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言

 現在，電子顕微鏡は医学，および生物学的分野

に華々しい注目を集めている。細胞学的応用のた

めには，ほとんどが超薄切片によるものであり，

その切片技術は従来までに多くの工夫がなされて

きた。たとえば固定，水洗，脱水および包埋の一

つ一つに，めぎましい進歩のあとが見られてい

る。

 包埋法においては．従来ほとんどメタクリル樹脂

によるものであったが最近収縮，発泡，接着性

の不良および反応の不均一などの欠点を少くする

ためにエポキシ樹脂包埋法が行われつつある。

著者らはMaalφeら（1956）1）， Glauertら（1956）

2）5）4）により行われたエポキシ樹脂包埋法を追試

した結果硬化剤，加速剤および硬化したときの硬

さの調節などに改良の必要をみとめた。すなわち

既報告5）においてエポキシ樹脂2種を混合してエ

タノールを使用する方法をはじめて採用し，初期

の粘度を下げることと，混合比をかえて硬化後の

硬さを調節することに成功した。さらに，エタノ

ール易溶性の液体の硬化剤と加速剤を選び出し，

電子顕微鏡切片の作製に適するような硬化方法を

行うことができた。本報告では組織像がメタクリ

ル樹脂包埋の際と比較し，よりすぐれていること

がわかり，なお包埋法の補足および実際の包埋法

をまとめることができたので報告する。

     丑 1＝ポキシ樹脂について幽

 エポキシ樹脂の研究は最初1927年ごろアメリカで行

われたが，当時はこの樹脂の適当な硬化法が知られて

いなかったのと，原料が高価であったため実用化され

なかった。1946年にいたり，石油化学工業の発展にと

 もない，プロピレ・ンからエピクM－7レヒドリンが安価

に合成されるようになり，アメリカのShell Chemical

Co．から”Epon”，ス／スのCiba Co．から”Arald－

ite・’／が市販されるようになった。その後アメリカの

Hoghton LabOratoriesカ・ら”Hyso1”， Bakelite Co．

から”C－8Resin”などが市販された。本邦ではまだ生

産されていないため輸入に依存している。

 エポキシ樹脂は別名エポキサイトまたはエ〉キシリ

ン樹脂ともいわれ，分子申にエポキシ基／0＼

                （一CH－CH，）

を2っ以．．ヒ含む熱硬化性樹脂であるエピクM 一7レヒド

，。，。1一。Hが糟毛H，，と多価・一・一ル…フ

・・一・レすなわち・・一一一・レプ・パ・H・一〈一＞

CH，
一÷一◎・H）・の綿で次・cしめす・・な分

CH．3

子構造式をもっている。
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縮重合度nの大小により粘度の低い液体（n＝0～12）

から固体までのものが得られる。エポキシ樹脂単独で

 は加熱しても何等化学的変化を起さないため，樹脂と

 しての特性を発揮することはできない。すなわちエポ

 キシ樹脂は必ず硬化剤を加えなくてはならない。適当

な硬化剤を反応させると三次元構造となり，機械的強

度，耐薬品性などの特性を示すようになる。この樹脂

 と硬化剤の組合せ方法によって，いろいろの性質の熱

硬化性樹脂が得られる。

  エポキシ樹脂は初期には主として塗料，接着剤など

に使用されていたが，現在では注型，積層などに最も

 広く利用されている。

       IH 包埋剤の組成

 Maa1φeらはエポキシ樹脂Hysolに硬化剤ジエチレ

 ソbリァミンを用いて，60。Cにて硬化させた。また

Glauertらはエポキシ樹脂Aralditeに硬化剤964 B

 と加速剤964Cと．を加えて48。Cにて硬化させた。著

者らはEpori 562とEpon 815．の混合液に無水ドデシ

 ニールコハク酸およびピリジンを加え，50。Cで硬化

せしめたことは既報のごとくである。すなわち硬化し

て軟かいEpon 562と硬化して硬いEpon 815を用い，

試料の硬さおよび薄切の時の室温などを考慮して適し

 た硬さに調節した。すなわちEpon 815とEpon 562

 との比率が8：2～5：5の状態が最も適していること

 を発見した。

 硬化剤は単に触媒作用を行うのみでなく，エポキシ

樹脂と附加反応するので，手ポキシ当量とカルボキシ

当量がエポキシ樹脂に応じた量を使用することが大切

である・硬化剤の量の多少により硬化剤ρ）性箪も不適

当なものになる。加速剤の量は樹脂が硬化するきいの

可使時間に影響するので，量が多くなると可使時間が

短くなり，硬化反応が急激となるため，温度が上昇し

発泡，亀裂などの障害をおこす。なお色も黄色より褐

色となり，脆くなって硬化樹脂の性質も変化し不適当

 なものとなってしまう。

        IV 包   埋

上記のごとき包埋剤の混合液は粘度をもつてい

るが，可使時闇が長いために，包埋に際しては50

。Cにて粘度を下げ，試料への滲透を充分に行う必

要がある。包埋方法は既報のごとくで，すなわち

普通の硬さの組織片を常法により固定，エタノー

ルにて脱水後，次のような順序で処理する。

 （1）エタノールーEpon 562， Epon 815，無水ド

   デシニール・コハク酸等量混合液1～2時

   間（50。C）

 （2）Epon 562， Epon 815，無水ドデシニーールコ

   ハク酸 2～3時間（50。C）

 （3）Epon 562， Epon 815，無水ドデシニールコ

   ハク酸，ピリジン 2～3時間（50。C）

Epon 562， Epon 816，無水ドデシニールコハク

酸，ピリジンの混合液にて，ゼラチンカフ。セルの

申で50。Cにおいて50時間加熱硬化する。

 硬化反応が均一に行われるため，ブロックの上

から下まで一様の硬さになり収縮が生じない。・

 包埋試料の硬さおよび大きさに応じて，．滲透時

間を多少変化させる必要がある。

 実際の包埋方法

 Eponは粘度があり取扱いにくく，その上包埋

剤の組成は正確に行わないと適当なる硬化物が得

られないから注意しなくてはならない。遠沈管を

天秤にて計り，包埋剤組成にしたがって，Epon

562，Epon 815，無水ドデシ輝国ルコハク酸の順

に遂加計量する。この際，いつれもあらかじめ50

0Cぐらいに加熱し，細いガラス棒を用いて，遠沈

管に’移すと容易である。これらの混合物を50。C

の状態において，ガラス棒で気泡が出ないように

緩徐に混合する。まぜ合わせ：方が不充分の揚合に

は硬化物は不均二となり使用できない。気泡が入

っ7Sさいは放置するか遠沈を行えば消失する。こ

のようなEponの混合液の一部を用いて等量のエ

タノーールを混合すれば（1）液も容易にできる。その

中に脱水後の組織を移す，このさい液の方を取替

えると粘度があるためCl）液が充分にとれず残って

いるため困る。組織は液の．置換が行われるまで沈

まないが，置換後沈むため，時々液を移動させる
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とよい。（3）液は丁度〔2）液と同様の混合液申に組成

にしたがってピリジンを遂加計量し，徐々に静か

に混合する。この液を2曝し一方を〔3）液として

用い，他方は包埋用としてゼラチンカプセルに分

ける。【3液を通した組織網をゼラチンカプセル内

の液に移すと，底に沈んで行く。底の中心をはず

れたものは細くし7ガラス棒で気泡を入れないよ

うに直し，後硬化せしめる。

    V 薄切および電￥顕微鏡的観察

 薄切および電子顕微鏡的観察については，すで

に詳しく報告した。すなわちエポキシ樹脂包埋を

行ったものは薄切した切片が電子衝撃にたいして

強いという特徴をもっている。しかしコントラス

トが低いため観察しにくい。したがってカーボン

補強はしない方がよい。またコントラストをよく

するために薄切はできるだけ薄いことが必要であ

る。

      W 実際的な応用例

 Glauert，5）ら， Huxley，7）， Birbeck 8）らはエ

ポキシ樹脂包埋後，品薄切片を作製し電子顕微鏡

で観察した結果，メタクリル樹脂包埋法による切

片像よりすぐれていることを指摘している。

 著者らは1mm3以下の精巣組織片を用い，エ

ポキシ樹脂で包埋し，品薄切片を作製して観察し

た。従来のメタクリル樹脂包埋法における切片

像と比較すると全体として細胞質の基質がよく保

たれている。こと｝こ細胞質内めいわゆるendopl・

asmic resticulumは精細胞では発達が弱いよう

に報告されていたが9）19），本包埋法を行うと比

較的多くの，そして精細胞質内を不規則に走る

smooth surfacedの像としてみとめられる。多

くは核膜に平行しているが，しばしば核膜および

細胞膜と連絡している像に遭遇する。おのおのは

いずれも二重膜構造を呈している。細胞膜，核膜

も二重膜構造であることは従来と同様であるが，

これらの線構造が，くっきりと鮮明である特色を

もつている。精細胞ことに精粗細胞，精母細胞お

よび成熟前期の精子細胞の核の形状は，ほとんど

の報告に卵円形または円形と報告されている。し

かしエポキシ樹脂包埋法による場合は，ほとんど

正円形に近い形を呈している。すなわち現在まで

の光学顕微鏡および電子顕微鏡的包埋法には，収

縮という不利な条件があったためと思われる。成

熟後期の精子および精子頭部のみは長楕円形を呈

している。成熟前期の精子細胞において核膜に接

してGolgi小体をみとめるが定型的な三要素す

なわちGolgi膜， Golgi胞およびGolgi顯粒か

らなり，尖体および頭巾形成の時期にしたがい形

状，量などに変化を来すことは既報のごとくであ

る9）。ミトコンドリアも精細胞を通じ，概ね円形

であり，内部へ三：方向に突出するところのいわゆ

るミトコンドリア櫛をみとめる。ミトコンドリア

の限界膜およびミトコンドリア櫛も明廓なる二重

回構造としてみとめられ，matrixの部分は精細

胞質に比較し，著しく明調である。これらの細胞

小器管といわれる構造はことに明瞭にみとめられ

る。

       盟考   察

 エポキシ樹脂包埋法は，従来Maalφeら（1956）

Glauertら（1956）により行われたが，著者らは，

これらの方法に改良の点をみとめた。これらの方

法と著者らの方法を樹脂包埋に必要な条件につい

て比較する。

 包埋剤としては粘度の低い液体の樹脂を用い

ることが必要である。Maa1φeらが最初用いた

Hyso1は粘度が高いため， Glauertらは取扱いや

すいように1500センチポィス（25。C）のAraldite

Mを用いた。しかしまだ粘度が高すぎるきらいが

あるので著者らはShell Chemical Co・製のエポ

キシ樹脂EponとEpon 815との混合液を用いる

ことにより，粘度を4eo～580セチポイス（250

C）まで一下げることに成功し包埋に最も適した状

態とすることができた。

 エタノール脱水より包埋に移る場合にはエタノ

ールに樹脂が溶解することが必要である。Hysol，

Araldite Mはエタノールに難溶性であったため，

GIauertらはエタノールに溶解性のある硬化剤を

用いて，とにかく脱水より包埋への移行を可能に

した。著…者らはEpon 562とEpon 815の混合液

をエタノール可溶性とし，さらにエタノール易溶

性の硬化剤を添加することにより脱水より包埋へ

の移行を一層容易にしたQ

 エポキシ樹脂に硬化剤を混合することによっ

て，次第に粘度が上昇して，ついに硬化する。粘

度が上昇して使用できなくなる状態に達するまで

の時聞すなわち可聴時間は樹脂が試料に滲透する

ため長いことが必要である。硬化剤としては脂肪

属アミン類および酸無水物類がある。Maalφeら

一 414 ．一
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が用いた脂肪属アミン類の揚合には可塑轡型が短

かく適当でなかった。酸無水物類の場合には，可

使時間は長いが反応温度が高いため，不適当で

Glauertらは一応この類の硬：化剤を用いて目的を

達した。最近見出された無水ドデシニーールコハク

酸は低い温度にて反応し，可使時間も長く，加速

剤ピリジンを用いて反応速度を調節することがで

きる。その上口タノーール易溶性の液体であるな

ど，包埋の目的に好都合な硬化剤であることを著

者らはたしかめ新しく硬化剤として使用した。次

のごとく化学結合して三次元構造をつくる。

 エポキシ樹脂と無水ドデシニーールコハク酸との

反応。

配なく，長期間安定である。

       IX 結   語

 電子顕四鏡超薄切片作製の際の包埋剤として

Epon 851， Epon 562の混合液に硬化剤無水ドデ

シニーールコハク酸と加速剤ピリジンを添加して硬

化する方法を新しく採用して，もっとも適当なる

組成をしめした。この方法により収縮が少い，接

着性がよい，硬化が均一であること，電子衝撃に

たいしてつよいなどの利点から，従来のメタクリ

ル樹脂包埋法による切片像よりも，細胞質内の構

造がよく維持されている。

 ことにラット精巣組織について比較検索した結

果

1
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 またMaa1φeらの方法は硬さの調節ができな

かったがGlauertらにいたり可塑剤ジブチルフ

タレートを用いて硬さの調節を行った。しかし可

塑剤は化学結合しないため，硬化剤が不安定であ

るので，決して好ましい：方法ではない。著者らの

方法では2つのエポキシ樹脂の混合比をかえるこ

とにより，適当の硬さの安定な化学結合をもつ硬

化物を得ることができ71。

 エポキシ樹脂包埋法を行った歩合の利点として

は，（1）メタクリル樹脂が15～20％収縮す為に

反してエポキシ樹脂は2％以下でほとんど収縮し

ない。そのため組織内の構造がよく保持されてい

る。（2腰着性がよいので硬い試料の薄切の際もよ

く保持できる。（3）メタクリル樹脂の場合は酸素な

どの影響により，カブ。セル中で均一硬化しなかっ

たが，エポキシ樹脂では均一に硬化する。（4）硬化

によっては気泡は生じにくい。（5）電子衝撃にたい

して強い。〔6＞エポキン樹脂は硬化剤の添加がなけ

れば光，熱および酸素などにより重合をおこす心

 1）各精細胞内にはかなり発達した，いわゆる

endoplasmic reticulumカ§，ほとんど核膜に平

行して走っている。

 2） 精祖細胞，精母細胞および成熟前期の精干

細胞の形状は，ほとんど正円形を呈し卵円形像は

ほとんど認められない。細胞核も，すべて球形で

ある。

 3）細胞膜核膜，およびいわゆるendoPlasmic

reticulumなどは，おのおの：二重膜構造を呈しメ

タクリル樹脂包埋に比較し一般の線構造が鮮明で

ある。

 4） 全体として細胞質内の基質がよく保持さ

れ，また細胞内小器官などは構造も，よりすぐれ

ている。

 上記の所見からエポキン樹脂包埋法は生物学的

資料の包埋法としてもすぐれ，従来の組織像には，

なお再検討を要するものがあるように思われる。
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附図説明

第一図：精母細胞内にみとめられるいわゆる

      endoplasmic reticulum 〈ER）．

第二図：精細胞核（N）は，ほとんど正円形．を呈し

      ている。

第三図：成熟前期の精子細胞。核膜に接してGolgi

      小体（G）を認む。

第四図：成熟後期の精子細胞。
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