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発生過程におけるアコヤガイ幼生の殻体微細構造の観察
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Observation of shell microstructures in
Pinctada fucata martensii larvae during development
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Abstract
The present report describes the ontogenetic changes of shell microstructures in Pinctada

fucata martensii larvae. Larval samples were collected from different developmental stages, such as

trochophore, veliger, pediveliger and juvenile stages. Microscopic observation and X-ray diffraction

analysis were carried out to identify the shell microstructure and the crystal form constituting the

larval shell. Several novel findings were obtained：1）The shells of the early veliger stage in Pinctada

fucata were estimated to be composed of amorphous calcium carbonate . 2）The early calcitic

prismatic layer was distinguished as a thin membrane-like structure . 3）Initial formation of the

nacreous layer started from the mantle pallial region at the age of ３１days. Our results are very

important with respect to the mechanism of shell formation in Pinctada fucata.
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要旨
本論は，アコヤガイのトロコフォア期（trochophore），ベリジャー幼生初期（veliger），ベリジャー

幼生後期（pediveliger），付着期と稚貝期（juvenile）の幼生サンプルを人工授精によって採取し，各

発生過程における幼殻の SEM/EDS 観察と X 線回折分析による結晶多形解析を行った結果，得られた

いくつかの新知見についての報告である．他の軟体動物の幼殻において，アモルファス炭酸カルシウム

（ACC）の存在が報告されているが，本研究結果からアコヤガイの発生初期の幼殻においても ACC の

存在する可能性が示された．また，方解石から成る稜柱層の形成は，授精３１日目の幼殻で，外側の均質

な構造を示す幼殻上で薄い膜状の構造として開始されていた．一方，アラレ石から成る真珠層の形成

は，殻体内表面上における外套膜外縁部の領域から開始されることが明らかになった．このような発生

初期における幼殻の微細構造の観察は，アコヤガイの殻体形成の機構の解明にとって重要な情報を提供

するものである．
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１．はじめに
アコヤガイ（Pinctada fucata martensii）の発生は，

大きく分けると６つの段階を経ることが知られている

（藤村ほか，１９９５）．すなわち，�胞胚期，�授精６

時間後の浮遊幼生となるトロコフォア幼生期，�授精

２４時間以降の炭酸カルシウム（CaCO３）からなる D

型の貝殻を持つベリジャー幼生初期（D 型幼生期），

�授精約１２日目の貝殻の頭頂部が膨出して丸みを増す

ベリジャー幼生後期（アンボ期），�授精約２８日以降

の足糸によって付着する付着期，�体構造や殻体がア

コヤガイ成体とほぼ同じになる稚貝期である．アコヤ

ガイの発生過程における第一原殻（prodissoconch

I）の形成は，トロコフォア幼生期において１対の貝

殻腺が分化して開始され，アコヤガイ幼生殻体の結晶

形はアラレ石であることが知られている（Watabe，

１９５６，１９８３；Kobayashi，１９８０）．二枚貝幼生（Mercenaria

mercenaria, Crassostrea gigasとMytilus galloprovincialis）

の発生初期の幼殻は，アモルファス炭酸カルシウム

（ACC）から成り，その後アラレ石に転移するとさ

れ，幼殻の微細構造は，粒状―均質構造（granular-

homogeneous structure）と表層上に存在する薄い稜

柱構造から成ることが既に報告されている（Weiss et

al .,２００２；Weiss and Schonitzer，２００６；Wilt et al . ,

２００３）．

軟体動物における殻体微細構造の分類と進化に関し

ては，多くの報告がなされている（Taylor et al .,

１９６９；Watabe，１９８８；Kobayashi，１９８０；魚 住・鈴

木，１９８１）．アコヤガイの成体における殻体の外層は，

方解石稜柱構造（calcite simple prismatic structure）

から成り，内層はアラレ石で構成される真珠構造

（nacreous structure）から成る．しかし，アコヤガ

イの発生過程において，幼殻からどのように方解石稜

柱構造や真珠構造が形成されるのかについては未だ不

明な点が多い．

本研究では，アコヤガイの個体発生における各ス

テージ（トロコフォア幼生期，ベリジャー幼生初期・

後期および稚貝期）の殻体微細構造を，走査型電子顕

微鏡（SEM）とエネルギー分散型 X 線分析（EDS）

を用いて観察した．また，X 線回折分析（XRD）に

より，炭酸カルシウムの結晶形の同定を試みた．

２．試料および実験方法
１）試料

アコヤガイの幼生サンプルは，三重県水産研究所に

おいて別々の水槽で飼育されていた２年貝雌と３年貝

雄を人工授精することで採取した．採卵は切開法で行

い，採取した卵子は，１N アンモニア０．７５ml を加え

た２５℃の濾過海水１リットル中で４０分間処理し，卵核

胞を破壊した．人工授精は，同様に切開法で得た精子

を卵子と混合することで実施された．授精２時間後に

授精率を測定し，授精７時間後に浮上したトロコフォ

ア幼生を採取し，水槽中で４９日間飼育した．各発生段

階の幼生サンプルは，授精１，３，７，１７，２１，２４，３１，３６，

４３および４９日目の合計１０サンプルを採取し，４％ホル

マリン／人工海水（４℃）または人工海水中（－２０℃）

で保存した．

２）幼殻の観察
幼 生 サ ン プ ル は，光 学 顕 微 鏡（Diaphot-TMD,

Nikon, Japan）と走査型電子顕微鏡（SEM ; JSM-

５４００, JEOL Ltd., Japan）によって観察した．電子顕

微鏡用の幼生サンプルは，蒸留水による洗浄・風乾

後，イオンスパッタリング装置（JFC-１１００E, JEOL Ltd.,

Japan）を用いて金蒸着した．

３）エネルギー分散型X線（EDS）分析
SEM に接続されたエネルギー分散型 X 線分析装置

（JED２００１, JEOL Ltd., Japan）を用いて幼殻の構成

元素を分析した．

４）X線回折（XRD）分析
幼殻の炭酸カルシウムの結晶形を同定するために，

幼生サンプルは，X 線回折装置（JDX８０１０, JEOL

Ltd., Japan）を用いて分析した．幼生サンプルは，蒸

留水による洗浄・風乾後，メノウ乳鉢で粉末化し，分

析に用いた．

３．結果
１）SEM観察結果

授精１日目のベリジャー幼生の第一原殻は，D の形

をした薄い膜状の構造を示した（図１．A）．幼殻表面

において，明瞭な成長線が確認された．授精３から２４

日目までの殻体表面は，主に顆粒状の結晶微粒子から

成る均質様の構造として確認され，アコヤガイ成体で

見られる稜柱構造は確認できなかった（図１．B，C，

D）．授精１７日目の殻体の破断面から，均質様構造と

表層上に薄い層として存在する稜柱様の構造を持つこ

とが確認された（図１．C，J）．この稜柱様の構造は，

厚い稜柱間壁が見られない点でアコヤガイ成体の殻体

外層を構成する方解石稜柱構造とは異なった．光学顕

微鏡によって観察された授精２４日目の幼生サンプルを

図２に示した．

稚貝形態を示す授精３１日目の幼殻から，稜柱層と真

珠層が確認された．形成初期の方解石稜柱層は，薄い

膜状の構造を呈し，外側幼生殻上で一斉に形成される

ことが明らかになった（図１．E，H）．一方，真珠層
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図１．アコヤガイの幼殻の走査型電子顕微鏡像．
A，B；授精１日目（A）と３日目（B）のベリジャー初期の幼生（bar＝１０μm）．C，D；授精１７日目（C）と２４日目（D）のベリジャー後期の
幼生（bar＝５０μm）．E，F，G；授精３１日目（E），４３日目（F）と４９日目（G）の幼生（bar＝１００μm）．H ; E の拡大図．形成初期の膜状
の方解石稜柱層が確認された（bar＝１０μm）．I；授精３１日目の幼殻の内表面部（bar＝１μm）．写真左側が蝶番部．外套膜外縁部領域
に帯状に真珠層が形成されているのが確認された．J；１７日目の幼殻の破断面（bar＝１μm）．均質構造様の構造のほかに複合稜柱構
造様の構造が確認された．K；４９日目の幼殻の破断面（bar＝１０μm）．方解石稜柱層とアラレ石真珠層が確認された．P１；原殻�
（prodissoconch �），P２；原殻�（prodissoconch �），D；幼生殻（dissoconch shell），HS；均質様の構造，PO；複合稜柱様の
構造，PL；方解石稜柱層，NL；アラレ石真珠層

図２．授精２４日目のベリジャー幼生後期の光学顕微鏡像（４００倍）．
A；蝶番側から見た図．B；幼生を横から見た図．外套膜が殻体の
外側にせり出し，外套膜の繊毛運動によって浮遊している．
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図３．アコヤガイの幼殻の EDSスペクトル．
A；授精１日目の幼殻の構成元素．C，O，Mg，P，Caと金蒸
着に由来する Auのピークなどが確認された．B；授精３日後
の幼殻の構成元素．授精３から４９日目までほぼ同様のスペクト
ルを示し，主にC，Oと Caが構成元素として確認された．

図４．アコヤガイの幼殻の XRD分析結果．
図の Aから Eは，それぞれ授精１日目（A），授精３日目（B），
授精２４日目（C），授精３１日目（D）および授精４９日目（E）の幼殻
の XRDスペクトルを示す．授精３から２４日目までの幼殻で
は，アラレ石に特有のピークのみが確認された．授精３１日目以
降の幼殻において，方解石に特有のピーク（２�；２９．５）が確
認された（矢頭）．

の形成は，殻体内表面上の外套膜外縁部の領域から形

成されることが観察された（図１．I）．

授精４３日目の殻体表面において，稜柱層がさらに発

達した（図１．F）．授精４９日目のアコヤガイ幼生はほ

ぼアコヤガイの成体に近い形態を示し，外表面は稜柱

層で覆われた（図１．G）．また，その破断面におい

て，稜柱層と真珠層が層状に発達しているのが確認さ

れた（図１．K）．

２）EDS分析結果
アコヤガイ幼生殻体の EDS 分析結果を図３に示

す．授精１日目の幼殻の構成元素は，C，O，Mg，

P，Ca と金蒸着に由来する Au のピークなどが確認さ

れた（図３．A）．授精３日目の幼殻の構成元素は，主

に C，O と Ca が確認され，第一原殻の部分を測定し

ても Mg と P に由来するピークは消失していた（図

３．B）．授精７日目以降４９日目までの幼殻の構成元素

は，主に C，O と Ca が確認され，授精３日目と同様

のスペクトルを示した．

３）XRD分析結果
XRD 分析結果を図４に示す．授精１日目の殻体の

結晶形は，X 線回折分析によって同定できなかった

（図４．A）．アラレ石のピークは，授精３日目の幼殻

から検出され（図４．B），授精２４日目までの幼殻は，

アラレ石で構成されることを確認した（図４．C）．

稚貝形態を示す授精３１日目の幼殻において，アラレ

石のピークの他に３．０２５d（��；２９．５）に方解石に特

有のピークが確認された（図４．D）．３６―４９日目のサ

ンプルも３１日目のものと同様にアラレ石と方解石の

ピークを確認することができた（図４．E）．
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４．考察
本研究における結果を表１にまとめた．SEM/EDS

分析結果から，授精１日目の幼生の第一原殻は，膜状

の構造を示し，構成元素として C，O，Mg，P，Ca

が確認された（図３．A）．これに対して，授精３日目

の第一原殻部では，鉱物化が進行し，Mg と P は確認

できなかった（図３．B）．和田（Wada，１９８０；和田，

１９８５）は，結晶形成過程を鉱物がまったく存在しない

場合の結晶生成（初期石灰化）と石灰化の場に鉱物が

存在する場合の結晶生成（添加的石灰化）とに大別し

ている．P は，膜状成分を構成していると考えられ，

アコヤガイの初期石灰化において重要な成分である可

能性が高い．

授精１日目の幼殻において，炭酸カルシウムの構成

元素である C，O と Ca の存在が確認されたにも関わ

らず，結晶形を同定することはできなかった．ACC

は結晶構造をとらないため，XRD 分析によって同定

す る こ と が で き な い．Weiss et al .（２００２）は，M.

mercenaria と C. gigas の発生初期の幼殻中に ACC の

存在を報告している．このことから，授精１日目のア

コヤガイの幼殻においても ACC で構成されている可

能性が高い．魚住・鈴木（１９８１）は，軟体動物の殻体

微細構造と進化の関係から，粒状構造が最も初源的な

構築構造であると提唱し，非晶質粒状構造を先駆とし

てアラレ石質粒状構造や方解石質粒状構造へ発展する

と推察している．本研究において，授精１日目の殻体

で ACC の存在が示唆され，表層上で顆粒状の結晶様

微粒子を確認した．その後，アラレ石から成る主に顆

粒状の結晶微粒子から構成される均質様構造と，表層

上に薄い層として存在する稜柱様の構造をとるように

なった．このことは魚住・鈴木（１９８１）の説を支持す

るものである．

アコヤガイ幼生の殻体微細構造の観察結果から，授

精３～２４日目までのベリジャー幼生初期と後期の殻体

では，アコヤガイ成体において確認される真珠構造や

稜柱構造は見られず，アラレ石から成る均質様構造と

稜柱様構造を持つことが確認された（図１．B，C，D，J）．

このような幼殻の微細構造は，他の二枚貝の幼殻（P.

margaritifera, M. mercenaria, C. gigas, M. galloprovincialis）

で報告された殻体微細構造とほぼ一致した（Mao et

al .,２００１；Weiss et al .,２００２；Weiss and Schonitzer，

２００６）．また，本研究において観察された稜柱様構造

は，厚い稜柱間壁が見られない点でアコヤガイ成体の

方解石稜柱構造とは異なり，アサリなどの外殻層で見

られるアラレ石で構成される混合稜柱構造（composite

prismatic structure）に類似していた．小林ら（小

林，１９８１；Kobayashi and Samata，２００６）は，軟 体

動物の系統と殻体微細構造の間には密接な関係が存在

し，外殻から内殻への３種類の形態型における組合せ

（真珠層グループ，葉状グループと交差板グループ）

が存在することを提唱している．この分類に従えば，

アコヤガイ成体の殻体微細構造は，方解石稜柱構造と

真珠構造から成る組合せであることから，真珠層グ

ループに属する．本研究では，アコヤガイ幼殻は均質

様構造と混合稜柱様構造の組合せとなり，真珠層グ

ループではなく交差板グループに属すこととなり，小

林 ら（小 林，１９８１；Kobayashi and Samata，２００６）

の提唱が支持される．

以上の結果は，軟体動物の進化に伴う殻体微細構造

の変化の過程を考察する上で非常に興味深い．すなわ

ち，アコヤガイの発生過程に伴う初期鉱物化過程にお

いて，まず初めに ACC から，アラレ石から成る粒状

構造をとり，その後，交差板グループ（均質様構造と

混合稜柱様構造）の組合せから，真珠層グループ（真

珠構造と方解石稜柱構造）の組合せへと変化したこと

になる．このことは個体発生の過程をとおして，軟体

動物の進化を考察できる可能性があることを示した．

SEM 観察結果から，授精３１日目以降の幼殻におい

て稜柱間壁を持つ稜柱構造の存在が確認され（図１．

E，H），この時期から方解石の存在が示された

表１．各発生段階における幼生の殻体微細構造と結晶形について．

No. 経過日数 発生段階 殻体微細構造 殻体の構成元素 結晶形

１ １
ベリジャー幼生初期

（D 型幼生期）

均質様の構造 C，O，Ca，Mg，P ―

２ ３

均質様の構造と
混合稜柱様の構造

C，O，Ca

アラレ石

３ ７

４ １７

ベリジャー幼生後期
（アンボ期）

５ ２１

６ ２４

７ ３１

付着期～稚貝期
真珠構造と
稜柱構造

アラレ石と
方解石

８ ３６

９ ４３

１０ ４９
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（図４．D）ことから，この稜柱構造が方解石稜柱構

造であることを確認した．形成初期の方解石稜柱層

は，幼殻上に薄い膜状の構造を呈して外側殻体上にの

み存在し，外側の殻体先端部を縁取るように幼殻が存

在していた（図１．H）．アコヤガイ幼生は，付着期ま

では外套膜を常に貝の外側にせり出し，外套膜の繊毛

運動などによって浮遊している（図２）．形成初期の

方解石稜柱層が殻体外表面上にのみ存在していた理由

としては，外套膜を常に外側にせり出して生活してい

る浮遊幼生期の生活様式によるものと考えられた．こ

のような殻体外面での方解石稜柱層の形成は，幼生が

固着生活に入る時期（授精４９日目）では見られなく

なった．殻体外表面上に確認される成長線を基に観察

した結果，方解石稜柱層の形成は，外側殻体上である

時期より一斉に起こる事が明らかになった（図１．E，

H）．このことから，アコヤガイの稜柱層の形成能の

獲得は，外套膜先端部において稜柱層分泌型の細胞

が，同時期に出現することによるものと推測された．

一方，真珠層の形成は，殻体内表面上の外套膜外縁部

の領域から形成されることが，殻体内表面の SEM 観

察から明らかになった（図１．I）．この外套膜外縁部

は，アコヤガイ成体において最も真珠形成能が高いと

され，真珠養殖のピース片として用いられている．ア

コヤガイの発生過程において，最も早く真珠形成能を

獲得する領域が，外套膜外縁部であったことは注目に

値する．

本研究では，種々の発生段階にある幼生サンプルを

実験材料として用い，稜柱構造と真珠構造における形

成過程の一端を明らかにした．さらに我々は，この幼

生サンプルから total RNA を抽出し，殻体形成に関

連する遺伝子発現についての分子レベルでの解析も

行っている（Miyazaki et al ., in press）．発生過程に

おける稜柱構造と真珠構造についての鉱物学的および

分子生物学的研究は，アコヤガイの殻体形成機構の解

明にとって重要な情報を提供するものと考える．
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