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(B)固定後の処理法

a) 脱水およびパラフィン誘導

前報lζ列記したいずれかの固定液の中iζ，材料を適当な時間浸した後は

材料をパラフィン中に埋没するためアルコールを用いて脱水する。脱水に先

立って，材料は漉過海水で洗わなければならない。乙の操作は固定液の色が

残らなくなるまで充分に行なう。普通， 10分毎lζ5回ぐらい海水をとりかえ

てたりる場合が多い。乙の後の脱水の方法は，海藻の生育環境の性質上，陸

上植物の場合とはかなり異なっている。原形質の急激な変化を防ぐために，

脱水と同時に海水から淡水に徐々に移すように配慮した，次のような手)1買を

とらなければならない。

(1) 漉過海水による水洗

(2) 海水90∞+95%アルコ戸Jレ10∞...・H ・..30分

(3 )海水80cc+95%アルコ-)レ20cc・H ・H ・..30分

(4) 海水70cc+95%アルコ F ル30∞....・H ・.30分

(5 ) 海水40cc+蒸溜水20cc+95%アルコール40cc・H ・H ・..40分-1時間

( 6) 海水20cc+蒸溜水40cc+95%アルコ戸Jレ40cc・H ・H ・..40分-1時間

(7) 50%アルコ-)レ・H ・H ・..3-10時間

(8) 70%アルコ戸Jレ・H ・H ・..3-24時間(との液lと浸して材料を保存しでも

変質しない。)

(9) 85%アルコ-)レH ・H ・...3-12時間

(10) 95%アルコ-)レ・H ・H ・..3-12時間

(11) 無水アルコ戸Jレ1.II・H ・-….24時間

(12) クロロホルム1Occ+無水アルコール30cc 1 
JH・H・...1時間ずつ

(13) クロロホルム 20cc+無水アルコ-)レ20cc 1 
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(14) クロロホノレム30cc+無水アノレコーJレ10cc......…1時間

(15) 純ク ロロホノレム 1. II………1~1.5 I時間

無水アノレコ{ノレおよびク ロロホ jレムの中1(，材料を乙れ以上長く入れて

おくと，材料は硬くなって結果が悪い。上の各操作が終ると，次は固定瓶中

のク ロロ ホノレムの量を少なく して， その上lζ融点 420C ぐらいの軟パラフ イ

ンの国まりを削ったパラフィン末を入れて，栓をしてしばらく放置する。次

いで栓をしたまま定温器に入れ，数時間後lζ栓を取ってク ロロ ホノレムを追い

出す。 l飲ノfラフ ィンcl:JI(クロ ロホJレムがなくなった頃lζ 欧ノマラフィンは副!

点 52~560C の硬パラフィンと置きかえる。できたノマラフィン ・ ケ ー キは ， ミ

ク ロトー ムで厚さ 5~7μ の切片 と する。切片は Myers の卵白液で，スライ

ド・グラスlζ貼着後， 2， 3日間乾燥して染色， !J)b.kを行ない永久プレパラート

とする。

海藻を採集後，海浜で直ちに処理すべき操作は，上記の操作のうち，70%

アJレコーノレまでの脱水の操作である。薬品の購入の不便な旅行先で固定をす

るH寺には，脱水の操作lと第 1図lζ示すような二重大型固定瓶を使用するのが

便利である。これは 7*の大型回定瓶(直径 5cm，高さ 10cm)を用意し，これ

に上K記した (2)~(8) の種々の濃度のアル コー Jレ液をあらかじめ入れておく。

乙の瓶のコノレク栓の下面中央K直荏 2cm ぐらいの円筒状の突出部を作り，

硝子管 Aの栓lζ適するようにする。乙の硝子管 (直径2cm，高さ 4cm)の一

端にガ戸ゼを結び付け，乙のrt!(固定材料を入れる。液をみたした大型固定

瓶 B1(， 固定材料を入れた硝子管Aを揃入し，一定時開放置後，1尚子管A

をコノレク栓とともに，次lζ濃いアノレコーノレ液を入れた大型固定瓶に移し，)煩

第1図

脱水用大型固定瓶

第2図 固定周辺搬箱
績は 3段になっていて， 下

段lζは固定液，中段ICは固

定瓶，上段ICは笑験探具を

入れる。
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次乙の方法をくり返えして， 70%アルコールまで脱水する。乙のような大型

固定瓶，固定液，多数の固定瓶を運ぶ場合には，第2図の写真のような固定

用運搬箱を作って用いると便利で安全である。

(b)染色

染色はハイデンハイン氏の鉄明馨へマトキシリンを用いるのが最もよ

い。その方法を表示すると次のようである。

(1) キシロ戸Jレ・H ・H ・..30分-3時間(パラフィン溶除)

(2) キシロール・アルコ -Jレ・H ・H ・..15分

(3 ) 無水アルコール l 

(4) 95%アルコ -Jレ l 
(5) 85%アルコール ~1O分ずつ

(6) 70%アルコール l 

(7) 50%アルコ-)レ J 

(8) 水洗...・H ・..30分-1時間

(9) 10%過酸化水素水・H ・H ・..24-48時間(オスミック酸で黒変した材料を

漂白する操作で，オスミック酸を含まない固定液を使用した時は省略

する。)

(10) 水洗・H ・H ・..30分-1時間

(11) 4%鉄明磐水溶液(媒染剤)..・H ・...3-20時間

(12) 水洗...・H ・..1時間

(13) 0.5%へマトキシリン水溶液・H ・H ・..2-15時間

(14) 水洗...・H ・..1時間

(15) 3%鉄明馨水溶液(分染)..・H ・-・・数分(検鏡しながら行なう。フレ戸ミン

グ系統の固定液を用いた時は，脱色が速いから注意を要する。)

(16) 水洗H ・H ・...4-15時間

(17) 50%アルコール 1 

(18) 70%アJレコ-)レ l 
}各15分

(19) 85%アJレコ-)レ | 

(20) 95%アJレコ戸Jレ j 

(21) 無水アルコールI・II………2-3時間

但2) キシロール・アルコール・H ・H ・..30分

(23) キシロ戸Jレ・H ・H ・..2-3時間

-33ー



回 五島類第11巻第2号昭和38年8月

(24) カナダパJレサムで封入

以上のような複雑な実験操作をへて，プレパラ ー卜 はでき上る。染色体

を明瞭に観察するには，解像力の高いよい顕微鏡の レンズを用いると ともに

よいプレパラ 戸ト が必要であるから，各操作は慎重lζ行なわねばならない。

a 

第3図 スジメ (Coslariacostata) の逃走子裂~~n胞における第一減数分

裂デイアキネシス期。 a~d : 1つの核を 4つの焦点面tc分けて

撮影したもの。(パラ フィ ン切片，へ 7 トキ シリン染色)X1680 

d' 

体構造の簡単な糸状の海部の場合には，切片を作る必要はなく，比較的

簡単に核の構造が観察される。しかし，諜体は脱水によって収縮し易いので

少し工夫を要する。褐藻類の Ectocartussiliculosus (SCHUSSNIG and KOTI-I-

BAUER， 1934)では，次のような固定染色がよい。

(1) 70% アjレコ ーJレで固定

(2 ) 蒸溜水で水洗

(3) 0.5%鉄明馨・・・…12f時間

(4 ) 蒸溜水で水洗

(5) 0.5% ヘマト キシリン…ー・…24時間

( 6) 水洗・・・… 15分

(7) 2%鉄明磐で分染

(8) 15% アノレ コーノレから順次96% アノレコーノレまでIl~水

(9 ) 無水アノレコ ーノレ…… .45分

(10) アルコーノレとオリガヌム油の混合液lζ浸す

(11) 薄いカナダパjレサムへ入れ，最後lζ濃いカナダパJレサムで封じる。

糸状紅藻の Sρel川 othamnわη では，固定後も低濃度のアノレコーノレに浸す

と胞子誕のl肢が!阪市]し，細胞の内容も変化するので， DREW (1934)は諜全体
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をブラ ジリン (Brazilin)で染色し， そのまま封埋する次のような方法を用い

て成功している。

(1) 40% ホ Jレムア Jレデヒド 6cc +70% ア ノレ コ~ )レ 100ccで固定

(2) 鉄明磐アルコーノレ液

(無水アノレコーノレ 20cc+4%鉄明馨15cc)……- … -一・…・・・1時間

(3) 70% アル コー ノレで洗う ………3~4 日

(4 ) ブラジリン液(ブラジリン 0.5g+70%アルコーJレ100cc)・・・・・…1時間

(5) 70%アノレコ戸jレ…- 数秒

( 6) 鉄明馨アJレコーノレ液(向上)で脱色

(7) 70~95% アノレ コー Jレで洗う

(8 ) 無水アJレコーノレ

(9 ) 無水アノレ コ~ )レ 1cc十キシロ ー

ノレ 15cc 

(10) カナダノイルサム 3cc+キシロ {

ノレ25cc + 1il( 7.1<アノレコ ーノレ 2cc 

ζの後，より酷いパノレサムへ次第

に移し，最後lζパJレサムで封入する。

DREW (1945)は紅誌をホノレマリン

・アルコ ーlレで回定した場合，組織が

著しく硬くなるので， ζの軟化法とし

て塩酸で処理する方法を示している。

70%アルコ ーJレ90cc 1ζ塩酸 10ccを

加えた液lζ材料を茂'して， 60
0

Cぐらい

まで加温する。処理l時間は聴により，

また材料の老若によって異なってい

る。 Gigartinamamillosaの芯い休で

は 15分間 Chondruscrispusでは 5

分間の処理でよい。処理が長すぎると

核が染まらなくなり，遂には組織が崩

壊する。 ζの後， 70% アJレコ ーノレで洗

って，後は普通の方法で脱水してパラ

フィンに埋蔵する。
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第4図 スジメ (Costariacostata) 
の遊定子重量細胞ICおける減

数分裂。 e:シナプシス期。

f第一分裂中期側面観。
g 中間期。 h:第二分裂中

期(パラフィン切片，へ 7 ト

キシリン染色 X1680
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(C) おしつぶし法

乙れまでは材料をパラフイン中に封埋して切片を作り，乙れを鉄明馨へ

マトキシリンで染色を行なうプレパラートの作り方を述べてきたが，乙の方

法は手順が複雑で，プレパラ F トができ上るまでにはかなり長い時聞を必要

とする。乙の難点を償うために，近年，海藻についても酢酸カーミンやフオ

イルグン反応を用いて染色を行なう，安価で簡便なおしつぶし法が工夫に工

夫を重ねて試みられているので，次にとれを紹介する。この方法ではおしつ

ぶしにより，染色体は分散するので観察し易くなる。一方，海藻には染色体

の染色性が弱いものが多いので，酢酸カ F ミン染色の場合にも媒染を行なう

などの特別の考慮が払われている。

a) 酢酸カーミン染色

酢酸カ戸ミン法は， RAo (1953)が紅藻類の Porphyridium，Porphyra. 

Batrachoゆermum，Antithamnion， Antithamnionella， Griffithsiaなど数多

くの種について，その四分胞子襲および四分胞子発芽体に用いて成功してい

る。その方法を表示すると

( 1 ) absolute alcohol-acetic acid (3 : 1)で10分~数時間固定する。固定後，

直ちに染色する方が結果はよい。

(2) 90%アルコール

(3) 70%アルコ戸Jレ

(4) 50%アJレコ戸Jレ

(5) 30%アJレコ戸Jレ

(6) 蒸溜水で水洗(2，3国交換)

(7) 新しく作った 4%鉄明馨で媒染。 5-20分間

(8) 蒸溜水で水洗(2，3回交換)

( 9) 材料をスライド・グラスの上に取り，酢酸カ F ミン液を滴下

(10) カバーグラスをかけて，煮沸するまで加温(2，3回煮沸をくりかえす)

(11) 指頭でおしつぶす

(12) カバーグラスの周辺l乙酢酸カーミン液を補って再び温め，暖かい場所
に10分間放置

(13)検鏡

ζれを永久プレパラートとするには MCCLINTOCKの方法を用いるが，永

久プレパラートにするよりも，一時プレパラートで検鏡する方が像は鮮明で

- 36ー



西林・猪野: 海藻の細胞学的研究法(1I) 街

ある。吉田忠生氏(1959)も，邦産の Batrachospermumの核を乙の方法を用

いて観察している。しかし， RAoは同じ紅藻類であっても，Polyides， Fur-

cellaria， Dumontiaでは細胞膜が厚くて，しかも粘液iζ富んでいるので液が

中に入り難く，また核の周囲には多量の紅藻澱粉があるので染まりが悪く，

乙の方法では観察がうまくできないと報告している。 Au訂町 (1960)は Fur-

cellaria fastigiataの体細胞核分裂および減数分裂をカJレノア液 (Carnoy's

fluid)で固定した後，鉄明馨で媒染し， l!i'f酸カ戸ミンで染色すると，染色体は

深紅色lζ染まり観察できる乙とを報告している。染色の度合は鉄明馨の濃度

と，その後の水洗の程度によっていろいろに変えるととができる。脱色は再

び鉄明馨に浸す乙とにより行なわれる。酢酸カーミン中で材料を熱したり，

冷したりしても染色の強さは加減できる。 さらに Au訂町 (1956)は紅藻類

の多くの種について， acetic alcohol (1 : 3)で固定した後，酢酸カ戸ミン液ま

たは鉄明馨と酢酸カーミンとを混合した液を用いて染色を行ない染色体を観

察している。

NAYLORはとれに少し改良を加えた方法を，褐藻類のコンブ属 (1956)お

よびフ戸クス目植物(1957)に適用して成功している。フ戸クス目植物の頂端

細胞や若い生殖器托を用いる場合には，色素体が邪魔をして核が見えなかっ

たり，染まらなかったりするのを防ぎ，また細胞膜を軟かくしておしつぶし易

くするために，過酸化水素水および炭酸ソーダを用いて処理している。材料

をカJレペチエンコ液で24時間固定した後，水洗を十分に行ない， 20%過酸化

水素水に4時間浸す。再ひe完全lζ水洗してから， 6%炭酸ソーダ液を滴下し

たスライド・グラス上に移す。乙乙で材料中のアルギン酸塩はアルギン酸ソ

戸ダとなり，スライドを徐々に加温するとカパ戸グラスの重みで材料はおし

つぶされる。蒸溜水を注いで余分の炭酸ソ戸ダを洗い流してから，酢酸カ戸

ミンを注入して十分に染まるまでゆっくりと加温する。乙のまま検鏡してさ

しっかえないが，乙れを永久プレパラートとするには，酢酸アルコール中で

カバーグラスを剥がし，脱水してユ戸パラ Jレに封埋する。漂白の後，直ちに

調べる乙とができない時には， 45%酢酸中l乙酢酸鉄を溶解して淡い琉泊色と

なった溶液を aceticalcohol (1: 3)液に加えた中lと，材料を浸して貯蔵する乙

とができる。乙の液で貯蔵した時には，アJレコ戸jレで洗って濃い酢酸に移し

酢酸カ戸ミン液を滴下しておしつぶせばよい。 NAYLOR (1958)はこの方法を

SticりIOsiphontortili・5にも用いて良い結果を得ている。コンブ類の場合には，
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成熟した雌配偶体，すなわち卵形成の時期にある配偶体または卵放出後まも

ないものを用いるのがよい。とのような配偶体を固定するには，それが附着

したスライド・グラスをそのまま aceticalcohol (1 : 3)液に 24時間以上浸せば

よい。乙のような長時間の固定を行なうと，色素体が染まらなくなる。媒染

剤としての酢酸鉄で処理した後に酢酸カ戸ミン液で染めればよい。 Stictyo-

siphon tortilis (NAYLOR， 1958)の発芽体では，多数の分裂像を得るために，

acetic alcoholで固定する前に夜通し冷蔵庫に入れて冷してから 2時間室温

に放置し，その後0.1%コルヒチン溶液で2時間処理している。

VENKAT組 AM州叩dNATARAJ州 (1959)は CladophoraceaeIC属する

Rhizoclonium hieroglyphicumの染色体を次のような方法で観察している。

いろいろな固定液を使って実験しているが，その中でも aceticalcohol (1 : 3)， 

または propionic-alcohol(absolute alcohol 75 cc， propionic acid 25 cc)を用い

て固定するのが最もよい。固定に先立つて，コルヒチンまたは8・ハイドロオ

キシキノリンで前処理を行なう。乙れらの液は染色体を収縮せしめ，紡錘体

の働きを不活滋lζし，原形質の粘性を低下さすので，前処理によって中期染

色体は互に離れて拡がるようになる。コjレヒチンで前処理を行なう場合には

0.2%の溶液に2時間浸し， その後蒸溜水で十分に洗い流す。 propionic-

alcohol溶液で2-6時間固定して propiono・carmineで染色しておしつぶす。

8-ハイドロオキシキノリンを用いる場合には， 0.0015M溶液で 2-3時間処

理すればよい。

KEMP and COLE (1961)はコンブ目植物の一種 Nereocystis luetkeanaの

配偶体を酢酸カーミンで染色を行なって核分裂をきれいに観察Lている。最

初，配偶体をエタノ戸Jレ酢酸(3:1)で24時間固定する。乙の固定液に数滴の

ヨードヨードカリ溶液を加えておくと，色素体の染まるのが妨げられて観察

し易くなる。固定後，完全に水洗して 2%鉄明馨に 15分間浸して媒染する。

その後，再び、水洗して余分の鉄明馨を洗い落して酢酸カーミン液で染色する。

最近 EVANS(1962)がFucusの染色体を観察した方法は，材料を acetic

alcohol (1 : 3)で18-24時間固定してその後12時間水洗して， 1モJレの濃度

の塩化リチュームの溶液に 15分間浸す。 乙の液で処理すると材料は軟かく

なり，細胞はばらばらになる。 15分間水洗した後，水の中でおしつぶして酢

酸鉄を含む酢酸カーミン液を注ぎ加温して検鏡する。また低調海水lζ藻体を

浸すことによって，多くの分裂像が得られることを報告している。
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以上，海藻の酢酸カ戸ミン染色おしつぶし法による染色体の観察法を紹

介してきたが，固定液としては酢酸とエタノーJレを 1:3の割合で混合した液

を用いるのが，最も安全なようである。海藻の染色体は一般に染まり難いの

で，鉄明馨または酢酸鉄で媒染を行ない，その後で酢酸カーミンを用いて染

色する。酢酸カ戸ミン液lと鉄明馨を混じた液を用いてもよい。固定液中lζ数

滴の鉄明馨を加えるのも一法である。また加温すれば一層濃く染まるように

なる。核板に並んだ中期染色体を観察し易くするには，コルヒチンまたは8-

オキシキノリンで前処理するとよい。コンブ目植物の配偶体で，色素体が染

まるのを防ぐには，固定時聞を長くしたり，ヨ戸ドヨードカリ溶液を数滴固

定液中lζ加える。藻体の組織が硬くておしつぶしがたいときには，固定後に

材料を 20%過酸化水素水l乙浸せばよい。 コンブ目およびフ戸クス目植物の

組織細胞を用いる場合には 6%炭酸ソーダ液や 1モjレの塩化リチューム溶

液で処理すれば，組織は軟かくなる。

b) フオイルゲン染色

フオイルグン反応を利用して海藻の核を観察するには，あらかじめ材料

を1:3の割合に混じた酢酸アJレコ戸jレ(WALKER，1954; KRISI到 AMURTHY，

1959)，またはホルマリン・アJレコーJレ(D隠 W，1934; RAo， 1956)，ホルマリン

酢酸アルコーJレ(W回 TBRI∞K，1928; RAo， 1956)，カルペチェンコ液(NAYLOR，
1958， '59)などで固定する。固定時聞は，コンブ類の配偶体を酢酸アルコー

ルで固定する場合には， 2-3時間でよい。フ戸クス目植物の葉体の頂端部と

か生殖器托を， カJレペチエンコ液を用いて固定する時には 12-18時間がよ

い。 NAYLOR(1959)は酢酸アルコーJレを固定液lζ用いると，液中のアルコー

Jレが細胞膜を堅くして液の透過を妨げるので，結果がよくない乙とを報じて

いる。

固定後は流水で完全に水洗する。特lとホルマリンを含む固定液で固定を

行なった場合には，ホルマリンを完全に除去しなければならない。ホルマリ

ンが残っていると，これが試薬と反応して細胞が一様に赤色に染まり核反応

が不明瞭になる。その後，材料を蒸溜水中lζ移し， 600Cの温度になるまで温

める。次lζ同じく 600CIと温めた 1規定塩酸lζ材料を浸して加水分解する。

加水分解の時間は種によりまた用いた固定液の種類によって異なっている。

酢酸アルコールを固定液として用いた場合，コンブ類の配偶体では 10分間の

加水分解でよい (WALKER，1954¥。 チシマクロノリの精子形成の核分裂では
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6-8分，果胞子形成では 10-15分である (K阻SHN品卸RTHY，1959)。普通，

5-20分ぐらいの加水分解が適当であるが， カJレペチェンコ液のようにクロ

ム酸を含有する固定液で固定した場合には，一般に長時間 (15-45分)の加水

分解が必要である。

加水分解が終ると，塩酸から材料を取り出して，冷却した蒸溜水の中に

一度浸してから，作製したばかりのシッフ氏指薬 (Schi任'sreagent) (フクシン

19を200ccの熱湯に溶解し， 500Cまで冷して漉過する。それに 1NHC120 

ccを加え， 250Cになるまで冷してから無水亜硫酸ソ戸ダ19を加える。乙の

液を約24時間冷暗所l乙密閉し，液が黄色になってから使用する。)中lζ3-12

時間浸す。車硫酸水を3回ほど交換して漂白を行なった後，必要な部分をカ

ミソリで切り取ってスライド・グラスの上に置く。亜硫酸水を滴下してから，

カバーグラスをかけて上から力を加えておしつぶす。乙れを永久プレパラ戸

トにするには，EE.硫酸水中でカパ戸グラスを剥し，順次，高濃度のアルコ戸

ノレlと移して無水アJレコ戸Jレまで脱水してからユ戸パラノレで封じる。永久プレ

パラ戸トにする時には，前もって貼着剤を塗布しておかねばならない。

材料の組織が硬くておしつぶしがたいときとか，組織中に存在する色素

体の色素のために核の観察が困難な場合には，固定後，加水分解を行なう前

に過酸化水素水で漂白すれば乙の難点が除かれる。漂白の時聞は用いる材料

の種類によって異なるが，普通20%過酸化水素水で3-4時間である。漂白

の操作を施したときには，加水分解の時間は短かくてよいので7-10分が適

当である。
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