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一一 ( 1 ) 標本の固定法， 簡 易 ス ラ イ ド標本及び走査電子顕微鏡用標本作成法一一
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は じ め に

ハ ダニ や カ プ リ ダニ類な ど， 一般 に 植物 ダニ類 と 呼ば

れ る ダニ の ス ラ イ ド 標本作成 の た め に ， 従来い く つ かの

方法が提案 さ れて き た が， 標本 の 保存性の面か ら みれば

いずれ も 不十分 と い わ ざ る を 得 な い 。 現在 は ， ホ イ ヤ 一

氏液 ( ガ ム ク ロ ラ ー ル液 : 蒸留水 25 g + ア ラ ビ ヤ ゴ ム

15 g + 抱水 ク ロ ラ ー ル 100 g + グ リ セ リ ン 10 g を 乳鉢で

よ く 混合 し て ， 重ねた ガ ー ゼ で ろ 過す る ) を封入液 と し

た ス ラ イ ド 標本 を 十分乾燥 し た う え で， カ バー ガ ラ ス の

周 囲 を プ ラ ス チ ッ ク で封 じ る と い う 方法が一般 に採用 さ

れて い る (江原 ・ 真梶， 1975) 。 し か し ， こ の 方法で作 っ

た標本 は ， 数年で気泡が侵入 し て 検鏡 に 耐 え な い状態 に

な っ て し ま う こ と が多 い 。 ガ ム ク ロ ラ ー ル液 は ， 昆虫分

類学 に お い て は永久標本封入液 と し て は不適当 と さ れ，

現在 は一時的 な標本 に の み使用 さ れ て い る 何TU.EKEY ，

1990) 。 し か し ， ダニ類 に お い て は ， そ の 虫体の微小 さ ， 外

皮の軟弱 さ の た め に体液の除去 と 外皮 の乾燥が難 し く ，

カ ナ タ.パルサ ム や ユパ ラ ー ル な ど の安定性の 高 い マ ウ ン

ト 液 を使用 す る こ と が困難 と さ れ， や む を 得ず こ の封入

液 を使用 し て き た と い う 経緯があ っ た 。

と こ ろ で， ホ イ ヤ ー氏 液 に よ っ て ハ ダニ の ス ラ イ ド 標

本 を作 る 際 に も ， 虫体 を 70% エ タ ノ ー ル で固定 し ， そ の

ま ま 一定期間液浸標本 と し て保存す る 場合が多 い 。 こ れ

は， 生体 を逐一ス ラ イ ド 標本 に す る こ と が手間や時間の

関係で実際 に は 困難 な こ と が多 い こ と に よ っ て い る 。 し

か し ， 70% エ タ ノ ー ル (一般 に 少量の グ リ セ リ ン を加 え

る が， こ れ は ア ル コ ー ルが す べ て 蒸発 し て し ま っ た と き

に標本 を乾燥 さ せ な い た め の処置で あ る ) で固定 し て 保

存 さ れた 液浸標本か ら は ， ホ イ ヤ ー氏液で も 必ず し も よ

い ス ラ イ ド 標本 を作 る こ と は で き な い。 特 に ダニ の脚 を

十分 に伸展 さ せ る の が難 し く ， 脚毛 を 分類同定の メ ル ク

マ ー ル と す る こ と の 多 いハ ダニ類で は 問題が多か っ た 。

さ ら に ， ハ ダニ を は じ め と す る 植物 ダニ類の外皮の軟
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弱性 は ， 微細形態 を 走査電子顕微鏡 (以後， SEM と 略

す) で観察す る た め の標本作成過程で も 問題 と な っ て お

り ， 一般 に使わ れ て い る 臨界点乾燥法が適用で き ず， ク

ラ イ オ シ ス テ ム も し く は凍結乾燥法に頼 ら ざ る を 得 な い

の が現実であ る (CROOKER ら ， 1985) 。

こ う し た 諸点が植物 ダニ類の研究進展 を 血む一因 と も

な っ て い た 。 例 え ばハ ダニ類の形態の地域変異 を調べ る

と い っ た 大量の標本 を供試 し な け れ ばな ら な い研究 の発

展 を停滞 さ せ ， ま た 半永久的 に 標本 を残す こ と が要求 さ

れ る 分類学 に お い て は ， タ イ プ標本の 維持 ・ 管理上の重

大 な 障 害 に な っ て い た (JEI刊ON ら ， 1975 ; GUTIERREZ ， 

1985) 。

筆者 ら は ， 従来の標本作成手順 を再検討す る こ と で，

新 し い ダニ の 固定法の 開発 を 試 み た 結果， 比較的簡便 な

方法 を確立す る こ と がで き た の で 2 回 に わ た っ て そ の 方

法 を 紹介す る 。

I 標本の 固定法

生 き た ダニ を 液 中 で殺 し て 固定 す る 場合， そ の 固定液

内 に お い て 虫体が で き る だ け 萎縮 し な い こ と が望 ま し

い。 こ れ は ， 胴体部 ばか り で は な く ， 脚や触肢 に つ い て

も 同 様 で あ る 。 新 た に 開 発 し た 固 定 液 は ， 酢 酸

(99 . 5%) と メ タ ノ ー ル (99 . 5% ) を 1 : 1 に 混合 し た も

の を そ の 原 液 と す る ( こ れ を MA 液 と 呼 ぶ こ と に す

る ) 。 こ の混合原液 を 蒸留水で 80% に 希釈 し た 液 (MA

80 = 酢酸 : メ タ ノ ー ル : 蒸留水 = 2 : 2 : 1 ) が現在の と こ

ろ 最 も 良 く 標本 を 固定 す る こ と がで き る 。

表一1 は ， ナ ミ ハ ダニ を こ れ ま で使 わ れ て き た 70% エ タ

ノ ー ル に よ っ て 固定 し た 場合 と ， 上記の MA 80 液 で 固

定 し た場合の ， 液中 に お け る 虫体 の時間的変化 を 示 し て

い る 。 生 き た ダニ を 固定液中 に 投入 し た 直後に は ， い ず

れの液 に お い て も 虫体の 萎縮や脚 の屈 曲 は 少 な い が， 24 

時間以上経過 し た 段階 で は 両者 に は 明 ら か な違 い が あ っ

た 。 す な わ ち ， 70% エ タ ノ ー ル 中 で は平均で 61.5% の脚

が内側 に 強 く 屈 曲 し た 状態 と な っ た が ( こ の状態で は 非

常 に 標本 を作 り に く い ) ， MA 80 中 で は脚が屈 曲 し た 例

は全 く な か っ た 。 つ ま り ， MA 80 がハ ダニ を 良好な状態
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表 ー 1 ナ ミ ハ ダニ雌成虫 を 2 種類の 固 定液 で そ れぞれ処理 し た 場

合の脚の 屈 曲 の程度 (SAITO and OSAKABE， 1992 よ り )

固定液

70% エ タ ノ ー ル

MA 80 液

脚の屈 曲 し た割合 ( I �IV脚平均)

投入後 1 時間 | 投入後 24 時間

6.7% 

。%

61.5% 

。%

で固定す る こ と が明 ら か に な っ た (SAITO and OSAKABE， 

1992) 。

た だ し ， こ こ で注意が必要 な の は， エ チ ル ア ル コ ー ル

の場合 に は虫体が投入後直 ち に液中 に 沈むが， MA 80 液

中 で は む し ろ 液の 表面 に 浮かぶ傾向が強い点であ る 。 こ

の違い は ， 実際に ダニ を 液浸す る 過程 と そ の ま ま 保存す

る 場合の双方で問題 に な っ て く る 。 そ れ は ， 多 く の標本

を一度 に 同 じ 管 ビ ン 中 で液浸す る と ， 表面 に浮か んだ虫

体 を次の標本 を 入れ る 際 に 破損す る 恐れがあ る こ と ， ま

た 長期間液浸状態 に 保存 し た と き に ， 液の蒸発 と と も に

ガ ラ ス 壁面 に 取 り 残 さ れた 一部の虫体が乾燥破損す る こ

と で あ る 。 こ れ ら を 防 ぐ た め に ， 液浸固定処理の聞 に よ

く 管 ビ ン を振 る な ど し て 虫体 を 底 へ沈 め る 努力 を す る こ

と や， MA 液 中 で長時間保存 し な い こ と を 心が け る べ き

であ ろ う 。

E 液浸標本の保存

既 に 書 い た よ う に ， MA 液 に よ る 長期保存 は で き れ ば

避 け た ほ う が よ い。 耐酸性の管 ビ ン及 びキ ャ ッ プで あ れ

ば， 液の完全蒸発 に 注意 さ え す れ ば問題 は生 じ な いが，

一 般 に よ く 使 わ れ て い る 管 ビ ン は ， MA 液 に よ っ て

キ ャ ッ プのパ ッ キ ン (例 え ば Wheaton 社製の黒キ ャ ッ

プのパ イ ア ル) や そ のパ ッ キ ン を キ ャ ッ プ に 付着 さ せ て

い る 接着剤 (例 え ば NE 社製の シ リ コ ンパ ッ キ ンパ イ ア

ル) が腐食変質 し て ， 固定液中 に 浸潤 し， 虫体 を覆 っ て

し ま う こ と が あ る 。 こ れ を 避 け る た め に ， 固定後数週間

以 内 に ， 保存液 を 70% エ タ ノ ー ル に 置換 し て お く こ と を

す す め た い 。 な お ， は じ め に MA 液で固定 さ れ て い れ

ば， こ の置換 に よ っ て標本が変化す る こ と は な い (SAITO

and OSAKABE， 1992) 。 な お， こ の処理 は比較的短期間 に ス

ラ イ ド 標本 を作 る の で あ れ ば特 に 必要 な い。

皿 ホ イ ヤ ー 氏液 に よ る 一時的 ス ラ イ ド標本

作成法

さ て 及 び 11 の手続 き で固定保存 さ れた ダニ を， 従

来使わ れて い る ホ イ ヤ 一氏液でス ラ イ ド 標本 に す る 方法

に つ い て 紹介 し よ う 。 た だ し ， 既 に 述べた よ う に ， こ れ

図 ー 1 ダニ を ピ ペ ッ ト を 用 い て 移動す る 手順

は一時的 に 大量 の ス ラ イ ド 標本 を 作成 す る 場合の簡便法

で あ っ て ， 標 本 を 長 期 間 維 持 す る 場 合 に は ， 次 回 の

( 2 ) 永久標本作成法 を 参照 さ れた し 3。

ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の 封入液 に ダニ を 入れ る 場合， MA 

液 中 で保存 さ れ て い た も の と MA 液で固定後 70% エ タ

ノ ー ル 中 に 保存 さ れた も の で は ， ホ イ ヤ ー氏液中での虫

体の萎縮の程度 に 多少の違 い が あ る 。 し か し ， 後 に述べ

る よ う に あ ま り 重要 で は な い の で， 両者 を 同 等 に 扱 う こ

と に し た い。

図 l の よ う に ， 虫体 は 特 に 微小 な も の に つ い て は 実体

顕微鏡下で， ピ ペ ッ ト に よ っ て 管 ビ ン の 液 中 か ら 少量の

保存液 (MA 80 あ る い は 70% エ タ ノ ー ル) と と も に 吸い

上 げて ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 移す。 こ の と き ， ピ ペ ッ ト の

一 方 の 開 口 部 を 指 で閉 じ て ， そ の ま ま 先端 を 液 中 に 入

れ， 取 り 出 し た い虫体の と こ ろ へ も っ て い っ て か ら 指 を

放す。 こ の よ う に す る と ， ピ ペ ッ ト 内 が ほ ん の 少 し 減圧

さ れて ， 虫体が ピ ペ ッ ト 内 に 吸い 込 ま れ る 。 吸 い込 ま れ

た の を確認 し た ら ， 再 び ピ ペ ッ ト の上方開 口 部 を 指 で押

さ え て ， そ の状態で ス ラ イ ド ガ ラ ス ま で ピペ ッ ト を 移動

し ， ピペ ッ ト 全体 を手で暖 め る か， あ る い は上部 を 口 で

吹 く こ と で虫体 を ピ ペ ッ ト か ら 押 し 出 す 。 こ の よ う な こ
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と は専門家 に は既知の こ と であ ろ う が， 意外 に普及 し て
い な い テ ク ニ ツ ク な の で紹介 し て お く 。

さ て ， ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に保存液 と 一緒 に 取 り 出 し た

ダニ が乾燥す る 前 に ， ホ イ ヤ ー氏液 を 2�3 滴 ほ ど標本上

に滴下 し ( あ る い は 先 に ホ イ ヤ ー氏液 を ス ラ イ ド ガ ラ ス
に滴下 し て お い て ， そ こ に標本 を お い て も よ い) ， 次 に 実

体顕微鏡下で微針 あ る い は腰の強い毛 (例 え ば人間の ま
つ毛や プ タ の ま つ毛 な ど) を使 っ て速やか に ダニ の姿勢

を整 え る 。 こ の時 に 虫体 を 完全 に ホ イ ヤ 一氏液に沈め る

こ と が肝要であ る ( こ れ は 生体か ら 標本 を作 る 場合 も 同
様 に 重要) 。 タ.ニ の姿勢が整 っ た ら ， カ バー ガ ラ ス を か け

る 。 な お ， 虫体 を あ ま り 押 し つ ぶ し た く な い場合に は，

よ り を ほ ど い た 網繊維片等 を ホ イ ヤ 一氏 液 中 に 入 れ て お
く 。

上記の手続 き に よ っ て ， ダニ は そ の ま ま 腕lの伸びた良
好な標本 に な る こ と も ま ま あ る が， 多 く の場合虫体がホ
イ ヤ 一氏液中で急激 に萎縮 し て し ま う 。 し か し ， こ れ は
図-2 に示す よ う に， ス ラ イ ド ガ ラ ス の裏蔚か ら 先端の紛

い ハ ン ダゴ テ (30�40 W) で虫体付 近を加熱 (実体顕微

鏡下で慎重 に ) す る こ と で伸展 さ せ る こ と がで き る 。 な

お， 同 じ よ う に加熱 し て も ， 70% エ タ ノ ー jレで固定 さ れ

た標本で は萎縮 し た 体や胸l を伸展 さ せ る こ と は 困難で‘あ
る 。 こ の化学的 な理由 は 明 ら かで は な い が， MA 液で処
理 し た ダニ の体がエ タ ノ ー ノレ固定 に比べ て 柔軟性 を保っ

て い る こ と と ， 虫体内 に 微小な気泡が含 ま れて い る た め
で は な い か と 考 え ら れ る 。

こ う し て で き あ が っ た簡易標本 は ， 40�50oC ぐ ら い の
乾燥器中 に 3�4 日 維持 し た 後 に ， カ バー ガ ラ ス の ま わ り

図 - 2 カ バ ー ガ ラ ス を か け た 後で時計血lの上でス ラ イ ド
ガ ラ ス を 反転 さ せ ， ハ ン ダ ゴ テ でダニの入 っ て い
る 部分 を 加熱 し て 脚 と 体 を イ'1'展 さ せ る

を カ ナ タゃパル ザー ム ( あ る い は マ ニ キ ュ ア ， 江原 ・ 真梶，
1 975) で封 じ る こ と に よ っ て標本 を数年間維持で き る 。
た だ し ， よ り 長期保存の た め に は 本講座 ( 2 ) に紹介す

る 方法 に よ ら れた い。

IV SEM 標本作成法

従来， 走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察の た め の標本作
成 に は， 70% エ タ ノ ー ノレ に よ る 固定 が行わ れ て き た 。 し
か し ， 図-3 (上) に み る よ う に ， こ の 固定法では萎織の

な い標本 を作成 す る こ と は か な り 難 し い。 と こ ろ が， 今
回 開 発 し た MA 液 に よ っ て 固 定 さ れ た ダ ニ は ， 図 -3

(下) の よ う に 生 き た状態 と ほ と ん ど変わ ら な い良好な標

本 と す る こ と が で き る 。 次 に そ の 方 法 に つ い て 紹 介 す

る 。
ま ず， ダニ の固定 を MA80 に よ っ て行い， SEM 用標本

の場合に は 固 定 後速 や か に ， 70% エ タ ノ ー ル に 置 換 す
る 。 さ ら に ， 1侍聞 を お かず に ， 虫 体 を 10 分 間隔程度 で
75→80→85→90→95→99.5% エ タ ノ ー ル に 次 々 に 入れか

え て体内の水分 を 除 く 。 こ の場合， 虫体の入 っ た 管 ビ ン
か ら そ の前の濃度の液 を ピ ペ ッ ト で排出 し ， 次 に あ ら か

図 - 3 上段は 70% エ タ ノ ー ノレで固定保存 し た ナ ミ ハ ダニ
雌 を 乾燥， 金蒸着 し た 標本 の 走 資 型電 子顕微鏡
(SEM) 写真. 下段 は MA80 で固定 し ， 本文 に 記 さ
れ た 手順で作製 し た ナ ミ ハ ダニ の卵 と 幼虫標本の
SEM 写真. な お ， 後者は 固定→乾燥を 寄生業 ご と
行 っ た .

一一一 3 1 一一一
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図 - 4 5EM I百標本作成 に お け る 臨界点乾燥処理の手順

じ め準備 し た各濃度の エ チ ノレ ア ル コ ー ル を徐々 に 注入 し
て ， こ れ を一つ の濃度 に つ き 2 回程度繰 り 返 す と い う 手
順が簡便かつ有効であ る 。 99 . 5% ま でエ タ ノ ーjレの濃度
を上げた と こ ろ で， 必要な ら そ の ま ま 保存す る こ と がで
き る 。 た だ し， 虫体がかな り 固 く な っ て い る の で， 管 ビ

ン に 強い衝撃 を与 え な い注意が必要であ る 。 こ の段階で
超音波洗浄 を か け る と 虫体は簡単 に破損す る の で， も し
そ れ を 必要 と す る ほ ど虫体が汚れて い る 場合 に は， 70% 
エ タ ノ ー Jレの段階で短時間処理 す る 。

次 に ， 虫体の入 っ た 99 . 5% エ タ ノ ー jレ 中 に酢酸 イ ソ ア
ミ ル を少量 ( エ タ ノ ー Jレ の体積の 10%以下) 加 え る 。 こ
の処理 は ， 臨界点乾燥器 に か け る 際 に虫体の ア ル コ ー jレ

が蒸発 し で も 非揮発性の酢酸イ ソ ア ミ ル が急速 な乾燥か

ら 守 り ， ま た 液化炭酸ガ ス と の置換 を 容易 に す る 効果が
あ る 。 た だ し ， 一般 に 行 わ れて い る よ う に 99 . 5% エ タ

ノ ー ル を酢酸イ ソ ア ミ ル で完 全 に 置換 し て し ま う と 虫体

がひ ど く 萎縮す る 。 次 に ， 以下の手順で臨界点乾燥器に

か り て ダニ を 完全に乾燥 さ せ る 。 既存の乾燥用 の カ ゴ は
使わず， ダニ を ピペ ッ ト で小 さ な管 ビ ン に移 し 変 え て，

エ タ ノ ー ノレ ( + 酢酸 イ ソ ア ミ Jレ) を で き る だ け排 出 し ，

開 口 部 を 炉紙で図-4 の よ う に 閉 じ る 。 こ の管 ビ ン を十分

冷却 し た ( - 1 0oC以下) 臨界点乾燥器の高圧チ ャ ンパー
に入れて乾燥器の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て ガ ス 置換 ・ 乾燥処
理 を行 え ば よ い。

最後に， 乾燥 し た 虫体 を試料台 に の せ ， 通常の手続 き
に し た が っ て 金 を蒸着すればで き あ が り であ る 。 な お ，

試料台 に虫体を接着 す る 際 に は実体顕微鏡下で注意深 く
行 う こ と 。 接着 に は両面テ ー プが簡便だが， な かで も 市
販品 で は ス コ ッ チ社製の裏紙 の な い タ イ プが， 接着商の

平た ん を保 ち や す く 適 し て い る 。 ま た ， 接着後に脚の位
置 な ど を観察 し や す い よ う に 微細 な毛や針で変 え る こ と

も で き る が， あ ま り 大 き く 動か す と 脚の折損 を起 こ す こ

と があ る ので注意 し た い。 な お ， 70% エ タ ノ ー ル 固定標

本に比べて， M A 液固定標本の ほ う が こ の操作が容易 で

あ り ， そ れは乾燥後 に も 何 ら か の 理 由 で虫体に 多少の柔
軟性が残 さ れて い る こ と に よ る と 思わ れ る 。
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