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はしがき

私達は先に共焦点レーザー走査顕微鏡を用いた細胞内小器官レベルでの三次元構造解析を行っ

てきた。今回、平成1 0年度から1 2年度まで科学研究補助金(基盤研究(C)(2)) 「細胞内小器

官の直接3D観察」 (課題番号1 067001 7)の配分を受けることによって、接眼レンズで

覗く顕微鏡視野の中に3D像が浮かび上がる観察装置「3 Dヘッド」を購入することができ、直

接3D観察を進めることができたことに、心よりお礼申し上げる。この観察法は、共焦点レーザ

ー走査顕微鏡をはじめとする3 D観察法の中で最も簡便で安価であり、今後の普及が期待される。

研究期間の終了に際し、 3 D観察に興味をもっている多くのユーザーやこの領域の研究者の参考

に供するため、その成果を総括して報告する。
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研究成果

[はじめに]

私達は先に共焦点レーザー走査顕微鏡を用いた細胞内小器官レベルでの三次元構造解析を行っ

てきた。特に細胞内分泌装置の中心的役割を担うとされるゴルジ装置の立体構造を明らかにする

ことを試み、消化管の外分泌細胞のゴルジ装置はドニム状の構造をもつことを明らかにした。今

回、平成1 0年度から1 2年度まで科学研究補助金(基盤研究(0 (2)) 「細胞内小器官の直接3

D観察」 (課題番号1 067001 7)の配分を受けることによって、直接3D観察法の一つで

ある反射型高倍率3 D観察法(proceedings RMS 32: 87-101, 1997)に基づく観察装置「3 Dヘッ

ド」 (UHIシステムズ)を購入し、顕微鏡標本の立体観察を進めることができた。この観察法は、

表1にも示したとおり3D観察法の中でおそらく最も簡便で安価であり、レーザーといった特殊

な光源もコンピュータ-も必要とせず、単に従来の落射蛍光顕微鏡に装着するだけで接眼レンズ

で覗く顕微鏡視野の中に3 D像が浮かび上がるという方法である。

表1　2つの3D観察法の比較

3 D 観察法の種類 共焦点レーザー走査顕微鏡 3 D ヘッドによる直接3 D 観察法

価格 高価 (3000万円前後) 安価(約270万円)

3 D 像の構成 コンピュータ- 処理による再構築 顕微鏡視野の中に3 D像が見える

取り扱い 操作を習得する必要あり 簡便

共焦点レーザー走査顕微鏡による観察は、高倍率でかつ詳細を観察することが可能であるが、

そのために観察できる細胞がかなり限られてしまうという難点があった。そこで、この直接3D

観察法を導入することにより、比較的広範囲に組織・細胞を立体観察しながら、必要に応じて共

焦点レーザー走査顕微鏡による詳細な観察を進めていった。

さらに平成1 1年度には、一般的な蛍光色である黄緑色と赤色の二色の蛍光を同時に観察でき

るダブルダイクロイツク・フィルターを装備し、黄緑色または赤色の単色蛍光の観察だけではな

く、二重染色を行った標本の同時二色三次元観察を行うことも可能となった。

[材料と方法]

(1)細胞内分泌装置やそれを支持する細胞骨格である微小管の染色

マウスの雄性成獣から十二指腸近位部を摘出し、ホルマリン固定の後、通常法に従ってパラフ

ィン切片を作製した。切片には、目的に応じてレクチン組織化学的染色または免疫蛍光染色を行

った。前者の場合は蛍光標識レクチンによる直接法を用いた。後者の場合は2ステップの間接法

で行い、 2次抗体には近年紹介された新しい蛍光色素であるAlexaで標識されたものを用いたo

特に微小管染色を目的とする場合には、固定液に微小管安定化剤であるTaxolを加え、染色分子

の浸透をよくするためon sectionでcollagenase処理(0.04 mg/ml, 37-C. 30 min)を行ったo

(2)胃の壁細胞における塩酸分泌に関与した構造の染色

ラットの雄性成獣を用い、無処理群、ガストリン投与による塩酸分泌促進群、 H,-blockerのラ

二チジン投与による塩酸分泌抑制群それぞれから、胃体の同じ部位を持出し、プアン固定の後、

通常法に従ってパラフィン切片を作製した。各群からの切片に、塩転を分泌している本体である



プロトン・ポンプに対する抗体を用いた免疫蛍光染色を施した。また、細胞内エネルギー代謝に

関与する小器官であるミトコンドリアとの二重染色も試みた。

(3)3D観察

上記(1) (2)のいずれも、まず直接3 D観察法にて組織の広い範囲を立体観察した。そして、さ

らに詳細で高倍率な観察を必要とする場合に、共焦点レーザー走査顕微鏡を用いた。

[結果と考察]

直接3 D顕微鐘を用いて観察を行った場合.用いる標本の厚さと対物レンズとの組み合わせに

もよるが、 4-6urn厚の切片を蛍光染色した標本をX1 00倍の対物レンズ(N.A. 1.3, 0日)で

観察したところ、この厚さの組織切片に存在する個々の細胞のもつ立体感やその中にある小器官

の空間的配置を実感でき、通常の顕微鏡では得ることのできない立体的な像を得られる有用性の

高い観察法であることが明らかとなった。従って、薄切されたパラフィン切片を用いて十分な3

D観察を行うことが可能であり、また、比較的厚めに薄切する凍結切片などではより効果の高い

3 D観察も可能であると考えられる。観察結果の例を図113に示す。

ダブルダイクロイック・フィルターを用いた同時二色三次元観察も試みた。直接3 D顕微鏡で

観察した例を図4に、同じ標本を共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した例を図5に示す。共焦点

レーザー走査顕微鏡ではズームをかけた観察が容易にできるので図5に示されるように細部まで

よくわかるが、分解能そのものはこれに劣らない高分解能な像が図4においても得られているこ

とから、直接3 D観察法は簡便・安価で優れた立体観察法であると評価できる。さらに高倍率な

観察例として、共焦点レーザー走査顕微鏡で得られた像を図6 (約1100倍)に示した。ここでは、

細胞内小器官の中でも小さい構造であるミトコンドリアが、塩酸分泌に関わる細胞内分泌細管に

近接して分布するという局在がとらえられている。この例のような高倍率が必要な場合は、現状

では共焦点レーザー走査顕微鏡が格段に優れているといえよう。また、像の記録方式がデジタル

であることも直接3 D観察法にない利点といえる。

3年間の研究成果は先に示したように随所で発表してきたが、以下に要点と今後に期待できる

点を簡潔にまとめる。

(1)直接3 D顕微鏡の評価:直接3 D顕微矧ま、顕微鏡標本を立体視できる箇便で安価な装置であ

る。特に優れた点として、接眼レンズで覗いた視野内に3 D像が見えるという筒便さと、・広視野

を短時間で3 D観察できることがあげられる。高倍率・高分解能であるが、対物レンズの性能を

超えて倍率を上げることは現状では困難である。しかし、共焦点レーザー走査顕微鏡との併用に

より効率のよい三次元観察が可能であり、逆に、共焦点レーザー走査顕微鏡単独では発揮できな

い性能を、直接3D顕微鏡はもっているといえる。

(2)上皮細胞の分泌装置とそれを支える細胞骨格:上皮組粒を構成している細胞での微小管染色は

困難とされてきた。今回、固定液にTaxolを加える、 on sectionでcollagenase処理を行い染色

分子の浸透をよくする、退色しにくい蛍光色素Alexaを使用する、という改良を加えることによ

り、上皮細胞での微小管染色に成功した。これによって、上皮細胞内でのゴルジ装置を中心とし

た分泌装置とそれを支える細胞骨格である微小管との関係を三次元的に明らかにすることができ



た。さらに、微小管形成中心(MTOC)が細胞のどこにあり微小管がどのような配向で細胞内に分布

するかは、現在1つの国際的トピックスであり、 MTOCと関連した7-tibiIin染色の結果から、ゴ

ルジ装置辺縁部や3つの細胞の連結部にγ-tubuI inまたはγ-tubul in様タンパク質の存在が示

唆される結果が得られ、今後の期待される成果と考える。

(3)胃の壁細胞における塩酸分泌に関連した構造:胃の壁細胞において塩酸分泌に関連した構造と

して、分泌刺激を受けた時に発達する細胞内分泌細管や、分泌休止期に発達する小菅小胞構造に

対応する構造を、プロトン・ポンプに対する抗体を用いた免疫蛍光染色によって光顕的レベルで

とらえることができた。これによって、胃粘膜にある腺の頂部から底部にまで広く分布する壁細

胞を、腺全体に渡って分泌状態と関連してどのように分泌構造が変化するかを定量的に解析する

ことができた。その結果、分泌反応性は腺上部の壁細胞で高く、低部では低いこと、また、胃内

pHとよ・く対応したプロトン・ポンプの染色パターンが示されることがわかった。また、細胞内エ

ネルギー代謝に関与する小器官であるミトコンドリアとの二重染色を試みた結果、発達した分泌

細管を取り囲むようにミトコンドリアが集合して配置しており、このことはエネルギー依存的に

プロトンを排出するための効率的局在であると考えられた。








