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Tokio NEI and Minoru ASADA 1973 A Means for Cryocleavage in the Fre巴ze耐Etching

Techniqu巴ゾ‘SandwichMethod". Low Tenψerature Science， Ser， B， 81. (with English 

Summary p. 71) 

フリーズ・エッチング法における凍結剥離のー技法ネ

サンドウィッチ法

根井外喜男。浅田 実

(低温科，学研究所)

(昭和48年7月受理)

緒 言

生物試料を電子顕微鏡で観察するのには，光学顕微鏡のように試料をそのままみるという

わけにはいかず，必ず何らかの処理をしなければならない。特に超薄切片標本などでは種々の

物理的化学的操作が加えられるので， artefactの生ず、るおそれがある o そこで，このような

artefactのおこるのを避け，特に乾燥による影響を防いで，しかも試料のなるべく生のままの

姿，すなわち水をもった状態をみたいという希望が多くの研究者にあった。これまでに試みら

れたいろいろな工夫のうちで，凍結法 cryotechniques1)とよばれる一連の方法は，その代表的

なものである。古くは凍結乾燥法 freeze-drying，凍結置換法 freeze引 lbstitution，近くは凍結

破断法 fr町田町etchingなどがあり，それぞれの特徴をもっている。

これらの凍結法は，いずれもできるだけ artefactを少なくすることをねらいとしているに

かかわらず，一方，この方法白身のために新しい artefactのおこる可能性がある。凍結による

形態的変化としてあげられるところの氷品の形成がそれである。

そこで，この新たな artefactのできるのを防ぐために，いろいろの工夫がこらされた。試

料中の水分が，定型的な氷品を作らず，なるべく非晶状態 amorphousstateで凍結するように

試料の急速凍結や凍害防止剤 cryoprotectantの添加が試みられ，多くの成果をあげてきた。

急速凍結をするためには，冷す側と冷される側の両方の工夫が必要である。前者では，熱

伝導がよくて沸点や融点が低く，しかも引火の危険の少ないフレオンが寒剤として多く用いら

れ，液体窒素で -150
0

Cくらいまで冷して使用される。後者では，試料の量をできるだけ少な

くするために液状試料などでは，噴霧凍結2，3)が試みられた。

1957年に創案されたフリーズ・エッチング法は，近年に至って急速に普及し，市販の装置

も数種に上るようになった。著者らがこれまで使用したものめは，試料台にのせた試料を凍結

した後，装置内のコールド・ステージに移し，適当な温度や真空度に達したところで，予め冷

してあるナイフで凍結試料を破断するという方法である。ここまでの過程では，研究者あるい

はメーカーによって異った装置と操作が採用されているが，この後の破断面の蒸着，レプリカ

膜の洗i際などの過程は，いずれも大差はない。われわれの方法で、は，ナイフで割るために，試
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料は液滴にして試料台から盛り上るようにしておかねばならず，どうしてもかなりの量を要し

た。その結果，試料の冷却速度をおとすばかりでなく，試料の部位(表層とか内部とか)，いい

かえればレプリカ面での場所によって，冷却速度の差による凍結像の相違のあることがわ

かった5)。

そこで，同じ装置を使いながら，少しでも試料の冷却速度をあげるとともに，部位による

差のない均一な所見の標本の得られことをねらって，本報告で述べるようなサンドウィッチ法

を試みたのである。

材料と方法

装置: フリーズ・エッチング装置としては， 日本電子製 EE-FEDを用いた。

試料台: 前述のように，急速凍結と均一所見をねらって， 2枚の金属板の間に少量の試料を挟

んで薄層とし，急速凍結後，一方の金属片

だけを剥し，その面のレプリカを作ること

を試みたものである(第 1図)。

実際には， 試料台は， 厚さ 0.3mm，

大きさ 8X13mmの銅板から成り，これを

蒸着装置のコールド・ステージに装着でき

るように折り曲げて，マッチの外箱のよう

な形にしたものである。もう 1枚の金属板

も銅板で，厚さ O.lmm，大きさ 5x5mm

のものである。あまり薄いと，ナイフをあ

てて剥離するときにまがるおそれがある。

この両金属板の間に試料を挟むのであるが

ここにすこし工夫がいる。金属板そのまま

だと面が滑らかなため，凍結後の剥離の際

試料が割れないで試料と金属面との間で剥

がれてしまう。そこで凍結試料の大部分が

ζ 
/
「
卜
l

第1図 サンドウイッチ法に用いた試料台

C: カバー銅板 S:試料 H:銅試料台

試料台に残り，表面のごく薄い層だけがカパーの金属片といっしょに剥離するように，試料台

には鋭利なナイフですこし深い講を，カバー片にはサンド・ペーパーで粗商を，作るようにし

ておく。

試料: 試料には細胞浮遊液を用い，その 0.003mlをツベルクリン注射器で試料台にのせる。

その上にカパ一片をのせると，試料はほぼ均一に拡がる。あとでナイフで剥がすときの便を考

えて，カバー片の端を試料台からすこしはみ出させておく。したがって薄層となった試料自身

の厚さは大体0.15mmくらいと推定される。 これを予め液体窒素で -150
0
Cくらいに冷した

フレオンに投入すると急速に凍結する。 このときの凍結速度を， O.lmm径の銅・コンスタン

タンの熱電対を用い， 横河製の電磁オツシロで測定したところでは， ほぼ1Q5
0C/min程度で

あった。凍結後，試料をいったん液体窒素に移し，フリーズ・エッチング装置の準備ができれ
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ば，その冷却台の上に載せて直ちに装置の減圧を開始する o 真空度が1O-5mmHg台で 10-6

mmHgに近く，また試料温度(実際には coldstageの温度)が -100
0
C附近に達した頃，予め

冷却してあるナイフを作動させ，カバー片の端にあてて急速に上にはね上げると，大部分の試

料は試料台に残ってその断面ができる。

これから後の操作は，通常のフリーズ・エッチング法のそれと全く同一で，適当な温度と

時間でエッチングをし，白金パラジウムとカーボンの蒸着をする。その後，真空装置からとり

出し，ブリーチあるいは硫酸を用いて試料の溶解洗、糠をし，レプリカ膜を拾って電子顕微鏡で

観察するわけである。

結果

1. ヒト赤血球

生理食塩水で、洗ったヒト赤血球を 10，20， 30%グリセリン加食塩水にそれぞれ浮遊させ

たものを試料とし， 本サンドウィッチ法 (0.003ml)と液滴法 (0.01ml)との比較を行なった。

10%グリセリンでは，両者ともに細胞の内外に氷品の形成をみるが，サンドウィッチ法のもの

の氷晶がかなり小さい。 20%になると，液滴法ではまだ細胞内氷晶がみとめられるのに，サン

ドウィッチ法のものでは，もはや細胞内氷品はみとめられぬくらし、小さい。液滴法の 30%のも

のの所見がほぼこれに近い(図版，写真 1~5)。これらの結果から，本法によれば，従来の液滴

法よりかなり冷却速度は大きく，凍害防止剤の濃度が少なくても良い成績が得られることがわ

かった。さらに，液滴法では試料中の部位によって冷却速度に差があり，したがって凍結の所

見にも差ができためが， 本法では，ごく薄い層の試料であるから，部位による所見の差はほと

んどないし，また剥離面が広いのでレプリカ膜も十分に拾うことができるとLヴ利点があった。

2. 酵母細胞

20%グリセリン水浮遊の Sacchar・omycescerevisiaeについても，本法による標本で，従

来得られている細胞の断面での細胞内徴細構造(図版，写真6)，膜の剥離面での invagination

や結晶様格子構造がよくみとめられた。

考察

緒言で述べたように，電子顕微鏡学で用いられる凍結法では， artefactとしての氷品の生

成を防ぐために，最初の過程の凍結の段階で，冷却速度を大きくするための工夫として，これ

までにいろいろの試みがなされている。噴霧法3，6)や油に浮遊させる法7)などがその代表的な例

である。

著者らはかねて急速凍結の目的，あるいは凍結試料の光学顕徴鏡的形態観察に，ガラスや

金属によるサンドウィッチ法を利用8，9)していたが，今回はこれを電子顕微鏡のレベルに応用し

てみたので、ある。試料の直接観察には， MacKenzieのフィルムによるサンドウィッチ法10)が

あるが，われわれの方法は特にフリーズ・エッチング法の一過程としてとり上げられたもので

ある。したがって，凍結試料の破断面を作ることに工夫がこらされ，試料をはさむ両面の金属

板にそれぞれ適当な処理をしたものである。このようにして得られた試料の観察の結果，本法
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にいくつかのメリットがみとめられた。 (1)冷却速度は従来の液i商法5)に比較してかなり大き

い。 (2)観察所見からしても，生成される氷晶は小さく，液滴法よりグリセリンは低濃度で、す

む。 (3)得られたレプリカ像では全体に比較的均一で， 試料中の部位による差はあまりない。

(4)試料の断面が広く， 得られるレプリカが大きいので， 鏡検のために拾い上げられるレプリ

カの範囲が広しそれだけ試料作りが楽になる，などの点である。

本法は，その装置を工夫すれば，いわゆるダブル・レプリカと称せられるところの断面の

双方の面を対称にとらえる方法も司能になると考えられる。今後の検討にまちたいと思う。

今回の試みは細胞浮遊液についてのみ行なわれたもので，組織片では，金属面で剥離しや

すいため良結果が得られていない。さらにいろいろと工夫する必要があるものと思われる。

摘要

フリーズ・エッチング法において，凍結による氷晶生成をできるだけおさえる目的で，金

属板に挟んだ薄層試料を急速に凍結させるいわゆるサンドウィッチ法を試みたところ，冷却速

度は大きくなり，できる氷晶は小さくなることが，赤血球浮遊液を試料としてたしかめられた。

また酵母細胞についても，良い結果が得られた。

追記

本稿を書き上げ、た後で，京都大学の西占 貢教授より同様のねらいをもって行なわれたサ

ンドウィッチ法が既に発表されているとの示唆をうけた oすなわち Winkelmannらの業績11，12)

であって，彼らの方法によれば，長方形の金属フオイルを直角の位置で重ねて薄層凍結試料を

作り，下部のものを固定しておいて上部のものを押し上げることにより，凍結試料の破断を行

なっているのであるが，装置の寸法，試料の量，冷却速度，観察所見での従来の結果との比較

など，詳細な点についての記載がない。
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Summary 

A "sandwich m巴thod"was employed to obtain a possibly higher rate of cooling in 

the freeze-etching procedure. A small amount of cell suspensions， approximately 0.003 

ml， was placed on a specially designed specimen holder made of a copper plate which 

was then covered with a second， thinner copper plate. When the extremely thin-layered 

prepared specimen was immersed in Freon 22 maintain邑dat -150oC， a high rate of 

cooling， approximately 1050C/min， was obtained. This frozen sp巴cimenwas then trans-

ferred onto th己 coldstag巴 inthe fr田 ze-etchingapparatus and cleaved by quick removal 

of the cover copper plate under su伍cient low temperature and vacuum conditions. 

Etching and replication were th巴nconduct巴dby following the ordinary m巴thod.

From the results of observation of yeast and red blood cells， it was ascertained 

that good specimens with less artifacts could be obtained by the present“sandwich 

111巴thod'¥
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図版説明

1. 10%グリセリン加赤血球，液滴法，細胞はやや収縮し，細胞周囲の氷品はかなり大きい

X6，000 

2. 10%グリセリン加赤血球，サンドウイッチ法，細胞内外の氷品は 1のものより小さい

x6，000 

3. 20%グリセリン加赤血球，液1商法，細胞内外の氷晶はほぼ2のものに等しい X6，000 

4. 20%グリセリン加赤血球，サンドウイッチ法，細胞の形態は正常で，内外にほとんど氷晶をみ

とめない X6，000 

5. 30%グリセリン加赤血球，液i衡法，所見はほぼ4のものに等しい X6，000 

6. 20%グリセリン加酵母細胞，Saccharomyces cerevisiae，サγ ドウイッチ法 X 16，000 
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