
透過電子顕微鏡に お ける動物細胞試料作製法での 後固定は

高分子 G el 着色に応用 できる か
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I . 緒 言

前回の 技術報告では ､ 透 過電子顕微鏡 ･ 動物細胞

試料作製法を高分子 G e】の 断面積造解析に応用 した

経過を軸苦 した . し か し ､ そ の 作製過程 の 体系化に
お い て

一

つ の課題が残された . そ れは ､
エ ポ キシ樹

脂に包理 された試料をウ ル トラミ クロ ト ー ム で超薄
切片作製をお こな うとき ､

エ ポ キシ樹脂 と白い 半透

明 である高分子 G e は の 見分 けが難 しく切片作製が

困難と い うもの であ っ た .

そこ で ､ 今回 は高分子 G e l へ 着色する ために ､ 同

じく動物細胞試料作成過程 での細胞固定 ･ 後固定に

用い られる四 酸化オス ミウム ( O s O 4 ) を応用 して

み た .

結果 ､ 包理時の エ ポ キシ樹脂と高分子 G e l t の 見

分け可能な程の 着色効果と共に ､ 思わぬ 副産物が生
まれた . そ れは ､ 電子昂頁微鏡観察時の 試料 へ の 付色

効果 に 欠か せ ない 電子 密度を高めると い う電子 着色

効果が発生し､ 前回 よりもよ り鮮明な電子顕微鏡像
が得られた.

2 . 吉 分子 G e l

母材 はポ リビ ニ ー 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､ 伸張率5 0 0 % 以上 ､ 最大引張強度4 0 k g /k 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 . 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 . F ig .1 に 分子構造 を示 す.
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3 . 動物細胞試料 作 製 法後 規定

固定と は ､ 細胞組織を電子顕微鏡 (以下 ､ 電昂頁と

略す) で観察するた めの試料作製の 一 過程 である .

目的と しては ､ ①細胞内の 組織の 変化を最 小限に抑
え ､ できる限り元 の 状態を保持する こ と. ②細胞内
の 様 々 な成分 を不動化 し ､ 後 の 試料処理 過程 ( 舵

水 ･ 包理) にお い て 流出 しな い ように 耐える もの に

する こと .

そ こ で 一 般的に用 い られる の が化学固定と して の

四酸化オス ミウム( O S O 4) であ る .

四 酸化オ ス ミウ ム ( 分子量 2 5 4 . 2) は オ ス ミウム

(原子量1 9 0 . 2 ､ 原 子番号7 6) の酸化物である . 生体

膜の成分であ る リ ン脂質を よく固定す ると う い う特

徴 をも っ て お り ､ 蛋白質に 対す る固定効果 は 少 な

く ､
ま た蛋白質を破壊する こ ともある .

危険性と して は ､ 著しい 酸化作用をもちPB 入 する

と毒性を示 し､ 接触 ､ 蒸気共に 皮膚 ､ 粘膜 ､ 角膜 ､

結膜の 破壊 ､ 特に 接触は 失明の 恐 れがある ほどの薬
品 である .

4
. 嘉分 子 G e l へ の 着 色
4
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Fig .2 に エ ポキ シ樹脂に 包理 さ れた試料を示す . こ

の 包埋 され た試料をナイ フ ､ グライ ン ダ ー 等を用 い

ウ ル トラミク ロ ト ー ム での超薄切片作製の ための ト

リミ ン グを行う . 前回の 報告で は ､ 超薄切片の作製
に は成功 したの で あ る が ､ 試料 とエ ポ キシ樹脂との

間に色的コ ン トラ ス トが少なく トリミ ン グが困難で
あ っ た.

そ こ で ､ 今回の 報告で は試料と エ ポキ シ樹脂 との
コ ン トラ ス トを付加す る ために 四 酸化オス ミウム を
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4 . 2 後 固定 四 酸化 オス ミ ウム の 任用条件

一

般的に ､ 動物細胞を固定するた めの 条件と して

次の 3 つ の条件を満たさ なけれ ばい けなと い われ て

い る . ただし
､ 今回の 報告での 高分子 G el へ の応用

にお い て は未知の材料で ある ため ､ 著者の経験の あ

る晴乳動物 ･ マ ウ ス で行 っ た条件を基に固定過程を

応用した . T a b一e .1 - 3 に浸透圧 ､ p H ､ 固定液濃度の
一 般的な各条件を示す .

条件① 浸透圧

固定液の 浸透圧 に つ い ては ､ 総浸透圧 ( 緩衝液の

浸透圧 と固定剤の 浸透圧) が基本で あるの か ､
ま た

は
､ それ ぞれの 浸透圧 を考えなくて はな らな い の か

は解 っ て い な い . ただ ､ 四 酸化オス ミウム は組織 へ

の浸透性が緩慢で ある の で ､ 緩衝液が先に細胞に 到

達 して作用し､ その 後固定剤が細胞膜の 半透性を奪

ラ . そ の ため､ 緩衝液の浸透 圧 を晴乳動物細胞の浸

透圧 である3 0 0 m O s m 近くを用 い る .

T ab l e .1 O s m oti c p r e s s u r e of b o d y li q ui d f or m a J n m al

M a m m a 1 3 0 0 m O s m

F r o g 2 6 0 m O s

E a ｢t h w o ｢ m 1 8 4 m O s

T ab l e .2 O s m oti c p r e s s u r e o f b u f f e r

0 .0 5 M P h o s p h at e b uff e r l l O m O s m

･ 0 .1 0 M P h o s p h at e b uff e r 2 1 5 m O s m

O .2 0 M P h o s p h at e b uff e r 4 1 0 m O s m

T a b l e .3 0 s m o d c p r es stlr e O f fi x a h o n m e d i d n e s

0 .5 % O s O 4

1 % O s O 4

2 % O s O 4

1 0 m O s m

3 6 m O s m

7 2 m O s O 4

条件② p H

動物細胞内の p H は中性ない し塩基性であり平均

p H 7 .4 位である . そ の ため ､ 固定に用 い られる固定

液のp H はp H 7 .2 - 7 .4 が
一

般的に使 われ て いる .

条件③ 固定液の 濃度
固定液の濃度は､ 固定液の組織 へ の浸透性と関係

する . 高 い 濃度の 固定液の方が ､ 浸 透速度は速く ､

固定液の 濃度が低い と浸透性が悪 く ､ 固定時間を長

く しなければ微細構造が保持できな い .

5 . 高分子 G e l 試 料 作 製法

4 .2 の条件を考慮 しながら動物細胞試料作製法での

後固定を高分子 G e l着色に応用 した . 作製手順 は ､

前回 の報告での 作製方法の ｢ 試料摘出｣ 過程 と ｢ 脱

水｣ 過程の 間にl % 四酸化オス ミウ ム/ b u ff e r に よる
浸漬過程を加えた . F ig .3 に前回体系化した試料作製

法に 動物細 胞試料作製法 ･ 後固 定を加 え た高分子

G el試料作製法を示 す .

6 . 結 言

F ig . 4 に動物細胞試料作製法 ･ 後固定過程を用い て

高分子 G e l に着色 した写真を示 す.

【試料摘出】

変化を防ぎ迅速に3 m m ブロ ッ クに摘出

1

【o s o 4 に よ る着色】

1 % O s O 4 / t x hf e r - 振とう器 (120 m )

1

【脱水】

エ タノ ー ル:D .W
-

6 : 4 - 振とう (1 0 m )

エ タノ ー ル:D .W
-

8 : 2 - 振とう (1 0 m )
エ タノ ー ル:D . W :ア セ トン - 9 : 2 : 9 - 振と う (1 0 m)

振とう (10 m )

【エ ポ キ シ樹脂の合成】

M N A : Q u et d 8 1 2 : D D S A
-

2 8 : 4 7 : 2 5 - 撹拝 (30 m )

【置換】 .■

ア セ トン エ ポ キシ
=

1

ア セ トン: エ ポ キシ
-

1

:1 - 振とう (1 h )

: 2 - 娠とう (1 h )

1

【細切】

試料を1 m m ブロ ッ クに細切

t

r

l

r
l

I

【置換】
エポキシ (含D M P -3 0 - 振とう (20 m )

1

【包理】
▲

▼

【加速剤の 議加】

前混合液に2 % の量の

D M P-3 0 を漆加
- 捜拝 (30 m )

1

【吸引】

ア スビ レ ー タ (8 m )

シリコ ン包理板を用 い試料を埋める

J

【加温】

恒温室60 L C (7 2 h)

1

【超薄切片作製】

ウル トラミクロ ト ー ム にて60 - 8 0 n m 切片作製

Fig .3 P r e p a rati m ♂F X)ly m e r h yd r 喝 e, o n T E M

写真か ら解る よう に ､ 以 前は エ ポ キシ樹脂に 包理

さ れた高分子 G e l の コ ン トラ ス トが殆ど無い もの で

あ っ た . し か し ､ 今回の 四酸化オス ミ ウム での 浸漬
を行う こと に よ り 高分子 G e l が

､

黒 く着色 した. こ れ

は ､ 四 酸化 オス ミウム の 著 しく強 い 酸化作用に よる

もの と思 わ れる .
こ れに より 超薄切 片作製過程 で あ

るウ ル トラミ クロ トーム 加 工 の 前処理 での トリミ ン

グが容易に 行えるように な っ た.

以上 か ら ､ 当初の 目的で ある 高分子 G e J の 着色 は

達成された .

また ､ 本試料の透 過電顕写真をFjg .5 に 示 す . こ こ

で ､ 四 酸化 オス ミウム ヘ 浸漬 したもの と して い な い

もの を観 て み る と ､ 明 らか に 前者の 方が高分子材 料
の混 合架橋され た部位が濃く な っ て い る の が解 る .

こ れは ､ 四 酸化オス ミウ ム を漆加 する こと に よ る電
子密度の 上昇 と い う思 わぬ相乗 効果 が生ま れた こと
に よる もの と考察する .

まと め と して ､ 今回の ア イ デア は著者の 動物細 胞
の 電置頁試料作製の経験上 で の ､

マ ウ ス 細胞の固定で
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(b) N ot s o a k i n o s m i u m t e t r o xi d e
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の 黒く変化する とこ ろか ら生ま れたもの で あり ､ 後

固定の 各条件は動物細胞 で の 条件をその まま応用 し

た .

今後 は ､
こ れらの 各条件を試料の ダ メ ー ジを考慮

し た うえ で ､ 迅速 的 ､ 経済的か つ 安全性の ある最 適

条件を深 究 して ゆきた い . ま た
､ 経 済面 ･ 安全面 を

考える と ､ 四酸化 オ ス ミウム に 限 っ て は2 rrG 約5 0 0 0

円と い う高値な もの で あ り ､ 使用中の 危険性 ､ また

その廃 液の 処理等を考え合わせ る と ､ こ の 薬品に 代
わ る もの を 考え る こ とは 特に重 要で あ る と思 わ れ

る .

最後に ､ 本朝告が透過電宗頁試料作製技術に お い て

何 らかの お役 に立 て れば大変幸 い で ある .
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