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ミヤイリガイ卵周囲の泥皮構成粒子の

径計測法とその応用結果

二 瓶 直 子

は じ め に

日本住血吸虫症の中間宿主 ミヤイリガイ0nCOmelanianosophoraは生息条件が微妙で,同症

の偏在性をもたらす最も重要な要因と考えられる｡ ミヤイリガイの地理的分布の理由解明と,同貝大

量飼育法の開発による実験室内日本住血吸虫症のシステムの確立を目的として,筆者は一連の飼育実

験を行ってきた｡ ミヤイリガイは水陸両生貝で,陸生の親貝は湿土上で産卵し,僻化した椎貝は,求

中で生長する｡産卵の際親貝は卵の周囲に泥皮を付着させる｡ 産卵活動の内,泥皮形成が重要で,そ

の材料となる土壌の諸性質は ミヤイリガイの分布や実験室内繁殖条件を規定する要因の1つとなると

考えられるO直径約0.67Wの卵を約0.1棚の厚さで被う泥皮を構成する微細な粒子の径の測定は,普

通顕微鏡下の実測など,従来の方法では困難である｡本稿では新法も含めて4種の方法を比較検討し

ながら,現段階で最適な方法として走査型電子顕微鏡法を開発した｡また本法により,実験室内土車

種別産卵実験で筋化数の多い土串か ら得た,筋化に至適な泥皮構成土粒の粒径範囲を明らかにしたo

I.材料と方 法

1. 実験材料

供試 ミヤイリガイは山梨県産採集貝の成貝である｡

供試土壌サンプルは,同貝の生息地で既往実験で産卵 ･貯化数の多かった甲府盆地竜王町富竹新田

の択色低地土と,非生息地で筋化数の少ない印藤沼畔千葉県佐倉市の黒泥土 ･福島県滝根町カルスト

地方の腐植質土の,夫 表々土の風乾細土である｡

2.飼育方法及び泥皮採取法

ミヤイ])ガイを二瓶 (1978年)に準ずる方法,すなわち土を駄温浅鉢の底に敷き,親貝を入れて産

卵させ,1月目に親を分離し,更に1月目に僻化した稚貝の数を数えた｡その間,鉢の壁や土の表面

から,泥皮を被った卵をできるだけ変形せぬようピンセットで採集し,管瓶に入れ保存した｡

3.泥皮構成土粒の計測法

1)泥皮中の珪藻粒子の計測

泥皮 1個を小試験管に入れ,1-2neの水とNaOH約0.05gを加え,2日間時 獲々押し,分散

させたo得られた懸濁液中の粒子のうち,形態的に識別の容易な珪藻粒について,長 ･短両径を目

盛環をつけた光学顕微鏡で計測した｡
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2) 泥皮薄片標本法

スライ ドグラスにアラルダイトをつけ,泥皮約 20個を平らに埋め込み,研磨した｡ これにデーキ

サイトをつけた別のスライ ドグラスを被せ,先のスライドグラスをはがし,研磨した｡ ここで得ら

れた両面研磨済みの琴本に,カナダ,'ルサムのついたカバーグラスを貼りつけたo これを光学顕微

鏡の最大×1,000までの倍率で計測したoまた鉱物顕微鏡で鉱物の同定をしたo なお今回のサンプ

ル調整は岩本鉱産物K.K.に依赦した｡

3) 透過型電子顕微鏡法

泥皮 2-3個を小試験管に入れ,水を1-2nL糊口え高周波で分散させたO スポイトでサンプルを

スライ ドグラスに 1-2滴落としカバーグラスをかけて,電子顕微鏡 (日本電子製)×10,000で

検鏡した｡

4) 走査電子顕微鏡法

管瓶に入れて自然乾燥させた泥皮の内測および断面を走査型電子顕微鏡 (日本電子JSMT20)

で,×150から×5.000で観察した｡撮影された写真から,団粒または単粒を区別し,夫々の長径

を計測し,その測定値から,土粒の径の範囲と,その範囲内での出現頻度の極大値等を求めた｡

Ⅱ.実 験 成 練

1. ミヤイリガイの食物源としての桂藻に着目する方法

結果は表 1に示 した｡顕微鏡にセットした目盛環で径を計測し補正したため,計測値は3J̀机間隔

となった.長さ9-30Jmの桂藻を主とし,中でも15/Jm,9jmが多かったo 幅は主として 3-9pm

で,中では6岬 が最も多い｡欠損した桂藻が多く,特に3jLtn以下については珪藻と確認することが

困難で,計測できなかった｡また種の同定も容易でないが,マルクビ-リケイソウ (Synedraulna

あるいは S.ulnaγar.oxyrhynehus)が多く観察された｡

2.泥皮薄片標本法

本法では泥皮の断面から粒子の廃合状態 (構造)をそのまま観察し得る｡写真 1は,×100,写真

2は×1,000の顕微鏡倍率で撮影したもので黒い輪が泥皮を示し,その内軸及び外側の白色部分がア

ラルダイト等の接着剤で光を透過した部分である｡ ×1,000では粗粒の長石,石英等の白色鉱物が光

を透過しているが,粘土を初めとする細粒は,黒みを帯び不定型で,径の測定は困難であった｡

鉱物顕微鏡下で,黒色部分は腐植で汚染された鉱物 ･有機物 ･炭素 ･磨蝕を受けた角閃石 ･輝石 ･

電気石等で,白～淡黄色部分は長石 ･石英等の砂粒であり,親貝が作った泥皮の構造には特定の規則

性がないことが分かった｡

3.透過型電子顕微鏡法

写真3で示したように,分散が不完全なため,粒子が重なり計測には不都合であった｡ 充分な分散

が可能であれば計測に役立つ｡

4.走査電顕法

写真4,5は,青竹土壌から得られた泥皮 (以下富竹泥皮と略す)の,写真6,7は印藤沼泥皮の,

夫々内側面,断面を示す｡各土事の内側面及び断面等の部位の差は,構造または構成粒子の径につい
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表 1 宙竹泥皮 l個に含まれる全珪藻の粒径別個数

0-3 -6 -9 -12 115 118 計

0 0 0 0 0 0

13 11 0 0 0 0

24 41 15 0 0 0

19 24 10 2 0 0

21 30 30 4 2 0

13 28 26 6 0 0

11 25 28 3

6 8 16 4

1 6 14 2

3 16 13 4

0 1 4 0

0 4 8 2

0 2 6 0

0 5 2 1

0 1 5 1

0 0 2 1

0 1 0 0

1 0 3 0
1 1 2 1

2 -1

0 0

2 0

1 0

1 0

1 0

1 0

0 0

1 0

0 0
0 0

0 0

0 0

0 0 3 0 0 0

0 0

0 1

0 0
0 0
0 0

0 0

2 1

2 1

0 0

0 0
0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

1 0

0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0

計 113 205 192 33 12 1
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*
ては認められないと考えられる.本稿では予椿としてのイオンスJlッタ1)ソクの容易な外側面を検鏡

した｡

本法では,泥皮を破壊することなく,構造のまま,また団粒及び単粒の区別も観察できる｡

宮竹泥皮構成粒子の粗粒部分の観察は約×500が,その間を充項する細粒部分は約×2,000の倍率

が適当であった｡印藤沼泥皮の場合は×500,×2,0_00,×5.000のいずれの倍率でも団粒としてしか

観察できず,団粒の計測には×2,000が適当であった｡ 写真による計測値の結果は表 2に示す｡

産卵実験の結果は表3,4に示すo産卵 ･筋化数の多い富竹泥皮は,測定土粒の83帝以上が単粒で,

団粒は少ないo大きい粒子は34.5pmに達するものもあるが,1.0-12.1/爪を主とし,ピークは 1.7-

6.9/l仇にあった｡ 0.5/lm以下の粒子は泥皮の材料として必要ではない｡

鉢壁での産卵はかなり認められるものの貯化数の少ない印藤沼泥皮は,団粒の比率が高く,単粒は

65.3%以下であるo団粒,単粒を含めた土粒は約 1-7jLmの粒径が80飾以上を占め,ピークは約 15

仰 にある｡従って印藤沼泥皮の粒径範囲の上限が宮竹泥皮のそれのピークに相当し,前者のピークが

後者の下限に相当し,団粒を構成する個々の単位の粒径からみて,前者は極めて細粒からなっている

ことが分った｡

供試土事とそれから得られた泥皮,両者夫々の土粒の径を比較すると,富竹土壌の土性は砂壌土(日

本農学会法,既分析値あり)で粗粒が多いにも拘らず,泥皮には細粒の物質が選別されているとみら

れる｡しかし細粒物質の中から特に限定された粒径あるいは形状のものを選択している訳ではない｡

一方印藤沼土卓と,それから作られた泥皮は,ほぼ同粒径組成を示すが,団粒は前者に多かった.産

卵数 ･筋化数共に少なく泥皮の得られなかった滝根土壌は,印旗沼土壌と同憤向を示し,団粒が約50

%を占め,80多以上の土粒が3pm以下と極端に小さかった.

以上供試土壌 ･泥皮の粒径計測及び産卵 ･筋化数の結果から,産卵に至適な富竹土額は,団粒が少

なく,34.5Jl仇の微砂も含むが,1.0-12.1〟仇の径を主とする粒子であることが分かった｡

Ⅲ.考 察

微量で微細粒子からなる泥皮構成粒子の大きさを,以上の4種の方法で測定することを試みた｡

桂藻法では分散上の問題がある｡高濃度の苛性ソーダの珪藻の被殻-の影響は不明である｡計測値

自体は正確であるが,時間と専門的知識を要する｡貝の餌として珪藻は有効であるが,泥皮中の種藻

が特殊な役割 (栄養あるいは至適な粒径等)があって,選択的に利用されているか否か,珪藻が泥皮

構成土粒の径を代表するか否か等不明であり,今回はこの方法を採用しなかった｡今後珪藻の役割が

指摘されれば,本法も貴重な結果をもたらすと思われる｡＼

泥皮薄片標本は,軟弱岩石と同様の方法で作成されたが,薄片の作成にあたって後者より更に高度

の技術を要し,両も最低20個位の多量の泥皮を要する｡しかし,泥皮を破壊することなく,その表面

及び断面において構造のまま観察し得る点では有利である｡ 標本の厚さは30-40J̀爪で,これより

米 走査電顕観察のために必要な試料-の金属コーティングを,従来使われていた真空蒸着装置に代

り,操作が容易かつ短時間で,試料ダメージの少ない,イオンスパッター (日本電子 Fine

eortJFC-1100)を使用した｡
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写真 1.泥皮薄片標本の光学顕微鏡写真

(富竹泥皮,×100)

写真 2･同 上 (富沢泥皮,×1,000)

-21-



礁

写真 3.泥皮の透過型電子顕微鏡写真

(富竹泥皮,×10,000)
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写真4.泥皮の走査型電子顕微鏡写真

(富竹泥皮内側面,×2,000)

写真5･ 同 上 (宮沢泥皮断面 ×2,000)
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写真 6.泥皮の走杏型電子顕微鏡写真

(印旗沼湿度内側面,×2,000)

写Bu. 同 上 (印旋拓泥皮断面,×2,000)
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表 3･土 壌 別 産 卵 ･筋 化 数 Ⅰ 単位 :個 (2 5,ち 3/鉢)

採 集 地 点 土地利用 地 形
飼 育 鉢 番 号

1 2 3
平 均 標 準 偏 差

山梨県富竹新田 水 田 釜無川沖積扇状地 273 160 112 182 264-99

千葉県印旗沼畔 水 田 印旗沼畔沖積低地 25 9 6 13 24- 3

表41 土 卓 別 産 卵 ･僻 化 数 工 単位 :個 (25,苔2/鉢)

採 集 地 点 土地利用 地 形
飼 育 鉢 番 号

1 2 3 4 5
平 均 標 準 偏 差

山梨県富竹新田 水 田 釜無川沖揖扇状地 120 100 91 86 14 82 123-42

福島県 滝 根 牧草地 石 沢 岩 山 地 31 17 16 2 1 13 26- 1



表 2.走査電顕による泥皮 ,土卓の構成粒子の径 単粒 〔上段〕および単粒+団粒 〔下段,カッコ内〕

士卒採集場所 サ ンプル 倍 率 計測土粒数 単 粒 率 計測粒径範囲 うち高瀕慶粒径範囲米 最多瀕慶の粒径

富 竹 (山梨県) 泥 皮 1 2,300

泥 皮 2 580

泥 皮 2 2,000

泥 皮 3 2,000

泥 皮 4 500

泥 皮 4 2,000

泥 皮 5 2,000

72
(78)

272
(288)

143
(155)

103
(115)

85

(85)

153
(173)

150
(173)

92.34

94.4

92.3

89.6

100

88.4.

86.7

0.9-18.3 〟仇
(0.9-18.3)

17.-34.5
(1.7-34.5)

0.5-17.0
(0.5-19.5)

10.-14.0
(1.0-18.0)

1.7-27.5

(1.7-27.5)

0.5-25.5
(0.5-25.5)

1.5-19.0
(1.5-19.0)

1.3- 5.7 J̀肌
(1.3- 6.1)

3.4-12.1
(3.4-12.1)

1.01 7.0
(1.5- 8.0)

1.0- 4.5
(1.0- 4.5)

3.4-10.3
(3.4-10.3)

2.0- 5.0
(2.0- 4.5)

1.5- 6.0
(1.5- 5.0)

1.7,3･4
(1.7,3.4)

5.1,6･9
(6.9,5.1)

2.5
(2.5)

2.0
(2.0)

5.1
(5.1)

2.0
(2.0)

2.0
(2.0)

土 車 1 2･000 (三三;) 100

i * 2 2･000 (;.752) 83･9

1.0-25.5
(1.0-25.5)

1.0-20.0
(1.0-20.0)

1.0- 4.5
(1.0- 4.5)

1.0- 4.0
(1.0- 5.0)

2.0
(2.0)

2.0
(2.0)

印藤沼 (千葉県) 泥 皮 1 2,000

泥 皮 2 2,000

泥 皮 3 2,000

91
(192)

120
(207)

147
(225)

47.4

58.0

65.3

1.0-34.5
(1.0-34.5)

0.5-16.0
(0.5-16.0)

0.5-19.0
(0.5-19.0)

1.0- 6.5
(1.0- 5.0)

0.5- 5.0
(1.5- 4.5)

1.0- 3.5
(1.0- 3.5)

2.5

(1.5,5.5)

1.5
(1.5)

1.5
(1.5)

土 壌 1 2･000 (去87) 25･0 (1.5_24.0) (1.0_ 4.5) (3.5)

滝 根 (茨城県) 土 額 1 2･000 (1;83) 50･8 (oO.･55:33.0.I.0) (ll.･0.: ≡:昌) (22..3)

米全計測粒径の80帝以上を占める高瀕慶粒径範囲



薄い標本の作成は困難であり,土壌中に多いこれより細粒の物質は重なり合い光が透過せず計測でき

lilV､o光学顕微鏡自体の倍率の限界 ( ×1,000以下)をもかんがみ,本法は今回の目的からみて限

界があると考えた｡

透過電顕法では正確な径の測定ができるが,分散方法に問題があり,実際の計測には不適であった｡

走査電顕法では,最も容易に泥皮 1個ずつ,破壊せず構造のまま,団粒や単粒の区別や,粗粒より

細粒に到るあらゆる粒径を計測できる.また珪藻と各種無機鉱物片を形態から識別同定し得るOしか

も手技は比較的容易である｡ただ,表面に露出しているものしか計測できず,また計測値は実際の値

より小さい傾向にある等の難点もあるが,現在では最良の方法であると考えて,泥皮の計測に用いた｡

従来産卵実験にあたり,土歩のちがいあるいは供試土壌の土性の違いによらず,飼育は可能である

と考えられてきた (IshiiandTsuda,1951;小官ら,1959その他)｡しかしそれらの違いが影

響するとした報告もみられる (松田,1969;Davis,1971;Dewitt1952;Sandground

andMoore,1955;WagnerandWong,1956;van derSchalie andDavis,1965;

同,1968;Davisand lwamoto,1969)◎筆者の既往の研究 (二瓶, 1978a,bほか)で,

カイの産卵や生育が特定の土壌型,土性に限定されていることが,初めて実験的に明らかにされた.

また粒径別産卵実験と泥皮の走査電顕写真により,産卵は径37-10JLmの粒子を主とし,これに10pnL

以下の細粒子が混入したもの等が最適であることを明らかにした (二瓶,1978LEh)｡今回の珪藻法で得

られた至適泥皮 (富竹土卓による)の粒径は9-30Jmで,この値は前回得られた粒径範囲内にある

が,やや粗粒の傾向を示している｡

今回の採集土壌を供しての産卵実験とその際得られた泥皮の観察によって,至適な土壌泥皮の粒径

は,団粒の少ない 1.0-12.1〟仇を主とし,それ以上の粗粒が含まれていてもよいが,1.OJ̀肌以下は必

要ないことが分かった.一方泥皮に不適当な土粒は団粒が多く,かつ団粒を含めた全土粒が径 3-4

〟仇以下の粘土分のみでは,多量の筋化貝は得られぬことがわかった｡

走査電顕法の開発により微量な微細粒子の径の計測が可能となり,今回得られた至適粒径範囲は,

前回の結果より更に特定範囲に限定されていたoこの範日削ま,泥皮の中の卵の発育に適した通水性あ

るいは通気性を提供していると考えられるが,今後泥皮の化学性の卵発育に及ぼす影響を併せて検討

し,泥皮の役割を解明して行きたい｡なおこの結果は実験室内飼育の際の土壌の選択基準として重要

であり,またカイの生息地の分布を考える上でも意義あるものと考える｡

Ⅳ｡要 約

ミヤイリガイの生態,分布に影響を及ぼす土襲条件の中で,産卵時の卵周囲の泥皮を構成する粒子

の径に着目し,微量土粒の径の測定法を開発し,至適粒径範囲を明らかにした｡

①泥皮中の全種藻を検鏡して,②泥皮薄片標本 (泥皮の断面)を光学 ･鉱物顕微鏡で,⑨高周波に

より分散した土粒を透過型電子廟徴鏡で,(参泥皮の表面 (内側面,断面,外側面)を走査型電子顕微

鏡で計測した｡ その結果,第4の方法が,容易かつ正確に測定できることがわかった｡

実験室内産卵実験と上記の走査電顕法による測定で,次の結果が得られた｡ 甲府盆地内青竹土事か

ら得られた至適泥皮の土粒は,単粒が多く計測土粒の83飾以上を占め,粒径は 1.0-12.1JL仇を主 と
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し,中でも1.7-6.9Jlmが多かった｡ 産卵するが筋化率の低い印藤沼土壌からの泥皮は,単位が65.3

卑以下と少なく,主として 1.5-3･5/lmの粒径で,中でも約 1.5pmが多かった.以上の結果から,派

皮構成粒子の至適範囲は既往の結果より更に特定範朗に限定されていることがわかった｡

本研究を行なうにあたり,終始ご指導いただいた串茶の水女子大学地理学教室浅海重夫教授,東京

大学医科学研究所寄生虫研究部田中寛教授に対し,また珪藻の同定をお願いした横浜市公害研究所福

島修一氏に深く感謝の意を表します｡また小論を1980年春に退官されるお茶の水女子大学地理学教

毒浅井辰郎教授に献呈致します｡
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