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研究成果の概要（和文）：運動神経と筋肉の間では神経筋接合部と呼ばれるシナプスが形成されている。このシナプス
では神経終末から放出されるアセチルコリンが、筋肉表面にあるアセチルコリン受容体に結合することにより神経から
筋肉へ情報が伝達される。アセチルコリン受容体はシナプス領域に集積し、様々なタンパク質と相互作用してクラスタ
ーを形成している。クラスターは神経と筋肉の情報伝達に重要であると考えられているが、クラスターの実体やクラス
ターの形成機構は分子レベルでは明らかにされていなかった。本研究では、光学顕微鏡と電子顕微鏡、特にクライオ電
子顕微鏡を用いた解析を相関させることにより、クラスターの分子メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A synapse between a motor neuron and a muscle fiber is called a neuromuscular junc
tion. At the neuromuscular junction, the signal is transduced by acetylcholine molecules, which are releas
ed from the terminal of motor neurons and bind to acetylcholine receptors on the muscle fibers. The acetyl
choline receptors form the clusters, interacting with various signaling and scaffolding proteins on the po
stsynaptic membrane of the muscle fibers. The acetylcholine receptor clusters are indispensable for neurom
uscular signal transduction. But the molecular mechanism of acetylcholine receptor clustering remains to b
e investigated. In this study, we elucidated the molecular distribution of acetylcholine receptors and the
ir associated proteins in the cluster, by the method of correlative observation between light microscopy a
nd electron microscopy, especially, cryo-electron microscopy.
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１．研究開始当初の背景 
神経筋接合部（NMJ）では、ニコチン性ア

セチルコリン受容体(nAChR)、足場タンパク
質であるラプシン、シグナル伝達に関与する
タンパク質である筋特異的チロシンキナー
ゼ（MuSK）、細胞骨格など、様々な分子がク
ラスターを形成し、機能している。クラスタ
ー構成分子の多くは神経筋疾患との関連が
明らかにされている。しかしながら、NMJ に
おける神経から筋肉への情報伝達やクラス
ター形成の分子メカニズムについては未だ
に解明されていない部分が多い。 
nAChR クラスターを構成する多くのタンパ

ク質はGFPなどの蛍光標識を用いて光学顕微
鏡で観察され、例えば MuSK と nAChR は細胞
内局在の一致が見られるとの報告がある。し
かし、免疫沈降やプルダウンアッセイによる
生化学実験では、MuSK は nAChR とは直接結合
しないなど、結果が矛盾する。これは複数の
分子がポストシナプス膜上に“単に存在し
た”だけの場合と、ある特定のタンパク質間
相互作用により“クラスターが形成された”
場合の見分けがつかないためと推測される。
これは光学顕微鏡観察では分子同士が直接
相互作用していなくても、近くに存在してい
れば蛍光の重なりにより１つのクラスター
として検出される可能性があるためで、分解
能の高い電子顕微鏡法との相関顕微鏡法に
よる解析を行う必要がある。 
また、中枢シナプスの場合、海馬初代培養

細胞を用いてシナプスを形成させる実験系
が確立しているが、NMJ に関してはこれまで
プレシナプスが存在する生体に近い形での
NMJ モデルは作製されておらず、NMJ の研究
が、中枢シナプスの研究に比べて遅れている
要因の１つはここにあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞レベルで観察する光学顕
微鏡法と、生体分子を直接観察できる分解能
を持つ電子顕微鏡法を用いて、光学顕微鏡法
で観察し機能解析した筋管細胞のnAChRクラ
スターと全く同じ場所を、電子顕微鏡法で観
察する相関顕微鏡法を確立する。光学顕微鏡
には、Z 軸方向の位置情報を得られる共焦点
レーザースキャン顕微鏡（LSM）を、電子顕
微鏡には細胞表面のタンパク質分布の解析
に適している走査型電子顕微鏡（SEM）を利
用する。相関顕微鏡法を用いて、nAChR クラ
スターの形成・成熟過程におけるクラスター
構成分子の動態と配置、相互作用を明らかに
する。 
 常温の SEM 観察では、細胞を化学固定した
後、脱水、乾燥することが必須であるが、そ
れらの処置によって、細胞は生きていたとき
の生理的条件とは大きく異なる環境にさら
されることになる。より生きていた時に近い
状態で解析するためには、化学固定や乾燥の
ステップを必要としないクライオ電子顕微
鏡法が有効である。そこで、本研究では、SEM

と LSMを用いた筋管細胞の相関観察法をクラ
イオ SEM と LSM の相関観察法へ発展させる。 
 また、SEM では細胞表面を細胞外から観察
することができるが、nAChR クラスターは膜
タンパク質だけではなく、細胞膜裏打ちタン
パク質や細胞骨格とも相互作用していると
考えられているため、細胞質側についても解
析する必要がある。細胞骨格などの化学固定
によって壊れやすい構造をより生体に近い
状態で観察するために、クライオ透過型電子
顕微鏡（クライオ TEM）を駆使して凍結切片
の観察を行う。 
 さらに、nAChR クラスター成熟にはプレシ
ナプス（運動神経終末）も関与していること
が知られている。そこで、詳細な nAChR クラ
スターの解析のために、プレシナプスが存在
する NMJ の in vitroモデルの作製も行う。 
 
３．研究の方法 
(1) C2C12 細胞培養 
 C2C12 細胞は 10%のウシ胎児血清を含むダ
ルベッコ・フォークト変法イーグル最小必須
培地（DMEM）で培養を行った。筋管細胞への
分化誘導は、100%コンフルエントになるよう
に細胞を増殖させた時点で、ウマ血清を含む
DMEM に培地交換した。その後、さらに 3日間
に渡って毎日新しいウマ血清を含む DMEM に
培地交換をした。アグリン（東京都健康長寿
医療センター研究所・重本和宏博士提供）は、
最後の培地交換時に添加した。 
 
(2) 共培養 
NG108-15 細胞を、低血清濃度下でジブチル

サイクリックAMPを添加することで神経細胞
に分化させた。分化した NG108-15 細胞（神
経細胞）を回収し、コラーゲンゲル上で分化
させたC2C12細胞（筋管細胞）の上に播種し、
数週間培養を続けた。 
 
(3) LSM と常温 SEM を用いた相関観察 
 ゼラチンでコーティングしたグリッドと
番号が刻まれたカバーガラス上にC2C12細胞
を培養して分化させ、蛍光色素およびコロイ
ド金粒子の結合した抗体もしくはnAChRのリ
ガンドであるα-ブンガロトキシンを用いて
nAChR および MuSK を標識し、2%パラホルムア
ルデヒド水溶液で固定した。蛍光標識された
nAChR と MuSK のクラスター全体像を LSM
（LSM510：カールツァイス）で観察した後、
グルタルアルデヒド固定、エタノール脱水、
三級ブタノールを用いた凍結乾燥を行った。
SEM 観察用の試料台にカーボンペーストで試
料を貼り付けた後、イオンスパッタリングに
より表面を白金コーティングし、光学顕微鏡
で観察したものと同じ細胞、同じクラスター
に着目して、コロイド金粒子で標識された
個々の分子の分布を SEM（JSM6701F：日本電
子）で観察した。 
 
(4) LSM とクライオ SEM を用いた相関観察 



図 1 アグリン非添加、筋管細胞での nAChR、
MuSK の光子－電子相関顕微鏡観察例 
a: nAChR、b: MuSK、c: nAChRとMuSK、位相差像
を重ね合わせたもの、d: c)内の白い四角で囲ん
だクラスター内の SEM 像、一つの nAChR 分子を
赤色のドットで、一つの MuSK 分子を黄色のドット
で示した。クラスター内に存在する分子集積を白
色で丸く囲っている。 

 TEM 観察用の金製グリッドにコロジオン膜
を張った後、カーボンを蒸着することによっ
てカーボン膜を張り、その上で C2C12 細胞を
培養、分化させた。蛍光色素およびコロイド
金粒子の結合した抗体もしくはnAChRのリガ
ンドであるα-ブンガロトキシンを用いて
nAChR および MuSK を標識し、nAChR と MuSK
のクラスター全体像を LSM で観察した。その
後、急速凍結装置（EM GP：ライカマイクロ
システムズ）を用いてグリッドを浸漬凍結し
た。凍結したグリッドは、クライオ SEM 観察
用のホルダーに固定し、凍結試料トランスフ
ァー装置（EM VCT100：ライカマイクロシス
テムズ）を用いてクライオ SEM に搬送し、観
察しながら昇温し、エッチングを行った。エ
ッチングした試料を EM VCT100 を用いて凍結
割断装置（JFD-Ⅱ：日本電子）に搬送して表
面のカーボン蒸着を行った後、ホルダーを EM 
VCT100 を用いて SEM に戻し、観察を行った。 
 
(5) クライオ TEM を用いた凍結切片観察 
 直径 1mmにくり抜いたプラスチックシート
上で培養、分化させた C2C12 細胞を、プラス
チックシートごと高圧凍結装置（EM PACT2：
ライカマイクロシステムズ）を用いて高圧凍
結した。プラスチックシートを試料ホルダー
に固定し、凍結ウルトラミクロトーム（EM 
UC7/FC7：ライカマイクロシステムズ）を用
いて凍結超薄切片を作製した。凍結超薄切片
は極低温電子顕微鏡（JEM3100F：日本電子）
を用いて観察した。 
 
(6) クライオ SEM を用いた切削表面観察 
 プラスチックシートを用いて高圧凍結し
た細胞をUC7/FC7で凍結切削（面出し）した。
このプラスチックシートをクライオSEM観察
用のホルダーに移し、EM VCT100 を用いて SEM
に搬送し、クライオステージを利用して観察
した。 
 
４．研究成果 
(1) LSM と常温 SEM を用いた筋管細胞の相関
観察と nAChR クラスターの分子局在解析 
本研究課題では、分化した C2C12 細胞（筋

管細胞）の細胞膜で形成された nAChR クラス
ターを光子-電子相関顕微鏡観察する方法を
確立した。これは、番号が刻まれたカバーガ
ラス上で細胞を培養し、蛍光色素およびコロ
イド金粒子の結合した抗体もしくはリガン
ドを用いて nAChR を標識し、クラスターの全
体像を LSM を用いて観察した後、同一視野を
SEM を用いてより高倍率で観察するものであ
る。これにより、nAChR クラスターの成熟の
程度（クラスターの大きさや形状、nAChR の
集積程度を表す蛍光強度）と、クラスター内
での個々のnAChR分子の分布状態との関係を
解析することが可能となった。 
本研究では、この相関観察を発展させて、

二重標識による2つの分子の同時観察にも成
功した。nAChR と、nAChR クラスター形成に

深く関与することが生化学的研究から明ら
かにされている MuSK をそれぞれ異なる波長
の蛍光分子と異なる大きさの金粒子を結合
させた抗体で共標識し、LSM と SEM で同一視
野の観察を行った。分化前の C2C12 細胞（筋
原細胞）は、筋管細胞への分化に伴って、
nAChR クラスターが自発的に形成されるが、
培養液にアグリンを添加することによって
一つひとつのnAChRクラスターが大きくなり、
またクラスターの数も増加する（クラスター
の成熟）。そこで、アグリンを添加していな
い初期型の小さなクラスターと、アグリンを
添加して成熟したと考えられる大きなクラ
スターでクラスター内の nAChR と MuSK の分
子分布の観察を行った。その結果、図１に示
したように、クラスター内で、nAChR と MuSK
が混在した小さな分子集積が多数存在し、そ
れらがLSMでは一体となって一つのクラスタ
ーとして観察されていたことが分かった。ま
た、nAChR と MuSK は分子レベルでも近接して
存在しており、何らかの相互作用によって小
さな分子集積を形成していると考えられる。
アグリンを添加した細胞で観察された成熟
後のクラスターでは、一つひとつの分子集積
を構成する分子数がアグリン非存在下で形
成されたクラスターより多く、また、MuSK の
分子数に対するnAChRの分子数の割合が増加
していることが明らかになった。 
近年、生体膜では動的な分子間相互作用や

細胞膜から取り出すと壊れてしまう弱い相
互作用によってタンパク質が複合体やクラ
スターを形成していることが提唱されてい
るが、実証することは非常に困難であった。



図２ 筋管細胞の凍結超薄切片のクライオ TEM
観察像 
N: 核 

免疫標識法と SEM を用いた観察では、細胞膜
に存在した状態での分子の分布や配置を周
囲の環境とともに一度に観察できることか
ら、組織形態学的にも分子構造学的にも非常
に有用な手法である。また、光学顕微鏡法と
電子顕微鏡法を相関させることにより、細胞
レベルと分子レベルの研究を有機的に融合
できる本研究は、難治性の神経筋疾患を分子
レベルから解明することに寄与する基礎研
究であり、その成果はいち早くヒト疾患の臨
床研究に応用・展開できるものである。 
 
(2) 筋管細胞の LSMとクライオ SEMを用いた
相関観察 
我々は LSMと常温の SEMを用いた光子－電

子相関顕微鏡観察を行うことに成功したが、
より生きていた時に近い状態での構造を解
析するために、化学固定や脱水、乾燥のステ
ップを必要としないクライオ SEMと LSM を用
いた筋管細胞の相関観察法についても検討
を行った。常温 SEM を用いた相関観察で細胞
培養の基板として利用していたグリッドが
印刷されたカバーガラスはクライオSEMでは
カバーガラスが氷で覆われているためにグ
リッドを反射電子や二次電子で検出できず、
利用できないことが分かった。種々の基板に
ついて検討を行った結果、透過型電子顕微鏡
用の金製のグリッドを基板として利用し、表
面の氷を真空内で昇華させることにより、
LSM とクライオ SEM で筋管細胞の相関観察を
行うことに成功した。 
 
(3) クライオTEMを用いた筋管細胞の凍結切
片の観察 
nAChR クラスターが相互作用していると考

えられている細胞膜裏打ちタンパク質や細
胞骨格などの細胞質側について観察するた
めには、超薄切片を作製して TEM で観察する
ことが適している。細胞骨格などの化学固定
によって壊れやすい構造をより生体に近い
状態で観察するために、クライオ TEM による
凍結超薄切片の観察を試みた。筋管細胞は培
養基板から剥がすと直ちに細胞自身の収縮
により変形してしまうため、基板に接着した
まま高圧凍結し、基板を残した状態で凍結切
削を行うことにした。切削に使用するダイヤ
モンドナイフを傷つけることのない材質で、
しかも細胞培養に影響を及ぼさず、高圧凍結
用のキャリアに装着可能な培養基板につい
て検討を行った結果、直径 1mm のプラスチッ
クシートが利用できることが分かった。基板
に接着した状態で凍結切削し、クライオ TEM
で観察した結果、図２に示したように筋管細
胞に特徴的な多核化や多数の細胞内小胞、ア
クチン様の繊維構造を観察することができ
た。 
多くの接着細胞は、培養基板から一時的に

剥がしても生存には影響しないが、接着した
状態と浮遊した状態では形態が異なり、また
基板から剥がすことによって細胞間の接着

も破壊されてしまうことが多い。シナプスを
含めて細胞間の接着部位は情報伝達に重要
な場であることが多く、それらを観察するた
めには接着状態を保ったまま試料調製を行
う必要がある。プラスチックシートを用いた
本方法は、他の多くの接着性の培養細胞の調
製に適用可能な手法である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) クライオSEMを用いた筋管細胞の切削表
面の観察 
我々は筋管細胞の凍結切片を観察するこ

とに成功したが、同時に、筋管細胞の凍結切
片は切削時の収縮によりヒダ状になりやす
いために凍結切削後の観察が非常に困難で
あることが分かった。そこで、高圧凍結した
細胞を、切削による変形のない状態で観察す
ることを目的とし、TEM では一般的に観察対
象となっていない凍結超薄切片作製後の試
料ブロック側の切削表面に着目し、クライオ
SEM を用いて切削表面の観察を試みた。ダイ
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図３ 筋管細胞の凍結切削表面のクライオ SEM
観察像 
N: 核、CM: 細胞膜 
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ヤモンドナイフによる切片作製後の切削表
面は非常に平坦でそのままの状態ではクラ
イオ SEM で観察することはできなかったが、
切削表面の氷をわずかに昇華させることに
よって細胞膜や細胞小器官などの構造物が
表面にわずかに突出することで、一切の染色
操作なしにクライオSEMで観察できることを
見出した。この手法では、プラスチックシー
ト上に接着した筋管細胞を、細胞全体像が見
える低倍率から、分子標識に用いるコロイド
金粒子が観察可能な高倍率まで、俯瞰的にシ
ームレスな観察ができることが分かった。 
 
(5) in vitro神経筋接合部モデルの作製 
nAChR クラスター成熟にはプレシナプスも

関与していることが知られており、より詳細
な解析にはプレシナプスを含めた観察が必
要となる。そこで、NMJ の in vitroモデルの
作製について検討を行った。筋管細胞へ分化
させた C2C12 細胞に、神経細胞へ分化させた
NG108-15 細胞を添加して共培養を行う条件
を検討したところ、 5 週間の長期共培養によ
り、生体に近い形状を持った NMJ を作製する
ことに成功した。 
C2C12細胞とNG108-15細胞はいずれも株化

細胞であるため、遺伝子操作を再現性良く行
えるなど分子生物学的な実験が可能である。
このため、個々の分子の機能を明らかにする
ために非常に有効な NMJ の in vitro モデル
として使用できる。 
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