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1. 腹足類外套にみられる特異な星形筋細胞内の筋原線維の超高圧電顕観察 

 

片桐 展子（東京女子医科大学・総合研究所．研究部） 

片桐 康雄（東京女子医科大学・看護学部・基礎科学） 

有井達夫 

 

イソアワモチ（Onchidium sp. 軟体動物，腹足類）の

外套の背表面は凹凸が著しく，その名の由来になった大

小の疣状または粟状突起で覆われている。孵化後 1 年以

内の幼動物の外套は成体に比べて凹凸が少なく滑らかに

みえ，突起は未発達である。 

これまでの超高圧電顕観察によって，幼動物の外套の

皮下組織に大形で特異な星形の筋細胞が存在すること，

この筋細胞から延びる多数の突起に囲まれた領域内に眼

外光受容器である皮膚光覚細胞の存在を認めた。大形で

不整形の筋細胞の全体像の解明には，厚切切片を超高圧

電顕で観察するのが有効で，三次元再構築しその全体像

を明らかにした（片桐ら，2001，2002 ）。本研究では筋

細胞の基本的な微細形態，特に筋原線維を高倍率で観察

した。 

【材料と方法】イソアワモチの幼動物 (体長 10mm 以

下) を 2 ％オスミウム水溶液で40℃，48時間加温処理，

脱水過程で酢酸ウランによるブロック染色した。エポン

樹脂に包埋，0.3 μm厚さの連続切片を作成。グリッド

の枠内に皮膚光覚細胞および星形の筋細胞が入るように

切片を載せその上にホルムバール支持膜を貼った。酢酸

ウランと鉛染色し，超高圧電顕H-1250M， 1,000kV で観

察した。 

【結果と考察】筋細胞は多数の突起を有し，長楕円形の

核は細胞の中心で最も厚い細胞体部に位置する。筋細胞

の細胞体および突起の内部に 2 種類の筋原線維；電子密

度が高く太い線維と細い筋原線維を認めた（図 2 ）。試

料作成において加温オスミウム染色を行ったこと，厚切

り切片であるために筋原線維の超微細構造は一部しか明

らかにできなかった。また，神経線維や他の細胞との接

着についても判然としなかった。 

筋細胞の長大な突起は細胞体から放射状に延びる。筋

原線維は突起の長軸に沿って走行するが，細胞体を通り

越して他の突起に連続して走行する。走行がカーブする

ものや筋原線維が束または層状で走行して交差するもの

を認めた（図 1 ）。これらの走行は厚切り切片を超高圧

電顕によって観察し明らかにできた。電顕写真を基にデ

ジタル・フーリエ合成法を利用して，筋原線維の構造解

析を試みた。 2 種の筋原線維の配列に規則性が認められ

る部位もあったが，今後の課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1  筋細胞の細胞体 

筋原線維（▼）が細胞質内のオルガネレの傍を束ま

たは層状で走行する。細胞体部の近くでは方向の異

なる突起内を筋原線維が走行する。 

図 2  筋細胞の突起の末端部。 

突起の内部に筋原線維が平行に走行する。電子密度

が高く太い線維（▼）と細い筋原線維（↓）が認め

られる。 
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2. アクチンフィラメントの構造解析・リン酸カルシウム化の影響について  

 

一海 孝光（愛知県立芸術大学・美術）  

有井 達夫  

 

超高圧電子顕微鏡は微小なクリスタルの電子線回折像

を得るのに適した装置である。電子線の透過力が強く，3

次元的なクリスタルの回折像も得られる。エックス線回

折にかけるには小さすぎるクリスタルであっても可能で

ある。200 オングストローム以下の範囲に収まる小さな

クリスタルからの回折像も報告されている [1]。アクチ

ンフィラメントのクリスタルは低い塩濃度の緩衝液中の

アクチン溶液にモル比で過剰になるように ATP を加え

ると作られる。我々はこの装置を使って約数µm 程度の

アクチンフィラメント由来と考えられるクリスタル（図

1）の電子線回折の様子を調べてきた。壁面に沿ってフィ

ラメント状の構造が見られる。図 2 にこれらと類似の微

小クリスタルからと思われる回折像の写真を示した。ア

クチンによって ATP が加水分解されると無機燐酸が出

来るが，これと Ca2+が反応して燐酸カルシュウムを形成

する。この像の中で大きい回折スポットが 1/3.3Åの間隔

で子午線上に並んでいる。これらはハイドロキシアパタ

イトのクリスタルの格子定数に一致している[2]。ハイド

ロキシアパタイトは，フィラメントがあると C 軸がフィ

ラメントの長軸方向に沿うような epitaxial な結晶成長を

するといわれている。強いスポットが出ている軸の方向

は，図 1 のフィラメント状の長軸方向と一致していると

予想される。この軸と約 45 度の角度で交わる軸方向に層

状の回折がある。これらの反射面間隔は約 1/5Åである。

これはα−ヘリックスがつくる反射面の間隔に相当して

いる。さらにこの軸上には細かい間隔の回折スポットが

ある。このスポットの間隔は約 1/50Åでありアクチンモ

ノマーに由来するものと思われる。このようなクリスタ

ルも水を結合していると考えられる。谷口・神谷らはア

セトン中でクリスタルを成長させたが，我々は ATP によ

って成長させたアクチンフィラメントのクリスタルをア

セトンであらかじめ脱水することにより回折像を得るこ

とに成功した。 

 

Ref.1  Dupouy, G., Perrier, F., Uyeda, R., Ayroles, R. and 

Bonoque, M.A. (1963) C.r. Hebd. Seanc. Acad. Sci., Paris 

257, 1511. 

Ref.2 Hartgerink, J.D. , Beniash, E. Stupp, S. I.   (2001) 

Science  294, 1684-1688  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             
図 1 アクチンフィラメント由来と考えられる微小結晶            図 2 微小結晶からの制限視野回折像 
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3. ガス中蒸発法によって作成した有機化合物微粒子の結晶構造解析 

 

仙石昌也（愛知医科大学） 

有井達夫 

 

昨年度，10Torr の Ar 雰囲気ガス中で作成した微粒子

の中に，既存の結晶データにない，約 1.0nm の格子間隔

を持つコロネン微粒子の格子縞が観察されたと報告した 

[1] 。しかしながら，その後同様の条件で作成した微粒子

について，電子線回折を中心に観察を行ったが，結局同

じ間隔を持つ微粒子は確認されなかった。 

そこで，雰囲気ガスを He に変更してガス中蒸発法で

コロネン微粒子を作成し，生理学研究所の超高圧電子顕

微鏡で観察を行った。図 1 は作成された微粒子の TEM

像である。はっきりとした晶癖を持ち，電子線回折像が

観察される粒子は針状結晶が多いが，それ以外に微粒子

の成長過程，または微粒子同士が融合したと思われる粒

子などもよく見られる。図の右上は針状結晶の一部分，

直径約750nmの円で囲んだ制限視野における電子線回折

像である。このように回折強度が強い，長軸に対して平

行な面に対応する 1 次元の回折パターンが現れる粒子が

多く見られた。回折像から面間隔を計算すると 0.75nm と

なり，JCPDS（ASTM）カードのデータから，これはコロ

ネンの (200)面に相当することが確認された。次にこれ

らの微粒子の高分解能観察を行った。観察倍率を 15 万倍

～20 万倍にしてイメージングプレートに記録したとこ

ろ，先ほどの回折像に対応する 0.75nm の格子縞が観察さ

れた。図 2 はその時撮影された長さ約 1µm，幅約 50nm

の針状コロネン微粒子の先端付近の高分解能像であり，

左上は枠で囲った部分の拡大像である。この微粒子の上

半分には格子縞がはっきりと現れ，下半分は格子縞が確

認されなかった。ここから，この微粒子が単結晶でなく，

成長後に融合したものである可能性が考えられる。 

 

【参考文献】 

1．大野 完，仙石昌也，有井達夫：岡崎国立共同研究機

構 生理学研究所年報 第 23 巻 148pp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 コロネン微粒子の TEM 像と電子線回折像                   図 2 コロネン微粒子の高分解能像とその拡大像 
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4. 腎生検検体を用いた糸球体疾患の三次元的構造異常の解析 

 

杉山  敏, 富田  亮（藤田保健衛生大学・医学部 腎臓内科） 

 

糸球体腎炎は免疫複合体が腎糸球体に沈着し，それに

引き続き炎症細胞が入り込み組織障害を起こすと考え

られている。今回我々は日本の慢性糸球体腎炎の中で一

番頻度の高い IgA 腎症を対象にメサンギウム領域への沈

着物の侵入の仕方，炎症細胞の浸潤の仕方を超高圧電子

顕微鏡を用い三次元的に解析することを試みている。 

 

 

5. ギャップ結合連結した網膜及び脳ニューロンの樹状突起の構造： 

アマクリン細胞の同種間の連結 

 

日高 聰（藤田保健衛生大学医学部生理学第二講座） 

 

The evidence of gap junction connections between 

vertebrate retinal neurons has been accumulated to date [1]. 

An important role of amacrine cells, third-order retinal 

interneurons, is thought to intensify inhibitory synapses among 

the cell populations in the proximal retina, since lateral gap 

junction connections between these cells are possible pathways 

for spreading light-evoked signals laterally in the inner 

plexiform layer (IPL) via  electrotonic transmission and the 

majority of amacrine cells contains GABA [2]. 

In this study, network properties of gap junction 

connections between amacrine cells in the IPL were evaluated 

by techniques of intracellular recording, dye injection and 

electron microscopy conducted on vertebrate retinas. First, 

retinal amacrine cells were identified with their light-evoked 

responses to light flashes, either transient ON-OFF or 

sustained. Second, tracer-coupled networks of the cell 

populations were visualized by transfer of intracellularly 

injected Neurobiotin into neighboring cells. Following light 

microscopic observation of contacts between the cells, the 

speciemens were then investigated with high voltage as well 

as conventional electron microscopy [3].  

Cell-type specific, homotypic connections (those between 

cells of the same morphological type) in the populations were 

found (Fig. 1). Dendrodendritic contacts were seen either in tip- 

or cross-contact manner, i.e. those between dendritic tips 

(arrowheads, Fig. 1) versus those between dendritic shanks (not 

shown). Electron microscopical analysis revealed gap junctions 

between light-microscopically documented dendrites, but not in 

dendrites apart from interconnected sites. Figures 2 and 3 show 

anatomically identified gap junctions laterally localized 

between Neurobiotin-labeled dendritic tips. In Fig. 2, high 

voltage electron microscopy demonstrated that the size of gap 

junction plaques at tip-to-tip dendritic contacts was 7 µm in 

longitudinal axis in the transient bistratified cells (Fig. 1) in 5 

µm section in thickness.  In the monostratified amacrine cells, 

another type of transient cells (not shown), the size of gap 

junctions at tip-contacts was estimated as 16 µm (Fig. 3). 

This study shows that gap junctions between amacrine cells 

are in homotypical manner in vertebrate retinas. The homotypic 

lateral gap junctions between these cells may play an important 

role in GABAergic synaptic behavior in cells in the IPL. 

References: 

[1] Hidaka, S. et al. (2002) Expression of gap junction 

protein connexin36 in adult rat retinal ganglion cells. J. 

Intgr. Neurosci., Vol 1, pp 3-22. 

[2] Hidaka, S. et al. (2003) Homotypic gap junction 

connection between retinal amacrine cells. The Neural 

Basis of Early Vision, Springer-Verlag, Vol 11: pp 126 

– 133.  

[3] Hidaka, S., and Hashimoto, Y. (1993) Intracellular 

labeling with injection of biotinylated compounds 

(biocytin, Neurobiotin) and its application for analysis 

of neuron network. J. Physiol. Soc. Jpn. Vol 55: pp 241 

254. 
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Fig. 1: Cellular morphology and tracer coupling of retinal amacrine cells. The recorded cell (asterisk), generating 
transient-type light-evoked responses, are hexagonally connected at dendritic tips (tip-contact) with neighbors 
of the same type. Note no labeling of cells of other morphological types, apart from the tip-contact homotypic 
cells.  

Fig. 2: High voltage electron micrograph of a gap junction (between arrowheads) at tip-to-tip contact between 

Neurobiotin-labeled dendritic tips of the transient bistratified amacrine cells shown in Fig. 1, observed at 1,000 

kV in a tangential 5 µm section in thickness. Note that gap junctions occur between laterally connected 

dendritic tips.  

Fig. 3: Conventional electron micrograph of a gap junction at tip-to-tip contact between dendritic tips of transient 

monostratified amacrine cells, observed in an ultrathin section.

 

 

6. 脳スライス培養系による神経突起バリコシティの構造解析 

 

                 遠藤 泰久，西田倫希，吉見仁志（京都工芸繊維大・繊維） 

 

中枢神経系におけるバリコシティ（varicosity）の構造

と形成機構を解明する目的で，ラットの脳スライス培養

系を用い，細胞骨格タンパクの免疫染色後，厚切切片を

超高圧電顕で 3 次元的に解析した。神経突起の途中に形

成される数珠状のふくらみ（バリコシティ）は,神経伝達

物質を含むシナプス小胞や有芯小胞が蓄積し，神経終末

として機能すると考えられているが，その形成機構は中

枢および末梢神経系においてほとんど解明されていな

い。 

氷冷麻酔した新生ラット（生後 5－10 日）を断頭後，

ティッシュチョッパーを用いて間脳の前額断スライス

（厚さ 400µｍ）を作製し，フィルターインサート上で 2

－3 週間培養した。バリコシティ形成におけるチュブリ

ンの影響を調べるため，αチュブリン mRNA のアンチセ

ンスオリゴヌクレオチド（15mer）を 50mM の濃度で 48

時間作用させた。対照にはセンスオリゴヌクレオチドを

用いた。4％パラフォルムアルデヒドで固定後，チュブ

リンの特異抗体で免疫染色（ABC－HRP 法）し，発色に

はジアミノベンジジンに硫酸ニッケルアンモニウム

（10mM）を加えてコントラストの増強を行った。オス

ミウム酸後固定，エタノール脱水，エポキシ樹脂包埋し

た後，厚さ 2µm の厚切切片を作製し，超高圧電顕 

H-1250M により加速電圧 1000kV で観察した。 

視床下部室傍核の大型神経分泌ニューロンには，チュ

ブリンの特異抗体によく反応するバリコシティが多数

観察された。細胞体および神経突起内部の微小管を厚切

切片で十分に観察できるコントラストが得られた。チュ

ブリン mRNA のアンチセンス処理により，明らかにバリ

コシティの大きさが減少し，細胞質全体のチュブリン免

疫反応の減少が観察された。バリコシティ内部の細胞質

には，ミトコンドリアと考えられる約 1µm の球体と分泌

顆粒と考えられる約 100nm の小胞が存在し，その周囲の

細胞質にはチュブリンの免疫反応を示す高い電子密度

が均一に観察され，微小管ではなく遊離のチュブリンの

存在が示唆された。以上の観察から，バリコシティ形成

に遊離のチュブリンが深く関与することが示唆された。 
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図 1．対象区のバリコシティ(±8°のステレオ)。 

チュブリンの免疫反応により細胞質の電子密度が

高い。ミトコンドリアや小胞が透けて見える。 

Scale bar = 1 µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.チュブリン アンチセンス mRNA 処理区のバリコシ

ティ(±８°のステレオ)。 

バリコシティの縮小，小胞の減少がわかる。Scale 

bar = 1 µm 

 

 

7. ステロイドホルモンによる神経細胞の機能制御と構造変化の三次元的解析 

 

小澤 一史，河田 光博（京都府立医大） 

 

ステロイドホルモンは脂溶性の物質で，脳血管関門を

容易に通過し，各種ステロイドホルモン受容体を有する

神経細胞に働きかけ，様々な機能を調節することが知ら

れている。我々は特に，海馬－視床下部－下垂体－副腎

皮質系を介するステロイドホルモンとストレス応答につ

いて，神経細胞構築，神経回路構築，神経細胞機能変動

などの観点から考察を進めている。 

 海馬領域，特に錐体細胞の CA1, CA2 領域，顆粒細胞

では多数の神経細胞でグルココルチコイド受容体(GR)

の発現が認められ，受容体を介してグルココルチコイド

の直接作用を受けていることが知られる。これらの神経

細胞の構造構築，機能発現を調べる目的で，グルココル

チコイドの変動と神経細胞の形態変化について，特に樹

状突起とその棘（spines）の変化に注目し，超高圧電子顕

微鏡をもちいて三次元的に解析した。正常のラットの

CA1 の神経細胞の樹状突起（図 1A, 1B）に比べて，副腎

を摘出しグルココルチコイド欠落状態になったラットで

は樹状突起の分岐の数や長さに変化が生じ，さらに棘の

数，形態に大きな変化（減少）が観察された（図 2A, 2B）。

コルチコステロンを投与することによって，これらのス

テロイドホルモン欠落による形態変化は回復を示した。 

これらのことより，グルココルチコイドは海馬の神経

細胞の形態構築，特に樹状突起の棘の形態構築や維持に，

重要な役割を持つことが明らかになり，これらはシナプ

ス構築，シナプス可塑性と関係して，記憶や空間認知，

行動の制御と大きな関連性を有する可能性が示唆され

た。さらにストレス応答の観点から，ストレス暴露によ

る副腎皮質ホルモン分泌変化が海馬の神経細胞に大きな

影響を与え，様々な神経症状を起こすことの機序を考え

る場合に，重要な形態学的情報になり得ると考えた。 
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図 1：正常ラットの海馬 CA1 錐体細胞の樹状突起。 

図 1：(A) +16°傾斜像 (B) -16°傾斜像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：副腎摘出ラットの海馬 CA1 錐体細胞の樹状突起。

(A) +16°傾斜像 (B) -16°傾斜像 

 

 

8. 嗅球ニューロン樹状突起の三次元構造解析 

 

樋田 一徳（徳島大学医学部情報統合医学講座形態情報医学分野） 

 

一次中枢の嗅球において嗅覚情報は既にかなり処理

されていることが最近明らかになり，特に表層の糸球体

は特定な匂い刺激に特異的に反応し注目されている。こ

の糸球体では嗅受容細胞（入力）と投射ニューロン（出

力）がシナプス結合をするが，これには多様な局所ニュ

ーロンが介在し，高次中枢への情報伝達を調整してい

る。 

本研究は，超高圧電子顕微鏡の高解像力を利用し，嗅

球糸球体層の介在ニューロンの複雑な樹状突起網の三

次元構造の解明を目的とし，特に今年度は複雑な糸球体

内樹状突起網を構成する calretinin (CR) 免疫陽性ニュー

ロンに焦点を絞り解析を行なった。 

方法は昨年度と同様，抗 CR 抗体と蛍光・1.4nm 金コ

ロイド標識 Streptavidin を用いて共焦点レーザー顕微鏡

で観察後，銀増感 DAB 発色により CR ニューロンを選

択的に標識した。エポン包埋後 5µm 厚の切片を超高圧電

子顕微鏡で立体解析を行なった。 

CR ニューロンは主に糸球体層に存在する傍糸球体介

在ニューロンであるが，投射ニューロンにも弱い免疫反

応がみられる。共焦点レーザー顕微鏡による三次元的観

察では，糸球体周囲の細胞体から樹状突起が糸球体内に

伸長し，複雑に分枝する蜂巣状の立体的網目構造が明ら

かとなった（図 1）。しかし解像度の限界から突起細部

の解析は困難の為，更に超高圧電子顕微鏡で構造解析を

行なった。 

解析領域が限られるが，超高圧電子顕微鏡は糸球体内

三次元突起網の解明には極めて有効である。CR ニュー

ロンは糸球体内で複雑に枝分かれして突起が絡み合う

が，糸球体内の特定の領域に限局的に分布し，全体とし

て蜂巣状構造を示すことが明らかとなった（図 2）。この

構造は我々が以前解析した calbindin (CB) ニューロン

の形態に類似するが，その突起はより細く，また空間内

密度はより高く，一方，CR や CB ニューロンと対照的

なシナプス結合をする tyrosine hydroxylase ニューロン

（昨年度報告）とは全く異なる樹状突起構造を呈した。 

現在，染色法の更なる改善を進めるのと同時に，他の

タイプの介在ニューロンの詳細な樹状突起構造の解明

を行なっている。
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図 1；ラット嗅球の糸球体層の CR ニューロンの共焦点レーザー顕微鏡像，Bar; 50µm。 

図 2a, b；同嗅球糸球体内 CR ニューロンの樹状突起網（ステレオペア），Bars; 10µm。

 

 

9．星状グリア細胞突起の CT 解析 

濱   清 

M. Ellisman, M. Martone, N. Yamada(Univ. Calif., San Diego. NCMIR) 

 

我々は高い電子線透過能と，5µm を越える生物試料で

も 4 - 5 nm の解像力が期待できる 1,000kV 超高圧電子顕

微鏡の特性を利用して，主として Golgi 染色を行ったラ

ット CNS における星状グリア細胞突起の 3 次元立体計

測を行っている。   

星状グリア細胞の突起を 3 µm の切片について，－60

度から＋60 度まで 2 度間隔で連続傾斜撮影を行い，トモ

グラフイー解析（CT）（例えば図 1）を行いその後同じ

試料を 90 度回転して同様に解析を行なった。その結果

は，S / V = 26.2±5.0 (µm-1)となり，Grosche et al.（Nature 

Neuroscience 1, 139(1999)）により，連続切片から求めら

れた値 

S/V(µm-1) = 13 (µm-1) バーグマングリア 

S/V(µm-1) = 20 (µm-1) ミクロドメイン 

と比較すると，同程度でより大きな値をとることが明

らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 星状グリア細胞の突起: CT 処理後 Depth Gradient Shading 表示をしたステレオ像（交差視；±８°傾斜） 
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10. 発達とその異常に伴う神経細胞および骨格筋の形態変化に関する 

超微細 3 次元的研究 

 

RHYU, Im−Joo，UHM, Chang-Sub，LEE, KeaJoo（Korea 大・医） 

井本 敬二，有井 達夫 

 

We mainly analyzed the three-dimensional ultra-structure 

of Purkinje cell (PC) dendrites of Ca2+ channel mutant mice, 

rolling Nagoya (Cacna1a tg-rol).  

Morphology of PC dendritic spines is suggested to be 

regulated by signal molecules such as Ca2+ and interactions 

with afferent inputs. The amplitude of excitatory postsynaptic 

current (EPSC) was decreased in PF to PC synapse whereas 

increased in climbing fiber (CF) to PC synapse in rolling mice. 

We have studied synaptic morphology changes in cerebella of 

this mutant strain. We found altered synapses between parallel 

fiber (PF) varicosity and Purkinje cell (PC) dendritic spines. 

To study dendritic spine plasticity of PC in the condition of 

insufficient P/Q type VDCC function, we used high voltage 

electron microscope (HVEM). 

4 µm sections were prepared from rapid Golgi preparations 

of the rolling and wild type cerebellum. We measured the 

density and length of PC dendritic spines at the tertiary 

branches with NIH image. 

We observed statistically a significant decrease in spine 

density as well as shorter spine length in rolling mice 

compared to wild type mice at tertiary dendritic branches. 

However, in proximal PC dendrites there were more 

numerous dendritic spines in rolling. 

The differential regulation of rolling PC spines at tertiary 

and proximal dendrite in rolling suggests two major excitatory 

afferent systems may be regulated reciprocally in the 

cerebellum of rolling mouse Nagoya. 
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