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　は じ め に

　近年 ， 食品科学領域 の 研 究に走査 電子顕微鏡 を使 用

した 研究が 多く行 われ るようにな っ て きて い る 。 しか

し，走査電子顕微鏡は表面構造の 観察が得意 で，
一

般

的 に い っ て 内部構造 の 観察は容易 で は ない 。光学顕微

鏡 （以下 ， 光顕）観察は ， 食品 の 内部構造 が 比 較的広

範囲 に観察 で きるの で ，食品 の 品質評価や貯蔵 ・調理

に よる食品内部の 構造変化を調べ る うえで ， 依然 とし

て有用 な 研 究法 で あ る。

　光顕 で 観察す る組織切片 の 標本 を作製するに あた っ

ては，包埋 剤 として パ ラフ ィ ン が従来 もっ とも多 く用

い られ て きた。パ ラ フ ィ ン 包埋 した 試料 で は ， 薄切後

の 切片 に 脱パ ラ フ ィ ン 処理 を行 い
， 多様な色素 の 中か

らそれぞれ の 観察 目的に合 っ た色素 を選択 して染色を

行 っ た り， 各種含有成分 を特異的に検出する組織化学

の 手法 を施し て，食品 組 織
1）

の み な らず生物学 ・医学

分野 の 研究
2｝

に お い て も大 い に 活用 され て きた。

　しか し，
パ ラフ ィ ン 包埋 には若干 の 問題点が ある 。

その
一

つ は，パ ラフ ィ ン 包埋 す る た め に は徹底 した脱

水 が 必要で，標本作製過程 で 必ず キ シ レ ン 等 の 溶媒 を

用 い なければな らな い 。また染色 にあたっ て脱 パ ラフ

ィ ン を行 う際に もキ シ レ ン 等を使用 しなけれ ば ならな

い 。そ の た め に 組織構成成分 の うち脂質の ような有機

溶媒に 溶ける もの は 流出して 後に残 らな い こ とで あ

る。二 つ 目は ，
パ ラフ ィ ン は冷 却時に組織内に結晶 を

生 じた り，冷却硬化時 の 収縮が大で ある の で 標本に 人

工 産物を生 じ る 恐 れ が あ る。ま た 三 つ 目は ，
パ ラ フ ィ

ン の 硬 さ で は薄切 に 限度 が あ っ て 厚 さ 10μm 程 度 の

薄切 が 通常で，4μm 以下 の 切片 を作 る の は 難しい と さ

れ て い る。

　以上 の ようなパ ラ フ ィ ン 包埋 の 問題点 をふ まえ て ，

合成樹脂 に よ る 包埋 法が近年か な り利用 さ れ る ように

な っ て い るの で ， 本稿 で は食品 の 光顕観察 の た め の 合

成樹脂包埋法に つ い て 紹介する こ とに す る。

　包埋 用合成樹脂 の 種類 と して は，親水性樹脂 とエ ポ

キ シ樹脂 が 多く用 い られ て い る。親水性樹脂は，当初

電子顕微 鏡用包埋剤 として使用 され た が ， 今 日 で は光

顕観察用試料 の 包埋剤と して 主 に 開発 され て い る もの

で あ る。エ ポ キ シ樹脂 は ， 現在 も透過電子顕微鏡観察

用試料の 包埋剤 として の 使用が主であるが ，光顕観察

用標本 も同時に作製する こ とが で き る もの で あ る。い

ずれ も重合の 起 きて い ない 単量体 （monomer ）を用 い，

こ れ に硬化剤 ， 加速剤等を加 え た 後紐織片 に 浸透 さ せ

て ， 加 温な どに よ り大分子 の 重合 体 （polymer）を作る

こ とによっ て硬 さ を与えて 包埋する もの で ある。

＊

　広島大学学校 教育 学部生 活科 学教 育 講座

　 1． 親水性樹脂 に よ る 包埋

　親水 性樹脂包埋 剤 として は，グリコ ー
ル メ タ ク リレ

ー
トを主体 と した 重合体が最初 Cathey31，　 Conkie

‘）
等

に よ っ て 用 い られ ，わ が 国で は 串田
5）

に よ りこ の 包埋

法が検討 さ れ た e1975 年 に は 日本組織細胞化学会主催

の 講 習会 で広 く紹介 され て い る
6）。

　親水性樹脂 に包埋 し た標本は，収縮 が 少 な い の で 像

の ゆ が み も少な く組織構造の 保存が よい 。切片 は 1〜2

gm の厚さに 切 る こ とが 可能で あ り，パ ラ フ ／ ン 切 片

よ り像 が鮮明で懈 像力の 高い 標本が得 られ る。ま た親

水性樹脂 で あ る の で，染色の 前に 包埋 剤 を 溶 か し去 る

必要が な く， そ の ま まの 切片 で 種 々 の 染色 が 可能 で あ

る。試薬 の グ リコ
ー

ル メ タ クリレ
ー

トを直接用 い た包

埋法 も行 われ て い るが η，本稿 で は そ の 後改良を加 え

られ て キ ッ ト と し て 市 販 さ れ て い る 2種 の 包埋剤 に つ

い て ， 包埋方法 の概要 を紹介す る。

　 1．1　固定 ・水 洗

　 固定剤 と し て は，4％ 緩衝 ホ ル マ リン 液 や 3％ 緩衝

グル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド液 が 多く用 い ら れ るが ，筆者 は

後者の 固定液を用 い て い る 。
25％ グル タ

ー
ル ア ル デ ヒ

ドと蒸留水 ， 0．2M ］）ン 酸緩衝液 （pH 　7．4）の 比 が 1 ：

3 ：4 の 割合で 混合 し た もの に ， 2× 2 × 1rnm3以下 の 大
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き さ の 試料 を 4℃ で 24時間程度浸漬 して い る。その 他

Zenker 液 ，
　Bouin液 ，

　Carnoy液等も使用 可能で ある e

　水洗 は，パ ラ フ ィ ン 包埋 と 同様 に 水道水 の 洗水 で行

っ て もよ い が，筆者 の 場合 の よ うな小 片は緩衝液 で 30

分水洗 （2〜3 回取 り換え る）した後，脱水 して い る （脱

水 中 も水洗 され る）。

　 1．2　脱　水

　 氷冷 した 70％，80％，90％，室温 の 95％ の 各エ チ ル

アル コ
ー

ル 水溶液に 15〜20分ずつ （試料片の 質や大 き

さに よっ て時間は変 える）順次浸漬する。その 後は室

温 に 置 き，
100％ ア ル コ

ー
ル を 2 回換え る （水溶性樹脂

の 場合は，脱水は完全でな くて もよい ）。

　 1．3 包　埋

　 1） JB−4 に よ る包埋

　JB−4 は 米国ポ リサ イエ ン ス 社製 の キ ッ トで ， グリコ

ール メ タ ク 11
レ
ー

ト系の 包埋 剤 で あ るが ，室温で包埋

す るこ とが で きる。

　組織 の 微細 な構造や脂質 の 保 存の た め に 90％ ア ル

コ ー
ル までは 4℃ で脱水 を行 い

， 100％ ア ル コ
ー

ル で

脱水 後 JB −4 キ ッ トの A 液 100ml に 触媒 を 0．9g の

割合 で加 え て 完全 に 溶 か した もの の 中に試料 を入 れ て

数時間浸透 させ る （な じませ ）。 途中液を 2〜3 回換え

る 。

　包 埋 は，触媒 を 溶か し た A 液 に B 液 を A ：B ＝

20〜25 ：1の 割合 で加え て よ く混合 し た もの を用 い ，

カ プ セ ル 又 は シ ］」コ ン 包 埋板に 注入 し， そ の 中に 試料

片 を入れ て 上面 をパ ラフ ィ ル ム 等 で 覆 っ て 空気 を遮断

し，室温 で 3 時間以上置 い て 重 合 させ る。重合 の 際 に

発熱す る の で ， 熱 に 弱 い 試 料 は 冷 蔵庫内 に 入 れ て お く。

　2） Quetol　523　M に よる包埋

　Quetol　523　M （日新 EM 社製）
8〕

はグ リ コ
ー

ル メ タ

レ ートと Quetol　 523が 8 ：2 の 混合液で ，触媒 と して

QCU −1 （2， 2
’一

ア ゾ ビ ス イソプチ ロ ニ トリル ペ ー
ス ト）

を，Queto1523　M 　lOOmJ に 対 して 0．05g 混合 して樹

脂混合液 とする。

　試料 を上 述 の よ うに し て脱水 し た 後，100％ ア ル コ

ー
ル と樹脂 混合液 を 1 ：1 に 混 ぜ た もの の 中に 1〜2 時

聞浸漬 し， 途 中数回振 り混 ぜ る 。 次 い で 樹脂 混合液 に

換え て 数 回振 り混 ぜ なが ら 2〜4 時間置 く（な じませ ）。

　包埋 は，ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に新た な樹脂混合液 を注

入 して そ の 中 に 試料 片 を入れ て ，
60℃ 12 時間放置 して

重合させ る 。

　 3）　 そ の 他 の 包埋剤

　そ の 他 に も，ヒ ドロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ
ー

トを主

剤 と した 包埋 樹脂 の テ ク ノ ビ ッ ト 7100（応研 商事）， ア

クリル 樹脂 を主剤と し た LR ホ ワ イ トレ ジ ン （n ン F’

ン レ ジ ン 社）等が市販 され て い る の で 試 して み る と よ

い 。

　 1．4 薄　切

　 切片作製 に 用 い る ミ ク ロ トーム は，JB−4型 Porter

B1  ミ クロ ト
ー

ム か 光顕用 ミ ノ （ロ ー
タ iJ　一）型 ミ ク

ロ トーム に 特 殊 ガ ラ ス ナ イ フ ホー
ル ダー

の つ い た もの

か ， デ 4 ス ポタイプ の ス テ ン レ ス 製 ヒ ス トナイ フ を用

い るホー
ル ダ

ー
を取 り付 けたもの，セ ミ シ ン ミ ク ロ ト

ー
ム ，又は透過電子顕微鏡 で 観察す る超薄切片作製用

の ウ ル トラ ミ クロ ト
ー

ム を用 い る。

　切削用 の ガ ラス ナ イフ は ， 5〜8mm 厚 さ の 板ガ ラス

をガ ラス ナ イ フ メー
カ
ー

で 割 っ て作る
2）。使用 して 刃

こ ぼ れ し た ら新 しい もの と交換す る。ス テ ン レ ス 製 の

ナ イ フ を使用 すれ ば よ り大きい 試料 が 扱える。い ずれ

に して もナイ フ マ ークが な く，1〜2μm の厚さ に 切れ

た 切片 を ピ ン セ ッ トで つ まみ，ス ラ イ ドガ ラ ス に 載 せ

た 少量の 水 の うえに 浮か べ る （dry　cutting ）。次 に ス ラ

イ ドガ ラス を温 め て乾燥 して 切片 を密着させ る。ス ラ

イ ドガ ラス に は卵 白グ リセ リン な ど の 接着剤を使用 し

な くて も，その 後 の 染色の 際 に 切 片 が 剥離す る心 配 は

な い 。

、1．5 染　色

　上 記 い ずれ の 包埋法 に よっ て も， 薄切 した切片 は脱

包埋 す るこ とな く， 従来 の 各種 光学顕微鏡観察用染 色

法を行 うこ とが で きる。ヘ マ トキ シ リン ・エ オシ ン 染

色 マ ロ リーア ザ ン 染色等の よ うな重染色や ， トル イ

ジ ン 青染色 ， ギム ザ染色等の ような単染色の い ずれ も

パ ラ フ ィ ン 切 片用染色液 をその まま使用 で きる。また

組織化学染色 と して 食品 に 多 く用 い られ る PAS 反応

に よる多糖類 の 染色 に お い て も好結果が得 られ る。そ

の
一

例 として
， 図 1 に 第

一
加熱後 ， 及 び鶏卵添加後 の

シ ュ ウ ペ ー
ス トを ，

PAS 反応 とライ トグ リ
ー

ン で 二 重

染色 した結果 を示 す。

　 2． エ ポ キ シ樹 脂 に よ る 包埋

　エ ポ キ シ樹脂は ， 1950年代に 透過電子顕微鏡観察用

試料 の 包埋 剤 として使用 され ， 現在 も広 く使 用 され て

い る包埋剤 で あ る 。 しか し，透過電子顕微鏡用 と して

ばか りで な く，その 厚 さ 1〜2μm の 切 片 は光 顕用標本

と して も広 く用 い られて い る。

．エ ポキ シ 樹脂包埋 は ， 透過電子顕微鏡用包埋剤 と し

て の 用 途が本来で，一般に 光顕専用 の 包埋 剤 としては

ほ とん ど用 い られ な い の で ，
こ こ で は 簡単 に そ の 概 要

を 述べ る に と ど め るが ，詳 し くは 文献 を参考 に され た
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図 1． PAS 反 応 と ライ トグ リ
ー

ン に よ ワニ 重 染色 した シ ュ ウペ

　　　
…

ス ト　（JB−4 包埋 切片 ）

1a ：6  秒 間第
一

加熱 を行 っ たペ ー
ス ト。偏平 に 膨潤 し た デ ン プ

ン 粒 の 断面 が PAS 反応 で赤 紫色 に 染色 さ れ，その 中 に ラ イ トグ

リ
ー

ン で染 ま っ た グ ル テ ン 等 か ら な る その 他 の 小 麦粉 成分 が 散

在 して い る．空 隙の よ うに 見え る部分 に は，バ タ
ー

が 存在 して い

る。1b ：ng・．．t加 熱後 の ペ ース トに鶏 卵 を加 えて 攪 拌 し た 焼成直

前 の ペ ー
ス ト。図 ユa で 塊状 に なって い た デ ン プ ン粒 が ほ ぐれ て

ほ ぼ 均
一

に分 散 し，その 問 に 直 径 10μm 程 度 の 細か い 気泡 が 包含

されて い るの が 観察 され る．　　　 （三 好雅子
・
田 村咲 江原 図）

v ・
g・lo ，。

識 の 切 咄 しは，1 
3

の 小片 とし，グ ル ター
ル ア

ル デ ヒ ドとオス ミウ ム 酸の 二 重 固定を行 う。 脱水 は ，

ア ル コ
ー

ル 濃度を順 次上げ て い き， 100％ ア ル コ
ー

ル

に よる最後 の 脱水 の 後酸化プ ロ ピ レ ン に 置換 し，次 い

で 酸化 プ ロ ピ レ ン と エ ポ キ シ樹脂 （エ ポ ッ ク 812な ど）

混合液 を等量混合 した もの に 数 時間浸漬す る （な じ ま

せ ）。シ リコ ン 包埋 板に樹脂混合液を注入 し，そ の 中に

試料 を入れ て 加温 して 重合させ る。

　薄切 は ウ ル トラ ミ ク ロ トーム を用 い
， 1〜2μm の 切

片 と し， 親水性樹脂 と同様に して ス ライ ドガ ラス に載

せ る 。 多様な染色をする た め に は脱包埋 をしなければ

な らない が
， ア ル カ リ性 の 溶媒で 溶出する た め像が 荒

れ る の で ，通常は エ ポ キ シ 樹脂 に 包埋 した ままの 切片

図 2．　 トル イ ジ ン 青 に よ り染色 し た生 及 び 煮 熟 後 の ダ イ コ ン の

　 　 　 木部柔 組織 （エ ポキ シ 樹脂 包埋 切 片）

2a ：生，2b ：蒸 留 水 で 30分 間煮 熟 した もの ，　c ：2％ 食塩水 で 30

分 間煮 熟 した もの 。細胞壁 の 調埋 に よ る 変化 が 詳細 に観 察 され

る。い ずれ もグ ル タール ア ル デ ヒ ド固 定液 に 2％ タ ン ニ ン 酸 を加

えて，細 胞膜の 染色性 を強調 して い る。

で 染色する。染色可能な色素 の 数は少 な く， トル イジ

ン ブ ル
ー

や メ チ レ ン ブ ル
ー

の ような
．
塩 基性タ

ー
ル 色素

で 単染色 を行 う。トル イ ジ ン ブル
ー

の 場合，酸性 多糖

は メ タ ク ロ マ ジ
ー

に よ っ て 桃色 に染 色 さ れ る の で ，加

熱 に よ り野菜 の 細胞壁 か ら溶出し たペ ク チ ン 質の 濃度

が大な部分 は ， 染 め 分け られ る利点 が あ る。

　図 2 に，エ ポ キ シ樹脂 （エ ポ ッ ク 812）に 包埋 した 試
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料 の 光顕観察例 と して ダイコ ン 木部柔組織 の 調理に よ

る変化 を示 して い る。

　 終 わ り に

　樹脂包埋 は ， は じめ透過電子顕微鏡観察用試料 の 超

薄切片 （厚 さ O．05− O．07μm ）を作成する た め に 開発 さ

れ た もの で ，パ ラ フ ィ ン よりは る か に 硬 くで きて い て ，

よ り薄 い 切 片を作製する こ とが で きる。従 っ て像 は格

段 に 鮮明 で ， 細胞内 の微細な構造も保存さ れ や す い 点

で得 られ る情報 もよ り正確 で あ るとい え る。

　 しか し，こ れ ま で 多 くの 組織学 的研究 に 用 い られ て

きた パ ラ フ ィ ン 包埋 の 手法も，そ の 利点を活か して使

用す る こ とは 意義あ る こ とで あ る。
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