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緒 言

塩 化 第二 鉄,抱 水 ヒ ドラ ジ ン とカ コ ジル酸 で

調 製 した 陽性荷 電鉄 コロ イ ドは非 常 に安 定 で微

細 な粒 子(1.0nm)か ら成 り,組 織 や 細 胞 の陰 性

イオ ン基 の詳 細 な光 顕 な らび に電 顕 的検 索 を可

能 に した1),2).私達 の最 近 の 血球 を用 い た実 験 に

よ る と,こ の 陽 性荷 電 鉄 コ ロイ ドは,走 査 電 子

顕微 鏡 観 察 の た め の非 常 に小 さい生物 試料 の ガ

ラス片 へ の 載 台 に用 い る こ とが で き,そ の 作 用

は現 在 一般 に使 用 され ているポ リ-L-リ ジン3-5)

よ り強 力 であ るこ とが 判 明 して い る.本 稿 は こ

の 陽性 荷 電鉄 コロ イ ド戴 台法 の詳 細 を述 べ る.

材 料 と 方 法

陽 性 荷 電鉄 コロ イ ドを,以 下 の ご と く,村 上

の方 法1,2)で調 製 した.す なわ ち,0.1Mカ コ ジル

酸 水 溶 液 に,pHが7.2～7.4に な る まで,抱 水 ヒ

ドラ ジ ン を滴 下 す る.こ の抱 水 ヒ ドラ ジ ン ・カ

コジル 酸水 溶液10容 に0．1M塩 化 第二 鉄 水 溶液

1容 を混 じる.そ して,こ の 抱水 ヒ ドラ ジ ン ・

カ コ ジル酸 ・塩 化 第 二鉄 混 液 を,そ の 色 が黄 色

か ら暗赤 褐 色 に な る まで,2～3分 間 煮 沸 し,

その後 室 温 に まで放 置冷 却 す る.こ の よ うに し

て得 られ た微粒 子 陽性 荷 電鉄 コロ イ ド原 液 を,

使 用 直前 に上 記 抱水 ヒ ドラ ジ ン ・カ コ ジル酸 水

溶 液(pH 7.2～7.4)で3倍 に希 釈 し,さ らに1

～10N塩 酸 と 抱 水 ヒ ド ラ ジ ン を 用 い て

pH 7.2～7.4に 調 整 す る.

52歳 日本 人 男性 の 耳 介 よ り2～3滴 の 血液 を

採 取 し,リ ンゲ ル液 中に拡 散 後(1.000～2.000/

mm3)約5分 間 振盪 して洗 浄 した の ち,遠 沈 して

(5.000rpm,約10分)血 球 を分 離 した.こ の分

離 血球 を0.1M燐 酸 緩衝1.0%グ ル ター ル アル デ

ヒ ド液(pH 7.2～7.4)に 拡散 して(1.000～2.000/

mm3)約30分 間 振盪 して 十分 固定 し,そ の後 上 記

の如 く遠 沈 して血 球 を分 離 し,さ らに0.1M燐

酸 緩 衝 液(pH 7.2～7.4)中 に 拡 散 し た

(1.000～2.000/mm3).別 の試 料 として,採 血 後

約10日 間4℃ で保 存 した 血液 を上 記新 鮮 血 と同

様 に処 理 して グル ター ル ア ル デ ヒ ド固定 し,同

0.1M燐 酸緩 衝 液(pH 7.2～7.4)中 に拡 散 した

(1.000～2.000/mm3).

光 顕 用 カバーグラスを適 当 な大 きさに切 り(4×

5mm位),100%ア ル コー ル,100ア セ トン,蒸 留

水 に浸 して 洗浄 し,濾 紙上 で空 気 乾燥 した.こ

の ガ ラス片 を上 記調 整 したpH 7.2～7.4の 希 釈 陽

性荷 電 鉄 コ ロイ ド液 中 に10分 間 浸 し,0.1M燐

酸緩 衝 液(pH 7.2～7.4)中 で よ く洗 っ た後,上

記 固定 新鮮 血液 拡 散 シャー レ と固定保 存血 液 拡

散 シ ャー レの 中 に それ ぞ れ静 か に 沈 め て約10分

間静 置 し,ガ ラ ス片 上 に 血球 を沈 澱 させ た.そ

の後,各 ガ ラ ス片 をそ れ ぞれ の シ ャー レ中 よ り

取 り出 し,蒸 留 水 中た 浸 して軽 く洗 い,余 分 の

沈澱 血球 を除去 した.

上 記 の ご と く処 理 して 血球 を載 台 した カバ ー

グラ ス片 を上 昇 ア ル コー ル系 列(30, 50, 70,

 80, 90, 95, 100%)を 通 し,直 ちに 液体 炭 酸 ガ

ス を媒体 と して臨 界 点 乾燥 し,金 を軽 く真 空蒸

着 して,加 速 電 圧25kV下 に 走 査 電 子 顕 微 鏡

(HHS-2R,日 立)観 察 した。

対 象 実 験 と して, Mazia5)やTsutsui et al.6)
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あ るいは宇 野 他7)に 従 って,カ バ ー グ ラス片 を0.1

%ポ リ-L-リ ジン(分 子 量70.000～85.000)で

処 理 し,そ れ ぞ れ に上 記 の 方法 に準 じて 固定 新

鮮 血 球 と固定保 存血 球 を載 台 した.こ れ らの対

象実 験 試 料 も,上 記 の ご と く,脱 水 金蒸 着 の 後,

走査 電子 顕 微 鏡 で観 察 した.

陽性 荷 電 鉄 コ ロ イ ド処 理 ガ ラス片 とポ リ-L

-リ ジン処 理 ガ ラ ス片へ の血球 の載 台 は 同一 シ

ャ レー 内 で 同時 に行 っ た.

結 果 と 考 察

新鮮な状態でグルタールデヒド固定 した赤血

球は陽性荷電鉄コロイ ド処理したカバーグラス

片(カ バースリップ)上 に比較的密に観察され

た(図1).一 方,同 赤血 球 は ポ り-L-リ ジ ン

処理 した カバ ー ス リップ上 に は比 較 的 疎 に 載 台

され て い た(図2).前 者 と後者 に於 け る赤 血球

の一 定 面 積 内 の数 の比 は平均 して6:1で あ っ

た(図1, 2).両 者 にお いて,白 血 球 や 白小 板

の載 台 も確 認 で きた(図1, 2).ま た赤 血球 で

検 索 した 限 りで は,血 球 の 表 面 に鉄 コロ イ ド処

理 或 いは ポ リ-L-リ ジ ン処 理 に よる と思 われ る

よ うな汚 染 は 認 め られ なか った(図3)

図1　 陽性荷 電鉄 コロイ ドを媒体 としてガラス片上

に載 台 した グルター ルアルデ ヒ ド固定 ヒ ト新

鮮赤 血球群 の走査電 顕像.矢 頭 印は 白血球 を

示す.×600.

図2　 ポ リ-L-リ ジンを媒体 としてガラス片上 に

載 台 した グル ター ルアルデ ヒ ド固定 ヒ ト新鮮

赤 血球群 の走査電顕像 ．矢頭 印は 白血球 を示

す.×600.

陽性 荷 電 鉄 コ ロ イ ド処 理 した カバ,ス リップ

は グル ター ル ア ル デ ヒ ド固定 した保 存 赤 血球 も

よ く載 台 して いた(図4).一 定 面積 内の 同 赤血

球 の載 台数 は 新鮮 固定 赤 血球 の そ れ(図1)に

匹敵 して い た.一 方,ポ リーL一 リジ ン処 理 した
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カバー ス リップ に は 同 固定 保 存 血球 は,赤 血球

や 白血球 を含 め て,ほ とん ど載 台 され なか っ た.

般 に血 球,細 菌 は じめ 浮 遊系 細 胞 あ るい は

微 小生 物 系 試料 を走 査 電 子 顕微 鏡 観 察す る際 に,

試 料 をあ らか じめ適 当 な下 地 に付 着 させ て お く

と,脱 水 な どの と き煩 雑 な遠 沈操 作 等 が 省略 で

き,ま た一 度 に 多数 の試 料(個 々の 細 胞 な い し

微 生物)を 観 察 で きて便 利 で あ る.こ の ため に,

Mazia3)以 来,カ バ ー ス リップ の表 面 を ポ リカ チ

オン で あ る ポ リ-L-リ ジ ンで コー トし,こ の

上 に試 料 を載 台 す る方 法 が一 般 的 に 採 用 され て

きて い る4,5).

本稿 は上 記調 製 した陽性 荷 電 鉄 コ ロイ ドも,

ポ リ-L-リ ジン と同様 に,微 小生 物 系 試 料 をカ

バ ー ス リップ に接 着 させ る効 果 を もつ こ とを明

確 にす る と共 に,こ の 接 着 力 は現 在 一般 に使 用

れ て い る高価 な ポ リ-L-リ ジ ン3-5)よ りも一 層

強 力 で あ る こ とを示 して い る.陽 性荷 電 鉄 コ ロ

イ ド処 理 した カバ ー ス リップ に 多数 の 固定 保 存

赤 血球 が載 台 され るの に対 して,ポ リ-L-リ ジ

ン処 理 し たス リ ップ に は 同赤 血 球 が 載 台 され に

くい点 が,こ の こ とを明 瞭 に証 明 して い る.

本 稿 で紹 介 した陽 性荷 電鉄 コロ イ ドは,ポ リ

L-リ ジ ン と同様 に,ポ リカ チ オ ン であ り,電

子顕 微 鏡 で観 察 す る と1.0nm前 後 の粒 子か らな

る1,2).こ の粒 状 性 ポ リカ チ オ ンの 特徴 が効 果 的

に接 着 作 用 を発 揮 し,ポ リ-L-リ ジ ンが 反 応 し

に くい程 に表 面 の 陰 性荷 電基 の減 弱 した 固定保

存(老 化)赤 血 球 と も反 応 し得,同 赤 血球 を ス

リ ップ 表 面 に接 着 し得 た と考 え られ る.な お,

抱 水 ヒ ドラジ ンの代 りに ア ン モニ ア を使 っ て も

陽性 荷 電鉄 コロ イ ドを作 る こ とが で き6),微小 生

物 試 料 の載 台 に使 う こ とが で き る.た だ し,こ

の コロ イ ドは粒 子(3～4nm)が 大 き く,ま た

陽性 荷 電鉄 の力 価 が 抱水 ヒ ドラ ジ ンに よっ て作

られ た もの よ り劣 るの で1,2),試 料 の載 台効 果 は

劣 る.

図3　 図1の 一 部 拡 大 像.×7.900.

図4　 陽性荷電鉄 コロイ ドを媒体 としてガラス片上

に載台 したグル タールア ルデ ヒ ド固定 ヒ ト保

存赤血球群.×4.500.

般に,新 鮮赤血球を含めて,い わゆる生き

た(未 固定)細 胞あるいは微小生物の表面はプ

ロテオグリカンなどによって負に帯電している.

従って,本 稿で紹介した陽性荷電鉄 コロイド法

はこれらの未固定微小試料の載台にも十分使用

できる.事 実,村 上宅郎教授との実験では,未

固定赤血球は固定赤血球より一層密に,陽 性荷

電鉄 コロイ ドを媒体(接 着剤)と して,カ バー
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ス リップ上 に載 台 され る.し か し この場 合,生

きた細 胞 は(赤 血球 を含 めて)ス リップ に接 着

す る ため に変 形 す る.

こ こ で,も う一 つ の村 上 宅 郎 教 授 との実 験 を

記 す る と, 1%L-リ ジン あ るい はL-ア ル ギニ

ン(塩 基 性 ア ミノ酸)に よる単 独処 理 で も,生

きた(新 鮮 未 固定)赤 血球 は カバ ー ス リップ 上

に 密 に接 着 す る.こ の塩 基性 ア ミノ酸 に よ る接

着効 果 は ポ リ-L-リ ジ ンに劣 らな い.中 性 ア ミ

ノ酸 で もあ る程 度 の 接 着効 果 を発 揮 す るが,そ

の効 果 は赤 血球 で調 べ た とこ ろ,塩 基性 ア ミノ

酸 の1/3分 程 度 で あ る.

本 稿 で 紹 介 し た 陽 性 荷 電 鉄 コ ロ イ ド は

pH 1.0～8.0の 範 囲 で安 定 で ある1,2).pHを 変 えて

載 台 を試み るの も,載 台 すべ き細 胞 また は微 小

生 物 試料 の 表 面荷 電 状 態 が検 討 で き る と共 に,

特 定 の 或 い は,あ る種 の 細 胞 の撰 択 的 載 台 を可

能 に す る もの で あ る.

結 論

塩 化 第 二鉄,抱 水 ヒ ドラ ジ ン とカ コ ジル酸 で

調 製 した陽性 荷 電 鉄 コ ロイ ドは,赤 血球 な ど微

小 生 物 試 料 の カバ ー グ ラス片 な どへ の載 台の 際,

ポ リ-L-リ ジ ン を しの ぐ強 力 な接 着剤 であ る.

この鉄 コ ロ イ ドは グル ター ル ア ル デ ヒ ド固定 赤

血球 も十分 カ バー グ ラ スに載 台 し,こ れ らの試

料 の走 査 電 子顕 微 鏡 観 察 を容 易 にす る.未 固定

新 鮮 赤 血球 の 同 グ ラ ス片 へ の載 台 には塩 基性 ア

ミノ酸(L-ア ル ギニ ンやL-リ ジ ン)単 味処 理

で十 分 で あ る.

稿 を終 るに あた り,ご 指導 いただ くと同時に実験

を共 に していただいた村上 宅郎教 授に感謝致 します.

文献 をご教 示 いただいた吉 田ま り子博士(本 学ウイ

ルス学教 室)に もお礼 を申し上げ ます.
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Cationic iron colloid as a mounting mediator of biological

 microsamples for scanning electron microscopy

Hideki OUKOUCHI

Human Morphology Section, Department of Anatomy,

 Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. T. Murakami)

Ferric chloride, when boiled with hydrazine hydrate and cacodylic acid, is converted into a 

fine cationic iron colloid. This colloid allowed good adhesion of biological micro-samples, 

including the fixed ones, to the glass slips and facilitated the scanning electron microscopy of 

these samples. The colloid was much more powerful in this mounting than the usually used and 

expensive poly-L-lysine. Living cells, such as human red blood cells, are esaily and sufficiently 

mounted with L-lysine or L-arginine on the glass slips.


