
 1 

遺伝的標識法を用いた細胞内 PSD-95 クラスターの電子顕微鏡解析  

 

 

２０１４年９月 

 

 

 

平林 愛 

 

 

兵庫県立大学生命理学研究科 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 2 

Publication List 

 

本学位論文は以下の原著論文ついて、公表済みまたは公表予定 

 

1. Ai Hirabayashi, Yuko Fukunaga and Atsuo Miyazawa  

 Structural analysis of the PSD-95 cluster by electron tomography and     

CEMOVIS: a proposal for the application of the genetically encoded 

metallothionein tag 

 Microscopy, 63 (2014) 227-234 

 

2. Yuko Fukunaga, Ai Hirase, Hyeji Kim, Natsuko Wada, Yuri Nishino 

   and Atsuo Miyazawa  

   Electron microscopic analysis of a fusion protein of postsynaptic 

density-95 and metallothionein in cultured hippocampal neurons 

   Journal of Electron Microscopy, 56 (2007) 119-129 

 

本学位論文に含まれない原著論文 

 

1. Nguyen Tien Huy, Yusuke Shima, Atsushi Maeda, Tran Thanh Men, Kenji 

Hirayama, Ai Hirase, Atsuo Miyazawa and Kaeko Kamei 

 Phospholipid membrane-mediated hemozoin formation: the effects of 

physical properties and evidence of membrane surrounding hemozoin 

 PLoS One, 8 (2013) e70025 

 

2. Takeshi Noda, Yukihiko Sugita, Kazuhiro Aoyama, Ai Hirase, Eiryo 

Kawakami, Atsuo Miyazawa, Hiroshi Sagara and Yoshihiro Kawaoka 

 Three-dimensional analysis of ribonucleoprotein complexes in influenza 

A virus 

 Nature Communications, 3 (2012) 639-644 

 

3. Kazuhiro Aoyama, TomokoTakagi, Ai Hirase and Atsuo Miyazawa  

 STEM tomography for thick biological specimens 

 Ultramicroscopy, 109 (2008) 70–80 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huy%20NT%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shima%20Y%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maeda%20A%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Men%20TT%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirayama%20K%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirayama%20K%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirase%20A%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazawa%20A%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamei%20K%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Noda%20T%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugita%20Y%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoyama%20K%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirase%20A%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawakami%20E%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawakami%20E%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazawa%20A%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sagara%20H%255Bauth%255D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawaoka%20Y%255Bauth%255D


 3 

 

4. Ai Hirase, Takahiro Hamada, Tomohiko J Itoh, Teruo Shimmen and Seiji 

Sonobe  

 n-Butanol induces depolymerization of microtubules in vivo and in vitro 

 Plant Cell Physiology, 47 (2006) 1004-1009 

 

5. 平瀬愛、宮澤敦夫、[STEM ﾄﾓｸﾞﾗﾌｨｰにおける電子線損傷の定量]、顕微鏡、   

      Vol44、No.4、特集［STEM と電子線トモグラフィーの出会い］、p248-251,   

    2009 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4 

目  次 

第１章 序論 

  1-1 足場タンパク質 PSD-95              6 

  1-2 電子顕微鏡法のための遺伝的コード化タンパク質標識法      7 

  1-3 本研究の目的と意義           8 

  1-4 略語                                                       9

第２章 遺伝的標識法を用いた細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察            

  2-1 材料と方法                                                11 

 2-2 精製 PSD-95 の電子顕微鏡観察          15 

  2-3 細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察                                15 

 2-4 PSD-95 の局在と結合機能への遺伝的標識法の影響             17 

 2-5 内在性メタロチオネイン                                  17 

  2-6 考察             18 

第３章 細胞内 PSD-95 の電子線トモグラフィー解析 

  3-1 材料と方法            28 

  3-2 細胞内 PSD-95 クラスターの立体構造解析        28 

  3-3 考察             28 

第４章 細胞内 PSD-95 の CEMOVIS 解析 

  4-1 化学固定と凍結固定               34 

  4-2 材料と方法                  35 

 4-3 海馬初代培養細胞の加圧凍結・凍結置換                         36 

  4-4 CEMOVIS による細胞内 PSD-95 解析         37 

  4-4 考察             38 

第５章 結論             47 

参考文献             49 

謝辞              52 



 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6 

第１章 序論 

1-1 足場タンパク質 PSD-95 

 神経細胞が他の神経細胞や筋などの標的細胞に情報を伝達する場である神経

シナプスには、神経活動に関与する多種多様のタンパク質が集まっている。こ

れらのタンパク質は、それぞれの持ち場で相互作用しながら個々の機能を発揮

し、シナプスの機能を制御している。シナプスの形成、可塑性の分子メカニズ

ムを明らかにするためには、これらシナプスタンパク質の構造や機能の研究が

必要であり、このメカニズムを明らかにすることは、記憶、学習などの高次脳

機能の解明につながると考えられる。また、シナプスの異常が原因となってい

る疾患の病因解明や創薬にも貢献すると考えられる。 

 ポストシナプス膜直下には受容体やその機能を制御する足場タンパク質が集

まっており、透過型電子顕微鏡で観察すると電子密度が高くなっている様子が

観察できることから postsynaptic density(PSD)とよばれる（図 1-1）。PSD-95

は PSD の主要な構成成分であり、グルタミン酸受容体の足場タンパク質として

PSD に集積し、受容体の制御に重要な役割を担っていることが知られている（図

1-2）。その一つである NMDA 型グルタミン酸受容体について,PSD-95 を遺伝的に

欠損させたマウスではNMDA型グルタミン酸受容体は発現するが、LTP(long-term 

potenciation)の異常や学習障害が見られることから［1］、PSD-95 の働きによっ

てNMDA型グルタミン酸受容体が細胞内シグナル伝達物質と結合する事はシナプ

ス可塑性を保つ上で重要であるとこが分かっている［2］。近年、PSD-95 はパル

ミトイル化されることで PSD に集積することが明らかにされ、パルミトイル化

が阻害されると、PSD-95 のクラスター化が阻害され、脳内興奮性シナプスの重

要な神経伝達物質受容体である AMPA 型グルタミン酸受容体が仲介する神経伝

達が弱まる事から、PSD-95 のパルミトイル化に伴うクラスター化がシナプス機

能の調整に重要であることが分かってきた［3］。電子顕微鏡分野では、免疫電

子顕微鏡法によって、ポストシナプス膜からの PSD-95 の局在範囲が示されてい

る［4］。また、同じく免疫電子顕微鏡法によって、PSD 以外に局在する PSD-95

の存在が示され、それらはスパインアパラタスというスパイン頸部に存在する

膜構造に結合していることも報告されている［14］。しかし、PSD には受容体や

足場タンパク質、細胞骨格などが高密度に集積しており、PSD-95 クラスターの

みを観察するのは難しく、その形状やクラスター形成の詳細は明らかにされて

いない。本研究では遺伝的標識法を用いて神経シナプスの機能調整に重要な役

割を担っている PSD-95 クラスターを電子顕微鏡で観察し、その形状や詳細な局

在を明らかにすることを目指した。 
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 1-2 電子顕微鏡法のための遺伝的コード化タンパク質標識法 

  細胞内タンパク質は個々で機能を果たしているものもあるが、その多くはある

一定の形や大きさをもつクラスターとして機能している様子が見られ、その集

積状態は通常の機能や外部からの刺激に応じて変化している。本研究の研究対

象である PSD-95 もその一つであり、細胞質に局在する PSD-95 がパルミトイル

化修飾によって PSD に集積し、グルタミン酸受容体の足場タンパク質として機

能するようになると報告されている［5］。よって、細胞の機能を明らかにする

ためには、個々のタンパク質の研究を行うと共に、分子複合体としての構造と

機能を研究していく必要がある。これまで、電子顕微鏡での組織や細胞の観察

にはオスミウム、ウラン、鉛などでの染色や金粒子で目的タンパク質を標識す

る免疫電子顕微鏡法などが使われてきた。染色によって、細胞内小器官や細胞

骨格など、比較的大きく、特徴的な形状のものが観察され、また、免疫電子顕

微鏡によって個々のタンパク質が同定されてきた。免疫電子顕微鏡法では金粒

子によって、細胞内タンパク質の局在場所を示すことは出来るが、細胞骨格の

ように特徴的な形をしているか、あるいは、電子密度が非常に高いタンパク質

でないものについては、クラスターの構造を正確に捉えることは非常に難しい。

そこで、当研究室では光学顕微鏡分野でタンパク質標識に用いられている GFP

のように、目的タンパク質の遺伝子に融合させて、発現する電子顕微鏡用の遺

伝的標識の開発を行ってきた。電子顕微鏡では密度の高いものが検出しやすい

ので、重金属であるカドミウム(Cd)と結合する金属結合タンパク質であるメタ

ロチオネイン（MT）を標識に用いることにした。この遺伝的標識法を用いれば、

免疫反応や化学固定、染色操作を行わずに、目的タンパク質を観察する事が可

能となる。これまで、GroEL を観察対象にして研究が行われ、MT3 分子をつない

だ 3MT が Cd の取り込みもよく、タンパク質の複合体形成に影響しないことが分

かり、3MT によって GroEL を電子顕微鏡で検出することができた。よって 3MT 標

識法が電子顕微鏡用のタンパク質標識法として有用であることが示された［6］。

そこで、本研究では PSD-95 を遺伝的標識法、3MT でラベルし、これまで、明ら

かにされていない、クラスターの構造や形成様式を観察することを目指した。 

  電子線トモグラフィーは、試料内部の情報も得ることができる透過型電子顕微

鏡の利点を生かし、生物試料の三次元構造を解析する手法として用いられてき

た。しかし、電子線トモグラフィーに適用できる分子標識法がなく、細胞では、

極めて多数の同じサイズの分子が、組織の三次元構造の中に重なっているため、

電子線トモグラフィーにおいて観察された分子が何であるのかを同定するのは

難しい。また、低温電子顕微鏡法は、化学固定や脱水の操作がなく、生きてい

る時に近い状態で細胞内タンパク質を観察できる手法として注目されているが、
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この方法では通常の化学固定で行う、四酸化オスミウムや酢酸ウラン、クエン

酸鉛での染色作業を行わないので、コントラストは低くなり、凍結した状態の

まま観察しなければいけないので、常温の電子顕微鏡よりも電子線量を低くす

る必要があるために、S/N 比が低くなる。よって、細胞内で目的のものを同定す

るのが難しくなる。これらの問題を解決する方法としても固定操作を必要とせ

ず、目的タンパク質を直接標識できるこの遺伝的標識法は有用であると考えら

れる。そこで、本研究では電子線トモグラフィーと低温電子顕微法を用いて、

遺伝的標識法でラベルした PSD-95 の解析も行った。 

 

 1-3 本研究の目的と意義 

 

 1-1 で述べたように、PSD-95 は神経シナプスのグルタミン酸受容体の動態制

御に重要な役割を担っており、足場タンパク質として受容体と結合することで、

シナプス可塑性において重要な役割を果たしている。よって PSD-95 クラスター

の集積の様子を明らかにする事はシナプスの形成や分子メカニズムを明らかに

するために必要であると考えられる。PSD には多くの分子や細胞骨格が集まって

おり、従来の電子染色だけでは個々のタンパク質を検出するのは難しい。免疫

電子顕微鏡法を用いる事によって、これまで PSD に集積する個々のタンパク質

の同定が行われ、局在は明らかにされてきたが［4］、PSD-95 のみのクラスター

の構造は捉えられていない。そこで、本研究ではこの遺伝的標識法を用いて神

経シナプス受容体の足場タンパク質である PSD-95 について、クラスターの構造

や詳細な局在を明らかにすることを目指した。まず、PSD-95 がこの遺伝的標識

法で検出できるかを in vitro の実験で確認し、その後、細胞内の局在やクラス

ター構造を観察した。 

 PSD-95 の三次元構造を捉える事は先に述べたようにシナプスの形成や可塑性

のメカニズムの解明に重要であると考えられる。PSD-95 についてはこれまで、

免疫電子顕微鏡法によって、その局在が明らかにされてきたが［4］、［14］、PSD-95

クラスターの三次元構造については明らかにされていない。そこで、本研究で

は遺伝的標識法を用いて、細胞内 PSD-95 クラスターの電線トモグラフィーを行

い、その三次元構造を観察することを目指した。 

 これまで、電子顕微鏡分野では主に、アルデヒド固定が用いられてきた。し

かし、タンパク質は化学固定によって容易に変化してしまう事が報告され ［7］、

固定や脱水操作を行わない低温電子顕微鏡法はより生きている時に近い状態で

細胞内タンパク質を観察するのに適した方法として注目されている。PSD-95 は

これまで、免疫電子顕微鏡法によって局在が明らかにされてきたが［4］、［14］、

PSD-95 はシナプス活動や外部刺激によってその動向が常に変化していると考え
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られ、より生きている時に近い状態で、瞬時に固定が完了する低温電子顕微鏡

での解析は有用であると考えられる。遺伝的標識法は化学固定や染色操作を行

う事なく、目的タンパク質を標識することができるので、低温電子顕微鏡法に

も応用できると考えられた。よって、本研究では遺伝的標識法を低温電子顕微

鏡法に応用し、細胞内 PSD-95 を観察することを目指し、研究を行った。 

 

 

 

 

 1-4 略語 

 CEMOVIS Cryo-electron microscopy of vitreous sections 

 GLA Gultaraldehyde  

 HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

 LTP Long-term potenciation  

 MT Metallothionein  

 MAP2 Microtuble Associated Protein 

 n-NOS neuronal nitric oxide synthase  

 OsO4 Osmium tetroxide  

 PBS Phosphate buffer saline  

 SDS Sodium dodecyl sulfate  

 PSD Postsynaptic density 

 SDS PAGE SDS-polyacrylamide gel electronphoresis 

 PFA Paraformaldehyde 
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第２章 遺伝的標識法を用いた細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察 

  2-1 材料と方法 

 ⑴ 材料 

  in vitro 系で PSD-95 を観察するために COS7 細胞を用いた。細胞内 PSD-95

の観察には海馬初代培養細胞を用いた。 

 ⑵ 細胞培養 

 (2)-1 COS7 細胞 

 COS7 細胞は DMEM medium に 10% Fetal bovine serum を添加した培地で培養

した。トランスフェクションの１日前に細胞を 100 mm ディッシュに撒き、トラ

ンスフェクションするときに 80-90%コンフルエントになっているようにした。 

 (2)-2 海馬初代培養細胞 

 胎生 19 日目の Sprague-Dawley ラットから海馬の神経細胞を採取した。解剖

した海馬をトリプシン処理によって分離した。神経細胞懸濁液を Poly-L-lysine

とラミニンでコートしたカバーガラスやサファイアディスク、ディッシュに 2.5

×104 cell/ cm2（アデノウイルスによるトランスフェクション）、または 6×104 

cell/ cm2（リポフェクション）の密度で撒いた。Neurobasal medium に Glutamate

と B27、Glutamax、Penicillin、Streptomycin を添加した培地を入れ、10% CO2

のインキュベーターで培養を行った。培養２日目にグリア細胞の増殖を抑える

目的で Arabinoside C を添加した。培養３日後に上記培養液を交換する事で

Arabinoside C をのぞき、以降、一週間に一度、培養液の交換を行った。 

 (3) クローニングとプラスミド構築 

 pcDNA3.1(-)に入った murinePSD-95、pcDNA3.1(+)に入った Kv1.4、c-Myc 

tagged NR2B は京都大学の藤吉教授と、今村氏のご好意により提供を受けた。

C-Myc tag(EQKLOSEEDL)は NR2B の 27 から 28 アミノ酸残基に組み入れた。pCR2.1

の nNOSクローンは国立がん研究センターの小倉教授のご好意により提供を受け

た。PSD-95-3MT-Flag-pET21b は NheI と BlnI を用いて準備した［6］。

PSD-95-Flag-pET21b は MT フラグメントを除くことで構築した。MT-Flag-pET21b

は PSD-95-3MT-Flag-pET21b からベクターと結合した PSD-95 を除き、再び、ベ
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クターと結合させる事で構築した。これら 3 つのコンストラクト（図 1）を NheI

と XhoI を用いて結合させ、挿入シークエンスを pcDNA3.1(-)の対応する領域に

結合させた。クローニングとプラスミドのコンストラクトは Escherichina coli 

Top10F’で準備した。この論文では PSD-95-3MT-Flag を PSD-95-3MT と略す。 

 (4) トランスフェクション 

 COS7 細胞への遺伝子導入は Lipofectamine 2000 を使って、発現ベクターで行

った。PSD-95、Kv1.4、NR2B、nNOS は 1:1 でトラスンスフェクションした。 

 PSD-95-3MT、PSD-95、MT の海馬初代培養細胞へのトランスフェクションは培

養 13〜14 日目に行った。CdCl2はランスフェクション後 24 時間で添加し、COS7

細胞では 20μM、20 時間、海馬初代培養細胞では 5μMで 20 時間処置した。 

 (5) 共免疫沈降 

  COS7細胞はPBSで洗浄し、免疫沈降溶液（50 mM Tris-HCl, ph 8.0, 150mM NaCl, 

0.5% NP-40）で再懸濁し、氷中で 5秒ソニクエーションした。4℃、40000×g で 

30 分遠心し、得られた上清を anti-Flag M2 と共に 4℃で一晩インキュベーショ 

ンした。結合タンパク質を SDS で溶出した後、5分間煮沸し、SDSPAGE で分離し、 

その後、セミドライエレクトロンブロッティングでニトロセルロースに転写 

した。rabbit anti-Flag 抗体(1:500, Affinity BioRegents)、rabbit anti-Kv1.4 

抗体（1:1200, Chemicon）、rabbit anti-nNOS 抗体(1:200, Santa Cruz 

Biotechnology)でプローブし、アルカリフォスファターゼと結合した 2次抗体 

と発色基質で観察した。 

 

 (6) PSD-95-3MT の精製 

 Tris buffer (50 mM Tris-HCl, pH7.4, 150 mM NaCl)に 10 μg ml-1 DNase と

10 μg ml-1 RNase、1 タブレット/100 ml の complete proteinase inhibitor mix

を添加した溶液で細胞を懸濁し、ソニクエーションにより粉砕した。ライセー

トを 4℃で 1時間インキュベートし、10000×g、4℃で 1時間遠心した。溶解し

たフラクションを Tris buffer で平衡化した anti-Flag M2 affinity colum に

アプライした。カラムを Tris buffer で洗い、100mM glysine、150 mM NaCl (pH 

3.5)で溶出させた。溶出したものを 500 mM Tris-HGl (ph 8.0)で素早く中和し、

vivaspin100 (VIVASCIENCE)で 0.05μgml-1まで濃縮した。 

 (7) カドミウム容量の解析 
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  精製したタンパク質中の CdCl2の濃度を誘導結合プラズマ解析（Oki 

Engineering）で測定した。タンパク質濃度は SDSPAGE のバンドをクマシーブル

ーで染色したものの濃さを比較することで決定した。この際、BSA をスタンダー

ドとして用いた。 

 (8) アデノウイルスの作製と形質導入 

  PSD-95-3MT 発現コンストラクトを含むアデノウイルスは Vira Power 

Adenovirus Expression System (Invitrogen)を使って準備した。PSD-95-3MT を

pENTER Directional TOPOcloning kit (Invitrogen)を使って pENTER/D-TOPO 

vector にサブクローニングした。次に cDNA インサートを LR Clonase を使って

Gateway system で pAd/CMV/V50DEST に移し、できたプラスミドを PacI (New 

England Bio labs)で結合した。このプラスミドを opti-MEN 中で

Lipofectamine2000と混合し、サブコンフルエントの状態の293A細胞に入れた。

293A を 10% Fetal calf serum 入りの DMEM で２日に 1回メディウムを交換しな

がら 1-2 週間培養した。ほとんどの細胞の接着力がなくなったところで、細胞

と培養液を一緒に回収し、凍結融解を２回行った後、遠心してアデノウイルス

が含まれる上漬を回収した。アデノウイルスを増殖させるために、この上漬を

新しい 293A 細胞に添加し、2,3 日培養した。この作業を２回繰り返して得られ

た溶液をウイルスストックとした。ウイルス力価は 50%組織培養感染量で測定し

た（TCID50=4.4×107）。アデノウイルス溶液を培養 19 日目のアデノウイルスに

添加し、ウイルスベクター適用後 3日目に 5μMの CdCl2 を添加した。CdCl2添

加後 20 時間で免疫反応もしくは電子顕微鏡観察のための固定を行った。 

 (9) 免疫染色 

 カバーガラス上の神経細胞を4%PFA/PBSで20分固定した後、10 mM Glycin/ PBS

で反応を停止し、0.5% NP-40 で 5 分間透過処理を行った。シナプス小胞に局在

するタンパク質である Synaptophysin を検出する試料は PFA 固定の代わりに

-20℃で 10 分間冷却した。固定後の神経細胞を［1%BAS, 10% Goat serum, 0.5% 

TritonX-100］で１時間ブロッキングし、それぞれの免疫反応の一次抗体と 4℃

で一晩反応させた(rabbit anti-Flag antibody 1/2000, mouse monoclonal 

anti-Synaptophysin antibody 1/1000, mouse monoclonal anti-MT antibody 

1/1000, rabbit polyclonal anti-MAP2 anribody 1/1000)。PBS で 3 回洗浄した

後、2時間、2次抗体と反応させた（Alexa 488-conjugated antibodies 1/500, 

Alexa 543-conjugated antibodies 1/500）。3回洗浄した後、Vectashiled で

マウントした。観察は LSM510 conforcal laser-scanning microscopy（Carl 
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Zeiss）で行った。MT の蛍光強度を平均の蛍光強度として測定した。コンフォー

カルのセッティング（レイザーの強さ、絞りの大きさ、ゲイン、オフセット）

を一定にして複数のカバーガラスを観察した。決まった領域（460μm×460μm）

でバックグラウンドの３倍の蛍光強度を示した細胞をMTポジティブとしてカウ

ントした。MT ポジティブな神経細胞の数を MAP2 免疫反応神経細胞としてノーマ

ライズした。 

 (10) 生存率の測定 

 細胞生存率は Calcein と Propidium iodide(PI)二重染色キットである

Cellstain (Dojindo)を用いて測定した。COS7 細胞と海馬初代培養細胞に 

Cd2＋を添加し、Cellstain kit の説明書どおりに染色した。ただし、Calcein

と PI の濃度は実験に合わせて変更した。Calsein で染色される生細胞と PI で

染色される死細胞をコンフォーカル顕微鏡を使って測定した。 

 (11) 電子顕微鏡用試料調整（常温観察用化学固定） 

 電子染色あり：海馬初代培養細胞を 2％PFA＋2.5%GLA/ 30 mM HEPES 

buffer(pH 7.2)で 2 時間固定した後、同緩衝液で洗浄し、1% OsO4/ 0.1M 

Cacodylate buffer で後固定を行った。同緩衝液で洗浄後、エタノールでの脱

水を行った（50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%×2, 各１０分）。Propylenoxide

に置換し (10 分×2)、EPON812 樹脂の浸透を行った

（EPON812:Propylenoxide=1:1, 18h）。その後 100% EPON812 に移し、6時間

後に熱重合（60℃, 48hr）により硬化させた。硬化した試料をウルトラミク

ロトーム（UC6, leica microsystems）内でダイヤモンドナイフ(Diatome)に

て 80 nm の超薄切片にし、これを電子顕微鏡用のグリッドメッシュに乗せた。

できた切片を酢酸ウランとクエン酸鉛で染色し、透過型電子顕微鏡(JEM2100, 

JEOL)を用いて、加速電圧 200kV にて観察を行った。 

  電子染色なし：上記の方法のうち、OsO4での後固定と切片の電子染色を行 

 わずに試料調整し、(JEM2010, JEOL)にて加速電圧 100kV で観察を行った。 
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 結果 

 2-2 精製 PSD-95 の電子顕微鏡観察  

(1) COS7 細胞における Cd2+の細胞毒性と PSD-95-3MT の発現確認 

 Cd2+は細胞毒性があり、ネクローシスやアポトーシスを誘導することが分か

っている［10］、［11］。PSD-95−3MT を精製するために、COS7 細胞を用いた

ので、COS7細胞に影響がないCd2+処置条件の検討を行った (図 2-2左グラフ)。

COS7 細胞を 20 もしくは 40μM CdCl2で 30 時間処置、40μM CdCl2で 20 時間処

置したときに生存率は減少したが、20μM CdCl2で 20 時間処置したときには

生存率は減少しなかった。金属含有測定を行うと、20μM CdCl2で 20 時間処

置したCOS7細胞から精製したPSD-95-3MTはCd2+と結合していた（データなし）。

また、PSD-95-3MT を遺伝子導入し、この条件で Cd2+処置した COS7 細胞では、

PSD-95-3MT を発現していた（図 2-2 右写真）。よって COS7 細胞への Cd2+処置

条件は 20μM 、20 時間に決定した。 

(2) 精製 PSD-95-3MT の電子顕微鏡観察 

 COS7 細胞に PSD-95-3MT をコード化したプラスミドで遺伝子導入し、20μM 

CdCl2で 20 時間処置ありまたはなしの条件で培養し、anti-Flag M2 affinity

樹脂を用いて細胞溶解液から PSD-95-3MT を精製した（図 2-3）。電子染色を

して観察したところ、図の上の 2枚の写真のように、Cd ありでもなしでも同

様の粒子が観察され、カドミウムの有り無しに関係なく、PSD-95-3MT が発現・

精製できていることが確認できた。また、このサンプルを染色なしで観察し

たところ(図 2-3)、Cd なしでは何も検出されず、カドミウムを処置したサン

プルにのみ、黒い粒を観察することがでた。よって、PSD-95 がカドミウムを

取り込んだ 3MT によって電子顕微鏡で検出できると事がわかった。 

 2-3 細胞内 PSD-95 の電子顕微鏡観察 

(1) 海馬初代培養細胞における Cd2+の細胞毒性と PSD-95-3MT の発現確認 

 細胞内での PSD-95-3MT の観察を行うために、海馬初代培養細胞の培地に添

加するカドミウム濃度と処置時間の検討を行った。まず、神経細胞の形態へ

の影響を調べるために、培養 13 日目の神経細胞に、それぞれ、0, 5, 10, 20μM

のカドミウムを処置し、神経細胞のマーカーとなる抗 MAP2(Microtuble 

Associated Protein)抗体で免疫染色した（図 2-4 上）。10μM, 20μM では樹
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状突起が数珠状になってしまい、神経細胞に何らかの影響がある事が分かっ

た。次に生存率への影響を調べるために、同じく、培養 13 日目の海馬初代培

養細胞に、5または 10μM のカドミウムを 10, 20, 30 時間処置し、生細胞

(Calcein-AM)と死細胞(Propidium iodide)の染め分けを行った（図 2-4 下）。

10μM の Cd では 20 時間から生細胞の割合が減少し始めたが、5μM では 30hr

でも減少しなかった。これら 2つの結果より、カドミウムの処置条件は神経

細胞の形態や生存に影響を及ぼさない、5μM、20 時間に決定した。次に

PSD-95-3MT を遺伝子導入した海馬初代培養細胞を決定した条件でカドミウム

処置し、PSD95-3MT が海馬初代培養細胞で発現しているかどうかを確かめた

（図 2-5）。左が神経細胞のマーカーである MAP2 抗体で染色したもので、神

経細胞全体が染色されていることがわかる。中央が Flag 抗体で染色したもの

で、PSD-95-3MT が発現していることが確認できた。一番右はマージ像で、中

央の神経細胞では MAP2 と PSD-95-3MT-Flag の局在が一致しており、

PSD−95-3MT が神経細胞で発現している事が確かめられた。 

(2) 細胞内 PSD-95-3MT の局在観察 

 海馬初代培養細胞内での PSD-95-3MT の観察を行った。まず、局在を観察す

るために、オスミウムでの後固定と切片の酢酸ウラン、クエン酸鉛での電子

染色を行った試料の観察を行った（図 2-6）。図の丸いものがシナプス小胞で

それを含む細胞がプレシナプス、その対岸がポストシナプスである。上３枚

の写真のように、PSD-95-3MT を発現し、Cd 処置した細胞では PSD の厚みがコ

ントロールである、何もしていない細胞、PSD-95-3MT を発現し、Cd 処置して

いない細胞、発現なしで Cd 処置した細胞（下 3枚）より厚く、黒くなってお

り、PSD の下に電子密度の高い領域が見られた。コントロールでは、ポストシ

ナプスにこのような電子密度の高い領域は見られなかった。よって、PSD-95

は 3MT 標識によってポストシナプスで観察できることが分かった。 

(3) 無染色試料における細胞内 PSD-95 の観察 

 電子染色を施すことによって、細胞の形態がはっきりと観察でき、

PSD-95-3MT-Cd がポストシナプスに局在している事が分かった。しかし、PSD

には多くのタンパク質が集まっており、電子染色によって、PSD-95 以外も染

色されてしまう。そこでオスミウムやウラン、鉛などの染色なしでの観察を

行った。この場合、図 2-7 で示すように、電子顕微鏡写真は細胞の方が白く

見える。図の上３枚の写真のように、PSD-95-3MT を発現し、Cd 処置した神経

細胞内に電子密度の高い領域がみられ、コントロールの細胞では見られなか
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った。ここでは染色をしていないため、電子顕微鏡で検出されるのは添加し

た Cd のみであると考えられる。よって、3MT 標識により、神経細胞内で PSD-95

クラスターが検出できることが分かった。 

 2-4 PSD-95 の局在と結合機能への遺伝的標識法の影響 

 3MT の融合が PSD-95 の局在や他のタンパク質との結合に影響しないかどう

かを確かめる実験を行った（図 2-8）。まず、シナプスへの局在への影響を調

べるために、海馬初代培養細胞に PSD-95-3MT-Flag, PSD-95-Flag, MT-Flag

それぞれの遺伝子を導入し、カドミウムを添加し、添加後、20 時間で固定し、

Flag と syanptophysin での免疫染色を行った（図 2-8 上）。Synaptophysin

はシナプス小胞に局在するたんぱく質でその抗体はシナプスのマーカーとし

て用いられる。3MT をつけた場合でも PSD95 のみの時と同様に Synaptophysin

と共局在しており、MT を融合させてもシナプスへの局在には影響しないこと

が確かめられた。また、MT のみだとその局在は神経突起全体に広がり、シナ

プスへの局在は見られなかった。次に、3MT の融合による PSD-95 の他のタン

パク質との結合機能への影響を調べた（図 2-8 下）。PSD-95 と結合すること

が知られている、NR2B と Kv1.4、nNOS それぞれを PSD95-3MT-Flag、PSD95-Flag、

MT-Flag と共発現させ、Flag 抗体での免疫沈降実験を行った。一番上のパネ

ルをみると PSD-95-3MT は PSD-95 と同様に NR2B と共沈しており、3MT の融合

が NR2B との結合に影響していない事が分かった。また、MT のみでは NR2B と

の共沈降は見られなかった。Kv1.4 と nNOS についても同様の結果が得られた

ことから、 3MT の融合は PSD-95 の他のタンパク質との結合能に影響しないこ

とが確かめられた。MT のみではいずれのタンパク質とも結合していない事も

分かった。Kv1.4 や nNOS についても同様の事が確かめられた。これらの結果

から、3MT の融合は PSD-95 のシナプスへの局在や他のタンパク質との相互作

用に影響しないことが確かめられた。 

2-5 内在性メタロチオネイン 

 Cd2+は様々な組織で MT の発現を誘導する事が知られている［12］、［13］。 

そこで、内在性 MT の関与について検討を行った（図 2-9）。海馬初代培養細

胞に5 μM CdCl2を20時間処置し、抗MT抗体で免疫染色したところ（図9上）、

内在性 MT は CdCl2 を処置しない神経細胞にはほとんど存在せず、5 μM CdCl2

の 20 時間処理後の神経細胞においては MT の発現が認められた。樹状突起の

拡大写真を観察すると（図 2-9 上左）、その発現分布パターンは樹状突起全

体にわたってほぼ均一であった。また、カドミウムの処置時間を 20，48 時間
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とし、経時変化を調べたところ（図 2-9 左下）、24 時間の CdCl2処置により誘

導される内在性 MT 発現神経細胞は 48 時間処置の時よりも少なかった。しか

し、5 μM CdCl2 を 20 時間処置した海馬初代培養細胞では電子密度の高い領

域は認められなかった（図 2-9 右下）。よって、5 μM CdCl2 を 20 時間処置

で内在性 MT の発現を誘導するが、十分な高電子密度ではないということが分

かった。 

 2-6 考察 

  染色ありの観察により 3MTで標識した PSD-95 が本来の局在場所であるポス 

 トシナプスでクラスターとして観察され、電子染色なしの観察で、PSD-95 の  

 みのクラスターを検出することができた。また、3MT の融合は PSD-95 のシナ 

 プスへの局在や他のタンパク質との結合に影響しない事が確かめられた。免 

 疫反応を行うにはその組織、細胞、抗原毎に、適した固定方法や抗体処置条  

 件を検討しなければならないが、この遺 伝的標識法は免疫染色や電子染色 

 を行うことなく、細胞内タンパク質クラスターの様子を観察できるため、電 

 子顕微鏡用の新たな標識法として有用であり、透過像を観察するだけではな 

 く、様々な手法の電子顕微鏡法にも応用できる有用な標識法になると考えら 

 れる。よって、3MT 標識は細胞内タンパク質クラスターを検出するのに有用な 

 ラベルであることが示された。 

  無染色の電子顕微鏡写真を観察すると、コントロールの細胞内にわずかに

黒い小さな点が見られる。しかし、これはPSD-95-3MTを発現し、Cd処置した

細胞で見られた電子密度の高い領域よりは明らかに小さく、固定や樹脂への

包埋の際に生じたアーティファクトだと考えられる。さらに、電子染色した

像中ではこのようなものは見られず、染色によって隠れてしまうものだとい

うことも分かる。 

  PSD-95-3MT遺伝子導入、Cd処置した細胞をオスミウム、ウラン、鉛で染色 

 した像ではPSDが厚くなると共に、PSDの下に電子密度の高い領域が見ら 

 た。今回PSD-95-3MT を発現させているので、過剰発現によってPSDの下で大 

 きな電子密度の高い領域が見えたという可能性も考えられる。しかし、   

 PSD-95-3MTを発現しただけでは、このような電子密度の高い領域は見られず、 

 Cd処置を加えた時に見えてきたので、このPSDの下で見られた電子密度の高い 

 領域もPSD-95のクラスターが3MT標識によって観察されたものであり、 

 電子染色のみでは見えてこないPSD-95のクラスターが3MTによって検出され  

 た考えられる。また、免疫電子顕微鏡法を用いてPSD-95の局在を観察した 

 報告［14］ではPSD-95 がPSDから離れた場所にも局在し、スパインアパラタ 

 スというスパイン頸部に 存在する膜構造と結合しているという事が報告さ  
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 れている。そこでは金粒を使って局在を示していたが、今回、3MTで標識する 

 ことによって、PSDの下でもクラスターを形成していることを示す事ができた。       

 今後、PSD-95とPSD-95-3MTの局在を免疫電子顕微鏡法の2重染色することなど 

 によって、より確かな結果となると考えられる。 

 

 

 

 



 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

電子染色すると、Cd ありでもなしでも同様の粒子が観察できる。電子染色なしでは、

Cd 添加したときのみ黒い粒子が観察できる。 
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それぞれの写真の右側の細胞内に見えている小胞がシナプス小胞、その対岸が

ポストシナプス。図の上、PSD-95-3MT を遺伝子導入し、Cd 処置した神経細胞

の PSD がコントロールよりも厚くなり、PSD 直下に電子密度の高い領域が見

られる。 
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無染色では細胞よりも樹脂の方が電子密度が高くなり、細胞が白く見える。図の

上、PSD-95-3MT を遺伝子導入し、Cd 処置した神経細胞で電子密度の高い領域

が見られる。 
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左が細胞破砕液に含まれるタンパク質で、右が免疫沈降の結果。NR2B は、

MT とは結合しないが、PSD-95 および PSD-95-3MT と結合している。Kv1.4

と nNOS についても同様の結果がみられる。 
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CdCl2添加により、海馬初代培養細胞に内在性 MT の発現が認められたが

（光学顕微鏡写真とグラフ）、細胞内全体に分布しており（光学顕微鏡写

真右の高倍率像）、電子顕微鏡観察では、細胞内に電子密度の高い領域は

認められなかった。 
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第 3章 細胞内 PSD-95 の電子線トモグラフィー解析 

  3-1 材料と方法                  

 PSD-95-3MT を遺伝子導入し、Cd 処置した細胞で電子密度密度の高い領域が見

られた試料切片を用いて、電子線トモグラフィーを行った。切片を−60°から

+60°まで回転させ、1°毎の傾斜像を取得した（図 1、２）。得られた連続傾斜

像をアライメントし、三次元再構築を行った。電子顕微鏡は JEOL 社の JEM-2100

を使い、加速電圧 200kv にて、TVIPS 社のカメラで撮影を行った。連続傾斜像の

取得から三次元再構築は（株）システムインフロンティア社の Temography にて

行った。 

結果 

 3-2 細胞内 PSD-95 クラスターの立体構造解析 

 はじめに、オスミウムでの染色と切片の電子染色を施した試料で、シナプス

内に電子密度の高い領域が観察された試料切片の電子線トモグラフィーを行っ

た（図 3-1）。三次元再構築したのちのスライス像を観察すると電子密度の高い

領域は切片の上から下まで存在している事が分かった。また、切片の中央付近

のスライス像でシナプス間隙の距離を測定すると約 20 nm であり、以前からの

報告と一致していたことから、電子線トモグラフィーが正しく行われているこ

とが確かめられた。 

 次に PSD-95 クラスターのみの細胞内の三次元構造を観察するために、電子染

色を施していない試料で電子密度の高い領域が観察された試料切片の電子線ト

モグラフィーを行った（図 3-2）。連続傾斜像から三次元再構を行うと図 4左の

ような volume 像が得られた。一番上のものは膜状、中央のものは楕円体状に集

積していた。さらにある一定の電子密度をもつものを見やすくした Isosurface

像（図 3-4）を観察してみると、楕円体や膜状に集積している様子がより明らか

になった。また、一番上のものはサブクラスターが集合して、膜状のクラスタ

ーを形成しているように見え、一番下のものは透過像（2章の図 2）では円錐状

で見えていたが電子線トモグラフィーによって内部にサブクラスターが存在し

ている事が分かった。 

 3-3 考察  

 3MT 標識を用いて電子線トモグラフィーを行うことによって細胞内の PSD-95

クラスターの三次元構造を観察することができ、膜状や楕円体状に集積してい
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る事が分かった（図 3-4）。一番上の膜状に集積しているものの厚みは約 23 nm

であり、免疫電子顕微鏡法で示された PSD に局在する PSD-95 の局在範囲と類似

していたため［4］、PSD に局在している PSD-95 であると考えられる。PSD 内で

は PSD-95 はパルミトイル化されて、ポストシナプス膜直下で集積しているとい

う報告が出ているので［14］、このクラスターは膜直下でクラスター化し、受

容体の足場として機能していると考えられる。中央の楕円体状クラスターの厚

みは約 91 nm であり、PSD の厚みとしては大きく、染色した像で観察されたクラ

スターと同様に PSD の下に存在する PSD-95 であると考えられる。これらの観察

結果より、PSD-95 は神経細胞内で２つの異なる領域で集積していると考えられ

る。PSD 内では PSD-95 はパルミトイル化されているという報告が出ているので

［14］、楕円体状のクラスターはパルミトイル化されていない PSD-95 が PSD の

下で集積したものだとも考えられる。しかし、2-6 でも考察したように、過去に

も免疫電子顕微鏡法によって、PSD-95 がスパインアパラタスや小胞体と結合し

ている様子が観察されており［17］、PSDから離れたところに局在しているPSD-95

は細胞内小器官の膜と結合している可能性も考えられる。PSD に含まれない

PSD-95 の機能や詳しい局在、クラスター形成様式を明らかにするためには、更

なる研究が必要であると考えられる。透過像（図 2-2）では、一番上のクラスタ

ーは膜状、一番下のものは円錐状で見えていたが、電子線トモグラフィーによ

って内部に小さなクラスターが存在している事が分かった（図 3-4 右）。二次

元の透過像もよく観察してみると、下２つのクラスターの内部や周りにサブク

ラスターが観察され（図 3-5）、この大きさと電子線トモグラフィーで見られた

サブクラスターの大きさは一致していた。よって、PSD-95 はサブクラスターを

形成し、これらが集まって大きなクラスターを形成している事が示唆された。 
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Iso surface 像を観察すると、膜状や楕円体状に集積せいている様子が

よく分かる。左パネル：膜状のものは厚み 23 nm、中央の楕円体状のも

のは厚み 90 nm で集積していた。右パネル：違う角度から観察してみ

ると一番上の膜状のクラスターや一番下のクラスタ−がサブクラスター

から形成されている様子が分かる。 
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第４章 細胞内 PSD-95 の CEMOVIS 解析 

 4-1 化学固定と凍結固定 

  電子顕微鏡ではこれまで、化学固定法が広く使われていきた。化学固定を

用いた電子顕微鏡用の試料作製法は一般的には次の方法で行う。まず、アルデ

ヒド固定を行い、その後、後固定として染色効果のあるオスミウム固定を行い、

その後、エタノールによって脱水し、樹脂に置換、包埋する。重合した樹脂を

超薄切片にし、必要に応じて、酢酸ウラン、クエン酸鉛等での染色を行う。化

学固定に主に使われるアルデヒド固定では架橋化学固定を完了するまでに時間

がかかるためすべての物質をそのまま保持する事は難しく、溶出や移動する可

溶性物質も少なくない。また、タンパク質の構造の変化など種々のアーティフ

ァクトが加わってしまう場合もあると言われている。さらに、本来水分を含ん

だ状態である細胞を脱水、熱重合することにより、形態に変化がおこる可能性

も指摘されている［20］。凍結固定はこれら化学固定法による人工的変化を最

小限にとどめ、生きているときにできる限り近い状態で物質を保持し、構造を

観察することができる方法として注目されている。しかし、細胞は 6０％以上が

水分であるため、ただ凍らせただけでは氷晶ができ、細胞内の構造が壊れてし

まう［21］。電子顕微鏡分野では直径 100nm 以上の氷晶ができると微細構造の観

察は難しくなると言われている。そこで、氷晶が形成されないように氷晶形成

域温度（細胞では-2℃～-80℃）以下に試料を冷却する事が必要である。凍結固

定には代表的な 3つの方法があり、それぞれに長所や短所があるが、違いの一

つは氷晶のない、非晶質な氷ができる深さである。液体窒素で冷やしたエタン

やプロパンで急速凍結する浸漬凍結法では約 5µm～10µm、冷却した純銅に圧着し

て凍結する金属圧着法では 10～20µm と言われている。一方、大気圧の 2000 倍

の圧力をかけて凍結する加圧凍結では、50～200µm と言われている。浸漬凍結は

主に、精製したタンパク質の凍結に使われている。金属圧着法や加圧凍結法は

主に組織や培養細胞の凍結に使われる。今回の実験材料であるモノレイヤーの

海馬初代培養細胞は金属圧着によるダメージ層を除去できないという事と、細
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胞周囲の水分を取り除く事が難しいので、より深い非晶質凍結深度を得やすい

方がよいという理由で加圧凍結法を用いることにした。まず、実際に実験材料

である海馬初代培養細胞でアルデヒドを用いた化学固定を行った細胞と加圧凍

結した細胞とで電子顕微鏡像にどのような違いがあるのかを確認した。4-3 で示

す CEMOVIS(非晶質氷切片の低温電子顕微鏡観察)は組織や細胞を凍結し、染色、

脱水操作を施さなので、より生きている時に近い状態で、微細構造を観察でき

る手法だが、染色をしない事と、常温観察よりも電子線量を少なくしないとい

けないために、コントラストは低下し、電子顕微鏡像を化学固定と比較するの

が難しいと考えられた。よって、まず、加圧凍結した試料の、凍結置換を行い、

化学固定試料との比較行った。 

 4-2 材料と方法  

(1) 海馬初代培養細胞の加圧凍結・凍結置換 

 海馬初代培養細胞を直径 1.4mm のサファイアディスク上に培養し、専用の

キャリアーに乗せ、EMPACT2 (Leica)で加圧凍結を行った（図 4-1）。

 加圧凍結した細胞はキャリアーのまま、-90°の凍結置換溶液に入れ、

図 4-2で示したようにAFS2 (Leica)を使って凍結置換を行った。凍結置換後、

キャリアーごと EPON812 樹脂に包埋し、重合後にキャリアーとサファイアデ

ィスクを剥がして超薄切片を作製した。切片を酢酸ウラン、クエン酸鉛にて

電子染色し、電子顕微鏡観察や電子線トモグラフィー解析を行った。 

(2) 海馬初代培養細胞の凍結切片の作製 

 これまでの報告で、脳組織の凍結切片［15］、［16］や、遠心で集める事ので

きる培養細胞［18］、大腸菌［19］などについては凍結切片作製の方法が報告さ

れてきた。今回海馬初代培養細胞の凍結切片を作製するにあたり、このような

モノレイヤーの培養細胞の凍結切片を作製した前例がなかったので、作製方法

の検討を行った（図4-3）。海馬初代培養細胞はモノレイヤーで突起を伸ばして

伸長している。この細胞はこれまでの報告のように遠心で集める事が出来なか

ったので、スクレイパーでディッシュから剥がし、キャリアーに乗せて、加圧
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凍結を行った。今回のようなシート状の細胞を丸めて凍結した場合、凍結後に

キャリアーから外すことは困難であり、細胞がバラバラになってしまう可能性

も考えられた。そこで、キャリアーのままクライオウルトラミクロトームUC6, 

FC6 (Leica)に入れ、キャリアーをトリミングナイフ（Ultra Trim45 (Diatome)）

でトリミングし、ダイヤモンドナイフ（Cryoimmuno35 (Diatome)）を用いて、

厚さ50 nmの凍結切片を作製した。クライオチャンバー内にキャリアーを固定す

るために、エタノールと2-プロパノールを2:1で混合したクライオグルーを接着

剤として用いた。クライオグルーは−160℃で凝固するので、−150℃でキャリア

ーをクライオグルーでウルトラミクロトーム用のピンにつけ、その後、−160℃

に冷却することで固定した。凍結切片は染色を施さず、また、電子線量もプラ

スチック切片よりも低い条件で観察するため、細胞のコントラストは低くなる。

海馬初代培養細胞をそのまま加圧凍結したところ、細胞周囲の水分（培養液な

ど）が氷となってしまうために、切片が波打ってしまい、それを観察すると凹

凸のコントラストが強くなり、細胞の輪郭は確認できたが、細胞内はほとんど

観察できなかった。そこで、脳組織の凍結切片に用いられていた、人工脳脊髄

液にデキストランとシュークロースを入れた氷晶防止溶液を使った。溶液を入

れてから3分後に凍結を行ったので、この溶液を入れてから、5分後の細胞を光

学顕微鏡で観察し、異常がないかを確認した。神経細胞に異常があるときは破

裂や、突起が数珠状になるビーディングがおこるが、このような現象は見られ

なかった（図4-4）。凍結防止溶液を入れる事で、伸びた切片を作製することが

できた。凍結切片をC-Flat EM grid CF-2/2-2C(Aurion, Wageningen, Netherland)

に乗せ、静電気によって切片をグリッドに定着させた（CRION, Leica 

Microsystems）。グリッドをクライオホルダー(Gatan Cryoholder914, Gatan, 

Warrendale, PA, USA)に入れ、−170℃に保ちながら観察を行った。観察はJEOL

のJEM-2100を使い、加速電圧200kV、Low-dose mode (300-400 electrons/ nm2)

で観察した。 

結果 

4-3 海馬初代培養細胞の加圧凍結・凍結置換 

 化学固定と加圧凍結・凍結置換で海馬初代培養細胞の電子顕微鏡像にどのよ

うな違いがあるのかを比較するために、加圧凍結した試料を凍結置換した。置

換は凍結した試料を低温下でアセトン、メタノールなどを用いて置換・脱水す

る方法であり、固定が瞬時に完了し、また、アルデヒド固定を用いず、脱水処

理を低温でおこなうため、微細構造の変化、物質の移動、流出が少ないと言わ

れている手法である。電子顕微鏡写真を図4-5に示した。比較してみると、加圧
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凍結・凍結置換の方が細胞質内やミトコンドリア内が黒く見、細胞質中成分が

保持されていることが伺える。また、下の２枚のシナプス間隙付近の高倍率写

真で示すように、化学固定では脂質二重膜が湾曲しているが、加圧凍結・凍結

置換では湾曲せず、より明瞭に二重膜が観察された。よって海馬初代培養細胞

においても加圧凍結の方がアルデヒドを用いた化学固定をしたときよりも細胞

構造の保持がよく、細胞質中成分の流出も少ないと考えられる。さらに加圧凍

結・凍結置換した試料の電子線トモグラフィーを行い、スライス像を観察して

みると（図4-6）、シナプス間隙の接着分子らしきデンシティーやPSDに局在する

分子のデンシティーが確認でき、電子線トモグラフィーによってもこの試料調

製の方法は細胞質中成分の保持がよく、海馬初代培養細胞の固定方法として適

していることが確かめられた。 

4-4 CEMOVISによる細胞内PSD-95解析 

（１） 海馬初代培養細胞の凍結切片 

 4-1(2)で示した方法で海馬初代培養細胞の凍結切片を作製し、観察を行った。

図７左上のように、微小管の横断面が多数みられ、おそらくデンドライトだと

思われる領域があり、微小管の断面が見えていたところを拡大すると13個のチ

ューブリンがきれいに並んでいる様子が観察された。この微小管の内部に電子

密度の高いものが見え、これは、以前から、神経細胞の微小管で観察される事

が報告されているルミナルパーティクルと同様のものだと思われる［22］、［23］。

また、右上の写真のようにデンドライトと平行に切削されたと思われる領域で

は微小管が縦に走っている様子も観察された。また、図4-7の左下の写真のよう

にミトコンドリアなどの細胞小器官も見えた。右下の写真はシナプス小胞があ

るのでシナプスだと思われ、プレシナプスとポストシナプスの細胞膜も明瞭に

観察された。これらの観察結果から、今回検討した方法を用いて海馬初代培養

細胞の凍結切片を作製し、神経細胞のシナプスを観察できることが分かった。

凍結切片ではシナプス小胞が少し楕円に見えるがこれは無固定で凍結しただけ

の細胞を切削する際に切削による応力がかかってしまうことによると考えられ

る［18］。 

（２） 凍結切片での細胞内PSD-95の観察 

 海馬初代培養細胞の凍結切片が作製、観察出来る事が分かったので、PSD-95

を3MT標識した海馬初代培養細胞の凍結切片を作製し、観察すると図8のように、

ポストシナプスに電子密度の高い小さなクラスター（デンスコア）が観察され
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た。コントロールの何も処理していない海馬初代培養細胞やPSD-95-3MT発現の

み、Cd処置のみの海馬初代培養細胞のシナプスではこのようなデンスコアは見

られなかった。また、この試料切片は染色を施していないので、電子顕微鏡で

黒く観察されるものは膜系意外ではMTに結合したCdだと考えられる。よってこ

れらのデンスコアは、3MTで標識されたPSD-95由来のものだと考えられる。また、

このデンスコアの大きさは化学固定、樹脂包埋した超薄切片で見られたサブク

ラスターと類似しており（図3-4, 3-5）、化学固定や脱水操作がなく、より生き

ているときに近い状態で細胞を観察できる凍結切片においてもサブクラスター

の存在を確認する事ができた。 

4-5 考察 

 化学固定無染色切片で見られたPSD-95のサブクラスターが凍結切片内でも観

察された。PSD-95 は N 末で結合し、ダイマーやマルチマーを形成しており、こ

の自己重合がシナプスの機能を調製するAMPA受容体のコントロールに重要であ

るという報告がある［24］。今回、CEMOVIS で観察されたサブクラスターの直径

は約10〜30 nmであり、精製したPSD-95-3MTの大きさとも類似していた（図2-3）。

よって 3MT 標識法を用いることによって PSD-95 が自己重合したマルチマー（サ

ブクラスター）を観察できたと考えられる。この PSD-95 のサブクラスターの分

子機構をさらに明らかにするためにはより多くの細胞内PSD-95を観察すること

が必要であり、そのためにはラベルの効率を上げる事や、凍結切片観察の技術

向上が必要だと考えられる。今回 CEMOVIS で観察されたデンスコアは化学固定

で見られたものよりデンシティーが低く、また化学固定切片では PSD に局在す

ると思われるものと、PSD より下に局在すると思われるものが見られたが、凍結

切片内では PSD の下では PSD-95-3MT は検出されず、数も少なかった。これら見

え方の違いは、凍結切片ではコントラストが低く、また、S/N 比も低くなること

によると考えられる。凍結切片の方が作製や観察の都合上、切片厚が薄くなり、

よってコントラストが低くなる。また、凍結切片が電子線によって溶けないよ

うに Low-dose mode で観察しなければいけないことで S/N 比が低くなると考え

られる。このような条件にも関わらず、CEMOVIS でポストシナプス膜直下に

PSD-95 のデンスコアが観察され、その局在場所は PSD に局在する PSD-95 と一致

していたことから［4］、PSD に局在しない PSD-95 よりも PSD に局在している

PSD-95 の方が電子密度が高い可能性も考えられる。クライオ電子線トモグラフ

ィーは生物試料内の三次元構造を生きている時に近い状態で観察できる方法と

して、注目されており、これまでにも様々な細胞内タンパク質の解析に使われ

てきた［7］。しかし、4-3(1)で述べたように、凍結切片作製時にシナプス小胞

の形が変化してしまっているように見え、今回の観察対象である PSD-95 のサブ
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クラスターは非常に小さなものなので、このままクライオ電子線トモグラフィ

ーしても正しい三次元構造が得られないと考えられた。今後、このサブクラス

ターの立体構造解析を行うには、さらなる方法の検討が必要だと考えられる。

１つの例として、海馬初代培養細胞を電子顕微鏡用のグリッド上に培養し、

PSD-95 のラベルを行い、急速凍結する。厚い試料のトモグラフィーに向いてい

る STEM Tomography［25］を用いて、なるべく薄いシナプスを狙ってクライオ電

子線トモグラフィーを行うという方法が考えられる。この方法であれば、切削

の必要がないので、正しい立体構造が観察できると考えられる。しかし、電子

線を長く当てる事はさけなければならず、視野探しにあまり、時間をかけられ

ないので、より多くのシナプスでサブクラスターが観察出来るように、ラベル

の効率を上げる検討も必要であると考えられる。 
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凍結防止溶液を入れてから 5 分後の細胞も形態的変化はなく、ビーディン

グなどは見られなかった。 
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加圧凍結・凍結置換の方が細胞質内やミトコンドリア内が黒く見、細胞

質中成分が保持されていることが分かる。また、下の２枚の写真で示す

ように、化学固定では脂質二重膜が湾曲しているが、加圧凍結・凍結置

換では湾曲せず、より明瞭に脂質二重膜が観察された。 
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シナプス間隙に細胞間接着と思われるデンシティー（オレンジ矢印）が

見え、ポストシナプス膜からも PSD に局在するタンパク質に由来するデ

ンシティー（水色矢印）が観察できた。 
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13 個のチューブリンの中央にはルミナルパーティクルが見られる。右下の写

真の矢印は切削方向を示しており、切削方向に応力がかかってシナプス小胞

が楕円形になっている。 
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ポストシナプス膜直下（膜から約 20 nm）の所にデンスコアが見られる（矢

印）コントロールである下の 3 枚の写真のシナプスではこのようなデンス

コアは見られない。 
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第５章 結論 

 本研究において、3MT 標識により、細胞内 PSD-95 クラスターを電子顕微鏡で

観察することに成功し、楕円体状や膜状で集積しているという３次元構造を観

察することができた。さらに、海馬初代培養細胞の凍結切片作製法を確立し、

その中で、3MT 標識した PSD-95 を検出することができた。これらの研究結果か

ら、3MT 標識法は細胞内のタンパク質クラスターの三次元構造の観察やより生き

ている時に近い状態での低温電子顕微鏡観察にも有用な標識法であることを示

すことができた。 

 3MT 標識法を用いて電子線トモグラフィーを行うことで、PSD-95 が PSD と PSD

以外の２カ所に局在し、膜状と楕円体状の２種類の形状で集積している様子を

観察することができた。これまでも、免疫電子顕微鏡法によって、PSD や PSD 以

外に局在する PSD-95 の同定は行われてきたが［4］、［14］、今回初めて、PSD 以

外でクラスターを形成している様子を観察することができた。また、電子線ト

モグラフィーと CEMOVIS での観察結果から PSD-95 はサブクラスターを形成し、

それらが集まってクラスターを形成していることを初めて示すことができた。

電子線トモグラフィーで膜状に見えた PSD-95 の厚みはこれまで、PSD に局在す

る PSD-95 として報告されてきた局在範囲［4］と一致しており、PSD に局在する

PSD-95 だと考えられる。パルミトイル化された PSD-95 がポストシナプス膜直下

でナノクラスターを形成しているという報告が出されており［5］、この報告で

は光顕で長径約200nmのナノクラスターが形成されていることを示しているが、

今回、電子線トモグラフィーによって、膜状に集積している三次元構造を観察

することができた。また、AMPA 受容体をポストシナプス膜に結合させ、シナプ

ス機能を調整するには、PSD-95 がダイマーもしくはマルチマーを形成すること

が必要であることが分かっている［24］。今回、シナプスで観察されたサブクラ

スターの大きさ（図 3-4,3-5,4-8）は 3MT 標識によって観察された精製 PSD-95

粒子と大きさが類似しており（図 2-3）、PSD-95 が自己集合によってダイマーも

しくはマルチマーを形成したものだと考えられる。よって、PSD-95 は自己集合

によって、サブクラスターを形成し、それらが集まってクラスターとなり、受

容体の足場タンパク質として機能していると考えられる。なぜ、サブクラスタ

ーを形成する必要があるかは解明されていないが、一分子の PSD-95 では相互作

用する多くのシグナルタンパク質と同時に結合できないので、サブクラスター

を形成し、これらを同時に PSD に集め、機能させている可能性が考えられる。

PSD の下で見られたクラスターに関してはこれまで、免疫電子顕微鏡法により、

スパインアパラタスや小胞体などの細胞内小器官の膜に結合している事が報告

されてきたが、今回、初めて、楕円体状のクラスターを形成している様子を観
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察することができた。今回の実験で、化学固定した透過像中や電子線トモグラ

フィーの iso surface 中で、サブクラスターから大きなクラスターが形成され

ている様子が観察できたが、COMOVIS では PSD の下のサブクラスターは観察され

ていない。4-5 で述べたように、今後、ラベルの効率や低温電子顕微鏡でのシナ

プスの観察効率を上げることによって、このクラスターについての詳細な情報

が得られると考えられる。 

 PSD-95 はシナプス活動において非常に重要な役割を担っている。従って、

PSD-95 のポストシナプスへの移動およびクラスターの形成過程を明らかにする

ことはシナプスの形成や機能を理解する上で極めて重要であり、後には、神経

細胞の変異が原因である病気の原因解明などにも役立つと考えられる。よって

本研究の結果から初めて、PSD-95 がサブクラスターを形成し、それが集まって

大きなクラスターを形成していることを示すことができたことは今後の神経シ

ナプス研究に貢献する重要な結果であると考えられる。 
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