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研究の概要 
PALM（あるいは STORM）法は一分子蛍光の検出を利用した高解像度光学顕微鏡法である。一個の 

シナプス後肥厚部（PSD）は直径 400nm 程度のディスク状構造であり、PALM 法によりその内部 

構造を捉えることが可能である。本研究計画では、蛍光蛋白質で標識された PSDおよびスパイ 

ンについて、PALM 法を用いてその内部の分子分布を検出することを目指す。 
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１．研究開始当初の背景 
光学的測定技術を応用したシナプス研究は
その進展が急速であり、シナプス可塑性に伴
うシナプス部位における分子の局在変化や
シナプス構造の変化について多くの知見が
得られている。シナプスのサイズは約 2-3 ミ
クロン程度と非常に小さく、その内部におけ
る分子位置や機能変化を読み出すための技
術が必要である。スパイン頭部内に存在する
シナプス後部膜分子が、他の機能分子とどの
ように関連しているのか、その詳細を明らか
にするためには新たな方法論を開発する必
要がある。また光学的測定を利用したシナプ
ス研究のもう一つの重要な流れとして、生体
内でのシナプスのイメージング(in vivo 
imaging)が挙げられる。シナプスの形成・維
持機構を理解するには in vitro の実験結果
を in vivoで検証することが極めて重要であ
り、両者をつなぐ方法論の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では以下の二つの具体的目標を
設定した。 
１．シナプス後肥厚部（PSD）内部構築の高
解像度観察法の開発 
２．上記手法の in vivoシナプス解析への応
用 
 
蛍光蛋白質で標識された PSD およびスパイ
ンについて、PALM 法を用いてその内部の分
子分布を検出し、シナプス形成に伴う PSD の

構造と分子分布の変化を明らかにすること
を第一の目標とする。第二に、蛍光蛋白質の
活性を維持したまま電子顕微鏡用の樹脂に
脳組織を包埋し、超薄切片を作成する方法
(Array tomography法)を PALM法と融合する。
更に in vivo imaging を行って新規のシナプ
スを同定した後、Array tomography法と PALM 
法による解析を行う。脳内でのシナプス形
成・リモデリングと、PSD の微細構造の関連
を解析し、PSDの構築原理の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
高解像度顕微鏡システムを構築するために、
レーザー光学系の設計、装置の組み立て、画
像解析ソフトウェアの開発を行い、PALM 法を
高い位置決め精度で行うための装置を完成
させた。この装置で取得する PAML画像をタ
イムラプス観察と組み合わせて、シナプス形
成のタイミングと PSDの微細構造の関係を解
析した。Array tomography法を行い、in vivo 
imagingで観察した構造の再観察の手法、
array tomography用の超薄切片の
PALM/STORM法による観察の実験条件を最適
化した。50-500 nm 程度の樹脂包埋切片につ
いて、発現させた蛍光蛋白質のシグナルを維
持させつつ、抗体によってシナプス構造を可
視化することに成功した。In vivo imaging
により生後早期の大脳皮質におけるスパイ
ンと PSDのターンオーバーを定量的に解析す
るための実験条件を最適化した。 
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４．これまでの成果 
 (1) PALM 法を用いたシナプス内部における
分子分布の決定 
Ａ．高精度の位置情報を取得可能な新しい顕
微鏡システムを構築した。この装置で位置決
めの精度として 20 nm 以下を達成した。 
Ｂ．蛍光活性化が可能な複数の蛍光蛋白質
(Dronpa, Dendra, EosFP, PA-tagRFP)につい
て、シナプス分子(PSD-95, Shank, Homer な
どのシナプス足場蛋白質)との融合蛋白質を
作成・評価し、イメージングに利用可能なプ
ローブを複数得た。 
Ｃ．PALM法により単分子の位置情報の高精度
取得とシナプス微細構造の検出に成功した。 
Ｄ．この手法とタイムラプスイメージングを
組み合わせて、新しく形成された PSD、安定
に維持されている PSDの微細構造の特徴をそ
れぞれ抽出することに成功した。 
Ｅ．さらにタイムラプスイメージングを組み
合わせた実験結果を定量的に解析すること
で、シナプスが形成された後の時間経過に従
った PSD構造の成熟過程を示すことに成功し
た。 
 
(2) 脳内のシナプスについて高分解能顕微
鏡法を適用するための方法論の開発 
脳内のシナプスについては、全反射や斜光照
明による一分子の励起・検出手法を直接適用
出来ない。これに代わる手法として、電子顕
微鏡観察に利用される超薄切片法を応用し
て、まず脳組織を固定し、樹脂包埋後に厚さ
が 50-数百ナノメートル程度の超薄切片を作
成し、切片内に水平に含まれる PSD 構造につ
いて、蛍光イメージングおよび PALM 法によ
る分子分布解析を行う技術基盤を得た。 
 
(3) In vivo imaging 法によるマウス大脳皮
質におけるシナプスリモデリングの特徴抽
出と PSD 分子構築の解析 
子宮内電気穿孔法により神経前駆細胞に蛍
光蛋白質で標識した PSD分子を発現させ、大
脳皮質の生後早期発達期におけるシナプス
動態を明らかにした。次に in vivo imaging
で同定された新規シナプス・安定シナプスに
ついて、その PSD の微細形態の特徴を PALM
法によって明らかにするための技術基盤を
確立した。 
 
５．今後の計画 
（１）平成 21－23 年度の計画はほぼ予定通
りに進行している。 
（２）平成 24－25 年度の研究では特に PALM
法、Array tomography, in vivo imaging の
三つの技術の統合を推進する。 
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