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⯍顕微鏡╞において「ቆを╀て᎓を╀ǩ」という⊝と

し᳡にはに注意がർ┶でǑるが，ǅ᎓の˛ǚȘᲢଦなቆを

⣹Ȃ，Ǭの⊡を╀るǆことがᆂになれǿ，ٛ学᧯ᢼ学ⲏࣕ

のᮾ᳣におǠる⯍顕微鏡のਘמはЧףする⾷ࡖ 1⾸．Ǭの

1 つのཆᔲとして，ɁɱȬɑȴɱɁ上に⛼͛したᛡ❞⌻չᢨ

をӟ学顕微鏡ɴɡɳでɁȷɲʀɓɻȸし，ᬶのẫ₰ȓẻό

を܅ȏように⣹Ȃོいたչᢨの上ǚȘᑰを充नしたࣆغȳ

ɟɃɳをⓀせてԙࣆغし，❞⌻չᢨを作⓯するᅀ法がǑる 1⾸．

しǚし，ࣆغȳɟɃɳとȴɱɁⰢがယ᭭していないたȐ，ᑰ

のᜰլȓ⦔۰⣏ᲦでȳɟɃɳがᑥᜐりすることがުⲤで

Ǒǲた．ᣀにӣᩛ⯍顕用のḯමᑰ 2⾸は⟽微な࿑ؔでもᜰ

լするたȐඅ用はᏩȐてࡓ⮽でǑǲた．

これȘのުⲤを╫ᖑするたȐに，ࣆغȳɟɃɳとȴɱɁⰢ

をယ᭭させる「ࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳ」を⅋に作⓯し，

ʶⅺなȰɥȵȿᑰのȎなȘǩḯමのɩɇȷɲɳᑰの

ᜰլȓ⦔۰˛のȳɟɃɳのᑥᜐりを⬸ぐᄽたなࣆغ法を⫳発

した 3⾸．本稿では❞微ബຎᮾ᳣において，ᷮ Ϫǚつીにǅ᎓

の˛ǚȘᲢଦなቆを⣹Ȃ，Ǭの⊡を╀るǆたȐの「ࣆغȳɟ

ɃɳⓝɌʀɳ」のπ用ᅀ法なȘȂにીόをẴ͒する．

2.ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳ

本稿でẴ͒する「ࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳ」はȷɋȿɯɻ

මにӋれる EVA ᑰ⾷Ȱɉɴɻ⥚⥫ɛɓɳᑰ⾸をảቦと

したɲɻȸᣞのɌʀɳで，ᢨⰢにはɁɱȬɑȴɱɁȓȳɘʀ

ȴɱɁにယ᭭させるたȐのယ᭭Ɏʀɟが⛼Șれている．この

⛩ቦᄦはɣʀɨɃɻɇʀなǸでૐԃのȷɋȿɯɻቦとしてڤ

ॹされているもので，ယ᭭Ɏʀɟはȷɋȿɯɻቦをૐԃにယ

᭭させるᬶでᅝに⛼͛されている．作⓯కᲦはٳ上ɤʀɳ

ᬬ⾷ࡖ 2A⾸にⓓ᭭したԑൎ 8 mm の˛᳧ɑɲɳを用いて，
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ࡖ 1ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳを用いることでᆂになる▿ᄦ

の⣹ོと❞微ബຎ╞のȬɩʀɀ．

【 著作権者：社団法人　日本顕微鏡学会】
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ᑰࣆغでᕸ用されるࣆغȳɟɃɳ⾷ঋൎ 8 mm⾸にɝȫɋ

ɐするઃ⾷ࡖ 2B，C⾸を⫳Ǡ，ᓎにԑൎ 13 mm の˛᳧ɑɲ

ɳでԒᬬᣞにչりլすᷮٸなものでǑる．ٳ上ɤʀɳᬬڽȂ

˛᳧ɑɲɳともに，ɣʀɨɃɻɇʀなǸで⛩ॹされているય

Ϣな⓯ݨで١分に作⓯できる．

π用に⭾しては，̔Ȑယ᭭Ⱒを上にしてࣆغȳɟɃɳにⓓ

᭭したൖ⾷ࡖ 2D⾸，ȳɟɃɳԑにᑰを充नする⾷ࡖ 2E⾸．
なお，⓹ᄋにڽȅᲷⲲの▿ᄦを۴ᆣにࣆغするई۰，ᖿමɢ

ɻでࣆغȳɟɃɳにᲷ別を▉しておくとよい．

3.ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳを用いた▿ᄦɞɵɋȷ作⓯法

ӟ学顕微鏡下でɁȷɲʀɓɻȸされ，⯍顕微鏡╞に用

いȘれるᛡ❞⌻չᢨをԙࣆغするई۰，ɁɱȬɑȴɱɁに⛼

͛されたᛡ❞⌻չᢨを下にし，ࣆغȳɟɃɳの˛ൺにᛡ❞⌻

չᢨがΡΈするよう上ǚȘ╀ȐながȘ，ࣆغȳɟɃɳⓝ

Ɍʀɳのယ᭭Ɏʀɟに᭭ࡿさせる⾷ࡖ 3A⾸．Ữいて，上下を

ࡖ⾷をᛙたすࡕܦするとᑰがᛡ❞⌻չᢨの⟵ۀ 3C，D⾸．

このᆣ，ࣆغȳɟɃɳにɝȫɋɐしたࣆغⓝɌʀɳがယ᭭

ɎʀɟでɁɱȬɑȴɱɁと᭭しているたȐ，ᑰのᜰլȓ

ȳɟɃɳのᲡؔが⬸ᓹされ，ᛡ❞⌻չᢨは⦔۰されたᑰɞ

ɵɋȷの˛ൺでᣲい⢡りにࣆغされる．

ȳɘʀȴɱɁ上にࣟⳬされたယ᭭මẫ₰をࣆغするई۰，

ǚȘ⃖ᕮまでલ̒したᣞຎでȳɘʀȴɱɁのẫ₰ယ᭭Ⱒࡘ

を下にし，ࣆغⓝɌʀɳのယ᭭Ɏʀɟに᭭ࡿさせる

ࡖ⾷ 3B⾸．Ữいて，ᛡ❞⌻չᢨと۴ᐯに上下をۀ⟵すると，

ᑰがẫ₰ࡕܦをᛙたしながȘᘭ⢖する．⃖ᕮにはȰɇɖʀ

ɳをπ用し，ယ᭭Ɏʀɟのḯ᭭මを၏なわないよう，έ分な

Ȱɇɖʀɳを၆発させて⢦ȓǚにȳɘʀȴɱɁをယ᭭Ɏʀɟ

に᭭ࡿさせる．Ǭのൖ，ẫ₰が̊ᡷしないようᬼǰに上下を

．させる⟵ۀ

以上のɟɵɃɁは❞微ബຎ╞用のȰɥȵȿᑰなȘȂに

⦘ȻɵȬɑᑙ⚃用の╕ᕮමɩɇȷɲɳᑰのいǩれにもӽ⢡

するもので，きỮいてᡡ⦔۰またはẦঋἠ⦔۰をᅄしてい

く．ḯමのɩɇȷɲɳᑰではᘭ⢖˃↝のൺ⥎は┶Șない

が，ḯමのⶲいȰɥȵȿᑰのई۰はᑰのᘭ⢖をはǚるた

Ȑ，ૅᚩで 1 ᆣ⫻ΈいてǚȘᡡ⦔۰を⫳している．

ࡖ 2Ʒ⾷A⾸ɤʀɳᬬを用いたࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳの作⓯．⾷B⾸ࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳの┶と⾷C⾸ીᢼԥ᭙．⾷D⾸ᑰࣆغȳɟ

Ƀɳへのⓓ᭭ᅀ法と⾷E⾸ᑰの充नᅀ法．

ࡖ 3Ʒ⾷A⾸ɁɱȬɑȴɱɁに⛼͛されたᛡ❞⌻չᢨをԙࣆغす

るᅀ法．⾷B⾸ȳɘʀȴɱɁにࣟⳬされたယ᭭මẫ₰をࣆغす

るᅀ法．⾷C⾸⦔۰ᆣのᣞຎをᰳすીᢼԥ᭙⾷ȳɘʀȴɱɁπ

用ό⾸と⾷D⾸ᄺⰢᑡࡖ．

【 著作権者：社団法人　日本顕微鏡学会】
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4.Ʒᯒكしたᑰɞɵɋȷの取りঋしᅀ

⦔۰によりᯒكしたᑰɞɵɋȷをȴɱɁⰢǚȘۄりঋす

には「ףᡡ法」と「බՃ法」がǑる．ףᡡ法はẇ 100°C に

ᡡしたɣɋɐɟɴʀɐ上に，ɁɱȬɑȴɱɁをẇ 1 分⫻⠅せ

てǚȘࣆغȳɟɃɳごとᑰɞɵɋȷをۄりঋすཆ法でǑ

る．ࣟⳬẫ₰を╞するȳɘʀȴɱɁのई۰，この⣏Ღでׂ

れてしまうීれがǑるたȐ，厚さ 0.45 」 0.60 mm のȳɘʀ

ȴɱɁをᣀ注し，⦔۰したൖにᮋ⫻ယָ᭭でɁɱȬɑȴɱɁ

にࡘしてǚȘףᡡしてɞɵɋȷをۄりঋす．

Ճڋ法は，ᙉ体ᳶảȴɁ˛でɁɱȬɑȴɱɁをබՃするᅀ

法で，10 」 20 ᲈȊǸで᧯ǧる「əɉɋ」というȷɱɋȷⱮ

を۰ࡖにࣆغȳɟɃɳごとᑰɞɵɋȷをۄりঋすཆ法でǑ

る．⦘ȻɵȬɑᑙ⚃をᬶとするɩɇȷɲɳṾ╕ᕮමᑰの

ई۰には，ཷڤමをЄ྾する╞点ǚȘՃڋ法によるۄりঋし

がဝされる．

5. ીό 1⿉ᛡ❞⌻չᢨのԙࣆغにȗȚɜɻɥȬɻɐ❞微

ബຎ╞

ɁɱȬɑȴɱɁǚȘۄりঋしたᑰɞɵɋȷをࣆغȳɟɃ

ɳǚȘঋしてӟ学顕微鏡下にǗると，ԙࣆغされたᛡ❞⌻

չᢨを⢖╀することができる．ɐɳȬɀɻɞɳʀዓ↠したᛡ

❞⌻չᢨは，ી体顕微鏡もしくはɧȷɵɐʀɨのྮগ鏡でも

١分に⚃別できるたȐ，ർ┶にඅǧてɐɲɧɻȸをᅄしたൖ，

❞⌻չᢨを作⓯する．

ࡖ 4 はɱɋɐٸ⮼₡ḯℋɪɏɳの₡ତで❙こるॕẫ₰

のֹ⮼ᥰ⛅ 4⾸を，本法を用いて❞微ബຎ╞したીόでǑる．

ᣀの₡ତで╀լされる「ֹ⮼ᬼൖのॕẫ₰」をીに⯍

顕微鏡下で࿘ǗるたȐ，ɐɳȬɀɻɞɳʀዓ↠したএᄋの

ᛡ❞⌻չᢨをɁȷɲʀɓɻȸし⾷ࡖ 4 ࿗ӱԥ᭙⾸，ֹ⮼した

ẫ₰を܅ȏᛡ❞⌻չᢨǚȘ❞⌻չᢨを作⓯した．本法では，

鏡Ⱒᣞのᛡ❞⌻չᢨがᑰɞɵɋȷの⌻չⰢの˛ঞにΡΈ۰

わせされているので，ɈȬɬɪɻɑɒȬɝとのⰢ۰わせが

ᆂでǑり，Ґǚ 2 」 3 μm 厚のᛡ❞⌻չᢨǚȘ，20 」 30 ኣ

の❞⌻չᢨをીにൡることができる．

6. ીό 2⿉ᛡ❞⌻չᢨのԙࣆغにȗȚɜɻɥȬɻɐո

ୋࢀ╫ኝ

ࡖ 5 はⶲࡿՏệൖ，Lowicryl K4M にࣆغしたɱɋɐ₡ḯ

ℋ▿ᄦを用いて，ḯᙉȺɳ୧におǠる₡ಃֿẫ₰ࢪḯᙉの

ୋࢀをɴȷɉɻ⦘ȻɵȬɑ法で╫ኝしたીόでǑる．ɐɳȬ

ɀɻɞɳʀዓ↠したᛡ❞⌻չᢨをӟ学顕微鏡下でɁȷɲʀɓ

ɻȸし，ḯᙉȺɳ୧のЄઇᣞຎが↝いչᢨ⾷ࡖ 5 ࿗ӱԥ᭙⾸

を Lowicryl K4M にԙࣆغして❞⌻չᢨを作⓯した．ֿẫ₰

まれるṤ⪅とᣀᨵにệ۰する܅ḯᙉにࢪ Griffonia Simplici-

folia Agglutinin (GSA)-II ɴȷɉɻを用いて⦘ȻɵȬɑᑙ⚃を

ᅄしたệእ，ᝁᙉ༔分のઇࢀによǲてⶲ⯍度をܛするֿ

ẫ₰ࢪḯᙉのୋࢀを，⯍顕微鏡ɴɡɳでᣲい⢡りに࿘Ǘる

ことができた 5,6⾸．このᅀ法はཷ体をπ用するӣᩛ⦘ȻɵȬ

ɑ法にもඅ用でǑる．⦘ȻɵȬɑᑙ⚃にはএくのཆⱽと

ࡖ 4ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳでȰɥȵȿᑰにࣆغしたɱɋɐٸ⮼₡ḯℋのᛡ❞⌻չᢨ⾷࿗ӱԥ᭙⿉ɐɳȬɀɻɞɳʀዓ↠⾸と，Ǭれ

をԙࣆغൖに⌻չして╞した❞微ബຎҚ．₡ତにおいてॕẫ₰⾷⾹⾸のֹ⮼ᥰ⛅をᅽᮌにとȘǗている．MGL⿉ḯᙉȺɳ୧，SMC⿉
⒙୧ḯᙉẫ₰．Bar⿉5 μm．

【 著作権者：社団法人　日本顕微鏡学会】
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ᆣ⫻を┶することǚȘ，̔ȐᣲいをȐて❞⌻չᢨを作⓯す

る本法は，Ტな᧯ܶᥰ⛅におǠるṤ⪅ȓɇɻəȷ✤のୋࢀ╫

ኝにਘמを発၆する 7⾸．

7.Ʒીό 3⿉ယ᭭මࣟⳬẫ₰のɜɻɥȬɻɐ❞微ബຎ╞

ȳɘʀȴɱɁǚȘۄりঋしたᑰɞɵɋȷをࣆغȳɟɃɳ

ǚȘঋしてӟ学顕微鏡下にǗると，ࣆغされたࣟⳬẫ₰を

⢖╀できる⾷ࡖ 6A⾸．このીόでは HepG2 ẫ₰の分ⓐҚ

ࡖ⾷ 6A ᮧ印⾸にᣲいをȐ，ଓᢼɴɻɂと▿ᄦ⒙Ⱒの⫻に

ᖿමɢɻを࿗ӱしてɦʀȷし，Ǭのࡕܦをຑ⦔にɐɲɧɻȸ

した⾷ࡖ 6B⾸．100⾴Ȱɇɖʀɳでɦʀȷを⭒ڸしたൖ

ࡖ⾷ 6C⾸，❞⌻չᢨを作⓯して╞したệእ，ᣲい⢡りにẫ

₰分ⓐҚを⯍顕微鏡下で࿘Ǘることがլቻた⾷ࡖ 6D，E⾸．
1 つのᑰɞɵɋȷǚȘ 1 つのɐɲɧɻȸٚᨋにӱりきȘな

い⓹ᄋのⲏࣕを╞したいई۰は，ᖿමɢɻでɦʀȷした۬

部分をᔂᲇ用ɑɲɳᵱでչりլし，別に用意した▿ᄦを܅ま

ないᑰɞɵɋȷ⒙Ⱒにᮋ⫻ယָ᭭でԙɦȮɻɐしたൖ，❞

⌻չᢨを作⓯している．

また，ẫ₰ယ᭭Ⱒにଓするᬼࢦᄺでẫ₰ബຎを࿘Ǘるർ┶

がǑるई۰，まǩࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳで作⓯したᑰɞ

ɵɋȷをᔂᲇ用ɑɲɳでչりլし，ᑥ۹きにԙɦȮɻɐして

ᛡ❞⌻չᢨを作⓯する⾷ࡖ 7 ࿗ӱԥ᭙⾸．これをࣆغȳɟɃ

ࡖ 6ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳを用いてࣆغしたȳɘʀȴɱɁ

ယ᭭ࣟⳬẫ₰の❞微ബຎ╞Қ．ᮧ印は╞ଓ⛅のẫ₰分ⓐҚ

をᰳす．⾷A⾸ᑰɞɵɋȷ⒙ⰢҚ．⾷B⾸ᖿමɢɻ⾷❆⾸でɦʀ

ȷした╞ଓ⛅ⲏࣕをᔞしてɐɲɧɻȸされたᑰɞɵɋȷ

⒙ⰢҚ．⾷C⾸ɦʀȷを⭒ڸしたൖのᑰɞɵɋȷ⒙ⰢҚ．⾷D⾸

A⾸のኩԑにᭀഝする⯍顕微鏡ྮগҚ．⾷E⾸ẫ₰分ⓐ⾷ࡖ

のഁྮগҚ．Bar⿉10 μm⾷D⾸，5 μm⾷E⾸．

ࡖ 5 ɌʀɳでȳɟɃɳⓝࣆغ Lowicryl K4M ᑰにࣆغしたɱɋɐ₡ḯℋのᛡ❞⌻չᢨ⾷࿗ӱԥ᭙⿉ɐɳȬɀɻɞɳʀዓ↠⾸と，Ǭ

れをԙࣆغൖに⌻չしてɴȷɉɻ⦘ȻɵȬɑᑙ⚃を行ǲた⯍顕Қ．₡ḯℋḯᙉȺɳ୧において，ֿẫ₰ࢪḯᙉとᣀᨵにệ۰する GSA-
II ɴȷɉɻの⦘ȻɵȬɑᑙ⚃が，ⶲ⯍度のᝁᙉ༔分⾷࿗ӱԥ᭙のᮧ印͛⡨⾸にୋࢀしている．Bar⿉0.5 μm⾷⯍顕Қ⾸，5 μm⾷࿗ӱԥ᭙⾸．

【 著作権者：社団法人　日本顕微鏡学会】
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ɳⓝɌʀɳでもうʶ度，ԙࣆغして❞⌻չᢨを作⓯する「۰

わせཪ」がמを発する⾷ࡖ 7⾸．

8.Ʒીό 4⿉ယ᭭මࣟⳬẫ₰のոୋࢀ╫ኝ

Ɍʀɳをπ用することにより，ɴȷɉɻȳɟɃɳⓝࣆغ

⦘ȻɵȬɑ法ȓӣᩛ⦘ȻɵȬɑ法をᬶとして，ȳɘʀȴɱ

Ɂにယ᭭したࣟⳬẫ₰をḯමの╕ᕮමɩɇȷɲɳᑰにغ

ࡖ．になǲたすることがࣆ 8 は Ricinus Communis agglu-

tinin (RCA)-I ɴȷɉɻを用いて⦘ȻɵȬɑᑙ⚃された HeLa

ẫ₰ԑのȰɻɑɅʀɨをᰳす．

9.ƷおȞりに

⯍顕微鏡ɴɡɳでの╞ଓ⛅にᣲいをȐた▿ᄦ作⓯を

にするࣆغⓝɌʀɳと，Ǭのી➍なπ用法について

Ẵ͒した．本稿でᰳした⢡り，ᛡ❞⌻չᢨのӟ学顕微鏡Қと

❞⌻չᢨの⯍顕微鏡Қをκせることで，╞Қの◻ൡמが

ᔲに上がる．

ᣀに iPS ẫ₰の⫳発をয機として，⡨౫のٛ学᧯ᢼ学ᮾ᳣

におǠるࣟⳬẫ₰の❞微ബຎ╞は⦔┶度をऻしており，ᣀ

のẫ₰にɜɻɥȬɻɐでᣲいをȐることができる本法

は，গきなဝ⢳מとなる 8⾸．さȘに本法は֭ࣆغӣᩛۀඅ法

⾷pre-embedding immuno-electron microscopy⾸においてӣᩛ

する⭾ȓ，ɐɪȸɱɝȫʀ╫ኝとࣆغඅൖのչᢨをᑰにۀ

いǲたᐯƼな❞微ബຎ╫ኝにඅ用でǑり，ǅ᎓の˛ǚȘ

Ტଦなቆを⣹Ȃ，Ǭの⊡を╀るǆという⯍顕╞のᄽたな

ᘓによǲて，1 つでもএくのᮾ᳣☁Ⲥが╫ᖑされることをቃ

൏してȓまない．
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ࡖ 8ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳを用いてࣆغしたယ᭭මࣟⳬẫ

₰のɴȷɉɻ⦘ȻɵȬɑᑙ⚃⯍顕Қ．ᑰは Lowicryl K4M を

π用．RCA-I ɴȷɉɻを用いた⦘ȻɵȬɑᑙ⚃が，HeLa ẫ₰

のȰɻɑɅʀɨ⾷ᮧ印⾸にୋࢀしている．Bar⿉0.5 μm．

ࡖ 7ƷࣆغȳɟɃɳⓝɌʀɳを用いてࣆغしたȳɘʀȴɱɁယ᭭ࣟⳬẫ₰のᬼࢦᄺⰢҚ．ᬼࢦᄺᅀ۹で作⓯したᛡ❞⌻չᢨにɐɳȬɀ

ɻɞɳʀዓ↠をᅄし，Ტにしǚ╞できないẫ₰分ⓐҚを܅ȏᛡ❞⌻չᢨ⾷ࡖ 7 ࿗ӱԥ᭙⾸を⣹ོ．ԙ度，本法によりᑰにࣆغして❞

⌻չᢨを作⓯して╞を行ǲた．ᮧⲗ⿉ȳɘʀȴɱɁယ᭭Ⱒ．Bar⿉5 μm．

【 著作権者：社団法人　日本顕微鏡学会】


