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研究成果の概要（和文）：本研究では、モデル植物試料を瞬時に固定する高圧凍結技法を改良・高度化を行い、広域か
つ高解像度の透過電顕像を自動撮影し、繋ぎあわせるシステムを構築した。そして、取得した植物組織や植物培養細胞
の高解像広域透過電顕像を用いて、オルガネラ自動認識システムを開発するとともに、環境変化に伴う細胞内オルガネ
ラの超微形態変化とその増減について論文にまとめ、国際及び国内雑誌に発表した。さらに、様々な植物組織・細胞の
広域透過電顕像を拡大縮小標示できるウェブサイト”電顕アトラス”を構築し、公開した。

研究成果の概要（英文）：Transmission electron microscopy (TEM) is important for high-resolution 
ultrastructure observation for organelles, cells and tissues. However, it is unsuitable for comprehensive 
analyses. I constructed “Electron microscope atlas” to achieve an exhaustive ultrastructural analysis 
of organelles in model plants by using high-pressure freezing (HPF) and TEM techniques. To take wide and 
high-resolution TEM images, plant organs and culture cells were frozen by HFP machine and then fix. After 
embedded in resin, large ultra thin sections were put on a hole grid. Using our developed auto-TEM image 
acquisition system, I obtained several giga-pixel images of plant organs and culture cells. Moreover, I 
clarified the ultrastructural and distribution changes of organelles in culture cells, and developed a 
web-based 2D map “Electron microscope atlas” that can be zoomed and searched.

研究分野：超微形態学

キーワード： 電子顕微鏡　オルガネラ　マッピング　電子地図　高圧凍結技法

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年、蛍光イメージングの台頭に伴い、遺伝

学やオミックス解析で見出した遺伝子に GFP

等のタグを付加し、蛍光顕微鏡下で形態や局

在を容易に推定できるようになった。しかし、

透過電顕(TEM)による形態観察がほとんど行

われなくなったため、各組織にどのような形

態のオルガネラが存在し、実際にどのように

分布しているか不明瞭である。それらオルガ

ネラの実像を知るためには、出来る限り生き

た状態に近い超微細構造レベルで、高解像度

かつ広域TEM解析するシステムが必要である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、(1)高圧凍結技法と超薄切削

法を高度化し、高解像度で広域の TEM 像を撮

影し電算機上に再構築する基盤技術と、(2)

マルチスケール性を維持した高解像度TEM像

上の細胞内構造物に位置情報を記録する基

盤技術を開発する。そして、(3) 高解像度広

域 TEM 像を用いて、発生過程や環境刺激前後

のオルガネラの超微形態や分布を明らかに

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 超微形態解析を専門とする研究員・技師ら

が TEM 解析を行ない、画像解析を専門らが研

究協力者として電子地図化とプログラム開

発を行なった。本研究は、植物個体および植

物培養細胞を用いて、常法の高圧凍結技法と

TEM 観察に加え、次の研究項目に重点をおき

遂行した。(1)高圧凍結技法および超薄切片

作製法の高度化、(2)高解像度広域デジタル

TEM 像自動撮影システムの構築、(3)電子地図

系プログラム開発・オルガネラ自動認識シス

テム開発、(4)発生過程または環境刺激後の

オルガネラ分布・細胞内微細構造の比較、(5) 

外部 Web 公開、の流れで研究を進めた。 

 具体的には、(1)試料は、各培養ステージ

のタバコ培養細胞 BY-2 株およびシロイヌナ

ズナ器官（根端、茎頂分裂組織、胚）を用い

た。高圧凍結装置（Leica EM-PACT）で凍結

し、凍結置換装置内で凍結置換した。その後、

エポン樹脂に包埋後、ウルトラミクロトーム

EM-UC7 で組織全体が入る大きさで厚さ 80 nm

の超薄切片を作製した。ホルムバール膜を張

った単孔グリッドに載せ、酢酸ウラニルとク

エン酸鉛で二重染色し、汎用透過電顕(JEOL 

JEM-1400)で撮影を行った。(2) 使用した透

過電顕 JEM-1400 は縦 5 枚×横 5 枚のデジタ

ル写真を撮影し、結合するシステムを標準装

備するが、高倍率で撮影すると狭い領域しか

撮影できない。そこで、外部制御コンピュー

ターにより電顕本体 X-Yステージと CCDカメ

ラなどを自動制御するプログラムおよび撮

影した写真を自動で繋ぎあわせる結合プロ

グラムを画像解析の専門家がプログラミン

グし、当方と日本女子大・永田教授らともに

様々な植物試料の広域TEM像の取得を試みつ

つ、改良を進めた。(3)取得した広域 TEM 像

を Webブラウザ上で容易に閲覧可能なシステ

ムを構築するために、市販のソフトウェアや

オープンソースを試した。(4)取得したタバ

コ培養細胞の広域 TEM 像を用いて、各ステー

ジにおけるオルガネラを定量するとともに、

形態を比較した。(5)取得した広域 TEM 像を

外部に WEB 公開するために、ファイル形式や

データを置くサーバー、そのセキュリティー

などの公開条件を検討した。 

 

４．研究成果 

 (1)シロイヌナズナまたはタバコ培養細胞

を用いて高圧凍結した後、固定液と樹脂の条

件検討を行い、組織・細胞の形態が保持され

面積の大きい超薄切片を効率よく作製する

方法を開発した。東京大学朽名博士・日本女

子大永田教授らと外部 PC により TEM の CCD

カメラと X-Y ステージ等を制御して、自動撮

影するプログラムを開発した(図１左)。そし

て撮影した数千～数万枚のTEM像を自動につ



なぎ合わせるプログラムを開発した(図１

右)。本プログラムを組み合わせ、3万枚超え

の電顕写真の自動撮影・自動結合に成功した

(図２)。さらに改良を行い、利便性を向上さ

せたシステムを「広域 TEM 像自動取得システ

ム」と名付け、様々な植物試料の広域 TEM 像

を取得した。 

 

図１ 

 

図２ 

 (2)撮影したタバコ培養細胞の広域 TEM 像

を用いて、増殖期と定常状態期の細胞内小器

官の定量し、増減や超微細形態の変化を明ら

かにし、学会発表するとともに国際雑誌 

Plant Cell Phyiol 及び Plant Signaling & 

Behaiv.に掲載された(図３)。また、シロイ

ヌナズナ根端に ER body 様の未同定の構造体

を見出し、学会発表した。 

 

 

図３ 

 (3)つなぎ合わせた高倍率広域デジタル写

真をWebブラウザで表示可能なシステムを構

築するために、様々なプログラムの組み合わ

せ、拡大縮小表示可能な安定したウェブサイ

ト「電顕アトラス」を構築した。さらに、電

顕アトラスを外部公開できるようサーバー

をセットアップし、外部公開してスマートフ

ォンやタブレットから接続テストを繰り返

し行い、共同研究者らに公開した(図 4)。 

 

図４ 

 (4)取得した植物細胞の広域TEM像を用いて、

東京大学 桧垣博士らとともに細胞小器官の

自動認証プログラムの構築を進め、根端にお

けるゴルジ体やデンプン顆粒などの自動抽

出に成功し、論文にまとめ国際雑誌 Nature 

Communication に掲載された。 

 本研究は、日本植物生理学会、日本顕微鏡

学会、日本植物形態学会など国内学会で毎年

発表するとともに、公開シンポジウムや国際

会議等で報告した。 
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2015年5月13日 京都国際会館（京都府
京都市） 
 

⑦ 豊岡公徳、佐藤繭子、若崎眞由美、朽名
夏麿、永田典子、松岡健「対数増殖期お
よび定常状態期におけるタバコ培養細
胞内オルガネラの超微形態変化」日本植
物生理学会第56回大会 2015年3月16日 
東京農大（東京都世田谷区） 

 
⑧ 豊岡公徳、佐藤繭子、若崎眞由美、朽名
夏麿、永田典子、松岡健「広域TEM像取
得システムを用いたタバコ培養細胞の
オルガネラ定量解析」日本植物形態学会
2014年9月11日 東京農大（東京都世田
谷区） 

 
⑨ 豊岡公徳「高圧凍結技法を用いた細胞内
小胞輸送経路の解明」医学生物学電子顕
微鏡技術学会 第30回学術講演会2014
年5月24日 大阪大（大阪府大阪市） 
 

⑩ 豊岡公徳、佐藤繭子、朽名夏麿、若崎眞
由美、澤木史江、桧垣匠、馳澤盛一郎、
永田典子、松岡健「広域TEM像取得シス
テムと高圧凍結技法を用いた細胞内輸送
系膜区画の超微形態解析」日本顕微鏡学
会第70回学術講演会 2014年5月11日 
幕張メッセ（千葉県千葉市） 

 
⑪ 豊岡公徳、佐藤繭子、朽名夏麿、若崎眞
由美、澤木史江、桧垣匠、馳澤盛一郎、
永田典子、松岡健「細胞増殖期および
定常状態期における分泌系オルガネラ
の電顕アトラス解析」第55回日本植物生
理学会年会 2014年3月18日 富山大（富
山県富山市） 
 

⑫ 豊岡公徳, 佐藤繭子, 朽名夏麿, 永田典
子「高圧凍結技法を取り入れた広域透過
電顕像撮影システムの開発とその応用」
日本植物学会第77回大会シンポジウム
2013年9月13日 北海道大（北海道札幌
市） 

 
⑬ 豊岡公徳「電子顕微鏡法による新規細胞
内小包輸送経路の解明」日本顕微鏡学会
第69回学術講演会冠ワークショップ第
六回 風戸賞受賞講演 2013年5月21日
ホテル阪急エキスポパーク（大阪府大阪
市） 

 
⑭ 豊岡公徳、佐藤繭子、朽名夏麿、若崎眞
由美、澤木史江、桧垣匠、馳澤盛一郎、
永田典子、松岡健「細胞増殖期および定
常状態期における分泌系オルガネラの
電顕アトラス解析」第55回日本植物生理
学会年会 2013年3月21日岡山大学（岡
山県岡山市） 

 
⑮ 持田恵一/豊岡公徳:「生体顕微マルチス
ケールマッピングシステムの開発：透過
電顕像とオミックス情報の融合」平成24
年度ワークショップ「実験生物学と情報
学的アプローチのシームレスな融合」
2012年6月13日 奈良先端技術院大学
（奈良県奈良市） 

 
〔その他〕 
 ホームページ: http://bioem.riken.jp 
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