


材料と方法

試料の採集2008年ll月4日 、和歌 山県田辺湾

の湾奥部にある近畿大学水産研 究所が管理する

魚類養殖 生篭桟橋の先端 の水域で底泥堆積物

をKK式 柱状採泥器を用いて採集した。海水は、

陸上養殖 に使用するために、現場海水をろ過 し

たものを採集した。底泥堆積物と海水 は研究室に

持ち帰った後、速やかに暗所 ・4℃ で保管 した。

底泥堆積物は、室内実験 に使用する前に、底泥

内の物質 ・微生物を均等にするために、底泥をよ

く混合した。底泥堆積物の体積 は、あらかじめ水

を入れておいたメスシリンダーに湿泥を量りとり、

湿泥の重量と水 の容積から堆積物の体積を算 出

した。

室内実験の条件200m1ビ ーカーに、21で 採

取した海水と底泥堆積物を約2:1と なるように入

れ、アルミホイルで蓋をし、20℃ ・暗所で培養した。

酸素条件による有機物分解の違いをみるために、

好気条件 と嫌気条件の試験区を用意した。好気

条件は、一一日一一回海水の半分をエアレーションし

た新しい海水(平均溶存酸素濃度:8.8mgO2/L)と

交換した。嫌気条件は、水面を樹脂製ラップで覆

い、空気 中からの酸素の供給を 一切遮断した。

負荷される有機物によって、分解 に違いが表れ

るのかどうかみるために、植物プランクトンと、人工

飼料、の有機物負荷 区を用意した。コントロール

には何も添加 しない底泥を用いた。植物プランク

トンを負荷した試験 区では、遮光して弱らせてお

いた植物プランクトンの1物朋oc乃10rρρ518を底泥堆

積物直上に添加 した。添加後も 八り朋oo〃orOP518

に光合成活性を阻害するために、光が完全 に遮

断されるようにビーカー全体をアルミホイルで覆っ

た。人 工飼 料 を負 荷 した試 験 区で は 、実 際 に近

畿 大 学水 産 研 究 所 で使 用 され ている人工 試 料 、

「マダイEPス ーパ ー4号 」(日清丸 紅飼料 株 式会

社)、4粒 を砕 い て底 泥堆 積 物 上に均 等 に添加 し

た。これ ら試 験 区に嫌気 条 件 と好 気条 件 があるの

で、試験 区は合計6種 類である。各試験 区は、そ

れぞれ3本 立てで行 った。好 気 条件 の海 水 交換

は 夕方 に行 い、次の 口の午 前 中 にサンプ リングを

行った。サンプリングはDay-0か らDay-7ま で毎 日

行 った。溶 存 酸 素 は海 水 を、溶 存 酸 素 以 外 は全

て底 泥堆 積物 を分 析 した。

細胞 外酵 素 活性 底 泥堆積 物 にお ける細胞 外酵

素活 性 の測定 はDay-0か らDay-7ま で毎 日行 っ

た。

細 胞 外酵 素活 性 の測 定 には、96ウ ェル マイクロ

プレー ト(optiplate-96well、PerkinElmer)に オー トク

レープ した濾過 滅 菌3%NaC1溶 液(以 下、滅 菌

人 工海 水)190μLを あらかじめ添加 しておき、量り

取った底 泥0.lg(湿 重量)を 懸 濁させた。使用 した

基 質 は、ペ プチターゼ活性 用 の

L-Leucine-methylcoumarin(Sigma)、 β一グル コシタ

ーゼ活 性 用の

methylumbelhfblly1一 β一D-glucoside(Sigma)、 キモ ト

リプ シン活性 用 の

Suc-Leu-Leu-Va1-Tyr-methylcoumarin(ペ プ チ ド

研 究 所)、またアルカリフォスファター ゼ活 性 川 の

4-MethylumbellifbrylphosphateLiquidSubstrate

System(Sigma)を 用 い 、ペ プチダー ゼおよび β一グ

ル コシターゼ 用 の基 質 はメチ ル セロソル ブ(和 光

純 薬 、特級)、 またキモ トリプシン用 の気 質 は ジメ

チル スル ポキシド(和光 純薬 、特 級)で 溶解 させ た。

これ ら基質 を、底泥 を懸濁 させ てお いたマイクロプ

レー トに終 濃度 が250μMと なるように添加 した。こ

のマイクロプ レー トを培 養開 始から30分 毎に2時

185



問 、蛍 光 マイクロプ レー トリー ダ ー(Wallacl420

ARVOsx,PerkinElmer)内 で 培養 し、細 菌 の細 胞

外酵 素 の加 水 分 解 によって生 じた分解 産 物 であ

る蛍光 基 質 の吸 光 度 を測 定 した。滅 菌 人 工海 水

を同様 の手順 で測 定 したものをブランクとした。標

準物 質 として、蛍 光色 素 の

4-methylmbellifbrone(Sigma)と

7-Amino-4-methylcoumarin(Sigma)を メチ ルセ ロソ

ルブで溶解 した標準 溶液 を終濃 度0.1、1、5、10、

お よび50μMと なうように調 製 し、蛍 光量 の変化

か ら分 解 され た基 質 の濃 度 を求 め るため の検 量

線 を作成 した。測 定 時 間 における蛍 光 濃度 か ら、

単 位 体 積 の1時 間 あた りの 細 胞 外 酵 素 活 性

(nmo1/cm3/h)を 算 出した。

なお 、アルカリフォスファター ゼは今 回の室 内

実 験から新 たに加 えられた酵 素であり、今 までの

現場 調査 には使 用 され ていない。

硫化 物 量 硫 化物 の測 定は 、Day-0コ ントロール

と、Day-7の 全 ての条 件で測 定 した。

底 泥堆 積 物試 料 にお ける酸揮 発性 硫化 物 量

(以下 、硫 化物 量)を 検 知管 法 により市販の簡 易型

硫 化物 測 定器(ヘ ドロテックーS、ガステック)を用

いて測定 した。

総細 菌数 総 細 菌数 は、Day-0、1、2、3、7の コン

トロールと人 工飼 料 のサンプルを計 数 した。

サ ンプリングした底 泥堆積 物0.lg(湿 泥)を 量 り

とり、滅 菌人 工海 水で10倍 希釈 した20%ホ ル マ

リンPBS溶 液lmlに 添加 し、4℃ ・暗所 で固定 し

た。

細菌 計数 は、直接 検鏡 法 により計 数 した。固 定

させた底 泥堆積 物 を0.lg量 りとり、滅 菌 人 工海 水

10mlに 懸 濁させ 、界面 活性剤 である、ディスクブ

イルター(孔 径0.22μm、ADVANTEC社)で 濾 過

除菌 したトリトンXを 終濃度 が0.1%と なるように添

加 した。超 音波 発生 器(トミー工 業)で 出力3(13.7

W)で7分 間処 理 をし、底泥 堆積 物 に付 着 した細

菌 を剥離 させ た。超音 波 処理 後 、細 菌 と底泥 に分

離 させ るために試料 を2800×9で30秒 間遠 心分

離 をし、上清lm1を オー トクレープ滅 菌した樹 脂

製容 器 に移 し、デ ィスクフィル ター(孔 径0.22μm、

ADVANTEC社)で 濾 過 除 菌 した 蛍 光 染 色 剤

4'6-diamino-2-phenylindo】e(DAPI)溶 液 を終 濃 度

が05μ9/mLと なるように加 え、さらにDAPI以 外

の蛍 光 を抑 えるため に濾 過 除 菌 したアクリジンオ

レンジを終濃度 が50μg/mLと なるように添加 した。

その後 、2時 間 ・暗所 ・4℃ で染 色 した。 染 色 した

試 料を、0.3～0.5mL量 りとり、ヌクレオ ポアフィル

ター(孔 径0.2μm、Nucleopore社)に より濾 過 しフィ

ル ター 」二に細 菌を集 め 、スライドガラスに移 し、無

蛍 光 グリセリンをフィル ター に滴 下し、カバ ー ガラ

スで封 入 した。このスライドを落射 型 蛍 光顕 微 鏡

(OLYMPUS)で 観 察 し、20視 野以 上、300細 胞以

上 計 数 し、単位 体積 当たりの総 細 菌 数 を算 出 し

た。

溶 存 酸 素(DO)DOの 測 定 は、好 気 条件 の 交

換 水 、Day-0コ ントロール と、Day-7の 全ての条件

で測 定した。

100mLビ ーカー に試 料 水 を適 量 取 り、マグネテ

ィックスター ラー で試 料 水 を撹 絆 しなが ら、DOメ

ー ター(OM -51型HORIBA)でDO濃 度 を測定 し

た。

結果

細胞外酵素活性において、コントロール 、植物

プランクトンの試験 区は、好気条件と嫌気条件で
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一ゼ活性 はべプチダーゼと比較すると
、高くない

という結果と一致する(3)。これまでは、酸 素が供

給されると、底泥堆積物 における分解 ・無機 化が

…様 に活性化されるといわれてきた
。今回の室内

実験 によって酸素に影響されやすい酵素と、され

にくい酵素があることが明らかとなった。

今後の課題は、なぜ好気的環境で活性 が高く

なる酵素と、好気的環境でも嫌気的環境でも活性

に大きな差がない酵素があるのかを解 明すること

である。酵素の産生量の制限要因は大きく二つの

タイプに分けられる。一つ 目は水温、DO濃 度、硫

化物量、pH、有機物負荷量、そして負荷された有

機物の種類などの環境要因である。これらが単独

で影響 している場合と、複合的に作用して影響 し

ている場合が考えられる。細菌が酵素を産生する

きっかけとなる様 々な刺激 が考えられ 、酵素活性

をコントロールする様 々な要因を解 明していく必

要がある。二つ 目は、酵素を産生している細菌 自

体の性質である。細菌にとって最適な環境に置か

れた場合 、最大限の努力をして酵素を産生し、有

機 物を取 り込もうとする貧欲な細菌と、常 に一定

量の酵素しか産生しない、マイペースな細菌が存

在するのかもしれない。或いは、細菌によって酵

素産生の最大量が大きなものと小さなものがある

のかもしれない。

前者 に対しては、様 々な環境 条件 を想定 した

室内実験を行い、酵素活性をコントロールする環

境要因を解 明し、どの環境では活性が一L昇し、減

少するのかを明らかにする。後者に対しては、室

内実験 によって環境 が変化 した前後の細 菌群集

構造の変化を見ることである。例えば、好気的環

境と嫌気的環境で細菌数が増加する細菌群の種

類が異なるかもしれない。ただし、細菌数が増加

したからというわけでその種類の細菌群が特定の

酵素を産生していると言い切ることはできない。他

の水域 における同様の研究を調べ 、新たな実験

を検討する必要がある。

また、赤潮プランクトンの中には無機態リン濃度

が低下すると、アルカリフォスファターゼを産生し、

有機態リンをリン源 として利用する種があることが

報告されている。このことから、赤潮プランクトンが

アルカリフォスファターゼを産生し、有機態リンを

増殖 に利 用している可能性 は高いということが明

らかとなっている。田辺湾におけるアルカリフォス

ファターゼと植物プランクトン、赤潮発生との関係

を見ていけば、赤 潮の予測が出来るかもしれな

い。

酵素活性をコントロールする環境要因と、細菌

群集 構造の解 明をすることが、好気 的環境 で活

性が高くなる酵素と、好気的環境でも嫌気的環境

でも活性 に大きな差がない酵素があるのかを明ら

かにする第一歩となるだろう。

浅海域を中心に行われる魚類養殖の場合 、持

続性の高いイケス養殖を実施するためには、海底

泥の有機物分解能力(有 機物に対する自浄能力

或いは環境容量)を 正確 に把握することが重要に

なる。ただ、有機物の分解能力といっても、タンパ

ク質の分解活性 、脂質の分解活性、炭水化物の

分解活性のそれぞれを担う酵素群が異なる。本研

究では、溶存酸素や硫化物量といった環境要因

が有機物の質的変化 に応じて、変化することを確

認 した。これは、底泥の 自浄能力を担う海洋細菌

群が、自浄対象とする有機物の種類に応じて、そ

れぞれ役割分担していることを示す。持続的に天

然水域を利 用す るためには、この環境の変化 に

応 じて様 々に変化する自浄能力(環 境容量)を 把

握することが極 めて重要になる。海底泥の全有機

炭素量などの環境 因子の解析 は、現在も継続 し
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て行 っている。
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