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1. [bookmark: _Toc529221776]作成済み標本の観察
実験の目的
光学顕微鏡の取扱いおよび顕微鏡を通しての撮影・記録技術の習得
実験の方法
作成済みのツバキ（Camellia japonica）葉のプレパラートを標本とし、光学顕微鏡を通しデジタルカメラで４倍、10倍、20倍、40倍の像を撮影する。
実験の結果
 

柵状柔組織

海綿状組織

海綿状組織では細胞間隙が確認できる
Fig1-1 ツバキ葉横断面（4倍、スケールは200µm）



維管束の横断面（Fig1-1）と縦断面（Fig1-2）の比較Fig1-2 ツバキ葉横断面（10倍、スケールは100µm）









表皮細胞Fig1-3 ツバキ葉裏面（40倍、スケールは50µm）

孔辺細胞内部の葉緑体




気孔は開いている


考察
染色済みの標本だったため、各組織の様子がハイコントラストで得られ観察しやすかった。Fig1-1と1-2にはどちらも維管束が含まれており、木部と師部では染色具合に差があるということが2方向の画像から確認できた。


2. [bookmark: _Toc528781654][bookmark: _Toc529221777]植物組織と動物細胞標本の作製と観察
実験の目的
特徴の違う数種類の観察対象から観察用標本を作製する技術の習得
実験の方法
植物組織
ツバキ（Camellia japonica）シマムラサキツユクサ（Tradescantia zebrina）ヤツデ（Fatsia japonica）を用いる。
それぞれ実体顕微鏡下で安全カミソリの歯を用い、下面の表皮を薄く剥ぎ取る。また、ツバキは葉を2枚のスライドガラスで挟みガラスに沿って切った後、ごくわずかにずらし再度同様に切断した横断切片も作製する。数回試行した中で一番薄いものを標本とし、光学顕微鏡で観察・記録する。
動物細胞
口腔粘膜上皮細胞を用いる。
綿棒で口腔粘膜を軽く擦りそれをスライドガラスに塗布した後、ギムザ液で着色、光学顕微鏡で観察・記録する。

実験の結果
植物組織Fig2-1 ツバキ葉横断面（20倍、スケールは50µm）

ツバキの柵状柔組織と
海綿状組織
内部の葉緑体も確認することができる。
※これ以降カメラ側のズーム倍率を変えたため、スケールサイズも変わっています




ツバキの気孔Fig2-2 ツバキ葉下面表皮（40倍、スケールは50µm）











ヤツデの気孔Fig2-3 ヤツデ葉下面表皮（20倍、スケールは100µm）

ツバキ同様双子葉類のため気孔はバラバラに配置している








動物細胞Fig 2-4 口腔粘膜上皮細胞（40倍、スケールは50µm）


口腔粘膜上皮細胞の核
好塩基性のためアズールBと結合し紫色を呈している







考察
ツバキの葉をスライドガラスに挟み標本を作製する方法は大変難易度が高く、また出来上がった標本の厚みも均一ではないため標本全体像を正確に捉えることは困難であった。しかし、作成済みの標本とは違い、観察したい部分を選び取れること、そして目的に沿った染色方法（あるいは染色しないということ）を選べることは自作標本大きな利点である。今回も染色せずに観察することで、葉緑素などをそのままの色で見ることができた。時間の関係でシマムラサキツユクサの標本を作製しなかったが、今回唯一の単子葉類だったことを考えると、他との比較のためにも優先的に作製すべきであった。
口腔粘膜上皮細胞では先に染色しないままの状態で観察したが、無色透明であること、さらに細胞採取時に口腔内の微細なゴミも同時に採取してしまったため目的の細胞を探し出すことが難しく、ピントを合わせることすら出来なかった。このことから、無色透明な標本では特に染色が有効な手段であることが分かった。


3. [bookmark: _Toc529221778]クラミドモナスの光応答実験
実験の目的
モデル生物であるクラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii）の性質を知る
実験方法
I. クラミドモナスを試験管からシャーレに移す
II. 緑色の濃度（＝クラミドモナスの分布）が一様になるようにする
III. 4辺のうち1辺の一部だけに窓のある暗箱でシャーレを囲い、その窓からLEDライトを照射する（本実験では右側面から照射）
IV. 5分ほどそのままにし、暗箱を開けて中を確認する
V. 暗箱を開けたままにし、分布がどのように変わるかを観察する
実験結果Fig3-2 LED５分間照射後（実験手順IV）
Fig3-1 LED照射前（実験手順II）

実験手順IVにて暗箱を開けると、LEDライトを当てていた明るい側にクラミドモナスが集中していた。
Fig3-3 暗箱解除約２分後（実験方法手順V）

実験手順V。再度拡散していく様子が確認できた。









考察
温度等の周辺環境には別段注意を払わずに行った実験であったにもかかわらず想定していた通りの結果が得られたことからも、クラミドモナスが比較的取り扱いの容易な生物であることが分かった。実験手順ⅢからⅣの間で蓋を開け、移動した距離とそれにかかった時間を記録する、という行程を数回繰り返し平均を求めれば、この条件下でのおおよその移動速度を割り出すことも可能であったかもしれない。実験手順Vでは光応答により一度局在化したクラミドモナスの分布をまた均等化するかのように（左側へ）移動する様子が見られた。均一光量下では、個体同士の重なりが多い濃縮部分は他の箇所よりも暗くなるためにこのような移動が起こるのだとしたら、クラミドモナスはそのようなごくわずかな明暗の差を弁別できているということであるが、本当にそのような理由だけで移動しているのかについてはより詳細な観察が必要である。


4. [bookmark: _Toc529221779]クラミドモナスの遊泳観察
実験の目的
暗視野照明を得るための簡易的な装置の作製方法および暗視野照明下での観察技術の習得
実験の方法
セロハンテープ等を用いて簡易暗視野照明用コンデンサーを作製する。
スライドガラスの上下端にビニールテープで数ミリの高さを出し、先の実験で使用したクラミドモナスをその間に滴下、カバーガラスで蓋をする（ビニールテープ分の高さがあるため密着はしない）。先に標準的な明視野照明下で観察した後、暗視野照明用コンデンサーを顕微鏡にセットし、暗視野照明下でも観察する。
暗視野照明下でも鞭毛の動きが観測できない場合は遊泳状態ではなく、カバーガラスを密着させ過剰な水分を除去した後、再度暗視野照明下で観察する。
実験の結果
Fig4-1 明視野照明下でのクラミドモナス
Fig4-2 暗視野照明下でのクラミドモナス


明視野での観察では明るい背景に対し影となって観察されていた試料の構造が、暗視野では暗い背景の上に光る物として観察された。
考察
大量のクラミドモナスが遊泳する姿を観察することができたのは、先の走光性を確認する実験で濃縮した状態のクラミドモナスを簡単に得られたからである。暗視野照明下でも動いている鞭毛の動きまでは捉えることは困難で、共同研究者などにも確認してもらったが確認することはできなかった。遊泳ではなくカバーガラスを密着させ静止状態にしたところ、初めて鞭毛を確認することができた。暗視野照明は微細な構造を観察しやすくするシステムではあるが、ごく微細な構造を観察するにはピント調整や光量など、さらなる技術の向上が必要であると感じた。


5. [bookmark: _Toc529221780]ニジマス精子の運動活性化実験
実験の目的
ニジマス（Oncorhynchus mykiss）精子の運動を調節している環境因子の特定および、運動活性化した精子の遊泳運動の観察
実験の方法
I.  数種類の浸透圧及びK⁺濃度の溶液を準備する（下表）。浸透圧の調整にはNaClを、カリウムイオン濃度の調整にはKClを用いる。Fig5-1 ニジマス精子採取の様子

II.  ニジマスの総排出腔にスポイトを挿入し採精する
III. スライドガラスに各浸透圧（濃度）の溶液を滴下し、そこに少量のニジマス精子を移した後、動きを観察、記録する
※全く動きのないものは－、3割程度は△、8割程度は＋、ほぼ全てで動きが確認できた場合は＋＋

	浸透圧(mOsm)
	0
	100
	200
	300
	400
	500
	600
	1000

	K⁺濃度(mM)
	0
	4
	8
	12
	16
	20
	30
	50


観察結果
	[bookmark: _Hlk528967489]回数
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	浸透圧(mOsm)
	0
	300
	1000
	400
	100
	200

	動き
	△
	＋
	－
	△
	－
	－



	回数
	7
	8
	9
	10

	K⁺濃度(mM)
	0
	8
	16
	30

	動き
	＋
	＋
	△
	－


※10回目の後で精子を新しいものと交換した※
	回数
	11
	12
	
	回数
	13

	浸透圧(mOsm)
	100
	200
	
	K⁺濃度(mM)
	4

	動き
	＋＋
	＋＋
	
	動き
	－


考察
2回目（NaCl、浸透圧300mOsm）ではかなり多くの精子が運動する様子が見られたが、3回目以降はKCl溶液での実験も含めいずれも動いていないか、動いていても「遊泳」というよりはごくわずかな微動が観察できるのみとなった。無論浸透圧（またはK⁺濃度）が原因の可能性もあったが、11回目で新たに採取された精子を用いて100mOsmでの運動状態を再度観察したところ、ほぼ全ての精子が活発に運動する様子が確認出来た。同様の事が12回目の200mOsmでも起こったため、5、6回目で活性化が見られなかったのは精子自体が弱ってしまったためだと考えられる。しかし、活性化が確認できると考えていた続く13回目の4mMではまたほとんど遊泳する様子が見られなかった。
淡水の浸透圧は0.1〜1.0mOsm [1]のため0mOsmで一番活発な活動が見られると予想したが、淡水の環境に近似していても溶媒を全く含まない純水ではほぼ活動せず、淡水よりもかなり高い浸透圧であるはずの100〜200mOsm辺りで最も活発な運動が見られたことから、活性化には多少の浸透圧が必要だということが考えられる。しかし、K⁺濃度に関してはどれもほぼ一様の結果となってしまったため、実験からは有用な結果が得られなかった。温度変化等に敏感な試料を用いた実験においては、溶液濃度など実験上の変数だけに気を配るのでなく、試料そのものの管理をしっかりと行うことがとても大事であることがよく分かる結果となった。
また、Kイオン濃度の実験では8mMおよび16mMでの結果を「わさわさとした微弱な動き」があったと判断したが、文献によると、この濃度で動きが観察されることはまずないようである [2]。つまり、これは精子が運動を開始したのではなく、精子を溶液内に移した際に発生する波の動きで揺れる様子を運動開始と見誤った可能性が高い。このことからも「運動している割合だけでなく、具体的にどのような動きをもって“運動を開始した”と判断できるか」ということを事前に確認しておくことが重要である。
なお、全ての実験において言えることだが、異なる多数の外的要因を変数として実験に組み込む際は、全てを順番に実施するのではなく、仮説を立て最も効率的な実験計画を立てることが有用である。

6. [bookmark: _Toc529221781]レポート必須課題1（PCR法と電気泳動）
コントロールDNAの増幅は第９レーンのみで確認できた。これは①コントロールDNA、②プライマーA、③dNTP、④ バッファー、⑤酵素を含んでいるレーンであった。
電気泳動でバンドを確認できるようにするためには多量のDNAが必要だが、ある程度長さのある塩基配列を全て人工的に合成することは不可能であるため、PCR法を用いてDNAポリメラーゼの働きで合成させ、DNAを増幅させる必要がある。
熱により解離した①一本鎖DNAに②プライマーを結合させると⑤（5′→3′の合成方向を持つ）DNAポリメラーゼがプライマーの3′末端から新しいDNA鎖を合成する。相補鎖の材料と言える③ヌクレオチド（dNTP）は無論必須である。さらにこのDNAポリメラーゼが最適な環境で働くことができるようにするためにpHや塩濃度を調整する④バッファーも必要である。これらのうち何かが欠けていてもDNAポリメラーゼによる相補鎖の合成が適切に行われないため、電気泳動に必要な量のDNAを得ることができない。これが、以上をすべて含んだ第９レーンでのみで増幅が確認できた理由である。





7. [bookmark: _Toc529221782]レポート必須課題2（プライマー）
テキスト52ページのアンダーライン部は、プライマー（あるいは「本実験で使用したプライマーと同一の塩基配列を持つ」部分）である。





8. [bookmark: _Toc529221783]レポート必須課題3（DNA染色）
呈色色素と蛍光色素の両方に共通するメリットは、可視光線をすべて反射する性質を持っているDNAに色を持たせ、観察できる状態にするということである。
今回呈色反応に用いられたファーストブラスト染色は安全性が高く、電気泳動のアガロースゲルでも用いることができ [3]、特殊な装置（UV光発生装置）などを用いらずとも肉眼で呈色を確認できる。GRR-500はそれまでの蛍光色素として広く用いられていたエチジウムブロマイドよりも高感度かつ低リスクの色素である。蛍光色素は発がん性などのリスクがあるが、一般的には呈色色素よりも感度が高いため [4]、電気泳動ではよく用いられている。




9. [bookmark: _Toc529221784]レポート必須課題4（実験を安全に行うために）
まず、事前に実験で用いられる材料や手順を確認し、使用する薬剤やその有害性、皮膚への付着など万が一の事故が起きた際の最適な処置は何かを理解しておく。実験開始前には窓や扉を開け、十分な換気ができていることを確認する。有害な薬剤を取り扱う際には白衣、安全メガネおよび手袋を着用し、それ以外の箇所も肌が露出している部分を最低限にする。
本実験ではフェノール・クロロホルム抽出の際に用いられるPhe/Chl液はタンパク質を変性させる働きがあり、皮膚に吸収されやすく、重度の熱傷を起こす危険があるため [5]、特に注意を要した。


10. [bookmark: _Toc529221785]レポート必須課題5（核酸抽出操作のフローチャート）
Ppt（左下から）
1ml 70% EtOH
1.5 ml x 2
Sup
12k x 5min

Mix

9k x 1 min
Sup
Ppt
0.5 ml UNSET

Mix
0.5 ml Phe/Chl

Ppt[image: ]
12k x 5min
Mix

Dry[image: ]

100ml TE buffer
Org

Mix
Aqu
0.5 ml Phe/Chl

2本の溶液を1本に混合する
Org
12k x 5min
Mix



Aqu
0.5 ml Chl/IAA

Org
12k x 5min
Mix


Aqu

2.5vol 99% EtOH
Mix


竹串の先端にDNA繊維をからめ取り、0.5ml 70% EtOH x2 に振り落とす

9k x 30 sec
Sup
Mix


Ppt（右上に続く）
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