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1.は じ め に

Cryo-ET(cryoelectron tomography)に 代 表 され る様 に,

細胞 内の分子 が運動す る前 に急速に凍結 した細胞 を電子顕 微

鏡 で様 々な角度か ら撮像,コ ン ピューター トモグ ラフ ィーの

原理 で立体再構成す る方法は,分 子 と細胞下 レベ ルのギ ャッ

プを埋め る高分子集合体の3次 元構造解 析の手段 として最近

注 目を集 めてい る技 術であ る.細 胞 配列 パター ン形成機構 の

研究 の様 に,周 りの細胞 の位置 関係 を考 えなが ら特定 の細胞

の特定 の領域を観 察す る必要 がある場合,厚 い組 織を うま く

凍結す る必要があ ること,ま た,出 来た試料 か ら電子顕微鏡

下 で 目的 の細胞(あ るいは領域)を 探す のに時間がかか ると

い う問題 があ る.本 稿 では,植 物 の細胞分裂 パター ン決定 に

関与 す る微小管装 置で ある分裂準備 帯(preprophase band)

研 究 で,細 胞骨格や膜系,そ の周 りの分子集合体 の関係 を十

分な分解能 を保持 しなが ら,広 い範囲で3次 元定量解析 を行

う目的で我 々が使 用 してい る,加 圧凍結 ・2軸 電子線 トモ グ

ラフィー法 について紹介す る.

2.加 圧 凍結 ・2軸 電子線 トモグラフ ィー法

高分子や細胞性粘菌の様 な薄 い単独 の細胞 を見るcryo-

ET1)の 場合,試 料を直接低温のプロパンかエタン溶液中に

浸漬 して凍結し,低 温 のまま電子顕微鏡で観察 しトモグラ

フィー用の画像を取得する.し かし,組 織の中の特定の細胞

や部位を観察するためには,厚 い組織を瞬時に凍結する必要

がある.ま た,目 的の部位を見つけるのに,電 子顕微鏡での

比較的長時間の観察,撮 像が必要なため,そ の間の試料のダ

メージを最小にする工夫も必要である.我 々は凍結 した試料

をプラスチック樹脂に包埋し,そ こから作製 した切片を電子

線 トモグラフィー用として使用している.

2.1加 圧凍結と凍結置換 ・樹脂包埋法

試料 の凍結は加圧(高 圧)凍 結法2)を 用 いてい る.2,100bar

の 高 圧 下 では細胞 内の氷 の結 晶の成長 が遅 くなる分,加 圧

凍結法 は他 の急速凍結法 に比べ,圧 倒 的に広い範 囲で良い凍

結像 が得 られる.植 物細胞 は細胞壁 を持つ ため動物細胞 に比

べ凍結 が難 しい。加圧凍結法 を用 いる と,植 物 でも表面か ら

0.2mmま で確実 に凍結 でき る(方 法 の詳細 は文献3参 照).

本 研 究 では,い ったん樹脂 に包埋 して切片 を作 って観察す

るため,凍 結後,凍 結置換 ・樹脂包埋 の過程 で 目的 の構造が

壊れ ないよ う十分配慮が必要で ある.細 胞質内で束に なって

い ない アクチン繊維(マ イク ロフ ィラメン ト)は,植 物 細胞

で最 もこわれ易い構造 の一つであ る.我 々は凍結 した試料 を

下記の順序 で処理す る ことで,細 胞質 のマ イクロフ ィラメ ン

トも再 現性 良 く保存 できる よ うになった4).

<方 法>ア セ トンに溶か した2%OsO4中 で,-80℃(2～3

日)⇒-20℃(1日)⇒4℃(一 晩)⇒ 室 温(1時 間)⇒40℃(4

時 間)⇒4℃ アセ トン溶液 で洗浄⇒4℃ メタノー ルに溶か し

た5%酢 酸 ウラン(2時 間)⇒ 徐 々にspurr樹 脂 に置換.

2.2ト モ グラフ ィー用画像 の取得

樹脂 に包埋 した試料 か ら250nm厚 の 切片 を作製 し,フ ォ

ル ムバ ール膜 を張 った ス ロ ッ トメ ッシ ュの中央 に載せ ,酢

酸 ウラ ンと鉛で染色 した後,ト モ グラフィー用の位置 合わせ

に使用す る 目的 で,試 料の載 った メ ッシュの両側 に10nmあ

るいは15nmの 金 粒子を まぶせ る.必 要に応 じて,あ らか じ

め カー ボンコー トして フォル ムバール膜 を補強す る.こ の試

料は電子顕微鏡 で予備観察 を行 い,目 的 の場所 を見つ け,そ

の場 所の低倍 の画像を記録 してお く.ト モ グラフ ィー用 の画

像取得 のために,コ ロラ ド大学 の超高圧電 子顕 微鏡(750kV

の 加 速電圧で使用)5),あ るいはFEIの300kVの 電子 顕微鏡

(Tecnai TF3D)を 使 用 してい る(こ れ らの電子顕微鏡 の詳細

は ホー ムペー ジ5)参 照).試 料 を一60度 か ら+60度 ま で1.5

度 ス テ ップで回転 しなが ら連続画像 を取得 した後,試 料を水

平 の位置に戻 し,水 平方 向に90度 回転 し,再 度 一60度 か ら

+60度 まで別 の軸 で回転 して2組 の連続画像 を取得 し,2軸

トモ グ ラフ ィー法6)を 使 って3次 元画像 を構築す る.2組 の

デー ターを結合 させ る ことで,分 解能 を上 げ る ことが で き

る.超 高圧電子顕微鏡 に装備 してい るカメ ラは画素 数が1k
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×1kの ため,広 い範 囲を解析す るため には,画 像取 得の際

に4枚 また は6枚 の画像を モンター ジ ュして1枚 の画像 とし

て扱 う.Tecnai TF30は2k×2kの カ メラを装着 して お り,

超 高圧電 子顕 微鏡 で4枚 の モ ンター ジ ュ写真相 当の画像が,

モ ンター ジュなしで とれ,作 業 の効率が 良い.

2.3ト モ グラフ ィー作製 ・解析用 ソフ トIMOD

2.2の 方 法 で 取 得 し た 画 像 デ ー タ ー を 別 の コ ン ピ ュ ー タ ー

に 転 送 し,そ こ で ト モ グ ラ フ ィ ー 作 製 を 行 う.作 製 お よ び

そ れ 以 降 の モ デ ル 作 製 に は,The Boulder Laboratory for 3-D

 Electron Microscopy of Cellsで 開 発 さ れ たIMOD7)を 使 用 し

て い る.こ の プ ログラムは,画 像取 得 の際 に,試 料 の傾 斜

角や位置が少 々ずれて も金粒子 で位置補正が可能 なこと,ま

た,コ ン ピュー ターを選 べば,大 容量 の画像 を扱え る特微が

あ り,Linux, MacOSX, Windowsで 動 作 可能 である5).

3.成 果

植物細胞は動物と異なり,細 胞の配列パターンの決定要因

である細胞分裂面の挿入位置は核分裂前に決定する.分 裂前

期には,将 来細胞板が親の細胞壁と接続する予定位置に分裂

準備帯 と呼ばれる微小管が帯状に配向した構造が見られる.

図1播 種 後4日 目の タマ ネ ギ 子 葉 基 部 の 表 皮 細胞 表 層 の 分 裂 準 備 帯Tecnai TF30で 取 得 した 画 像 か ら2軸 トモ グ ラム を作 製

図 は約2.000×2,000×200pixel(1pixelが1.07nmに 相 当)の 立体 画像 の一 つ のx-y平 面 像(図1で は 画 像 右 側 一 部 省略 して い る)

で あ る,表 皮 細 胞 表 層 の接 線 縦 断 面 で,中 央 が 細 胞 質,両 端 は細 胞 の 外側 の 細 胞 壁(CW)の 部 分 に 当た る.細 胞 質 側 に は 微

小 管(MT)が 平 行 に 走 り,微 小 管 の端(矢 尻)も 見 え る.細 胞 表 層 に あ る被 覆 ピ ッ ト(白 線 で囲 っ た領 域),ク ラ ス リ ン被

覆 小胞(自 の 点 線 で 囲 った 領 域),非 ク ラス リン型 の 小胞(黒 線 で 囲 っ た領 域)も 明確 に識 別 で き る.Bar=200nm.
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この微 小管 の構築過 程 で分裂 面挿 入位 置が決 定す るた め,

(1)微 小 管が なぜ この位 置 に並ぶ のか,そ の機 構 の解明 は

重要 であ る.ま た,核 分裂が開始す ると分裂準備帯 は消失す

るが,分 裂 の最 後で確 実に細胞 板はそ の位置 を認識 してそ の

方 向に伸長す るため,(2)ど の よ うにしてそ の位置情報 が分

裂準備 帯 に蓄積 され るのかを解 明す ることも重 要であ る8).

(1)の 研 究 には,重 合 ・脱重 合 な ど,微 小管 のダナ ミック

スを反映 して変 化す る微小管 の端 の構造 を調べ,重 合,脱

重合 状態 の微小 管が どれ だ け存 在す るのか調べ る必要 が あ

る、(2)の 研 究 には,分 裂 準備帯中 に存在す る小胞 の種類や

その 出現頻度 を調べ る必要 があ る.そ こで,こ れ らの構造 が

明確 に識別 で き,か つ,で きるだけ広い範囲 を観察で きる倍

率で トモ グラムを作製す る必要 があ る.我 々は これ に合 う条

件 として,以 下 の2つ の方法 で分裂準備帯の トモグラムを作

製 してい る.超 高圧電 子顕微 鏡 の場 合,CCDカ メ ラか ら得

た4枚 または6枚 の写真 をモ ンター ジュした ものを一つの画

像 と して扱 ってい る.4枚 のモ ンター ジ ュ写真 に した場合,

2,800×2,800×250nmの 領 域 を1.42nm/pixe1で 立 体再構成で

きた.TecnaiTF30で は モ ンター ジ ュな しで,2,200×2,200

×250nmの 領 域 を1.07nm/pixe1で 立 体再 構成 で きた ,図1

は 艶cnaiTF30で の トモ グラムか らとったx-y平 面 の1枚

の切片 で,実 際 の トモ グラムの デー ターは この様 な切片 が

z軸 方 向に約200枚 並 んだ像 となる.こ の写真か ら必要 な情

報 を取 り出 し,モ デルを作れば,様 々な構造 の3次 元 モデル

を作 ることが可能 であ る.こ の条件 で微小管 の端 の構造 や被

覆小胞や 被覆 ピットがは っき りと区別 で きる.一 個 の トモ グ

ラムに39個 の微小 管端 と124個 の小胞 が観察 で き,適 当な

分解能 で微小 管端 や小胞の定量的解析が可能 にな った.小 胞

のタ イプの細胞膜 か らの距 離等 の解析か ら,分 裂準備帯 では

エ ン ドサ イ トー シスが活発 なことが 明らか になった .ま た,

微 小管端 は,チ ュー ブ リンが重合中 と思 えるopen sheet,端

が 湾 曲 してい ないblunt end,脱 重 合中 と思 えるcoiled end,

γチ ュー ブ リン複合体 か ら微小管 が形成 している と思われ る

capped end構 造 が区別で き,そ の頻度 も測定で きた(図2).

4.お わ りに

凍結法の発達により,よ り真実に近い状態で分子や細胞内

の構造が電子顕微鏡 レベルで観察できるようになった.加 圧

凍結と樹脂包埋した試料を使った トモグラフィーの技術を併

用することで,組 織 レベルでの研究でも比較的広い領域を十

分な分解能で3次 元定量解析ができるようになった(図1).

この技術は今後動物,植 物を問わず,様 々な組織,細 胞 レベ

ルの研究に重要な技術になっていくと思われ る.
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図24つ の微小管端のモデル(Al～A4)と それに対応する

と思われるタマネギ子葉表皮の分裂準備帯の電子線 トモグラ

フィーで得られた画像(Bl～B2),矢 尻で示 した部分が微小

管端で,矢 印は微小管の伸長方向を示している.図 下の百分率

(%)と 分数は,39個 の微小管端が同定できた一個のトモグラ

ムでの各タイプの出現頻度と個数を示 している.Bar=50nm.
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