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研究成果の概要（和文）： 

電子顕微鏡試料作成に適した免疫組織学的染色法の確立と H-7650 を用いた電子線トモグ

ラフィー、自動傾斜取込み条件設定、安定した連続画像取得方法および連続取得画像から

の３次元再構成法の開発。 
研究成果の概要（英文）： 
  The immunihistochemistry for electron microscopy was established for electron 
microscopic tomography. The automatic input of continuous serial images and 3D 
reconstruction from these images were examined for tomography. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は現在まで蛍光顕微鏡や共焦点顕微鏡、
またWestern blottingなど免疫学的種法を用
いて、アポトーシス関連蛋白の細胞内局在の
変化を報告した。しかしこれらの分子間相互
作用やそれに伴うミトコンドリア内外膜の
変化や薬物動態の観察は光学顕微鏡レベル
が限界であった。 
 
 
２．研究の目的 
今回我々は九州大学、米国 Harvard Medical 
School 等で今までに培った豊富な超微細構

造解析技術と免疫組織化学法に加えて教室
の新世代透過型電子顕微鏡（Hitachi High 
Technologies Corp. H-7650 120kV TEM）を
ベースに、今回画像解析・三次元再構成ユニ
ットを調達することで、電子線トモグラフィ
ーを用いた３次元高分解能観察法を確立し、
アポトーシス分子群の局在、相互作用を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
H-7650 を用いた電子線トモグラフィー、自

動傾斜取込み装置の条件設定および安定し
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た連続画像取得方法の開発。免疫組織学的染

色法の確立。我々のエポン樹脂包埋、

100~150nm 切片作製に適した方法確立のた

めに、１）pre-embedding 法として whole 
mount in-situ immunohistochemistry、２）

低濃度 glutaraldehyde 含有固定液の選定、

３）post-embedding 法として LR white を用

いた染色法、４）我々の条件で良好な染色性

を示す抗体の選定または作製について検討

する。 
 
４．研究成果 

現在自動傾斜装置は-60 度より+60 度まで電

子線画像の連続撮影可能である。高精度の連

続画像取得にはまず機械的な標本軸調整を

行った。ソフトウェアのアルゴリズムの設定

や金コロイドを用いた組織内基準点参照法

などを検討した。 

         

 
       

 
電子線 Tomography による自動傾斜連続撮影 

        

 
連続画像より３次元再構成  

 
免疫組織学的染色法の確立についても検討

し た 。 我 々 は 現 在 ま で 主 に

paraformaldehyde 固定標本の免疫組織化学

法を行ってきた。今回は我々のエポン樹脂包

埋、100~150nm 切片作製に適した方法確立

のために、１）pre-embedding法としてwhole 
mount in-situ immunohistochemistry、２）

post-embedding法としてLR whiteを用いた

染色法、また我々の条件で良好な染色性を示

す抗体の選定または作製について検討し、数

種類の良好な組合せ方法を選び出した。これ

ら の 方 法 で 、 pre-embedding 、



 

 

post-embedding 法、どちらにおいても良好

な染色を得ることが出来た。 
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