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医療技術の進歩 と共に世界の人口が劇的に増大

した。増大 した人口を維持 していくためには大量

の食料が必要である。その大量の食料を天然資源

だけで賄 うことは難 しく,人 類は食料を作 り出し

ていかなければな らない。日本は,国 内に広大な

農作地を確保できず,ま た周囲を海に囲まれてい

る。食料確保の点において,日 本における水産資

源の重要性は非常に高い。この水産資源を作 り出

す過程が魚類養殖 である。この魚類養殖は、持続

的かつ安定的に行われねばならない。

養殖を安定的に続けてい くためには,大 量の種

苗を安定 して供給できなければならない。大量に

種苗を確保するためには,集 約 的に種苗を生産す

る必要が生 じる。 ところが,集 約的に種苗生産を

行 うと,し ばしば種苗の大量へい死が発生する。

この大量へい死の発生が,種 苗の安定生産を妨げ

ている。以前より種苗生産における大量へい死の

問題は研究 されてお り,大 量へい死には飼育水中

の微生物群集が関係 していることが指摘されてき

た。 しか し,そ の原因を明らかにするには至って

いない。これは種苗生産を定量的 ・定性的に調査

することが少なく,ま た実験を小規模の飼育で行

うことが多いため,実 験結果が商業規模の生産に

は反映されにくいことに起因する。さらに,飼 育

水中の細菌群集に関する研究のほとんどが培養法

で行われてお り,飼 育水中の全ての細菌群を検討

できていないのが現状である。

微生物生態学的な観点か ら大量へい死の原因を

探るためには,種 苗生産時の飼育水において微生

物群集がどのような挙動をしているのかを知る必

要がある。そこで,本 研究では商業規模の種苗生

産を行い,その飼育水を定量的・定性的に解析 し,

その細菌群集構造 を,従 来法 とは異な り,分 子生

物学的な手法を用いて調査することにした。

試料および方法

試験期間および場所2004年5月22日 から6

月27日 まで,和 歌山県西牟婁郡す さみ町の近畿

大学水産研究所す さみ事業場でマダイ 」堕8m8

mのorの 種苗生産を行い,そ の飼育水を観測 した。

観測期間は受精卵の収容 日からふ化後35日 目ま

でとした(第二飼育棟は28日 目で終了した)。どち

らの水槽も観測は同じ日に開始した。水槽は,す

さみ事業場の第一飼育棟 と第二飼育棟のそれぞれ

1水 槽ずつ,合 計2水 槽を観測 した。 どちらの水

槽 も角型コンクリー ト水槽であ り,底 面積は同じ

である。第一飼育棟の水槽は有効水深が1m,水

量が30kLで ある。第二飼育棟の水槽は有効水深

が1.6mで あり,水 量が50kLで ある。

種苗の飼「育 両方の水槽に,同 じマダイ受精卵

を収容密度が水量1kLに つき15000粒 となるよ

うに収容 した。種苗の飼育は流水飼育で行い,受

精卵収容 日に1日 あた り総水量の30%を 換水 し,

その後段階的に換水率を増 していった。シオ ミズ

ツボワムシ」硫acんb刀召5刀o加ηd施㎜ 治(ワ ムシ)

の給餌をふ化後3日 目か ら開始し,同 時にナノク

ロロプシス ぬ 刀η(通10塑ρ8応sp.を飼育水に添

加 した。両方の水槽に同じ生物餌料を給餌 した。

種苗の生残数の計数 飼育水の観測期間中に

種苗の生残尾数の推定を行った。飼育水槽の3点

(注水付近とその対角の点および中央部)で 飼育

水を柱状に採水 し,採 水された水量と試料中の種

苗の尾数か ら水槽内の種苗の総数を推定 した。柱

状採水による生残尾数の推定はふ化後4,7,14,

21お よび28日 目の夜間に実施 した。試験の最終

日は,種 苗を取 り上げて生残尾数を計数 した。第
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一飼育棟では飼育水を減水 して種苗を集め
,プ ラ

スチック製容器で種苗をすくい、隣接する水槽に

移 した。このとき容器で種苗を掬い取った回数を

数えておいた。途中で一掬い当た りの容器に入る

種苗の数を計数 し,そ の値に掬い取った回数を掛

け生残尾数 とした。第二飼育棟では,種 苗を集め

た後,ポ リカーボネイ ト製の水槽に移し水量を30

Lに 調節した。これをよく撹絆してからその内1L

分の種苗を計数 し,総 生残数を求めた。

試料の採取および分析 試料は注水および飼

育水を毎日1回 定時(14時)に 採取 した。飼育水

の試料は飼育水槽内の4点 か ら採水 した。飼育水

槽の4点 は,注 水付近の表層:AS,注 水付近の底

層:AB,注 水から最 も遠 く対角の表層:BS,同 底

層:BBで ある。底層は水槽底面の15cm上 とした。

測定した物理 ・化学的項 目は水温,pH,溶 存酸

素濃度(DO:dissolvedoxygen),ア ンモニア態窒

素濃度(NH4N)お よび溶存態有機炭素濃度

(DOC:dissolvedorganiccarbon)で ある。pH

およびDOは,酸 素瓶に試料水を気泡が混入しな

いよう静かに撚 し,青争かに辮 しながらp㎜0

メーター(堀 場製作所D-25)を 使用 して測定し

た。NH4-Nお よびDOC用 の試料はポリプロピ

レン製の容器に採水した後,分 析するまで凍結保

存(-20℃)し た。凍結 しておいた飼料は解凍 した

後,ガ ラス繊維ろ紙(WhatmanGF/F)で ろ過

し,ろ液を分析 した。NH4-Nの 測定はインドフェ

ノール法で行い,DOCの 測定はTOC(total

organiccarbon)ア ナライザー(島 津製作所

TOC500)を 使用 して行った。

生物学的な測定項 目として総細菌数および細菌

群集構造 を解析 した。採水 した試料を20%パ ラホ

ルムアルデ ヒドーPBS溶 液で固定(終 濃度2%)

した。固定 した試料に核酸染色剤である4,

6-diamLdino-2-pheny1-indoleΦAPI)を 添加 し

て細菌細胞の核酸(DNA)を 染色 した。落射型蛍

光顕微鏡で試料を検鏡 し,DAPI染 色された細胞

の数を任意の10視 野以上から,計 数値の合計が

300以 上となるように計数して総細菌数 とした。

細菌群集構造の解析は,FISH(fluorescence油

8ゴ加hybridization)法 にて行 った。FISH法 に使

用 したオ リゴヌク レオチ ドプ ローブ(プ ローブ)

は,α 一Proteobacteria(α グルー プ)を 対象 と

してい るALFlb(5'-CGTTCGYTCTGAGCCA

G-3'),1)β 一Proteobacteria(β グルー一プ)を 対

象 としてい るBET42a(5'-GCCTTCCCACTTC

GTTT-3'),1)γ 一Proteobact£ria(γ グループ)を

対象 とす るGAM42a(5'-GCCTrCCCACATCG

TTT-3')1)お よびCytophaga-Flavobacteriumの

グル ープ(CFグ ルー プ)を 対象 とす るCF319a

(5'TGGTCCGTGTCTCAGTAC-3')2)で ある。

いずれのプ ロー ブも5'末 端 を蛍光色素Cy3に て

蛍光標 識 した。ハイブ リダイゼー シ ョンは42℃ で

20時 間行 い,洗 浄は48°Cで15分 行 った。3)細菌

群集構造はDAPIの 蛍光 を計数 した視 野 と同 じ視

野 についてCy3の 蛍光の数 を計数 した。総細菌数

に対す る各プ ローブで標識 できた細胞 の数 の割合

を求 め,細 菌群集構造 とした。4種 類 のプ ローブ

の標識率 の合計 と100%(総 細菌数)の 差 を

unknownと した。

結果

種苗の生残 最数的な種苗の生残率は,第 一お

よび第二飼育棟でそれぞれ,37.3%,11.4%で あ

った(Fig.1)。第一飼育棟の水槽では種苗の大量へ

い死は見られなかった。一方の第二飼育棟の水槽

では 日令14日 目以降に,疾 病の発生が原因と見

られる種苗の大量へい死が発生 した。第二飼育棟

の観測は,ふ 化後28日 目の時点で終了した。

物理 ・化学的項 目 飼育水の物理 ・化学的項 目

の測定結果をTable1に 示 した。水温,pH,DO

およびDOCの 値は第一飼育棟 と第二飼育棟の問

に大きな差はなかった。NH4-Nは 第二飼育棟の値

が第一飼育棟の値よりも低 くなった。

総細菌数 注水および飼育水の総細菌数の変

動をFig.2に 示 した。注水中の総細菌数は第一飼

育棟および第二飼育棟において同じ様に変動 した。

飼育水中の総細菌数も第一飼育棟の水槽 と第二飼

育棟の水槽では同じ様に変動していた。
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Fig.1Survivalratiooflarvae.

細菌群集構造 注水 中の細菌群集構造は第一

飼育棟 と第二飼育棟はどちらも似た構造をしてお

り,比較的安定 していた(デ ーター示 さず)。飼育

水の細菌群集構造は,観 測初 日の時点においてど

ちらの水槽も同 じであった。その後,細 菌群集構

造の変動の様子が第一飼育棟と第二飼育棟では異

なった(Fig.3)。 第一飼育棟の細菌群集構造は,

試験期間中を通 して比較的安定 していたのに対 し,

第二飼育棟では劇的な変化が起きた。第二飼育棟

の飼育水では一時的にγグループが優占した状態

になった。

考察

TablelPhysicalandchemicalfactorsoftherea血g

water

TankAverageMinimumMaximum

WatertemperatureNo.12t1

(°C)No.221.3

19.8

19.6

22.7

22.9

pH No.18。19

No.28.25

7.95

8.15

8.35

833

DO No.17.04

(mgO2/L)No.26.83

5.78

5。95

9.38

7.50

NH4-NNo.10.19

(mgN/L)No.20.12

0.03

0.05

0.39

0.19

DOCNo.13.30

(mgC/L)No.22.91

1.71

1.62

5.24

4.72
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Fig.2Changesoftotalbacterialnumberintheh並10w

waterandrearingwaterNo.1:rea血gbuildingNo.1,

No.2:rea血ngbuidingNo.2.Vbrticalbarsindicate

standarddeviation.

第一飼育棟 と第二飼育棟はどちらにも同じ受精

卵を収容 し,同 じ餌を与えていたにも関らず最終

的な種苗の生残率が異なった。ふ化後7日 目まで

はどちらの水槽においても種苗が減耗していた様

子であった。この減耗には,受 精卵の質が大きく

関与してお り,こ の初期段階の減耗を飼育環境の

影響から説明することは難 しい。

飼育水の物理 ・化学的項 目の値は,ど ちらの水

槽 も問題の無い範囲であり,14日 目以降,第 二飼

育棟でのみ大量へい死が発生した理由は飼育水の

物理 ・化学的環境には見あた らない。第二飼育棟

のNH中Nの 値が第一飼育棟の値よりも低い理由

は,大 量へい死の発生の間,給 餌量を制限してい

たことに依 るのであろう。

第二飼育棟の水槽では14日 目頃から種苗の大

量へい死が発生 し,大 量のへい死個体が回収され

た。回収 されたへい死個体の内,14日 目と21日

目のへい死個体について細菌の検出を近畿大学水

産研究所に依頼 した。14日 目のへい死個体の内臓

か らは,何 も検出されず,21日 目のへい死個体の

内臓か らはビブ リオ属の細菌群が検出された。最

終的な種苗のへい死の原因はビブリオ属の細菌の

感染によるのかもしれない。14日 目のへい死個体

からは,ビ ブリオ属の細菌群が検出できなかった

とことから,何らかの理由で種苗の活力が低下 し,

その後ビブ リオ属の細菌に感染したと考えられる。
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種苗の大量へい死が発生した第二飼育棟の水槽

では,大 量へい死発生前にγグループの細菌群が

飼育水の中で非常に優占した状態になっていた。

ビブリオ属の細菌群はγグループに属する。 ヨー

ロッパヘダイ β加畑8aα凋加のへい死個体から分

離される細菌について調べた例では,へ い死個体

からもっとも多 く検出される細菌はビブ リオ属の

細菌群であるとしている。の もちろん,γ グルー

プの細菌の優 占と,種 苗の大量へい死が偶然重な

ったとい う可能性は否定できない。

いずれにしても,飼 育水中の細菌群集構造の変

化が種苗の生残に強 く影響していることは間違い

ない。大量へい死の起きなかった水槽の細菌群集

構造は比較的安定 してお り,細 菌群集構造 が短期

間に大きく変動 した飼育水では種苗生産は成功 し

なかった。これは,種 苗生産の成功には細菌群集

構造の安定性が必要だ とい うことを示 している。

今後は,細 菌群集の構造を安定させるにはどの

様にすればよいのか,安 定させている要因は何で

あるかを検討することが必要だ と考える。細菌群

集構造を安定させる手法が決定できれば,そ れが

安定して種苗生産を行 うための重要な技術 となる

に違いない。これまで種苗生産は,生 産技術者の

勘や経験に依存 していた部分が大きく,普 遍的な

マニュアルが存在 していなかった。微生物生態学

的な見地から飼育水を制御する方法を提案できれ

ば,そ れが普遍的なマニュアルの作成 と,種 苗生

産のさらなる安定化の一助 となるはずである。
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