
まえがき

パーキンサス属原虫はアピコンプレックス門に属する

原虫で，これまでにアメリカガキ（Crassostrea virginica）

に寄生するPerkinsus marinus１，２），アワビ類に寄生する

P. olseni３），ホタテガイ（Patinopecten yessoensis）に寄

生するP. qugwadi４）などが知られており，いずれも宿主

である貝類の大量斃死を招くことが知られている。アサ

リ類で海外における寄生報告として，1987年にポルトガ

ルでアサリの一種であるRuditapes decussatusの大量斃死

が発生した際にP. atlanticusの寄生が原因とされている
５）。一方，日本国内では1998年に熊本県と広島県のアサ

リ（R. philippinarum）にパーキンサス属原虫が寄生して

いるとの報告があった６，７，８）。1999年に浜口９）は全国78

地点のアサリおよびヒメアサリ（R. variegates）を調査し，

北海道の道東，道北地区を除いた全ての地点で本原虫の

寄生を確認した。

本研究では，さらに調査地点を増やし北海道周辺海域

のアサリのパーキンサス属原虫の詳細な感染状況の確認

をすると共に，遊走子形成条件および感染性を検討した

ので報告する。

材料および方法

道内15か所からアサリを採取し，Rayの方法10）をChoi

et al．が改変を加えたRay's fluid thioglycollate medium

（RFTM）法 1 1）でパーキンサス属原虫の栄養体

（torophozoites）を培養し，前遊走子嚢（prezoospolandgia）

を形成させることにより本原虫の検出を試みた。また，

パーキンサス属原虫の前遊走子嚢から遊走子嚢
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（zoospolandgia）を経て遊走子（zoospore）の形成を試

み，その形成適正条件を培養温度と塩分濃度の点から調

べた。さらに，形成された遊走子を用い，アサリに対す

る感染条件を調べると共に，北海道内における重要資源

であるホタテガイ，マガキ（Crassostrea gigas），エゾア

ワビ（Haliotis discus hannai）に対する感染試験を行った。

１．北海道沿岸における感染域

1999年に日本海側の江差，小樽市忍路の２地点，2000

年は津軽海峡の上磯，日本海側中部の石狩市厚田，北部

日本海側の稚内，利尻町礼文の２地点，オホーツク海側

として枝幸，紋別，網走の３地点および北部太平洋側と

して浜中，散布，厚岸の３地点，2001年は石狩川の河口

縁辺部と太平洋側の静内からアサリを採取した（Fig.1）。

１地点12～24個を中央水産試験場に輸送し，RFTM法を

用いて栄養体から前遊走子嚢の培養を行いパーキンサス

属原虫の検出を試みた。

RFTM法による栄養体の培養は，外套膜および鰓組織

の一部をペニシリンＧカリウム 500単位／mL，硫酸スト

レプトマイシン 500μg／mLを含むチオグリコレート培地

で25℃，５日間暗所で培養し，ルゴール液で染色後，前

遊走子嚢の観察を行った。栄養体の観察は光学顕微鏡を

用い，200倍で１サンプルにつき100視野を観察し，前遊

走子嚢が観察されないものを陰性とした。以下の試験で

も同様の方法で行った。

２．遊走子の形成条件

遊走子を形成する温度と塩分濃度条件を調べた。

RFTM法で培養した前遊走子嚢を24穴プレートに収容し，

4000単位／mLのペニシリンＧカリウムと硫酸ストレプト

マイシンを含む滅菌人工海水１mLを加え25℃で24時間培

養後，人工海水を捨てて，新たに培養培地12）（DMEM：

Ham's Ｆ12＝２：１，５％仔牛血清，人工海水）を１mL

加え15℃，20℃および25℃で７日間培養し，前遊走子嚢

の細胞分裂と，遊走子形成の有無を確認した。

塩分濃度の検討を行うために，滅菌人工海水１mLを加

え25℃で24時間培養後，人工海水を捨て塩分濃度をそれ

ぞれ０‰，7.5‰，15‰，22.5‰に調整した培養培地を１

mL加え，25℃で７日間培養し，前遊走子嚢の細胞分裂と，

遊走子形成の有無を確認した。

３．遊走子を用いた感染試験

３．１．アサリ

飼育水槽には，底面に砂を敷いた10L容量のアクリル

水槽を用いた。飼育水は中央水産試験場の立地する余市

沖から取水したろ過海水を用いた。また感染実験に用い

たアサリは，前項１であらかじめパーキンサス属原虫が

陰性であることを確認した地域のアサリを用いた。飼育

中はエアレーションを施し，キートセラスを適宜給餌し

た。

試験１として，平均殻長47 .2㎜のアサリ５個体を飼育

水槽に収容し，前項２の方法で用意したパーキンサス属

原虫遊走子液を１mL加え20℃と25℃で24時間浸漬した

後，飼育水を全交換し，それぞれの温度で33日間恒温器

内において止水で飼育し，７日間に２回を目安に，同温

度に調整した飼育水を全交換した。止水飼育終了後，約

20℃の流水で30日間飼育した。飼育終了後，鰓と外套膜

をRFTM法で培養し，栄養体の形成の有無を確認した。

さらに栄養体の形成が確認された個体については，定法

により組織切片標本を作製し，パーキンサス属原虫の組

織内での感染形態を確認した。

試験２として，飼育水槽を２水槽用意し，平均殻長

40 .6㎜のアサリを各５個体ずつ収容し，パーキンサス属

原虫遊走子液を１mL加え20℃で24時間浸漬した後，

20℃の流水で69日間飼育した。飼育終了後，鰓と外套膜

をRFTM法で培養し，感染成立の有無を確認した。

３．２． 他種貝類

10L容量のアクリル水槽に平均殻長17.1㎜のホタテガ

イ稚貝20個体と平均殻長39 .2㎜のマガキ10個体をそれぞ

れ収容し，パーキンサス属原虫遊走子液を１mL加え20℃

で24時間浸漬した後，約20℃の流水で30日間飼育した。

飼育中はキートセラスを適宜給餌した。飼育終了後，鰓

Fig.1 Location of collection sites for Short-necked clam
used in this study. 1:Kamiiso, 2:Esashi, 3:Suttsu,
4:Oshoro, 5:Ishikari, 6:Atsuta, 7:Rebun,
8:Wakkanai, 9:Esashi,Okhotsk, 10:Monbetsu,
11:Abashiri, 12:Hamanaka, 13:Chirippu,
14:Akkeshi, 15:Shizuna
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と外套膜をRFTM法で培養し，感染成立の有無を確認し

た。

エゾアワビでは，10L容量のアクリル水槽に平均殻長

29 .1㎜のエゾアワビ稚貝10個体を収容し，アサリのパー

キンサス属原虫遊走子液を１mL加え20℃で24時間浸漬し

た後に飼育水を全交換し，恒温器内で33日間止水飼育し

た後，約20℃の流水で101日間飼育した。飼育中はアワ

ビ用配合餌料を適宜給餌した。飼育終了後，鰓と外套膜

をRFTM法で培養し，感染成立の有無を確認した。

結果

１．北海道沿岸における感染域

栄養体の培養の結果，上磯，江差，寿都，小樽市忍路，

石狩川河口縁辺部，石狩市厚田，稚内，礼文で採取され

たアサリから前遊走子嚢（Fig.2）が観察された。各地点

ごとの感染率をTable 1に示した。感染率は石狩川の河口

縁辺部の20％を除くと80％以上と高率であり，特に江差，

小樽市忍路，稚内，礼文では調査したすべてのアサリに

寄生が確認された。一方，江差，紋別，網走，浜中，散

布，厚岸，静内で採集されたアサリからは本原虫は観察

されなかった。

２．遊走子の形成条件

25℃区では培養液接種から56時間後に前遊走子嚢の細

胞分裂と遊走子の放出を確認した。20℃区では80時間後

から一部で細胞分裂が確認され，96時間後から遊走子

（Fig.3矢印）の放出が確認された。15℃区では細胞分裂

も確認されず，遊走子の放出も確認されなかった（Table

2）。

また塩分濃度を０‰，7.5‰，15‰，22.5‰と調整した

培養培地のいずれでも56時間後から遊走子の放出が確認

され，塩分濃度の違いによる遊走子形成能に差は見られ

なかった。

３．遊走子を用いた感染試験

３．１．アサリ

試験１では，25℃区，20℃区のいずれの区においても

飼育中の死亡は確認されなかった。25℃区では試験に用

いた５個体全ての鰓および外套膜からRFTM法で栄養体

が検出された。また，組織切片標本の観察からも，結合

組織内にパーキンサス属原虫の寄生形態である栄養体が

確認された（Fig.4）。一方，20℃区では５個体全て陰性

であった。

20℃における流水状態による試験２では，１個体の死

亡が確認されたが，感染は確認されなかった。飼育終了

後，生残個体での感染は確認されなかった。

３．２． 他種貝類

飼育期間中にホタテガイおよびマガキの死亡は観察さ

れなかった。試験に用いた個体の鰓および外套膜から本

原虫は確認されなかった。

Fig.2 Prezoospolangia of the organism in Ruditapes
philippinarum.Mantle tissue stained with Lugol’s
iodine solution(arrow)

Table 2 The rate of detection of prezoospolandgia
infected into short-necked clam in Hokkaido.

Fig.3 In vitro zoosporulation of Penkinsus sp.(arrow).
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またエゾアワビでも，飼育期間中に供試貝の死亡は観

察されなかった。試験に用いた個体の鰓，外套膜から本

原虫は確認されなかった。

考察

アサリに寄生するパーキンサス属原虫は，道東，道北

を除くと国内ほとんどの地点に分布することが知られて

いる６，７，８，９，13）。今回北海道沿岸のほぼ全域にわたる調査

の結果，津軽海峡と日本海側の８地点で採取したアサリ

からパーキンサス属原虫の栄養体が観察され，このうち

７地点では80－100％の高率で感染が確認された。一方，

太平洋，オホーツク海側７地点で採取したアサリからは

栄養体は観察されなかった。このことから，本原虫は北

海道において日本海側では広く感染し，現在までのとこ

ろ，太平洋，オホーツク海側では感染していないことを

示している。本調査の結果は浜口ら９）の結果と一致し，

これらの結果からパーキンサス属原虫の感染地域の拡散

には，日本海を北上する対馬暖流が関与しているのでは

ないかと考えられた。

アサリに寄生するパーキンサス属原虫は，遊走子が体

内に侵入し，主に結合組織内で栄養体を形成し，内部で

細胞分裂を繰り返す。この後，貝が死亡するなどして嫌

気的状況になると前遊走子嚢に変化する。前遊走子嚢は

海水中で遊走子嚢となり，遊走子を形成するという生活

環を持つことが知られている14）。本研究では，前遊走子

嚢から遊走子嚢を経て遊走子が放出される条件として

15℃以下の水温では遊走子が形成されず，20℃以上で形

成されることが明らかになった。また，遊走子を用いた

アサリに対する感染試験では，25℃で感染が認められた

ものの，20℃では全く感染が起こらなかったことからも，

夏期の高水温期に感染拡大することが示唆された。そこ

で，今回感染が確認された日本海側の江差，厚田，稚内

と，感染の確認されなかったオホーツク海側の北見枝幸，

網走に近いサロマ湖，太平洋側の厚岸について，1989年

から1999年の過去11年間の水温を，高水温期である８月

上旬から９月上旬にわたる海水温の観測記録15）から抽出

し，この間の平均水温と最高水温の平均を比較した

（Table 3）。この結果，高水温期の平均水温は江差23.0℃，

厚田21.2℃，稚内20.5℃，枝幸19.5℃，サロマ湖19.8℃，

厚岸15.6℃であり，最高水温の平均は江差23.8℃，厚田

22.1℃，稚内21.6℃，枝幸20.6℃，サロマ湖20.7℃，厚岸

17.0℃であった。このように，本原虫が未侵入である地

域は感染地域に比較して夏期の水温が低く，さらに冬期

の水温も地域によっては氷点下になる地区もあり，パー

キンサス属原虫の感染には不適な環境であると考えられ

る。しかし，アサリの生育域は干潮時に干潟となる箇所

もあり，これらの地域でも夏期には一時的に感染に適し

た温度域になる可能性も否定できない。以上のことから，

本原虫の感染地域から未感染地域へのアサリの移殖は極

力さけることが望ましいと考えられる。

次に，石狩川河口縁辺部から採取したアサリの感染率

が著しく低いことから，遊走子形成に塩分濃度が依存す

るのではないかと考えた。そこで，前遊走子嚢から遊走

子嚢の形成を経た後に遊走子を作出する際に，培地成分

から人工海水を０％から75％の４段階，塩分濃度にして

０‰から22 .5‰に調整した実験区を設け，遊走子形成能

の比較を行った。この結果，すべての実験区において

100％人工海水で調整した培地と同様に遊走子の形成が

確認された。このことから，塩分濃度は遊走子嚢から遊

走子の形成に対する影響はないと考えられたが，塩分濃

度が前遊走子嚢から遊走子嚢の形成に関する影響，およ

び形成された遊走子の宿主に対する感染性の強弱に何ら

かの影響を及ぼす可能性は，この実験だけで全て説明す

ることは無理があり，今後の課題となった。

パーキンサス属原虫は一般的に宿主に対する感染特異

性があると考えられているが，近年の研究ではアサリに

感染するパーキンサス属原虫であるP. atlanticusと，ア

ワビに感染するP. olseniは極めて近縁ではないかとされ

Table 2 In vivo cultured zoosporangia in culture
medium (DMEM : Ham's F12 = 2:1 added 5 %
FCS with ASW) at 25,20,and 15℃.

Fig.4 Perkinsus sp. infected foci in the tissue of
Ruditapes philippinarum. 
Arrows :Trophozoites of Perkinsus sp. H-E stain.
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ている16）。そこで，本道で貝類の重要資源であるホタテ

ガイ，マガキ，エゾアワビに本原虫が感染するかを調べ

たが，いずれも感染は認められなかった。今回の試験で

はアサリで感染成立しない20℃で行ったため，特殊な高

水温時の環境では感染成立の可能性は完全には否定でき

ないが，一般的なこれら貝類の生育環境では，本原虫は

感染しないものと考えられた。ただし，ホタテガイに寄

生する P. qugwdi４）のように，現地に生息していた貝類

等に不顕感染していた原虫が，ホタテガイに顕著な病原

性を示したものと考えられている例もあり，他の地域か

ら生物を移殖することにより，全く別の生物に対して甚

大な被害を与える可能性から，移殖に際しては十分な注

意が必要である。

今後の課題として，定時的な調査により感染の認めら

れていない地域のアサリを検査し，パーキンサス属原虫

の感染拡大の有無を確認する必要があると考えられる。

また，本研究に取り組んだ当時はアサリのパーキンサス

属原虫の種の同定方法が確立されていなかったため一括

して取り扱っていたが，今後は本道で検出されるパーキ

ンサス属原虫の分類を行う必要があると考える。

要約

1999年から2001年に，北海道沿岸のアサリに寄生する

パーキンサス属原虫の感染を，ＲＦＴＭ法を用いた栄養

体の検出により調査した。また，本原虫の遊走子を形成

する温度と塩分条件を調べた。さらに形成した遊走子の

アサリ，ホタテガイ，マガキ，エゾアワビに対する感染

性を調べた。

この結果，日本海側を中心とする８地点で本原虫に感

染したアサリを確認したが，太平洋およびオホーツク海

側ではいずれも確認されなかった。また，本原虫の遊走

子は約20℃で形成され，塩分濃度による形成阻害等は認

められなかった。さらに遊走子を用いた感染試験では，

25℃でアサリに感染したが，20℃ではアサリ，ホタテガ

イ，マガキ，エゾアワビに対する感染は確認されなかっ

た。
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