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１．養成技術者氏名：小林 厚子 
 
２．養成カリキュラム名：中枢神経細胞活動制御技術の開発 
 
３．養成カリキュラムの達成状況 

申請段階で、習得したい技術として挙げていた項目について順調に研修が進みその成

果も現れた。神経活性化蛋白質の作用機構解明については、当該フェローが独自の技術開発要

素も取り入れて新たな画期的技術を生み出した。 電顕技術および試料作製においては、目覚

しい進歩を遂げ、今後の神経活性化蛋白質の作用機構解明に大いに役立つことが予想される。 
 
４．成果 
(1) ニワトリ胚の終脳とラット胚海馬からの神経細胞の培養技術（培養皿直径 6 cm; 28 cm2）を

習得した。 

(2) 受入機関である当研究室において、既にニワトリ胚終脳培養神経細胞からMg- free条件におい

て、神経活性化蛋白質が分泌されていることが報告されている。この蛋白質を培養系から精製

することを目的として、終脳神経細胞の大量培養系の確立、及びその活性上清の回収を試みた。 

ニワトリ胚の終脳解離神経細胞の細胞培養は容易ではないが、培養ディッシュの選択、培養皿

コーティング、細胞の解離法に改良を加えることによって、培養面積を 28 cm2から 150 cm2に

拡大し、総面積にして3000 cm2の神経細胞を常時供給する培養法を確立した。さらに、神経活

性化蛋白質を含んだ上清を調整するために、培養７日目に培地を Mg-free 記録外液に置換し、

37℃で 20 分間静置後、上清を回収した。電気生理学手法を用いた評価法により、目的とする

神経活性化が確認された。また蛋白同定に障害となる血清蛋白アルブミン除去対策として

Mg-free 記録外液に置換する前に、記録外液で培養細胞を５回洗浄する方法を試みても同様に

目的とする神経活性化が確認された。 回収した上清を約100倍に濃縮し、ブラッド法とプレ

ートリーダーによる蛋白定量法の技術を習得した。  

 (3) 上記神経活性化蛋白質単離精製を目的とし、２次元電気泳動法、液層クロマトグラフィー手法

を習得した。(2)で回収した上清を約 200 倍濃縮したものを試料とした。２次元電気泳動にお

いては、約50μgの蛋白質を等電点電気泳動にかけた。引き続きSDSポリアクリルアミド電気

泳動にかけ、そして銀染色を行った結果、各種蛋白質のスポットが確認できた。液層クロマト

グラフィーにおいては、過去に目的とする蛋白質が中性条件でＣＭセファロースに結合するこ

とが判明していたため、ResourseＱカラムを用い、ＡＫＴＡ(Pharmacia Biotech)により蛋白

の分離を試みた。 

(4) 当研究室でおこなわれる電気生理学手法を用いて評価されたラット胚海馬培養細胞の高分高分

解能電子顕微鏡（Hitachi H-9000; 最大加速電圧300kV）、フィールドエミッション走査型電子

顕微鏡(Hitachi S-5000)で観察することを目的とし、それに必要な技術（ネガティブ染色、試

料固定、脱水、包埋、切片、ウランー鉛の電子線２重染色）を習得した。電気生理学評価法で

は、複雑な細胞培養系（プラスチック製培養皿、ガラス製培養皿、カバーバラス等）を用いる

ため、どんな培養系にも対応できるような包埋および完全剥離法を確立した。 

(5)当研究室で電気生理実験用に培養されたラット胚海馬培養神経細胞の固定、包埋、樹脂剥離作業

をおこなった。切片作製においては、ウルトラミクロトームLEICA-UCT（Leica）を用いた。光

学顕微鏡レベルにおけるラット培養神経細胞の形状把握の為、培養皿表面から15μまで１μご

とに厚み200nmの断片的連続切片を作製し、トルイジンブルーで染色した後、光学顕微鏡で観



察した。この観察により、当培養ラット神経細胞ニューロンは、細胞厚み約15μ、培養皿から

2μぐらいの高さで固定成長しており、1μまでは接着細胞グリアで占められていることが明ら

かになった。 

 (7) (5)で得た知見をもとに、電顕用の超薄切片50nmを作成した。(6)で染色した後、高分解能電

子顕微鏡 HitachiH-9000 で観察した。HitachiH-9000 は、生物用のポールピースを使用してい

ないので、低倍においては画像コントラストに乏しい。そこで、画像コントラストを高める為

に一般的に行われているアンダーディフォーカスの代わりに、対物絞り、制限視野絞り、ハー

フフィルムサイズ、電子線照射範囲を組み合わせることによって、3000 倍、 6000 倍、9000

倍、12000 倍においても高分解能かつ比較的高いコントラストの画像を得ることがわかった。

また、H-9000型は、最大加速電圧が300kVなので、生体試料用に不適切な為、加速電圧を100kV

に下げた使用法を行なった。 以上により、ラット胚海馬培養神経細胞のシナプス、シナプス

後膜肥厚の観察像を得ることが出来るようになった。 

(8) 免疫電顕・電顕酵素抗体法―前包埋法を習得した。電顕で使用されるグルタルアルデヒドは、

アルデヒド基が遊離して組織内に残りやすく、抗体中のアミノ基と特異的に結合して抗原性を

失活させるため、免疫電顕では使用しないことが原則となっている。しかし、細胞構造保存に

優れた固定液であるので、グルタルアルデヒド0.1%使用した。遊離するアルデヒド基と結合さ

せるためのブロッキング剤として、グリシンを用いた。また、免疫電顕用の試料作成には、電

気生理実験用に培養されたラット胚海馬培養神経細胞、第一次抗体にシナプトフィジンを用い

た。抗体の最適濃度を調べるため、1/200、1/400、1/600、1/1000 の抗体濃度を適用した。染

色には、ビオチン標識２次抗体としてアビジン・ビオチン LSAB 法を用いた。電顕観察結果、

抗体最適濃度は、1/200～1/400であることがわかった。 

(9) 透過型電子顕微鏡トモグラフィー基礎知識を習得した。(7)で得た技術を用い、ラット胚海馬培

養神経細胞包埋樹脂試料で厚さ 200nm 薄切片を作成した。10000 倍におけるシナプス後膜肥厚

付近の透過型電子顕微鏡トモグラフィー画像（傾斜角度： -65 °から + 65°、傾斜刻み角

度: 2°）を得ることができた。 

(9) クライオ（～－110℃）凍結超薄切片作製操作を開始した。 

(11) (4)―(6)で習得した技術を用いることによって、以下の研究の一部を分担、各テーマにおい

て、更なる分析方法の検討、試料作成の改良に努めた。 

i)  高効率トランスフェクションキット（非ウイルス性ベクター）の開発 

ii)  CADドメインによるアミロイド原繊維の構造解析 

iii) 蛋白質による生体無機結晶（炭酸カルシウム）化の制御における炭酸カルシウムーポリマー

の構造推定 

iv)古代火星生命論説の立証実験 

v）磁気走行性バクテリアの細胞骨格系支持構造の解明 
vi) プラスチック材料と色素表面との界面部における微細構造の解明 

vii) 電顕による蛋白複量体の構造解析  
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