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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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