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　 急 速凍 結法 は 言 うまで もな く物理 固定 で あ る が 、
そ の 利用 に は 大 き く分 け て 1つ の 意味合 い が あ る。
ひ とつ は 生 理現象 の 瞬間的な捕捉 で あ り、もうひ と

つ は 無氷晶凍結 に よ り微細構造 を機能状態 の まま保
存す る の た め の 方法 で あ る 、、前者 の 意味合い で の 急

速凍結 は す で に20・［tt紀初頭か らEroenkeらに よ り行

わ れ て い る 。

一
方、後者 は 凍結 置換法や エ ッ チ ン グ

レ プ リカ 法 の 発達 の 過程 で 強 く求 め られ た。常識的

に考えれ ば 急速凍結 は両方 の 意味合 い を兼ね備 える

も の で あ る が、実際 に は 難 しく
一

般的 に は な らなか

っ た 。 フ ラ ク チ ャ
ー

レ プ リ カ 法 で は 化学 固 定後 グ リ

セ リ ン 溶液 で 凍結すれば無氷品 と な る ため長 い 間そ

し て 現在で も用 い ら れ て い る 。 しかし、エ ッ チ ン グ

に は グ リセ リン が使用 で きない こ と、また生理状態

の 構造変化を追及す る た め にHeuserらに よ り20年 ほ

ど 前か ら急速凍結法が 使 わ れ る よ うに な っ て きた。
エ ッ チ ン グ レ プ リ カ 法 は電子顕微鏡 で 細胞骨格 や 膜

の 表面 を観察す る た め の 唯 つ の 方法 と言 っ て も過

言 で は な く、こ の 方法 と 免疫標識 を組 み 合わせ れ ば

細胞骨格 と膜 と の 相互 関係 を具体的 に 解明す る こ と

が 出来 る、、 切片 と異な り免疫抗体 に より認識 した分

子 を観察で き る こ と に な る た め、我 々 は免疫分 了
・
化

学と呼ん で い る 。
エ ッ チ ン グ レ プ リ カ の 場合 フ ラ ク

チ ャ
ーレ プ リ カ と は 白金蒸着状態が全 く異 なる ため

レ プ リ カ 回 収後 の 免疫標識 は 困難 で あ る 。 そ こ で 、
我 々 は膜を機械的 に 剥 ぎ、裏打 ち構造 を露出 させ る

方法を 用い た 。 カ バ ーガ ラ ス に接着性 を増すため に

ア ル シ ア ン ブ ル
ーや ポ リ リ ジ ン で 処理 し、細胞 に接

触 し膜を採取す る。そ の 後0．25％ グ ル タ
ー

ル ア ル デ

ヒ ドで 固定し 、 免疫標識を行 い 、 急速凍結 した 。 こ

の よ うに し て 、ア クチ ン 、ス ペ ク チ リ ン、ア デ ュ
ー

シ ン 、Arp2／3、　 CRMP −2な ど を エ ッ チ ン グ レ プ リ カ

上 で 同定する こ とが で きた 。 また 、 100−140枚 の 傾斜

像 か ら コ ン ピ ュ
ータートモ グ ラ フ を用 い て 裏打 ち構

造 の 三 次元 分子構築を明 らか に し た 。

　　【目的】通常の 生物試料作製法 で は 、 処理過程 で

の 形 態学 的 変 化が 起 こ る。こ の 変化 を避 ける た め に

新鮮無固定試料を急速凍結や 加圧凍結 し、試料作製

して検討する こ と も行 わ れ て きた 。 しか し臓器に よ

っ て は、循環血 流 の 影響 を 強 く受け、生 体 か ら 試料

を切除する こ とに よ る形態変化が 避け られない こ と

が あ る 、，す で に
“
生 体内凍結技法

”
を開発 し、生理

的機能 に 対応 した 臓 器 の 形態変化 を明 らか に し て き

た。今回、生体内凍結試料の 免疫組織細胞化学的応

用 につ い て報告す る 。

【材料 と方法】i）ネ ン ブ ター
ル 麻酔下 マ ウ ス を 2％ パ

ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド （PF）、あ る い は 2％PF ＋ 025％

グ ル タール ア ル デ ヒ ド灌流 固定後、 速やか に小脳を

摘出 し、急速凍結 デ ィ
ープ エ ッ チ ン グ法 で レ プ リ カ

膜試料を作製した。ii）新鮮無周定の 小脳組織 を急速

凍結後、上 記同様に レプ リカ 膜 を作製 した 。 iii） ネ

ン ブ タール 麻 酔 ドマ ウ ス の 小脳 を 生 体内凍結後、型

の ご と く凍結置換固定し た超薄切片試料 と上 記同様

の レ プ リ カ膜を作製し た 。 iv）一
部 の 急速凍結試料

と 牛体内凍結 試 料 は 、2％PF 含有 ア セ トン 中 で 凍結

置換固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋 し、抗 カ ル ビ ン デ ィ ン

（CB ）抗体と抗pCREB 抗体等の 光顕免疫染色を行 っ

た。V ）比 較 の た め に 従来の 2％ PF 固定、ア ル コ ー
ル

脱水、パ ラ フ ィ ン 包埋試料を作製 し、同様に免疫染

色を行 っ た。

【結果 】i）新鮮 無 固 定 試 料 の 急 速 凍結 で は、神経細

胞 や グ リ ア細胞 間隙の消失と各細胞膜の 接着が し ば

しば認め られ た。ii）灌流 固定試料 の 急速凍結 で は 、

そ の 細胞 間 隙 は 保持 さ れ た が、髄鞘 の 形態変化 等が

著明で あ っ た。iii）生体内凍結試料で は 、細胞 間隙

が 保持 さ れ た。さ ら に CB とpCREB 等の 光顕免疫染

色 で は、そ れ ぞ れ プ ル キ ン エ 細 胞 と顆粒細胞核 内 に

多量 の 免疫反応産物が 局在 し て い る の が 見られ た 。

iv） しか し、従来の パ ラ フ ィ ン 包埋 試料 で は 、
　 CB の

局在性 と抗 原 性 は極端 に 低下 し た。また、pCREB の

核内免疫反応産物 は ほ とん ど確認で きな か っ た ，

【結論】種 々 の 凍結試料に よ る形態学お よ び免疫組織

細胞化学的所 見を比 較 す る と
“
生 体内凍結技法

”
に

より、生理的機能状態下 に あ る神経細胞内蛋 白成分

の 局在 と瞬時 の 形態変化像と の 関 連性を解析す る こ

とが 可 能と思 わ れ る、、

一45一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


