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研究成果の概要（和文）： 
	
 新規概念に基づく顕微装置（focused	
 ion	
 beam/scanning	
 electron	
 microscope;	
 FIB/SEM）の

医学生物学研究応用における最適化により、肝細胞ミトコンドリアのcristae	
 junctionの発見、

精嚢壁間質にみられる間葉細胞の扁平な形態の証明とそれらによる機能的区画化"comparmental-	
 

ization"という概念の提唱、皮膚真皮の生理および病態における線維芽細胞と膠原線維束構築の

解析、骨膜および腱骨付着部の力学的妥当性を示す細胞構築の視覚化など、細胞小器官から細胞・

組織構築レベルに至る多くの形態的新事実を明らかにした。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
	
 In	
 order	
 to	
 apply	
 the	
 novel	
 scanning	
 electron	
 microscope	
 technique,	
 FIB/SEM	
 (focused	
 ion	
 

beam/	
 scanning	
 electron	
 microscope),	
 fully	
 and	
 effectively	
 in	
 the	
 biomedical	
 structural	
 

researches,	
 we	
 have	
 attempted	
 to	
 optimize	
 the	
 capacity	
 of	
 the	
 instrument	
 and	
 the	
 analytical	
 

methods.	
 We	
 have	
 published	
 a	
 paper	
 on	
 the	
 mitochonrial	
 cristea	
 junctions	
 which	
 have	
 not	
 

clearly	
 proved	
 because	
 of	
 the	
 difficutly	
 of	
 visualization	
 of	
 those	
 functionally	
 inportant	
 

structures.	
 In	
 the	
 seminal	
 vesiclar	
 wall,	
 we	
 have	
 also	
 showed	
 that	
 the	
 stromal	
 cells	
 which	
 

possess	
 supposedly	
 stellate	
 appearance	
 are	
 in	
 fact	
 flat	
 sheet	
 like	
 shape,	
 constructing	
 

functional	
 “compartmentalization”.	
 Other	
 studies	
 are	
 on	
 the	
 way	
 and	
 papers	
 are	
 under	
 

preparation	
 about	
 the	
 new	
 findings.	
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１．研究開始当初の背景 
昨今、レーザー技術の発展や光子検出器の高
感度化に伴って高機能の共焦点レーザー顕
微鏡や多光子レーザー顕微鏡が開発され、光
顕レベルの詳細な形態観察が可能となった。
試料作製法のイノベーションにより生きた
細胞・組織、また、ミトコンドリア等の細胞
内小器官の空間的時間的連続観察も可能と
なってきた。しかし、たとえレーザーを使用
しても光顕レベルの分解能には限界があり、
医学生物学研究により微細な構造の高分解
能観察が必須であることは指摘されてきた
にもかかわらず、それを実現する電顕観察は、
多くの時間と高度な技術を要する超薄切片
作製と染色技術が必要であり、正面から微細
形態解析に取り組んだ研究は少ない。そのよ
うな技術的困難の克服が期待されるのが、次
世代走査型電子顕微鏡（SEM）である。しか
しながら、2006 年より論文報告があるものの
国内において医学生物学研究に特化した研
究例はなかった。この顕微観察法はもともと
非生物系の研究分野で金属や高分子化合物
の微細形態および様々な環境下における物
質動態を観察するために開発されてきた新
規手法であり、国内において医学生物学研究
への適応はほとんどない。そのような状況の
中、2010 年度に私立学校私設整備費補助金を
得て本装置が設置された久留米大学におい
て、それまでは方法論的に不可能であった骨
など硬組織の観察を試みていたところ、本手
法が医学生物学研究においてに極めて重要
な役割を果たすものとなることを強く認識
し、より広く生命科学研究への最適な適応を
可能とする方法の開発を模索していたもの
である。	
 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、我々のこれまでの電子顕微
鏡による形態研究実績に照らし、大きな柱と
して次の 2点を目的とし、さらに凍結した脆
弱な試料の観察法の開発も試みた。	
 
（１）透過型電子顕微鏡（TEM）	
 像に匹敵す
る画像の取得を SEM にて実現すること：まず
は電顕観察の定法である樹脂包埋試料を対
象として、それらの切削面を本装置の反射電
子モード観察し（back	
 scatter	
 imaging;	
 BFI）、
染色等の試料作製法および SEM 観察条件の最
適化を図った。これにより広範囲の試料面に
ついて超微細構造観察が可能となる。	
 
（２）集束イオンビーム（focused	
 ion	
 beam;	
 
FIB）切削による超薄切削面画像の連続取得
と 3次元再構築：エポン包埋された生物試料
の切削の最適条件を探ると共に、そこから得
られた連続画像に含まれる膨大な画像デー
タの解析の開発・改良が重要な課題であるこ
とが明らかとなった。	
 
（３）脆弱な生物試料のその場観察法の開

発：バイオフィルムのような乾燥に耐えない
脆弱な試料を凍結試料として FIB により繊細
な切削・加工により実現する観察法の開発も
目標の一つとした。	
 
	
 以上について、電顕観察を日常の作業とし、
様々な臓器・組織の電顕観察手技を熟知して
いる我々のチームにおいて、適正の観察条件
を見出すことを期待した。	
 
 
３．研究の方法 
様々な臓器・器官の結合組織、上皮組織、ま
た、筋組織、神経組織について、FIB/SEM に
より最も適切な三次元微細構造観察を実現
し、最適な画像が得られる方法を確立するた
めに、対象とする細胞、組織、臓器毎に、エ
ポン包埋する個別の細胞や組織試料につい
て、様々な固定法と最適の BFI 画像を得るた
めの電子染色法の開発・改良を行った。次に、
FIB/SEM によるエポン包埋試料について、連
続超薄切削・画像取得の最適化を試みた。
（１）固定法の検討	
 
	
 ①化学固定；グルタールアルデヒド固定に
続き、オスミウム、チオカルボヒドラジド、
鉛を用い、数種の配合比でもって後固定を行
うこと.	
 
	
 ②凍結固定：脆弱なバイオフィルムの SEM
観察および原始バクテリアの FIB/SEM 観察試
料作製法の開発	
 
（２）ブロック染色法の開発；（１）①の詳
細	
 
	
 ①オスミウム・ウラン･鉛によるブロック
染色	
 
	
 ②オスミウム・チオカルボヒドラジド・オ
スミウムの順次ブロック染色	
 
	
 ③凍結試料のブロック染色	
 
（３）単一または連続画像取得のための装置
開発・改良	
 
	
 ①広範囲観察のための高精度切削（ダイア
モンドナイフによる切削）	
 
	
 ②連続切削の為の角度との整合性を得る
ための装置の開発	
 
（４）連続画像解析法の開発・改良	
 
	
 ①PC および画像解析ソフトの評価と導入	
 
	
 ②セグメンテーション（視覚的判断、半自
動判断、自動判断）の試行	
 
	
 ③3次元再構築と PC による表現法の検討	
 
（５）細胞・組織・臓器・器官に特化した観
察と解析：以上の手法により、これまで必ず
しも明らかでなかった各細胞・組織について、
以下の項目に特化した解析を試みる。	
 
	
 ①肝細胞ミトコンドリア	
 
	
 ②精嚢間質細胞	
 
	
 ③皮膚真皮の細胞および膠原線維束によ
る組織構築	
 
	
 ④頭蓋骨骨膜・腱骨付着部の組織構築	
 
	
 ⑤バイオフィルム観察	
 
	
 



４．研究成果	
 
分解能や超薄切片の厚さに埋没するサイズ
の構造や微細構造を適切に反映する組成コ
ントラストを得るブロック染色法を	
 解析
対象（ミトコンドリア、管腔臓器壁、皮膚、
骨･軟骨と腱・靭帯境界面）にあわせて適宜
調節することにより、これまでは観察が難
しかった微細構造を明確に捉えることがで
きた。	
 
（１）ブロック染色法は、いずれの臓器に
おいても、オスミウムとチオカルボヒドラ
ジドをベースに、ウラン、鉛を用いること
により、然るべきコントラストを得ること
のできる標準的試料作製法を確率すること
ができた。	
 
（２）ミトコンドリア；肝細胞のミトコン
ドリアを連続超薄切削画像の再構築により
解析したところ、通常の超薄切片（厚さ約
70nm）の電顕観察ではその厚さに埋もれて観
察が難しかった cristae	
 junction を明瞭に
描出することができた（Ohta	
 et	
 al.,	
 Micron	
 
2012）。	
 
（３）間葉の間質細胞；精嚢壁平滑筋層内お
よび近傍に分布する間質細胞を微細再構築
像として解析したところ、個々の細胞はこれ
まで考えられていたような星型ではなく、扁
平であること、さらにそれらが隔壁をなすよ
うに配置して、上皮・間葉境界や平滑筋層内
において一定の区分けをする"compartmen-	
 
talization"と呼べる組織・細胞構築をなす
事が明らかとなった。	
 
（４）皮膚真皮；真皮において隣接する線維
芽細胞はお互い接触し、全体として細胞ネッ
トワークを形成していること、さらに、これ
までの 1断面の観察ではうかがい知ることの
できなかったそれら細胞とマクロファージ
様細胞の密接な関係が明瞭に示された。臨床
的に重要な所見として、ケロイドと肥厚性瘢
痕の形態的相違点を明確にできる可能性が
示された。さらに、iPS 細胞の母胎として注
目される皮膚線維芽細胞や、体性幹細胞のニ
ッチとしての役割の可能性等、再生医学医療
分野研究も興味深い。	
 
（５）ラット頭蓋骨を貫く膠原線維束が、骨
表面にそって分布する膠原線維束ネットワ
ークに連結しており、骨芽細胞や骨膜の鋲着
装置としての役割を果たすことが示唆され
た。また、肩関節腱骨付着部において、骨・
軟骨・腱の付着部を構築する細胞の形態を明
確に観察することにより、正常と人為的に再
建した構造の違いを明確にした。いずれも、
硬組織を含むためこれまでの方法では解析
が容易ではなかった領域であり、本方法の応
用により初めて可能となった研究である。	
 
（６）バイオフィルムの観察：観察対象構造
の脆弱性のため、これまで電子顕微鏡観察が
難しかったバイオフィルムの観察を実現し、

論文発表した（Uemura	
 et	
 al.,	
 J	
 Infect	
 
Chemother	
 2013）。	
 
	
 このように、広範囲にわたる組織の微細構
造の観察、および、100μm 四方の領域につい
て Z軸方向の連続画像取得を可能とする
FIB/SEM を医学生物学研究に応用することに
より、これまでは解析不可能であった細胞・
組織の 3次元微細構造を明らかにすることが
できるようになり、多くの新たな知見を得つ
つある。適正な組成コントラストを得るため
の新装置の提案およびミトコンドリア
cristae	
 junction についての報告、および、
バイオフィルム観察の報告はすでに学術雑
誌に掲載されており（上述）、また、その他
の組織の研究については、各テーマ共に研究
代表者、分担研究者および大学院生らにより
学会発表を行い、論文作成中である。また、
学会および学術雑誌における公開により、本
顕微技法の有用性および形態科学分野にお
ける意義について認知されるようになり、学
会等からのシンポジウム、特別講演への招待
も多い。	
 
	
 今後、他の細胞、組織、臓器･器官につい
て、順次、すみやかに研究を進めるために残
された大きな課題として、個々の研究対象に
ついて得られた膨大なシリーズデータをい
かに迅速かつ適切に解読するかという問題
があることが明らかとなってきた。我々の研
究活動の発表・交流の場である日本顕微鏡学
会において、平成 25 年度より新規研究部会
として 3年間の活動の機会をいただいた。こ
の研究部会において、類似の BFI 観察および
3 次元微細構造再構築技法を目指す若手研究
者が集い、いくつかの新規電顕技法について
それぞれの問題点を洗い出し、さらなる発展
を目指す準備が整いつつある。これも本研究
計画の大きな成果の一つであると言えると
考える。	
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