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研究成果の概要（和文）：本研究では連続切片SEM・3D再構築法を用いて、下垂体前葉内分泌細胞のゴルジ装置
の3D全体像を可視化することで、各細胞における形態的多様性を明らかにした。下垂体前葉は多種類の内分泌細
胞が混在するため、形態観察だけでは各細胞を同定することは困難である。そこで、連続切片SEM法に免疫細胞
化学法を組み合わせた新たな3Dイメージング技法を独自に開発した。この手法を用いることで、下垂体前葉のよ
うな複雑な組織において、目的の細胞を正確に同定した上で、ゴルジ装置の形態解析を遂行することが可能とな
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have visualized the entire three-dimensional (3D) shape of
 the Golgi apparatus in anterior pituitary endocrine cells and revealed the morphological diversity 
of this organelle in individual endocrine cells by using a serial-section scanning electron 
microscopy (SEM) and 3D reconstruction method. Because the anterior pituitary comprises several 
different hormone-producing cells, it is difficult to identify each endocrine cell type in this 
tissue by only morphological analysis. Thus, we developed a novel 3D imaging technique that combines
 serial-section SEM and immunocytochemistry. Using this novel method, we were able to analyze the 3D
 structure of the Golgi apparatus in targeted anterior pituitary cells that were identified 
accurately by the immunocytochemical approach.

研究分野： 解剖学

キーワード： ゴルジ装置　連続切片SEM法　3D再構築　下垂体前葉

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究課題を通して、これまで単純な模式図で表現されてきたゴルジ装置が、実は空間的に複雑な形状を呈し
ていることを示すことができた。また、哺乳動物の生体内では、ゴルジ装置は巨大なオルガネラであり、連続し
た一連の構造体であることも実証することができた。さらに、本研究で開発に成功した新たな連続切片SEM・3D
再構築法(免疫細胞化学法を組み合わせた手法)は、下垂体前葉組織だけに留まらず、同様に多種類の内分泌細胞
が混在する膵島や消化管の散在性内分泌細胞の解析(ゴルジ関連分子の局在解析など)にも適応可能であり、複雑
な生体組織内で特定の細胞を解析対象とする研究の発展への波及効果は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

ゴルジ装置は、細胞内の蛋白輸送経路の中間地点で分泌蛋白の修飾・活性化や適切な行
き先への仕分けを行う重要な小器官である。生体で様々な役割を担い分化・成熟した細胞
では、ゴルジ装置は多様で複雑な構築を呈するが、その機能と構造の関係性については未
だに不明な点が多い。そこで私たちは、細胞内の 3D 微細構造を再構築することなく走査
電子顕微鏡(SEM)で観察可能なオスミウム浸軟法を改良し、様々な細胞のゴルジ装置の 3D
微細構造を解析してきた。この方法を用いて、私たちはこれまでに、ゴルジ装置のシス槽
の表面が細胞種によらず共通で、直径約 50nm の小孔に富む板状構造であることを示すと
共に、トランス槽の形状が細胞ごとに多様であることを明らかにした(引用文献①)。しか
し、オスミウム浸軟法は、組織の割断・切削面からの観察であるため、表面から死角にな
る標本深部の全容を描出することは困難である。そこでこの問題を解決するために、汎用
型 SEM とウルトラミクロトームのみで遂行可能で、高価な機器に依存しない、新たな連続
断層像観察・3D 再構築法 (連続切片 SEM 法)を独自に確立し、これまで解析が困難であっ
た空間的に複雑な形状のゴルジ装置の全体像を描出することに成功した(引用文献②)。
この新たな SEM 観察法を使って、下垂体前葉の様々な内分泌細胞におけるゴルジ装置全
体の 3D 構築を比較してみたところ、細胞種ごとに固有の特徴が認められることに気付い
た。成体の下垂体前葉は少なくとも 5種類の内分泌細胞（成長ホルモン[GH]産生細胞、乳
腺刺激ホルモン[PRL]産生細胞、性腺刺激ホルモン[LH/FSH]産生細胞、甲状腺刺激ホルモ
ン[TSH]産生細胞、副腎皮質刺激ホルモン[ACTH]産生細胞）から成る。しかしながら、下
垂体前葉の各内分泌細胞のゴルジ装置の全体構築や 3D微細構造を細胞横断的に比較・検
討して、その多様性や細胞間の差異の詳細を明らかにした研究は、これまでにみられなか
った。 
そこで、このように空間的に複雑で多様な細胞から構成される下垂体前葉組織の中で、

個々の内分泌細胞の 3D 微細構造の多様性や成熟の過程での変化を明らかにするためには、
私たちが開発してきた連続切片 SEM・3D 再構築法が最適の手段となるのではないかと考
え、本研究課題を立案するに至った。 

 
２．研究の目的 
 
分泌蛋白輸送経路中で重要な役割を果たすゴルジ装置は、多様で複雑な構築を呈するが、

その機能と構造の関係については未だに不明な点が多い。少なくとも 5種類の内分泌細胞
が混在する下垂体前葉では、ゴルジ装置の形態に明瞭な多様性が認められるが、その差異
を比較した研究はない。本研究により開発する新たな 3D-SEM 観察法(連続切片 SEM 法と免
疫細胞化学染色法を組み合わせた手法)は、複雑な細胞構成の組織中で特定の細胞を同定
し、その 3D 微細構造を明らかにできる。この技法により下垂体前葉におけるゴルジ装置の
形態的多様性、および成熟過程に伴う内分泌細胞のゴルジ装置の形態変化を細胞の機能と
連関させて明らかにする。さらに、これらのデータを体系化することで 3D形態ライブラリ
を構築する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)オスミウム浸軟法によるゴルジ
装置の 3D 構造解析 
 
オスミウム浸軟法は、ゴルジ装置

や小胞体、ミトコンドリアなどの膜
性小器官の 3D 微細構造を再構築す
ることなく SEM で直接観察すること
ができる唯一の手法である(引用文
献①,③)。   
本研究ではオスミウム浸軟法によ

り、下垂体前葉各内分泌細胞
(GH,PRL,LH/FSH, TSH, ACTH 細胞)の
ゴルジ装置の 3D 微細構築解析を行
い、構造的多様性を明らかにした(シ
ス槽、トランス槽、中間槽、トラン



スゴルジネットワーク[TGN]、ゴルジ-ER 中間区画[ERGIC]の詳細な観察)。さらに、ゴルジ
装置と機能的に関連が深い小胞体にも注目し、詳細な形態観察を行った。 
 
(2) 新たな光・電子相関顕微鏡観察法(CLEM 法)の開発と応用 
 
 本研究では、研究連携者の久住
聡博士(鹿児島大学)と共同で、ゴ
ルジ装置の機能・形態学的解析に
有効な先端的CLEM法の開発を行っ
た(引用文献④,⑤)。この手法は、
凍結超薄法(徳安法)と切片 SEM 法
(SEM で切片を観察する手法)を効
果的に組み合わせた独自性の高い
イメージング技法である。 
私たちが開発したこの新たな

CLEM 法を用いることで、蛍光で標
識したゴルジ関連分子の局在を電
子顕微鏡レベルの分解能で解析す
ることが可能となった。また、蛍
光・ナノゴールド標識抗体を用い
ることで、目的分子の局在をさら
に詳細に可視化することにも成功
している。 
 
(3) 金コロイド法(免疫電顕法)と連続切片 SEM 法の開発と応用 
 
 これまで私たちは、連続切片 SEM 法(樹脂に包埋した組織ブロックの超薄連続切片をガラ
ススライドなどの基板に載せ、その連続断層像を SEM で観察する手法)を独自に開発し、生
体内の様々な細胞のゴルジ装置の 3D 形状を明らかにしてきた(引用文献①)。しかし、下垂
体前葉のような多種類の細胞が混在する複雑な組織では、形態学的な解析だけでは個々の
内分泌細胞の同定が困難であり、各細胞の機能を正確に把握した上でゴルジ装置の解析が
できない。そこで、連続切片 SEM 法に金コロイド標識法を応用した斬新な 3D イメージング
技法の開発を行った(論文投稿中)。この手法を用いることで、下垂体前葉各内分泌細胞を正
確に標識した状態で、ゴルジ装置の 3D形態解析を行うことが可能となった。 
 
４．研究成果 
 
(1) オスミウム浸軟法によるゴルジ装置(下垂体前葉内分泌細胞)の 3D 形態解析 
 
① ゴルジ装置の全体形状の解析 
オスミウム浸軟法による下垂体前葉内分泌細胞

(GH,PRL,LH/FSH,TSH,ACTH 細胞)の 3D 形態解析を行
った。これまでの私たちの研究結果が示すように、
LH/FSH 細胞のゴルジ装置は発達が良く、「球体」とい
う特徴的な構築を呈していた。一方、TSH 細胞も細胞
内の広領域を占める巨大なゴルジ装置を有し、その
形状はおおよそ「球状」を示すことがわかった。さら
に GH 細胞や PRL 細胞、ACTH 細胞(図)では、ゴルジ
装置の形態は球状もしくは、楕円体であることがわ
かった(ゴルジ槽やゴルジ層板の 3D 微細形状は、各
前葉細胞に依存して多様であった)。LH/FSH 細胞や
TSH 細胞のゴルジ装置は、長径 5-6µｍの巨大なゴル
ジ装置であるのに対し、GH 細胞や PRL 細胞では、そ
の半分ほどのサイズであった。オスミウム浸軟法による解析では、3D 再構築することなく
膜性小器官を解析することができるので、ゴルジ装置の 3D微細構造解析に留まらず、その
他の小器官との空間的配置関係をダイレクトに解析することができた。図の解説：ACTH 細
胞のゴルジ装置(青)を観察した例。Nは核を示す。 
 

② ゴルジ槽の 3D 微細構造解析 
 オスミウム浸軟法は 3D再構築法と異なり、膜性オルガネラ表面微細テクスチャーの 3D 解
析に優れている。本研究ではその特徴を活かし、下垂体前葉各内分泌細胞の ERGIC、シス槽、

N 



中間槽、トランス槽、TGN の 3D 微細構造解析を行っ
た。シス槽は各前葉細胞に共通して、槽の表面に小
孔があいた板状構造を呈しているのに対し、TGN の
形状は細胞種によって多様であることがわかった。
さらに、オスミウム浸軟法による観察により、これ
まで詳細が不明なままであった ERGIC の 3D 微細構
像をダイレクトに捉えることに成功した(図：引用
文献⑥)。 
下垂体前葉各ホルモン産生細胞は、内分泌という

共通した機能を有しているにも関わらず、ゴルジ装
置や小胞体の 3D 微細構築に特徴的な相違がみられ
ることもわかった。オスミウム浸軟像は、連続切片
SEM 法による 3D 再構築モデルを作製する際に、予め目的細胞のオルガネラの空間的配置関
係を把握しておくという意味でも重要であることにも気づいた。今後は、免疫組織化学的手
技を応用した斬新な手法の開発も行っていく予定である。図の解説：LH/FSH 細胞のシス側
の微細構造：茶：小胞体、紫：ERGIC、黄：小胞、青：シス最表層、緑：中間槽。 
 
(2) 新たな CLEM 法による下垂体前葉ゴルジ装置の機能・形態学的解析 
 
本研究課題において、凍結薄切法と切片 SEM 法を

組み合わせた新たな CLEM 法の開発を行った。この独
自の CLEM 法を用いることで、下垂体前葉各内分泌細
胞を正確に同定するだけでなく、蛍光で標識した
様々なオルガネラ関連分子(ゴルジ装置など)の局在
を電子顕微鏡レベルの分解能で解析することが可能
となった。このイメージング技法は、下垂体前葉組
織に留まらず、様々な生体組織、培養細胞などへの
応用が期待される斬新なイメージング法である。し
かし現状では、樹脂包埋した準超薄凍結切片(500nm-
1µm 厚)から超薄切片(100nm 厚)を切削することによ
り相関観察を可能としているため、技術難易度が高
く汎用的でない。今後は、簡易的な手法にするため
の改変が必要であると感じている。図の解説：蛍光
像(青は DAPI、白は LH[LH/FSH 細胞]、緑は GM130[シ
ス]、マゼンタは TGN38[トランス]の局在を示す)とその電子顕微鏡像の重ね合わせ像。 
 
(3) 免疫電顕法を加味した連続切片 SEM 法によるゴルジ装置の 3D 構造解析 
  
 連続切片 SEM 法は、ゴルジ装置の 3D 全体像を
解析するための最適なイメージング技法である。
私たちはこれまでに、この新たな 3D 技法を駆使
し、生体内の様々な細胞のゴルジ装置の形態解析
を行い、この小器官の形態的多様性を示してき
た。しかし、下垂体前葉のような複雑な組織を対
象とする場合、各細胞の同定に免疫細胞化学的手
技の応用が必要となる。そこで本研究では、組織
包埋剤(樹脂)や固定処理など樹脂包埋前の様々
な処理を工夫することで、連続切片像にホルモン
や(一部の)ゴルジ関連分子の局在を金コロイド
で標識することを可能とした。本研究では、各ホ
ルモン産生細胞を正確に同定した上で、下垂体組
織におけるゴルジ装置の詳細な 3D再構築像を創造することができた(論文作成中)。 
さらに近年、超高分解能 SEM を用いることで、ゴルジ装置だけに留まらず、小胞体、ミトコン

ドリア、中心小体などオルガネラも同時に再構築することに成功している。特に下垂体前葉内分
泌細胞のような極性の乏しい細胞において、中心小体は微小管形成中心(MTOC)として働くため、
ゴルジ装置との空間的配置関係の理解は、機能的解析の側面からも非常に重要である。また、3D
形態解析過程において、下垂体前葉内分泌細胞に中心小体より伸びる一次線毛の存在も確認す
ることもでき、新たな研究テーマへの発展にも繋がった。最近は、生後成熟過程おける下垂体前
葉内分泌細胞(主に LH/FSH 細胞)ゴルジ装置の形態学的解析も進めており、この小器官の経時的
形態変化が解明されている。図の解説：TSH 細胞の 3D 再構築像。緑はゴルジ装置、赤は中心小
体を示す。 
 
(4) ゴルジ形態ライブラリ 



 
 私たちはこれまで、生体内の様々な細胞におけるゴルジ装置の 3D構造解析を行ってきた
(精巣上体管上皮主細胞、膵臓外分泌細胞、胃底腺主細胞、下垂体前葉各内分泌細胞、小脳
プルキンエ細胞など)。今後は、オスミウム浸軟 3D像や連続切片 SEM・3D 再構築法により作
製したゴルジ形態モデルをライブラリ化し、公開できるようにする予定である。 
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