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【目的】電顕組織化学 は、化学反応 の 産物を何 らか

の 方法 で 重金属 を用 い て 人工 的に電子 密度が 高 くな

る よ うに して 、 そ の 物質 の 組織 ・細胞に お ける局在
を知る研究方法 で あ る 。 通 常電 顕を用 い た観察に お

い て、構造 自体を観察す る ため に、重金 属に よる電

子 染色 が 必須 で あ る 。
つ ま り、重金属 に依存 して反

応産物 と構造 の 可視化 を行 っ て い る。そ の た め 、局

在性 が しば しば視認 され づ らい 。

一
方、位相差電顕

は電子波 の 位相 の ずれ を観察す る。様 々 な生物試料

を位相差電顕 を用 い て観察 した結果、位相差電顕に

は通常電顕 にはな い 特徴があ る こ と が わか っ た。培

養細胞 の 氷包埋標本は 、厚 さが 1 μm 以 上 の 厚 い 標本

で あるが、重金属を全 く使用 しなくとも細胞内小器

官 ・細胞骨格の 超微構造が観察可能で ある。樹脂切

片 にお い て は、固定に オ ス ミ ウム を使用 して有れ ば、
電子染色 を行 わな く とも高 コ ン トラ ス トな観察が 可

能 で あ る 。 オ ス ミウム を反応産物 とす る組織化学を

施 した標本の 厚 い 樹脂切片を作成 し て、細胞 内小器

官、ペ ル オキ シ ソ
ー

ム とゴ ル ジ装置 の 観察に位相差
電顕を用 い た例を供覧 した い 。
【材料と方法】ラ ッ ト肝 臓組織 をカ コ ジ ル 酸 で 緩 衝

した 2．5％グル タル ア ル デ ヒ ドで 固定 し た 後 に染色
を行 っ た 。

ペ ル オ キ シ ソーム の 染色 ： 組織小片を ア

ル カ リ DAB反応液中で 60 分間反応 の の ち に 1°
／。四酸

化オ ス ミ ウム で後固定 しエ タ ノ
ー

ル 脱水 の 後 に エ ポ

キ シ 樹脂に包埋 し た。ゴ ル ジ装置 の 染色 ： 亜鉛 ・ヨ

ー ド・四酸化オ ス ミウム か ら調 整 し た ZIO液 に 48 時

間浸漬し、エ タ ノ ー
ル 脱水の 後に エ ポ キ シ 樹脂 に 包

埋 し た。 それ ぞれ より、O．1Ftmの 超薄切片 か ら IPtm
の厚 い 樹脂切片を作成 し た。電子 染色 を行 わず に 、

通 常観察法、Zernike位相差法、　Hilbert微 分法 に よ り

観察 し た。
【結果 と考察】DAB 反応を施 した肝細胞 で は 、 小 円

形状 の 細胞小器官 で あるペ ル オキ シ ゾー
ム が 、Z［0 染

色を施 し た 肝細胞 では、層 板状 の 細胞 小器 官で あ る

ゴ ル ジ装置 が観察 され た。O．1μm の 切片 で 通 常観察法

を行 うと細胞小器官 の 形態は 明瞭 で あ るが 、切片が

厚 くなるに つ れ不 明瞭に成 っ た。一方、Zernike位相
差法 と Hilbert微分法 で は 、 切 片が厚 くな っ て も形態
は明瞭で、形質膜がは っ き り観 察 され た。位相差電
子顕微鏡観察法にお い て は、通常電顕観察法よ り厚
い 切片の観察が容易で ある こ とが判明 した。

【目的 1近年開発 され た位相差電 子顕微 鏡は 無 固定、
無染色の 生物試料の 高コ ン トラス ト観察を可能に した。こ

の ことは 、より生体に近 い 状 態 （い わ ゆ る 生）の 観察が 可

能になると同時に、細胞 形態 とともに分子形態の 新しい

知見が期待できる。通 常、電子顕微鏡観察の 試料作製
に は、細胞 の 持 つ 水 の 処理や構造の コ ン トラス トを補うこ

とを目的として 固定、脱水、樹脂包埋 、染色等多くの 操

作をお こ なっ て い る 。 こ の 間に構造物 質 の 流 出や 人 工

産物を導入 する可能性があると考えられてい る。
生物試料 の 位相差電 子 顕微鏡観察で は 、 氷包埋した培
養細胞 や バ クテ リア 等の 単細胞、ウイル ス の ような微細

な試料 の 無 固定、無染色標 本か ら新たな知見を得られ
て い る が 、 多細胞 か らなる厚 い 試料である生物組織 へ の

応用例 はほとんど無かっ た。新鮮な生物組織を観 察す

るには組織、細胞の持つ 水を包埋 剤として凍結し、 超薄
切片を作製する凍結超薄切片法が有効で ある。
凍結超薄切片法はすで に電子顕微鏡の 試料作製技法
として よく知られ 、固定した組 織 の 切片 で は免疫染色や
ネガテ ィブ染色 の 高分解能観察、無固定組織 の 切 片で

は EDX 分析などがある。 この 技法の利点 は物質の 流出
が 少なく、 固定 の 調節で 抗原の保存も容易であることや

氷 晶障害以外 の 人 工 産物の 導入 が少 ない こ と、及び切

片作製まで が従来 の 超 薄切 片法 に 比 べ 短時間 に 行 え

るこ とで ある。

本研究 で は 凍結超薄切片法が 位 相差電 子顕微鏡観察
に適した生物試料作製法の

一
方法と考え、今回は固定

したラッ ト肝臓組織を用 い 高圧 凍結、凍結超薄切 片作
製、切片回収法の 検討をお こ なっ た 。

【方 法】氷晶防止処 理 （蔗糖）した試料及び 処理 しない

試料をそれぞれ 高圧 凍結し、凍結切 片 （処 理試料 ：
−

120℃、処理 しない 試料 ：
−150℃ で 切 削）を作製し、切片

は カーボ ン 支持膜 を張 っ た銅 製グリッ ド（400 メッ シ ュ ）2
枚で挟み圧 着して 切 変を支持膜 に密着させた。切片を
挟ん だ 2枚 の グリッ ドはクライオトラン ス フ ァ

ーシ ス テ ム を

用 い て、その ままヘ リウム ス テ
ー

ジを備えたヒル ベ ル ト位
相差電子顕微鏡観察を行 っ た。
【結果】高圧 凍結法 の 適用 に より、蔗糖を用い ない 試料
で も凍結切片作製 が十分可能 で あっ た。位 相差電子顕

微鏡観察の結果 、 細胞内に氷晶と思われる像はなく、広
範囲の切片観察が可能であり、部分的で はあっ たがい く
つ かの 細胞小器宮が確認 できた。また、通 常法 で は観
察で きなか っ た微細な起伏が切片上 に多く観察され 、微
細構造観察が困難で あることなど、新たな問題点も示さ
れた。高圧凍結した生物組 織 の 凍結 切片は 、本来位相
差電子顕微鏡観察に適した試料作製法であるの で、問
題 点を克服し、多細胞か らなる組織試料で あっ て も、生

体に近い 無固定・無染色の 電子顕微 鏡観察を可能 とし

たい。
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