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イケチ ョウガイ外套膜の組織片培養

東 　 怜 ・村地信彦

Organ　 Culture　 of　Mantle　 Tissue　 of　the

Freshwater　 Mussel,　 Hyriop∫ ∫∫schlegeli

Satoru　 HIGAsHI　 and　 Nobuhiko　 MuRAcHI

ABSTRACT

　 　 Organ　 culture　 from　 the　 mantle　 tissue　 of　 the　 freshwater　 mussel,正 砂 γfoρsゼs

schlegeli　 was　 in正tiated.

　 　 Creeping　 activities　 in　 the　 explants　 were　 apparent　 at　 several　 hours　 culture.

The　 effects　 of　 pH,　 temperature　 and　 composition　 of　 culture　 medium　 on　 the　 creep-

ing　 activities　 of　 explants　 were　 studied.

　 　 The　 medium　 which　 was　 evaluated　 to　 be　 the　 most　 successful　 is　 given　 in

Table　 2.

　真珠の形成には、外套膜に由来する分泌性の

上皮組織である真珠袋が体組織中に作 られるこ

とが必要であり、この真珠袋から内腔に向って

分泌 された粘液が石灰化 を起 こして真珠が形成

される。このために、分泌組織の機能の研究が

真珠養殖では重要な問題になっていて、その一

つの方法 として、外套膜の組織片培養が試み ら

れるようになった。

　海産二枚貝のアコヤガイでは、町井氏によっ

て外套膜の組織片培養がはじめて行なわれ、原

片とそれから遊出する細胞をガラス容器内で維

持し、原片を含む上皮の再生 と、それより有機

物が分泌 されて原片の外面に沈着することが確

かめられている1,2)。

　 しかしなが ら、淡水産二枚貝の組織片培養 に

ついては、いままで全 く行なわれていない。近

年、琵琶湖における淡水真珠の母貝であるイケ

チ ョウガイの減少は著 しいものがあ り、その資

源の枯渇が心配されている折から、淡水真珠養

殖の基礎的研究として、イケチ ョウガイ外套膜

の組織片培養を試みた。

　今回の実験では、組織片移植後の細胞遊出現

象に焦点をしぼ り、外套膜の組織片培養におけ

る基礎的な培養条件を定めることにした。

材料および方法

　実験 に使用 したイケチ ョウガイ(Hyriopsis

schlegelii)は、養殖場より入手 した生後3～4

年の貝を実験室内の大型水槽中で餌青 し、大体

3ケ 月以内に実験に供 した。

　組織片培養にあたっては、貝殻をよく洗った

後、殻を開き外套膜の膜縁部を鋏で帯状に切 り

取 り、色素のついた周縁部をとり除く。ひも状

になった外套膜縁部 をカナマイシ ン(5007

/mの を含む塩類液を入れたシャ憎レに入れ、

滅菌消紙で組織片の表面から出る粘液をす くい
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とりなが ら5回 移 しかえて洗 う.次 に組織 片の

入った最後の シャー レをクリー ンベ ンチ中 に移

し、高圧滅 菌処理 をした生理塩 類液/カ ナマ イ

シンを含 まず)で 同様 に5回 移 しかえて洗 う1,

そ の 後 ガ ラ ス板 上 で メ ス を用 い て 組 織 片 を

0.5mmな い し1mm角 に細切 す る。細 切 した小 片

はLUX　 5325プ ラ スチ ・ソク培 養管 に1つ ずつ 人

恒温器内で培養 した。

　液体培地は、表1の 組成のものを基本培地と

して用いた。

表1.基 本培地の組成

観 察 法

　今[【i1の培 養で は、主 として円いVIII胞が 多数派

なる ように集 まってで きる細胞遊出帯が 目立 っ

た,,こ の遊 出帯 を構成する細胞 の大きさは、 直

/…X13…17pm程 度 の ものである.中 には、培 養

3一一511後 か ら長:径30～40,αm、 無訴釜10μm不 里

腹の細長い繊維 芽細胞であろ うと思 われる細胞

が現 われ るの も観察 され た.

　 上跨養イ麦、　細珂包は原 片よ り1吟間ラ経jid,fとと もに1遊

出 して くるが、その移動速度は最 も速い もの で

は毎秒約2μm、 遅 い もので は毎秒約0.2μm

と大 きな差がみ られた.、このため、培養 条件 の

塩 類 補 強液

　 NaCl

　 KCl

　 CaCh

　 NallCO・;

Tc土 陸地199,　 lox

牛胎 児 【llL清

1MIIEPES

ラ ク トア ル ブ ミン水 解 物

フ ロ ロサ イ トシ ン

カ ナマ イ シ ン

蒸留 水

　 　 　 　 13.Om'

4.4　　g/500mP

-

0,2　　q/500mρ

〔〕.049/500m乏

7.Om4

5.Omを

0.5mぜ 撮 終 濃 度1〔)mhl)

3.Om6　 (最 糸冬濃 度:0.3%)

0.5m召

0.1.me　 (200　 Y/n1の

20.9me

　 5一 フ ロ ロ サ イ トシ ン(ロ ッ シ ュ 製)は 、 菌

類 の 成 長 を抑 制 す る も の で 、 培 養 期 間 中 カ ビ な

ど に 汚 染 さ れ た も の は み ら れ な か っ た 。

　 培 地 の 水 素 イ オ ン 濃 度 の 調 製 に は 、Trisと

1…IEPES　 (N-2-Hydroxyetllylpipe婁 ・azille-N'　 2一・

ethallesulfonic　 Acid)を 用 い 、HEPESでpH　 7.0、

7.5、8.0、Trisで8.5、9.0に 調 製 し た り

　 ラク トアルブ ミン水解物 は,半 井薬品製 を用

いた。

　 イケチ ョウガイの⊥11L清成 分は、注射器で心臓

穿刺法に よ り採 【てnしたlf1L液を毎分30〔)Olll1転で30

あ る 。そこで、培養 条件 の差 を数量的 に表現 す

した 、これは、原片全体 か らの細胞遊出状態 を

4段 階 に区分L、、それぞれ を0、1、2、3と し

た ものであ る。図1aの ように移植 した状態 の

ままの ものを0、 図1bの よ うに移植片縁の一・部

か ら細胞が粒状 に遊出 している ものを1、 図lc

の よ うに移植 ノ11'縁の ほぼ全 体 か ら細 胞が遊 出

している もの を2、 図Idの よ うに移植川 縁

の周囲にまで遊 出細胞が広 が った もの を3と し

た り10本 の同一一・個体 から移植 した糸11.織片 を培 養

し、観察時 におけるそれぞれの状態 に対す る遊

出指標の'F均 仙 を求め た。

駆 硲、　 　 吻 叩　 .錫 微 撒 綿F　 　 .

. _號 饗...G{"　 、　 .κ　 '

鞭i
　 鰹聴

ター(HAO.　 m45,u　)で1戸 過 海気歯 した もの を用

いた.、

　牛月台児 血清 は、三菱 化成製 を用い たっ

　細 胞遊 出 の観察 には、NIKONの 倒 、Z顕微鏡

ダ イヤ フ ォ トTMDを 用 い、遊i出速度σ)測窪ヒは

図1　 糸IIII泡Eli(il'ik旨干栗C(　 (Creeping　 Index)、.

　 a,CI=Oc、 　b,　CI=1　 c,　CI=L　 d,　CI=3り

響

結 果

細胞遊出に与 える培地の水素イオン濃度の影
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　水 素 イ オ ン濃 度 の緩 衝 剤 と して はTrisと

HEPESを 用 い たが 、両者 の違 い は細胞 遊 出に

全 く影響 を与えない。培地の水素 イオ ン濃度 は、

HEPESでpH　 7.0、7.5、8.0、 　TrisでpH　 8.5、

9.0に 調 製 して培 養 したが 、培 養 中のpHは ほ

とん ど変動 は見 られなか った。

　培地は表1の 基 本培 地 を用 い、温度 は20℃ で

培養 した。

　その結 果 は図2に 見 られ るように、pH　7.5、

8.0、8.5で 良好 な遊 出が認 め られ るが、特 に

pH　8.0が 優 れていた。
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図2.細 胞 遊 出 に 与 え るpHの 影 響 。

縦 軸:遊 出 指 標 、 横 軸:培 養 日数 。

□:pH　 9.0、 ▲:pH　 8.5、

●:pH　 7.5、 ○:pH　 7.0。
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　 細胞遊 出に与 える温度の影響

　pH　8.0の 基 本培 地 を用 いて、温 度 を10℃ 、

15℃ 、20℃ 、25℃ 、30℃ の5条 件下で培養 した。

　その結果 は図3に 示す ように、10℃ では著 し

く遊出が遅 れるが、15℃ ～20℃ において は良好

な遊出が観 察 された。
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　　 Time(Days)

図3.細 胞 遊 出 に与 え る温 度 の 影 響 。

縦 軸:遊 出 指標 、横 軸:培 養 日数。

○:30℃ 、 ●:25℃ 、△:20℃ 、

▲:15℃ 、[コ:10℃ 。

　細胞遊出に与えるラク トアルブミン水解物の

影響

　pH　8.0、20℃ の条件下で、基本培地にラク ト

アルブミンの水解物 を最終濃度で0%、0.1%、

1.0%、5.0%、10%に なるように添加 した(図

4)。

　図4か ら分かるように、ラク トアルブミン水

解物の濃度は5%で 最 も良好な遊出が認められ

るが、10%で は阻害的に働いている。

　細胞遊出に与える血清成分の影響

　基本培地に、イケチョウガイの血清成分を最

終濃度で0%、1.0%、10%、20%に なるよう

に添加し、pH　8.0、 温度20℃ の条件下で培養 し

た(図5)。

　 その結果は図5に 示すように、培地に10%の

割合で血清成分を含むもので良好な細胞遊出が

観察された。
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図4.細 胞 遊 出 に 与 え る ラ ク トア ル ブ ミン水 解

物 の 影響 。

縦 軸:遊 出指 標 、横 軸:培 養 日数 。

○:0%、 ●:0.1%、 △:1.0%、

▲:5.0%、 □:10%ラ ク トア ル ブ ミ ン濃 度 。
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　培地の水素イオン濃度の影響 をみると、組織

片か らの細胞遊出は図2に 見 られるように、

pH　8.0で 最大になっているが、これはイケチ ョ

ウガイの体液のpHが8.0で あることと一致 し

ている。

　培養温度は、図3か ら分かるように15℃ ～

20℃で最 も良好な遊出が認められた。これも水

温が春季で10℃ 、夏期で30℃ 近 くにまでなる琵

琶湖 において、20℃ 前後の水温の時期 にイケ

チ ョウガイの貝殻成長が最 も盛んになることと
一致している。

　培地への添加物については、図4に 見 られる

ようにラク トアルブ ミン水解物 を最終濃 度

5.0%添 加 した もので良好な遊出が認められた。

このことから、培地を3～4日 ごとに交換 しな

がら移植片を長期間培養するためには、移植後

1週 間前後にラクトアルブミン水解物の濃度が

5.0%の 培地 を用い、それ以後は培地の交換 ご

とに徐々に低濃度にしていくように調節するこ

とが必要なように思われる。

　 イケチ ョウガイ血清成分を培地に添加 した場

合については、図5に 見られるように10%濃 度

で最も良好な細胞遊出が認められた。カキにお

いて も体組織の抽出液が組織片培養に有効なこ

とが報告 されている3)。しか しなが ら、これら

が基本培地の牛胎児血清にとって代 りうるもの

であるかは疑問である。イケチ ョウガイ体液の

アミノ酸、糖をはじめその他の必須成分の量 も

考慮に人乳て、イケチ ョウガイの組織片培養培

地を作成することが必要である。

　以上の実験より、イケチ ョウガイ外套膜の組

織片培養では、pH　8.0、20℃ の条件下で、基本

培地(表1)に ラク トアルブミン水解物を5.0%、

イケチョウガイ血清成分を10%添 加 した培地

(表2)が 、最 も良好な細胞遊出を与えるもの

である。

図5.細 胞遊出に与えるイケチ ョウガイ血清成

分の影響。

縦軸:遊 出指標、横軸:培 養 日数。

○:0%、 ●:1%、 △:10%、

▲:20%血 清 濃度。
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塩類補強液

〔

　 NaCl

　 KC且

　 CaC且2

　 NaHCO3

TC培 地199,　 lox

牛 胎 児 血 清

イ ケ チ ョウ ガ イ血 清 成 分

1MHEPES

ラ ク トア ル ブ ミ ン水解 物

フ ロ ロサ イ トシ ン

カ ナ マ イ シ ン

蒸留 水

　 　 　 　 13.Omε

0.4　 g/500m6

0.2　 　g/500mg

O.2　 　g/500mt

O.04g/500m2

7.Omε

5.01祀

5.Omε

0.5㎡(最 終 濃 度lomm)

2.5g(最 終 濃 度5.0%)

0.5mε

0.1a　 (2007/mの

18.9m4

　要　 　 　約

　イケチ ョウガイの外套膜縁部の組織片培養 を

行なった。

　培養は閉鎖的な環境のもとで、培地交換は行

なわず、15日 間の細胞遊出活動 を観察した。細

胞遊出に及ぼす培地の水素イオン濃度、温度お

よび培地へ の添加物の影響を調べた結果、pH

8.0、20℃ の 条件 下で、 ラ ク トアルブ ミン水解

物 を5.0%、 イ ケチ ョウガ イ血清成 分 を10%の

割 合で基本培地に添加 した ものが良好な細胞遊

出が認 められた。

　 これ らの結果 よ り、イケチ ョウガイの外套膜

の組織片培養 にお ける最適培地 を作成 した。
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