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高圧凍結 ･凍結置換固定法による細胞内微細構造の観察
Ultrastructuralobservationofplantcellspreparedbyhigh pressurefreezingandfreezesubstitution
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High pressurefreezlngandfreezesubstitu也Onmethodswereappliedforultrastructuralobservationofpeaplumule

cells.Comparedtoconventionalchemicalfixation,celldarmembranesweresmootherw血outundulation,and

organellesappearedmoreturgid･Structureswhichconnecttwomembraneswereobservedfrequentlyinthehigh

pressurefrozenandfreezesubstitutedmaterials.TheconnectionswereseenbetweenERandplastidmembranes,

plastidandmitochondrialmembranes,andinnerandoutermembranesofplastids･

生物の細胞を構成する細胞小器官や膜､繊維や管状構造など､微細な構造を明らかにするためには､透過

電子顕微鏡による観察が欠かせない｡しかし､生物試料を透過電子顕微鏡により観察するためには､通常､

グルタルアルデヒドやオスミウム酸で化学固定した後､脱水 ･樹脂包埋を経てから超薄切片を作製する過程

を必要とする｡細胞内の構造は常にダイナミックに変化しており､組織 ･細胞内への浸透に時間のかかる化

学固定法では､細胞の瞬間像を捉えることは難しく､ア-テフアクト導入の可能性が危倶されてきた(1)｡こ

れを避けて､より生きている細胞に近い状態で固定するために､凍結固定法が考案され､金属圧着法や液体

プロパン浸漬法など､様々な試みがなされてきたことは.本誌Vol15に解説されている(2)｡ここ1､2年の

間に日本国内においても用いられるようになった高圧凍結法は､生物試料の広い範囲にわたる良好な凍結像

を得ることを目的として､1960年代後半にRiehleとMoorにより考案された凍結固定法である(3)｡その後､試

作機の改良が重ねられ､高圧凍結装置として市販されるようになった｡この装置は､試料の凍結時に瞬間的

に2100barの高圧をかけることにより､氷晶の形成を防ぎ､.0.6mmくらいまでの厚さの生物試料を良好な状

態で凍結することを目指したものである(3)｡この方法により､植物組織を構成する細胞を凍結固定して観察

することも可能となった｡高圧凍結 ･凍結置換法を用いてエンドウ発芽時の幼芽の細胞内微細構造の観察を

行った｡

吸水後のエンドウ種子から､幼芽を厚さ0.2- 0.4mmになるように切り出し､アルミニウム製の試料ホ

ルダーにはさみ､空隙に1-hexadecene(4)を満たした｡試料は直ちに高圧凍結装置 (BalZersHPM 010)を用い

て凍結し､2%オスミウム酸を含むアセトンで凍結置換後､樹脂包埋し､超薄切片を作製した｡切片は電子

染色の後､透過電子顕微鏡 (HitachiH-700H)により観察した｡
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Fig3.Connections(arrows)betweenplas也d(P)andERmembranes.HPF-FS.

Fig4.Connections(arrows)betweenplastid(P)andERmembranes.CCF.M:mitochondrion.

Fig5.Connections(arrows)betweeninnerandoutermembranesc･fplastid(P).HPF-FS.

Fig6･Connections(arrows)betweenmitochondrion(M)andplastid(P).HPF-FS.

細胞内の構造物はただ単にランダムに浮遊しているわけではないはずである｡それぞれ目的を持って特定

の場所に位置し､あるいは移動し､隣り合った構造の間で､物質の移動や情報の交換を行い､すべての細胞

内構造が協調することにより細胞が機能すると考えられる｡しかし､これまで隣り合った細胞内構造をつな

ぐ構造については報告されてこなかった｡今回観察することができた架橋構造が､どのような役割を持って

いるのか､実際に細胞内の物質の移動や情報の交換に関与しているのか､今後の研究で明らかにしていきた

い｡

高圧凍結装置の使用に際しては､ウィスコンシン大学 IntegratedMicroscopyResourceのDr.PaulWa仙erと

Dr.YaChenの両氏にお世話になりました｡
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