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固定法3.高 圧凍結

Fixation 3.High Pressure Freezing

1.は じめに

現在一般に使用 されている急速凍結法では,氷 晶形成の乏

しい硝子様凍結の領域が表層から10μm前 後に限 られるた

め,組 織の深部域の観察には問題があった.現 在よく使用さ

れているプロパンジェット法やヘ リウム法では,凍 結可能な

領域は最大表面から20～40μmが 限度である.高 圧下で組

織を凍結する高圧凍結法では,プ ロパンジェット法の約10倍

の深さまで満足のい く凍結ができるため,様々 な応用が考え

られるようになってきた.そ こで本章では,高 圧(加 圧)凍

結の原理,開 発の歴史,現 状と将来の展望について述べる.

2,高 圧(加 圧)凍 結の原理

生物試料の電子顕微鏡 レベルでの良い凍結 とは,氷 の結晶

が電子顕微鏡観察で気にならない程度に十分に小さいことで

ある.常 圧下で氷の結晶を10～15nm以 下に抑え るには,

生物試料 を-104℃/秒 以上 の速度 で凍結す る必要があ

る.図1に 示す ように,水 は2,050barの 圧力下で融点が

-22℃ まで下が り,理 想的には過冷却の状態を-90℃ ま

で保てる2).こ の近傍の圧力(図1矢 印)下 では,氷 は常圧

での氷(氷1)の 状態 と異な り,密 度が高いため結晶の核が

少なくその成長も遅い氷IIと 氷IIIの状態にある.こ の近傍の

圧力下で冷却すると,氷1の 状態を経ないため氷の結晶の成

長速度を抑えることができ,常 圧での凍結速度の2桁 遅い速

度での凍結が可能である.つ ま り,-102℃/秒 よりも早 く

温度が下が った領域まで良い凍結が可能で,凍 結可能な範囲

を飛躍的に伸ばす ことができる.実 際,試 料の両側から冷却

した場合,200～600μmが 上限 と考えられている.

図1水 の状 態 図.TMは 水 の融 点 を,THは 過 冷 却 の 限 界 を

示 す.2,100bar以 上 の 圧 力 下(矢 印 で示 した 点線)で は,氷

1の 状 態 を 通 る こ と な く水 を 冷 却 で き る(Kanno et al.,

 1975を 改 変).

3.歴 史

生 物 試 料 用 の 高 圧 凍 結 装 置 の 理 論 と設 計 は ス イ スのMoor

の 研 究 室(Federal Institute of Technology in Zurich)で 開

始 され,最 初 の報 告 は1968年 で あ る.最 初 の 商 品 は1986年

にBAL-TEC AG(Balzers)か らHPMO10と して市 販 され,

2000年1月 現在,海 外 で は約30台(米 国10台,ド イ ツ6台 な

ど)が,国 内 で もす で に12台 が 稼 働 して い る.最 近 ライ カ社

か ら もEM-PACTと い う名 前 の 新 製 品 が 発 売 され た.こ れ

らの装 置 で凍 結 した 試 料 は 凍 結 割 断,凍 結 電顕,凍 結 置 換 後

の超 薄 切 片 観 察,凍 結 走 査 電 顕 観 察 に 有効 で あ る.

4.現 状

高 圧 凍 結 装 置HPMO10で は,試 料 を 金 属 製 のハ ッ ト(キ

ャ リヤ ー)に 入 れ,ハ ッ トの 両 側 か ら1mmの 小 さな穴 を

通 して吹 き付 け られ る100m1の 液 体 窒 素 で凍 結 す る構 造 に

な って お り,液 体 窒 素 が 吹 き付 け られ て い る間,ハ ッ トの 中

を 約0.5秒 間2,100bar以 上 に 保 て る よ うに な って い る.こ

の 圧 力 に 達 す る前 に試 料 が凍 結 す る の を防 ぐた め,液 体 窒 素

を 吹 き付 け る直 前 約15ミ リ秒 間 ア ル コール を 吹 き付 け,適 当

な圧 力 に達 して か ら凍 結 が開 始 す る よ う工 夫 され て い る.

この 装 置 で は試 料 表 面 で-5×103℃/秒,600μmの 厚 さ

の 試 料 の 中 央 部 で-5×102℃/秒 の速 度 で 冷 却 でき る.

この 結 果 か ら考 え る と,600μmの 厚 さ の 試 料 を 高 圧 下 で

-150℃ ま で冷 却 す る場 合 で も0.3秒 間 高 圧 を 保 てば よ い計

算 に な る4).他 の 急 速 凍 結 法 に比 べ る と凍結 に か か る時 間 は

遅 い が,0.3秒 と い うの は 多 くの 現 象 で は あ ま り問 題 に な ら

な い時 間 分 解 能 であ る.

ど の よ うな形 のハ ッ トを使 うか が実 用 上 の問 題 と して 重 要

で あ り,様 々な工 夫 が され て い る5).Pelco lnternationa1社

で 市 販 され て い るハ ッ ト(カ タ ロ グ番 号39200,01)は 組 み

合 わ せ に よ り深 さを調 節 で き るた め,大 き さの 異 な る組織 に

対 応 で き,植 物 材 料 で は 都 合 が よ い6).動 物 材 料 の 場 合 に

は,市 販 の ハ ッ トの 代 わ りに アル ミニ ウム製 の リ ングに試 料

を 入 れ,2枚 の ア ル ミニ ウム製 の 円板 で挟 み 込 ん で 凍結 を 行

うこ とに よ り良 い 結果 が得 られ て い る7).

5.結 果

どの 材料 に 関 して も共 通 に言え る こ とは,膜 構 造 が は っき

りと して い る こ とで あ る8).化 学 固 定 した も の と比 べ,細 胞

膜 は ま っす ぐで あ り,ゴ ル ジ体 の 中 央 部 の膜 間 の 距離 はか な

り狭 い.ま た,従 来 の方 法 で は 検 出 で きに くか った細 胞 質 の

ア クチ ン フ ィラ メ ン トが 比 較 的 容 易 に 検 出 で き る9).抗 原 性

も よ く保 存 され る こ とが 多 い た め,免 疫 電顕 で も応 用 が 広 が
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図2高 圧 凍 結,凍 結 置 換 した ラ ッ ト肝 臓 。 硝 子 様 凍 結 の 範 囲

が 非 常 に 広 い こ とが 明 らか で あ る.E;赤 血 球,H;肝 細 胞,

K;Kupffer細 胞.Bar=1μm.

っている.

動物組織では材料の切 り出しか ら凍結 までの時間をできる

限 り短 く(1分 程度),か つ用いるハ ットの形状等を工夫す

ることに より,80μm前 後の厚い硝子様凍結試料が安定 し

て得られる.ラ ット肝細胞では核膜孔が明瞭に観察され,ミ

トコンドリアは球形ないし楕円形の種 々の不規則な形態を示

し,基 質の電子密度が極めて高 くクリステを識別 しに くい.

また グリコーゲ ン顆粒は電子密度が低 く,明 るい 「抜け」 と

して認められる.胃 底腺も凍結表面から2腺 管 くらいは十分

に凍結され,膜 構造が明瞭である.主 細胞や膵臓腺房細胞の

酵素原顆粒の開口分泌像も明瞭に観察されるID(図2),

高圧凍結法は従来の凍結法を遙かに凌 ぐ厚い硝子様凍結が

得られることから,細 胞のみならず腺腔内へ分泌された分泌

物の流動動態 も組織化学的に捉えることも可能 となってい

る.Sawaguchiら はLowicryl K4M樹 脂包埋 したラット

胃底腺主細胞の酵素原顆粒の特異的染色法を開発 し,腺 腔内

の分泌物 も可視化することに成功 した.

植物細胞は,外 には熱伝導や樹脂の浸透の悪い細胞壁を持

ち,内 には酸性で様々なタンパ ク質分解酵素を含む大き な液

胞を有するため,動 物細胞 よりも常圧下で急速凍結可能な範

囲が狭 く,そ の後の樹脂置換などの過程 も動物細胞に比べ難

しいとされてきた.他 の凍結法だと細胞の中が満足に凍結で

きなかったが,高 圧凍結で細胞の凍結がやっと可能になった

材料 も多い.特 に根端分裂組織など,組 織の表面にない細胞

の凍結 も可能にな り,タ バ コのような細い根であれば根端の

すべての細胞を良い条件で凍結することも可能になった.

高圧凍結,凍 結置換 した植物試料で液胞の凍結 も可能にな

り,液 胞やその他植物細胞内の膜系の構造に関 して新 しい情

報が蓄積 されるようになった6).細 胞分裂の最後で見られる

細胞板形成は,形 成開始から終了までわずか10分 程の間に膜

系や細胞骨格の劇的な構造変化がある.高 圧凍結を使って従

来 とは全 く新 しい細胞板形成のモデルが提出されたis.植 物

では細胞表層の微小管が形態形成に重要である.高 圧凍結に

より微小管 と細胞膜 との位置関係の定量的な解析が可能にな

った.ま た,重 合 ・脱重合中の微小管の端を観察することに

も成功 している6).

また,こ の手法は単細胞性の藻類や酵母141な どでもすで

に応用 されてお り,従 来の急速凍結 よりも再現性の高い良い

像が得 られる.最 近,高 圧凍結法で作製 した試料を使って核

や微小管の立体再構成の研究が進んでいる.

6.展 望と問題点

高圧凍結法は,試 料の表面のみでなく中央部 まで凍結でき

るので,こ れか らより多くの試料への応用が期待できる.特

に細胞壁のような熱伝導の悪い材料で表面をおおわれている

細胞でも,細 胞の中を凍結可能で,植 物や藻類,菌 類などに

も応用が期待できる.高 圧凍結は短時間とはいえ圧力をかけ

るので,そ の影響が危惧 されるが,高 圧または0℃ で脱重

合す る微小管 も高圧凍結でもきちん と像が観察で きる.た

だ,凍 結に要する時間は短いが,試 料を装置にセ ットするま

でに短 くて も1分 程かか り,こ の間に引き起こされる人工産

物にも十分注意をはらう必要がある.試 料作製に十分工夫を

すれば得られる情報は計 り知れないものがあ り,今 後の発展

が期待できる技法 と言えよう.
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