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佐藤博雄申・山口征矢料:染色法による微細藻類の生細胞と死細胞の判別

Hiroo SATOH* and Yukuya YAMAGUCHI紳 Discriminationbetween live 

and dead cells in microalgal assemblages by a staining technique 

Evans blue staining was applied for discriminating dead cel1s from Iive cel1s of microalgae. Sample 

cel1s of cultured diatoms， Thalassiosira sp.， were prepared at five levels of dead cel1 percentages， 0， 25， 

50， 75 and 100. Uptake of 14C by the samples indicated that photosynthesis levels wel1 corresponded 

to the percentage of live cel1s; however， chlorophyl1 a measurements by spectrophotometric method 

did not show corresponding results. Percentage of the cel1s stained by Evans blue agreed wel1 with 

the prepared percentage of dead cel1s in the total cel1 number of the samples， indicating usefulness 
of the staining in assessing proportion of dead cel1s in microalgal assemblages. 
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微細藻類群集の動態を研究する場合，現容量の正確

な把握とともに，群集を構成する細胞の生死の割合を

知る乙とは重要である。倒与の細胞の生死を判定する

には，各種の染色剤や蛍光剤で細胞を染色し計数する

方法が提唱されている(例えば， KOEHRlNG， 1940; 

HEsLOP-HARRlSON and HEsLOP-HARRISON， 1970; 

GAFP and OKONG'O-OGOLA， 1971; jARNAGlN and 

LuCl置INGER，1980;小移， 1985)。乙のような方法を

用いる場合には，それによって得られた死細胞率が細

胞の生理的な失活の程度と正しく対応しているかどう

かを検討しておく必要がある。著者らは，乙の点に

関して手軽なエパンスブルー染色法 (GRIPPEN and 

PERRIER， 1974)を用いて二三の検討を行ったので，

その結果を報告する。

材料と方法:試料として海産珪藻の一種 Thal側 iosira

sp. を用いた。試料は，白色蛍光灯を用い， 80μE 

m-2 S-1 (明期14時間，暗期10時間)， 20"Cの下で sw-
E培地 (IwASA悶， 1961)を用いて培養し，その対数

期の細胞を実験に用いた。

実験開始直前iζ話料を二分し，一方を60"Cで10分間

加熱処理し死細胞群とした。生細胞群および死細胞群

の一定量ずつを混合し，試料中に死細胞がそれぞれ0，

25， 50， 75および 100%含まれるように調整した。乙

れらの読料について，光合成活性およびクロロフィル

a量を測定すると共に，エパンスブルーによって染色

された細胞を計数した。光合成活性の測定は 14C法に

よった。試料 80ml中に0.2mlの NaH14C03 (比放

射能 10μCiml-1，第一化学薬品附)を加え， 200μE 

m -2 S-I， 20"Cで， 3時間培養した後，直ちに試料をミ

リポアフィルター (RA，孔径1.2μm，MiI1ipore Ltd. ) 

でろ過捕集し，液体シンチレーション周パイアル中で

909彰アセトンを用いて溶解した後，液体シンチレーシ

ョン用試薬の Dimilume-30(Packerd Ltd. )を添加

し，液体シンチレーションカウンター (Mark][， 

Seale Analytic Ltd. )によって般射能を測定した。ク

ロロフィル a量の測定は吸光法 (SCOR-UNESCO，

1966)によって行なった。また，各試料を一定量と

り，濃度が0.05%になるようエパンスフVレーを加え，

室温で10-20分間静置した後，ニュークレオポアフィ

ルター(孔径 3.0μm，General Electric Ltd. )上iζ

細胞を鋪集し，ろ過海水で細胞表面lζ付着した染色液

を洗浄し，乾燥した後，フィルターどとツェダ一泊を

用いてスライドグラス上に封入し，顕微鏡下で細胞を

計数し，青色lζ染色された細胞(死細胞)の割合を求

めた。

結果と考寮:試料中の全細胞数は 4x104 ml-'，生細胞

1009ぢの試料のクロロフィル a量は 46mgm-3であっ

た。生細胞1009ぢの誠料の測定値を100%とした場合，

光合成活性とクロロフィル a量の相対値を Fig.1 I乙

示した。各試料の光合成活性の相対値は，それぞれの

生細胞の割合とよく一致し，光合成は生細胞の割合を

示していると判断される。しかし，クロロフィル a量

の相対値は生細胞の割合と一致せず，死細胞 100~彰の

試料でも約309ぢ減少したにとどまった。乙のととは，

熱処理による細胞の死にもかかわらず，変性したクロ

ロフィル色素が吸光訟では測定lζ含まれてしまうとと
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Fig. 1. Relationships between photosynth巴tIc

activity (P) ancl chlorophyll a concentration (Chl)， 
ancl the percenta3"e of clcacl c~ ll s . 

を示唆している。TSUJIancl YANAGITA (1981)は蛍光

顕微鏡による観察の結果から， クロロ フィノレによる蛍

光はおlIJ.胞の死後直ちに減少するが， 24時間後でも約

3096が残寄していたと報告している。 これらの結果

は， !政光法による クロロ フィ Jレiii:の減少から死細胞の

制合を判定する ことは必ずしも容易でないことを示し

ている。

エパンスブノレー染色により死細胞は青色lζ染色され

る (Fig.2)。各試料で青色lζ 染色された 細胞の剖合

は，あらかじめ調整した死細胞の剖合とよく 一致した

(Tablel)。乙の乙とは，細胞が熱処理lにより失活し

た後直ちICエパンスフノレーによ って染色されることを

示している。すなわち，エパンスフソレー染色により ，

正儲かつ谷易lζ死細胞を判別する乙とが可能である。

Fig. 2. Photomicrograph of live ancl clcacl 
cells of Thalassiosira sp. treatecl with Evans blue. 
DC:lcl cells stainecl bluc 

Table 1. Percentagc of thc stainecl cells in 
the tota! cell numbcr in comparison to the cleacl 

ccl!s preparecl. A、eragcof 5 samp!cs each 

Deacl ce!ls preparecl 

Staincrlじells

S.D 

100 75 50 25 0 

99.6 75.9 52.2 20.8 0 

0.9 7.7 3.0 2.6 

染色法lζより細胞のとHEの判定を行う場合の縦点

は，染色剤によ ってはある極の細胞に染色むらが生じ

る乙とである (CRIPPEN and PERRIER， 1974)。しか

し，研究対象ICよって適切な染色剤を選沢すれば，染

色法は微細藻類の剤111.胞のとiミ死判定lζ 極めて有効であ

り，手j/lT:1ζ利H'Jできる利点を持っている。近年急速

に発迷した画像解析法 (fURlJYA，1982; TSUJl and 

NlSHlKAWA， 1984)が応用できれば，それを併用す

ることにより染色法の有m性はさらに増すものと考え

られる。
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植物プランクトンを対象とした生態学に関しては，

いろいろな観点からの，それぞれ特色ある著書が多く

出版されている。それらのうちで，わが国でもかなり

多くの人に読まれてきた FOGG教授の，生理生態的観

点からまとめられた著書の第3版が，第2版から12年

を経過して出版された。

常iζ野外と実験室とを結びつけて研究を進めてきた

FOGG教授が，彼の考えを十分に反映させた著書であ

る。乙のような一人の研究者による，自分自身の自然

観ないし研究観でつらぬかれている本を，比較的初学

者iζ向けて書かれた教科書的な著書であったとして

も，きっちり読む乙とは，その考え方，方法論lζ同意

するかしないかは別にして，大切なことであり，との

著書はそれに価するものである。

FOGO教授は，水界の一次生産者である微細藻類の

生態lζ関する種々の問題のうち，生長と分布をコント

ロールしている要因の解明，ならびに，時空聞におけ

る生物の寄在様式の生態的意義の説明と，それらを予

測する乙とをめざして行われている研究を，その限界

と今後の課題とを含めてわかりやすく順に解説してい

く。乙乙では微細務類lζ関する乙れら生態学的問題の

解明には，その現象にかかわる種の general biology 

と physiologicalrequirement and performanceを明

らかにするととができれば，かなりの部分を解明でき

ると考える。特にそれらのうち，生長にかかわる問題

の解析を最も重要視する。乙の問題の解析には培養実

験が最も有効な手段である。パート Iでは，パッチ培

養，同調培養，連続培養，混合培養により解明され

た，生長にかかわる生理的な側面を，これらの方法iζ

よる限界を十分示した上で説明していく。特IC第3版

では旧版ではふれていなかった，自然でのプランクト

ン群集中でみられているであろう，いろいろな種聞で

の種々の相互関係を実験的に解析するための混合培養

について 1章が設けられている。

パート 2では，自然の水界中での個体群の動態の解

明iζ入る。乙のパートは，旧版がかなり大はばiζ書き

改められている。乙の版で新たに導入されている水界

の混合期の植物プランクトン群落と，成層期iζ見られ

る植物プランクトン群落とに分けての説明は明解で，

植物プランクトンの生きざまと，それらの選移等の問

題を考える際に非常に得る所が大きい。

ある場でみられる植物プランクトンの種の多くは，

そとで生長したのであるが，その場から死1ごとか他の

要因により取り除かれた残りでもある。自然での個体

群D動態を考える場合には，生長の万からみる方法と

同時に，~1055 の方からもみていかなければならない。

各種にみられる生理的な適応には，生長のための適応

と，それ以外lζ1055にそなえる，つまり 1055をしずら

くする，あるいは 1055があっても生き残るととができ

る適応も重要である。生長の問題は比較的に実験室lζ

持ち込みゃすいが， 1055の問題はなかなか困難である。

実験室での研究をかなり重要視する生理生態学の立場

からは，乙の視点は入いりずらい。それ故，乙の方向

からのアプローチに関する解説は少ないととはいか

んともしがたい乙とである。乙のような意味からも，

植物プランクトンの生態に興味ある万，他の見方から

の研究の動行を知りたい方は，乙の本と同時に別の観

点からの著書，例えば C.S. RE;YNOLDSの“TheEco・

logy of Fre5hwater Phytoplanktonぺ 384pp. Cam-

bridge Univer5ity Pre55， (1984)などもあわせて読ま

れるととをおすすめする。

(京都大学農学部附属水産実験所中原紘之)




