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研究成果の概要（和文）：優れた細胞像を得られる化学固定法を開発した。植物に酸素バブリン

グとアルデヒド(GA)固定を30分行うと、糖タンパクの保存が従来法より促進され、タンパクを高

度に保全できた。植物細胞の細胞膜、オルガネラ膜と基質、細胞成分の固定は極めてよい。特に

固定の難しいとされるミトコンドリア内膜と基質の保存に成功した。しかし、酸素バブリング・

GA固定が免疫電顕法に利用できるかどうかは現在のところまだ明らかにされなかった。 

 

研究成果の概要（英文）：A new chemical fixation method was developed successfully in this 

project. On fixing plants with glutaraldehyde together with oxygen bubbling, the higher 

preservation of glycoproteins was achieved, resulting in observing fine ultrastructure 

under electron microscope. The cell images involving membranes and matrix of organelles, 

cytoplasm and cell components were excellent. However, it was not yet apparent whether 

the bubbling fixation was good enough to the preservation of protein for immunoelectron 

microscopy or not. 
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１．研究開始当初の背景 

現在の生命科学では細胞の働きを理解する

ことにより科学の発展に貢献できる。その細

胞の働きはタンパクの機能の理解すること

で得られ、タンパク機能を知るためには細胞

での局在、すなわち形態学と機能の双方を知
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ることが何より求められる。しかしながら、

現在の形態学を支える電顕法は習得するこ

とが困難な手法と云える。その中核の技術は

化学固定剤を用いた試料作製方法にあるが、

試料作製法を使用する研究者の多くは恒常

的に高質の細胞像を得られないと云う不安

をかかえている。タンパクの高度保存を示す

美しい細胞構造を確実に得ることは研究者

の基礎能力であるにもかかわらず、しばしば

グルタルアルデヒド(GA)固定に失敗する。美

しい細胞像は機能を把握する最良の道の１

つである。このため、固定機序に立脚したタ

ンパクの標準固定法の確立の必要性を日頃

から感じている。思索の途上、タンパクの GA

固定は酸素要求性の反応であることを知り、

本課題の着想を得た。 

 
２．研究の目的 

化学固定剤を用いた電顕試料作製法にはまだ

改良の余地がある。現状の化学固定法では生

命機能を司るタンパクの保存効果をもう少し

高くできると思う。タンパクの固定機序を学

習すると、その保存は酸素要求性であること

が分かる。従って、酸素バブリングを行いつ

つグルタルアルデヒドで植物組織を固定する

時、細胞タンパクの固定効果が高精度・短時

間で上がることが期待できる。また、短時間

のGA固定のためタンパクの抗原性決定基は喪

失しないで残ると予想するため、凍結試料の

免疫電顕法と遜色ない新規の免疫電顕の開発

が期待できることも目標の１つである。 

 
３．研究の方法 

グルタルアルデヒド(GA)と四酸化オスミウム

(OsO4)と云う化学固定剤を使ってコムギ根・

葉の電顕試料作製を行った。組織を入れたGA

前固定液に酸素バブリングしつつ固定を行っ

た。対照は酸素無処理・GA前固定である。バ

ブリング固定のために研究代表者が考案して

作成した酸素バブリング装置を用いた。GA固

定中は溶存酸素量(mg/mL)を常に計測して実

験の再現性を保証した。それ以降は常法通り

試料作製を行った。生物試料を包埋した樹脂

ブロックから0.75μmの厚切の試料切片を作

製してトルイジン青液(TB)で染色した。この

色素は核、軟骨基質、ニッスル小体のCOO-, SH, 

SO4
2-と結合するので糖タンパクを染めること

が分かっている。青く染まった染色性の程度

がタンパク保存の基準となる。電顕レベルで

のタンパクの保存性は、固定が最も難しいと

云われているミトコンドリア(Mit)を使って

調べられた。調査基準はMit内膜面積/Mit面積

比である。計測値は統計分析されて、酸素処

理区と無処理区で有意差があるかどうか検定

する。GAの優れた固定効果により抗体と反応

する抗原決定基が破壊されている可能性があ

るが、免疫染色を行い免疫電顕に酸素バブリ

ングが有効であるかどうかを調査している。 

 
４．研究成果 

細胞タンパクは多様な生命機能を遂行する。

凍結固定と比べると化学固定はタンパクをま

だ十分保存していないし、得られた細胞像の

結果も安定しない。本課題では化学固定時の

タンパク高度保存性と良質細胞像の確保に及

ぼす酸素バブリングの効果を調査した。初め

に結晶タンパクをin vitroでグルタルアルデ

ヒド(GA)で固定した。固定によりGA液中の酸

素は15分で全て消費され、タンパクは沈殿し

て固定が完了した。このことからGA固定に酸

素が必要であることが再確認された。次に、

固定効果を上げるために酸素バブリングを行

いながら、コムギ葉と根を15～90分間GA固定

し、その後，常法により試料作製した。組織

から作製した切片をトルイジン青(TB)で染色

した。TBは塩基性色素であるため陰荷電した

糖タンパクを好染する。糖タンパクの捕捉度

をTB染色の程度により調べた。TBにより酸素



バブリング区の液胞と根冠細胞質が強陽性に

染まったが、酸素バブリングフリー区では弱

く染まっただけである。これは酸素バブリン

グフリー区の固定よりも酸素処理区では糖タ

ンパクの保全が更に改善されたことを示す。

表皮細胞と根冠細胞の液胞成分と液胞膜も高

いコントラストを示したので酸素はこれら構

造の固定に優れていることが分かった。3番目

に固定がどれだけ短縮できるかコムギ根を使

って調査した。酸素処理と無処理で根を30分

～90分間GA固定し、その後60分間OsO4固定し

た。TB染色した切片で固定効果を調べた。30

分間酸素処理しGA固定した根で十分よい結果

を得た。この区の分裂組織と根冠細胞の核と

細胞質は最もよい染色性を示した。更にタン

パクの固定効果を電顕レベルで調べるために

、固定の良否に敏感なミトコンドリア(Mit)

の構造、特に内膜面積/Mit面積比を計測学解

析を行った。その結果、酸素バブリングフリ

ー区に比べて酸素処理区の内膜/Mit比は有意

に高く、内膜の構造保存がよいことが実証さ

れた。今まで得られた結果は、酸素バブリン

グを使えば30分のGA固定で糖タンパクが保存

できることが証明された。しかしながら、酸

素バブリング・GA固定が免疫電顕法に利用で

きるかどうかは現在のところ明らかにされな

かった。国内外のミトコンドリアの研究者に

とりミトコンドリアの崩壊を伴う試料作製に

困っていた。崩壊の原因はミトコンドリアの

酸素感受性によるものであることが分かった

。酸素バブリング・グルタルアルデヒド固定

を使うと状況を改善できる。 
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