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内 容 梗 概

細胞組織を電子願微鏡で検鏡するためにi･ま,組織を適当な物質に包理し,これを薄切して0.05～0･01/`

以下の厚さを持った超薄切片を作らなければならない｡このような超薄切片を作る技術は近年急速に進

歩をとげた｡超薄切片作製用の超 クロトームでは,このような微細な送りを誤差なしに正しく送るこ

とが必要で,現在各種の超ミクロトームが製作されている｡

われわれは鋼板の弾性変形をナイフの送りに応用した弾性変形型超ミクロトームの試作研究を行い,

これを商品化した｡

この超ミクロトームでは毎回の切断が確実で,いわゆる連続切片が常時困難なしに得られる性能を持

っている｡

設計上の特長と,連続切片作製のための実験および結果について述べる｡

〔Ⅰ〕緒

クワトームの最初のものはPease,Baker両氏

によって改良されたSpencer No.821型(1)のもので,

光学顕微鏡用ミクロトームの1〃送りを0.1〃に改造し

たものであったが,その後,超ミクロトーム性能向上の

ための実験が操り返され,機構上最も機械誤差を生じや

すい問題点がかなりわかつてきて(2),従来の光学顕微鏡

用ミクロトームとは別個の機構上の特長を持った超ミク

ロトームが設計 作されるようになった｡ 料切断に要

する送りは0.05～0.01JJというきわめて微紳な送りであ

るが,送り機構にも数種の機構が考案されている｡代表

的な例では金属棒の熱膨脹,あるいは磁歪効果を送りに

利用したもの,ピッチの傾斜のゆるやかなスクリューに

よる送りを用いたもの,｢てこ｣の支点の移動をレバー比

で減速する方式などがある(3)(4)(5)｡

超ミクロトームでほ送りが正確に送られることが必要

であるが,同時i･こ機械の運動に して機樺上送りを乱す

機械誤差因子を寂のぞくことが重要な問題である｡機械

誤差因子には,機械各部の振動,熱膨脹,静

係数変化による

擦およぴ

りの脈動,試料運動時の通過点の

不同等があり,これらの影響が0.05～0.01〃以上あると

連続切片の作製ほ不可能である｡

われわれほ第一に機械の送りiこ鋼の弾性変形を利用し

た｡鋼の弾性変形は材料を吟味すれば荷重対変形率は直

線的で,かつヒステリシスのないすぐれた特性を有する

ことが 験的にたしかめられた(6)｡

第二に機械の機構上,前記の機械誤 をできるだけ排
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除すコるとに留意し,完全に除去できぬ問題に対して

は,これをできるだけ吸収せしめる配慮を行った｡

以上のような設計上の特長を持った試作機で,実際に

切片作製実験を行い,使用上の便宜を考慮しつつ改良を

加え,常時容易に連続切片が得られる性能にたちいたつ

たので,これを商品化した｡

以下機械の設計ならびに連続切片作製に関する実験に

ついて記す｡

〔ⅠⅠ〕UM2型超ミクロトームの機構

(り 設計の方針

(i) 超ミクロトームの送り機構としては鋼の弾性

変形送りを用いた｡2枚の鋼の弾性板を弱いつる巻

きバネで連続的荷重を加えて挟ませ,

わせた｡

綻送りを行

(ii) 機構上試料の回転運動とナイフの送り運動に

分け,両機構を分離,相互的に生ずる誤差を除去し

て誤差因子を単純化した｡

(iii) 送り機構からは直接滑動,朕合などの接触に

よる機構を排除して 擦の影響を避けた｡

(iv) 試料の動き方を従 の往復運動方式から一方

向回転方式にして試料の切削面をナイフ匁面で

しない方式にした｡

(Ⅴ) 試料の回転

摺動機構を採用し,

動を防止した｡

(vi) 大多数の

動を規正するため Watson の

試料の回転平面運動における浮

クロトームでは機械中に伝動歯

亭,摩擦率などの使用ほ避けられない｡ 転時これ

らの装置から生ずる振動はその振幅が容易に 0.1〝

以上に達することが想像されるが,これらの微弱な
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振動がナイフおよび試料に到達するまでに吸収され

るようバネ連結とした｡

(vii) 統切片の作製に関連して,ナイフの自在方

向調節装置を附し,試料面とナイフの平行をとりや

すく設計した｡

(2)機構の概要

第l,2図はUM-2型超ミクロトーキの機構概要図で

ある｡回転把手の運動は原動軸(A)を回転せしめ,フリ

クショソホイールを介して(B)軸を回転せしめる｡(B)

軸の回転は平歯車を介してスクリュー(C)を移動せし

め,スクリュー(C)ほその一端に固着されたつる巻バネ

を圧縮して弾性板に荷重を与える｡弾性板上に装着され

たナイフ支持部は弾性板の挟みにつれてナイフを試料方

向に前進せしめる｡一方原動軸(A)は連動着脱装置,傘

歯車を介して試料回転軸(D)を回転し,連結バネを介し

て試料保持板を回転せしめる｡

この機構図で明らかなように 料運動機構とナイフ送

り機構ほそれぞれ独立し,これらが連動着脱装置を介し

て同時運動を行うよう酉己置した｡

ナイフの送りほスクリュー(C)の動きによるつる巻

バネの圧縮としこれによる弾性板の歪みを えて行うの

で,同時にバネ緩衝の役目をする｡したがって(C)を介

して伝達される振動は吸収される｡送り量の調節は送り

量調節ハンドルでフリクション,ホイールの回転比を

え,原動軸(A)の回転に対する軸(B)の回転を増減して

弾性板の歪み量を加減する｡ナイフと試料の位置を合わ

せる粗動は図の粗動装置のつまみを回転し,スクリュー

を介して弾性板全体をベースの上を滑動せしめる｡超ミ

クロトームの駆動ほ手動,モートル駆動のいずれも行え

るようにした｡モートル馬区動の

してベルト伝導を行う｡

は回転把手をプーリと

(3)弾性変形による送り轢構

弾性板に対してはその中矢部に勇断歪力に相当するよ

うな作用を生ずる形とし,つる巻バネの圧縮に対してこ

の歪が比例的に起るもので弾性履歴のない材質を用い

た｡弟3区けこその機構図を示す｡すなわちハンドルの回転

により原動軸が回転し,この軸方向に滑動できるように

装着された摩擦革(a)を介して摩擦串(b)が回転し,こ

の回転が歯車(c)を介して同じく(d)を回転する｡(d)

の中心にはスクリュー(e)が供合し,(d)の回転によつ

て軸(e)は左右に移動し,軸の一端に装置されたつる巻

きバネ(f)を圧縮して弾性板(g)に歪みを与える｡摩擦

串のスリップ防止のため,摩擦ローラ(a)の摩擦面

(円周)は中央に牛皮をはさんで両側をファイバーとし,

原動軸と同心に加工した｡また(b)の摩擦面(円板)は

拒00砂による研磨を施して摩擦回転を確実ならしめた｡

(b)は送り調節用把手で,これで摩擦串(a)を移動させ

第39巻 第10号

ナイフホルダ

第1図 日立 UM-2塾超 クロトーム配置図

第2圃 日立 UM-2型 超 クロトーム外観

第3図 送 り 磯 構 部

て(a)(b)の回転比を連続的に変化できる｡

(A)弾性変形機構の設計仕様

(a)弾性板圧縮バネ(つる巻きバネ舞3図の(f))

材質はピアノ線を用い,次のようなものを用

いた｡

強さ(荷重)

圧 縮 量*

使用状態
で最も伸
びた時

約0.31kg

2.5mm

態縮状も用最使で

んだ時

約3kg

24mm

変形量

2.69kg

51.2mm
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s=弾性板変形量(cm)Ⅰ=一器
b=5.4cm

b二0.32cm(厚さ)

W:弾性板の荷重(kg)W=3･75kg

L:弾性板の長さ(cm)

Ⅰ:二次モーメこ/ト(cm4)けl=0.0096/上

E:弾性係数2.1×108kg/cm竺 ¢℡=0･03ぎ/上

第4固 辞 性 板 の 変 形 量

圧 縮 率 8mm/kg

*ここで圧縮量とはバネの自然長から使用状態にお

けるバネの長さを差引いた値を示す｡

(b) 擦革(a)(b)の回転比1:4(最大比すな

わち送り歳少)

直径比 30mm:120mIn

(c)弾性板の形状および変形量

弾性板の材質は軽々実験の結果,軟鋼が弾性履

歴も少なく(6),直線性の送りを与えるのでこれを

用いた｡

形状は舞4図に示されるようなもので厚さ3･2

mm,両端を弾性板受の取付部とし,中央12mm

荷噺の る｡この 弾性板にかかる荷重

と歪との関係は,同図左に示されるような二つの

場合が考えられる｡UM-2では弾性板の端面をネ

ジで取付け,締めつけてあるので 際には両方の

形が組合されて掛ってくると考えられる｡

弾性板にかかる圧縮バネの荷重3kgとした時,

ハンドルー回転についての弾性板の歪み∂を求め

て見る｡

擦串の回転比,平歯車の歯数比から,バネ圧縮

軸(e)は,把手一回転について0.03mm移動する｡

(A)(a)項から圧縮バネの圧縮率は8mm/kg,

すなわち125g/min｡したがって弾性板にかかる

荷重W=125gxO.03=3.75g

この値を図中の各式にあてほめて∂1∂2を求める

とおのおの0.0096/J,0.038〃となる｡これほ弾性

板一枚の歪みであって,実際には二枚用いてある

からこの半分となる｡実際切った切片の厚さは,

最少送りで0.01～0.03/′と推定されるものが多い

から,おおよそ計算値の範囲内に入っていると考

えられる｡

(B)送り量測定の実験

送り量の測定には弟5図のようにマイケルソンの

干渉計を用い,超ミクロトームの送り装置に反射鏡

を付して,測定を行った｡0.3/J幅の干渉縞の移動を
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第5図 超 クロトームの送り測定
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第7図 粗動およびナイフ位置国定装置

測微顕微鏡で読みとるのである｡試作機の初期の実

験でほ送りは必ずしも荷重対歪み量が直線的に送ら

れず軽々の障害を経戯した｡これらの障害および改

良の結果を結論的に要約すれば次のとおりである｡

(a)つる巻きバネの形状が中心に対して非対称の
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場合

(b)弾性板の形状および組立状況が弾性的非対称

の場合

(c)弾性板の材質によって歪みが比例的でないも

のがあること

(d)送り運動の軸受,圧縮バネが不安定な動き方

..乾する琴合
これら正対する対策としては

(a)_弾性板材料の選定

(b)ブっる巻きバネの工作および取付けの際,端面

の圧力合力をコイル中心に一致せしめるような工

夫

(c)組立ての際,端面接触部のガタによる非対称

性の除去

(d)各部の回転摺動部分の動きを可能な限り軽く

したこと

(e)ネジ,歯車,軸受など主要部品の精密工作

などである｡

以上の改良の前後における送りを図示すると葬る

図に示されるような状態で,改良後のものほ送りが

ほぼ直線的でかつヒステリシスの少ない状態が得ら

れ,目的を達することができた｡

(4)租動装置

試料を切断するのに先だって,試料の面をナイフエッ

ジの陵に合わせなければならないが,この際比較的粗い

送りが必要である｡この粗動機構は弟7図に示すように

弾性板受け全体を案内板上を滑動せしめる方式とし,圧

縮バネでたえず前方へ押しつけられる弾性板受けをネジ

(r)で押して移動する｡位置が決まったらレバーでナッ

トを締め付けて弾性板受を一定の位置に固定する｡

この際,粗動用つまみを弟l図のようにテコ式微動つ

まみを附属せしめて,送り量を1/8に落した微動を行わ

せ,画合せを容易ならしめた｡その設計仕様は次のとお

りである｡

粗動装置の送りを二段階に分けた｡これを便宜上粗動

送りの粗動,粗動送りの微動と呼ぶことにする｡

(A)弾性板受全体の移動量 約4mm

粗動送りの粗動 ツマミ径30mm¢

ネジピッチP=0.5mm

粗動送りの微動 ツマミ径50m皿¢

ネジピッチP=0.5mm

(B)粗 の送り量

粗動送りの粗動の場合,ツマミー回転について0.5

mm移動させる｡粗動の微動の場合は弟】図のよう

に,･ピンを支点として両ツ~マミの距離を10mm,80

mmと･し,粗動送りの微動用･･ツマミー回転で0.0625

mm移動させ得るようにした｡
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第9囲 ナイフ保持装置(a)およ-びナイフ自在装置(b)

(C)弾性板受圧縮バネ

弾性板受箱全体を常にツマミ弟7図(r)の先のネ

ジ端に接触させまるため,受箱全体を後方からバネ

で押す方式を用いたが,このバネほ圧縮率1.5mI可kg

のピアノ線つる巻きバネを用いた｡

(5)ナイフ支持機構

現在超ミクロトーム用ナイフとして最も広く用いら

れ,また性能もすぐれているのはLatta-Hartman型の

ガラスナイフで舞8図に示されるような菱形のガラス片

のエッジを用いるものである｡UM-2塾ミクロトームに

ほ鋼製ナイフホルダも附したが,大多数の使用者はガラ

スナイフを用いるのでこれを中心として述べる｡

この菱形ガラスナイフは実験者が自製するのである

が,ナイフガラスエッジほ必ずしも図の(a)のように
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ホルダ

イ寸ネジ

試料

転軸

(b)

第10図 試料保持円板(a)および試料回

転規正装置(b)

(A)

正転(轍鮒送り)停止指示灯

逆転停止指示灯/ 木体スイッチ

圧
縮
ハ
ネ

正逆明躁スイッチ

直線的に割れず,(b)(c)のように程々の形状に割れる

のが普通である｡しかし実際に使用するナイフエッジは

1～2のmm長さに直線部が得られれば十分で,このガ

ラスナイフを舞9図(a)の(b)の位置に置いて用いる｡

このガラスナイフホルダは弾性板受けの上に取付けら

れ,弟9図(a)(b)のように保持を行わしめた｡

この際,割られたガラスナイフエッジの形状によって

必ずしもエッジと試料面が平行にならないので,ナイフ

を三方向に自在調節を行い得るように設計した｡

っまり弟9図(b)においてガラスナイフエッジわ左右

方向の位置はナイフホルダ軸(c)の左右移鍬こよって調

節し,また(c)の回転によってナイフの切断角を 節する｡

適当な調節位置が得られれば(a)を締めつけて用いる｡さ

らに の(e)をゆるめれば(b)(c)(d)が一体となって(g)

を中心として水平に回転し,また(f)をゆるめれば(b)

(c)(d)(b)が一体となって(i)を中心として上下に首

を振って回転する｡なお(i)は弾性板に固着している｡

以上のようにナイフエッジの形状にかかわらず,常に

ナイフエッジを試料に平行にとりつけることが簡単にで

きる｡

以上の機構のほか,弟9図(a)においてナイフの取付

けおよび切断角の微細 整可能な機構とした｡すなわち

(j)をゆるめることによって(0)を回転し,(k)をゆる

めることによって(G)を回転する｡

以上の諸 節によって相当不規則な割れ方をしたガラ

スナイフも,良好なエッジを有する部分があれば,容易

に試料に対して正しい位置に取付けることができる｡

(る)試料回転横棒部

本ミクロトームに在っては送り機構がナイフの前進に

ょって行われるので,試料の切断運動機構は送り機構と

独立に設計しうる点が強味である｡

試料は回転運動方式を採用し,回転時における試料位

置の復元性を規正するためWatsonの

摺動機構(7)を採り入れ,弟】0図のよ
＼ / / /
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第11図 モートル駆動外観(A)およびモートル駆動超ミク

ロトーム配線図(B)

〟協〝

うな構造とした｡

すなわち試料は匝Ⅰ転軸(a)の一端に

第12図 スリ■ットメッシュ ×8
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第13図 クロマニプレータ(麒微解剖機)
第14図 連 続 切 片 の 裁 物
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第15図 連続切片(その1)

犬の肺臓(試料慶応医学

部渡辺氏提供のもの)
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試料保持円板を付して円運動を行わし

め,凹転軸(a)の運動を規正するため軸

(a)と一体の円板(b)を二枚の摺合わせ

板(c)(d)の問に み(b)(c)(d)の摺

合わはせ面は光学レンズ研磨機によって

高安に研磨し(ニュートリソグ3本程

度),3点においてバネ(e)によって密着

を維持せしめ,浮動を防止し,このように

回転板(b)の回転精度を高めることによ

って,これと同一運動を行う軸(a)の運

動を規正したものである｡回転把手の回

車云は原動軸に伝えられるのであるが,こ

れを直接(a)軸に連結すると,原動軸,

傘歯車の振動を軸(a)に及ぼすおそれが

あるので両軸の連結をバネ(f)を介して

行い,悪影響をこれに吸収せしめるよう

にした｡(g)は球状軸受(ブッシュ)で

軸(a)の試料端をささえ軸先端の曲げに

よる悪影響をのぞくためのものである｡

以上のような機構によって試料の回転を

常に同一軌跡を画くような平面運動を行

わしめるようにした｡

〔ⅠⅠⅠ〕連続切片に関する

実験

細胞の微細構造の立体的復元に,光学

顕微鏡切片でしばしば用いられた連続切

片法は,最近 子顕微鏡iこおいてもその

必要性が痛感されるようになった｡一方

超ミクロトームの性能判定にあたって,

続卯片ほ適切な実験方法であって,そ

の性能基準に大きな目安を与えるもので

あろう｡

超ミクロトームの理想状態にあってほ,

∴∵∵∵｢

一定の)享さの

切片が,海瀬lの試料切断に際して確実に得られることで

あるが,UM-2型超ミクロトームでほ0.05～0.03/∠級の

紀切片を容易に得られる性能を有することがわかった｡

連続切片に関する実験では,超ミクロトームの性能と

ともに実験条件を規正することが重要である｡実験に当

って最も悪影響を及ぼしやすい因子は振動と,温度 化

による機械の部分的熱膨脹である｡このため実験室内お

よび機械据付部の除振,試料部分の照明などに留意しな

ければならない｡

連続切月■法でほ超ミクロトームのモートル駆動が望ま

しい｡手動の場合と比較して回転が均一で切片切断の連

続性がほるかによい｡モーいレのプーリと,超ミクロト

ームの把手プーリを丸ベルトで結べばよい｡弟】l図(A)

･-…‥■･{l■..■ト･･‥㌧‥.‥‥∵･‥.ト.･=■■.㌧.1.㍉..･･･サバ.∵什∴■…い∴松恥ト･卜･い≠‥}ぺ……‥{∴小･...･■㌧.….㌧トト.■■､1.{-‥■㌧㍉■什い■

第16図連続切片(その2)

イモリ尾芽胚脊髄域細胞

(試料名大理柄崎氏提供のもの)

にモートル駆動の場合の外観を示し(B)にその時の配線

図を示す｡弾性板の使用限界の両端をパイロットランプ

の点滅で明示し､モーいレは機械の微動送りネジによつ

て自動的に止められモーいレスピードは電調圧盤器で加

減できる｡

切片照射用光源は光学顕微鏡用投光器を試料と30cm

の距離に置いて,中間にビーカーまたは水を入れた水槽

(厚さ約10cm)を透過せしめて熱線を吸収せしめるか･あ

るいは超小型蛍光灯( 者などは4W蛍光灯用いた)を,切

片受ボートの真上に置いて 鹸を行った｡切片リボンの

観察には約50倍の双眼拡大鏡が便利である｡ 続切片で

はガラスナイフエッジの直線部分以外は用いられない｡

これは切られた切片リボンをまつすぐ並べないと,ス

リットメッシュにのせることができないためである｡

ナイフには切片受ポートを附し,この中にオクチルア
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ルコールの飽和水溶液を満たして切片を浮べた｡

試料切断面は1mmxO.1mmくらいの矩形とし長辺

をエッジと並行させて切断する(8)｡切片の連 方向をで

きるだけ短かくしないと,スリットメッシュ上に連続切

片が沢山並ばない｡またナイフのエッジは試料に正しく

平行にあてることが重要である｡

試料は包埋剤を含むカプセルをそのまま, クロトー

ムの試料ホルダに入れずに,カプセルを金属パイプの中

にパラフィンで埋め込み,この金属パイプをホルダに取

付けて切断を行った｡.これは締付けによるプラスチック

町野性および塑性のため試料の前進方向への伸びを防ぐ

目的である｡切られてくる切片の厚さはミクロトームの

送りと,切片の干渉色から判断される｡われわれの実験

では大体銀白色切片のみで0.03～0.05/Jと推定される｡

連続切片法では毎回の切断が薩実に行われ,試料のスI

ワークに対して切断の遊びがあってはならない｡これは

試料とナイフエッジの擦過によって試料画に損傷を生ず

るためである｡筆者の実験では200回の切断に対して平

均95%の切断率を示した｡

上記のボー†内に切片リボンが浮んだら,これをスリ

ットメッシュにのせるのであるがわれわれは次のように

行った｡

スリットメッシュは弟12図に示すようなスリッタを

試作し,これを用いている｡

まず超ミクロトームからナイフを静かに脱し,ボート

の中に浮んだ切片リボンを600Cくらいの温湯中に移し

かえる｡

別に清浄なデッキガラスを用意し,これを0.5%コロ

ジオン液に浸し,引き上げて乾燥しガラス面上にコロジ

オン膜を張ったものを用意して置く｡温湯上に浮んだ切

片はコロジオン膜付きスライドガラスに張りつけて乾燥

する｡このデッキガラスに切片が張りついた例のコロジ

オン膜にかみそりの匁で傷を入れ,これを水中に入れて

コロジオン膜を水面に浮べて劃す｡これを径10mmの

ループの中央に切片がくるようにすくい上げて乾燥し,

このループを弟】3図のミクロマニプレータを用いて,

麒徴鏡で観察しながら,電子顕微鏡用試料支持台上のス

リッタのスリット方向と切片リボンの方向をよく合わせ

ながら位置を決め,ループを静かに降して,切片の張りつ

いたコロジオン膜をスリッタに密着せしめる(第14図)｡

ついで針先を酷酸アミルに浸して周囲のコロジオン膜を

切り取り,キャップを試料ホルダにかぶせて検鏡を行な

うのである｡

弟14囲および弟l引図にわれわれの観察例の一例を示

した｡試料はいずれも1%オスミウム酸,アセテート

ベロナール緩衝液 pH7.4による固定,プチルメタクリ

ル,メチルメタクリル3:7の共重合体に包埋したもの

で,試料は慶応大学および名古屋大学から御分与いただ

いたものである｡

弟15図ほ犬の脾臓細胞の連続切片で,送り0.03/ノで切

片を作った｡核の径の変遷がよく表われた一例でNo.1

からNo.13に至る間,核は次第に径が肥大し,途中凹

陥状断面を経て最大径を有する断面を示す｡この径の変

化と厚さの変化の関係を写真の右下に示した｡核の最大

径を太線で示すと1枚の切片の平均厚さを0.03〃にすれ

ば,No.1の写真における最小径は太線に近い方の実線

で示され,平均厚さを0.05/Jとすれば外側の実線で示さ

れる｡これらの断面の径比率から核がほぼ球形に近い形

をしていることが予想され,また切片の連続性を証明で

きよう｡

弟15図はイモリ尾芽胚脊髄域細胞の連続切片の観察

例で,送り0.02/ノで切片を作ったもである｡

〔ⅠⅤ〕緒 言

UM-2型超ミクロトームの機構上の特長について記

し,その実験結果を要約した｡超ミクロトームでは送り

が正しく送られると同時に機械の運転中に生ずる誤差を

消去しうるような機構を持つことが重要である｡超ミク

ロトームの設計および実験に当って,筆者らはこの点に

重点を置いて研究を進めたが,試作機において満足な結

果が得られたのでこれを商品化に移した｡

性能試験例として,連綬切片に関する実験例について

記し,観察例を示した｡

試作研究にあたって御指導をいただいた阪大田中氏を

はじめ,日立製作所中央研究所および多賀工場の関係者

各位に感謝する｡

試料について御配慮下すった慶応大学医学部渡辺陽之

輔助教授,名古屋大学理学部柄崎氏に御礼申上げる｡
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