストロサイトが何
個の神経細胞と相互作用するのか、また同じ
アストロサイトと相互作用する神経細胞ど
うしが機能的に連関するのか、異なるアスト
ロサイトに取り囲まれる神経細胞どうしに
ついては機能的に連関するのかなどについ
ては不明である。 
（３）ミクログリアは、正常時においてはラ
ミファイドミクログリアと呼ばれる、無数の
微細突起を有する形態を取るが、炎症等によ
り活性化されると微細突起が消失し、アメボ
イドミクログリアと呼ばれる構造を取る。し
かし、これらの形態変化がどのようなメカニ
ズムで引き起こされるのか、さらにこのよう
な形態変化がミクログリアの機能にどのよ
うな変化をもたらすのかについては充分に
明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）アストロサイトやミクログリアは無数
の微細突起を有する。特にアストロサイトに
ついては比較的広い範囲に突起を伸ばすこ
とから、広範囲にわたる微細形態を明らかに
することが必要となる。そこで本研究では、
以前から推進してきた電子顕微鏡と光学顕
微鏡の融合的手法による新規イメージング
技術を用いてグリア細胞の電子顕微鏡によ
る三次元再構築と、光学顕微鏡的手法を用い
てグリア細胞の突起に局在すると考えられ
る分子の抗体を用いて詳細な局在解析を行
う。これらの解析を通じてグリア細胞の微小
突起の機能分化の分子メカニズムに関わる
知見を得る。 
（２）グリア細胞の三次元再構築像から神経
細胞とグリア細胞との近接部位に着目し、そ
の特徴について抽出する。  
３．研究の方法 
（１）グリア細胞の三次元再構築に際しては、
超薄連続切片回収機 ATUM(Automatic 
Tape-collecting UltraMicrotome)を用いる
ことを当初の計画とした(引用文献①)。 
 従来法では、電子顕微鏡による三次元再構

築は主として超薄連続切片の回収と透過型
電子顕微鏡での画像取得が一般的であった。
しかしこの方法は実験者の手技の熟練や長
時間にわたる作業が必要とされるため、大規
模な三次元再構築を行うのは困難であった。 
 近年、走査型顕微鏡を用いた新しい手法が
次々と実用化されており、今回使用を計画し
ていた ATUM は、グリッドの薄膜上に実験
者が切片を回収する代わりに、プラスチック
テープの上に機械が自動的に切片を回収し
ていく。これにより実験者の労力を大幅に軽
減させることが可能である。回収された切片
はプラスチックテープの上にあるため、電子
線が通り抜けられないことから、透過型電子
顕微鏡を使用することができず、代わりに走
査型電子顕微鏡を利用する。 
（２）グリア細胞の突起に集積する分子の局
在解析については、Array Tomography 法を
用いた（引用文献②）。Array Tomography
法は脳試料を LRWhite などの親水性の電子
顕微鏡用樹脂に包埋し、ウルトラミクロトー
ムで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 750nm-1000nm と低
分解能であり、グリアの微細突起構造を観察
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
以下の厚さ(50nm-200nm 程度)に超薄化す
ることで、分解能の向上が期待できる。 
 
４．研究成果 
（１）まずアストロサイトに比べて突起の複
雑さや空間的な広がりの小さいミクログリ
アを対象として、三次元再構築を試みた。し
かし、当初予定していた ATUM では、期待
したような結果を得ることが困難であった。
具体的な理由としては、切片回収時に皺が生
じる頻度が高く、一旦皺が入ってしまうとそ
の部分は再構築に使えないことから、標的と
するミクログリアを再構築することが困難
であった。そこで、ATUM の代わりに
FIB-SEM を利用することとした。 
  
（２）FIB-SEM では、切片を作製する代わ
りに、試料ブロックの表面を集束イオンビー
ム(focused ion beam)を用いて切削し、表出
した面を走査型顕微鏡 (scanning electron 
microscopy)でスキャンして画像取得し、この
ステップを繰り返し行うことで試料の三次
元再構築像を得るという手法である（引用文
献③）。この手法のメリットは、切片を切る
必要がないことから、皺の問題をクリアする
ことができる。また、全ての操作が自動化さ
れているため、実験者の技術や労力等も大幅
に軽減される。さらに、従来の切片法で回収
できる切片の厚さは 50nm程度が限界であっ
たが、集束イオンビームは 10nm ずつ表面を
削り取ることが可能であり、これにより解像



度を大幅に向上させることが可能である。一
方、従来の透過顕微鏡法ではグリッド上に、
また ATUM ではプラスチックテープ上に切
片が保持されることから、複数回に亘る観察
が可能であるが、FIB-SEM による観察方法
は破壊的手法のため、同じ試料を二度と観察
することができないというデメリットもあ
る。 
 
（３）ミクログリアは染色体や核小体などの
特徴から、神経細胞や他のグリアと見分ける
ことも可能であるが、三次元再構築する標的
のミクログリアを確実に同定するために、ま
ず iba1-GFP マウスを利用した（引用文献④）。 
iba1-GFP マウスはミクログリアに特異的に
発現している iba1 プロモーターの下流に
GFP 遺伝子を導入したトランスジェニック
マウスであり、ミクログリアが特異的に GFP
で標識されることから、ミクログリアを容易
に識別することができる。 
 
（４）しかし、光学顕微鏡で iba1-GFP マウ
スのミクログリアを同定し、三次元再構築す
べき細胞を決めても、電子顕微鏡用試料作製
の過程において GFP の蛍光は消光してしま
うため、正しく細胞を同定することは困難で
ある。そこで NIRB(Near-infrared branding)
法の導入を試みた（引用文献⑤）。NIRB 法は、 
二光子顕微鏡において焦点面のみが照射さ
れ、その点像分布関数が、焦点面の極めて小
さい領域に限られるという長所を活かし、レ
ーザーパワーを最大限上げて組織を焼灼す
ることで、位置合わせ用の傷をつける手法で
ある。焼灼痕は電子顕微鏡においても容易に
識別できることから、光学顕微鏡で同定して
おいた細胞を電子顕微鏡で正確に同定する
ことが可能である。 
 
（５）以上の方法をふまえ、まず二光子顕微
鏡を用いて標的とするミクログリアを観察
し、その微小突起の広がりについて観察・画
像取得する。その上でレーザーパワーを上げ
て組織を焼灼し、電子顕微鏡用樹脂に包埋し
た。次に試料ブロックの面出しを行い、焼灼
痕を指標として、標的とするミクログリアが
正しく表出されていることを確認した上で、
FIB-SEM による画像取得を行った。画像取
得にあたっては、FIB-SEM で観察できる範
囲は限られることから、50m x 50m x 
50m の範囲で画像取得を行った。このため、
ミクログリア全体を含むことはできず、また
細胞の同定の際に既に細胞が表出している
ことから、全体の 1/8 に当たる部分の三次元
再構築に限られる。しかし、観察した領域に
関しては全ての微細突起の三次元再構築に
成功した。現在、その特徴について解析中で
ある。具体的には神経細胞との関係や微細突
起の分岐パターンや細胞内構造等について
詳細に検討しており、これらについて纏めた
時点で論文化することが可能と思われる。 

（６）一方、アストロサイトについては、そ
の範囲が大きすぎることや、アストロサイト
の突起が極めて微細なため、現在の観察条件
では全ての突起を明瞭に観察できていない。
今後は観察条件および試料作製のプロトコ
ールの改良を試みることで、アストロサイト
の微細突起の網羅的解析を実現させたい。 
 
（７）また、アストロサイト微細突起に局在
する分子としてはアクアポリン４が血管周
囲を取り囲む微細突起特異的に発現するこ
とが知られていることから、抗アクアポリン
4 抗体を用いた Array Tomography 法を実施
したが、特異的な染色が観察できる抗体は見
つからなかった。これは、Array Tomography
法は高解像度の光学顕微鏡像取得には有用
な方法であるものの、LRWhite 樹脂に包埋さ
れた試料に使用できる抗体が極めて限られ
ているためと考えられる。そこで今後はアク
アポリン抗体の作製や、或いは他の候補分子
に着目して、同様の解析を実施したい。 
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