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　BrdUとIdUとで標識された組織の二重免疫染

色法による細胞動態の解析は、非放射線性で

簡便なために 、 光顕レベルで繁用 され っ っ ある。

我々 は 、 抗BrdU特異抗体（Br−3）と抗BrdU／IdU

抗体（Itト4）による二重免疫染色法を用い て 、

生後発育期の小腸陰窩上皮の細胞動態を解析

した 。 また 、 Epon包埋厚切り切片のBrdU／IdU

二重染色も試み 、連続 した超薄切片像との対

比を行っ た 。

生後0日〜4週齢の ハムスタ
ー
に IdUとBrdUを2−3時

間の間隔で投与 し 、 BrdU投与後1時間後に屠殺

し 、 近位空腸を採取 した 。 組織は 、 4器パラフォル

ムアルデヒドで室温で 4時間固定し、 Epon及びパラ

フィンに包埋し 、 それぞれ1及び4Ltm切片を作製

した 。 Epon切片には各種脱Epon処理を施した

が 、 sodium 　methoxide による方法で最も良好

な染色結果が得られた 。 パラフィン及びEpon切片

は 、 はじめにBr−3抗体を用い てABC法によ り染

色し、 続いて IU−4抗体でbiotin標識化alkali

−phosphataseを用いてABC法に準 じて免疫染色

を行 っ た 。 これ によ りS期標識率（LD 、 S期時

間（Ts）及び細胞周期時間（Tc）を求めた 。 尚 、

Tsは（IdUとBrdUの 投与間隔）x （BrdU単独陽性細

胞数＋ BrdU／ldU二重染色細胞数）／（IdU単独陽

性細胞数）で 、TcはTs／LIによ り算定 した 。

　C総贓の 免疫組織化学的観察へ の応用例はす

で に数多 く報告されて い る。 しか し現在共焦

点での観察は 、 蛍光プ ロ
ーブの使用が必要条

件 とな っ て い る。 先 に我 々 は 、 免疫組織化学

に於ける非蛍光 プ ロ
ーブ （オ ス ミウム ブラ ッ

ク）を用 い た共焦点観察の有用性を報告 した 。

今回 、 更に CLSM の 新たな可能性を検討す

るた め 、 重金属で あるオ ス ミウム の 金属反射

を及び、マ イク ロ チ ョ ッ
パ ー

による 40 μ m

の 厚さの 切片 （形態の 保持が良好）を使用 し

反射共焦点モ
ー ドで、細胞内小器官 （ゴル ジ

装置等）の 共焦点観察及び 3次元立体構築を

試 みた 。 【材料 ・方法】マ ウ ス の 肝臓を  4

酸化オ ス ミウム で 48 時間固定を行い 、   マ

イクロ チ ョ ッ
パ ー

で 40 μ m の切片を作製後 、

樹脂包埋 したの ち 、 CLSM （Zeiss ）

で反射共焦点モ ードで観察 した 。　【結果及 び

考察】ゴル ジ装置は 明瞭に確認されたが 、 細

胞の膜構造は不明瞭で あ っ た 。
ゴル ジ装置の

3次元立体構築は可能で あ っ たが、膜成分の

厳密な抽出が不十分であり、 これは膜 に結合

したオ ス ミウム の 量的な問題か と考え られ た。

現在こ の 点に つ い て検討中で ある 。
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