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藻類の回定方法についての検討

一一Undαriapinnαt~戸山の電子顕微鏡的観察一一

奥 田 弘 枝

Study on Fixation Method of AIgae 

一一一Electronmicroscopic observation of Undariaρinnatijida-一ー

Hiroe OKUDA 

Abstract 

There is a large number of algae containing much water and mucoid substance in there 

bodies. As they thrive in sea water， are susceptible to the osmolarity of fixative solution. 

and it is said that fixation of the various structures in their cells are di伍cult.

This report. seeking the optimum fixation method to observe in details and correctly the 

form of the tissue， organella and the cell of Undaria pinnatがda，3 kinds of五xationmeth-

ods， viz. single fixation of osmic acid employed since olden times， mixed fixation of osmic 

acid and glutaraldehyde， and double fixation of prefixation by glutaraldehyde and postfixation 

by osmic acid have been tried， compared and studied. 

Materials are healthy lamina of Undaria戸nnatがdacollected on the coast of Onomichi 

in April， 1978. After fixing the material with the respective fixing solution， alcohol de-

hydration， and after embedding with epoxy resins making them in ultra thin sections， douhle 

staining by Millonig solution and uranyl acetate solution， has been applied， and observed 

with electron microscopes (HS-7 type and JEM 100-B type). 

Findings were that single fixation by osmic acid proved effective for observation of nu-

cleus. nucleolus， vacuole. vesicle， ground substance and cell wall， while unfit for observation 

of chloroplast. mitochondria and Golgi body. With mixed fixation of osmic acid and glu-

taraldehyde， vacuole， ground substance and cell wal1 can be observed very well. however， 

on other organella， electron density was low. and the structure is obscure. It can be said 

that with glutaraldehyde pre・fixation，osmic acid post-fixation.五xationeffect and electron sta-

ining effect of every organella was good showing that this is the most optimum fixation method. 

I 緒 品一一回

電子顕微鏡(以下，電顕〉による海藻の研究は.1945年 Brownによって初めてなされた。

初期の研究では主として鞭毛 (Manton，1952) (Wolken and Palade， 1952)に関する電顕的
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研究が行われたようである。

海藻は体内に水分や粘液物質を多く含むものが多数あり，海水中に生育していることか

ら，閤定液の張性に敏感であり，細胞内の諸構造の固定が困難であるといわれている o 1960 

年代以降，それまで用いられていた aldehyde固定に改良が加えられ， Gibbs (1962)， Parker 

(1961)らは 1% osmic acid固定を試みている。 Glutaraldehyde前固定， 1 % osmic acid 

後固定の二重固定法が Sabatini，Bensch & Barrnett (1963) らによって始められ， Bouck 

(1965)， Evans (1966)， Bourne (1968)， Chr (1977)らはこの方法を用いているO 黒住 (1970)

は 1%osmic acidとglutaraldehydeの混合固定を行っており，その ideaは Woodによ

って始められたといわれている。 Glutaraldehyde の濃度は 2%'""6%の範囲で使用されて

おり，固定時間も30分'""24時間と非常に幅が広い口これらの文献をもとに，本報はUndaria

fJinnat初dα に最適な固定方法を見い出すため， 1960年代の初期から用いられている osmic

acidの単独固定， osmic acid • glutaraldehydeの混合固定， glutaraldehyde前固定 osmic

acid後固定の二重固定の三種類の固定方法を試み，比較検討を行ったのでその結果を報告す

るO

E 試料および実験方法

1.試料

実験に用いた試料は， 1978年4月，瀬戸内海尾道市の海岸で採取した生ワカメ (Undaria

fJinnatijida)の健全な葉状部である。葉体長は約 80cmで，成実葉をつけた十分に成熟した

藻体であるO

採取後，藻体を O.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7. 4)で軽く洗い付着物を除去L

た後，葉状部の中央部(葉体長の 1/2くらいの部位で羽状裂片と中肋の中間部分)から一片

約 5mmの小四角片を切り出し試料に用いた。

2. 実験方法

(1) 固定

切り出した試料をそれぞれ下記の a，b， c，三種類の固定液の中に投じ， 50C (海藻は変質

が早いことから低温固定の方が試料の死後変化を抑えるのに効果的である)で2時間の固定

を行った。但し， Cの二重悶定の場合は glutaraldehydeの前固定2時間 osmicacidの後

回定2時間とした。

Glutaraldehydeの濃度は Borne(1968)， Chr (1977) らは 5%'""6%の高張液のものを使

用しており， Toth (1973)， Hori (1971) らは 3%のものを用いているo 松本 (1979)は1%

でも可としている o 筆者はbの混合固定で1.04%， Cの二重固定で3.5%に調整した。また，
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glutaraldehydeは駿化され易く不安定であることから pHの調整に特に慎重を要するo 文

献では低いもので pH6.9 (Bouck， 1965)，高いもので pH7、9(Gibbs， 1962)にわたって

いるが，松本(1979)，水平(1971) らは pH7.2'"'-'7.4が適当であるとしてL、るo 筆者は

pH 7.2に調整して用いt.::..o

Osmic acidの濃度はほとんどの文献で 1，-.....2%で使用されていることから 2%のものを

用いた。

(a) Single fixation of osmic acid 

(mω 
O. 1 M cacodylate buffer (pH 7. 4) 

(b) Mixed fixation of osmic acid and glutaraldehyde 

10mt 

10mt 

じOS04
25% glutaraldehyde (pH 7.2) 

O. 1 M cacodylate buffer (pH 7. 4) 

(c) Double fixation of osmic acid and glutaraldehyde 

Prefixation 

6mt 

1 mf 

17mf 

(25%MMW2)  

O. 1 M cacodylate buffer (pH 7.4) 

Postfixation 

3mf 

21 mt 
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(2)脱水

脱水操作は単に組織内の水分を除去するという目的の外に，組織内の余剰の固定液を還元

し除去することによって電顕像の contrastを高める目的があるが，海藻の場合，浸透圧

の変化が細胞の形態に与える影響を十分に考慮する必要がある O そこで次のような順序で脱

水を行った(室温)。

10'"'-'40%cacodylate buffer alcohol 

50'"'-'90 % alcohol 

100% alcohol (2 times) 

propylene oxide (2 times) 

20 minutes each 

20 minutes each 

10 minutes 

5 minutes 

まず.10， 20， 30， 40% cacodylate buffer alcoholでそれぞれ試料を20分間つけて脱水し，

ついで 50，60， 70， 80， 90% alcohol系列で20分間脱水，その後100%alcoholで10分間づ

っ2回脱水，最後に propyleneoxideで5分間 2回脱水した。
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(3)包埋

包埋剤は Glauert(1958) らによって改良された Epoxyresinsを用いた。この方法は粘

性が高く，やや取扱いにくい欠点はあるが，硬化に伴う収縮がほとんどなく.硬化反応が均

一に行なわれ，接着-性がよく，気泡が生じにくい等の利点があり，電子衝撃に対しでも強L、。

ここでは Luft法(1961)に多少の変更を加えて，次のような包埋操作を行った(室温)。

propylene oxide 1 : Epoxy resins 1 12""，15 hours 

Propylene oxideで脱水した試料を，上記の propyleneoxideと Epoxyresinsの混合

液に12""'15時間浸潰し，試料によく resinsを透徹させるo Epoxy resinsの組成は次のよ

うにした。

Composition of Epoxy resins 

Epon 812 (Shell Chem. Corp. USA) 

MNA (Methyl nadic anhydride) 

DDSA (Dodecenyl succinie anhydride) 

DMP-30 (2， 4， 6-tridimethyl aminomethyl phenol) 

(4)重合

Embedded Epoxy resins 

24 hours at 400C 

48 hours at 550C 

18mi 

10mi 

12mi 

0.6mi 

Gelatin capsulesに試料を resinsとともに埋め込み，最初に400Cで24時間，その後550C

で48時間加温し，重合させる。

(5) 超薄切片の作製

Epoxy resins に包埋した試料から 3""，5μm の切片を作製し， toluidine blue または

Richardson染色を施して光顕で観察し，電顕観察の部位を決定した後に，実体顕微鏡下で

trimmingを行った。 Trimmingの方法は，厚さが約 O.5mm 前後ある試料の葉状部全体

が含まれるように試料切片・閣の縦方向を 1'"'-'2mmに短く cutし，横方向は 5'"'-'10mm程

度の幅にした。この矩形の切片面の横軸が glassknifeの刃と平行に位置するように， knife 

と trimmingした試料を microtome(LKB urtra microtome)に装着した。こうした操作

は次のような点を防止するのに有効である O 試料を回定液に没潰する前に sodium ca-

codylate buffer で洗浄しでも， なお除去されずJこ試料表面に付着している微小な異物粒子

によって， knife markが生じたとしても，超薄切片面の短い縦方向に markが生じ，切

片面の横の方向，つまり試料でいえば横に連なる表層細胞および皮膚細胞全体に被害がおよ

ばないためで、ある Q
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Glass knifeの水槽には，切片が表面張力によって十分に伸展するように， 10% aceton 

水溶液を満たし， microtomeで 200，，--400Aの超薄切片を作製した。

前述した a，b， cの三種類の悶定法によって各々固定，脱水，包埋された材料はし、ずれも

切片作製に適した硬さで，固定聞における差異は認められなかった。

(6) 電子染色

試料の contrastを高めるためのー切片染色法として.Millonig (1961)や初心者でも容易に

contaminationが少なく contrastが高い試料を得ることが出来るとされる Reynolds(1963)， 

Venableら (1965)の方法があるが，ここでは始めに uranylacetate液で染色し， Millonig 

の leadacetate液で後染色するこ重染色法を用いた(室温)。

2% uranyl acetate 

Millonig's stainig 

Composition of Millonig's solution 

Ilead acetate 
A~ 
IH20 

20 minutes 

10 minutes 
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1. 45g 
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Filtration after A十B

2% uranyl acetate液に meshの試料耐を下にして20分間染色し，蒸留水で10"--30秒く

らい水洗する D 次にA液 B液をそれぞれよく溶解し，混合し，i戸過した Millonig液に浸

潰して10分間二重染色を行ない，蒸留水で水洗終了後，室温で乾燥させ，電顕の観察に供し

た。電顕は HS-7型・ JEM100-B型透過型電子顕微鏡を使用した。

E 実験結果および考察

葉状部組織の概略は，最外層として薄い部分で約 0.2μm，厚い部分で1.0μmの波状形

をした細胞壁があり，その内側に 1"--2， 3層の細胞から形成される表層があるo さらにそ

の内側には 2"--3層の細胞で形成される皮膚細胞があり体の中央部には管状の備管細胞と厚

い間層からなる髄組織があるo

細胞の構造は，ほぼ中央部に核が一個存在している D 核小体も一個見られる場合が多く，

その他細胞質には葉緑体， mitochondria， Golgi body，液胞等が認められる。これらの組織，

小器官および細胞の形態を詳細にしかも正確に観察するために，実験方法の項で述べた三種

類の固定方法を試みた結果，次のような観察像の差異が認められた。(以下 osmicacid単
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独固定を単独固定， osmic acid • glutaraldehyde混合固定を混合固定 osmicacid前固定，

glutaraldehyde後回定の二重固定を二重固定と記す)

核・核小体

核は中等度な電子密度を有し，二盛岡定が最も明瞭に核質の微小な頼粒物質が観察され，

電子密度の高い球状の核小体が見られる (Figs.8， 9)。単独固定の場合も他の小器官と区別

することが出来る (Fig.1)。 しかし混合固定は他の固定法に比較して電子密度がやや低く，

電子染色効果が劣る(Fig.4)。

葉緑体

単独固定 (Fig.1)，混合固定 (Fig.4)は葉緑体の数や形が判別しがたく，わずかに帯状

の thylacoidsが観察されることから葉緑体であろうと推定するにとどまり，強拡での観察

は不可能であるo 二重国定の場合は葉緑体の観察に適しており，一個の細胞に通常5'"'"'6個

存在し，大きさは長径 3-----4Pffi，短径1.5μm 前後の紡錘形をしており，微細構造の観察

が可能であるO 表層細胞では細胞質の構造が繊密であるが，皮層細胞は表層の細胞に比較し

て数倍の大きさで，細胞質の構造自体が比較的粗であるため，小器官の観察も容易である o

葉緑体を強拡で観察すると(Fig.7)，葉緑体全体を包む二重の葉緑体包膜 (Fig.7，矢印)や，

その内部に平行に走る 6枚の膜が一つの単位となって形成されている bandが見られるD

Stroma にやや電子密度の高い頼粒で点在する carotenodsが明確に観察され，間定効果，電

子染色効果がよいことを示している D これらは閑定される物質と，間定剤の種類により，反

応の仕方が異なるものと考えられる O

Mi tochondria 

二重固定で観察した場合， mitochondriaは長径 0.5μffi，短径 0.3'"'-'0.4μmの大きさで

惰円形を呈し， cristaeは短く小管状構造をしているのがわかる (Fig.8)。高等植物の mit-

ochondriaに見られる mitochondrialgranuleは認められない。他の固定では正確にとら

えることは不可能であり，混合固定の場合はその特徴的な輪郭からわずかに mitochondria

であろうと推定される程度であるO 単独固定ではほとんとー識別出来なL、。

Golgi body 

Golgi bodyは広く種々の細胞に存在しており，その微細構造は Dalton(1953)， Sjostrand 

(1945) らによって初めて明らかにされた。藻類では藍藻植物の細胞内には Golgibodyを

もたないが，他の門の藻類には存在している。二質問定では Golgicomplexesと見られる

構造が核や葉緑体に近接して観察され (Fig.8)，一つの細胞に平均して数個あり， Golgi sac 

も明瞭に観察出来る白単独悶定，混合間定では不明瞭な場合が多い。

液胞
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単独・混合・二重固定法ともに高電子密度の一層の膜で包まれた液胞が観察される (Figs.

2， 5， 9)。二重闘定による試料のある部位では液胞膜は黒く染まり (Fig.9)， tannineの貯蔵

を示唆しているo内皮層の細胞では液胞が細胞内の大部分を占めるようになり，内部には種

々の有機物質や無機物質が含まれており (Dodge，1973)，固定像ではこのような物質が凝集

した状態で高電子密度の像として観察されるものと考えられる O

細胞質

細胞内を充填する細胞質は細胞により，いろいろな電子密度を示すが，二重固定の場合は

平均して中等度な電子密度を示し (Fig.8，議印)，混合固定，単独闘定の11慣に電子密度が低

くなる。細胞質の構造物は固定剤や固定の仕方によって，違ったあらわれ方を示し，二重固

定の場合には ribosomeの瀬粒構造が見られるが，他の固定法では不鮮明な場合が多い。

細胞壁

単独闘定，混合間定，二重固定ともに細胞墜を構成する網目状の微小繊維が観察出来る

(Figs. 3， 6， 10)。単独固定，二重固定は像が鮮明であるのに対して，混合固定の場合は con-

trastがやや低く，平面的な像になるO

山田 (1963)，Robertson(1959)らによると，高等植物の細胞壁は unitmembraneの形を

とり，中央の電子密度の低い層と，両側の電子密度の高い膚から構成され，膜の分子配列を

示すものであるとしているo 今回用いた試料では最外層の細胞壁，表層，皮層の細胞壁，粘

液腺の細胞壁ともに一様な構造であるのに対して，飾管の細胞壁や飾板 (Figs.3， 10)，原形

質連絡では壁構造は一様ではなく，電子密度の高い層と，低い層とが識別された (Fig.6)。

最小限の artifact のもとに， 生きた細胞の構造が維持されるようにして細胞成分を保存

するのが固定であるが，固定に影響を与える悶子としてl胡定剤の側からみると， (1)試料内へ

固定剤が浸透する時間.(2)構造蛋白質の保持力，等があげられるが， (1)に影響をおよぼすも

のとして， 悶定剤自身の組織への浸透力および緩衝液浸透圧が関連してくる o Glutaralde-

hydeは osmicacid ，こ比べてわずかに浸透力が強い。また閏定剤の組織への拡散度は，組

織の外周で‘起こる沈澱による蛋白質障壁によっても左右され osmicacidによる蛋白質沈

澱はきわめて微小で，固定剤はこれによる障壁によってそれ以上組織の内部へ拡散すること

が出来ない。 Glutaraldehydeや osmicacidを使用する場合には試料の厚さは 1mms以下

が望ましいとされている (DeRobertis， 1975)が，今回用いた試料は元来薄いもの (0.5mm

以下)であるから，固定時間はさほど問題がないと考えられる。次に(2)の構造蛋白質の保持

力の問題については，大部分の固定剤は主として細胞の蛋白質成分に作用すると考えられる

が，勝れた固定剤は最小の微細な蛋白質沈澱をもたらすようなものでなくてはならな L、。

Osmic acidは Palade(1952)以来，細胞構造の電顕的研究に最も使用されている閤定剤の
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一つであるが osmicacidの単独固定は核，核小体，液泡，細胞質，細胞壁の観察には効

果的であるが，葉緑体， mitochondria， Golgi body等の観察にはやや不適当であるo その

理由として osmicacidが生体膜の脂質配列に変化を与え，多くの場合燐脂質に固定効果

を発揮するのに対し， 蛋白質要素には数種のものを除き有効でないと考えられるo一方，

gl utaraldehyde は1分子内に 2例の aldehyde基を有し，この aldehyde基の二重結合で蛋

白質構造内の amino基， carboxyl基， indole基と反応して，他の蛋白質分子との聞に

bridgeを形成し，構造を保つ効果があり，細胞質の一般構造をよく保持する。 Glutaralde-

hydeを使用した二重固定で、は葉緑体， mitochondria， Golgi body等の電子密度が高く，構

造も鰍密である O これは glutaraldehydiの作用により， これらの小器官に含まれている可

溶性蛋白質(酵素)がよく保存されるためではないかと考えられるo De Robertisら(1975)

によると特に microtuble，filament等をよく現わし，各種の膜構造の形態保存に利点を有

し，粘液その他の分泌物の電子密度を高めるとしているo 欠点は脂質配列にはほとんど影響

せず，特に燐脂質の固定には難点があるといわれている(松本， 1979)。また mitochondria

の膨化，破裂を起すこと.mitochondria， Golgi bodyなどに myelin像を出現させるなど

の人工産物を招来し易いとされている。以上の点から osmicacid単独固定よりも， glu-

taraldehyde固定併用の方が細胞成分に対し，互いに補助的な作用をおよぽし，効果的な闘

定が行なわれる。両固定剤を同時に細胞に作用させる混合固定法は，両固定剤の特徴を生か

しあった同定法であり，二重岡定法よりも時間と手間を節約出来，県住(1970)らによって種

々の組織に利用され， 良好な結果が得られているが， 今回用いた試料では osmicacid. 

glutaraldehyde混合固定は効果がうすく， glutaraldehyde前固定 osmicacid後固定の二

貰闘定が適している所見が得られ，細胞成分と回定剤との複雑な反応が示唆されたD

W要 約

高等植物に比較して，穣類の電顕による細胞学的研究が遅れているといわれているが，そ

の理由のーっとして.閤定の困難さが挙げられている D 藻類には高等植物に存在しない多種

類の粘液物質が細胞聞を埋めており，生育場所が海水中であることから，浸透圧の変化を十

分に考慮した固定が必要であるO

今回，Undaria pinna#ヌdaの組織・器官および細胞の形態を，詳細にしかも正確に観察

するため，今までに発表された文献から三種類の固定方法を試み，その良否を検討した結果

(Table 1)， glutaraldehydeに O.1 M cacodylate buffer (pH 7. 4)を加え 50C にて 2時間

前回定を行い，さらに 23;;osmic acidに O.1 M cacodylate bufferを添加し，後間定を行

う二重囲定法が間定効果，電子染色効果がよく最も良好な結果が得られた。
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Table 1 Results of the fixative states of organelle 

一一一一一一一一一一一一一一寸一一否両日両i而つ~1証言正辰函正寸一高函F伝記己正一

Types of fixation of of osmic acid. I of glutaraldehyde 
osmic acid I and glutaraldehyde I ana osmic aCid 

Fixing hours (50C) 2 hours 2 hours Prefixation 2 hours 
Postfixation 2 hours 

State of the hardness for 
sectioning good good good 

一‘一一一一 一一一一
Nucleus ・Nucleolus good not so good excellent 

Chloroplast bad bad excel1ent 

Mitochondria bad bad excel1ent 

Golgi body bad bad excel1ent 

Vacuole good good good 

Ground substance rather good rather good good 

Cel1 wall excel1ent good excellent 

終りに本実験に終始御懇切な御指導を下さいました筑紫女学園短大 川上いつゑ教授，広

島大学原爆放射能医学研究所 岡本直正教授，佐藤幸男助教授に深く感謝いたします。
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Explanation of the Figures 

Fig. 1 ----3. Electron micrographs of the Undariαpinnatがdafixed by single fixation of osmic acid. 

Fig. 1. Epidermal layer cells of the Undaria pinnatがda. Though the cell walls are well fixed， 

the nucleus (N)， chloroplast (c) and other cytoplasmic organelle are not so clear. x 7000 

Fig. 2. In the dilatated cortical layer cells vacuole (V) and chloroplast (C) are observed. The 

fine structure of the chloroplast is obscure. x 4500 

Fig. 3. Sieve tube and sieve plate of the medulla. The firie structure of the wall (W) of the 

tube (matrix of the medulla) is recognized. x3500 

Fig. 4........6. Electron micrographs of the Undaria pinnatがdafixed by mixed五xationof glutaraldehyde 

and osmic .acid. 

Fig. 4. Epidermal layer cells of the Undaria pinnatifida. The fine structure of the nucleus (N)， 

chloroplast (C) are obscure. x 8000 

Fig. 5. Vacuole (V) in the cortical layer cells are not so clear. x6000 

Fig. 6. Fine structure of the wall (W) of the sieve tube is observed. x 5500 

Fig. 1........11. Electron micrographs of the Undaria pinnatifida fixed by double fixation of the glutara・

ldehyde and osmic acid. 

Fig. 1. In the epidermal cells the fine structure of the lamellar bands formed by three thylacoids， 

carotenoids (CA) and double layer chloroplast membrane (↑) are seen. x 84000 

Fig. 8. In the cortical layer cells， nucleus (N)， mitochondria (M)， Golgi body (G) and cytoplasmic 

ground substances (※) are well recognei柁 d. x20000 

Fig. 9. Vacuole (V)， nucleolus (N) and dense materials (D) are also clear in the cortical layer 

cells. x 6900 

Fig. 10. Fine filamentous materials of the wall (W) of the sieve tube and sieve plate are observed. 

x 15000 

Fig. 11. Fine structure of the wall (W) of the sieve tube are also clear. x9500 
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