
熱帯医学第27巻第3崎181こ190瓦1985年9月 181

培養細胞に蓄積された重金属化合物のエネルギー

分散型分析電子顕微鏡による検出

一ノ瀬昭豊

長崎大学熱帯医学研究所共同研究室

五十嵐章
長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学部門

Detection of Heavy Metal Compounds Accumulated in Cultured Cells using Energy

Disperse Type Analytical Electron Microscope

Akitoyo ICHINOSE, and Akira IGARASHI

C entral Laboratory, and Department of Virology, Institute for Tropical Medicine,
Nagasaki University, Nagasaki 852, Japan

Abstract: Presence of heavy metal compounds, such as mercury, chromium, and lead,

were detected in cultured mammalian cells, LLC-MK2, by means of energy disperse type
electron microscope. Introduction of these heavy metal compounds at high concentrations

from 1 to 10 mM in the culture medium, resulted in the morphological change of cultured

cells after 2 days of incubation at 37•Ž. The change was accompanied by the appearance

of intracytoplasmic electron-dense granules from which significant levels of metal-specific

signals were recorded. On the other hand, no significant metal-specific signals were

recorded in the specimens when the cells were maintained for 2 days under media con-

taining less than 0.1 mM of these metal compounds. The results indicated the capacity

and limitation of the equippment to detect the accumulation of the heavy metals in medical
or biological specimens.

K ey words: Heavy metals, Analytical electron microscope, Cultured cells
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緒　　　　　言

エネルギー分散型分析電子顕徴囲こは金属検知器

が附属装置として装備されており,生体内に取り込

まれた金属,殊に重金属化合物の局在部位を電子顕

微鏡レベルで研究するためこ有力な手段と考えられ

る.しかしながら,当研究所が研究対象としている

熱帯地における医学および生物学的諸問題の研究に

この装置を駆使できるためこは,その金属検知能力

を比較的簡単な生物学的実験系を用いて確かめてお

く必要がある.この目的のためこ我々ほ晴乳類の培

養細胞の一つであるアカゲザル腎の培養細胞を用い

てその培養液に水題クロム,鉛,の3種類の重金

属塩を種々の濃度に加えたのち,培養細胞から作成

した超薄切片から各々の金属に特有のシグナルを分

析型電子顕微鏡を用いて検出できるか否かを検討し

た.
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材料と方法

細胞培養:アカゲザル腎培養細胞LLC-MK2は

タイ国ウイルス研究所より分与されたものを10%仔

牛血清加イーグル培養液を用いて60mmペトリ皿の

中で37℃C, 7日間, 5%炭酸ガスを含む気相中で

培養した.

重金属化合物とそれによる培養細胞の処理:実験

に用いた重金属化合物ほ塩化第二水銀(HgCL2の,

塩化クロム(CrQgの,酢酸鉛(Pb(CH3COOの2の,

の3種で,各々をIOOmMの水溶液とし,高圧滅菌

の後希釈し最終濃度が　0.001, 0.01, 0.1, 1.0,

および10mM　になるように細胞培養液に加えた.

細胞はさらに2日間培養を続けたのち,形態学的変

化を倒立光学顕微鏡で観察したのち下記のとおり電

子顕微鏡用超薄切片を作成し,観察した･

超薄切片の作成と電子原敬囲こよる観察:堵義細

胞をラバーポ1)-スマンでかきとり遠心で集崎

o.1Mリン酸緩衝液で1回洗った後,同緩衝液で希

釈した2%グルタールアルデヒドと, 2%四酸化オ

スミウムで二重固定を行い,エポキシ樹脂に包埋

ど,ライ-ルト製ウルトラミクロトームOMU2型

でガラスナイフを用いて,厚さ0.4μmの切片を作

成し, 0.5%ネオプレンWを塗布した銅メッいンユに

直接載せた.切片は無染色でカーボンコーティング

のみ行い,日本電子JEMl℃OCX塑分析電子顕微鏡

を用いて,モこドSTEM,加速電圧IOOkVで観察

した.金属化合物の検出は加速電圧IOOkVの点分

析で,かレテック社のEEDS IIを使用した･分析

時の試料の傾斜は20℃,プローブ電流値は8.8×10-

Aである.

結　　　　　果

菓囲こ用いた重金属化合物は最終濃度でO. lmM

以下に培養液に加えても2日間の培養では,重金属

を加えなかった対照と同様, LLC-MK2細胞に光

学顕微鏡で認められる変化を引きおこさなかったし

電子頗倣鏡切片でも金属元素は検出されなかった･

写真1は重金属を加えなかった対照の　LLC-MK2

細胞で, a点とb点で金属分析を行ったが,両点共

同-のスペクトルが得られ,スペクトルのエネルギ

ー分析の結果,銅メッシュのCu,四酸化オスミウ

ムのOs,細胞成分のCl,のスペグっレであること

が確認され,培養液に加えたHg, Cr, Pb,のも

のではないことがわかった.

一方,最終濃度1mM以上に重金属を培養液に

加えた時には,培養細胞めは著明な変化が見られ

た.写真2は塩化第二水銀を最終濃度1mM　に加

えた培養液で2日間培養した細胞で,細胞核はクロ

マチンが凝集し,小胞体及びゴルジ装置ほ崩壊し,

ミトコンドリアほ腫大して　cristae　も消失してい

る.細胞質内に所々見られる円型の高電子密度の静

粒を分析すると比較的高いシグナルが得られ,その

エネルギーは培養液に加えた　Hg　のものであるこ

とが判明した.細胞質の他の部位及び桜内の仁を分

析すると初めこ低いHgのシグナルが見られた崎

すぐにバックグラウンドに埋れてしまった.これは

Hg化合物が電子線の衝撃により昇華したためと思

われる.

写真3ほ最終濃度10mMに塩化第二水銀を加え

た培養液で2日間培養した細胞である.細胞の破壊

は1mMの場合と大差ないが,円型の高電子密度

の瀞粒はやや増加した他,放射状に並ぷ電子密度の

高い野粒も見られた.後者は多分分裂中の中期染色

体であろうとおもわれる.これらの弊粒には,分析

の結果Hg　のスペグっレが検出された.細胞質の

他の部位には1mMの場合と同様,分析の初めに

低いHgのシグナルが認められた後,すぐにバッ

クグラウンドに埋れてしまった.その原因は多分―上

記同様,電子線の衝撃による　Hgの昇華であると

おもわれる.これに対して横内の仁では1mM　の

場合よりも高いHgのシグナルが検出された.

写真4は塩化クロムを最終濃度1mM　に加えた

場合の細胞で,細胞の破壊は殆ど見られないが,超

薄切片で見られた電子密度の高い小野粒の集まった

部位を分析するとCrに相当するエネルギーシグナ

ルが検出された.切片の他の部位ではこれに相当す

るエネルギーシグナルは検出されなかったた

写真5ほ塩化クロムを最終濃度10mMに加えた

場合で,核内でほクロマチンが棟内膜及び仁周囲こ

凝集し,細胞質では小胞体,ゴルジ装置の崩壊と,

ミトコンドリアの腫大と崩壊,及び細胞膜の崩壊が

見られる.細胞質内に点在する電子密度の高い不定

型の弊粒を分析すると比較的高いレベルのCrに相

当するエネルギーシグナルが得られた.更に細胞質

の他の部位及び仁からもCrのシグナルが検出され

た.
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写革6は酢酸鉛を1mMに加えた培養液で培養

した細胞で,細胞構造の破壊は著明ではないが,価

胞質めは電子密度の高い不定型の物質が多数存在し

ている.これを分析すると, Pbに相当する高いエ

ネルギーシグナルが検出され,同様のシグナルは細

胞外の高電子密度物質にも検出された･これに対し

て核内及び細胞質の他の部位では同様のシグナルは
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検出されなかった･

写真7は酢酸鉛を10mMに加えた場合で,細胞

構造は著しく崩壊し,粒子状の高電子密度物質が全

体に散在している.この粒子を分析するとPbに相

当するシグナルが検出された.写真7 CではPbシ

グナルが非常に高かったのでスベタっレのレベルを

低下させて測定している･
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考　　　　　察

この研究では2日間という比較的短期間に培養細

胞に蓄積された重金属化合物を検出しようとした･

この場合, ImM以上という可成りの高濃度に重

金属化合物を培養液に加えないと認められる変化ほ

形態学的にも,文金属検知機でも検出されなかっ

た.更に長期間重金属化合めこ接触させた場合の検

討を必要とするものの　ここに得られた結果はこの

装置を用いて分析出来る研究対象についての限界を

示すとも考えられる･

水平(1978の,及び谷川〔1979のによれば, Hgが

検出された電子密度の高い弊粒ほ,ライソい/がムま

たほそれに由来するものとおもわれる･ Crが検出

された電子密度の高い野粒を強拡大で観察すると,

微少静粒の集りであることが判明した･この構造物

は小胞体付近に多く見られるので小胞体と何等かの

関係があるとおもわれる. Pbが検出された試料で

は細胞外にも　Pbを含む瀞粒が観察されたことか

文

ら,これらの野粒がPin℃cyt℃sisにより細胞内に取

り込まれたとも考えられる.

結　　　　　論

エネルギこ分散型分析電子顕徴囲こよって晴乳額

培養細胞LLC-MK2に蓄積された水題クロム,

鉛といった重金属化合物を検出した･培養液中にこ

れら重金属化合物を1 -10mMという比較的高濃

度に加えると, 37℃C, 2日間の培養により細胞は形

態学的変化を示し,細胞内の電子密な彩粒に培養液

に加えた重金属に特有のエネルギーシグナルが検出

された.一方,培養液中の重金属化合物の濃度が

o.lmM以下の場合は2日間の培養で崎試料中に

用いた重金属に特有のシグナルを認めることが出来

なかった.これらの結果はこの装置を用いて医学,

生物学的試料中に蓄積された重金属を検出出来る能

力とその限界を示すものである･
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