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Abstraet  

AnimprovedmethodfbrstainingDNAinphytoplanktonnucleusisproposed．Themethodisfor  
useinmicro飢10rOmetryOf餌orescenceemittedftomDNAstainedwith4’，6－diamidino－2－Phenylindole  

（DAPI）・Tris bu鮎r composed of Tris（hydroxymethyl）aminomethane，2－merCaPtOethylamine hy－  

drochloride，NaClandEDTA－2Nayields10Wdecayofthe餌orescenceunderexcitationlightandstable  

intensityo用uorescencefor14to30hoursafterstaining．Thelowdecayandthestabuityresultsin  

lowvariancesinDÅPI触orescence・SuitableconcentrationofDAPIseemstobevariableaccordingto  

SPeCies．Themethodwasappued toa naturaipopulation，andco！漬rmedthatcohorts wereresoIved  

Wel】enoughforce11cyc】eanalysISOfphytoplanl（tOn．  
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Ce】1cycle  

物故から，または現存虚の経時的な変化から見穏もられ  

てきた。光合成を測定する方法ほ培餐瓶申における全生  

物活動，即ち，植物プランクトンの光合成および呼吸だ  

けではなく，共存する従偶栄発着の呼吸活性の影響を受  

けるため，必ずしも光合成油性のみを教わすものではな  

い（古谷）d）。また，増発すること！ヨ体，閉鎖糸内の植  

物プランクトンが本来の活性を示さず，群兼組成が変化  

することが指摘される（VENIlICKetal．）5）。   

一方，個体群内におめる分裂年の細胞の割合  

（FrequencyofDividingCeus；FDC）により増殖速度を兇  

穏もる方法が提示されている（HAGSl、R6Metal．）¢）。FDC   

序  論  

植物プランクトンは海洋生態系で生産される有機物の  

90％以上を担う麗質な・”u－一次生産者である（WHl′汀AlくER）1）。  

従って，植物プランクトンの増殖速度を精度良く見機も  

り，それを制御する栗園を解明することほ遊本的な課題  

である。従来，植物プランクトンの増殖速度は炭酸固定  

速度（S′rEEMANN NIELSl；N）2），あるいは酸瀦発生適腰  

（GAARDERandG】払N）3〉に基づいて得た光合成速磯と生  

平成5年7月1鋸ヨ ー受理  
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法は1世代以上にわたり，特産の個体群を潅時的に採集  

し，その後核を染色し，核の分裂頻度の時系列分＊から  

増殖速度を求めるので，培麗の必繋がなく，人為的な影  

轡を受けない利点を持つ。即ち，現場海域では紙料海水  

を適当な時瀾瀾蘭で24時l署長さ以上連覇して採取し，それを  

持ち帰るだけで良い。さらに，踊緻縫紋察をしながら測  

定を行えるため，棟の河定を同時に進めていくことがで  

きるといった利点がある。   

しかし，FDC法では得られる増殖過度の粕度は，観  

測頻度に大きく依存する。すなわち，有糸分裂時閏に対  

して，十分に時間分解能を持つほど頻繁な採幾を必賽と  

する。また，適用が明瞭な有糸分裂像を与える種類に限  

起される。これを克服する方法として細胞周期解析によ  

る増殖速度測産油が撞示された（CARPENTER and  

CHANG7），C［＾lANGandCARPEN・rER8））。この方放では核の分  

裂頻度を求める代わりに，DNAの時系列的な窟幾分析  

から，細胞周期のG2＋M期の細胞の割合を求めて  

FDCを当てはめるのである。これにより，1～2時間  

程度の採集間隔で精度良く増拙速皮を見積もることが可  

能である。しかし，この方法ではDNAの窟魔の梢度が，  

蒐繋となる。CARPENTEtモand CHANG7），CH卿G and  

CARPEN′rER8）はDNAの是澄に4’，6－diamidino－2－phen－  

ylindole（DÅP工）を用いた。DAP工は340～380nlⅥの励  

起光下で480nmを中心とした脅色蛍光を発する蛍光染  

料であり，DNAのA－T塩基対に特興的に結合し，多  

くの生物紙料においてDNA合致とDAPI蛍光強度との  

間にはきわめて良い舷線関係が認められていが）。   

DNA蕊を硝度良く見積もるためにほ，DAP王染色に  

よる顕徴蛍光分析で，測定車の蛮潔の滅嚢や蛍光強度の  

繚時変化による恕ミ差などの問題を考慮しなければならな  

い。CA】ミPENTERandCl兢NG7），Cl兢NGalldCARPENTE一ミ8）の  

方法では励起光下でのDNA蛍光の減袈があり，また，  

染色彼の蛍光強度が不安定であり，測定綿兼に誤差を与  

える。植物プランクトンについてはDAP王染色の適用事  

例が少ないため，締緻蛍光分析のためには染色方法の検  

討が必安である。このため我々は粍皮良い測定を行うた  

めの条件として，励起光照射下での蛍光強度の滅裂が小  

さい，強度が時間的に安定している巨細胞周期の各相の  

摘出を容易にするために変動係数（CV）が小さいことを  

あげ，染色条件に検討を加え，天然植物プランクトン鮮  

狼への応用と，その細胞周期の各村のj舶ほ試みた。  

ネオ料及び方法   

1．染色方法   

DNA合成がGl期で停止しており，全ての核内  

DNA蕊が一両愛である，粉末状のChicken Red以00d  

Cells（C－RBC）（SIGMAC王・iEMICAL）を梯弊紙料として，  

染色条件の検討に用いた。微細凍寒葦細胞として滴鞭毛藻  

の勒槻痛ぬ削祓血ぬの培養株を卵、た。また，天  

然植物プランクトンは，1992年4月に岩手県の大槌湾で  

春季ブルームの群塊を採取した。   

C－RBCは蒸留水で洗浄した】乳トリス横筋液（20  

mMTris（hydroxymethyl）aminomethane，20mM2－mer・  

captoethy）amine hydroch10ride，100mM NaCl，10mM  

EDTA－2Na，pH8．2）（Ⅰ血MADAand王？uJrl、AlO）を改変）に  

僚換した。これを保存溶液として晒所に50cで保管し  

た。トリス磯簡液はTris（hydroxymethyl）am玩omethane  

及び2－merCaptOethy】aminehydrocillorideの作月＝こよっ  

て，蛍光の減嚢を抑制する効果があることが特徴である  

（HAMADAandFt封汀A）10）。トリス戚請液の濃度を変える  

実験ではTris（hydroxymethyl）aminomethaneと2－mer－  

captoethylaminehydrochloddeの濃度比を1：1になる  

ように変化させ，NaClおよびEDTA－2Na漉皮ほ上記  

を保った。このため緩衝液浪庇を変えるとpIiも変化し  

た。感衝液濃度ほTris（11ydroxymethyl）aminomettlane  

渡波で養わした。   

C．雛扱か矧肋は〝2培地（Gu軋LARDandRYT！1ER）11）で  

のパッチ培餐で定常期に到達後十分時間が経過して，ほ  

とんどの細胞がGl期にあると判断された培養を 2％  

感utaraldellyde（Ⅴ／v）で固定した。細胞は染色前にメタ  

ノールで光合成色嚢を抽出した後，蒸留水で洗浄した。  

これほ，クロロフィルの吸収波戌とDAPlの当寺光波長が  

蕊なっており，クロロフィルによるDÅPIぢ…光の消光を  

防ぐためである。   

C－RBCとG．粧漁細面扉の染色方法をFig．1に示す。  

C－RBC保存溶液5〃Jとクロロフィル細山彼のG．ナ招戊才一  

研0わざ細胞故にトリス磁衝液850βJを加え，DAPI  

くPOI．YSCIENCES）を加えた。細胞膜の透過性を増し，  

細胞の凝集をl紡ぐため，Triton X－100（SIGMA  

CHEMICAL）を1％になるように加えた（TAYLOIそand  

MILllr10RPE）12）後，染色溶液は使用までの】乳 暗所に5  

0cで保存した。天然植物プランクトンの染色方法はG．   
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粧漁如血涙のそれと同じである。   

ここで行った染色条件は，トリス繚彿波浪皮を 0～  

50mM，敗色時間ほ2時間から98時問，DAPIの最終浪  

皮0．0ト5〃g／mJである。染色時間の検刹一にはC－RBC  

を用い，横筋液液度とDAp王の敢終濃度の検討には，  

C－RBCとG．沼放ね壬8ねぎを用いた。染色溶液は約800  

叩恥10分間で遠心分離し，得た細川包粒をスライドグラ  

スにのせ，カバーグラスをかぶせて乾燥を避けるためマ  

ニキュア封入し，紙料とした。  

2．朋徹蛍光分析   

核内DNA魔の測定には，洛射賞望蛍光顕微税（Nikon  

VF王）ノrR），TVカメラ（池上通信機CTC－2600），TVモ  

ニタ・－（池上通信機PM－123T），画像研析装慣（浜松  

ホトニクス株式会社DVS－3000）からなる雑役を用いた。  

測光フィルタとして，励起フィルタIF365nlll，蛍光側  

フィルターIF480nm，吸収フィルターLP420nmとダ  

イタロイックミラー400nlⅥ（DMJ100）を組み合わせた。  

励起光は200Wの水銀ランプ（ウシオ，USH－200D）で  

得た。酎測は1サンプルにつき50細胞とし，計測時閤は  

1細胞あたり2から3秒で行った。  

0   10   20   30   40   50  

日u粕rcon¢ent「a紬n（mM）  

Fig．2 VariationinDAf〉ト餌orescenceintensityasa良ⅢC－  

tion of concentrations of Tris buだerin chicken  

b）00d eell（a）and G）・TIZJ）OdilZ；JL研 削iJhL川0（oi（b）．  

Error bars denote two SDs．Cells were stained  

withO．5′jg／mJofDAPI払r24h．  

でほ，C－RBCの肇‡光強度は20mMで商く，CVではO  

mMでやや大きい（5．1％）が，それ以外はCVほ／トさ  

く（3．3～4，3％），調べた濃度閏で大きな差は見られな  

かった（Fig．2a）。山方，G．〝Zf如伽わfでほ40nlM以上  

の濃度で蛍光強度が下がり（Fig．2b），～検定の結果，  

30mMと40mMではp＜0．01，30mMと50mMではp  

＜0．05で有意に低かった。   

UV励起光を連覇して受けたときの蛍光強度の滅嚢は，  

C－RBCでは20～50mMの漉皮において′トさく，特に  

20mMにおいては10秒間で2．7％の減褒に過ぎず，60秒  

後でも20％の減褒であった（Fig．3a）。G．チ乃戊f刑0わ～でほ  

C－RBCの結果と興なり，濃度問の差がほとんど見られ  

ず，10秒後でほ蛍光の滅褒はおきなかった（Fig．3b）。  

以上から，トリス綾衝液の漉度として20mM（10～30  

mMで良好）が適当と判断さゴtた。  

2．染色時間   

0．5〃g／1ⅥJDAPI，20mMトリス磯衝液における，C－  

RBCの染色時間の追いによる蛍光強度の変化をFig．4   

結  果   

1．緩衝液   

0．5〟g／m‖〕ApI，染色時間24時間における，蛍光強  

度ほG．抑漬紘陥扉扇においてC－RBCよりも約30倍で  

あった（Fig．2）。0～50mMでのトリス績衝液液塵紙囲  
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に示す。染色後14時間までほ強度の増減が激しいが，そ  

の後山定した億を保ち，染色後服時間を過ぎると再び馳  

皮の増減が見られた。染色後14時lぎ与jから30時間の閤にお  

いては安定した偽を示し（F＄＝0，15ns，P＞0．05），高い  

強度が得られ CVも小さかった（4．1～3．6％）。G．  

抑漁ぬ感涙でも同様に約10時間後から30時間までは蛍光  

独度は安定した。以上から，染色時間は24時間とした。  

a．DAPI濃度   

20mMトリス綾衝液，染色時間別時l馴こおいて蛍光  

強度はDAPI浪皮に対して飽和型の浪度依存性を示した  

（Fig．5a）。C－RBCでほ0．01′堰／mJのDAPI浪皮でほ核  

の蛍光が弱く，TVモニターに明瞭な像を写すことが因  

経であった。このため，蛍光独度のCVほ25．9％と大き  

かった。妻女光強度の変化ほ，0．5〃g／m′まではDA王）三浪  

度が増すにつれて急激に高くなったが，0．5…1〃g／mJで  

やや緩やかになり，1～5〃g／m∫の問でほ強度の増加は  

0   10   20   30   40   50   60  

Tim¢（＄）  

Fig．3 DecayofDÅPI餌orescencewithtimeinchicken  

redbloodccll（；1）andG）・1111tOdzl）JitL川川！k；1110（（）（b）、  
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見られなかった。0．01〃g／mJ以外のDAPI浪庶ではCV  

は3．8～5．5％と小さい傭を示した。   

G．，J‡葎～椚Pわgでは0．01′fg／mJのDApI泌度でもはっ  

きりとした橡を関られたが，CVが15．7％と大きかっ  

た（Fig．5l））。蛍光強度の変化ほ0．05〃g／m∫以上の濃度  

では大きな変化ほ見られなかった。CVは0．05～0．5  

邦／mJでは5．0～5．3％と小さかったが，1〝g／m～でほ，  

9．8％と大きな倦を示した。細胞疹の染色状態をみると  

（Photo．1），0．5〃g／mJ以下のDAPI浪度では測定上問  

題となるほどの蛍光が細胞質に認められないが（Photo．  

1a～ほ），1メ堵／mJ以上では耕職質に錘著な敗色があり，  

測光の際の常数闊倦をあげる必繋が生じ，このため大き  

な誤差の原因となった（Photo．1e～1f）。5〃g／mJに至っ  

てほ新那泡質と核の蛍光が分鞘できなくなり，測定不可能  

であった。  

4．天然植物プランクトンヘの適用   

上紀から，時間的に安定した東光独度を与え，減嚢も  

少ない染色灸件である0．1〃g／mJDAf，Ⅰ，20mMトリス  

繊術液，染色時間24時問で大槌漕より得た天然群集に対  

して染色を行った。優‡軒穣である中心日放藻7Ⅵαぬざ－  

ざわ5吉和妙α～～乃α（Photo．2）からえた蛍光強度ヒストグラ  
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O．1pg／m［ofDAPIin2OmMofTtisbufferfol124hlScalebat－＝1Opm・   
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ムに対して闇申・堤のコホート解析プログラム1こ主）を用い  

て細胞橘期の各姻の摘出を訊みた（Fig．6）。その結果4  

つのコホートが紬出された。各州胞戊区間からえられた  

ズ2侶の合計ほ13－85（釘＝12）であり，この抽出は有憩  

な紬出であった（pく0．05）。当て既められた各ピークの  

細胞数の割合ほ全体に対して，DNA含蕊の小さいほう  

から25．3，22．3，13．0，39．6％であり，そのピークの  

CVはそれぞれ15．9，12．0，5．6，15．1％であった。  

の測定がよいとの結翰を得たが，追試した結果，蛍光独  

皮は不安定で13時問後で安淀した。この適いの原園とし  

て用いた試料が輿なることもあるが，我々の予備実願の  

結果では用いた緩衝液の組成とpHの適いが指摘される。  

本研究で得た染色法によ町長時間安廃した蛍光が得られ  

ることから，彼の同産をしながらの測窟になるためより  

多くの時間を質する，天然植物プランクトン群躯の  

DNA蛍測産も本研究の方法で充分可能となる。   

DNA染色を行うにあたり，C－R壬うCでは0．01〝g／mJ  

のDAPi液疲で核の蛍光が弱く，TVモニターに明瞭な  

像を写すことが困難であり，このために敏光強度のCV  

も大きくなる。このことからDNA染色に紫するDA‡）Ⅰ  

浪度は，0．05～5〃g／m～が適当である。…九 G．椚～払  

刑∂わfでは0．01〃g／mJのDA門液度で，CVほ大きいが  

明瞭な像が得られた。しかし，核以外の細胞質からの蛍  

光が見られ，1〟g／mJのDAPI淡度ではそれがより強く  

なり，このためCVが大きくなったと考えられる。将に，  

5′唱／nlJのDAPI濃度においては，細胞腰が核と同程度  

の賠光強度で染色され，細胞贋と核の蛍光を分離するこ  

とができなくなった。以上から，G．船級細面扉では，  

DNA敗色に饗するDAPI磯鹿ほ，0．05～0．5〟g／mJが適  

当であると思われる。このような適いが得られた一因と  

して，DAPIに対する細胞の特性，とくに細胞質の組成  

と，用いた細胞核の大きさの違いが考えられる。C－  

RBCの核は5甚mと小きく，G．桝戊f醐わざの核は20～  

3軸mとかなり大きい。G∴裾ぬ触感混のように，植物プ  

ランクトンには細胞繋が染色される細胞があり，こうし  

た細胞ではDAPI漉皮を上げて蛍光強度を嵩めると用度  

良くDNAを測定することが‡黍蝉となる。また，細胞核  

の大きな細胞では，弱い蛍光でもはっきりとした條を得  

ることができるが，細胞核の小さな細胞では，蛍光が弱  

いとその像をはっきり捉えることが困難になる。（；．  

椚戊わ，才∂如ざのような渦鞭毛藩では比較的核が大きいが，  

赤潮絹物プランクトンとして盛業な珪藻の5如才βfo〃β〝2α  

路頭め踊や，〟地肌動近か明野那などほ，核が数〃mと小  

さいので，商漉魔のDÅP王が必繋となる。したがって，  

天然植物プランクトン群集を扱う場合，優占する様ある  

いは対象とする棟の核の大きさにより，また対椚抱質の染  

色の程度により，DAP王磯度を変えることが必要である。  

ただし，朗明晦成やGo町α〟～∬など銭坂の輝い挫では，  

核の蛍光が鉛板に反射／散乱し，その程度が核からの蛍   

考  察  

DAPI蛍光の測窟には，洛射出蛍光鐸徴銃のUV励起  

光を用いるが，連続したUV光下では蛍光の減褒が起  

き，数秒問の画像の取り込みの際に蟄兼髄傾が変化する  

ことが問題となる。このために，UV光の照射時問の速  

いによって，DNA数の測窟に誤差が生じることが指摘  

される。Cr】ANGamdCAlミPEmEIモS）ではMcIlvaine堰術液  

を用いたが，彼らの方法では蛮光の減衰が著しく，C－  

RBCで，励起光照胡・後60秒で約50％に低下した。この  

間蒐を克服するために，HAMADAandFuJ汀AlO）のトリス  

嫁簡液を用いた。この櫨紡液はTris（hydroxymetllyl）  

aminomethaneと2－merCaPtOethylaminehydrochiorideに  

含まれるSH基の作用により，蛍光の滅裂が著しく抑え  

られると考えられている。HAMADAandFt那′l、AlO）の試料  

はラットの肝細胞であり，本実験では紙料の追いのため  

か同様な2－merCaptOethylaminehydrochloride添加の効  

果は得られなかったが，実際の測蒐に要する時問である  

数砂問でほ，C－RBCでは緩衝液浪度が20～50nlM，G．  

併赦触感扉では全ての磯度で蛍光の滅褒はほとんど鯉視  

できることが確かめられた。特にC－R王さCで20mMの  

漉皮においては，10秒問でも2．7％の減嚢に過ぎず，強  

度のCVも4．1％と小さい傾が得られ，またG．沼鮎榊－  

ね∫でも安定した蛍光が得られたので，トリス緩衝液漉  

度は20mMが適当とした。HAMÅDAandFⅥ汀AlO）では  

ラットの肝細胞で10mMトリス竣請液で良好な結凝を  

得たが，植物プランクトン試料ではそれよりも高波度が  

良いことになる。   

DAP王染色による蛍光強度は染色時間によって変動し  

たが，染色後14時間から30時間の間では安定した蛍光が  

得られた。これは，YAMAGUCIil14）の得た結果（24時榔  

を支持する。C】・IANGandCARPEN′l、EIモ8）は染色後1時瀾後  
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Photo3．DAPI伽orescenceofDin坤如issp．StainingprocedurewasthesameasPhoto2．  
Scalebar＝10〃m．  

光に比べて無視しえないため，核からの蛍光を精度良く  

測定を行うことが難しい株もある（Photo．3）。この点は  

対象とする橡ごとに解決すべき問題点である。   

rわ融通ではPllOtO．2に見られるように，核の周り  

の細胞腰の染色の程度が大きいので，DAPI浪皮は0．1  

〃g／mJと低めに籠嘉して行った。このときのr．毎αJざ〃α  

のDNA数分布からは，四つのコホートが細山された  

（Fig．6）。G2期とかd期のDNA含蕊はともにGl期の  

2倍であることから，DNA含濃からでは両期を分灘す  

ることはできないので両者をG2＋M期とする。DNA  

敦がもっとも小さいコホートがGl期であることから，  

その倍の含魔のコホートはG2十M鋸こ相当する。両コ  

ホートの聞の2コホートほS期にあった。以上から，  

Fig．6の㌻吻祓棚個体群では25－3％の細胞がGl期に，  

35．3％がS期に，39．6％がG2十M期にあったことにな  

る。天然植物プランクトンほ同綱分裂していると考えら  

れるので，このようなコホートj■鋸ムを1…2時問おきに  

24時間以上行うことで，その個体群の細胞周朝ならびに  

増殖速度を求めることができる。  

物プランクトン群集への応用を洗みた。主婁な結果は以  

下の通りである。  

1．トリス横彿液（20mMTris（hydroxyme抽yl）amト   

nomet】1ane，20mM 2－merCaptOethylam山e hydro－   

Chioride，100mMNaCl，10mMEDTA－2Na，PH8．2）  

を用いることで，励起光下での蛍光の滅嚢が抑えら  

れることが確認さオtた。   

2．1別邸聞から30時間の閏に測定を行うことで，蛍光   

独皮の経時変化は考慮する必要がなくなった。   

3．対象とする枚によって，DÅPI浪度を変える必繋  

がある。   

4．本研究で得た染色条件によって天然植物プランク   

トン群集に対して，細胞周期働朝を行うことが可能  

である。  
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要  約  

DAPI染色による核内DNA魔の測定を行うために，  

敢適なDAPI染色法を確立することを目的として，緩衝  

軋 染色時臥DAPI濃度に対する検討を行い，天然植  
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