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. は じめ に

近年､ ケ モ メ カ ニ カル と呼ばれる高分子材料を用 い た化学 エ ネ ルギ ー を力学 エ ネ ルギ ー に

変換させ ､ 機械や筋肉 の ような仕 事を行わせる研究が注目され て い る .

当研究室 にお いて は ､ 人工 筋肉として の 応用が期待されて い るポリ ビ ニ ル ア ル コ ー ル を母

材と した親水性の 高分子 ハ イ ドロ ゲ ルを作製し､ 材料強度と機能両面を注視 した上 で特性評

価を行 っ て いる . そこ で ､ 作製された高分子ゲ ル の 断面像を観察する こ とはより優れ た高分

子ゲル作製にお いて 分析評価する重要な手段 となり得る . ま た ､ 他 の文献に おい て は殆 どが

走査電顕像を用いて おり ､ 透過 電顕像は使われて いな い . しか し､ 作製された高分子 ゲル ･

機械的特性評価後の あらゆる面の 断面像撮影には透過電顕に よる方が優れて いる と考え られ

る .

本技術発表会で は､ 高分子 ゲルをミク ロ 評価 ･ 分析する ため に含水率 9 0 % と高含水性で

あるこ とか ら､ 透過電顕用 の生物試料作製方法で の 脱水行程 ( 生体組織内に樹脂を浸透させ

るため に は､ 組織を完全 に脱水 しなければな らな い . た だし､ 組織を急に 高濃度の 脱水剤 へ

浸すと､ 収縮したり構造 の 破壊が生 じるため ､ 徐々 に濃度を高めて 脱水する . ) に着目し､

試料に ダメ
ー ジを与え な い試料作製方法を同時に他 の

一 般的な 二 つ の作製方法との 比較を行

う . ま た､ 最終目的と して コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

による画像処理可能な電子顕微鏡像を得る ととも

に迅速な電子顕微鏡試料作製技術の構築を行う .

2 . 高分 子材 料

母材はポリ ビニ ル ア ル コ
ー ル ( 以 下､

P V A と略す) を用 いる .
エ タ ノ ー ルを用 い強靭化

処理を施し､ 伸長率5 0 0
0
/. 以上 ､ 最大引張強度4 0 k g/ c m

2
という優れ た力学特性をもち､ か つ

化学的にも安定な材料である . また ､ 反応性をあげるため添加材と して ポリ アク リル酸 ( 以

下､ P A A と略す) を使用する ･ これ ら2 種の 高分子材料を混合､ 架橋させ る こ とに よりよ

り優れた高分子生体模倣材料を作製する . 図 1 に分子構造式を示す .
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3 . 試料作製方法

3 1 1 . 透過電子顕i こお8 試料作 製法 の 高分子ゲ ル へ の応

一

般的な動物細胞 の試料作製は ､ 組織摘出後､ 前固定､ 洗浄､ 後固定 ､ 洗浄を経て か ら脱

水行程 に進むの であるが ､ 今回用 い る高分子ゲ ル の 場合は エ タノ ー ル 中で の 機械的特性評価

を行 っ たため､ 固定 ､ 洗浄の行程を省き脱水行程か ら始める こ とが 可能で ある . ま た ､ 高分

子ゲル組織も動物細胞 に 比 べ ダメ ー ジが少な い と考え られる ため本来 の過 程を簡略化 し試行

を行 っ た . 図 1 に試料作製法の フ ロ
ー チ ャ

ー

トを示す.

【試料摘出】

変化 を防ぎ迅速に 3 m m ブ ロ ッ ク に 摘出

【脱水】 J
エ タノ ー ル : D .

W - 6 : 4 - 振とう器 ( 1 0 分)
〝 - 8 : 2 - 〝

エ タノ
ー ル : D . W : ア セ ト ン ニ

9 : 2 : 9 - → 〝

【エ ポキ シ樹脂の合成】
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) 撹拝器 ( 3 0 分)

ア セ ト ン : エ ポキシ - 1 : 1 - 振とう器 ( 1 時間) 前混合液に 2 % の 量の D M P - 3 0

〝

【細切】 J
- 1 : 2 - 〝 を添加する - 撹拝器 ( 3 0 分)

【吸引】 J
試料を1 m m ブ ロ ッ ク に細切 ア ス ビ レ

ー

タ ( 8 分)

【置換】
＼

▲ /
エ ポキシ ( 含D M P - 3 0 ) - 振とう器

【包埋】 J
( 2 0 分)

シ リ コ ン包埋板を用 い試料を埋め る

【加温】 J
恒温 室 6 0 度 7 2 時間

【超薄切片作製】

ウル トラミク ロ ト
ー ム に て 6 0 - 8 0 n m 切片作製
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3 - 2 走香電顕 に おけ る臨界点乾燥 法 の 高分子ゲ ル へ の 応用

走査電顕観察に おける試料作製で 注意す べ き点は ､ 試料に ダメ ー ジを与えず本来 の構造 の

まま乾燥可能で あるか と いう こ とで ある . 乾燥過程 で の 組織の ダメ ー ジは空気と液体 の 界面

が試料中を通過するときに発生する表面張力に より現れる . そこ で ､ こ の 表面張力を除去す

るため臨界点乾燥法を用 い る .

臨界点乾燥とは ､ 試料中の溶媒を液体 二 酸化炭素へ 置換し､ その 後 ､ 圧力と熟 の作用 に よ

り液体二 酸化炭素を液体もしくは気体で もな い状態に し乾燥を行う もの で あり､ 試料に表面

張力をかけずに乾燥可能で ある . 図 2 に試料作製の フ ロ ー チ ャ
ー トを示す .
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【試料摘出】

5 m m ブ ロ ッ ク に試料を摘出

【脱水】 J
エ タノ

ー ル : D . W - 6 :

〝 - 7 :

〝 - 8 :

〝 - 9 :

〝 - 1 0

4 - 振とう器 ( 1 0 分)

3 - 〝

2 - 〝

1 - 〝

: 0 - N

酢酸イ ソ アミ ル 1 0 0 %

( 3 0 分 Ⅹ 2 回)

【臨界点乾燥】 J
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【試料台 へ の 載物】 J
乾燥 した試料をその 方向性を考慮 しなが らS耳M 用アルミ試料台に載せ る

【金属膜 コ → イ ン グ】 J
イオ ン ス パ ッ タリ ング装置を用 い金 コ

ー

テ ィ ングを行う .
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3 - 3 走香零墨引こおける凍結乾燥法 の応 用

真空中 の氷はそ の 温度 で の 水の 蒸気圧より高真空度に おい て は液体状態を経ず に直接気化

を行う. 再結晶化 点以 下の 低温中で こ れを行うこ とに より､ 試料は細胞構造損傷や ､ 水溶性

物質 ､ イオ ン な どの流出やダメ ー ジを極力起こ さずに乾燥でき ､ 元 の 状態に近い 電顕観察用
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試料が作製で きる . これ を高分 子ゲ ル へ 応用 した . 図 3 に試料作製法の フ ロ
ー

チ ャ
ー

トを示

す.

【試料持出】

5 m m ブ ロ ッ クに試料を摘出す る

【凍結】

液体窒素を用い て試料を凍結させ る

【乾燥】

真空蒸着装置 ･ ベ ル ジ ャ
ー 内に入れ､ 数時間排気を行い乾燥させ る
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写真 1 に透過電顕 に おける動物細胞試料作製

法を用 い撮影した電顕写真を示す. 母材である

P V A と添加材で ある P A A に より架橋され た

部分 ( 慕) と エ ポキ シ樹脂が入り込ん で い る部

分 ( 白) とが コ ン トラス ト良く､ ま た鮮明に編

み目構造を形成して いる の が良く解る .

写真2 に走査電顕 における臨界点乾燥法を用

い撮影 した電顕写真を示す. 三次元 的な表面状

態は良く表 して いるが ､ これを画像処 矧 こ応用

しようとすると難 しい よう に思われ る . しか し､

時間的 にはかなり迅速に試料作製が可能で ある

ため ､ 表面観察に取 っ て は支障は無 い と考え る .

Ph o t o . 2

p^ o ( o 1 3

3 - 3 で行 っ た走査電顕に おける凍結乾燥 法を

応用 した試料作製は､ 蒸着装置内で の真空乾燥中に かなりの ダメ
ー ジをうけ観察不 可 能な

状態にな っ た . しか し､ こ の 原因と考え られるの は試料作成過程 で の脱水を行わ なか っ た た

め と考え られる .

以上か ら､ 透過電顕で の 動物細胞試料作製法の 応用が ､ 今回の目的で ある 画像処 理等を行
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う には最も優れて い た . 写真 3 に写真1 で撮影した画像をコ ン ピ ュ
ー

タ に より加工 した像を

表す. ま た､
エ ポキ シ樹脂 に包 埋 しウ ル トラ ミク ロ ト ー ム で薄片を切る ため ､ こ の 時､ 自由

に角度を与える こ とが可能で あるため任意 の 断面を得る こ とが できる . 今後 ､ こ の作製法 に

お いて 迅速な試料作製を構築するため に ､ 脱水過程 ･ 置換行程 で の 時間が短縮可能で ある こ

とから､ 濃度､ 振とう 時間を含めた可能性を検討する必要が あると考える .

最後に ､ こ の 作製法 に おいて の 問題点は､ 高分子ゲル の エ ポキ シ樹脂包埋後 の各 々 の色 が

似かよ っ て いる ため識別が 困難である . そ こ で ､ 何らか の方法を用 い試料に染色等を施 し､

薄片作製の ウ ル トラ ミ ク ロ ト
ー ム行程を容易にする必要があると考える .
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