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ムコピーの総数はウイルス感染価の 102 倍以上で推
移することが示された。一般に、ウイルス培養時には、
欠陥干渉（defective inferfering : DI）粒子が産生さ
れることが知られている。このことから、FCV 培養

上清には感染性ウイルス粒子を上回る DI 粒子が存在
したことで、ウイルス感染価およびゲノムコピー数
に大きな差異がみられたと考えられた。

未処理海水においては、ゲノムコピー数およびウ

Fig. 2.  Stability (copy) of Norovirus GI (A) and GII (B) in different treated sea water at 5 ºC. 
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Fig. 1.  Stability (copy and infectivity) of FCV in different treated sea water at 5 ºC. 

Genome copy                 PBS (Cont.),         Untreated,          Autoclaved

Viral infectivity             PBS (Cont.),         Untreated,          Autoclaved.
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イルス感染価ともに減少したことから、海水中の易
熱性成分、微生物およびその菌体外代謝物により、
感染性ウイルス粒子の表面構造が不活化するととも
に、不活化したウイルス粒子に内包されるウイルス
核酸も比較的不安定となると考えられた。未処理海
水中におけるウイルス感染価およびゲノムコピー数
の減少傾向は、高圧滅菌処理海水中でのそれと異な
る。この試験結果から、高圧滅菌処理海水中の FCV
不活化因子は未処理海水中の不活化因子とは異なる
不活化作用を有すると示唆される。

一方で、ノロウイルス陽性試料を用いた試験では、
Genotype Ⅰおよび Genotype Ⅱにおいて、供試水に
関わらずゲノムコピーは非常に安定であることが示
された（Fig. 2）。DI 粒子を含めたウイルス粒子のカ
プシドが不活化されているか否かは培養系が確立さ
れていないために科学的な裏付けが不可能であるが、
ゲノムコピー数を指標として FCV と比較すると、未
処理海水中においても非常に安定であることから、
長期間生残するものと考えられる。このことから、
食中毒患者からウイルスが放出された場合、海水環
境では長期生残し、カキなどの二枚貝に濃縮されや
すい状況であることが示唆された。また、ノロウイ
ルスによる感染性胃腸炎は数個から 100 個程度の感
染粒子が体内に取り込まれることで感染が十分成立
することが報告され（Glass et al ., 2000）、本病の発
生は海域を中心とした環境水中でのノロウイルスの
生残性に大きく影響されることが示唆された。

4．引用文献

Glass R.I., Noel J., Ando T., Fankhauser R., Belliot G., 
Mounts A., Parashar U.D., Bresee J.S., Monroe 
S.S. (2000) : The epidemiology of enteric 
caliciviruses from humans: A reassessment 
using new diagnostics. J. Infect. Dis ., 181, 
S254-S261.



Oyster Research Institute News No.32

32

1．背景と目的

スミノエガキCrassostrea ariakensis は、国内では
有明海域のみに現存するとされている。しかし、
2000 年代はじめには佐賀県（佐賀県希少野生生物調
査検討会 2003）および熊本県（熊本県希少野生動植
物検討委員会 2004）の絶滅危惧種に指定され、2010
年以降新たに長崎県（長崎県絶滅のおそれのある野
生動植物選定委員会 2011）、福岡県（福岡県希少野
生生物保護検討会議 2014）および環境省（環境省
2012）のレッドリストにおいても絶滅危惧種に指定
された。いずれのレッドリストにおいても分布域の
縮小による個体数の減少が報告されており、その分
布実態の把握および保全が急務である。申請者は有
明海湾奥部佐賀県沖に現存する本種個体群の遺伝的
モニタリングを 2006 年以降の 8 ヶ年に亘り継続して
いる。湾奥部個体群は、ハプロタイプ頻度の経年変
化および遺伝的多様性の低下が認められる一方、当
該個体群以外の個体と推察されるハプロタイプの加
入を確認しているが（未発表データ）、その由来は明
らかになっていない。これまで本種が天然発生して
いる場所は、主に湾奥部に限られていたが、近年有
明海のカキ礁などでも本種が確認されていることか
ら（伊藤・松本 2014）、湾奥部以外でも個体群が存
在している可能性は高い。そこで本研究では継続モ
ニタリング地点を中心に佐賀県沿岸における本種の
分布実態を解明することを目的とした。

2．試料と方法

継続モニタリング地点から 54 個体、佐賀県沿岸 4
地点から 98 個体、合計 192 個体のスミノエガキ様カ
キ類を採集した（図 1）。採集したカキ類は殻長およ
び殻高を計測した後、閉殻筋から常法に従い全 DNA

を調製し（Aranishi and Okimoto 2004; 2005; Aranishi 
2006）、ミトコンドリア DNA（mtDNA）の COI 遺
伝子を対象としたマルチプレックス PCR 法により種
判別した（Wang and Guo 2008）。さらにスミノエガ
キと判別された個体について mtDNA の COI 遺伝子
領域を用いた集団遺伝構造解析により、地点間の遺
伝子流動や生産構造を解析した。

3．結果と考察

本研究では地点①、②および継続モニタリング地
点を湾奥部個体群、地点③および④を湾央部個体群
とした（図 1）。各地点から採集した試料を種判別し
た結果、継続モニタリング地点から採集した 54 個体
は全てスミノエガキであることが確認された。また、
佐賀県沿岸 4 地点の合計 98 個体からはスミノエガキ
71 個体、マガキC. gigas 23 個体およびシカメガキC. 
sikamea 4 個体が確認された（表 1）。スミノエガキ
は全地点で出現したが、湾奥部から離れた地点ほど
マガキの出現数が増加しており、湾奥部には継続モ
ニタリング地点を含む河口域に本種が優占するカキ

有明海湾奥部スミノエガキ在来個体群の探索＊

島根大学汽水域研究センター　田中智美

平成27年度かき研究所研究助成による研究報告書

＊ 研究成果の一部は The 6th International Oyster Symposium において「Drastic change ㏌ population genetic structure of endangered Suminoe 
oyster Crassostrea ariakensis ㏌ Ariake Sea, Japan」としてポスター発表した。
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図 1．試料採集地点。継；継続モニタリング地点、①～④；佐賀県沿岸
4地点をそれぞれ示す。
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床の存在が示唆された。本種は河川の澪筋で低潮線
下に多く生息し、潮間帯に生息するマガキおよびシ
カメガキと棲み分けしていると考えられているが、
本研究の結果、有明海湾奥部個体群は澪筋付近の潮
間帯にも高密度で分布していることが推察された。

スミノエガキと確認された 125 個体をハプロタイ
プ解析した結果、合計 23 種類のハプロタイプを得た

（表 2）。この 23 種類のハプロタイプの内、本研究で
新たに 14 種類のハプロタイプ（ハプロタイプ HT27、
HT29-HT41）が出現した。地点③からは継続モニタ
リングにおいて 2009 年以降出現しなかったハプロタ
イプ HT01 が出現した一方、各地点からは 2009 年以
降出現割合が増加しているハプロタイプ HT16、
HT19、HT20およびHT21が出現したことから（表2）、
継続モニタリング地点への新規ハプロタイプの加入

は、湾奥部および湾央部個体群が由来であると推察
された。

各地点における遺伝的多様性は 0.5399 ± 0.1089（地
点②）～ 0.7333 ± 0.0894（地点③）であり、比較的
高い遺伝的多様性を示した。これは地点間に共通し
て出現するハプロタイプの割合が小さく、かつ新規
のハプロタイプが多かったことに起因していた。継
続モニタリング地点と 4 地点間の遺伝的分化係数を
算出した結果、継続モニタリング地点と地点②間を
除くすべての地点で遺伝子流動が認められた（表 3）。
さらに、各地点におけるミスマッチ分布図を比較す
ると、地点①、地点③、地点④および継続モニタリ
ング地点はほぼ単峰型の安定維持型の生産構造を示
したが、地点②は L 字型を示し、近年の一斉放散が
示唆された（図 2）。

合計

湾奧

湾央
合計

23
24

54

22
29

152

地点（緯度経度）

①（33º06'50N/130º08'06E）
②（33º06'11N/130º07'21E）
継続モニタリング
　（33º05'35N/130º09'26E）
③（32º58'30N/130º13'29E）
④（32º57'26N/130º13'34E）

23
24

54

15
9

125

C. ariakensis

3
20
23

C. gigas

4

4

C. sikamea

表 1．地点の緯度経度および種判別結果

地点

①
②
継続モニタリング
③
④

合計

HT
01

2

2

HT
02

16

16

HT
03
12
16
29
7
5

69

HT
04

1
1

2

HT
08
1

1

HT
16
4
4

4
1

13

HT
19

3

3

HT
20
2

2

HT
21

1

1

HT
27
1

1

HT
29
1

1

HT
30
1

1

HT
31
1

1

HT
32

2

2

HT
33

1

1

HT
34

1

1

HT
35

1

1

HT
36

1

1

HT
37

1

1

HT
38

1

1

HT
39

1

1

HT
40

1

1

HT
41

1

1

合計

23
24
54
15
9

152

表 2．スミノエガキ 125個体から得られたハプロタイプ

地点

②

③

④

継続モニタリング

④

0.04418

**p <0.01

①

0.07093

-0.00372

-0.01694

-0.05200

②

0.01658

**0.08366

-0.02335

③

0.09706

-0.02376

表 3．地点間の遺伝的分化係数FST 値
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本研究の結果、佐賀県沿岸には湾央部にも本種個
体群が存在し、湾奥部個体群間の遺伝子流動が認め
られたことから佐賀県沿岸の本種個体群は 1 つの繁
殖集団であることが明らかとなった。継続モニタリ
ングでは 2009 年以降に遺伝的多様性が急激に縮小
し、2014 年までその状況が継続していたが（未発表
データ）、本研究では新規のハプロタイプが多く出現
し、継続モニタリング地点を含むすべての地点で比
較的高い遺伝的多様性を示した。地点②は継続モニ
タリング地点と遺伝的分化係数に有意差が認められ
たが（表 3）、遺伝的多様性の高さ（0.5399 ± 0.1089）
や一斉放散型のミスマッチ分布図から、近年分散し
た新規の個体群である可能性が高い。本種は近年、
有明海周辺の地域水産資源として注目されており、
垂下養殖試験や採苗試験が実施されている（伊藤・
松本 2013；株式会社海男　梅津氏　私信）。本種資
源を持続的利用するために、今後は生産活動が本種

の生産構造に与える影響を遺伝的にモニタリングす
る必要がある。

4．謝辞

本研究を進めるにあたり、試料採集および情報提
供にご協力頂いた佐賀県有明海漁業協同組合鹿島支
所　峰松滝継氏および株式会社海男　梅津聡氏に心
より感謝する。本研究の一部は島根大学戦略的機能
強化推進経費「砂泥域二枚貝資源培養プロジェクト」
により補助を受けた。
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研究の目的

　世界的に重要な水産二枚貝の 1 つであるマガキは、
大量の海水をこすことで、そこに含まれる植物プラ
ンクトンなどの餌を採ると同時に細菌や原虫、ウイ
ルスといった異物を体内に取り入れる。これらの異
物の侵入は経口経路が大きく関与していると思われ
ているが、近年、外套膜や鰓といった外界と接する
体表面からの異物の侵入も示唆されており、経口経
路だけでは説明できない点もある。外套膜や鰓といっ
た組織において、抗菌タンパク質を代表とした強い
防御機構があることからも、この可能性は否定でき
ない。
　よって本研究では、いくつかの異物を用いて体表
面からの異物侵入メカニズムの解明を目指す。

研究結果の概要

　当初、上記の研究目的で進めることを考えたが、
侵入してくる細菌を見る前にすでにマガキの体内に
どのような種類の細菌が、どのくらいの数で存在し
ているのかを調べることが先決だと考えるように
なった。生体と関与する細菌というと、腸内細菌叢（マ
イクロバイオーム）が有名であるが、腸を含む消化
管内は厳密に言えば「体外」である。そこで、マガ
キの血リンパに焦点をあて、そこに含まれる細菌叢
を明らかにすることとした。比較対象として、消化
盲嚢の細菌叢についても、生菌数を中心に解析した。

材料と方法

　7 月、9 月および 11 月に採取した宮城県石巻市桃
浦産のマガキの血リンパと消化盲嚢を対象とした。
最初に、通常の養殖状態における細菌叢を調べるこ
ととした。水揚げ直後に血リンパと消化盲嚢を採取

し、Marine agar 2216E 培地および TCBS 培地を用
いて培養可能な細菌の生菌数および組成比を測定し
た。また、16S rRNA を対象としたメタゲノム解析
を併せて実施し、培養できない細菌も含む網羅的な
把握を行った。続いて、人為的にストレスを負荷し
た時の細菌叢の変化を調べた。まず、8℃、16℃、
25℃の 3 つの異なる水温に保持した際の細菌叢の状
態を、次に、水温および低溶存酸素（DO）ストレス
複合区として、16℃・DO 8.2 mg/L、16℃・DO1.9 
mg/L、25℃・DO7.1 mg/L、25℃・DO2.1 mg/L と、
2 段階の水温と 2 段階の溶存酸素を組み合わせた際
の細菌叢の違いを調べた。試料は開始 24 時間と 72
時間後に採取した。生菌数の測定は、血リンパ、消
化盲嚢の両試料について、またメタゲノム解析は血
リンパでのみ行い、結果を操作的分類単位（OTU）
解析に供した。

結果および考察

　最初に、垂下養殖下で成育中のマガキ細菌叢を把
握することができた。培養可能な細菌種の組成およ
びメタゲノム解析の結果、同日、同地点で採取した
マガキでもある程度大きな個体差が認められた。培
養可能な細菌については、コロニーの形状、色、大
きさによる簡易な分類を行い、組成比や優占種を明
らかにしたが、最終的に、Marine agar 2216E 培地
上で観察されたコロニーについては、16S rRNA 配
列に基づく属レベルでの同定を行った。ストレス負
荷実験では、マガキ細菌叢の変動を捉えることがで
きた。水温 25℃で保持された場合、両試料とも
Marine agar 2216E で培養可能な生菌数は開始 24 時
間後に大きく増加し、72 時間後には保持開始前の水
準にまで減少するという傾向を示した。しかし、水

マガキ（Crassostrea gigas）における体表面異物侵入機構の解明
東北大学大学院農学研究科水圏動物生理学分野　湯浅和寛

平成27年度かき研究所研究助成による研究報告書
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温 25℃で DO を 2.1 mg/L と低下させた区では、72
時間後の生菌数は 24 時間後よりもさらに増加した。
同区の試料を用いて血球の生体防御能とストレスタ
ンパク（HSP90）遺伝子の発現を調べた結果、防御
能の低下と HSP90 遺伝子の発現上昇が認められ、大
きなストレスを受けてマガキの活性が低下している
と考えられた。さらに、メタゲノム解析の結果から、
低 DO の区では細菌種の多様性が大きく減少してい
ることが示された。これらのことから、マガキ血リ
ンパの細菌叢に対する影響は、水温のみでは定常状
態を損なうほどではないが、低 DO が加わることに
より著しい変化を示すことが明らかとなった。

総合考察

　本研究はマガキを人為的な環境ストレスに晒した
際の細菌叢の変化を見る、という面で先進的なもの
であると考えられる。結論として、ストレスの負荷
がかかり衰弱した個体では、メタゲノム解析により
多様性の減少が示され、また、培養法により生菌数
の増加が示された一方で、培養可能な菌に限定する
と多様性の減少は認められないという結果となった。
さらに今回、環境ストレスを 2 種類用いたことから
判断すると、単一の環境ストレスのみでは、ストレ
スの負荷により細菌叢に変化が生じ、その条件下に
適応した細菌グループが独占するようになるものの、
変化した細菌叢は、元の通常範囲内の細菌叢へ戻ろ
うとする傾向が示され、結果的にマガキの健康へは
大きな影響はなかったと考えられた。しかし複数の
ストレス負荷により、細菌叢は深刻な損傷を受け、
元の通常範囲内の細菌叢へ戻ることが不可能になっ
たことで、細菌叢および宿主であるマガキに悪影響
を与え、結果的に多くの死亡個体が現れたと考えら
れた。
　世界的に見ても主要な水産二枚貝であるマガキに
ついては、その生体防御機構であったり性成熟機構
であったりと、様々な研究が進められている。その
中でもやはり問題となるのが、期せずして起こる夏
の 大 量 へ い 死 で あ り、 日 本 を 始 め（Iami et al., 
1965）、フランス（Goulletquer et al., 1998）やアメリ
カ（Cheney et al., 2000; Perdue et al., 1981）など、様々

な地域で報告されている。そうした問題への対策と
しては、マガキの衰弱の早期の発見が挙げられる。
その点でも、本研究での結果をマガキの健康異常の
指標として扱う意義は大いにある。しかし、異常の
指標として見た場合、今回扱った水温と溶存酸素の
みならず、実際に想定される様々な環境ストレスに
対し、どのような特徴的な変化が細菌叢に起こるの
かを定める必要があり、そうした意味でも今後、さ
らなる細菌叢の研究が意味を持ってくると考えられる。
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  ●世界のかき養殖場　モンテネグロ
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モンテネグロの最初で唯一の小コルト湾の養殖場

瓦の採苗器とその上で成長したフランスガキ 垂下ロープに接着剤でカキを固定

カキは背中合せにロープに固定されている垂下される前の大量の垂下連

モンテネグロの養殖場
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