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研究成果 の概要(和 文):近 畿大学の クロマ グロ養殖 イケスは、奄美 大島の花天 湾にあ る。 ここ

のイ ケスロー プには、美 しい サンゴが育 っている。 このク ロマ グロ養殖 とサン ゴ共存 のメカニ

ズムを物質循環 の駆動力 となる海洋細菌 の動態 とサンゴが大量 に放 出す る粘液 に注 目して調べ

た。イ ケス周辺 の 「海水 のみ」 と 「海水+粘 液」 を一定 時間培養 し、比較す る と、 「海水 のみ」

ではあま り細菌群集構造 が変化 しなかったが、「海水+粘 液」ではその質 も量 も大き く変化 した。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):Manybeauti飢coralsarelivingontheropesoftunacagesinAmami

ExperimentalStationofKinkiUniversit》 ㌃Thissuggeststhattheappropriateaquacultureactivities

wouldbedoneinthisarea.Suchco-existencebetweenaquacultureandcoralisveryrareintheworld.

InthisstudメwefbcusedontheecologicalfUnctionsofmarinebacteriaandcoralmucusasthefirststep

tounderstandthewonderfhlbalanceoftheecosystem.Themucuswascollectedffom、4c胆 ρorαsp.

whichwasadominantspeciesonropesofthetunacages.Bacterialabundanceinthe

``mucus+seawater"sampleduringlO
-h-incubationincreased

,whilethatintheseawatersample(control)

waslowerandconstant.Bacterialcompositionchangeddrasticallyinthe``mucus+seawater``sample,

butnotintheseawatersample.
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1.研 究 開始 当初 の背景

(1)サ ン ゴは"き れ いな海"の 代表的 な生

物 として扱 われ るこ とが多い。事実、透 明度

が高 く、貧栄養 な海 域でのみサ ンゴは生育す

る。有機 物負荷が大 き く、富栄養化 の進行 し

やす い海 域 でサ ンゴは生育 しないので あ る。
一方 、海 へ多大な有機 物負 荷 をかけ る経済活

動 の代表格 は、養殖で ある。 自家汚染 とい う

言葉 が示す よ うに、イ ケス養 殖 はサ ンゴの
「敵」 となるこ とが多い(Capturingthe

cornerstonesofcoralreefresilience:

linkingtheorytopractice.Nystrometal.,

CoralReefs27:795-809,2008)。 そ もそ も養

魚 イ ケ ス の 近 く に サ ン ゴ は 生 育 で き な い の

が 常識 な の で あ る。 養 魚 イ ケ ス の有 機 物 負 荷

とそれ に伴 う富栄 養 化 を 中 心 と した 、サ ン ゴ

へ の影 響 を評 価 す る場 合 で も、イ ケ スか ら数

百 メ ー トル か ら数 キ ロ メー トル 離 れ た 海 域

に 存 在 す るサ ン ゴ礁 な ど が 対 象 に な っ て い

る(Gradientsofcoastalfishfarmeffluents

andtheireffectoncoralreefmicrobes.

Garrenetal.,EnvironmentalMicrobiology

10:2299-2312,2008)。

奄 美 大 島花 天 湾 の ク ロマ グ ロ養 殖 イ ケ ス を



設置 した水域で は、そのイケス ロープに大量

のサ ンゴが生 育 して い るので あ る。 これ は、

極 めて希有 な状況 とい える。 この希有な状況

を生み 出 して い る生態 系の メカ ニ ズム を解

明できれ ば、今後新たに クロマ グロ養殖 が予

定 され る海域で も、サ ンゴ との共存 ・共栄の

予測 が可能 になる。

(2)日 本 人 は大 量のマ グロを消費す る。 中

で もクロマ グ ロは高級魚 と して好 まれ るが、

そ の天然 の資源量 は極 めて限 られて いる。近

畿 大学 が世 界 に先駆 けて成功 した ク ロマ グ
ロの完全養殖(養 殖親魚→採 卵→人工授精 →

卵孚化→(種 苗生産)→ 仔稚魚 の育成→成魚 の

育成→ 出荷 と養殖親魚 、このサイ クルを完全

に人 為的 な コン トロール 下で 回す こ と)は 、

天 然資源 に負荷 をか けない理 想 的 な養 殖 技

術 である。 この クロマ グロの完全養殖 技術 の

確立 に伴 い、クロマ グロ養殖 も活発化 し、奄

美 大 島は ク ロマ グ ロ養殖 の 日本 の メ ッカ に

な りっつ ある。

た だ し、クロマ グロの完全養 殖に も未 だに

大 きな弱点 がある。完全養殖 は天然の クロマ

グロ資源 に負荷 をかけないが、環境には多大

な有機 物負荷 をか けるので ある。 最近 では、

様 々 な環境 低負 荷型 の配 合餌 料 が 開発 され

てきてお り、残餌に よる有機 物負荷は相 当改

善 され ているが 、クロマ グロ養 殖では未 だ決

定的 な配合飼料 は開発 され てお らず 、生餌 を

必要 としてい るのである。

イ ケス養殖 の中でも、最 も環境への有機 物

負荷 が高 い ク ロマ グ ロ養 殖 と清澄 な海 の代

表格 であるサ ンゴ。 この両者 が共存 ・共栄す

る奄美大 島の花天湾 は、環境調 和型 クロマ グ

ロ養殖 のモデル ケー ス とな り得 る。

2.研 究 の 目的

奄 美大 島花 天湾 の クロマ グ ロ養 殖場 水 域

の有機物 ・栄養塩 と細菌群 の環境動態 を明 ら

かにす る。 この養魚 水域での有機 物の加入 は、

養殖 での残 餌や 排泄 物 とサ ン ゴの光合 成 代

謝産物 であるサ ンゴ粘液 になる。それ ら有機

物 の分解 ・無機化過程 を主に担 う海洋 細菌群

の量(活 性 を含む)と 質(群 集組成)を 明 ら

かに し、クロマ グロ養 殖 とサ ンゴの共存 を可

能す る環境条件 を明 らかにす る。

従来 の研究 は、魚類養殖 のサン ゴへ の(悪)

影響 、 とい った視点 が 中心で あ る。 これ が、

本研 究 で は クロマ グ ロ養 殖 とサ ンゴ との相

互 関係 の解 明 となる。サ ンゴか らクロマ グロ

養殖へ の影響 も評価す る。 これ は、いままで

なかったアイデ アである。何故、なかったの

か?そ れ は、そ もそ も養殖 水域 とサ ンゴとの

物理 的な距離が 、有 る程度離れていた ことが

大 きな要 因である(数100メ ー トルか ら数 キ

ロメー トル)。 イ ケス養 殖の 中心地点 か ら遠

ざかるに従い 、サ ンゴが生育 し始め るとい う

のが今 までのパ ター ンである。そのた め、潮

流 に よ り養 殖 場水 域 の海水 が どれ く らいサ

ン ゴ礁 帯へ流れ 込んでい るのか(養 殖⇒サ ン

ゴ)を 調 べ た研 究 が 多 い(Environmental

Microbiology10:2299-2312,2008)。 しか し、

奄 美大 島花 天湾 のク ロマ グ ロ養殖 場水域 は、

根本 的に異な る。イ ケス網の 中のクロマ グロ

がサン ゴか ら2～3mの ところを泳いでい る

のであ る。 これ は今 まで なか った養殖 クロマ

グ ロ とサ ンゴ との相 互 関係 の解 明 を 目指 す、

新 たなチャ レンジ といえ る。

3.研 究の方 法

(1)試 料 の採 取 と培養

2011～2012年 の5.月 と10月 に、近畿大学

水 産研 究 所奄美 大 島実 験場 の ク ロマ グ ロ養

殖場(花 天湾)の イ ケス ロー プに棲息す るサ

ン ゴ 加ropor∂sp.の 極 近傍 か ら50mL容 シ リ

ン ジを用 いて 、粘 液 を含 む海 水試 料(MuS

試料)を 採取 した。対照 区 として、そ のサ ン
ゴか ら離 れた海水試料(SW試 料)も 、 同様

に採 取 した。また、MuS試 料 とSW試 料 を1:

1の 割合で混合 した もの(MuS:SW)も 用意

した。 それ ぞれ 、5L茶 褐色 ビンに採 取 し、

クーラーに入れ 、陸上施設 に持 ち帰 った。陸

上施設 にて、各試料 にBrdUを 終濃度1μM

にな るよ うに加 え、現場海水 温付 近で1、3、

5、10時 間培養 した。なお、定量的解析 は2010

年10.月 にも予備実験 として実施 した。培養

終了時に、50mL遠 沈管に50mL試 料 を取 り、

100mMチ ミジン500μL加 え、BrdUの 取 り込

みを終えた。

(2)海 洋細 菌群 の定性 的解析

上記(1)の 各試 料 を培養 後、孔径0.22μm

ステ リベ クスフ ィル ター(MILLIPORE)で 濾

過 し、細菌 細胞 を集 めた。 これ らの試料 は、

解析 まで冷凍保存 した。

PCR増 幅:上 記の フィル ターか ら、キサ ン ト

ゲ ン酸SDS抽 出法でDNAを 抽 出・精製 した。

PCRに よ り、細菌分類 の汎用遺伝子16SrRNA

遺伝子 に特異的なプライマーセ ッ トを用 い

て、お よそ566塩 基 の遺伝子断片 を増幅 した。

使用 したプ ライマーは、フォワー ドプライマ
ー341F-GC(5'-CGCCCGCCGCGCGCG

GCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG

GCCTACGGGAGGCAGCAG-3'、 下 線 はGC

ク ラ ン プ)と リバ ー ス プ ライ マ ー907R

(5'-CCGTCAArTCMTTTGAGTTT-3')で

あ る。DNA量 が20ngμL-1に な る よ うに調 節

し、DNAIμLを0.2mLPCRチ ュ ー ブ に取 り、

PCRマ ス タ ー ミ ック ス49μL(1試 料 あた り、

10×buffbr[2mMMgCl2]5μL、25mMdNTP4

μL、1.0μM341F-GCO.25μL、1.0μM907R

O.25μL、0.8mgmL-lBovineSenlmAlbumin2

μL、TaKaRaEκTaqO.025unitsO.25μL、H20

37.25μL)を 加 えて よ く混合 し、BIO-RADの

ClOOOサ ー マル サ イ ク ラー を使 用 し、PCR増

幅 を行 っ た。PCR増 幅 を、 タ ッチ ダ ウ ン法 で



行 い 、そ の サ イ クル は 、95℃:5分 、(95℃:

1分 、65℃[-1℃/cycle]:1分 、72℃:1分)×

10サ イ クル 、(95℃:1分 、55℃:1分 、72℃:

1分)×25サ イ クル 、72℃:10分 で あ る。

こ のPCR増 幅 産 物 を2%ア ガ ロー ス ゲ ル に よ

る電 気 泳 動 で確 認 した。

DGGE(変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲル 電 気 泳 動):変 性

剤 の濃 度 が0%solution(6%ア ク リル ア ミ ド、

0.5×TAEbuf驚r)と100%solution(6%ア ク リ

ル ア ミ ド、0.5×TAEbuf驚r、7MUrea、40%脱

イ オ ン ホル ム ア ミ ド)を 混 合 し、変 性 剤70%

solution(0%solution7.2mL、100%solution

l6.8mL)と 変 性 剤25%solution(0%solutionl8

mL、100%solution6mL)を つ くっ た 。 そ れ

ぞ れ に20%APS各100μLとTEMED各10μL

を 加 え 、変 性 剤 濃 度 勾 配 が25%～70%の ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲル を調 製 した。 お よそ1時

間放 置 して ゲル が 固 ま る の を確 認 した後 、ス

タ ッキ ン グ ゲル(0%solution8mL、20%APS

80μL、TEMED8μL)を ゲ ル 上 部 に 調 製 した 。

IngenyIntemationalBV社 のINGENYphorU-2

を 使 用 して 、85V、60℃ 、16時 間 でDGGE

を 行 っ た。DGGEに ア プ ライ したPCR増 幅 産

物 量 を 、画 像 解 析 ソフ トImageJを 使 用 して 、

ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 画 像 の 蛍 光 強 度 か ら

50ngに な る よ うに した 。 泳 動 後 、E-Graph

wuVM20(ArTO社)を 用 い て 、 ゲ ル の 撮

影 を行 っ た。

ク ラ ス ター 解 析:DGGEの ゲ ル を撮影 した 写

真 か ら各 試 料 の バ ン ド数 お よび 位 置 を 確 認

後 、2値 化 した。Jaccard指 数 を用 い て 、 類 似

度 を求 め た。

Jaccard指 数=NAB/(NA+NB-NAB)、 こ こで

NAとNBはAレ ー ン あ る い はBレ ー ンの 各 バ

ン ド数 、NABは 両 レー ンに 共 通 の バ ン ド数 で

あ る。 この類 似 度 を 求 め て 、統 計 ソ フ ト 「R」

を 用 い て 群 平 均 法 で ク ラ ス タ ー 解 析 を 行 っ

た。

4.研 究 成 果

(1)細 菌 群 の 量 的解 析

2010年10月 と2011年5.月 、11月 の 試 料

を全 て処 理 し、そ の 実 験 結 果 を解 析 した 。 培

養10時 間 の積 算 細 菌 生産 量 は 、2011年11

,月が 最 も高 く、2010年10月 が 最 も低 い値 と

な っ た。2010年10.月 の 培 養10時 間 の積 算

細 菌 生 産 量 は、SW試 料 、MuS試 料 で 、そ れ

ぞ れ7.92±1.72μgCIL、105±13.7μgCIL

と な っ た。2011年5.月 の 培 養10時 間 の積 算

細 菌 生 産 量 は、SW試 料 、MuS:SW試 料 、

MuS試 料 で 、 それ ぞれ147土83.4μgCIL、

494±52.7μgCIL、592±24.8μgCILと な っ

た(図1)。2011年11.月 の 培 養10時 間 の 積

算 細 菌 生 産 量 は 、40.75±24.1μgCIL、214±

20μgCIL、283±23.7μgCILと な った。 全

て の月 にお い て 、MuS試 料 は 、SW試 料 を大

き く上 回 る結 果 とな っ た(p<0.01)。 ま た 、

2011年5.月 、11月 のMuS:SW試 料 もSW

試 料 を 上 回 る結 果 とな っ た(ρ<0.01)。

700

一◆-MuS

-■-MuS:SW

+SW

図1.2011年5月 奄美大島実験場のサンゴ

粘液が促進す る細菌生産量の経時変化

各 月の細菌生産 量の違いで は、2011年5

.月が一番 高 く、2010年10.月 が低い結果 とな

った。これは、天候 によるもの と考 え られ る。

2011年5月 の細菌生産量 が高 いのは、5.月は

梅 雨の時期 であ る。実 際に、サ ンプ リング前

日には、雨が降っていた。雨 が降る と、山か

らの有機 物が海 に流れ 込む。 その結果 、有機

物 が増 え、細菌生産量が高 くなった ので はな

いか と考 え られ る。2011年11 .月のサ ンプ リ

ン グ も前 日まで 雨は 降っ てい た。 しか し、

2010年10月 は、晴れであ った。 どの.月にお

いて も、MuS試 料 は、SW試 料 よ りも大幅 に

増加 していた。また、MuS試 料 の濃度 を半分

に したMuS:SW試 料で もSW試 料 を上 回る

結果 となっている。 このこ とか ら、クロマ グ

ロ養殖場 のサ ンゴが粘液 を放 出す ると、周辺

の細 菌群 の増殖 を促 してい る もの で はない

か と考え られ る。

本研 究では、サンゴの放 出す る粘液 は、細

菌 生産 量を大幅に向上 させ 、養殖場 の浄化機

能 に影響 を与えている ことが示 唆 され た。

(2)細 菌群 の質的解析

海水 には、培養前後 において蛍光強度が強
いバ ン ドA-1が 存在 していた(図2)。 しか し、

培養 前の粘液試料 、1:1混 合試料 では確認で

きた このバ ン ドが、培養後 には確認 できな く

なった。粘液試料 において確認で きた蛍光強

度 の強いバ ン ドA-2は 、1:1混 合試料 でも確

認 できた(図2)。 海水試料 で も、このバ ン ド

は確認 でき るが、蛍光 強度 は弱かった。

DGGEの バ ン ドパ ター ンの類似度 をクラス

ター解析 に よって比較 した ところ、大 き く分

けて二つ の クラスター に分 け るこ とがで き、

海水試料 、粘液試料 で構成 された クラス ター

が形成 された(図3)。 培養前 の1:1混 合試料

は、海水試料 で構成 された クラス ター に含 ま

れ ていたが、培養後 には粘液試料で構成 され

た クラスターに含 まれ ていた。

海 水試料 にお ける全 細菌群 の群 集構造 は、

培養 前 と10時 間の培養後で も類似 していた

(図3)。 一方、粘液試料 と1:1混 合試料 にお



ける全細菌群の群集構造は、培養前後で全く

異なっていた。培養前の1:1混 合試料は、海
水試料の群集構造に似ていたが、培養後には

粘液試料に類似するようになった。これらの

結果は、海水のみでは起こらない細菌群の変

化 を促すポテンシャルをサンゴ粘液が持つ
ことを示唆する。
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図2.16SrRNA遺 伝子断片のDGGEバ ン ド
パ ター ン

海水試料 には、培養 前後において蛍 光強度

が強 いバ ン ドA-1が 確認 で きた(図2)。 この

バ ン ドは、クロマ グロ養殖 場水域で活発 に増

殖 してお り、有機 物 をよ り多 く分解 ・利 用 し

てい る細菌種で あるこ とが考 え られ る。つま

り、物質循 環に影 響 を与 えてい る細菌種であ

る可能性 がある。 しか し、興 味深 い こ とに、

培養前 の粘液試 料、1:1混 合試料 では確認 で

きたバ ン ドA-1が 、培養 後には確認 で きな く

なった。既報研究 で、サ ンゴの放 出す る粘液

が、増殖基質 として働 くのみ な らず 、ある種

の細 菌 に とって忌避 物 質 あ るい は増 殖 阻害

物質 とな るとい う報告 があ る。培養後 に確認

できな くなったバ ン ドA-1は 、サ ンゴ粘液 の

持 つ抗菌 作用 に よ り、増殖が抑制 された細菌

種 なのか もしれ ない。 また、粘液試料 におい

て蛍 光強度 が強かったバ ン ドA-2は 、海水試

料 で蛍光 強度 が強かったバ ン ドA-1と は別で

あった(図2)。 バ ン ドA-2は 、培養 後の1:1

混合試料 で も優 占していた。 これ らの結果 は、

ク ロマ グ ロ養殖 場 い けす ロー プ上 のサ ン ゴ

周辺 では、海水 のみ の場合 と異 な り、粘液 の

影 響 を受 けた独 自の細 菌群集 構 造 が形成 さ

れ てい ることを示唆す る。本養殖場 には、サ

ン ゴ粘 液 の影 響 を受 けた細 菌群 と受 けてい

ない細 菌 群 に よって複 雑 な細菌 群集 構造 が

形成 され てい る。それ は、高次 の生物 にも影

響 を与え、物質循環 が複雑 になるこ とを意味

す る。本研究 では、サ ンゴが存在 しない養殖

場 水域 の物質循 環 とは異 な る特 別 な物質 循

環 が、本 クロマ グロ養殖場水域 には存在 して
い ることを示 唆 した。 その結果 、クロマ グロ

養殖場 にサ ンゴが生息 してい るとい う、理想

的 な光景 が成 り立 ってい るの で はない だ ろ

うか。

研 究調 査 の対 象 とす る奄美 大 島瀬 戸 内町

は、い わば 日本 のクロマ グロ養殖 のメ ッカで

あ る。それ と同時に、奄美大 島は世界有数 の

サ ンゴの生育地である。 クロマ グロ養殖 は過

疎化 の進 む奄美 大島では、今後 もカ を入れて

行 くべき重要な産業 であ る。 しか し、そ のた

め に世 界 有数 の美 しいサ ン ゴを失 うわ け に

はいかない。 サン ゴを失 うことな く、クロマ

グ ロ養殖 を繁 栄 させ る ことが、奄美大 島での

重 要な命題 となる。本研究で得 られ た成果 は、

ク ロマグ ロ養殖 とサン ゴの共 存 ・共栄へ の道
へのほんの第 一歩 に過 ぎない。 しか し、絶妙

なバ ランス で クロマ グ ロ養 殖 とサ ンゴの生

育が両立す る生態 系の解 明は、過疎化が深刻

な離 島な どの環境 を守 りつつ 、経済 の活性化

を促す地域 お こしや雇用促進 につなが る。今

後 も引き続 き、本研究 を深化 させ 、奄美大 島

花天湾 の生態 系を物質循環 ・エネル ギー流 ・

食 物網 とい った観 点 か ら明 らか に して い く

必 要があ る。
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