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養殖場環境を健全に維持する鍵を握る微生物群の多様性解析
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給餌 型 の魚 類養 殖 では、残 餌 や排 泄物 など

による自家 汚 染が相 変 わらず 問題 になっている。

持 続 可能な養殖 を行 うためには、このような有機

物 負荷 の大きい養殖 場水 域の 自浄能 力を把 握

す ることが不可 欠となる。細 菌群 集 は、微 生 物ル

ープを介 して環境 中のほとんどの有機 物を無機

化 している(す なわ ち自浄 している)た め、その

群 集構 造 を明らか にすることがきわめて重 要 と

なる(Azam,1999)。

本研 究では、養 殖 場環 境 にお ける細 菌群集

による自浄能 力を把握 す る 一一助 として、有 機物

分解 に対して大きな役割 を担 っているであろう

増殖 細菌 群の構 造を調 べた。

増 殖細 菌群 の構造 を解析 するために、BrdU

magneticbeadsimmunocapturePCR-DGGE

(BUMP-DGGE)法 を用 いた(Taniguchiand

Hamasaki,2007)。BUMP-DGGE法 は、DNAト

レーサー 法と変性剤 濃 度勾配 ゲル電 気 泳動 法

(DenaturingGradientGelElectrophoresis:

DGGE法)を 組 み合 わせた手 法である。DNAト

レーサー 法とは、チミジン(DNA合 成 前駆 物質)

の類似 体であるプロモデオキシウリジン(BrdU)

Tablel環 境 要因

のDNAへ の取り込みを利用し、活発 に増殖、す

なわちDNA合 成している細菌を検 出する手法

である。

材料と方法

2009年5・7・9・ll.月 に近畿 大学 水産 研 究所

の養 殖場 桟橋(水 深約10m)か ら、lmお よび

海 底か らマイナ スlm(B-lm)深 度 海 水を採 取

し、目合200μmナ イロンメッシュで前濾 過 した。

また、養 魚 生篭 直 下の底 泥堆積 物 を柱 状 に採

取 し、容 易 に水 中へ 巻き上がる層 を浮 泥試 料と

した。増殖 細 菌群 の解析 のため、各試料 に最 終

濃 度1μMと なるようにプ ロモ デオキシウリジン

(BrdU)を 加 え、現 場海 水 温で5時 間培 養 した。

培 養 後 、孔径3μmポ リカーボ ネー トフィル ター

お よび 孔径0.22μmカ ー トリッジフィルターで試

料 を濾過 し、DNAを 抽 出 ・精 製 した後 、BrdU標

識DNAを 分 取 し、16SrRNA遺 伝 子 の一部 を

PCR増 幅 し、DGGE解 析 を行 った。環 境 要因 と

して、水 温 ・塩 分 ・クロロフィル 濃度 ・全 菌数 を測

定した。
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Fig.2増 殖 細菌 群の16SrRNA遺 伝 鈴に基 づいた近 隣接 合 法 による系統樹 。太字 が本研 究 において特

定 したファイロタイプで、枝 の数 字 は50%以Lの ブー トストラップ値 を示 している。4g吻 瞭 αθ01∫c〃3はアウト

グル ープ。

産物 が仔 魚 の病 原 菌 に対 しプ ロバ イオテ ィク

ス効 果 を持 つ 細 菌 が いることが示 唆 され ている

(Buchanθ ∫α1.,2005)。 本研 究 にお いて特 定さ

れ たロゼオ バクター に近 縁 であったファイロタイ

プ の中 にも、このような効果 を持 つ細 菌が いるか

もしれない。

増殖 細 菌群5フ ァイロタイプは、これ まで養殖

場環 境 とは全 く異なる沿岸 域 にお いて活 発 に増

殖 している細 菌 と最 も近 縁 であった(Hamasaki

α α∠,2007)。 このことは、沿岸 域 にお ける増殖

細 菌群 は 、有▲機 物 が潤 沢 にあるような環 境 条 件

に、特 に適 応 した細菌 群であることを示唆 してい

る。

今 後 これ ら細 菌 に焦 点 を当てた定 量 的 解 析

手法(Fluorescence∫ η3〃㍑hybridization法 や 定

量PCR法)、 あるいは培 養 法を試 み、その性 状

を明 らか にす ることで 、養 殖 場 水 域 にお ける細

菌群 の 自浄能 力な どの役 割 につ い て詳 しい情

報を得ることができるだろう。
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