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3次元 内部構 造顕微鏡 を用 い た蛍光観 察

横田 秀夫　 （（財 ）神 奈 川 科学技術 ア カ デ ミー
）

　我 々 は
， 試料 を切 断 して その 断面 を観察す る こ と に よ り， 試料 全 体の 内 部構

造 を観察す る 3 次 元 内 部 構 造 顕 微鏡 を開発 し
， 種 々 の 試料 の 観察 を行 っ て き

た ． しか し ， 観察 に 白色光 を用 い た 装 置で は， コ ン ト ラ ス トの 少 な い 試 料 や

高倍 率で の 観察 は 困難で あ っ た ． 一一
般 に 蛍光物質 を用 い た 試 料 の 観察 は 染 色

部 が 発光す る こ とか ら ， 通常 の 染 色 法 に比 べ て 検 出感 度 が 高い と さ れ て い る b

そ こ で
， 試 料 観察部 に 落射 蛍光顕 微 鏡 を用 い た 装置 を試作 し

， 蛍 光 染 色 した

試料 の 観察 を試み た 、

　試作 した 装 置 は
， 試料送 りの 分解能 は最 小 0．5 μ m

， 観察時間 は 最 高 5 断面
／ 秒， 試料 冷却温 度 は 最低 一50℃ が可 能 で あ っ た 。 試料 の 撮影 に は 落射蛍光

顕微鏡 と 高感度 CCD カ メ ラ を用 い
， 対物 レ ン ズ は 2 〜80倍 ， 蛍光波長 は U

，

B
， G 励 起 が 可 能 で あ っ た． 撮影 し た 断面 画 像 は 追 記式 レ ーザ ー デ ィ ス ク に

1 断面 ご とに記 録 した ． 記 録 した 断 面 画像 を用 い て ワ
ー クス テ

ー
シ ョ ン とボ

リ ュ
ー

ム レ ン ダ リ ン グ 法 に よ り立 体像 の 構 築 を行 い
， 試料内部 の 構造 の 観 察

を行 っ た ．

本装置 を用い て 胎児体 内の 遺伝子 の 局在 の 観察 を行 っ た ．観 察対 象は ICR
系 マ ウ ス IL5 目齢 の 胎 児 （休長 8   ）体 内の 癌原遺伝子 （c −kit）と した． 母

体か ら摘 出 した胎児 は PFA で 固 定 した後 Wholemount　fluorescence　in　situ
hybrldization 法 を用 い て ，　 F　I　TC 標 識 した DNA プ ロ ー プ （c − kit）で 染 色

した ．染色後 ， 不 透明 化 した 凍結包埋 剤 で 包埋 し，

−35℃ で 凍結 し た の ち装 置

に 装 着 した ． 試料 は
， 切削 の 厚 さ 3 μ m

， 蛍 光波長 B 励起 ， 対 物 レ ン ズ 2 倍 ，

ミ ク ロ トー ム 用 デ イ ス ポ ー ザ ブ ル ナ イ フ で 切 削 a
記 録 し た 。 観 察断面 は 約

2
，
500 枚 ， 観察 に 要 した 時間は約 45 分 で あ っ た ． 全 断面記録終了 後 ， 断面 画

像 か ら立 体像 の 構 築 と任 意断面 の 観 察 を行 っ た ．胎児 体内 の 脊 髄 ， 内蔵 に 蛍

光が 認 め られ
，

c −kit の 局 在が 観察で きた 。

蛍 光観 察が 可 能 な装置 を試作 し
， 試料 を蛍光染色 する こ とに よ り ， 従来観察

す る こ とが 困難 で あ っ た
， 遺 伝子 の よ うに 微細 な物質 の 局 在 を明 らか に す る

こ と に 成 功 した ．
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