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（東女医大誌第30巻第5号頁985 一 990昭和35年5月）

最近の電子顕微鏡のアこめの包埋法

第二報ポリエステル樹脂包埋法
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 電子顕微鏡超薄切片作製のさいの包埋法としては従来

ほとんどメタクリル樹脂包埋法であったが，最近はエポ

キシ樹脂包埋法がよりすぐれ，広く用いられっっあるこ

とは既報1）のごとくである。なおその他の包埋法として

は最近Kellenberger 2）5）らにより提唱されたポリエステ

フレ樹脂によるものがある。ポリエステノレ樹脂包埋のさい

も収縮および発泡がなく，均一反応をおこす点でメタク

リフレ樹脂よりすぐれているといわれている。著者らはこ

れらの方法を追試した結果，ポリエステノレ樹脂および触

媒の選定，硬化物の硬さの調節などの点について満足す

べきものでないことを認めたので改良研究を行った。

       ll ポリエステル樹脂

 ポリエステルはエステル結合の形成によって組立てら

れた高分子化二物であって，その構造，性質により線状

構造で可溶，可融性のポリエステルと，三次元構造をもち

不溶，不融性のポリエステルに大別される。後者はさらに

三次元構造の成因をもつエステル結合の形成に負うアル

キツド樹脂と，分子中に不飽和結合の反応にもとつく不

飽和rf｛ iJエステル樹脂に分類される。

 著者らが用いたのは不飽和ポリエステルで，この研究

は1937tv 8年ごろ始められたが，第2次大戦にいたって

注形用樹脂として脚光をあびるにいたった。

 ポリエステル樹脂は不飽和二塩基酸と二三アルコー一一フレ

とを反応させることにより不飽和ポリエステルすなわち

アルキツドが得られ，主鎖がエステ7レ結合からなる直鎖

状高分子物で次のような構造をもつている。

    OH OH     l

 この不飽和ポリエステフレをビニル系体（スチレン）に

溶解した透明な流動性の粘性液体を通称”不飽和rkO i）エ

ステノレ樹脂”といい，用いられている。不飽和ポリエス

テノレ樹脂に過酸化物触媒を加えて加熱するか，または過

酸化物触媒と促進剤とを加えて室温に放置すると不飽和

ポIJエステノレ分子中に残存する炭素一炭素間の二重結合

とビニル単量体との共重合反応により分子間に架橋が行

われる。すなわち三次元網状構造をもち，不1仏印融性

樹脂になる。不飽和ポリエステル樹脂の種類および硬

化条件により，いろいろの異なった性質の硬化物が得

られる。それは三型，積層，接着剤などに用いられてい

る。

        皿 包埋剤の組成

 不飽和ポリエステル樹脂として理研含成樹脂社製のリ

ゴラツク2004とリゴラツク70Fとを用いた。硬化して硬

くなるリゴラツク2004と硬化して軟かくなるリゴラヅク

70Fとを試料の硬さ，薄切時の室温などの諸条件を考慮

して両者の混合液を作った。この混合液中に理研合成樹

脂社製の過酸化ベンゾイ7レベーストを1％（wt．／vol．）カロ

え，55。Cの恒温器中で18時間～24時間加熱硬化する

と無色透明の硬化物が得られる。硬さはりゴラヅク2004

と770Fとの比率が8：2・V6：4の状態のものが適し

ていた。

         Iv 包   埋

 ポリエステ7レ樹脂はアルコーフレに不溶性で，アセ〉ン

にはよく溶解するので，従来行わているアルコール系列

のかわりにアセbン系列による脱水を用いた。常法によ
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り固定された組織片を25％，50％，70％，90％，100

％アセbンにおのおの15ん30分脱永後壁のような順序

で操作する。

  （1）アセトンーリゴラヅク2004，・リゴラツク70F，

    過酸化ベンゾわレベース｝等量混合液 1～

    2時間（室温）

  （2）リゴラツク2004，リゴラヅク70F，過酸化ベン

    ゾイルペース＞  1・V2時間（室温）

  （3） リゴラツク2004，リゴラツク70F，過酸化ベン

    ゾィルペースト  1～2時間（室温）

  リゴラツク2004，リゴラック70F，過酸イヒづンゾィ

ルペーストの混合液にて，ゼラチンカプセルの中で55。

Cにおいて18～24時間加熱硬化する。

        V 実際的包埋法

 ポリエステフレ樹脂と触媒の混合液を目盛めっいた遠沈

管に入れる。このさい細いガラス棒を用いて管壁につけ

ないように注意する。まず比重の重いリゴラツクを入

れ，ついでリゴラツク2004を加えた後，ガラス棒にて

よく混糊する。この場合40。C位にあたため粘度を下げ

ると取扱が容易である。．ついで過酸化ベンゾイルペース

トを1％（wt．／vol，）加えて均一の混合液を作る。気泡が

入った場合には放置するか，遠沈を行うことにより除去

できる。このようにして作った混合液とアセトンとの等

量混合寒中に，アセトン脱水を行った組織片をうっす。

ついで組織片をリゴラツク2004，リゴラツク70F，過酸化

ベンゾイルペースト混合期中に2回うっしかえる。最後

にゼラチンカプセル中の混合液の上に組織片を移すと5

～20分にて底部に沈む故，後55。Cの恒温器中で加熱硬

化せしめる。

         VI薄   切

 従来行われているようにブ・ツクの先をできるだけ平

たいピラミッド状となし，切断表面は0．5 mm2以下と

する。ガラスナ／フの角度は400（・450ぐらいのものを

用い，clearan．ce angleは5。以下に超ミクロト 一一ムにと

りつける。切断速度をゆるめると容易に薄切することが

できる。薄切した切片をエタノーフレまたはアセトンの稀

釈液面上に切出し，そのまま約20分ぐらい放置するか
                        タ約50。Cの蒸溜水面上に浮べるか又はクロ．・ホルムの蒸

気で切片をのばす、

 硬化したポリエステル樹脂は不溶，不融でほとんどの

薬品におかされなくなる。しかしク・・ホルムの場合に

は溶解しないが，切片を蒸気でのばすことができる。ま

た切片から脱包埋することはできないが，そのまま切片

の中の試料を見ることができる。

      冊 切片の電子顕微鏡的観察

 ポリエステル樹脂にて包埋した切片を電子顕微鏡で観

察すると，試料と樹脂とのコントラストがメタクリル樹

脂の場含に比較して低く，観察しにくいがエポキシ樹脂

より観察しやすいように思われる。電子衝撃にたいして

は強い。これはポリエステル樹脂が，エポキシ樹脂と同

様に三次元構造をもった熱硬化性樹脂であることによる

t）のと思われ．る。

        ・皿 実際翁な応用例．

 組織片1mm3のものを用いてポリエステル樹脂で包

埋し，超薄切片を作製して電子顕微鏡で観察した。

 著者らは成熱ラヅ｝の精巣組織を用い，メタクリル樹

脂およびエポキシ樹脂包埋のさいとの比較観察を行っ

た。ポリエステフレ樹脂包埋の場合はエポキシ樹脂包埋法

を行ったさいとほぼ同様で，全体に細胞質の基質がよく

保持されている。いわゆるendoplasmic reticulumは精細

胞質内にかなり発達した像としてみとめられ核膜にほぼ

平行して走っている。おのおのは二重膜を呈する限界膜

よりなり，表面には小穎粒はもたずいわゆるsmooth sur－

faced varietyに属する構造を有する。endoplasmic reti－

culumの一部分が核膜に連続している像｝こしばしば遭遇

する。核膜も二重写構造であり，これらの線構造がくっき

りと鮮明である。また核分裂の前期および中期の時期に

明瞭なる核膜をみとめた。細胞と細胞との境界部には，

いずれも二重膜の隔壁を有し，この部分は精細胞と支持

細胞との境界部であるが従来の所見では3000～5000倍程

度の倍率においてこのような二重膜構造に接することは

できなかった。従来細胞膜が三層構造を呈する所見は

Ekholm 4）やZetterevist 5），安澄ら6）によりi報告され

ているが，いずれも20～40万倍という超高倍率写真に

よる結果であった。。精祖細胞，精機細胞および成熟

前期の精子細胞核はエポキシ樹脂包埋法の場合と同様

に・ほζんど円形に善い形抹を示している・．成熟前期の

精子細胞においてみとめられるGolgi小体はGolgi膜，

Golgi胞およびGolgi穎粒の牢型的な三要素からな

り・尖体および頭巾形成（P時期にしたがい・形抹およ

び量などにことに著しい変化を来たす。ミ｝コンドリ

ァも精細胞を通じ，ほとんど円形であり内部へ三方向に

突出する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櫛も鮮明なる二重膜構造を呈し

ている。精細胞の種類および機能状態などによりミトコ

ンドリア櫛の厚さに著しい変動をきtすことは既報のご

とくである。

        D（考察および検討

 包埋剤としては，まず組織ぺの滲透をよくするために

粘度の低い液体の樹脂であることが必要である6K：elle－

nbergerが用いt：Vinox 3わよびVestopal Wは粘度が高

いように思われるため，著者らは理研合成樹脂社製のポ

リエステル樹脂リゴラツクを用いた。多くの製品のうち

粘度が低い，低収縮および低発熱などのつC“う．のよい特

．性をもつt： iJゴラツク2004とリゴラツク70 Fとの混合液

を用いることにより包埋に適し．た状態にする．こ．とができ
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た。つぎに触媒を加えると粘度が上昇して使用できなく

なる迄の時間すなわち可使時間が滲透の上からも長いこ

とが必要である。．Kellenbergerらは触媒加速剤を用いて

いるため可使時間を短かくして行っているが，著者らは

常温にて三三時間を長くするために加速剤は用いない

で，触媒として過酸化ベンゾイルを用いナこ。過酸化ベンゾ

aプレは樹脂に溶解性のよい理研合成樹脂砂山の過酸化ベ

ンゾィノレベーストを用いアこ。過酸化ベンゾイルが多過ぎ．

ると可使時間が短くなるばかりでなく，硬化反応も急激

となるため気泡および亀裂を生ずる。

 つぎに硬さの調節が容易であることが必要であるが，

Keilenbergerらははじめ硬さの調節はできなかった。

ついで硬い場合および軟かい場合に応じて異なったもの

を用いて，おのおの別々に硬さを調節した。著者らはり

ゴラツク2004とリゴラツク70Fとの2つの樹脂の混合

比をかえることにより硬さの調節を容易にした。

 ポリエステル包埋法の利点は 1）ポリエステル樹脂は

エポキシ樹脂と同様ほとんど収縮しない。2）接着性がよ

いため，薄切の場合に硬い試料を保持することができ

る。3）均一に反応硬化する。4）硬化によって気泡が生じ

にくい。5）電子衝撃にたいして強いので，電子照射によ

る変形が少ない。6）メタクリル樹脂包埋法と全く同様の

操作で，しかもエポキシ樹脂包埋法より取扱が容易であ

る。7）エポキシ樹脂が輸入にまたなければならないのに

反してポリエステフレ樹脂は国産にて充分優秀であり入手

も容易である。

         X 結   語

 電子顕微鏡的超薄切片作製のさいの包埋剤としてポリ

エステル樹脂を採用した結果，細胞内超微細構造をよく

保持し，すぐれた包埋剤であることを確認した。すなわ

ち著者らはi）ゴラツク2004とリゴラック70Fの混合比

を変えることにより，はじめて硬さの調節を容易にした。

．ことにラット精巣組織について賞勲クIJ 7レ樹脂包埋法

のさいと比較検索した結果，1）精細胞内1こはかなり発達

したendoplas皿ic．reticulumがみとめられる。2）精細

胞と支持細胞との境界部は3000倍程度の倍率においても

明単なる三層構造を呈する。3）endoplasmic reticulum

お．よび核膜などの一般線構造は，いずれも二重膜構造で

あり鮮明である。4）有糸分裂核のさいも明瞭なる核膜を

みとめた。5）細胞質内の基質がよく保持され，細胞小器官

などの構造もよりすぐれている。などエポキシ樹脂包埋

法の場合とほぼ同様の所見をうることができた。現在＝

ポキシ樹脂は入手困難なるため，本包埋法がすぐれてい

ることは意義あることである。

欄筆に臨み終始懇篤なる御指遵と御校閲を賜った久保

田教授に深甚の講憶を表します。
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  附図説明
 成熟ラヅト精巣組織の電子顕微鏡像。

 いずれもポリエステル樹脂包理法を行ったもの。

 第一一図：精栂細胞の有糸核分裂前期の像。明廓なる核

     膜をみとめる。

第二図ご精細胞と支持細胞の境界部は二重膜構造を呈

     する（第一図の一部拡大した憾）

 第三図：成熟後期の精子細胞。細胞質内の基質がよく

     保持されている。

 第四図：成熟前期の精子細胞。精細胞の境界部および

     核膜とも三層構造を呈す。核膜には所々に小

     孔を有す。細胞質内には，いわゆるendoplas－

     mic reticulumをみとめ，核膜にほぼ平行した

     走行をしめす。endoplas皿ic．reticulumは，

     しばしば細胞膜および核膜と連絡している。

     円形のミトコンドリアには明瞭なる限界膜，

     櫛構造をみとめ，基質の部分は細胞質より明

     調である。

第五図：成熟前期の精子細胞および支持細胞。三体お

     よび頭巾形成に関与すると思われるGolgi小

     体をみとむ。Golgi小体はGolgi膜，胞およ

     び穎粒のいわゆる三要素を区別することがで

     きる。
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