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要旨 

本論文では、アメリカ等ですでにブランド化されているシカメガキ

(Crassostrea sikamea) であるクマモト・オイスターを用いて、安定した稚貝

量産技術、飼育特性、選抜育種のための選抜マーカーの単離とその有効性を明

らかにしたものである。シカメガキは、天然海域での海面養殖において、高水

温期に大量へい死が発生することから、高温耐性貝の生産が望まれている。そ

こで本論文では、高温耐性貝の選抜育種を目指して、一般的に高温処理により

発現が急上昇することが知られている熱ショックプロテイン 70(HSP70) に着目

して研究を実施した。その結果、 20-22 ℃で飼育した個体におけるhsp70 mRNA

の発現量は、 10-12 ℃で飼育した個体と比べてより早く、高く上昇することが

分かった。さらに、高温感受性個体におけるhsp70 mRNAの発現量は、高温耐性

個体と比べてより長期間上昇し続けたことから、hsp70 mRNAの発現量が高温耐

性個体の選別に有効であることを初めて明らかにした。学位論文は第 1 章から

第 5 章から成る。 

 第 1 章では、研究の背景について記述し、シカメガキの生物学的な特徴、シ

カメガキの歴史、熊本県における二枚貝養殖の状況、シカメガキの養殖に至っ

た経緯、カキ類の育種の有効性について既報の知見を元に述べている。 

 第 2 章では、シカメガキの新たな稚貝量産方法として、安定的な生産方法、

選抜した継代貝を使用することが有効であることを明らかにした。親貝養成で

は、陸上加温飼育により積算水温約1100℃以上で卵量が約 150 万粒以上確保で

きることを示した。一方、親貝を安定して確保するためには性比のコントロー

ルが必要であるため、その基礎的知見として 1 年貝及び 2 年貝における性比調

査を組織学的観察により行った。その結果、 1 年貝では小型貝は雄に、大型貝
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は雌の割合が高くなり、 2 年貝では雌に性比が顕著に偏ることを明らかにした。 

 第 3 章では、高温耐性貝の選抜育種のためのマーカー遺伝子としてhsp70 

cDNAのクローニングを行い、発現解析を行っている。得られたcDNAから推定さ

れたアミノ酸配列は、これまで報告されているカキ類の HSP70 と非常に高い相

同性を示した。また、鰓、外套膜、貝柱における hsp70 mRNA の発現量は、コ

ントロール個体では低く、高温処理後に有意に増加した。これらの結果から、

得られたシカメガキの HSP70 は、典型的なストレス誘導型の HSP70 であること

を明らかにした。 

 第 4 章では、高温耐性とhsp70 mRNAの転写パターンとの関連性について把握

するため、様々な条件におけるhsp70 mRNA発現量の変化を解析した。シカメガ

キhsp70 mRNAの発現量は、 20-22 ℃および 10-12 ℃で飼育した個体を37℃で 1

時間処理したところ、前者は処理終了時点で発現量が最大になったのに対し、

後者は処理後 3 時間で最大となった。これらの個体を42℃で 1 時間処理したと

きの生残率はそれぞれ 62.5% および100%であった。また、 20-22 ℃で飼育した

個体を37および40℃で 1 時間処理した場合、その後42℃で 1 時間処理してもほ

とんどの個体が生き残り、無処理区と比較してhsp70 mRNAの発現量も明らかに

低かった。これらの結果より、hsp70 mRNAの転写量が高温耐性個体の選別に有

効であることが示唆された。 

 第 5 章では、総合的考察を行っている。 
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1-1. 緒言 

1-1-1. シカメガキの生物学的特徴 

シカメガキは、以前はマガキの地方種として分類されていたが (Amemiya, 

1928) 、現在では分子遺伝学的知見から、独立種と考えられている (Banks et 

al.,1994) 。シカメガキはマガキとは異なった特徴を持っており、成長が遅い

こと、サイズが小さいこと、殻のカップの深さが深いこと、殻の表面が波打っ

ていることなどの違いが報告されている(Ahmed,1975)。また、両者の交配実験

において、マガキの雄とシカメガキの雌は交配可能であることや(Numachi, 

1971; Banks et al.,1994; Usuki, 2002; Camara et al.,2008) 、マガキの雌

とシカメガキの雄は、低率ながら交配することも報告されており(Usuki, 

2002; Camara et al.,2008) 、天然環境において両者が自然交雑している可能

性も報告されている(Usuki,2002)。 

天然分布しているマガキとシカメガキは外観ではほとんど区別できないこと

から、シカメガキの生息に関する情報はほとんどなかった。近年、分子マーカ

ーの発達により、PCR-RFLP法を用いて両者を遺伝学的に区別できるようになっ

ている ( 飯塚・荒西,2007)。両者の天然分布が、シカメガキは河口の干潟に分

布しているのに対して、マガキは広い生息環境で分布していることが報告され

ている ( 伊藤・松本,2013)。これまでシカメガキの分布域は、有明海のみに分

布すると報告されてきたが、現在では、八代海、島根県中海、福井県久々子湖、

佐賀県伊万里湾にも分布していることが明らかとなった(Aranishi et 

al.,2007) 。さらに、シカメガキは韓国の Suncheon Bay や中国のHaimen Bay、

Jiangsu Bay にも分布していることも報告されている(Sekino et al.,2012)。 
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1-1-2.シカメガキの歴史 

シカメガキは、アメリカの殻付きカキ市場において高い価値を有し、マガキ

(Crassostrea gigas) と比較して高い価格で販売され、「 Kumamoto oyster 」

の名で高級食材として養殖されている(Sekino, 2009)。 

このシカメガキが、国際的なブランドになったきっかけは約60年前に遡る。

熊本県は、1946年に中央水産業界福岡支所 ( 当時 ) からの勧奨を受け、八代海

で採苗したカキ種苗の対米輸出を実施することになった。その際、熊本県水産

試験場職員が熊本県八代郡鏡町に駐在し、1949年に鏡町、竜北町、小川町、松

橋町、不知火町の漁業者が「熊本県種牡蠣漁業協同組合」を結成し、その指導

に当たる「輸出種牡蠣指導所」が新設された。カキ種苗の輸出先は米国サンフ

ランシスコ等の西海岸で、この熊本県から輸出されたカキ種苗は、1952年当時

の「輸出種牡蠣指導所」職員である太田扶桑男氏の報告で「熊本産マガキ、ス

ミノエガキ共に生長が良く、米国のオリンピアガキ、イースタンガキの代用と

して注目されている 。」 とされている。しかし、輸出事業は価格の安さによる

漁業者の生産意欲の減退からノリ養殖に移行する等で、昭和33年（1958年）を

もって終了した。その後米国において、これら熊本県からのカキ種苗に含まれ

ていたと考えられる、小型で殻幅が大きいシカメガキが「熊本産カキ・

Kumamoto Oyster 」として銘柄化・ブランド化され、今日に至っている ( 図

1-1 )(中野,2007)。 

 

1-1-3. 熊本県における二枚貝養殖 

熊本県において二枚貝養殖は、アコヤガイ (Pinctada fucata martensii) を

用いた真珠母貝養殖と真珠養殖、ヒオウギガイ (Mymachlamys nobilis) 養殖が
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営まれている。しかしながら、真珠養殖は、1996年頃にアコヤガイの赤変病が

発生し、1993年に生産額が80億円あったものが、2010年には 2 億円にまで低下

して、養殖規模が大幅に激減した ( 図1-2)。さらに、近年はヘテロカプサ赤潮

による被害も発生し、真珠養殖経営は不安定化している。 

一方、シカメガキ養殖の振興は、高級品であるシカメガキの安定生産による

二枚貝養殖業者の新たな収入源の確保が期待できる。さらに、現在使用してい

ない真珠養殖漁場や真珠養殖資材の再利用ができ、沿岸漁業の活性化が期待で

きる ( 図1-3)。また、現在ノリ養殖で大きな問題となっているノリの色落ちに

ついても、ノリ養殖漁場近辺でシカメガキ養殖を行い、色落ち原因である大型

珪藻プランクトンをシカメガキに摂餌させることで色落ち対策として利用でき

る可能性がある。このような理由から、シカメガキ養殖を本県で成功させるこ

とは、本県沿岸漁業を振興するうえで重要である。 

 著者らは、2004年からシカメガキ種苗生産試験に着手し、2006年には種苗

1,200 個の生産に成功し、2009年以降10万個単位での種苗生産に成功した。そ

の後、葦北郡芦北町や天草市御所浦町、上天草市、苓北町などの養殖業者計11

業者はクマモト・オイスター生産者協議会を立ち上げ、2011年に初めて県内限

定で鮮魚店や飲食店、旅館などへ向けて 1 万 1 千個を出荷し、一定の評価を得

ている。最近では年々参加業者の数が増え、2015年は18業者が養殖試験に取り

組んでいる。ところが、2013年以降、各養殖地区で 7 月から10月の夏場にかけ

て大量死が発生し大きな問題となっている ( 中根ら,2014)。へい死の原因とし

ては、水温が上昇する 6 月～10月にかけて生殖巣の顕著な発達および放卵・放

精が確認されており、性成熟に伴う活力の低下が大きな要因ではないかと考え

ている。そのような中で、2014年から養殖試験参加者と県の水産職員が一丸と
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なってプロジェクトチームを立ち上げ、シカメガキの養殖成功に向けて全力で

取り組んでいるところである ( 永田,2015)。 

1-1-4. シングルシード法によるカキ養殖の流れ 

 一般的にカキ養殖は、カルチと呼ばれホタテ殻を海に沈めて、天然海域で生

育しているカキの浮遊幼生をカルチに付着させる方法で行う。この養殖法は、

「カルチ式養殖法」と呼ばれる。 

 一方、シカメガキで使用する稚貝は、「シングルシード式」と呼ばれる方法

で生産している。この方法は、人工飼育によって得られた成熟幼生を、細かく

粉砕した基質（主にカキ殻 ) に付着させる方法である。シングルシード式の利

点は、付着基質のサイズが成熟幼生とほぼ同じであるため、幼生が基質に付着

しても、その後成長に伴い基質が外れるので、カルチ式養殖法で認められるカ

キ底辺部の付着痕がない。また、飼育中に波浪により飼育籠内で常時転がるた

め、殻の殻幅方向のサイズ（カップと呼ばれる ) が深い形状となり、一粒カキ

として外観性に優れた貝が生産出来るところである ( 鬼木,2013)。殻付きカキ

市場で付加価値の高いシカメガキは、シングルシード式で生産した稚貝を用い

た養殖を行い、美しい外観となるようにする必要がある。 

 シングルシード式養殖法における、シカメガキの稚貝生産から出荷までの流  

れを図 1-4 に示した。 
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1-1-5. カキ類の育種と分子マーカーについて 

現在、シカメガキ養殖において高水温期の大量死が大きな課題となっている

( 中根ら,2014)。近縁種であるマガキにおいても夏場の大量斃死に関する報告

は多く、その原因は、過剰な餌の摂取による生理障害、水温の上昇、溶存酸素

量の低下 , 病原体への感染などが考えられている (Mori,1979; Soletchinik 

et al.,2005; Sauvage et al.,2009) 。この対策として、選抜育種はカキ類に

おける大量斃死の課題を解決するために有効な方法であることが考えられてい

る（ Huvet et al.,2010 ）。  

一般的に遺伝率は 0.2 h2
s 以上あれば、その形質が次世代に遺伝するとされ

ている ( 和田,1979)。貝類で遺伝率を推定したこれまでの報告についてとりま

とめた結果、成長については、マガキで完全同胞の分散分析における12ケ月後

において、殻高0.81± .27h2
s 、殻長0.81± .07 h2

s 、殻幅1.17± .05 h2
s と非

常に高い遺伝率が推定されている (Lannan,1972) 。また、 C.virginica につい

ては、完全同胞の分散分析における幼生の成長は、受精 6 日目0.09～ 0.51 h2
s 、

受精後16日目 0.60 h2
s の遺伝率が推定されている (Newkirk et al.,1977) 。 

重量については、マガキの完全同胞の分散分析において0.33±0.19 h2
s 

(Lannan,1972) 、半同胞の分散分析において 0.2 h2
s (Hedgcook et al.,1991) 、 

さらに、 Ernand et al.(2004) は、飼育環境によって遺伝率が異なることを報

告しており、高い栄養環境においては0.04± 0.24 h2
s 、貧栄養海域では0.60±

0.39 h2
s であることを報告した。また、O.edulisについては、0.24±0.2 h2

s 

(Toro et al.,1990)、 S.cucullata は、0.28± 0.06 h2
s (Jarayabhand et 

al.,1995) 、M.mercenariaは、0.43± 0.06 h2
s が報告されている(Hardly et 
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al.,1991) 。 

 さらに、生残性についても高い遺伝率が報告されており、マガキにおいて生

残性を指標とした選抜育種による次世代(G2)は、0.61±0.08～0.98± 0.15 h2
s

で、さらに次世代(G3)は、0.55±0.18～0.81± 0.13 h2
s の遺伝率があることが

報告されている (Degromont et al.,2010) 。また、フランス政府が行っている

マガキの選抜育種研究では、夏の大量斃死に耐性があるカキと、感受性がある

カキの生理学的および免疫学的な調査を行った結果、耐性があるカキは夏の産

卵に投資するエネルギーが少ないこと、ストレスに対する感受性が低いこと、

細菌などに対する免疫活性が高いなどの特性を持っていることが報告されてい

る（ Samin et al.,2007 ）。  

このような理由から、今後シカメガキの養殖を成功させるためには安定的な

生産技術の開発と併せて、生残性の高い貝を選抜育種することが重要になって

くることが考えられる。さらに、シカメガキは性成熟がこれまで報告されてい

るカキ類の中で最も早いことが報告されているため (Martinetz et al.,2012) 、

次世代を早く作出できる可能性があり、選抜育種を行いやすい形質を有する好

適な生物であるといえる。 

遺伝子マーカーを利用した選抜育種は、より効率的にストレス耐性が増加し

た群の把握、特定の系統を把握するためにも役に立つと考えられている

(Cneney et al.,2006)。さらに、マーカー遺伝子は細胞内のストレス状態の反

応を早く測定することができ、より初期のストレス反応を特定できる利点を持

つ（ Farcy et al.,2009 ）。 これらの点から、シカメガキの選抜育種を進めて

いくうえで、利用できるマーカー遺伝子を特定することは極めて重要である。 

そのため著者は、そのマーカー遺伝子の候補としてヒートショックプロテイ

ン ( 以下 HSPs) に着目した。HSPsは細菌から植物、ヒトを含め、すべての生物
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においてストレス反応を調節している (Srivastava,2002) 。HSPsは分子シャペ

ロンとして、細胞ダメージから細胞を保護するためのタンパク質であり、環境

ストレスによって誘導される (Feder and Hofman,1999) 。HSPsは分子量によっ

ていくつかの主要なファミリーに分類される。例えば、HSP100, HSP90, HSP70, 

HSP27 などが存在する (Feder and Hofman,1999) 。 

その中で、 HSP70 ファミリーは、最も高く保存されている分子シャペロンで

ある。 HSP70 ファミリーは、構成的に発現する HSC70 、ストレスによって高く

誘導される HSP70 が存在する。両者は分子シャペロンとして細胞内で重要な役

割を果たしている (Gething et al.,1992) 。特に HSP70 はストレス状態の細胞

反応や、生物の生残や回復のために重要な役割を果たしている(Sorensen et 

al.,2003) 。 HSP70 は、熱ストレスによって高く誘導されることが知られてい

るが、他にも重金属、寄生虫、低酸素、塩分などのストレス要因によっても誘

導されることから、様々な生物において、バイオマーカーとして使用されてい

る(Sorensen et al.,2003)。 

潮間帯に生息するカキ類を含めた生物は、厳しいストレス環境に適応してい

るため、ストレス耐性と HSP70 の関係を調べる実験材料として用いられている

(Fabbri,2008) 。カキ類の HSP70 ファミリーには、 HSC70 および HSP70 が存在

し、マガキ(Boutet et al.,2003)およびヒラガキ(Boutet et al.,2003)では、

両者で異なった発現パターンを示すことが分かっている。特にカキ類の HSP70

は、コントロールレベルでの発現がなく、ストレスの結果としてのみ高く誘導

される。この発現パターンはカキ類で共通して認められることから、カキ類の

ストレス状態の有無を把握するための有効な指標であることが考えられている

(Clegg et al.,1998; Piano et al.,2002; Patterson et al.,2014 ）。  

これまで、カキ類においては、タンパク質レベルにおける HSP70 の発現解析
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は行われてきているが、転写レベルの発現解析は少ない。また、熱耐性と

HSP70 の転写レベルでの発現パターンの特性についても明らかになっていない。

したがって、これらの発現解析を行うことにより、 HSP70 と熱耐性との関係性

について理解でき、 HSP70 が熱耐性を持った群を把握する際のマーカー遺伝子

として利用できる可能性もある。 

 

1-1-6. 本研究の目的 

本論文では、アメリカ等で「 Kumamoto oyster 」としてすでにブランド化さ

れているシカメガキの稚貝生産技術の確立、飼育特性の把握、選抜育種のため

の選抜マーカーの単離とその有効性を明らかにしたものである。シカメガキは、

天然海域での海面養殖において、高水温期に大量へい死が発生することから高

温耐性貝の生産が望まれている。そこで本論文では、高温耐性貝の選抜育種を

目指して、一般的に高温処理により発現が急上昇することが知られている

HSP70 に着目して研究を実施した。 
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図  1-1. 戦後の対米カキ輸出事業の様子 

(a) アメリカのシアトルの魚市場で販売されているクマモト・オイスター ( マ

ガキの約 1.5 倍程度の価格で販売されている )(b)採苗時期を検討するために設

置された棚 (c) 本格的な採苗風景 (d) 採苗後の採苗連を収穫する様子 (e),(f)

g  h  

i  j  

k  l  
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種牡蠣の選別風景  (g)出荷検査を行う太田氏 (h) 種牡蠣の箱つめ作業  (i)種牡

蠣を運ぶ貨物列車  (j)馬車で種牡蠣を駅まで運搬する様子  (k)アメリカの検査

官と太田氏 (i) 当時種牡蠣輸出に携わった生産者組合の方々と太田氏の集合写

真 * これらの写真は当時水産試験場の職員で、種牡蠣輸出事業に携わった山本

文市氏より提供いただいた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19



 
ISSN 2433-6831 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2. 熊本県における真珠の生産量と生産額の推移 . （ * は、アコヤガイの

赤変病が発生し、生産量が減少した時期を表示） ( 熊本県農林水統計参照 )  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3(a). 本県の真珠養殖場の外観 (b).真珠養殖場で生産されたシングルシー

ド法によるシカメガキ ( 熊本県天草市御所浦町 )  
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図 1-4. シカメガキ養殖の方法 
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第 2 章  第 1 節 シカメガキの幼生・採苗飼育 

2-1-1.序論 

 シカメガキで使用する稚貝は、「シングルシード式」と呼ばれる方法で生産

している。この方法は、人工飼育によって得られた成熟幼生を、細かく粉砕し

た基質（主にカキ殻 ) に付着させる方法である。シングルシード式の利点は、

付着基質のサイズが成熟幼生とほぼ同じであるため、幼生が基質に付着しても、

その後成長に伴い基質が外れるので、カルチ式養殖法で認められるカキ底辺部

の付着痕がない。また、飼育中に波浪により飼育籠内で常時転がるため、殻の

殻幅方向のサイズ（カップと呼ばれる ) が深い形状となり、一粒カキとして外

観性に優れた貝が生産出来るところである ( 鬼木,2013)。殻付きカキ市場で付

加価値の高いシカメガキは、シングルシード式で生産した稚貝を用いた養殖を

行い、美しい外観となるようにする必要がある。 

 著者らは、2004年からシカメガキのシングルシード式の種苗生産試験に着手

し、2006年には同法による稚貝 1,200 個の生産に成功し、2009年以降10万個単

位での人工稚貝生産に成功した。しかし、その後の生産において、浮遊幼生飼

育の大量死や、成熟幼生を基質に付着させる（採苗）時の付着が不安定であり、

さらなる量産化に向けて大きな課題を残している ( 永田ら,2013)。そのため、

採苗開始の指標として、浮遊幼生飼育時の眼点の出現率及び、浮遊幼生の採苗

サイズに着目して稚貝の生産試験に取り組んだ。併せて、継代したシカメガキ

1 年貝（F2）を親貝として使用した稚貝生産を行い、これまでの結果との比較

を行った。 
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2-1-2.材料および方法 

(1) 親貝の使用 

   親貝は、試験 1 では、2012年に八代市鏡町地先より天然採捕した貝（平均 

  殻高 57.7mm) を種苗生産に使用するまで陸上で養成を行い使用した。試験 2  

 では、2013年に、天草市御所浦で養殖されていた第 1 世代(F1)の 2 年貝 ( 平 

 均殻高 53.0mm) を稚貝生産に使用するまで陸上で養成を行い使用した。試験 

  3 では、2014年に天草市御所浦で養殖されていた、熊本県水産研究センター 

 で継代した第 2 世代(F2)の 1 年貝 ( 平均殻高 38.0mm) を親貝として用いた。  

(2) 親貝のPCR-RFLP法による種判別 

  使用したすべての親貝のシカメガキの判別は PCR-RFLP( 制限酵素断片 

  長多型 ) 法 ( 飯塚・荒西 , 2007) に基づき行った。 

(3) 採卵方法 

  試験 1 では、2012年 8 月 3 日 ( 以下、第 1 回飼育群と表記 ) および 8 月 

 10 日 ( 以下、第 2 回飼育群と表記 ) に行った。試験 2 では、2013年 7 月19 

 日に行った。試験 3 では、2014年 7 月24日に行った。採卵は切開法により、  

 穴径 0.3 μ m のカートリッジフィルターで精密ろ過した海水 ( 以下「精密   

 ろか海水」と記載 ) を使用して受精に用いた。 

 (4)幼生飼育 

  浮遊幼生は受精後24時間後に、40μ m のメッシュネットで幼生を回収し、  

 500Lパンライト水槽に80～ 250 万個体収容した。飼育水には精密ろ過海水を  

 用い、エアストンを用いて微量の通気を行った。飼育方法は、既報のマガキ 

 の幼生飼育方法によった ( 松原・田中,2000)。換水は 2 日に 1 回 1/2 ～7/10 

 換水を行った。餌料は主にChaetoceros calcitrans (キートセロス・カルシ

トランス 以下カルシトランスと表記 ) 、 Chaetoceros gracilis( キートセ
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ロス・グラシリス  以下グラシリスと表記 ) と採苗前に自家培養した

Pavlova lutile( パブロバ・ルテリ 以下パブロバと表記 ) を給餌し、受精

後～ 6 日目は 0.5 ～ 1 万細胞 / 日を、受精後 7 日～幼生飼育終了まで 1 ～

3 万細胞 / 日を与えた。基本的に 1 日に 4 ～ 5 回に分けて給餌を行った。 

(5) 採苗飼育 

  成熟幼生の眼点が見え始めてから、毎日各水槽あたり 100 個体について、 

 眼点が出現している幼生の割合の観察を行った。試験 1 では、眼点の出現率  

 が 50% 以上で、試験 2 では、眼点の出現率 75% 以上で、試験 3 では、眼点 

 68% 以上で 224 μ m のメッシュネットによる成熟幼生を回収し、採苗飼育へ 

 移行した。採苗は、長さ 180 μ m 以上～ 300 μ m 以下のマガキ殻粉末を用い 

 てシングルシード方式により行い、60cmのダウンウェリング容器 (底に口径 

 180 μ m のメッシュネットをセット ) に約 5 万個体 / カラムを収容して飼育 

 した。 ( 以下「カラム」と記載 ) 。飼育水は精密ろ過海水を用いて、毎日 1  

 回全換水を行った。給餌は 1 日 2 回午前・午後に、主にカルシトランスとグ 

 ラシリスを 4 万～10万cells/mlを給餌し、補助的にパブロバを給餌し、採苗 

 後11日目に基質をカラムから外して、付着稚貝を重量法による計数を行った。 

 基質に付着した稚貝から採苗に用いた成熟幼生数を割った値から付着率とし 

 て算出した。 

（ 6 ）眼点の大きさの測定 

  眼点の大きさと浮遊幼生のサイズの関係性を把握するため、2015年に ( 公 

 財 ) くまもと里海づくり協会で飼育中であった、シカメガキの幼生について 

 採苗直前の幼生について眼点および殻高の測定をECLIPSE Ni(Nikon社製 ) で   

 行った。 
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2-1-3. 結果 

2-1-3-1. 眼点出現率 50% 以上での採苗 ( 試験1) 

 試験 1 の稚貝生産総合結果を表 2-1-1 に示した。 

 (1) 幼生飼育 

   第 1 回飼育群は、受精卵の D 型移行率は 66.0% 、平均殻高は54.0μ m であ  

 った。幼生収容数は80万個 / 槽で行った。  No.1 の水槽で平均殻高 279.2 μ  

  m で、24日目に全滅し飼育を終了した。No.2の水槽は、26日間の飼育を行い、  

 取り上げた成熟幼生数は18.3万個であった。生残率は 22.9% であった。 

  第 2 回飼育群は、受精卵の D 型移行率は 76.0% 、平均殻高は54.6μ m であ   

 った。幼生収容数は 250 万個 / 槽で行った。No.3の水槽では、25日間の飼育  

 を行い、取り上げた成熟幼生数は24.9万個であった。生残率は 10.0% であっ 

 た。No.4の水槽では、27日間の飼育を行い、取り上げた成熟幼生数は26.0万 

 個であった。生残率は 10.4% であった。 

 (2) 採苗結果 

  第 1 回飼育群のうち、No.2では採苗に用いた成熟幼生として、眼点出現率 

  51.0% 、平均殻高 349.5 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝は 5.2 万個  

 であり、付着率は 28.4% であった。第 2 回飼育群のうち、No.3では採苗に用 

 いた成熟幼生として、眼点出現率 85.0% 、平均殻高 349.5 μ m で採苗を実施 

 し、得られた付着稚貝は 4.8 万個であり、付着率は 19.3% であった。No.4で 

 採苗に用いた成熟幼生として、眼点出現率 66.0% 、平均殻高 328.6 μ m で採 

 苗を実施し、得られた付着稚貝は10.0万個であり、付着率は 38.5% であった。 
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2-1-3-2. 眼点出現率 75% 以上での採苗 ( 試験2) 

 試験 2 の稚貝生産総合結果を表 2-1-2 に示した。 

(1) 幼生飼育 

 受精卵の D 型移行率は 26.3% 、浮遊幼生飼育開始時の平均殻高は56.1μ m で

あった。幼生収容数は 250 ～ 500 万個 / 槽で行った。No.1の水槽では、25日間

の飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は 6.7 万個であり、浮遊幼生飼育期間

中の生残率は3.0%であった。No.2の水槽では、30日間の飼育を行い、取り上げ

た成熟幼生の数は 9.2 万個であり、浮遊幼生飼育期間中の生残率は 12.0% であ

った。No.3の水槽では、37日間の飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は13.5

万個であり、浮遊幼生飼育期間中の生残率は 11.4% であった。No.4の水槽では、

39日間の飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は10.2万個であり、浮遊幼生飼

育期間中の生残率は6.0%であった（表2-1-4)。 

 飼育開始時の平均殻高は、56.1μ m で、10日目に殻長 120-150 μ m にかけて

殻頂が膨出し、幼生は丸みを帯びてきた。各水槽20日目に殻長 260-320 μ m で

眼点が少しずつ見え始め、成熟幼生型の直前になった。28日目には、 300-394

μ m になり、ほぼ成熟幼生型になり眼点の出現した個体が多く見られるように

なり、この時期から、成長が鈍化した。受精後40日目には幼生飼育を終了した。

幼生のへい死は、飼育期間中認められ、15日目まで幼生の沈降が認められた。

特に殻高 120-150 μ m の殻頂が膨出してから、へい死が顕著に多かった ( 図

2-1-1, 図2-1-2)。   

 眼点の出現は、すべての水槽で受精後20日目以降から認められ始め、その 

後徐々に増加していく傾向にあった。また、眼点の出現率が増加するととも 

に、平均殻高も増加する傾向が認められた ( 図 2-1-3, 図2-1-4)。 

 

26



 
ISSN 2433-6831 

(2) 採苗結果 

 No.1の水槽では、用いた成熟幼生として、眼点出現率 76.0% 、平均殻高 

364.9 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝数は 6.7 万個、付着率は 

44.1% であった。No.2の水槽では、用いた成熟幼生として、眼点出現率 

100.0%、平均殻高 385.1 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝数は 9.2 万 

個、付着率は 30.7% であった。No.3の水槽では、用いた成熟幼生として、眼 

点出現率は 93.0% 、平均殻高 381.1 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝 

数は13.5万個、付着率は 47.4% であった。No.4の水槽では、用いた成熟幼生 

として、眼点出現率100.0%、平均殻高 368.7 μ m で採苗を実施し、得られた 

付着稚貝数は10.2万個、付着率は 68.0% であった。 

 

2-1-3-3.継代した親貝(F2)を用いた稚貝生産 ( 試験3) 

 試験 3 の結果を表 2-1-3 に示した。 

 (1) 幼生飼育 

  受精卵の D 型移行率は 61.8% 、浮遊幼生飼育開始時の平均殻高は60.1μ 

  m であった。幼生収容数は 250 万個 / 槽であった。No.1の水槽は39日間の 

 飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は10.0万個であり、浮遊幼生飼育期 

 間中の生残率は2.0%であった。No.2の水槽は39日間の飼育を行い、取り上 

 げた成熟幼生の数は10.0万個であり、浮遊幼生飼育期間中の生残率は4.0% 

 であった。No.3の水槽は45日間の飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は 

 29.0 万個であり、浮遊幼生飼育期間中の生残率は 11.6% であった。No.4の 

 水槽は39日間の飼育を行い、取り上げた成熟幼生の数は12.6万個であり、 

 浮遊幼生飼育期間中の生残率は5.0%であった。 
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 (2)採苗飼育 

   No.1の水槽では、用いた成熟幼生として、眼点出現率 96.4% 、平均殻高 

 371.8 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝数は10.0万個、付着率は  

 100.1%であった。No.2の水槽では、用いた成熟幼生として、眼点出現率 

 89.4% 、平均殻高 377.1 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚貝数は13.2  

 万個、採苗率は132%であった。No.3の水槽では、用いた成熟幼生として、 

 眼点出現率 84.4% 、平均殻高 360.2 μ m で採苗を実施し、得られた付着稚 

 貝数は10.0万個、付着率は 41.7% であった。No.4の水槽では、用いた成熟 

 幼生として、眼点出現率 68.4% 、平均殻高 379.4 μ m で採苗を実施し、得 

 られた付着稚貝数は10.0万個、付着率は 79.4% であった。 

 

2-1-3-4. 成熟幼生の眼点の大きさおよび殻高の測定 

 図 2-1-4 に幼生の眼点の眼点の大きさと殻高の大きさを相関図に示した。 

殻高および眼点の大きさは、殻高は 282.3 ～ 373.3 μ m の間であり、眼点の大

きさは 5.7 μ m ～22.6μ m であった。殻高と眼点の大きさでは、殻高が大きく

なるとともに、眼点が大きくなる傾向であった ( 図2-1-5)。 

 

2-1-4. 議  論 

2-1-4-1. 眼点出現率を指標とした採苗率の安定化 

シカメガキの稚貝生産において採苗を行った結果、眼点の出現率を高めるこ

とで、高く、安定した採苗率を得ることが明らかとなった。シングルシード式

における採苗飼育への移行は、500Lパンライト水槽から、カラムへの集約的飼

育へ移行するため飼育環境が一変し、採苗飼育期間は浮遊幼生飼育時よりも周

囲の環境に影響を受けやすい。また、二枚貝の生活史の中で、この時期は、変
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態のために大きなエネルギーを要するなど最も危険な時期であると考えられて

いる ( 森,2005)。さらに、基質に付着する前の成熟幼生は、変態時に粘液を出

しながら底面をほふくするため、糞や餌料藻類などの汚れにまみれることが多

く、病原性の細菌感染症など飼育環境の悪化による大量死のリスクが考えられ

ている ( 鳥羽,2003)。 

 したがって、採苗飼育に用いる幼生は、付着直前の幼生を用い、採苗飼育移

行後すぐに基質に付着することが望ましいと考えられる。試験 2 では、眼点の

出現率の増加とともに、殻高の成長も認められた ( 図2-1-4)。併せて、幼生の

殻高と眼点の大きさについて測定を行った結果、殻高 285 μ m から眼点が出始

め、殻高 373 μ m まで徐々に眼点が大きくなっていることが伺えた ( 図2-1-6)。

採苗時に用いた成熟幼生の大きさとして試験 1 では平均殻高 343.4 μ m 、試験

2 では平均殻高 375.0 μ m と約20μ m 以上の大型な幼生を用いていた ( 表

2-1-1, 2-1-2) 。採苗後の観察結果から、試験 2 は試験 1 と比較して採苗飼育

後に多くの個体が早い段階での付着が確認されている。このことは、より大型

の幼生を用いたことで、採苗移行後すぐに付着するため採苗中の環境変化の影

響を受けにくいと考えられる。今後、安定的な稚貝生産を行うためには、眼点

と殻高を併せて観察することが重要であると思われる。 

 

2-1-4-2. 継代貝を親貝とした稚貝生産の安定化について 

 試験 3 で、継代した 1 年貝を親貝として用いた結果、幼生の成長は試験 2 と

比較してやや緩やかであったが、受精後31日目には成長がほぼ追いつき ( 図

2-1-6)、幼生飼育で大きな問題はなかった。 

 一方、付着率は 73.3% と試験 2 の 47.5% と比較しても高い値を示した。この

要因として、試験 2 で眼点の出現率と殻高の大きさを指標とした採苗による方
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法を行ったことと加えて、手技の向上も考えられる。さらに、カキ類では、

Newkirl et al.(1977)は、二枚貝の幼生の殻長における遺伝率が高いこと、さ

らにErnande et al.(2003)は、マガキにおいて、幼生の生残性や付着率に高い

遺伝性があることを報告している。したがって、これらの結果は、継代した親

貝を用いることにより、幼生飼育や採苗飼育がより安定化することを示してお

り、継代した親貝を使用した場合、飼育しやすい幼生を確保できているのでは

ないかと考えられた。 
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項目 No.
開始日
(月/日)

開始個数
(万個体)

水槽容量・密度
(L・個体/ml)

飼育日数
(日)

平均殻高
(μm)

成熟幼生数
(万個体)

生残率
(%)

眼点出現率
(%)

付着数
(万個
体)

付着率
（％）

1 8/3 80 500・1.6 24 - 0.0 0 - 0.0 0

2 8/3 80 500・1.6 26 349.5 18.3 22.9 51.0 5.2 28.4

3 8/10 250 500・2.5 25 352.2 24.9 10.0 85.0 4.8 19.3

4 8/10 250 500・2.5 27 328.6 26.0 10.4 66.0 10.0 38.5

- 26 343.4 69.2 10.8 67.3 6.7 28.7平均

水槽

項目 No.
開始日
(月/日)

開始個数
(万個体)

水槽容量・密度
(L・個体/ml)

飼育日数
(日)

平均殻高
(μm)

成熟幼生数
(万個体)

生残率
(%)

眼点出現率
(%)

付着数
(万個体)

付着率
（％）

1 7/19 250+250 500・2.5 25 364.9 15.2 3.0 76.0 6.7 44.1

2 7/19 2500 500・2.5 30 385.1 30.0 12.0 100.0 9.2 30.7

3 7/19 2500 500・2.5 40 381.1 28.5 11.4 93 13.5 47.4

4 7/19 2500 500・2.5 37 368.7 15.0 6.0 100.0 10.2 68.0

平均 33 375.0 22.2 8.1 92.3 9.9 47.5

水槽

項目 No.
開始日
(月/日)

開始個数
(万個体)

水槽容量・密度
(L・個体/ml)

飼育日数
(日)

平均殻高
(μ m)

成熟幼生数
(万個体)

生残率
(%)

眼点出現率
(%)

付着数
(万個体)

付着率
（％）

1 7/25 250+250 500・2.5 39 371.8 10.0 2.0 96.4 10.0 100

2 7/25 250 500・2.5 39 377.1 10.0 4.0 89.4 13.2 100*

3 7/25 250 500・2.5 45 360.2 24.0 9.6 84.4 10.0 41.7

4 7/25 250 500・2.5 39 379.4 12.6 5.0 68.4 10.0 79.4

- 41 372.1 14.2 5.2 84.7 10.8 73.7

水槽

平均

表 2-1-1.  試験 1 の稚貝生産総合結果 (2012 年 )  

 

 

 

 

 

 

表 2-1-2.  試験 2 の稚貝生産総合結果 (2013 年 )  

 

 

 

 

 

 

 

表 2-1-3.  試験 3 の稚貝生産総合結果 (2014 年 )  
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表 2-1-4. 試験 2 における浮遊幼生飼育の成長推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1-1. 試験 2 における水槽 No.4の飼育水温と殻高の推移 (N=30. ※バーは標

準偏差を示す )  
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図 2-1-2. シカメガキの浮遊幼生および採苗飼育中の成長 (2014 年 )  

(a) 孵化後 2 日目： D 型幼生 ( 殻高 46～ 61μ m)  (b) 孵化後 6 日目  (c) 孵化

後 11日目：初期殻膨頂幼生 ( 殻長 120-150 μ m)  (d) 孵化後20日目：成熟幼生

直前 ( 殻長 260 ～ 320 μ m)  (e) 孵化後 28日目：付着直前の眼点が出現し始

めた成熟幼生 ( 殻高  340-420 μ m) (f) 孵化後 32日目：付着直後の稚貝  (g) 孵

化後 10日目で多く見られたへい死 ( 殻長  120-150 μ m)  
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図 2-1-3. 試験 2 の各水槽の眼点出現率の推移 ( 眼点が見られ始めた 20日目以降

から表示 )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1-4. 試験 2 の水槽 No.4の眼点出現率と殻高の推移 ( 眼点が見られ始めた 23

日目から表示 )  
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図 2-1-5. シカメガキの採苗直前の成熟幼生の眼点の大きさとサイズの相関

(N=90) ( 眼点のサイズと殻高の相関係数を R2 として表示 )  
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図 2-1-6. 試験 2 および 3 の各水槽の平均値による浮遊幼生の成長の推移

(N=30. ※バーは標準偏差を表示 )  
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第 2 章 第 2 節 シカメガキの加温飼育による親貝養成 

2-2-1. 序論 

 カキ類における性成熟の進行は、温度と餌の量（植物プランクトン等）がも

っとも重要であることが報告されている(Gallager et al.,1986)。シカメガキ

の近縁種であるマガキでは、水温で性成熟の発達をコントロールできることが

報告されている(Muranaka et al.,1984)。フランスやアメリカ、オーストラリ

アなどカキ養殖が産業化している地域では、天然海域における稚貝確保の不安

定性から、稚貝を人工種苗生産で供給する体制がとられており、各稚貝生産場

で水温と餌の量を調節して親貝管理を行っている (Utting,1993) 。フランスの

稚貝生産場における親貝養成は12月から始まり、 1 月の終わりには生殖腺の発

達した親貝が得られている(Chavez et al.,2002)。マガキは、8-11℃の低い温

度が生殖巣の発達の引き金になるという知見から、10℃で一定期間飼育したカ

キを19℃で 7 週間、貝に豊富な餌を与えて飼育する。また、日本においても、

松原・田中(2000)は、マガキで22℃の温かい水温で一定期間豊富な餌を与える

ことで生殖巣の発達した親貝を得られることを報告している。 

 一方、シカメガキにおける親貝養成についての報告は、生海水のみでシカメ

ガキを陸上飼育で 1 月から 7 月まで温度管理する報告があるのみである。その

結果、性成熟の進行は認められたものの、その後の幼生飼育がうまくいかなか

ったことを報告している (Robinson,1992) 。 

 著者らのこれまでの試験結果から、天然海域のシカメガキを稚貝生産用の親

貝として使用した場合、その年の海況などにより性成熟の発達に個体差が認め

られたり、すでに放卵した個体が存在するなど、毎年、天然海域から稚貝生産

に適した親貝を確保することが大きな課題となっていた。また、シカメガキ稚

貝の量産化のためには、稚貝生産の回次を増やす必要性があり、天然海域の個
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体群を親貝とした生産計画では必要な幼生数を確保できないリスクが生じる。

したがって、これらの問題を解決するためには、人為的に親貝を養成し、採卵

に適した性成熟状態にする必要がある。 

 そのため、著者は今回シカメガキの親貝養成を行うため、天然海域より採捕

した貝を、マガキで用いられている親貝養成の方法をもとにして養成を行った。 

 

2-2-2.材料と方法 

(1) 供試貝 

 加温飼育用親貝 ( 以下加温飼育群と記載 ) は2012年12月に八代海湾奥部 

より採捕したシカメガキ天然群を使用した。また、通常採卵用親貝 ( 以下 

天然群と記載 ) は2013年 5 月に同場所より採捕した天然群を使用した。 

 (2)飼育方法 

 1kl円形 FRP 製水槽および 0.5kl 円形水槽を使用し、親貝は、選別、洗浄 

した後ポケット篭 (24 ～30個程度 / 篭 ) に入れ、 1kl 円形水槽に 250 個収 

容した。親貝養成は、 2 月中旬から開始し、飼育水温の調整は目標水温   

(22-23℃ ) になるまで（約 100 日間） 1 日に 1 ～ 2 ℃ずつ加温した。水質 

悪化を防止するため、 1 日おきに水槽を交換する方式で行った。また、一 

部の産卵により全個体の産卵の誘発を予防するため飼育終了直前の 5 月22 

日から1K円形水槽 1 面から 0.5kl 円形水槽 4 面へ分割飼育した。天然群は、 

採捕後、自然水温で飼育を行い、加温飼育群と同様の方法で飼育を行った。 

 (3)試験期間 

   加温飼育群：2013年 2 月12日～2013年 6 月 3 日(112日 )  

  天然群：2013年 5 月27日～2013年 7 月25日 (59 日 )  
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 (4)給餌方法 

 毎日、自家培養したC.calcitrans（キートセロス・カルシトランス ) お 

よびC.gracilis（キートセロス・グラシリス ) 、P.lutile（パブロバ・ル 

テリ ) を、 1 水槽当たり松原・田中(2000)の既報の知見を基に、20億細胞 

/ 個体 / 日を目安として給餌を行った。 

 (5)測定項目 

 収容時と採卵日、月 1 回程度、10個体～30個体ずつ殻高、殻長、殻幅、 

全重量、むき身重量、目視による生殖巣の発達度の測定 ( 平田,2011) 

を行い、 1 ～ 4 に分類した ( 表 2-2-1, 図2-2-1)。   

 また、ほぼ毎日水温、残餌量の測定も行った。さらに、親貝の養成の適 

採卵時期を把握するため、積算水温は、 Ruiz et al.(1992) がマガキで報 

告した10℃から配偶子形成が開始されるという既報知見を基に飼育水温か 

ら10℃を差し引いて算出した。 

 (6)採卵方法 

  加温飼育群は、 5 月23日、27日の計 2 回採卵を行った。天然群は、 6 月21  

 日および 7 月21日の計 2 回採卵を行った。切開法により卵を採取し、その時 

 回収した卵をすべて集め、卵量を計数し、穴径 0.3 μ m のカートリッジフィ  

 ルターで精密ろ過した海水 ( 以下「精密ろ過海水」と記載 ) を使用して受精 

 に用いた。 D 型幼生への移行率は受精24時間後に、穴径40μ m のメッシュネ 

 ットで幼生を回収した個体を計数することにより算出した。 

 

2-2-3. 結果 

 (1)水温と積算水温の推移について 

   親貝養成期間の水温の推移を図2-2-2(a)に示した。 
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  加温飼育群の水温は 9.7 ℃(2月17日)-25.0℃(5月20日 ,21 日 ) で推移した。   

 収容から飼育終了時までの積算水温は、1303.6℃×日であった。飼育終了前 

 に自然放卵が計 2 回発生した。その時の積算水温は、 1,216 ℃×日、   

 1,303 ℃×日であった。 

 (2)給餌量について 

  親貝養成期間中の給餌量を図2-2-2(b)に示した。 

  給餌量は、 0(4 月28日 ) ～29.1億(3月 8 日 )cells/ml ・日を給餌した。平 

 均で18.2億cells/ml・日であった。 

(3) 全重量、殻高、むき身重量の推移について 

   親貝養成期間中の全重量、殻高、むき身重量について図 2-2-3 (a),(b),  

(c) に示した。 

  全重量は、14.6～ 24.5g で推移し、飼育開始が最も低く、飼育開始から 

 徐々に増加傾向が認められ、放卵時が最も高い結果を示した。殻高は、 

 43.6mm～52.1mmの間で推移し、飼育開始から徐々に増加していく傾向が認め 

 られた。むき身重量は、2.2g～ 4.64g の間で推移し、飼育開始から徐々に増 

 加していく傾向が認められ、 5 月がもっとも高い値を示し、一方で放卵後減 

 少した。 

 (4) むき身重量比と成熟度の発達について 

  親貝養成期間中のむき身重量比を図 2-2-4 に、成熟度の発達について図 

 2-2-5 に示した。加温飼育群のむき身重量比は、15.4(2月12日 ) ～22.7(5月 

 20日)%で推移し、収容後から徐々に増加した。 5 月27日、 6 月 3 日の自然放 

 卵後にそれぞれ測定したデータでは顕著に低下した。生殖巣の発達は、収容 

 から、約30日目は生殖巣の発達はほとんど認められなかった。収容から約60 

 日目でわずかに性成熟の発達が認められるようになってきた。約90日目には 
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 顕著に性成熟が発達し、生殖巣輸管の発達も明瞭になった。その後自然放卵 

 後の観察結果では、生殖素輸管は消失していた。 

 (5) 採卵結果について 

   表 2-2-2 に採卵結果を示した。 

  加温飼育群は、計 2 回の採卵を行った。 1 回目の採卵は2013年 5 月23日に 

  行い、雌34個体を用い、切開法により得られた総卵量は 4,998 万粒であった。 

 個体あたりの平均卵量は 147 万粒であった。受精後、 D 型幼生へ移行した割 

 合は 42.1% であった。 2 回目の採卵は、 5 月27日に行い、雌50個体を用い、  

 総卵量は12,000万粒であった。個体あたりの平均卵量は 240 万粒であった。  

 D 型幼生へ移行した割合は 58.3% であり両採卵結果ともに D 型幼生移行率は 

 安定していた。一方、天然群は、計 2 回の採卵を行った。 1 回目は 6 月21日 

 に行い、雌30個体を用い、総卵量は 9,300 万粒であった。個体あたりの平均 

 卵量は 310 万粒であった。 D 型幼生への移行率は 20.5% と悪かった。 2 回目 

 は、 7 月21日に行い、雌52個体を用い、総卵量は 2,808 万粒であった。個体 

 あたりの平均卵量は54万粒であった。 D 型幼生への移行率は 31.7% と両時期 

 ともに加温飼育群と比較して低かった。 

 

2-2-4. 議 論 

  著者らは、今回シカメガキをマガキの加温養成方法をもとに養成試験を行 

 った。 D 型幼生移行率は、親貝の卵質などを評価する際に重要な指標されて

おり(Chavez et al.,2003)、加温飼育群は天然群に比べて高い D 型幼生移行

率を示したことから、今回の親貝養成方法で安定的な親貝養成が可能となっ

たと考えられる。 

  また、貝のむき身重量の増加や生殖巣発達の観察結果からも順調に親貝養 
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  成ができたものと考えられ、親貝養成終了時に自然放卵も認められているこ 

 とからも性成熟のピークに達していた可能性があり、貝の性成熟が順調に進 

 行してことを示している ( 図2-2-5)。 

  マガキにおいて水温は、性成熟を促進する大きな要因として考えられてい  

 る (Fabioux et al.,2005) 。近縁種であるマガキで、 Ruitz et al.,(1992)  

 は、水温が10℃になると性成熟が開始するとしている。また、松原ら(2002) 

 は10℃を性成熟の開始として飼育水温から10℃を差し引いた値を積算水温と  

 して、適採卵時期を把握するための目安として利用している。 

  著者の結果では、積算水温が1100～1300℃×日の間で成熟の発達や自然放 

 卵が認められ、この時期が採卵に利用する親貝として適していると考えられ 

 た。積算水温は、シカメガキの加温飼育による養成において、適採卵時期を 

 把握するための重要な指標である。 

  Robinson(1992)は、アメリカで養殖されているマガキとシカメガキにつ  

 いて両者の性成熟の季節的な推移について調査した結果、シカメガキはマガ 

 キよりも性成熟の発達が遅い可能性を報告している。また、Sekino(2009)も、 

 同海域に生息しているマガキとシカメガキは、お互いの産卵時期をずらすこ 

 とで種の保存を行っている可能性があるとしている。松原・田中(2000)によ 

 ると、マガキの親貝養成における、適採卵時の積算水温は 600-900 ℃×日で  

 あるとしており、今回、シカメガキで得られた1100℃×日以上での適採卵時 

 期の可能性は、マガキの報告よりも長期の飼育が必要であり、上述した報告 

 と類似した結果を示した。 

   マガキの親貝養成においては、冬季に採卵を行うために、夏場から貝を冷 

 却後、加温飼育を行い、良質な幼生が確保されることも報告されている     

 (Chavez et al.,2002) 。シカメガキについても、温度調整により性成熟をコ  
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 ントロールできる可能性を示している。今後、稚貝の配付時期を人為的にコ 

 ントロールするためや選抜育種の際に採卵する場合にも、この温度管理を行 

 った親貝養成技術は非常に重要になると思われる。 

  Robinson(1992)は、 1 月から 7 月まで生海水のみによるシカメガキの長   

 期加温飼育を行っている。その結果、性成熟は認められたものの、その後の 

 幼生が成長しなかったことを報告しており、今回の試験結果と異なる結果を  

 示しているが、この試験では生海水のみの飼育を行っており、栄養状態が悪 

 かったためだと考えられる。今回、著者の試験ではマガキの既報の知見から、 

 珪藻プランクトンを平均で 1 供試貝あたり20億細胞の給餌を行った結果、正 

 常に孵化した幼生を手に得ることができた。このことから、良質な卵や幼生 

 を得るためには十分量の餌料量が必要であると考えられる。また、飼育期間  

 中のへい死数も4.8%と少ない結果であったことから ( 表2-2-2)、今回の飼育 

 方法により安定的な親貝養成が可能となったと考えられる。 
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生殖巣の特徴

1 配偶子による白い部分は見えない。

2 配偶子による白い部分がわずかに見える。

3 配偶子による白い部分は多いが樹木状の生殖素輸管が明瞭でない。

4 配偶子による白い部分が多く樹木状の生殖素輸管が明瞭に見える。

表 2-2-1. 軟体部目視による生殖巣の発達度の分類表 ( 平田ら ,2011)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2-1. シカメガキの生殖素および生殖素輸管 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

48



 
ISSN 2433-6831 

a  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-2-2(a).加温飼育期間中の水温および積算水温の推移 .(放卵後は 5 月 27日、

積算水温 1303℃・日の放卵後の状態を表示 ) (b). 加温飼育期間中の給餌量の推

移 .  
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図 2-2-3. シカメガキの加温飼育期間中における生物学的データ  (a). 全重量

(b).殻高 (c).むき身重量を示している。 (N=10 ～ 30. バーは標準偏差を示し、

放卵後は 5 月 27日、積算水温 1303℃×日の放卵後の状態を表示 )  
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図 2-2-4. シカメガキの加温飼育期間中のむき身重量比の推移 .(N=10 ～ 30. バー

は標準偏差を表示 ( 放卵後は 5 月 27日、積算水温 1303℃×日の放卵後の状態を

表示 )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2-5. 加温飼育群の生殖巣の発達度の推移 . 平田ら (2011) の軟体部目視によ

る生殖巣の発達度の分類表により分類 ( 放卵後は 5 月 27日、積算水温 1303℃×

日の放卵後の状態を示す )  

51



 
ISSN 2433-6831 

収容日 採卵日
飼育日数
(日)

積算水温
(℃×日)

へい死率
(%)

♂ ♀
総卵量
(万粒)

平均卵量
(万粒)

D型移行率
(%)

5月23日 100 1159.4 17 34 4,998 147 42.1

5月27日 104 1216.4 20 50 12,000 240 58.3

6月21日 25 346.9* 16 30 9300 310 20.5

7月21日 55 761.8* 18 52 2808 54 31.7

*収容からの値

加温飼育群 2月12日

天然群 5月27日

4.8

0

表 2-2-2.  加温飼育群および天然群の養成結果および採卵結果 
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第 2 章 第 3 節 種苗生産したシカメガキの性比について 

2-3-1. 序  論 

 カキ類は多くの種類が雄性先熟である考えられている(Coe,1943; Galtsoff, 

1964) 。マガキも、雄性先熟と考えられているが、その性比は遺伝的要因

(genetic sex determination:GSD) と環境要因 (environmentally-governed 

sex determination:ESD)の両者によって決定されていると報告されている ( 図

2-3-1; Zhang et al.,2014) 。 

 遺伝的要因として、Guo et al.(1998)およびZhang et al.(2014)は、マガキ

において雌には一生涯雌として存在する個体と、途中で雌から雄へと変化する

個体 (Fake Female) 、雄は一生涯雄として存在する個体 (True Male) が存在す

る可能性を示唆している。また、その際にCg-DMI, Cg-SoxE, Cg-β-catenin, 

Cg-FoxI2/Cg-FoxI2os などの特異的な遺伝子の発現が性決定に関連しているこ

とも報告されている(Santerre et al.,2013)。 

 環境要因としては、二枚貝や魚を含めた多くの動物において、餌の供給量、

個体群の密度、温度などが考えられている (Pradeep et al.,2012) 。温度で性

が決定される温度依存的性決定を持つ生物においては、TSP(thermo-sensitive 

period) と呼ばれる発生時から一定期間に、性が温度に影響する重要な時期が

あることが報告されており、Naimi et al.(2009)はマガキで18℃の水温で飼育

した場合、受精後 45-60 日の間に温度で性が変化する時期があることを報告し

ている。また、小笠原ら(1969)は、干出時間が長い貝ほど雄の出現率が高くな

ること、Fabioux et al.(2005)は、 1 年間 8 ℃の低水温で飼育した貝の性比に

おいて雄の割合が高くなることを報告している。また、以前の研究では、餌料

環境によっても性比に影響が出る事が報告されており、マガキでは餌料が少な

い環境に従って雄の割合が多くなることも報告されている（Amemiya,1935, 
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Egami,1953 ）。  

 マガキにおいては、いくつかの現場で継続的に性を追跡した研究もいくつか

あり、Guo et al.(1998)は、特定の群についての性比を 3 年間追跡したところ、

雌の割合が 1 年目は 37% 、 2 年目は 55% 、 3 年目は 75% と高くなり、雄から雌

へ性転換している可能性を報告している。同様に、Chung et al.(1998)は、マ

ガキにおいて、 1 年目の貝は雄の割合が高く (64%) 、 2 年～ 3 年貝になると雌

の割合が高くなることを報告している。一方で、 Park et al.(2012) は、特定

の群についての性比を 2 年間追跡した結果、 1 年目は雌の割合は 50% 、 2 年目

は 26% と雌の割合が少なくなり、雄⇒雌⇒雄へとリズミカルに性が変化する可

能性を報告しており、マガキにおける性決定についてはいくつかの報告がある

ものの、まだ不明な点が多いのが現状である。さらにシカメガキにおいては、

性比に関する情報はほとんどなく、性決定がどのようにされるかについても全

くわかっていない。 

 シカメガキで唯一存在する性に関する報告として、Martinetz et al.(2012)

は、シカメガキを24℃で飼育し、受精後71日の平均殻高3.19mmの稚貝における

性比を調査した結果、 62.0% の稚貝において性成熟が認められることを報告し

た。この記録は、これまでカキ類で報告されている中で最も早い性成熟サイズ

であり、そのうち、 80.0% が雄で、 14.0% が雌であったと報告されている。し

たがって、シカメガキはマガキとは異なる性成熟特性がある可能性も考えられ

る。 

 2015の年シカメガキ稚貝生産において、親貝の性比が大きく雌に偏る状況が

確認された。したがって、遺伝的多様性を持つ稚貝を継続的に生産するために

は、一定数の親貝の確保が必須であり、親貝の性比が雌に偏る状況は健全な稚

貝生産の障害になると考えられる。そこで、本研究では、シカメガキの性決定
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について明らかにする第一歩として、種苗生産したシカメガキの性比を調査し

た。 

  

2-3-2. 材料と方法 

 2-3-2-1. 種苗生産した成長が異なる貝の性比（孵化後 127 日目） 

  (1) 供試貝 

    2015年 4 月 9 日に人工種苗生産した平均殻高14.8mmまで飼育したシカ 

   メガキ80個を用いた。  

  (2) 調査日 

    2015年 8 月 6 日 

    (3) 飼育期間 

    2015年 7 月26日～2015年 8 月 6 日 

  (4) 飼育方法 

    表 2-3-1 により飼育を行った。 

  表 2-3-1. 飼育方法 

飼育段階 期間 方法 

通常飼育 6 月17日～ 7 月25日 アップウエアリング式カラム  換水量 

15回転／日 

成長促進 7 月28日～ 8 月 6 日 海上中間育成施設（ヤンマー舶用シス

テム社製 FTF-10） 

   

    (5) 選別方法 

    海上中間育成施設飼育後、 10,12,15,18mm の円形の穴の篩で 4 段に選 

   別した。 
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  (6) 測定項目 

    各飼育区20個体をサンプリングし殻高、殻長、殻幅、全重量、むき 

   身重量を測定した。また、性比については、貝軟体部を定法により 

   Davidson固定し、生殖腺周辺の組織標本を作成後、定法によりHE染色 

   を施した組織標本を光学顕微鏡で観察を行い、性比の判別を行った。 

 

  2-3-2-2.種苗生産し高成長性で選抜後、飼育環境の異なった貝の性比 ( 孵化 

 後 363 ～ 420 日目)  

 (1) 供試貝 

   2014年 5 月23日に種苗生産したシカメガキを用いた。2014年10月 

    2 日に殻高を指標として大型群を選別し供試貝とした。 

   (2)飼育期間 

   飼育方法別に陸上飼育を行う陸上区、海面飼育を行う非干出区および 

  干出区を設けそれぞれの飼育期間は以下のとおりとした。 

   陸上飼育 ( 陸上区 ) ：2014年10月 6 日～2015年 5 月21日(227日間 )  

     海面飼育 ( 非干出区、干出区 ) ：2014年10月 6 日～2015年 7 月17日 

      (284日間 )  

   (3)調査日 

   陸上飼育：2015年 5 月21日 海面飼育：2015年 7 月17日 

 (4) 飼育方法 

   陸上飼育 ( 陸上区 ) ：カラムを用いたアップウェアリング式飼育装置 

     を用いて飼育を行った。餌料は培養したChaetceros sp.を適宜給餌した。 

   飼育装置の洗浄を除き飼育期間中は非干出で飼育した(300個 / カラムを収 

   容 ) 。 
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   海面飼育 ( 非干出区、干出区 ) ：熊本県水産研究センター屋外実験プ 

    ール ( 潮汐により水位が変化するコンクリート製半築堤式：面積 

   2600m2)に、垂下水深を 0.5m( 非干出区 ) および垂下水深 1.5m( 干出区： 

  1日の干出時間14～15時間 ) にし、海水中に含まれるプランクトンを餌 

  として飼育した(200個 / 籠を収容 ) 。 

  (5)調査項目 

   試験開始時と試験終了時に各区20～40個体をサンプリングし殻高、殻長、 

   殻幅、全重量、むき身重量を測定した。また、成熟状況を確認するため、

定法により貝軟体部をDavidson固定後、HE染色を施し光学顕微鏡下で性比

の判別を行った。 

 

 2-3-2-3. 種苗生産に親貝として使用した養殖貝 ( 孵化後 736 日目 ) および天

然貝の性比 

  (1)供試貝 

   養殖貝：2012年 7 月23日に種苗生産した貝を、熊本県天草市御所浦町地 

   先の養殖場で飼育していた貝33個を用いた。 

   天然貝：平成25年に八代海鏡町地先より採捕した貝を、PCR-RFLP法 ( 飯 

   塚・荒西 2007)により種判別後、 166 個を用いた。 

 (2) 調査日 

   養殖貝：2013年 7 月18日 天然貝：2013年 6 月 19,21 日,7月24日 

 (3) 飼育期間 

   養殖貝：2012年 4 月～2013年 7 月 

 (4) 飼育方法 

   養殖貝：熊本県天草市御所浦地先海面筏において、垂下水深4mにし、海  
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  水中に含まれるプランクトンを餌として飼育した(100個 / 籠を収容 ) 。 

 (5) 調査項目 

   養殖貝および天然貝ともに採捕後、殻高、殻長、殻幅を測定後、成熟し 

  た個体から生殖巣の一部を取り、顕微鏡観察で性比の判定を行った。 

 

2-3-3. 結  果 

 2-3-3-1. 種苗生産した成長が異なる貝の性比（孵化後 127 日目） 

   (1)成長及び選別 

   各段階の成長状況を表 2-3-2 に示した。通常飼育終了時の平均殻高は 

   14.8mm 、海上中間育成飼育で成長促進後の選別で①10mm選別群：平均殻高 

   15.0mm 、②12mm選別群：平均殻高20.7mm、③15mm選別群：平均殻高23.1mm、 

   ④18mm選別群：平均殻高24.3mmに選別した。それぞれの日間成長率は① 

   10mm 選別群： 0.02mm/ 日、②12mm選別群:0.59mm/日、③15mm選別群： 

   0.83mm/日、④18mm選別群： 0.95mm/ 日であった。 

  (2) 群ごとの性比 

   各選別群の性比の割合を図 2-3-2 に、組織切片の観察結果を図 2-3-3 に  

  示した。①10mm選別群の性比は、雌5%、雄 60% 、雌雄の判別ができなかっ 

  た個体が 35% であった。②12mm選別群の性比は、雌 25% 、雄 75% であった。 

  ③15mm選群の性比は、雌 85% 、雄 15% であった。④18mm選別群の性比は、 

  雌 85% 、雄 15% であった。 
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 2—3-3-2. 種苗生産し高成長性で選抜後、飼育環境の異なった貝の性比 ( 孵

化後 363 ～ 420 日目 )  

   (1)選別結果 

     殻高を指標として大型群を選別した。殻高11.2mm以上の個体を供試貝と 

   して用い、これらの群は全体の4.2%であり、平均殻高は15.9mmであった 

    ( 図2-3-4)。 

   (2) 成長 

   試験開始時、試験終了時の測定結果を表に示した ( 表2-3-3)。 

   殻高は平均で試験開始時が陸上区 15.90mm 、非干出区 15.90mm 、干出区 

  15.90mm 、試験終了時の殻高は陸上区 38.10mm 、非干出区 31.05mm 、干出 

  区 27.78mm であった。試験終了時の殻長は、陸上区 29.80mm 、非干出区 

  24.96mm 、干出区 22.65mm であった。殻幅は、陸上区12.9mm、非干出区 

  10.52mm 、干出区9.75mmであった。全重量は、陸上区 7.50g 、非干出区 

  4.59g 、干出区 3.43g であった。むき身重量は、陸上区 1.82g 、非干出区 

  0.41g 、干出区 0.61g であった。 

  (3) 性比 

   各試験区の性比を図 2-3-5 に示し、組織切片の観察結果を図 2-3-6 に示 

   した。陸上区は、雄0%、雌 90% 、雌雄判別不可が 10% であった。非干出区 

   は、雄5%、雌 95% であった。干出区は、雄2.5%、雌 95% 、雌雄判別不可が 

   2.5% であり飼育方法に関わらず、雌の割合が著しく高かった。 
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 2-3-3-3. 種苗生産に親貝として使用した養殖貝 ( 孵化後 736 日目 ) および  

 天然貝の性比 

   (1)貝の大きさ 

   天然貝および養殖の調査時の貝およびサイズを示した ( 表 2-3-4 、図 

 2-3-7)。貝の大きさは養殖貝が、殻高は養殖貝雌54.1mm、雄53.9mmであった。 

 天然貝雌52.0mm、雄48.9mmであった。殻長は、養殖貝雌44.7mm、雄44.1mm、 

 天然貝雌33.4mm、雄32.3mmであった。殻幅は、養殖貝雌21.4mm、雄21.4mm、 

 天然貝雌23.1mm、雄22.3mmであった。全重量は養殖貝雌 23.7g 、雄 20.3g で 

 あった。天然貝雌 21.3g 、雄 18.7g であった。むき身重量は、養殖貝雌5.7g、 

 雄4.3g、天然貝雌4.0g、雄 3.6 ｇであった。 

 (2) 貝の性比 

    天然貝および養殖の貝および性比を図 2-3-8 に示した。養殖貝の性比は雌 

 90.9% 、雄9.1%であった。天然貝の性比は雌 64.0% 、雄 36.0% であった。 

 

2-3-4. 議  論 

 シカメガキの性が、どのような要因で決定されるかについてはよくわかって

いない。また、今後シカメガキの種苗生産を行ううえで、親貝を安定して確保

するためには、性比のコントロールが重要である。一方、継代した親貝を使用

した結果、その性比が顕著に雌に偏る現象が確認されている。このように、シ

カメガキの性決定機構を明らかにすることは重要であるため、本研究では、そ

の第一歩として、種苗生産したシカメガキの性比を調査した。その結果、種苗

生産した成長スピードの異なる貝の性比は、日間成長率の低い群は雄、日間成

長率の高い群は雌の割合が高く、傾向を示し、成長が早い個体の性比は雌に偏

る可能性が示された。 
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  小笠原ら(1969)によると、マガキでは干出処理により成長を抑制された貝の

性比は、雄の割合が高くなることが報告されているが、本試験では、シカメガ

キを同様に干出処理の有無による性比への影響を調査したが、影響は認められ

なかった。これらのことから、シカメガキとマガキにおける性決定機構は、少

し異なっている可能性が考えられた。 

 また、種苗生産した孵化後 736 日目の養殖貝と天然貝の性比を調べた結果、

養殖貝では雌の割合が 90.9% 、雄9.1%と性比が顕著に雌に偏っていた。一方で、

天然貝では、雌が 64.0% 、雄が 36.0% と養殖貝と比較して雄の割合が高くなっ

た。今回、養殖貝として用いた貝は、養殖業者が成長の早い個体を選別してき

たものである。この結果においても、サイズが大きい個体は雌に性比が偏るこ

とが明らかとなった。これらの結果から、シカメガキでは、サイズが大きい個

体が雌、小さい個体が雄であることが考えられた。 

 マガキにおける性決定については、遺伝的要因と環境要因の両者によって決

定されているとの報告がある（ Zhang et al.,2014 ）。 マガキにおいて、性決 

定がなされる時期として、①受精後 45-60 日、②性成熟の終了から次の性成熟

の発達の間にあるとされている(Santerre et al.,2013)。今回、受精後 45-60

日おける調査をしていないため議論できないが、干出処理における調査では、

後者の性成熟終了から次の性成熟の発達の間に当たる時期であったため、環境

要因で性比が変化すると思われたが、その違いは認められなかった。したがっ

て、シカメガキでは成長の早い個体は雌としてあり続け、成長の遅い個体は雄

としてあり続けるのではないかと考えられた マガキにおいて、Benjamin et 

al.(2002) は餌料となる植物プランクトンのブルームのような栄養環境が良好

な状態の時に、雌が雄よりも大きくなることを報告している。これは、雌が成

長により多くのエネルギーを貯蔵できる可能性があるためであるとしている。

61



 
ISSN 2433-6831 

二枚貝においては、卵の生産は、精子の生産と比較して 50% 以上多くのエネル

ギーを必要とすることが報告されている(Russel et al.,1979)。 

 今回、試験に用いた海上中間育成施設は、水温の低いアメリカの海洋環境に

おいて、効率的に海水中のプランクトンを集約し、二枚貝の成長を促進する装

置として、一般的に用いられている（トバら, 1996 ）。 また今回、平均殻高

14.8mmの群を 9 日間飼育したが、最も大きな貝で殻高29.1mmに成長し、日間成

長率1.5mm/日と著しい成長を示した個体もおり、餌料環境が非常に良好であっ

た可能性が考えられた。一方、そのような状況下においても、試験終了後の殻

高が12.2mmと収容後全く成長を示していない個体もいた。雌雄による大きな成

長性の違いは、シカメガキの特徴なのかもしれない。 

 現在、シカメガキの種苗生産の親貝使用では、高成長性を重視した大型個体

を親貝候補として選抜している。このため、シカメガキでは遺伝的に大きくな

る形質を持つ個体が遺伝的に雌の割合が高い可能性や、後天的に大きいサイズ

の個体が雌になるのであれば、現在の選抜方法が雌の割合が高い原因と考えら

れる。安定的に稚貝生産を行うためには雄の確保が重要な課題である。そのた

め、稚貝の管理方法として、成長スピードが異なる貝を飼育管理する必要性が

あることが今回の調査で明らかとなった。 

 一方、今回検討できなかった受精後 45-60 日の性決定の重要な時期に、温度

により性がコントロールできるかどうかについても今後、検討したいと考える。

性のコントロールは、現在進めているシカメガキの選抜育種の取り組みにとっ

て非常に重要な課題であるため、今後も性を制御する様々な要因について調べ

る必要があるだろう。 
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図 2-3-1. マガキ Crassostrea gigas の性決定の概念図 .(Zhang et al.,2014)  
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表 2-3-2. 種苗生産した成長スピードが異なる貝の成長状況 .  

 

試験開始時

の殻高 

   海上中間育成施設による飼育後の殻高 

 ① 10mm

選別群 

 ② 12mm

選別群 

 ③ 15mm

選別群 

 ④ 18mm

選別群 

平均殻高

(mm) 

 14.8  15.0  20.7  23.1  24.3 

殻高範囲

(mm) 

13.1～ 16.6 

12.2～

18.8 

17.3～

25.1 

20.1～

26.7 

18.2～

29.1 

日間成長率 

( ㎜ / 日 )  

  ―  0.22  0.59  0.83  0.95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-2. 種苗生産した成長スピードが異なる貝の性比 .  

 

67



 
ISSN 2433-6831 

  

  

  

図 2-3-3. 種苗生産し海上中間育成装置で飼育後の成長が異なる貝の組織切片

観察結果 .(a)10mm 選別群の性比の判別不可の様子 (b)10mm 選別群の雄の生殖巣

の様子 (c)12mm 選別群の雌の生殖巣の様子 (d)12mm 選別群の雄の生殖巣の様子

(e)15mm 選別群の雌の生殖巣の様子 (f)18mm 選別群の雌の生殖巣の様子 ( ※▲

は卵巣および精巣を示す )  

 

a  b  

c  d  

e  f  
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図 2-3-4. 試験に使用した高成長性で選抜した貝の選抜結果 .(2014 年 5 月23日

に種苗生産し、 2014年10月 2 日に高成長性で選抜したもの。赤い棒グラフが供

試貝として用いた高成長性の群を表示 )  
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表 2-3-3. 種苗生産し高成長性で選抜後、飼育環境の異なった貝の成長状況 .  

 

  陸上区   非干出区   干出区 

開始時 終了時 開始時 終了時 開始時 終了時 

平均殻高 (mm) 15.9 38.1 15.9 31.05  15.9 27.78  

平均殻長 (mm) -  29.8 -  24.96  -  22.65  

平均殻幅 (mm) -  12.9 -  10.52  -   9.75  

平均全重量 (g)  -   7.50  -   4.59  -   3.43  

平均むき身重量 (g)  -   1.82  -   0.41  -   0.61  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-5. 種苗生産し高成長性で選抜後、飼育環境の異なった貝の性比 .  
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図 2-3-6. 各飼育群の組織切片観察結果 .(a)陸上飼育群の雌の生殖巣 (b) 非干

出群の雌の生殖巣 (c) 非干出群の雄の生殖巣 (d) 干出群の雌の生殖巣 (e) 干出

群の雄の生殖巣 ( ※▲は卵巣および精巣を示す )  

 

 

 

a  b  

c  d  

e  
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図 2-3-7. 種苗生産した稚貝を用いて養殖していたシカメガキ ( 左 ) 及び八代海

地先に生息するシカメガキ天然群（右） ( 養殖貝は熊本県天草市御所浦の垂下

水深 4mで飼育していたもの )  

 

表 2-3-4. 試験使用時の天然貝および養殖貝の大きさ .  

  
  天然貝   養殖貝 

 雌  雄  雌  雄 

平均殻高 (mm) 52.0 48.9 54.1 53.9 

平均殻長 (mm) 33.4 32.3 44.7 44.1 

平均殻幅 (mm) 23.1 22.3 21.4 21.4 

平均全重量 (g)  21.3 18.7 23.7 20.3 

平均むき身重量 (g)  4.0  3.6  5.7  4.3  

 

 

 

 

 

 

図 2-3-8. 天然貝および養殖貝の性比 .  
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第 3 章 hsp70 cDNAおよびef1 cDNAの単離および発現解析 

3-1  序論 

ヒートショックプロテイン ( 以下 HSPs) は、細菌から植物、ヒトを含め、す

べての生物においてストレス反応を調節している（ Srivastava,2002 ）。 HSPs

は分子量によって分類されており (Feder et al.,1999) 、環境ストレスによる

細胞ダメージから、細胞を保護するためのタンパク質である。 HSP70 ファミリ

ーは最も高く保存されている分子シャペロンであり (Gething et al.,1992) 、

HSP70 ファミリーは、構成的に発現する HSC70 および、ストレス誘導型の

HSP70 が存在する (Piano et al.,2002) 。特に HSP70 は、ストレス状態の細胞

内反応や、生物の生残や回復のために重要な役割を果たしている( Lindquest 

et al.,1986)。 HSP70 の発現は、一般的に高温処理により発現が急上昇するこ

とが知られているが、他にも重金属、寄生虫、低酸素、塩分などのストレス要

因によってもその発現が誘導されることから、様々な生物における、バイオマ

ーカーとして広く使用されている(Sorensen et al.,2003)。 

カキ類は、潮間帯のようなストレスの多い環境で生息していることから、し

ばしばストレス耐性とHSPsとの関係を調べる実験生物として使用されている

(Fabbri et al., 2008) 。カキ類の HSP70 ファミリーは、 HSC70 および HSP70

が存在し、マガキ(Boutet et al.,2003)およびヒラガキ(Boutet et al.,2003)

で、両者が異なった遺伝子配列によってコードされていることがわかっている。

特にカキ類の HSP70 は、コントロールレベルでの発現がなく、高温処理後にの

み発現する (Piano et al., 2002 Fabbri et al.,2008; Clegg et al.,1998; 

Piano et al.,2005)。そのため、カキ類のストレス状態の有無を把握するため

の有効な指標であることが考えられている (Clegg et al.,1998; Piano et 

al.,2005; Patterson et al.,2014)。 
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これまで、海洋生物の中で、特に二枚貝における、転写レベルでの発現量の

測定などのアプローチは少ない (Boutet et al.,2003; Franzellitti et 

al.,2005) 。 HSP70 ファミリーの中で、カキ類を含めた二枚貝の利用できる遺

伝子配列情報は、 C.gigas(Boutet et al.,2003) 、 C. virginica (Rathinam 

et al.,2000)、 C.hongkongensis (Zhang et al.,2013) 、 

M.galloprovincialis (Franzellitti et al.,2005)などがある。 

本章では、これまで利用できる遺伝子情報がなかった、シカメガキのhsp70 

cDNAおよび内部標準であるef1 cDNAのクローニングを初めて行い、熱処理によ

る発現解析を行った。 

 

3-2 材料と方法 

3-2-1 hsp70 cDNAおよびef1 cDNAのクローニング 

 (1)供試貝 

  クローニングの際に用いたシカメガキは、2013年 7 月に熊本県天草市御所 

 浦町の養殖場で飼育していた殻高 5-6cm の貝を用いた。 

(2) 調査日 

  2013年 7 月に実施した。 

(3)hsp70 cDNA およびef1 cDNAのクローニングおよびシーケンス 

  全 RNA は、シカメガキよりISOGEN(Nippon gene Co.,Tokyo,Japan) を用い 

 て抽出し、逆転写反応は、 GeneAmp®RNA PCR Kit (Applied Biosysytems,  

 Foster City, CA.) を使用して42℃, 30分で行った。シカメガキからhsp70  

 cDNAs および ef1 cDNAs をスクリーニングするため、 hsp70 の特異的プラ 

 イマーを他のカキ類のHSP70sに関係した報告を参考にした（ Zhang et  

 al.,2012, De Decker et al.,2011 ）。  
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hsp70 cDNAおよびef1 cDNAを単離するため、表 3-1 の特異的なプライマーを 

 用いて行った。 

表 3-1 hsp70 cDNA および ef1 cDNA の単離のために用いたプライマーセット 

プライマー名 Sequences(5'-3')  

hsp70-S  AAAGTGGAAATCATCGCCAA 

hsp70-AS  CCTTTGTCGTTGGTGATGGTGA 

  
ef1-S  CATCAACATTGTCGTCATTGG  

ef1-AS  CTACGATCGCATTTCTC  

S:sense primer. AS:antisense primer.  

 PCR 混合液 (0.2mM dNTPs, 50mM KCl, 10mM Tris-HCl;ph 8.3) 、 1.5mM 

MgCl2 の中でテンプレートとしてcDNAを使用し、 1 ユニットの Taq DNA ポリメ

ラーゼおよび AmpliTaq Gold® DNA Polymerase(Applied Biosysytems)を使用し

た。その PCR コンディションは以下のように行った。95℃で10分間のプレヒー

ト処理を行い、94℃で30秒、57℃で30秒の30サイクルの PCR を行い、 PCR の生

成物は pT7Blue ベクター (Novagen) へサブクローニング後、GenomeLabTMGeXP 

Genetic Analysis System(Beckman Coulter, Fullerton, CA) を使用してシー

ケンスした。 

(4) 相同性解析および系統樹の作成方法 

 HSP70 および EF1 の塩基配列の解析は、DDBJの Basic Local Alignment 

Search Tool （ BLAST ）検索で行った。また、系統樹の作成は、シカメガキの

HSP70 および EF1 のアミノ酸シーケンスと他のカキ類のものを用い、 MEGA5.1

ソフトウェアを用いneighbor-joining法で行った。カキ類の HSC70 およびカキ
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類以外の二枚貝の EF1 をそれぞれアウトグループとして用いた。 

3-2-2. シカメガキの各組織のhsp70 mRNAの発現解析  

 (1) 供試貝 

   発現解析に用いたシカメガキは、2013年 7 月に熊本県天草市御所浦町の養 

 殖場で飼育していた殻高 5-6cm の貝を用いた。測定まで 20-22 ℃の陸上水槽 

 で飼育を行った。 

(2) リアルタイム PCR によるhsp70 mRNAの相対的発現解析 

全 RNA は ISOGEN(Nippon Gene) を使用してシカメガキの各組織 ( 鰓、外套 

膜、貝柱 ) より抽出し、cDNAは仕様書に従い ReverTra Ace® qPCR RT 

Kit(Toyobo Co.,Japan) を使用して全 RNA から合成した。 ef1 が以前の報告

で安定的な内部標準となることとして使用した (De Decker et al.,2011) 。 

リアルタイム PCR は、LightCycler 480(Roche)の SYBR Green I Master  

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) でシーケンス結果より作成

した特異的なプライマー ( 表3-2)： hsp70(DNA Data Bank of Japan[DDBJ] 

accession no.LC195299)、 ef1(DDBJ accession no.LC195300) を用いて測定

した。 

表 3-2 リアルタイム PCR に用いた特定的なプライマーセット 

プライマー名 Sequences(5'-3')  

hsp70-S  GATAGTAAACGAACCCACAGD  

hsp70-AS  TGAGTCGTCTCAGTGAACGG 

  
ef1-S  ATGTTATCTCCGTGCCATCC 

ef1-AS  TGGTATCTCGGCTAACGGAC 
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S:sense primer. AS:antisense primer.  

PCR の設定は95℃で 5 分のプレヒート処理を行い、95℃で10秒、55℃で10  

秒、72℃で10秒を45サイクル行った。結果は、 ef1 を内部標準として、熱処 

理前の貝の値をコントロールとして算出した。結果は、 ef1 を内部標準とし 

て、熱処理前の貝をコントロール値として算出した。 

(3) 熱ショック処理 

 熱処理は、ThermoMinder(Taitec, Saitama, Japan)を用い、 20-22 ℃で 

飼育していた貝を、40℃で 1 時間の熱処理を行った。 

  (4) サンプリング方法 

  貝は、熱処理前（コントロール）および熱処理後 0 時間で外套膜、鰓、貝 

 柱を採取した。すべてのサンプルは使用するまで、採取後すぐに－80℃で保 

 存した。 

(5) 統計処理法 

 各組織の遺伝子の発現レベルは、それぞれのコントロールレベルを 1 とし 

て比較した。また、コントローレベルとの間に有意な差が存在するかは、  

student’s t-test によって求めた。これにより P 値が0.05以下のものを有  

意な差として認めた。各 3 個体ずつを統計処理に用いた。 

 

3-3. 結果 

3-3-1 hsp70 cDNAおよびef1 cDNAのクローニング 

得られた部分的な長さのhsp70 cDNAは1461bp、 487 のアミノ酸ポリペプチド

がコードされていた (DDBJ accession no.LC195299)( 図3-1)。シカメガキの

HSP70 のアミノ酸配列は、他のカキ類のHSP70sとの相同性解析結果から、それ

ぞれ C.gigas HSP70(DDBJ accession no.BAD15286) と 99.0% 、
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C.hongkongensis HSP70 (DDBJ accession no.FJ157365)と 99.0% 、

C.virginica HSP70(DDBJ accession no.AJ271444) と 98.0% と非常に高い相同

性を示した。一方で他のカキで報告されているHSC70sと 91.0% の相同性を示し

た。系統樹分析でも、シカメガキの hsp70 は他のカキ類のHSP70sと非常に近縁

であることは明らかとなった一方で、他のカキ類の HSC70 とは、区別されてい

た ( 図3-2)。アミノ酸シーケンスでは、 HSP70 では HSP70 ファミリーの特異的

な配列である  IFDLGGGTFDVSIL とVVLVGGSTRIPK(Guputa et al.,1994)や、グリ

コサイレーションドメインであるNKSIやNVSAを含んでいた ( 図3-3)。さらに、

シカメガキの HSP70 はカキ類の HSP70 で特異的に保存されているATPaseドメイ

ン中のセリン残基を含んでいた。しかし、カキ類のHSC70sの特異的な機能と対

応するグリコサイレーションドメイン中のNQSQテトラペプチドは含んでいなか

った (Laursen et al.,1997) 。 

得られた部分的な長さのef1 cDNAは、1128bp、 376 のアミノ酸ポリペプチド

がコードされていた(DDBJ accession no. LC195300)(図3-4)。予想された EF1

のアミノ酸配列は、他のカキ類の EF1 との相同性解析結果において、 C.gigas 

EF1(DDBJ accession no.AB122066) と 98.0% 、 C.ariakensis EF1(DDBJ 

accession no. EF502000) と 97.0% 、 O.edulis EF1(DDBJ accession no. 

EU651798) と 86% とこれまで報告されているカキ類の EF1 と非常に高い相同性

を示した。系統樹分析結果では、他のカキ類の EF1 と非常に近い結果が示され、

一方でカキ類以外の二枚貝とは区分されていた ( 図 3-5, 図3-6)。 

 

3-3-2  シカメガキの各組織のhsp70 mRNAの発現解析 

 20 ℃で飼育していたシカメガキを40℃ 1時間の熱処理後、鰓、外套膜、閉殻

筋のhsp70 mRNAの発現量をリアルタイム PCR で測定した。その結果、すべての
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組織で、 20-22 ℃で飼育していた貝では低い発現を示し、熱処理 1 時間後で、

hsp70 mRNAの発現量は鰓で 515 倍、外套膜で 696 倍、閉殻筋で 1,234 倍となり、

閉殻筋 > 外套膜 > 鰓の順に高い結果を示すとともに、すべての組織で 20-22 ℃

で飼育していた個体と比較して有意に増加した ( 図3-7)。 

 

3-4. 議論 

本研究では、シカメガキから推定される 487 アミノ酸残基をコードしたcDNA

を単離した。得られたアミノ酸配列は、アミノ酸相同性解析結果から、他のカ

キ類のHSC70sよりもHSP70sとより高い相同性を示した（図 3-2 ）。 加えて、シ

カメガキの HSP70 は ATP ドメイン内に保存されているセリン残基を含んでいた

が、カキ類の HSC70 の特徴であるNQSQテトラペプチドは含んでいなかった ( 図

3-3; Laursen et al.,1997) 。これらの結果から、シカメガキより単離された

cDNAはhsp70 cDNAであると考えられた。一方、シカメガキのef1 cDNAでは、

380 アミノ酸残基をコードしたcDNAを単離した。得られたアミノ酸配列は、ア

ミノ酸相同性解析結果から、他のカキ類のEF1sと高い相同性を示し、今回得ら

れたcDNAはシカメガキef1 cDNAであると考えられた ( 図 3-5, 図3-6)。 

 次に、 20-22 ℃で飼育していた貝を40℃で 1 時間の熱処理後、鰓、外套膜、

閉殻筋における熱処理後のhsp70 mRNAの発現を測定した。その結果、すべての

組織で 20-22 ℃で飼育していた貝と比較して有意に高い発現が認められた ( 図

3-7)。これらと同様な発現パターンは、 C.hongkongenis(Zhang et al.,2012)

やO.edulis (Piano et al.,2005)のストレス誘導型hsp70 mRNAにおいても報告

されている。これらの結果は、今回単離したシカメガキhsp70 が典型的なスト

レス誘導型の遺伝子であることが示された。 
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1    AAA GTG GAA ATC ATC GCC AAC GAC CAA GGA AAC AGA ACG ACG CCC AGT TAC GTC GCC TTC ACA GAC ACC GAC ACC 

1    K   V   E   I   I   A   N   D   Q   G   N   R   T   T   P   S   Y   V   A   F   T   D   T   D   T 

76   GAG AGA CTG ATA GGA GAT GCG GCT AAA AAC CAG GTA GCC ATG AAC GCC AAC AAT ACA ATC TTT GAC GCT AAG AGG 

26   E   R   L   I   G   D   A   A   K   N   Q   V   A   M   N   A   N   N   T   I   F   D   A   K   R 

151  CTG ATA GGA CGC AAG TTC AAC GAC GAC ACT GTA CAG TCC GAC ATG AAA CAT TGG CCG TTC ACG GTG ATC AAT GAT 

51   L   I   G   R   K   F   N   D   D   T   V   Q   S   D   M   K   H   W   P   F   T   V   I   N   D 

226  GGA GGA AAA CCC AAG CTA GAA GTG GAG TTC AAG AAC GAG AAA AAG AGA TTT ACC CCC GAA GAA ATC AGC TCA ATG 

76   G   G   K   P   K   L   E   V   E   F   K   N   E   K   K   R   F   T   P   E   E   I   S   S   M 

301  GTG CTG ACC AAA ATG AAG GAG ACA GCA GAA GCT TAC TTG GGA CAA ACT GTC CGA GAC GCA GTC ATC ACA GTT CCT 

101  V   L   T   K   M   K   E   T   A   E   A   Y   L   G   Q   T   V   R   D   A   V   I   T   V   P 

376  GCC TAT TTC AAC AAC GCC CAG AGA GAG GCC ACT AAA GAT GCC GGA GTG ATA GCC GGT CTC AAT GTT CTC AGG ATA 

126  A   Y   F   N   N   A   Q   R   E   A   T   K   D   A   G   V   I   A   G   L   N   V   L   R   I 

451  GTA AAC GAA CCC ACA GCT GCC GCT CTG GCC TAT GGT CTG GAT AAG AAC ATT TCC GGT GAG AAA AAC GTT CTC ATC  

151  V   N   E   P   T   A   A   A   L   A   Y   G   L   D   K   N   I   S   G   E   K   N   V   L   I 

526  TTT GAC CTC GGA GGT GGT ACA TTT GAC GTG TCC ATC CTT ACC ATT GAT GAG GGT TCC ATA TTT GAG GTT CGC TCC 

176  F   D   L   G   G   G   T   F   D   V   S   I   L   T   I   D   E   G   S   I   F   E   V   R   S  

601  ACT GCA GGG GAT ACT CAC CTG GGA GGT GAA GAT TTC GAC AAC AGA ATG GTC AAT CAC TTC GTG CAG GAA TTC AAG 

201  T   A   G   D   T   H   L   G   G   E   D   F   D   N   R   M   V   N   H   F   V   Q   E   F   K 

676  CGC AAG TAC AAC AAA GAC ATT TCC AAA AAT AAC CGT TCA CTG AGA CGA CTC AGG ACG GCT TGC GAG CGA GCC AAG 

226  R   K   Y   N   K   D   I   S   K   N   N   R   S   L   R   R   L   R   T   A   C   E   R   A   K 

751  AGA ACA CTG TCC AGC AGT TCT GAG GCC AAC ATT GAG ATC GAC TCG CTG TTT GAA GGA TTA GAC TTC TAC AGC AAA 

251  R   T   L   S   S   S   S   E   A   N   I   E   I   D   S   L   F   E   G   L   D   F   Y   S   K 

826  ATC ACA CGA GCT AGA TTT GAA GGA CTG TGT GCA GAT TTG TTT CGT GGA ACC CTA GAA CCC GTA GAG AAA GCC CTG 

276  I   T   R   A   R   F   E   G   L   C   A   D   L   F   R   G   T   L   E   P   V   E   K   A   L 

901  AGG GAC GCC AAA ATG GAC AAA TCT AAG ATT CAC GAG GTG GTT CTG GTT GGA GGG TCG ACA AGA ATT CCA AAG ATA  

301  R   D   A   K   M   D   K   S   K   I   H   E   V   V   L   V   G   G   S   T   R   I   P   K   I 

976  CAA AAA ATG CTG CAA GAC TTC ATG GGC GGA AAA GAA CTG AAC AAA TCT ATC AAC CCA GAT GAA GCT GTG GCC TAT 

326  Q   K   M   L   Q   D   F   M   G   G   K   E   L   N   K   S   I   N   P   D   E   A   V   A   Y 

1051 GGT GCC GCT GTC CAA GCG GCT ATT CTG AAG GGA GAT AAG AGT GAT GCC ATC AAG GAC GTT CTC CTG GTC GAT GTC 

351  G   A   A   V   Q   A   A   I   L   K   G   D   K   S   D   A   I   K   D   V   L   L   V   D   V 

1126 ACT CCA TTG TCT CTA GGC ATT GAA ACT GCT GGA GGG GTC ATG ACA AAG ATC GTC GAA CGA AAT GCC AAG ATT CCT  

376  T   P   L   S   L   G   I   E   T   A   G   G   V   M   T   K   I   V   E   R   N   A   K   I   P 

1201 ACC AAG GCA TCA CAG ACC TTT ACC ACA TAC TCC GAT AAC CAG CCC GGT GTA TCC ATT CAG GTG TTT GAA GGT GAA  

401  T   K   A   S   Q   T   F   T   T   Y   S   D   N   Q   P   G   V   S   I   Q   V   F   E   G   E 

1276 CGA GCC ATG ACA AAA GAC AAT AAC AAA TTA GGT ACC TTT GAA CTG AAT GGA ATT CCT CCA GCC CCT CGA GGT GTC 

426  R   A   M   T   K   D   N   N   K   L   G   T   F   E   L   N   G   I   P   P   A   P   R   G   V 

1351 CCA CAG ATT GAC GTG GAG TTT GAC ATT GAC GCC AAC GGT ATC CTG AAC GTA TCA GCC AAG GAC AAG AGC ACG GGA 

451  P   Q   I   D   V   E   F   D   I   D   A   N   G   I   L   N   V   S   A   K   D   K   S   T   G 

1426 AAG TCC AAC AAA ATC ACC ATC ACC AAC GAC AAA AGG 

476  K   S   N   K   I   T   I   T   N   D   K   G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1. シカメガキ HSP70 の部分的な遺伝子配列と推定されたアミノ酸シーケ

ンス解析結果 . 下線は HSP70 ファミリーの signature シーケンスを示し、二重

線はグリコサイレーションドメインを示す。  

 

 

83



 
ISSN 2433-6831 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2. シカメガキ HSP70 と他のカキの HSP70 のアミノ酸シーケンスの系統樹

解析結果 .(アウトグループとして他のカキ類で報告されている HSC70s を使用し、 

系統樹は MEGA5.1 を使用してneighbor-joining法で行った。各枝でブーツトラッ

プ値 (N=100) を示した。 GeneBank データベースアクセッションナンバーは、

C.sikamea HSP70, LC195299; C.gigas HSP70, BJH818426; C.hongkongensis HSP70, 

FJ157365; C.virginica HSP70, AJ271444; C.gigas HSC71, AF14464; C.ariakensis 

HSC72, AAO41703 ） 
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C.sikamea HSP70          KVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTDTERLIGDAAKNQVAMNANNTIFDAKRLIGRKFNDDTVQSDMKHWPFTVINDGGKPKLE 82 

C.gigas HSP70            -----------------------------------------------------------S---------------------- 

C.hongkongensis HSP70    -----------------------------------------------------------S---------------------- 

C.virginica HSP70        -------------------------------S---------T----------------ES—A----------VS-------- 

C.gigas HSC71            ----------------------------V-----------P-----------------AS--------------QAS--MIK 

C.ariakensis HSC72       --------G-------------------V-----------P-----------------AS--------------QAS--MIK 

 

C.sikamea HSP70          VEFKNEKKRFTPEEISSMVLTKMKETAEAYLGQTVRDAVITVPAYFNNAQREATKDAGVIAGLNVLRIVNEPTAAALAYGLD 164  

 C.gigas HSP70            ---------------------------------------V------------------------------------------ 

C.hongkongensis HSP70    ---------------------------------------------------------------------------------- 

C.virginica HSP70        ---------------------------------------------------------------------------------- 

C.gigas HSC71            --Y-G-E-T-SA—V------N-----------K-INN--V-------DS—-Q------T-S-------I-------I----- 

C.ariakensis HSC72       ----G-E-T-SA--------N---E-------K-INN—-V-------DS—-Q------T-S-------I-------I----- 

 

C.sikamea HSP70          KNIS****GEKNVLIFDLGGGTFDVSILTIDEGSIFEVRSTAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKYNKDISKNNRSLRRL 242 

C.gigas HSP70            ----****-------------------------------------------------------------------------- 

C.hongkongensis HSP70    ----****-------------------------------------------------------------------------- 

C.virginica HSP70      ----****-D------------------------------------------------------------------------ 

C.gigas HSC71           -KVGNQSQ--R-------------------ED-*----K—-S------------------I------HK----E-K-AV--- 

C.ariakensis HSC72       -KVGNQSQ-GR-------------------ED-*----K—-S------------------I------HK----E-K-AV--- 

 

 C.sikamea HSP70          RTACERAKRTLSSSSEANIEIDSLFEGLDFYSKITRARFEGLCADLFRGTLEPVEKALRDAKMDKSKIHEVVLVGGSTRIPK 324  

C.gigas HSP70            ------------------------M----------------EM--------------------------------------- 

C.hongkongensis HSP70    ------------------------M----------------EM--------------------------------------- 

C.virginica HSP70      ------------------------T----------------E-------A-------------------------------- 

C.gigas HSC71            -------------------Q-S---------I---TS-------E-N-------M---------L—AQ-DI-L--------- 

C.ariakensis HSC72       -------------------Q-S---------I---TS-------E-N-------M---------L-AQ—DI-L--------- 

 

C.sikamea HSP70         IQKMLQDFMGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAAILKGDKSDAIKDVLLVDVTPLSLGIETAGGVMTKIVERNAKIPTKASQT 406 

C.gigas HSP70           ---------------------------------------------------------------------------------- 

C.hongkongensis HSP70   ---------------------------------------------------------------------------------- 

 C.virginica HSP70       ------------------------Q-------------R—V---------------------------I------------- 

C.gigas HSC71           --------L----FN--------------------S----EEVQ-L--L-----------------NLIK—TT-----QT-- 

C.ariakensis HSC72      --------L----FN-E-------------G----S----EEVQ-L—-L-----------------NLIK—TT-----QT-- 

 

C.sikamea HSP70         FTTYSDNQPGVSIQVFEGERAMTKDNNKLGTFELNGIPPAPRGVPQIDVEFDIDANGILNVSAKDKSTGKSNNITITNDKG 487 

 C.gigas HSP70           --------------------------------------------------------------------------------- 

C.hongkongensis HSP70   -----------------------R--------------------------------------------------------- 

C.virginica HSP70       ----------------------------------------------E---------------------------------- 

C.gigas HSC71           -----------L---Y-----------L—K----T------------E-T-------------V------E-K-------- 

C.ariakensis HSC72      -----------L---Y-----------L-K----T------------E-A-------------V------E-K-------- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3. シカメガキの HSP70 と他のカキ類の HSP70s および HSC70s のアミノ酸の

相同性解析結果 .(ATPase 中に保存されているセリン残基 (S) は四角で囲い、

HSP70 ファミリーの特異的な配列を一重線で、グリコサイレーションドメイン

は二重線を引いている。 NQSQテトラペプチドは灰色の四角で囲った。 GeneBank

データベースアクセッションナンバーは、 C.gigas HSP70, BAD15286; 

C.hongkongensis HSP70, FJ157365; C,virginica HSP70, AJ271444; C.gigas HSC71, 

AF14464; C.ariakensis HSC72, AAO41703)  
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1     CAT CAA CAT TGT CGT CAT TGG TCA TGT CGA CTC TGG AAA ATC AAC CTC CAC TGG CCA TCT CAT TTA CAA ATG TGG  

1        I   N   I   V   V   I   G   H   V   D   S   G   K   S   T   S   T   G   H   L   I   Y   K   C   G 

76      TGG TAT TGA CCA GAG AAC CAT CCA AAA GTT CGA GAA GGA AGC TGC TGA GAT GGG AAA GGG TTC TTT CAA ATA CGC  

26       G   I   D   Q   R   T   I   Q   K   F   E   K   E   A   A   E   M   G   K   G   S   F   K   Y   A 

151     CTG GGT GTT GGA CAA ACT GAA GGC AGA GCG TGA ACG TGG TAT CAC CAT TGA CAT TGC TCT GTG GAA GTT CGA AAC  

51       W   V   L   D   K   L   K   A   E   R   E   R   G   I   T   I   D   I   A   L   W   K   F   E   T 

226     CAC CAA GTA CCA TGT CAC CAT TAT TGA TGC TCC CGG CCA CAG AGA TTT CAT CAA GAA CAT GAT TAC AGG AAC TTC  

76       T   K   Y   H   V   T   I   I   D   A   P   G   H   R   D   F   I   K   N   M   I   T   G   T   S 

301     ACA GGC TGA CTG TGC TGT GTT GAT CAT TGC TGC TGG TAC TGG TGA ATT TGA AGC TGG TAT CTC GGC TAA CGG ACA  

101      Q   A   D   C   A   V   L   I   I   A   A   G   T   G   E   F   E   A   G   I   S   A   N   G   Q 

376     AAC CCG TGA ACA CGC CTT GTT GGC TTT CAC TTT GGG AGT AAA GCA GCT CAT CAT TGG TGT CAA CAA AAA GGA CAG  

126      T   R   E   H   A   L   L   A   F   T   L   G   V   K   Q   L   I   I   G   V   N   K   M   D   S 

451     CAC TGA ACC ACC ATA CAG TGA GAG TCG ATT CAA TGA AAT CAA GGG TGA AGT AGA GAA GTA CAT CAA GAA GAT TGG  

151      T   E   P   P   Y   S   E   S   R   F   N   E   I   K   G   E   V   E   K   Y   I   K   K   I   G 

526     ATA CAA CCC CAA GGC TGT CCC CTT TGT CCC CAT CTC TGG ATG GCA CGG AGA TAA CAT GAT TGA GGC TTC CAC AAA  

176      Y   N   P   K   A   V   P   F   V   P   I   S   G   W   H   G   D   N   M   I   E   A   S   T   K 

601     GAT GGA GTG GTT CAA GGG ATG GTC CAT TGA GAG GAA AGA AGG AAA TGC CAG CGG AAA GAC CCT TTT GGA AGC TTT  

201      M   E   W   F   K   G   W   S   I   E   R   K   E   G   N   A   S   G   K   T   L   L   E   A   L 

676     GGA TTC TAT CCT GCC ACC AAA GAG ACC AAC TGA CTT ACC TCT TCG TCT TCC ACT TCA GGA TGT CTA CAA GAT TGG  

226      D   S   I   L   P   P   K   R   P   T   D   L   P   L   R   L   P   L   Q   D   V   Y   K   I   G 

751     AGG TAT TGG AAC AGT GCC AGT TGG TAG AGT GGA AAC TGG TAT TAT CAA ACC AGG TAT GGT TGT CAC CTT TGC TCC  

251      G   I   G   T   V   P   V   G   R   V   E   T   G   I   I   K   P   G   M   V   V   T   F   A   P 

826     ACC CAA CAT CAC CAC TGA GGT AAA ATC TGT GGA AAT GCA CCA CGA ATC TCT CCC AGA GGC TGT CCC TGG TGA CAA  

276      P   N   I   T   T   E   V   K   S   V   E   M   H   H   E   S   L   P   E   A   V   P   G   D   N 

901     TGT TGG CTT CAA CAT CAA GAA CGT GTC CGT TAA GGA AAT CCG TCG TGG AAA TGT CTG TGG AGA CAG CAA AAA TGA  

301      V   G   F   N   I   K   N   V   S   V   K   E   I   R   R   G   N   V   C   G   D   S   K   N   D 

976     TCC ACC AAA GGG CGC TAA GAA CTT CCT TGC CCA GGT CAT CAT CTT GAA CCA CCC TGG TGA GAT CAA GAA TGG ATA  

326      P   P   K   G   A   K   N   F   L   A   Q   V   I   I   L   N   H   P   G   E   I   K   N   G   Y 

1051    TGC GCC TGT CCT TGA TTG CCA CAC TGC TCA CAT TGC CTG CAA GTT TGT TGA AAT CAA AGA GAA ATG CGA TCG TCG  

351      A   P   V   L   D   C   H   T   A   H   I   A   C   K   F   V   E   I   K   E   K   C   D   R   R 

1126    TAG 

376    S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4.  シカメガキ  EF1の部分的な遺伝子配列と推定されたアミノ酸シーケン

ス解析結果 .  
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図 3-5. シカメガキ EF1 と他のカキの EF1 のアミノ酸シーケンスの系統樹解析

結果 .(アウトグループとしてカキ類でない二枚貝である O.edulis および 

M. galloprovincialis の EF1 を使用（系統樹は MEGA5.1 を使用して

neighbor-joining法で行った。各枝でブーツトラップ値 (N=100) を示した。

GeneBank データベースアクセッションナンバーは、 C.sikamea EF1, LC195300; 

C.gigas EF1, AB122066;  C.ariakensis EF1, EF502000; O.edulis EF1, EU651798; 

M.galloprovincialis EF1, AB162021)  
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C.sikamea EF1     INIVVIGHVDSGKSTSTGHLIYKCGGIDQRTIQKFEKEAAEMGKGSFKYAWVLDKLKAER 60 

   C.gigas EF1       ------------------------------------------------------------ 

C.ariakensis EF1  ------------------------------------------------------------ 

 O.edulis EF1      ---------------T------------E---A---------------------------  

 

C.sikamea EF1    ERGITIDIALWKFETTKYHVTIIDAPGHRDFIKNMITGTSQADCAVLIIAAGTGEFEAGI 121 

   C.gigas EF1      ------------------------------------------------------------  

C.ariakensis EF1 ------------------------------------------------------------ 

O.edulis EF1     ---------------A---I----------------------------V----------- 

  

C.sikamea EF1    SANGQTREHALLAFTLGVKQLIIGVNKMDSTEPPYSESRFNEIKGEVEKYIKKIGYNPKA 181 

   C.gigas EF1      -------------------------------------A----------------------  

C.ariakensis EF1 ----------------------------------------S------------------- 

O.edulis  EF1    --------------------------------K----T---------------------T 

  

C.sikamea EF1    VPFVPISGWHGDNMIEASTKMEWFKGWSIERKEGNASGKTLLEALDSILPPKRPTDLPLR 241 

   C.gigas EF1      ---------------------------A--------------------------------  

C.ariakensis EF1 ----------------P-----------V-------------------------------  

O.edulis EF1     -A--------------Q----------NV----------F—LQ--------------A-- 

  

C.sikamea EF1    LPLQDVYKIGGIGTVPVGRVETGIIKPGMVVTFAPPNITTEVKSVEMHHESLPEAVPGDN 301 

C.gigas EF1      ------------------------------------------------------------  

C.ariakensis EF1 ------------------------------------------------------------  

O.edulis EF1     ------------------------M-----I---------------------T-------  

 

C.sikamea EF1   VGFNIKNVSVKEIRRGNVCGDSKNDPPKGAKNFLAQVIILNHPGEIKNGYAPVLDCHTAH 361 

C.gigas EF1      ------------------------------------------------------------ 

C.ariakensis EF1 ------------------------------------------------------------ 

O.edilis EF1     --------------------------------I---------------------------  

 

C.sikamea EF1    IACKFVEIKEKCDRRS 376  

C.gigas EF1      ----------------  

C.ariakensis EF1 ---------------- 

O.edulis EF1     --------R------- 

C.sikamea EF1     INIVVIGHVDSGKSTSTGHLIYKCGGIDQRTIQKFEKEAAEMGKGSFKYAWVLDKLKAER 60  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-6.シカメガキの EF1 のアミノ酸配列結果とこれまで報告されているカキ類

とのアミノ酸相同性解析結果 .(GeneBank データベースアクセッションナンバー

は、 C.gigas EF1, AB122066; C.ariakensis EF1, EF502000; O.edulis EF1, EU651798)  
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図 3-7.シカメガキの鰓、外套膜、閉殻筋のコントロールレベル (20 ℃ ) および 

高温処理 (40 ℃  1時間 ) 後 0 時間における hsp70 mRNA の発現解析結果 ( すべて 

のサンプルは ef1 を内部標準とし、コントロール値を基本値として算出 . バ 

ーは 3 サンプルの標準誤差を示す。バーの上のアスタリスクはコントロールと 

比較した有意差を示す。統計処理は student’s t-test により検定 (**P<0.01)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

鰓 外套膜 閉殻筋 
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第 4 章 シカメガキのhsp70 mRNAの発現パターンについて 

4-1  序論  

カキ類において事前の熱処理は HSP70 を誘導し、より高い熱耐性をもたらす

ことが報告されており (Shamseldin et al.,1997; Hamdoun et al.,2003; 

Jackson et al.,2011)、また病原体への感染へも耐性をもたらす(Encomio et 

al.,2007) 。そのため、事前の熱処理は養殖しているカキの熱耐性を改善する

ための効果的な方法になる可能性がある。しかしながら、カキ類における

hsp70 mRNAの発現と熱ストレスとの関連性については明らかとなっていない。 

シカメガキは、アメリカのハーフシェル市場で非常に高い価値を持ったカキ

である(Usuki,2002)。シカメガキはマガキの亜種の一つとして考慮されており、

形態的に異なり、成長が遅く、サイズが小さく、深いカップが特徴である

(Imai et al.,1961; Numachi 1971)。シカメガキとマガキの16S rDNAの比較で

は、 7 塩基の違いがあることが報告されている(Banks,1993)。現在、シカメガ

キが天然に分布する海域で養殖が行われているが、成功事例はほとんどなく、

夏に大量死が発生し大きな課題となっている。また、シカメガキの近縁種のマ

ガキにおいても夏の大量死の事例は多く、成長や生残性に関して高い遺伝性が

あることが報告されている（ Beattie et al.,1980; Degremont et al.,2005; 

Deremont et al.,2010 ）。 そのため、選別育種はカキ類の夏の生残性を向上さ

せる可能性がある。一方、シカメガキの性成熟がこれまでカキ類で報告されて

いる記録の中で最も小型で早い時期に起こることが報告されたていることから

（Martinetsz et al.,2012 ）、 シカメガキは選抜育種には適した種類であると

考えられる。 

第 4 章では、シカメガキにおける高温ストレスの下での発現パターンを調査

し、シカメガキの熱耐性とhsp70 mRNAの関係性について把握することを目的と
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した。 

 

4-2  材料と方法 

 (1) 供試貝 

  シカメガキは、実験 1 のカキの鰓のhsp70 mRNAの発現のタイムコース分 

  析では、2013年 7 月および2014年 1 月に、天草市御所浦町の養殖場で飼育さ 

 れていた殻高 5-6cm の貝を採取した。実験 2 のhsp70 mRNAの発現と生残性の 

 ための分析では、2014年12月に熊本県上天草市水産研究センターで飼育され 

 ていた殻高 2-3cm の貝を用いた。実験 3 の事前の熱処理後のカキのhsp70  

 mRNAの発現と生残率のための分析では、2015年 3 月に熊本県上天草市水産研 

 究センターで飼育されていた、殻高 2-3cm の貝を用いた。すべての貝は、分 

 析まで、 20-22 ℃および 10-12 ℃の飼育水温の元で飼育した。 

（2)熱処理 

  カキの熱処理は、 Thermo Minder(Taitec, Saitama, Japan) で水温をコン 

 トロールした水槽で行った。実験 1 では、カキは37℃で 1 時間の熱処理を行 

 った。熱処理後、飼育水槽に戻した。実験 2 では、26, 30, 34, 38, 42,  

 46℃に設定した水槽に 1 時間の熱処理を行い、処理後飼育水槽に戻し、併せ 

 て、その後各処理における 1 週間の生残性を調査した。実験 3 では、事前の 

 熱処理を37℃および40℃で行い、熱処理 5 日後に42℃での熱処理を行い、熱 

 処理後飼育水槽に戻した。加えて、各処理における 1 週間の生残率を調査し 

 た。 

(3) サンプルの採取および準備 

  実験 1 では、熱処理前（コントロール）と熱処理後 0,3,8,24,48 時間にそ 

 れぞれ鰓を採取した。実験 2 では、熱処理前（コントロール）と各熱処理後 
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 0 時間における鰓を採取した。実験 3 では、熱処理前（コントロール）と熱 

 処理後 0,3,8,24,48 時間に各処理における鰓を採取した。すべてのサンプル 

 は採取後、使用するまで－80℃で保存した。 

 (4)hsp70 mRNAの相対的発現解析 

  全 RNA は ISOGEN(Nippon Gene) を使用してシカメガキの鰓より抽出し、    

 cDNAは仕様書に従いReverTra Ace® qPCR RTKit(Toyobo Co.,Japan)を使用し  

 て全 RNA から合成した。リアルタイム PCR は、LightCycler 480(Roche)の 

 SYBR Green I Master(Roche  Diagnostics GmbH, Mannheim,Germany) でシ 

 ーケンス結果より作成した特異的なプライマー ( 表4-1)： 

 hsp70(DNA Data Bank of Japan[DDBJ] accession no. LC195299)、 

 ef1(DDBJ accession no. LC195300)を用いて測定した。 

表 4-1.リアルタイム PCR に用いた特定的なプライマーセット 

プライマー名 Sequences(5'-3')  

hsp70-S  GATAGTAAACGAACCCACAGD  

hsp70-AS  TGAGTCGTCTCAGTGAACGG 

  
ef1-S  ATGTTATCTCCGTGCCATCC 

ef1-AS  TGGTATCTCGGCTAACGGAC 

PCR の設定は95℃で 5 分のプレヒート処理を行い、95℃で10秒、55℃で10  

秒、72℃で10秒を45サイクル行った。結果は、 ef1 を内部標準として、熱処 

理前の貝の値をコントロールとして算出した。 
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(5) 統計処理法 

 各組織の遺伝子の発現レベルは、それぞれのコントロールレベルを 1 とし  

て比較した。また、コントローレベルとの間に有意な差が存在するかは、    

Turkey's multiple comparision testにより求めた。これにより P 値が 

0.05以下のものを有意な差として認めた。 

 

4-3.結果 

4.3.1. 10-12℃および 20-22 ℃で飼育したカキの鰓を用いたhsp70 mRNAのタイ

ムコース分析 ( 実験1) 

  10-12 ℃および 20-22 ℃で飼育したカキの鰓を用いたhsp70 mRNAのタイムコ

ース分析の結果を図 4-1-a および b に37℃、 1 時間の熱処理後、元の飼育温度

に戻して 0,3,8,24,48 時間後にシカメガキの鰓を採取し、hsp70 mRNAの発現量

をリアルタイム PCR を使用して測定した。 10-12 ℃で飼育していたカキの

hsp70 mRNAの発現は、熱処理後 3 時間でコントロールレベルよりも有意に増加

し、24時間後にコントロールレベルまで低下した ( 図4-1-a)。一方、 20-22 ℃

で飼育していたカキは、熱処理後 0 時間でコントロールレベルよりも有意に増

加し、熱処理後 8 時間で大きく低下し、24時間後にコントロールレベルまで低

下した ( 図4-1-b)。hsp70 mRNAの発現は、 10-12 ℃で飼育したカキと比較して

20-22 ℃で飼育したカキのピークがより高く、早く発現した。その後、両飼育

区ともに熱処理後24時間でコントロールレベルまで低下した。 

 

4-3-2. 熱ショックによるシカメガキの生残率とhsp70 mRNAの発現解析 ( 実験

2) 

 10-12 ℃および 20-22 ℃で飼育したカキの鰓を用いたhsp70 mRNAの発現解析
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と生残率の解析結果を図 4-2-a および b に示した。 10-12 ℃および 20-22 ℃で

飼育したカキの生残率とhsp70 mRNAの発現パターンを調査するため、 26,  

30,34,38,42 または46℃で 1 時間の熱処理したシカメガキの鰓を使用し、リア

ルタイム PCR によりhsp70 mRNAの発現量を測定した。 10-12 ℃で飼育していた

カキのhsp70 mRNAの発現量は、コントロールと比較して、42℃、 1 時間の熱処

理後だけで有意に増加した ( 図4-2-a)。一方で、 20-22 ℃で飼育していたカキ

の hsp70 発現量は、34℃から42℃、 1 時間の熱処理まで増加し続けた ( 図

4-2-b)。一方、 10-12 ℃で飼育した貝の熱処理後の生残率は、38℃、 1 時間の

熱処理で100%、42℃、 1 時間の熱処理で100%、46℃、 1 時間の熱処理で0%であ

ったが、 20-22 ℃で飼育していた貝の熱処理後の生残率は、38℃、 1 時間の熱

処理で 83.3% 、42℃、 1 時間の熱処理で 63.3% 、46℃、 1 時間の熱処理で0%で

あった。これらの結果から、 20-22 ℃で飼育していた貝のhsp70 mRNAの発現パ

ターンは、 10-12 ℃で飼育していた貝と比較して、より素早く、より高かった。

また、全体的な生残率は、 10-12 ℃で飼育していた貝よりも 20-22 ℃で飼育し

ていた貝の方が低かった。 

 

4-3-3.事前の熱処理を行った貝のhsp70 mRNAの発現と生残率の分析 ( 実験3) 

  シカメガキを37℃および40℃、 1 時間の事前の熱処理を行い、 20-22 ℃の飼

育水温に戻した。事前の熱処理後 5 日目に、これらのカキに42℃、 1 時間の熱

処理を与え、生残率を調査した。事前の熱処理後においては、各処理区ともに

へい死は発生しなかった。 1 週間後の生残率は、37℃、 1 時間の事前の熱処理

を行った貝は 95.8% 、40℃、 1 時間の事前の熱処理を行った貝は100%、事前の

熱処理を行っていない貝は 62.5% であった ( 図4-3-a)。事前の熱処理を行った

貝の生残率は事前の熱処理を行っていない貝と比較して明らかに高かった。 
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 一方、hsp70 mRNAの発現レベルは、事前の熱処理を行った貝と比較して、事

前の熱処理を行っていない貝がより高く、長いピークが認められた ( 図4-3-b)。 

 

4-4.議論 

hsp70 mRNAのタイムコース分析では、 20-22 ℃で飼育した貝は、 10-12 ℃で

飼育した貝と比較して、hsp70 mRNAの発現が素早く、そして高く発現した。両

飼育区共に、hsp70 mRNAの発現がコントロールと比較して熱処理後すぐに、有

意に高くなり、熱処理後 8 時間でコントロールレベルまで低下する発現パター

ンを示した。同様の発現パターンは他のカキ類においても報告されている

（Piano et al.,2005; Zhang et al.,2012 ）。 ストレス誘導性の HSP70 の発現

は、潮間帯に生息する生物の急速な環境変化に適応するための戦略であること

が考えられている(Fabbri et.al.,2008)。したがって、このhsp70 mRNAの急速

な反応は、カキ類の共通の特徴になるかもしれない。  

20-22 ℃で飼育していたカキのhsp70 mRNAの発現は、 10-12 ℃で飼育してい

たカキよりもより早く発現した ( 実験1)。さらに、生残率は 20-22 ℃で飼育し

た貝は 10-12 ℃で飼育した貝と比較してより低かった ( 実験2)。これらの結果

は、 20-22 ℃で飼育していた貝は低い熱耐性を示し、 10-12 ℃で飼育していた

貝は高い熱耐性を示すのとは対照的に、低い熱耐性の貝は、高い熱耐性の貝と

比較してhsp70 mRNAの発現パターンがより高く、素早いことが明らかとなった。

異なった HSP70 の発現レベルが、マガキの 2 つの異なった系統において報告さ

れている (Samin et al.,2007) 。夏の大量死するマガキの系統では、抵抗性の

ある貝と比較して、低酸素ストレスに対してより高い HSP70 の発現が示されて

いる。同じように、巻貝の一種であるPomacea canaliculataでは、雌雄で熱ス

トレスに対する異なった感受性を持つことが示されており、雌よりも雄が熱ス
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トレスに対する感受性が高く、hsp70 mRNAの発現は、雌よりも雄がより素早く

上昇する ((Song et al.,2014) 。そのため、熱処理後hsp70 mRNAの素早く、高

い発現パターンは、カキ類の低い熱耐性の重要な指標となる可能性がある。 

マガキやバージニアカキでは、事前の熱処理は HSP70 の量を増やし、熱耐性

を誘導することが報告されている (Shamseldin et al.,1997; Hamdoun et al., 

2003; Jackson et al.,2011)。さらに、バージニアカキでは、事前の熱処理は

熱耐性だけでなく、寄生虫の P.marinus への耐性を付与することが報告され

(Encomio et al.,2007) 、事前の熱処理は多様なストレスへの耐性を付与する

と考えられている (Fabbri 2008) 。この研究の中で、生残率は 1 時間の事前の

熱処理を行った貝は無処理の貝と比較してより高く、hsp70 mRNAの発現レベル

は無処理の貝と比較して低く ( 実験3)、 1 時間の事前の熱処理は貝の熱耐性を

誘導し、熱に対する感受性を低くすることができる。それゆえ、この方法は、

養殖している貝の熱耐性を誘導するために役に立つ可能性がある。近年、この

現象は、細菌からヒトまで幅広生物種において、細胞防御の一機構として働い

ていると考えられている(Fabbri et al.,2008)。事前の熱ショック処理は、

HSP のレベルがすでに高いため、細胞内の防御機構がより早く起動するため、

異なったタイプのストレスに曝された場合、転写、スプライシング、翻訳など

のような細胞をすばやく保護していると考えられている(Fabbri 2008; De 

Maio, 1995) 。 

夏の大量死が発生している Kumamoto oyster であるシカメガキが養殖中の大

きな課題である。この研究の中で、著者は、 20-22 ℃の温かい水温で飼育した

貝の低い熱耐性と、 hsp70 の発現に対する高い感受性があることを実証した。

このように、シカメガキは温度が高い状況下で、ストレスが高い状態であるこ

とが考えられる。したがって、今後は、hsp70 mRNAの発現をバイオマーカーと
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して利用することで、高温への低い感受性の貝の選抜育種を実施し、これらの

貝を養殖に使うことで夏の大量死を削減できる可能性が考えられる。 
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図4-1.10-12℃で飼育した貝 (a).20-22℃で飼育した貝 (b).の鰓における 37℃ 1  

時間の熱処理後の hsp70 mRNA のタイムコース分析（すべてのサンプルは ef1  

を内部標準とし、コントロール値を基本値として算出 . バーは 3 ～ 4 サンプル 

の標準誤差を表示 . バーの上のアスタリスクはコントロールと比較した有意差 

を表示（ *P<0.05 ） )  
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図4-2.10-12℃で飼育していた貝 (a). 20-22 ℃で飼育していた貝 (b).の熱処理後 

の hsp70 mRNA の発現および生残率 ( すべてのサンプルは ef1 を内部標準とし、 

コントロール値を基本値として算出 . バーは 7 サンプルの標準誤差を表示 . バ 

ーの上のアスタリスクはコントロールと比較した有意差を表示（ *P<0.05,  

**P<0.01 ） )  

102



 
ISSN 2433-6831 

a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4-3-(a). 無処理の貝と事前の熱処理を行った貝の熱処理後の生残

率 .(Direct HSは無処理、 Pre HS(37℃ ) は 37℃の事前の熱処理を示し、 Pre 

HS(40 ℃ ) は 40℃の事前の熱処理を表示 . バーは 8 サンプルの標準偏差を表

示 )  
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図4-3-(b). 無処理の個体と事前の熱処理を行った個体との熱ショック後の 

hsp70 mRNA のタイムコース分析 .(すべてのサンプルは ef1 を内部標準とし、 

Direc HS のコントロール値を基本値として算出 . バーは 4 ～ 5 サンプルの標準 

偏差を表示 . バーの上のアスタリスクはコントロールと比較した有意差を表示 

（ *P<0.05 ） )  
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第 5 章 総合考察 

 現在カキ類養殖は、 FAO の統計によると、2013年では全世界の総生産量が殻

付き重量換算で約 500 万トンであり、貝類の中で最も生産量が多く中国が 85%

以上を占めており、韓国、日本、アメリカ、フランスなどでも多く生産されて

いる。日本においても農林水産省の「平成27年漁業・養殖業生産統計」による

と、カキ類は約16万トンとホタテガイに次いで第 2 位となっている。中でも、

宮城県、広島県の 2 大産地を中心に生産量が多く、それ以外のカキ生産地では、

飼育方法や品種にこだわった特徴のあるカキの産業化に取り組んでおり、厚岸

の「カキえもん 」、 三重県の「的矢カキ 」、 隠岐に代表される「イワガキ 」、

大分県の「イタボガキ」などがブランドカキとして確立されつつある。 

 一方、アメリカの殻付きカキ市場においては、戦後熊本県から輸出されたカ

キ稚貝の中に含まれていたシカメガキが「 Kumamoto oyster 」としてブランド

化されている。「 Kumamoto oyster 」は食味がクリーミーで濃厚である特徴を

持つため、販売単価がマガキの約 2 倍程度で取引されている。著者らは、県内

沿岸漁業の活性化のため、新たな県産ブランド水産物として熊本県産の

「 Kumamoto oyster 」の産業化に取り組んでいる。 

 本研究では、まずシカメガキの稚貝量産技術の確立に取り組んだ（第 2 章 

第 1 節 ）。 シカメガキの稚貝生産における最大の課題は、浮遊幼生から二枚貝

に変態させる採苗と呼ばれる作業である。採苗は、飼育環境が一変するため、

採苗飼育期間は浮遊幼生飼育期間よりも周囲の環境に影響を受けやすい。さら

に、基質に付着する前の成熟幼生は、変態時に粘液を出しながら底面をほふく

するため、糞や餌料藻類など汚れにまみれることが多く、病原性の細菌感染症

など飼育環境の悪化による大量死が発生しやすい ( 鳥羽,2004)。そのため、採

苗に用いる成熟幼生は、採苗後すぐに基質に付着する個体を用いることが望ま
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しい。著者は、最良な採苗開始時期を検討するため、採苗時に用いる成熟幼生

の大きさと眼点の出現率を指標にして行う手法を提案した。その結果、眼点の

出現率を 75% 以上になった時点で採苗を行うことで、より安定的な採苗が可能

となることを示した。また、継代した 1 年貝を親貝として用いた結果、採苗時

の付着率が 88.3% と非常に高い値を示し、継代した親貝を用いることで、幼生

飼育や採苗飼育がより安定することを明らかにした。 

 次に著者は、親貝養成技術について検討を行った（第 2 章 第 2 節 ）。 マガ

キなどの親貝管理手法で用いられている積算水温による管理をシカメガキに応

用し、積算水温が1100～1300℃×日（約 100 日程度）の長期加温飼育を行うこ

とで、平均 147 ～ 240 万粒 / 個の卵量と良好な D 型移行率を示す幼生が得られ

た。この技術により、より安定的な親貝養成が可能となることを示した。さら

に、種苗生産した成長スピードの異なる貝や飼育環境が異なる貝の性比につい

て検討した ( 第 2 章  第 3 節 ) 。その結果、 1 年目の貝は日間成長率の低い群

は雄、日間成長率の高い群は雌の割合が高い傾向を示した。さらに、 2 年目の

貝は、異なる飼育環境においても性比への影響は認められなかった。今後、安

定的に親貝を確保するためには、成長の異なる群を管理する必要性があること

を示した。これらの結果から、稚貝生産における新たな知見の蓄積により、シ

カメガキの安定生産に大きく寄与できると考えられる。 

 現在、シカメガキ養殖において高水温期の大量死が大きな課題となっている

( 中根ら,2014)。シカメガキ養殖の産業化のためには高水温期の大量死の対策

が不可欠である。そのため、高水温耐性を持った系統を作出することは重要で

ある。カキ類における選抜育種は、養殖の損失を低減するために非常に重要な

方法であることが報告されており(Huvet et al .,2010)、生残性などの形質は

次世代に高く遺伝することが報告されている(Delaporte et al.,2007; 
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Degremont et al.,2007; Degremont et al.,2010) 。そこで、遺伝的に高水温

に強い形質を持った個体の選抜育種法について検討を行うため、選抜のための

マーカー遺伝子として HSP70 に着目した。マーカー選抜育種は、カキ類養殖に

おける夏の大量死に抵抗性がある系統を選抜できる可能性があるため、大変役

に立つ方法であることと考えられる(Lang et al.,2009)。さらに転写レベルで

の測定は、カキ類の細胞内のより初期の反応を測定できるため、感受性の高い

マーカーとなるのではないかと考えられた。 

 HSP70 はストレス状態の細胞内反応や、生物の生残や回復のために重要な役

割を果たしている (Lindquest et al.,1986) 。 HSP70 は、一般的に高温処理に

より発現が急上昇することが知られているが、他にも重金属、寄生虫、低酸素、

塩分などのストレス要因によってもその発現が誘導されることから、様々な生

物における、ストレス状態を把握するためのバイオマーカーとして広く使用さ

れている(Sorensen et al.,2003)。特に、カキ類における HSP70 は、コントロ

ールレベルでの発現がなく、ストレスに対して特異的に発現することから、カ

キ類がストレスを経験しているかどうか把握するための重要な指標として考え

られている(Clegg et al.,1998; Piano et al.,2002)。これまで、タンパク質

レベルでの HSP70 の発現解析は行われているが、転写レベルでの発現解析に関

する情報は少ない(Franzellitti et al.,2005)。さらに、熱耐性とhsp70 mRNA

の転写パターンについても明らかになっていないことから、シカメガキを用い

て、熱処理によるhsp70 mRNAの発現パターンについて解析を行った。 

 第 3 章では、シカメガキのhsp70 cDNAを単離し、熱処理後の各組織における

発現パターンを調査した。その結果、得られたシカメガキhsp70 mRNAは、他の

カキ類の HSP70 と非常に高い相同性を示し、熱処理後、コンロールレベルと比

較して有意な発現上昇が確認され、得られたcDNAがシカメガキのストレス誘導
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性のhsp70 cDNAであることが明らかとなった。 

 第 4 章では、得られたシカメガキhsp70 cDNAの塩基配列を利用して、熱処理

における、貝のhsp70 mRNAの発現パターンと生残率の調査を行った。さらに、

熱耐性を誘導した個体におけるhsp70 mRNAの発現特性についても調査した。そ

の結果、 20-22 ℃で飼育した貝は、 10-12 ℃で飼育した貝と比較して熱処理後、

顕著にhsp70 mRNAの転写が素早く、高く発現した。さらに、事前に熱処理を行

い、熱耐性を誘導した個体のhsp70 mRNAは、無処理貝と比較して顕著にhsp70 

mRNAの転写量が低く、一方で無処理貝は長時間にわたりhsp70 mRNAの発現が認

められた。これらの結果から、hsp70 mRNAの発現パターンが高温耐性個体の選

抜を行ううえで有効である可能性が示唆された。マガキにおいて、夏の大量死

に感受性がある貝と耐性がある貝について、事前にストレスを与え、その後低

酸素ストレスを与えた結果、耐性がある貝は HSP70 の発現が有意に感受性のあ

る貝と比較して低い結果が示されている (Samin et al.,2007) 。これらの結果

から、ストレス耐性を持った貝は、ストレスに対して HSP70 が発現しにくい特

性を持っている可能性があり、hsp70 mRNAの発現を指標とした高温耐性を持つ

系統選抜の可能性が示された。 
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クルマエビ養殖池の飼育水を利用したハマグリ中間育成 

中根基行、三浦精悟、鮫島守、中野平二 

 

Rearing juvenile Hard clam Meretric lusoria in water from Kuruma prawn 

Marsupenaeus japonicus aquaculture ponds 

  

Motoyuki Nakane, Seigo Miura, Mamoru Sameshima, Heiji Nakano 

 

キーワード：ハマグリ、中間育成 クルマエビ養殖池 

 

緒 言 

熊本県水産研究センターでは、放流用のハ

マグリ稚貝を大量生産するため、中間育成方

法を検討してきた。平成 21 年度から平成 23

年度まではダウンウエリング式カラムを使っ

て市販の二枚貝餌料用の珪藻給餌による飼育

試験や、コンクリート池に生海水を注水する

だけの粗放的な飼育試験に取り組んできた。
※1 この粗放的中間育成方法では、9 ヵ月（7

月から 3 月）の飼育期間で平均殻長 1mm～

1.5mm に成長し、生残個数は 400個/㎡～1500

個/㎡であった。１） 

一方、近年は二枚貝の餌となる植物プラン

クトンが豊富に増殖しているクルマエビ養殖

池の飼育水（以下「ブラウンウォーター」と

いう。）を使った中間育成技術に注目が集まっ

ており、他県ではアサリの種苗生産から中間

育成において、このブラウンウォーターを飼

育水に利用して良好な飼育成績を収めている。

本県はクルマエビ養殖池が多数存在している

ことから、ブランウォーターを利用してより

効率的なハマグリの中間育成技術開発が可能

と考えられる。当水産研究センターでも、平

成 25年度ハマグリ中間育成試験においてブ 

 

 

 

 

ラウンウォーターを使用して一定の成果を得 

ることが出来たため、その概要を報告する。
※2 

 

材料及び方法 

１ 供試稚貝 

試験に用いた稚貝は、株式会社ヤンマ 

ーマリンファームで生産された平均殻長

0.2mm、90万個と 0.3mm、180万個用いた。 

２ 飼育期間（試験期間） 

飼育期間は、平成 25年（2012年）7月 20 

日から同年 11月 8日（111 日間）とした。 

３ 飼育場所及び飼育方法 

熊本県上天草市維和島の全築堤クルマエビ 

養殖場の敷地内で実施した。飼育方法は多段

式のダウンウエリングカラム(φ50cm)を 12

個使用し、養殖池の飼育水を 24時間かけ流し

て飼育した。 

収容する稚貝の大きさにより 0.3mm試験区 

（7/20試験開始）と 0.2mm 試験区（7/27）の

2試験区を設定した。0.3mm試験区は Aから H、

0.2mm 試験区は I から L とした。収容個数と

カラムの配置を表 1に示した。飼育管理とし 

 

 

 ※1 平成 21 年度～平成 23 年度 有明海漁業振興技術開発事業 水産庁委託事業 

※2 平成 24 年度 有明海漁業振興技術開発事業 水産庁委託事業 

113



 

 

ISSN 2433-6831 

て、1 週間に 1 回程度、カラムの清掃や交換

を実施した。稚貝の成長段階に応じて、底面 

のネットを 180㎛から 300 ㎛に変更した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４ 飼育環境の評価  

飼育水温と塩分は自動観測器（JFEアレッ 

ク社製 INFINITY-CY）により測定した。 

8 月から毎週 1 回程度飼育海水を実験室に持

ち帰り、海水をフィルターろ過し、N,N-ジメ

チルホルムアミドにより抽出し、蛍光値を測

定してクロロフィル a 濃度を求めた。9 月 27

日には、持ち帰った飼育水を顕微鏡観察しプ

ランクトン組成を明らかにした。  

稚貝の成長及び生残個数の推定  

1週間に 1回程度、試験区毎に 30個の殻長 

を実体顕微鏡下で測定し、平均殻長を求めた。 

試験終了時は、試験区毎に重量を計測し、 

重量法により回収個数を算出した。殻長につ

いては 100 個以上を計測し、カラム毎の殻長

組成について測定割合から算出した。 

 

結 果 

１ 飼育環境 

期間中の水温は 7月 30日に 32.5℃となり、

最低水温は 11月 8日 8.9℃であった。塩分は

試験開始当初 14.3であったが、その後上昇し、

試験終了時には 34.1となった（図 1）。 

クロロフィル a濃度はカラム上段では 23.9

㎍/Lから 120.6㎍/Lの間を推移し、中段では

6.6 ㎍/L から 91.9 ㎍/L の間を推移し、下段

では 10.7㎍/Lから 78.3㎍/Lの間を推移した

（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

養殖池内の植物プランクトン組成は、優先

種は Leptocylindrus spp.でその他に

Asterionellopsis aracialis、

Pseudo-nitzschia sp.、Coscinodiscus spp.

及び種類不明の微細藻類が認められた（図 3）。 

 

 

 

 

図 2 クロロフィル a濃度の推移  

表１ 試験区設置位置と稚貝収容個数 

カラム A B C D E F G H

稚貝の大きさ

収容個数（万個） 15 30 15 30 15 30 15 30

棚の位置

カラム I J K L

稚貝の大きさ

収容個数（万個）

棚の位置

0.2mm

下段 中段

15 30

0.3mm

下段 中段 上段

図 1 水温と塩分の推移  
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２ 成長及び生残 

0.3mm試験区では試験終了時の平均殻長は

2.0mm から 3.0mmとなった（図 4）。0.2mm試

験区では、試験終了時の平均殻長は 2.2mmか 

ら 2.4mmとなった（図 5）。回収した全てのハ

マグリを合わせた平均殻長は 2.5mm であった。 

カラム毎および棚位置別の平均殻長を表 2

に示した。0.3mm 試験区ではカラム毎の成長

では 15 万個/カラムと 30 万個/カラムでは E

区を除いて、15万個収容区の方が大きくなっ

た。棚位置別では上段(2.7mm)>中段(2.6mm)>

下段（2.2mm）となった。0.2mm試験区では下

段(2.4mm)>上段(2.3mm)となった 

生残率が最も高かった試験区は G 区で

63.9%、続いて A 区 59.1%、B 区 55.3%であっ

た。サイズ別の平均生残率は 0.3mm試験区で 

は 42.1%、0.2mm 試験区では 17.6%であった。

開始サイズと棚位置別の生残率では、0.3mm

試験区では下段が 57.2%、中段 49.4%、上段

30.9%、0.2mm 試験区では中段 18.4%、下段

16.7%となった（表 2）。カラムあたりの収容

個数と生残率の関係では、0.3mm 試験区は E

区を除いて、15 万個収容区の方が 30 万個収

容区よりも良好な結果が得られた。0.2mm試 

験区では、収容個数と生残率の間に違いは見

られなかった。 

試験区毎の大きさ別の回収個数は、最も多

く回収できたのは B区の 16.5 万個で、続いて

D区の 13.6万個、G区の 9.5 万個となった。 

少なかったのは E 区と L 区でそれぞれ 1.7

万個であった。回収したハマグリの大きさは

3mm 以下の個数が全ての試験区で半数以上を

占めていた（図 6）。試験終了時の取り上げ選 

別後のハマグリを図７に示す。本試験におけ

る総回収個数は 88万個であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 クルマエビ養殖池内のプランクトン組成  

図 4 成長の推移(0.3mm試験開始) 

図 5 成長の推移(0.2mm試験開始) 
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考 察 

日本で行われているハマグリの中間育成は、 

自家培養した植物プランクトンを餌として給

餌し、ろ過海水や調温した海水を使って実験

室レベルで生産されている２）～５）。本試験に 

おいて、クルマエビ養殖場の飼育水を使用す

ることで、新たなハマグリ中間育成の技術を

提案することができた。 

本試験は車エビ養殖場という野外環境で実

施したことにより、天候の影響を大きく受け

た。試験開始時の塩分が 14.3 であったのは、 

降雨により車エビ養殖池の塩分が低下したた

めである。 

変態期幼生が河口付近に多く沈着すること

や６）、D型幼生の至適な塩分が 19.3～36.3と

の報告７）、1.5mm の稚貝の最適塩分範囲が

19.3～32.2 であり、低塩分限界が 6.4～12.9

との報告８）を併せて考えると、試験開始当初

の塩分低下は、それがかえってハマグリ稚貝

の成長や生残にとって、好適条件になったと

考えられた。 

ハマグリの沈着初期稚貝の適水温範囲は

23.0～32.5℃９）、2.3mmの稚貝を用いた飼育 

試験では 22.0～34.5℃との報告８）から、水温 

は 9月上旬までは 25℃以上を維持し、ハマグ

リの成長にとっては適切な水温が保たれた。 

餌料環境は、クロロフィル a 濃度が最低値

で 6.6 ㎍/L、最高値は 120.6 ㎍/L を示した。

同時期の有明海（荒尾沖、表層）におけるク

ロロフィルa濃度は平均14.6㎍/L（3.4～20.8 

㎍/L）であり、クルマエビ養殖池の飼育水は 

期間を通して、高い値を示し、餌の量として

は良好であったと考えられた。室内試験にお

いて、珪藻単一種の給餌では成長や生残への

影響が示唆されていることから（１１、クルマ

エビ養殖の飼育水中のプランクトン組成は、

Leptocylindrus spp.と種不明の微細藻類で

大半を占めており、このことから、餌として

複数の藻類を摂餌していたと考えられ、ハマ

グリ稚貝の餌料環境としては良好であったと

考えられた。複数種の植物プランクトンが観

察されたが、実際にハマグリがどの植物プラ

ンクトンを摂餌しているのかは不明である。   

今後は、分子生物学的手法などを用いて、

ハマグリ稚貝が摂餌しているプランクトン種

類を明らかにすることで、成長や生残に必要

とする植物プランクトンを積極的に培養する

ことで、より効率的な飼育が可能になると考

えられる。 

成長は試験開始から 9 月下旬までは順調に

成長したものの、それ以降は測定値が上下し、

成長の鈍化が認められた。9 月下旬以降もク

ロロフィル a 濃度は高濃度で推移していたこ

とから、9 月下旬以降は餌が十分に存在した

ものの、水温が低下したために成長が鈍化し

図 7 試験終了時 

図 6 カラム毎の収容個数とサイズ組成  

殻長(mm)  
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たと考えられた。 

稚貝の導入サイズ別の飼育成績については、

0.3mm試験開始区では、180 万個を収容し、平

均殻長 2.5mm（2.0mm から 3.0mm）、合計 72.2

万個を回収した。生残率は 42.2%（11.7%～

63.9%）であった。カラムを設置した棚の位置

の違いによる成長、生残の違いは、成長では

上段(2.7mm)>中段(2.6mm)>下段(2.2mm)とな

り、生残率では、下段(57.2%)>中段(49.4%)>

上段(30.9%)となった。成長については、カラ

ムが上方に設置してあるほど餌料条件が良か

ったのか、カラム内の生残数が少なかったた

めに密度効果が他のカラムに比べて小さかっ

た可能性が考えられる。一方、生残率につい

ては、カラムが上にあるほど沢山のゴミや生

物が紛れ込んだ。特にホトトギスガイが多数

みられた上段のカラムではハマグリ稚貝がホ

トトギスガイの足糸により絡み取られ死んで

いた。上段ほどゴミや他生物が多かったこと

が、ハマグリ稚貝の生残に影響を及ぼしたと

考えられた。上段から順にカラム内を飼育水

が通過することでろ過され、下段に行くほど

ゴミや侵入生物が除去されることにより、ハ

マグリにとって良質な飼育水が供給されてい 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

たと推察された。収容個数との関係では、30

万個よりも 15 万個で生残率も成長も良好な

成績が得られた。 

0.2mm 試験区では、90 万個を収容し、15.8

万個を回収した。平均殻長は 2.4mm（2.3mm～

2.4mm）で平均生残率が 17.6%であった。試験

区を設置した棚の位置や収容個数に関係はな

かった。 

本試験結果について、カラム毎の回収個数

を単位面積（㎡）あたりに換算すると、8.9

万個から 84.5万個（平均 37.7 万個）となり、

成長についても平均殻長が 2.5mm で、大型化

することができた。 

本試験では、ハマグリ稚貝が実際に摂餌し

ているプランクトン種類や量などの給餌条件

や適切な注水量、飼育密度などの飼育条件は

明らかにできなかった。クルマエビ飼育池の

飼育水を使ったハマグリの飼育事例は他にな

く、不明な点が多い。今後は、クルマエビ飼

育池中のプランクトンの動態及び水温や塩分

などの水質の変化などを把握することで、ハ

マグリ稚貝の飼育条件を明らかにする必要が

ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2 試験区別の生残率と平均殻長及び棚位置別の生残率と成長 
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要 約 

 ハマグリの中間育成において、クルマエビ

養殖池の飼育水（ブラウンウォーター）を飼

育水として利用し、ダウンウェリングにより

飼育した。0.3mm試験開始区では、180万個を

収容し、平均殻長 2.5mm（2.0mm から 3.0mm）、

合計 72.2 万個を回収した。生残率は 42.2%

（11.7%～63.9%）であった。0.2mm 試験区で

は、90 万個を収容し、15.8 万個を回収した。

平均殻長は 2.4mm（2.3mm～2.4mm）で平均生

残率が 17.6%であった。試験区を設置した棚

の位置や収容個数に関係はなかった。 
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