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研究成果の概要（和文）：中枢神経系における神経回路網は、様々な高次脳機能を実現している。

本研究課題では、放射光を光源とした高分解能 X 線顕微鏡を用いて、3 次元脳神経回路地図を

作成することを目的とした。ナノ分解能の性能を持つ結像型 X 線顕微鏡を用いて、マウス大脳

皮質に含まれるシナプスを解像することが可能であった。また、X 線位相 CT により、大脳皮

質の高分解能 3 次元再構築に成功した。今後は、ナノ分解能 X 線顕微鏡を応用することで、脳

神経回路の配線図が解読され、生後発達解析が進むことが期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：Neural circuits in the central nervous system are the substrate of 

various high-order brain functions. Here, we aim to develop a three-dimensional mouse 

brain atlas of neural circuits using high resolution X-ray microscopy by synchrotron 

radiation. In this study, a nano-resolution full-field X-ray microscopy revealed synapses in 

the mouse cerebral cortex. Moreover, phase contrast X-ray tomography unveiled 3D 

structure of the mouse brain tissue with isometric nano-meter voxel sizes. In the near 

future, we will utilize that information to begin deciphering the wiring diagram of the 

developing brain by applying the nano-resolution X-ray microscopy. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 脳内の神経回路ネットワークがどのよう
な配線構造をとっているのか、その解答を提
出するのは容易なことではない。しかし、脳
の高次機能を知る上で必要なデータ情報で
ある以上、我々はこの難題の着地点を本格的
に考察しなければならない。世界的に見ても、
神経回路の配線図をいかにして再構築する
べきかという議論がまき起こっている。その
一 例 と し て 代 表 的 な の は 、” Human 

Connectome Project（ヒトコネクトーム計
画）” である。Sporns らが 2005 年にこの ”
Connectome” というコンセプトを打ち出し
てから、脳の神経配線構造を詳細明らかにし
ようという動きが活発化している。彼らは
MRI の拡散テンソル画像（DTI）を用いて、
ヒトの神経配線構造をラフな形で提示し、そ
のネットワーク構造を分析している。しかし、
DTI の空間分解能は mm の単位であり、1 

voxel 当たりに含まれる神経細胞の数は
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5-7000 個相当に及ぶ。脳の最小機能単位であ
るニューロンが実際にどのような配線構造
を持っているのかは、この手法で明らかにす
ることはできない。 

 

(2) ニューロンを精細に観察するためには、
顕微鏡技術が必須である。別の研究グループ
では、空間分解能が高い電子顕微鏡を用いて、
神経回路の配線図を再構築しようと考えて
いる。ニューロンの配線図を同定するために
は、大規模な観察視野が必要となる。そのた
め、電子顕微鏡で作成しなければならないス
ライス切片数は、ヒトの場合、数兆枚にも及
ぶ。これは、研究者が手動で処理できる能力
を大幅に超えているため、ある程度自動化さ
れた手法の開発が試みられている。現在、電
子顕微鏡で処理できる試料の大きさは、最大
120 x 120 x 120 µm ブロック（スライス
2400 枚）であり、その画像分解能は約 10 nm

である。電子顕微鏡による観察では、シナプ
ス部位を同定することができるため、ニュー
ロンの結合を精確に記述することができる。
しかし、電子顕微鏡の観察が全自動化された
としても、神経配線図の全貌を明らかにする
ためには、マウスでも約 6 千万枚のスライス
切片が必要となり、現実的な数字ではない。
我々ヒトを含めた詳細な “Connectome” を
解読するには、MRI レベルの大視野をもちな
がら、電子顕微鏡レベルの高分解能観察が必
要となる。 

 

(3) ナノスケールの解像度を持ちながら、セ
ンチスケールの領野を対象とできる観察装
置は現段階では存在しない。これまで神経科
学の領域で使われてきた観察技術を用い
て、”Connectome Project” を完了すること
は哺乳類において、ほぼ絶望的である。これ
を乗り越えるためには、革新的な技術が必要
となる。私はその候補の一つとして、X 線を
用いたイメージング法を提案する。X 線は物
質透過性が高いため、大きな物体の内部構造
を非破壊的に観察することができる。また、
CT（Computed Tomography）を併用すれば、
3 次元構造も測定でき、MRI と同様な断層撮
影を可能とする。同時に、X 線は非常に波長
の短い光である。透過性の高い硬 X 線領域の
波長は 0.1 nm 程度であり、理論的にはこれ
と同等の波長分解能を持つことになる。つま
り、X 線を光源として顕微鏡を構築すれば、
理論分解能 0.1 nm の X 線顕微鏡を組み上げ
ることができる。X 線顕微鏡に CT を組み合
わせることで、ナノスケールの分解能でミリ
スケールの視野を確保し、その 3 次元立体構
造を計測することができる。 

 

２．研究の目的 

(1) マウス一匹の大脳皮質カラム 1mm3 程度

内に含まれるニューロンの配線図をX線顕微
鏡 CT を用いて明らかにする。X 線は物質透
過性が高いため、大きな物体の内部構造を非
破壊的に観察することができる。また、CT

を併用すれば、3 次元構造も測定でき、MRI

と同様な断層撮影を可能とする。そこで、X

線を光源として顕微鏡を組み立て、空間分解
能 50 nm 程度の X 線顕微鏡を構築する。X

線顕微鏡に CT を組み合わせることで、ナノ
スケールの分解能でミリスケールの視野を
確保し、神経回路配線図の 3 次元立体構造を
計測する。 

 

(2) 皮質カラム内に存在するニューロンの軸
索と樹状突起の走行を同定し、一部について
は、シナプスによる結合を加味したネットワ
ーク構造を再現する。マウスの生後発達に伴
い変化する神経ネットワークのパターンを
グラフ理論を用いて定量的に解析する。 

 

３．研究の方法 

(1) 空間分解能 50 nmを達成可能な FZPを用
い、X線顕微鏡光学系を組み立てる。試料回
転ステージはスライドガイド式で、360度回
転させたときの軸ぶれ精度は ±100 nmであ
る。X線画像検出器は可視光変換型の物を用
いる。検出器は、可視光変換用蛍光面・カメ
ラレンズ・CCDカメラにより構成されている。
CT 画像再構成は、一般的な convolution back 
projection 法を用いる。測定条件は、X 線
のエネルギー500eV～12.4 keV、1枚あたりの
露光時間を 1秒以内とする。 
 
(2) C57BL/6Jマウスをグルタルアルデヒド・
パラホルムアルデヒド混合溶液にて灌流固
定をした後、脳を頭蓋から取り出し浸漬固定
する。大脳皮質から 1mm3程度のブロックを切
り出し、ブロックをバッファーで洗浄後、還
元オスミウム溶液にて浸漬固定する。エタノ
ール・プロピレンオキシドを用いて脱水した
後、エポキシ樹脂に包埋する。薄切は、ウル
トラミクロートムを用い、ロッド加工は、マ
イクロ旋盤を用いる。 
 
(3) X線を用いてニューロンの画像を取得す
るためには、重金属を用いた細胞染色が必要
になる。実験で適用したゴルジ染色（Golgi- 
Cox法）は水銀を含んだ溶液内で脳組織を処
理するため、ニューロン内に塩化水銀が蓄積
し、明瞭なコントラストのついた画像を得る
ことができる。また、Pitmanらが報告したコ
バルト染色を応用し、神経活動依存的に重金
属が細胞内に取り込まれる染色法を適用す
る。また、一般的な電子染色法を適用し、オ
スミウムや鉛を用いた膜系コントラストの
増強を行う。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) SPring-8 の BL20XU で行った実験におい
て、X線吸収投影像の観察により、0.6 x 0.6 
x 2.5 mm（0.9 mm3）のブロックサイズに含ま
れるニューロン（ゴルジ染色）の観察が可能
であった。このときの空間分解能は 1 µm 程
度であり、その理由として X線の回折及び検
出器のボケなどが分解能を規定することが
分かった。続いて、空間分解能を向上させる
ために、結像型の X線位相差顕微鏡を構築し、
同様に CT法を組み合わせて、ニューロンの 3
次元再構築を行った。本光学系においては、
空間分解能を 200 nm 程度にまで上昇させる
ことができ、上記の染色法を用いることで、
ニューロンの 3次元再構築を光学顕微鏡レベ
ルの分解能で行うことが可能であった（図 1）。 

図 1. (a) タルボ型 X 線位相顕微鏡のセット
アップ (b)マウス神経細胞の 3次元再構成画
像 
 
ゴルジ染色はすべてのニューロンを染色す
ることはできず、またシナプスを解像するこ
ともできないことから、ポテンシャルシナプ
ス（神経線維の間が 2～3μm）を介してニュ
ーロンが結合していると仮定して、ネットワ
ークの接続状況を解析した。本実験で得られ
た有用な知見は、硬 X線を用いることで、1mm3

程度の大きさを持つ厚い標本の CT 撮影が可
能であることを示した点にある。 
 
(2)軟 X線を用いた結像型 X線顕微鏡（図 2）
の実験結果を右に記す。実験は、米国カリフ
ォルニア州バークレーにある Advanced Light 

Sourceの放射光ビームラインBL6.1.2で行わ
れた。X 線顕微鏡の光学系は、集光レンズと
してフレネルゾーンプレート（X 線を回折さ
せて集光させる光学素子）を使用している以
外は、可視光の顕微鏡とほぼ同等の光学系で
ある。実験で用いたX線のエネルギーは730eV
で、得られた空間分解能は 25nm となってい
る。鉛染色を主とした大脳皮質のスライス切
片（厚さ：200nm）を観察したところ、シナ
プス構造（図 2中矢印）を含む細胞内小器官
が画像化されており、シナプスを解像するの
に十分な性能を持つことが示された。 

 
図 2. ナノ分解能結像型軟 X 線顕微鏡像。矢
印はシナプスを示す。 
 
(3) 東北大学多元物質研究所内に設置され
ている EUV顕微鏡を用いて、大脳皮質の薄切
片（厚さ：500nm）を用いた観察を行ったと
ころ、無染色の生体標本であっても、光学顕
微鏡とほぼ同等な分解能で、良好なコントラ
ストのある画像を取得することが可能であ
った。結像系の開発により、空間分解能が向
上すれば、無染色標本の X線画像が取得可能
であることが示唆された。これらの結果から、
X 線顕微鏡を用いることで、生体を染色せず
に、しかも高い空間分解能で観察可能である
ことが明らかになった。 
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