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臨界点乾燥 に よ る全 載細胞接着 面 の coated

vesicle 観察法

荒木伸
一，小川 和朗

（京都大 ・医 ・第 2 解剖 ）

電 子二 重染色後脂肪滴周囲入：1産 物に 及
ぼす鉛染色液pHの 影響

　申尾家蔵、榊聴子、 鶴原敬流 、

　四方伸明 、 森ノ桝 吉

　　僂栖 医大 ・第 2病理）

　 coated 　 vesicle （CV ）の 三 次元 的構造 は

Heuser ら（J．　Cell　 Biol．1980．84，560）の

急速凍結 ・デ ／
一プエ ッ チ ン グ 法 に よ り，白金

レ プ リカ膜と し て 透過 電顕 で 観察され て い る。

今 回 ， 我 々 は ，レ プ リ カ 膜 と し て で は な く，

臨界点乾燥 し た 全載細胞 接着 面 で ， 直接 CV

を 透過電顕で 観察し うる方法 を考案 し た。

〔材料 と方法 〕　 ラ ッ ト肺よ り採取 し た 肺 胞

マ ク ロ フ ァ
ージ を，ホ ル ム バ ール 支持膜 を 張

っ た グ リ ッ ド t に ， 30〜180 分間単層培養 し，

これ を 0．1 ％ Triton　X − 100 （in　 PHEM

buffer，pH 　 6．8 ）で 1 分 間室温 に て extract

後，1％glutaraldehyde ＋ O．2％ tannic 　acid

で 室温 固定， 1％ 四 酸化オ ス ミ ゥ ム で 室温 固

定 ，
エ タ ノ ール 脱水 した もの を酢酸イ ソ ァ ミ

ル で 置換 し，臨界点乾燥 を行 っ k 。つ い で ，

グ リ ッ ドの 水平方向か ら フ レ オ ン ガ ス ス プ レ

ーを噴射す る こ とに よ り ， 細 胞上部 を吹 き と

ば し ，直接 100KV 透過 電顕で 観察 し た 。

〔結果 と 考察 〕　接着面細胞膜 の 内表面 に 籠

状構造 を もつ 多数 の CV や ，細 胞 骨格 が 観察

され た 。 本法 は ，レ プ リ カ で な い の で ，CV

内部 の 構造 まで 観察 可 能 な 上 ，金 コ ロ イ ド ・

フ ェリチ ン 等 を 用 い た細胞化学や 酵素細胞化学

的研究へ の 応用 も可能な利点が あ る。

　我々 は、前回 、 超薄切片電子二重染色

後に肝細胞内粗大脂肪滴周囲にみ られる

高電子密な物質拡散は鉛染色操作燐1に惹

誕 され る こ とを発表 し、そ の機序として 、

鉛染色液の高アル カ リ性が脂肪滴内溶存
オ ス ミウム を脂肪滴周園に拡散させ、そ

れに鉛が染着する こ とを分析囓 頁観察で

指摘した。 今飼は、 試験管内で もオ ス ミ

ウム と鉛は高ア ル カ リ領域での み沈澱を

生ずることを確綛する と共に 、 Reynolds
の 鉛染色液 （pH12）の pHを下 げるこ とで 、

脂肪滴周囲の人 1適 物を形成せ ずに 、 盤1
体膜に なお良好な コ ン トラ ス トをもつ 電

顕像が観察で きない かを検討 し池 。 硝酸

鉛0。68g とク エ ン酸ナ トリウム0．88gの

混液に lN 苛牲 ソ
ー

ダを滴下 し、　pH9 丶

10、11および12とし、溜水添加後全量25
ml の同

一一
鉛濃度の各染色液を調製し、 連

続切片を染色 して 電顕観察した
。 pl｛10以

一i二で人工産物が生 じ始め 、 p肋 幅 い 程そ

の程度が強くなる 。

一一方、 生体膜の 染色

性はpl｛が低い 程低下 し、
　pH　10以 下 で はplI

｝2程の良好な コ ン トラス トの電顕像は得
られ ない。 現荘、 Reynolds処方以外の 鉛

染色液も高アル カ リで あるが 、
一応それ

らに よる 上記人T］1産物形成状態を比較 し

て い るが 、 本難点解 決の た めの ブ Tttッ ク

染色も検討 して い る 。
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