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デ ジ タ ル TEM の 為の 観察法

（3）結合組織の 電 子染色

佐藤 茂，安達 彰子，佐 佐 木 喜広，Mohamrnad 　Ghazizadeh

日本医科大学 中央電 子 顕 微 鏡 研 究 施 設

近 年 入 手 が 困 難 とな っ て きた 酢酸 ウ ラ ニ ル に 代 わ る 電子染

色剤 の
一

っ と し て、白金 ブ ル
ー

を 用 い た 透 過 電 顕 （TEM ）

試 料 の 簡便 な染 色 法 を 開発 した 。白金 ブ ル
ー

と は 、シ ス プ

ラ チ ン と チ ミ ジ ン の 化 合 物 （白金錯体） で 濃青 色 を し た 水

溶 液 で あ り （Tanaka＆ lnagaki，1993 ）、こ れ ま で は 主 に SEM

領域 で 反 射電 子 シ グ ナ ル 増強剤 と して 用 い られて ぎた もの

で あ る。こ の 白金 ブ ル ーを、一
般 的 な方法 で 作製 した 樹脂

包埋 超 薄切 片 の 電 子染色 お よ び ネ ガ テ ィ ブ 染色に 応用 した

の で、そ の 方法 と結果 を紹介 す る 。

【材料 と方法】 1）樹脂包埋 超 薄切 片 ： ラ ッ トの 肝 臓、腎臓

お よ び A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感染 さ せ た MDCK

細胞 を 2，5％GA と 1％ OsO4 で 二 重固定 。　Epon　 812 に 包埋 し

て 超薄切片 を 作製。白 金 ブ ル ー
（室 温 10分 ） と鉛 に よ り

二 重染色。2）Posto−embedding 免疫電 顕 ：HeLa 細 胞 を プ

ラ ス チ ッ ク シ ート上 に 培養 し て 2％ PFA ＋0、1％ GA で 闘定。

Lowicryl　K4M に 包埋 （−30℃、　UV 照 射 ）。 超 薄切片 を 作製

し て、免疫染色 （抗 Ki−67抗体 に ナ ノ 金 標 識）後、白 金 ブ ル ー

と鉛 に よ り二 重 染色 。 3） ネ ガ テ ィ ブ 染色 ： 浮遊 培 養 した 大

腸菌 （DH5 α 株 ） を遠沈 し、未固 定 の ま ま少 量 の 白金 ブ ル ー

原液を 加 え て 混合 。
こ れ を カ ーボ ン コ ート した 支持膜 に 載

せ 、余分 の 液 を除 き乾燥 。 そ れ ぞ れ の 標 本 を TEM に て 観察

した 。

【結 果 】 超 薄 切 片 像 で は、白金 ブ ル ーと鉛 の 二 重 染色 に よ っ

て 肝 細胞 や 腎糸球体 の 細胞 内微細構造 が コ ン ト ラ ス ト良 く

観察 で きた 。また 、出 芽 ウ イ ル ス 粒 子 内部 に RNP 複合体

の 規 則 的 に 配 置 す る構造 （Noda　et　al．，2006） が 観察 され た。

大 腸 菌 の ネ ガ テ ィ ブ 染 色 像で は、鞭毛が 明 瞭な コ ン ト ラ ス

トで 示 され た。こ れ ら の 結 果 は、白金 ブ ル ーが 酢酸 ウ ラ ニ

ル に 代 わ る安 全 で 有用 な電 子 染色 剤 で あ る事 を 示 唆 し た。

　【は じめ に 】透 過 型電 子 顕 微鏡 （二 重染色） で 結合組織を 観

　察 す る と、弾 性 線維 の エ ラ ス チ ン や コ ラ ーゲ ン 線維 が 電子

　染 色 され な い 。そ の 為 に 、タ ン ニ ン 酸 や ウ
ー

ロ ン 茶抽 出 物

　（OTE ）に よ る 結 合 組織染 色 が あ る。こ れ らの 染色 は 共 に 酢

　酸 ウ ラ ン を用 い て い る。し か し、デ ジ タ ル TEM は 鉛 の 単染

　色 で 観察す る 事が 望 ま し い との 結果 を 得た。そ こ で、ウ ラ

　 ン を使用 し な い で OTE と鉛 に よ る 染色 （OTE 染色 法）を 試

　 み た。

　【対象 お よ び方法】材料 は 正 常 ラ ッ ト の 肝臓 を 用い た 。 試料

　作成は 常法 に 従 っ て 固定、包埋 し超薄切片 と し た 。
こ の 切

　片 を 0，2％ OTE 溶液 〔リ ン 酸緩衝液） に 30 分、ク エ ン 酸鉛

　3 分 染色 し、H−7500 透過型電子顕微鏡 に 取 り 付けた サ イ ド

　マ ウ ン ト式の CCD カ メ ラ を 用 い て 検鏡 し た 。ま た 、フ ィ ル

　ム に よ る ア ナ ロ グ観 察 も行 っ た。

　【結 果 お よ び 考察】OTE 染色法 に よ り弾性線維 の エ ラ ス チ

　 ン が 好染 さ れ、コ ラ
ー

ゲ ン 線維 も増強染色され た ロこ の こ

　 とか ら、ウ ラ ン を 用 い な い で も結合組織染色が 出来 る こ と

　が 明 確 とな っ た。

　ま た、OTE 染色法 を 用 い て ア ナ ロ グ観察を 試み た 。　 OTE 染

　色法 は ル ーチ ン で 用 い られ て い る ウ ラ ン と鉛 の 二 重 染色 と

　ほ ぼ 同様 な コ ン トラ ス トを 得 られ た 。酢酸 ウ ラ ン は 放射性

　物質 で あ り、国 際規制物質 と し て 輸 入 や 管理 が 厳 し い 。そ

　の ウ ラ ン の 代わ りに 安全 性 が 高 い OTE が 電 子染色 に 使え る

　 こ との 意味は 大 きい 。

　【結語】

　10TE 染色法 は デ ジ タ ル TEM の 為 の 結合組織染色 に 使 え

　 る。

　20TE は ウ ラ ン の 代 わ りに な り、通常 の 透過型電子顕微

一鏡観察の 染色 に も応 用 で き る こ とが 分 か っ た。
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