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報文 

メタバーコーディング法によるアサリ餌料推定： 

砕石敷設が生息地の生物相及びアサリ消化管内容物組成に与える影響 

藤井太一 1），南基泰 1），白子智康 2），田中真規子 2） 
1）中部大学大学院応用生物学研究科，2）いであ株式会社 

１．はじめに 

アサリ（Ruditapes philippinarum）は，日本では古く

から沿岸漁業の重要種であったが，近年その漁獲量

は減少傾向にある（伊藤，2002；多賀ら，2005；松川

ら，2008）．特に，国内で最もアサリ漁獲量の減少が

顕著な熊本県有明海では，1977 年に約 6 万 5 千トン

あった漁獲量が，2000 年にはその 1%まで落ち込ん

でいる（関口・石井，2003）．また，有明海では生息数

の減少だけでなく，放流貝の成長遅延も報告されて

いる海域がある（地元漁業関係者からの私言）．この

ようなアサリの漁獲量減少要因は，干潟の消失，過

剰漁獲だけでなく（松川ら，2008），餌料環境の変化

も要因と考えられている（関口・石井，2003）．これま

でのアサリ餌料調査の結果，アサリ生息地の底泥懸

濁物を形成する植物プランクトン由来のデトリタス（黒

倉ら，1988），植物色素を含む粒子（沼口，1985）及

び着泥性・着砂性・着藻性の珪藻類（小池ら，1989；

小池ら，1992）などが報告されている．アサリは潮間

帯から水深約10mまでの砂礫泥底に生息する潜砂

性の二枚貝で，底泥直上の海水を吸入，ろ過し，懸

濁物を餌料とする懸濁物食者である（松隈，2004）．

そのため，アサリの生息地内に餌料となる生物等が

付着することのできる泥底・砂礫・海藻が存在するか

どうかは，餌料環境の適性に大きく影響することにな

る． 

実際に，熊本県玉名市横島の有明海では砕石表

面の付着藻類や付着微生物等の生物種がアサリの

良好な餌料になることも含めて稚貝の着生，生残に

寄与すると考えられ，漁業者による干潟への砕石の

敷設が行われた．その結果，アサリの生残数の増加

に一定の成果が認められている（地元漁業関係者か

らの私言）．本研究では干潟への砕石敷設による餌

料環境改善効果を検証するため，アサリ生息地の底

質直上水，底質の生物相及びアサリ消化管内容物

組成の相違をメタバーコーディング法で推定した． 

 

要  旨 

アサリ生息地への砕石敷設が生息地の生物相及びアサリ消化管内容物組成に与える影響をメタバーコ

ーディング法で 2016，2017 年に推定した．底質直上水の生物相組成は両年で著しく異なり，2016 年は脊

索動物門が，2017 年には珪藻植物門が最も多くなった．両年共に底質では砕石敷設に関係なく珪藻植物

門が最も多く検出されたが，アサリ消化管内容物からはわずかに検出されただけであった．アサリ消化管内

容物は，2016 年は砕石敷設されていない生息地では渦鞭毛虫門が，砕石敷設された生息地では緑藻植

物門が最も多く検出された．一方，2017 年は砕石の有無に関係なく扁形動物門がほぼ占めていた．両年

共にアサリ消化管のほとんどの内容物は底質由来の生物相で占められていた．これまで報告されたことの

ない餌料候補の生物種が門レベルで推定され，特に扁形動物門がアサリ餌料となっていることを初めて明

らかにできた．ただし，アサリ消化管内容物の生物相組成の相違は，砕石敷設よりもサンプリング時期の相

違の方が大きく影響していた． 

キーワード：アサリ，次世代シーケンサー，餌料，メタバーコーディング 
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２．材料及び方法 

2-1．試料採取地及び分析試料 

本研究は熊本県玉名市横島地先の有明海干潟で

実施した（32°50'33.7"N，130°33'19.9"E） （図-1）．砕

石を敷設した区画（砕石有区）と砕石を敷設していな

い区画（砕石無区）は，アサリ漁場の回復を目的とし

た水産庁による試験区（2016 年 7 月 5，6 日に砕石設

置）を使用した．それぞれの区画は 3m×3m 程度で

あり，直径約 5〜13 ㎜の砕石が 5〜10cm 厚となるよう

に均されている．稚貝の散布はされておらず，自然

に流入もしくは着生してきたものを解析対象とした．

2016 年 9 月 20，21 日及び 2017 年 7 月 24 日の低潮

時に底質直上水，各区画の底質及びアサリをサンプ

リングした（表-1）．これらの試料は全 DNA 抽出まで

冷凍保存（-20℃）した．  

2-2．メタバーコーディング法 

2016 年は作業効率を優先し，底質直上水，底質

及びアサリ消化管内容物共に土壌，堆積物中の細

菌，微生物，藻類から全 DNA を効率的に抽出できる

Nucleospin Soil（Macherey-Nagel）を用いた．2017 年

については，各DNA 抽出試料に特化したDNA 抽出

キットとして，底質直上水は DNeasy PowerWater 

Sterivex Kit（QIAGEN），底質は PowerMax Soil 

DNA Isolation Kit（MObio），アサリ消化管内容物は

DNeasy Blood and Tissue Kit（QIAGEN）を用いた． 

各 DNA 抽出試料については，アサリ消化管内容

物のみを摘出することは困難であったため，各区画よ

り 3〜6 個体分（表-1）の消化管を摘出し，バルクとし

たものを全 DNA 抽出試料とした．また，底質直上水

はろ過（フィルター：0.45 µm Sterivex filter, Millipore）

した後，フィルター上に残った残渣を全 DNA 抽出用

試料とした．底質試料は細かい砂礫も含めたものを

全 DNA 抽出用試料とした．抽出した全 DNA を鋳型

に 18Sr RNA の V9 領域を増幅するプライマー

（Amaral-Zettler et al., 2009）を使用し，真核生物全

般の DNA を増幅した．次世代シーケンサーによる解

析には MiSeq（illumina）の MiSeq Reagent Kit v3 を

用いて，PCR 産物の両端から300bpずつの塩基配列

を決定した． 

2-3．相同性検索 

得られた塩基配列データは Claident プログラム

（Tanabe and Toju, 2013）を用いて解析し，使用したコ

マンド及びオプションの詳細は表-2に記載した．具体

的な手順として，clsplitseq を用いて各塩基配列よりタ

グ配列を区別し，clconcatpair でフォワード側とリバー

ス側の塩基配列を結合した．vsearch で低品質配列

の除去，clcleanseqv でノイズ・キメラ配列の除去を行

った．その後，clclassseqv を用いて OTU（Operational 

Taxonomic Unit）を構築した．構築された OTU の代

表配列は clidentseq を用いて Qcauto アルゴリズム

（Tanabe and Toju, 2013）による相同性検索を行った．

なお，海洋生物は DNA データベースに種レベルで

登録されているものが少なかった．そのため，本研究

では門レベルで推定し，底質直上水及び底質の生

物相，アサリ消化管内容物組成を比較した． 

底質 アサリ 消化管 底質 アサリ 消化管

2016年9月20-21日 1.2 L 524m g 3個体 665m g 3個体

2017年7月24日 1.0 L 10.0g 6個体 10.0g 6個体

砕石有区 砕石無区
底質直上水サンプル採取日

表-1 

図-1 

熊本県玉名市横島の干潟概要及び試験区概要 

本干潟に砕石を敷設した砕石有区と砕石無区 

地図データ：Google, DigitalGlobe 
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Unix コ マンド 解析内容 Option

clsplitseq タ グ配列によ る サンプル仕分け --runnam e= ##

--index1file= ##.txt

--index2file= ##.txt

--prim erfile= ##.txt

--reverseprim erfile= ##.txt

--m inqualtag= 30

--num threads= ##

入力フ ァ イ ル1

入力フ ァ イ ル2

入力フ ァ イ ル3

入力フ ァ イ ル4

output

clconcatpair フ ォ ワ ード 側と リ バース 側の結合 --m ode= OVL

--m axnm ism atch= 20

--m inovllen= 20

--com press= GZIP

--num threads= ##

output.forward.fastq

output.reverse.fastq

dem ultip lex.fastq

vsearch 低品質配列の除去 --fastq_ filter ##

--fastq_ m axee 0.1

--fastqout ##

clcleanseqv ノ イ ズ・ キメ ラ 配列の除去 --derepm ode= PREFIX

--prim arym axnm ism atch= 0

--secondarym axnm ism atch= 1

--pnoisycluster= 0.5

--num threads= ##

dem ultip lex.fastq

cleand_ dem ultip lex.fastq

clclassseqv 配列ク ラ ス タ リ ングによ る OTU作成

（ 塩基配列の類似度97% 以上の配列を

OTUと し てま と める ）

--m inident= 0.97

--num threads= ##

prim arycluster.cleaned.fasta.gz

OTU_ output

clidentseq 相同性検索

（ ClaidentのQcautoアルゴリ ズム(Tanabe

and Toju, 2013)を使用）

--blastdb= overall_ genus

--num threads= ##

OTU代表配列.fasta

BLAST-Result-_ output

表-2　底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の推定に使用したコマン
ド及びオプション一覧

表-2 底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の推定に使用したコマンド及びオプション一覧 
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３．結果・考察 

2016 年，2017 年に「砕石無区」及び「砕石有区」の

両区画よりサンプリングした底質直上水，底質及びア

サリ消化管内容物のメタバーコーディングの結果，18

門の真核生物が検索された（表-3）．底質直上水，底

質及びアサリ消化管内容物より検出された軟体動物

門は，ほとんどがアサリ由来と考えられる二枚貝綱の

DNA であった．そのため，本研究では各試料より軟

体動物門を除外した 17 門を解析対象とした．また，

各試料のリード数上位 5 門の比率を図-2 に示した． 

底質直上水の生物相は，2016年と2017年の間で

顕著に異なっていた（表-3）．2016 年は最も多く検出

されたのが脊索動物門で，次いで子嚢菌門となった．

しかし，2017 年は珪藻植物門，扁形動物門の順とな

った（図-2）．両年の底質直上水中の生物相組成が

異なるのは，採水時期が異なることも一因であると考

えられる．本研究では年 1 回のサンプリングであった

ため，両年の底質直上水の生物相が大きく異なった

要因については考察ができないので，今後の検討課

題として残った． 

底質については両年共に砕石敷設に関係なく珪

藻植物門が最も検出され，次いで環形動物門が検

出された（ただし，2016 年砕石有区は渦鞭毛虫門）．

2016 年は砕石敷設による生物相の種組成に対して

は影響が認められなかったが，環形動物門，節足動

物，繊毛虫門のリード数は減少した．一方，2017 年

については砕石敷設によって環形動物門，扁形動物

門のリード数は増加したのに対して，渦鞭毛藻虫門，

珪藻植物門，節足動物門のリード数は減少した． 

アサリ消化管内容物については，2016 年は両区

共に渦鞭毛虫門，緑藻植物門，珪藻植物門が主に

検出された．一方，2017 年は両区共に内容物の大

半は扁形動物門で占められていた．これまでの報告

によるとアサリの餌料は植物プランクトン由来のデトリ

タス（黒倉ら，1988），植物色素を含む粒子（沼口，

1985）及び着泥性・着砂性・着藻性の珪藻類（小池ら，

1989；小池ら，1992）とされている．アサリは生息地で

ある底質直上の海水を吸入，ろ過し，懸濁物を餌料

とする懸濁物食者である（松隈，2004）．しかし，本研

究結果ではアサリ消化管内容物のほとんどは底質由

来の生物相で占められていたことから，底質直上の

海水中よりも底質中の生物相がアサリ餌料として重要

であることが示唆された．しかし，両年共に砕石敷設

に関係なく，底質からは大量の珪藻植物門が検出さ

れたが，アサリ消化管内容物からはわずかに検出さ

れただけであった． 

アサリ消化管内容物の生物相組成の相違は砕石

敷設よりもサンプリング時期の相違の方が大きく影響

していたと考えられた．また，これまで報告されたこと

のない餌料候補の生物種が門レベルで推定され，特

に扁形動物門がアサリの餌料となっていることを初め

て明らかにできた．従来の顕微鏡観察では，珪藻等

の消化されにくい生物種由来の餌資源が確認されて

おり，消化のされやすい動物質の餌資源は確認され

なかった可能性がある．DNA 分析を用いることで，消

化が進み，顕微鏡観察では確認できない微小な生

物片についても検出できる可能性が示唆された． 

 

４．今後の課題 

本研究で用いたメタバーコーディング法は，アサリ

生息地の底質直上水及び底質の生物相，アサリ消

化管内容物の生物種（門レベル）を推定するための

有益な方法であることが明らかになった．今後、従来

法である顕微鏡観察の結果と比較することで，効果

を検証できると考えられた。しかし，メタバーコーディ

ング法で検出されるリード数は生物種毎に異なるた

め（Saitoh et al.，2016），リード数には定量性はない．

そのため，植物プランクトン由来の餌料については，

クロロフィル量，フェオ色素量（沼口，1985）などの調

査結果や植物プランクトンを対象とした定量 PCR と合

わせて考察していく必要がある．また，餌料とアサリ

成長との関係性を解析するためには，アサリの大きさ

（西沢ら，1992）などの生育指標を設定し，生息地の

生物相や消化管内容物との関係性についても調査

する必要がある．また，本研究ではすべてのサンプ

ルにおいてアサリ由来と思われる軟体動物門が多く



98－藤井太一 南基泰 白子智康 田中真規子 

 

検出され，特にアサリ消化管からは顕著であった．こ のことから，今後はアサリ由来の DNA を増幅させな

 

表-3　18Sr RNAのV9領域より推定された底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の各生物種のリード数

門
2016年

底質直上水

2016年

砕石無区

底質

2016年

砕石有区

底質

2016年

砕石無区

アサリ

消化管

2016年

砕石有区

アサリ

消化管

2017年

底質直上水

2017年

砕石無区

底質

2017年

砕石有区

底質

2017年

砕石無区

アサリ

消化管

2017年

砕石有区

アサリ

消化管

担子菌門 4133 244 130 30 1 3 2 0 0 0

アピ コ ンプレ ッ ク ス 門 0 104 60 96 56 8 4 3 0 0

渦鞭毛虫門 0 2571 2318 178 3 168 1414 384 0 2

オク ロ 植物門 0 97 51 0 5 90 46 10 5 10

ク リ プト 藻植物門 2078 16 0 0 0 14 2 0 0 0

環形動物門 0 4068 954 0 0 94 4353 5344 0 0

珪藻植物門 0 12961 12752 108 51 34157 12274 6479 38 74

子嚢菌門 6154 651 383 59 28 8 9 6 1 0

刺胞動物門 0 76 0 0 0 5 0 15 0 0

ス ト レ プト 植物門 2942 11 76 9 0 1 1 0 1 1

脊索動物門 9142 174 128 5 1 0 1 0 0 0

節足動物門 0 2177 1848 4 0 1593 3590 1765 13 26

線形動物門 0 62 0 0 0 0 625 840 0 0

繊毛虫門 0 1466 905 23 7 281 495 123 0 1

扁形動物門 0 30 78 10 1 20066 1557 3793 19572 13167

軟体動物門 67229 24450 26762 122439 109224 1870 11894 66524 66637 85094

放散虫門 0 0 0 0 0 17 3 0 0 0

緑藻植物門 0 3774 3215 146 92 451 420 114 1 4

門レ ベルで推定不可 0 1564 1271 100 35 2063 2697 1177 12 30

表-3 18Sr RNA の V9 領域より推定された底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の各生物種のリード数 

 

図-2 18Sr RNAの V9領域より推定された底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の生物種構成比率 

表-3に記載されている各試料のリード数上位 5門のみ示す．ただし，軟体動物門はほとんどがアサリ由来と考えられる

二枚貝綱の DNAであったため図-2では除外した．  
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珪藻植物門 扁形動物門 環形動物門
緑藻植物門 節足動物門 脊索動物門
渦鞭毛虫門 担子菌門 ス ト レ プト 植物門
ク リ プト 藻植物門 線形動物門 繊毛虫門
アピ コ ンプレ ッ ク ス 門 オク ロ 植物門 子嚢菌門

図-2 18Sr RNAのV9領域より推定された底質直上水及び底質の生物相，アサリ消化管内容物の生物種構成比率 

表-3 に記載されている各試料のリード数上位 5 門のみ示す．ただし，軟体動物門はほとんどがアサリ由来と考えられる二枚貝綱

の DNA であったため図-2 では除外した． 
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いためのブロッキングプライマーを用いた PCR 増幅

が必要である．また，本研究では非常に限られたサ

ンプル数であったため，サンプル数を増やして再現

性を得るとともに，他の海域においても底質の生物相

がアサリの餌料となっているのか，本研究のように扁

形動物門が主な消化管内容物となっているのかにつ

いても追試を実施していく必要がある． 
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Summary 

Metabarcoding-based assessment of Japanese littleneck clam 

(Ruditapes philippinarum) food resources: the effects of crushed 

stones laying on biota of habitats and the composition of 

gastrointestinal tract contents 

 

Taichi Fujii1), Motoyasu Minami1), Tomoyasu Sirako2), Makiko Tanaka2) 

 

1) Graduate school of Bioscience and Biotechnology, Chubu University 

2) IDEA Consultants, Inc. 

 

The effects of crushed stones laying in habitats of Japanese littleneck clam (Ruditapes philippinarum) on 

biota of habitats and the composition of gastrointestinal tract contents were evaluated using metabarcoding 

methods in 2016 and 2017. The biota composition in the upper water of habitats was remarkably different in 

both years; the phylum Chordata and the phylum Bacillariophyta were mostly detected in 2016 and 2017, 

respectively. In both years, the phylum Bacillariophyta were most frequently detected from bottom sediment 

regardless of the crushed stones laying, but only a few were detected from the gastrointestinal tract contents. In 

2016, the phylum Dinoflagellata was dominant in gastrointestinal tract contents at the habitats without crushed 

stones laying, but the phylum Chlorophyta in those contents with crushed stones laying. In 2017, most of the 

gastrointestinal tract contents were the phylum Platyhelminthes regardless of the crushed stones laying. In both 

years, most contents of the gastrointestinal tract were originated from the biota of the bottom sediment. The 

diet of the clam could be estimated at the phylum level, and the phylum Platyhelminthes were detected as food 

resources of the clam for the first time in our study. Consequently, the differences in the composition of the 

gastrointestinal tract contents of the clam were influenced by differences in sampling time rather than the 

crushed stones laying. 

Keywords: Japanese littleneck clam (Ruditapes philippinarum), Next generation sequencer, food resources, 

metabarcoding
 


