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Synopsis

Possible application of a modified double staining technique to make a transparent skeletal specimen by using dried food 

fishes is proposed. The steps of the present technique, modified from those of previous techniques based on museum or 

fresh specimens, are as follows: ⑴ Soaking of dried fishes for almost a day in water to remove salt before fixation; ⑵

fixation of specimens in relatively thick formalin; and ⑶ digestion of muscle with a low-concentration KOH solution. This 

new technique results in dried fishes more transparent, compared with the results of the conventional techniques.
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1．はじめに

筋タンパク質を透明化し硬骨を赤に軟骨を青に
染め分ける二重染色法は、魚類を中心とする小型
の脊椎動物を対象に、機能解剖学、系統分類学、
および発生学などさまざまな分野で活用されてい
る。二重染色法は、水産学研究においても、種苗
の健苗性判定 1）や魚類資源の系統解析方法として
すでに確立されている。さらに本法による骨格異
常に関する知見も得られている 2）。二重染色法
は、Williams 3）によって 1941 年に開発され、そ
の後、軟骨染色は toluidine blue ではなく alcian 
blue を用いる方法に 4, 5）、透明化処理は水酸化カ
リウムではなくトリプシンを用いる方法へと変更
された 6, 7）。また、透明化処理時に問題となる体

表面黒色素や眼球色素の残留は過酸化水素水への
浸漬や紫外線照射を行なうことによって漂白され
ることが分かっている 3, 8）。その後も各処理にお
いて数多くの改良がなされて 9-15）、河村・細谷 16）

は、透明化の段階において筋タンパク質の消化を
妨害する脂肪分の効果的な除去手段としてキシレ
ンによる脱脂方法を開発した。これにより、比較
的多くの脂肪分をもつ脊椎動物をより透明化でき
るようになった。しかし、これらの方法は、鮮魚
もしくは固定標本から作成することを主目的とし
ている。

近年、食品表示制度や産地偽装問題が話題と
なっている水産加工物に二重染色法を用いた例は
ない。干物や佃煮などの水産加工物は、魚体に変
形や変色が生じるため外部形態で種を同定するこ



106 小西 雅樹・朝井 俊亘・武内 啓明・細谷 和海

とが困難である。そこで、本研究では水産加工物
の干物に焦点をあて、脂肪分を効果的に除去でき
る改良二重染色法 16）を改良し、干物からの透明
骨格標本作製への応用の可能性を検証した。同時

に、干物から作成した透明骨格標本の水産学分野
および理科教材への応用の可能性についても検討
した。

Fig. 1.   Flow chart of steps in the modifi ed double-staining technique for making a transparent specimen by using 
dried fi shes. Asterisk indicates a newly modifi ed steps.
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2．材料と方法

供試魚　奈良県内スーパーで購入したヒレグロ
Glyptoephalus stelleri（産地不明、n=12、167 ～
182 mm SL）、 シ シ ャ モ Spirinchus lanceolatus

（北海道産、n=4、81 ～ 92 mm SL）、カラフトシ
シャモ Mallotus villosus（産地不明、n=5、138 
mm ～ 161 mm SL）の干物、および比較対照と
してアユ Plecoglossus altivelis（滋賀県琵琶湖産、
n=8、103 ～ 122 mm SL）の鮮魚を用いた。

薬品　フォルマリン（無調整）、alcian blue 
8GX（粉末）、alizarin red S（粉末）、氷酢酸、グ
リセリン、泡水クロラール（結晶状）、エタノー
ル、水酸化カリウム、過酸化水素水、キシレン、
およびチモールには、すべて試薬特級（和光純
薬）を用いた。
方法　本報では干物から透明骨格標本を作製す

るため、河村・細谷 16）の二重染色法を改良した 
（Fig. 1）。主な改良は次の 3 点である。1. 塩抜き
のために水戻しをすること、2. 固定時のフォルマ

Fig. 2.   Figures of Glyptoephalus stelleri before and after the modifi ed double-staining.
  A a specimen before fi xation, B cleared and double stained according to the manner of 

the revised method. Scale = 50 mm.

Fig. 3.   An unsuccessful case in Glyptoephalus stelleri. After being cleared and double-
stained according to the treatment with 4% KOH solution, broken vertebrae are 
shown; cartilages are not stained in blue. Scale = 50 mm
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リン濃度を高くすること、3. 透明化処理時の水酸
化カリウム水溶液濃度を低くすることである。
改良点 1（水戻し）　干物はそのままの状態で

は、塩分、醤油、およびみりんなどの調味料を含
むため、フォルマリンで固定する前に流水中に 1
日放置して塩抜きした。
改良点 2（固定）　従来の方法では鮮魚を 10 ～

20% フォルマリンで固定するが、干物は固定さ
れた鮮魚標本より、透明化する際に表皮および筋
肉が崩壊しやすいため（Fig. 3）、濃度を 30% に
上げたフォルマリンで約 1 ヶ月固定した。
改良点 3（透明化）　透明化の方法としては、

トリプシンを用いる方法 6, 7）と、水酸化カリウム
を用いる方法 3-5, 16）があるが、本報では安価かつ
容易に透明化が行なえる水酸化カリウム水溶液を
用いた。河村・細谷 16）は、水酸化カリウム水溶
液の濃度を 4% としているが、干物では表皮が破
裂しやすいため （Fig. 3）、2% 以下とした。

3．結果

3 点の改良を加えた本法で透明骨格標本を作製
した結果、従来の方法では崩壊しやすかった干物
の形を崩さずに透明化することができた （Fig. 
2）。それぞれの改良点に対する結果は以下のとお
りである。
改良点 1（水戻し）　水戻しを行なったことに

より、調味料による影響を軽減できたと思われ
る。
改良点 2（固定）　低濃度のフォルマリンで固

定した場合と比べて、表皮および筋肉の崩壊が少
なく、魚体の形を維持したまま透明化することが
できた。比較実験として干物を 10% フォルマリ
ンで固定した標本で透明骨格標本作製を行なった
が、透明化処理中に表皮と筋肉の崩壊が生じ、骨
格系の観察が困難な状態になった （Fig. 3）。
改良点 3（透明化）　今回は 1%、2%、4% の 3

種類の濃度の KOH を用いて透明化処理を行なっ
た。4%KOH は、河村・細谷 16）で述べられている
透明化完了の基準である「中軸骨格が透けて見え
る」に至る前に表皮が裂け始め、最終的には標本
が崩壊した （Fig. 3）。一方、1% および 2% では、
濃度が低いため、従来の方法より透明化に時間が
かかったものの、表皮や筋肉の崩壊が少なく、形
を崩さずに透明化処理を行うことができた。な

お、インキュベーターを用いて溶液の温度を
50℃程度に上げることによって反応速度を高める
ことが可能であった。

4．考察

本研究で確立した干物からの透明骨格標本作成
法で作成した透明骨格標本は、透明化には成功し
ているものの、材料に褐変が認められた。主な原
因として考えられるのがアミノカルボニル反応で
ある。また、軟骨染色も鮮魚標本にくらべて染ま
りにくいなどの課題が残った（Fig. 3）。以下に、
アミノカルボニル反応および軟骨染色の 2 課題に
ついて考察を述べるとともに、本研究の水産分野
への利用および理科教材への応用の可能性につい
て考察する。
アミノカルボニル反応　　干物はアミノカルボ

ニル反応（メイラード反応）によって褐色化して
おり、完成した透明骨格標本にも多少の褐変が認
められた。そのため、今後はこの褐変現象にどう
対処するかが大きな課題となる。アミノカルボニ
ル反応の促進因子としては温度、水分活性、pH、
空気、酵素および金属イオンが挙げられ 17）、こ
れらに配慮し透明骨格標本を作製することが重要
である。具体的な対策案として、以下の 4 案が考
えられる。
対策案 1　フォルマリン固定中の標本を冷暗所

で保管し、褐変を抑制する。
対策案 2　アミノカルボニル反応は中性からア

ルカリ側で進行するため、蒸留水で完全に塩抜き
と調味料抜きを行なう。水道水では塩素などの化
学物質や、微量の金属イオンが含まれる可能性が
ある。
対策案 3　透明化処理をできる限り低濃度の水

酸化カリウムで行なう。
対策案 4　アミノカルボニル反応によって生じ

る褐色物質（メラノイジン）を漂白するために過
酸化水素水で漂白する。
軟骨染色　　我々が開発した干物からの透明骨

格標本作成法において、軟骨の染まりにくい傾向
が見られた。同じ染色液で同時に漬けた鮮魚固定
標本であるコアユでは問題なく染まったため、染
色液の作成には問題はなかったと思われる。干物
は加工段階で塩や調味料、および太陽光による影
響を受けているため、それらの要因が軟骨染色時
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の alcian blue による化学反応を阻害している可
能性がある。したがって、これらの要因について
今後、詳しく調べて行く必要がある。
水産分野への利用　　干物の透明骨格標本を用

い内部形態から種を同定することにより、食品表
示制度や産地偽装問題解決への貢献が期待でき
る。さらに、シシャモのように、地域特産種の干
物とカラフトシシャモなどの外国から輸入される
類似した干物を明確に区別して地域ブランドを確
立することにより、地域の水産経済の振興にも寄
与できると考えられる。
理科教材への応用　　透明骨格標本の教材性に

ついては今まで数多くの研究がなされてきた 14, 15, 

18, 19）。そのことからも分かるように、透明骨格標
本を理科教材として応用できる可能性がある。普
段から食している干物で透明骨格標本を作製する
ことにより、生徒が骨格系の観察に興味を持ちや
すい。また、干物はスーパーなどで簡易に購入で
きることから、材料を用意する労力が少ない。そ
のため、干物から作成した透明骨格標本の理科教
材としての教材性は従来のものより高いといえ
る。

要約

干物から透明骨格標本を作製するため二重染色
法を改良した。この方法が従来の方法と大きく異
なる点は、1. 塩抜きのために水戻しをすること、2. 
固定時のフォルマリン濃度を高くすること、3. 透
明化処理時の水酸化カリウム水溶液濃度を低くす
ることの 3 点である。この方法は、干物をきれい
に透明化できる点で従来の方法よりも優れてい
る。
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