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Tokio NEI， Haruo YOTSUMOTO， Yoichi HASEGAWA and Yuji NAGASAWA 1973 

Electron Microscopic Studies of Hydrated Biological Specimens in their Native Stat巴.

Direct Observation of Froz巴n Materials with a Scanning Electron Microscope. Low 

Temperature Science， Ser. B， 31. (with English Summary p. 77) 

生物試料の生の状態の電子顕微鏡的研究

走査型電子顕微鏡による凍結試料の直接観察1-3)*

根井外喜男

(低温科学研究所)

四本晴夫・長谷川与一・長沢勇二

(日本電子株式会社)

(昭和48年7月受理)

1. 緒言

従来，生物試料を電子顕微鏡で観察するためには，予め試料を乾燥することが必要で、あっ

た。試料を試料室内に入れると，高真空にさらされて水がとられてしまうからである。した

がって，水をもったままの試料を観察することは不可能であった。この点は電子顕微鏡と光学

顕微鏡の根本的な差違のひとつにもなっている。さらに生物試料の超薄切片を作るためには，

固定，脱水，包埋，薄切，染色など一連の物理的化学的操作が加えられるので，いっそう

artefactの生ずるおそれが多くなる。このようなことから，生物試料の乾燥しない水をもった

ままの生の姿を電子顕微鏡で見ることができないだろうかという希望は，この分野の多くの研

究者が永年いだいていたわけである。

著者の l人根井も，早くから本問題に関心をもち，凍結法を利用することをもくろんでい

た。すなわち， 日本で初めて電子顕微鏡用の試料冷却装置が考案された当初から，その導入を

思し、たち，いろいろと工夫をかさねた。その結果，凍結細胞をみることができたとはいえ，水

をもっ限り細胞の内部の微細構造の観察は困難で、あることを知った4)。 さらに超高圧電子顕微

鏡を利用することによって，この透過性の不足を補なうことをねらったが，種々技術的な難点

があってまだ成功するには至っていない。

いっぽう生物試料の含水状態の観察のために，直接観察で、はないが間接法として考案され

たフリーズ.~ッチング法は，その簡便さと有利な点が一般に認識されるや，近年爆発的に応

用の範囲が拡大されるようになってきた。従来の凍結乾燥法や凍結置換法よりも，さらに低い

温度で操作すること，しかも脱水することなくレプリカを作ることなど， artefactの可能性が

一層少ないわけである。また細胞膜の剥離面や立体像がよく現われるとしづ特徴もある。しか

し，いずれにしても，試料断面のレプリカ像であるから，ものの影をみているようなもので，

しばしば像の解釈に苦しむことがある。また，組織化学あるいはオートラジオグラフのような
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試料自身についての検索のできないという基本的な欠点もある。

これらの点に鑑みて，根井はかねてから，厚い試料でもそのまま観察できる走査型電子顕

微鏡の利用を考えていたが，本装置によるばあいでも，従来はやはり試料の乾燥が必要であり

しかも乾燥後金の蒸着を行なうのが通例となっていた。そこでまず凍結乾燥試料についての検

討を行なっていためが，たまたま Crossの報告6)をみて，氷そのものを無蒸者のまま走査型電

子顕微鏡で観察できることを知り，生物試料であっても，これを凍結すれば無蒸着のままみる

ことができるのではないかと考えた。合水試料でも， -100
o
Cより低い温度に凍結しておけば，

電子顕微鏡鏡体の試料室中の真空にあっても昇華のおきないことは，既に経験ず、みであったか

らである。そこで早速， 日本電子の技術陣に協力を求め，実験を試みたところ，意外に容易に

凍結試料の観察できることがわかった。実験の結果， 2， 3の試料についての成果が得られたの

で速かに公表しようとしていたちょうどその折に， 同じ年 (1970年)の少し前に開催された国

際会議で同様の意図による実験報告 (Echlin)1)のあることを知らされた。僅かのところで、われ

われは立ち遅れになったわけである。 priorityを失なった以上，二番煎じの発表では意味がな

いと考えて，われわれは新しい手段への開発を試みた。これが試料の凍結破断法で、あり，単に

表面構造の観察のみではなく，試料の内部構造の観察をもねらったものである。当時，われわ

れは，凍結法中のーっとして前述のようにフリーズ・エッチング法の検討を平行して行ーってい

たので，それからヒントを得たのである。

II. 実験方法

装置: 既製の走査型電子顕微鏡の試料冷却装置の外に，新たに予備排気室に備える冷却装置

および破断面を作るための冷却ナイフを考案作製した(第 1図)。

試料台には，やや曲げ、た小さな鋭利な針が熔接してある。試料は，凍結破断の際に試料台

から離れぬよう最初からこの針に刺しておく。

PC C 

第 1図 走査型電子顕微鏡鏡体内および予備排気室の冷却装置

C: 鋭体， PC: 予備排気室 LN: 液体窒素貯槽 S: 試料
CS: 冷却台 W: 窓 K: ナイフ T: 熱電対

方法・ 試料を試料台にとりつけ，予め液体窒素でー150
0
Cまで冷却したフレオン中に急速に

挿入して，凍結させる。それをで、きるだけ速かに予備排気室に入れて排気する。真空に達した

後，鏡体内の試料室の冷却装置上に移して観察するのである。

凍結後装置内に移す過程で空気中にさらされると，水蒸気が凝結して霜となり試料表面を
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覆うので，このときは試料温度を -900Cくらいまで上げて霜を昇華させる。 別に考案した特

殊試料台を用いて液体窒素で試料表面を覆うか，カパー付のものを使用すれば，この霜の凝結

は防御できる。霜のない状態で表面を観察した後，試料をいったん予備排気室の冷却台に戻し

ここで冷却ナイフを用いて破断面を作る。それを再び試料室に移して，新たに作った破断、面の

観察をする。この破断は何回でもくりかえすことができる。

試料: 動物性試料として， マウスおよびハムスターの舌， ショウジョウ蝿の幼虫， 植物性試

料として，キクの花弁を用いた。

観察: 日本電子製走査型顕微鏡U-3を用い，加速電圧5kVで写真撮影を行なった。

なおグルタール・アルデハイドによる固定，グリセリンなど凍害防止剤の添加などについ

ての検討を行なった。

111. 結果

1. 動物性試料

1) ハムスターの舌(一部マウスの舌):特に糸状乳頭に注目したが，本凍結法によるも

の(図版 1-ab)と，従来の空気乾燥，金蒸着によるものとの差を確認するまでに至らなかっ

た。乳頭の凍結断面では，年輪様の輪状構造(図版 1-2a)が，さらに深部内層の断面では，筋

肉層と思われる層状あるいは線維様構造の横断面と縦断面がみとめられた(図版 I-2b)。

2) ショウジョウ蝿幼虫・ 空気乾燥では，収縮変形がみとめられる(図版 1-3a)のに反

し，凍結法によるものは，変形がなく充実した感じの外観を呈している(図版 I-3b)。凍結断

面で，虫体内部構造がよく観察された(図版II-4a b)。 倍率の低いばあいは問題はないが，

1，000倍近くの倍率になると，各所に蜂の巣様，あるいは海綿様の微細構造がみとめられるが，

これはおそらく凍結に際して生成された氷晶の抜け跡であろうと想像される。

このような artefactを避けるため，フリーズ・エッチング法で賞用されているグリセリン

の添加を試みたが，あまりよい結果は得られなかった。試料表面の徴細構造が不鮮明になるば

かりでなく，凍結断面の内部構造の観察にも不適当なようにみえた。今後さらに詳細に検討す

る予定である。

2. 植物性試料

キクの花弁について観察した結果，表面構造においても，断面での内部構造においても，

空気乾燥のものでは収縮変形の像がみられるのに対し，凍結法によるものではそのような所見

はみとめられない(図版 II-5a b， 6 a b)。

IV. 考察

生物試料を乾燥しないで含水状態のまま観察するということは，透過型電子顕徴鏡では技

術的難点もあって， 必ずしも成功したとはいえないが4)，走査型電子顕徴鏡では凍結法を用い

ることによってほぼ目的を達することができた。ただ，このようにして観察されたものが，果

して真に生の状態そのままを示しているかどうかに疑問は残るが，光学顕微鏡で観察できる範

囲のものについて比較検討した結果からみても，凍結法によるものは，脱水乾燥したものより
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はるかに生に近いものであるということはできる。

問題は，凍結自身による artefact，すなわち氷品形成がどこまで防止できるかという点に

ある。 -1500Cのフレオンでの急速凍結であるから，表層の観察には支障はないとしても，数

ミリ立方の試料となれば，当然内部は凍結速度が遅くなるので，大きな氷晶の形成されるおそ

れがある。それを避けるために予め凍害防止剤として知られているグリセリンの添加も試みら

れたが，結果は芳しくなく，氷晶の形成はおさえても，かえって微細構造が不鮮明になるとい

う欠点が現われてきた。グルタール・アルデハイドその他の固定剤を用いることは，良好な像

を得るのに役立つようであるが， 固定剤自身による artefactの有無もよく吟味しなければな

らない。このように試料作製法に関しては今後さらに検討を重ねる必要がある。

またいっぽう装置自身についても，種々の試料に適するような試料台，試料室に持ちこむ

までの聞の著霜防止法，任意の部位を自由に割断する方法，分解能を上げるための工夫など，

改良すべき点が少なくない。

近年，電子顕微鏡学において，生物試料の含水状態の観察ということが，多くの研究者の

関心をひくようになってきた，その目的をはたすためにいろいろな工夫が試みられているが，

いわゆるカプセル法的といわれるような常圧下の空間に試料を入れる方法がまだ完成していな

い今日，凍結法がこの目的を達する唯一無二の方法となっている。その凍結法にも直接法と間

接法の二つがあり，これまでは間接法であるフリーズ・エッチング法が多く用いられてきた。

凍結試料の直接観察は，走査型電子顕微鏡を使用することによって初めて容易になったわけで、

あるが，走査型電子顕微鏡には，焦点深度の深い立体像の得られるというメリットがある反面

分解能が低いというデメリットもある。したがって，透過型，走査型それぞれの電子顕微鏡の

特徴を生かして，含水試料の観察を行なうためには，凍結法に対する工夫を，今後さらに一段

とたかめて行かなければならない。

V.要約

合水生物試料の電子顕微鏡的観察をねらい，凍結試料の走査型電子顕微鏡による直接観察

を試み，従来の乾燥蒸着による標本にくらべて，より生に近いと思われる像を得た。
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Summary 

In order to observe biological specimens in their nativ日 state，that is， stil1 con-

taining their water， cryotechniques hav邑 beenused in electron microscopy. 

Using a r巴centlydeveloped cold stage for instal1ation in the pre-evacuation chamber 

of a scanning electron microscope， we have succeed巴din observing a biological sp巴cimen

in its frozen state without th巴 needfor such conventional specimen preparation as 

drying and metallic vacuum巴vaporationand also succeeded in the direct observation 

of th巴 fracturedsurface of the frozen specimen. 

As the results of the observation of the surface topographies and inner structur巴s

of animal tongues， insect larvae and chrysanthemum petals， such changes of the struc-

tures as shrinkage by drying， compression and damage by fracturing were not in evi-

dence and the image appeared to be those of the specimen in its native state. 
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図版説明

図版 I

1 a: ハムスターの糸状乳頭，霜の附着した状態 x65 

1 b: 同，霜の昇華した後 x65 

2a: 同，乳頭の断面 X200 

2 b: 同，深層断面 x200 

3a: ショウジヨウ蝿幼虫，頭部，空気乾燥，金蒸着 x 150 

3 b: 同，凍結法 x 150 

図版 II

4a: ショウジヨウ姐幼虫，凍結断面 X65 

4 b: 同，拡大像 x650 

5 a : キクの花弁，空気乾燥，金蒸着 x300 

5 b: 同，凍結法 x300 

6 a: 同，空気中切断，乾燥，金蒸着 x650 

6 b: 同，凍結破断 x200 
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