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ヨウ素染色によるエポキシ包理切片の

光学顕微鏡的観察法

藤 田 稔 ・佐伯 浩 ・原 田 浩

A Staining Method with  Iodic Reagents for Light Microscopy of Wood 
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要 旨

電子顕微鏡の試料作製技術を光学顕微鏡の試料作製に応用 し,こ れに新 しい染色方法を併用す

ることによって好結果を得た。 その方法は,ま ず試料をエポキシ樹脂に包埋 して約lu厚 の薄切

片を作成し,っ いでヨウ素によって染色をお こない光学顕微鏡で観察するというものである。

本法の特色は,薄 切片のコン トラス ト増大のしくみが,観 察対象の組織そのものを染めるので

はな くて,ま わりのエポキシ樹脂を染めることによって組織を浮 きだす という負染色的効果によ

ることである。

1,ま え が き

生物材料の光学顕微鏡観察に固定法や超薄切片法などの電子顕微鏡試料作製技術を応用するこ

とにより,さ らに詳細な観察が期待される。 とくに薄切技術については,通 常の方法によればせ

いぜい5u厚 が限度であ り,光 学顕微鏡像の良否がこの切片の厚さによって左右される場合が多

い。 しかし電子顕微鏡用には超薄切片法によりこれよ りも格段に薄い0.1μ 厚以下の切片が作ら

れてお り,こ の技法を用いれば,光 学顕微鏡観察に適 した一卜分に薄い切片(0・5～2μ 厚)を 作る

ことは容易なことである。

しか しながら,こ のような薄切片を光学顕微鏡で観察する方法は一般にはあま り用いられてい

ないようである。 それはこのように非常に薄い切片に通常の染色処理をほどこしても,そ の染色

効果が切片が薄いために小さく,コ ントラス トが弱い という大きな欠点をもっからである。切片

のコン トラス トが弱いと実際の観察が非常に困難 となる。 コン トラス トを増大するためには位相

差顕微鏡を使用する方法や1),組 織を特に強 く染色 してコントラス トを得る2.3の 方法2)3)が報告

されているが,こ れらの方法は特別な装置を必要とした り,染 色処理がかなり複雑で対象が限ら

れることなどの点から,必 ず しも一・般的な方法ではない。



295

藤 田4)は 引張 あ て材 の観 察 にお い て,薄 切片 に塩 化 亜 鉛 ヨ ウ素 試 薬 を滴 下 して検 鏡 した 際,包

埋 剤 の エ ポ キ シ樹 脂 が ヨ ウ素 に よ っ て濃 い赤 褐 色 に染 色 さ れ る こ とを見 い だ'した。 そ こで この 染

色 反 応 を利 用 して 薄 切 片 を染 色 す る方 法 を工 夫 した。 こ の方 法 は観 察対 象 物 のま わ りの エ ポ キ シ

樹 脂 を強 く染 色 し,対 象 の組 織 を浮 きだ して コ ン トラス トを増 大 す る とい う点 で,電 子 顕微 鏡 の

負 染 色(negativestaining)法 に よ く似 て い る。

こ の染 色 方 法 は非 常 に簡 便 で あ りなが ら応 用 範 囲 が 広 く,電 子 顕 微鏡 観 察 と光 学 顕 微鏡 観 察 の

比 較 対 応 を容 易 な もの とす る こ とが で き るの で,そ の具 体 的 手 法 と応用 例 を報告 す る。 この 内容

の一 部 は第20回 日本 木 材 学 会 大 会 にお い て 発 表 した が,そ の後 行 な った 補 足 的実 験 結果 を も加

え て 記 述 す る。

なお,こ の研 究 の実 施 に あた り,御 協 力 ・御 助 言 くだ さ った 当 農 学 部木 材構 造 学 研 究 室各 位 に

心 か らお 礼 申 しあ げ る。

2.方 法

(1)固 定,脱 水

目的 と す る材 料 か ら小 片(3×3×6mm程 度)を 切 りだ し,グ ル タル ア ル デ ヒ ド,過 マ ン ガ ン

酸 カ リウム,四 酸 化 オ ス ミウム,FAAな どの 固 定液 中 に投 入 す る。 固定 終 了後 は よ く洗 浄 して

低 濃 度 の エ タ ノ ール よ り順 次 高 濃 度 の エ タ ノ ール に移 し脱 水す る。 電 子 顕 微鏡 観 察 を併 用 す る場

合 に は グル タ ル ア ル デ ヒ ドで 前 固 定(3～6%,6hrs.4°C)し,四 酸 化 オ ス ミウム(1%,2hrs.4°C)

で 再 び 固定 す る2重 固 定 法 が もっ とも適 切 で あ ろ う。 光 学 顕 微鏡 観 察 の み の場 合 は グ ル タル アル

デ ヒ ド単 独 固 定 が よい。 な お 細胞 内容 物 を 観 察 対象 と しない場 合 は この 固 定処 理 を省 略す る こ と

が で きる。

(2)包 埋

包 埋 剤 は エ ポ キ シ樹 脂 を使 用 す る。 エ ポ キ シ樹 脂 の 調合 はEpon812を 主 成 分 とす るLuftの

方 法5)に よ る。 固 定,脱 水 終 了 後 の試 片 は プ ロ ピ レ ンオ キサ イ ド,プ ロ ピ レ ンオ キ サ イ ド ・エ ポ

キ シ等量 混 液 の順 に移 し,ゼ ラ チ ン カ プセ ル 中 の エ ポ キ シ樹脂 に投 入 して 重 合硬 化 させ る。

(3)薄 切

包 埋 した試 片 ブ ロ ッ クの希 望 す る 部分 をカ ミソ リの刃 で ト リミ ング し,ウ ル トラ ミ クロ トー ム

に ガ ラス ナ ィ フを取 付 け0.5～2μ 厚 の薄 切 片 を作 成 す る(2μ 程 度 の切 片 で あ れば ガ ラ ス ナ イ フ

を取 付 け た ロー タ リー ミク ロ トー ム を 用 い て も よい)。 薄 切 片 は 白金 ル ー プ を 用 い て清 浄 なス ラ

イ ドガ ラス上 に移 し と り,60°Cの 乾 燥 器 中 に30分 以 上 訟 き乾燥 す る。 こ の乾 燥 各 処 理 に よ り薄

切 片 は ガ ラス面 に 強 く付 着 し,そ の ま ま染 色 処 理 や保 存 に供 す る こ とが で きる。 な お,そ の 面 積

に っ い て は,超i切 片 と交 互 に連 続 して作 製 す る場 合 に は0.5×0.5mm以 下 に制 限 さ れ るが,

薄 切 片 だ け の場 合 は2×1mm程 度 のか な り広 い面 積 とす る こ とが で き る。 と くに 形 成 層 帯 の よ

うに軟 か い組 織 の場 合 は さ らに4×2mm程 度 に広 く して もよい。

(4)染 色

ス ライ ドガ ラス上 の薄 切 片 に ヨウ素 試 薬(Table1)を 滴 下 し数 秒 な い し数 分 間 放 置 す る。 そ の

後 過 剰 の染 色 液 を濾 紙 で 除 去 して カ バ ー ガ ラ スで お・お・い検 鏡 す る。 染 色 の程 度 は薄 切 片 の 厚 さ,

染 色 液 の種 類 と濃 度,染 色 時 間 な どに よ って異 な るが,観 察 に最 適 の条 件 は これ ら を組 み 合 わ せ

て決 定 す れ ば よ い。 ヨウ素 試 薬 の染 色 効 果 な どにつ い て は結 果 の 項 で述 べ る。

なお,こ れ らの 試 薬 は 昇 華性 の ヨ ウ素 を主 成 分 と して い る ので,染 色 後 長 時 間 放 置 す る と染 色
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の効果が低下することに注意 しなければならない。 この場合には染色液を再び滴下するとよい。

しか し薄切片を染色液中に長時間お くことはその膨潤を招 く原因となるので,観 察後の薄切片は

スライドガラスに付着させたまま水洗 し,再 び乾燥 して保存するとよい。

3.結 果 と 考 察

1)ヨ ウ素染色による負染色的効果

エポキシ樹脂包埋薄切片にヨウ素を含む試薬(Table1)を 滴下 して観察 した光学顕微鏡写真の

1例 をFig.1に 示す。細胞膜(壁)や 核などに比べて,包 埋剤 としてこれらの間隙を埋めている

エポキシ樹脂の部分が濃い赤褐色に染色され,細 胞膜や核は濃赤色の背景の中にちょうど暗視野

中の輝部のように浮きでてみえる。 このようにして得 られる像のコントラス トは非常に強いので

薄切片の観察が容易 となった。 観察対象の組織を直接染色 してコントラス トを増大す るのではな

く,組 織のまわりを強 く染色 してコントラス トを増大するという機構は,電 子顕微鏡の負染色法

とよ く似ているので,こ のヨウ素染色法を光学顕微鏡的負染色法 と呼ぶことができよう。

なお,こ のヨウ素染色に至るまでの処理過程が電子顕微鏡の試料作製法によっているので,そ

の固定,包 埋処理により組織の損傷,変 形が防止され,ま た,こ の試料をそのまま用いて電子顕

微鏡用切片ができる利点がある。 この染色方法はエポキシ包埋 した試料全般に適用で きるので,

エポキシ包埋 した電子顕微鏡用試料の光学顕微鏡による予備的観察にも好都合である。

2)ヨ ウ素試薬の種類 と染色効果

エポキシ樹脂がヨウ素試薬によって染色される現象は塩化亜鉛 ヨウ素試薬にっいて見いだされ

た4)。 その後各種のヨウ素を含む試薬でこの染色反応をためし,い ずれの場合にも同様の染色反

応が認められた。その結果をTable1に 示す。 エポキシ樹脂が ヨウ素によって発色される機構は

不明であるが,発 色がヨウ素によることは確実である。 また,そ の程度は染色液の種類よりも,

その染色液中のヨウ素の濃度に依存 していると思われる。

Table1.Stainingeffectsofseveraliodicreagentsforepoxyresin.

StainingeffectsI
odicreagentsRecipesf

orepoxyresin

レ

Lchlorzinciodinesol.1(1g)KI(5g)ZnCl2(30g)H20(14ml)十 十

2.chlorcalciumiodinesol.1(1g)KI(5g)CaCl2(20g)H20(100ml)十 十

3.chlorcalciumiodinesol.1(1g)KI(lg)CaCI2(1g)H20(10ml)十 十 十

1:欝 鵬 鑑 譜,S°IO1.'1(lg)KI(3g)1(lg)KI(2.5,)H2°(I° °ml)H3(PO,)(50m1)H、。(,。ml)1.‡

・・i・d・…yl・n…11(lg)・ ・H・(・H・)・(・・ml)1+++

Table1の3に 示 した 塩 化 カル シ ウ ム ヨ ウ素 は染色 効果 が非 常 に大 き く,0.2uの 超薄 切 片で も

観 察 に十分 な コ ン トラス トが得 られ る。 ま た薄 切 片 の膨 潤 も比較 的少 な い。 しか し1μ 以 上 の厚

さ の切 片 の場 合 は染 色 過 剰 を招 い た り,膨 潤 が 無 視 で き ない こ と もあ る の で,そ の場 合 は この染

色 液 を水 で2～10倍 に希 釈 して用 い る とよ い。

3)観 察 例

A樹 木 の 形成 層

Fig.1は イ チ ョウ(GinkgobilobaLINN.)の 形 成層 付 近 の 横 断面 の像 で あ る。 師部,形 成 層,木

部 を含 む広 い面 積 に わ た って,形 成 層 細 胞 を始 め とす る非 常 に 薄 い細 胞 膜(壁)が 暗視 野 中 の輝
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部 の よ うに観 察 さ れ る。

Fig.2はFig.1の 一 部 拡 大像 で あ る。 形 成 層 細 胞 の薄 い細 胞膜 が よ く示 され,細 胞分 裂 の状 態

が よ く解 る。 矢 印 に示 す の は分 裂 の結 果 生 じた新 しい 細 胞 膜 や 細 胞 板で あ る。 放 射 柔 細胞 申 の核,

仁 な ど も同時 に示 さ れ て い る。

Bア カ マ ッ の樹 脂 道

Fig.3は ア カマ ッ(PinusdensifloraSIEB.etZUCC.)の 木 口切 片 で 観 察 され る垂 直樹 脂 道 周辺 の構

造 を示 す 。 写 真 に示 す よ うに,放 射 組 織 を は さん で2個 の樹 脂 道 が 観察 され るが,樹 脂 道 自体 の

径 は意 外 に小 さ く,そ れ を エ ピセ リウ ム細 胞 や さ ら に軸 方 向柔 細 胞 と考 え られ る細 胞 群 が取 囲 み,

小 さ い樹 脂 道 を 中心 と した ひ とっ の樹 脂 道 域 と呼 ぶべ き もの を 形 成 して い る。

Fig.4は 木 口切 片 に 現 れ た水 平樹 脂 道 の縦 断面 を示 す 。 エ ピ セ リウ ム細 胞 の薄 い 細胞 膜 が よ く

わか る。

Cア カマ ッ の膜 孔

Fig.5は 半 径 切 片 に現 れ た放 射 柔 細 胞 と放 射仮 道管 の縦 断面 の構 造 を示 す 。 放 射 仮 道 管 中 の小

さ な有 縁 膜 孔 対 や 二 葉 松 に特 徴 的 な鋸 歯 状 突 起 の構 造 が よ くわ か る。

Fig.6は 分 化 中 の有 縁 膜 孔対 の 断面 を示 す 。

Fig.7は 放 射 柔 細 胞 と仮 道管 との 間 の窓 状 の分 野 膜 孔 を示 す。

D接 着 層 の剥 離 状 態

Fig.8は 小 麦 粉 で 増 量 した尿 素 樹 脂 接 着 剤 の剥離 試 験 片 の 断面 像 で あ る。 写 真 中で 尿 素 樹 脂 於

よ び木材 の 部 分 は 白色 に,尿 素樹 脂 中 の で ん粉 粒 と空 隙 部 を埋 め て い る エ ポ キ シ樹 脂 の部 分 は黒

色 に観 察 され る。 矢 印 に 示 す の は木 材 と尿 素 樹脂 の剥 離 面 で あ る。

E細 胞 中 の 結 晶

Fig.9は ア カ マ ッの 師部 細 胞 中 に存 在 す る2個 の柱 状 結 晶(C1,CZ)を 示 す。C1は 結 晶 の長 軸 に

平 行 に,CZは 斜 め に そ い だ断 面 で あ る。

以 上 の 観 察 例 が 示す よ うに,像 の コ ン トラス トは染 色 液 と組 織 の染 色 反 応 に よ る もので は な く,

染 色 液 と エポ キ シ樹 脂 の 反 応 に よ って得 られ る。 したが って,ど の よ う な試 料 で も,エ ポ キ シ樹

脂 に 包 埋 で きれ ば この染 色 方 法 を利 用 で きる ので,応 用 範 囲 が きわ めて 広 い。 ま た 現 在 エ ポ キ シ

樹 脂包 埋 法 が 多 く使 用 さ れ て い る電 子 顕 微 鏡 用 試 料 に適 用 で き る こ とは い う まで もな い。
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Résumé

 A new staining method using iodine has been developed in the field of light microscopy. 
It was applied in the study of wood structure together with preparation techniques for 
electron microscopy. Thin sections for light microscopy are made according to the fol-
lowing procedure: i. e. small blocks of samples are embedded in epoxy resin, cut in the 
thickness range of  0.5-2 pm, with a glass knife using an ultramicrotome, picked up on glass 
slides and dried. The sections obtained are then stained with iodic reagents as shown in 
Table 1. This staining method is based on the fact that iodine preferentially stains the 
embedded epoxy resin without staining the objects to be observed, which is similar to the 
negative or background staining method for electron microscopy. Excellent contrast in 
light microscopy is thus provided resulting in a phase contrast appearance without the halo 
effects.










