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Synopsis

 The cleared and counterstained method for dried larval fishes to make skeletal specimens was proposed. The previous 

method was improved by use of new technique. The points of foci in this method, are as follows: 1) desalting and soaking 

in water and fixation at once, 2) digesting myoprotein for a long time at a certain temperature under diluted KOH solution 

conditions and giving ethanol treatment while transparent, 3) increasing Glycerin-ethanol displacement series while glycerin 

penetration. In these ways, high-quality transparent skeletal specimens were provided, and thereby, the species of larval 

or juvenile fishes can be identified on the basis of fine structures of skeletal characters. Also, this enables observations of 

crustacean or molluscan larvae and zooplankton caught by boat seine fishery of drawers type, by counterstaining.
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1.は じ め に

近年,二 重染色 を施 した透明骨格標本が一般 で

も注 目されてい る1)2).従 来,透 明骨格標本 は,

魚類 を中心 とした小型脊椎動物 を対象 に機能解剖

学3),系 統分類学4),発 生学5)な どさまざまな専

門分野で活用 されて きた.本 手法を用 いた研究は

すでに水産分野で も確立 してお り,種 苗の健苗性

判定6)や 骨異常検診7),さ らには魚類資源の系統

解析 法8)と して実用化 されている.し か し,こ

れ らの報告例は主に鮮魚 もしくは液浸 固定標本か

ら作製 されたものに限られ,干 物 など水産加工 品

を用 いた例 は,小 西 ほか(2010)9)に 見 られるの

みであ り,本 手法の応用例は少ない.ま た,分 類

学分野で も種同定には外部形態の整った成魚が主

に使われ,判 別が困難な仔稚魚やその干物な どは

あまり利用 されてこなかった.

日本古来の伝統食品であるシラスの干物"ち り

めん じゃこ"は,魚 の種類や組成にかかわらず全

国的に食されてきた.シ ラスには主要魚種のみ な

らず,他 魚種仔稚魚 も頻繁 に混獲 される10)・11).成

魚においては,そ の姿 かたちや魚種名 を把握でき

るものは多い.し か し,こ れほ ど一般家庭の食卓

に馴染み深い食べ物 にもかかわ らず,仔 稚魚であ

る"ち りめん じゃこ"の 中身を詳 しく理解する者

は少ない.ま た,混 獲 される魚種 には,資 源学的

に重要 な魚種が含 まれる可能性 もある.こ の よう

に初期減耗の激 しい魚類において生鮮 ・干物を問

わず仔稚魚の動態を把握することは,生 物多様性

を保全するうえで非常 に重要であ り,骨 格系 から
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仔稚魚 の同定 を行 な うことには大 きな意義 があ

る.

そこで本報では,近 年,教 育現場で教材 として

注 目され12),水 産加工 品の1つ であ る"ち りめ

ん じゃこ"を 用いて二重染色を施 した透明骨格標

本を作製 し,完 成 した標本か らその分類学的特徴

を明らかにす る.ま た,作 製過程における必要な

改良点を明示 し,最 適 な透明標本作製法 を提案す

る.さ らには,教 育現場ならびに水産分野へ応用

で きるか検討する.

2.材 料および試薬調整法

供試魚 シラスの干物(ち りめん じゃこ)適 当

量(Fig.1).本 研 究で は,和 歌山県加太沖 で操

業す る二艘曳きシラスパ ッチ網漁で漁獲 されたシ

ラスを用いた。

器 具 お よ び 薬 品1,ホ ル マ リ ン(無 調 整),2.

ア ル シ ア ン青alcianblue8GX(粉 末 状),3.ア リ

ザ リ ン赤alizarinredS(粉 末 状),4.氷 酢 酸(pH:

約0.9),5.グ リセ リ ン,6.抱 水 ク ロ ラ ー ル(結 晶

状),7.99%エ タ ノ ー ル,8.水 酸 化 カ リ ウ ム(穎

粒 状),9.過 酸 化 水 素(紫 外 線 を用 い る 場 合 に は

不 要),10.キ シ レ ン,11.チ モ ー ル,12.ホ ッ ト

プ レー ト,13.取 手 つ き金 ザ ル,14.キ ッチ ンペ ー

パ ー ,15.ガ ラ ス 製 腰 高 シ ャ ー レ,16.蓋 つ き小 型

タ ッパ ー.な お,試 薬 は す べ て 特 級(和 光 純 薬)

を用 い た.

もう1週 間固定す る.

この操作において,魚 体の透明化で問題になる

塩分9)の 除去 が可能である.ま た,標 本 を湿潤

状態 にすることで,干 物特有の 「曲が り」や 「縮

れ 」 を多 少 な り と も矯 正 で きる.小 西 ほ か

(2010)9)で は,固 定作業の前段階 として流水 中で

塩抜 きを行っている.し か し,干 物 は乾燥により

すでに表皮や筋組織が傷んでいるため,水 戻 しに

よる 「ふやけ」は透明化の際に崩壊 を助長する要

因となる.ま た,軟 骨の主成分であるコン ドロイ

チ ン硫酸 は温度依存 的に水溶性 を示すため,硬 骨

が未形成の時期には,水 との接触 を極力避ける必

要がある.

(2)透 明化お よび脱水:質 量パーセ ン ト濃度で

0.5～1%水 酸化 カ リウム水溶液 に移 し,透 明化

処理 を行 なう.な お本工程 は,反 応の急激な変化

を抑 え,安 定 した結果 を得 るため,ホ ッ トプレー

ト上で温度を一定(28℃)に 保つ,干 物の場合に

は筋 タンパク質の消化が難 しいため,未 消化部分

は気 にせず,若 干不完全な状態で硬骨染色 ・脱脂

の工程 に移 る.硬 骨染色が施 された標本 を脱水 ・

脱脂 した後,再 び透明化 を行なう.

本工程では,魚 体腹部や背部の破裂がよ く見 ら

れる.こ れは筋 タンパ ク質消化の際に,溶 液 中の

水分 を魚体が吸収 し膨張す ることと,水 酸化 カリ

ウムによる表皮強度の低下が主な要 因と考え られ

る.脱 水 による水分除去で魚体の破裂 を回避で き

る.こ のとき原理 は不明だが,ア ルコール処理に

より表皮膜の強度が若干上昇するようである.

3.透 明骨格標本作製法の改良点

本報では"ち りめん じゃこ"を 用いたため,従

来の方法 にさらなる改良を加えた.ま た,著 者 ら

は透明骨格標本作製にあた り,魚 種やサ イズ,各

浸漬薬液の濃度や浸漬時間のデータを記録表 に残

している(Appendix。1).こ れによ り次回以降の

作製は容易 となり,失 敗 した場合でも反省点 を割

り出 しやすい。本研究 における主な改良点を以下

に記 した(Fig。2)。

(1)固 定:標 本 を十分量の15%無 調整 ホルマ

リンで約1週 間固定 した後,ホ ルマリン溶液 を交

換,さ らに1週 間固定する.液 中に磯 の香 りが残

留する場合は,ホ ルマリン溶液 をさらに交換 し,

(3)透 徹:グ リ セ リ ン と エ タ ノ ー ル を 体 積 比

1:3,1:2,1:1,2:1,3:1で 混 合 し た も の

を そ れ ぞ れ 用 意 し,標 本 を1日 ご と に漬 け換 え て

い く.最 後 に100%グ リ セ リ ン に 漬 け,標 本 が グ

リ セ リ ン 溶 液 の 液 面 よ り も 下 に 沈 む の を確 認 す

る.

4.ち りめんじゃこ透明骨格標本作製の実際

本法により作製 された"ち りめん じゃこ"の 透

明骨格標本 は,既 報9)・12)より標本の完成度,作

製成功率 ともに高かった.こ れは新 たに提案 した

固定法,筋 タンパ ク質消化法(透 明化),透 徹法

(グ リセ リン浸漬)に よるところが大 きい.
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"ち りめん じ
ゃこ"の 透明骨格標本作成 におけ

る重要な点は,標 本の固定 と魚体を効率 よく透明

化す ることにある.

そこで,固 定は 「ふやけ」防止のため水戻 しを

行なわず,塩 抜 きを兼ねて,高 濃度ホルマ リン溶

液に直接浸漬 したことで,コ ンドロイチン硫酸の

溶出を回避できた.こ れにより表皮破裂が起 きに

くい透明骨格標本が作製 された(Fig.3).

筋 タンパク質の消化では,魚 体の発育段 階(前

期仔魚～稚魚)に あわせ,低 濃度の水酸化カリウ

ム水溶液(0.5～1%)に 一定温度(28℃)で 浸漬

した結果,魚 体 を崩す ことな く透 明化 が行 なえ

た.ま た,エ タノール処理 を施す ことにより表皮

膜が強化 され,脱 水 を繰 り返す ことで魚体 の膨

張 ・破裂 も防 ぐことがで きた.

透徹 では,グ リセ リンとエ タノール濃度の変換

系列 を従 来9)・12)の倍程度 に増や した結果,グ リ

セ リンの魚体への浸透 ・置換が進み,魚 体中の残

存有色有機物が効率 よく除去 された,ま た,魚 体

の軟化により,骨 格 の観察 も多少容易になった.

なお,完 成 した透明標本群には,魚 類以外 に軟

体類や甲殻類の幼生,動 物 プランク トンなども観

察 された(Fig。4).

は,さ らなる改良の余地が残 されている.

理科教 育への応 用 近年,中 学 ・高等学校 で

は,ち りめん じゃこを材料 として,色 彩が特異な

軟体類や甲殻類幼生 を探 し出す,形 態が異なる魚

種 を分別 させ るなど,さ まざまな実験が行なわれ

ている.二 重染色 を施 した透明骨格標本 は,応 用

性の高 さか ら多 くの分野で活用 されてお り,そ の

原理 ・使用法 などか ら理科教材 として用いること

はきわめて魅力的である.

本実験 において魚類以外で観察 された ものにタ

コの幼生 ,カ ニのゾエァ幼生やメガロバ幼生,エ

ビの ミシス幼生,動 物 プランク トンの ワレカラな

どが含 まれていた.こ れ らを用いて骨格系か ら個

体,生 物相,地 域の生態系 まで生物学的な側面 を

広 く学ぶことがで きる(Fig.4).

また,"ち りめん じゃこ"と い った身近 な食物

を標本 とすることで,生 徒が実験観察に興味を示

しやすい.加 えて,身 近 な材料魚 を用 いる こと

は,中 学 ・高等学校教員が本実験を導入する際に

も抵抗感 を与えない.そ のため,"ち りめん じゃ

こ"を 用いた透明骨格標本の作製実験は,理 科教

材 として大いに期待 される.

5.考 察

本研究で提示 した方法 により,"ち りめん じゃ

こ"の 効率的な透明化 は成功 した.し か し,"ち

りめん じゃこ"は 塩ゆで したのち天 日干 しす るた

め,魚 体の損傷 や筋肉の収縮が激 しく,中 軸骨格

の骨折や頚部断裂個体 が多 く観察 された.ま た,

筋タンパ ク質が消化 される前に表皮が溶解す るな

ど,魚 体の脆弱性 も目立った。 さらに,加 工の影

響が大 きい筋肉部 は消化 されに くく,白 濁 したま

ま魚体が崩壊するなど,透 明化 には多大 な困難が

伴った.こ れらは筋 タンパ ク質の消化時間を減 ら

し,グ リセ リン ・エ タノール混合液 による透徹 時

間や回数 濃度の変換系列 を増やす ことで効率 よ

く透明化 を行 なえる.ま た,一 回あた りの作製標

本数 を減 らす と,重 複個体の 自重による押 しつぶ

しや標本間摩擦が防げ,魚 体の損壊 も回避 しやす

い.

しか し,標 本を漬け換 えるタイミングや標本の

扱いなど,何 度か透明骨格標本の作成を経験 しな

い と難 しく,小 さな干物標本の透明骨格標本化に

水産分野への応用 本実験で用いた"ち りめん

じゃこ"は 天日干 しにより形態が著 しく変形 して

お り,外 部形態 か らは明確 な同定 が困難 であっ

た.一 方,透 明骨格標本の特徴 として,上 顎 は角

骨後端 まで伸長 し下顎 を上部から覆う,下 顎先端

が前方へ突出す るが頭部 は若干の丸みを帯 びる,

顎部後端,つ ま り上顎 と下顎の関節部は眼窩部前

下方まで伸長する,鯉 条骨 は7本,肛 門は体の中

央 より後位であることな どが挙 げ られた。 また,

鰭に関 しては,背 鰭が後頭部後方を起点に,腹 鰭

が肛門部後方を起点に してそれぞれ尾鰭基部まで

伸長 し,尾 鰭条が他の鰭条 より先に形成 されてい

た.中 軸骨格 は総脊椎骨数が44～46で あ った.

沖山(1988)14)と 比較検討 した結果,カ タクチイ

ワシに一致 した.こ れにより,形 態の変形 した干

物か らで も同定が可能であることが明 らかになっ

た.本 手法は初期減耗の激 しい仔稚魚の動態 を把

握 し,水 産資源を保全するための情報収集に寄与

で きると考えられる。
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6.要 約

"ち りめん じ
ゃこ"を 材料 として,二 重染色 を

施 した透明骨格標本を作製 した.そ の過程におけ

る必要な改良点を提示するとともに,教 育学 ・水

産学分野への応用の可能性 を検討 した.本 報 によ

り,仔 稚魚乾燥標本からの透明骨格標本作製の成

功実例が示 された.本 法における改良点 は,1.塩

抜 き ・水戻 し ・固定を同時に行 なった,2.一 定温

度の低濃度薬液で長時間筋 タンパク質消化を行な

い,エ タノール処理を施 した,3.透 徹 時にグリセ

リンとエ タノール濃度の変換系列を増や したこと

である.こ れにより完成度の高い透明骨格標本が

で き,仔 稚魚の骨格 から魚種 を推定することが可

能になった.ま た,シ ラス網漁 に混獲 される軟体

類 ・甲殻類幼生 も染色 により容易に観察が可能 と

なった.本 実験により教材 として応用できる展望

が開けた.
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ち りめん じゃこを用いた透明骨格 標本の作 製

Flg.⊥.Materla⊥sotdrled⊥arva⊥nshesusedlnthlsstudy.
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Fig.3.Samplesofdriedlarvalfishesusedinthisstudyafterclearedandcounterstained.

Fig.4.Contaminatedcrustaceanlarvaandzooplanktonwhichcaughtbyboatseine且sheryofdrawerstype.

A:Isopoda;B,C,D:Zoealarvae;E,F:Megalopalarvae
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作 業 工 程 時間の 目安

固 定(%ホ ルマリン) 一

再 固 定(%ホ ルマリン) 一

水 洗(ホ ルマリン抜き) 日

前 処 理(鱗 ・内臓 取 り,メス入れ) 一

水 洗(鱗 ・内臓洗 い) 一

漂 白(%過 酸化水素水) 時間

水 洗(過 酸化水素抜き) 1日

軟 骨 染 色 時間

脱 水(96エ タノー ル) 2日

脱 水:2回 目(96エ タノー ル) 約2時 間

透 明 化(%KOH溶 液) 一

硬 骨 染 色(%KOH溶 液) 2時間強

透 明 化:2回 目(%KOH溶 液) 一

脱 水(96エ タノー ル) 2日

脱 水:2回 目(96エ タノー ル) 約2時 間

脱 脂(キ シレン) 分

キ シ レン抜 き(7096エ タノー ル) 1日

透 明 化:回 目(%KOH溶 液) 一

脱 水(96エ タノー ル) 2日

脱 水:2回 目(96エ タノー ル) 約2時 間

脱 脂(キ シレン) 分
キ シ レン抜 き(7096エ タノー ル) 1日

曼 透(エ タノー ル:グ リセ リン ニ3:1) 1日

曼 透(エ タノー ル:グ リセ リン ニ2:1) 1日

曼 透(エ タノー ル:グ リセ リン ニ1:1) 1日

曼 透(エ タノー ル:グ リセ リン ニ1:2) 1日

浸 透(エ タノー ル:グ リセ リン ニ1:3) 1日

保 存(チ モー ル入グリセリン) 一一

各 浸 漬 時 間


