
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)

2013～2011

細菌感染に対するサーフェスバリアとしての二枚貝体表面粘液の機能解明

Functional profiles of skin mucus in bivalve mollusks involved in a surface barrier 
against bacterial infection

８０２４０６６２研究者番号：

高橋　計介（Takahashi, Keisuke）

東北大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３５８０２４５

平成 年 月 日現在２６   ６   ６

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：二枚貝は、常に殻内を水中細菌に曝露されているものの、他の魚介類と比較して細菌感染症
が極めて少ないという特徴がある。外套器官を構成する外套膜、鰓、唇弁は常に水中の微生物や有機物と接触しており
、これらの器官は魚類や甲殻類における体表面や鰓に相当する位置にある。魚類では、体表面に分泌される粘液がサー
フェスバリアとして細菌感染の防御に重要である。申請者は、二枚貝でも同様のメカニズムで細菌防除をしていると考
え、外套膜表面から採取した粘液の抗菌活性と貝殻の中に直接細菌を接種して、抗菌活性を調べることにより、二枚貝
全般に普遍的に存在するシステムとしてのサーフェスバリアの仕組みや意義を解明した。

研究成果の概要（英文）：Shellfish belongs to the phylum Mollusca and is mainly comprised of bivalves and g
astropods. The Phylum Mollusca is one of the largest and numerous groups in the animal kingdom. Shellfish 
and microorganisms coexist in the biosphere in numerous ways. Thus, bivalves have evolved sensitive mechan
isms for recognizing pathogens and an array of strategies to defend themselves against attacks by microorg
anisms such as bacteria, fungi, and parasites. An oft-asked question is how invertebrates including shellf
ish survive against pathogenic microorganisms without an adaptive immune system. Indeed, invertebrates do 
not have lymphocytes and do not produce antibodies. Thus, we have investigated that skin mucus from mantle
 and gill functions as a surface barrier against bacterial infection.  
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１．研究開始当初の背景 
 水中生活者でありほとんどの種が濾過食

者である二枚貝は、常に殻内を水中細菌に曝

露されているものの、他の魚介類と比較して

細菌感染症が極めて少ないという特徴があ

る。もう少し詳細に見ると「幼生は細菌性壊

死症によって大量死を引き起こすことはあ

るが、成貝では細菌を原因とする感染症の発

生は少ない」ことがわかる。アサリの brown 

ring disease (BRD)やカキ類の Vibrio 

aestuarianus感染症など深刻な被害をもた

らすものはあるが、他の魚介類よりも細菌感

染症の発生事例は格段に少ない。すなわち、

「原虫やウイルスに対する脆弱さと細菌に

対する強靭さ」は、異物に対する二枚貝類の

感受性や応答性をはじめとする自然免疫能

を特徴づけるものであり、原因物質と貝の生

体防御能との機能連関を読み解くことが感

染症を防ぐことに結びつくと考えられる。 

 外套器官を構成する外套膜、鰓、唇弁は常

に水中の微生物や有機物と接触しており、こ

れらの器官は魚類や甲殻類における体表面

や鰓に相当する位置にある。魚類では、体表

面に分泌される粘液がサーフェスバリアと

し て 細 菌 感 染 の 防 御 に 重 要 で あ る 

(Shephard, 1994)。二枚貝でも同様のメカニ

ズムで細菌防除をしているとすれば、外套膜

や鰓の体表面粘液が重要な役割を担ってい

ると想定される。しかし、二枚貝の外套膜や

鰓において、粘液の存在はよく知られている

ものの、生体防御能との関連はほとんど明ら

かになっていない。これまでわずかにリゾチ

ーム (McDade and Tripp, 1967; 高橋ほか、

1986)、プロテアーゼ (Brun et al., 2000)、

レクチン(Fisher, 1992) などの活性が体表面

粘液中に確認され、予備的な性質の評価がな

されているのみであり、作用機構や生体防御

における重要性はよく把握されていないの

が現状である。 
 
２．研究の目的 

 海産二枚貝類において細菌がどのように

排除されるのか、溶菌酵素であるリゾチーム

を中心に粘液中の生体防御因子の機能を調

べ、体表面粘液のサーフェスバリアとしての

細菌防除機構を検討する。二枚貝ではこの体

表面粘液の細菌防除能が極めて強力である

と想定しているが、もしサーフェスバリアを

通過して体内に細菌が侵入した場合にはさ

らにどのような排除機構が存在するのかを

明らかにする。研究の最終目的は、単なる種

特異的な生体防御機構の解明にとどまるの

ではなく、二枚貝全般に普遍的に存在するシ

ステムとしてのサーフェスバリアの仕組み

や意義を解明することにある。 

 
３．研究の方法 
 研究は大きく分けて３つのパートから構

成される。 

（１）：体表面粘液における液性生体防御因

子の組織局在、存在様式および分泌様式の

決定 

 マガキ外套膜および体表面粘液における

リゾチームとキチナーゼに代表される液性

生体防御因子の組織局在と存在様式、分泌

様式を明らかにする。最初に、組織切片を

作成し、HE 染色、多糖染色により粘液の

存在様式、粘液細胞の特定を行い、さらに

特異抗体を用いた免疫染色によりリゾチー

ムなどの局在と分泌細胞を同定する。次に、

リゾチームおよびキチナーゼの分泌様式を

決定する。外套膜を対象組織として、常法

を用いて遺伝子のクローニングを行い体表

面組織で発現するリゾチームとキチナーゼ

を同定する。組織化学的に明らかにしたタ

ンパクの存在部位と遺伝子の発現部位を調

べる。また、刺激を与えた際の遺伝子発現

量の変化を調べ、生体防御的に応答するか

否かを明らかにする。さらに、外套膜から

体表面粘液を取り、そのリゾチーム活性お

よび抗菌活性を測定する。 

（２）：In vivoにおけるマガキ体表面粘液



の抗菌活性の検討 

 体外に取り出した粘液を用いた実験（い

わゆる In vitroの実験）は、実施が比較的

容易であり、研究例は少なくない。本研究

の（１）もその類の研究である。そこで本

項目では生きたマガキ体表面粘液の抗菌活

性を調べることとした。試験個体の外套腔

（左右の殻のすぐ内側にある左右の外套膜

に囲まれた空間）内に、グラム陽性菌の

Micrococcus luteusあるいはグラム陰性菌

の Vibrio tapetis の生菌懸濁液(5 x 105 

CFU/ml、5 ml)を接種したものを研究試料

とする。４℃の低温下で 1、6、24 時間静

置してから、懸濁液を全量回収して寒天平

板培地に塗布し、生育する細菌のコロニー

を計数することで接種された細菌の生残を

評価する。次に、細菌が外套膜や鰓に付着

する可能性を考慮して、組織表面の細菌の

生残を調べる。それぞれの組織を 1 cm2の

大きさに切り出してから滅菌海水中で付着

している細菌を洗い落とし、その液の一部

を取って寒天平板培地で培養し、生育コロ

ニーを計数する。これらの計数結果と最初

の接種細菌数を比較して、抗菌活性の有無

と強さを評価する。 

（３）：体表面粘液産生量が大きく異なる二

枚貝種における抗菌活性の比較 

 上記２つの項目はマガキを研究材料に用

いて検討するが、二枚貝の種類によって外

套膜表面の粘液の質・量ともに大きく異な

ると考えられる。本研究では、質的な検討

まで至らないが、見ための分泌量が明らか

に違う２種類の二枚貝種を選び、マガキと

同様に粘液を採取して抗菌活性を測定する。

供試する種の１つはマガキ以上に大量の粘

液を分泌するヒオウギガイ、もう１つは粘

液の産生量が非常に少ないアカガイである。

粘液の採取方法や抗菌活性の測定方法は

（１）の実験と同様とする。 
 
４．研究成果 

（１）：体表面粘液における液性生体防御因

子の組織局在、存在様式および分泌様式の

決定 

 リゾチーム、キチナーゼともに、マガキ外

套膜から強い活性を見いだしたが、完全精製

することはできなかった。そこで、マガキ外

套膜に発現するリゾチーム遺伝子の配列か

ら推定したペプチドを合成し、これを抗原と

するリゾチーム抗体を作製した。この抗体を

用いて免疫組織化学反応を調べた結果、外套

膜の一部の細胞に明確な陽性反応が認めら

れた。遺伝子の検出結果ともよく一致したこ

と、外套膜の抽出液と粘液中のリゾチームが

同一のものと考えられることから、リゾチー

ムは外套膜の細胞で産生され、粘液に分泌さ

れていると推測された。キチナーゼについて

も活性の確認と遺伝子の発現を明確にする

ことができた。マガキ外套膜中の抗菌活性は、

Micrococcus に対して強いものであったが、

Vibrio に対しては活性を示す個体、示さない

個体のばらつきが大きく安定していなかっ

た。 

（２）：In vivoにおけるマガキ体表面粘液

の抗菌活性の検討 

 マガキ外套腔内で一定時間反応させた後、

回収された細菌懸濁液の生菌数は、接種１時

間後の段階で大きく低下していた。これは

Micrococcus、Vibrio とも同様であった。こ

の生菌数の減少はすべてが死滅によるもの

とするには、減少率も減少の速度も早すぎる

と考えられたことから、外套膜や鰓の付着を

調べることとした。その結果、特に鰓に多く

の細菌が付着・生残していることがわかった。

しかし、この生菌数を考慮しても最初に接種

した細菌数を大きく下回ることから、外套腔

内および組織表面で細菌は死滅した、言い換

えれば外套腔内には強い抗菌活性のあるこ

とが示され、in vitro 実験の結果と考え合わ

せると、抗菌の本体は体表面粘液であること

が推測された。 



（３）：体表面粘液産生量が大きく異なる二

枚貝種における抗菌活性の比較 

 粘液の分泌量が大きく異なるヒオウギガ

イとアカガイにおいて、リゾチーム活性を測

定した結果、酸性条件下においてヒオウギガ

イ粘液はマガキ粘液の５倍以上という極め

て高い活性を示した。しかし、pH8.0 の海水

中ではほとんど活性はみられなかった。一方、

抗菌活性については、Vibrio に対して海水中

でも高い活性を示した。Micrococcus に対し

てはまったく活性がみられなかったことか

ら、ヒオウギガイ体表面粘液はグラム陰性菌

に対する抗菌因子を含むと考えられた。アカ

ガイについては、粘液量が非常に少なく明確

な結果を得ることができなかった。しかし、

アカガイの血リンパには高いリゾチーム活

性が検出されていることから、二枚貝の種類

によっては、体表面以外の場所において粘液

以外のもの、例えば循環血リンパによって細

菌の活動を抑制する等の抗菌の作用機序を

持つことも考えられる。 
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