
エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム（ ）を用いた
イタヤガイの自家受精防除の検討
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邦産イタヤガイ （ ） （以下イタ
ヤガイとする）の人工種苗生産は，養殖用種苗の安定供
給を目的として， 年代より本格的な技術開発が行わ
れた ）そのうち採卵に関しては，母貝養成， ）

産卵誘発， ）受精方法等について種々の検討が
なされ， ）技術確立に結びつく知見が集積されている．
二枚貝類には雌雄同体現象を示す種が多く確認されて

おり，それらはその雌雄同体性の出現パターンにより
つの型に分類されている． ）このうち精子と卵がほぼ
並行して造られる 機能的雌雄同体現象 を示す型にあ
てはまる種が多く，イタヤガイもこの型に含まれると考
えられている ）雌雄同体のイタヤガイは自家受精が可
能であり， ）自家受精により発生した幼生は正常に成
長したとの報告がある ）一方でアメリカイタヤガイ

の自家受精卵は他家受精卵よりも

孵化率や幼生の成長が劣るとされ， ）通常は放卵と放精
の間に自ら時間差を設けることで自家受精の機会を少な
くしていると考えられている ）イタヤガイの採卵
においても先に放精がおこり，その後放卵する個体が多
く見られるため， ）この現象はアメリカイタヤガイと
同様，自家受精の機会を減らす手段とも考えられる．実
際，自家受精卵よりも他家受精卵から，正常な 型幼
生が多く孵化したという実験結果が報告されており， ）

現在，種苗生産の現場では極力自家受精を避け，異個体
の卵と精子で受精を行うことが望ましいと考えられてい
る．しかし実際は先に放卵する個体や，放精と放卵を繰
り返す個体も見られる．さらには見かけ上放卵のみが観
察され，精子の付着していない卵を確保したつもりでも，
検鏡すると自家受精している場合もある．この原因とし
て，イタヤガイの卵と精子がともに同じ生殖導管より放
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出されることが示唆されている ）実際，雌雄同体であ
るヨーロッパホタテガイ では生殖巣の
連続切片を観察した結果，卵と精子が放出される生殖導
管がはじめは別々に存在するが，最終的に 本の腎管に
合流することが判明している ）こうしたことから，自
家受精の起こらないような採卵技術の開発が必要といえ
る．
ところで海産無脊椎動物の多くは，海水中の イオ

ン濃度が低レベルにあると受精が起こらないとされてい
る ）イタヤガイと同じく雌雄同体であるトリガイに
おいて，金属イオンと水溶性のキレート錯体を形成する
エチレンジアミン四酢酸塩（以下 とする）を含
んだ海水中で放卵させることで，自家受精を防止する方
法が検討されている ）そこで今回 による処理が
イタヤガイの自家受精の防除にも応用できるかどうか実
験を行った．

材料および方法

実験 媒精割合の検討 によるイタヤガイ
の自家受精防止試験を行うにあたり，媒精時の精子濃度
が低い場合， による受精阻害でなく，単に精子
の割合が少ないために卵膜への精子の付着が見られない
という可能性がある．このため を用いた受精阻
害試験に先立ち，卵膜に精子が確実に付着するための媒
精割合（卵 個あたりに必要な精子数）を検討した．
試験に用いたイタヤガイは能登島周辺海域で採集され

た殻長 （平均殻長 ）の 個体であ
る．これらに紫外線処理海水を用いた温度刺激法による
産卵誘発を行った．）すなわち紫外線流水殺菌装置（ユー
トロン ，（株）三輝）で一定処理した ）水温

の海水を貯めたアクリル水槽（ ）に，
時間空中干出させたイタヤガイを収容し，その後チタ
ニューム水中ヒーター（ ，日東機材（株））
を用いて水温 まで上昇させた．アクリル水槽内で
放卵あるいは放精を開始した個体はただちに取り上げ，
それぞれ個体別に紫外線処理していない水温約 の海
水を貯めたボールへ移した．その後ボール内で放精した
精子および放卵した未受精卵を実験に供した．未受精卵
は放精より先に放卵した 個体から得られた．先に放精
した 個体分の精子を混合し，トーマ氏血球計算盤（萱
垣医理科工業（株））を用いて精子懸濁液の濃度を求めた．
精子数がそれぞれ ， ， ， ，
， ， ， ， ， ，

となるよう 精子懸濁液を作成した． ビー

カーにこの精子懸濁液と未受精卵 個を収容し受精
させた．媒精約 分後に各試験区の任意の卵 個（精子
数 個以上の区では任意の卵 個）を生物顕微鏡
（ ，オリンパス光学工業（株））下で観察し，
の平面視野で卵 個あたりに付着している精子数を計数
した．また媒精から約 時間 分後に各試験区の任意の
卵 個を取り出し，同顕微鏡下で発生が進行している
卵（受精卵）と発生が進行していない卵（未受精卵）と
の割合（以下受精率とする）を調べた．
実験 処理による自家受精阻害試験 試験に

用いたイタヤガイは能登島周辺海域で採集された殻長
（平均殻長 ）の 個体である．

産卵誘発および採卵の方法は実験 と同様にした．精子
の採取については今回の産卵誘発では十分な精子量を得
ることができなかった．イタヤガイの精子は意図的に切
り出した精子でも十分受精能力があるとされている ）

よって本実験では放卵していない 個体の精巣部分より
メスで切り出した精子を使用した．なお精子濃度は実験
の方法と同様に求めた．

に調温した精密濾過海水（メムコア超精密濾過装
置 ，三井造船（株））に， を適量加え
ながらエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム（ナカライ
テスク（株））（以下 とする）を溶解し
溶液 を作成した．これを精密濾過海水で希釈して

の最終濃度が ， ， ， ， ， ，
， ， となるよう ビーカーに調製

した．放精より先に放卵した 個体より得られた未受精
卵を，各ビーカーに 個ずつ収容した．さらに精子
を卵数の 倍となるよう添加し，最終容量が
となるよう精密濾過海水を加えた．なお，
， ， ， 濃度については，それぞれ精子を
全く入れない実験も併せて行った．
すべてのビーカーは，水分の蒸発を防ぐために表面を
パラフィルムで覆った後， に設定したインキュベー
ター（ ，三洋電機（株））に収容した．媒精
約 時間 分後に各試験区とも任意の 個の卵を取り出
し，生物顕微鏡（ ）で観察した．観察した卵は，極
体の放出あるいは正常卵割の進行が確認できたものを
受精卵 ，極体の放出が確認されず卵割も見られない

ものを 未受精卵 ，卵の崩壊や不完全な卵割が見られ
たものを 異常卵 として分類し計数した．さらに未受
精卵を 個無作為に抽出し，実験 と同様の方法で卵 個
あたりに付着している精子数を計数した．
実験 処理後の再媒精方法の検討 に
より自家受精を防止した後の最終的な媒精方法を検討す
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るため以下の実験を行った．最終濃度 ， ，
溶液下で媒精した後，各濃度とも以

下の 種類の処理を行う実験区を設けた． 媒精 分後
に洗卵し精密濾過海水中に入れる（以下洗卵のみ区とす
る）， 媒精 分後に洗卵し再媒精する（以下 分後再
媒精区とする）， 媒精 分後に洗卵し再媒精する（以
下 分後再媒精区とする）．洗卵はミュラーガーゼ（オー
プニング ）製の網で卵を濾し精密濾過海水を注ぐ

方法とし，再媒精は の含まれていない精密濾過
海水下で行った．最初の媒精から約 時間 分後に卵の
分類，計数および付着精子の計数を行った．なお使用し
た卵および精子， の濃度調整法，媒精にお
ける精子濃度，卵の分類と計数および精子付着数の計数
法については実験 と同様にした．
実験 および で設定した計 の試験区の条件を
にまとめた．

結 果

実験 媒精割合の検討 媒精割合を変化させた時の
卵 個に対する平均付着精子数および精子が付着してい
た卵の割合を に示した．媒精割合 倍までは精
子の付着していない卵が存在したが， 倍以上の媒
精割合ではすべての卵に精子の付着が見られた．また卵
個あたりの平均付着精子数は，媒精割合 倍までは
個以下であり， 倍以上になると 個を上回った．
媒精割合を変化させた時の媒精から約 時間 分後の受
精率を に示した．媒精割合 倍までは受精率が
％以下であったが，媒精割合 倍では受精率 ％，

倍では受精率 ％となった．
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実験 処理による自家受精阻害試験

濃度を変化させた時の受精卵および未受精
卵の割合を に示した． 濃度が
までは受精卵の割合が ％と高く，未受精卵の割合
は ％であった． では受精卵の割合がかな
り減って ％となり，未受精卵の割合が ％となった．

では，受精卵の割合が ％とさらに低下し，未受
精卵の割合が ％と高くなった．

また 濃度と未受精卵の卵膜に付着してい
た精子数との関係を に示した． 濃度
が低い時は付着精子数が多く， 濃度が高く
なるにつれ付着精子数が減少し， では精子の付
着が全く見られなかった．
媒精せずに卵のみを を含んだ海水に収容

した場合の異常卵の割合を に示した． を
全く含まない海水では異常卵はほとんど見られなかった
が， では ％の， では ％の異常卵が観
察された．

によるイタヤガイの自家受精防除

実験 処理後の再媒精方法の検討 各試験区
での受精卵の割合を に，また異常卵の割合を
に示した． 濃度が の場合，洗卵のみ
区では受精卵の割合は ％未満であった．また 分後再
媒精区では同割合は ％近くに達した．しかし 分後再
媒精区ではほとんどが受精していなかった．
一方， の場合は，洗卵のみ区では再媒精して
いないにもかかわらず ％の受精卵が確認された．また
他の 区では両区とも約 ％の受精卵が見られ，再媒精

．

．

．

．



前の 処理時間の違いによる差は見られなかった．
さらに の場合は全区ともほとんど受精してい

なかった．また崩壊した異常卵の割合が ， の
場合よりも高く，特に 分後再媒精区では ％の異常卵
が確認された．

考 察

雌雄同体であるイタヤガイの自家受精を防止するため
に，金属イオンのキレート作用を持つ を含んだ
海水中での採卵が有効であるかを検討した．

を用いた自家受精防止実験を開始するにあた
り，媒精時の精子量が少なければ，媒精後の観察で未受
精卵が存在した場合，それが による受精阻害作
用であるのか，単に精子量が少なかったためなのか判定
が困難となる．そこで精子が確実に卵膜へ付着するため
に必要な媒精割合を検討した結果，卵 個に対し精子

個以上の割合ですべての卵に精子が付着すること
が示された．受精率は，媒精割合が高くなるほど高い割
合となり，卵 精子 ではほぼ ％の卵が受
精し，発生の進行が確認された．しかし同時に異常な卵
割をする卵も多く見られた．卵 精子 以上で
は卵膜に付着する精子数が急増していることから，卵膜
に精子が多量に付着すると異常な卵割に結びつくと考え
られる．従って実際の種苗生産工程での媒精割合は，卵
精子 が適当と考えられる．ただし今回の

を用いた自家受精防止試験では，切開により得
た精子を用いたため若干運動能の低い精子が含まれてい
ると考えられた．このため媒精割合を卵 精子

として確実に精子を卵に接触させることとした．
実験 の結果から を 以上添加するこ
とにより，卵と精子が遭遇しても，かなりの割合で受精
を防止できることが示された．また の濃度が高
くなると未受精卵の卵膜に付着している精子数が減少
し， が の時は全く精子が付着してい
なかったことから， の存在が精子の卵膜への付
着そのものを阻害していると考えられる．
トリガイの場合は を （約 ）

含んだ海水中では受精率がほぼ ％であり受精の防止
効果がなかったが， （約 ）含んだ海水
中では全く受精が見られず受精の防止効果があったとさ
れている． ）この時の卵および精子濃度は明らかにされ
ていないが，イタヤガイの場合はトリガイよりも

濃度を高くすることが必要と考えられた．ただ
し 濃度をあまり高くしすぎると異常卵が多く生
じることが明らかとなったため，今回の実験においては

濃度 が最も効果的であると思われた．
一方 の処理後の再媒精法を検討した結果，

濃度が の場合， の処理時間
を 分間とした時の方が 分間とした時よりも，その後
の再媒精による受精率が高かった．トリガイにおいても，

の処理時間が長くなるほどその後の再媒精によ
る受精率が低下し， 分間ではほとんど受精しないと報
告されている ）

以上のことから，イタヤガイの自家受精を防除するた
めには， 濃度約 の海水中で放卵させ，
約 分後に卵を回収した後，洗卵，再媒精することが効
果的であると考えられた．しかしながらこれら一連の作
業は，産卵個体が 個体の場合は対応できるが，同時に
何個体も放卵する実際の種苗生産現場では作業の煩雑さ
等多くの問題を抱えている．今後は今回の結果を踏まえ
てより実効性のある手法を検討していく必要があろう．
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物の発生実験 （石川優 沼宮内隆晴編） 培風館
東京 ．

）藤原正夢 処理によるトリガイの自家受精防
止について（短報）． 京都海洋センター研報

（ ）．
）浮永久 菊地省吾 紫外線照射海水のホタテガイ

に対する産卵誘発効果 東北
水研報 （ ）．

によるイタヤガイの自家受精防除




