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研究成果の概要（和文）：PALM（あるいはSTORM）法は一分子蛍光の検出を利用した高解像度光学顕微鏡法である。一
個のシナプス後肥厚部（PSD）は直径500nm 以下の微細なディスク状構造であり、PALM 法によりその内部構造を捉える
ことが可能である。本研究では、蛍光蛋白質で標識されたPSDおよびスパインについて、PALM 法を用いてその内部の分
子分布を検出した。更にシナプスの発達の過程とシナプス可塑性が起こった後のPSD内の分子分布の変化を同定するこ
とに成功した。

研究成果の概要（英文）：PALM and STORM are superresolution imaging techniques based on detection of single
 fluorescent molecules. Although postsynaptic densities (PSDs) are disc-like microstructures with their di
ameters of less than 500 nm, PALM and STORM are able to resolve their internal structure. In this study, f
luorescently labeled PSDs and spines were visualized by using PALM and the molecular distributions within 
these structures were detected. Furthermore, we could successfully detected distributional changes of PSD 
molecules during development of synapses and after induction of synaptic plasticity. 
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１．研究開始当初の背景 
光学的測定技術を応用したシナプス研究は
その進展が急速であり、シナプス可塑性に伴
うシナプス部位における分子の局在変化や
シナプス構造の変化について多くの知見が
得られている。シナプスのサイズは約 2-3 ミ
クロン程度と非常に小さく、その内部におけ
る分子位置や機能変化を読み出すための技
術が必要である。スパイン頭部内に存在する
シナプス後部膜分子が、他の機能分子とどの
ように関連しているのか、その詳細を明らか
にするためには新たな方法論を開発する必
要がある。また光学的測定を利用したシナプ
ス研究のもう一つの重要な流れとして、生体
内でのシナプスのイメージング(in vivo 
imaging)が挙げられる。シナプスの形成・維
持機構を理解するには in vitro の実験結果
を in vivo で検証することが極めて重要であ
り、両者をつなぐ方法論の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では以下の二つの具体的目標を
設定した。 
 
（１）シナプス後肥厚部（PSD）内部構築の
高解像度観察法の開発 
（２）上記手法の in vivo シナプス解析への
応用 
 
蛍光蛋白質で標識された PSD およびスパイ
ンについて、PALM 法を用いてその内部の分
子分布を検出し、シナプス形成に伴う PSD の
構造と分子分布の変化を明らかにすること
を第一の目標とする。第二に、蛍光蛋白質の
活性を維持したまま電子顕微鏡用の樹脂に
脳組織を包埋し、超薄切片を作成する方法
(Array tomography 法)を PALM法と融合する。
更に in vivo imaging を行って新規のシナプ
スを同定した後、Array tomography 法と PALM 
法による解析を行う。脳内でのシナプス形
成・リモデリングと、PSD の微細構造の関連
を解析し、PSD の構築原理の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
高解像度顕微鏡システムを構築するために、
レーザー光学系の設計、装置の組み立て、画
像解析ソフトウェアの開発を行い、PALM 法を
高い位置決め精度で行うための装置を完成
させた。この装置で取得する PAML 画像をタ
イムラプス観察と組み合わせて、シナプス形
成のタイミングとPSDの微細構造の関係を解
析した。Array tomography 法を行い、in vivo 
imaging で観察した構造の再観察の手法、
array tomography 用の超薄切片の
PALM/STORM 法による観察の実験条件を最適
化した。50-500 nm 程度の樹脂包埋切片につ
いて、発現させた蛍光蛋白質のシグナルを維
持させつつ、抗体によってシナプス構造を可
視化することに成功した。In vivo imaging
により生後早期の大脳皮質におけるスパイ

ンとPSDのターンオーバーを定量的に解析す
るための実験条件を最適化した。 
 
４．研究成果 
 
(1) PALM 法を用いたシナプス内部における
分子分布の決定 
①高精度の位置情報を取得可能な新しい顕
微鏡システムを構築した。この装置で位置決
めの精度として 20 nm 以下を達成した。 
②蛍光活性化が可能な複数の蛍光蛋白質
(Dronpa, Dendra, EosFP, PA-tagRFP)につい
て、シナプス分子(PSD-95, Shank, Homer な
どのシナプス足場蛋白質)との融合蛋白質を
作成・評価し、イメージングに利用可能なプ
ローブを複数得た。 
③PALM 法により単分子の位置情報の高精度
取得とシナプス微細構造の検出に成功した。
④この手法とタイムラプスイメージングを
組み合わせて、新しく形成された PSD、安定
に維持されているPSDの微細構造の特徴をそ
れぞれ抽出することに成功した。 
⑤培養細胞のシナプスに可塑的変化を誘導
した際のシナプス足場蛋白質の分布変化を
PALM 法により同定することに成功した。 
 
 (2) In vivo imaging 法によるマウス大脳皮
質におけるシナプスリモデリングの特徴抽
出と PSD 分子構築の解析 
子宮内電気穿孔法により神経前駆細胞に蛍
光蛋白質で標識した PSD 分子を発現させ、大
脳皮質の生後早期発達期におけるシナプス
動態を明らかにした。次に in vivo imaging
で同定された新規シナプス・安定シナプスに
ついて、その PSD の微細形態の特徴を PALM
法によって明らかにする技術を確立した。具
体的には、電子顕微鏡観察に利用される超薄
切片法を応用して、まず脳組織を固定し、樹
脂包埋後に厚さが 50-数百ナノメートル程度
の超薄切片を作成し、切片内に水平に含まれ
る PSD 構造について、蛍光イメージングおよ
び PALM 法による分子分布解析を行った。本
手法により、個体で観察されたシナプスの分
子構築を組織固定後に再度高分解能で観察
することが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図1 組織切片でのPSD-95のSTORM法による
超解像画像 
 
（3）培養細胞系でのシナプス構造と分子構
築の蛍光イメージングを実施し、シナプスが
形成される際の神経細胞種、シナプス部位別
の多様な形態形成とそれに関与する分子を



同定することに成功した。例としては抑制性
神経細胞上に形成される興奮性シナプスの
移動現象の解明、小脳の平行線維とプルキン
エ細胞の間でのシナプス形成の過程で現れ
る軸索からの微小突起の機能、海馬錐体細胞
のスパインシナプスの形成を樹状突起の成
長端で抑制する分子メカニズムの同定など
である。 
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