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本研究は､年々規模が拡大する水槽養殖において､生物櫨過膜上の微生物を有効利用す

ることにより養殖水中の病原微生物 (病原細菌､ウイルス等)を生物的に防除 (バイオコ

ン トロール)することを目的としている｡このために生物櫨過膜上において､病原細菌

(Vl'bn'oaDgU1'118mm,EdwBEdslellatanla等)や病原性ウイルスの増殖を抑制する有用微

生物 (括抗微生物)の出現生態を明らかにするとともに､その利用による魚類の疾病防除

についての研究を行った｡これらの有用微生物機能の利用によって養殖水中の病原微生物

の防除が可能となり､薬剤あるいは滅菌装置の使用頻度､規模の縮小が期待できる｡
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養殖環境における生物櫨過膜微生物の制御による病原微生物防除方法の開発

(課題番号 14560165)

前田 昌調､吉田 照豊､飯田 貴次

はじめに

日本では 1980年代に入り種苗生産技術が飛躍的に向上し､各種海産魚の集約的養殖

が行われるようになったが､種苗生産および養成課程でウイルス病による被害が続発 し

ている｡これらのウイルス病は致死性が高く､種苗生産事業および養殖業の存続を揺る

がしかねないほどの問題となっている｡疾病例では､ヒラメの仔魚に特有のウイルス性

表皮増生症(VEH)､ブリの稚魚に発生するウイルス性腹水症(YTAV)､イシダイ､シマア

ジなどの種苗生産対象魚に発生するウイルス性神経壊死症(VNN)などがある｡また､甲

殻類においてもウイルス病は深刻な問題となっており､台湾においては､突発的かつ広

範囲に発生したエビウイルス疾病により､1987年に80,000トン/年以上に達したエビ生

産量が翌年(1989年)30,000トン/年に減少､90年には 10,000トン/年を下回った｡また､

日本でもクルマエビ類の急性ウイルス血症(PAV)が深刻な問題となっている｡本病は外

来性の病気と考えられており､1993年に中国産種苗の導入地域で発生し始め､1994年

以後はこれらの種苗を導入していない地域にも発生するほどに急速に拡大し､クルマエ

ビ養殖業に多大な損害を与えている｡

微生物間の括抗作用において､抗ウイルス細菌が養殖環境に存在する場合には､生物

から他の生物に感染する能力を持っているウイルスの感染は抑制できる可能性がある｡

実際､自然海水中においては抗ウイルス作用を持つ細菌が生息し､これらの細菌がウイ

ルスを分解することが分かっている｡さらに水産養殖においてもvKM-124菌株､

pseudoalteromonasundinaは､mbrio.spp疾病予防とともにSJNNV､バキュロウイルスお

よびイリドウイルスの稚魚感染を防除した例がある (Maeda1999)｡

このような背景において 1989年に初めて､魚の成長促進効果と同時に病原菌の増殖

を抑制､さらに海底土の- ドロなどの有機物を分解する有用な機能を保持した微生物が

報告され (Maeda等,1989)､その後現在までに同じような微生物の探索と水産養殖-の

実用化例が数 10編の論文で報告されている｡世界でこのような急速な研究の発展の背

景には､養殖における過剰な薬剤使用に対する消費者の危倶感の増大と監視体制の強化

が挙げられるが､同時に薬剤の効力が低減し疾病防除が難しくなっている現状がある｡

しかし､これらの微生物の養殖-の実用化プロセスはいまだ確立していず､例えば使用

する微生物の養殖水中における消長等の知見も少ない｡また､水中-の有用細菌の定着

方法も明らかではなく､抗ウイルス･抗病原性を持つ機能性細菌の保持数も少ないのが

現状である｡

本研究は､養殖水中に設置した生物櫨過膜上の抗ウイルス･抗病原性活性を持っ機能



性細菌を利用 して魚介類の疾病を生物的に防除し､なおかつ魚介類の成長を促進するバ

イオコン トロール (生物学的防除)方法の確立を目的としている｡このために本研究で

は養殖水中での細菌群の分布､生物櫨過材上の細菌分布の様相､この細菌群集中の抗 ウ

イルス ･抗病原性細菌の割合等を明らかにするとともに､有用細菌投与環境で病原菌の

攻撃試験を行い､魚類における疾病防除効果を検討 した｡

(1)イシガキダイ養殖水のバイオフィルムにおける微生物の変動

材料および方法

バイオフィルムの採取

イシガキダイ Cplegnathugpunctatusを飼育している循環滅過式水槽において養殖水

とバイオフィルムを採取した｡バイオフィルム形成のためには養殖水中に滅菌済みスラ

イ ドガラスを浸漬 し､5日間通 して毎 日適当数のスライ ドガラスを採取し､滅菌海水を

満たした 100mBビーカーに静置 し､直ちに実験室に運んだ｡次にスライ ドガラス上のバ

イオフィルムを､滅菌セルスクレーパーで剥離し､また臆過槽中の生物櫨過材上のバイ

オフィルムも滅菌ブラシを用いて滅菌海水中で剥離 した｡

細菌分離

採取したバイオフィルムは試験管中の滅菌海水で十分に撹拝 した後､10-1-10-6の希

釈段階を順次設定し､希釈水を 100〟aずつ平板寒天培地(zeBe112216E)に接種 した｡こ

の平板培地は20℃で 1週間培養 し､その後コロニー数(生菌数)を計数 した｡

また､直接計数法を用いた総菌数の計数はPorter& Feig(1980)の直接計数法､いわ

ゆるDAPI(4'6-diamidin0-2-phenylindole)染色法を使用した.すなわち試料を2%ホルマ

リンで固定した後､櫨過滅菌 したDAPI溶液(l〟b/ma)を添加 し､暗所で 5分間放置 し､

次に吸引嬢過によってヌクレポアフィルター上に細菌粒子を捕集 した後､フィルターを

滅菌蒸留水で数回洗浄した｡このフィルターを無蛍光イマージョンオイルを 1滴置いた

スライ ドガラスにのせ､カバーガラスで封入 し､落射蛍光顕微鏡を用いてUV励起下で

細菌を検鏡 した｡

抗 vibrio試験

Maeda&Nogam i(1989)の方法に基づいて単分離した細菌の抗菌活性を検定したc

ZoBel12216E平板寒天上で分離菌を平行になるように2本塗抹(スミアの長さ4cm､ス

ミア間隔3cm)した後､3日間培養 した｡次に､寒天培地にビブリオ病の原因菌である

T7brioanguillarum(Am ericanTypeCultureCollection19264)を供試細菌の間に長さ2cmの

スミアになるように塗抹 したo同時に対照区として Vanguillarum のみを塗抹 した平板

培地を設定した｡これ らの菌を移植 した培地を 10日間培養 した後､対照区と比較する

ことによりVanguillarumに対する抗菌活性を検定した｡

抗ウイルス試験

伝染性造血器壊死症の原因ウイルスであるIHN ウイルスはマスノスケの胚由来細胞

CHSE-214を用いて増殖させた｡ウイルスが細胞内で増殖すると､細胞の形態が変化 し
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多くの場合死滅する｡このような細胞の変化を細胞変性効果(CPE)という｡本実験では､

抗菌活性の強い培養細菌株の上澄液がウイルス増殖を抑制するか否かを､cpEプロセス

を観察することにより判定した｡

MEM培地の調整はダルペック変法イーグル培地 9.5g硯こ蒸留水を加え十分に溶解し

た後､10%炭酸水素ナ トリウムを混合してpHを調節滅菌して行った｡さらに減退滅菌

したL-グルタミンを0.584g/Qの濃度で加え､細菌汚染がないかを30℃下で3日間観察

した｡その後､10%ウシ胎児血清(FBS)と10,000units/mbペニシリン､10mg/mbス トレプ

トマイシンと25〃g/m且フアンギゾンを含む抗生物質を500〃D/D加えた｡本培地におい

てCHSE-214細胞は24穴プレー トを用いてコンフルエントまで成長させた｡また同時

に供試菌株をzoBel12216E液体培地で3日間培養した｡次にIIiNウイルス液と供試菌

培養上澄液(6000rpmで遠心､分離)を100両 ずつCHSE1214とMEM培地を設定した各プ

レー ト中に分注した｡対照区としてIHNウイルスのみと供試菌培養上澄液のみの実験

区も設定し､それぞれのプレー トのCPEを観察した｡

分離菌株の簡易性状試験

分離菌株はOkuzumietal.(1981)の簡易同定法に基づき､グラム染色､運動性､形態､

色素産生能､チ トクロームオキシダーゼ反応､ブ ドウ糖発酵性の結果より属レベルの同

定を行った｡

結果

バイオフィルムと養殖水中の細菌数:循環源過式イシガキダイ飼育水槽における水中

細菌､付着細菌の日数ごとの経過を図 1､2に示した｡養殖水中の細菌数は平板法､直

接検鏡法とも5日間においてほぼ一定しており､各々約 1×105ceュls/ml､2×106cells/ml

であった｡水槽中に浸漬したスライ ドガラス上において､平板法では 1日目に 1×104

cells/cm2の細菌数が計数され､3-5日目では菌数の増加は滞 り､ほぼ 1×106cells/cm2

レベルの菌数となった｡直接検鏡法による総菌数は浸漬 1日目では3.5×105cells/cm2､5

日目では3×106cells/cm2

となった｡

抗 vibrio試験:イシガキダイ循環櫨過式水槽から採取した細菌について平板培地上のコ

ロニーの色素産生 ･形状からスライ ドガラスの付着細菌9種､養殖水から6種､生物嬢

過材からは7種､計 22の菌株を単分離した｡すべての分離株において抗菌活性試験を

行った結果､22株中 13株は明らかな抗 mbrio活性を示したO(表 1)

抗ウイルス試験 :抗 vl'brio活性を保持する菌株について抗ウイルス試験を行った結果､

すべての供試菌株は細胞変性効果(CPE)を抑制した(図3)｡特に細菌株op-8､PB-5とPB-6

は強い抗ウイルス活性を示し､また大半の供試菌株上澄液についてはCHSE-214細胞を

死滅させる作用は示さなかった｡ (図4)
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分離菌株性状試験 ‥分離菌株(22株)の中で3株は運動性(+)､チ トクロームオキシダー

ゼ(+)､ブ ドウ糖無発酵の性状を示したためPseudomonasIII/Ⅳに属すると考えられる｡

また､他の3株は運動性(+)､チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖を好気的に分

解したためpseudomonasI/IIに該当すると思われる｡7株は色素産生能(+)､運動性(-)､

ブ ドウ糖無発酵であったためFIwobacterium属と考えられた｡また2株は運動性(+)､

チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖を発酵的に分解したため mbrio属に該当したO

残りの6株はOkuzumietal.(1981)の簡易同定法では同定することはできなかった｡(表

1)

(2)ヒラメおよびホシガレイ養殖水のバイオフィルムにおける微生物の変動

上記の如くイシガキダイ循環滅過式水槽における細菌群の変動について実験を行い､

バイオフィルム上の細菌群から抗菌･抗ウイルス活性を保持する細菌を分離することが

できたo今実験ではヒラメ(Paralichthysolivaceus)､ホシガレイ(Veraspervariegatus)を飼

育している循環液過式水槽における細菌群の変動について調べた｡

材料および方法

ヒラメ､ホシガレイ循環滴過式水槽において第2章で記述した方法を用いて､各々の

水槽に設置したスライ ドガラス､さらに養殖水および生物櫨過材から細菌を分離した｡

菌数は生菌数および直接計数法での総菌数を算出したO全分離菌株については抗 vibrio

試験を行い､本試験で強い抗菌活性を示した菌株については抗ウイルス試験を行った｡

分離菌株の分類では簡易同定法に基づいて属レベルの同定を行った｡

結果

バイオフィルムと養殖水中の細菌数 :循環嬢過式ヒラメ水槽における水中細菌､付着細

菌数の経時的変化を図5､6に示した｡養殖水中の細菌数は平板法､直接検鏡法とも5

日間において約 5倍幅の変動があった､その値は各々最大で約 2.5×106cells/ml(生菌数)､

6×106cells/ml(総菌数)､最小で約 6×105cells/ml(生菌数)､1×106cells/ml(総菌数)であっ

た｡水槽中に浸潰したスライ ドガラス上において､平板法では 1日目に 1×106cells/cm2

の細菌数が計数され､3-5日目では菌数の増加は滞り約2×107cells/cm2の菌数となっ

た｡直接検鏡法によるスライ ドガラス上の総菌数は浸漬 1日目では3×106cells/cm2､5

日目では6×107cells/cm2となった｡

また､循環櫨過式ホシガレイ水槽における水中細菌､付着細菌数の経時的変化を図7､

8に示した｡養殖水中の細菌数は平板法､直接検鏡法ともにヒラメ水槽中の菌数よりも

少なく､5日間通してほぼ一定しており､各々約 1×103cells/ml(生菌数)､6×105cells/ml(総

菌数)であった｡水槽中に浸漬したスライ ドガラス上において､平板法では 1日目に 1

×105cells/cm2の細菌数が計数され､3-5日目では菌数の増加は滞 り約 8×106cells/cm2
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の菌数となった｡直接検鏡法によるスライ ドガラス上の総菌数は浸漬 1日目では 1.5×

106cells/cm2､5日目では5×107cells/cm2となった｡

抗vibrio試験 :ヒラメ循環櫨過式水槽において､スライ ドガラスの付着細菌 9種､養殖

水から2種､生物櫨過材からは5種､計 16株を単分離し､すべての分離株において抗

Wbrio活性試験を行った｡その結果､16株中6株は明らかな抗 mbrio活性を示した｡

また､ホシガレイ循環櫨過式水槽において､スライ ドガラスの付着細菌 7種､養殖水

から2種､生物嬢過材からは6種､計 15株を単分離し､すべての分離株において抗 vibrio

活性試験を行ったが､15株中7株は強い抗 vl-brio活性を示した｡(表 2)

抗ウイルス試験 :抗 mbrio活性を保持する菌株で抗ウイルス試験を行った｡供試菌株の

うちvv-7､Net-1株は細胞変性効果(CPE)を抑制した (図9)｡また､供試菌株上澄液が

CHSE-214細胞のCPEを起こす例もあったo(図 10)

分離菌株性状試験 :ヒラメとホシガレイ水槽中から分離した､すべての分離菌株(31株)

はグラム陰性細菌であった｡それらのうち 11株は運動性(+)､チ トクロームオキシダー

ゼ(+)､ブ ドウ糖無発酵でありPseudomonasⅢ/Ⅳに属すると考えられる｡また､8株は

運動性(+)､チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖を好気的に分解したため

PseudomonasI/IIに該当すると思われた｡8株は色素産生(+)､運動性(-)､ブ ドウ糖無

発酵でありFlavobacterium属に､また2株は運動性(+)､チ トクロームオキシダーゼ(+)､

ブドウ糖の発酵的に分解によりVibrio属に該当した｡残りの2株はOkuzumietal.(1981)

の簡易同定法では同定することはできなかった｡(表 2)

異なった分離源(イシガキダイ､ヒラメ及びホシガレイ飼育槽)から採取した菌株中の抗

菌性細菌数 :イシガキダイ､ヒラメ及びホシガレイ飼育槽から分離した菌株の中で､抗

病原菌､抗ウイルス性状を保持する菌株の割合は､浸漬したガラススライ ドや生物嬢過

材から分離した菌株間で高く､養殖水中からの分離株においては低い値を示した｡また､

抗ウイルス性状を保持する菌株は､上記ガラススライ ドや生物櫨過材等の付着基盤上の

みから分離された｡この結果は､付着基盤上の細菌は､養殖水中の細菌と比較して､抗

菌､抗ウイルス活性を保持する菌株の多いことを示唆している (表 3)0

(3)ガラススライ ド上の原生動物の出現

養殖水中にガラススライ ドを浸漬し､毎日における原生動物 (繊毛虫､鞭毛虫)の数

およびその種についての計数､同定を行った｡

材料及び方法

ガラススライ ドをヒラメ養殖水中に浸漬し､毎日その適当枚数を採取してスライ ド表
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面上の原生動物を観察および計数した｡計数は実体顕微鏡下において､1枚のガラスス

ライ ドについて20の一定視野を選択し､視野中の原生動物を計数した｡また原生動物

の分類は､各個体を分離し､樹脂などの行動抑制剤を用いて光学顕微鏡下において観察､

同定した｡

結果

ガラススライ ド上に出現した繊毛虫の多くは､いわゆる葡萄を生活行動の主体として

おり､Dysteria,Aspidisca,Holosticha,Dileptus,Euplotes,Diophrys,Strongylidium,Unornema

等に属す種が多かった｡計数値では､浸漬 5日後において無色鞭毛虫 (動物性鞭毛虫)

が7.2xlO5cells/cm2､全繊毛虫では6.2Ⅹ104cells/cm2と少なかった｡ワムシ飼育水中や､

有機物負荷の高い環境等に多く出現する繊毛虫種 Uronemasp.は､ガラススライ ド浸漬 3

日目に出現したのみで､その後の出現は見られず､これは餌の摂食能力に優れる

Holosticha,Dileptus,Euplotes等の種が出現した結果､Uronemasp.の増殖が抑制されたも

のと考えられた｡これらの原生動物の計数値より､ガラススライ ド上に付着する細菌に

対する原生動物の摂食圧は､実験期間において小さいものと推定される｡

(4)抗EdwardsielZatarda試験

材料及び方法

イシガキダイ､ヒラメ､ホシガレイからの分離菌株の中で強い抗ウイルス活性及び抗

vibrio活性を示した菌株について抗エ ドワジェラ菌試験を行ったO病原菌としては夏期

の高水温時の養殖ヒラメ及びウナギにおいて大きな被害を生じるエ ドワジェラ症原因

菌､Edwardsiellatarda(ヒラメ由来 FPC498養殖研究所病害防除部所有)を用いた｡実験

方法は抗 vibrio試験と同じようにMaeda&Nogami(1989)の方法に基づいて行った｡

結果

強い抗 vibrio活性を示した菌株においても抗E.tarda試験においては抗菌活性が見ら

れない例もあったが､OP-1､Op-6株には抗エ ドワジェラ活性が見られた｡(表4)

(5)養殖水の銅イオンによる滅菌過程における細菌群の変動

上記に記述したように､養殖水中ではすべての微生物が病原菌ということはなく､有

用細菌も多数生息している｡しかし､水産養殖を行っている人々の多くはすべての微生

物を有害と考えて取 り除こうする現状がある｡近年､養殖水滅菌方法として抗生物質､

ホルマリン､マラカイ トグリーン(遺伝子染色剤)等の薬剤及び紫外線オゾン滅菌､銅滅

菌等の滅菌法が多用されている｡本実験では､ヒラメ養殖場の銅イオン滅菌水における

細菌群の変動を調査し､特に銅耐性菌の出現に関する研究を行った｡

材料および方法
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細菌分聯

ヒラメ養殖水を滅菌海水入 り試験管中で十分に撹拝した後､loll-10~6の段階に順次

希釈した｡その希釈水を 100〃bずつ平板寒天培地(zeBe112216E)に接種 し､この平板培

地を20℃で 1週間培養 した後､コロニー数(生菌数)を計数 した｡また同時に､ヒラメの

腸内細菌も分離した｡

分離菌坪性状試轡

分離菌株はOkuzumietal.(1981)の簡易同定法に基づき､グラム染色性､運動性､形態､

色素産生能､チ トクロームオキシダーゼ反応､ブ ドウ糖発酵性の結果より属レベルの同

定を行った｡

銅イオン耐性菌試匪

Casida(1992)が使用した培地を参考にし､ペプ トン1g/B､酵母 0.2g/B､寒天 15g/包､

塩化銅 0.01g/Qを海水に加え､pH7.2に調節後､オー トクレーブ滅菌した培地を銅寒天

培地として本実験に使用した｡単分離した細菌を本培地に塗抹し､1週間20℃下で培養

後､分離細菌が増殖するか否かを判定した｡

結果

細菌分離 :養殖水中の生菌数はサンプリングの 1回目､2回目において約 5×103cells/m

bと極端に少なく､銅滅菌作用によるものと考えられるO腸内細菌数はそれぞれ約 2.5

×104cells/m戊及び 2×104cells/mBであった｡

分離菌株性状試験 :養殖水からは計 9株､ヒラメ腸内細菌からは計 5株を分離 した｡そ

のうち3株は運動性(+)､チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖無発酵の性状を示

したためpseudomonasⅢnVに属すると考えられた.7株は色素産生能(+)､運動性(-)､

ブ ドウ糖無発酵であったためFlavobacterium属と考えられた｡また4株は運動性(+)､

チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖を発酵的に分解したため mbrio属に該当した｡

(表 5)

銅耐性菌試験 :分離菌株(14株)のうち銅寒天培地に増殖した菌株は 11株であった｡ま

た､抗病原菌､抗ウイルス活性を保持 し､同時に魚介類の成長促進効果をあらわす有用

細菌は､銅イオンによってその増殖の阻害されることが明らかになった(表 5)0

(6)病原細菌による攻撃試験と有用細菌の疾病防除効果

A.テラピアを用いた感染試験

方法

餌の環与

テラピア (30g､n-70)を徐々に海水に馴致させるために30%から順次 10%ご

と海水濃度を上げ80%の濃度まで達した後､80%海水に18日間馴致させた｡10
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細菌分野

ヒラメ養殖水を滅菌海水入 り試験管中で十分に撹拝した後､lo一l-10~6の段階に順次

希釈した｡その希釈水を 100LLbずつ平板寒天培地(zeBe112216E)に接種 し､この平板培

地を20℃で 1週間培養 した後､コロニー数(生菌数)を計数 した｡また同時に､ヒラメの

腸内細菌も分離した｡

分離菌蹄性状試轡

分離菌株はOkuzumietal.(1981)の簡易同定法に基づき､グラム染色性､運動性､形態､

色素産生能､チ トクロームオキシダーゼ反応､ブ ドウ糖発酵性の結果より属レベルの同

定を行った｡

銅イオン耐性菌試験

Casida(1992)が使用した培地を参考にし､ペプ トン1g/B､酵母 0.2g/Q､寒天 15g/B､

塩化銅 0.01g/Qを海水に加え､pH7.2に調節後､オー トクレーブ滅菌した培地を銅寒天

培地として本実験に使用した｡単分離した細菌を本培地に塗探し､1週間20℃下で培養

後､分離細菌が増殖するか否かを判定した｡

結果

細菌分離 :養殖水中の生菌数はサンプリングの 1回目､2回目において約 5×103cells/m

aと極端に少なく､銅滅菌作用によるものと考えられる｡腸内細菌数はそれぞれ約 2.5

×104cells/mb及び 2×104cells/mbであった0

分離菌株性状試験 :養殖水からは計 9株､ヒラメ腸内細菌からは計 5株を分離した｡そ

のうち3株は運動性(+)､チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖無発酵の性状を示

したためPseudomonagⅢ/Ⅳに属すると考えられた07株は色素産生能(+)､運動性(-)､

ブ ドウ糖無発酵であったためFlavobacterium属と考えられた｡また4株は運動性(+)､

チ トクロームオキシダーゼ(+)､ブ ドウ糖を発酵的に分解 したため mbrio属に該当した｡

(表 5)

銅耐性菌試験 :分離菌株(14株)のうち銅寒天培地に増殖した菌株は 11株であった｡ま

た､抗病原菌､抗ウイルス活性を保持し､同時に魚介類の成長促進効果をあらわす有用

細菌は､銅イオンによってその増殖の阻害されることが明らかになった(表 5)｡

(6)病原細菌による攻撃試験と有用細菌の疾病防除効果

A.テラピアを用いた感染試験

方法

餌の授与

テラピア (30g､n-70)を徐々に海水に馴致させるために30%から順次 10%ご

と海水濃度を上げ80%の濃度まで達した後､80%海水に18日間馴致させた｡10
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0%海水にした場合､かなりの確率で柴死する個体が認められたので海水 80%で馴致

をやめた｡馴致後､各試験水槽に20尾づっ収容した｡馴致期間は1日あたり総体重の

l･0%の餌 (g ;30Ⅹ70-2100g ;2100Ⅹ0. 01- 21g)を投与した｡試験開

始時には魚体重は平均 33gになっていた｡馴致後各試験区にそれぞれ 20尾を収容し

た｡試験期間中の投餌量は魚体重の2%を投与した｡

細菌Aをzobell培地で25度 1日培養した後､13.2gのえさに魚油を同様に加え乾燥

した後,3m lの細菌培養液を浸し十分吸収させた後乾燥させ投与した｡対照の餌には

たら肝油のみを加えたものを使用した｡投餌は1日1回､満遍なく行き渡るようにして

2週間投与した｡ 2週間後各 5尾を取り上げると共に食食作用を調べ､さらに残りの

15匹をテラピア由来β溶血性連鎖球菌 (streptococcusiniae)で感染させた｡感染後 2

週間架死をみた｡試験期間中水温は25度に設定した｡

食食作用

取り上げたテラピアの腎臓をハンクス液 (ca,Mgイオン不含､-バリン100U)で

ホモジナイズし､スライ ドチャンバー(ヌンク)に白血球を25度で 1時間付着させた｡

スライ ドグラス上の赤血球等を除くためにハンクス液でリンスした｡予め健康なテラピ

ア2尾から分離していた血清 1m lとβ連鎖球菌streptococcusiniaのホルマリン死菌 1

m l (1X109Cfu/ml) を混合し25度で 1時間反応させオプソニン化した.オプソニン化

した菌体をハンクス液で約 108cfu/m lに調整した｡スライ ドチャンバーにオプソニン

化した菌液を0.1m l加え､25度で90分反応させた｡ 反応後､メタノール固定

した後 ギムザ染色をして付着細胞 200個あたり5個以上の連鎖球菌を貧食 してい

る細胞数を顕微鏡下計測し､会食している細胞を陽性とした｡

感染試験

5尾を食食作用にとりあげた後､残りの15尾の魚に溶血連鎖球菌を1Ⅹ107/魚の

濃度で注射感染させ究死尾数を検討した｡感染後は餌を投与しなかった｡

結果

食食作用 :食食作用の試験結果は､表 6に示した｡細菌 A 区では対照区と比較して

有意に平均値に差が認められた｡感染試験の結果 (表 7)は､細菌の投与区は対照区よ

りも低い架死数を示した｡

B.ヒラメ感染実験

ヒラメ8g (各区10尾)を水槽6個に収容し､3週間馴致させた｡3週間後ヒラメ

は10gとなっていた｡試験は､馴致後細菌 A,BをZoBell培地で25度で24時間培

養後ヒラメの餌に混合し投餌し､2週間飼育した｡餌は体重の3%約 3gに菌液それぞ

れ 1mlを加え軽く乾燥させ投与した｡ 2週間後､ヒラメ由来ビルナウイルスを注射お

よび浸演によって感染させた｡注射感染ではヒラメの腹腔内に0.05ml注射し感染させ

た (約 108 (TCID50)/m l)､感染後 14日間舞死を観察した｡浸漬感染では107
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TCID50/mlになるように海水で希釈して30分感染させた｡感染後餌は投与しなかった｡

水温は試験期間中､18度に設定した｡また､注射感染魚に関しては､生残魚のウイル

ス保有の有無をしらべるためにCHSE-214細胞をもちいて生残魚の牌臓､腎臓､肝臓を

まとめてホモジナイズし､ウイルスを分離した｡

結果

各試験区におけるヒラメ由来ビルナウイルスの感染系において､注射感染後の魚の生

残率 (表 8)および生残魚のウイルス分離率 (表 9)を示した｡対照区と細菌添加区と

の間では値の差は小さいが､細菌添加実験区において生残率､ウイルス分離率の低下す

る傾向がみられた｡

(6)考察

魚の養殖を行っている人々の多くが､微生物を悪者と考えて取り除こうとする｡人間

の生活でも衛生管理のためには消毒剤の散布をおこない､多くの微生物を退治する｡通

常の人間生活では､消毒を常時おこなっているわけではないので弊害は目立たないが､

薬剤を頻繁に使用する病院では､薬に対して抵抗する病原菌に原因する院内感染が大き

な問題となっている｡これが畜産業や水産養殖業となると薬の使用回数と量が多いので､

院内感染が常時起きているような状況となる｡そして今､薬剤を多用しても家畜､魚の

病気がなおらない事例が数多く起こっている｡

実は､薬を使えば使 うほど魚が病気になってしまうという自然界の仕組み(落とし穴)

がある｡ウイルスと細菌との関係をみると､ウイルスの感染を抑制する微生物 (括抗微

生物)は海水中には多数生息している｡ところが､抗生物質は細菌を殺すことはできる

が､ウイルスには効かない｡このため､薬剤の使用によってウイルスを抑制する細菌､

すなわち善玉菌が滅ぼされてしまい､ウイルスは残る｡こうして､いままで善玉菌に押

さえつけられてきたウイルスはのびのびと活動することができ､魚に感染する｡薬剤を

与えて､言い換えればコス トを費やして魚を病気にしてしまうようなことが現実に行わ

れている｡

しかし､善玉菌を増殖させる方法を講じれば､悪玉菌が減少し疾病は起きないという

考え方があり､このような有効な善玉菌は大別するとプロバイオティクスとバイオコン

トロール製剤とになる｡私たちの研究において､世界で初めて魚の成長促進 (プロバイ

オテイクス)効果をあらわし､同時に病原菌の増殖を抑制 (バイオコントロール)､さ

らに海底土の- ドロなどの有機物を分解する有効な機能を保持した微生物を発見し､

1988､1989年に報告した｡その後 13年余が経過したが､この間に同じような微生物

の探索と水産増養殖-の実用化例が数 10編の論文で報告されている｡

本考察では､有用微生物における増養殖魚介類の成長促進と疾病の防除効果､及び有

用微生物を発見した背景と経緯､増養殖環境の向上及び海藻の増殖促進効果等について

述べる｡

9



プロバイオティクスとバイオコントロール製剤

プロバイオティクスの用語は､当初 1960年代において原生動物の生産する物質で他

の原生動物の増殖を促進する因子として提唱された｡その後 1970年代にこの用語は､

動物の腸内細菌相に効果的な作用を及ぼす栄養補助剤として用いられ､さらに 1990年

代初頭に｢宿主の腸内細菌相組成を宿主の健康増進あるいは成長促進に有効な状態に保

つ微生物餌料｣と定義されている｡プロバイオティクスの意義は､無菌の動物はより容

易に羅病することからも推察できる｡健康な成長したニワトリの腸内容物や糞を溶液に

して若鶏に投与した場合､若鶏の病原菌salmonellainfantis-の抵抗性が増大する例も

ある.若鶏の消化管に新しく構成された細菌群がS.infantisの侵入､定着を阻止したと

考えられている｡また､幼児に弱毒化した少量の病原菌 staphylococciを投与すると､病

原性 staphylococciの感染が遅延､あるいは防止される｡

一方､生物防除 (バイオコントロール)では自然界に進行している生物間の括抗作用

を利用する｡多くの場合は､病原生物に対して天敵生物を増殖させ､疾病の防除を行 う｡

農業領域における生物防除方法では､天敵生物を外部より移入させる直接的な技術

(ClassicalorAugmentativebiocontrol)と､有害微生物を阻害するあるいは低減するよう

な植物を栽培する等して当該生産対象植物を保護するといった間接的生物防除技術

(Conservationbiocontrol)が行われている｡このような生物防除に使用する天敵生物を

バイオコントロール製剤､あるいは農業領域ではバイオ農薬とよんでいる｡

プロバイオティクスは､歴史的に乳酸菌が食品としても安全であるという概念により

選択 され､長期間使用 されてきた経緯がある｡ 乳酸菌 (Bljidobacterium longum,

Bljidobacterium thermophilum,Lactobacilluscasei,Lactobacillusdelbrueckiisubspecies

bulgaricus,Lactobacillusplantarum等)では､生体防御能の増進さらに消化管内で優占し

て侵入する病原菌を防除するような効果が報告され､さらに細菌細胞壁のペプチ ドグリ

カンには免疫能の向上効果が証明されている｡これらの主たる機序はマクロファージの

活性化であったり､微生物の生産する酵素が食品と反応して様々な生産物を生成し､生

体に影響を与える作用であったりする｡

プロバイオティクスは病原菌を攻撃し､その増殖を阻害する作用を保持するとはかぎ

らないため､バイオコントロール製剤 (Biocontrolagents)とは区別される｡さらにプロ

バイオティクスは病原生物の天敵である必要はなく､他の微生物を排除する作用は括抗

作用によるというよりは､場の競合などにより結果として病原菌の定着を阻害するプロ

セスとされている｡またプロバイオティクスは宿主の健康増進効果を発現するが､かな

らずLも宿主の成長促進能を保持するとはかぎらない｡このような観点より､バイオコ

ントロール製剤の定義としては､｢自然界に分布する微生物､昆虫等で､病原生物を殺

滅するか､その増殖を阻害する作用を及ぼし､同時に生産を目的とする生物に対しては

少なくとも無害であるか､あるいは成長促進､代謝増進効果を及ぼす生物｣とすること

ができる｡
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負数 削ヒ管内のプロバイオティクスと括抗微生物

魚類消化管内壁は微生物の付着やコロニー形成､微生物-の栄養の供給等において有

効な場となっている｡他方､消化管において高い濃度で分布する細菌は､病原菌の付着､

増殖､コロニー形成等を防止するなどの働きをしている｡魚類消化管微生物は､他の動

物と同様に固有の種が定着し､周囲の環境水中の微生物相とは異なるとの報告がある｡

例えば､海産魚の消化管内微生物では mbrioとPseudomonas属の菌が優占し､淡水産魚

類では Aeromonasや plesiomonas属の菌が優占する｡他にアワビ消化管中の細菌は

Enterobacteriaceae科が優占するした報告もある｡他方では､魚類消化管の微生物は､餌

料や環境水中の微生物が生息したものとする報告がある｡例えば野外で捕獲した魚の腸

内細菌は､当初は Vibriospp.が優占し､BacillusやLactobacillusが低頻度で出現するが､

1年間飼育した後は Pseudononasspp.が優占し､mbrio種はほとんど出現しない｡私達

の研究では､微生物を餌に混合して魚に与えた場合には､この投与した微生物が腸内に

一定期間定着することが分っているが､微生物の投与を止めると腸内の微生物は他のも

のにかわってしまう｡この結果は､上記2つの考え方において両者に部分的に一致する

といえる｡

貝類については興味深い実験がある.イガイ(Mysisstenolepis)に 14C でラベル したセル

ロースを投与した場合､通常はセルロースを消化するが､イガイを 24時間抗生物質処

理するとセルロースの取り込みはなくなる｡しかし､健康なイガイ消化管をこの抗生物

質処理した個体に与えた後では､セルロースを取り込むようになる｡これらの結果は､

消化管微生物の働きを抗生物質が抑制した場合にはイガイのセルロース消化､摂取能が

失われることを示しており､植物プランクトン等のセルロース含有餌料の消化における

消化管微生物の重要性が示唆されている｡なお､魚類についても同様の報告例がある｡

さらに､卵黄を保持した成長段階にある魚類稚仔に有用微生物を投与すると､その後

魚が成長する段階で消化管内微生物相が遷移しても投与した微生物が生存しつづける｡

このため幼生の早い時期に有用細菌を投与して消化管内に定着させることは､魚類の生

存にとって有利であるとした研究もある｡

プロバイオティクスの増殖を促進し消化管中に定着させる物質､プ_ヒバイオティクス

も注目されている｡プロバイオティクスのみの投与では､いずれ常在細菌がこれらを駆

逐してしまうため､プロバイティクスを消化管中において増殖させることが必要となる｡

プレバイオティクスは宿主には消化困難であり､かつ消化管微生物には栄養となる等の

有益な作用を及ぼす｡一般に､晴乳動物には消化 されにくい糖であるオ リゴ糖

(oligosaccharides,fructooligosaccharides)が使用されている.この糖は､ビフイドバクテリ

ア(b捕dobacteria)の栄養となり､糖投与後には本菌が糞便中において優占種となる｡魚

類においては､リノレン酸を大西洋サケに投与すると糞中の細菌数が変化するとした報

告があり､この投与によりグラム陰性菌であるAeromonas,Pseudomonas,nbrio属の種が

増加し､グラム陽性菌であるLactobacillusspp.の出現は抑制された｡
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水産増養殖におけるバイオコントロール (生物防除)

水産増養殖のバイオコントロール製剤研究は､以下の4つの研究レベルに分けること

ができる｡

1.有効微生物が病原菌の増殖を阻害するが､魚介類成長-のかかわりは明らかにされ

ていない研究｡

2.病原菌の増殖を阻害し､かつ魚介類には無害である微生物の研究｡

3.病原菌の増殖を阻害し､かつ魚介類の成長促進効果のある微生物の研究｡

4.上記3つの研究において､さらに菌株が分類同定され､人体に対しても無害である

とした研究｡

以下に､これらの研究例を示す｡

(a)病原細菌の防除

魚病細菌 (mbrio,Aeromonas,Pasteurella,Edwwdsiella,Yersinia,Pseudomonas属の細菌)

の防除を目的として､抗菌性を示す細菌株の病原菌-の増殖阻害作用をしらべた報告で

は､多くの病原菌が供試菌に対して感受性を示したが､病原菌の2株 (Edwardsiellatarda

とpseudomonasaeruginosa)は全ての供試菌に耐性を示した｡Bacillussp.を濃度 104-105

cells/mlになるように､160日間ウシエビ養殖池に投与したところ､nbrio属菌数､特に

病原性があるとされている発光性 mbrio菌数が減少し､またエビ養殖池底中の mbrio菌

数も減少したとした報告､またAeromonas属の一種が魚やェどの病原細菌に対して強い

括抗作用を示した例等､いくつかの研究があるが､これらの研究では､試験した菌株が

魚介類に対してどのように作用するのか､その代謝等を阻害しないのか等が明らかにさ

れていないので､現場養殖-の実用化にむけた充分な知見が得られているとはいえない｡

また､いくつかの商品としてBacillus菌を組成としたバイオコントロール製剤が販売さ

れているが､本菌は細胞壁が厚く､消化が困難であることも理由となり､魚介類幼稚仔

の成長を阻害することが報告されいる｡

これに対して次の研究例では､供試菌の病原微生物に対する括抗作用とともに､魚介

類-の影響についても調べている｡これらの研究には､Carnobacteriumsp.が消化管の

中で生存し､病原菌 mbrioanguillarumとAeromonassalmonicidaを阻害し､供試菌の魚

類-の阻害作用はなかった例､nuorescentpseudomonasは､魚体には無害であり､本菌

は鉄イオンの吸収により他の微生物､例えば人為的に感染させたAeromonassalmonicida

の増殖を抑制した例 (この作用は､3価鉄イオン輸送因子であるシデロフォアによるも

のであり､シデロフォアを持つ微生物が環境水中の鉄イオンを消費するため､結果とし

て鉄イオンを要求する他の微生物の増殖を阻害する)等がある｡

微生物による病原菌防除とともに､使用した菌株が魚介類の生残率向上効果をあらわ

すとした研究成果では､分離菌が V7brio菌 3種の増殖を阻害し､中でも1株は強い阻害

活性を示すとともに､カキの成長-の阻害はなかった例がある｡この事例では病原菌
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Vibrioalginolyticusによる攻撃試験において､有用菌の存在下でカキ幼生の70%が生残

したが､有用菌の存在しない条件での生残率は8%であったと報告している｡ しかし､

この研究では供試菌はカキ生残率向上には有効であったが､使用した菌株の分類同定が

行われていないので､人間-の毒性の有無が危倶される｡

上記の事例に対して､使用した菌株の分類にまで研究を展開した報告例も多いので､

引用文献を付して述べるoRiquelme(1996)は､Alteromonashaloplanktisの培養静止期の培

養液上澄が病原菌の増殖を抑制したと報告しているOこの抑制効果は､A.haloplanktis

の培養初期および対数増殖期の培養上澄にはみられない｡この有効細菌に魚類幼生を 1

時間浸漬した場合､病原菌 vibriosp.-の抵抗効果があらわれたが､24時間浸演の場合

では無浸演の場合との相違はみられなかった｡Austin等 (1995)の報告では､バイオコ

ントロール製剤としての mbrioalginolyticus培養液上澄の凍結乾燥粉末は､病原菌 mbrio

ordaliiを阻害し､その数が急激に減少した｡さらに､他の病原菌Aeromonassalmonicida

とvibrioanguillarumの阻害効果もみられた｡しかし､Yersiniaruckeriに対しては阻害効

果はなかった｡彼らは､このバイオコントロール製剤を太平洋サケに投与したが､その

結果病原菌Aeromonassalmonicidaの攻撃試験において魚体の抵抗性が増大したOしか

し､V7brioanguillarumとV.071daliiに対する感染抑止効果は低かったOGram等 (1999)

の報告では､鉄イオン制限下で培養したpseudomonasjluorescensの培地上樫は Vibrio

anguillarumの増殖を抑制したが､鉄分が豊富にある培地中で培養 した場合の上澄には

阻害効果はない｡しかし､P.jtuorescensの細胞数が V.anguillarum細胞数より100-1000

倍多い場合にはP.jluorescensは V.anguillarumの増殖を阻害した｡さらに彼らは､105

-107cells/mlのP.jluorescensをニジマス飼育水中に添加 し､5日間飼育した後 104-105

cells/mlの V.anguillarumの攻撃試験を行った結果､生残率が向上したとしている｡

Robertson等(2000)によると､病原菌に対して括抗作用を保持する細菌carnobacteriumsp.

を配合飼料に混合してサケ科魚類に投与したところ､投与菌は消化管内で生存していた｡

14日間投与した後のAeromonassalmonicida,Vibrioordaliiや Yersiniaruckeri等の攻撃試

験では､サケ科魚類の生残は無投与の魚の生残率よりも向上したOしかし､V.anguillarum

の攻撃試験では魚の生残率の向上効果はなかった｡Nikoskelainen等(2001)によると､乳

酸菌Lactobacillusrhamnosusを 109と1012cells/g-feed (配合飼料)の濃度でニジマスに

51日間投与し､投与 10日目にせっそう症をおこす病原菌Aeromonassalmonicidaの攻撃

試験を行ったところ､細菌無投与実験区の死亡率は52.6%であったが､投与実験区では

18.9%(109cells/g-feed濃度の場合)と46.3%(1012cells/g-feed投与)となったoGibson等

(1998)によると､バクテリオシン様の阻害物質を生産するAeromonasmediaは病原菌

V7briotubiasiiのカキ-の攻撃に対して防護する効果を示したが､A.media無投与の実験

区ではカキは5日後に死滅したOまた､A.media単独の場合はカキの生残-の影響は見

られなかった｡

Bacillussp.の胞子をワムシに与えた場合､無投与のワムシ培養水中の細菌相では

vibrioが優占していたが､投与区の細菌相においては多様な菌相を示した｡このワムシ
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をカレイに与えた 10日後では､成長と生残率とが向上した(Gatesoupe,1991)｡Munro等

(1995)も､Aeromonassp･をワムシ培養水中に添加した場合､nbrioanguillarum数が減少

したと報告している｡

Maeda(1988),Maeda&Nogami(1989),Maeda皮Li且o(1992),Maeda等 (1992)､Nogami

皮Maeda(1992),MaedaandLiao(1994),Maeda(1999)は養殖水中より分離した菌株

Thalassobacterutilisとpseudoalteromonasundinaがェビ(Penaeusmonodon)､カニ(Portunus

trituberculatus)等の成長を促進するとともに､病原微生物-の括抗作用を示すことを報

告した｡この､P.undinaはシマアジ(caranusdelicatissimus)の生残率の向上およびウイ

ルス疾病の防除効果も示した(Maeda等､1997)Oさらに､Thalassobacterutilisは養殖水

中に出現した真菌の増殖も抑制した印ogami等,1997).

(b)ウイルスの防除

ウイルス病は増養殖産業に甚大な損害を与えている｡クルマエビ科のエビ penaeus

monodonやp.j'aponicusの生産はバキュロウイルス病で被害を受けており､特に台湾で

1988年に発生した本疾病でウシエビ生産量が前年の約90,000トンから30,000トン(1988

午)､20,000トン (1989年)に減少した｡また､1993年に発生したクルマエビウイルス

病では､九州､瀬戸内海を中心としたクルマエビ産業に大きな損失を与えている｡これ

らのエビウイルス病の規模は､その後も拡大しており､東南アジア､南米エビ養殖の生

産阻害要因の一つとなっている｡この他にもサケに感染するIfrNVや IPNV､ヒラメに

感染するRhabdoウイルス(HIRRV)､ブリに感染するブリAscitesウイルス (YAV)､シ

マアジのNervousNecrosisウイルス (SJNNV)､タイに感染するIridoウイルスや､他に

もいくつかの問題となる病原ウイルスがある｡

抗ウイルス細菌の養殖環境への利用については､Pseudoalteromonasundinaをウシエ

ビ及びシマアジ種苗生産水に約 106cells/mlの濃度で添加 したところ､生残率が向上し､

一方微生物を投与しない生産区では種苗は紫死した(Maeda& Liao,1994;Maedaetal.,

1997;Maeda,1999)｡Yoshimizu&Ezura(1999)は､抗ウイルス細菌をマス､ヒラメやマツ

カワの消化管より分離した.試験した虹マスやマスは､抗ウイルス機能を持つAeromonas

sp.を投与した後では､人為的IHNVの攻撃試験に対してより強い耐性を示した｡

上記のように､自然海水中及び魚介類体内には括抗作用を示す微生物が多く分布し､

その相互作用において微生物相の平衡が成立すると考えられるが､薬剤の使用や紫外線､

オゾン等の水処理によってこの微生物間平衡関係がくずれることがありうる｡特に危険

な事例としては､薬剤使用の場合には耐性菌の出現と共に､病原菌を抑制する役割を担

っている微生物群を系外に除去してしまうことになり､薬剤耐性をもった病原菌の増殖

がより加速される｡このような状況においては､環境水中の微生物を制御 して疾病を防

除する方法 (バイオコントロール)研究のさらなる進展が必要となるであろう｡さらに

バイオコントロールは水産における薬剤使用制限の強化､あるいは消費者の食の安全に
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対する危倶感などに対応する方法にもなる｡なお､私たちが探索､使用した有用細菌の

すべては一般的な栄養源で生育し､温度や酸素量等の培養条件においても通常の微生物

との相違点は少ない｡この善玉菌を有効に使用することにより､低 ･無投薬養殖魚 (ブ

ランド魚)の供給と､養殖コス トの削減が可能になると考える｡

海水中のウイルスの分布とそり過量

従来海水中に分布するウイルスの計数は､細菌株を混釈して作製 した寒天平板培地上

でのウイルスによる透明プラークの形成に基づいて行われ､この方法では通常 1-loヴ

イルス粒子/mlの計数値が得られる｡これに対して電子顕微鏡を使用した場合の計数値

は大幅に高くなり､Bergh 等(1989)は海水､淡水中のウイルス計数値は､104-108ゥィル

ス粒子/mlの間で変動すると報告した｡この研究に先だって､同様に電子顕微鏡による

観察で海水中のウイルスの分布数が予想外に多いとした Faur6-Fremiet等 (1963)の戟告

例がある｡Faur6-Fremiet等は､カニ(Cancerpagurus)に付着している繊毛虫zoothamnium

alternasの細胞表面に多数の細菌が生息していること､この細菌内に大量のバクテリオ

ファージが観察されたことを述べている｡この他にも海水中のウイルスの分布について

はいくつかの報告がある(Heldal皮Bratbak,1991;Weinbauer等 1995;Steward等,1996)0

一方､人間に感染するウイルスの海水､海底土における消長に関する研究も多く､病

原性ウイルスは下水処理場に隣接する沿岸水や海底土に分布することが明らかにされ

た(Gerba等,1977;LaBelle&Gerba,1980)｡これらのウイルスの生存 (活性保持)期間は

海底土中においては､海水中よりも長いこと(smith等,1978)が報告され､さらにLaBelle

&Gerba(1979)は､異なるpH､塩分濃度､有機物濃度におけるウイルスの海底土-の吸

着 と遊離について しらべ､海底土に添加 した polioviruS,CoxsackieviruS,echoviruS,

rotav血Sの 99%が強弱はあるが吸着されたと報告している｡また Gerba皮 Schaiberger

(1975)は､大腸菌バクテリオファージは､海水中に粘土 kaoliniteを加えた場合には失

活しにくいとしている｡

下水の流入する沿岸水域に生息する貝類(カキ､イガイや他の2枚貝)個体内からは､

人間の病原性腸内ウイルス(polio,echo,Coxsackie,reoウイルス等)が検出される｡例えば

Coxsachie等の腸内ウイルスは､下水処理場から4マイル離れた海水中に生息するカキ

(Crassostreavirginica)から分離され､このカキを5℃で保存した場合､貝体内のウイ

ルスの感染能は少なくとも28日間は維持された｡カキの各組織の中で消化管中にウイ

ルスが最も多く保持されていたが､しかし各組織においてウイルス数が増加する傾向は

見られなかった(Metcalf&Stiles,1965)｡この結果から彼らは貝類がウイルスのベクター

(運び屋)としての役割を担い､ウイルスを体内において安定的に保持していると推論

している｡

海水中におけるウイルスの不活化

海水 (淡水)中のウイルスの不活性化については､人体に感染す病原性ウイルスの潤
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長についての知見が蓄積されているoMatossian&Garabedian(1967)によると､表層海水

によってポリオウイルスは 6-9日で不活化したoLかし､海水をメンブレンフィルタ

ーで滅過した場合には､この不活性化の効果は失われたOこの報告は､メンブレンフィ

ルターによって除去されてしまう微生物等の因子がウイルスの不活化に関与している

ことを示唆している｡ポリオウイルスとサケウイルス(salmonidviruses)では､海水中で

サケウイルスがより長く生存したが､淡水中ではポリオウイルスの方が安定していた

(Tranzo&Hetrick,1982)｡また､LaBelle&Gerba(1980)､Toranzo等 (1982)は､ポリオ

ウイルスの感染力は海水中に海底土を添加 した場合には､無添加の場合よりも長く維持

されることを明らかにした｡｡この効果は､ウイルスが底土粒子に吸着することにより､

微生物からの攻撃の度合いが減少するためと推論している｡この他にも､海水中の物理

化学的要因によるウイルスの不活性化について塩分､濁度 (懸濁物)､光線等の影響に

関する報告がある｡

海水中の微生物によるウイルスの不活化

Tranzo等(1983a,1983b)は､InfectiousPancreaticNecrosisⅥms(ⅣNV)について､海水中

のウイルス不活能は､海水中の微生物数が多い場合に増大すると報告 し､F頑oka等

(1980)もウイルスを不活化する海洋微生物の存在を示唆した｡これらの研究に先立ち､

Gundersen等(1967)は既に海洋細菌の保持するウイルス不活性能すなわち VIC(Virus

lnactivatingCapacity)を報告し､この活性を保持する細菌は mbriosp,であるとした｡

Vibriomarinusの抗ウイルス活性は､4-12℃において培養 した場合に発現するが､25℃

培養においては発現しないとした報告もある(Magnusson等,1967)｡同様に､海洋細菌の

抗ウイルス活性は Kamei等(1987)､Direkbusarakom等(1988)によっても報告されている

が､一方 suttle&Chen(1992)は､海洋微生物の抗ウイルス能について否定的な結果を報

告している｡

Tranzo等(1983a)はウイルス不活性化物質について以下の研究を行った｡pseudomonas

sp.とV7briosp.の対数増殖期における培養上澄液には､ポリオウイルスのカプシドを分

解 (あるいは損傷)する活性が検出された｡すなわち､上澄液を作用させたウイルスは

(1)宿主細胞-の感染力が減少した｡(2)RNA分解酵素-の感受性が増大､すなわちRNase

酵素作用によってウイルスからRNAの溶出量が増大した｡(3)14Cでラベルしたウイル

スでは､細菌培養上澄液の作用により､その85-90%の14C関連物質が2-5nmポアサ

イズのフィルターを通過した､と報告したo一方 Herrmann& Cliver(1973)によると､

細菌が生産するウイルス不活化物質は蛋白質分解酵素 (プロテアーゼ)であり､この酵

素がウイルスのカプシドを分解することによりウイルスを不活化したとしている｡

養殖水中からの抗ウイルス細菌の分離

前報 (日本水産資源保護協会月報 2004年 2月号)で､無菌的に飼育した動物は病原

菌の攻撃に対する抵抗力が弱く､また､魚類の飼育環境水および消化管中には病原菌に
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対して桔抗作用をしめす細菌が多く生息することを述べた｡これらの有用な括抗微生物

を分離する場合に､仮に､寒天平板法で1つの海水試料から 10種類の細菌を分離した

とすると､いくつかの養殖池からは容易に数 100コロニーの株を得ることになる｡この

ような状況下で､魚介類の成長を促進し､かつ病原微生物の増殖を抑制する有用微生物

を短期的に､しかも可能であれば少ない供試菌数において探索 ･分離するためには､分

離する場の選択が重要となる｡根圏微生物が適当な細菌相で構成されている場合には､

植物がよく成長する事例と同様に､魚介類の成長促進効果等をあらわす微生物の分離で

は､当該魚介類が順調に生育している飼育環境を分離源とすることが適当であろう｡こ

のような好適環境では､魚介類の成長に有効な細菌群が多く生息している可能性がある｡

他方､疾病の発生している飼育環境では､病原菌等が優占している場合が考えられる｡

しかし､魚介類が生育している好適環境といえども､病原菌が皆無ということではなく､

病原菌､有用細菌をふくめた細菌群集において､細菌間の相互作用の結果としての平衡

関係がなりたっていると考えるべきであり､この点では好適環境からも病原菌が分離さ

れる可能性は充分にある｡

病原細菌に括抗作用を示す菌株の検定では､寒天平板培地を用いた方法が簡便といえ

る｡すなわち供試菌を2本のスミアとして一方の寒天平板培地に移植 し､その2本のス

ミア間に病原菌を移植する｡他方の平板培地には病原菌のみを移植する｡供試菌が抗菌

能を保持する場合には､スミア間に移植した病原菌の増殖量は対照区のスミアよりも小

さくなる｡次に抗ウイルス活性の測定においては､多くの事例で強い抗菌力を保持して

いる有用微生物は抗ウイルス活性を示すことが判明している｡抗ウイルス活性測定のた

めには魚類細胞を培養 し､その培養細胞に病原ウイルスを感染させ､さらに有用細菌の

菌体培養液上樫を抗生物質とともに加える実験系を作成する｡供試菌培養上澄に抗ウイ

ルス活性がある場合には､ウイルス感染による細胞の崩壊が抑制される｡このような実

験系では､繁雑な操作が必要であるため､検定にかなりの時間を費やすことになるQこ

のため､最初に抗菌力テス トによって菌株を選択し､続いて､この抗菌活性を保持して

いる株に対して抗ウイルス能の検定を行うことで､時間､費用の節減が可能となる｡我々

の結果でも､抗 搾brio活性を保持する菌株の大半は､強弱はあるものの供試ウイルスの

感染抑制能を保持していた｡

これらの括抗細菌が魚介類に対して少なくとも無害か､あるいは摂食されて魚介類の

成長を促進するかの検定は､上記抗菌テス トと同時に行 うべき必須事項となる｡魚介類

幼生は短時間に急速に成長 し変態を行 うので､幼生の形態的特徴を基にすれば､検定に

供した細菌株が幼生の成長を促進あるいは阻害しているかを容易に判定することがで

きる｡また､細菌を蛍光色素で染色して幼生に投与し､消化管部分を蛍光顕微鏡で観察

すると､幼生が細菌を摂食 した場合には細菌の発する蛍光を確認することができる｡し

かし魚介類幼生は､しばしば無差別に餌飼料を摂食し､その後未消化のため究死するこ

とがあるので､例え消化管中に細菌の塊が確認されても好適餌料とは確定できず､幼生

の成長や変態を指標とした判定方法をあわせて用いることが必要となる｡
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微生物ライン

微生物ラインとは､ケイ藻やワムシ等の餌料生物の増殖を促進する微生物が､同時に

魚介類の餌料となり､さらにプロバイオティクスやバイオコントロール製剤として魚介

類の生存に有効に作用する過程をあらわしている｡この微生物は､また､魚介類の糞な

どと共に排出され海底に沈降して海底土の- ドロ等有機物を分解する｡一方､これらの

微生物は隣接する藻場等において大型海藻の生長促進因子となる｡このように同一微生

物がいくつかの異なった食物連鎖栄養段階生物に対して有効に作用するプロセスを微

生物ラインと定義する｡

(a)餌料となる微生物

少量の有機物を加えた海水でエビ､カニ幼生を飼育すると､幼生の生残率と脱皮率が

向上する｡この技術は種苗生産における ｢水作り｣として知られており､このような飼

育水からはエビ､カニ幼生の生残､成長､脱皮向上効果のある細菌が分離された(Maeda

&Liao,1992;Maeda等､1992)｡この結果は､有機物の添加により細菌類が増殖し､そ

の中にエビ､カニに対して有用な種が存在していることを示唆している｡ここにおいて

微生物を中心とした微生物食物連鎖が重要となる｡

海洋生態学の研究がはじまって以来､長い期間にわたって食物連鎖-の理解が十分で

はなかったため､大半の植物プランクトンが直接的に動物プランクトンや魚介類稚仔の

餌料になると考えられてきた｡このため､例えば養殖においても魚類の主たる餌料とし

て微細藻類が使用されてきた｡この微細藻類餌料は魚類消化管内において色素のかたま

りとして識別されて､摂食していることが確認されるが､魚類は結局は無投餌の魚と同

じ期間しか生存できずに死亡する｡エビ養殖においてもケイ藻が餌料として投与される

が､対数増殖期のケイ藻をエビは摂食せず､ケイ藻が増殖停滞期や死滅期になった､い

わゆる増殖の衰えたケイ藻細胞をエビはよく摂食することが知られている｡事実､エビ､

カニの餌料としてケイ藻に細菌株を混合して投与した場合には､その生残率はケイ藻の

みを与えた場合と比較して大幅に向上することが判明している (Maeda&Liao,1992)｡

自然海水中ではコペボーダやオキアミのような動物プランク トンの抱卵数や幼生生

残率は､植物プランクトンと共にデ トリタスや原生動物を投与した場合に増大する｡自

然界全体でも､例えば森林では葉を直接餌料とする､すなわち樹木の生育している葉か

らの食物移行プロセス (エネルギーフロー)の割合は大変に小さく､大半のエネルギー

は落葉が微生物によって分解する中で原生動物､昆虫等の微小あるいは小動物-と移行

する｡このように構築された物質サイクルによって､樹木や肉食動物､鳥類が生息する

豊かな森林生態系が維持されることになるが､その根幹の一つには微生物から発する食

物連鎖があり､近年海洋においても同様の食物移行過程が主たる経路であるとの認識に

到っている｡例えば､植物プランクトンが光合成によって生産する細胞外溶存態有機物

(DOM)量は植物プランクトンの全光合成量の数 10% (20-40%)になると試算され

ており､この植物プランクトンが生産するDOM の約 60%が微生物に取り込まれるとし
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た報告もある (Williams,1981)｡この他にも魚介類や動物プランク トンの摂食時に生産 ･

排出されるDOM や糞中から溶出するDOM があり､これらの DOM を総称してDOM

プールと表現する｡そして､このDOM プールを利用して微生物､原生動物群等が増殖

し､食物連鎖の出発点となる｡すなわち､海洋において植物プランクトンは､餌料とし

ての役割よりは有機物の生産者としての役割を担い､餌料となる生物はこれらの有機物

を摂取して増殖する微生物等であるとする食物経路が重要視されている｡これは､上述

の森林生態系における食物連鎖と同様のエネルギー移行経路でもある0

この微生物から発する食物連鎖は､これまではデ トリタス (腐食)食物連鎖とよばれ

てきた｡しかし､デ トリタスの栄養価の研究において､例えば海藻の腐植過程で微生物

が少ない場合には栄養価 (N,P量あるいはこれらを餌とする小動物の成長､生残率を

もとにして算出)が低いことが明らかにされている (Uchida等,1997)｡また､マングロ

ーブの葉の腐植においても､経時的に炭水化物量が減少し､逆に蛋白質量が増大する｡

この事象はマングローブ葉の腐植にともなって付着する微生物の量が増加する様相を

あらわしており､これら生物遺骸の腐植において､実は付着し増殖する微生物によって

全体の栄養価が増大することを意味している｡このため､最近ではこれまでのデ トリタ

ス食物連鎖や腐食連鎖にかえて "微生物食物連鎖"の用語を用いる場合が多くなった｡

水産増養殖においても同様に､ケイ藻や緑藻 (ナンノクロロブシス)の生産する有機物

等を利用して増殖する微生物､原生動物などの集合体､餌料微生物群集が魚介類幼生の

主たる餌料となっている｡

(b)ケイ藻､ワムシ､大型海藻の増殖促進微生物

有用細菌 (プロバイオティクスやバイオコントロール製剤)の中には､微細藻類 (ケ

イ藻､緑藻等)の増殖促進作用をあらわす菌株がある｡このような菌株を､例えばケイ

藻培養に使用した場合には､ケイ藻の増殖促進､及びこのケイ藻と細菌株の混合培養体

を投与して飼育するエビ､カニ､貝類などの生残率､成長の向上効果とが同時に得られ

る｡

また､これらの有用細菌の中には大型海藻の生長促進効果をあらわす株がある｡海藻

と微生物との共生については､微生物の存在により生長が促進される､あるいは生存が

より容易となる補完的な関係と､微生物が存在しない条件下では海藻の形態形成が不完

全となるといったより密接な相互関係とがあるが､いづれにしても特定の微生物は海藻

の生長に影響を及ぼしている｡海水中の構造物等の基盤上には微生物が密集して生息し

ていることが知られており､実際に海水中にガラス板を設置した場合には数日後にガラ

ス板は微生物で覆われる｡基盤上に付着して生長する海藻は､同様に基盤上に生息する

微生物の影響をうけると考えられるが､事実､上記の有用細菌を海藻遊走子の培養系に

添加した実験では海藻の生長促進作用がみられた｡藻場再生においては､海藻種の生長

速度を高め､さらに 1年生大型海藻を育てて動物の摂食圧を吸収することにより､多年

生大型海藻の育成を促進する等の応用技術が必要であるが､上記有用微生物の利用によ
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り藻場造成がより進展するものと期待できる｡

(C)環境向上効果をしめす微生物

上記有用細菌は､有機物などを分解する能力も持つ｡養殖場において細菌を配合飼料

に混合して魚に投与すると､残餌や糞中の有用細菌が養殖水域の海底土に沈積 し､海底

土の- ドロを分解する｡私達の調査では3ケ月間の細菌株添加によって､養殖海底土の

窒素､隣､硫化物や有機物量が､細菌を添加しなかった場合よりも40-60%減少した｡

この細菌は海底土中の小動物によっても摂食され､そして増加 した動物は海底土中を動

き回り土壌粒子を擾拝する｡この小動物の擾拝 (バイオタ-ベ-ション)により､酸素

量が少ない海底土中に酸素の多い海水が浸透するため､- ドロの分解がより促進される

ことになる｡

このように､現在私たちが保持している微生物は､複数の生物種に対して効果をあら

わす株が多く､例えば海藻生長促進､ケイ藻増殖促進､ワムシや魚介類成長促進等の機

能を同時に保持する微生物､魚介類の餌料となり同時に消化管内において病原菌を排除

する等の疾病防除効果があり､かつ海底土の有機物を分解して底土環境向上効果をあら

わす株等がある｡そして､これらの微生物を魚介類残樺の発酵に用いることにより､発

酵生産物を飼料に利用できるなどの付加価値が生じるように､これらの微生物利用によ

る相乗効果の発現も期待できる｡

要約

魚類 (イシガキダイ､ホシガレイ､ヒラメ)の生物嬢過膜より微生物を分離し､そ

の機能 (主として括抗作用)および同定をおこなった｡分離した細菌の中で､約半数の

株は病原菌vl'brl'oaDguj'11arumに対して括抗作用をしめし､病原菌の増殖を抑制した｡

また､その大半の菌株は魚類伝染性造血器壊死症原因ウイルス(IHNV)の増殖を抑制した｡

この結果は､養殖環境においては､病原菌の増殖を抑制する有用細菌が多数生息し､そ

の作用によって疾病防除効果があらわれていることを示唆している｡これらの有用細菌

は､紫外線滅菌をおこなっている水中では､その菌数は少なく (紫外線滅菌をおこなっ

ていない場合の約1/100)､一方､生物嬢過膜などの付着基盤上では増加 (紫外線滅菌

を行っていない場合の約10倍)する傾向にあった｡さらに､病原菌を抑制する菌株は､

養殖水中よりも生物嬢過膜上において､その出現割合が高く､同様に抗ウイルス細菌の

出現割合も生物漉過膜上において高かった｡これらの有用細菌の多くは､Pseudomonas

属の種と同定された｡これらの有用細菌のなかで､魚類 (主としてヒラメを使用)の生

長促進効果をあらわす菌株を選抜した｡

さらに､銅イオンを使用して常時飼育水を滅菌しているヒラメ養殖水環境においては､

水中の細菌数は銅イオンを使用していないヒラメ養殖水と比較して､約1/100と低い値

を示した｡これらの細菌の多くは､魚類の成長阻害作用をあらわすFlavobacterj'um属
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の種であった｡また､この銅イオン滅菌を行っている養殖水に上記病原菌に対 して括抗

作用をしめし､同時にヒラメの成長促進効果も保持する有用細菌を約 1ケ月間添加 した

が､その多くは検出できなかったなめ､銅イオン滅菌環境においてはこれら有用細菌の

生存は困難と考えられた｡

これら､有用細菌を配合飼料に混合してヒラメに一定期間投与し､その後に病原ウイ

ルス (ビルナウイルス)を注射感染 したところ､対照実験区と比較 して有用細菌投与区

のヒラメの生存率が高かった｡
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表 1.イ シガキダイ 飼 育水からの分 離菌株にお け る抗 vibrio活性 と 簡 易分 類

Bacterialstrains辛VibriO-Staticactivities(%)*. Motilityqrtochront)oxidasetest0-Ftest TentativeidemiGcation
OP･1 39
0P･2 29

0p-3 17

0p-4 29

0p-5 29

OPl6 36

0p-7 29
OP18 39
0p-9 32
PB-1 55
PB-2 50

PB-3 67

PBJ1 52

PB-5 53

PB-6 50

PB-7 33

SKW･1 53

SKW･2 22
SKW･3 9
SKW14 47
SKW･5 14
SKWl6 29

l
+
+

■
･
+
+
+

一

■
十

.
+
+
+
+
+
+

negative notiderrliBed
negative Pseudomonagm/1V
negative rx)tidentified

negative FZwobacterim
negative Flavobacterim
negative rx)tidentiBed
negative PsewiofWJWm/1V
(:九idative PseudofTWJW I･D

negative rx)tidentiBed

negative 伽 bacteriwn

negative 伽 bacteriwn

negafive FlJcn,obacteri㍍ T

negative FlGn)Obacteriwn

+ negative rx)tider止iRed
+ Oxidalive Pseuck)mofW I

negative FIcrvobacteriwn

+ 仇idative Pseuck)lWnaSI･D

+ neBative PseudomofWm/1V
negative mtidentified

+ FeITEntativeVibrio

negative rK)tidemi丘ed

+ Ferrx)ntative Vibrio

☆:op:イシガキダイ水槽中のスライ ドガラス付着細菌.

pB:イシガキダイ水槽中の生物滅過材からの付着細菌.

SKW:イシガキダイ飼育水中からの分離細菌.

*":抗 Vl'bn'o活性試験には病原菌 Vl'brloangulllamm を用いた.

24



表 2.ヒラ メ ､ホシガレイ飼育水からの分離菌株における抗 mbrio活性と簡易分類

IhcteridsbdId VlbrioIStaticactivities(o/o) Mdility q他hrm℃oKidasetestOFtest Td ativeid如i茄血icn

1

2

1

2

肌

慧

桝

耶

剛

Ⅳ

朋

慧

慧

W

W

器

W.

m

m

m

m

m

W

矧

悦

郎

剛

剛

別

冊

珊

3

0

25

2

0

0

2

0

8
;
軸

部

伯

12

19

測

o

1

o

F3

1

E3
部

心

労
3

21

3

部

o

o

鵡

+ +

+ 十

+ +

+

+ +

+

+

+

+

十

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

l

+

l
+

+

+

+

+

+

十

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

negative Pseukv7W W皿/〟

Ckiddive PsethbvTW WI･u

n喝祉ive Psetkbwm m/1V

n轡tive IdidmtiBed

negive PseukylW uZSAw′1V

ne琴dve 17m,d xlerim

n轡tive HCn)cbcx:teriwn

Oddadve Pseubw23W I･u

Fentntative nbrio

n等ぬⅦ PseLd)nn 皿/1V

(加idative Pselkbwxn zsJ･D

Ckidative P!∽此あ〝m Z･D

n轡dve Hcwcbcdenlwn

(加idative Psezuk177W IID

n轡tive PseLabwm m/1V

n画 ve 肋 eriznn

nqptive Pseudm w w屈/1V

呼 ive rx*itknti丘d

negtive FseukwwwD/1V

negative 励 ck teyim

n轡tive Psewk)frmaS一好/〟

n轡tive PseLabvTW D/1V

n甲tiⅦ Psewbnw msD′〟

(九idative PseubvIW J･D

negdve Psewk)ww w必′IV

negdve Ftmoktm'wn

仇idative Fseub vTW Z･D

n聯tive 肋 m'm

(太idatiW Psetaww Z･D

H喝血ve lia,k terim

R m地 ive Vibn'o

*:po:ヒラメ水槽中のスライ ドガラス付着細菌. Net:ヒラメ水槽中の生物癒過材付着細菌･

pow:ヒラメ飼育水中からの分離細菌.

ⅤⅤ:ホシガレイ水槽中のスライ ドガラス付着細菌. FS:ホシガレイ水槽中埴過砂

付着細菌.W :ホシガレイ飼育水中からの分離細菌.
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表 3.異なった分離源(イシガキダイ､ヒラメ及びホシガレイ飼育槽)から採取した菌株中の

抗菌性細菌数

Numberofstrainsisolated* Numberofvtbr/0-51atlCbacteria Numberofvirucidalbacterla**

Isolatedbacteriafromglasssllde 25
Isolatedbacteriafrombiofilter 18

Isolatedbacteriafromaquaculturewa 10

*:抗 vibrio活性が30%以上の菌株数.

**:抗 vibrio活性を保持する菌株における抗ウイルス活性を保持する細菌数.

表 4.抗ウイルス活性の強い菌株における抗エ ドワジェラ活性

Bacterialstrains Vibrio -statica ctiv it ies(%) E.tarda-staticactivities(%)

∩フ
/hU
Oノ
2

7
3

0

3

3

4

3

つJ
3

3

3

′人U
5

5

3

3

4

4

35

21

0

9

0

0
0

0

0

0
0



表 5.銅イオン滅菌水槽から分離した細菌群の銅耐性菌の割合と簡易分類

CuC12COnCentretions(ppm)
Bacterialstrains Sourceofisolation o 0.01 0.1 1 10 50 100 250
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W

W

W

W

W
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0

0

0

0
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+
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+
+
+
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+
+
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+

】
+
+
+
+
十
十
+
+
+

･
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+
+

l
十
十

+
+
+
+
+
+
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】
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【
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十

十
十
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+

l
+
+
【
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+

l
+
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l
+
+

l

l
十
十
十

Eckloniakurome

EKZ-2 zoospores + + 十 十
OL-4 0ryzlaSlatipeswat(+

pocw:銅イオン滅菌水中分離菌株,pocD:銅イオン滅菌水で飼育したヒラメ腸内細菌.

EKZ-2:海藻クロメ遊走子から分離した有用細菌.

oL-4:メダカ飼育水中から分離した有用細菌.

表 6.細菌を加えた餌を投与した各個体の食食作用

個体番号

対照 8 12 7 16 20

表 7.各飼料を投与した後､溶血連鎖球菌感染後の各区の舞死数

処理 柴死数

対照 9/ 15
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表 8.ウイルス注射感染後のヒラメ難死個体数

対照 2/ 10
細菌 A 0/ 10

表 9.注射感染後の生残魚のウイルス分離率ウイルス分離率

対照 4/8

細菌 A 3/10

細菌 B 2/10
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図1.直接計数法と平根法によるイシガキダイ水槽に設置した

スライドガラス上の付着細菌数の変化･
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図2.直接計数法と平板法によるイシガキダイ飼育水中の細菌数の変化
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図10.ヒラメ､ホシガレイ飼育水槽からの分離菌株上澄液による

CHSE-214細胞変性効果.
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