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フ リーズ ・レプ リカ法 と急速凍結置換法

医学部 藤 田 尚 男,石 村 和 敬

(医学 部245)

西暦紀 元前4世 紀頃,ア レキサ ン ドリアのHero:phi■OsやEra,sistrato8に よ って知 こなわ

れて以来,長 く絶えて～(た人体解 剖は中世末期,1316年 に ボローニア大学(イ タリア)のMOnd.ino

deLuzziに よ って復活 した。 酒 々と寄せるルネ ッサンスの波にの って15～17世 紀 のイタ リァに

はd.aVinci,Vesa:Lius,Fa,■ ■o:p:piO,Eustach.iO,Fa∫briGiOな ど の解 剖学者

が陸続 として出現 し,人 体の構造が次々と明 らかに されていった。ま さに肉眼解剖学の開花で ある。

肉眼による観察 は多 くの新知見 を生 んだが好奇心に際限のない人間は生物 を拡大 して見よ うとた くら

む ようになる。1590年 に オ ランダのJan白sen父 子 によって考案 されたとい う組合せ レンズがも

とにな って顕微鏡 の発達 をもた らし,こ れ を用いての器官の観察が17世 紀頃 よりさかんにお こなわれ

る ようになった。 その結果,19世 紀 には人体のな りたちを組織の レベルで把握 しょうとす る学 問の勃

興 をもた らす。 これが組織学である。 光学 顕微鏡 の観察のみによる組織学 はそのかたわれである細胞学

とともに約150年 間続 く。20世 紀半ば,光 学顕微鏡の限界に倦 きた組織 ・細胞学者 は,自 分 らの領

域に,1930代 に ドイ・ツで発明された電子 顕微鏡を導入 しは じめたのである。研究者のいちじるしい

増加と長 く続いた平和の澄 蔭iもあって,組 織 をアルデヒ ド系固定液 とオ ス ミウム酸 につけ,合 成樹脂で

あるエポンに劃 じこめて厚 さ0.05μmく らいに薄切するとい う標本作製の型が確立 し,あ らゆ る器官

の,あ らゆる組織 の,あ らゆる細胞 の超微構造が約20-25年 の 間にす さまじいス ピー ドで明 らかに

されていった。 その結果,電 子顕微鏡で観察 し,新 しい ものが見つかる時代は またた く間に過 ぎ去った

のである。

人間 の好奇心には際限がない,そ の後 も,組 織細胞学 のための方法 は色 々と試み られ改良されつつあ

る。そ の1つ が フリーズ ・レプ リカ法 である。 組織 を凍 結して割断する とい うこころみはすでに古 くか

ら且a,■:L(1950),S七 θereら(1957)に よ ってなされていたが,実 用的な方法 として確立され

るのにはMoor(1961)の 功績 が大 きい。 そ うして ようや く近年になって,こ の方法は生物学の研究

に広 く盛んに用い られ るようになったのである。

現在用い られているフ リーズ ・レプ リカ法 は,動 物や植物の組織 をグル タールアルデ ヒ ドで固定 し,

グ リセ リンにつけたのちにフレオンガス と液体窒素に入れ て凍 結させ,真 空中で割断 し,そ の破 面に白

金 と炭素を蒸着 させて レプ リカを作 り,電 子顕微鏡 で観察す るものである。 この方法 によって細胞の表

面をつつむ細胞膜や,細 胞 内にある種 々の膜構 造が特有 の割れ方をす るのである。 細胞 の中には ミトコ

ン ドリアとよばれ るエネルギー源をつ くる小 体や,小 胞体とよばれる蛋 白を合成 して貯え るふ くろや,

作 ったホルモンや酵素 を貯え細胞 外に放出す る分泌穎粒 とよば れる小 体など種 々の構造物が存在するが

これ らの大部分は膜によってで きてい る。 これ らの膜は生 体膜 とよばれ,す べて リン脂質の2分 子層か

らなってお り,そ の中に蛋 白質がモザイク状に介在 してい る(図1)。2分 子層 の リン脂質の疎水基 は
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図LSingerとNicO■sOnが 提 唱 した生体膜の模式図

図2.下 垂体前葉細胞の分泌果粒が細胞膜

に近づいたところの電子顕微鏡写真

図3.下 垂体前葉細胞の分泌果粒の開 口分泌像⊃

このように してホルモ ンが細胞の外へ 出

る。
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図4.下 垂体前葉細胞 のフ リーズ ・レプリカ像.
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細胞膜 の割断 面のレプ リカ。ややふ くらんだ感 のある所は下 に分泌果粒が来て細胞膜を押 し上

げていると考え られる。 この部分 には膜内粒子を欠 いている。
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たがいに相対峙 しあい,親 水基はたがいに外面を向いてい る。 フ リーズ ・レプ リカ法 を用いると膜は こ

の疎水基の間で割 れ,膜 内に存在す る蛋白粒子が露 出す る。 これを膜内粒子 とよぶ(図4)。

ペ プチ ドない し蛋白性 のホルモ ン(下 垂体前葉 ホルモン,膵 臓のホルモ ンな ど)や 消化酵素(胃 や膵

臓 などか ら出 る酵素で,糖 や蛋 白,脂 肪 などを分解す る作用を もつ)を 分泌す る腺細胞では,分 泌物は

細胞内で果粒状を呈 し,限 界膜につつまれてお り,分 泌果 粒とよばれている。 この果粒は細胞外に放出

されるにさきだち,細 胞質の 中を移動 し細胞の表 面に近づ く。 図2は その電子顕微鏡写真である。 つい

で,細 胞膜 と果粒限界膜が一 部で融合 し,そ の部分が開口 し,果 粒の内容物が外へ 出る(図3)。 これ

を開口分泌 とよん でいる。 この場 合のフ リーズ ・レプ リカ像を電子顕微鏡 でみ ると(図4),分 泌 果粒

の限界膜 と細胞膜 が融合す る時には,そ の融合に先立 ち,融 合する部分の細胞膜 と果 粒限 界膜 の膜内粒

子が排除 されてい るのがわかる。つ'ま り,膜 内粒子のな くなった脂質の2分 子層 が融合 して開口す るの

である。

分泌果粒の限 界膜と細胞膜の融合 と開口の瞬間の電子顕微鏡像をつかまえるのは きわめてむづか しい。

近年考案 された急速凍結置換法は液体窒 素や 液体ヘ リウムに銅をひた し,生 きてい る組織 をこの冷却 し

た銅に急速にぶ っつけて凍結を起 させ,細 胞の機能を急激に停止 させ てオス ミウム酸で置換固定 し,標 本

を作製 して電子顧微鏡で観察する方法 である。 この方法 を用いれば膜の融合 と開口の像が把握 できるか

もしれない とめ希望 をもって我 々はこの瞬間の追求に励んでいる。
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