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走査 電子顕微鏡法 （2）

木 村 利 昭

（Toshiaki　Kimura）

　6． 試料作製法

　電子顕微 鏡 が 光学顕微鏡 と最 も異 な る 点 は，鏡体内

が真空 に保 た れ て い る こ とで，試料は当然真空中に保

持さ れ る 。
こ の 点 が 試料作製 の 上 で 重要な留意点 とな

る。さ らに ， 試料 は電子線 に 照射され，電子線 の も っ

て い るエ ネル ギ
ーが 熱に変換 され る と試料の 温度が 上

昇す る。観 察 試 料 は 真 空 下 で 高温 に な っ て も変化 しな

い ように ， 作製され て い なければな らない 。

　電子顕微鏡研 究者 の 問 で 言われ て い る こ とに 「生の

イカを観 た つ も りが，ス ル メ をみ て い た」とか，「イワ

シ を観 よ うと し た ら，黒 焦 げ の メ ザ シ を み て い た」と

い う例え は こ の ような圧力 と温度 の 制約 か ら くる 電子

顕微鏡実験 の 障害であ り，試料作 製 の 困難性，障壁 の

高さ を物語 っ て い る 。

　走査電子顕微鏡 （SEM ）， 透過電子顕微鏡 （TEM ）

を問わず こ れ まで 開発 されて きた試料作製法は こ の よ

うな制約に 見合 うように検討さ れ た結果で ある。

　最近は 低真空 SEM が 普及 し，圧 力の 制約 は か な り

弱 くな っ て い る が
， 大気圧 で は ない 。我 々 が 観察す る

多くの 場合 は前述 の 2つ の 制約 を受 ける こ とに なる。

　本稿 で は 食品 の 試料作製に 必要な処理法に つ い て，

対象試料 を  乾燥試料 ，  含水試料 ：乾燥 して み る 方

法 ：凍結 して み る 方法 ：直接 み る 方法 ， に 分 け て 紹介

し，そ の 注意点 に つ い て 述 べ る。

　1） 乾燥試料をみ る方法

　乾燥試料 の 観察は SEM 観察の 多くの 方法 の 中で最

も手間 が か か ちな い 。試料 に導電性 が あれば，試料台

に載せ る だ け で観察が可能に な る。

　 i） 載 台

　 こ の 操作は含水 試料 の 試料 作製 で は乾燥 後 に 行 わ

れ，専用 試料 台 （ア ル ミ製が 多い ）に観察試料 を載せ ，

接着す る こ と で あ る、こ こ で の 注意点 は 試料 を試料台

に 単に 付着するだ けで な く，充分に接着する こ と で あ

＊
　 雪印乳 業 〔株 ）技術研 究所

る．

　接着が悪 い とアー
ス さ れ な い 状態に な り， 入射電 子

が 試料内部に溜 まっ て異常 に 電位 が 高 くな り， チ ャ
ー

ア ッ プ （異常帯電）現象の 原因 と な る。チ ャ
ー

ジ ア ッ

プ は映像 に 異常な コ ン トラ ス トが で た り，走査線と平

行に 黒 い 線が描か れ た り，実際と は異な る様々 な像が

で る。こ の 現象 は大 きさ の 割 りに 表面積 の 大 きな粉体，

多孔質試料 に 発生 しやす い 。

　 こ れ を解消するには試料と試料台を導電性 の ある物

質で充分に接着する。接着剤に は 銀，カーボ ン な ど の

導電 ペ ース ト， 両面 テープ お よび 木 工 ボ ン ドな どが 用

い られ る。導電 ペ ー
ス ｝は SEM 用に専用 品が販売 さ

れ て い る 。 両面 テ
ープ は カーボ ン を混合 して ある もの ，

日常文房具 として 用 い て い る もの が 利用 で きる．文房

具 の 両面テ
ープ の 場合 に は導電性 が な い の で 後述 の コ

ー
テ ィ ン グ操作 を必要 とす る。木 工 ボ ン ドに は シ リ カ

が含ま れ て お り導電性 が 得られ る。

　実際の 操作 を粉体 試料 を例 に 述べ る と ， 導電 ペ ー
ス

ト， あるい は 木 工 ボ ン ドを， 試料 台 に 均
一に 塗 り， 半

乾 きに な るまで待つ 。ウ ェ ッ トな と こ ろ に試料 を着け

る と導電ペ
ー

ス トの 溶剤 で 試料が 溶解 した り，導電 ペ

ース ト成分 が 毛管現象 で 試料 内部 を這 い 上 が り， 試料

表画 まで 到達 し，構造 と見間違 える こ とが ある。ま た
，

接着剤を必要以 一Lに塗 布する と，溶剤が 気化す る ま で

に時聞を要 し， そ れ が残存した まま観察する と ， 電子

ビ
ー

ム 照射 の 加熱 に よ っ て 気化 し， 鏡体 内の 真空度 を

低下 させ る こ と に なる。真 空度の 低下 は S／N （シ グナ

ル／ノ イ ズ）比を低下 させ 像質が 悪化する。

　粉体試料 は 綿棒 の 先 に 粉 を少 しつ け ， 綿棒 をか る く

た た くと粉 が パ ラパ ラと落ちる。綿棒 に 大量 の 粉体 を

つ ける と，一度に 沢 山 の 粉が落ち ， 粉 ど うしが 重 な る 。

接着剤 の 上 に 少 しつ つ 振 り落 とし，

一
層 の 粉 が 着 い た

と こ ろ で 止 め る。

　試料 と接着剤 の 接触 の 状 態 は 図 1 に 示すように ， 点

接触 よ りは 試料 が 少 し埋 没する 程度が よい 。そ れ に は
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　　　 図 1，接着 剤の 有無 に よ る像質 の ち が い
1）

a） トナ
ー粉 を ア ル ミホ イル に分 散 し金 コ

ー
テ t ン グ

b）文房具 用両面 テ
ー

プ に トナ
ー

粉 を分散 し，数 秒 ヘ ア
ー

　 ドラ イア
ーで 加 熱

導電ペ ー
ス トで は 前述 の よ うに 半乾 き， 両面テ

ープ で

は つ ぎの よ うにする。テ
ー

プ を試料 台 に 固定後 ， ドラ

イヤ
ー

で 加熱 し， テ
ープ が 柔 らか くな っ た 時 に 試料 を

振 り落 とす。試料 に 耐 熱 性 が あ れ ば，試 料 を着け た 後

に加熱 し て もよい
1）。

　次 に ， 試料 を着け た 後 に ， 重な っ て い る粉 を落 とす

た め に ，試料 台を持ち そ の 側面 で 実験 台をか る くた た

くように し，接着の 不充分な粉 を落 とす 。 試料が 多層

状 に 重な る と ， その 上 の 層に あ る試料は ， 下 の 試料 と

の 接触 が 不充分 に な っ て お り，そ の よ うな部位 を観察

して もチ ャ
ージ ア ッ プする こ と が 多い 。

　立 体 の 試料 で は 図 2 の ように ， 底而以外 の 側面 に も

導電ペ ー
ス トを塗 る。また，観察面 の 大き な 試料 もチ

ャ
ー

ジ ア ッ プ しやす い の で ， 図 2b の よ うに観察 面 に

碁盤 の 線を書 くよ うに，導電ペ ー
ス トで 適当 に細分 化

し， 表面 の 電位 が す ぐに ア
ー

ス され る ように して 帯電

を防止する
2）。こ の ような作業は裸眼で は難 しい の で ，

実体顕微鏡下 で お こ な うとよい 。

a b

　 　 　 図 2，導電ペ ーX トに よる試料 の 接着
2〕

u ｝立体 試 料 の 側面へ の塗 布

b）大き い 試料の 導電ペ ー
ス トに よ る細分化

　 ii）　コ ーテ ィ ン グ法

　 食品 の 場合 には導電性 が な い の が一
般的で，導電性

を付与する た め に金属 コ ーテ ィ ン グが 必要に な る 。
コ

ーテ ィ ン グに は真空蒸着法 と ス パ ッ タ リ ン グを利用 し

た コ
ー

テ ィ ン グ （こ の 方法 を被着 とい う呼び方もある）

の 2種 が ある。

　真 空 蒸着法 は TEM の シ ャ ドウ イ ン グ法， レ プ リ カ

法に 用 い られ る方法 と同一で ある 。 こ の 方法は高真空

で 行 われ るの で ， 蒸着粒子 に 直進性 が あ るe そ の ため ，

細 か な 凹 凸や影 に 相当する部位へ の 回 り込 み が 少 な く

な り，SEM の コ ーテ ン グ に は不向 き で あ る。最近 は ス

パ ッ タ コ
ー

テ ィ ン グをする こ とが 多い 。

　 ス パ ッ タ コ
ー

テ ィ ン グ は ス パ ッ タ リン グの 原理
＊
を

応用 し，飛散す る微粒子 を試料表面 に均
一

に コ
ーテ ィ

ン グする方法で ある 。
こ の 方法は低真空中で行わ れ る

の で ，
ス パ ッ タされた金属粒子は残存気体分子 に衝 突

して方向が変え られ，四方八 方に飛び散 りなが ら試料

に 付着する。そ の た め 細部 へ の 回 り込 み が よ く，ム ラ

な くコ ーテ ィ ン グで き る 。

　ス パ ッ タ リン グの 方式 に は グ ロ
ー

放電 ，
マ グネ ｝ロ

ン 電離方式 （図 3a ，　 b）な ど が あ りそれぞれ 市販 さ れ

て い る。グ ロ ー放電 は 10〜1Pa の 真 空度 で 電極 聞 に

1〜1．5kV 程度 の 電圧 をか け る と残留ガ ス 分子 が 電離

して グ ロ
ー

放電 が お こ る。陽 イオ ン に電離 した ガ ス 分

子 は 陰極 に 引か れ衝突する。陰極 に コ ーテ ィ ン グ金属

が あ る と ， そ の 金属が ス パ ッ タされ真空中に 飛 び 出 し，

試料表面に付着す る。こ の 粒子が堆積 して コ
ー

テ ィ ン

＊

　ス パ
ッ タ リン グ （sputtering ）：低 圧 気 体 中 で 金属 を

　 加 熱 また は イ オ ン 衝 撃 す る と，そ の イ オ ン の もっ て い

　 る エ ネ ル ギー
で ， 対 象 と な る 金 属 原 子 が 弾 き と ば さ

　 れ，付近 の 物体表 面に 付着す る現 象。コ
ーテ ィ ン グの

　 他 に 試料 表 面 の 汚 れ を と る ク リーニ ン グ，試 料 表 面 を

　 削 る イ オ ン エ ッ チ ン グ も こ の 原 理 に よ る。イ オ ン エ ッ

　 チン グは イオ ン ミ リ ン グ と も呼 ば れ，試料全体 に イオ

　 ン を 照 射す る フ ラ ッ ト ミ リ ン グ法 と 集 束 し た イ オ ン

　 ビ
ー

ム を特 定 の 位 置 に 照 射す る 集束 イ オ ン ビ
ー

ム 法

　 （FIB ： Focused 　Ion　Beam ＞ カ§ある。
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　 　 　図 3．　 ス パ
ッ タ コ

t・一
テ ィ ン グ 装置の 原埋 図

z ）

a ） グ ロ ー放 電に よ る ス パ
ッ タ コ ーテ ィ ン グ装 置

b）マ グネ トロ ン 電離方 式の ス パ
ッ タ コ

ー
テ ／ ン グ装置

c〕 オ ス ミウム プ ラ ズマ コ
ーテ ィ ン グ装置

グ膜が形成 され る
2｝。

　最近 普及 して い る コ
ー

テ ィ ン グ法に オ ス ミ ウ ム ブ ラ

ズ マ コ
ー

テ ／ ン グが ある。こ の 方法は オ ス ミウ ム ガ ス

をプ ラズ マ 状態にす る と ， 試料の お か れ た陰極近傍で

オ ス ミ ウム が 非晶質 の 重合膜 をつ くる こ とを利用 して

い る （図 3c ）。こ の 膜 の 特徴 は
，

こ れ まで の コ
ー

テ ィ

ン グ法に よる膜が粒子 の 集合体で あるの に対 し，こ の

膜 は 重合体で 粒子 が な い 強靭 な膜に な る 。 こ の た め，

SEM の コ
ー

テ ィ ン グ以外 に，　TEM 用 の レ プ IJ 力 膜 に

も応用 さ れ，好成績 をの こ して い る。

　真空蒸着膜は金属蒸気の粒子 か ら な る の に対し， ス

パ ッ タ リン グで は 原子が は じき出され た 粒子 ： クラス

タ
ー

ア トム か らな る 膜 で ， 粒状性 が 蒸着粒子 よ り細 か

くコ
ー

テ ィ ン グ膜 としての 性能は高 レ 

　質の い い コ
ーテ ィ ン グをする に は金属粒子 の 粒状性

と，必要 に して最小 限 の 膜厚が 望 まれ る。粒状性 と は

蒸着膜 を構成する金属粒子 の 大 きさ で ， 微細な粒子 で

ある こ とが 第
一

で あ る。粒状性 の よい 金属 はカ
ーボ ン

で，以下 タ ン グス テ ン ，タ ン タ ル ，白金，パ ラ ジ ュ ウ

ム，金 の 順
z ｝

で あ る。金 は 試料に 付着した 直後，粒 子 が

移動 （migration ）し合
一

す る。そ の 結果 ， 島状 の 大 き

な粒子 となるの で，高倍率観察 に は好 まし くな い 。

　 コ
ーテ ィン グの 膜厚が 過度に な る と，試料 の 細部 を

覆 い か くす こ とに な り ， 高分解能像 を得 よ う とす る 時

に は その 妨 げ とな る。観察す る倍率に合 わせ て 膜厚 を

選択す る。

　倍率に応 じ た膜厚に つ い て小倉
o

は，人 の 目の 分解

能は 0．2mm で あ る か ら ， 膜厚に倍率 を乗 じ た 値が

0．2  肝 で あれば ，
コ サ ィ ン グに よる側 の 像

を観察する こ とは な い と して い る。すな わ ち，観察倍

率 1万 倍 の 場合 で は，
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膜厚 （x ）× 10，000＜0，2 

　 　 　 　 　 　 　x ＜ 0．eOOO2mm

　 　 　 　 　 　 　x く20 

　　 図 4．乾燥 試料 の 観察例
3）

a ） そば粉

b）凍結乾燥 した イン ス タ ン トコ
ーヒ ー

と な り， 20nm が 膜厚の 目安 とな る。膜厚の 調整 は膜厚

計 で コ
ー

テ ィ ン グ時に直接測定す るか ，電流 ご と の 時

間と 膜厚の 校正 曲線か ら コ ーテ ィ ン グ時 間 を設定 す

る 。

　 こ こ で の 注意点 は 操作 中の 試料温度 の 上昇 で ある。

油脂な どの 融点 の 低 い 試料で は，充分な冷却ある い は

照射時聞 を数 回に 分 け る 間欠的な 処 理 をお こ な う。

　図 4 は フ ロ ーチ ャ ト 1 に 示 した 操作だ け で 観察 した

そば粉 と イ ン ス タ ン トコ
ー

ヒ
ー

の 凍 結乾 燥 品 で あ

る
3）。両試料 ともに 試料 台 との 接着に 木工 ボ ン ドを使

用 して い る。コ ーテ ィ ン グ は グ ロ ー放電 の イオ ン ス パ

ッ ターに よる 白金処理 で あ る。

　2） 含水試料 を乾燥す る方法

　食品 に は多量 の 水 を含む 試料が 多い 。こ の ような試

料の 構造 を観 察する本来 の B 的 は ， 水 を含 ん だ 状態 の

ままを視 るこ とで あ るが，前述 の 制約条件か ら脱水 ・

乾燥 した 試料を視 る こ とが
一

般 的 で ある。操作手順 に

そ っ て 説明する。

　 i） 細 切

　SEM 観察用 の 試料作製 の 注意点 として，試料 の 大

き さ が あ る n こ れ は 後 の 固定 ， 脱水操作の 処理 時間 に

影響す る。

　一般的な電子顕微鏡 の 試料作製法に つ い て の 成書

は，電子顕微鏡の 歴史の 違 い か ら透過電子顕微鏡 に よ

る研究手法 が 基本 で あ っ た り， ま た SEM に 特定 した

場合 で も， 病理組織な どの 生体 試料 の 経験が大 きくし

め て い る。こ の ような分野 の 試料作製条件 を，食品の

系 に す ぐに 当 て はめ ると， 失敗 をまね く恐れが あ る。

最 も違 う点は試料 の 大 きさ で あ る。読者 が 自分 の 試料

を SEM 観察 しようとする とき，試料は ど の 程度 の 大

きさ をイメ
ー

ジす る だ ろ うか 。食品の 試料で は 3mm

角で も 5mm 角 で も自由 に ， 制 限な く大 きな試料 を採

取 で き る こ とが 多い 。 こ の ような大 きさ の 試料 で
， 先

の 成書の 条件 をその まま導入する と時間が 足 りず，各

処 理 が 不
・
卜分 に な りか ね な い

。

　病理組織標本 で は ， 通常 1mm 角程 度 の 大 き さ で あ

D ，
TEM の 超 薄切 片用 の 試料 で は，実体 顕微鏡下 で一

辺を 300μ mf9 度の 大 きさ に細切する こ と もある 。 こ

の 大きさで ， 固定時間 は 2時間 で ある u 固定 の 処理 時

間 と浸透 距離 の 関係 は，試料 の 大 き さ が 2倍 に な れ ば

浸透時間は 4 倍 とな る 「距離 の 自乗 に 反 比 例」の 関係

で あ ろ う。

　で は ど うす るか 。観察面積 は よ り大 きい 方 が 研究 に

は有利 で あ る。しか し，い つ も数十時間の 固定時間は

大変である 。 そ の た め に は観察対象 と な る面を先に露

出させ て か ら固定すれば よV 

　SEM の 観察対象は 表面 で あ る。試料本来 の 表面 あ
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る い は ， 試料 内部 を露出 させ た 表面 で あ る。試料本来

の 表面 を観察す る場合は ， E 的の 部位 を切 断す れ．ば よ

い が，問題は 試料 の 内部 を観察す るた め の 切 断で あ る。

単純 に ナ イ フ で 切 断 して も，自然 な面 は 得 られなV  

　ナイ フ で 切 る と圧縮 に よ る 変形 ， ナ イ フ マ
ー

ク と い

う引 っ か き傷の 入 っ た不 自然な面 に なる こ とが 多い
。

ナ イ フ で 切断する場合 には，
“

押 し切 り
”
をしな い

， あ

る い は ノ コ ギ リの ように何回も引い た り押した りせず

に ， 1 回の ス トu 一
クで 引 き切 ワする 。 丁度 ， 刺身をお

ろす時の 包丁 の 使 い 方と 同 じ要領 で あ る。こ の 時，変

化 の 激 しい 試料 で は，固定液 を数滴落 と した上か ら切

り， 新 しい 切 断面 が す ぐに 固 定液 に ふ れ る よ うに す る。

　生物分野 で一般的 に行わ れ て い る ， より自然な断面

を作る方法 と して 凍結割断法がある。こ れは試料 を一

度固 定 し， 氷晶防止剤 に 浸漬後，液体窒素で凍結 し割

断する方法 で あ る。凍結割断面 を作 っ て か ら， その 面

を再度固定する の で，実際に 観察す る面 を固定す る こ

とに な る の で，浸透時間 の 心配はな くなる。具体的な

操 作方法 は 後述す る。

　 の　固　定

　 固定操作 の 目的は，電子顕微鏡観察標本 を作 るまで

の 種 々 の 処理 の 問，あ る い は観察中に試料 が変化 しな

い よ うに ， 試料本来 の 構造 を 「固定」す る こ とで あ る。

ゲ ル の ような水 を多く含む試料 ， 流動状 あ る い は低融

点物質 か らな るや わ らか な試料 で は ， 脱水 ， 乾燥 の 途

中 で の 収 縮，膨 潤 な どの 変 形，また は観察中の 発 熱 に

よ る ダ メ
ー

ジ を受 ける。こ の よ うな 操作中で の 環境変

化 に も耐 えられ るよ うな頑強な組織に 変化さ せ る こ と

が 固定の 日的で ある。

　固定に は化 学的固定 と物理 的固定が ある。化学的固

定は 文字通 り化学 反応 に よる固定作用 で ，物理 的固定

は ， 化学変化 を伴 わな い 凍結な どの 物理的な方法 で あ

る D 物理 的固定は凍結 して 観察す る項 で 述べ る。

　化学的固定に通常使われ て い る 主 な 固定剤 （表 1）

は ， ア ル デ ヒ ド類 とオ ス ミ ウ ム ， ル テ ニ ウ ム な ど の 重

金属の 化合物で，後者は導電染 色 の 役割 もはたす。ア

ル デ ヒ ド類 と オ ス ミ ウ ム の 固定剤 を併用する場合 を二

重 固定 とい い
， まず初 め に ア ル デ ヒ ドの 周 定 を行 うの

で こ れ を前 固定 とい うe つ ぎを後固定 と い う。

　試料に 固定液を接触 させ るに は浸漬固定 と， 潅流 固

定 の 二 種類 が あ る。食品の 場合は もっ ぱ ら前者の 方 で

あ る。ちなみ に 後者は ，実験 動物 の 組織 を観察す る際

に行われ る方法で ， 麻酔 した標本 の 血 管内 に 固定液 を

流し，自然 の 状態 を維持 して 固定する もの で あ る。

　 a ． ア ル デ ヒ ド系固定剤

　ア ル デ ヒ ド系固定剤で は ホ ル マ リン が 古 くか ら使 わ

れ て い る。ホ ル マ リ ン は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （HCHO ）

を 37〜40％ 含 む 試 薬 で あ る が ，他 に 蟻酸 と メ タ ノ
ー

ル

も含まれ る の で ，
10％ ホ ル マ リ ン と 4％ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ドは同
一

ではな い
4）

。

　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは 1個 の ア ル デ ヒ ド基 をもち，分

子量 30．03 と低分子 で ， 組織 内部へ の 浸透性は す ぐれ

て い る が ， 反応性 は弱 く微細構造の 固定は よ くな い 。

ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは 固定後も酵素活性 が 保存 され るの

で，免疫法 と組織化学的方法 を合 わせ た 研究 に適して

い る．

　ア ク ロ レ ン （CH3CHCHO ）も低分了 （MW ： 56．02）

で ， 組織へ の 浸透性が よ く，固定作用 は ホ ル ム ア ル デ

ヒ ドよ り優 れて い る D

　 グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド（OHCCH2CH2CH2CHO ）は，

分子 内 に 2個 の ア ル デ ヒ ド基 をもつ の で，タ ン パ ク質

と結合 し架橋構造をつ くるの で 形態保持能が 高い n こ

れが SEM 観察 の 固 定 に最 も多 く使 わ れ て い る 理 由 で

あろ う。 しか し， 組織内部 へ の 浸透性 は，組織表面 で

架橋 をつ くる こ とと，分 子量が 100．21 と大きい こ とか

らあまりよ くな い 。

　 以上 の アル デ ヒ ド固定剤 の 特徴か ら， 表面観察 が 主

の 場合に は グル タ ル ア ル デ ヒ ドを用 い ，組織 を割断 し，

表 2． Karnovsky 固 定液 の 作 り方

8％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
＊
　　　　　　　　　　　 25ml

　 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 粉 末 に 70℃ に加 温 し た

　 蒸溜 水 を加 え，e．iN の NaOH を 3−4 滴 添加 し，

　 液が 透 明 に な る ま で湯 浴 中 で 撹 拌。

50％ グル タル アル デ ヒ ド　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5ml

O．2M カ コ ジ ル 酸 また は リ ン 酸緩 衝液 （pH7 ．4−7．6＞ 20ml

＊

市販 品 もあ る。
＊ ＊

上記 の 他，1％ パ ラホ ル ム アル デ ヒ ド，3％ グル タル フル

　デ ヒ ドの 配合 もある
5〕．

表 1，化 学同定剤 の 種 類

ア ル デ ヒ ド系 固定剤 ；ホ ル ム ア ル デ ヒ ド，ア ク V レ イン

　 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド

重金属化 学物 固定剤 ；四酸化 オ ス ミ ウ ム ，過 マ ン ガ ン 酸 カ リウ ム

　 　 　 　 　 　 　 　 四酸化 ル テ ニ ウ ム
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内部 も観察する場合に は ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと併 用 す る

こ と が 多い
。 そ の 一例 と して

，
Karnovsky 固定 液 （表

2）が ある。こ の 固定液 は 4％ バ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド，

5％ グル タ ル アル デ ヒ ドの 混合液 を原液 と し，浸透圧

は 201DmOsm で 高 い 。こ れ を通常 2〜4倍に希釈 して

用 い る。固定 の 初期 に パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ドが 組織内

部ま で浸透 し， さらに グル タ ル ア ル デ ヒ ドが 表面構造

を充分 に 固定す る と考 え られ て い る。

　 各種 の 國定剤 は
“

pure
”

あ る い は
“EM 　grad

”
品 と

して 濃度 8〜70％ の ア ン プ ル 入 りで市販 されて い る。

こ れ を緩衝液 で 3％ 前後に使用 の 都度希釈 して 使用す

る。

　 グル タル ア ル デ ヒ ドは保 存中 に 重合 した り酸 （ア ル

デ ヒ ド酸）の 不純物を生成する。純粋 の グ ル タル ア ル

デ ヒ ドは 280nm に最大吸収 を示 すが，不純物が ある

と 235nm に も吸収 が 現 れ る 。
こ の 時は活性炭 によ る

除去あるい は蒸留す る。

　 ア ル デ ヒ ドの 化学反応は 蛋 白質 の リジ ン 残棊や ア ル

ギ ニ ン 残基 の ε
一
ア ミ ノ基 ， N 末端 の ア ミ ノ 基 あ る い

は，シ ス テイ ン 残基 の SH 基 の 活性水素と 反応 して 分

子 に架橋結合 を形成し分子構造 を安定 にする。各タ ン

パ ク質，ク ロ マ チ ン ，リ ボ ゾー
ム ，可溶性 タン パ ク質 ，

細胞骨格 もよ く固定する 。 リ ン 脂質 （ホ ス フ ァ チ ジ ル

セ リン
， ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノール ア ミン ） の

一
次ア

ミ ン と も反応するの で脂 質膜 の 固定 に も寄与 して い る

と考 えられ る。糖質，糖 タン パ ク質 との 反応性 は 乏 し

い
6）

。

　 b． 四 酸化オ ス ミウ ム

　四酸化オ ス ミウ ム （OsO4）は強 い 酸化剤 で ，
エ チ レ

ン ニ 重結合 と 反 応する。不飽和脂肪酸 な どの 二 重結合

が 近接して い る と その 聞に架橋を形成 し， よ く固定す

るの で脂質 を含む食品 で は 必須 で あ る。また，シ ス テ

イン ，メ チ オ ニ ン ，トリプ トフ ァ ン の 各ア ミ ノ酸 と も

反応 し ， 弱 い な が ら も蛋 白質 を固定す る。

　四酸 化 オ ス ミ ウ ム は ア ン プ ル 入 の 結晶 ある い は

1〜4％ 水 溶液が市販品 され て い る、結晶 を溶解する際

の 注意として つ ぎの 点 が あ る。ア ン プ ル をきれ い に 洗

浄 し蒸留水 で 濃度 4％ に 溶解 し，保存液 として 冷暗所

に密栓 して 貯蔵す る。こ の 時 ， ア ン プ ル 表面 に 不純 物

が 残らない よ うに気をつ け る。ア ン プ ル ，保存用 の 容

器 に 汚れ が あ る と，溶解 した 時点 で 黒 化 し て 使 用 で き

ない 。溶解 に は時間を要す るの で 前 円に 準備 し， 使用

の 都度，所定濃度 に 緩衝液 で希釈す る。

　固定液 は 独特の 刺激臭が あり有害で ある。溶解，固

定作業は全 て ドラ フ ト内 で行 う。手 に つ く と皮膚が 黒

化する の で ，ゴ ム 手袋 を着用する 。

　固定時間は 2 時間以 内が
・一

般的 で ある。2 時間固定

の 場合 ， 2 時間で 浸透する 距離の 80％ が ， は じめ の 1

時間で 浸透 す る。そ の 後 の 浸透 は ほ とん ど進 まな い
6｝。

こ の 時，温度 の 影響 は 少な く， 20℃ と 4℃ で は 大差 な

い
。 長時聞の 固定は細胞が破壊 された り，タン パ ク質

に 弱 く結合 して い る糖が脱水の 過程 で 流れ で る 原 因 と

なる。こ の 現象を利用 して ， 浸軟法 ：マ セ レ
ー

シ ョ ン

と い う，0．1％ 四酸化 オ ス ミ ウム に 長時間浸漬して，細

胞 内の 膜構造だけを残す SEM 特有の 操作が あ る。四

酸化 オ ス ミウ ム の 場合，上 記 の 欠 点 を防 ぐた め に 単独

で 固定す る こ とは少 な く， ア ル デ ヒ ド固定 との 二 重固

定が一般的で ある。

　 c． グル タル ア ル デ ヒ ド ・四 酸化 オ ス ミ ウム ニ 重 固

　　　定

　 グル タル ア ル デ ヒ ド・四 酸化オ ス ミウ ム に代表 され

る 二 回の 固定処理 をす る こ とを二 重固定 とい う。ア ル

デ ヒ ド系 固定液 と オ ス ミ ウ ム 周定液 を混合 して 使 う

例
η

は 少 ない
。

　前固定， 後 固定 の 各固定液 ， 操作は前述 の 固定操作

衰 3，固定 液，緩 衝液，添加 剤の 浸透圧
7）

O．5％ 四酸化 オ ス ミウ ム

1．0％ 四酸化 オス ミウム

2．0％ 四酸化 オ ス ミウ ム

1．O％ グル タ ル ア ル デ ヒ ド

2．0％ グル タル アル デ ヒ ド

4，0％ グ ル タル ア ル デ ヒ ド

0，05M リン 酸緩衝 液

0．10M リン 酸緩衝 液

0．20M 】）ン 酸緩衝 液

0．05M カ コ ジ ル 酸緩衝 液

Dユ OM カ コ ジ ル 酸緩 衝 液

O．20M カ コ ジル 酸緩 衝 液

O．05M コ リジ ン 緩衝 液

0．10M コ リジ ン 緩衝液

0．20M コ リ ジ ン 緩 衝 液

0．0125M ベ ロ ナ
ー

ル 緩衝 液

0．025M ベ ロ ナール 緩衝液

 ．050M ベ ロ ナ
ー

ル 緩 衝 液

 ．10M シ ョ 糖

O，15M シ ョ 糖

020M シ ョ 糖

0．10M グル コ
ー

ス

0．15M グ ル コ
ー

ス

O．20M グ ル コ ース

  ，001MCaC 王2
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0 ，010MCaC12
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走査電子 顕微鏡法（2）

と同 じで あ る。注 意点 と し て は，前 固 定 か ら 後固定 に

移 る問に前固定の 成分 を充分 に洗浄す る こ とで あ る。

洗浄 は 緩衝液で行 う。そ の た め ， 前固定 と後固定 に 用

い る緩衝液 は 共通 で なけれ ば ならな い 。洗浄 に 必要な

時 間 は 前固定 の 時間 と同等 と考えられ て い る 。 前固定

が 2時間 で あれ ば洗浄 も 2 時間行う。こ の 間 ， 数回洗

浄液 を取 り替 え， 未反応 の 前固定液成分 を除去 する。

　d．糖 質用固定剤

　 グル タル ア ル デ ヒ ド
・四 酸化オ ス ミ ウ ム ニ 重 固定は

動 物，植物組織 をよ く固定す るの が ， 多糖類 を主成分

とす る 組織 の 固定は 不十分 で ある。糖類 の 固定に はつ

ぎの ような方法 が あ る。

　  PATA （periedic　acid −thiocarbohydrazide−Ag

proteinate）法
5）

： こ の 方法は糖 の ア ル コ
ー

ル 残基 を過

沃 素酸 で ア ル デ ヒ ド基 に 変 えて Schiff試薬 で 検 出す

る PAS 法 をもとに して い る 。
　 Schiff試薬 の か わ りに

TCH （thiocarbohydrazide ）また は TSC （tiosemicar・

brazide）とプ ロ テイ ン 銀 （Ag 　proteinate ）を用 い て

多糖を固定す る s 透過電子顕微鏡 の 研究結果 で は 植物

細胞 の 細胞壁，デ ン プ ン 粒 の コ ン トラ ス トが 顕著 に高

め られ再現性 もよい 。

　  グル タ ル ア ル デ ヒ ド
・

ル テ ニ ウ ム レ ッ ド混合 固

定 tas）： こ の 固定液 は ル テ ニ ュ ウ ム レ ッ ドだ け で は 反

応性 が低 く，四酸化オ ス ミウ ム との併用が 必要に な る 。

実際の 操作は 以下の とお り。

イ．0，66M カ コ ジ ル 酸緩衝液，1．2％ グル タル ア ル デ

　　ヒ ドユOOml に 5mg の ル テ ニ ウ レ ッ ドを溶解 し

　　 た 液 で 4℃ また は 室温 で 2〜8時間固走 。

ロ ．0．15M カ コ ジ ル 酸緩衝液 で 3 回洗浄。

ハ ．100ml の 0．66M カ コ ジ ル 酸 緩衝 液 に 5mg の ル

　　 テニ ウ レ ッ ドを含む 1．66％ の 四 酸化オ ス ミウ ム

　　 溶液 で 室温 3 時間固定。

二 ．0．15M カ コ ジ ル 酸緩衝液 で 2 分 洗浄。

　 e． 浸透圧

　動物 ・植物 の 細胞 か ら成る組織を固定する場合に は

浸透圧 を考慮 しなければな らな い 。細胞 を高張液 に 入

れれ る と収縮 し， 低張液 で は膨張す る。こ の 変化 を防

ぐに は等張液 の 固定 を用 い る。しか し，実際 に 試料 の

浸透圧 を止 確に 把握する こ と は簡単で は な く， 細胞 の

浸透圧 は 不明 で あ る こ とが 多い 。そ こ で 経験的 に 血液 ，

体液 の 値 （哺乳動物 の 1血液 ：300mOsm ） を参考 に し，

こ れ ら の 値 よ りやや 高い 30  〜400rnOsrnの 固定液 が

好結果 が 得 られ るよ うで ある。

　表 3 に 固定液，緩衝 液の 浸透圧
η

を示 した。所定 の 値

に 調整す る に は 蔗糖 な ど の 添加剤 を用 い るn

　f．緩衝液

　前記 の 浸透圧 にま して試料 と固定液 の pH をそろえ

るこ とは重要 で ある。pH の 調整 に は各種 の 緩衝 液を

用 い る。

　良 く使 わ れ い る 緩 衝 液 は カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液

（cacodylate 　 buffer），

1」ン 酸 緩 衝 液 （phosphate

buffer），ベ ロ ナー
ル 酢酸 緩衝液 （veronal 　 acetate

buffer），コ リジ ン 緩衝液 （collidine 　buffer）が あ る。

それ ぞ れ性質が 違 うの で ， 試料 の 目的 とす る 成分 と の

相性 を考 え て 選択す る。固定液 と の 相性 で は グル タ ル

ア ル デ ヒ ド，四酸化オ ス ミウ ム の 固定液に は カ コ ジ ル

酸 緩 衝 液 ， リ ン 酸緩衝液 を 用 い る こ とが 多い 。

　カ コ ジ ル 酸緩衡液 の 調製条件 を表 4 に 示す．

表 4． カ コ ジ ル 酸緩 衝 液の 作 1）　h
’7）

pH5

．05
．25

．45
．65
．86

．06
．2

保存 A ：0 ．2M カ コ ジ ル 酸ナ ト リウ ム

　　　 〔Na（CH3〕zAsO2
・3H20）42．8g を

　 　 　 1000ml の 蒸溜水 に 溶か す

保 存 B ：0，2N 塩 峻

　　 希望する緩衝 液の pH に 応 じて

　 　 A 液，B 液の 量 を表か ら選 ぶ，
A 液 （m の　 B 液 （m の

50．050
．050

．050
．050
．050

．050
．U

47、D45
．043

．039
．234
．829

．623
．8

pH6

．46
．66

．87
．07
．27

．4

A 液 （ml ）

50．050
．050

．050
．050
．050

．O

B 液 （m の

　 ユ8．3
　 13．3

　 9．3

　 6．3
　 4．2

　 2．7

上記の 割合 で 混合 し，蒸 溜水 を加 えて 200ml に す る と，0，05

M の 緩衝 液が得 られ る。

　食品 の 試料で は軟らか く， 保形性の な い 試料もある 。

例 えば ， 図 5 は ゲ ル 化 剤無添加 の やわ らか な ヨ
ー

グ ル

ト
3）

で あ る。こ の 試料 で は
一度に ， 観察 す る大 きさに 細

切 す る こ と は で きな か っ た。固 定前に 細 切 す る と
， 試

料は くずれ て 原形 を と ど め な くな る 。 これ を防止す る

ため に ，
ス プ

ー
ン で す くい 採 っ た 程度 の 大 きさの まま

で 固定液 に 入れ，そ の まま 2，3 日冷蔵庫 内 に 静置 し，

試料 が 硬 くな っ た の を確か め て か ら細切する 。 その 後 ，

新しい 固定液 で さらに 固定 し， フ ロ
ー

チ ャ
ー

ト2 の 手

順 で観察 した。

　 こ の よ うな 試料 の 固 定期 間 は 短 くて 2，3 日 か ら 長 い

場合 は 10 日 間 に 及 ぶ 試料 もあ り
9）

， 充分 に 固定す る こ

とが 大事 で ある。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 図 5，含水 試料 の 観 察例
3｝

a）市販 プ レ ーン ヨ ーグル ト、b） St．　thermoPhilus （連鎖球 菌〉 と La ．　bulgan
’
CttS （桿菌）の 共生 v 菌体の 周囲 は カゼ イン ミセ ル が

凝固 した ゲ ル 。
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