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微細構造学的に,電子顕微鏡下で電解質を観察

しようとする試みは,Komnick(1962)1)がウミ

ツバ メ の SalzDrdse中に Na'と Cl~を それ

ぞれ potassium antimonateと乳酸銀 (または

酢酸銀)を用いて検出して以来, 多数の研究者に

ょって各種電解質の検出が報告されている2)3)｡

カルシウムについても,Peaseetall),Costa-

ntineta15)(1965)らが ammonium oxalateを

カルシウウ固定試薬 として用い,筋小胞体中 に

calcium oxalate の不溶性沈澱物を観察 して以

栄,鉛法6)7),potassiumantimonate法8),Ca-

S-collidinebuffer法9)などが試みられているが

これらの方法についての基礎的な比較検討はほと

んど行なわれていない｡

そこで著者らは, 硬組織石灰化機構の微細構造

学的研究の一環として, 硬組織における細胞の役

割を, カルシウム輸送,調節など,電解質代謝の

面から検索するために,このたび, その基礎実験

として,従来の電癖的カルシウム検出法と,著者

らによる改良法のカルシウム固定効果を, 歯膝に

振 り込ませた45Caの流出量測定実験で 求め, あ

わせてそれらの 固定法で電顕的にカルシウムを検

出した時に生ずる微細構造上の問題点について,

電顕所見をもとに比較検討したので報告する｡

材 料 と 方 法

実験材料には生後 7日の Wister系ラット(体

重13.8-15.2g平均14.5g)の上顎第 1,第 2日

歯々腔を用い, I, 各種固定液の歯肝 における

45Ca固定効果の測定,Ⅱ,それらの固定液で固定

した歯旺ならびに,小腸上皮におけるカルシウム

の吸収を電顕的に観察 し,比較検討した｡

Ⅰ 各種固定液による歯腔に頼 り込まれた 45Caに

対する固定効果の比較測定

45CaC12(0.5NHCl溶液)を37oCの生食水に溶

かし,体重 19当 り10FLCiを腹腔内に注射した｡

注射後,歯腔ならびに血液中の 45Caの経時的変

化を測定するために, 注射後 1時間までは10分ご

とに, その後は3時間まで30分ごとに屠殺し,歯

腔の摘出と同時に心臓よりの採血を行なったO 各

種固定法による 45Ca固定効果の測定の ためには

注射後30分と60分後に摘出した末固定の歯旺 (co-

ntrol)と,各種固定液で固定し,ethanol脱水

した歯陸を用いた｡また各固定液,脱水用 etha-

nolは,それぞれ 5耽Cを1回に用い,使用後,そ

の0.5ntCの 45Caactivity_を測定 し,各液への流

出総 45Caactivityを求めた｡採血した血液中の

45Caを含め,45Caactivityの測定のためには,

各試料を直径 2.5cmのステンレス製試料皿に坂 り,

6N硝酸0.1耽Cを添加 して潜解した後 Photore-
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flectorlampで乾燥 し, 次いでアセ ナン･セメ

ソダインで固定して, gasflow counter(Alo-

ka製 TR式 TDC6W)で測定 した｡ なお,読

料は 1mg/C耽2以下であったので,自己吸収による

補正は必要としなかった｡

また予備実験で,脱水時での 45Caの流出は 70

% ethanoでわずかに認められたのみで,高濃度

ethanolではほとんど認められなかったので,令

種固定法によるカルシウム固定能は, 実際には次

の近似式より求めた｡

カルシウム固定能 (%)-

固定後の歯旺総45Caactivity
固定液への流出+固定後の歯旺

×100

総 45Caactivity 総 45Caactivity

45Ca固定のために用いた各種固定法は次のごと

くである｡

1) oxalate法10)

2) K-antimonate-OsO4法8)

3) K-antimonate単独固定法11)

4) Ca-phosphatebuffer法

5) Na-phosphatebufferB

6) glutaraldehyde-OsO4混合固定法12)

7)ノCa-sICOllidinebuffer法9)

1) oxalate法10)

5% glutaraldehydeと 0.0125M ammoni-

um oxalateを含んだ 0.14M veronalacetate

bufferpH7.4で2時間,4oCで固定し,固定後

同bufferに 0.025M ammonium oxalateを加

えた液で2.5時間 洗源 した｡ 次いで2%Os04と

0.025M ammonium oxalateを含んだ veronal

acetatebuffer液で 1時間後 固定 し,直 ちに

ethanol脱水を行なった｡

2) a-antimonate-OsO4法8)

2%potassiumantimonate(potassiumpyro-

antimonate)K〔Sb(OH)6〕水溶液 pH9.5を

2%OsO4水溶液と等量に混合した溶液 pH7.2-

7.4を固定液として用い,2時間,4oC で固定 し

た後,ethanol脱水を行なった｡

3) K-antimonate単独固定法11)

1% potassium antimonateを固定液 として

用い,室温で2時間固定した｡

4) Ca-phosphatebuffer法

0.1M Na-phosphatebufferpI17.4に 2.5%

の割合に glutaraldehyd､e を加え,この溶液に

50ppm の CaC12を加えたものを固定液 として用

い,2時間,4oCで固定後,50ppm の CaC12と

1% OsO｡を含んだ 0.1M Na-phosphetebuf-

fer溶液,pH7.4で 1時間後 固定をし, etha-

nol脱水を行なった｡

5) Na-phosphatebuffer法

0.1M Na-phosphatebufferpH7.4で緩衝し

た 2.5% glutaraldehydeで2時間,4oC で前

固定を行ない, 同じ buffersolutionで緩衝し

た 1%Os04で 1時間,4oCで後固定をして etha-

nol脱水した｡

6) glutaraldehyde-OsO4混合固定法12)

0.1M veronalacetate buffer pH7.4で緩

衝 した 2.5% glutaraldehydeと 2% Os04の

混合液で2時間,4℃で固定し,0.25M sucrose

で15分間洗源後,ethanol,脱水を行なった｡

7) Ca-S-eollidinebuffer法9)

0.1M s-collidinebufferpH7.2で緩衝した

1.5%Os04に 5mM CaC12を加えたものを固定

液 とし,2時間,4oCで固定後,ethanol脱水した｡

なお脱水は全て冷 ethanol(4oC)70%,80%'

90%,95%,100%)で各15分ずつ行なった｡

Ⅱ 各種固定法による電顕的 カルシウム検出の比

較検討

材料は Ⅰと同様生後 7日の Wister系ラット,

上顎第 1,第 2白歯々腔と,実験的にカルシウム

を経口投与した 成熟ラットの小腸上皮を用いた｡

固定は Ⅰで用いた固定法のうち,K-antimona

te単独固定法を除いた6種で行ない,電顧用試料

とした｡ 歯豚は全て未脱灰のまま固定を行なった

が,controlとして,0.1M cacodylatebuffer

pH7.2 で緩衝 した 2･5% glutaraldehyde で

4oC,2時間固定した試料を10%EDTApH7.2,

あるいは10% EGTApH7.2で,4oC,3.-5日

間脱灰 した後,各種カルシウム固定液で後固定し

た歯腔を用いた｡ また実験的に成熟ラットに1%

Ca-gluconate2mteを経口投与し,5,10,20,

30分後に各種固定液で固定した｡この COntrOlと
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しては, 経口的に純水を授与した小腸上皮を用

い,同じ固定を行なった｡

以上の固定試料は, Ⅰと同様,ethanol脱水後

Epon樹脂に包埋 し, LKB ultratome (ultra-

tomeⅢ 8800),duPond の DiamondKnife

で薄切片を作成 し,無染色,鈴単染色 (pH12･0)

または酢酸ウラン と鉛の 2重染色を施 し, 日立

HU-ⅠIDS型電子顕微鏡,加速圧 75KW で観察 し

た｡

結果ならびに考察

歯肢に坂 り込まれた 45Caに対する各種固定液

のカルシウム固定能を比較検討するために, 注射
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図 1 45Ca投与後の歯旺ならびに血中の 45Ca

activityの経時的変化

後の血中 45Ca濃度と歯陸中の 45Caを,注射後

10分から90分まで, それぞれ摘出した歯腔と採血

液について,gasflow counterで測定した結果

は,図 1のごとくである｡ この測定結果から明ら

かなように,経時的に血中の 45Caactivity は減

少するが,歯陸では逆に増加し,30分後では30,0

00pm,60分後では 45,000cpm と,歯腔中へ著

しい 45ca の集積を示 している｡ この結果から,

注射後30分の歯膝を カルシウム固定能の測定実験
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図2:各種固定法による歯旺固定操作中の残

留 45Caの比較

A.0:Ammonium Oxalate法

SbOs:K-antimonate-OsO4法

Sb:antimonate単独固定法

Ca-P:Ca-phosphatebuffer法

Na-P:Na-phosphatebuffer法

GトOS:Glutaraldehyde-OsO4混合固定法

Ca-C:Ca-sICOllidinebuffer法

に用いることとし,45CaC12腹腔内投与後,30分

の歯腔 (Mql,輿 )を摘出し,各種固定液で固定を

行なった｡ 固定,脱水操作中に流出する 45Caを

測定 した結果は図2のごとくである｡ この図は,

各種固定法を行なった際に,45Caの流出は主 とし

てその 固定液中にみられ, ethanol,脱水中には

ほとんど 45Ca の流出は生じないことを 示 してい

る｡この結果は Fishman ら18)が骨格筋に振 り込

まれた 45Caを,oXalateを含んだ formalinで

固定し,ethanol脱水を行なった実験結果とほぼ

一致 し,カルシウムを固定する際には, 固定液の

選定や使用法による影響が大きく,ethanol脱水

過程ではほとんど カルシウムの流出は問題になら

ないことを物語っている｡ 図3は,以上の結果を

もとに各種固定法の カルシウム固定能を比較図示
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図3 各種固定法のカルシウム固定能の比較

したもので,oXalate法が 45Ca流出を約 5%以

内に押え,最も有効で,次いで,K-antimonate-

OsO4法, Ca-phosphatebuffer法,glutaraト

dehyde-OsO4混合法などがよく,K-antimonate

単独固定や,Na-phosphatebuffer法,Martin,

Matthewsら9)がカルシウム固定のために用いて

いる Ca-S-collidinebuffer法などの,カルシウ

ム固定能はあまりよくなかった｡

0Ⅹalate法は従来,光顕的に溶性カルシウムを

固定する方法 として知られてお り14),4%ammo-

nium oxalateと 25% neutralformalin の等

量混合液 として用い,カルシウムを不溶性の caト

cium oxalate として沈澱させて,組織内のカル

シウムの証明を行なったものである｡ 電顕的にこ

の方法を坂 り入れ,改良 して用いたのは Peaseet

a14), Costantin etal.5)でいずれも筋組織中の

Ca++を筋収縮機構 との 関連において 検出しよう

と試みている｡ 電顕的電解質検出法の生みの親で

もある KomnicklO)もカエルの腹筋中にこの方法

で Ca++ を検 出 し,Peaseら4)と同様 sarco-

plasmicreticulum, な らび に terminalcis-

ternae中に calciumoxalateの沈澱物を観察 し

ている｡

oxalate法のすぐれたカルシウム固定能につい

ては,前述のごとく Fishman ら18)も骨格筋に

振 り込まれた 45Caに対 して, その流出量を測定

して実証 してお り, Gayら15)も鳥の卵管粘膜上

皮細胞中に おける授与 した 45Caの局在,動態を

光顕オー トラジオグラフィ-で 追跡するために,

45Caを固定する目的で Freez-sulstitutionと併

用 した oxalate法を用い, 良い結果を 示 してい

る｡ このようにオー トラジオグラフィーと併用す

る場合などは,oXalate法のもつすぐれたカルシ

ウム固定能のために有効であるが, 電顕的検出法

として用いる場合には反応生成物である calcium

oxalateの電子濃度があまり高 くないので,その

有効性が低められている｡つまり,calcium ox-

alateの電子濃度は,oXalate自身ほとんど電子

線散乱能を持たないために, 結合するカルシウム

の濃度に依存 してお り,従 って, カルシウム固定

能やカルシウムとの 反応特異性がすぐれているの

にもかかわらず, カルシウム濃度が充分に高 く,

限局性の場合にのみ 電顕的に検出可能 となるため

である｡ 実際,直接その反応を電顕下で観察する

ためには,筋小胞体中のような限局性で, しかも

比較的 カルシウム濃度の高い ところでも, 無染色

で観察するか, 包埋用樹脂なども電子線透過性の

よい ものを使用する等の 工夫が 必要 と されてお

り4)5)10),細胞中に散在性に局在するカルシウムや,

RNP頼粒など osmiophilicな構造物などと混在

する場合には 検出が 困難になる欠点を有 してい

る｡

図4,5は oxalate法で固定 したラットの象牙

芽細胞の一部であるが, この細胞頂部に出現する

Golgi体由来の小体 (densebody) には,電子

濃度の高い微細頼粒状, ない しは針状結晶状の反
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応物が観察される｡これらの反応物は EDTA,E

GTA で脱灰処理後は消失し (図7),同時に K-

antimonate-OsO4法でも同様な強い反応を示す

頼粒がこの小体中に出現することから (図8),こ

れらの反応物は カルシウム由来のものと考えられ

る｡ このようにカルシウムの高濃度に集積する場

所では calcium oxalateの反応は観察し易い｡

しかし,図6は同じ象牙芽細胞の Golgi体,およ

びその周辺細胞質と細胞間隙の一部を示したもの

であるが, 他のカルシウム固定法 (図 9,10,ll

14,15,17)で,Golgi体や細胞間隙 にみられ

たような反応は全 く観察 されない｡ この ことは

oxalateの高い カルシウム固定能から考える と

Golgi体,細胞間隙に局在したカルシウムも,恐ら

く calcium oxalate として固定されてはいるが

カルシウムの濃度が充分な電子度を与える程高 く

ないために,同じ固定液中の Os04によって固定

された比較的高い電子濃度をもつ細胞構成々分に

よって,反応が maskされた状態になっているた

めと推測される｡

このような カルシウム固定試薬の低電子濃度の

欠点を補い, 散在性に,低濃度に局在するカルシ

ウムも電顕的に検出する 目的で用いられた方法が

K-antimonate-OsO4法である｡このカルシウム

固定能は約85-90%で (図2,3),oXalate法に

比べやや劣るが, calcium antimonate の不溶

性沈澱物は,antimonyのもつ高い電子線散乱能

のために,微量なカルシウムでも, 高い電子濃度

の小頼粒として観察することが可能である｡ 従っ
0

て極めて小さい,直径100A以下の反応頼粒でも,

Os04によって固定された細胞構成々分よりは一

般に電子濃度が高 く, 反応物として検出される可

能性をもっている｡

potassium antimonateは元来, Komnickl)

によって Na+の電顕的検出に用いられたもので

あるが,Ca++とも結合し, 高い電子濃度をもつ

不溶性沈澱物を生ずるところから,Legatoこら8)

によって, 犬の心筋でのカルシウム検出に用いら

れたのが最初の報告である｡ この方法によるとカ

ルシウムは,oXalate法で報告されていたように

4)5)10),筋小胞体中のみならず,筋線維の Ⅰ-band
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にも散在性に calcium antimonateの微細な反

応物として検出される｡ しかしながら, K-anti-

monate-OsO4法では このように微細な反応物で

も電顕で観察できる利点を有する一方, 非特異的

な反応も生じ易い欠点も持っている｡ すなわち,

antimonateはカルシウムに対してのみ特異的に

結合するのではなく,Na'とも結合し,Na-anti-

monateの不溶性沈澱をも生ずる可能性もあり,

従ってカルシウムに対する反応特異性を高めるた

めにはさまざまの control実験を必要とする｡後

述のようにこの点が K-antimonate-OsO4法の欠

点になっている｡

図8-11は K-antimonate-OsO4法で固定した

ラット歯腔の象牙芽細胞の一部である｡ 図8は図

4,5と同様,象牙芽細胞頂部にみられる Golgi

体由来の小体 (densebody)であるが,極めて

強い反応がその小体中に観察される｡ 反応は小体
く)

中に直径 50-700A位までの大小様々の頼粒構造

として認められ,oXalate法による所見 (図4,

5)と考え合せると, この小体中には高濃度のカ

ルシウムが集積することが推測できる｡ 図10,ll

は同じ細胞の Golgi体の部分であるが,反応は

Golgicisternae,Golgivesiclesおよび Golgi

vacuoles中にもみられ, 細胞頂部に集まる小体

の起源と考えられる vacuoles中にも,特異的に

電子濃度の高い小額粒の集積が antimonate に

よる反応生成物 として認められる｡ またこれらの

反応物は細胞間隙や mitochondria 中にも観察

される (図9)｡ しかしこれらは EDTA や EG

TA で処理した後の歯腔では,ほとんど観察され

ない｡ このように K-antimonate-OsO4津によれ

ば oxalate法では検出されなかった微量のカルシ

ウムも, 微小頼粒として電顕的に可視化し得る可

能性も示されたわけであるが, その反応特異性に

ついては,今後さらに検討の必要があろう｡ 図12

13はラットの腸管にCa一gluconateを授与し,小

腸の吸収上皮からの カルシウム吸収過程を観察す

るために K-antimonate-OsO4法で固定し, an-

timonate による反応のカルシウム依存性を確か

めた例である｡ Ca-gluconateの代 りに,純水を

授与 した controlの小腸上皮では反応はほとん
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どみられなかったが,Ca-gluconateを投与する

と図12,13に示すごとく,小栗粒の反応生成物は上

皮細胞の microvilli中,大小の vesicles中,

mitochondria 中ならびに Golgi体中にもみら

れ,基底部細胞間隙中にも時間の経過と共に観察

される｡ しかし controlでほとんど反応物がみ

られなかった事実は,K-antimonate-OsO4法で

は小腸上皮に生理的に存在する量の Ca++,Na+

を電顕的に検出することが 検出限界を越えている

ために不可能であることを示 している｡

カルシウム固定能が K-antimonate-OsO4法に

次いで良 く,45Caの流出率が約25%で (図2,3)

しかも微細構造の維持が最も良好な結果を示 した

のは Ca-phosphatebuffer法である｡図14,15

はこの方法で固定 した象牙芽細胞の Golgi体で,

K-antimonate-OsO4法の場合 と同じく, Golgi

cisternae,Golgivesiclesならびに Golgi体由

来の vacuoles中に高電子濃度の微細願粒が観察

される｡EDTA処理後,同じ方法で固定した歯腔

では (図16),Golgi体中の微細頼粒は全 く認め

られない｡ この方法による反応生成物は,象牙芽

細胞の細胞間隙にも認められ (図17),K-antimo-

nate-OsO4法で得られた所見とも一致するが, こ

の反応も,EDTA処理をした場合には認められな

かった ｡

この Ca-phosphate buffer 法の固定液は,

Na-phosphatebufferで緩衝した Glutaralde-

hyde溶液に CaC12を加えたもので,このカルシ

ウム 固定作用は固定液中の Ca,P により組織細

胞内の カルシウム~を metastableの状態に保ち,

固定操作中における カルシウムの流 出を-防 ぐと

共に,組織内で amorphousな calcium phos-

phateの核を形成 し,不溶性の沈澱物を作ること

によるものと考えられる｡ 従 って生じた反応物の

本体は calcium phosphateで,その電子濃度は

局所の カルシウム濃度に依存するわけで ある｡

しかし電子濃度がカルシウム依存性である点は,

oxalate法も同様であり,カルシウム固定能やカ

ルシウム結合力はむしろ Ca-phosphate法より

はすぐれて いるにもかかわらず,Ca-phosphate

法では Golgi体や細胞間隙に反応物が認められ

(図14,15), oXalate 法では検出できなか?た

(図6)点については次のように考えられる｡

Ca-phosphatebuffer法で固定した歯腔の切

片を無染色で観察すると, 鈴染色を施 した場合と

異なり,Golgi体中や細胞間隙中の微細な反応生

成物は Calcium phosphate の低電子濃度のた

めに, ほとんど電顕下に認めることはできない｡

この事実は, 鉛染色が微細な額粒状沈澱物である

calcium phosphateの電子濃度を特異的に高め

ている可能性を物語 ってお り, 次のように解釈で

きる｡すなわち,生じた calcium phosphateの

沈澱は, 切片上で鉛染色 (pH 10-12)を施すこ

とにより,Pb と Ca の置換反応が起き,その結

果,電子濃度の低い calcium phosphateが,不

溶性で電子濃度の高い leadphosphate となっ

て,電顕的に可視化されるためと考えられる｡

一方 oxalate法の場合には calcium と oxa-

1ateの結合が calcium と phosphateの結合に

比べて強 く,従って oxalate の沈澱物は鉛染色

を行なっても容易に CaとPbの置換が起らない

ことが推測される｡ そのために,鉛による電子染

色を施 した場合には Ca-phosphatebuffer法で

のみ微量な カルシウムの反応が観察される結果と

なるのであろう｡ このようなカルシウム検出のた

めの金属置換法は, 光顕的にも古 くから用いられ

ている方法で, たとえば組織中のリン酸カルシウ

ムに硝酸銀を作用させると, カルシウムは本来の

結合から切 り離されて その部分は重金属陽イオン

に置換される〔Ca3(PO4)2+6AgNO3-2Ag8PO4

+3Ca(NO8)2〕｡この場合, カルシウムが 重金属

に置換される条件として, 陰イオンと結合 してで

きた重金属塩はもとの カルシウム塩より一層不溶

性である必要があるとされている14)｡ 電顕的にも

鉛を用いて固定中に CaとPbの置換反応を起さ

せる方法も報告されており6)7),その結果は鉛の極

めて高い電子濃度のために有効な手段となってい

る｡

Ca-S-collidinebuffer法も固定液中に CaC12

を加えて カルシウムの流出を少なくしようという

点では Ca-phosphatebuffer法 と類似するが,

Matthewsら6) の方法によった結果は,図2,3
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のどとくカルシウム固定能は約40%で, 電顕的に

も反応は極めて少なく有効ではなかった｡

以上の結果から, 電顕的にもカルシウムの局在

を把え得る可能性が示されたわけであるが, それ

らのカルシウム局在を細胞生理機構に結びつける

ためには, さらに解決しなければならない幾つか

の問題が残されている｡例えば検出されたカルシ

ウムがイオン性か結合性かの問題, あるいは反応

時に生じ易い dislocation,diffusion に対する

処置法, さらには反応特異性の確認法などがあげ

られる｡最後にこれらの諸点について考察を加え

たい｡

検出したカルシウムが結合性のものであるか香

かについての形態学的な判定は非常に困難で, 用

いる カルシウム固定液の カルシウムに対する結

合力や, カルシウムがどのような形で protein,

polysaccharide,lipidなどと結合しているかに

も依 り,単純には結論は導びけない｡さきに述べた

ように Legatoら8)も K-antimonate-OsO4法

で筋細胞内の カルシウム局在を観察しながら,L

bandにみられるカルシウム反応は,troponinと

結合した結合性の カルシウムであろうことを論じ

ており, それらは小胞体中のカルシウムのように

sucroseなどによる潅流洗源などで容易に流され

得ないものであることも示している｡本研究の場

合でも,K-antimonate単独固定の結果は (図2

3), K-antimonat-el0sO4固定の場合と比較し

て カルシウム固定 能は悪く, 約60%の 45Caは

流出してしまう結果になっている｡このことはK-

antimonateによってカルシウムは固定されるが

K-antimonate自身タンパク固定能がほとんどな

いために,結合性の カルシウムはタンパク質等の

流出と共に消失してしまうものと考えられる｡一

般に細胞内のカルシウムイオン濃度は平均 10~7M

位とされ, カルシウム輸送や調節の盛んな硬組織

の細胞などでは,坂 り込まれたカルシウムめ多く

は protein等と結合しmitochondria内,Golgi

体内,1ysosome中などの calcium packaging

system 中に貯えられるか16),小腸上皮における

ようにCa-bindingproteinによって結合されて

transportされる場合が多いとされている17)18)0

うう

従って, カルシウムを固定する際にはカルシウム

自身の 固定のみ ならず, 結合基質となっている

protein,polysaccharide,lipidなどの固定にも

充分に注意を払う必要がある｡ glutaraldehyde-

-OsO.1混合固定が,glutaraaldehyde についで

Os04 で固定する2重固定に比べ カルシウム固定

能が よいのも (図2,3)前者は 1stepで固定

を完了し得るためにタンパク, 脂質共固定性がよ

く,従ってカルシウムの流出も少ないものと考え

られる｡

次いで, 固定液のカルシウムに対する反応特異

性であるが,厳密には 1step の固定でカルシウ

ムのみを特異的に固定する方法はない｡ 従って特

異性を高めるにはさまざまな controlを用いる必

要があり, そのいくつかについてはすでに述べた

通 りである｡本研究で用いたカルシウム固定法の

なかで, 非特異性反応が最も問題になるのは K-

antimonate-OsO4法である｡ この方法は,反応

生成物の電子濃度が高く, カルシウム固定能もす

ぐれており,他の方法では検出できないような微

量のカルシウムも, 電子濃度の高い小額粒として

検出できる利点を有している反面,Na+,Mg十十な

ども反応するという欠点も持っている｡ この非特

異性を除くために,EDTA,EGTA,などの前処

理法や,切片上での EGTA 処理法などを併用し

ているが充分な方法とはいい得ない｡

また, 反応生成物の大きさに よって Na+,と

Ca++を区別することもある程度は可能であるが8)

これも局所イオン濃度の多寡によって, 反応頼粒

の大きさは異なるため,目安にとどまる｡ 電顕的

オートラジオグラフィーとの併用は, 高い特異性

を得る点ではよいが,､45Caのβ線のようにenergy

の大きな isotopeでは得られた結果の分解能が
○

低いために (約 1,500-3,000A の分解能),個々

の反応頼粒については論じ得ない｡ Ⅹ-raymicro-

analyzer(ⅩMA)を電顕切片に応用して, 反応

生成物の元素分析を直接行なおうとする報告も近

年なされつつあるが11)19)20),これもⅩMAの検出

感度がまだ充分でないため, 電顕レベルまでの分

解能は得られず,補助的手段にすぎない｡ Lがul

ながら,最近,透過型電顕に ⅩMAを装着した塾
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の元素検出器が 英国で開発され (EMMA4型),

電顕 レベルの微小部分についての元素分析がなさ

れつつある21)(22)｡分解能もそのすぐれた検出感度

により300-500Aにまで達 してお り,mitochon-

dria中の頼粒や,細胞膜 レベルでの元素分析まで

なされているのは注目に値する｡

また,freeze-drying法も年々改良され,電顕

的にも充分使用可能な切片がこの方法で得られる

可能性が示されている今日23),電解質細胞化学の

最も大 きな難点であった 電解質の diffusion や

dislocation の防止もあながち不可能 とは考えら

れず, 生理機能に直結 した微細構造学的な研究も

さらに進歩するものと思われる｡

以上の結果考察をもとに, 電顕 レベルでの電解

質細胞化学の方法を EMXや非分散検出法などを

導入することにより今後さらに検討改良を加える

つもりである｡

要 約

電顕的にカルシウムを検出する目的で, 各種の

電顕的カルシウム固定法について 次のような検討

を行なった｡

1) 45Caを授与したラットの歯肱を用い,固定

脱水操作中に流出する 45Caを gasflow counter

で測定 し, 各種固定液のカルシウム固定能の検討

を試みた｡その結果 oxalate法, K-antimona-

te-OsO4法, Ca-phosphatebuffer法の順で,

45Ca固定能が良いことを確かめた｡

2) それぞれの 固定液で固定 した 歯腔や Ca-

gluconate を授与 したラットの 小腸上皮を電顕

的に観察 し,1)の結果と比較検討した｡ その結

莱,a)oxalate法はカルシウム 濃度が高い場合

にのみカルシウムを可視化でき, 電顕的オ- トラ

ジオグラフィー法 との 併用の場合には効果的であ

ること, b) K-antimonate-OsO4法は微量のカ

ルシウムでも電顕的に可視可能であるが, 反応特

異性が低いため,controlを充分に考慮する必要

があること,C)Ca-phosphatebuffer法は Ca

固定能はやや低いが, 鈴による電子染色で比較的

微量なカルシウムも可視化でき, 微細構造の維持

と共に有効な方法であること_が確かめられ た｡

3) 将来, カルシウムを細胞生理機能 と直結 さ

せた研究を行 な う際の 方法論上の問題点をあげ,

考察を行な った｡

稿を終るにあたり, 45Caactivityの測定に御協

力,御助言をいただいた,放射性同位元素中央研究

室 長々,清水泰二教授に深謝いたします｡
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付 図

図3二7 ラットの象牙芽細胞,oXalate法

図4 象牙芽細胞の細胞項部で,多数の電子濃度の

高い小体 densebody(DB)が観察される｡

denselody 中には額粒状ないしは針状の反

応生成物がみられる｡象牙前質中には謬原線

維 (CO)が観察され, 中には長軸方向に針

状結晶構造を有するもの もある (矢印)0

×21,000

MVB: multivesicularbodies

図5 細胞項部の densebody(DB)で,内部には

微細額粒の他に,長軸方向に一致して針状の

反応生成物がみられる｡ ×45,000

図6 同じ細胞の Golgi体 (G)とその周辺部細胞

質,ならびに細胞間隙 (矢印)を示す｡反応

生成物はほとんど観察されない｡ ×16,000

図7 EDTAで脱灰後,oXalate法で固定した象牙

芽細胞の一部で,densebody(DB)中の額

粒状反応物は消失し,豚原線維上の結晶様構

造もみられない｡ ×45,000

図T8-11 ラット象牙芽細胞,K-antimonate-OsO4

法

図8 象牙芽細胞項部に集積した densebody(D

B)中にみられる antimonateによる反応生
○

成物で,50-700A 位までの高い電子濃度を

もった微細の集積として観察される｡

×31,000

図9 象牙芽細胞間隙 (矢印)にみられる反応生成

物,mitochondria(M),densebody(DB)

中にも額粒状の反応物が認められる｡

×45,000

図10 Golgi体 (G)とその周辺部細胞質で,反応

物は Golgicisternae,Golgivacuoles中に

強 く認められ,Golgi体由来の densebody

(DB)にも額粒状反応の強い集横がみられる｡

×16,000

説 明

図H Golgi体の拡大で,微細な反応物が Golgi

cistennae,Golgivacuoles(GV)に認めら

れ,Golgi体週辺の coatedvesicles(矢印)

中や r-ER (ER)中 にも反応物が 観察され

る｡Densebodies(DB)中にはさらに集横

した額粒がみられる｡ ×45,000

図12.13 Ca一gluconate投与後の ラット小腸上皮■■■■■■■■■■■■■-■

細胞 K-antimonate-OsO4法

図12 小腸上皮の microvilli(MV)中には吸収し

た Caによる多数の額粒状反応物が観察され

る｡ mitochondria(M)中や vesicles(矢

印)中にもCaによる微小頼粒がみられる｡

×45,000

図13 取 り込んだ Caによる反応物は,mitochon-

dria(M)申,Golgicisternae 中,Golgi

vacuoles(G)中,ならびに細胞膜の内側に

沿っても認められる｡ ×21,000

図14.-17 ラットの象牙芽細胞,Ca-phasphate■■-
buffer法

図14 Golgicisternae(G)中に特異的に観察され

る微細額粒状の反応物,coatedvesicles(C

V)中にも粗大な反応物がみられる｡

×80,000
0

図15 Golgivacuoles(GV,GV')中にも 100A 位

の微細な反応物が観察され,densebody(D

B) 中にはさらに多数の反応物が存在する.

×80,000

図16 EDTAで脱灰処理を施した後,Ca-phosphate

法 で 固定 した もので, Golgi体 (G)中の

反応物は Golgicisternae,Golgivacuoles

(GV)中とも消失し観察されない｡

×80,000

図17 象牙芽細胞の細胞間隙にみられた反応物 (矢

印) N:核 ×45,000
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