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法 IsaoINOUYE: Notes on microalgae in japan 

(1). Isolation technique 

微細藻類の多くは細胞墜構造をもたないので固定に

よって変形あるいは破裂して，研究材料として使えな

くなるものが多い。そのために，微細藻類の研究には珪

藻などを除くと，ほとんど例外なく培養株を材料とし

て用いるようになっている。赤潮などによる大量発生

のような特殊な場合を別として，一般には採取した海

水や河口水の中には，個体数および種数ともにごくわ

ずかの藻が観察されるに過ぎない。プランクトンネッ

トによる採集は，多くの種や個体数を得ることができ

るが，微細藻類の大部分を占める大きさ 20μm以下

のナンノプランクトンはネットを通り抜けてしまうの

で，採集方法としては適当ではない。またろ過あるい

は遠心器による濃縮などの手段も用いられるが，この

ような試料には多数の種が混在しており，分類や同定

に電子顕微鏡レベルの微細形態の観察が要求される種

の研究材料としては不適当である。結局，このような

試料からそれぞれの種類を分離し単藻培養を確立す

る操作が研究の前提条件として必要ということになる。

微細藻類の分類学的研究およびフロラの解明のための

基礎的な手段として，筆者は以下の方法を試み，良い

結果を得ているので紹介したい。

1) 試料として各地の港湾，河口水や海浜の砂や泥を

採取し，実験室にもちかえる。

2) 腰高のプラスチックあるいはガラスの容器に約50

mlの試料水や試料砂を入れ， Erd.Schreiber (FOYN， 

1934)あるいは GPM(LOEBLlCH III， 1975)などの

培地を等量から数倍量加え， さらに LEWIN(1966) 

によって報告された珪藻類の成長阻害物質である

G巴O2溶液(作製法は STEIN(1973)あるいは西海・

千原 (1979)に詳しし、)を 10-50mg/lの濃度になる

ように滴下する。

3) これを 15-20.Cの培養庫で 3000-60001uxの照

度下でおよそ 1週間から 1ヶ月間予備培養を行うとさ

まざまな種類の微細藻類が増殖してくる。

4) このときに全個体数の10%以上を占める種類は，

稀釈法 (dilution.culturemethod)によってほとんど

の場合容易に分離することができる。稀釈には Ge02

を含まない培地を用いる。また容器は 1-2mlの容量

(例えばヌンク社24穴培養プレート)が最適である。

稀釈には次のような操作を行う。

1) 培地を培養プレートまたは適当な容擦に 0.9ml

ずつ分注しておく。

2) 分離しようとする種類が最も高密度になっている

部分を駒込ピベットで 0.1mlとり出し培養プレー

トの第 1の容器に入れる。これで 10-1 の稀釈になる。

3) よく撹持したあとで第 lの容器から 0.1mlをと

り出し第 2の容器に入れる。この操作を第4の容器ま

でくりかえすと 10-4 までの稀釈率の試料水が得られ

る。

4) この第4の容認からパスツールピベットを用いて

1滴(約 0.03ml)をとり出し注意深く検鏡して 1

滴の培地に何個体の藻体が存在するか確かめる。この

操作を最低5固くりかえす。もしこのとき 2個体以上

が 1滴のなかに含まれていれば，さらに稀釈を行い，

l滴に 1個体だけが含まれるような濃度にまで稀釈す

る。経験的には， 5滴のうち 3滴にはそれぞれ 1個体，

残りの 2滴には0個体という濃度のとき最も良い結果

が得られるようである。

5) 適当に稀釈された試料水を 1滴ずつ約20個の容器

に入れ， 15-20.C，約 30001uxで2週間培養する。

6) 増殖した藻をパスツールピベットでとり出し.前

もって用意した lOmlずつ培地を含む試験管に植えつ

ける。以上の操作によって比較的容易に単藻培養を得

ることができる。上にあげた数字はあくまでも目安に

すぎないので，藻の優先度や試料の汚染度によって適

当に変える必要がある。

註:何らかの理由で，はじめは優先的に増殖しない種

の多くは，単藻培養にならない稀釈率で稀釈をくり

かえすことで次第に優先順位をあげることができ最

終的に稀釈法で分離できる。
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