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Abstract Heterocapsa circularisquama Horiguchi (Dinophyceae) is a causative agent of
red tide organism, appeared in 1988 in first time and then rapidly dispersed off the coastal
waters of western Japan. The red tide due to H. circularisquama was associated with mas-
sive killing of commercially important bivalve species: pearl oyster Pinctada fucata
martensii, Pacific oyster Crassostrea gigas, manila clam Ruditapes philippinarum, blue
mussel Mytilus galloprovincialis, etc. Until 2000, 31 cases of H. circularisquama red tide
(including 16 incidences leading to fisheries damage) had been recorded in western Japan.
Economic losses in shellfish aquaculture by direct killing of marketable products were es-
timated about at least 10 billion-yen in the last decade. Although the recurrent blooms of
H. circularisquama had damaged the shellfish aquaculture, no harmful effects on wild
and cultured finfish, other marine vertebrates, and public health hazard were recorded.
Therefore, this phenomenon is referred to as "novel red tide." The red tide due to H.
circularisquama has devastates shellfish aquaculture in most of the region, in terms of
mass mortality in farming organism, cost of measures to prevent the damage, adversely
affects the development of shellfish aquaculture, and secondary damage, i.e. decline of de-
mand due to misinformation. Incidence of this species has increased recently, and the eco-
nomic losses in aquaculture have been a cause for concern for the industry and society. In
the present study, mechanism of damage caused to shellfish aquaculture, toxicity of the
organism were conducted, in order to clarify the mechanism to be causing shellfish death
due to H. circularisquama red tide.

In field observations, pearl oysters exposed to 4,000-6,000cells/mL of H.
circularisquama resulted in death within several days although the level of dissolved oxy-
gen was not critical for their survival. The dead individuals were characterized by various
negative symptoms: valve closure, marked shrinkage of the mantle, decrease of glycogen
lobe attached to the mantle, gut discoloration, cardiac disorder, paralytic etc.. The symp-
toms caused by the H. circularisquama exposure clearly showed a potent cytotoxic effect
on bivalve physiology. The consist cytotoxicity to the bivalve molluscs was also confirmed
in laboratory-reared experiment. Further, laboratory exposure experiments revealed that
various marine animals such as bivalves, gastropods, ascidians, jellyfish, ciliates, and
some naked phytoflagellates are affected by H. circularisquama unlike vertebrates, crus-
taceans, starfish, and sea urchins, and mouse.
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According to survival experiments using various culture condition of H.
circularisquama, toxicity of H. circularisquama on the mussel were increased in the high
water temperature and high salinity culture conditions, but markedly decreased in nitro-
gen-limited conditions. These results suggested that toxicity of this dinoflagellate was
considerably affected by environmental conditions in nature. Further, comparative stud-
ies on toxicity of H. circularisquama cells showed that toxicity of this algae clearly varied
among strains which isolated from various locatities in Japan.

The toxicity of H. circularisquama to bivalves molluscs was clearly mediated by a
chemical agent. The toxic effect of H. circularisquama on bivalves was not due to
extracellular metabolites, cell exudates, and "naked cells" prepared by sonication and cen-
trifugation. Furthermore, SDS (sodium dodecyl sulfate), triethanolamin, and trypsin
treatments were found to decrease drastically the toxicity of H. circularisquama cells.
The metabolism inhibitor for protein and glycochains also reduced the toxicity of H.
circularisquama. Therefore, labile glycoprotein-like complex localized on the cell surface
of H. circularisquama presumably exerts a detrimental effect on bivalves. Furthermore,
H. circularisquama did not affect on the anterior byssus retractor muscle of the mussel
M. galloprovincialis but significantly affects on the radula retractor muscle of rapa whelk
Rapana venosa, having various chemical receptors against peptide and other related sub-
stances. These results indicated that H. circularisquama does not synthesize monoamines
such as dopamine and acetyl-cholin, alternating bivalve physiology. Some bivalve species
resulted in gill damage and cardiac disorder in early periods of the exposure experiment.
Histological study on manila clam exposed to H. circularisquama demonstrated that
marked collaps of the mitocondria and muscle fiber occurred in several minuts. This is
considered as a potencial factor causing short-term death in shellfish species. Further, H.
circularisquama showed lethal effects on the early stage of bivalve species. Exposure of H.
circularisquama to non-fertilized eggs of bivalve causes rapid collapse of vitelline envelope
of eggs. These results indicated that a receptor destroying enzyme or related substances
in the cell surface of H. circularisquama is the causative agent of shellfish kills. Further,
affected larval stage of R. philippinarum by the H. circularisquama showed drastic in-
creases of intracellular calcium concentration. Therefore, detrimental effects of H.
circularisquama cells to the targeted organs (gills and mantle etc) led significant increases
the concentration of intracellular calcium at critical level, that is probably brought about
collapse of bivalve homeostasis.

The toxicity of H. circularisquama can easily lost by the simple mechanical disturbance
such as centrifugation of their cells. Further, the toxicity of H. circularisquama cells has
been dropped by gently treatments of SDS (sodium dodecyl sulfate), triethanolamine, and
trypsin. These detoxicated cell are readily cleared by the filter-feeding bivalve without
any negative responses. Therefore, physiological and chemical treatments can be apply to
prevent the detrimental effect of H. circularisquama in future. However, widespread ap-
plication of these procedures for marine environments may exert a secondary harmful ef-
fect on the other valuable aquatic organisms. It is necessary to improve the economically
cost and to asses risk management. Biological control of H. circularisquama; i. e. diatoms
growth promoting due to silicate conditioning in coastal waters and clearances of H.
circularisquama cells by the other filter-feeder such as dense population of ascidians is
likely to be low cost and environmentally acceptable techniqus for mitigation in future.
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第１章 序 論

赤潮（red tide）とは，海水中のプランクトンが多

量に増殖し，海水の色調変化を引き起こす現象を総称

する。赤潮は単なる海水の着色を伴うだけでなく，通

常観察されない種々の異常現象を引き起こすことも知

られている。最も良く知られているのが発光現象であ

る。赤潮を引き起こす植物プランクトンの中でも，「渦

鞭毛藻」は生物発光（bioluminescence）能力を有して

いる種類が多数知られている（Schmitter et al., 1976；

Sweeney, 1987; 小泉ら, 2001）。ヤコウチュウNoctiluca

scintillansは代表的な発光性渦鞭毛藻であり，春先か

ら初夏にかけて日本沿岸で赤潮を形成する。夜間にな

ると渚に打ち寄せる波や船の航跡，魚影に沿って独特

の青白い発光が観察できる。また，アメリカインディ

アンは夜砂浜を眺め，渚に打ち寄せる波が発光する時

は二枚貝を食べないよう習慣ずけられていた（Quayle,

1969）。これは現在この地で多発して問題となっている

有毒渦鞭毛藻Alexandrium catenellaのブルームを監

視する上で実に単純かつ効果的なモニタリング手法で

あったと言える。

赤潮発生に伴う異常現象が，海水の着色や発光現象

を引き起こす程度で留まれば何ら問題はない。しかし，

残念ながら，赤潮は我々人類活動にとって実に様々な

問題を引き起こして社会学的・経済学的な損失を引き

起こす。特に水産業から見た場合，水生生物に毒性を

示すプランクトンを原因とする赤潮は，養殖魚介類な

どの大量斃死現象を引き起こして甚大な漁業被害を及

ぼす。また，人体に有毒な生物毒を有したプランクト

ンの場合，その毒成分が食物連鎖を通じて濃縮され，

それらを消費した人間や海産ほ乳類に中毒を引き起こ

すことも知られている。また，無害な生物であっても，

魚介類の鰓などを物理的に閉塞したり傷つけることで

生理的な悪影響を及ぼしたり，プランクトン自身が死

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 15



滅する過程で貧酸素や硫化水素の生成を引き起こして

二次的な被害を及ぼすこともある。

赤潮による漁業被害は西川（1901）および西川

（1903）あたりから記録が見られ始め，岡村（1916）や

尾田（1935）においても詳細な報告がなされている。

多くは当時主要な産業であった真珠（アコヤガイ）養

殖業に対する影響を述べたものである。これらの記録

の中で，沿岸性の天然魚介類の斃死も幅広く観察され

ている。その後戦中・戦後赤潮に関する学術調査は一

旦見られなくなったものの，1950～1960年代以降赤潮

が日本沿岸で頻発するようになる。Fig. 1に示すよう

に，瀬戸内海における赤潮発生件数は，戦後の高度経

済成長と富栄養化の進行とともに増加し，1950～1960

年代以降赤潮の発生頻度が増加し，1970年代の中頃に

ピークを迎えた。赤潮は当時急速に発展していた魚類

養殖業を直撃し，特に1970年代に瀬戸内海で頻発した

Chattonella赤潮は，その強い魚毒性のためハマチ養

殖業に甚大な漁業被害を及ぼした（岡市, 1996; 岡市,

1997）。真っ赤に帯状に広がる赤潮，生け簀表面に斃死・

腐乱したハマチが累々と横たわる映像，処理に追われ

る養殖業者の苦悩の表情が新聞やテレビなどのメディ

アを通じて発信され続け，大きな社会的問題を引き起

こした（岡市, 1996）。

その後，瀬戸内海環境保全臨時措置法の恒久化や工

場排水のCOD規制及び無リン洗剤の普及など取り組み

が積極的に行われてきた結果，赤潮発生件数は1974年

以降急激に減少を続け，現在は年間90件程度と最盛期

の1/3にまで減少している。また，Fig. 1下段に示し

たように，赤潮による漁業被害も1970年代のピーク時

に比べれば発生件数同様減少傾向にある。赤潮の発生

件数や漁業被害が低下している一方で，近年になって

赤潮を構成する種の遷移現象が見られるようになった。

特に，1970年代から1980年代にかけて猛威を振ってい

たChattonella属の出現が急激に減少し，これにとも

なって漁業被害の発生も散発的になってきている

（Fig. 2）。これに代わって，近年は渦鞭毛藻Karenia

mikimotoi（＝Gymnodinium type65'，Gymnodinium

nagasakiense, Gymnodinium mikimotoi）の赤潮が

全体の50～90％を占めるまでに至っている。こうした

種の遷移現象は特に1980年代後半から顕著である（本

城, 松山, 2000）。

さらに，この10年間は，これまでほとんど知られて

いなかった生物による赤潮も頻繁に見られるようになっ

てきた。その代表的な生物が，1988年以降西日本沿岸

で猛威を振っている渦鞭毛藻Heterocapsa circulari-

squama Horiguchiによる赤潮である。本種の電子顕

微鏡写真をFig. 2に，現場の赤潮写真をFig. 3に示し

た。本種の赤潮が水産生物に与える影響は極めて特異

である。1970年代以降多発した赤潮生物，たとえば

Chattonella 属やK. mikimotoisの赤潮においては，

漁業被害を受けたのは，ハマチを中心とした養殖魚類で

あった。二枚貝類は赤潮終期に時折発生する貧酸素水塊

による影響を除けばほとんど被害を受けず，一般的に

「二枚貝は赤潮では死なない」というのが多くの漁業者の

常識であった。ところが，H. circularisquamaの赤潮

はこれまでの赤潮種と異なり，二枚貝や巻貝だけを特

異的に斃死させ，魚類等には全く影響を及ぼさない

（吉松ら, 1990; 山本, 田中, 1990; 松山ら, 1995; 吉田,

宮本, 1995; Matsuyama et al., 1996; 松山ら, 1997;

江藤ら, 1998; Matsuyama, 1999）。本来赤潮に強いは

ずの貝類が赤潮で次々と死んで行く現象はこれまで全

く知られておらず，関係者を驚かせた。

1992～1999年の間，本種の赤潮（Fig. 1参照）発生

件数は年間 5～ 7件であり，まだ全体の赤潮発生件数

に占める割合は少ないものの，この 7年間の累計の漁

業被害は判明しているだけでも100億円近くに達するな

松山幸彦16

Fig. 1. Temporal changes of red tide incidences and the associated fisheries damage in the Seto Inland Sea,
Japan. Left: number of red tide. Right: number of fisheries damage.



ど，同じ期間に発生したK. mikimotoiの赤潮による

被害額を遙かに超える漁業被害を引き起こしている。

特に全国第 2位の生産高を誇る英虞湾の真珠養殖業，

全国シェアの50％前後を占める広島湾のカキ養殖，あ

るいは熊本県や福岡県のアサリ養殖業など，本邦の主

要な二枚貝の産地でH. circularisquamaが毎年のよう

に猛威を振るい（Fig. 4），二枚貝養殖産業は危機的

状況に置かれていると言える。実際にこうした海域で

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 17

Fig. 2. Light and electon micrographs of the dinoflagellate Heterocapsa circularisquama Horiguchi. 1: Light
micrograph (Scale bars＝10μm). 2: Scanning electon micrograph (Scale bars＝5μm). 3: Transmition electon
micrograph. autolysosome (al), chloroplast (c), endosynbiosis (b), nucleus (n), pyrenoid (py), starch grain (s).



はたび重なる赤潮のため，避難作業による過労が重なっ

たことによる死亡事故，養殖貝の損失あるいは風評被

害によって甚大な人的・経済的損失を受けている。二

枚貝養殖は基本的には粗放的な無給餌養殖業であり，

魚類養殖などで赤潮対策の柱とされている「餌止め」

ができない。このため，漁業被害対策は避難や早期出

荷を呼びかけるだけで，抜本的な対策は手詰まり状態

であり，頻発海域では度重なる経済的損失と不安定な

将来展望のため廃業に追い込まれる生産漁業者も多い。

さらには，加工・流通にたずさわる裾野産業従事者の

深刻な雇用問題も引き起こし，地域の経済力低下・過

疎化に拍車をかけている。

1990年代以降，H. circularisquama 以外にも，

Chattonella verruculosa や Karenia digitata

（＝Gyrodinium sp. 伊万里型）， K. longicanalis

（Gyrodinium sp. 忠武型）などの「新興赤潮生物」が

近年突発的に赤潮を形成し，魚類等に多大な被害をも

たらしている（山本, 田中, 1990; 馬場ら, 1997; Yang

et al., 2001a; 2001b; 宮本ら, 2001）。赤潮生物に限ら

ず，有毒渦鞭毛藻Gymnodinium catenatumあるいは

Alexandrium tamiyavanichiiによる貝類毒化も1990

年代に入って頻繁に発生するようになった（西岡ら,

1993; 馬場ら, 1995; Takatani et al., 1998; 小谷, 坂

本, 1998; Matsuyama et al., 1999; Hashimoto et al.,

2002）。このように，H. circularisquamaを中心に，

これまでほとんど知られていなかった新興赤潮生物の

出現による漁業被害の発生はきわめて深刻な問題であ

る。こうした新興赤潮生物による被害は，日本以外の

国々でも近年問題となっている （Smayda, 1990;

Rosenberg et al., 1988; Burkholder et al., 1992）。

アメリカ東岸では，1980年代後半から小型のハプト藻

Aureococcus anophagefferensによる赤潮（いわゆる

brown tide）が頻発し，ホタテガイやムラサキイガイ

の養殖業が壊滅的な被害を受けている（Shumway,

1990; Bricelj and Lonsdale, 1997）。さらに，東部海

岸では新属新種の渦鞭毛藻Pfesteria piscicidaの赤潮

が発生するようになり，発生海域に生息するほとんど

すべての水生生物が死滅するという（Burkholder et

松山幸彦18

Fig. 3. The red tide of the Heterocapsa circularisquama occurred in Etajima Bay, a small branch of the
Hiroshima Bay, in September 1997
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Fig. 4. Photographs of dead shellfish species during Heterocapsa circularisquama red tide. 1: Kochi News Paper
reported a red tide and associated catastrophic death of farming manila clam Ruditapes philippinarum in
Uranouchi Bay, 1988. 2-3: Dead pearl oyster Pinctada fucata martensii in Ago Bay, 1992. 4-5: Dead shellfish: mus-
sel Mytilus galloprovincialis, razor clam Solen strictus, manila clam R. philippinarum etc. due to red tide of H.
circularisquama (Fukuoka Bay, 1989, photograph is provided by Y. Tanaka) in Fukuoka Bay, 1989. 6: Dead ma-
nila clam in Hiroshima Bay, 1998. 7: Dead mussels M. galloprovincialis in Hiroshima Bay, 1998.



al., 1992）。本種は24型もの生活史を有していて，一部

は動物組織内に zoosporeの状態で寄生するなど

（Burkholder et al., 1995），これまでの常識を大きく

覆すような赤潮生物である。また，1980年代後半から

ヨーロッパにおいて発生してい るハプト藻

Chrysochromulina polylepisの赤潮では，魚類，貝類，

植物プランクトン，および大型海藻が直接被害を受け，

餌不足で免疫力が低下したアザラシがウィルスに感染

して大量に斃死するという現象まで引き起こしている

（Osterhaus, 1988; Osterhaus and Vedder, 1988;

Kennedy et al., 1988; Eis, 1989）。

1988年以降日本沿岸で大発生し，二枚貝養殖業に甚

大な被害を及ぼしてきたH. circularisquamaの赤潮発

生と環境要因との関連を現場調査に基づいて明らかに

する「発生機構の解明」については既に水産総合研究

センター研究報告 7号にⅠとしてとりまとめた（松山,

2003）。一方，なぜ本種の赤潮により貝類だけが選択的

に漁業被害を受けるのかは依然不明である。 H.

circularisquama赤潮による最初の漁業被害が生じて

既に13年が経過し，現場海域においてH. circulari-

squama赤潮の被害防止技術の開発が緊急に求められ

ているが，系統だった調査・研究はほとんど行われて

いないのが現状である。

以上述べてきた背景から，本論文はH. circulari-

squamaの赤潮について，特に二枚貝類に対する毒性

発現機構を，生化学的・細胞生理学的観点から明らか

にする「毒性発現機構の解明」に重点をおいて実施し

た研究結果をとりまとめたもので，全 6章から構成さ

れている。これまで述べてきた第 1章に続き，第 2章

では西日本海域におけるH. circularisquama赤潮の発

生状況と漁業被害の状況を概説し，研究を取り巻く背

景を明らかにすることとした。第 3章においては，赤

潮発生期の現場における貝の斃死状況を英虞湾と広島

湾を中心に，天然の赤潮藻体を用いて解析し，赤潮が

貝に対する影響を様々な観点から検証した。第4章では，

現場における貝の斃死状況に基づいて，培養株を使っ

た暴露実験を行い，海域における二枚貝の斃死が室内

実験でも再現できるか，またどのような環境項目が毒

性に影響を及ぼすかについて考察した。さらに第 5章

では生化学的・細胞生理学的観点からH. circulari-

squama自身が有すると考えられる毒性物質の性状解

析や，貝の生理状態に及ぼす影響を評価し，二枚貝の

斃死機構を解明することで被害防止策の開発に資する

知見を得ることとした。第 6章では，以上のような成

果を総括すると同時に，H. circularisquamaによる漁

業被害防止技術の確立についても論じた。

第 2 章 Heterocapsa circularisquama赤潮の発生お

よび貝類に対する漁業被害の概要

第１節 本邦におけるH. circularisquamaの赤潮発生

状況および貝類斃死事例

H. circularisquamaは1995年に新種として記載され

た新しい赤潮生物である。本種の赤潮とそれによる漁

業被害についてまとまった資料が存在しないことから，

ここでは本邦におけるH. circularisquama赤潮の発生

状況および漁業被害の現状を，既存の資料等を基に整

理した。また，漁業被害の特徴についても既存の赤潮

種と比較検討した。

材料および方法

H. circularisquama赤潮発生による漁業被害の状況

については，水産庁漁場資源課，瀬戸内海漁業調整事

務所および九州漁業調整事務所がそれぞれとりまとめ

ている資料を基に，既報の文献，各県水産試験場や漁

業協同組合等の関係機関から直接提供いただいた資料

も加えてとりまとめた。とりまとめは基本的にそれぞ

れの海域，内湾，入り江（浦）単位で整理したが，海

洋学的に不可分な場合（例えば，福岡県から大分県に

かけての豊前海など）は同一海域としてまとめて整理

した。とりまとめは2000年12月までの資料を用いた。

なお，H. circularisquamaが新種として報告される以

前の種査定については，松山（2003）を参考に精査し

た。

結 果

Fig. 5およびTable 1に本邦におけるH. circulari-

squamaの発生状況を示す。現存する資料等から，こ

れまでのところ1988年 9月に高知県浦ノ内湾における

赤潮発生が本邦におけるH. circularisquama発生の第

一例であると判断された。この1988年の浦ノ内湾にお

ける赤潮で，本邦第一例の漁業被害が発生している

（吉松ら, 1990＊1 ; 高岡高等学校, 1988）。被害を受けた

のはアサリで，推定150トンの斃死が認められている

（村田，私信）。1988年の赤潮は 9月上旬の湾外水の差

し込み現象（宗景ら, 1991）の直後にH. circulari-

松山幸彦20

*1 吉松定昭，松本紀男，田中義興，山本千裕，村田 宏，森山貴光，本城凡夫，1990: 漁業被害を伴う新しい赤潮形成種（ラフィド藻第 1種と渦鞭毛
藻第 1種）について，平成 2年度日本水産学会春季大会講要，p.158.



squama赤潮が発生している。このため，漁業被害が

赤潮による直接の漁業被害なのか，差し込み現象によ

る湾奥底層の貧酸素水塊の湧昇による酸欠の影響なの

か区別することは困難である。ただアサリ漁場のよう

に潮間帯にまで貧酸素水塊の影響が及ぶことは希であ

ると判断されるので，基本的にはH. circularisquama

による漁業被害と判断するのが妥当であろう。1988年

以前については，1930年代の論文でHeterocapsa sp.に

よってアコヤガイが大量斃死したという記載があるも

のの， 詳細な資料が入手できなかったためH.

circularisquamaであったかどうか断定することはで

きなかった。

H. circularisquamaは小型で形態的には沿岸域に普

遍的に分布しているScrippsiella trochoidea（Stein）

Loeblich Ⅲに酷似しているため，仮に1988年以前に存

在していても見逃されてきた可能性も考えられる。し

かし，1960年以降精力的に取り組まれてきた本邦産鞭

毛藻の分類において全く記載されてこなかったこと，

また，小型有殻渦鞭毛藻による赤潮とそれに伴う貝類

の大量斃死が1988年以前にはほとんど報告されていな

いことを考慮すると，H. circularisquamaは近年になっ

て急速に台頭してきた生物であると考えられる。

また，有毒渦鞭毛藻Alexandrium属では，同じ属の

中で有毒な種と無毒な種が混在していることが知られ

ている（例えば，Higman et al., 2001）。H. circulari-

squama以外のHeterocapsa属の毒性については現在

の所不明である。ただし，第 4～ 5章で述べるように，

本邦沿岸で冬期に発生するH. triquetra Steinについ

ては貝類に対して全く害作用を有していない。また，

H. circularisquama の赤潮海域には， 時折他種

Heterocapsa属（H. lanceolata Iwataki and Fukuyo，

H. horiguchii Iwataki, Takayama and Matsuoka，

H. rotundata（Lohmann）Loeblichと類推される種）

が出現することが知られている（Iwataki et al., 2002a，

松山, 2003）。前 2種については，広島湾で発生したブ

ルーム海水と培養株を用いた予備的な試験で，アサリ

やムラサキイガイに対する毒性が無いことを確認して

いる（松山，未発表）。H. circularisquamaに最も形

態的に類似していると言われるH. illdefina Herman

et Sweeney（Horiguchi, 1995）の本邦における分布

や貝類に対する毒性については全く不明である。いず

れにしてもHeterocapsa属は小型で分類の指標となる

鎧板が薄く観察が容易でないこと，鱗片や細胞内構造

など透過型電子顕微鏡を用いた査定が必要なことなど

から，分類学的査定が遅れた状態にある。従って，詳

細については今後さらに検討が必要である。

次にTable 2にH. circularisquamaの赤潮による漁

業被害の一覧を示す。漁業被害は全16件発生しており，

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 21

Fig. 5. Occurrences of Heterocapsa circularisquama in the western Japan. Numbers in the map are referred
to Table 2
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被害はすべて二枚貝と巻貝類で占められている。ハマ

チやマダイといった魚類，あるいはエビやカニなどの

甲殻類の被害は全く報告されていない。貝類養殖の場

合，正確な生産量や自然斃死率の取り扱いが難しく，

被害額が正式に算出された例は少なく，ほとんどが不

明として取り扱われている。しかし，斃死率と養殖規

模から推定した過去の被害総額は，アコヤガイで30～

50億円，マガキで40～50億円，アサリで数億円規模に

のぼると推定された。1972年以降，Chattonella属に

よる被害総額が200億円前後，Karenia mikimotoiに

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 23

Table 2. Records of shellfish species damage due to Heterocapsa circularisquama red tide in western Japan

Date Shellfish species affected Notes Occasion Reference

1988 Ruditapes philippinarum 1560 ton losses Uranouchi Bay

1989 Crassostrea gigas
Mactra chinesis
Mytilus galloprovincialis
Ruditapes philippinarum
Solen strictus

mass mortality

Fukuoka Bay Yamamoto and Tanaka (1990)

1992 Pinctada fucata

Crassostrea gigas
Mytilus galloprovincialis
Chlamys nobilis

30-90% mortalities
loss of ＞18 million individuals

mass mortality

Ago Bay Matsuyama et al. (1995)

1993 Ruditapes philippinarum
Crassostrea gigas

50-90% decrease of harvest
mass mortalities

Lake Hamana

1994 Pinctada fucata 40-90% mortalities in areas with
extensive assemblages

Ago Bay Matsuyama et al. (1996)

1994 Pinctada fucata

Ruditapes philippinarum
Crassostrea gigas
Solen strictus
Mactra veneriformis
Musculista senhousia
Anomalocardia aquamosus
Dosinorbis japonica
Glossaulax didyma

mean 65.4% mortality in 2 years old
individuals
mean 69.5% mortality, 100 ton losses

mass mortality

Kusu-ura Bay Yoshida and Miyamoto (1995)

1995 Pinctada fucata

Crassostrea gigas
Ruditapes philippinarum
Mytilus galloprovincialis

5-36% mortality

36-68% mortality, 610 ton losses
＞70% mortality, 210 ton losses
10-55% mortality

Ago Bay

Hiroshima Bay Matsuyama et al. (1997)

1996 Pinctada fucata mass mortality
losses of 1.5milion individuals

Ago Bay

1997 Pinctada fucata
Crassostrea gigas
Mytilus galloprovincialis

Crassostrea gigas
Mytilus galloprovincialis
Sulculus diversicolors

Ruditapes philippinarum

Ruditapes philippinarum
Crassostrea gigas
Mactra veneriformis

mass mortality

mass mortality in spat and adult
75% mortality in assemblage area
mortality in natural population

210 ton losses

50% decrease of spat yield
considerable mortality

Obama Bay

Hiroshima Bay

Buzen Sea

Suo-nada

Etoh et al. (1997)

1998 Crassostrea gigas

Ruditapes philippinarum

Atrina pectinta

30-98% mortality
ca. 5,000 ton losses
50-90% mortality

considerable mortality

Hiroshima Bay

Suo-nada

1999 Haliotis discus 5,100 individuals dead Wakinoura Port

The data sets were obtained from Fishery Regulation Office, Fisheries Agency of Japan



よる被害総額が100億円前後といわれているだけに，H.

circularisquamaによる漁業被害はこれらと並び甚大

であることがわかる。生産単価や養殖規模でみると貝

類は魚類よりもかなり低いことを考慮すれば，貝類養

殖業だけで100億円近い漁業被害というのは当該生産業

者にとっては深刻である。

被害を受けた二枚貝は全12種，巻貝は全 4種に及ぶ。

西日本海域で養殖対象種となっているアコヤガイ，ア

サリ，マガキは常に被害を受けており，非養殖対象

種であるムラサキイガイも常に斃死が確認されてい

る（Fig. 4参照）。

H. circularisquama赤潮によって被害を受けた二枚

貝は，軟体部が消失して殻だけの状態になったものが

ほとんどである。アサリやマテガイなどは干潟表層に

突出した状態で斃死するため，殻が潮汐によって波打

ち際に寄せられて集積する （Fig. 3 参照）。 H.

circularisquama赤潮によって大量斃死が起こると，

腐敗した軟体部が海底に沈降して底質を悪化させるだ

けでなく，残存した殻の処理に多大な労力と費用を要

する。従って，養殖業者にとっては養殖生物の損失と

いう直接被害だけでなく，漁場悪化や事後処理にかか

る費用等が大変な負担となるため，翌年以降の操業に

も影響を及ぼすことが多く，場合によっては廃業に追

い込まれる業者も多い。また，赤潮発生に伴う風評被

害も深刻である。特に，情報伝達者のミスリーディン

グや消費者の誤解（貝毒との混同）のため，赤潮発生

直後に水産物の一時的な買い控え，流通段階での価格

下落やそれに便乗した仲買人による「買いたたき」が

生じることも多い。また，需要の低下や価格下落等は

加工など裾野産業従事者の雇用問題に直結するため，

地方での零細な産業形態が多い貝類養殖業では，地域

の経済力の地盤沈下に拍車をかけることにもなる。通

常こうした風評被害やそれに伴う流通・加工段階での

経済的損失は統計学上算出されることは少ない。しか

し，赤潮の影響を受けていない商品についてもその影

響が波及すること，影響が被害を受けた年以降も継続

する危険性があることを考慮すると，生産現場におけ

る直接被害以上に深刻であることが多い。こうした影

響も含めるとH. circularisquamaによる被害は広範囲

でかつ甚大なものとなっている。

第 2節 H. circularisquama以外の生物を原因とする

赤潮による貝類斃死事例

1．国内における貝類斃死事例

一般的に赤潮が水生動物に及ぼす影響についての報

告は1960代以降がほとんどで，それ以前の記録は非常

に少ない（岡市, 1995）。資料として記録が残っている

ものでは西川（1901）および西川（1903）が英虞湾で

発生した赤潮がアコヤガイに及ぼす影響を報告してい

る。前者は渦鞭毛藻Gonyaulax polygramma Steinの

赤潮を記録したもので，赤潮による斃死は酸欠か硫化

水素の影響であろうと述べている。 後者は

Gymnodinium属の一種であるとしているが，形態学

的な記載（25μm前後で細胞が背腹に扁平）と，尾田

（1935）の論文中での引用状況から判断し，Karenia

mikimotoi（Miyake et Kominami ex Oda）Hansen

であったと推察される。この時の赤潮海水を用いてア

コヤガイの斃死試験を行った結果，44時間で半数の個

体が斃死したと述べられている。尾田（1935）も昭和 9

年に英虞湾や五ヶ所湾において大規模に発生したK.

mikimotoiの赤潮で，シンジュガイ（アコヤガイ）が

大量に斃死したと述べている。

Table 3に1970年以降，H. circularisquama以外の

生物による赤潮発生時に貝類が斃死した記録を示した。

本邦沿岸で発生する赤潮被害のほとんどが養殖魚類に

集中しているが（Honjo, 1994），詳細に調べると貝類

の斃死事例も報告されている。その中で圧倒的に多い

のがやはり渦鞭毛藻K. mikimotoiによる貝類の斃死

事例である（Fig. 6）。本種の赤潮海水が貝類に及ぼ

す影響については上述の西川（1903）や尾田（1935）

に既に述べられている。とくに後者の観察は詳細で，

細胞密度が3,000 cells/mLを超える期間がしばらく続

くとアコヤガイの 3割が斃死したこと，K. mikimotoi

の赤潮の後に発生した渦鞭毛藻 Polykrikos kofoidii

Chattonの赤潮ではプランクトンの腐敗による水質悪

化が顕著であったにも拘わらずアコヤガイの斃死が発

生しなかったことなどから，K. mikimotoiによるア

コヤガイの斃死は酸素欠乏や水質悪化でなくK.

mikimotoi自身が有する毒性に由来すると結論を導い

ている。

本種が幅広く認知されるようになった1965年以降に

おいては，沢田, 和田（1983），和歌山県（1986）など

の予備的な試験結果が報告されている。これらの報告

によれば，高密度の条件において貝類の斃死が引き起

こされることが観察されている。特にアワビやトコブ

シなど巻貝が本種の暴露によって短時間に斃死するこ

とが指摘されている（沢田, 和田, 1983; 和歌山県,

1986; Matsuyama et al., 1997）。また，天然海域か

ら採取されたK. mikimotoiの赤潮海水は，ムラサキ

イガイやマガキのろ水率を顕著に低下させる

（Matsuyama et al., 1998b;Matsuyama et al., 1999b）。

さらに，K. mikimotoiの培養細胞を30,000 cells/mL

の密度でマガキの浮遊幼生（受精後20時間）に暴露す
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Table 3. (1/2) Records of damage to shellfish species (bivalves and gastropods) due to red tides associated
with harmful algae in western Japan (1973－1986)※

Date Shellfish species affected Notes Occasion Causative taxa

1973 Meretrix lusoria 6 ton losses Fuku-ura Bay Karenia mikimotoi

1975 Crassostrea gigas 30% losses (deoxygenation) Hiroshima Bay Prorocentrum

1976 Haliotis discus 12 ton losses Wakayama Coast Karenia mikimotoi
Sulculus diversicolor Prorocentrum
Turbo (Batillus) cornutus Ceratium furca

Polykrikos

1977 Pinctada fucata 3 million individuals dead Tanabe Bay Karenia mikimotoi

1979 Ruditapes philippinarum 3,416 ton losses Buzen Sea Karenia mikimotoi

1980 Haliotis discus 1,192 kg losses Katsu-ura Coast Karenia mikimotoi
Turbo (Batillus) cornutus 265 kg losses
Sulculus diversicolor 64 kg losses
Chlamys nobilis 60 kg losses

1981 Sulculus diversicolor 95.8.kg losses Nyuzu Bay Karenia mikimotoi
Haliotis discus 25.4 kg losses Heterosigma akashiwo

Prorocentrum
small flagellates

Sulculus diversicolor 2,000 individuals dead Asai Bay Karenia mikimotoi

1982 Haliotis discus 11.3 ton losses Buzen Sea Karenia mikimotoi
Ruditapes philippinarum 219.2 ton losses
Fulvia mutica 18.5 ton losses

1983 Ruditapes philippinarum 2 ton losses Nyuzu Bay Prorocentrum

1984 Pinctada fucata 6.6 million individuals dead Kumano Nada Karenia mikimotoi
Chlamys nobilis 3.1 million individuals dead
Sulculus diversicolor 10,710 individuals dead
Haliotis discus 7.4 ton losses

1985 Ruditapes philippinarum 1,550 ton losses Suo Nada Karenia mikimotoi
Turbo (Batillus) cornutus
Sulculus diversicolor
Haliotis discus 3,720 ton losses
Fulvia mutica
Meretrix lusoria

Haliotis discus Moji Port Karenia mikimotoi
Turbo (Batillus) cornutus mass mortality
Sulculus diversicolor

1986 Haliotis discus mass mortality Kariya Bay Karenia mikimotoi
Turbo (Batillus) cornutus 〃

Pinctada fucata 2.7 ton losses Bungo Channel Karenia mikimotoi
Haliotis discus 200 kg losses
Sulculus diversicolor mass mortality
Turbo (Batillus) cornutus 〃

※ The data sets were obtained from Fishery Regulation Office, Fisheries Agency of Japan



るとほとんどすべてが斃死するなど（Matsuyama et

al., 2001b），明らかに貝類に対する毒性が認められる。

ただK. mikimotoiは主に魚類斃死を引き起こす種類

として知られており（Honjo, 1994a，1994b），この点

がH. circularisquamaによる漁業被害と最も異なる点

である。この他，K. mikimotoiの赤潮においては，浜

名湖でのカキの大量斃死（花井ら, 1991），豊前海でのア

サリやハマグリの大量斃死（水産庁瀬戸内海漁業調整

事務所, 1986; 福岡県豊前水産試験場, 1989）などが発

生しており，貝類への毒性について示唆されていたが，

まとまった研究例は少ない。本種の天然細胞の貝類に

対する毒性については，沢田,和田（1983）, 和歌山県,

1986，Matsuyama et al.（1998a），Matsuyama et al.

（1998b）, Matsuyama et al.（1999b）およびMatsuyama

et al.（2001）において確認されている。

2 ．国外における貝類斃死事例

また，本邦以外の海域で貝類を斃死させる赤潮とし

て報告されているのは渦鞭毛藻 Gymnodinium

aureolum Hurburt（＝Gyrodinium aureolumまたは

Gymnodinium cf. nagasakiense） であ る。 G.

aureolumの赤潮は1960年代以降，フランスからノル

ウェーにかけての大西洋沿岸とアメリカ東海岸で頻繁

に発生してきた（Tangen, 1977; Mahony et al., 1990）。

本種の赤潮では，ホタテガイやムラサキイガイが斃死

することが報告されている（Shumway, 1990および

Landsberg, 2002参照）。実際に現場の赤潮海水あるい

は培養株を用いた試験でも二枚貝に対する毒性が認め

られている（Widdows et al., 1979; Smolovitz and

Shumway, 1997）。 本種は本邦に分布する K.

mikimotoiと分類学的に近いことが以前から指摘され

ていたが（Tangen, 1977; Taylor, 1985; Partensky et
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Table 3. (2/2) Records of damage to shellfish species (bivalves and gastropods) due to red tides associated
with harmful algae in western Japan (1973－1986)※

Date Shellfish species affected Notes Occasion Causative taxa

1988 Turbo (Batillus) cornutus 500 kg losses Tachibana Bay Karenia mikimotoi

Turbo (Batillus) cornutus 1 ton losses
Haliotis discus 227 individuals dead

1989 Haliotis discus 13.4 ton losses Beppu Bay Karenia mikimotoi
Turbo (Batillus) cornutus 10.9 ton losses
Ruditapes philippinarum 6.7 ton losses
Solen strictus 900 kg losses

Scapharca broughtonii mass mortality Yatsushiro Sea Karenia mikimotoi

1990 Crassostrea gigas mass mortality Buzen Sea Ceratium furca

1991 Pinctada fucata 22,220 individuals dead Tsukumi Bay Noctiluca scintillans

1992 Haliotis discus mass mortality Fukuoka Bay Karenia mikimotoi

Pinctada fucata 2.9 ton losses Uwa Sea Gonyaulax polygramma
Chlamys nobilis 676 kg losses

1995 Ruditapes philippinarum Harima Nada Karenia mikimotoi
Haliotis discus mass mortality
Turbo (Batillus) cornutus

Turbo (Batillus) cornutus mass mortality Yoshimi Port Karenia digitata
Sulculus diversicolor 〃

Haliotis discus mass mortality Hagi Coast Heterosigma akashiwo

1996 Turbo (Batillus) cornutus 30 kg losses Iki Island Noctiluca scintillans
Haliotis discus 14 kg losses

Haliotis discus 80% mortality Usuki Bay Karenia mikimotoi

※ The data sets were obtained from Fishery Regulation Office, Fisheries Agency of Japan



al., 1988），1990年代までは基本的に別種であるという

認識が行き渡っていた（Partensky et al., 1988; Na-

gasaki et al., 1991; Suzuki and Ishimaru, 1992）。

Matsuyama et al.（1998b）は広島湾で発生したK.

mikimotoi の赤潮海水を用いてムラサキイガイ

Mytilus galloprovincialisのろ水率低下と細胞密度と

の関係を詳細に調べた。その結果，ろ水率の低下は細

胞密度が200 cells/mLあたりから始まり，有意な低下

は500 cells/mL以上で確認された。18,700 cells/mLの

赤潮海水から調製されたろ過液（フィルターはGF/F）

では，ムラサキイガイのろ水量低下は観察されなかっ

た。一方，Widdows et al. （1979）によれば，イギ

リス沿岸で発生したG. aureolumの赤潮海水を使って

ムラサキイガイのろ水率を測定すると，本種の細胞密

度が200 cells/mL以下の密度や赤潮海水のろ過液には

全く影響が認められないものの，細胞密度が500 cells/

mLを越えると顕著なろ水率の阻害が認められている。

また，影響を受けたムラサキイガイには中腸腺の傷害

が認められたという （Widdows et al., 1979）。

Widdows et al.（1979）の結果は広島湾で発生したK.

mikimotoiの赤潮海水で得られた結果と酷似していた

ことから，Matsuyama et al. （1998b）は両者のム

ラサキイガイに対する毒性発現は同じような機構で引

き起こされていると考えられ，毒性学的観点から見て

も両種の相同性が高いことを報告した。

最近になって，形態学的，分子生物学的，生化学的精

査の結果，ヨーロッパ沿岸で従来からGymnodinium

aureolumとして記載されてきた種が本邦沿岸で赤潮を

形成するK. mikimotoiと同一種であることが示され

た（Hansen et al., 2000）。従って，両者の相同性が

分類学的観点と漁業被害の特徴の両面から一致したこ

とになる。日本で1935年に最初に記載されたK. miki-

motoiは，実に65年間の紆余曲折を経て，ヨーロッパ，

東アジア，南半球まで分布する凡世界種であることがこ

こで結論付けられた（Hansen et al., 2000）。しかし，

ヨーロッパで発生してきたK. mikimotoiは四半世紀に

亘ってG. aureolum（＝Gyrodinium aureolumまたは

Gymnodinium cf. nagasakiense）として種々の論文
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Fig. 6. Photomicrograph of the dinoflagellate Karenia mikimotoi and associated shellfish death in relation
to massive red tide. 1: Photomicrograph. 2: Dead manila clam Ruditapes philippinarum during the red tide
ocurred in Buzen sea, western Seto Inland Sea, 1985 (see Table 3). 3: Dead Pacific oyster Crassostrea gigas
during K. mikimotoi red tide (Hiroshima Bay, 2002). 4: Dead blue mussel Mytilus galloprovincialis during
K. mikimotoi red tide (Hiroshima Bay, 2002).



に記載されてきたため，もはや過去の文献を個別に精

査してどれが現在のK. mikimotoiに相当するのか追

跡するのが困難である。ただ，フランスからノルウェー

にかけての大西洋岸で観察されてきたG. aureolum赤

潮は，貝類や養殖サケなどの斃死を伴うことから

（Tangen 1977），大部分がK. mikimotoiであったと

考えて差し支えないだろう。既にHansen et al.

（2000）の結果を受けてG. mikimotoi を論文中でK.

mikimotoiと表記した論文（本論文も含む）が発表さ

れるようになっているが，両者を別種とすることを支

持した過去の論文（例えば，Nagasaki et al., 1991;

Suzuki and Ishimaru, 1992）で提示されたデータの

正当性についてきちんとした再検証を行って確認する

必要はあろう。なおGymnodinium aureolum自体は

別に存在し，アメリカ東海岸で時折赤潮を形成してき

たものが原記載種であるという（Hansen et al., 2000）。

この原記載種についても，貝類に悪影響を及ぼすこと

が報告されている（Geinig and Campbell, 1992;

Smolowitz and Shumway, 1997）。

その他に貝類に被害を及ぼす生物としては黄金藻の

一種Aureococcus anophagefferensが報告され，その

毒性についても比較的詳細に調べられている（Gainey

and Shumway, 1991; Bricelj and Lonsdale, 1997;

Bricelj et al., 2001）。H. circularisquamaの貝類に

及ぼす毒性とこれらの生物の毒性との比較検討は第 4

章以降で検討する。

最後に，バルト海の堆積物中の化石の解析から，1億

3千万年前に二枚貝の一種Neomiodon angulataが一

時的に大量斃死しており，その堆積層から渦鞭毛藻の一

種Sentusidium pelionenseのシストが多量に検出され

ることから，本種によるブルームで貝類が斃死したもの

と考えられている（Noe-Nygaard, 1987）。現在両者と

も絶滅種であり，実際の毒性については調べることがで

きないが，おそらく渦鞭毛藻のブルームと貝類斃死は太

古から繰り返して発生していたに違いない。

第 3章 現場におけるHeterocapsa circularisquama

赤潮が二枚貝に及ぼす影響

第 1 および 2 章でも述べたとおり，H. circulari-

squamaによる赤潮の最大の特徴は，漁業被害が二枚

貝や巻貝などの特定の軟体動物に集中するという点で

ある。従来種，特に西日本で多く発生するChattonella

属 ， Heterosigma akashiwo あ る い は Karenia

mikimotoiを原因とする赤潮では，漁業被害は主に養

殖魚類に集中的に発生してきた（Honjo, 1994）。これ

らの赤潮が発生すると，赤潮生物によって鰓などの呼

吸器系に対する直接的な傷害が生じるだけでなく，赤

潮生物自身による夜間の呼吸量増大や死滅過程での急

激な酸素消費も引き起こされるため，直接的・間接的

に酸素欠乏の状態に陥りやすくなる。一般的に魚類は

貝類などに比して運動能が高いため酸素要求量が多く，

鰓の傷害が引き起こされるとわずかな酸素濃度の低下

であっても被害を受けやすい（岡市, 1997; Ishimatsu

et al., 1996a）。

従来型の赤潮においても二枚貝などの漁業被害は報

告されているが，その頻度は魚類に比して極めて少な

い。過去の二枚貝などの漁業被害は，赤潮生物の毒性

による直接的な作用というよりも，大規模な貧酸素水

塊や硫化水素の発生など二次的な要因によって引き起

こされている（西川, 1901; 塩川ら, 1966; 小泉ら ,

1996）。赤潮生物のほとんどを占める微細藻類は，二枚

貝にとって餌料となるため，一般的に二枚貝は赤潮に

対する耐性が強いと考えられてきた。しかしながら，

H. circularisquamaの赤潮では，これまでの赤潮で頻

繁に報告されてきた魚類の斃死は全く観察されず，二

枚貝などの養殖貝が大量に斃死している。例えば，魚

類養殖場で発生したH. circularisquama赤潮の場合，

養殖魚に斃死や苦悶，さらには摂餌能の低下といった

状況はほとんど認められない。逆に，筏に付着してい

るムラサキイガイなどが死滅・脱落するため，魚類養

殖漁業者は「網やブイの掃除をする手間が省けた，こ

んな赤潮なら何回でも出て欲しい」といって喜んでい

るという逸話もある。

本章ではH. circularisquamaの赤潮によって二枚貝

類がどのような機構で斃死しているのかを調べるにあ

たり，まず現場における赤潮発生と斃死等に関する疫

学的調査を実施した。これらの結果と環境要因から，

貝類斃死に関わる要因の抽出を試みた。

第１節 英虞湾におけるアコヤガイ斃死状況と環境要

因

英虞湾は枝湾が水路のように湾奥部まで侵入し，奥

行きに比べて湾口が狭く，しかも湾内と比べ湾口部の

水深が浅いため，海水交換がきわめて悪い閉鎖性水域

である（Fig. 7）。また，底質はヘドロで厚く覆われ

ているため，成層期には貧酸素水塊が発達する（中西

ら, 2001）。このように底質悪化と海水停滞が激しいた

め，周辺海域と比較しても，古くから赤潮が頻発する

海域として知られていた。西川（1901）および西川

（1903）は本湾でGonyaulax polygrammaやKarenia

mikimotoiの赤潮が発生し，アコヤガイの大量斃死を

引き起こしたと報告している。1930年代には度重なる
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K. mikimotoiの赤潮の被害を防ぐため，駆除剤とし

て硫酸銅を漁場に散布して一定の防除効果を得たとい

う（尾田, 1935）。1984年にも，熊野灘一帯で発生した

K. mikimotoiの広域赤潮と赤潮崩壊時の貧酸素水塊

の発達のため，アコヤガイに甚大な被害を及ぼした

（水産庁ら, 1986）。このように，英虞湾におけるアコ

ヤガイ養殖は，K. mikimotoi等を原因とする赤潮や

貧酸素によって甚大な影響を被ってきた。

松山ら（1995），Matsuyama et al.（1996）および

松山（2003）でも述べられたように，三重県の英虞湾に
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Fig. 7. Locations of sampling stations in Ago Bay

Fig. 8. The pearl oyster farming at Station B, in Ago Bay



おいては，1992年および1994年の両年にH. circulari-

squamaの大規模な赤潮赤潮が観察された。本湾はFig.

8で示したように，湾内の至る所でアコヤガイの養殖

が行われており，過去に発生したH. circularisquama

赤潮によって甚大な漁業被害を被ってきた。本節では，

大規模赤潮発生年であった両年のアコヤガイPinctada

fucata martensiiの被害状況について調査するととも

に，アコヤガイ斃死時の環境要因について精査し，貝

類斃死と赤潮との因果関係を明らかにする。

材料および方法

1992年のアコヤガイの斃死状況は，三重県真珠養殖

漁業協同組合連合会と各漁業協同組合の行った聞き取

り調査の一部をとりまとめた。一般的に真珠層形成用

に核（piece）を挿入された「手術貝」は生理的に傷害

を受けているため，非赤潮発生時においてもかなりの

斃死が認められる。今回は手術前の「母貝」の斃死率

に注目してとりまとめを行った。

1992年はFig. 7に示した英虞湾中央部における 2定

点（Stns. Aおよび 2）において，ミキモト真珠研究

所の協力を得て赤潮発生期間中のアコヤガイの状態を

観察した。また，同じ時期に赤潮非発生海域の五ヶ所

湾（南勢町）に垂下されていたアコヤガイの軟体部の

状態と比較することにより，斃死過程の特徴を調べた。

1994年度は三重県水産技術センター（当時）の全面的

な協力を得て，Stns. 1（立神浦）およびC（浜島浦）

において約40個体のアコヤガイ母貝（ 2年）を懸垂し，

斃死率とH. circularisquama細胞密度の推移，水温，

塩分，溶存酸素濃度（DO）といった環境要因について

も調査した。

結 果

1992年度の場合，赤潮は 8月中旬から 9月上旬にか

けてと，10月下旬から11月下旬にかけての 2回観察さ

れた。漁業被害は主に夏期に発生し，湾内で養殖され

ているアコヤガイが大量斃死した。夏期赤潮収束後，

暫定的にとりまとめられたアコヤガイ母貝の斃死率と

同じ海域で赤潮の最盛期に観察された平均細胞密度と

の関係をFig. 9に示す。最も斃死率が高かったのは湾

南東部で40～60％，湾北部でも30～35％であった。こ

れを調査時に観察されたH. circularisquamaの最高細

胞密度と比較すると，明らかに細胞密度の高い海域で

斃死率も高くなっていた。データとしては示していな

いが，核を挿入された手術貝の斃死率は母貝を大きく

上回り，英虞湾の真珠養殖業に甚大な漁業被害をもた

らした。

Stns. Aと 1におけるアコヤガイの観察結果をTable

4に示した。赤潮発生時にアコヤガイに最初に観察さ

れた症状は閉殻であった。特に11月以降の出現時は餌

料となる珪藻（主にChaetoceros spp.）が主要優占種

（1,000 cells/mL以上） であるにも拘わらず， H.

circularisquama が50～200 cells/mLの密度で混在し

ていただけで閉殻が顕著に観察された。そのため，赤

潮時の貝には消化管の内容物がほとんどなく，摂餌活

動を停止していた。閉殻状態が続くと，外套膜周辺に

付着しているグリコーゲン組織の減少，中腸腺の乳褐

色化（Fig. 10），麻痺状態（開殻したまま刺激に対し

て鈍い反応しか認められない状態）などの症状が観察

されるようになり，麻痺状態にまで陥った個体のほと

んどは斃死した。麻痺状態から斃死直後の個体を解剖

すると外套膜縁辺部が大きく萎縮しているのが特徴的

である。これらの症状は赤潮初期から顕著で，赤潮状

態が続くにつれ，斃死個体も増えていった。

次に環境要因との関わりについて述べる。夏期赤潮

発生時は，H. circularisquamaが高密度で分布してい

た 5 m層において酸素濃度が180％を越えるなど過飽和

であった（Fig. 11）。赤潮末期の 9月上旬に底層に酸

素濃度20％以下の貧酸素水塊が出現したが，アコヤガ

イの養殖水深である 2 m層まで達することはなかった。

また，アコヤガイの斃死は貧酸素水塊の出現より 1週

間以上前に既に始まっていた。秋期赤潮発生時も，H.

circularisquamaが高密度で分布していた 2 m層では

酸素濃度は過飽和であり，底層にも十分に酸素は存在

していた。アコヤガイの斃死が見られた期間の水温は

18～28℃，塩分は28～33psuの範囲にあった。

次に1994年の赤潮時に 2 海域で得られたデータを

Fig. 12に示す。1994年度の場合，赤潮は 7月中旬から

9月上旬にかけて観察された。H. circularisquamaの

細胞密度とその増減傾向は，定点間によって大きく異

なっていた。Stn. 2では懸垂後 3日間で約50％もの個

体が斃死した。この時期アコヤガイが懸垂されていた

5 m水深の溶存酸素濃度を見ると，飽和度で40～60％

（3～ 5 mg/L） であった。 いずれの定点でもH.

circularisquama の細胞密度が急激に増え， 4,000～

6,000 cells/mLに達するとアコヤガイの斃死率は急激

に増えた。

両年の赤潮期間中，アコヤガイの他に，ムラサキイ

ガイ，マガキ，ヒオウギガイなどにも斃死が認められ

たが，英虞湾で唯一のハマチ養殖場に被害が見られず，

天然魚の斃死も報告されていない。また，甲殻類の斃

死に関する報告もなかった。
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考 察

赤潮発生に伴う過去のアコヤガイの大量斃死は，赤

潮終期に発生する貧酸素や硫化水素等により引き起こ

されたことが知られている。西川（1901）は英虞湾で

発生したGonyaulax polygramma 赤潮時にアコヤガ

イが大量斃死したのは，貧酸素とそれに伴う硫化水素

の発生であると指摘している。同湾では現在にいたる

まで底質の悪化による恒常的な貧酸素水塊の発生が認

められており，枝湾によってはアコヤガイの生残等に

大きな影響を及ぼしている（中西ら, 2001）。英虞湾に

限らず，赤潮時に行われたその後の研究でも，赤潮発

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 31

Table 4. Behavior and synptoms of the pearl oyster Pinctada fucata martensii during
the bloom priods of Heterocapsa circularisquama in Ago Bay, 1992

Symptoms Heterocapsa circularisquama cells/mL

Valve closure 50～200

Clapping 50～200

Decreases of cardiac activity ＞1000

Decreases of glycogen branch ＞200～1000

Shell growth suspension ＞200～1000

Gut discoloriation (dark brown to orange) ＞1000～2000

Shrinkage of mantle edge ＞1000～2000

Paralysis ＞1000～2000

Death ＞2000

Fig. 9. Mortality of pearl oyster Pinctada fucata martensii after the summer red tide and mean
Heterocapsa circularisquama cell density (20-28 August, 1992)
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Fig. 11. Vertical profile of dissolved oxygen concentration (saturation percentage, ％) at Station 2, in 1992.
Pearl oyster cages were suspended at 1～ 2 m depth.

Fig. 10. Photographs of pearl oyster Pinctada fucata martensii affected by Heterocapsa circularisquama in 1992.
1: Dead pearl oysters. 2: Individual cultured at site without red tide. 3: Individual cultured at site with red tide.



生時に二枚貝が大量斃死した時には，ほとんど貧酸素

水塊の発達が同時に観察されており（西川, 1901; 岡村,

1916; 塩川ら, 1966; Park, 1982; 小泉ら, 1996），被害

を受けた生物も魚類から甲殻類に至るまで広く及んで

いる。しかし，今回日単位の詳細な現場観察に基づく

と，アコヤガイなどの二枚貝の斃死が顕著な時期に貧

酸素化現象は見られないか，あっても養殖水深である

水深 5 m以浅までは達していなかった。むしろ，表層

から水深 5 m付近までの酸素濃度は局部的に180％を

越えるなど過飽和であった。1992年 9月上旬の夏期赤

潮消滅後に底層で貧酸素水塊が観察されたが，この時

にはすでに多くのアコヤガイが斃死していた。

1994年度は赤潮盛期に飽和度で40～60％（3～ 6

mg/L）と酸素濃度が低く推移したが，通常貝類の斃

死は酸素濃度が 2～ 3.5mg/L以下になって始まると言

われることから（Theede et al., 1969; 中西, 1982; 玉

井, 1993），少なくとも酸素濃度は生存に大きな影響を

及ぼすほど低下していなかったと思われる。むしろ酸

素濃度が同じように推移していたにも拘わらず，定点

間での斃死率の推移状況が大きく異なっていた点は特

筆される。H. circularisquama の細胞密度が4,000～

6,000 cells/mLを越えると顕著な斃死が認められた点

を考えると，酸素濃度よりはH. circularisquamaの細

胞密度の方が直接影響していた考えられる。

Nagai et al.（2000）は1994年に英虞湾で発生したH.

circularisquamaの赤潮海水を用いて，アコヤガイ成貝

の暴露実験を実施した。実験には健常な母貝を用い，

採取した赤潮海水とともにパンライト水槽に収容し，曝

気を施しながら24時間の暴露実験を実施している。この

条件下では，貧酸素などの影響は排除されている。これ

によると，アコヤガイの斃死は2,000 cells/mLを超える

と認められ始め，24時間で半数の個体が斃死する密度は

およそ6,600 cells/mLであり，10,000 cells/mLを超える

とほとんどの個体が斃死した。斃死した個体は先に述べ

たように実際の漁場で斃死した個体同様，軟体部の萎

縮が顕著であり，本種の天然個体群がアコヤガイに対し

て急性毒性を示すことを明らかにした。

また，秋期赤潮の前期や後期においては，珪藻類な

どの他種プランクトンが優占し，H. circularisquama

の細胞密度は低く推移していたにも拘わらず，閉殻な

ど拒否反応が継続的に観察された。珪藻群落に低密度

でH. circularisquamaが混在していても，アコヤガイ

はこれを認識し，閉殻などの拒否反応を示したことは

注目される。

いずれにしても，赤潮発生期間に観察されたアコヤ

ガイの拒否反応や斃死は，酸素欠乏の影響よりも，H.

circularisquamaが直接アコヤガイに対し，何等かの

生理障害を与えたためであると考えられる。

また，先にも述べたが，被害を受けた水産物は二枚

貝全般に集中していたが，魚類や甲殻類の斃死は全く

認められなかった。このことも，同湾における1992年

と1994年の大規模赤潮と貧酸素や硫化水素との因果関

係を認めがたい理由の一つである。博多湾，楠浦湾に

おいて過去にH. circularisquamaによる赤潮が発生し

ているが，被害を受けたのは二枚貝と巻貝のみで，魚

類への被害は報告されていない（山本, 田中, 1990; 吉

田, 宮本, 1995）。魚類養殖のように酸素要求度が高い

生物を狭い生け簀の中で高密度飼育するとなると，わ

ずかな酸素濃度の低下でも養殖生物は敏感に反応する。

こうした生物が赤潮によって影響を受けず，比較的赤

潮や貧酸素状況に耐性のある二枚貝が選択的に斃死し

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 33

Fig. 12. Mortality changes of pearl oysters in re-
lation to cell density of Heterocapsa circulari-
squama in 1994. Upper is monitored at Station C.
Lower is at Station 3. Forty individuals of caged
pearl oyster were cultured at each station.



ていたことを考慮すると，H. circularisquamaは二枚

貝に対し直接かつ特異的に影響を与える渦鞭毛藻であ

る可能性が考えられる。

一般的に赤潮などの現場観察は数日から 1週間単位

で行われることが多いが，赤潮の発生や貧酸素水塊の

発生は日単位で急激に進行することから，通常のモニ

タリングであっても変化を正確に捉えることは必ずし

も容易ではない。魚類など斃死が数分単位で進行し，

かつ給餌養殖のためほぼ毎日漁場に出かけて魚の様子

を観察する養殖業の場合，当該生物の変化（運動性，

餌料すう向性，斃死個体の有無など）を日単位で捉え

ることも可能であるが，無給餌で粗放的な養殖形態で

ある貝類養殖は毎日漁場に出かけることはむしろ希で

ある。また，二枚貝等の斃死は閉殻筋が弛緩して完全

に殻を空けた状態にならないと気がつかないが，実際

に閉殻筋が弛緩して完全に斃死するには貧酸素による

斃死であっても少なくとも数日を要する。これらの結

果として，二枚貝養殖業では赤潮生物の毒性と貝類の

生理的影響について判断することが難しく，結果とし

て「貧酸素の影響で斃死した」と片づけられてしまう

ことが多い。第 2章でも述べたように，K. mikimotoi

はH. circularisquamaと同様に貝類に悪影響を及ぼす

が，過去の貝類斃死は貧酸素の影響であると言われて

いる（例えば，塩川ら, 1966）。しかし，最近の研究で

はK. mikimotoiは貝類に対して特異的な毒性を有し

ていることが明らかとなった（Matsuyama et al.,

2001）。この点，海洋観測機器や生理学的実験装置の乏

しい時代に，毎日の詳細な現場観察に基づき，K.

mikimotoiの赤潮によるアコヤガイ斃死は貧酸素や水

質悪化ではなく，プランクトン自身が有する特異的な

毒性であると結論を導いた尾田（1935）の観察は特筆

に値する。

英虞湾でのアコヤガイ斃死状況から次の 4点が判明し

た。

1．現場におけるアコヤガイの斃死時期と貧酸素水塊の

影響に関して，直接的な因果関連は認められなかっ

た。

2．アコヤガイの斃死はH. circularisquamaの細胞密

度と密接に関連しており，細胞密度が4,000～6,000

cells/mLを越えると急激に斃死率が高くなった。

3．斃死したアコヤガイは拒食や衰弱によるものと思わ

れる生理的障害，あるいは何らかの要因による組織

傷害が数多く認められた。

4．H. circularisquamaが50～200 cells/mL存在する

と，アコヤガイの摂餌活動は餌料となる珪藻の細胞

密度には関係なく阻害された。

第 2節 広島湾における二枚貝斃死状況と環境要因

広島湾は瀬戸内海西部に位置した閉鎖性の強い内湾

で（Fig. 13），瀬戸内海でも大阪湾に次いで富栄養化

が進行し貧酸素や赤潮の発生が多い海域である（木村,

1999）。Fig. 14に示したように，本湾では太田川河口

を中心にカキ養殖が大規模かつ集約的に行われ（詳細

はKorringa, 1976参照），全国市場の 5～ 6割のカキ

がこの湾で生産されている。

広島湾では 1969年に本邦で初めてChattonella

antiquaの赤潮が発生し（木村ら, 1973），その後も

Heterosigma akashiwoやKarenia mikimotoiを主体

とする赤潮が毎年発生している（高山, 1986）。この湾

では1995年と1998年にH. circularisquamaの大規模な

赤潮が発生して甚大な漁業被害をもたらした（松山ら，

1997; 松山，2003）。いずれの発生年も大野瀬戸を中心

にH. circularisquama赤潮の発生に関する海洋学的調

査を実施すると同時に，二枚貝等の斃死状況や赤潮海

水を使った暴露実験を同時並行に実施した。

材料および方法

現場海域における3 種二枚貝の斃死状況

1995年はFig. 13に示したStn. 1付近で養殖されてい

た 1年生マガキCrassostrea gigas（殻高87±22mm）

を11月14日に採取して提灯カゴに収容し（Fig. 15参照），

Stn. 1（赤潮発生域）およびStn. 5（赤潮非発生域）に懸

垂して斃死状況を観察した。懸垂水深は 0, 2, 5, 8 m

で，Stn. 1では各水深30個体ずつ，Stn. 5では22個体ず

つを実験に供した。調査は広島県農林水産事務所（当

時）と大野町役場の全面的な協力で行われたものであ

る。また，ムラサキイガイMytilus galloprovincialis

については，赤潮発生直後である11月13日に，Stn. 1

付近のブイ等に付着していた天然個体（94個体，殻高

30.0±5.2mm）を網目サイズ 2 mmのナイロンネット

に収容し，そのまま表層に懸垂した。

1998年の赤潮時には，殻高54.2±11.2mmのアコヤガ

イ稚貝を網目サイズ 8 mmのナイロンネットに収容し，

Stn. 1の水深 2 mに懸垂した。いずれの年度もほぼ毎

日H. circularisquamaの細胞密度と貝の斃死状況等に

ついて調査した。また，Stn. 1付近を中心に現場の目

視調査も同時並行して行った。

赤潮海水を用いた暴露実験

現場から採水した赤潮海水が二枚貝に及ぼす影響を

確認するために次の実験を行った。1995年11月13日に，

Stn. 4.で採水した赤潮海水（2,500 cells/mL）を，網
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Fig. 13. Location of Hiroshima Bay (upper) and sampled stations in the Ohno Strait (lower)



目サイズ75μmのナイロンネットを用いて捕食生物な

どを除いた後，10μmのオムニポアフィルター（直径

47mm，ミリポアー社製）を装着したろ過器で，H.

circularisquamaを重力下で濃縮した。この試水を一

晩22℃のインキュベーター中に静置した後，細胞密度

を11,200 cells/mLに調整した。この赤潮海水200mL中

に殻高27.5mmと30.8mmのマガキ 2個体（赤潮非発生

時にStn. 1付近で採捕し，所内ろ過海水中で 1ヵ月間

維持していた天然個体）を収容して観察を行った。曝

気はH. circularisquamaの細胞を破壊するので行わな

かった。25時間後に一度同じ濃度で同じ容量の赤潮海

水と交換した。

また，赤潮発生前の1995年10月中旬にStn. 1付近で

採捕され，実験室でIsochrysis galbanaやSkeletonema

costatumを給餌して飼育されていた殻高2.3±0.3mm

のムラサキイガイ稚貝を，1個体ずつ12穴のマイクロ

プレート（直径23mm）に収容し，前述の赤潮海水

（10,000 cells/mLに調整）を 5 mL/個体ずつ加えて観

察を行った（n＝20）。4日目まで，毎日同様の細胞密

度に調整した実験海水と交換し，暴露実験を実施した。

なお，試験海水の交換時に干出を受けると正常な個体

は速やかに閉殻する。一方，干出時に閉殻せず，大き

く開殻したままの状態の個体について，1個体ずつ外

套膜縁辺部をピンセットで強く刺激し，ゆるやかに閉

殻する個体を「麻痺個体」，閉殻筋が完全に弛緩し閉殻

など正常な応答を全く示すことができなくなった個体

を「斃死個体」として取り扱った。毎日斃死個体数を

集計し，生残率を求めた。また，暴露12時間目の最初

の換水の時に，容器壁面に足糸で付着している個体を

計数し，足糸形成率を求めた。

赤潮海水が二枚貝の摂餌活動に及ぼす影響

11月13日にStn. 4から赤潮海水（3,700 cells/mL）

を採水し，ガラスフィルター（GF/F）でろ過後，十
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Fig. 14. The oyster farming around the Etajima station, Hiroshima Bay

Fig. 15. Close-up of the oyster assemblages placed
in an experimental basket at Station 1 during red
tide periods, in 1995



分に曝気を施したろ過海水でH. circularisquama が

1,000 cells/mLの密度になるように希釈した。この海

水が，マガキ（殻高22.9±2.6mm，n＝3）とムラサキ

イガイ（殻高10.9±0.5mm，n＝5）に及ぼす影響をろ

水率（語彙の定義と測定方法については第 4章に詳述）

を指標にして調べた。方法はMatsuyama and Uchida

（1997）に従った。対照区の貝のろ水量は二枚貝に無害

な渦鞭毛藻Heterocapsa triquetraを，ろ過海水に対し

て1,000 cells/mLの濃度になるように接種して測定し

た。また，赤潮海水のろ過液の影響を調べるため，グ

ラスファイバーフィルター（GF/F，Whatman社製，

孔径 ca. 0.7μm） でろ過した現場海水 （3,700

cells/mL）にH. triquetraを同様の濃度になるよう接

種してろ水量を測定した。また11月24日にStn. 1で採

水された赤潮海水（Table 5）を希釈し，H. circulari-

squamaの初期密度とろ水率との関係を調べた。

赤潮による貝類斃死状況の観察

Stn. 1から南西方向に約 5 km離れたStn. 2（大竹市

玖波町の玖波漁港内）では，1995年の赤潮期間中にH.

circularisquama が3,500～9,000 cells/mLと最も高い

細胞密度で確認された海域である。11月21日の干潮時

に漁港内外に生息している天然二枚貝類の状況につい

て観察を行った。その他に，赤潮の発生，貝の斃死状

況等に関する地元の関係各漁協の組合員などからの聞き

取り調査資料も参考にして，各データの解析を行った。

結 果

現場海域における 3種二枚貝の斃死状況

Stn. 1における赤潮海水中でのマガキCrassostrea

gigasの懸垂試験の結果をFig. 16とTable 6に示す。

11月14日から12月15日までの累計斃死率は，水深 0 m

層で30.0％（11月27日まで，それ以後は試験貝を収容

したカゴが盗難によって紛失したため集計不能），2 m

層で36.7％，5 m層で20.0％，そして 8 m層で6.7％で，

各層の平均では19％であった（Table 5）。このように，

斃死率はH. circularisquamaの細胞密度が高く推移し

た 0～ 2 m層で顕著であった。この期間のH. circulari-

squama の細胞密度は， 各層平均で 239～1,588

cells/mL，水温は15～17℃の範囲にあった。一方で，

赤潮がほぼ終息した12月15日から，翌年（1996年）の 4

月25日までの累計斃死率は，各層とも3.3％に留まった

（Table 6）。H. circularisquamaがほとんど観察され

なかったStn. 4では，11月14日から11月30日までの累

計斃死率は，0 m層で6.7％，5 m層および 8 mでは 0

％で，全層の平均値は 3％であった。Stn. 1付近の天

然マガキの場合，斃死は11月19日まではほとんど認め

られなかったが，赤潮発生から 1週間程経過した21日

頃から急に斃死個体が目立つようになった（Fig. 17）。

Stn. 1における懸垂試験とは別に，Stn. 1近くの沿岸

部の護岸に付着している天然マガキの斃死個体を枠取

り調査した結果，最近になって斃死したと思われる個

体（軟体部が残存していたり殻内部が付着物にほとん

ど覆われていない個体）の割合は11月30日の段階で約

30％であった。Stn. 1付近の養殖筏の潜水調査時に撮

影された映像をFig. 18に示す。赤潮発生直後である11

月17日は現場海水が褐色に着色していたが，まだ斃死

個体はあまり観察されなかった。赤潮発生後からおよ

そ 2週間目にあたる11月27日には同じ地点でもかなり

の斃死個体が観察され，養殖カキも17～27日の間に急

激な斃死が進行したことが伺えた。

Stn. 1におけるムラサキイガイの場合，0 m層での

累計斃死率は9.5％であり（Fig. 17），マガキと比較す

ると低い値であった。さらに，ロープや浮き桟橋等に

付着している天然個体にも，マガキ程の目立った斃死

は観察されなかった。浮き桟橋における枠取り調査で

は，新規に斃死したと思われる斃死個体の割合は12月10

日の段階で 7％以下であった。11月21日にStn. 2（玖

波漁港内）で観察した状況をFig. 19に示す。なお，こ

の時の漁港内はStn. 1周辺と比較すると著しく濃厚な

赤潮状態で，表層水を計数した結果，3,700 cells/mLの

H. circularisquamaが認められた。ロープやブイに付着

している天然マガキやムラサキイガイはかなりの被害を受

けていた。斃死貝は腐敗臭がひどく，外套膜と閉殻筋を

若干残したものから，まだ軟体部の大部分が残っているも

のまで様々であった。特に軟体部が残存しているなど比較

的最近になって斃死したと判断される個体の場合，外套

膜縁辺部が異常に萎縮している個体が多く観察された
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Table 5. Cell densities of phytoplankton species
collected at Station 1 on 24 November

cells/mL ％

Skeletonema costatum 91 7.5
Nitzschia spp. 2 0.2
Eucampia zodiacus 8 0.7
Thalassiosira spp. 15 1.2
Thalassionema sp. 29 2.4
Leptocylindrus danicus 1 0.1

Pleurosigma sp. 5 0.4

Prorocentrum triestinum 2 0.2

Cryptomonas sp. 90 7.4

Heterocapsa circularisquama 975 80.0

Sample was directly used for measurement of
clearance rate of oyster and mussel
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Fig. 16. Temporal changes in the vertical distribution of Heterocapsa circularisquama cell density, and as-
sociated mortality of adult oysters at Station 1. Arrow denotes the start of the suspension of oysters (see
Fig. 15) in the water column on 14 November.

Table 6. Comparison of mortalities (％) of 1-year old oysters*1 between the red tide
and a non-red tide area

Mortality at Stn.1 (red tide area)

Depth(m) 14 Nov.-15 Dec. (31 days)*2 15 Dec.-25 Apr.(132 days)*3

0 (>30.0)*4 -*3

2 36.7 3.3
5 20.0 3.3
8 13.3 3.3

Mortality at Stn.5 (non-red tide area)

Depth(m) 16 Nov.-15 Dec.(25 days)*2 15 Dec.-25 Apr.(136 days)*3

0 9.1 0
2 4.6 0
5 0 0
8 0 0

*1 The oysters used in this study was maintained near the Station 1 until 14 Nov.
*2 Red tide period
*3 Non-Red tide period

Oysters were consistently suspended at the same depth from the red tide period
*4 Caged oysters suspended at 0 m were lost
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Fig. 17. Changes of Heterocapsa circularisquama cell density, and associated
mortality of adult oysters and mussels at Station 1

Fig. 18. Field observations on shellfish farming ground during Heterocapsa circularisquama red tide period
occurred in 1995, Hiroshima Bay. Pictures (captured from VTR) was provided by Dr. Usuki H. (FIES).
1: Close-up of the oyster assemblages which farmed at Station 1. Reddish brown discoloration was due to
H. circularisquama red tide (ca. 1,000cells/mL of H. circularisquama). 2-4: Dead oysters (D) at Station 1 (2
weeks after the occurrence of red tide). 5-6: Dead manila clams Ruditapes philippinarum observed at Station
4. Arrow denote live juvenile black sea bream Acanthopagrus schlegeli.



（Fig. 19-③）。漁港内での枠取り調査の結果，マガキは

90％以上の斃死，ムラサキイガイでは30％程度の斃死で，

Stn. 1付近よりも斃死率が明らかに高かった。

赤潮海域では二枚貝以外の水産生物（カニなどの甲

殻類，ホヤ類やフジツボなどの付着生物）の被害は全く

観察されなかった。Stn. 2付近の漁港内外においては

赤潮のため赤褐色に海面が着色しているにも拘わらず，

天然のマサバの群が回遊し，周辺では多数の遊漁者が釣

りを行っていた。Fig. 19の⑤～⑥にStn. 4にあるアサ

リ漁場の潜水調査時の映像を示す。アサリ漁場でも斃死

が顕著に見られ，11月27日の段階ではまだ軟体部を残し

た状態で干潟の上に突出して斃死している個体も多く見

られた。これを狙ってか，クロダイの幼魚が干潟付近を

多数遊泳しているのが目撃された。

次に1998年に広島湾において発生した赤潮の発生期

間中，アコヤガイ稚貝をStn. 1に懸垂して斃死率の推

移を調べた結果をFig. 20に示す。赤潮期間中のH.

circularisquama 細胞密度は1,000～5,000 cells/mLの

範囲にあった。H. circularisquamaが100 cells/mL以

下で推移している期間の斃死率は 3％以下で推移してい

たが，細胞密度が3,000 cells/mLを越え始めた 8月25日

以降から顕著な斃死が始まり，9月13日には累計で61％

の個体が斃死した。ほとんどのアコヤガイは 8月25日以

降堅く閉殻したままとなり，その後徐々に開殻したまま

刺激に対する応答が非常に鈍い「麻痺状態」に陥った

個体の割合が増えた。麻痺状態にまで陥った個体のほと

んどが数日後に斃死した。斃死した個体はいずれも軟体

部が著しく萎縮すると共に，中腸腺の退色が著しかった。

同じ時期にStn. 1付近の潮間帯，ブイ，ロープなど

に付着している天然マガキとムラサキイガイの枠取り調

査を実施した結果，マガキの斃死率は51％，ムラサキイ

ガイは89％の斃死率であった。このほかにも潮間帯に生

息しているホトトギスガイやマガキなどの大量斃死も観

察された（Fig. 4⑥～⑦参照）。しかしながら，最も赤

潮が高密度に発生している海域であっても，クサフグや

イシガニなどは通常と何ら変わらなく活動しており，斃

死したアサリを狙って干潟に飛来してきたコサギにも何

ら悪影響は認められなかった（Fig. 21参照）。

赤潮海水を用いた暴露実験

1995年11月13日に，Stn. 4で採水した赤潮海水を濃

縮し，これを用いてマガキの暴露実験を行った結果を
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Fig. 19. Photographs of dead bivalves due to Heterocapsa circularisquama red tide at Station 2. 1: Dead
natural oysters (death/total＝9/12). 2: Dead natural mussels (death/total＝12/22). Several dead individuals
with remaining their mantles and adductor muscles. 3: Dead natural oysters which might be killed within
a few day, showing notable mantle shrinkage.



Table 7に示す。赤潮海水（11,200 cells/mL）に収容

されたマガキは，異物が混入した時に，それらを排除

しようとして繰り返す開閉運動（clapping）をすぐに

開始した。閉殻する瞬間に殻内から水流が勢いよく吹

き出すが，この中にヒモ状の粘質物が含まれ，顕微鏡

下で観察すると球形化したH. circularisquamaの細胞

が無数に包み込まれていた。clappingは実験開始直後

に 5～10回/分程度の頻度であるが，徐々に回数は減

少しながらも10時間以上続いた。実験に供した 2個体

とも25時間後までは閉殻の状態になり，その後麻痺状

態（大きく開殻したままの状態で，外套膜などをピン

セットで強く刺激するとゆっくりと殻を閉じ始める状

態）に陥り，それぞれ48時間および60時間後に閉殻筋

が弛緩して応答を示さなくなり，完全に斃死した。斃
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Fig. 21. Photographs of marine animals in the Heterocapsa circularisquama red tide site in Hiroshima Bay,
1998.
1: Rocky shore which are covered by H. circularisquama red tide (3,150cells/mL). No killing of marine ani-
mals was observed during the course of H. circularisquama red tide except for bivalve molluscs. c; Shore
swimming crab Charybdis japonica, p; Puffer Takifugu niphobles.
2: Manila clam farming ground after the red tide episode. Some birds pecked the dead manila clam but any
negative effects was not observed. m; dead manila clam, b; Carrion crow Corvus corone, s; Little egret
Egretta garzetta

Fig. 20. Temporal changes of Heterocapsa circularisquama cell density (closed circle with solid line) and associ-
ated mortality of pearl oyster spat (Shell height＝54.2±11.2 mm [SD]) at Station 1 in Hiroshima Bay, 1998



死したマガキは外套膜周辺部が収縮していた。暴露実験

中にH. circularisquamaの細胞密度は減少することは

なく，排糞活動も全く観察されなかったことから，ほと

んどマガキに摂取されていないと判断された。

一方，ムラサキイガイ稚貝の場合，現場の赤潮海水

を濃縮してH. circularisquama の細胞密度がおよそ

10,000 cells/mLになるよう調整した海水で暴露実験を

行った結果をFig. 22に示す。H. circularisquamaの

天然藻体に暴露されたムラサキイガイは，足糸の形成

が阻害され，3日後の生残率は45％，4日後は15％まで

低下した。

赤潮海水が二枚貝の摂餌活動に及ぼす影響

11月13日に採水したH. circularisquamaの赤潮海水

（1,000 cells/mLに調整）を用いてマガキおよびムラサ

キイガイのろ水率を測定した。その結果をFig. 23に示

す。H. circularisquamaに暴露されたマガキは対照区

の1.5％まで，ムラサキイガイは対照区の8.8％までろ

水率が減少することが判明した。マガキの場合，実験

中（30分間）に継続的に閉殻することはなかったが，

暴露実験時同様，激しく殻を開閉させるclapping行動

が頻繁に観察された。ムラサキイガイも外套膜縁辺部

を小刻みに収縮させる行動が観察された。一方，グラ

スフィルター（GF/F）でろ過した赤潮海水ろ液では，

マガキおよびムラサキイガイのいずれも，ろ水率の低

下は全く認められず，H. circularisquamaの細胞が存

在する状態で観察される拒否行動も全く観察されなかっ

た。さらに，H. circularisquama天然個体群の初期細

胞密度とムラサキイガイろ水率との関連を調べた結果

をFig. 24に示す。H. circularisquama がおよそ50

cells/mLの密度で存在するとろ水率は対照区の1/2に

なり，100 cells/mL以上ではろ水率がほぼ停止した状

態となった。

考 察

1995年のStn. 1におけるマガキの懸垂試験の結果，

赤潮発生直後に斃死率が上昇したことは明らかである。

しかも，斃死率はH. circularisquamaが高密度に分布

していた 0～ 2 m層にかけて最も高く推移し，底層で

は低い斃死率に留まっていた。すなわち，英虞湾にお

けるアコヤガイの観察同様，H. circularisquamaの出

現とマガキの斃死は密接に関連していた。同様な傾向

はムラサキイガイでも認められており，いずれの二枚

貝類もH. circularisquamaの細胞密度が高くなれば斃

死率も高くなる傾向にあった。マガキにおいて，斃死

率が底層において低く，表層で高かったことは，この

期間の斃死が貧酸素水塊や硫化水素の影響ではなかっ

たことを示すと言える。1998年に発生した赤潮期間中

実施したアコヤガイの懸垂試験においても， H.

circularisquamaの細胞密度と斃死率の上昇は密接に

関連していると同時に，実際に観察されたアコヤガイ

の症状は第 2節で明らかにしたように，英虞湾で観察

された症状とほとんどすべて一致していた。以上のこ

とから，H. circularisquamaの赤潮に伴う二枚貝の斃

死は，英虞湾だけに限定されるものではなく，広島湾

でもほぼ同じ傾向を示していたと判断され，本種の二

枚貝に対する特異的な毒性はH. circularisquama自身

によって引き起こされていることは明らかである。

細胞密度と斃死との関係を詳しく述べる。広島湾で

の観察によれば，二枚貝の斃死はH. circularisquama

の細胞密度が概ね1,000 cells/mLを超えると発生する

ようである。一方で，細胞密度が100 cells/mLを下回

ると斃死率の上昇は停止し，以後は目立った斃死は観

察されなくなった。3種の二枚貝を比較すると，1995

年の場合，マガキはStn. 1およびStn. 2のいずれの地

点においても，ムラサキイガイを大きく上回る斃死率

を記録した。この結果から，マガキはムラサキイガイと

比べてより低密度のH. circularisquamaで斃死すると

言える。1995年の広島湾における観察結果から推察する

と， H. circularisquama の細胞密度が1,000～3,000

cells/mLでマガキの顕著な斃死が始まると推察された。

1995年のムラサキイガイの場合，Stn. 1 （1,000～

3,000 cells/mL）での斃死率は9.5％と低かったものの，

細胞密度が3,500～9,000 cells/mLと比較的高く推移し

たStn. 2での斃死率は30％に及んでいた（天然個体の

観察結果）。さらに室内実験（10,000 cells/mL）では 4

日間で85％もの個体が斃死した。室内実験に供した個

体は小型の稚貝であること，また，暴露実験時の温度

が22℃と現場よりかなり高かったことから，赤潮現場

で得られた結果と同一に論じることはできない。しか

し，Stn. 1で得られたムラサキイガイの低い斃死率は，

H. circularisquamaの細胞密度が急激な斃死を引き起

こす細胞密度にまで至っていなかったためであろうと

考えられる。

前節における英虞湾での観察においても， H.

circularisquama 細胞密度が1,000～2,000 cells/mLで

はアコヤガイの顕著な斃死は起こらないが，4,000～

6,000 cells/mLに至ると急激な斃死が観察されている。

同様の結果は培養細胞を用いた室内実験でも確認され

ている（Nagai et al., 1996）。1995年の広島湾におけ

る赤潮の場合，Stn. 3を除けば，細胞密度は1,000～3,

000 cells/mLの範囲で推移しており，大部分の海域で

は4,000 cells/mLを越えることはなかった。こうした
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ことから，ムラサキイガイの顕著な斃死は，アコヤガ

イと同様に，H. circularisquamaの細胞密度が4,000

～6,000 cells/mLで始まると考えられる。

本章第 1節で述べたとおり，H. circularisquamaの

影響は斃死だけでなく，低密度であっても閉殻，

clapping，拒食などの生理的傷害を引き起こすことが示

唆された。 これらは広島 湾から得られた H.

circularisquamaの天然細胞を用いた生物検定でも明ら

かとなった。まず，天然のH. circularisquamaを用い

てマガキに対する暴露実験を行った結果，clappingや外
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Fig. 22. Changes in the survival rate of juvenile
mussel exposed to high cell densities (10,000cells
/mL) of natural Heterocapsa circularisquama cells.
Water temperature was 20℃ , aeration was not
conducted H. circularisquama medium was replen-
ished once at 25h

Table 7. Effect of red tide seawater of Heterocapsa circularisquama
(11,200 cells/mL) on the survival of the 1-year old oysters

Time(h)
Shell height

27.5mm 30.8mm
1 clapping clapping

12 valve closure valve closure
24 paralysis valve closure
48 death paralysis
60 － death

Water temperature was 20℃. Aeration was not conducted. H. circularisquama me-
dium was replenished once at 25h.

Fig. 23. Clearance rates of the blue mussel,
Mytilus galloprovincialis (shell height 10.9± 0.5
[mean±SD] mm, N=12) and the Pacific oyster,
Crassostrea gigas (shell height 22.9±2.6 mm, N=9)
exposed to Heterocapsa circularisquama red tide.
Cell density in red-tide (solid bars) water was
1,000cells/mL. Filtrate (shaded bars) was prepared
from red-tide water (3,700cells/mL) and used in
the experiment within 30 min. Vertical bars show
standard deviations.



套膜の収縮を引き起こしながら，60時間以内に斃死した。

H. circularisquama細胞密度は実験中ほとんど変わら

なかったことから，貝に摂食されているとは考えられなかっ

た。これを裏付けるように，H. circularisquamaの細

胞密度が1,000 cells/mLにおけるマガキおよびムラサキイ

ガイのろ水量は，対照区の10％以下にまで低下し，同時

にclappingや外套膜の収縮などの顕著な拒否反応も認め

られた。さらにH. circularisquamaの天然細胞を使っ

てムラサキイガイに対するろ水率と細胞密度の関係を調

べた結果，ろ水量の低下は20～50 cells/mL付近から始

まることがわかった。これは，英虞湾における観察時に，

H. circularisquamaが50～200 cells/mLを越えるとア

コヤガイに対して閉殻等の異常反応が観察されたことと

よく一致する。このように，H. circularisquamaの場

合，斃死が起こらない低密度であっても，ろ水活動など

を顕著に阻害することが示唆された。ろ過性捕食者であ

る二枚貝類は，鰓上の繊毛運動によって引き起こされる

ろ水活動を絶え間なく行うことで，摂餌と酸素補給を行っ

ている（Jørgensen, 1990）。従って，継続的なろ水活

動の低下は，摂餌能力や酸素の取り込みを著しく阻害す

るので，貝の生理状態に悪影響を及ぼすことが十分に考

えられる。従って，斃死が引き起こされる密度以下であっ

ても，貝の生理状態は悪化する可能性が考えられる。

広島湾での貝類斃死状況から次の 4点が判明した。

1．マガキの斃死はH. circularisquamaの細胞密度と

密接に関連しており，細胞密度が高く推移した期間，

海域，水深において最も斃死率が高かった。

2．斃死した貝には，英虞湾で観察されたアコヤガイ

同様に拒食や衰弱によるものと思われる生理的障害が

認められた。

3．現場から得られたH. circularisquamaの天然細胞

を用いてマガキとムラサキイガイに対する暴露実験を

行った結果，H. circularisquamaの細胞は明らかに致

死的作用を示すことが判明した。

4．H. circularisquamaはマガキとムラサキイガイの

ろ水率を顕著に阻害した。この作用はろ過された赤潮

海水では認められなかった。ムラサキイガイの場合，

H. circularisquamaが50 cells/mL存在すると，ムラ

サキイガイの摂餌活動は対照区の半分まで抑制された。

以上両湾における現場調査結果から， H.

circularisquamaが二枚貝に及ぼす影響は次のように

結論づけられる。すなわち，H. circularisquamaの赤

潮発生期に，二枚貝の斃死と貧酸素との因果関係は十

分に見い出せなかった。H. circularisquamaは二枚貝

類に対して著しい致死的作用を及ぼすが，魚類，甲殻

類などには斃死や異常行動は全く認められなかった。

二枚貝に対しては，細胞密度が4,000～6,000 cells/mL

（マガキでは1,000～3,000 cells/mL）を越えて赤潮状態

に達すると，それらの生理作用に直接悪影響を与えて

斃死等を引き起こす。また，着色が認められない50～

200 cells/mLといった低密度であっても，拒否反応を

引き起こしたりろ水率を顕著に低下させるなど生理的

な悪影響を及ぼす。しかしながら，こうした作用は赤

潮海水をろ過すると全く認められなかったことから，

細胞外に何らかの毒性物質を活発に分泌している可能

性は低いと判断された。

現場海域で発生した赤潮生物が，二枚貝に及ぼす影

響について調べた例は非常に少ない。第 2章でも述べ

たとおり，日本やヨーロッパ沿岸で赤潮を引き起こし，

魚介類の大量斃死を引き起こす原因生物として

Karenia mikimotoi（Gyrodinium aureolum, G. cf.

aureolum, G. cf. nagasakiense, G. mikimotoiとし

て記載されてきた）が知られている（Tangen, 1977;

Shumway, 1990; Honjo, 1994; Hansen et al., 2000;

Landsberg, 2002）。本種の赤潮では，魚類以外にも，

ムラサキイガイやホタテガイなどの斃死が観察されて

いる（Shumway, 1990; Smolovitz and Shumway,

1997; Matsuyama et al., 1998; Landsberg, 2002）。K.

mikimotoiの赤潮海水を使ってムラサキイガイのろ水

率を測定すると，本種の細胞密度が200 cells/mL以下
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Fig. 24. Mean clearance rates of the adult blue
mussel exposed to various cell densities of natural
Heterocapsa circularisquama cells. Bars denote
standard deviations.



の密度や赤潮海水のろ過液には全く影響が認められな

いものの，細胞密度が500 cells/mLを越えると顕著な

ろ水率の阻害が認められている（Widdows et al.,

1979; Matsuyama et al., 1998）。また，影響を受け

たムラサキイガイには中腸腺の傷害が認められたとい

う（Widdows et al., 1979）。H. circularisquamaも

中腸腺の傷害（退色）やろ水率の低下が認められること

から，K. mikimotoiで観察された症状に類似してい

ると言える。しかしながら，K. mikimotoiは二枚貝だ

けでなく魚類なども幅広く斃死させること（Tangen,

1977; Honjo, 1994），貝のろ水率を低下させる細胞密

度がH. circularisquamaの10倍近く高いことを考える

と，斃死や生理傷害が全く同一の機構で引き起こされ

ているとは判断できなかった。

以上， 現場海域における調査の結果から， H.

circularisquamaが二枚貝に特異的な毒性を示すこと

が示唆された。しかしながら，現場における調査にお

いては，様々な他種生物が混在し，かつ水温，塩分，

栄養塩といった環境が連続的に変化する非定常状況下

で得られたものであり， これらの結果からH.

circularisquamaが二枚貝を斃死させる特異的な作用

を有していると断定するのは困難である。天然細胞を

使った暴露実験においては上述のような環境変化が排

除されており，斃死との因果関係をより明確にするこ

とができたが，H. circularisquama以外の植物プラン

クトンも少なからず混在するため，これらの影響を完

全に排除することは困難である。 従って， H.

circularisquamaが有すると考えられる毒性を証明す

るためには，H. circularisquamaのクローン培養株を

使った室内実験を行う必要がある。

第 4章 Heterocapsa circularisquama培養株を用い

た二枚貝類等への影響評価

第 1節 各種二枚貝の生残・ろ水率に及ぼす

H. circularisquamaの影響

前章で述べたとおり，現場における二枚貝への影響

は貧酸素の影響というより，H. circularisquama自身

が有する毒性に由来することが示唆された。しかしな

がら，現場における調査は海水流動や水質などの物理

化学的な環境が刻々と変化する非定常状況下で得られ

たもので，しかも現場の試料にはH. circularisquama

以外の他種プランクトンが少なからず混在しているた

め，H. circularisquamaによる直接の影響以外の二次

的な要因を完全には排除できない。 また H.

circularisquama個体群自身も遺伝的に多様な群集で

構成されていると考えられることから，必ずしも再現

性のある結 果であるとは断 言できない。 H.

circularisquamaの二枚貝に対する直接的作用を詳細

に解析するためには，個体間の差異が非常に少ないH.

circularisquamaと二枚貝が 1対 1の関係になるよう単

純化された系で解析する必要がある。そこで，本章では

H. circularisquamaのクローン培養株を用いて室内で

各種二枚貝に対する暴露実験とろ水率の測定等を行い，

現場において観察された斃死状況やろ水率の低下などの

生理作用の変化を証明するため室内実験を試みた。

材料および方法

英虞湾から送られてきた赤潮海水中から，マイクロ

ピペット洗浄法によりクローン培養株を作成した。マ

イクロピペットは，パスツールピペットの先端から40

～60mm付近をガスバーナーで溶解させ，両端をすば

やく引き延ばして作成された内径50～100μm程度のも

のを用いた。0.5～1.0mL程度の赤潮海水を予め紫外線

を60秒以上照射して殺菌されたSedgewick-Rafter cha-

mber上に展開し，倒立顕微鏡下で活発に遊泳するH.

circularisquamaを同定しながら作成したピペットで

素早く拾い上げた。0.1μmのシリンジフィルターでろ

過滅菌された海水（現場海水に改変SWM 3培地を約

10％含ませたもの）を，8穴のイムノプロッティング

用スライドグラス（紫外線照射済）にそれぞれ 1～ 2

滴展開し，この海水中に分離されたH. circulari-

squama細胞を収容・再分離を 4～ 6回繰り返すこと

で，新しい溶液へ順次移していった。この分離・洗浄

の過程で，目的外の微細藻類を完全に排除した。最終

的に洗浄された 1細胞は，洗浄に用いた海水と同様な

ものを 5 mLずつ予め培養用試験管（外径18mm，TB

-2800，栄研器材社製）に分注し，75 Cで 1時間加熱す

ることにより制菌，室温まで冷却されたものに直接接

種し，22℃，150μmol photons/m2/s，12hL: 12hD

明暗周期で培養した。接種10日目以降試験管内で増殖

してきたH. circularisquamaの培養液の一部を分取し，

再度顕微鏡下で形態や遊泳行動の特徴等からH.

circularisquamaであるかどうかを確認した後，株番

号を付して継代培養用の株とした。

暴露実験にはH. circularisquamaのクローン培養株

（HA9201もしくはHA9402）を用いた。培養には，珪

酸塩とCu2+を添加せず，ビタミンの添加量を規定量の

1/50とした改変SWM 3培地を使用した（Table 8参照）。

培養条件は22℃，120μmol photons/m2/s，12hL: 12hD

明暗周期で，125mLの培地を含む250mL容の三角フラ

スコに元株を接種して実施した。接種後10～18日後の
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対数増殖後期の細胞を適宜ろ過海水で希釈し，実験に

使用した。

1．H. circularisquamaが各種二枚貝に与える致死活性

暴露実験にはいずれも稚貝を用いた。広島湾から，

マガキCrassostrea gigas（殻高5.4±2.2mm），アサリ

Ruditapes philippinarum（殻幅6.2±1.2mm），ムラ

サキイガイMytilus galloprovincialis（殻高2.7±0.28

mm），ホトトギスガイMusclista senhousia（殻高13.3

±1.2mm）の天然個体を採取し，ろ過海水中で 2～ 4

週間，Skeletonema costatum，Isochrysis galbana，

Heterocapsa triquetraなどを混合給餌しながら予備飼

育を行った。アコヤガイPinctada fucata martensii

（殻高19.9±2.2mm）はミキモト真珠研究所から譲り受

けた稚貝（人工採苗）を同様に予備飼育して実験に用

いた。この期間中足糸を十分に分泌したり，指で刺激

すると速やかに閉殻動作を行う健常な個体を選抜して

実験に用いた。

H. circularisquama の細胞密度を0～10,000 cells/

mLの各段階に，曝気を十分に施したろ過海水（塩分31

～33psu）で希釈して調整し，暴露実験に用いた。実

験には一度洗浄された 6穴のマイクロプレート（住友

ベークライト社製）に稚貝を 1個体ずつ収容し，これ

にH. circularisquamaを含む試験海水を15mL添加し

てそのまま22℃，暗所で静置した。ホトトギスガイと

アコヤガイはマイクロプレートに収容するにはサイズ

が大きかったため，100mL容のプラスチック製ビーカー

に収容して試験を行った。この場合，試験海水の容量

は30mLである。マガキの稚貝の場合，ホタテガイの

コレクターに付着したままの状態で 1個体ずつ分離す

ることができなかったため，500mLの試験海水が入っ

たプラスチック製ビーカー中に，12個体の稚貝が付着

した状態のコレクター片をそのまま収容して実験を行っ

た。ろ過海水のみの区を対照区とした。いずれの実験

区も，毎日朝 9時および夜20時に，同じ細胞密度に調

整され，予め十分に曝気を施した新鮮なものと交換し

た（対照区は海水のみの交換）。暴露実験中は適宜マル

チプレートを直接倒立顕微鏡下で観察し， H.

circularisquamaが球形化していないかどうか確認し

た。供試貝の粘液放出などでH. circularisquamaの球

形化が著しい場合は，1日 2回の換水にこだわらず適

宜新鮮なH. circularisquama懸濁液と交換した。試験

海水の交換時に貝の生死を判別して集計した。生死の

判別は開殻した状態の個体の外套膜をステンレス製の

ピンセットで強く刺激し，閉殻運動が見られるかどう

かで判断した。

2 ．H. circularisquamaがマガキの殻運動に及ぼす

影響

マガキのclapping運動（激しい殻の開閉運動）に及

ぼすH. circularisquamaの影響を調べるため，広島湾

から採取された殻高113±28mmのマガキを 3 L容ビー

カーに収容し，2.5 Lのろ過海水を満たした。これに，

H. circularisquamaを 1～5,000 cells/mLの密度にな

るように接種し，マガキのclapping運動を目視で観察

した。観察は10分間行い，この間に開閉した回数を記

録した。実験は低密度から始め，実験と実験の間には，

貝の餌料となるIsochrysis galbanaを含む海水と交換

し，1時間正常な状態で馴致させた後に再びろ過海水

と交換し，次の実験に取りかかった。実験時の水温は

14～17 Cの範囲にあった。

3 ．H. circularisquamaがムラサキイガイの足糸形成

に及ぼす影響

ムラサキイガイの足糸形成に及ぼすH. circulari-

squamaの影響を調べるため，広島湾から採取した殻

高4.9±0.58mmの稚貝を 6穴の組織培養用マルチプレー

トに収容し，これに15 mLのH. circularisquamaを含

む試験海水（200～30,000 cells/mL）を加えてそのま

ま暗所に静置した。暴露12時間後にプレート壁面に足
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Table 8. Composition of modified SWM3 medium
used for the exposure experiments of Heterocapsa
circularisquama

Chemicals Concentration

KNO3 170mg

KH2PO4-2H2O 15.6mg

EDTA-Na 11.2mg

Fe-EDTA 0.84mg

Mn-EDTA 6.9mg

CoCl2-6H2O 0.24mg

H2SeO3 17.3μg

H3BO3 12.4mg

Thiamine-HCl 0.5μg

Nicotinic acid 2.5μg

Ca-Pantothenate 2.5μg

p-Aminobenzoic acid 0.25μg

Biotine 0.025μg

Inositol 125μg

Thymine 75μg

Vitamin B12 0.025μg

Folic acid 0.05μg

Tris 0.5g

Filtered seawater 1000mL

Autoclaved for 5 min



糸で付着している個体の割合を計数した。足糸の形成

率は，正確には各個体が産生した足糸の本数を数える

べできあるが，今回は 1本でも形成して壁面に付着し

ていれば形成されたと見なして集計した。対照区は改

変SWM 3培地を15％含有させたろ過海水で行った。

4 ．H. circularisquamaが各種二枚貝のろ水率に及ぼ

す影響

ろ水率の測定は，稚貝と同様広島湾から採取された

天然個体群（アコヤガイのみミキモト真珠研究所より

譲り受けた）を予備飼育し，指による刺激により速や

かに堅く閉殻する健常な個体を選抜して行った。方法

はMatsuyama and Uchida（1997）に準じて行った。

なお，ここで言うろ水率（Filtration rate）とは，プ

ランクトンの保有色素であるクロロフィルの自家蛍光

（青色励起光に対する赤色の蛍光）を細胞密度の指標と

みなし間接的に測定されたものである（Brand and

Guillard, 1981）。 従って， 正確には餌料除去率

（Clearance rate）のことである（詳細は大森, 池田,

1976参照）。体内に取り込んだ海水量とそこから除去さ

れる餌料の密度とは相関があっても，鰓によって捕捉

されるプランクトンの割合は必ずしも100％とは限らな

い（Jørgensen, 1990）。従って，厳密にはろ水率は餌

料除去率を鰓における捕捉率で除した値を示す。しか

しながら，予備試験の結果，対照として用いた微細藻

類（I. galbanaやH. triquetra）が貝により捕捉される

割合は90％以上であり，また，与えられたH. circulari-

squamaは偽糞として再び実験海水中に放出されて再

懸濁することがほとんどないと判断されたことから，以

後は餌料除去率をろ水率として扱うこととした。

餌料密度は二枚貝のろ水率に少なからず影響を及ぼ

すため（Ali, 1970; Schulte, 1975; Winter, 1978），実

験時の餌料密度は統一した。すなわち，改変SWM 3

培地で培養されたI. galbanaを，クロロフィルa換算

でおよそ20μg/L前後になるように曝気を施したろ過

海水で希釈・調整した。H. circularisquamaをこの調

整海水で細胞密度が 0～500 cells/mLになるように希

釈し，ただちにろ水率の測定を行った。全体のクロロ

フィルａに占めるH. circularisquamaの割合は常に 5

％以下であった。対照区には I. galbanaのみを与えて

測定した。二枚貝は改変SWM 3の培地成分であるフ

リーのEDTAに対して敏感で，希釈の段階で培地の割

合が概ね30％を超えると閉殻したり，ろ水率を低下さ

せる個体が見られる。従って，希釈の過程で培養液の

混入量（キャリーオーバー）は常に試験海水総量の15

％以内に留まるよう注意を払った。

供試貝をろ過海水が満たされた100mL容の半透明プ

ラスチック製ビーカーにろ過海水と共に収容し，一晩

静置して飢餓状態においた。翌日新鮮海水で軽く洗浄

後，試験海水を50～80mL添加して実験を行った。対

照区の試験（I. galbanaのみ）を実施後，同じ個体で

H. circularisquama含有試験液を供試するという手順

で実施した。H. circularisquamaの摂餌試験を一度で

も行った供試貝はストレスを受けたものと見なし，以

後の試験には使用しなかった。実験当日の最初の第 1

回目の測定（対照区）は馴致とみなし，参考値として

記録するものの，測定結果からは除外した。従って，

対照区を 2回（安定しない場合は 3回以上のこともあ

る）繰り返し実施した後，H. circularisquama試験液

を使った本実験を 1回だけ行った。試験海水を収容後

（この段階で供試貝は干出を受けた直後なの閉殻してい

る），直ちに試験海水を 4～ 5 mL採取してTurner

desighn社製の蛍光光度計（Model 101）を用いてin

vivo蛍光値の測定を行った（F0）。蛍光値の測定に用

いた海水は再び元の容器に戻した。そして容器の側面

から貝の状態を注意深く，しかし照明の陰などに入っ

たり不用意な音を立てて供試貝にストレスを与えない

よう細心の注意を払って観察し，貝が試験海水中で最

初に開殻した瞬間を 0時間とし，10～30分後に適宜試験

海水を 4～ 5 mL採取し，再び蛍光値を測定した（Ft）。

ほとんどの場合，供試貝は試験海水を収容後数分以内

に開殻するが，10分以上経過しても開殻しない個体が

居た場合（特にマガキ）は実験対象から除外した。実

験中偽糞や糞が認められた場合は，パスツールピペッ

トを用いてこれらを除去した後に蛍光値の測定を行っ

た。ろ水率はCoughlax（1969）の示した式に準じて計

算した。すなわち，

FR＝ln（F0/Ft）･M/t

ここで，FRはろ水率（L/individual/h），F0は実験

開始時の試水のin vivo蛍光値，Ftは t時間後の試水の

蛍光値，Mは試水の量（L），tは実験時間（h）である。

実験中はろ水活動を低下させないために，曝気や攪拌

などの操作は行わなかった。実験中は試験貝自身によ

るろ水活動のため，容器内部の細胞密度はほぼ均一に

攪拌されていた。また，予備試験では，実験中の酸素

濃度は 3 mg/Lを下回ることは無かったので，ろ水活

動に影響を及ぼすほど酸素濃度が低くなることはない

と判断された。実験は殻高が整った 5個体以上を同じ

条件下で実施して平均値と標準偏差を求めた。

5 ．H. circularisquama以外の他種鞭毛藻類がろ水率

に及ぼす影響

H. circularisquamaと形態的に酷似している渦鞭毛

藻類をムラサキイガイに暴露し，どのような影響が見

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 47



られるのか調べた。 広島湾からH. triquetraと

Scrippsiella trochoideaをピペット洗浄法により分離

し，H. circularisquamaと同様に改変SWM 3培地で

培養した。H. circularisquama ，H. triquetra，S.

trochoideaの 3種の渦鞭毛藻を初期密度8,000 cells/mL

になるよう，予め曝気されたろ過海水で調製し（この

実験では I. galbanaは含まない），生物検定に用いた。

対照区には I. galbana（80,000 cells/mL）のみを同様

に調製して用いた。

先に述べたように，これらの試験の過程で，細胞密

度の変化をin vivo蛍光値で代用したが，細胞密度と蛍

光値との間にはFig. 25に示したように強い正の相関関

係が見られることを予め確認してある。

結 果

1．H. circularisquamaが各種二枚貝に与える致死活性

英虞湾産培養株を用いて暴露実験を行った結果を

Fig. 26に示す。なお，暴露実験中のH. circulari-

squamaの細胞密度の変化は，100 cells/mLの実験区

で初期密度の11～79％，それ以外の実験区では初期密

度の60～134％の範囲にあった。いずれの貝においても，

暴露密度が高くなるほど，生残率は低下した。顕著な

斃死が観察される細胞密度は貝の種類により異なった

が，概ね5,000～10,000 cells/mL以上で多くなっていた。

マガキとホトトギスガイでは，1,000 cells/mLの暴露

においても生残率がそれぞれ60％および 0％まで低下

したことから，外の 3種と比較して耐性が低いことが

伺われた。また暴露開始後 2日目を経過したころから

斃死が顕著になっていた。すべての実験区において，

対照区の斃死は全く認められなかった。

H. circularisquamaに暴露された二枚貝は，いずれ

も特徴的な症状を示した。アコヤガイおよびマガキで
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Fig. 25. Correlations between natural logarithm of
cell densities (C;cells/mL) and natural logarithm of
in vivo fluorescence (F; relative units) for the 4
microalgal species used in this study

Fig. 26. Effects of Heterocapsa circularisquama on the survival of five bivalve molluscs



は，暴露直後から激しい殻の開閉運動を短期間に引き

起こすclappingという現象が頻繁に観察され，アサリ

では出水管を閉じ，入水管から激しく水流を逆流させ

るvomitingという現象が観察された。さらに，アコヤ

ガイ，ムラサキイガイ，およびホトトギスガイでは，

顕著な足糸形成阻害が観察された。外套膜の収縮と閉

殻はすべての種類に共通して観察された。こうした作

用は数時間～ 1日程度継続し，やがて継続的な閉殻状

態に陥った。閉殻は 1日～数日間継続するが，やがて

大きく開殻したままの状態になり，ピンセットで外套

膜を強く刺激することで緩やかに閉殻する麻痺状態に

陥る。麻痺状態に陥った 1～ 2日後にはほとんどの個

体が斃死した。斃死個体に顕著な外傷は認められない

ものの，鰓や外套膜周辺の粘液分泌が激しく，H.

circularisquamaの凝集した細胞が付着している個体

も多かった。アコヤガイやアサリでは斃死した個体の

中腸腺の色調は暗褐色からオレンジ色へと顕著に薄く

なっていた。

2．H. circularisquamaがマガキの殻運動に及ぼす

影響

H. circularisquamaの細胞密度とマガキのclapping

との関係をFig. 27に示す。通常，マガキは開殻した状

態で外套膜縁辺部を伸張し，ろ水活動を行っているが，

H. circularisquamaを含む海水を取り込むと，入水側

や出水側の外套膜が小刻みに収縮するなど異常な動き

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 49

Fig. 27. Effects of Heterocapsa circularisquama cells density on the adductor muscle activity (clapping be-
havior) of Crassostrea gigas

Fig. 28. Effects of Heterocapsa circularisquama
cells density on the byssus production rate of
Mytilus galloprovincialis



を示す。こうした動作がしばらく観察されると，やが

て出水側に形成されている外套膜孔を緩やかに閉鎖し

た状態でゆっくりと大きく開殻し，そして急激かつ力

強く閉殻することにより，体内に取り込まれた海水を

入水側からジェット流のように吐き出す。こうした

clapping行動はすべての試験区で観察された。1 cell/

mLでは 2回/10minと低い回数であるが，細胞密度の

増加とともに頻度が高くなり，100 cells/mLで14回/10

min，5,000 cells/mLでは22回/10minまで増加した。

3．H. circularisquamaがムラサキイガイの足糸形成

に及ぼす影響

H. circularisquamaの細胞密度とムラサキイガイ

の足糸形成率との関係をFig. 28に示す。ろ過海水では

すべての個体が 5～13本の足糸を分泌してマルチプレー

トの壁面に強固に付着していた。100 cells/mLにおい

ても95％の個体が付着していたが，1,000 cells/mLを

越えるあたりから足糸の形成率が減少し始め，5,000

cells/mLでは45％，30,000 cells/mLでは 5％まで減少

した。付着していない個体の多くは閉殻して容器底部

に横たわっていた。

4．H. circularisquamaが各種二枚貝のろ水率に及ぼ

す影響

5種類の二枚貝類のろ水率とH. circularisquamaの

初期細胞密度との関係をFig. 29に示す。いずれの二枚

貝もH. circularisquamaの細胞密度が20 cells/mLを

越えるあたりからろ水率の低下が見られ，すべての種

類において，50 cells/mLではろ水率が対照区の半分以

下になった。200 cells/mLで20％以下にまで減少した。

マガキは他の 4種と比較すると極めて敏感で，2 cells/

mLの暴露において既に対照区に対して有意に低く，10

cells/mLではほとんどどろ水活動が停止した。ろ水率

の減少が見られる試験区では，いずれの貝類も外套膜

や水管の収縮，clapping，vomitingなどの異常行動が

観察された。偽糞の排泄は全く観察されなかった。

5．H. circularisquama以外の他種鞭毛藻類がろ水率に

及ぼす影響

H. circularisquamaを8,000 cells/mLの細胞密度で

暴露した場合，ムラサキイガイのろ水率はほとんど停

止した状態であったが，Fig. 30にも示したようにH.

triquetraおよびS. trochoideaのろ水率は対照として

用いたI. galbanaとほぼ同じであった。また，H.

circularisquamaの暴露において観察された外套膜の

収縮や閉殻などの作用は全く観察されなかった。

考 察

H. circularisquamaは供試した 5種の二枚貝すべて

に対して致死的作用を示した。生残率の低下は1,000～

10,000 cells/mLの細胞密度で顕著に認められた。H.

circularisquamaに暴露された二枚貝は外套膜の収縮，

clapping，閉殻，粘液の過剰分泌や中腸腺の退色など

現場赤潮海域で頻繁に観察された拒否反応と全く同じ

症状を呈していた。また，暴露実験中，試水中のH.
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circularisquama の細胞密度は100 cells/mLなど低密

度暴露区を除いてほとんど低下せず，むしろ 5～30％

増加していたことから，貝はH. circularisquamaを全

く摂食していなかったと考えられる。Nagai et al.

（1996）は，H. circularisquamaのクローン株を用い

てアコヤガイ稚貝の暴露実験を行っている。アコヤガ

イ稚貝はH. circularisquama の細胞密度が5,000～

10,000 cells/mLを越えると48時間以内に半数の個体が

斃死した。斃死した稚貝は外套膜や鰓の異常な収縮，

閉殻，心拍停止などの症状を示していた。今回の実験

でもアコヤガイは5,000 cells/mL以上で顕著に斃死し

たことから，Nagai et al.（1996）の知見とよく一致

する。

さらに，二枚貝のろ水率はH. circularisquamaの細

胞密度が20～50 cells/mLを越えると顕著に低下するこ

とが判明した。こうした作用は形態的に酷似した

H. triquetraやS. trochoideaといった他種渦鞭毛藻を，

同じ条件下で暴露しても全く観察されず， H.

circularisquamaに特異的な作用であることも明らか

となった。以上の結果から，現場海域で問題となって

いる二枚貝の異常な生理活動の変化や斃死は，H.

circularisquamaが有する特異的な毒性により直接引

き起こされていると結論づけられる。

今回は西日本海域で主に養殖されている（あるいは

天然海域に優占している）5種類の二枚貝について詳

細に調べたが，現場ではシオヤガイ，カガミガイ，バ

カガイ，ヒオウギガイ，タイラギなど各種の二枚貝に被

害が及んでいる（Table 3参照）。また，予備的な試験

では，ホタテガイをビーカーに収容してH. circulari-

squamaの培養液を添加するとホタテガイは激しく開

閉を繰り返して殻内から水流をジェットのように吹き

出し，たちまちビーカーから飛び出してしまった。従っ

て，H. circularisquamaは二枚貝全般に強く毒性を示

すものと思われる。

本邦の代表的な赤潮生物であるChattonella属では，

魚類に対する影響について多くの知見がある

（Okaichi, 1989; Honjo, 1994）。Chattonella antiqua

は魚類の鰓組織を破壊し，これによって影響を受けた

魚類は酸素の補給が困難になり，やがて窒息死するも

のと考えられている（Shimada et al., 1993; Okaichi,

1989; Ishimatsu et al., 1990; Honjo, 1994; Ishimatsu

et al., 1996a）。この鰓を破壊する物質として，高度不

飽和脂肪酸（西尾, 1982; Okaichi, 1989），活性酸素

（Shimada et al., 1991; Tanaka et al., 1994; Oda et

al., 1992; Ishimatsu et al., 1996b; Kim et al., 2000

a），神経毒（Onoue et al., 1990; Endo et al., 1991）

等が提唱されているが，詳細については依然不明であ

る。H. circularisquamaの暴露においても，二枚貝の
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Fig. 30. Clearance rate (L/mussel/h) of Mytilus galloprovincialis exposed to four different species of
microalgae. Cell densities are 80,000cells/mL for Isochrysis galbana (control) and 8,000cells/mL for other
species. Bars show ±SD.



鰓組織は著しい粘膜に覆われていること，その鰓上に

は多量のH. circularisquamaが付着していることから，

窒息死の可能性も考えられる。しかしながら，今回実

験で用いたムラサキイガイは，魚類とは異なり，嫌気

的条件に非常に強いことで知られている（平井, 林,

1986）。過去の試験によれば，ムラサキイガイは無酸素

状態におかれても20日間生き続けるという（平井, 林,

1986）。これは，二枚貝が低酸素の条件下におかれると

嫌気的な代謝経路に切り替えて生残を可能にしている

ためであると考えられている（平井, 林, 1986）。しか

しながら，10,000 cells/mL以上のH. circularisquama

に暴露されたムラサキイガイは，数日から１週間程度

でほとんど死滅してしまうことから，斃死の直接の原

因を窒息・酸欠死であると断定することは困難である。

また，ろ水率を低下させる要因として物理学的な作

用が指摘されている。すなわち，二枚貝のろ水率は餌

料密度とともに上昇し，ある一定濃度で飽和した後は

逆に減少すると言われている（例えばSchulte, 1975）。

今回の実験においては，初期密度を20μg/L前後に統

一しているので高餌料密度による影響は少ないと考え

られる。実際に，H. circularisquamaと形態的に酷似

した他種渦鞭毛藻は同じ密度であってもムラサキイガ

イに順調に摂食されており，何ら悪影響は認められな

いこと，ろ水活動の減少は20～100 cells/mLという赤

潮密度の1/100においても認められることから，物理

的な窒息によって悪影響を受けているとは考えられな

かった。従って，いずれの場合もH. circularisquama

の特異的な毒性作用によって引き起こされていると判

断するのが妥当である。

二枚貝の摂餌応答は粒子のサイズ，密度，形状，種

類（無機物あるいは有機物）など物理化学的な性状に

よって支配されていると言われている（Ali, 1970;

Schulte, 1975; Winter, 1978）。植物プランクトンにつ

いても，基本的にはサイズや形状が摂餌応答によって

のみ影響すると考えられてきた。ところが最近になっ

て，二枚貝は複数種の植物プランクトンが混在した中

から特定のサイズのものを選択的に摂食したり

（Shumway et al., 1985），形態が同じでもそれらの化

学的な性状を認識して取捨選択する高度な能力が備わっ

ていることが明らかとなった（Shumway and Cucci,

1987; Ward et al., 1992; Ward et al., 1997）。今回

実験に用いた二枚貝類はいずれも通常の餌料である

Isochrysis galbanaに低い割合でH. circularisquama

が混在していても，それを認識してろ水量を低下させて

いたことから，何らかの化学的機構でH. circulari-

squamaの毒性物質を認識できているものと判断され

る。

第 2節 環境要因がH. circularisquamaの致死活性に

及ぼす影響

前節でH. circularisquamaの培養細胞が天然細胞同

様に二枚貝に対して致死活性等を示すことを明らかにし

た。室内実験で得られた細胞密度と貝の斃死率との関

係は，現場で出現していたH. circularisquamaの細胞

密度と斃死率の推移状況に非常に類似しており，斃死

がH. circularisquamaによって直接引き起こされてい

ると判断された。また，ろ水率の低下やclappingなどの

作用も，おおむね50～200 cells/mL以上で観察されたこ

とから，現場での観察とよく一致する。さらに，H.

circularisquamaに形態的に酷似している他種渦鞭毛

藻ではろ水率の低下など顕著な阻害活性が認められなかっ

たことから， 二枚貝の斃死や拒否反応は， H.

circularisquama自身が有する特異的な毒性によって引

き起こされていたことは明らかである。

ところで，Alexandrium属などの有毒渦鞭毛藻では，

水温，塩分，栄養塩濃度あるいはそれらの比によって細

胞内の毒含量や毒組成が変化することが知られている

（White, 1978; Boyer et al., 1987; Ogata et al., 1987;

Anderson et al., 1990; Kim et al., 1993; Anderson

et al., 1990; Usup et al., 1994; Cembella, 1998;

Lippemeier et al., 2003）。従って，室内実験で得られ

た結果を基に，現場における貝の斃死を推察する上では，

H. circularisquamaの二枚貝に対する毒性が環境要因，

特に水温，塩分，栄養塩濃度などによってどの程度影

響を受けるのか見極める必要があろう。そこで，H.

circularisquamaを異なった条件下で培養し，これを使っ

て暴露実験を行うことにより，環境要因が本種の毒性に

及ぼす影響を調べた。

方 法

1．水温の影響

実験には 1994年に英虞湾から分離された H.

circularisquama（HA9402）を用いた。H. circulari-

squama（HA9402）を15, 20, 25℃の各温度で 1ヵ月

以上，改変SWM 3培地で培養（120μmol photons/

m2/s，12hL: 12hD明暗周期）して馴致させ，対数期後

期の細胞を十分に曝気したろ過海水（31psu）で10,000

cells/mLの密度になるように調整し，暴露実験に用い

た。実験に用いた貝は，1996年10月に広島湾で採捕し

たムラサキイガイ稚貝（殻高2.75±0.41mm）で，1996

年10月30日に広島湾で採取し，それぞれ15，20，25℃

の水温で 3週間，微細藻類（Isochrysis galbanaおよ

びSkeletonema costatum）を 1 日おきに給餌しなが
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ら予備飼育したものを実験に用いた。稚貝を予め洗浄

された12穴のマイクロプレートに 1個体ずつ収容し，

これにH. circularisquama試験水を 5 mL毎に添加し

てそれぞれ15，20，25℃の水温で実験を行った。H.

circularisquamaの試験海水は毎日，各水温で培養さ

れた株を用いて同じ細胞密度に調整されたものと交換

した。試験海水の交換時に貝の生死を判別して集計し

た。生死の判別は開殻した状態の個体の外套膜をステ

ンレス製のピンセットで数回強く刺激し，閉殻運動が

見られるかどうかで判断した。

2．塩分

実験には 1994年に英虞湾から分離されたH.

circularisquama（HA9402）を用いた。H. circulari-

squamaをそれぞれ28，30，32，34psuの塩分に調製し

た改変SWM 3培地（希釈は超純水，ピューリックL，オ

ルガノ社製）で 1ヵ月以上，22℃，120μmol photons/

m2/s，12hL: 12hD明暗周期で培養して馴致させ，定常

期前期の細胞を同じ塩分濃度で十分に曝気したろ過海

水で10,000 cells/mLの密度になるように調整し，暴露

実験に用いた。なお，培養期間中の自然蒸発による塩

分濃度の上昇を補正するため，H. circularisquamaの

培養フラスコの全重量を 2日毎に計量し，減少分と同

重量の滅菌超純水を培養液に添加した。実験に用いた

貝は1996年10月に広島湾で採捕したムラサキイガイ稚

貝（殻高4.50±0.47mm）で，1996年10月30日に広島湾

で採取し，各塩分濃度で 3週間予備飼育したものを実

験に用いた。実験中の水温は22～23℃の範囲にあった。

稚貝を12穴のマイクロプレートに 1個体ずつ収容し，

これにH. circularisquama試験水を 5 mLずつ添加し

て22℃の水温で実験を行った。H. circularisquama試

験水は毎日，各塩分濃度で培養された株を用いて同じ

細胞密度に調整されたものと交換し，生死の判別はピ

ンセットによる刺激で判別した。

3．栄養塩濃度

実験には 1994年に英虞湾から分離されたH.

circularisquama（HA9402）を用いた。H. circulari-

squama を窒素（N）・リン（P）無制限培地（N＝1000

μM，P＝66.65μM，N:P＝15），窒素濃度制限培地

（N＝200μM，P＝50μM，N:P＝ 4），リン濃度制限培地

（N＝1000μM，P＝10μM，N:P＝100）でバッチ培養を

行った（22℃，120μmol photons/m2/s，12hL: 12hD

明暗周期）。窒素およびリンの十分濃度添加培地はいず

れの成分も欠乏状態にならないよう，対数増殖期後期

から毎日培養総量の1/5にあたる量を抜き取り，同量

の新鮮培地を補充した。

H. circularisquamaは細胞外の栄養塩が欠乏し，さ

らに細胞内に蓄積している栄養塩も消費して完全な栄

養塩欠乏状態に陥ると増殖が停止する。さらに，細胞

が全体的に細長くかつ大きくなる（Yamaguchi et al.,

2001）と同時に，色調も淡い褐色から暗黒褐色へと変

化する。また，直進運動距離が短くなり，本種に特有

なキツツキ運動の頻度が著しく高くなる。従って，増

殖が停止し，かつ上述のような栄養塩欠乏状態に特有

な細胞形態と遊泳行動を示すようになった段階で，そ

れぞれ窒素欠乏（N欠），リン欠乏（P欠）に達したと

判断して実験を開始した。実験開始時の培養液中の

N，P濃度を確認するため，一部を0.45μmのフィルター

でろ過し，栄養塩分析に供した。

N欠，P欠状態に達した細胞は，超純水で希釈された

土佐湾沖の黒潮表層水（塩分30.3psu, N＝0.21μM, P＝

0.08μM）で10,000 cells/mLの密度になるように調整

し，暴露実験に用いた。実験に用いた貝はムラサキイ

ガイ稚貝（殻高2.96±0.25mm）で，1996年12月20日に

広島湾で採捕し，それぞれ21℃の水温で 2ヵ月間予備

飼育したものを 6穴のマイクロプレートに 1個体ずつ

収容し，これに H. circularisquama試験水を10mLず

つ添加して22～23℃の水温で実験を行った。試験期間

中に二枚貝から排泄される窒素・リンの濃度を最小限

にするため，実験には上述のN，Pをほとんど含まない

黒潮海水に稚貝を 2日間浸潤して体内の排泄物を可能

な限り取いた後に暴露実験に供した。

結 果

1．水温の影響

3段階の異なる水温条件下で培養されたH. circulari-

squamaを用いて行ったムラサキイガイの暴露実験結

果をFig. 31に示す。15℃および20℃の試験区では実験

開始後 3日目以降から斃死が観察され始め，実験終了

時の 7日目における生残率はそれぞれ80％および75％

であった。一方，25℃の実験区では実験開始後 2日目

で既に生残率は80％まで低下し，実験終了時である 7

日目の生残率は35％まで低下した。従って，ムラサキ

イガイの斃死は明らかに水温上昇と共に高くなる傾向

が認められた。

2．塩分の影響

5段階の異なる塩分条件下で培養されたH. circulari-

squamaを用いて行ったムラサキイガイの暴露実験結

果をFig. 32に示す。28と30psuの実験を除いて，実験

開始後 2日目以降から斃死が観察された。28～30psu

の範囲では生残率を示す曲線は他の塩分濃度での実験
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結果と異なり，実験終了時の 6日目における生残率は

いずれも80％にとどまった。全体的に見てムラサキイ

ガイの生残率は塩分濃度の上昇と共に低下する傾向に

あり，実験終了時の生残率は32psuで55％，34psuで

25％まで低下した。

3．窒素，リン制限の影響

Fig. 33に暴露実験に用いたH. circularisquamaの

増殖曲線を示す。N制限およびP制限培養のいずれも培

養開始後11日目にほとんど増殖が停止し，13日目には

栄養塩欠乏細胞に特有な形態と遊泳行動を示すように

なった。従って，暴露実験は培養開始後14日目以降の

細胞を用いて実施した。なお，この時，培養液中に残

存していた栄養塩濃度は，N制限培地でN＝0.37μM，

P制限培地でP＝0.09μMであった。また暴露後 1日目

から 2日目にかけて，暴露実験中の培養器内でのH.

circularisquamaの増加量を調べたところ，NP無制限

区で23％，N制限実験区で11％，P制限実験区で 4％で

あった。

3区分の異なる栄養塩濃度で培養されたH. circulari-

squamaを用いて行ったムラサキイガイの暴露実験結果

をFig. 34に示す。NP無制限細胞では実験開始後 2日目

以降から斃死が見られ始め，7日目の実験終了時におけ

る生残率は56％まで低下した（Fig. 34）。一方，N欠培

養細胞を用いて行った実験区では，斃死は少ない割合で

しか観察されず，実験終了時においても生残率は94.4％

を維持していた。P欠培養細胞を用いて行った実験区で

は，生残率のカーブはNP無制限区をやや上回る勢いで低

下し，実験終了時の生残率は44％まで低下した。従って，

H. circularisquamaの毒性は，N欠細胞で著しく低下

し，P欠細胞ではNP無制限細胞と同じかそれ以上の毒性

を示すことが判明した。

考 察

H. circularisquamaの毒性が水温，塩分，栄養塩濃

度のいずれによっても大きく影響を受けることが明らか

となった。このことは，環境要因が時々刻々と変化する

非定常な現場海域において，H. circularisquamaの毒

性自身もそれに応じて変化していることを示すものであ

る。今回の結果から判断すると，H. circularisquama

がムラサキイガイを斃死させる能力は，高水温，高塩分，
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Fig. 31. Effects of Heterocapsa circularisquama
exposure (10,000cells/mL) on survival of Mytilus
galloprovincialis spat (shell height: 4.50±0.47mm)
under three different water temperature condi-
tions

Fig. 32. Effects of Heterocapsa circularisquama
exposure (10,000cells/mL) on survival of Mytilus
galloprovincialis spat (shell height: 2.75±0.41mm)
under four different salinity conditions



P欠環境下において高く，低水温，低塩分，N欠環境下

では著しく低いことが判明した。各項目別で見ると，ム

ラサキイガイの生残率は水温の違いにより最大3.25倍，

塩分の違いにより3.75倍，栄養塩濃度の違いにより10倍

の開きが生じる可能性があることが示唆される。今回の

実験では明らかにすることができなかったが，これらの

組み合わせによってはさらに生残率に大きな違いが生じ

る可能性も十分に考えられる。

Chattonella属，Karenia mikimotoi，Cochlodinium

属，Heterosigma akashiwoなどでは水温，塩分，光

強度などの環境要因と魚毒性との因果関係にについて

は全く調べられていない。一方，有毒渦鞭毛藻などで

は，細胞内に保持している毒が，水温，塩分，光強度，

栄養塩濃度などの環境条件によって大きく変動するこ

とが多数報告されている（White, 1978; Ogata et al.,

1987; Boyer et al., 1987; Anderson et al., 1990;

Usup et al., 1994; Flynn et al., 1996; Cembella,

1998; Parkhill and Cembella, 1999; Taroncher-

Oldenburg et al., 1999; Hwang and Lu, 2000;

Lippemeier et al., 2003）。 一般的に有毒プランクト

ンの細胞内毒は分裂の際に娘細胞に分配されるため希

釈を受ける（Singh et al., 1982; Ogata et al., 1987;

Boyer et al., 1987; Parkhill and Cembella, 1999;

Hang and Lu, 2000; Lippemeier et al., 2003）。従っ

て，至適増殖速度帯では増殖速度は高いものの，細胞

内毒量は低く，低水温側では増殖速度が低下するが，

細胞あたりの毒量が増えると言われている（例えば，

Ogata et al., 1987）。H. circularisquamaの場合は

至適増殖水温は27.5～32.5 Cの高水温で増殖が活発で

ある（松山，2003）。今回設定した 3段階の水温の中で

は最も高温側でかつ増殖至適水温に近い25 Cにおいて

毒性が高く，それより水温が低下すると毒性は低下し

たことから，有毒プランクトンなどで知られているパ

ターンとは異なるようである。また，塩分については，

高塩分側で毒量が高くなることが報告されているが

（White, 1978），H. circularisquamaについても同様

の結果が得られた。いずれにしても，松山（2003）で

明らかになったように，H. circularisquamaの赤潮は

夏期のような高温・高塩分環境下で発生する。これを

裏付けるように，室内実験においてもH. circulari-

squamaは高温・高塩分領域において最も活発に増殖

することが明らかなので（Yamaguchi et al., 1997;

松山, 2003），H. circularisquamaがムラサキイガイ

を斃死させる能力は，本種が活発に増殖する水温・塩
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Fig. 33. Growth curve of nitrogen or phosphorus
limited culture of Heterocapsa circularisquama
used in exposure experiments

Fig. 34. Effects of nitrogen- and phosphorus-
limited cells exposure of Heterocapsa circulari-
squama (10,000cells/mL) on survival of Mytilus
galloprovincialis spat (shell height: 2.96±0.25mm)



分領域と密接に関連していると言える。

また，赤潮のように原因生物が着色を伴う程度まで

高密度に増殖した場合は，水中の栄養物質を急速に消

費し，窒素やリンなど栄養塩が枯渇することが知られ

ている。実際に1995年の英虞湾や広島湾におけるH.

circularisquama赤潮の盛期に無機態のリンが枯渇し，

1998年の広島湾の赤潮では無機態の窒素が枯渇してい

た（松山ら, 1997; 松山, 2003）。今回の結果は，赤潮

生物が増殖して海水中の窒素やリンを消費していく過

程で，窒素制限状態に陥るのか，リン制限状態に陥る

かによって二枚貝対する毒性が著しく変わってくるこ

とを明示している。1995年の広島湾では水温が13～

17℃と比較的低水温環境下で発生していたにも関わら

ず，マガキやアサリに大きな漁業被害が生じたが，こ

の時の広島湾海域はH. circularisquamaの毒性がほと

んど低下しないリン制限状態におかれていた（松山,

2003; 第 4章参照）。植物プランクトンの窒素・リンの

利用割合はいずれの種においてもほぼRedfield比（N:

P＝16: 1）に近い値をとるので，赤潮発生直前に予め

海域の窒素およびリンの濃度を把握しておくことで，

本種が高密度な赤潮状態に陥った時に窒素もしくはリ

ンのいずれかが制限状態に先に達するか否かをある程

度予測できる。これは将来起こりうるH. circulari-

squama赤潮の毒性が高いか低いかを推定するのに非

常に有効であろう。今回の試験でリン制限条件下でH.

circularisquamaの毒性は非制限条件下と同じか高く

なる傾向が伺えた。有毒渦鞭毛藻Alexandriumにおい

てもリン制限は細胞内毒量の顕著な増加を引き起こす

こと（Boyer et al., 1987; Bechemin et al., 1999;

John and Flynn, 2000; Lippemeier et al., 2003），

ハ プ ト 藻 で あ る Chrysochromulina polylepis や

Prymnesium parvumでは魚毒性やアレロパシー作用

が高まることが知られている（Edvardsen et al., 1990;

Granéli and Johansson, 2003）。山本ら（1999）や松

山（2003）で示されたように，陸域からのリンの選択

的削減は沿岸域のN: P比を著しく上昇させてレッドフィー

ルド比から乖離させ，その結果として低リン環境に適

応した渦鞭毛藻の優占を引き起こす危険性が既に知ら

れている。今回の結果は，こうしたリン制限環境が渦

鞭毛藻群集へのプランクトン相の遷移を引き起こすの

みならず，そこに存在する渦鞭毛藻自体の毒性も高め

る危険性があることを示したもので，沿岸域での赤潮・

貝毒発生や漁業被害を考える上では過看できない問題

である。

ところで，水温と塩分の実験においては，各実験区

における生残率の差異が，それぞれの環境条件下でH.

circularisquama自身が産生していると考えられる毒

性物質の量が異なることに起因するのか，単に実験に

使用したムラサキイガイ自身の異なる環境条件下にお

ける耐性の違いに起因するのか区別することが困難で

ある。魚類の毒性試験においても，水温や塩分など物

理化学的条件が異なると有害物質に対する魚毒性の評

価が大きく変わってくることが指摘されている（田端,

1993; 古田ら, 2002）。特に種々の環境要因の中でも水

温が上昇すると基礎代謝に回すエネルギーが増大する

ため，強いストレスが与えられた環境下では生残率が

低くなることは十分に考えられる（Theede et al.,

1969）。 今回実験に用いたムラサキイガイ （M.

galloprovincialis）の場合，一般的に増殖や生残に好

適な水温帯は 15～20℃とされており （Lutz and

Kennish, 1992），25～30℃では生残率の低下など高水

温による影響が見られるという（Hrs-Brenko and

Calabrese, 1969）。従って，水温については，ムラサ

キイガイ自身の高温側における耐性の低さも考慮しな

ければならない（ただし，過去のムラサキイガイに関

する知見には，北方種であるMytilus edulisと地中海

産のMytilus galloprovincialisが混同されているため

厳密な比較はできないが）。しかしながら，予備試験に

おいて，15℃と25℃で培養されたH. circularisquama

を用いて，同じ22℃で予備飼育されたムラサキイガイ

に対して暴露実験を行った場合でも，やはり25℃で培

養された方が低い生残率を示すことを確認している

（未発表）。今回実験に用いたムラサキイガイの場合，

予備飼育中の斃死個体数は各水温および塩分段階にお

いてほとんど認められなかったことから，発生した斃

死個体の差異のかなりの部分が，H. circularisquama

の毒性の違いに起因していると考える方が妥当であろ

う。塩分に関し，既報の知見によればムラサキイガイ

は低塩分より高塩分を好むことが知られているので

（例えば，Shurova, 2001），34psuの実験区での低い生

残率を単にムラサキイガイの高塩分側でのストレス耐

性の低さで説明することは困難である。いずれにして

も，現場における貝の斃死を予測する上では，単に細

胞密度のみならず，水温，塩分，栄養塩濃度といった

海況や水質データも考慮に入れておく必要がある。

なお，こうした環境要因による毒性の違いの他に，

有害・有毒な渦鞭毛藻の毒性が，天然個体群で高く培

養個体群では著しく低い値を示すことが報告されてい

る（Kodama et al., 1982; Singh et al., 1982; White,

1986; 山口県内海水産試験場, 1988; Cembella, 1998;

坂本ら, 1998）。さらに現場で出現している細胞の毒性

が刻々と変化する事例なども知られている（Suzuki et

al., 1997; Hoshiai et al., 1997; Ichimi et al., 2002）。

培養個体群で毒性が低い理由が，プランクトン自体の
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生理特性に由来するのか，高濃度の栄養塩存在下での

バッチ培養という自然界では想定されない条件下で導

かれる人為的なものなのか，それとも単に個々の実験

者の培養技術が未熟なためにプランクトン自体にスト

レスが与えられ，結果として毒性が低くなっているの

か判断することは難しい。一部の研究者は暴露試験用

のH. circularisquamaを大量培養するため，大型フラ

スコによる通気培養や振盪培養を試みているが，これ

ではプランクトンにストレスが与えられて本来の毒性

を維持することは困難であると判断されるので避ける

べきである。また，正規のSWM 3培地（Chen et al.,

1969; 伊藤, 今井, 1987）のようにビタミンなどの有機

物が過剰に含まれる培地で無菌ではない微細藻類を培

養すると，バクテリアやカビの異常繁殖が認められる。

これもまたH. circularisquamaの毒性に少なからず影

響を及ぼす可能性がある。さらに，今回のような小規

模な暴露試験においては，組織培養用マルチプレート

などの使用が効果的であるが（例えば，Lovko et al.,

2003），市販の組織培養用マルチプレートは強い静電気

を帯びているため，こうした容器にH. circulari-

squamaの懸濁液を直接加えると静電気によるストレ

スで球形化し，結果として毒性の過小評価を引き起こ

す。このように生物検定は種々の人為的要素が入り込

む余地が大きいため，本実験の前に予備試験を徹底的

に検討し，目的とする手法を地道に確立していく作業

が必要不可欠である。第 4章における天然個体群を用

いたろ水率や暴露実験の結果と，本章における結果を

比較する限り，同じ産地から分離されたH. circulari-

squamaの貝に対する毒性は環境条件が同じであれば

天然個体群と培養個体群でほとんど変わらないことが

示唆された。同様の結果はNagai et al.（2000）が行っ

たアコヤガイの試験結果でも指摘されており，本研究

の実験条件においては，H. circularisquamaの毒性は

培養個体群であってもほとんど低下せず，培養株を用

いて得られた結果を基に現場における貝の斃死を推定

することは十分に可能であると考えられる。

第 3節 H. circularisquamaの毒性の地域間比較

前節でH. circularisquamaの毒性は水温，塩分，栄

養塩濃度などの環境要因によって影響を受けることが

明らかとなった。しかしながら， 有毒渦鞭毛藻

Alexandrium 属やGymnodinium catenatumなどに

おいては，同一種内で有毒なものと無毒なものが存在

したり，培養株が分離された地域によって毒含量や組

成が大きく異なっていることが知られており，これは

それぞれの海域における優占個体群の遺伝的差異を反

映しているためであると考えられている（Oshima et

al., 1982; Maranda et al., 1985; Kim et al., 1992;

Oshima et al., 1993; Anderson et al., 1994; Higman

et al., 2001）。本節では分離された海域によってH.

circularisquamaの毒性にこうした差が生じるのかど

うかを調べるために，各海域からH. circularisquama

を分離培養し，同じ培養条件下において毒性がどの程

度異なるか調べた。

方 法

1993～1995年にかけて英虞湾，五ヶ所湾，浦ノ内湾，

広島湾，伊万里湾で発生した赤潮海水中から，マイク

ロピペット洗浄法によりH. circularisquamaのクロー

ン培養株（HA9401，HG9402，HU9434，HH95S201，

HI9417）を得た。これを改変SWM 3培地（塩分32psu）

で22℃，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの条件

下で培養した。接種後10日目の定常期前期の細胞を予

め十分に曝気されたろ過海水で10,000 cells/mLの密度

になるように希釈し，暴露実験に用いた。また，同じ

産地から分離された株間の差異を調べるため，1995年

11月に広島湾から同時に分離され，別々に培養された

3株（HH95N2401, HH95N2403, HH95N2404）を使っ

て暴露実験を行った。実験条件は，水温24℃，塩分34

psu，細胞密度12,000 cells/mLである。H. circulari-

squamaの試験海水は毎日，同じ細胞密度に調整され

たものと交換した。試験海水の交換時に貝の生死を判

別して集計した。生死の判別は開殻した状態の個体の

外套膜をステンレス製のピンセットで数回強く刺激し，

閉殻運動が見られるかどうかで判断した。

いずれの暴露実験もムラサキイガイ稚貝を用いた。5

海域から得られた 5株の暴露実験には1995年10月18日

に広島湾で採取された稚貝を，広島湾産 3株の暴露実

験には1996年11月に採取された殻高5.64±0.75（SD）

mmの稚貝を用いた。前者は20℃の水温で 2週間，後

者は 1週間，いずれも微細藻類（I. galbanaおよびS.

costatum）を１日おきに給餌しながら予備飼育したも

のを実験に用いた。稚貝を12穴のマイクロプレートに

1個体ずつ収容し，試験液を 5 mLずつ添加して22℃の

水温で実験を行った。

結 果

Fig. 35に広島湾で発生した赤潮海水中から同時に分

離され，別々に培養された 3株を使って暴露実験を行っ

た結果を示す。いずれの実験区もほぼ同様な毒性を示

したことから，同じ産地で同時期に分離された株間の
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毒性は，培養および暴露条件が全く同じであればほと

んど差がないものと判断された。

次に，各海域から分離されたH. circularisquamaを

使って行った暴露実験結果をFig. 36に示す。 H.

circularisquamaの毒性には顕著な地域差が見られた。

英虞湾産および浦ノ内湾産は試験終了時の生残率がそ

れぞれ27％および31％と低く推移した。しかしながら，

広島湾と伊万里湾の株はそれぞれ76％および88％と高

い生残率に留まった。最も毒性が高い英虞湾株と毒性

の低い伊万里湾株との間には，実験終了時の生残率で

約60％もの較差が生じていた。

考 察

同じ産地から別々に分離・培養された 3株を用い，

全く同じ環境条件下で暴露実験を行っても，生残率に

大きな開きは生じなかった。このことは，少なくとも

培養条件が同じであれば，同一海域に発生したH.

circularisquamaの毒性は基本的に同じような傾向を

示すと判断された。しかしながら，異なった海域から

分離された株間の毒性には，生残率で最大60％もの毒

性の違いを示した。麻痺性貝毒の原因となる有毒渦鞭

毛藻Alexandrium 属やGymnodinium catenatumに

おいても，産地によって毒含量や毒組成に大きな違い

があることがわかっており，それらの違いを指標とし

て，実際に原因生物の産地間の比較が行われている

（Oshima et al., 1982; Maranda et al., 1985;

Cembella et al., 1987; Kim et al., 1992; Oshima et

al., 1993; Anderson et al., 1990; Holmes et al., 2002;

Ichimi et al., 2002）。広島湾の株を用いて調べた限り

では，同一海域で発生しているH. circularisquamaの

個体群内の毒性はほぼ均一であることを考慮すると，

産地間の毒性の違いは，各海域のH. circularisquama

の毒性に先天的に差異があると考えるのが妥当である。

ただ同一産地内ので毒性の変異幅は広島湾から得られ

た 3株だけの結果から判断したもので，すべての産地

から得られた複数株で確認したわけではない。統計学

的精査に耐えうるためには，それぞれの産地から得ら

れた数十株以上，できれば100株以上の結果で判断すべ

きである。ただし，これは実験設定を行う上で物理的

な負担が極めて大きく困難であると判断されるが，将

来的な課題としたい。

ここでさらに重要な点として，前述のクローン株を

用いた試験で明らかになったように，H. circulari-

squamaの毒性は例えクローン株であっても，水温お

よび塩分によっても大きく影響を受けることから，各
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Fig. 35. Effects of three isolates of Heterocapsa
circularisquama exposure (10,000cells/mL) obtained
from a bloom water occurred in Hiroshima Bay,
1995, on survival of Mytilus galloprovincialis spat
(shell height: 4.81±0.43mm)

Fig. 36. Effects of five isolates of Heterocapsa
circularisquama exposure (10,000cells/mL) ob-
tained from five different bloom water occurred at
each location, on survival of Mytilus gallo-
provincialis spat (shell height: 2.75±0.41mm)



海域に優占しているH. circularisquama個体群の水温

と塩分に対する生理的応答が異なる場合には，同じ実

験条件下においても毒性に差異が生じる可能性がある。

しかし，最近になって，上記の 5海域から分離された

H. circularisquamaの水温および塩分に対する増殖応

答は基本的にすべて同じであることが明らかにされた

（山口, 1998）。すなわち，いずれの海域から分離され

たH. circularisquamaも水温30℃，塩分25～30psuで

最も増殖が活発で，それより低温，低塩分になると増

殖は鈍化する（山口, 1998）。こうした点を考慮すると，

今回得られた試験の結果は，それぞれの海域に優占し

ているH. circularisquama個体群の生理的差異という

より，それぞれの個体群が有している毒性が先天的に

異なるためであると判断される。今回伊万里湾産のH.

circularisquamaの毒性が著しく低い値を示したが，

実際に伊万里湾における本種の赤潮では，アコヤガイ

などの二枚貝に漁業被害が発生していない（第 2 章

Table 1～ 2参照）。

第 2および 3節の要約

H. circularisquamaの致死活性に及ぼす環境要因を

調べた結果，次の 3点が明らかになった。

1．H. circularisquamaの毒性（ムラサキイガイの致

死活性）は高温と高塩分の各条件下で最も高く，低温

と低塩分の条件下では著しく低下する。

2．H. circularisquamaの毒性は窒素欠乏条件下では

著しく低下するが，リン欠乏条件下ではNP無塩制限下

と同じかやや高くなる。

3．H. circularisquamaの毒性は同一海域内における

差異はほとんど認めれらないが，海域が異なると最大

60％もの較差が認められた。

なお，H. circularisquamaが二枚貝を斃死させる毒

性がどのような機構によって制御されているか，ある

いは毒性物質の性状については，第 5章において詳細

に検討することとする。

第 4 節 H. circularisquamaが各種海産生物等に及ぼ

す影響

上述のように，H. circularisquamaが二枚貝全般の

生理作用に影響を与え，その作用は環境要因によって

も左右されることを明らかにした。現場海域において，

斃死は二枚貝に集中しているが，H. circularisquama

赤潮の他種生物への潜在的影響を把握しておくことは

重要である。特に，本種赤潮が頻発する西日本海域で

は，養殖の対象となる水産生物の種類は二枚貝以外に

も多種類に及んでいる。また現場海域では養殖魚介類

のみならず，天然の魚介類もH. circularisquamaの赤

潮にさらされている。赤潮が天然資源に及ぼす影響は

古くから指摘されており（岡村, 1916），その影響も赤

潮終息以降何年間にも渡って禍根を残す場合が多い

（Southgate et al., 1984; Gjøæter et al., 2000）。ま

た，生物多様性の維持，生態系の保全という観点から

非養殖対象種への影響も懸念される。さらに，明らか

にほ乳類に対して害作用を及ぼす毒性物質を産生する

プランクトンの場合，その毒成分が食物連鎖を通じて

より高次の生物に転送され，いわゆる貝毒とよばれる

現象を引き起こし，食品衛生上の問題を引き起こすこ

とも知られている。

H. circularisquamaの赤潮は，二枚貝の斃死にとど

まらず，上述のような様々な潜在的問題を含んでいる

が，これまでのところ，養殖されている二枚貝以外に

本種が及ぼす影響についてはほとんど知られていない。

本節では，二枚貝以外の水産生物に与える影響を調べ，

他生物への潜在的な影響について検討した。

材料および方法

英虞湾産のH. circularisquamaを改変SWM 3培地

で，22℃，60～120μmol photons/m2/s，14hL: 10hD

明暗周期で大量培養を行った。20Lのパンライト水槽

に培養液を15L加えて培養を行い，最終収量は最大65,0

00 cells/mLを得た。この定常期の細胞を魚類，その他

水産生物の暴露実験に用いた。その他の暴露実験は，適

宜三角フラスコを用い，22℃，120μmol photons/m2/

s， 12hL: 12hD明暗周期で培養されたH. circulari-

squamaの細胞を希釈して行った。実験終了後の暴露

海水は，少量の場合は100倍容の塩化ベンザルコニウム

溶液（商品名オスバン）を，大量の場合は固形の塩素

剤（ジクロロイソシアヌル酸）を加えて殺滅後，大量

の水道水とともに廃棄した。

1．魚類

マダイ（体長165.2±15.4mm），メバル（体長78.3±

6.6mm），ヒラメ（体長144.5±10.2mm），アミメハギ

（体長48.2±4.4mm）を購入もしくは天然個体を広島湾

で採捕し，実験に供した。実験には定常期前期まで培

養されたH. circularisquama（HA9201）を用いて行っ

た。暴露密度は，マダイが3,000 cells/mL，メバルが

52,600 cells/mL，ヒラメが58,440 cells/mL，アミメハ

ギが100,000 cells/mLであった。5 L容のH. circulari-

squamaを含む試験海水に 1～ 3個体の魚類を収容し，

1 L/minの曝気を施しながら 5～10時間後まで観察を

行った。実験中試験海水の交換は行わなかった。水温

は22.5～23.4℃の範囲にあった。
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また，天然の赤潮海水の影響を調べるため，1997年 9

月に江田島湾（広島湾）で発生したH. circulari-

squamaの赤潮海水（細胞密度58,000 cells/mL）を約

20L採水し，これにヒラメ幼魚（体長152.4±12.5mm）3

匹を収容し，曝気を（ 3 L/min）を施しながら10時間観

察を行った。なお，実験中の水温，塩分，pHはそれぞれ

22～24℃，31.6psu，8.0～8.2の範囲にあった。

また，細胞の魚類に対する影響を調べるため，培養され

たH. circularisquama 細胞を遠心分離（3,000rpm,

10min）で集藻し，10６cellsを滅菌生理食塩水に懸濁し

た後，マダイ腹腔内に直接投与して生残に及ぼす影響を

調べた。

2．巻貝

愛媛県採苗センターより譲渡されたクロアワビ

Haliotis discus （殻幅 10.3± 1.1mm） とトコブシ

Sulculus diversicolor（殻幅15.2±1.2mm）の稚貝を，

シャーレに 1個体収容し，これに22℃で培養されたH.

circularisquama の試験海水を1,000, 10,000, 100,000

cells/mLの各濃度に調整して20mLずつ添加し，その

まま蓋をして48時間観察した。温度は約23℃に保った。

壁面から剥離し，足筋肉をピンセットで刺激しても反

応が見られない個体を斃死個体として扱った。

3．甲殻類

広島湾から採取された天然のイシガニ，アナジャコ，

ヨコエビ，ワレカラに対してH. circularisquama を

20,000～50,000 cells/mLの細胞密度で暴露し，3 日間

観察を行った。

4．ホヤ

広島湾から採取されたエボヤ 4個体（体重 5～12 g）

を 1 L容のビーカーに収容し，25,000 cells/mLに調製

されたH. circularisquamaの試験海水750mLを加えて

5日間観察した。試験液は毎日同様の細胞密度に調整

されたものと交換した。

5．その他水産生物

広島湾から採取されたタテジマフジツボ，マヒトデ，

バフンウニを10L容のプラスチックバケツに収容し，

25,000～44,000 cells/mLに調製されたH. circulari-

squamaの試験海水 5 Lを加えて 3日間観察した。

6．プランクトン

広島湾から採取されたカイアシ類のAcartia sp.に対

して 100,000 cells/mLの細胞密度で H. circulari-

squamaを10日間暴露した。また，同様に広島湾から

採取されたミズクラゲのエフィラ幼生に対し，H.

circularisquamaを20,000 cells/mLの密度で暴露し，5

日間観察を行った。本邦で頻繁に赤潮を形成するラフィ

ド藻 2 種（Chattonella antiquaおよびHeterosigma

akashiwo），渦鞭毛藻 5種（Alexandrium catenella,

Cochlodinium polykrikoides, Gymnodinium

catenatum, Karenia mikimotoiおよびProrocentrum

dentatum）および珪藻 2種（Skeletonema costatum

およびChaetoceros didymum）を9,200～42,000 cells/

mLの密度に希釈して予め洗浄された 6穴のマウクロ

プレートに分注し，これにH. circularisquama を

20,000 cells/mL前後になるよう添加しておよそ 6時間，

倒立顕微鏡下で両者の状態を観察した。

7．マウス

定常期前期まで培養されたH. circularisquamaを遠

心分離（3,000rmp, 5 min）し，ペレット状になった細胞

を滅菌生理食塩水に懸濁し，約106 cells相当の細胞をそ

れぞれ 5匹のマウスの腹腔内に投与し，5日間観察を行っ

た。実験は濱口昌己博士の全面的な協力の下で行った。

結 果

1．魚類

供試したすべての魚類に斃死や苦悶等は全く観察さ

れなかった。腹腔内にH. circularisquamaの細胞を投

与されたマダイにも，斃死や苦悶といった作用は全く

観察されなかった。

2．巻貝

Table 9に暴露実験結果を示す。クロアワビはH.

circularisquamaの暴露によって48時間以内にほとん

どすべての個体が斃死した。トコブシもH. circulari-

squama の暴露によって大半が斃死した。 H.

circularisquamaを暴露されたクロアワビとトコブシ

は，いずれもが触角の萎縮，足筋肉のねじれ，逃避行

動などの異常行動が数分以内に観察され，5時間程度

で仰向けになり，ピンセットによる刺激に対する応答

が鈍くなる「麻痺状態」に陥った。このことから，H.

circularisquamaは巻貝に対しても強い致死的作用を

及ぼすことが判明した。

3．甲殻類

供試したすべての個体で少なくとも 3日間は斃死や

苦悶，逃避行動といった異常な反応は全く認められな

かった。

4．ホヤ

20,000 cells/mLの暴露においても斃死は認められな

かったが，アサリで観察されるように，入水管から水

流を勢いよく逆流させる噴出活動（vomitting）が頻

繁に観察された。

5．その他水産生物

タテジマフジツボ，マヒトデ，バフンウニのいずれ

にも斃死や苦悶，あるいは異常行動等は全く観察され

なかった。
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6．プランクトン

Acartia sp.は100,000 cells/mLの暴露においても斃

死や異常行動は認めらなかった。暴露直後から排糞活

動も確認されたことから，摂餌活動を行っていたと推

察された。クラゲのエフィラは 5日間の暴露において

も斃死は観察されなかったが，Fig. 37に示したように，

暴露直後から触腕の継続的な収縮が観察された。この

触腕の収縮は試験海水を新鮮なものと交換してH.

circularisquamaの細胞を取り除くと速やかに元の状

態に戻った。このことから，H. circularisquamaによっ

て少なからず影響を受けるものと考えられた。

C. antiqua, H. akashiwo およびK. mikimotoiは

H. circularisquama暴露直後から運動性を失い（鞭毛

の切断が顕著），徐々に球形化後ほとんどが溶藻した。

G. catenatum は10,000 cells/mLの暴露で約50％の個

体が溶藻して消失していた。C. polykrikoidesについ

ては一部溶藻した細胞も散見されたが，ほとんどが活

発に遊泳し，むしろH. circularisquamaの球形化（一

時性シスト）が顕著であった。C. didymumの暴露に

おいてもH. circularisquamaの球形化が著しかった。

A. catenella，P. dentatumおよびS. costatumの暴露

ではいずれも活発に遊泳しており顕著な影響は認めら

れなかった。

7．マウス

マウスの腹腔内にH. circularisquamaを投与後 2日

間，マウスに異常は認められなかった。しかしながら，

3日目に 1匹，5日目に 1匹が眠るように死亡した。死

亡したマウスの組織に目立った異常は認められなかっ

たが，解剖して内臓を組織検査した結果，細菌による

感染症が死亡の主原因であると判断された。

考 察

様々な海洋生物やマウスに対する影響を調べた結果，

影響を受ける生物と受けない生物に二分されることが

わかった。特に影響を受けるのは二枚貝と巻貝で，H.

circularisquamaの細胞密度が1,000～10,000 cells/mL

を越えると斃死する。ホヤやクラゲにおいても斃死こ

そ認められないが，ろ水率の低下や触腕の収縮など悪

影響が見られた。H. circularisquama同様夏期の日本

沿岸で赤潮を形成する鞭毛藻も影響を受けることが判

明した。一方で，魚類，甲殻類（Acartia含む），マウ

スには全く影響が認められなかった。従って，H.

circularisquamaの赤潮において，魚類養殖業は貧酸

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 61

Fig. 37. Micrographs of a ephila stage of jellyfish. 1: In filtered seawater, 2: Tentacle was tightly con-
tracted within several seconds in which exposed to 20,000cells/mL of Heterocapsa circularisquama.

Table 9. Effects of Heterocapsa circularisquama exposure on the survival and
physiological conditions of two gastropod species

Heterocapsa circularisquama Haliotis discus Sulculus diversicolor

cells/mL 24h 48h 24h 48h
105 DD DD DD DD
104 DD DD DD DD
103 AD PD AP AD

Filtered seawater AA AA AA AA
Modified SWM3 medium AA AD AA AA

A: alive, P: paralysis, D: Dead



素など副次的に発生する水質悪化を除けば，基本的に

何ら影響を受けない。また，マウスに対する急性毒性

も認められないことから，貝毒発生の可能性も低い。

実際に広島湾で発生した赤潮時に広島県がマガキ，ア

サリに対して自主的に行ったマウス検査でも，麻痺性・

下痢性を始め致死的作用は全く検出されていない。

今回，H. circularisquamaが二枚貝以外に巻貝に強

い致死的作用を示すことが判明した。実験に供したク

ロアワビもトコブシも水産養殖場重要な種類で，赤潮

発生による漁業被害が大変に懸念される。現場におけ

るH. circularisquama赤潮ではサザエも被害を受けた

ことが報告されていることから（Table 2参照），巻貝

全般について十分な注意が必要である。巻貝は二枚貝

よりもより短時間で斃死することが今回の結果から推

察されたことから，避難などの対策は赤潮発生前に完

了させておく必要があろう。

過去の知見によれば，Chattonellaは魚類および甲

殻類に対して（Honjo, 1994），Karenia mikimotoiや

Gymnodinium aureolumは魚介類全般に対して

（Shumway, 1990; Honjo, 1994; Lansberg, 2002），

Chrysochromulina polylepisは魚介類全般，大型海藻，

微生物に対して（Gjøæter et al., 2000）致死的作用

を示すことが知られている。すなわち，ほとんどの有

害赤潮生物は様々な海洋生物に幅広く影響を及ぼし，

特定の生物群に特異的に影響を与える事例はほとんど

知られていない。このことからも，H. circulari-

squamaは二枚貝および巻貝等に及ぼす特異的な作用

を有する非常に珍しい種類であるといえよう。

Table 10にH. circularisquamaを各種生物に暴露

もしくは投与した結果を一覧として示す。 H.

circularisquamaによって影響を受ける生物は二枚貝

を中心に，ホヤ，クラゲなどのろ過食性生物が多い。

これ以外にも， 繊毛虫や他種渦鞭毛藻が H.

circularisquamaによって悪影響を受けることが既に知

られている（Uchida et al., 1995; Kamiyama and

Arima, 1997; Kim et al., 2000b; Uchida et al.,

1999）。実際に赤潮生物であるラフィド藻 2種と渦鞭毛

藻 2種がH. circularisquamaの暴露によって致死的な

影響を受けることが改めて明らかとなった。これら影響

を受ける生物はいずれもH. circularisquamaの最大の

捕食者，あるいは栄養競合者であることを考慮すると，

H. circularisquamaの特異的な毒性は，現場海域でH.

circularisquamaが他種生物の捕食を免れたり競合者を

排除するうえで重要な役割を果たしていると考えられ，

これにより生態学的に有意な立場を獲得し，赤潮状態ま

で増殖することを可能にしていると考えられる

（Kamiyama and Arima, 1997; Kim et al., 2000b;

Uchida et al., 1999）。

なお，最近になってH. circularisquamaの細胞内に

共生している細菌類を分子生物学的に解析した結果，

グラム陰性桿菌の一種であるLegionella属細菌が優占

していたことが報告された（Maki and Imai, 2001）。

Legionella属は自然界に普遍的に分布する細菌であり，

アメーバーや細菌捕食性原生動物の食胞中に寄生して

増殖する特徴を有している。ところが，本種が多量に

繁殖した状態の水滴やその飛沫を吸引した人間が肺炎
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Table 10. Effects of Heterocapsa circularisquama on various animals

Animals cells/mL Symptoms

Bivalves 101-102 Feeding inhibition etc.
Gastropods 101-102 Unusual locomotion
Solitary ascidians ＞103 Feeding inhibition
Jellyfish ＞103 Tentacle contruction

Protozoaa) 105-106 Feeding inhibition

Dinoflagellates ＞103 Death by cell contact

Mouse ＞106 b) －

Finfish ＞106 －

Crab ＞104 －

Lobster, shrimp ＞104 －

Star fish ＞104 －

Copepods ＞104 －

Diatoms ＞104 －

－: Not affected
a) Species-specific
b) Intraperitoneal injection



などにかかることが多く，特に高齢者や子供など免疫

力が弱い人は重度の症状を呈することもあり，過去に

死亡例も多数報告されている（Ching and Meyer, 19

87）。H. circularisquama の細胞内に共生している

Legionella属細菌がヒトに対して病原性を有している

のかどうか現段階では不明である。 過去にH.

circularisquama赤潮発生時に肺炎などの症状が発生

した事例は報告されていないことから，病原性につい

ては現段階では確認できない。ただフロリダで発生す

るKarenia breveの赤潮では，赤潮海域からもたらさ

れるエアロゾルなどで，目や喉の炎症を引き起こすこ

とが古くから知られている。公衆衛生上の観点から，

今後 H. circularisquama の細 胞内に 共生す る

Legionella属細菌の疫学的調査が必要であろう。

第 5章 Heterocapsa circularisquamaの毒性物質の

性状

第 1節 Heterocapsa circularisquamaの毒性の生化

学的解明

第 4章までの研究の結果から，H. circularisquama

が二枚貝に及ぼす害作用は，環境水の貧酸素化現象に

よる窒息死や高密度の粒子にさらされることによる鰓

等の物理的な閉塞ではなく，H. circularisquama細胞

自身が有する毒性に起因すること，またそれらは環境

要因や産地によって大きく異なることを明らかにした。

H. circularisquamaの毒性は二枚貝と巻貝において顕

著であるが，その他の水産生物，魚類，甲殻類等には

ほとんど影響を及ぼさない。さらにいくつかの渦鞭毛

藻類が産生し，食物連鎖を通じて我々人間などのほ乳

類に影響を及ぼす麻痺性貝毒や下痢性貝毒成分などの

"phycotoxin"も検出されない。このことからも，H.

circularisquamaの毒性は，特定の生物群にのみ影響

を与えるなど種特異性が高いと言える。

赤潮生物が水産生物に与える影響としては，魚類を

中心とした研究例がいくつか知られている。しかしな

がら，赤潮生物が魚類以外の生物，たとえば貝類や甲

殻類などに及ぼす作用については知見が乏しい。赤潮

生物が水産生物に及ぼす影響，特にその生理学的・生

化学的な機作について明らかにすることは，新たな被

害防止策の開発などに道を拓くものである。しかしな

がら，実際には赤潮による水産生物の斃死機構が生理

学的・生化学的観点にたって明らかになった例は非常

に少ない。我が国を中心として活発に調査・研究がな

されてきたChattonella antiquaの魚毒性についても，

不飽和脂肪酸説，活性酸素説，神経毒説などが提唱さ

れており，いまだ明確な斃死機構は提示されていない

と言われている（Honjo, 1995）。貝類の斃死について

も，原因物質の検索など生化学的側面から検証された

例は，Aureococcus anophagefferensが二枚貝に及ぼ

す研究例があるのみである（Gainey and Shumway,

1991）。魚介類の斃死を引き起こし比較的精力的に研究

されている渦鞭毛藻Karenia mikimotoiに関しても，

ほとんどの知見は現象的な記述に留まっている

（Shumway, 1990; Honjo, 1994; Gentin, 1998）。

本章では，H. circularisquamaの二枚貝等に示す特

異的な毒性は，細胞自身が有する何等かの毒性物質に

由来すると仮定し，生理学的・生化学的観点からの解

明を試みた。

第 1項 H. circularisquamaの毒性物質抽出の試み

H. circularisquamaの毒性物質の性状を解析するた

めには原因物質の抽出・精製を行い，生化学的解析を

試みる必要がある。本節ではまず最初に生理活性物質

の抽出に用いられる溶媒抽出について試みた。

材料および方法

実験には， 1994年に英虞湾から分離されたH.

circularisquamaのクローン株（HA9401，強毒株）を

用いた。培養には改変SWM 3培地を用い，水温22℃，

塩分32psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの

条件下で培養を行い，対数増殖後期に達した細胞を用

いた。細胞を3,000rpm, 10minで回収し，ペレットを，

1）クロロホルム：メタノール（2: 1, V/V），2）80％

メタノール，3）アセトン，4）n-ヘキサン，5）0.5N-酢

酸，6）水の 6種の溶媒に浸潤し，氷冷下で 1分間超音

波破砕した。破砕物を再び3,000rpm, 10分間で遠心分

離して上清を得た。この上清の一部をナス型フラスコ

に移し，40℃に加温しながらロータリーエバポレーター

で乾固させた。乾固物を少量のDMSOに溶解して遮光

性のガラスバイアルに入れ，窒素ガスで空隙を置換し

た後，生物検定まで－20℃以下で密封保存した。

毒性はムラサキイガイ稚貝の行動やろ水率を指標と

して評価した。それぞれの抽出物を元細胞換算でおよ

そ25,000～30,000 cells/mL相当になるよう，トリス緩

衝液でpH 8.0に調整したろ過海水に添加した。まず第

一に，この溶液にムラサキイガイを入れて， H.

circularisquamaを暴露した時に特有な，外套膜の収

縮や閉殻等を観察した。観察はおよそ30分間行った。

引き続き，各抽出物を添加した時のろ水率の変化も調

べた。その際に，ムラサキイガイに無害な鞭毛藻

Heterocapsa triquetraを初期密度が約5,000 cells/mL
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になるように接種してろ水量の測定に供した。この場

合，粗抽出物にはクロロフィルやクロロフィル分解物

など強い蛍光を発する物質が含まれ，in vivoクロロ

フィル法によるH. triquetra細胞密度の測定が困難で

ある。従って，細胞密度の測定は顕微鏡下でH.

triquetraの細胞密度を直接計数し，この減少幅から計

算を行った。

結果および考察

各種溶媒抽出物のムラサキイガイに対する毒性試験

の結果をTable 11に示す。今回 6種の溶媒で抽出操作

を行ったが，いずれの粗抽出物中にも，貝の外套膜の

収縮や閉殻を引き起こしたり，ろ水量を有意に低下さ

せるような毒性は全く認められなかった。クロロホル

ム: メタノール（2: 1, V/V）と水の各実験で得られた

粗抽出物をそれぞれ10倍量（300,000 cells/mL相当）

添加しても，ムラサキイガイの外套膜の収縮などの作

用はほとんど認められなかった。 従って， H.

circularisquamaの毒性物質はこれらの溶媒では抽出

できないと判断された。

多くの有毒藻類の場合，毒性物質は細胞内に含まれ

ており，これらは溶媒による抽出によって精製可能で

ある。たとえばKarenia breveが産生するbrevetoxin

やGambierdiscus toxicusが産生するcigatoxinはエー

テルやヘキサンなどの極性の低い溶媒で，Dinophysis

属が産生するokadaic acidやdinophysistoxin等はメタ

ノールやエタノールで，最も極性が高いsaxitoxin群

は0.5N-酢酸溶液で活性を十分保持したまま抽出が可能

である。従って，H. circularisquamaの毒性物質はこ

れら既存の低分子化合物とはかなり性質が異なると考

えられた。

第 2項 抽出操作法によるH. circularisquamaの毒性

変化

前述のとおり，通常の溶媒抽出法ではH. circulari-

squamaの毒性物質を抽出することはできなかった。

ほとんどの生理活性物質（特に低分子化合物）は上述

の 6つの溶媒を用いればいずれかで抽出可能なことを

考えると，毒性が見いだせなかった理由は，毒性物質

が不安定であるか遠心分離の過程で細胞外に分泌され

たかいずれかの原因が想定される。そこで，抽出方法

によって毒性がどのように変化するか，また細胞外に

分泌されているのか否かについて調べた。

材料および方法

実験には，第 1項と同じく1994年に英虞湾から分離

されたH. circularisquamaのクローン株を用いた。培

養には改変SWM 3培地を用い，水温22℃，塩分32psu，

12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの条件下で培養

を行い，対数増殖後期の細胞を生物検定に用いた。処

理法としては次の 5つである。

1）培養液のろ液（孔径 1μmのろ過処理）

100,000 cells/mL の細 胞密 度に 調整さ れた H.

circularisquamaの培養液をガラスフィルター（GF/C，

孔径約 1μm）で減圧ろ過し，このろ過液に無害な渦

鞭毛藻Heterocapsa triquetraを8,000 cells/mLになる

ように接種してろ水量の測定を行った。なお，ろ過か

ら生物検定の開始までに要した時間はおよそ30分であ

る。対照区には通常のろ過海水にH. triquetraの細胞

密度を同様に調製して測定を行った。

2）培養液のろ過液（孔径0.45μm）

ムラサキイガイの成貝（殻長20～30mm）とマガキ

の成貝（殻幅15～20mm）を200mLのろ過海水中に 2

個体ずつ収容し，これに24,000 cells/mLの細胞密度に

達したH. circularisquama 培養液の約10mLを0.45

μmのシリンジフィルターでろ過後，ただちに滴下し

て外套膜や閉殻運動に及ぼす影響を目視で観察した。

本実験においてろ水量の測定は行わなかった。

3）加熱処理した細胞

120,000 cells/mLの細胞密度のH. circularisquama

の培養液10mLをガラス製試験管に収容し，80℃の熱

湯中で 5分間振盪した。これを流水中で冷却した後，

ろ過海水で細胞密度が8,000 cells/mL相当になるよう

に希釈して生物検定に用いた。

4）超音波処理した細胞，

120,000 cells/mLの細胞密度のH. circularisquama

の培養液 5 mLを50mL容のプラスチック製遠沈管に収

容し，超音波破砕機で 1分間細胞を破砕した。これを

ろ過海水で細胞密度が8,000 cells/mL相当になるよう

に希釈して生物検定に用いた。
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Table 11. Toxicity in cell extracts of Heterocapsa
circularisquama

Extraction soluvent Toxicity

1) Chloroform: methanol －

2) 80% methanol －

3) Acetone －

4) Hexane －

5) 0.5M-Acetic acids －

6) Water －

－ ; negative



5）遠心分離した細胞

120,000 cells/mLの細胞密度のH. circularisquama

の培養液 5 mLを15mL容のプラスチック製遠沈管に収

容し，3,000rpm, 5分間遠心分離した。このペレット

をろ過海水で細胞密度が8,000 cells/mL相当になるよ

うに希釈して生物検定に用いた。

1）を除くいずれの実験区も，第 4章第 1節の方法に

準じてムラサキイガイのろ水率を測定することで毒性

変化を評価した。希釈に用いたろ過海水は曝気を十分

に行ったものを用いた。ムラサキイガイは広島湾で採

捕した成貝（殻高18～30mm）を，流水下で餌料とし

てSkeletonema costatumやIsochrysis galbanaを混合

給餌しながら予備飼育した。実験前日に足糸を十分に

分泌し，しかも外部からの物理的な刺激ですみやかに

閉殻する健常な個体を選抜した。そして，I. galbana

を用いて予備的にろ水率を測定し，殻高から推定され

る範囲のろ水量を示す個体を実験に用いた。実験には

いずれも 5個体を用い，平均値と標準偏差から t検定

を行って有意差を判定した。

結 果

1）培養液のろ過液（孔径 1μm）

100,000 cells/mLまで増殖したH. circularisquama

培養液のろ過液によるろ水量は対照区の80％であった

（Table 12）。しかし，検定の結果対照区との間に有意

な差は認められなかった。

2）培養液のろ過液（孔径0.45μm）

H. circularisquama培養液の0.45μmろ過液をムラ

サキイガイに添加すると，外套膜の萎縮や弱い閉殻運

動などH. circularisquamaを暴露された時に特有の拒

否反応を示した。こうした作用は30秒から 1分間継続

したが，それ以降は全く認められなくなった。

3）加熱処理した細胞

80℃で 5分間加熱処理されたH. circularisquama細

胞の毒性は対照区の108％であり，有意な差は認められ

なかった（Table 12）。加熱された細胞は破裂してい

ないものの，すべて球形化していた。

4）超音波処理した細胞

ろ水率は対照区の53％であり，有意に低かった

（Table 12）。しかしながら，未処理の細胞では50 cells

/mLでろ水率が半減することを考慮すると，毒性は未

処理の細胞の 1/160に相当し，著しく低い効果であっ

た。処理後の細胞はおよそ80％が球形化していた。

5）遠心分離した細胞

ろ水率は対照区の92％で，対照区との有意な差は認

められなかった（Table 12）。処理後の細胞はすべて

球形化していた。

考 察

ムラサキイガイのろ水量を指標とした生物検定では，

H. circularisquama が約50 cells/mLの密度で存在し

ていれば毒性の検出は可能である。しかし，今回の実

験において2,000倍の密度のH. circularisquamaの培

養ろ過液でも有意な差が認められなかったことから，

H. circularisquamaはムラサキイガイに毒性を及ぼす

ような物質を常時細胞外に分泌していないことが明ら

かとなった。また，加熱処理，超音波処理，遠心分離

など，H. circularisquamaの細胞にダメージを与える

と毒性の大半が失活することも明らかになった。例え

ば，遠心分離したH. circularisquamaの細胞は，ほと

んど破裂していないものの，細胞最外膜，鎧板，鞭毛

などの細胞表層の構造が破壊されて球形化している。

こうした細胞に毒性が認められないということは，H.

circularisquamaの細胞内に毒性物質は存在していな

いか，物理化学的処理において細胞外に放出して残存

していないかのいずれかである。

H. circularisquamaの培養液を0.45μmでろ過して

直ちにムラサキイガイやアサリに添加すると，短い時

間ではあるものの，H. circularisquamaに暴露された

ときに特有の拒否反応を示したことから，原因物質は
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Table 12. Clearance rates (mL/mussel/h) of Mytilus galloprovincialis exposed to
physically treated Heterocapsa circularisquama cells (8,000cells/mL)

Treatment Clearance rate ％ of Control t-test

Control 1,112± 266 － －

Untreated 3± 1 0.27 p＜0.005
1） Filtrate 892± 170 80 ns

3） Heat shocked 1,205± 440 108 ns

4） Sonication 590± 218 53 p＜0.05

5） Centrifugation 1,026± 231 92 ns

Control: Isochrysis galbana, 80,000cells/mL. ns: not significant (p＞0.05).



ろ過の際に細胞外に放出されているものの，最長でも

1分間程度しか海水中で活性を示さないなど，きわめ

て寿命の短い物質であると判断された。一方で，遠心

分離した細胞をそのままろ過海水中で放置するとほと

んどの細胞が 2～ 5時間以降に元の遊泳細胞に変化す

るが，この細胞は再びムラサキイガイのろ水活動を顕

著に阻害するなど毒性の復活が認められた。こうした

ことから，H. circularisquamaの毒性物質は，細胞外

膜，鞭毛，鎧板などに局在していて，抽出操作により

海水中に放出されて失活するが，細胞表層の構造が再

構築する段階ですみかやに再合成されるものと考えら

れる。以上の物理化学的性状を模式図にしたのがFig.

38である。

ところで，H. circularisquamaの細胞外構造物の中

に鱗片がある。本種の鱗片は0.2μm程度の長さを持つ

棘を有し，しかも細胞表層に無数に付着していること

から，これらが鰓の繊毛運動などに物理的障害を与え

ている可能性も考えられた。しかし，0.2μm程度の大

きさでは鰓の繊毛を傷つけるのには小さすぎ，しかも

有機質のため物理的に脆弱であると考えられるため，

ある種の大型珪藻で知られているような物理的傷害

（Yang and Albright, 1992; Yang and Albright,

1992; Albright et al., 1993）を引き起こすとは考え

にくい。H. circularisquamaとほとんど同じような構

造の鱗片を有するHeterocapsa triquetra が貝に対し

て全く影響を及ぼさないことからも，鱗片が直接影響

しているとは判断されない。また，鱗片よりはるかに

長大で頑丈な棘を有する珪藻Chaetoceros spp.は二枚

貝の餌料として用いられるなど貝類に対して悪影響を

及ぼさないことからも，物理的な作用ではなく何らか

の特異な化学物質が毒性に関与していると考えるのが

妥当である。

貝毒の原因となる有毒生物のほとんどすべては，細

胞内に有毒物質を含有しており，これらの成分は溶媒

によって容易に抽出できる。しかしながら， H.

circularisquamaの二枚貝に対する毒性物質は溶媒に

よって抽出されないだけでなく，抽出操作中にほとん

どが細胞外に放出され，しかも容易に失活する性質を

有していた。渦鞭毛藻の産生する有毒物質の中で，こ

うした不安定な性質を有する物質が報告された例は少

ない。魚毒性の強いラフィド藻Chattonella antiqua

細胞を死滅させるのに超音波照射が有効であり，破砕

された細胞には魚毒性は見いだされないという（高山,

1973;松里, 小林, 1974）。その後の研究で，C. antiqua

の魚毒性の主要因であると考えられる活性酸素産生能

は細胞表層に局在していて，形態的に整った遊泳細胞

でないと活性を維持しないことが報告されている

（Tanaka et al., 1994）。そこで，H. circularisquama

の毒性物質が活性酸素種によって引き起こされている

可能性も考えられた。しかし，予備的な試験の結果，

H. circularisquamaの培養細胞に活性酸素産生能力は

認められなかった（小田，私信）。また活性酸素産生種

に共通して観察される魚毒性は第 3～ 4章で述べたよ

うに本種には全く認められていない。

Chattonella属やKarenia mikimotoiにおいては，

魚毒性を引き起こす物質の一つとして脂質関連物質が

報告されている（Okaichi, 1989; 西尾, 1982; Arzul et

al., 1995; Gentien, 1998）。Matsuyama and Suzkuki

（1997）はH. circularisquamaと貝類に対する毒性を

全く有していないH. triquetraとの間の遊離脂肪酸の

含量と組成を比較検討したところ，いずれも両者間で

明瞭な違いが認められないこと，毒性が比較的高いと

いわれるC18～ C22の高度不飽和脂肪酸（Okaichi, 1989;

西尾, 1982; Arzul et al., 1995）の割合は他の魚毒性

の高いラフィド藻類よりも低く，無害な珪藻よりもさ

らに低いことから（Suzuki and Matsuyama, 1996），

これらの物質が貝類斃死と関連している可能性はほと

んど無いと報告している。

その後いくつかの研究グループがH. circulari-

squamaの溶血活性について詳細な研究を実施してい

る。まずOda et al.（2001）はH. circularisquamaの

100％エタノール抽出液にヒツジ赤血球に対する特異的

な溶血活性を見いだし，その性状について詳しく調べ

ている。溶血活性は抽出物の添加濃度に依存して作用

する。溶血は遅効性で，いわゆるレセプターやチャン
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Fig. 38. Schematic illustration of Heterocapsa
circularisquama toxicity in their cells when physi-
cally treated by centrifugation, sonication, and
heat shock



ネル毒とよく似た特性を示す。この活性フラクション

はシオミズツボワムシやマガキ未受精卵にも毒性を示

すなど，H. circularisquamaの培養細胞を用いた生物

検定結果とも良く一致する。さらの抽出した成分の溶

血活性は，光の照射で強く誘導されるという（Sato et

al., 2002）。同様に調製されたH. triquetraの抽出物に

溶血活性は認められない。さらに，溶血活性は分離さ

れたH. circularisquamaの産地により異なり，二枚貝

に対する培養細胞を用いた暴露実験結果得られた毒性

と良く一致する（Kim et al., 2002）。一方で，エタノー

ル抽出液中に見いだされる溶血活性とは別に，遠心分

離の過程で上清中に放出される画分にも強い溶血活性

が認められる（Oda et al., 2002）。この成分の活性は

エタノール抽出液画分の毒性よりもさらに強く，H.

circularisquamaの二枚貝に対する毒性の主要な成分

であると判断されるものの，非常に不安定ですぐに失

活する性質を有している（Oda et al., 2002）。この不安

定な成分の化学的性状については検討中であるという。

一方，別の研究グループは，H. circularisquamaの

培養細胞のメタノール抽出液に溶血活性を見いだし，

その主要な成分として糖脂質であるジガラクトシル・

ジアシルグリセロールを同定した（Hiraga et al.,

2002）。この抽出物はマガキの心臓にも毒性を示すとい

う（Hiraga et al., 2002）。ほぼ同様な結果は東北大

学のグループによっても最近報告されている（本間ら,

2003）*1。極性の低い脂肪酸に親水性の糖が結合したこ

れらの成分は構造的に界面活性剤とよく似ており，こ

の性質が脂質の二重膜に対する攻撃性を高めて溶血活

性を示しているものと推察される。しかしながら，類

似の成分は無害なScrippsiella trochoideaや（Oshima

et al., 1994），ヨーロッパ産Gyrodinium aureolum

（後にK. mikimotoiと同定された）にも含まれること

が分かっている（Yasumoto et al., 1990; Parrish et

al., 1998）。さらに，ほぼ同様な成分が褐藻からも見い

だされ，それらはアワビに対する摂餌誘因作用がある

こと（Sakata and Ina, 1985）が示されている。ジガ

ラクトシル・ジアシルグリセロールは葉緑体のチコラ

イド膜の成分でもあり，上述のように植物や藻類には

普遍的に含まれる成分でもある。従って，これらの関連

物質がH. circularisquamaの二枚貝に対する特異的な

毒性の主要成分であると断定することはとうていできない。

以上のことから，H. circularisquamaの毒性物質は

非常に不安定で，既存の手法でH. circularisquamaの

毒性物質を直接的に分離・精製して生化学的性状を解

析することが困難であることが判明した。このため，

毒性を失活させることなく原因物質を精製する手法を

開発する必要がある。

ちなみに，遠心分離で球形化した細胞を100,000 cells

/individual/dayの割合でムラサキイガイに 1ヵ月間投

与したところ，H. circularisquamaの細胞は貝に活発

に摂食され，斃死等も全く観察されず，殻の縁辺部の成

長も観察された（未発表）。従って，細胞表層をかく乱

されて毒性が失われた細胞は二枚貝にとって単なる餌料

でしかない。このことは，H. circularisquamaの毒性

を失わせて漁業被害を回避する上で重要な知見となろう。

第 3項 H. circularisquamaの毒性物質の効率的抽出

法の検討

H. circularisquamaの毒性物質はろ過等により一旦

は細胞外に放出されるものの，すみやかに失活する性

質を有していた。原因物質は細胞表層に局在している

ことから，何らかの方法で細胞表層の構造を維持した

まま抽出し，活性を有した状態で原因物質を抽出でき

るのではないかと仮定し，様々な薬剤を介在させた状

態で抽出する手法を検討した。

材料および方法

実験には，前項と同じく1994年に英虞湾から分離さ

れたH. circularisquamaのクローン株（HA9402）を

用いた。培養には改変SWM 3培地を用い，水温22℃，

塩分31psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの

条件下で培養を行い，対数増殖後期の細胞をアッセイ

に用いた。処理法としては次の 3つである。

1）界面活性剤

デカンテーションで濃縮した対数増殖後期のH.

circularisquama 細胞（570,000 cells/mL）を， 5 mL

分取してプラスチック製スピッツ管に入れ，これに全

14種類の界面活性剤（同仁社製， octyl-glucoside,

octyl-thioglucoside, sucrose monolaurate, heptyl-

thioglucoside, sodium chlolate, sucrose monocaprate,

deoxyl-maltoside, BIGCHAP, deoxy-BIGCHAP,

CHAPS, CHAPSO, Digitonin, MEGA-8, MEGA-9）

を最終濃度200mg/Lになるよう溶解して25℃で培養し

た。1時間後，細胞を遠心分離（3,000rpm, 5分間）し，

上清をI. galbaneを含む海水で100倍容に希釈して直

ちにムラサキイガイのろ水率を指標として生物検定に

供した。

2）アラビアゴム

ろ過海水にアラビアゴムを溶解させ，これを対数増
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殖後期のH. circularisquama細胞（240,000 cells/mL）

に最終濃度100mg/Lになるように溶解した。この溶液

を遠心分離し（3,000rpm, 10分間），上清をI. galbane

を含む海水で100倍容に希釈して直ちにムラサキイガイ

のろ水率を指標として生物検定に供した。

3）シクロデキストリン

ろ過海水にα-シクロデキストリンを溶解させ，これ

を定常期前期のH. circularisquama 細胞（240,000

cells/mL）に最終濃度100ppmになるように溶解した。

これを遠心分離（3,000rpm, 10分間）し，上清をI.

galbaneを含む海水で100倍容に希釈して直ちにムラサ

キイガイのろ水率を指標として生物検定に供した。

いずれの試験区も，ろ水率の阻害が見られた場合の

み，ブランク試験を実施し，最終的な生物検定時に混

入してきた薬剤そのものが貝に及ぼす影響を除いて評

価した。明らかに活性を有したまま抽出された場合は，

温度，冷蔵・冷凍保存の可能性についても検討した。

結 果

Fig. 39に示すように，14種類の界面活性剤のうち，

octyl-glucoside，octyl-thioglucoside，deoxy-BIGCHAP

の 3種の界面活性剤を存在させた状態で抽出操作を行っ

た上清にムラサキイガイに対する毒性が認められた。

この 3種についてブランク試験を行ったところ，deoxy-

BIGCHAPについては，生物検定時に混入してきた薬

剤の濃度で同様に毒性が認められたことから，これに

ついては混入した薬剤そのものの毒性であると判断し，

実験対象から除いた。

最も強い毒性を維持していたoctyl-glucoside処理上

清で再度生物検定を行った結果をFig. 40に示す。繰り

返し試験においても明らかに上清に毒性が移行してい

ることが明らかであり，octyl-glucosideを用いればH.

circularisquamaの毒性物質の活性を保持したまま抽

出できることが分かった。この上清を60℃で10分間，

加熱処理を行うと毒性は速やかに失活することから，

原因物質は熱変性の物質であることが推察された。

octyl-glucosideで抽出された毒性物質を冷蔵で保存

した結果，抽出後 6時間程度は活性を保持していたが，

18時間後にはほとんど消失していた。冷凍保存でも活

性は完全に消失した。

アラビアゴム，シクロデキストリンのいずれにおい

ても弱いながら活性を保持したまま原因物質が抽出で

きるが，その毒性は冷蔵で数時間程度しか保持できな

いことが明らかとなった。従って，毒性を保持したま

ま抽出することは可能であったが，いずれの薬剤でも

長期保存やクロマトグラフィーによる精製は困難であ

ることが判明した。

考 察

予備試験の結果から推察されたように， H.

circularisquamaの毒性物質は細胞表層に局在してお

り，遠心分離を行う過程で細胞表層から剥離している

ことが明らかとなった。この物質はoctyl-glucosideの

ように膜タンパク質の構造を損なわずに抽出する際に

用いられる界面活性剤や膜構造やコロイドなどの保護

剤の存在下で短いながらも活性を保持したまま抽出で

きることも明らかとなった。従って，H. circulari-

squamaの毒性物質は，細胞表層に局在した状態で活

性を維持していて，強制的に剥離させたりして膜など

の物理化学的性状が変化するとすみやかに失活するよ

うである。また，この物質は60℃の加熱で失活するこ

とから，加熱に対して弱い性質であることも判明した。

一方で，octyl-glucosideを使って抽出を行っても，毒

性は冷蔵で１日程度しか維持できないことから，通常
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Fig. 39. Effect of various surfactants treatment
on the toxicity of cell-free extracts which were ob-
tained by centrifugation. Toxicity was determined
by the clearance rate of Mytilus galloprovincialis.
Control: Isochrysis galbana, 75,000cells/mL.

Fig. 40. Effects of heat stability on the toxicity
of cell-free extracts from Heterocapsa circulari-
squama obtained by centrifugation under the
presence of octyl-glucoside. Toxicity was deter-
mined by the clearance rate of Mytilus gallo-
provincialis.



のカラムクロマトグラフィーのような精製過程では簡

単に失活してしまうものと判断された。これを克服す

るには，さらなる抽出条件の検討や，毒性物質の活性

をより感度良く検出する手法の開発が必要であり，将

来の課題である。

第 4項 間接的手法等によるH. circularisquamaの毒

性物質の推定

これまでの結果，H. circularisquamaの毒性物質は

通常の海水中ではきわめて不安定で，octyl-glucoside

のような特殊な界面活性剤の存在下で抽出を行っても

わずかな活性を維持できる程度であった。従って，通

常のカラムクロマトグラフ法による原因物質の抽出・

精製は技術的に難しいと判断された。現段階では強い

活性を保持した状態で抽出・精製ができないため，直

接的に原因物質を同定するには従来の手法とは根本的

に異なる分析手法の検討が必要であろう。

そこで，原因物質の生化学的性状を明らかにするも

う一つの手段として，毒性を維持しているH. circulari-

squamaの遊泳細胞を種々の代謝阻害剤や薬剤等で直

接処理し，貝類に対する毒性がどのように変化するの

か調べることで，原因物質を間接的に推定できないか

検討した。

材料および方法

実験には，前項と同じく1994年に英虞湾から分離さ

れたH. circularisquamaのクローン株（HA9402）を

用いた。培養には改変SWM 3培地を用い，水温22℃，

塩分31psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの

条件下で培養を行い，対数増殖後期の細胞を生物検定

に用いた。処理法としては次の 5つである。

1）界面活性剤の影響

デカンテーション操作により濃縮した対数増殖後期の

H. circularisquama細胞（421,000 cells/mL）を，5 mL

分取してプラスチック製スピッツ管に入れ，これに全

5種類の界面活性剤（和光純薬社製のドデシル硫酸ナ

トリウム [以後SDS]，デオキシコール酸ナトリウム

[以後SDC]，トリエタノールアミン，ポリオキシエチ

レンオクチルフェニルエーテル [以後Triton X-100]，

ポリオキシエチレンラウリルエーテル [以後Brij-35]）

をH. circularisquamaの遊泳率を阻害しない濃度範囲

で添加し，25℃に保ったインキュベーター中で培養し

た。1時間後H. circularisquamaの毒性を，ムラサキ

イガイのろ水率を指標として測定した。

2）化学薬品処理の影響

デカンテーション操作により濃縮した対数増殖後期の

H. circularisquama 細胞（349,000 cells/mL）を，5 mL

分取してプラスチック製スピッツ管に入れ，これに全

5種類の化学基の切断剤（和光純薬社製のジチオトレ

イトール [以後DTT]，過よう素酸，EDTA，EGTA，

水素化ホウ素ナトリウム [以後NaBH4 ]） をH.

circularisquamaの遊泳率を阻害しない濃度範囲で添

加し，25℃に保ったインキュベーター中に静置した。2

時間後H. circularisquamaの毒性を，ムラサキイガイ

のろ水率を指標として測定した。

3）合成阻害剤の影響

デカンテーション操作により濃縮した対数増殖後期

のH. circularisquama 細胞（289,000 cells/mL）を，

5 mL分取してプラスチック製スピッツ管に入れ，これ

に全 5種類の合成阻害剤（和光純薬社製のシクロヘキ

シミド，α,α'-ジピリジル，コルヒチン，シグマ社製

のツニカマイシン）をH. circularisquamaの遊泳率を

阻害しない濃度範囲で添加し，25℃で培養した。5時

間後H. circularisquamaの毒性を，ムラサキイガイの

ろ水率を指標として測定した。

4）酵素処理の影響

デカンテーション操作により濃縮した対数増殖後期

のH. circularisquama 細胞（331,000 cells/mL）を，

5 mL分取してプラスチック製スピッツ管に入れ，こ

れに全 5種類の分解酵素（和光純薬社製のトリプシン，

パパイン，リゾチーム，アミラーゼ，プロナーゼ）を

H. circularisquamaの遊泳率を阻害しない濃度範囲で

添加し， 25℃で培養した。 1 時間後H. circulari-

squamaの毒性を，ムラサキイガイのろ水率を指標と

して測定した。

いずれの実験区も， 各々の薬剤で処理したH.

circularisquama の細胞を， 約 50,000 cells/mLの

Isochrysis galbanaを含みかつ十分に曝気した海水で，

初期細胞密度が270～290 cells/mLになるように希釈・

調整し，ただちにろ水率測定に供した。ろ水率の測定

条件等は前項と同じである。SDS処理区では，処理濃

度とろ水率の関連も調べた。対照区はいずれも約

50,000 cells/mLのI. galbanaのみを含む海水をムラサ

キイガイに与えて測定した。いずれの実験区も 4～ 6

個体のムラサキイガイを用い，それらの平均値と標準

偏差から t検定を行い，対照区との有意差を判定した。

本章第 2項の結果から，H. circularisquamaの毒性

は物理的処理によって非遊泳細胞に変化するとほとん

ど失活する。もし，高濃度の薬剤処理によってH.

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 69



circularisquamaの遊泳細胞が非遊泳細胞に変化した

場合は，細胞表層に含まれると考えられる毒性物質が

物理化学的に剥離して毒性が失活する。例えば代謝阻

害剤などの場合，処理を行った薬剤の特異的な作用で

H. circularisquamaの毒性が失われたのか，それとも

単に球形化したために毒性が失われたのか判別するこ

とができなくなる。従って，薬剤処理の影響を調べる

ためには，高濃度の薬剤処理によって非特異的にH.

circularisquamaの細胞が非遊泳細胞へと変化しない

範囲内で生物検定を実施する必要がある。

Table 13に各薬剤による処理がH. circularisquama

の遊泳率に及ぼす影響を予備的に調べた結果を示す。

この結果に基づき，実際の処理に用いたすべての薬剤

濃度は，H. circularisquamaの遊泳率を阻害しない濃

度（処理後も全細胞の90％以上が元の形態を維持して

なおかつ遊泳している状態）を採用した。各種の合成

阻害剤やプロナーゼ処理などの場合，遊泳はしている

ものの，その速度が顕著に低下する現象が認められた。

この場合，基本的に遊泳速度が低下しても，細胞外の

構造（形態）が通常の遊泳細胞とほぼ同じであると判

断されたので遊泳細胞として取り扱った。

また，ほとんどの薬剤処理において，生物検定時に

混入してくる濃度ではムラサキイガイのろ水量に影響

を及ぼさないことを予め確認したが，EDTAと界面活

性剤の一種であるTriton X-100については，生物検定

時に混入してくる微量濃度でも外套膜の収縮などの有

害な作用が認められた。従って，これらの実験区のみ，

対照区にも処理区と同様の濃度の薬剤を添加して比較

検討した。

結 果

1）界面活性剤の影響

Fig. 41に 5種類の界面活性剤で処理を行った結果を

示す。 5 種の各界面活性剤のうち， SDC， Triton

X-100，及びBrij-35の処理では毒性の有意な低下は認

められなかった。しかしながら，SDSとトリエタノー

ルアミンでは有意な（p＜0.0001）毒性の低下が認めら

れた。いずれの処理区も対照区と有意差（p＞0.05）は

認められなかったことから，H. circularisquamaの毒

性物質はこの 2種の界面活性剤によって完全に失活す

るものと判断された。

Fig. 42に，SDS処理濃度と毒性との関係を調べた結

果を示す。毒性はSDSの濃度の上昇に伴って低下し，

30mg/Lでは半減，40～50mg/Lではほとんど消失した。

SDSで処理したH. circularisquamaの細胞を顕微鏡下
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Table 13. Effects of various chemicals on the motility of Heterocapsa circularisquama

Chemicals Im50 ＞90％ Treated concentration

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 40～46mg/L ＜32mg/L 0～50mg/L
Sodium Deoxycholate (SDC) 50～80mg/L ＜20mg/L 17mg/L
Triethanolamine 55mM ＜42mM 22.7mM

Triton X-100 20mg/L 15.7mg/L 7.4mg/L

Brij-35 59mg/L 23mg/L 21mg/L

DTT 4～6mM ＜2mM 2mM

EDTA 120～160μM ＜89μM 96μM

EGTA ＞2.2mM 1.9mM 1.2mM

Periodic acid 140～180μM ＜107μM 96μM

NaBH4 73～84μM 67μM 65μM

Cycloheximide 2～2.5mM ＜1.18mM 0.5mM

αα-Dipylygil 4.1mM ＜3.2mM 0.53mM

Colchicine ＞2.5mM 1.2mM 0.25mM

Tunicamysin 30～40μM ＜30μM 25μM

Trypsin 1.6～2.0×104units/L 1.1×104units/L 1.0×104units/L

Pronase 0.8～1.4×103units/L 2.4×102units/L 2.1×102units/L
Papain 0.35units/L 0.25units/L 0.2units/L
Amylase 4.9×102units/L 2.4×102units/L 0.8×102units/L
Lysozyme 4×107units/L 3.5×107units/L 2.0×107units/L

Each treatment was conducted at 25℃ for 1～5 hours
Im50 means half inhibiting concentration of the H. circularisquama motility



で観察すると，遊泳速度は多少低下しているものの，

細胞形態は通常の遊泳細胞と全く同じ状態を保ってい

た。にもかかわらず，毒性はほとんど失活しており，

ムラサキイガイに活発に摂食されるようになっていた。

2）化学薬品処理の影響

Fig. 43に示すように，糖鎖切断剤である過よう素酸

処理で毒性が有意に（p＝0.0077）低下した。しかしな

がら，対照区との有意差（p＜0.05）が認められたこと

から，毒性は処理によってもやや残存するものと判断

された。DTT, EDTA, EGTA, 及びNaBH４処理では

毒性の有意な低下は観察されなかった。

3）合成阻害剤の影響

Fig. 44に 5種類の合成阻害剤で処理を行った結果を

示す。糖鎖合成阻害剤であるツニカマイシンとヒドロ

キシプリン合成阻害剤であるα,α'-ジピリジルにおい

て有意な（p＝0.0101およびp＝0.0027）毒性の低下が

観察された。しかしながら，紡錘体毒であるコルヒチ

ン処理では顕著な毒性の低下は観察されなかった。た

だし， その後の試験でコルヒチン存在下でH.

circularisquamaは未処理の細胞と同様に増殖するこ

とが分かったので，細胞内に薬剤が取り込まれていな

いのではないかと考えられた。

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 71

Fig. 41. Changes in relative clearance rates of Mytilus galloprovincialis exposed to pre-treated Heterocapsa
circularisquama cells by various surfactants. Control: Isochrysis galbana, 80,000cells/mL. Initial cell density
of H. circularisquama ranged from 260 to 290cells/mL. Bars show ±SD.

Fig. 42. Changes in clearance rates (L/mussel/h) exposed to Heterocapsa circularisquama (1,000 to
1,120cells/mL) pre-treated with various concentration of SDS. Bars show ±SD.



4）酵素処理の影響

5種類の酵素で処理を行った結果をFig. 45に示す。

各種酵素で処理したところ，トリプシンで有意な

（p＜0.0001）毒性の低下が観察された。対照区との間

にも有意差（p＞0.05）は認めらなかったことから，H.

circularisquamaの毒性物質はトリプシン処理により

完全に失活するものと判断された。しかしながら，パ

パイン，リゾチーム，アミラーゼ，リパーゼ及びプロ

ナーゼでは有意な毒性の低下は観察されなかった。

考 察

種々の薬剤処理の結果を総合すると，H. circulari-

squamaのムラサキイガイに対する毒性は，タンパク

質の変成作用の強い界面活性剤であるSDSとトリエタ

ノールアミン，タンパク質をランダムに切断するトリ

プシン処理でほとんど失活することが判明した。この

他にも，糖タンパク質などの合成阻害剤であるツニカ

マイシンやα,α'-ジピリジル，糖鎖の切断剤である過

よう素酸処理でも毒性が有意に低下することから，H.

circularisquamaの毒性物質はタンパク質もしくは糖

タンパク質様物質であると考えられる。これら薬剤で

処理されたH. circularisquamaは，通常の細胞同様に

90％以上の遊泳率を保ち，しかも細胞形態に全く変化

が認められないにも拘わらず毒性がほとんど消失して

いたことから，毒性物質は明らかに細胞表層に局在し
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Fig. 43. Changes in relative clearance rates of Mytilus galloprovincialis exposed to pre-treated Heterocapsa
circularisquama cells by various chemicals. Control: Isochrysis galbana, 80,000cells/mL. Initial cell density of
H. circularisquama ranged from 260 to 290cells/mL. Bars show ±SD.

Fig. 44. Changes in relative clearance rates of Mytilus galloprovincialis exposed to pre-treated Heterocapsa
circularisquama cells by various metabolism inhibitors. Control: Isochrysis galbana, 80,000cells/mL. Initial
cell density of H. circularisquama ranged from 260 to 290cells/mL. Bars show ±SD.



ていると判断された。例えば，40mg/L前後のSDSで

処理されたH. circularisquamaは，顕微鏡下では通常

の遊泳細胞と同様に遊泳しているが，貝に対する毒性

はほとんど失活しているために， 1,000～3,180

cells/mLの濃度（第 4章で述べたように斃死が始まる

濃度）で暴露しても順調に貝に摂食され，生理的傷害

は何ら認められなかった。未処理の細胞が50 cells/mL

で貝のろ水活動を強力に阻害することを考慮すると，

SDSの解毒作用はきわめて強い。また，数時間程度の

代謝阻害剤処理で毒性が消失することを考えると，原

因物質は常に合成・分解・放出などの活発な代謝が行

われているものと推察された。

タンパク質は複雑な架橋構造を形成し，これらが少

しでも変成を受けて構造変化を引き起こすと生化学的

機能を失ってしまう。ところが，SS結合の切断剤であ

るDTTや，カルシウムや金属のキレート作用の強いE

GTAやEDTAでは毒性がほとんど消失しないことから，

細胞表層にあると考えられる糖タンパク質の活性部位

や，細胞表層との結合部位には，SS結合や金属との架

橋構造があまり関与していない判断される。植物プラ

ンクトンの細胞表層には松山（2003）で述べたような

アルカリフォスファターゼの他にも，種々のタンパク

質分解酵素の存在が知られているが（Hoober and

Hughes, 1992; Matsuda et al., 1994; Berges and

Falkowski, 1996; Stoecker and Gustafson, 2003），

これらの多くはEDTAやDTTなどで失活する性質を有

している （Matsuda et al., 1994; Berges and

Falkowski, 1996）。 このことから， H. circulari-

squamaの毒性物質の場合，これらの既知の酵素など

とは性質が異なるものと推察された。

また，プロナーゼのようにトリプシン同様同じタン

パク質分解酵素に対してはあまり毒性が低下しない現

象も観察された。この原因として二つの理由が考えら

れた。一つ目は酵素処理温度が25℃，2時間と通常の

処理温度より低くしかも時間が短かったため，十分な

分解作用を示し得なかったことである。また，プロナー

ゼ自身は複数の酵素の混合物であるため，トリプシン

などH. circularisquamaの毒性物質に対する分解作用

の強い成分の濃度が相対的に低かったことも影響して

いるものと思われる。二つ目は，細胞表層にある糖タ

ンパク質が脂質の二重膜もしくは糖鎖などでブロッキ

ングされているため，高分子の酵素が毒性物質に直接

触れて分解作用を示すことができなかったことも考え

られる。一般的に細胞表層の糖鎖がタンパク質分解酵

素などに対して抵抗性を示すことは知られている。こ

れは，同じ界面活性剤処理でもSDSやトリエタノール

アミンのように低分子で分子内に侵入しやすい界面活

性剤ほどH. circularisquamaの毒性を失わせる能力が

高いこと，糖鎖の合成阻害剤で毒性が低減することか

らも伺える。以上の結果から，H. circularisquamaの

毒性物質は糖タンパク質の一種である可能性が推察さ

れた。

赤潮を引き起こす有害な植物プランクトンが二枚貝

に及ぼす影響について国内の知見はほとんど見られな
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いが，国外の文献ではろ水率の低下，生育阻害あるい

は生残率の低下などが報告されている（Ho and

Zubkoff, 1979; Thain and Watts, 1987; Gainey and

Shumway, 1988; Tracey, 1988; Gallager et al., 1989;

Nielsen and Strømgren, 1991; Luckenbach et al.,

1993; Lesser and Shumway, 1993; Wikfors and

Smolowitz, 1995; Smolowitz and Shumway, 1997;

Bricelj and Lonsdale, 1997; Bricelj et al., 2001; Yan

et al., 2001）。しかしながら，それらの現象を生化学

的観点から考察した知見は非常に少ない。特に，植物

プランクトンの細胞表層の物質と二枚貝との生理作用

に 関す る 知 見 は ， 黄 金 藻の 一 種 Aureococcus

anophagefferensによる赤潮（通称brown tide）に関

する知見を除いてほとんど見当たらない。 A.

anophagefferensによる赤潮では，現場海域に生息し

たり養殖されているムラサキイガイやホタテガイに顕

著な斃死が認められる（Tracey, 1988; Gallager et al.,

1989; Shumway, 1990; Bricelj and Lonsdale, 1997）。

A. anophagefferensの赤潮海水が二枚貝に及ぼす影響

について調べた結果では，毒性は赤潮のろ過液には認

められず，細胞自身に保持されていることが示唆され

ていた（Tracey, 1988; Gallager et al., 1989; Bricelj

and Lonsdale, 1997）。その後Gainey and Shumway

（1991）はA. anophagefferensが二枚貝の繊毛運動に

及ぼす影響を室内実験で詳細に調べ，その結果A.

anophagefferensを暴露された二枚貝の繊毛運動は著

しく阻害され，この現象は赤潮海水同様培養ろ過液な

どでは認められなかったという。また，繊毛運動の阻

害は暴露後一定時間経過してから観察されること，毒

性発現にはA. anophagefferens細胞と鰓が直接接触す

ることが必要なこと，またアミラーゼ処理された細胞

において阻害活性が強かったこと等から，貝が鰓上で

A. anophagefferensを予備消化する過程で細胞表層に

ある多糖類が分解を受け，その結果ドーパミン様作用

を有する物質が放出され，これが神経伝達に関わって

いるアセチルコリンを抑制するため繊毛運動が阻害さ

れているのではないかと推察している。実際にドーパ

ミンは二枚貝の鰓の繊毛運動を抑制することは広く知

られている（Aiello, 1990; Fong et al., 1990）。その

後の本種の毒性物質については未解明のままであるが，

いずれにしても貝類に対する毒性は細胞表層にあり，

毒性発現には細胞と直接接触することが必要であるこ

とは認められている（Bricelj and Lonsdale, 1997）。

H. circularisquamaの暴露においてもろ水活動の低

下など繊毛運動を阻害していると推定される現象が観

察され，それらの作用は培養ろ過液に認められず，細

胞 と の 接 触 が 必 要 で あ る 。 こ の こ と は A.

anophagefferensの毒性発現機構と非常に類似してい

ると言える。しかしながら，一方で筋肉の異常な収縮

やclappingなど，抑制と言うよりむしろ組織の著しい

興奮状態を示す顕著な症状が観察されている。また，

A. anophagefferensの毒性は暴露後 1～ 3時間経過し

てから発現するなど「遅効性」であるということが指

摘されている（Bricelj and Lonsdale, 1997）。 H.

circularisquamaの場合，糖タンパク質のような高分

子物質であると推定されること，しかも影響が秒単位

で発現するなど「速効性」であることを加味すると，

A. anophagefferensと同じように神経系に直接作用す

る低分子物質を分泌しているとは考えにくい。しかし

ながら，植物プランクトンの細胞表層に原因物質が含

まれていて，これが鰓や外套膜などの組織に触れた段

階で何らかの影響が生じるという点では両種間に共通

項が多く，有害藻類が二枚貝に及ぼす機構を解明する

上で重要な知見である。なお，H. circularisquamaが

A. anophagefferensのように神経伝達に影響する物質

を直接産生しているかどうかは次節で詳細に述べる。

海産の有害鞭毛藻には，細胞表層に糖鎖ータンパク

質複合体glycocaryxの存在が知られているものの

（Yokote and Honjo, 1985; Yokote et al., 1985），

植物プランクトンの細胞表層に存在する糖タンパク質

の機能と構造に関する知見は非常に少ない。淡水産の

緑藻Chlamydomonas reinhardtii は，環境が不適に

なると配偶子を形成して接合を行う。このとき，細胞

表層にある糖タンパク質が個体間の認識等に深く関与

していることが明らかとなっている。この物質は分子

量35万で，DTTやEDTA，トリプシンやサーモライシ

ンで処理することにより活性が速やかに消失するとい

う（Tamaki et al., 1981; Saito and Matsuda, 1984;

Matsuda et al., 1994）。最近の研究で，こうした細胞

表層の糖タンパク質は接合だけでなく，生理生態学的

な観点からも重要な役割を果たしていることが明らか

になりつつある。たとえば，ラフィド藻の一種

Heterosigma akashiwoの産生するglycocaryxは，赤

潮など高密度な状態になると，現場海域で競合する珪

藻類の細胞に付着して増殖を阻害するなど，一種のア

レロパシー物質としても機能している（Honjo, 1993）。

こうした作用は，競合者を積極的に排除して場を占有

する上で重要な役割を果たしていると言える。また，

glycocaryxは粒状態の鉄と錯化合物を形成して細胞内

に容易に吸収されやすい形態に変換する作用も知られ

ている（Yokote and Honjo, 1985; Okaichi et al.,

1989）。 最近になって魚毒性を有する赤潮生物

Chattonella marinaのglycocaryxが魚毒性発現に深

く関与していると同時に（Kim et al., 2001），それら
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は魚の粘膜などに含まれる糖鎖によって促進されるこ

とが示された（Kim et al., 2000a）。このように細胞

表層の糖タンパク質は様々な生理生態学的機能を有し

ているだけでなく，生化学的に引き起こされる個体間

認識を通じて水産生物にも大きな影響を及ぼしている

ことが明らかになりつつある。

H. circularisquamaの細胞と直接接触して影響を受

ける生物は二枚貝に留まらず，繊毛虫や他種渦鞭毛藻

においても観察される （Uchida et al., 1995;

Kamiyama and Arima, 1997; Kim et al., 2000b）。

また接触応答は弱いながらも，ホヤやクラゲなどもH.

circularisquamaによって影響を受ける（Table 10参

照）。これら影響を受ける生物はいずれもH. circulari-

squamaの最大の捕食者，あるいは栄養競合者である

ことを考慮すると，H. circularisquamaの細胞表面に

存在すると考えられる糖タンパク質は，現場海域でH.

circularisquamaが他種生物の捕食を免れたり競合者

を排除するうえで重要な役割を果たしていると考えら

れ，これにより生態学的に有意な立場を獲得し，赤潮

状態まで増殖することを可能にしていると考えられる

（Kamiyama and Arima, 1997; Kim et al., 2000b）。

第 2節 H. circularisquamaによる二枚貝斃死機構の

解明

前節でH. circularisquamaの細胞表層に局在してい

ると考えられる不安定な糖タンパク質様物質が二枚貝

に毒性を及ぼしていることを明らかにした。二枚貝が

ろ水活動を行っている最中にH. circularisquamaの細

胞が鰓や外套膜などに触れると，この細胞表層の糖タ

ンパク質が何らかの作用を引き起こしてろ水活動の低

下や閉殻などの拒否反応を引き起こし，この拒否反応

が連続すると二枚貝は生理状態を著しく悪化させなが

ら最終的に斃死するものと考えられる。この間，二枚

貝はH. circularisquamaの細胞をほとんど消化吸収し

ていないことから，傷害は接触のみによって引き起こ

されているものと考えられる。しかしながら，二枚貝

が自らの個体よりはるかに微細なH. circularisquama

の細胞と接触しただけで，なぜ致命的な傷害を受ける

のかについては疑問点が多い。これを明らかにするた

めには，H. circularisquamaの有する毒性物質の性状

のみならず，これによって影響を受ける被生物側の生

理状態の変化についても同時に把握する必要がある。

これまでの生物検定では，主に二枚貝の生残やろ水

率を指標として行ってきた。すなわち，H. circulari-

squamaの暴露によって引き起こされる個々の組織中

の傷害を，生残やろ水率の変化という個体全体（in

vivo）の生理的応答を指標として評価している。その

一方で，貝の組織や細胞がどのような過程で傷害を受

けているのか確認するためには，可能な限り単純化さ

れた系，すなわちin vitroで解析することが必要であ

る。この両者の結果を総合することで，斃死やろ水率

の低下という現象がどのように引き起こされているの

かを明らかにできると考えられる。そこで，本節では，

二枚貝の組織や胚や幼生などの発生初期の個体に対し

てH. circularisquamaを暴露し，どのような機構で傷

害が発生しているのか調べることにした。

第１項 貝類組織を用いた生物検定

H. circularisquamaを暴露した貝類で最初に観察さ

れる応答現象は外套膜や閉殻筋など筋肉組織の異常な

収縮である。そこで，本実験にはH. circularisquama

が貝類から摘出した筋肉組織に及ぼす影響について検

討した。

材料および方法

実験には 2種類の貝から摘出した筋肉組織を用いた。

ムラサキイガイの足糸前牽引筋と肉食性巻貝の一種で

あるアカニシの舌歯牽引筋を実体顕微鏡下で摘出し，

摘出した筋肉の両端を糸を使ってストレインゲージに

固定した。この筋肉を 3 mLのリンゲル溶液中に浸し，

ムラサキイガイの場合20V, 3s, 10Hzの条件で10palses

を，アカニシの場合20V, 3s, 0.2Hzの条件で 5 palses

をそれぞれ10分おきに刺激を与え筋肉収縮力を測定し

た。実験は宗岡洋二郎博士（前広島大学総合科学部教

授）の全面的な協力の下で実施した。

対照区はろ過海水に浸潤して同様に測定を行った。

実験区はH. circularisquamaの培養液（改変SWM 3

培地），H. circularisquamaの冷エタノール抽出物，

そして生きたままのH. circularisquama細胞（94,000

cells/mL）をそれぞれ生物検定に供した。

結 果

ムラサキイガイ足糸前牽引筋とアカニシ舌歯牽引筋

に及ぼすH. circularisquamaの影響をFig. 46に示す。

H. circularisquama暴露区のムラサキイガイの足糸前

牽引筋はいずれの暴露においても電気刺激を与えない

状態（静止状態）では反応を示さず，電気パルスに対

する筋肉の収縮力も対照区とほぼ同じで，抑制や亢進

作用は認められなかった。

一方，巻貝の一種であるアカニシの歯舌牽引筋の場

合，電気パルスを与えられた時に生じる筋収縮力自体
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はムラサキイガイ同様，抑制も亢進作用も認められな

かった。しかしながら，H. circularisquamaを含む溶

液に浸潤すると静止状態において，小刻みな収縮運動

を繰り返すなどの異常反応が認められた。こうした作

用は冷エタノール抽出物では全く認められなかった。

異常な反応が認められたH. circularisquamaの溶液を

0.45μmでろ過した液も同様に調べてみたが，影響は

全く認められなかった。

考 察

ムラサキイガイの足糸前牽引筋は純粋な筋肉組織で，

筋収縮力を指標とした生物検定によく用いられる

（Twarog, 1976; 松浦ら, 1986）。この筋肉組織の収縮

力は，アセチルコリンやドーパミンなどのモノアミン，

あるいは生理活性ペプチドによって強く影響を受ける

（Hidaka and Twarog, 1977; Hidaka et al., 1977;

Muneoka et al., 1977; 松浦ら, 1986）。H. circulari-

squamaの暴露はムラサキイガイをはじめとした二枚

貝の筋肉組織を異常に収縮させるが，今回の実験では

摘出された筋組織そのものには直接作用しないことが

明らかとなったことから，モノアミンや生理活性ペプ

チドを直接分泌していないか存在しても影響を及ぼさ

ない位の低濃度であることが判明した。この結果は，

H. circularisquamaの原因物質が有機溶媒などに可溶

な低分子物質ではなく，高分子で不安定な糖タンパク

質であるという前節の結果を支持するものである。

一方で，アカニシの歯舌牽引筋において，電気刺激

によって引き起こされる筋収縮力そのものには影響し

ないものの，静止状態の筋肉を小刻みに収縮させる興

味ある結果が得られた。Fig. 47にムラサキイガイ足糸

前牽引筋とアカニシ歯舌牽引筋の構造的な違いを図示
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した。ムラサキイガイの足糸前牽引筋が純粋な筋肉組

織で構成されているのに対し，アカニシ歯舌牽引筋の

表面にはグルタミンレセプターをはじめとした種々の

レセプター群が存在していると考えられており（宗岡,

1993），これらを介した情報伝達によって筋収縮が影響

を受けることが分かっている。今回の結果は，H.

circularisquamaの毒性物質がモノアミンやペプチド

などのように筋肉組織に直接影響を及ぼすような物質

ではなく，レセプターに刺激を与えることで間接的に

筋収縮を引き起こす性質を有していることが想定され

た。以上のことから，H. circularisquamaを暴露され

た二枚貝の筋組織の収縮などは，鰓や外套膜上におけ

る接触によって受けた刺激が二次的なメッセンジャー

を介して筋肉組織に到達し，間接的に筋肉組織を収縮

させているものと考えられた。

前項でH. circularisquama とA. anophagefferens

の貝類に対する毒性について比較検討を行った。

Gainey and Shumway （1991） は貝が鰓上でA.

anophagefferensを予備消化する過程で細胞表層にあ

る多糖類が分解を受け，その結果ドーパミン様作用を

有する物質が放出され，これが神経伝達に関わってい

るアセチルコリンを抑制するため繊毛運動が阻害され

ているのではないかと推察している。その後，Bricelj

and Lonsdale （1997）はA. anophagefferensの毒性

について再検討を行ったところ，貝類に対する毒性は

確かに細胞表層に存在し，毒性発現には細胞と直接接

触することが必要であることが判明した。さらに，

Bricelj et al. （2001） はGainey and Shumway

（1991）が実験に使用したA. anophagefferens の株

（1986年産）と新しくロングアイランド湾から分離・培

養された株（1995年産）を用い，ムラサキイガイのろ

水量を指標として毒性試験を行った。その結果，前者

の毒性は後者に比べて著しく低く，長い培養期間中に

本来の強い毒性を失っていたことを明らかにした。ま

た，新しく分離された株では，実際の赤潮試料で観察

された短期間での著しいろ水量の減少（Tracey et al.,

1988）が認められ，しかもそうした作用は I. galbana

との混合給餌においても低下せず，さらに偽糞の排出

もほとんど認められなかった。その一方でGainey and

Shumway（1991）が指摘したような繊毛運動の低下

は認められなかったという。このことから，Bricelj et

al. （2001）はA. anophagefferensの二枚貝に対する

毒性はH. circularisquamaを用いた実験で認められた

現象（Matsuyama et al., 1997）と密接に関連してお

り，両者の毒性発現機構は同じではないかと指摘して

いる。H. circularisquamaとA. anophagefferensの

の毒性および貝類斃死機構の解明H. circularisquama 77

Fig. 47. Scheme of structural differences between two shellfish muscle used in the present study



いずれも二枚貝に強い毒性を示すことから，今後両者

の毒性の相同性についてさらなる検討が必要であろう。

いずれにしても，これまで述べてきたとおり，筋収縮

など貝類側の応答の多くはアセチルコリン，ドーパニ

ン，セロトニンといったモノアミンで制御されている

という知見が極めて多く（Twarog, 1976; 松浦ら ,

1986; Aiello, 1990; Fong et al., 1990），有害藻類と

二枚貝との関連もこの学説をベースに論じられること

が多い（例えば，Gainey and Shumway, 1991）。し

かし，H. circularisquama やA. anophagefferensの

毒性を考えるとき外的因子としてのモノアミンの直接的

な関与の可能性は低いと考えられ，全く新しい機構で毒

性が引き起こされている可能性が高いと考えられる。

第 2項 二枚貝成体に対する影響の組織学的検討

前項でH. circularisquamaの暴露によって閉殻や外

套膜の異常収縮などの影響が見られるものの，H.

circularisquama自身は直接筋組織に影響を及ぼして

いる訳ではなく，レセプターなどを介して二次的に筋

組織に影響を及ぼしていることが分かった。しかしな

がら，H. circularisquamaの暴露によって貝類の斃死

現象を考える上では，レセプターなどを介した二次的

メッセンジャーによる生理的攪乱が具体的に個体斃死

にどう関係しているのか詳細に検討することが重要で

ある。そこで，暴露初期において，二枚貝の組織でど

のような変化が生じているのか，組織学的な観察によっ

て明らかにすることとした。

1．H. circularisquamaを暴露されたマガキの組織変化

H. circularisquamaを暴露されたマガキは第 4章に

も述べたように激しいclappingなどの症状を引き起こ

しながら完全に閉殻状態に陥り，そこから麻痺状態を

経て最終的に閉殻筋が弛緩して斃死に至る。斃死に至

る過程で組織の外見的な変化を観察した結果を述べる。

材料及び方法

広島湾から殻高65.2±13mmのマガキCrassostrea

gigasを 3個体採取した。これを 3 L容のガラスビーカー

に収容し，英虞湾産H. circularisquamaをろ過海水で

最終濃度21,000 cells/mLになるように希釈してマガキ

に暴露した。H. circularisquamaを含む海水を 2 L添

加し，暴露12時間後および25時間後に同様の細胞密度

に調製された海水と交換した。暴露50時間後に全個体

を取り出し，閉殻筋を慎重に切断して開殻させ，組織

の状態について観察した。

結 果

暴露50時間目までに 3個体のうち 2個体は大きく開

殻し，外套膜をピンセットで刺激するとゆっくりと閉

殻する「麻痺」状態に陥っていた。もう 1個体は堅く

閉殻したままであった。組織の観察結果を以下に示す。

1）鰓

麻痺状態にまで至ったマガキの鰓は全体的に過剰に

分泌された粘液で表面がぬめっており，色調も健常な

ものが乳白色を示しているのに対し，暴露区はやや乳

褐色を示していた。鰓は解剖時に極めて容易に亀裂を

生じたり剥離したりするなど，組織としての張りもほ

とんどなかった。顕微鏡観察では鰓の繊毛運動は完全

に停止してはいなかったが，対照区と比較して繊毛運

動が停止したり潰れている箇所が著しく多かった。切

り出した鰓の小片をトリパンブルーを満たしたシャー

レの中に浸すと，対照区の鰓は染色されることなく，

ゆっくりと滑走する運動を示すが， H. circulari-

squamaを暴露されたマガキの鰓はほとんど滑走する

こともなく，鰓の表面も筋状に強く染色された。この

ことから，明らかに鰓組織が傷害を受けていた。

2）外套膜

第 3～ 4章での斃死個体の観察結果同様，外套膜縁

辺部の収縮が著しかった。また外套膜は鰓同様に粘液が

過剰に分泌されぬめっていた。ただし50時間後でもピン

セットによる刺激に対する応答は 3個体とも観察された。

3）心臓

通常マガキは閉殻筋縁辺部を傷つけないように注意

しながら開殻させると，心室部分が半透明に盛り上が

り，心臓がゆっくりと力強く拍動しているのが観察で

きる。しかしながら，H. circularisquamaを暴露され

たマガキの心室部分はほとんど盛り上がることもなく，

心臓拍動も全く観察されなかった。従って，この段階

では外套膜の刺激による閉殻筋の収縮は認められるも

のの，心臓は完全に停止していた。

4）中腸腺

暴露実験が 5月とマガキの産卵期直前であったため，

中腸腺組織は厚いグリコーゲンと生殖腺に取り囲まれ

ていたため，外観から中腸腺の変化は観察できなかっ

た。ナイフで軟体部を輪切りにして観察した限りでは，

アコヤガイなどで観察される中腸腺の退色は明瞭では

なかった。
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考 察

組織学的な知見では，傷害は基本的にH. circulari-

squamaとの接触が頻繁である鰓繊毛部位で顕著であっ

た。鰓組織は厚い粘膜で覆われ，その繊毛運動も著し

い傷害のため低調である。鰓における傷害が大きいと

いう点では，魚毒性の高いChattonella antiquaなど

に暴露された魚類の組織学的な所見（松里, 小林,

1974; Shimada et al., 1983; Ishimatsu et al., 1996a）

と良く類似している。一方で，鰓だけでなく心臓にお

ける変化も著しかった。少なくとも暴露50時間目の段

階で，マガキの心臓拍動は完全に停止していた。この

ことから，麻痺状態に陥った段階で摂餌やろ水活動に

よる酸素の取り込みは大きく影響を受けており，さら

に体内に栄養分や酸素を補給し，老廃物を排泄する循

環機能も完全に停止していた。外套膜や閉殻筋の刺激

応答は見られるものの，麻痺状態まで陥った個体はそ

の後正常海水中に戻しても回復することなく斃死する

ことがほとんである。これまでの暴露実験では，ピン

セットなどによる刺激応答が完全に観察されなくなっ

た段階で「斃死」と判断してきたが，少なくともマガ

キの場合，実際には麻痺状態に陥った段階で心臓拍動

は停止して回復不能な状態に陥っており，個体として

はほとんど斃死していることは明らかであった。

Nagai et al.（1996）はアコヤガイ稚貝を用いてH.

circularisquamaの暴露実験を行った。その過程で，

アコヤガイの鰓がH. circularisquamaと接触した数秒

後には激しく萎縮し，その後心臓拍動が，暴露後早く

て 3分間，遅くとも数十分の間に完全に停止する現象

を観察している。この試験においても，外套膜の刺激

に対する閉殻筋の応答が無くなる，すなわち斃死した

と判断された状態に達するには暴露後24～48時間を必

要としている。マガキにおいて調べることはできなかっ

たが，この鰓の傷害や心臓拍動の停止はアコヤガイ同

様かなり初期の段階で発生しているものと推察される。

従って，二枚貝の心肺機能である鰓や心臓の傷害が，

個体の斃死に密接に関係していることは明らかである。

H. circularisquama以外の赤潮生物が二枚貝へ及ぼ

す影響を調べた文献では，生残率の低下（Ho and

Zubkoff, 1979; Shumway et al., 1985; Thain and

Watts, 1987; Tracey, 1988; Gainey and Shumway,

1988; Gallager et al., 1989; Luckenbach et al., 1993;

Lesser and Shumway, 1993; Yan et al., 2001），ろ

水活動の障害（Tracey, 1988; Gainey and Shumway,

1988; Gallager et al., 1989; Luckenbach et al., 1993;

Lesser and Shumway, 1993）， 殻の成長低下

（Nielsen and Strömgren, 1991）など現象論的な記載

が多い。心臓拍動については，Gainey and Shumway

（1988）において，Alexandrium tamarenseの暴露で

心臓拍動の異常が報告されているが，そのメカニズム

は不明である。

鰓は二枚貝の摂餌や呼吸を考える上でもっとも基本

的な組織であり，実際に二枚貝は鰓が体表面を占める

面積が脊椎動物よりも著しく大きい生物群である。し

かし有害赤潮生物の影響を調べた過去の報告では，ろ

水率という指標で鰓の機能低下を論じたものは多いが

（Widdows et al., 1979; Matsuyama et al., 1998;

Gainey and Shumway, 1991），鰓組織そのものの変

化を直接観察した例は以外にも見られない。ろ水率で

評価する場合は，それが二枚貝自体が能動的に繊毛運

動を低下させているのか，それも物理化学的傷害によっ

て二次的に機能が低下しているのか判断することは困

難である。前章でH. circularisquamaを30分間暴露さ

れたムラサキイガイのろ水率の回復過程を示したが，

外液を新鮮なIsochrysis galbanaと交換しても80分後

まではろ水率の有意な低下が観察され続けた。このこ

とから，H. circularisquamaによる鰓の傷害は例え短

時間の暴露であっても不可逆的な影響を受けていると

判断された。

2．H. circularisquamaを暴露されたアサリの組織変化

アサリの暴露実験についても既に第 4章で報告した。

アサリは暴露実験に用いた 5 種の二枚貝の中ではH.

circularisquamaに対する耐性が最も高い種ではある

ものの，本種の赤潮時には幅広く大量斃死現象が観察

されている（Fig. 4①および④～⑥を参照）。 H.

circularisquamaを暴露されたアサリ組織の変化につ

いて以下に述べる。

材料及び方法

実験に用いたH. circularisquamaは英虞湾の表層海

水から分離したクローン株である。これを改変SWM 3

培地で培養し，暴露実験に用いた。暴露実験には千葉

県産アサリ 3個体（殻幅42.2±1.6mm）を用いた。100

mLのろ過海水が入った500mL容ビーカーにアサリを

15分間収容し，水管を伸張した状態のアサリにH.

circularisquamaの培養液を400mL添加した（最終濃

度を15,758 cells/mＬ）。およそ 5分間暴露後，ただち

に解剖後，鰓，水管，中腸腺，心臓を摘出し，前処理

まで10％ホルマリン溶液中で固定して保存した。対照

区はろ過海水中に同様に静置していた個体を用いた。

それぞれの組織試料は，Suzuki（1992）に従って試料
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を調製し，透過型電子顕微鏡（JEM-1010，日本電子

社製）を用いて観察した。電子顕微鏡観察については

鈴木伸洋博士の全面的な協力の下で行われた。

これとは別にさらに 2個体を同じ条件で暴露実験を

続け，30時間後に麻痺状態に陥った段階で閉殻筋を切

断し，軟体部の状態について観察した。

結果および考察

H. circularisquamaを暴露されたアサリは直ちに水

管を激しく萎縮させた（Fig. 48）。また，出水管を完

全に閉じた後，入水管から激しく水流を逆流させる

"vomiting"を繰り返すなど激しい拒否反応が見られた。

H. circularisquamaの暴露区の場合，摘出された心臓

は対照区と比較すると明らかに萎縮していた。その他

の組織（鰓，水管，外套膜，中腸腺）の外観は，暴露 5

分間では特に異常は認められなかった。また，30時間

の暴露で麻痺状態に陥った個体では，水管がかなり粘

液放出のためか組織としての張りがほとんど無くなっ

ていた。またアコヤガイで観察されるのと同様に，中

腸腺の退色（暗褐色から乳褐色）が著しかった。外套

膜の収縮は顕著ではなかった。

組織学的な所見によると，暴露 5分間で最も組織の

変化が大きかったのは心臓であった。心臓組織の観察

結果をFig. 49に示す。H. circularisquamaを暴露さ

れていないアサリの心筋細胞は，太い心筋細胞に挟ま

れるように，多数のミトコンドリアの集合体やグリコー

ゲンの沈着が観察される。しかし，H. circulari-

squamaを暴露されたアサリ心筋では，心筋細胞自体

が細くなっていること，ミトコンドリアの内膜である

クリステが崩壊して空洞化したり，これが進行した場

合はミトコンドリア集合体自体が完全に崩壊して心筋

組織内に空洞化が生じるなど，わずか5分間の暴露にお

いても，心臓組織，特にミトコンドリアの壊死が著し

く進行していることが判明した。このため，心筋細胞

の浮腫を症徴とした組織変成が認められた。これは観

察した 3個体すべてに共通した症状であった。

こうした症状が著しい部位には，電子密度の高い10

～15μm前後の粒子が所々に認められた（Fig. 49）。

これをより詳細に観察すると，電子密度の高いコア

（核？）と，それを取り巻く盤状の層状構造物（チコラ

イド膜と思われる），断面が 9本の外部繊維と中心部の

2本の繊維（いわゆる 9＋ 2構造）から成る鞭毛様物

体が観察されるなど，明らかに鞭毛藻と思われる特徴

を有していた。実験にはH. circularisquamaの単一培

養液を用いていることから，組織内に観察された粒子

はH. circularisquamaの細胞であると推察される。

これらの症状から，H. circularisquamaを暴露され

たアサリの心臓はミトコンドリアの破壊による組織破

壊の結果，細胞内呼吸障害に陥り，心筋が硬塞してや

がて心臓停止に至るものと思われる（心筋梗塞）。この

破壊は何らかの理由で心臓内に直接侵入してきたH.

circularisquamaにより，さらに助長されているもの

と思われた。こうした心臓停止は血流の移動を停止さ

せ，組織への栄養分と酸素の供給を遮断する。これに

より，それぞれの組織の段階的な壊死が進行し，最終

的に個体の死へと導かれている可能性が考えられる。

有害プランクトンが二枚貝に及ぼす影響について，

組織学的に調べられた事例は少ない。ヨーロッパ沿岸

で発生し，魚介類に被害を及ぼすKarenia mikimotoi

（論文中ではGyrodinium aureolum）の場合， 500

松山幸彦80

Fig. 48. Close-up of inhalant siphon of adult ma-
nila clam Ruditapes philippinarum exposed to
Heterocapsa circularisquama. 1: A normally ex-
tending siphon in filtered seawater, 2: Similar in-
dividual when exposed to 210cells/mL of
Heterocapsa circularisquama. The exhalent siphon
was completely closed and frequently showing
vomiting behaviors.



cells/mL以上の暴露によって，ムラサキイガイの中腸

腺に傷害が認められるという（Widdows et al., 1979）。

最近同様の知見が培養株を用いた実験によっても報告

されている（Smolowitz and Shumway, 1997*2）。

また，Prorocentrum minimumも弱いながら西洋カ

キCrassostrea virginicaの稚貝に傷害を与えることが

知られている（Wikfors and Smolowitz 1995）。この

場合は，P. minimumが細胞内に有しているPAS好染

色性顆粒"autolysosome"（＝酸性分解酵素の集合体）

が捕食・消化の過程でカキの中腸腺組織内に蓄積し，

これによって組織の壊死などの症状が引き起こされて

いるという（Wikfors and Smolowitz, 1995）。いず

れにしても，過去の有害赤潮生物によって引き起こさ

れる傷害は中腸腺に集中しているようである。麻痺性

貝毒の原因となるAlexandrium tamarenseの暴露に

おいては，貝の心拍数の異常等が認められているが

（Gainey and Shumway, 1987），これにより貝が斃死

するかどうかは不明である。いずれにしても，今回の

ように組織破壊を伴う心臓停止による急性傷害の知見

はない。アコヤガイ，マガキおよびアサリのいずれも

暴露初期における心臓拍動の停止，あるいは心臓組織

の壊死が観察されたことから，二枚貝の個体死を考え

るうえで，この「心筋梗塞」が決定的な致死的要因と

なっていることは明らかである。もちろん，先に述べ

たように鰓組織の破壊も個体死を考える場合考慮に入

れられるべきである。たたし，アコヤガイを用いた予
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Fig. 49. TEM observation on heart of the manila clam Ruditapes philippinarum exposed to Heterocapsa
circularisquama （15,758cells/mL）. 1: Control (M: muscle, Mt: mitcondrion), 2-3: Affected specimen showed
a marked destruction of the mitcondrion and muscle fiber. 4: An unidentified particle whchi observed
around affected site of manila clam (×14,280). Flagerium (F: 9+2) and chloroplast-like material (c) surround-
ing the high dense core which thought to be an invaded cell of Heterocapsa circularisquama.

*2 Widdows et al.（1979）およびSmolowitz and Shumway（1997）のいずれも論文中ではGyrodinium aureolum Hulburtとして記載されているが，
前者はKarenia mikimotoi（Miyake et Kominami ex Oda）Hansen & Moestrup，後者はG. aureolumの原記載種であり，実験に用いられた種
類は異なる。なおGyrodinium aureolum Hulburtの学名は，Hansen et al.（2000）によって，Gymnodinium aureolum（Hulburt）Hansenへと再記
載されている。



備的な試験では， 鰓組織の破壊はラフィド藻

Chattonella antiqua暴露区の二枚貝の方が H.

circularisquama暴露区よりも著しかった（永井，私

信）。しかしながら，C. antiqua暴露区では鰓組織の

破壊（繊毛の脱落等）が進行していても，生残率低下

は少なくとも 4日間は観察されない（永井，私信）。こ

のことは，仮に鰓の傷害が発生して餌料や酸素の取り

込みが低下しても，二枚貝はグリコーゲンを蓄積した

りして嫌気的環境に耐える能力が元々高いため（平井,

林, 1986），短期的にはこれを乗り切ることが可能であ

ると判断される。H. circularisquama暴露による24時

間という短期間での個体死は，やはり「心筋梗塞」の

影響が大きいものと判断される。

第 3項 二枚貝幼生を用いた生物検定

貝類の筋肉組織を用いた試験の結果，毒性物質は神

経伝達系に直接作用するのではなく，レセプター等を

接触応答によって刺激することで二次的な生理的傷害

を引き起こしている可能性が示唆された。筋肉組織の

収縮や繊毛運動の異常を伴う症状は，H. circulari-

squamaとの接触によって何らかの傷害を受けた組織

から，二次的に刺激が伝わって引き起こされていると

考えられる。また，H. circularisquamaの暴露によっ

て鰓組織が傷害を受けるだけでなく，心臓組織が極め

て短期間に壊死を引き起こし，心筋梗塞を引き起こし

て個体の主たる致死的要因になっていることも明らか

となった。しかしながら，H. circularisquamaの暴露

によって鰓や心臓で引き起こされる傷害が，どのよう

なメカニズムで発生するのかについては必ずしも明ら

かにすることができなかった。

最後に本項では，細胞生理学的観点から毒性発現機

構を解明するため，H. circularisquamaが組織や神経

伝達系のほとんど発達していない二枚貝の初期発生期

に及ぼす影響について調べ，毒性発現機構の詳細につ

いて明らかにすることを目的とした。

材料および方法

1997年 2～11月にかけて，広島湾から各種二枚貝

（ムラサキイガイ，マガキおよびアサリ）の成熟個体を

採取した。ムラサキイガイおよびアサリにおいては，

昇温操作による刺激で産卵・放精を誘発させ，卵と精

子を別個に採取した。一方，マガキにおいては，生殖

腺を直接切開して卵と精子をそれぞれ採取した。採取

後の未受精卵と精子，およびそれらを人工的に受精さ

せることに得られた受精卵，胚およびトロコフォア幼

生等を以下に述べるように適宜生物検定に供試し，影

響を評価した。

1）未受精卵および精子に及ぼす影響

本実験にはマガキの精子と卵を用いた。卵をろ過海

水（31～32psu）でおよそ100eggs/mLの密度になるよ

うに希釈し，この 4 mLを 6穴のマイクロプレートに

収容した。これにH. circularisquamaを100～20,000 c

ells/mLの細胞密度になるように添加し，形態変化を

経時的に観察した。精子も同様にろ過海水で希釈し，

直ちにH. circularisquamaを暴露して運動性の有無に

ついて調べた。また，20,000 cells/mLのH. circulari-

squamaに20分間暴露した精子を 3μmのヌクレポア

フィルターでろ過し，H. circularisquamaと精子を分

別後，H. circularisquamaに暴露された精子を未受精

卵に媒精させ，受精率を調べた。受精率は受精後の卵

割の有無で判断した。対照区はろ過海水で同様に希釈

された精子を用いた。精子の初期密度は両者ほぼ同じ

程度に調整した。本実験は薄浩則博士の全面的な協力

の下で行った。

2）胚に及ぼす影響

本実験にはマガキの胚を用いた。受精後 1～ 2時間

経過し，2～ 8細胞にまで卵割が進行した胚をろ過海

水（31～32psu）でおよそ100embryos/mLの密度にな

るように希釈し，この 4 mLを 6穴のマイクロプレー

トに収容した。これにH. circularisquama を100～

20,000 cells/mLの細胞密度になるよう添加し，形態や

発生に及ぼす影響を経時的に調べた。

3）幼生に及ぼす影響

本実験にはムラサキイガイ，マガキおよびアサリの

幼生を用いた。受精後14～18時間後のトロコフォア幼

生をろ過海水（31～32psu）でおよそ100individuals/

mLの密度になるように希釈し，この 4 mLを 6穴のマ

イクロプレートに収容した。これにH. circulari-

squama を100～20,000 cells/mLの細胞密度になるよ

う添加し，形態や発生に及ぼす影響を調べた。

4）幼生のカルシウム濃度の変化

本実験にはアサリ幼生を用いた。80,000 cells/mLの

H. circularisquamaによって影響を受けた幼生の細胞

内Ca2＋の変化を明らかにするため，細胞をカルシウム

イムノフォアであるFura-2 AM（Fig. 50参照，和光

純薬）で染色し，30分後落射蛍光顕微鏡下で観察を行っ

た。

これらの実験はすべてバクテリアの影響を最小限に

するため，試験海水にペニシリン－ストレプトマイシ
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ン混液を添加して行った（Walne, 1974）。初期発生中

の温度変化は異常形態や発生率の低下を引き起こすの

で（加戸, 平野, 1979），実験中の温度は22±1.5℃に保っ

た。実験中容器の振盪は行わなかった。

結 果

1）未受精卵および精子に及ぼす影響

Fig. 51にH. circularisquamaの細胞密度とマガキ

の卵外皮崩壊率との関係を示す。未受精卵は少なくと

も20時間は形態変化が認められなかった。また，改変

SWM 3培養液を22％の濃度で添加しても変化は認め

られなかった。しかしながら，H. circularisquamaの

細胞密度が500 cells/mLを越えると卵外皮が剥離した

細胞の割合が増加し，2,000 cells/mLを越えると急激

に剥離細胞が増加した。10,000 cells/mL以上の濃度で

はほとんどすべての個体が卵外皮剥離を引き起こして

いた。細胞密度20,000 cells/mLのH. circularisquama

培養液を0.45μmでろ過した溶液ではこうした作用は

全く観察されなかった。

次に精子の遊泳率および受精能に及ぼす影響につい

てTable 14に示す。対照区およびH. circularisquama

を20,000 cells/mLで暴露したいずれの実験区において

も，遊泳率は90％以上を示しており，精子の遊泳率へ

の影響は特に認められなかった。同様にH. circulari-

squamaに暴露した精子を使って受精率を調べた結果，

対照区の受精率は93％で，H. circularisquama暴露区

では86％であったが，統計学的に有意な差は認められ

なかった。

Fig. 52にH. circularisquamaに暴露された未受精

卵の変化を示す。H. circularisquamaに暴露された卵

は，卵外皮の一部が異常に膨張して細胞質から遊離し，

その後亀裂が入り，卵から剥離した。暴露後およそ15
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Fig. 51. Effects of Heterocapsa circularisquama exposure (2 hours) on the non-fertilized eggs of Crassostrea
gigas

Fig. 50. Structure and flow of fluorescent com-
plex for intracellular Ca2＋ probe of Fura 2 AM.
(1-[6-Amino-2-(5-carboxy-2-oxazolyl)-5-
benzofuranyloxy]-2-(2-amino-5-methylphenoxy)-
ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid,
pentaacetoxymethyl ester)



～30分程度で遊離から剥離の過程が進行した。ムラサ

キイガイの場合，卵外皮の剥離とほぼ同時期に，受精

時に観察される極体の放出も観察された。卵外皮が剥

離した細胞は著しい形態異常を引き起こし，その後浸

透圧に耐えきれず，数時間後には細胞が崩壊に至った

（Fig. 52④）。

2）胚に及ぼす影響

Fig. 53にH. circularisquamaの細胞密度とマガキ

の胚の生残率，形態異常個体出現率との関係を示す。

対照区では87％の個体が順調に卵割してトロコフォア

幼生まで発生した。また，培養液の成分が及ぼす影響

を調べるため改変SWM 3培養液を22％の濃度で添加

しても対照区との間に差は認められなかったことから，

培養液の成分は発生に影響を及ぼしていないと判断さ

れた。しかしながら，H. circularisquamaの細胞密度

が5,000 cells/mLを越えると未受精卵と同じように細

胞表層膜の剥離細胞の割合が増加し，1,000 cells/mL

を越えると急激に剥離細胞が増加した。 10,000

cells/mL以上の濃度ではほとんどすべての個体が膜の

剥離を引き起こしていた。こうした個体はトロコフォ

ア幼生に発生することはなく，多くは死滅した。細胞

密度20,000 cells/mLのH. circularisquama 培養液を

0.45μmでろ過した溶液ではこうした作用は全く観察

されなかった。

また， H. circularisquama と形態的に類似した

Heterocapsa triquetraや Scrippsiella trochoideaは

20,000 cells/mLの暴露においても胚の発生に全く影響

を及ぼさなかった（Fig. 54）。

Fig. 55にH. circularisquamaに暴露された二枚貝

胚の変化を示す。H. circularisquamaに暴露された胚

は，最初に細胞最外層の外皮が剥離した後，やがて卵

割中の胚の分割面が遊離し始めて，かなりの個体が分

断化したり，アメーバー状に変形したりした（Fig. 55,

②および④）。これらの過程は，暴露後およそ30分～数

時間程度で観察された。この間，胚の卵割はほとんど

停止した状態であった。分断化された胚やアメーバー

状になった胚は浸透圧に耐えきれずにやがて崩壊した。

3）幼生に及ぼす影響

Fig. 56にH. circularisquamaの細胞密度とマガキ

のトロコフォア幼生の生残率および変態成功率との関

係を示す。対照区では85％の個体が10時間以内にトロ

コフォア幼生からＤ型幼生まで発生した。また，改変

SWM 3培養液を22％の濃度で添加しても83％の個体

がＤ型幼生まで発生した。 しかしながら， H.

circularisquama の細胞密度が1,000～5,000 cells/mL

を越えると生残率および変態率のいずれもが減少し，

5,000～10,000 cells/mL以上の濃度ではほとんどすべて

の個体が10時間以内に斃死した。細胞密度20,000 cells

/mLのH. circularisquama培養液を0.45μmでろ過し

た溶液ではこうした作用は全く観察されなかった。

Fig. 57にH. circularisquamaに暴露されたムラサ

キイガイのトロコフォア幼生の変化を示した。H.

circularisquamaに暴露されたトロコフォア幼生は，

H. circularisquamaの細胞との接触を繰り返すたびに

繊毛の一部が潰れて徐々に遊泳能力が著しく阻害され

る。暴露後30～数時間を経過するとほとんどの繊毛が

潰れ，損傷を受けた部位を中心に断片化した細胞片や

細胞質が細胞外に突出した状態が頻繁に見られるよう

になる。同時におびただしい量の粘液が分泌され，培

養器の底部に沈降して他の個体と絡まったり凝集する

個体が多く観察された。影響をうけた個体のほとんど

は徐々に破裂して死滅していった。 H. circulari-

squamaの影響を免れ，D型幼生にまで発生した個体

は遊泳行動をほとんど示さないものの，殻内部での繊

毛活動は活発で，少なくとも数日間以上は生存し続け

た。

4）幼生のカルシウム濃度の変化

Fig. 58にH. circularisquamaによって影響を受け

たアサリのトロコフォア幼生をFura-2 AMで染色し，

落射蛍光顕微鏡で観察した結果を示す。通常の海水中

での健常な個体，あるいはH. circularisquamaによっ

て影響を受けず，まだ十分な運動性を示している幼生

（Fig. 58①の右側の個体）は，Fura-2 AM存在下で

もほとんど蛍光を発しなかった。このことから，健常

な個体内部のカルシウム濃度は比較的低濃度に維持さ

れているものと考えられる。しかしながら， H.

circularisquamaの暴露によって影響を受け，繊毛や

細胞膜が損傷を受けたアサリの幼生は，Fura-2 AM

によって強く染色された（Fig. 58②の左側の個体及び
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Table 14. Effects of Heterocapsa circularisquama exposure on motility
and fertilization ability of the oyster Crassostrea gigas sperm

Motility Fertilization ability (％)
Control ++ 93.3
Heterocapsa circularisquama ++ 86.1
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Fig. 52. Microscopic observations on the non-fertilized eggs of Mytilus galloprovincialis exposed to
20,000cells/mL of Heterocapsa circularisquama. 1: Control eggs in seawater. 2-3: Affected eggs showing no-
table destruction of vitelline envelope (30 minutes to 3 hours). 4: Affected eggs resulted in lysis (3 hours).

Fig. 53. Effects of Heterocapsa circularisquama exposure (2 hours) on Crassostrea gigas embryos



松山幸彦86

Fig. 54. Effects of Heterocapsa circularisquama, H. triquetra and Scrippsiella trochoidea exposure (4 hours)
on Crassostrea gigas embryos. Cell density was 20,000cells/mL in each experiment.

Fig. 55. Microscopic observations on the Mytilus galloprovincialis and Crassostrea gigas embryos exposed
to 20,000cells/mL of Heterocapsa circularisquama. 1: Affected M. galloprovincialis embryo (2 cells). 2-3: Af-
fected M. galloprovincialis embryo showing destruction of vitelline envelope and concurrent cell lysis (30
minutes to 3 hours). 4: Affected C. gigas embryo resulted in pieces (2 hours).
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Fig. 57. Effects of Heterocapsa circularisquama on trochophore stage of Mytilus galloprovincialis. 1: Control
individuals. 2-4: Affected individuals, showing cilia crush, notable discharge of the cytoplasms, and mass mucus
production. 4: Individual which already lost the motility sometimes aggregated each other.

Fig. 56. Effects of Heterocapsa circularisquama exposure (2 hours) on trochophore stage of Crassostrea
gigas



④）。影響を受けた個体の蛍光がいずれも顆粒状に分布

していることから，損傷を受け幼生外部に飛び出した

細胞破片の部位ほど細胞内カルシウム濃度が著しく増

加しているものと判断された。健常な個体ではFura-2

AMによる染色はほとんど認められないこと，損傷を

受けた細胞でも細胞の外に突出した顆粒ほどカルシウ

ム濃度が高まっていることから，その由来は海水中な

どから不可逆的に流入したものであると考えられた。

考 察

H. circularisquamaの暴露によって，未受精卵，胚，

トロコフォア幼生のいずれもが致死的作用を受けるこ

とが判明した。こうした致死的作用はマガキの場合，

H. circularisquamaの細胞密度が1,000 cells/mL以上，

ムラサキイガイやアサリでは5,000 cells/mL以上で認

められたが，これは成貝や稚貝の急激な斃死が始まる

細胞密度と全く同じであった。まだ消化器官や神経系

の組織が未発達な状態においても成貝と同様な致死的

作用が見られた。 今回の結果は， 二枚貝がH.

circularisquamaの細胞を消化吸収し，細胞内に含ま

れる毒性物質が蓄積して細胞毒性を示すという従来の

毒性発現機構とは全く異なることを改めて示している。

同様に，H. circularisquamaの培養ろ過液も，成貝で

の実験と同様に何らの影響も確認されなかったことか

ら，細胞外に分泌された物質による毒性発現機構も考

えられない。前述したように，H. circularisquamaの

毒性は，標的となる生物の組織や細胞に直接接触する

ことで初めて発現すると結論づけられる。これはH.

circularisquamaが他種鞭毛藻に影響を与える時のメ

カニズム（Uchida et al., 1993; Uchida, 2001）と基

本的に同じであると判断される。

今回の実験で注目すべきことは，生物学的に未発達

な状態にある未受精卵がH. circularisquamaとの接触
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Fig. 58. Fluorescent microscopic observations on trochophore stage of Ruditapes philippinarum affected by
Heterocapsa circularisquama. 1: Left individual is affected by Heterocapsa circularisquama, showing numer-
ous discharged cytoplasms and mass mucus production. Right individual still remains normal shape (less
fluorescence). 2: The same individual under the blue light excitation, stained with intracellular calcium probe
Fura-2 AM (final concentration: 1.7μM). 3: Aggregated individuals affected by Heterocapsa circularisquama.
4: The same individuals under the blue light excitation, stained with intracellular calcium probe Fura-2 AM.



によって卵外皮（vitelline envelope）破壊や細胞崩壊

を引き起こされるのに対して，精子は高密度のH.

circularisquamaに暴露されても遊泳率や受精率に何

ら影響を受けなかった点である。加えてムラサキイガ

イでは,受精の時に観察される極体放出現象まで観察さ

れた。卵外皮は非常に均一な糖タンパク質によって構

成され，受精の際に精子との結合や侵入に重要な役割

を演じている（星, 1992）。こうした一連の作用は同一

種の精子と卵の間で種特異的に進行する。 H.

circularisquamaの暴露により，非常に純粋な糖タン

パク質から成る未受精卵外皮を接触によってのみ破壊

し，同時に卵の方は受精時に特有な極体放出現象が観

察されること，前述でレセプターを有するアカニシの

筋肉組織を特異的に収縮させることなどを考慮すると，

H. circularisquamaの毒性物質と考えられる糖タンパ

ク質は，二枚貝の細胞表層に含まれると考えられる膜

やレセプターを標的とした分解酵素のような物質では

ないかと推定される。

多くの軟体動物では，精子が受精する段階で卵外皮

に結合し，侵入のために様々な分解酵素を働かせてい

ると言われている。ホヤなどの場合はある種のグリコ

シダーゼが関与していることが明らかにされいている

が，H. circularisquamaによって影響を受ける二枚貝

や巻貝の卵に対する精子の外皮分解因子（vitelline en-

velope lysin）はこれまでほとんど明らかにされてこ

なかった。近年，巻貝の一種であるアワビの卵外皮分

解因子として高分子のタンパク質が単離され，これが

非酵素的に関与していることが明らかとなった

（Lewis et al., 1982; Vacquier et al., 1990; Swanson

and Vacquier, 1997）。貝類の卵外皮を破壊するH.

circularisquamaの糖タンパク質が，精子が受精する

時に関与している高分子のタンパク質（あるいは酵素）

と同じかどうかを現段階では論議できないが，卵外皮

を特異的に破壊し，しかも受精のシグナルである極体

放出現象まで観察されることから， H. circulari-

squamaが受精と同じような機構で貝類に影響を与え

ている可能性も否定できない。もちろん，卵外皮を破

壊させる機構と鰓や心臓組織を崩壊させる機構が同一

であるのか否かは今後の課題である。

このように，H. circularisquamaの細胞表層に存在

する糖タンパク質分子は，二枚貝卵，胚，および幼生

などの細胞表層に普遍的に含まれる膜やレセプター等

の糖タンパク質分子を特異的に攻撃・破壊し，その結

果として二枚貝の細胞内に多量のカルシウムイオンが

流入することにより，著しい生理傷害を与えている機

構が想定される。遊離のカルシウムイオンは動物組織

の中には極微量含まれているに過ぎないが，筋肉の収

縮や神経伝達など，生物の生理状態をコントロールす

るのに重要な役割を果たしており，多量のカルシウム

イオンが細胞内に流入すると，これらのコントロール

機能が損なわれ，逆に強い細胞毒として働くことが知

られている（小島，1992）。H. circularisquamaに暴

露された二枚貝は心拍異常や心臓停止を引き起こすが

（Nagai et al., 1996），ヒトの場合においても心臓組

織内で遊離のカルシウムイオン濃度が異常に増加する

と心臓麻痺を引き起こす。このように，細胞や組織内

部の異常なカルシウム濃度の増加は急性毒性を引き起

こすことがある。二枚貝を使った過去の試験において

も，例えば，高密度のCochlodinium heterobatumの

細胞に暴露された西洋カキCrassostrea virginicaの幼

生は，細胞内カルシウムイオン濃度が増加して生残等

に悪影響を受けていることが報告されている（Ho and

Zubkoff, 1979）。H. circularisquamaに暴露された際

に，細胞表層が破壊され，細胞外から多量のカルシウ

ムイオンが細胞内に流入ような状況におかれると，二

枚貝の生理状態は著しく悪化するのは明らかである。

成貝で見られるろ水率の低下，外套膜の収縮，閉殻，

clapping，および心拍異常はいずれも筋肉や繊毛のよ

うな運動組織に関与している。これら組織でのカルシ

ウムイオンの増加が二次的メッセンジャーとして働き，

種々の代謝異常を引き起こしている可能性が示唆され

る。H. circularisquamaが存在し続ける限りこうした

生理的撹乱が繰り返され，二枚貝は組織や細胞のコン

トロール機能を失い，最終的に死亡している可能性が

考えられた。カルシウムの流入が非特異的な細胞膜の

破壊の結果引き起こされるのか，あるいはイオンの能

動的な輸送に関わるレセプターやチャンネル部位の特

異的破壊によって引き起こされるのかについては必ず

しも明らかにすることはできなかったが，先に述べた

ように卵外皮を特異的に破壊することなどを考慮する

と，二枚貝のレセプターなどを特異的に破壊している

ものと推察される。

以上，H. circularisquamaが貝類に与える影響につ

いて生化学的および生理学的観点から考察した。これ

らの結果を取りまとめ，H. circularisquamaが貝類に

対して致死的作用を及ぼす「毒性発現機構」を概観し

たものがFig. 59である。なお，個々の部位における毒

性発現機構については，今後も生化学的あるいは分子

生物学的な精査を加えて行く必要がある。

第 6章 H. circularisquama赤潮の被害防止

前節で述べたように，実際の海域で発生した赤潮を

除去したり撃退することは膨大な労力と費用を浪費す
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るだけでなく，場合によっては生態系に悪影響を及ぼ

す危険性もあるため（例えば，硫酸銅や粘土散布など），

零細な養殖業者に広く受け入れられるような簡便で低

コストな手法の確立は困難と言える。従って，H.

circularisquamaの赤潮から漁業被害を防止するには，

第 1節で述べたような的確な予察体制の整備と迅速か

つ効率的な避難を核とした対策が最も望ましい。しか

しながら，現実には予察が確実に行われたとしても，

魚類養殖などで被害防除策の柱となる「餌止め」は二

枚貝には通用しない（元々無給餌養殖であるため）。ま

た筏の移動などの漁場変更も，現在の貝類養殖規模が

莫大であるため，すべての養殖貝を赤潮が発生する危

険性の低い海域に避難させることさえも，労力的・費

用的に困難なことが多い。現実にはH. circulari-

squama赤潮が発生し，なおかつ漁業被害が避けられな

いことが予め分かっていても，避難などの対策を講じる

ことができないという漁業者もかなり多い。例えば，広

大な干潟で地播き式で養殖されているアサリなどは避難

そのものが不可能である。この場合の被害低減策は早期

出荷のみであるが，それさえも過剰出荷，品質低下ある

いは風評被害などによる売上げ不振と価格下落のため思

うような利益を確保することは困難である。

すなわち，H. circularisquamaの赤潮による漁業被

害を防止するには，魚毒性の高い従来種の赤潮生物と

異なり，予察より防除の方に軸足を移して対応する必

要性が高い。しかしながら，現在の技術水準では，H.

circularisquamaをすべて海域から除去することは非

常に困難であることから，直接除去以外の方法によっ

てH. circularisquamaの毒性を可能な限り低減し，被

害を防止する方法が望まれていると言える。現段階で

は有効な方策は見あたらないが，第 4章および 5章に

おいて，H. circularisquamaの毒性物質の性状につい

て基礎的な知見が得られていることから，こうした基

礎的知見を応用し，将来の技術的進展によって，より

現実的な被害防止策の糸口がつかめる可能性も残され

いる。本項では，種々の物理化学的処理や生理生態学

的措置を講ずることにより，H. circularisquama赤潮

の防除策開発に繋がる基礎的知見が得られないか様々
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な検討を行った。

第 1節 H. circularisquamaの物理化学的処理による

被害防除

第 1項 SDS処理によるH. circularisquama毒性低減

現在までのところ，薬剤の散布による赤潮防除法で実

際に行われたものとしては，硫酸銅（尾田, 1935），過

酸化水素（村田ら, 1989; 宮崎ら, 1990; 村田ら, 1991），

粘土（Shirota, 1989）などがあり，実験室レベルでは

アクリルノール（鹿児島県, 1993），タンパク質凝集剤

（丸山ら, 1998），界面活性剤（Ono et al., 1998），ミ

ズクラゲ自己溶解液（半田ら, 1998）などが有効であ

ると報告されている。第 5 章で述べたように，H.

circularisquamaの毒性は界面活性剤の一種であるSDS

によって著しく失活する。このSDS処理によって二枚貝

への傷害を取り除くことができるか検討してみた。

材料および方法

実験には， 1994年に英虞湾から分離されたH.

circularisquamaのクローン株（HA9401）を用いた。

培養には改変SWM 3 培地を用い，水温 22℃，塩分

32psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの条件下

で培養を行い，対数増殖後期の細胞を生物検定に用いた。

まず，ムラサキイガイの致死的作用に及ぼすSDSの

添加効果を検討した。実験には1995年 6月29日に広島

湾から採取され， 室内で Isochrysis galbanaと

Skeletonema costatumを給餌しながら予備飼育され

た稚貝（4.90±0.58[SD]mm）を用いた。培養されたH.

circularisquamaの細胞を，予め曝気されたろ過海水

（塩分31psu）で最終密度が0～30,000 cells/mLの密度

になるように希釈した。40mg/L以上のSDSが存在す

るとH. circularisquamaの毒性はほとんど失活し，ム

ラサキイガイに摂食されることが第 5章の結果から明

らかにされている。止水系の暴露試験では細胞密度の

変化に対して十分な注意が必要である。今回は実験中

のH. circularisquamaの細胞密度がムラサキイガイに

よる摂食によって減少しないよう，SDSの添加濃度を

毒性が失われる濃度の十分の一である 4 mg/Lに統一

して行った。実験には 6穴の組織培養用プレート（住

友ベークライト社製）に稚貝を 1個体ずつ全18個体収

容し，これにH. circularisquamaを含む海水を12 mL

添加してそのまま22℃で静置した。ろ過海水のみの区

を対照区とした。試験海水は一日 2回，同じ細胞密度

に調整され，SDSを同様に溶解させたものと交換した。

試験海水の交換時に貝の生死を判別して集計した。生

死の判別は開殻した状態の個体の外套膜をステンレス

製のピンセットで数回強く刺激し，閉殻運動が見られ

るかどうかで判断した。最初の12時間暴露時に，それ

ぞれの個体の培養器壁面に対する足糸形成の有無につ

いても調べた。

次に，広島湾で実際に発生したH. circularisquama

の赤潮に対してSDSの処理を行い，毒性がどの程度の

処理で失活するか検討した。1995年11月に広島湾西部

の大野瀬戸で発生した赤潮海水（975 cells/mL）を目

合30μmのナイロンメシュでろ過して動物プランクト

ンなどを除去した。この赤潮海水900mLをオムニポア

フィルター（孔径10μm）を装着したろ過器を用いて

約 9倍に濃縮した（板倉ら, 1990）。濃縮された赤潮

海水は500mL容のエルマイヤーフラスコに収容し，22

± 1℃で一晩静置して遊泳細胞に回復するのを待った。

翌日ほとんどのH. circularisquamaが遊泳細胞に回復

していることを確認した後，12 mLの赤潮海水を 6穴

の組織培養用プレートに収容し，これにSDSをそれぞ

れ10, 20, 30, 40, 50mg/Lになるように添加し，25±

1℃で約 3 時間静置して処理を行った。処理後H.

circularisquamaの赤潮海水は，細胞密度が最終的に

270 cells/mLになるように，予め曝気を施しかつ無害

な鞭毛藻Heterocapsa triquetraを700 cells/mL含んだ

海水で希釈して生物検定に供した。なお，毒性はムラ

サキイガイのろ水率を指標として評価した。ろ水率の

測定は第 4章の方法に準じて行った。生物検定は異な

る個体で 3回行い，有意差は t検定で判断した。

結果および考察

H. circularisquama の細胞密度と生残率の推移を

Fig. 60に示した。SDSを添加しない実験区では，H.

circularisquamaの細胞密度の増加とともに生残率が

低下していた。4日間の暴露による生残率は，それぞ

れ30,000 cells/mLの実験区で 0％，10,000 cells/mLの

実験区で17％，5,000 cells/mLの実験区で50％，1,000

cells/mLの実験区では89％であった。 0 および200

cells/mLの実験区で斃死は観察されなかった。SDSを

添加した実験区の場合も，H. circularisquamaの細胞

密度の増加とともに生残率が低下していたが，それら

は未添加区よりも高く，それぞれ30,000 cells/mLの実

験区で 6％，10,000 cells/mLの実験区で72％， 5,000

cells/mLの実験区で83％であった。 0～ 1,000 cells/

mLの実験区では斃死は観察されなかった。このよう

に，SDSの添加はムラサキイガイの生残率を顕著に向

上させる作用があり，10,000 cells/mLの実験区で比較

すると生残率の違いは55％にも達していた。Fig. 61に
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暴露実験初期に調べた足糸形成率の結果を示す。SDS

の作用は足糸の形成率にも影響を及ぼしており，SDS

添加区では，未添加区より 6～61％も形成率が改善さ

れていた。このことから，低濃度のSDS添加であって

も，H. circularisquamaの致死的作用を改善したり足

糸形成率を改善させる働きが認められることが判明し

た。

次に実際の現場のH. circularisquama赤潮に対する

SDSの添加効果を調べた結果をFig. 62に示す。まず処

理後生物検定試験へ持ち込まれるSDSがムラサキイガ

イのろ水活動に及ぼす影響を調べるために設定したブ

ランク試験では，明瞭なろ水率の低下は認められなかっ

た。このブランク試験へ持ち込まれるSDS濃度は，50

mg/Lの処理区から持ち込まれるSDS濃度に相当する

ことから，今回試験した範囲では持ち込まれたSDSに

よるろ水活動の低下はないものと判断される。図から

判断すると，H. circularisquamaの毒性はSDSによる

処理濃度が30mg/Lを越えるあたりから低下し，

40mg/L以上では対照区との有意差が見られず，毒性

の大半は失活した。この結果は第5章で述べた培養株を

用いた試験結果とほぼ一致することから，実際の天然

個体群に対してもSDS処理による毒性低減効果が十分

に発揮されていると判断された。

赤潮生物は界面活性剤に対して感受性が高いため，

これを利用した赤潮防除策がいくつか検討されている

（Ono et al., 1998）。今回用いたSDSは，市販の合成

洗剤等に広く含まれる成分である。タンパク質をポリ

ペプチド鎖に乖離させる作用があるため，電気泳動な

どにおける試薬としても使われている。工業的に大量

生産されており，しかも安価であることから，低コス

トの処理剤としては有望であろう。しかし，SDSは人

工合成物のためやや難分解性であり，しかも魚毒性が

強い物質で（例えば，富山，1974），海洋汚染防止法に

おける指定物質扱いとなっていることから，実際の海

域に多量に散布するには環境や生態系の保全の観点か

ら困難である。しかしながら，陸上で養殖貝を一時的

に蓄養したりあるいは種苗生産現場で取水海水に混入

してくるH. circularisquamaの毒性を低減する場合や，

種苗の移送を行う際の処理剤として限定的に使用する

場合は応用可能かもしれない。

第 2項 遠心力負荷法によるH. circularisquamaの毒

性除去

薬剤を用いた赤潮防除法は簡便で必要な時に応じて

限定的に使用できるため，材料費と散布方法次第では

コストの面で優れているものの，環境や生態系に対す

る影響が大きいため，開放系である実際の海域で使用

することは困難である。一方，H. circularisquamaの

毒性は二枚貝や巻貝に特有で，魚類養殖業に対しては

影響がない。また，H. circularisquamaが有する二枚

貝に対する毒性物質は細胞表面に局在していて，これ

は超音波や遠心分離などの物理的処理を行うと速やか

に失活する性質がある（第 5章参照）。この細胞表層が

攪乱されて毒性が無くなった細胞は貝に順調に摂食さ

れるなど餌料としての効果もある。 H. circulari-

squamaの場合，赤潮防除対象産業のほとんどが二枚

貝養殖業であることを考慮すると，現場のH. circulari-

squama個体群に対して何らかの物理的処理を施して
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細胞表層の毒性を失活させれば， 処理後のH.

circularisquama細胞は貝に対して致死的活性を示さ

ず，徐々に貝類に摂食されて減少するであろう。すな

わち，物理的処理を施されて毒性を失ったH. circulari-

squama細胞は，二枚貝にとってただの餌料にしか過

ぎない。そこで，多量にしかも効率的にH. circulari-

squamaの細胞に対して物理的衝撃を与える手法のひ

とつとして，遠心力負荷による方法の検討を行った。

材料および方法

実験には， 1995年に広島湾から分離されたH.

circularisquamaのクローン株を用いた。培養には改

変SWM 3培地を用い，1 L容のガラス製平底フラスコ

でH. circularisquamaの大量培養を行った。水温22℃，

塩分30psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの

条件下で培養を行い，対数増殖後期の細胞を生物検定

に用いた。

今回の実験では，比較的低コストでしかも大量に海

水処理を行える点を考慮した結果，ラバル式固相分離

法をH. circularisquamaの毒性低減処理器として応用

する方法を検討した。実験には，Fig. 63に示したラバ

ルセパレーター（モデルIL-0050，日本ラバル社製）を

用いた。処理装置は，外径61mm，高さ510mmの円筒

状容器であり，上部に海水供給用の配管を有し，円筒

状容器の蓋部に排出用の配管を有し，底部内部に案内

板を有している。円筒状容器の接線方向から海水を供

給することにより，海水が円筒状容器の内面にぶつか

り，その後円筒状容器の内周面に沿うように流れるこ

とにより，海水に遠心力が付与される。遠心力を付与

されながら下降した海水は案内板に衝突し，反転して

円筒状容器の中央を上昇し，蓋部の排出用の配管から
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Fig. 62. Effect of SDS treatment on clearance rates of the mussels exposed to natural bloom water of
Heterocapsa circularisquama. * Final concentration of SDS was 2.4 mg/L in assay medium.
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排出される。

実験は1999年 5月に実施した。100 L容のパンライト

水槽に砂ろ過された現場海水を注入し，これにH.

circularisquama を細胞密度が655 cells/mLになるよ

う調整した。希釈後の容量は95 Lで，実験開始時の水

温および塩分はそれぞれ22.7℃および31.4psuであった。

H. circularisquama を含んだ海水をポンプにより，

0.1m3/minの流量で処理器に供給した。供給時の海水

にかかる圧力は2.1kgf/cm2で，排出時の圧力は1.5kgf/

cm2であり，この装置の圧力損失は0.6 kgf/cm2であっ

た。また，流速は7.1m/sであり，付与される遠心力は

385 x gであった。処理後の海水は再び水槽に戻るよ

うに設定した。以上の条件下での処理量は51.6L/min

で，実際の運転時間は3.67minであったことから，海

水は処理装置を 2回通過した計算となる。

処理後の海水は直ちに顕微鏡下で遊泳細胞と非遊泳

細胞に分けて計数した。なお，ここで言う非遊泳細胞

とは，鞭毛と鎧板が剥離して楕円～球形に変化したい

わゆる一時性シスト状の細胞のことである。さらに，

処理後の細胞の毒性変化を調べるため，そのままムラ

サキイガイ（殻高42±8 [SD] mm, n＝6）に暴露し，

ろ水率を指標として評価した（第 4章第 1節に準ずる）。

対照区は餌料生物であるIsochrysis galbanaを与えて

測定した。

結果および考察

Table 15に処理装置通過前と後の遊泳率および毒性

の変化を示す。未処理区では遊泳率は80％を越え，ム

ラサキイガイに対するろ水率も対照区の10％まで低下

するなど強い毒性を示した。一方，処理装置通過後の

遊泳率は0％で，すべての細胞が非遊泳細胞に変化して

いた（Fig. 64）。

なお，処理前後で細胞密度に変化は無かったことか

ら，H. circularisquamaの細胞自体はほとんど破裂し

ていなかったと判断される。この処理海水を用いてム

ラサキイガイに対する毒性をろ水率を指標として調べ

たところ，対照区の95％まで回復しており，ほとんど

毒性が消失していた（Table 15）。なお，処理中の水

温は1.8℃上昇していた。塩分やpHは全く変化してい

なかった。

第 5章で超音波や遠沈処理でH. circularisquamaの

毒性が失活することを述べた。今回の処理装置は，流

体に回転運動を加えることで遠心力を付加しており，

基本的には遠心分離と同様な効果を与えることができ

る。 実際にこの装置で処理を行うことで， H.

circularisquamaを完全に非遊泳細胞に変化させ，同

時に毒性も失活させることに成功した。本装置は駆動

部が水中ポンプのみで，処理部分への電源供給の必要

もなく，しかもより大型の装置（最大処理量2,895m3

/h）が既に開発されていることから，低コストで多量

に赤潮海水を処理することも理論的に可能である。今

後処理を行った細胞がどの程度で再び毒性を有するよ

うになるのか，培養細胞と天然細胞で耐性が異なるの

か，あるいは珪藻類や動物プランクトンなどに悪影響

がないのかどうか確認する必要があるが，薬剤に頼ら

ない方法での減毒手法としては有望であると言える。

第 2節 生物学的手法によるH. circularisquamaの

制御

前項で薬剤と物理学的手法によるH. circulari-

squamaの毒性低減方法について検討した。いずれの
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Fig. 63. Flow diagram of laval separator for the
detoxification operation of Heterocapsa circulari-
squama



方法でもH. circularisquamaの毒性を効果的に低減で

きるものの，環境保全やコストの面でさらに検討が必

要である。ところで，現場におけるH. circulari-

squamaの消長に重要な影響を及ぼしている要因とし

て，珪藻類などの栄養競合者や繊毛虫類などの捕食者

が深く関与していることが示唆されていることから，

これらはH. circularisquamaにとって「天敵生物」で

あるといえる。こうした天敵生物の活動を人為的に手

助けすることで，間接的にH. circularisquamaの増殖

を抑制する手法が可能になれば，最も低コストで環境

負荷の少ない生態学的防除法が可能になる。最後に珪

藻類や捕食者を用いた赤潮防除法の可能性について検

討した。

第１項 珪藻類による防除の可能性

珪藻類によってH. circularisquamaの増殖を抑制す

る方法としては，直接大量に培養した珪藻を添加する

方法と，栄養塩類の添加によって珪藻類の活動を賦活

させる間接的手法が考えられる。H. circularisquama

が赤潮を形成する内湾域は，普段珪藻類が高密度に観

察される海域であることから，人為的に珪藻類を添加

しなくとも，栄養塩が十分に，しかも継続的に存在す

れば増殖速度の速い珪藻類が繁茂してH. circulari-

squamaの増殖を抑制する効果が期待できる。しかし

ながら，窒素やリンなどの過剰添加は海域の富栄養化

を阻止する観点から基本的には望ましくない。今回は

珪藻類の増殖を選択的に賦活させるために，珪酸塩を

添加する手法を検討してみた。

材料および方法

1998年 3 月 3 日に広島湾の枝湾である江田島湾

（Fig. 13）の3.5m深の海水を，バンドーン式採水器を

用いて採水し，3時間以内に研究所に持ち帰って実験

に用いた。

採水した海水はまず100μmのナイロンメッシュを通

過させて大型の動物プランクトンを除いた。GF/Cで

ろ過された現場海水160 mLと未ろ過海水40 mLを混合

し，ポリカーボネイト製のカルチャーポット（新日本

理科社製）に収容した。これに予め改変 f/2-Si培地

（N＝50μM，P＝4μM）で対数増殖後期まで培養された

H. circularisquamaの細胞を40cells/mLの密度になる

よう添加した。そして，1000μMの珪酸塩溶液を 2 mL

添加し，水温22℃，12hL: 12hD，100μmol photons/

m2/sの条件下で14日間培養を行った。なお，対照区に

は蒸留水をイオン交換樹脂装置を通過させた超純水を

2 mL添加した。培養開始後 2日目，8日目，11日目途

中，1 mLの海水をピペットで抜き取り，顕微鏡下で珪

藻類とH. circularisquamaの細胞密度を計数した。計

数は 2回行い，平均値を算出した。実験中の栄養塩濃

度の測定は行わなかった。

結果および考察

Fig. 65に培養中の珪藻類とH. circularisquamaの

推移を示す。珪酸塩を添加しなかった実験区では，最初

の 8日間，珪藻類（Eucampia zodiacus，Chaetoceros

spp.，Rhizosolenia spp.）もH. circularisquama のい

ずれも指数級数的に増加したが，11日目以降は珪藻類
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Table 15. Effects of Raval separator operation on the motility
and toxicity of Heterocapsa circularisquama

Conditions Results

Bursted cells (after operation) 15.0％

Inmotile cells (before operation) 12.6％

Inmotile cells (after operation) 99.7％

Clearance rate (control) 558± 49mL/mussel/h

Clearance rate (before operation) 37± 38mL/mussel/h

Clearance rate (after operation) 529±158mL/mussel/h

Fig. 64. Micrograph of Heterocapsa circularisquama,
treated with Raval separarator for 3.67 min.



の増殖が停止して細胞密度も著しく減少した。しかし

ながら，H. circularisquamaはその後も増殖を続け，

11日目に2,450 cells/mLまで増加して珪藻類を凌駕し

た。

一方，珪酸塩を添加した実験区では，珪藻類が指数

級数的に増加し， 実験開始後 8 日目で最大6,120

cells/mL（ 3属の合計細胞密度）にまで達した。その

後は増減を繰り返しながら横這い状態になった。しか

しながら，H. circularisquamaは最初の 2日間若干増

殖が認められたのみで，その後は徐々に減少して，実

験終了時にはほとんど消滅した。残存している細胞も

ほとんどがいわゆる一時性シストであった。

今回の実験結果から，珪酸塩の単独添加区であって

も，珪藻類の増殖は著しく賦活され，H. circulari-

squamaの増殖を完全に抑制する能力があることが判

明した。これは，Uchida et al.（1996）が珪藻とH.

circularisquamaの 2者培養試験で得た結果とほぼ一

致する。H. circularisquamaを含む鞭毛藻は珪酸塩を

生長のために必要としないので，これらを海域に添加

しても基本的に無害な珪藻が増殖するだけである。珪

藻類は魚介類や動物プランクトンの重要な餌料で，海

の牧草とも呼ばれている。また，二枚貝類はこれら珪

藻類を直接餌料としていることから，海域への珪酸塩

の添加は，餌料となる珪藻の繁茂とH. circulari-

squamaの増殖抑制の 2つの効果が期待される。珪酸

塩は地殻成分であり，それ自体安価で無尽蔵に存在す

る。夏期の成層発達などで表中層の栄養塩が枯渇し，

珪藻類の個体群が減衰しつつある時期に，主に漁場を

中心に珪酸塩を含む溶液や，海水に溶解する「固形ガ

ラス」を投入し，珪藻類の活動を賦活させることで，

間接的にH. circularisquamaの増殖を抑制する効果が

期待される。ただし，この方法は珪藻類の増殖が珪酸

塩によって制限を受けるような環境でのみ有効であり，

H. circularisquamaが頻発するようなリン制限環境で

は十分な効果が期待できない。

第 2項 捕食者特に付着生物による防除の可能性

H. circularisquamaの生物学的防除法で，生態学的

に調和した方法としては，動物プランクトンやろ過食

性生物などの高次生物の捕食圧を利用することである

（Uye and Takamatsu, 1990）。赤潮によって一時的

に高まった基礎生産のエネルギーがより高次の生物へ

と転送されれば海域の高次生産にとっても有用であり，

しかも捕食者から無機化されて排出される栄養塩は，

後続の珪藻類などに吸収利用されてプランクトン相が

元の健全な状態へと急速に回復することが期待される。

また，この方法で有ればH. circularisquamaの死滅に

よる酸素欠乏などの影響も回避できる。Kamiyama et
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Fig. 65. Effects of silicate conditioning to the diatoms and Heterocapsa circularisquama succession in natu-
ral waters



al. （2001）あるいは松山（2003）でも述べたように，

実際のH. circularisquama赤潮消滅時には繊毛虫や従

属栄養性渦鞭毛藻など高次の生物による捕食活動と珪

藻類の繁茂が認められている。

一方，これらプランクトンによる捕食活動をより実

効あるものとして機能させるためには，赤潮発生前か

らこれら生物を多量に飼育し，しかも現場海域に多量

に投入する必要がある。しかも，一度海域に負荷して

しまった捕食者を再び回収することは不可能であり，

以後の生態系に与える影響も予測不能である。結局の

ところ，こうした捕食者を用いた生物学的手法もコス

トと生態系のバランスという観点で評価すれば，物理

学的・化学的防除法同様に大きな課題を抱えていると

言える。

ところで， アコヤガイ養殖業者の間では， H.

circularisquama赤潮が発生しているときはネットや

貝殻表面に付着している付着生物の除去（いわゆる貝

掃除）を控えることである程度斃死率を低減させるこ

とが可能であると言われている。同様な知見はアサリ

業者も指摘しており，漁場でアナアオサ群落の直下に

埋もれたアサリは赤潮による被害を受けにくいと言わ

れている。この原因としては，第一義的に付着生物に

よる被覆効果でH. circularisquamaの細胞と貝類が直

接接触する頻度が低下するため，生理的傷害を受けに

くくなっているためではないかと考えられる。またも

う一つの重要な点として，付着生物によるH. circulari-

squamaの除去効果も十分に考えられる。付着生物の

中にはホヤ，フジツボ，ヒドロ虫，コケムシなどのろ

過食性動物も多く，これらがH. circularisquamaを捕

食している可能性もある。そこで， H. circulari-

squama頻発地帯の養殖漁場に普遍的に存在する付着

生物（Fig. 66）の中でも，大型でろ水速度が大きいと

考えられる生物であるホヤについて検討することとし

た。

材料および方法

実験には取り扱いの容易さを考慮し，単体ホヤの一

種であるエボヤStyela clava（Fig. 67）を用いて試験

を行った。瀬戸内海区水産研究所の浮き桟橋でロープ

に付着しているエボヤ（1.73±0.35g，体腔内の海水を

吐き出して収縮した状態の重量）を付着基部からナイ
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Fig. 66. Solitary ascidian Styela plicata (arrows) which attached on oyster assemblages in Station 1 (2m
depth), on 17 Novenmer, 1995. Siphones were being opened in H. circularisquama red tide.



フを使って静かに切り落とし，実験室でSkeletonema

costatumを給餌しながら 1週間飼育し，馴致させた。

このエボヤにそれぞれの細胞密度に調製されたH.

circularisquamaの細胞を添加し，前述の方法に従っ

てろ水率を測定した。

実験に用いたH. circularisquamaは，1994年に英虞

湾から分離されたクローン株（HA9401）である。培

養には改変SWM 3培地を用い，1 L容のガラス製平底

フラスコでH. circularisquamaの大量培養を行った。

水温22℃，塩分30psu，12hL: 12hD，100μmol pho-

tons/m2/sの条件下で培養を行い，対数増殖後期の細

胞を生物検定に用いた。

比較のため，それぞれの細胞密度でのアコヤガイと

マガキのろ水率も併せて整理した。比較に用いたデー

タは第4章で示したものを参照した。

結果および考察

Fig. 68にH. circularisquamaの初期細胞密度とエ

ボヤ，アコヤガイ，マガキのろ水率の関係を示した。

第 4章でも示したように，アコヤガイは100 cells/mL

以上で，マガキは10 cells/mL以上でほとんどろ水活動

を停止する。しかしながらエボヤは500 cells/mLまでは

正常と変わりなくろ水活動を行っており，1,000 cells/

mLでようやく対照区の50％，2,000～5,000 cells/mLで

10～20％程度まで低下した。1,000 cells/mL以上ではア

サリで見られるように，出水口を閉じて入水口から勢

いよく海水を逆流させるvomiting現象が観察された。

エボヤにおいてもH. circularisquamaの高密度暴露

区ではろ水率の低下が認められたものの，赤潮密度で

ある1,000 cells/mLにおいてもかなりのろ水活動を行っ

ていた。1個体当たりの捕食率（Feeding rate）で見

た場合，海水中からのH. circularisquamaの除去能力

は500～5,000 cells/mLの範囲においてほぼ一定の値を

示していた（Fig. 69）。また，20,000 cells/mLの高密

度暴露では激しいvomitingが観察されるものの，5日

間は斃死等は全く観察されず，非常に少ない割合では

あるもののH. circularisquamaの細胞も捕食されてい

た（松山，未発表）。このとから，エボヤは二枚貝など

と異なり，赤潮状態においてもH. circularisquamaを

除去する能力が十分にあると判断された。今回実験に

用いたのはエボヤであるが，H. circularisquama赤潮

発生後にはエボヤだけでなくシロボヤなども多量に繁

殖していることから，複数の種類がH. circulari-

squamaを除去する能力があると期待される。

今回用いたエボヤのサイズは比較的小さかったが，

体長 5～ 8 cm程度の個体のろ水率は 1,000mL/

individual/hを越えており，これは同じサイズのムラ

サキイガイやマガキに匹敵するろ水率であった。この

ことから，ホヤ類の捕食活動によるH. circulari-

squama細胞の潜在的除去能力は高いと考えられる。

ただし，ホヤは普段は養殖二枚貝と付着基質や餌料を

巡る競合関係にあるため，常時多量に蓄養しておくと

養殖活動に悪影響を及ぼす危険性もある。従って，ロー

プやネットなどに予め粗放的に付着させておいた個体

を養殖場とは離れた海域で蓄養しておき，赤潮発生時

にのみ筏周辺を取り囲んでH. circularisquamaを捕食

させるという手法が現実的であると考えられる。その

ためには，ホヤの浮遊幼生の発生期を捉えることと，

ロープなど付着趨向性のある基質の改良等の基礎的な

知見を蓄えておく必要があろう。

ろ過食性付着生物を利用した赤潮防除に関しては

Shirota（1989）に提案があり，ろ水量の多い二枚貝等

の有効性が示唆されている。また鬼塚ら（2002）は過

栄養化した洞海湾の浄化にムラサキイガイ養殖が有効

であると述べている。ただし，これらの提案では，赤

潮生物が二枚貝に順調に摂食されるという前提での発

想であり，H. circularisquamaのように低密度でろ水

活動を低下させるような赤潮生物には当然効果がない。

Matsuyama et al.（1998a）で述べたように，Karenia

mikimotoiも二枚貝のろ水活動を顕著に低下させる。

このほかにも，ムラサキイガイを使った室内試験では，

Alexandrium tamarense（Matsuyama and Uchida,

1997）， A. catenella， Prorocentrum dentatum，

Gymnodinium instriatumなどの渦鞭毛藻がムラサキ

イガイのろ水活動を著しく妨げ，Chattonella antiqua

はろ水活動は妨げないが取り込まれた細胞のほとんど

すべてが偽糞として排出される（松山，未発表）。従っ

て， 二枚貝を使った有害赤潮生物の防除は

Heterosigma akashiwoなど貝類に悪影響を及ぼさな

い一部の種類を除いてあまり期待が持てない。生態学

観点から見ると，赤潮生物は高次の生物の捕食を阻害

する作用を獲得することで，赤潮の密度にまで増殖す
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Fig. 67. Solitary ascidian Styela clava used in the
feeding experiments



る能力を獲得できているのかもしれない（Uye and

Takamatsu, 1990）。

いわゆる生物学的な赤潮防除策としては，バクテリ

アやウィルスなどの微生物を使った方法が既に検討さ

れている （石田 , 1994; 長崎 , 1998; 今井 , 1999;

Doucette et al., 1998; 山口, 2003）。この方法は，使

用するバクテリアの種類を十分に検討すれば，赤潮生

物を効果的かつ特異性の高い手法で，しかも低コスト

で殺藻できるという利点がある（石田, 1994; 長崎,

1998; 今井, 1999; 山口, 2003）。実際に現場海域におけ

る赤潮生物の消滅あるいは種交代現象時には，これら

微生物群が活発に活動しているという（Yoshinaga et

al., 1995; Fukami et al., 1996; Tarutani et al.,

2000）。現在までのところ，H. circularisquamaの赤

潮海水中には，本種を特異的に殺藻するバクテリアは

ほとんど出現しておらず （今井ら , 1998）， H.

circularisquama自身も殺藻性バクテリアに対する耐

性が高いことが室内実験の結果から示唆されている

（今井ら, 1998; 長崎, 1999）。しかしながら，最近H.

circularisquamaを特異的に殺滅するウィルスが分離・
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Fig. 69. Changes of feeding rates of three filter-feeders exposed to various cell densities of Heterocapsa
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Fig. 68. Changes of the relative clearance rates of three filter-feeders exposed to various cell densities of
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同定されたことから（Tarutani et al., 2001），ウィ

ルスを利用した防除技術開発も想定される（Na-

gasaki, 2001）。また特異性は低いがH. circulari-

squamaに対する殺藻性の高いバクテリアの存在も知

られている（今井ら, 1998; 長崎, 1999; Kitaguchi et

al., 2001）。

一方で，赤潮による漁業被害をなくすために，高密

度に増殖した赤潮生物そのものを一度に死滅させると

いうことは，逆に漁業被害を増長させる危険性を抱え

ている。例えば，微生物群によって赤潮が一度に壊死・

分解する段階では水中の酸素を多量に消費するだけで

なく，アンモニアや硫化水素など水産生物にとって有

毒な物質（Theede et al., 1969）も産生されるため，

これらによる二次被害が懸念される。実際に，過去の

赤潮による漁業被害の中でも，消滅期の貧酸素化，硫

化水素やアンモニアの発生は，水産生物に対して壊滅

的な被害を引き起こしている（西川, 1901; 塩川ら,

1966; 小泉ら, 1996）。バクテリアを利用すると比較的

容易に赤潮生物の殺藻が可能であるが，赤潮生物が死

滅すると今度はカビなど他の微生物が異常に繁殖して

水質が変化し，これが魚類に悪影響を及ぼすこともあ

るという（Marshall, 私信）。さらには，植物プラン

クトンに対する殺藻性の高いバクテリアが他の有用水

産生物に影響を及ぼす可能性も否定できない。しかし

ながら，バクテリアやウィルスの「不可逆的」な散布

を基本とする微生物学的防除法は，殺藻効果を追求す

るあまり環境に対する二次的な影響について十分な配

慮がなされているとは言えない。赤潮防除の要諦は漁

業被害を防止することであり，その過程で赤潮生物を

殺藻することは必ずしも必須の要件ではない。例えば，

魚毒性の高い赤潮生物が発生した場合，「餌止め」を行っ

て漁業被害を軽減させることが可能であるが，この場

合赤潮生物に対して何ら物理化学的なアクションを行

うことはなく，環境に対する悪影響も全く無い。

現在の技術水準において，微生物学的防除法の効果

を最大限に発揮し，しかも二次的な被害を抑えるため

には，赤潮の密度になる前に目的の微生物を必要最小

限散布する必要がある。そのためには，現場でのモニ

タリングと赤潮予察という人的・経済的なコストのか

かる手法に基づいて適切な処置を施すことが必要不可

欠となり，これでは微生物学的防除法の最大の謳い文

句である低労力・低コストな防除法の確立という観点

（石田, 1994; 長崎, 1998; 今井, 1999; Doucette et al.,

1998; 山口, 2003）からは大きく逸脱してしまう。いず

れにしても，薬剤や微生物などの不可逆的な散布に頼っ

た方法は，殺藻効果を追求するだけではむしろ漁業被

害を増長させる危険性も含んでおり，再検討の必要性

がある。少なくとも実施に当たってはリスクとベネフィッ

トを総合的に加味した危機管理（リスクマネージメン

ト）を確立しておく必要があろう。

赤潮生物を死滅させることなく，捕食者を通じてよ

り高次の生物へエネルギーを転送したり，これらの排

泄活動によって無機化された栄養塩を再び珪藻類が利

用して増殖することができれば，被害防除だけでなく

海域の生態系保持や環境保全の観点からも最も望まし

い。ホヤなど大型のろ過食性付着生物を使った防除法

は，捕食者を人為的に回収できるという点で生物学的

防除法の中でも優れた方法であろう。

第 3節 H. circularisquamaに対する耐性獲得能

これまで，H. circularisquamaを物理化学的手法で

処理したり，薬剤，競合者，捕食者などを使って制御

することで，漁業被害を回避する手法を検討した。こ

れらはある一定条件下におかれた実験室レベルでは十

分な効果を発揮することが確認された。これら手法を

実際の海域に応用するためには，いかにして大量かつ

効率的に，しかも低コストで処理を行うかといった実

用化に向けた技術開発が将来の課題になろう。

最後に，環境への負荷を全くかけることなくH.

circularisquamaによる漁業被害を低減する手法とし

て，H. circularisquamaによる影響を受けにくい養殖

貝育種の可能性について検討した。

H. circularisquama に暴露された二枚貝は， H.

circularisquamaを捕食・消化・吸収することなく，

ただちに外套膜の収縮，閉殻，噴水活動（vomiting）

などの異常反応を示す。こうした貝の異常反応は，通

常貝の体内に何らかの異物や有害な物質が侵入したり，

著しい環境変化（例えば，水温や塩分濃度の急激な昇

降等）に遭遇した時に普遍的に認められるものである。

こうした反応はH. circularisquama が50～200 cells/

mLといった低密度の存在であっても観察され，しか

も，無害な他種微細藻類にH. circularisquamaを混在

させても引き起こされる。このことは，二枚貝がろ水

活動中に餌料に紛れて殻内に侵入してくるH.

circularisquamaによって何らかの害作用を受けるか，

もしくは選択的にH. circularisquamaを異物として認

知し，これを積極的に排除しようとして拒否反応を引

き起こしているものと想定される。

ところで，外部環境からもたらされる微細な粒子に

暴露されるだけで，全身の組織において異常な反応が

瞬間的・連鎖的に引き起こされる症状を，我々人間に

おいて観察される症例にたとえると，アレルギーや花

粉症で見られる作用に一見よく似ている。このアレル
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ギーや花粉症の治療で一定の効果が認められるものの

一つに，減感作（脱感作）治療法というのがある。こ

れは，ホスト側に対し，拒否反応を引き起こす原因物

質（抗原）を低密度で投与もしくは暴露することで，

ある種の「慣れ」を誘導したり「免疫亢進」を減衰さ

せるなど，異常な抗体の産生やアレルギー作用を誘発

させる物質の放出を抑制することで，症状を軽減しよ

うという治療法である。また，魚病の分野では，病原

微生物を抗原としたワクチン投与によって養殖魚に耐

病性を付加する免疫的手法が実際に行われている（例

えば，佐古， 1998）。

第 4章で示したH. circularisquamaによる暴露実験

において，高密度暴露区（10,000 cells/mL以上）では

ほとんどの貝が数日から 1週間以内に斃死するものの，

1,000～5,000 cells/mLでは最初に急激な斃死が起きた

後，徐々に斃死個体数が横這いになる現象が伺える。

実験に用いた貝はいずれも 1ヵ月以上同じ条件下で予

備培養を行われたもので，実験開始時の生理的な個体

差は少ないと思われる。それにも拘わらず，一部の貝

はH. circularisquamaに対して耐性を有していること

から， 先天的あるいは後天的な理由で貝がH.

circularisquamaの暴露に対して耐性を獲得しうるこ

とが期待される。実際の現場でも，大規模な赤潮にお

いて斃死率が90％を越えても，必ず数％の個体は生残

していることが多い（Nagai et al., 2000および第 3

章参照）。こうしたH. circularisquamaに対する耐性

が強い個体を選抜育種したり，あるいはH. circulari-

squamaに対する耐性を有する遺伝子群を特定するこ

とで，H. circularisquamaに影響を受けにくい貝を作

出する可能性も十分にある。本項では，H. circulari-

squamaに対するムラサキイガイの後天的な耐性獲得

能について検討した。

材料および方法

実験には， 1994年に英虞湾から分離されたH.

circularisquamaのクローン株（HA9402）を用いた。

培養には改変SWM 3 培地を用い，水温22℃，塩分

32psu，12hL: 12hD，100μmol photons/m2/sの条件

下で培養を行い，対数増殖後期の細胞を給餌および暴

露実験に用いた。 給餌試験に用いた Isochrysis

galbanaも同様な方法で培養したものを使用した。

1995年 8月に広島湾で採捕したムラサキイガイ稚貝

（殻高4.8±0.4mm）100個体を，900mLの海水が入った

プラスチック製容器に収容し，曝気（2.2 L/min）を

施しながら飼育試験を行った。給餌は，１日 2～ 3回，

80,000 cells/mLの細胞密度のI. galbanaを含む海水

（塩分33psu）と換水することで行った。減感作処理は

次のような手法に準じて行った。

換水時にH. circularisquamaをろ水活動を著しく阻

害しない範囲で添加した。初日は50 cells/mLの密度で

投与し，その後 2 日目に100 cells/mL，6 日目に200

cells/mL，8日目に280 cells/mLと徐々に細胞密度を

上昇させ，実験終了時の40日目には470 cells/mLまで

密度を上昇させた（Fig. 70）。途中給餌を行わない期

間があったので，実際の給餌期間は36日間となる。H.

circularisquama の細胞密度が50～320 cells/mLまで

は，投与直後に外套膜の萎縮などの拒否反応が見られ

たが，次回の換水時までには投与したI. galbanaおよ

びH. circularisquamaの半分以上が貝に摂餌されてい

た。H. circularisquamaの細胞密度が380 cells/mLを

越えた22日目以降は若干ろ水活動が低下したものの，

それでも換水時までに最初に与えたH. circulari-

squamaの85％以上がムラサキイガイによって摂食さ

れていた。第 4章で示したように，ムラサキイガイは

H. circularisquama の細胞密度が50 cells/mL以上で

ろ水活動を低下させ，200 cells/mLを超えるとほぼ停

止することが分かっている。給餌中の細胞密度は明ら

かにろ水活動を超える密度に達していたが，かなりの

割合の細胞がムラサキイガイに取り込まれていた。こ

の理由は，曝気による攪拌でH. circularisquamaの細

胞表層が徐々にかく乱され，毒性を少しずつ失ったか

らだと判断される。対照区は，Isochrysis galbanaを

含む海水に無害なHeterocapsa triquetraを初日から

500 cells/mLの密度で投与し続けた。

実験終了後，ただちに暴露実験に取りかかった。実

験方法は第 4章に準じ，１個体ずつ 6穴のマイクロプ

レートに収容し，0～10,000 cells/mLの濃度に調製し

たH. circularisquamaを含む試験海水12mLを加え，

24℃で静置した。試験海水は毎日同様の細胞密度に調

製されたものと交換し，5日間暴露実験を行った。試

験海水の交換時に貝の生死を判別して集計した。生死

の判別は開殻した状態の個体の外套膜をステンレス製

のピンセットで数回強く刺激し，閉殻運動が見られる

かどうかで判断した。また，暴露開始10時間後に，足

糸形成の有無についても確認した。

結果および考察

給餌試験中の累計斃死個体数は，対照区で 4 個体

（斃死率 4％），減感作試験区で 2個体（斃死率 2％）

であった。いずれの斃死個体も飼育開始後 7日目以内

に集中しており，それ以後は全く斃死が観察されなかっ

た。予備飼育中の斃死は，元々天然個体の中に疲弊し
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た個体が含まれていたためと推察される。

Fig. 71に予備飼育期間を経て暴露実験を行ったムラ

サキイガイの細胞密度と生残率の関係を示した。10,000

cells/mLの高密度暴露区ではいずれの実験区でも実験

開始後 2日目以降から斃死が見られ始めた。対照区に

おける，ムラサキイガイの生残率は細胞密度の増加とと

もに低下しており，実験終了時の生残率は10,000 cells/

mLで 6％，5,000 cells/mLで39％， 1,000 cells/mLで

89％であった。Fig. 72に同じ実験区のムラサキガイの

足糸形成率を示す。足糸の形成率は細胞密度の増加と

ともに低下しており，5,000 cells/mLで28％，10,000cells

/mLで11％に留まっていた（対照区で96％）。

一方，減感作区におけるムラサキイガイの生残率は

5,000 cells/mL以下では100％であった。10,000 cells/

mLの暴露において，実験終了時の生残率が61％まで

低下していたが，対照区の同じ暴露細胞密度と比較す

ると55％も高い生残率であった。足糸の形成率も対照

区と比較すると高く，5,000 cells/mLで89％，10,000

cells/mLで78％にも達していた。減感作区の個体は，

斃死率や足糸形成率以外でも明らかな違いが見られた。

対照区では，すべての実験区で排糞活動は認められな

かったが，減感作区では5,000 cells/mLの暴露におい

ても排糞活動が見られた。暴露中の細胞密度も対照区

と比較すると約20～30％減少しており，明らかにH.

circularisquamaを摂食していた。

アコヤガイなどの養殖においては，成長や真珠層の

形成が良好な個体を選抜育種し，養殖用の種苗を大量

生産する技術が既に幅広く取り入れられている（和田,

1984）。また，病気に感染した個体の中から生残した個

体を選抜育種することにより，耐病性の高い個体を作

出することも可能であるという（Farley et al., 1995）。

このように，本来ホスト生物が有している優良な生理

的特性を，選抜育種という形で強化する方法は二枚貝

養殖業では一般的に行われている。

二枚貝の免疫系は脊椎動物とは根本的に異なるので，

今回ムラサキイガイがH. circularisquamaの暴露に対

してどのような機構で一定の耐性能を獲得したのか不明

である。しかし，少なくとも減感作操作によって生残率

を最大で50％以上向上できたことだけは事実である。こ

のことは，H. circularisquamaの暴露による二枚貝の

斃死が，H. circularisquamaの有する毒性物質の作用

のみで成立しているのではなく，暴露された二枚貝側の

生理的な応答も大きく影響していることを示すもので興

味深い。第 4章で示したように，同じ細胞密度での暴露

であっても，二枚貝の種類によってろ水率や生残率に及

ぼす影響が異なった理由も，こうした貝類側の生理応答

が種ごとに異なるためであると推察される。

今回の実験結果は，H. circularisquamaに対する耐

性の強さが異なる個体群で得られたものであり，先天

的にH. circularisquamaに対する耐性が強い個体に対
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してさらに減感作操作を行うと，もっと生残率を向上

させる可能性もある。こうしたホスト生物側が本来有

する耐性を，選抜育種や遺伝子操作などによってより

高めることができれば，H. circularisquamaの赤潮に

よる被害を受けにくい養殖貝の作出が可能になるかも

しれない。

総 括

渦鞭毛藻Heterocapsa circularisquama Horiguchi

は，1988年以降西日本各地で赤潮を形成し，二枚貝養

殖業に対して甚大な漁業被害を及ぼす有害種として知

られてきた。被害額は，判明しているものだけでも累

計で100億円以上に及ぶ。このため，本種による赤潮の

発生機構及び二枚貝等有用水産生物に対する毒性発現

機構の解明などが切に望まれていた。しかし，飛び火

的にしかも散発的に発生するH. circularisquama赤潮

について系統だった調査研究は少なく，また水産生物

に対する毒性発現機構については全く未解明であった

ため，赤潮発生による被害防止策の開発が立ち後れた

状況にあった。本論文は上述の問題点を解明するため，

現場海域における赤潮の観測結果とともに，被害を受
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Heterocapsa circularisquama



けた二枚貝の斃死状況を詳細に解析し，室内培養株を

用いた毒性試験結果と比較検討することで，二枚貝の

斃死原因を特定した。また同時に，毒性物質の生化学

的性状や影響を受ける二枚貝の組織生理学変化につい

て明らかにし，被害防除の開発及びその基礎の確立等，

生物学的情報を取りまとめた。その主な内容は次の通

りである。

H. circularisquamaによって被害を受けた二枚貝の

疫学的調査や培養株を用いた毒性試験を実施した結果，

本種は二枚貝や巻貝といった一部の海産無脊椎動物に

強い致死的作用を示すと同時に，繊毛虫，ホヤ，クラ

ゲおよび他種渦鞭毛藻などの微生物群にも毒性を示す

ことが明らかとなった。これらの作用はH. circulari-

squamaの細胞密度に強く依存し，例えば二枚貝の場

合，ろ水率の低下は20～100 cells/mLあたりから，斃

死は5,000～10,000 cells/mLあたりから指数級数的に始

まる。本種により影響を受ける生物は主にfilter-feeder

などのプランクトンに対する食性を示す生物が中心で

あることから，H. circularisquamaの毒性は高次の生

物による摂食圧を逃れたり，栄養競合者を排除したり

するために，このような機構を発達させたのではない

かと考えられる。

H. circularisquamaのムラサキイガイに対する致死

活性は水温，塩分，栄養塩濃度といった環境要因によっ

て大きく影響を受ける。最も毒性が高まる組み合わせ

は高水温，高塩分，リン欠乏環境下であり，逆に低水

温，低塩分，窒素欠乏環境下で毒性は著しく低下する。

H. circularisquamaの細胞あたりの毒性は非常に変動

しやすいものの，通常のモニタリングにおける環境項

目の測定結果から毒性をある程度推定することが可能

となった。また，同じ実験条件下でも，H. circulari-

squamaが分離された海域によって毒性は大きく異な

ることから，弱毒・強毒個体群の存在が示唆された。

H. circularisquamaの二枚貝に対する毒性物質は細

胞表層に局在し，これらは遠心分離の過程で細胞外に

容易に放出されすみやかに失活する。従って，原因物

質を直接分離精製し，生化学的な性状を明らかにする

ことはできなかったが，各種薬剤処理によって間接的

に推測した結果，原因物質は糖タンパク質様物質に由

来すると考えられた。H. circularisquamaによって影

響を受けた貝類組織は外套膜や閉殻筋の異常な収縮，

鰓繊毛組織の崩壊，心筋梗塞などの強い傷害を受けて

いる。ただし，異常な症状が頻繁に観察される筋組織

も，摘出された状態では直接影響を受けないことから，

二枚貝の神経伝達系を強く支配しているモノアミン類

の関与は低かった。一方で，アカニシ由来の筋肉に対

して強く影響を及ぼすこと，未受精卵の卵外皮を特異

的に崩壊させること，幼生などでは影響を受けた部位

がカルシウム感受性試薬存在下で強い蛍光を発するこ

とから，H. circularisquamaは貝類組織の表層に存在

するある種のレセプターや膜チャンネルを特異的に崩

壊させ，これにより体内のカルシウムイオンのバラン

スが著しく攪乱され，結果的に死に至っているものと

推察された。

H. circularisquama の発生海域は冬期水温が10～

12.5℃を上回る閉鎖性内湾に限られ，赤潮は概ね23℃

以上で頻発し，15℃以下では赤潮を形成できない（松

山, 2003）。また，冬期水温が夏場の赤潮発生規模や時

期に大きく影響することから（松山, 2003），冬期水温

の動向から当該年の養殖規模や避難漁場の確保を予め

想定し，直前の水温やH. circularisquamaの初期発生

個体群のモニタリング結果に基づいて適宜海水交換が

良好な沖合や海峡部に養殖貝をすばやく移動すること

で赤潮の被害を逃れることが可能になる。また，ろ水

率の低下は20～100 cells/mLあたりから，斃死は5,000

～10,000 cells/mLあたりから指数級数的に始まるので，

これらを基に「注意報」や「警報」発令基準を設定し，

現場でのモニタリングと組み合わせることで的確な漁

場管理が可能となる。

さらに，H. circularisquamaの毒性は，細胞表層を

物理的あるいは化学的に「攪乱」させるだけで容易に

失活することから，将来的には遠心力を負荷できる装

置を搭載した船舶，あるいは浮上式のブイを開発する

ことで，赤潮被害を低減できる可能性がある。栄養競

合者である珪藻の賦活，捕食者などの益虫散布，ある

いはホヤなどろ過食性付着生物を利用した生物学的防

除方法も，生態系の保全という観点から有望である。

さらには，ムラサキイガイは低密度のH. circulari-

squamaの暴露によって後天的に耐性を獲得する能力

があるだけでなく，低い割合でもH. circularisquama

の暴露によっても生残する個体が存在することから，

将来的にH. circularisquamaに抵抗力を持った貝類の

選抜育種も期待される。
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