
　アサリ Ruditapes philippinarumは日本沿岸の干潟から
潮下帯にかけて広く分布する主要な二枚貝であり，重要
な水産資源である。しかしながら日本のアサリ漁獲量は
低下が甚だしく，1970～ 80年代に約 15万トンに達し
ていたのが 2000年以降は 3万トン台の低水準が続いて
いる 1）。アサリ減産の原因としては，埋め立てによる生
息環境の減少 2）や過剰漁獲 3）等の直接的な影響の他に，
貧酸素水や硫化水素 4）といった生息環境のインパクト，
また新たな疾病・食害生物の侵入等 5）の様々な要因が指
摘されている。これらの要因はそれぞれの海域によって
異なり，また幾つかが複合的に作用していると考えられ
る。したがって，アサリ減少の原因解明のためには，現
場の貝の資源状況や生理状態を把握しておくことが必要
である。
　一般にベントスでは幼生の着底初期に死亡率が高く，

アサリでも着底後の稚貝の減耗が個体群減少の重要な
要因だと考えられている 6）。稚貝の死亡原因は様々であ
るが，食害を除けば餌不足（飢餓）が大きな原因の一つ
と考えられる。これまで二枚貝の摂餌に関する活性や生
理状態を調べるのに，ろ水速度がしばしば測定されてき
た 7-14）。しかし野外に生息している稚貝のろ水速度の測
定は容易ではない。またろ水速度の測定は懸濁粒子を水
塊から除去する能力を評価することであり，餌料の不足
を評価することはできない。現地で採集された稚貝が有
効な餌を取り込み，消化しているのか評価を加えるため
には他の手段が必要である。一方，二枚貝において消化
酵素の活性が摂餌状況や餌の質・量によって変化するこ
とが多く報告されている 7，11，12，15-19）。消化酵素の活性はエ
ビの幼生等の小型生物でも測定可能であり 20），また試料
を一時的に凍結保存することができるため野外の個体に
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対しても適用できる 21）。そのため，アサリ稚貝でも消化
酵素活性を測定することにより，摂餌状況あるいは餌環
境を評価できる可能性がある。
　アサリの消化酵素については，高槻 22）が成貝の消化
酵素の種類や活性について報告している。しかし稚貝に
ついて消化酵素活性を測定した報告や餌料環境との関係
について調べた例は見当たらない。本研究はアサリ稚貝
の摂餌状況と消化酵素活性との関係を明らかにすること
を目的とした。消化酵素の中でもセルラーゼはプロテ
アーゼやアミラーゼに比べて餌料環境によって活性が
変化しやすいことが他種の二枚貝において示されてい
る 7，19）。一般的にセルラーゼ活性として CMセルラーゼ
が測定されるが，セルロースの分解に関わる酵素の一つ
であるセロビオシダーゼ（cellulose 1,4-beta-cellobiosidase 
EC 3.2.1.91）は，セロトリオースのアナログである
p-nitrophenyl-β-D-cellobiosideを基質に使い遊離された
p-nitrophenolの吸光度を直接測定することで高感度で簡
易に測定できる 23）。そこでアサリ稚貝を用いて給餌飼育
実験を行い，飢餓と摂餌に伴うセロビオシダーゼ活性の
変化を調べた。また野外の様々な生息場所からアサリ稚
貝を採取してセロビオシダーゼ活性を測定し，本酵素活
性が餌環境によってどのように変化するのかについて検
討した。

材料と方法

アサリ稚貝の給餌飼育試験　人工採苗したアサリ稚貝に
Chaetoceros neogracileを与えて飼育したものを試験に用
いた。試験は小型（殻長 5.7～ 8.1 mm，平均 7.0 mm）
と大型（同 10.7～ 13.1 mm，平均 11.7 mm）の 2種類の
稚貝について行った。清浄な砂を入れた容器に稚貝を収
容し，フィルターでろ過した海水（20℃，塩分 32）を
かけ流しながら飼育を行った。水槽に稚貝を収容して 1
日間は無給餌下におき，その後給餌区の水槽には培養し
た Pavlova lutheriを約 10 μg　Chla ℓ-1の濃度を保つよ
うに飼育槽に連続して滴下した。無給餌区ではろ過海水
のみをかけ流した。給餌開始後 1，3，5日目にそれぞれ
の試験水槽から稚貝を 5個体ずつ取り－80℃で凍結保存
した。飼育期間中の稚貝の死亡はほとんど認められな
かった。

野外に棲息するアサリ稚貝の採取　野外おけるアサリ稚
貝の消化酵素活性の変化を見るために，2006年 12月か
ら 2008年 12月にかけて，伊勢湾に注ぐ五十鈴川河口
の川口干潟内の 5地点からアサリ稚貝を採取した（図
1a）。また，潮間帯と潮下帯に棲息するアサリ稚貝の消
化酵素活性を比較するために，2007年 5月の大潮時に
櫛田川河口の松名瀬干潟において，水深約 20 cmの潮下
帯（St.1）から満潮時の汀線付近（St.6）にかけて線上
に計 6地点から，アサリ稚貝を採取した（図 1b）。さら

に 2007年 7月に矢作川河口の干潟において，底質が砂
質の場所と隣接するホトトギスガイ Musculista senhousia
のマットで覆われた場所からアサリ稚貝を採取した（図
1c）。アサリ稚貝は殻長 5～ 10 mmのものを採取し，採
取後直ちにドライアイスで凍結して持ち帰り，分析まで
－80℃で保存した。
　稚貝の採取と同時に干潟の底土を採取し，餌環境の指
標としてクロロフィル a及びタンパク質含有量を測定し
た。直径 23 mmの筒を用いて各地点につき 3本ずつ採
取し，表層 1 cmを切出して分析まで－30℃で保存した。

消化酵素活性の測定　稚貝では消化組織だけをとり出す
のは容易ではないため，アサリ一個体の全軟体部から粗
酵素液を調製した。なお，消化盲嚢を除いた軟体部には
セロビオシダーゼ活性がほとんどないことを予備実験に
より確認した。凍結保存した稚貝から全軟体部を取り出
して0.5～1 mℓの抽出用緩衝液（20 mM NaClを含む0.01 
Mリン酸緩衝液　pH 7.0）中で氷冷しながら超音波破砕
機を用いて組織を破砕した。これを 20,000× gで 15分
間遠心分離し，上清を粗酵素液として測定に用いた 18）。
粗酵素液中のタンパク質含量は牛アルブミンを標準物質
としてローリー法により求めた 24）。
　 セ ロ ビ オ シ ダ ー ゼ 活 性 は p-nitrophenyl-β-D-
cellobioside （Sigma-Aldrich Japan, Tokyo）の分解速度に
より測定した 23）。0.5 Mリン酸バッファー（pH 6.5）で
適宜希釈した粗酵素液に最終濃度 0.5 mＭになるように
上記基質を加え，37℃で反応させた。60～ 90分毎に数
回，反応液の一部を取り 1 M Na2CO3を等量加えて攪拌
後，405 nmのフィルターを装着したプレートリーダー
（Multiscan JX, Thermo Labsystems, Shanghai）を用いて

図 1． 伊勢湾沿岸の稚貝採取場所
 a：五十鈴川河口川口干潟，b：櫛田川河口松名瀬干潟，
 c：矢作川河口干潟
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吸光値を測定した。p-nitrophenol（Sigma-Aldrich Japan, 
Tokyo）を標準物質として，粗酵素液中のタンパク質 1 
mg，1時間あたりの p-nitrophenol放出量を本酵素の比活
性とした。吸光値の増加速度を求めた際の回帰係数の標
準誤差は 4～ 7％（平均 6％）であった。

底土中のクロロフィル a及びタンパク質含有量の分析
　クロロフィル a含有量は，底土試料からジメチルホ
ルムアミドを用いて抽出したものを蛍光法により測定
した 25）。タンパク質含有量は，底土試料からアルカリ分
解法により抽出した可溶性タンパク質を，デトリタスに
よる影響を除くように改変したローリー法により測定し
た 26）。

結　　果

給餌飼育試験　アサリ稚貝に P. lutheriを給餌して飼育
した場合，セロビオシダーゼの比活性は小型，大型の両
稚貝とも実験期間中に増大した。（図 2）。一方無給餌の
場合には変化はなかった。給餌開始後 5日目の本酵素比
活性は，無給餌区に比べて小型稚貝で 7.1倍，大型稚貝
では 8.8倍になった。また給餌開始後 1日目よりも 3お
よび 5日目後の方が比活性は高くなっており，観察され
た酵素活性の増大は摂餌による一時的なものではないと

考えられた。本酵素活性の 3および 5日目の平均値は小
型の稚貝で 4.0 fmol mg-protein-1 hr-1であったのに対して
大型の稚貝で 2.1 fmol mg-protein-1 hr-1と小さかった。

野外に棲息する稚貝の活性　野外で採取したアサリ稚貝
のセロビオシダーゼ活性は 0.8～ 3.0 fmol mg-protein-1 hr-1

の範囲内であった（図 3a，図 5a，d）。ただし同一地点か
ら採取した稚貝でも測定値の標準偏差は平均値の 40％
程度あり個体間の違いが大きかった。
　川口干潟で周年採取したアサリ稚貝のセロビオシダー
ゼ活性は，2007年の 7～ 9月にかけてやや高い傾向が
見られたが，全期間を通しての明瞭な季節変化は認めら
れなかった（図 3a）。また干潟内に設けた 5観測点間で
の差も認められなかった。稚貝を採取した場所の底土中
クロロフィル a含有量は，夏季に高い傾向が見られ，ま
た 2008年 2月も高かった（図 3b）。底土中のタンパク
質含有量は調査期間を通じて徐々に高くなる傾向があ
り，季節による変化は見られなかった（図 3c）。稚貝の
セロビオシダーゼ活性の平均値と底土中のクロロフィル
aあるいはタンパク質含有量との関係を見ると，正の相
関がみられたが，ばらつきは大きかった（図 4）。
　松名瀬干潟において潮下帯から汀線にかけて採取した
アサリ稚貝のセロビオシダーゼ活性は，潮下帯（St.1）
の方が潮間帯（St.2～ 6）よりも高くなっていた（図
5a）。一方，底土中のクロロフィル aの含有量は潮下帯
で低く，酵素活性とは逆になっていた（図 5b）。タンパ
ク質含有量は全測点で差がなかった（図 5c）。矢作川河
口干潟において，ホトトギスガイのマット内から採取し
たアサリ稚貝は，隣接する砂地から採取したものよりも
セロビオシダーゼ活性が低かった（図 5d）。この時の底
土中のクロロフィル a及びタンパク質の含有量は両地点
間で差がなかった（図 5e，f）。

考　　察

　本研究は，野外の生息場におけるアサリ稚貝の生理
状態を調べることを目的としたが，酵素活性測定用の
稚貝は活性が変化しないよう採取後できるだけ速やか
に固定（凍結）する必要があるため，干潟上で肉眼で識
別できるサイズとして殻長 5～ 10 mm程度の個体につ
いて調べた。ただし，手法的には蛍光ラベルした基質
（4-methylumbelliferyl-β-D-cellobioside）を用いることで
殻長 2 mmの稚貝でもセロビオシダーゼ活性の測定は可
能であり（未発表データ），本手法が着底初期の稚貝に
も応用できる可能性はある。
　給餌試験の結果から，アサリ稚貝は摂餌している時，
高いセロビオシダーゼ活性を持つことが示された（図
2）。なお，今回測定を行った殻長 5～ 10 mm程度のア
サリ稚貝にも CMセルラーゼの活性が認められ（未発表
データ），セロビオシダーゼは CMセルラーゼ等ととも

図 2． 給餌試験中のアサリ稚貝のセロビオシダーゼ活性の変化
 平均±標準偏差（n＝5），米印は無給餌区との有為差が

p＜0.05（＊）または p＜0.02（＊＊）を表す
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にセルロースの分解に関与していると考えられた。ホタ
テガイに有機物含有量の高い餌を与えて飼育した場合，
桿晶体のアミラーゼとセルラーゼの活性が 3日後に急に
上昇したと報告されている 18）。セルラーゼはイガイ等で
は桿晶体に多く含まれ，植物プランクトンの細胞壁を壊
す役目をしていると推測されている 16）。また，珪藻食性
のアミはセルラーゼ活性が高いとの報告がある 21）。アサ
リ餌料として珪藻類，特に底棲珪藻の重要性が指摘され
ており 27，28），アサリ稚貝が持つセルラーゼ活性は餌料と
なる微細藻類の分解に関係していると考えられる。なお，
アサリはセルロースを直接有機物源として利用しないこ
とが示されているので 27），セルロースを分解して栄養源
とするのではなく，餌となる微細藻類の細胞壁等を壊れ
易くし，物理的な分解を補う役割を持つと考えられる。
　野外で採取したアサリのセロビオシダーゼ活性は，飼
育試験に比べて個体差が非常に大きく，同一個体群のな
かに様々な生理状態のものが含まれていることが示唆さ

図 3． 川口干潟におけるアサリ稚貝のセロビオシダーゼ活性の季節変化（a），底土中のクロロフィ
ル a含有量（b），及び底土中のタンパク質含有量（c）

 平均±標準偏差（a：n＝5，b：n＝3，c：n＝3）
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れた。一般にアサリの成長は高水温期によいと考えられ
ているが 29），川口干潟で周年採取した稚貝のセロビオシ
ダーゼ活性に明瞭な季節変化は認められなかった。川口
干潟のアサリは春と秋の 2回の稚貝加入があり，季節に
応じて各加入群の平均殻長が変化していくのに対し 1）本
試験では採取する稚貝のサイズを 5～ 10 mmとしたた
めに，加入直後では成長の良い個体が，加入から暫く経
過した後では成長の悪い個体が偏って採取されたことが
理由として考えられる。本酵素活性と干潟底土中のクロ
ロフィル aやタンパク質含有量には正の相関を持つ傾向
がみられたが非常にばらつきが大きかった（図 4）。ま
た松名瀬干潟では逆にクロロフィル a量が低い潮下帯で
酵素活性が高くなっていたことから（図 5），野外での
餌の量と貝の酵素活性の関係は明瞭でなかった。餌の量
だけでなく，高水温や波浪，降雨による生息場所の物理
的な攪乱等の要因がアサリの摂餌状況に影響を与えてい
ることが考えられる。
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　松名瀬干潟において，潮下帯（St.1）から採取した稚
貝のセロビオシダーゼ活性は潮間帯（St.2～ 6）から採
取したものよりも高く，潮下帯の方がアサリ稚貝にとっ
て餌環境が良いことが示唆された（図 5a）。しかし底土
中のクロロフィル a含有量は逆に潮下帯で低くなって
おり，潮下帯では浮遊性の微細藻の重要性が考えられ
る。イガイを用いた移植実験では，潮間帯よりも潮下帯
の方が貝の CMセルラーゼ活性が高くなることが示さ
れており，その理由として懸濁物中の有機物の含有率が
潮下帯の方が高く，餌料の質が良いことがあげられてい
る 16）。他種の二枚貝でも懸濁物中の有機物含有率が低下
すると CMセルラーゼ活性が下がることが示されてい
る 7，12，15，18）。おそらくアサリにとっても潮下帯は底土の巻
き上げの影響が小さく餌料の質が良かったと考えられ
る。また，潮下帯は摂餌可能な時間が長いことや，さら
に伊勢湾でのアサリの主要漁場は潮下帯であることから
も，潮下帯がアサリにとって良好な餌環境であることが
推測される。
　矢作川河口干潟においてホトトギスガイのマット内か
ら採取したアサリ稚貝はセロビオシダーゼ活性が低く
なっていた（図 5d）。底土中のクロロフィル aやタンパ
ク質含有量はマット内外で差がなかったが，ホトトギス
ガイとの餌料をめぐる競合でアサリが餌不足になってい
た可能性，あるいはマット内は泥質であるため懸濁物中
の有機物含有率が低かったことなどが考えられる。また
マット内では水流の低下や無機懸濁物の増加など，餌環
境以外の要因がアサリの活性に影響を与えたことも考え

られる。今回の結果は少なくともホトトギスガイマット
内のアサリ稚貝の生理状態はマット外とは明らかに異な
り，マット内ではアサリの摂餌状況が悪かったことを示
唆している。
　本研究の結果から，アサリ稚貝では消化酵素であるセ
ロビオシダーゼの活性が摂餌状態によって変化すること
が示された。また，野外で採取した稚貝でも生息環境に
よるセロビオシダーゼ活性の差がみられ，本酵素活性が
餌環境の良悪を反映していることが示唆された。ただし
消化酵素活性は餌環境以外の要因でも変動することか
ら 14，19），他の因子についても検討する必要がある。また
本酵素活性は数日単位で変化したことから，短期間の餌
環境変化を反映していると考えられる。一方成長や生残
率等は，より長い期間の影響を反映していると考えられ，
両方の指標を調べることで，アサリ稚貝にとっての好適
な生息環境がより詳細に解明されることが期待される。
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図 4． アサリ稚貝のセロビオシダーゼ活性と底土中のクロロ
フィル a含有量（a），及びタンパク質含有量（b）との
関係

図 5． 松名瀬干潟（左）及び矢作川河口干潟（右）におけるア
サリ稚貝のセロビオシダーゼ活性（a，d），底土中のクロ
ロフィル a含有量（b，e），及び底土中のタンパク質含有
量（c，f）

 平均±標準偏差（a，d：n＝5，b，c，e，f：n＝3）
 図中のアルファベット小文字は統計的に差のないグルー

プを示す（p＜0.05）
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