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研究成果の概要（和文）：結合組織に分布する間質細胞の形状・大きさ・周囲組織との関連についてFIB/SEMにより三
次元微細構造解析を行った。透過型電子顕微鏡観察に匹敵する高解像度観察、光顕観察に匹敵する広範囲の観察、鏡筒
内におけるガリウムイオンビーム精密切削とSEM撮影の繰返しによる高解像連続画像取得を可能とする画期的顕微観察
装置であるFIB/SEMの間質細胞研究への応用は、二次元画像では紡錘形または星状とされていた一群の間質細胞は実際
には非常に薄く、広く拡がるシート状であり、また隣接する細胞間の辺縁が近接し、所々で接着することを明らかにし
た。また、これら細胞は全体として壁構造を成し、組織空間を隔てることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the three-dimensional (3D) ultrastructure of intestinal stromal cells 
by FIB/SEM, a novel scanning electron microscope technique, which enabled to establish 3D ultrastructure 
of the cells; shape, size, distribution pattern, and spatial relationship between neighboring cells and 
surrounding tissues. Our observations revealed that the stromal cells which had previously been 
considered as bipolar or stellate in shape by their long thin cytoplasmic processes in each single 
section, were in fact cells with broad, thin and wavy “sheet-like” cytoplasmic processes. They 
approached one another and appose each other at several points along the edge to form an incomplete wall 
within the connective tissue. Thus these stromal cell structures seem to create spatial divisions to form 
functional units within the tissue (compartmentalization). Similar structures known in other connective 
tissues are the future target to understand the cellular architecture of the connective tissue.

研究分野：医歯薬系
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１．研究開始当初の背景 
 消化管平滑筋組織に分布し、消化管運動を
調節するとされるカハールの介在細胞（ICC）
について、これまで多くの生理・解剖学的研
究が積み重ねられてきた。形態学的・免疫組
織化学的に平滑筋または線維芽細胞様の特
徴をもち、平滑筋組織に絡まるように分布す
る ICCは、消化管以外の平滑筋組織にも存在
する。近年、c-Kitや PDGFRαなどのレセプ
ターチロシンキナーゼが特異的マーカーと
なることが示され、細胞種の検討と共に、そ
れら分子の医学生物学的意義も注目される
ようになった。これら間葉組織中に分布する
細胞群の組織全体としての機能的意義を理
解するためには、個々の細胞の形状・大きさ、
さらに周囲の細胞との連携など、形態的情報
を欠くことはできない。しかしながら、組織
全体の三次元的微細構造構造については、必
ずしも想像の域を出ていないにも拘わらず、
方法論の制約により、これまで明解な解析は
行われていなかった。 
 最近、医学生物学分野の研究に導入された
FIB/SEM およびその応用である FIB/SEM 
tomography 法は、微細構造レベルの三次元
構造解析を可能とする次世代型走査型電子
顕微鏡法であり、様々な臓器・器官・組織・
細胞のメゾスケールの構造解析に広く摘要
できる画期的な技術イノベーションである。
ミトコンドリアの cristae junction などの
我々の観察から、これまでの医学生物学分野
の形態解析の方法論の限界を打ち破る方法
となる可能性が示されている（Ohta et al., 
Micron 2012､太田・中村 . 久留米医会誌 
2013）。 
 
２．研究の目的  
 本研究では、対象を消化管間質の線維芽細
胞（間質細胞）に絞り、次世代電子顕微鏡
FIB/SEM（Quanta3D FEG, FEI）をもちいた間
葉細胞群の三次元微細構造解析 FIB/SEM 
tomography により、“mesoscale”構造に属す
る個々の細胞の三次元微細構造と組織構築
を明らかにすることを目的とする。 
 ところで、これまでの常法である切片によ
る二次元的観察所見の解析の積み重ねによ
り、同様の細胞群が消化管以外の様々な領域
の間葉組織（結合組織）にも分布することが
知られている。本研究の成果がこのような類
似の間質細胞に一般化できる可能性につい
ても検討したい。 
 
３．研究の方法 
 本研究の方法論の柱となる FIB/SEM は、最
近の走査型電子顕微鏡の技術発展を医学生
物学分野に導入したものであり、材料系研究
において発展を遂げてきた二つの技術革
新；すなはち、走査型電子顕微鏡（SEM）の
シグナル検出器の大きな進歩、および、ガリ
ウムイオンビームによる精密切削技術の発
展に依存する。  

 医学生物学分野におけるこれまでのSEM観
察は、シグナルとして二次電子をもちいた表
面形状の微細構造観察が主であった。新しい
方法は、検出器の性能向上により、反射電子、
または、二次電子をもちいて材料表明の物性
に基づくコントラスト(material contrast)
を画像化できるようになったものであり、樹
脂包埋された組織ブロックの平滑な表面の
観察により、透過型電子顕微鏡（TEM）画像
に匹敵する形態画像が得られる。また、加速
電圧を下げられることから、試料のごく表面
のみの微弱なシグナルを画像化することが
可能となり、分解能の向上に大きく貢献する。
また、この方法では、超薄切片作製という熟
練を要する技術を必要としないばかりでな
く、切片の脆弱性や変形から解放されること
から、光顕観察に匹敵する広範囲な領域につ
いて、電顕レベルの高解像度の観察を実現し、
また、定量的解析が可能となる。次に、ガリ
ウムイオンによる切削は非常に高精度なも
のであり、ダイアモンドナイフによる切削面
に相当する平滑性をもつ。また、切削の厚さ
は 20nm までは特に困難なく薄くすることが
可能であり、これは超薄切片の 1/2 以下であ
ることから、個々の Z軸方向の画像解像度向
上効果も期待できる。これら二つのイノベー
ションを合体させることにより、FIB/SEM 
tomography 法が実現したものである。 
 一晩で約 1000 枚の微細形態画像が得られ
るこの方法では、まさにビッグデータと呼べ
る形態情報が得られ、学術的にはその解析が
重要となる。本研究では、AVIZO/AMIRA とい
う画像処理/解析専門のソフトウェアをもち
いて解析を行い、新たな解析アルゴリズムの
開発も行った。 
 
４．研究成果 
精嚢間質の FIB/SEM tomography による解析
から、この領域に分布する間質細胞は紡錘形
や星状ではなく、扁平なシート状であるここ
とが示された。また、隣接するそれら細胞が
辺縁において接着して、組織空間を区分けす
る隔壁状構造を形成することが示され、全体
として compartmentalization とも呼べる機
能的構造体を構成することが示唆された。 
 今後、本方法による組織解析の精度を上げ
るために、画像解像度の設定および試料切削
面の方向の決定が検討課題として浮上した。 
 同様の細胞は、他の様々な平滑筋組織、お
よび、粘膜固有層に存在していることが多く
の研究で示されている。しかしながら、機能
的分化を遂げた間質細胞の種類は組織間で
異なるものの、共通点として、個々の細胞の
サイズとシート状の拡がりに関して、全体と
して構築された蜂の巣様の枠組みをもつと
いう特徴が、今回、観察を試みた、皮膚真皮、
角膜、歯根膜、膀胱上皮等で挙げられた。 
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