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研究成果の概要（和文）：透過型電顕試料用のプロトコルにより、野生型および遺伝子改変マウス脳組織から試
料（非標識）を作製した。従来のssTEM法と福井大学深澤教授グループが最適化したFIB-SEM法で並行して解析
し、両者の結果を比較した。ssTEM法では認められなかったシナプス形態異常をFIB-SEM法により見出すことがで
きた。これは深さ方向の切片厚の差（50nm vs. 5nm）によるところが大きいが、ssTEM法には精細な2次元像を広
範囲で取得できるメリットがあるため、両者の利害得失を知って併用することが重要と思われる。3D免疫電顕の
比較は現在進行中である。

研究成果の概要（英文）：In this study we acquired serial 2D images from conventionally prepared 
tissue samples from wild type and genetically engineered mouse brain and compared 3D reconstructed 
images by using conventional ssTEM and FIB-SEM (in collaboration with the Fukazawa lab at Fukui 
Univ.). FIB-SEM, but not ssTEM, found a unique anomaly in synapse morphology, mainly due to the 
thickness along Z-axis (5nm vs. 50nm), whereas ssTEM could cover wider volume than FIB-SEM. 
Comparison of the two methods with immunogold-labeled samples is under investigation.

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 
問題点：グルタミン酸作動性シナプスの伝達
効率と最も強く相関する指標はアクティ
ブ・ゾーン表面に集積する AMPA 型グルタ
ミン酸受容体の分子数であるが、計測手法が
凍結割断レプリカ標識(SDS-FRL)法に限ら
れ、普及していない。次いでシナプス伝達効
率と相関する形態的代理指標とされている
のがアクティブ・ゾーンの面積(2 次元)やス
パイン体積(3 次元)などである。これらは連
続超薄切片から取得した一連の TEM 画像を 
積 層 ・ 整 列 し て ３ 次 元 再 構 築 す る
ssTEM(ss=serial section)法で計測可能であ
る。３次元再構成されたシナプスからは、シ
ナプス小胞の数・分布、アクティブ・ゾーン
面積、スパイン体積、スパイン全長および頭
部-頸部-基部の長径および短径、スパイン内
小胞体(=spine apparatus)などシナプス再編
成に伴って変動する重要な形態学的パラメ
ータが抽出できる。immunogold法の併用で
標識金粒子数から蛋白質密度分布も概算で
きる。応募者らは学部～修士課程学生のよう
な未経験者でも短期間のトレーニングでル
ーティンに施行できるよう ssTEM±
immunogold 法のプロトコルを最適化した 
(深澤、木下ら Methods in Cell Biol 2016)。
しかし、ssTEM 法の技術的なボトルネック
として、深さ (z軸)方向の分解能が超薄切片
の厚さ(50nm)で制約されることと、時間的・
作業的コストの高さが問題となっている。 
 
２．研究の目的 
従来型の TEM 用試料に準じた方法で脳組織
試料（非免疫標識）を作製し、新規導入され
たFIB-SEM 装置を用いて３D解析用高画質
２D画像が安定して取得できるよう条件検討
を行う。１）試料の固定・染色、２）切削・
撮像条件、の各ステップで最適化を図ること
で取得画像からのシナプス要素のセグメン
テーションが容易になるよう画質（特にコン
トラスト）改善を試みる。 
 
３．研究の方法 
１）試料作製：従来型の TEM 用と同様にホル
ムアルデヒド固定液にて灌流固定したマウ
ス脳組織試料を half Karnovsky 液（グルタ
ルアルデヒド+ホルムアルデヒド）にて浸漬
固定し、細切後 en bloc で四酸化オスミウム、
酢酸ウラン、クエン酸鉛による固定+重金属
染色を 1～数回行う。脱水後、TEM 用レジン
に包埋する。以上の複数ステップにおいて複
数の条件による最適化を試みる。 
２）共同研究者の深澤教授の技術協力の下に
FIB-SEM 装置（Scios, FEI 社製）にて厚さ 5nm
で連続断面画層を自動取得する。上記試料か
ら情報量の多い画層が安定して取得できる
よう、複数の切削条件、撮像条件を試行する。
同一試料をssTEMで解析し、両者を比較する。 
３）２D画像データからの３D再構築、体積・
面積を算出する。シナプス小胞数と分布

（FIB-SEM のみ）、アクティブ・ゾーン（PSD）
面積、スパイン体積、スパイン長、頭部-頸
部-基部の長径・短径、spine apparatus など
シナプス再編成に伴って変動する定量的形
態指標を計測・抽出し、同腹の野生型および
遺伝子改変マウス群間の有意差を統計学的
に検定する。 
 
４．研究成果 
１）透過型電顕試料用のプロトコルにより、
野生型および遺伝子改変マウス脳組織から
試料（非標識）を作製した。従来の ssTEM 法
と福井大学深澤教授グループが最適化した
FIB-SEM 法で並行して解析し、両者の結果を
比較した。ssTEM 法では認められなかったシ
ナプス形態異常をFIB-SEM法により見出すこ
とができた（投稿準備中）。これは深さ方向
の切片厚の差（50nm vs. 5nm）によるところ
が大きい。但し ssTEM 法には精細な 2次元像
を広範囲で取得できるメリットがあるため、
解析の目的に応じて選択すべきと考えられ
る。3D 免疫電顕の比較は現在進行中である。 
 
２）上記解析により、CDC42EP4 欠損マウスで
は小脳の Bergmann グリア突起先端がシナ
プス間隙から後退する一方、前後シナプス膜
の接着領域が辺縁部でのみ拡大しているこ
とがわかった（アクティブゾーンの幅は正
常）。N-cadherin や非筋型ミオシン重鎖Ⅱ
B/MYH-10 などニューロン側の接着関連分子
の増加や、最近報告された GLAST 欠損マウス
（宮崎、渡辺ら PNAS 2017）との類似性から、
この異常は過剰なグルタミン酸に対するニ
ューロン側の２次的反応と推測される。グル
タミン酸滞留に起因するこのようなシナプ
ス再編成は、細胞外死腔を拡大することでグ
ルタミン酸クリアランスをさらに遅延させ、
悪循環をもたらす可能性があることを報告
した（Neurochem Int 2018）。 
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