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Summary

In order to prevent of multiplication of viral and bacterial pathogens which infect to fish, the research of the

function of antagonistic influences among microorganisms in aquaculture should be useful. For this purpose,

marine and fresh water bacteria that have the properties of virusidal and bacteria-static activities in the

aquaculture site was investigated. Firstly the microbes which attached to the several substrates in aquaculture

environments were isolated. Among these strains that maintained the bacteria-static activities there were few

in the anti-Edwardsiella though half the number had the anti-Vibrio activities, and several had the virusidal

activities, from aquaculture water, the glass slide, and the biofilm set to the fish-rearing contioner. After this

study several bacterial strains were obtained that keep anti-pathogen activities and were used for the following

studies.

In the study of antagonistic bacterium, the process of microbial interactions was used for prevention of red

sea bream diseases. As a result,Edwardsiella tarda infecting to red sea bream was restrained using the bacteria

LMC-9 strain given as a feed to fish. In addition, the number of neutrophil increased six times more compared

with the fish in the control experiment.

The EKZ-2 strain isolated from the macroalgae Ecklonia kurome zoospore, which has the anti-bacterial

activities for pathogenic Vibrio anguillarum and E. tarda was used for rearing flat-fish. The increased body

weight of flat fish juvenile was obtained using the EKZ-2 strain, and also in situ, the survival rates of flat fish was

much improved in the mass production of the larvae.

Number of bacteria decreased in copper sterilized water compared in usual aquaculture water, and

Flavobacterium and Vibrio were dominating in aquaculture water where copper was used. Moreover, when the

EKZ-2 strain was inoculated in the low concentration copper medium, the growth was inhibited.

The mortality rate became 73％ without EKZ-2 strain while it was 0％ with EKZ-2 strain as a result of the

Edwardsiella syndrome infection in eel aquaculture.

Also in eel aquaculture in situ, the presence of E. tardawas investigated in rearing water, soil of the bottom in

the ponds and the bodies of eel using PCR. As a result, The E. tarda detection rates were 56.8％without PMC-7

strain, while with PMC-7 was 18.9％ in aquaculture water. Moreover, the change of the density of the nutritive

salts in the aquaculture environment was verified with and without PMC-7. It was confirmed that the
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concentration of the nutritions decreased with PMC-7. In eel aquaculture in situ, the survival number of the eel

was much higher using PMC-7 than that without PMC-7.

With the studies of these microorganisms and their use in vitro and in situ, several results were obtained; that

is, ① the pathogenic microbes were depressed, ② the immune activities were increased with these

microorganisms, ③ the survival and production rates of aquaculture fish were improved, and ④ nutrients

concentration in fish rearing biotopes was decreased using the microbes as a feed to fish.

第１章 はじめに

魚介類と環境水との接点における微生物の機能は，こ

れら水族動物の生残，成長等に様々な作用をおよぼすと

考えられている。例えば，魚介類の体表面やその周辺の

有用微生物と病原微生物との相互作用において，病原微

生物が優勢である場合には，魚介類の感染・羅病する機

会も増大し，一方，病原菌の増殖を抑制する有用微生物

が優勢である状態では，魚介類の疾病感染頻度の減少す

る可能性がある。病原菌が優占しない場合においても，

魚体の抵抗力が弱い場合等では疾病は発生するが，伝染

性疾病のように健康と考えられていた魚介類が短期的に

感染する過程では，このような微生物間の相互作用，平

衡関係が関与すると考えられる。

自然界で進行している微生物の相互作用には，中立，

共生（片利，相利等），競合等がみられる。中立は，微

生物間に距離があるか，あるいは微生物種において，環

境への要求あるいは適合性が異なる場合などに成立し，

このような関係は概して微生物の少ない場で生じる。片

利共生は，一方の微生物が他方より利益を得て，利益を

与える方には影響がない状況を現しており，ミルク中の

Streptococcus lactis と酵母 Geotricbum candidum との

間にこの関係がみられる。すなわち，S. lactisは乳酸濃

度が１％以上になると増殖できなくなるが，共存する

G. candidumがこの乳酸を酸化すると S. lactisの増殖が

維持される。酵母は乳酸がなくても増殖でき，この反応

条件において特に利益を得ているとはいえないため，両

者の関係は片利共生と考えられる１)。相利共生は，双方

が利便を得るために生息しており，一方のみの存在では

その機能を遂行できない場合をいう。フィニルアラニン

を要求する Lactobacillus arabinosusと葉酸を要求する

Streptococcus faecalisは，お互いに他方の微生物がこれ

らの物質を生産するため，ともに増殖が可能となる２)。

藻類に付着する微生物は藻類の生産する栄養物質を利用

し，また微生物が生産するビタミン B12 が藻類に利用さ

れる例３,４) も相利共生関係といえる。また，アブラムシ

と，その細胞内で生息するブフネラ細菌は，非常に強い

相利共生の関係にある。アブラムシが主食としている植

物の師管液には，グルタミンとアスパラギン以外の必須

アミノ酸はほとんど含まれていない。本来ならアブラム

シはこれだけで生命を維持することは不可能であるが，

アブラムシの細胞内のブフネラが，これら２つのアミノ

酸を基に他のアミノ酸を合成し，アブラムシに供給して

いるため，結果的に師管液のみで必要な栄養を得ること

ができる。このように，アブラムシはブフネラなしでは

生命を維持することができないが，一方，ブフネラは自

らの生命を維持するための遺伝子の多くを失っており，

アブラムシの細胞内でしか分裂・増殖することができな

い。この共生関係は２億年にわたり世代間で引き継がれ

ており，共生関係以前のブフネラの祖先は，大腸菌の仲

間であったと考えられている５)。

競合も，自然界では恒常的に進行している現象といえ

る。微生物は，ほかの生物と同様に，隣接する生物や環

境要因に対応して生存しなければならないが，とくに微

生物の場合は，増殖が速く，かつ生物量も多いため，ほ

かの生物よりも競合の度合いは大きいと考えられる。こ

の競合には，抗菌物質によるほかに，微生物作用によっ

て生じる酸化還元電位の変化によって，他微生物の増殖

が阻害される場合などがあり，概して栄養塩が十分に存

在する生息場の少ない自然環境では，微生物間で物質を

めぐる競合がおきる。

生物防除（生物学的防除，バイオコントロール，

Biological control，Biocontrol）は自然界に進行してい

る生物間の競合の中で，主として拮抗作用を利用した方

法であり，天敵生物を増殖させることによって病原微生

物の防除を行う目的で開発された。農業領域における生
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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（Classical or Augmentative biocontrol）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

するなど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（Conservation biocontrol），さらに両

者の特徴を併用する方法等が採用されている。このよう

な生物防除に使用する天敵生物をバイオ農薬あるいはバ

イオコントロール製剤とよんでいる。このバイオコント

ロール研究は農業分野で1960年代後半より始まってお

り，この生物防除製剤（バイオ農薬）の特徴は，①人畜

に危害がない，②病原生物に作用する選択性が高く，生

態系を大きく攪乱することがない，③ウイルスなどの生

物防除製剤は，抗生物質によって抑制されないので，化

学農薬との併用が可能な場合がある，などとなる。短所

としては，①速効性を欠き，対象生物の発育段階，生息

密度により効果の変動が大きい，②微生物は増殖停滞，

死滅など変化しやすく，このため製剤の均一性，安定性

に工夫を必要とする，③微生物株によって活性に相違が

ある，また保存株の活性低下が生じる，などがある。

日本における水産増養殖では，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。このため，生産量は増大している

が，一方，種苗生産および養成過程ではウイルス病によ

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，種苗生産および養殖業において大きな損害とな

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，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

に達したウシエビ生産量が翌年（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おり,クルマエビ養殖業に多大な損

害を与えてきた。他にもサケ科魚類に感染する伝染性造

血器壊死症ウイルスや伝染性膵臓壊死症ウイルス，ヒラ

メのラブドウイルス，ブリに感染する腹水症ウイルス，

シマアジの神経壊死症ウイルスなど，大きな被害を生じ

る疾病が報告されている。本研究では，後述のような，

バイオコントロール（生物防除）において，拮抗細菌を

用いたウイルス疾病の防除を目的として，抗ウイルス細

菌の探索，分離を行った。

細菌性疾病については，マダイ養殖におけるマダイ・

エドワジエラ症が，1980年代では散発的な発生が報告さ

れる程度であったが，1990年後半ごろから，徐々に流行

しはじめた。しかし，その頃のマダイ養殖では，まだ中

心的な疾病ではなく，４大疾病としては，マダイイリド

ウイルス病，ビバギナ症，滑走細菌症，エピテリオシス

チス病となっていた。ところが，現在においては，エド

ワジエラ症はマダイ疾病において最も大きい被害が生じ

ている。発生期間も以前は水温20℃以上で流行していた

のに対して，現在は周年発生しており，稚魚から２㎏以

上の出荷サイズまで羅病する。実際に2008年のマダイ養

殖では高水温期のイリドウイルスによる大規模な被害は

少なかったものの，代わって夏以降期にエドワジエラ症

が当歳から出荷サイズまで幅広く発病し，大きな問題と

なっている。養殖現場での治療としては，塩酸オキシテ

トラサイクリン，オキソリン酸，アンピシリン等の抗菌

剤に頼っている現状であるが，薬剤耐性菌の出現等の新

たな問題も出てきている。

また，ウナギ養殖においても，温室での加温飼育，い

わゆるハウス養鰻が盛んになり，常に高水温で飼育され

るようになったため，Edwardsiella tardaによるパラコ

ロ病が成長段階や季節を問わず発生し，大きな問題と

なっている。Edwardsiella tardaは，グラム陰性の運動

性短桿菌（0.5〜１×１〜３μm）で，周毛を持つ。発

育可能温度は15〜42℃，至適温度約31℃，発育可能塩分

濃度０〜４％である。このパラコロ病の症状としては，

鰭や腹部に発赤を生じ，鰭赤病に似た症状を示す。細菌

性疾病はウイルス病とは異なり，予防や治療が可能なた

め，様々な化学療法剤が養鰻池に大量に長期間投与され

てきた。現在，ウナギのパラコロ病の治療用の水産用医

薬品としては，オキソリン酸，フロルフィニコール，塩

酸オキシテトラサイクリン，ミロキサシン，スルファモ

ノメトキシン・オルメトロプリム配合剤が市販されてい

る（平成21年現在）。その結果，魚病細菌の薬剤耐性化

が進み，魚類養殖では新たな問題となっている。特に

E. tardaは，薬剤耐性化が進み，様々な多剤耐性株が出
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現しており，その結果，現場養鰻池では，薬剤を使用し

ても斃死が止まらない状況にある。

これまでにいくつかの養殖魚介類の疾病防除方法が行

われてきた。すなわち，病原菌に未感染の親魚の選定，

薬浴による親魚や卵の殺菌，飼育水の殺菌，飼育水の連

続的な交換，薬剤投与などの方法が一般的に採用されて

いる。この中で，飼育水の殺菌では，微細フィルターに

よる濾過とともに，紫外線やオゾンによる処理，さらに

塩素剤，抗生物質などの薬剤が使用されているが，これ

らの手法による，養殖水中の細菌数の減少は一時的な現

象にすぎない。例えば抗生物質を飼育水に添加した場合

では，薬剤の量と種類によって異なるものの，細菌数が

減少・低濃度に維持された後に，耐性菌等の増加により

細菌数は数十時間で，もとの濃度までに回復する６)。ま

た，濾過及びオゾンや紫外線殺菌処理においても，餌飼

料の添加などによって新たな微生物が加入するととも

に，水槽壁などの付着微生物が水中に供給されるため，

結局は処理前とほぼ同数の微生物が養殖水中に生息する

ことになる。このように，これらの処理で飼育環境から

微生物を取り除くことはむずかしく，逆に殺菌処理の後

では，細菌群集間の拮抗作用が減少するため，特定の細

菌が急速に増加することも考えられる。実際に大半の養

殖場がこのような殺菌処理を行っているにもかかわら

ず，養殖魚の疾病発生は止まらず，かえって被害の規模

が拡大していることからも，このような処理の効果の低

いことが推察できる。そして，国内外の養殖現場では，

代替えとなる疾病防除方法のない状況において，しばし

ば人間への害となる核酸染色剤，ホルマリン，銅イオン

などが使用されており，これらの薬剤などの使用は，消

費者の養殖魚への不信感増大の一因となっている。

このような状況において，水産分野におけるバイオコ

ントロール製剤の研究は，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する有用な機能を保

持した微生物が報告された７)。その後，現在までに同じ

ような微生物の探索と水産養殖への実用化例が100編以

上の論文で報告されている８)。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

対する消費者の危惧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，このような研究の進展

にもかかわらずこれらの微生物の養殖への実用化プロセ

スでは，多くの解決すべき問題があり，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充分に明らか

にされていない。また，水中への有用細菌の定着方法等

も確立していない現状にある。

そこで，本研究においては，第２章で，養殖水中及び

付着基盤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するとともに，拮

抗細菌の探索，分離をおこなった。第３章では，近年発

生事例が増加し，問題となっている，E. tardaを原因菌

とするマダイ・エドワジエラ症に対して抗菌活性を保持

する拮抗細菌を投与することで，疾病防除できるか否

か，バイオコントロール方法の検討を行った。また，拮

抗細菌を投与することで，マダイの非特異的生体防御で

ある白血球，特に好中球の働きが増強されるか否かを検

定した。第４章では，Vibrio 属の細菌および E. tarda

に対して抗菌活性を保持する拮抗細菌を探索した。その

後，ヒラメの種苗生産を行っている養殖水中へ拮抗細菌

を投与することで，ヒラメ種苗の生残が向上するかをし

らべ，さらに，飼育水中の投与細菌の消長を調べた。ま

た，銅イオン殺菌を行っているヒラメ養殖場において，

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。第５章では，第４章で E. tardaに対して

抗菌活性を保持していることが判明した EKZ-2株を使

用し，ウナギ養殖現場におけるパラコロ病の防除を目的

として，薬剤を使用しないバイオコントロール法の開発

を行った。第６章では，アユ養殖池から分離した，E.

tardaに対して強い拮抗作用を保持する菌株をバイオコ

ントロール製剤とし，エドワジエラ症防除試験を行っ

た。さらに，養鰻池現場において，拮抗細菌を投与する

ことで，ウナギ養殖水中や底層土での細菌数，細菌相や

E. tardaの消長を検定した。また拮抗細菌を投与するこ

とで養殖環境，主に養殖水中と底層土（ヘドロ）の栄養

塩が対照区と比べて，変化するか否か検定した。

ここに，本論文研究をとおして，養殖環境における拮

抗細菌と病原菌の生態の一端を明らかにすることによ

り，拮抗細菌を有効に利用する疾病防除方法，バイオコ

ントロールのさらなる確立を目指した。
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第２章 養殖環境からの拮抗細菌の分離

緒言

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。

このため，生産量は増大しているが，一方，種苗生産お

よび養成過程では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，種苗生産およ

び養殖業において大きな損害を生じている。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

に達したウシエビ生産量が翌年（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おり，クルマエビ養殖業に多大な損

害を与えてきた。他にもサケ科魚類に感染する伝染性造

血器壊死症ウイルスや伝染性膵臓壊死症ウイルス，ヒラ

メのラブドウイルス，ブリに感染する腹水症ウイルス，

シマアジの神経壊死症ウイルス，タイに感染するイリド

ウイルス病等の，大きな被害を生じる疾病が報告されて

いる。

これらのウイルス病の防除では抗生物質等の薬剤の効

果が低いため，微生物の拮抗作用による病原菌の抑制方

法の開発が期待されている。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判明しており９-11)，また水産

養殖においても菌株 Pseudoalteromonas undinaによっ

て，SJNNV，バキュロウイルスおよびイリドウイルス

の稚魚感染が防除された例がある６)。このように，水圏

水中にはウイルスを不活化する抗ウイルス微生物が生息

しており，これらの有用微生物を利用した場合には魚介

類のウイルス感染を防除することが期待できる。

養殖環境における拮抗微生物の生態に関する研究は，

1989年に初めて，魚の成長促進効果と同時に病原菌の増

殖を抑制する有用な機能を保持した微生物が報告されて

以来７)，現在までに同じような微生物の探索と水産養殖

への実用化例が100編以上の論文で報告されている８,12)。

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惧感の増大と

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，

このような研究の進展にもかかわらずこれらの微生物の

養殖への実用化プロセスでは，多くの解決すべき問題が

あり，例えば使用する微生物の養殖水中における消長等

の知見も充分に明らかにされていない。また，水中への

有用細菌の定着方法等も確立していない現状にある。

本研究は，養殖水中に設置した付着基盤上に分布する

抗ウイルス・抗病原菌活性を保持する機能性細菌を利用

して，魚介類の疾病を生物的に防除する方法の確立を目

的としている。本章では，養殖水中及び付着基盤上の細

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した。

材料及び方法

バイオフィルムの採取

イ シ ガ キ ダ イ Oplegnathus punctatus，ヒ ラ メ

Paralichthys olivaceus 及 び ホ シ ガ レ イ Verasper

variegatusを飼育している循環濾過式水槽において，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100㎖ビー

カーに静置，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

した。また濾過槽中の生物濾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，採取した。

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

分に撹拌した後，10−１〜10−６の希釈段階を順次設定し，

希釈水を100μℓずつ平板寒天培地（ZeBell 2216E）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）を計測した。

また，直接計数法を用いた総菌数の計数は，Porter

and Feig13) の 直 接 計数法，い わゆる DAPI（ 4'6-
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diamidino-2-phenylindole）染色法を採用した。すなわ

ち，あらかじめ２％ホルマリンで固定した試水に濾過滅

菌した DAPI 溶液（１μℓ/㎖）を添加し，暗所で５分

間放置，次に，吸引濾過によってヌクレポアフィルター

上に上記混液中の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た。その後，落射蛍光顕微鏡を用

いてUV励起下で細菌数を計測した。

抗 Vibrio試験

Maeda and Nogami７) 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。ZoBell 2216E 平板寒天上で

供試菌を平行になるように２本塗抹（スミアの長さ４

㎝，スミア間隔３㎝）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 Vibrio

anguillarum（American Type Culture Collection 19264）

を供試細菌の間に長さ２㎝のスミアになるように塗抹し

た。同時に対照区として V. anguillarum 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，実験区と対照区とのスミアの大きさを

比較することにより V. anguillarumに対する供試菌の

抗菌活性を検定した。（抗菌活性はスミアの横幅につい

て対照区と実験区との比として表した。）

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

やした。ウイルスが細胞内で増殖すると，細胞の形態が

変化し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について，ウイルス増殖を抑制す

るか否かを，CPEプロセスを追跡して検定した。

細胞を培養するための MEM 培地の作製は，ダル

ベック変法イーグル培地9.5ｇに蒸留水１ℓ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，その後滅菌して行った。さらに濾過滅菌し

た L-グルタミンを0.584ｇ/ℓ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/㎖ペニシリン，10㎎

/㎖ストレプトマイシンと25μg/㎖ファンギゾンを含む

抗生物質（ペニシリン-ストレプトマイシン-ファンギゾ

ン混液，和光）を500μℓ/ℓ加えた。そして，本培地で

CHSE-214細胞を，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 ZoBell 2216E

液体培地で３日間培養した。次に IHN ウイルス液と供

試菌培養上澄液（6000 rpm で遠心分離）とを100μℓず

つ，CHSE-214と MEM培地両者を分注した各プレート

中に添加した。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，Okuzumi ら14) 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，ブドウ糖発酵能の結果より，属レベ

ルの同定を行った。

抗エドワジエラ試験

ウナギ，ヒラメ等で問題となっているエドワジエラ症

の原因菌である Edwardsiella tarda（ヒラメ由来 FPC

498養殖研究所病害防除部所有）に対して，分離した菌

株が抗菌活性を保持するか否か，抗 Vibrio試験と同様

の方法を用いて検定した。なお，供試菌としては，抗

Vibrio試験において強い抗菌活性を保持した菌株を使

用した。

結 果

バイオフィルムと養殖水中の細菌数

循環濾過式イシガキダイ飼育水槽における，水中細

菌，付着細菌数の日数ごとの変動を図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１×105cells/ml，２×

106cells/ml であった（図１）。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/㎠の細菌数が計数され，３〜５日目では，ほぼ１

×106cells/㎠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/㎠，５日目では

３×106cells/㎠となった（図２）。

循環濾過式ヒラメ水槽における水中細菌，付着細菌数
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の経時的変化を図３，４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６×105

cells/ml（生菌数），１×106cells/ml（総菌数）であった

（図３）。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１×106cells/㎠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/㎠

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/㎠，５日目では６

×107cells/㎠となった（図４）。

また，循環濾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，直接検鏡法ともにヒラメ水槽中の菌

数よりも少なく，また変動幅は５日間通して小さく，

各々約１×103cells/ml（生菌数），６×105cells/ml（総

菌数）であった（図５）。水槽中に浸漬したスライドガ

ラス上では，平板法では１日目に１×105cells/㎠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/㎠の菌数となった。直接検鏡法によるスライド
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図１ 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
図３ 直接計数法と平板法によるヒラメ飼育水中の細菌数

の変化

図４ 直接計数法と平板法によるヒラメ水槽に設置したス

ライドガラス上の付着細菌数の変化

図５ 直接計数法と平板法によるホシガレイ飼育水中の細

菌数の変化

図６ 直接計数法と平板法によるホシガレイ水槽に設置し

たスライドガラス上の付着細菌数の変化

図２ 直接計数法と平板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



ガラス上の総菌数は浸漬１日目では1.5×106cells/㎠，

５日目では５×107cells/㎠となった（図６）。

抗 Vibrio試験

イシガキダイ循環濾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・形状を根拠とし

て，スライドガラスの付着細菌９種，養殖水から６種，

生物濾過材からは７種，計22の菌株を単分離した。すべ

ての分離株について抗菌活性試験を行った結果，22株中

13株は抗菌活性30％以上の値を示し，明らかに抗

Vibrio活性を保持していた（表１）。

ヒラメ循環濾過式水槽において，スライドガラス上の

付着細菌９種，養殖水からの２種，生物濾過材からは５

種，計16株を単分離し，すべての分離株において抗

Vibrio 活性試験を行った。その結果，16株中６株は

30％以上の抗菌能を呈し，明らかに抗 Vibrio活性を保

持していた。

また，ホシガレイ循環濾過式水槽において，スライド

ガラスの付着細菌７種，養殖水から２種，生物濾過材か

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

Vibrio活性を示した（表２）。

抗ウイルス試験

イシガキダイ循環濾過式水槽から採取した細菌につい

て，抗 Vibrio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・緩和した（図７）。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た。一方，他

の大半の供試菌株上澄液は，CHSE-214細胞を死滅させ

る作用は示さなかった（図８）。

また，ヒラメ及びホシガレイ飼育水槽から分離した細

菌についても，抗 Vibrio活性を保持する菌株を供試菌

として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）。一方，供試菌株上澄液が CHSE-214細胞の

CPEを起こす例（FS-1株）もあった（図10）。
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図７ イシガキダイ飼育水槽からの分離菌株上澄液による

IHNウイルス成長抑制効果

図８ イシガキダ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

図９ 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 IHNウイルス成長抑制効果

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



分離菌株の性状試験

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 Pseudomonas Ⅲ/Ⅳに属すると考えられた。

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た。さらに，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，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 Vibrio属に該当した。残りの６

株はOkuzumi et al.14) の簡易同定法では同定することは

できなかった（表１）。

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 Pseudomonas Ⅲ/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 Pseudomonas Ⅰ/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（＋），ブドウ糖の発酵的分解に

より Vibrio 属に該当した。残りの２株は Okuzumi et

al.14) の簡易同定法では同定することはできなかった

（表２）。

抗エドワジエラ試験

抗エドワジエラ試験で，強い抗 Vibrio活性を保持し

た菌株の多くが，E. tardaに対して抗菌活性を保持して

おらず，OP-1，OP-6の２株のみが抗エドワジエラ活性
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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

Bacterial strains＊ Vibrio-static activities (%)＊ Motility Cytochrome oxidase test O-F test Tentative identification

OP-1 39 − ＋ negative not identified

OP-2 29 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ /Ⅳ

OP-3 17 ＋ − negative not identified

OP-4 29 − − negative Flavobacterium

OP-5 29 − − negative Flavobacterium

OP-6 36 ＋ − negative not identified

OP-7 29 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ /Ⅳ

OP-8 39 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

OP-9 32 − − negative not identified

PB-1 55 − − negative Flavobacterium

PB-2 50 − − negative Flavobacterium

PB-3 67 − − negative Flavobacterium

PB-4 52 − − negative Flavobacterium

PB-5 53 − ＋ negative not identified

PB-6 50 ＋ ＋ Oxidative Pseudomonas Ⅰ

PB-7 33 − − negative Flavobacterium

SKW-1 53 ＋ ＋ Oxidative Pseudomonas Ⅰ・Ⅱ

SKW-2 22 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ /Ⅳ

SKW-3 9 ＋ − negative not identified

SKW-4 47 ＋ ＋ Fementative Vibrio

SKW-5 14 ＋ − negative not identified

SKW-6 29 ＋ ＋ Fementative 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濾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 Vibrio 活性試験には病原菌 Vibrio anguillarum を用いた．

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 Vibrio 活性と簡易分類

Bacterial strains＊ Vibrio -static activities (%) Motility Cytochrome oxidase test O-Ftest Tentative identification

PO-1 33 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

PO-2 0 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

PO-3 25 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

PO-4 22 ＋ − negative not identified

PO-5 0 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

PO-6 0 − − negative Flavobacterium

PO-7 22 − − negative Flavobacterium

PO-8 0 − − Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

PO-9 54 ＋ ＋ Fementative Vibrio

Net-1 44 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

Net-2 36 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

Net-3 43 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

Net-4 12 − − negative Flavobacterium

Net-5 19 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

POW-1 30 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

POW-2 0 − − negative Flavobacterium

VV-1 1 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

VV-2 0 ＋ − negative not identified

VV-3 25 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

VV-4 1 − − negative Flavobacterium

VV-5 20 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

VV-6 36 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

VV-7 43 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

FS-1 39 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

FS-2 33 ＋ ＋ negative PseudomonasⅢ/Ⅳ

FS-3 21 − negative Flavobacterium

FS-4 33 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

FS-5 36 − − negative Flavobacterium

FS-6 0 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ

VVW-1 0 − − negative Flavobacterium

VVW-2 48 ＋ ＋ Fementative Vibrio

＊：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濾過材付着細菌，

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：ホシガレイ水槽中濾過砂付着細菌，

VVW：ホシガレイ飼育水中からの分離細菌．



を示した（表３）。

考 察

水産増養殖環境中における病原菌と抗病原菌の間の拮

抗作用は，自然界では常に起こっている現象である。こ

の拮抗作用を利用して病原菌を防除する方法は生物的防

除またはバイオコントロールと呼ぶ。海水中のウイルス

の分布について Fauré-Fremiet ら15) は電子顕微鏡の観

察により，その分布量が予想外に多いと報告した。彼ら

は，カニ（Cancer pagurus）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，これら細菌の内外に大量のバクテリオファージが分

布している様相を観察した。

Bergh ら16) は，電子顕微鏡による計数をもとにして

海水，淡水中のウイルス数は，104〜108virus particles

mL-1の間で変動すると報告している。この他にも海水

中のウイルスの分布についての多くの報告がある17-19)。

従来海水中のウイルスの計数では，細菌株を寒天平板培

地に混釈して，ウイルスによる透明なプラーク形成をも

とにした方法が用いられてきており，この方法では電子

顕微鏡での計数値より大幅に低い数10ウイルス粒子

mL-1以下の計数値が得られる。

上記の海水中におけるウイルス数の変動は，抗ウイル

ス細菌が関与していると考えられる。Gundersen ら９)

は，海洋細菌のウイルス不活化能すなわち VIC（Virus

Inactivating Capacity）について報告し，この細菌は

Vibrio sp.であると示唆した。さらにMagnusson ら10) は

Vibrio marinusの抗ウイルス活性は，４℃〜12℃培養下

で発現するが，25℃培養においては検出できないと報告

している。これらの研究にさきだち，Magnusson ら20)

は，海水を１時間45℃以上に熱すると，ウイルスの不活

性化能は失われ，この海水の不活化能は NaC1が0.1M

濃度以上にないと維持されないが，NaC1が直接不活化

には関与していないと報告した。この結果は，塩分を増

殖や他の機能発現に必要とする海洋微生物がウイルスの

不活化に関与していることを示唆している。その後も

Fujioka ら21) は，ウイルスを不活化する海洋微生物の存

在について，Toranzo22) も海洋微生物によるポリオウイ

ルス等の不活化について示唆した。また Toranzo ら23)

は，主にサケ科魚類に感染する伝染性膵臓壊死症ウイル

スについて，海水のウイルス不活化能は，海水中の微生

物数が多い場合に増大することを明らかにした。他に，

海洋細菌の抗ウイルス活性については Kamei ら11)，

Direkbusarakom ら24) も報告しているが，一方 Suttle

and Chen25) は，海洋微生物によるウイルスの不活化に

ついて，否定的な見解を示している。

本研究において水産養殖水中に多くの抗ウイルス細菌

の生息していることが明らかになったので，これらの細

菌が水中でのウイルス伝染を防止していることが示唆さ

れた。魚類がこれらの細菌を摂食した場合，有効細菌の

抗菌性作用により消化管から病原菌を防除することが可

能となる。

近年，規模が拡大する水槽養殖において，恒常的に発

生するウイルス病や細菌病の蔓延を防ぐために抗生物

質，ホルマリンなどの薬剤を投与しているが，ウイルス

と細菌との関係において，抗生物質の使用によってウイ

ルス分解能を保持する細菌の大半は死滅する。しかし，

ウイルスには抗生物質の効力がおよばないために生存

し，魚介類に感染する。また，細菌群の中にも薬剤耐性

菌の出現が見られ，細菌症が治療できない事例も数多く

起こっている。このことが抗生物質使用にもかかわらず

魚介類疾病が頻発する理由の１つと考えられる。

イシガキダイ水槽由来の菌株において，スライドガラ

ス付着細菌では抗菌活性を持った菌の出現率が45％で

あったのに対し，養殖水中分離菌では33％となった。ま

た，スライドガラスから分離したテスト菌株のすべての

細菌に抗ウイルス活性が見られ，その中で３株は魚類細

胞がまったく崩壊しない，強い抗ウイルス活性を示し

た。このことは，スライドガラスなどに付着する細菌群
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表３ 抗 Vibrio活性を保持する菌株における抗エドワジエ

ラ試験

Bacterialstrains Vibrio-staticactivities (%) E. tarda-static activities (%)

OP-1 39 35

OP-6 36 21

OP-8 39 0

OP-9 32 9

PB-3 67 0

PB-5 53 0

PB-6 50 0

PB-7 33 0

PO-1 33 0

Net-1 44 0

Net-3 43 0



が，水中に浮遊すると思われる細菌よりも，強い抗菌能

を保持することを示唆している。

強い抗 Vibrio活性を示す多くの分離株が E. tardaに

対して抗菌性を示さなかったが，この事実は，菌株に

よって抗菌作用の異なることを示している。すなわち，

病原菌に対する抗菌能は異なったプロセスで発現してい

る可能性があるように思われた。

第３章 LMC-9株によるマダイ・エドワジエラ症感

染防除実験

緒 言

エドワジエラ症は Edwardsiella tardaを原因菌とする

細菌性疾病で，多くの魚類，特にウナギ，マダイ，ヒラ

メ等の重要養殖魚種に大きな被害を及ぼす。また，水辺

に生息する両生類，爬虫類，鳥類からも分離され，人魚

共通病原菌の疑いももたれている26)。

1980年代のマダイ養殖において，マダイ・エドワジエ

ラ症は，散発的な発生が報告される程度であったが27)，

1990年後半ごろから，徐々に流行しはじめた。しかし，

その頃のマダイ養殖では，まだ中心的な疾病ではなく，

マダイイリドウイルス病，ビバギナ症，滑走細菌症，エ

ピテリオシスチス病が４大疾病となっていた。ところ

が，現在においては，エドワジエラ症はマダイの被害が

最も大きい疾病のひとつになっている。発生期間も以前

は水温20℃以上で流行していたのに対して，現在は周年

発生しており，稚魚から２㎏以上の出荷サイズまで羅病

している。症状としては，体表のスレ，脱鱗，出血がみ

られ，進行すると，潰瘍を呈する。解剖所見では，肝臓

や腎臓の腫大が特徴的で，症状が進行すると肝臓，腎

臓，脾臓等に結節様の白い小さな斑点が観察される。ま

た，ヒラメ，ウナギで発生する E. tardaとはタイプが

異なり，運動性がなく，非定型形 E. tardaといわれて

いる。

近年，このような多発要因としては，地球温暖化に伴

う水温上昇を疑う声もあり28)，事実20℃以上の本症の好

適水温は確実に長期化している。2008年のマダイ養殖で

は高水温期に高い頻度で発生するイリドウイルスによる

大規模な被害は少なかったものの，夏以降期にエドワジ

エラ症が当歳から出荷サイズまで幅広く発病し，大きな

問題となっている。養殖現場での治療としては，塩酸オ

キシテトラサイクリン，オキソリン酸，アンピシリン等

の抗菌剤に頼っている現状であるが，薬剤耐性菌の出現

等の新たな問題も出てきている。

そこで本研究では，拮抗細菌投与によるマダイ・エド

ワジエラ症の感染防除を目的として，バイオコントロー

ル法の検討を行った。また，拮抗細菌を投与すること

で，マダイの非特異的生体防御である白血球，特に好中

球の働きが増強されるか否かも検定した。

材料及び方法

抗エドワジエラ試験

伊藤ら29) の研究によって分離された拮抗細菌 LMC-9

株を用いて，マダイより得られたエドワジエラ症の原因

菌である Edwardsiella tardaへの抗菌試験を行った。抗

菌試験の方法は前章と同様である。また Okuzumi et

al.14) 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 LMC-9株の属レベルの同定を

行った。

マダイにおけるエドワジエラ症 LD50（50％死亡率）の

検定

供試魚として使用したマダイ（Pagrus major）は，水

温20℃に調整した50リットル水槽で一週間以上飼育し，

毎日適当量の餌を与え，実験当日と前日は無給餌とし

た。なお，供試魚は，平均体重10ｇのものを使用した。

Edwardsiella tardaの培養は塩分濃度を0.8％に調整

した改変 ZoBell2216E 培地を使用し，前培養25℃，24

時間，本培養25℃，72時間とした。培養した E. tarda

は順次希釈して，生菌数を計数した。

そして，105，106，107 CFU/0.1ml に 調整した E.

tarda を0.1ml/ 尾ずつマダイ腹腔内注射を行い，LD50

を検定した。

LMC-9株によるマダイ・エドワジエラ症感染防除実験

LMC-9株は ZoBell2216E 培地で培養し，配合飼料に

５％（w/v）になるように添加した。細菌添加区のマダ

イ（10ｇ/尾）は４週間添加区と２週間添加区を設定し

て，また，細菌無添加の飼育魚を対照区とした。餌料投
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与量は，マダイ体重の５％とし，毎日給餌した。その

後，LD50の結果から濃度調整した E. tardaをマダイへ

腹腔内注射を行い，生残尾数を計数した。

マダイ生体防御能の測定

HBSS（−）ハンクス氏液の調整

NaCl 8.0ｇ，KCl 0.4ｇ，Na2HPO4 12H2O 0.12ｇ，

KH2PO4 0.06ｇ，Dglucose 1.0ｇ，NaHCO3 0.35ｇを１

Ｌの蒸留水に溶解した。あるいは溶液の pH は HCl，

NaOHを用いて7.3〜7.6に調整した後，0.22μmのミリ

ポアフィルターで濾過滅菌し，使用時まで４℃で保存し

た。

大腸菌死菌の調整

Escherichia coli は改変 ZoBell2216E（NaCl 濃度を

0.8％に調整）で24h 培養後，集菌し，１％ホルマリン

生理食塩水に100㎎/ml の濃度で懸濁して，不活化した。

正常血清の分離

マダイ尾静血より採血した血液を，室温で１時間放置

して血液を凝固させた後，氷中に１時間放置して血餅を

凝固させた。そして，1600×ｇ，５分間遠心後，上清を

回収し，使用時まで−80℃で保存した。

ザイモサンの調整

上記 HBSS（−）で３回洗浄したザイモサンを HBSS

（−１）１ ml に対して５㎎となるように濃度調整し，

20分間超音波に処理し，その後，顕微鏡により均一に分

散していることを確認後，使用時まで−80℃で保存し

た。

マダイ好中球の分離

配合飼料に拮抗細菌を添加してマダイに投与した細菌

区と，細菌を投与していない対照区とにおいて，それぞ

れ，マダイより好中球（好酸球）を Endo ら30) の方法に

従い，鰾より採取した。すなわち，好中球の採取前に，

大腸菌死菌を0.2ml 鰾内に注射し，24時間後，魚体を取

り上げ，腹部を切開し内臓を取り除き，鰾を露出させ

た。次に，鰾の一部を切開し HBSS（−）を注入した

後，魚体をしばらく揺り動かし鰾の内壁から遊離した好

中球を含むHBSS（−）を注射筒にて回収した。回収し

た好中球は２回遠沈洗浄（４℃，200×ｇ，５分間）し

たのち，0.5％トリパンブルー HBSS（−）溶液と細胞

浮遊液を等量混合し，トーマ血球計算板にこの細胞混合

液をのせ，検鏡して細胞数を測定した。また，その後貪

食能試験のために，１×106 細胞/ml に調整した。

マダイ好中球の貪食能試験

マダイ好中球１×106cells/ml とザイモサン0.5㎎/ml

を同量混合し，30分反応させた後，好中球，約100個当

たりのザイモサンの貪食数（貪食率)＊１ と貪食されたザ

イモサン粒子の数（貪食指数)＊２ を測定した。また，好

中球数×貪食率から貪食細胞数を算出した。なお，好中

球表面の付着ザイモサンについても貪食したものとし

た。

結 果

LMC-9株の抗エドワジエラ能及び簡易同定

LMC-9株は E. tardaに対して強い拮抗活性を示した。

簡易同定ではグラム陰性，運動性（＋），チトクロー

ム・オ キ シ ダ ー ゼ 試 験（ ＋ ）OF 試 験（ O ）で，

Pseudomonas Ⅰ/Ⅱ群に属した（表１）。

マダイにおけるエドワジエラ症 LD50（50％死亡率）の

検定

E. tarda の培養後の生菌数は約１×109 CFU/ml と

なったので，順次希釈した後，マダイへの感染実験を行

い，各々の希釈段階における生存マダイ数と死亡マダイ

数から LD50を算出した（図１）。その結果，LD50は約

７×106 CFU/0.1ml となり，この値を元にして，感染実

験における腹腔内注射の濃度を１×107 CFU/0.1ml とし

た。

LMC-9株によるマダイ・エドワジエラ症感染防除実験

LMC-9株を配合飼料に混合し，２週間投与した細菌

区では，15尾中６尾が死亡したのに対して，細菌無添加
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表１ LMC-9 株における抗エドワジエラ試験と簡易性状試

験

Bacterial strains E. tarda-static activity (%) Motility Cytochrome oxidase test O-F test Tentative identification

LMC-9 44 ＋ ＋ Oxidative PseudomonasⅠ・Ⅱ



の対照区では12尾死亡する結果となった（図２）。また，

細菌を４週間投与した区では15尾中５尾が死亡したのに

対して，対照区では全尾死亡する結果となった（図３）。

なお LD50よりも死亡マダイ数が多くなったが，これは，

使用した E. tardaの感染力が変動したためと考えられ

た。

マダイ生体防御能の測定

拮抗細菌を投与した細菌区と無投与の対照区における

好中球数は，細菌区では1.45×107cells/ml，対照区では

2.5×106cells/ml（n ＝６）となり，有意な差がみられ

た。

貪食率（％)＊１ は細菌区，対照区，各々31％，30％と

なった。また，貪食指数＊２ では，各々2.275，2.25とな

り，有意な差はみられなかった。

好中球数×貪食率である貪食細胞数は，細菌投与区が

4.5×106cells/ml，対照区では7.5×105cell/ml となり，

６倍の差がみられた（表２）。

＊１：貪食率（％）＝（ザイモサンを食した貪食細胞数

/観察した貪食細胞）×100

＊２：貪食指数＝貪食されたザイモサン数/貪食陽性細

胞数

考 察

近年，マダイ養殖現場において，外観症状を呈さない

エドワジエラ症羅病魚がみられるようになった。解剖す

ると，腎臓が腫大して膿瘍を形成しており，エドワジエ

ラ症原因菌である E. tardaも検出される。魚は原因菌

に暴露し，感染が成立した後，体内で増殖し発症する。

通常，E. tardaはそれほど強い病原性がないため，死に

至るまでかなりの時間を要する。そのため，羅病魚は外

観症状，内臓の変性がみられるのだが，近年，外観症状

を伴わずに斃死する個体がみられることから，E. tarda

の毒性が強くなった，又はマダイの抵抗力が弱くなった

との報告例もある28)。

魚類の健康を維持する生体防御機構は，非特異的生体

防御と特異的生体防御に分けることが出来る。前者は不

特定多数の侵入異物に対抗する役割を担っており，後者

は再侵入する同一異物を効率的かつ迅速に撃退する機能

を果たしている。魚類が免疫学的に健康であるために

は，両者の生体防御が異物侵入後に一定の順序で段階的

に発現することが重要である。ワクチンは特異的生体防

73

図１ マダイにおける E. tarda感染による LD50 の検定

図２ LMC-9株投与（２週間），無投与条件下におけるマダ

イの E. tada感染試験

図３ LMC-9株投与（４週間），無投与条件下におけるマダ

イの E. tada感染試験

表２ 細菌区と対照区におけるマダイ好中球の貪食能

貪食率（％)＊ 貪食指数＊＊ 貪食細胞数

細菌区 31 2.275 4.5×106cells/ml

対照区 30 2.25 7.5×105cells/ml

＊：貪食率（％）＝（ザイモサンを食した貪食細胞数／観察した貪食細

胞）×100

＊＊：貪食指数＝貪食されたザイモサン数/貪食陽性細胞数.



御を活用した病気予防であり，特定の疾病を対象にした

ものであるのに対して，免疫賦活剤は非特異的生体防御

の効果を高め，様々な疾病に対処しようとするものであ

る。

この免疫賦活剤として，微生物由来のものが報告され

ている31)。例えば，細菌の場合，連鎖球菌などのグラム

陽性菌の細胞壁には，外側からタイコ酸（グリセリンや

リビトールがホスホジエステル結合で連結し，これに糖

などが付着），リポタイコ酸（末端に脂溶性の脂肪酸を

もち細胞膜と結合），ペプチドグリカン（細胞壁の主成

分）が存在する。一方，グラム陰性菌の細胞壁にはリポ

多糖（LPS），ペプチドグルカン（陽性菌よりも薄い）

が観察される。これらの微生物の細胞壁成分には，魚の

生体防御力を増強する成分が認められ，免疫賦活剤とし

て認知されている。細胞壁外層に存在するリポ多糖に

は，白血球の増加作用や，好中球による貪食作用の亢進

が認められ，又，ペプチドグルカンにはマクロファージ

や好中球の活性化による食作用と殺菌活性の増強，NK

細胞機能促進による細胞障害活性の増強やリゾチーム活

性の上昇のような様々な感染防御機構を高める作用があ

る。

免疫賦活剤としては，このような物質を含んだ細胞破

砕物が投与されることが多いが，生菌を，免疫賦活剤と

して直接投与するアプローチは少ない。Irianto and

Austin32) によると，グラム陰性およびグラム陽性細菌

を投与した魚では，液性免疫応答よりも細胞性免疫応答

を刺激し，特に血球数（白血球，マクロファージ，リン

パ球）が増加し，リゾチーム活性の増強が確認されたと

報告している。本研究で使用した LMC-9株はグラム陰

性細菌であり，細胞壁にはリポ多糖（LPS），ペプチド

グルカンが分布するが，本研究において拮抗細菌を投与

することで，マダイ好中球数の増加がみられた。なお，

LMC-9株には，免疫賦活剤としてだけではなく，E.

tardaに対する直接的な拮抗作用も保持しているので，

本実験で明らかになった E. tarda感染防除効果は，両

方の作用が相乗効果として発現したものと考えられる。

第４章 拮抗細菌利用によるヒラメ飼育および銅イ

オンの影響

緒 言

近年，養殖魚介類の疾病防除にはさまざまな方法が用

いられている。その中でも，病原菌に未感染の親魚の選

定，薬浴による親魚や卵の殺菌，飼育水の殺菌，飼育水

の連続的な交換，薬剤投与などの方法が一般的に採用さ

れている。この中で，飼育水の殺菌では，微細フィル

ターによる濾過とともに，紫外線やオゾンによる処理，

さらに塩素剤，抗生物質などの薬剤が使用されている

が，これらの手法による，養殖水中の細菌数の減少は一

時的な現象にすぎない。例えば抗生物質を飼育水に添加

した場合では，薬剤の量と種類によって異なるものの，

細菌数が減少・低濃度に維持された後に，耐性菌や非感

受性の菌等の増加により細菌数は数十時間で，もとの濃

度までに回復する６)。また，濾過及びオゾンや紫外線殺

菌処理においても，処理後の水槽水には餌飼料の添加な

どによって新たな微生物が加入するとともに，水槽壁な

どの付着微生物が供給されるため，結局は処理前とほぼ

同数の微生物が養殖水中に生息することになる。このよ

うに，これらの処理で飼育環境から微生物を取り除くこ

とはむずかしく，逆に殺菌処理の後では，微生物群集間

の拮抗作用が減少するため，特定の細菌等が急速に増加

することも考えられる。実際に大半の養殖場がこのよう

な殺菌処理を行っているにもかかわらず，養殖魚の疾病

発生は止まらず，かえって被害の規模が拡大しているこ

とからも，このような処理の効果の低いことが推察でき

る。そして，国内外の養殖現場では，代替えとなる疾病

防除方法のない状況において，しばしば人間への害とな

り，魚体も衰弱する核酸染色剤（マラカイトグリーン

等），ホルマリン，銅イオンなどが使用されており，こ

れらの薬剤などの使用は，消費者の養殖魚への不信感増

大の一因となっている。

そこで本研究では，薬剤を使用しない増養殖方法の検

討の一環として，病原菌に対して，抗菌活性を保持する

拮抗細菌を探索した。その後，ヒラメ飼育への実用化試

験として，ヒラメの種苗生産を行っている養殖水中へ拮

抗細菌を投与することで，ヒラメ種苗の生残が向上する

か否か検定した。このヒラメ種苗生産場では，稚魚期に
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お け る 細 菌 性 腸 管 白 濁 症（ 原 因 細 菌 Vibrio

ichthyoenteri）が問題となっており，この疾病に対して

は発症した場合は薬浴や薬剤の経口投与を行ってもほと

んど効果が認められない。そこで，拮抗細菌投与による

疾病の防除を目的として，種苗の生残および飼育水中の

投与細菌の消長を調べた。

さらに，銅イオン使用によりヒラメが衰弱傾向にある

養殖場において，銅イオン殺菌による細菌群の変動，お

よび銅耐性菌の出現に関する研究を行った。

材料及び方法

細菌分離

大型海藻クロメ（Ecklonia kurome）の遊走子培養液

中から採取した試水を滅菌海水で10−１〜10−５の段階に

希釈し，各希釈水を ZoBell 2216E 培地33) に接種した。

これら平板培地は20℃で７日間間培養し，得られたコロ

ニーを単分離した。その後，Okuzumi ら14) 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，ブドウ糖発酵能の項目

を調べ，その結果より属にいたるまでの同定を行った。

抗 Vibrio anguillarum及び抗 Edwardsiella tarda試

験

Maeda and Nogami７) 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。すなわち ZoBell 2216E 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４㎝，スミア間隔３㎝）した後，ビブリオ病の原

因 菌 で あ る Vibrio anguillarum（ American Type

Culture Collection 19264）を，供試細菌の間に，長さ２

㎝のスミアになるように塗抹した。同時に対照区とし

て，V. anguillarum のみを塗抹した平板培地を設定し

た。このようにして病原菌と拮抗細菌を移植したこれら

の培地は，10日間培養した後，実験区及び対照区におけ

る V. anguillarumの増殖を比較した。また，同様の方

法を用いて，ウナギ，ヒラメ等のエドワジエラ症原因菌

である Edwardsiella tarda（ヒラメ由来 FPC498養殖研

究所病害防除部所有）に対する抗菌活性を検定した。な

お，各々抗菌活性検定は３回行い，平均値で表した。供

試菌の病原菌増殖抑制能は，対照区（W）と試験区

（w）とにおける塗沫した病原菌の横幅について，（１

-w/W）×100としてあらわした。

EKZ-2株のヒラメ稚魚への投与実験

上記の抗菌性試験において，高い抗菌能を示した

EKZ-２株を以下の実験に用いた。

３日間，22℃で培養した EKZ-2株（約109 CFU/ml）

を配合飼料（㈱ヒガシマル製）に50μℓ/ｇの割合で混

合して，細菌混合飼料を作製した。この細菌混合飼料を

約５ｇ/尾のヒラメに毎日投与する実験区と，配合飼料

のみの投与の対照区とを設定し，斃死数，成長率等を比

較することにより，投与細菌の有効性を検定した。な

お，給餌量は体重の約５％とした。また，実験区と対照

区のデータにおいて有意差があるか否かは，ｔ検定を用

いて表した。

ヒラメ種苗生産におけるEKZ-2株投与実験

ヒラメ稚魚（約50万尾）の種苗生産（緩やかな爆気攪

拌装置のある200トン水槽使用）において，３日間22℃

で培養した EKZ-2株（約109 CFU/ml）を最終濃度約106

CFU/ml になるように養殖水中に毎日投与した（実験

区）。そして，菌株を投与しない対照区も設定して，両

者におけるヒラメ種苗の斃死数を比較した。また，養殖

水を，３日毎の朝８：00，EKZ-2株投与前に採取し，上

記の ZoBell 2216E 培地を用いて，生菌数及び EKZ-2株

の出現数を調べた。EKZ-2コロニー数の計測では，

EKZ-2株が特徴あるコロニーを呈するので，そのコロ

ニーについて García-Martinez ら34) で設計された，

macle-1300F と23S1R のプライマーを用いて，PCR に

よる遺伝子増幅を行い，EKZ-2株と同一の341bp 付近に

バンドが確認できることを確認した。このようにして，

特徴あるコロニーが EKZ-2株であると確認したため，

その後は，コロニーによる簡易的な判別を行った。

ヒラメ養殖水の銅イオン殺菌による細菌群の変動

銅イオン殺菌を行っているヒラメ養殖水を10−１

〜10−６の段階に順次希釈した。その希釈水を100μℓず

つ平板寒天培地（ZeBell 2216E）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。

分離菌株は Okuzumi ら14) の簡易同定法に基づき，グ
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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，ブドウ糖発酵性の性状をしらべ，そ

の結果より属レベルの同定を行った。

銅イオン耐性試験

Casida35) が使用した培地を参考にし，ペプトン１ｇ/

ℓ，酵母0.2ｇ/ℓ，寒天15ｇ/ℓ，塩化銅各々0.01ppm，

0.1ppm，１ ppm を海水に加え，pH 7.2に調節後，

オートクレーブ滅菌し，銅寒天培地として本実験に使用

した。そして，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。また，EKZ-2株の銅イオン耐性試験も同様にして

行った。

結 果

細菌分離

大型海藻クロメ（Ecklonia kurome）遊走子培養液中

から分離したいずれの菌株もコロニー形状が同一であっ

た。分離株はグラム陰性細菌であり，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に属すと考えられた。コロニー形状

が同一であった菌株は簡易同定法でも同様の結果とな

り，同一菌株であると判断し，菌株名を EKZ-2とした

（表１）。

抗 Vibrio試験及び抗 Edwardsiella tarda試験

EKZ-2株は抗 Vibrio試験において強い抗菌活性を示

し，抗 E. tarda試験においても同作用が見られた（表

１）。

分離細菌のヒラメ稚魚に対する投与実験

実験区（EKZ-2株投与），対照区（EKZ-2株無投与）

ともに，ヒラメの斃死個体は見られなかった。そして，

両実験区において，ヒラメ魚体長の増加には有意な差は

なかったが，増体重では，EKZ-2株を投与した実験区に

おいてより高い値となった（t＜0.05）（図１）。

ヒラメ種苗生産におけるEKZ-2株投与実験

孵化後０日目から30日目まで，EKZ-2株を投与した実

験区ではヒラメ約45万尾中41万尾が生残したのに対し

て，細菌無投与区では約40万尾の中で31万尾が斃死する

結果となった（t ＜0.01）（図２）。またヒラメ飼育水中

の細菌相を調べた結果，EKZ-2株を投与した実験区では

恒常的にEKZ-2株が分離された（図３）。

ヒラメ養殖水の銅イオン殺菌による細菌群の変動

銅イオンを添加しているヒラメ養殖水中の細菌数は，

通常の（殺菌を行っていない）ヒラメ養殖水を比べて有

意に少なく，１×103 CFU / ml となった（図４）。また

コロニーの形状によって養殖水から９株，ヒラメ腸内か
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図１ EKZ-2株投与区と無投与区におけるヒラメの成長比較

図２ ヒラメ種苗における生残数

表１ EKZ-2株の簡易分類と抗 Vibrio及び抗 Edwardsiella

試験

Bacterial
strain

Vibrio-static
activity

Edwardsiella-static
activity

Gram-stain Motility
Cytochrome
oxidase test

O-F test
Tentative
identification

EKZ-2 ＋ ＋ − ＋ ＋ − Genus
Pseudomonas



ら５株，計14株の細菌を分離した。分離菌株の簡易性状

試験では14株中７株が色素産生細菌（Flavobacterium

属）であった（表２）。

銅イオン耐性試験

銅イオン殺菌を行っている養殖水より分離した14株の

うち，11株が0.1ppm の銅イオン濃度でも増殖した（表

２）。しかし，EKZ-2株は0.01ppm の銅イオン濃度で増

殖できなかった（表３）。

考 察

水産養殖環境中における病原菌と抗病原細菌との間の

拮抗作用は，自然界では恒常的にみられる事象であり，

この拮抗作用を利用した病原菌防除方法は生物学的防除

またはバイオコントロールと呼ばれる。水産養殖分野の

生物防除研究においては，魚の成長促進効果と同時に病

原菌の増殖を抑制する有用な機能を保持した微生物が報

告されて以来７)，現在までに同じような微生物の探索と

水産養殖への実用化例が100編以上の論文で報告されて

いる８)。このような研究の進展の背景には，過剰な薬剤

使用に対する消費者の危惧感とともに，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。

これまでに，報告された拮抗微生物の多くは Vibrio

属の病原菌をターゲットとしており，E. tardaに対する

拮抗作用を保持する菌株は報告されていない。本実験で

使用した EKZ-2株の病原菌抑制能では，Edwardsiella

tardaに対するよりも，Vibrio anguillarumに対して強

く，このことは，病原菌種の相違によって，EKZ-2株の

拮抗活性の発現の異なることを示している。Dopazo

ら36) の研究でも，魚病細菌の生物防除を目的として，

分離細菌の病原菌に対する増殖阻害作用を調べている

が，E. tardaと Psuedomonas aeruginosa２株への抑制
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図３ EKZ-2株投与区におけるヒラメ飼育水の細菌数

表３ EKZ-2株における銅イオン濃度別増殖試験

Bacterial strains Source of isolation
Cu Cl 2 concentrations (ppm)

0 0.01 0.1

EKZ-2 Ecklonia kurome zoospores ＋ − −

図４ 銅イオン殺菌によるヒラメ養殖水の細菌数の変化

表２ 銅イオン殺菌を使用しているヒラメ養殖水とヒラメ

腸内における分離細菌の簡易同定と銅イオン濃度別増

殖試験

Bacterial strains Source of isolation Tentative identification
Cu Cl2 concentrations (ppm)

0 0.01 0.1

POCW-1 water Flavobacterium ＋ − −
POCW-2 water Flavobacterium ＋ − −
POCW-3 water Pseudomonas ＋ ＋ ＋
POCW-4 water Vibrio ＋ ＋ ＋
POCW-5 water Flavobacterium ＋ − −
POCW-6 water Flavobacterium ＋ ＋ ＋
POCW-7 water Pseudomonas ＋ ＋ ＋
POCW-8 water Vibrio ＋ ＋ ＋
POCW-9 water Vibrio ＋ ＋ ＋
POCD-1 intestinal Flavobacterium ＋ ＋ ＋
POCD-2 intestinal Pseudomonas ＋ ＋ ＋
POCD-3 intestinal Vibrio ＋ ＋ ＋
POCD-4 intestinal Flavobacterium ＋ ＋ ＋
POCD-5 intestinal Flavobacterium ＋ ＋ ＋



効果はみられなかったと報告している。

ヒラメ種苗生産の細菌（EKZ-2株）投与区と細菌無投

与区において，種苗生残数に有意な差が見られたことに

より，EKZ-2株の種苗生産向上の効果が示唆された。ま

た，野口・前田37) によると，ウナギ養殖場の拮抗細菌

投与区でも同様の効果が得られている。本実験における

細菌無投与区における斃死原因は定かではではないが，

ヒラメ種苗生産でしばしば問題となる孵化後20日前後か

ら発症しやすいビブリオ属細菌性疾病（細菌性腸管白濁

症）の症状を呈する種苗がみられた。また，養殖水中細

菌相において，細菌投与区では EKZ-2株が高い頻度で

分離された。このため効果の一因として，EKZ-2株の有

効な作用が考えられ，この作用としては，病原菌の抑

制，ヒラメの代謝増進８) や環境向上６) 等があげられる。

ヒラメ養殖場においては，銅イオン滅菌を行っている

水槽では，斃死するヒラメ個体が継続してみられた。本

研究で，このヒラメ養殖場から分離された菌株の多く

が，通 常 の 養 殖 水 で は 優 占 種 と は な ら な い

Flavobacterium 属の種であり，銅イオンに対して耐性

を持っていた。このように，養殖環境における殺菌方法

の施行では，この殺菌法に対して耐性を獲得すると，こ

れらの耐性細菌群が多く増殖する。この増殖した細菌が

病原菌である場合，疾病が発症する可能性が高くなる。

また，EKZ-2株は養殖現場で使用されている銅イオン濃

度では増殖することができなかった。このように，本研

究は薬剤や銅イオンなどの殺菌過程で，拮抗細菌が減少

し，病原菌が蔓延する可能性のあることを示唆してい

る。

第５章 拮抗細菌利用によるウナギ養殖

緒 言

近年，ウナギ養殖では温室での加温飼育，いわゆるハ

ウス養鰻が盛んになり，常に高水温で飼育されるように

なったため，パラコロ病が成長段階や季節を問わず発生

している38)。Wakabayashi and Egusa39) によって報告さ

れた，この通称パラコロ病は，養鰻場で甚大な被害を与

え，大 き な 問 題 と な っ て い る。原 因 菌 で あ る

Edwardsiella tardaは，グラム陰性，運動性（+），短桿

形状（0.5〜１×１〜３μm）で，周毛を持つ通性嫌気

性細菌である。普通寒天培地に発育し，コロニーは比較

的小さく，25℃24時間培養で直径１㎜程度の灰白色で光

沢のある正円形コロニーを形成する。SS 寒天（組成１

Ｌ中：肉エキス5.0ｇ，ペプトン5.0ｇ，乳糖10.0ｇ，デ

オキシコール酸ナトリウム8.5ｇ，クエン酸ナトリウム

8.5ｇ，チオ硫酸ナトリウム8.5ｇ，クエン酸鉄1.0ｇ，

ブリリアントグリーン0.00033ｇ，中性紅0.025ｇ，寒天

13.5ｇ，pH7.0に調整），DHL 寒天（組成１Ｌ中：肉エ

キス3.0ｇ，ペプトン20.0ｇ，乳糖10.0ｇ，白糖10.0ｇ，

デオキシコール酸ナトリウム1.0ｇ，チオ硫酸ナトリウ

ム2.3ｇ，クエン酸ナトリウム1.0ｇ，クエン酸鉄アンモ

ニウム1.0ｇ，ニュートラルレッド0.03ｇ，寒天13.5ｇ，

pH7.0に調整）および XLD 寒天培地（組成１Ｌ中：酵

母エキス3.0ｇ，塩化ナトリウム5.0ｇ，キシロース3.75

ｇ，乳糖7.5ｇ，ショ糖7.5ｇ，リシン5.0ｇ，デオキシ

コール酸ナトリウム1.0ｇ，チオ硫酸ナトリウム6.8ｇ，

クエン酸鉄（Ⅲ）アンモニウム0.8ｇ，フェノールレッ

ド0.08ｇ，寒天14.5ｇ，pH7.0に調整）などの選択鑑別

培地では，中心部が黒色で周辺部が透明な比較的小さな

コロニーを形成する。発育可能温度は15〜42℃，至適温

度約31℃，発育可能塩分濃度０〜４％である。このパラ

コロ病の症状としては，鰭や腹部に発赤が生じ，鰭赤病

に似た症状を示す。しかし，鰭赤病よりも症状が酷く，

悪臭が強い。さらに，肛門の拡大突出，その周囲の発赤

腫脹が多くの病魚にみられる。これは腎臓の後部に腫瘍

病巣が形成され，腎臓が腫大し，さらには開口して膿が

流れ出たことに起因するもので，肛門付近以外の腸には

顕著な病変は認められない。宮崎・江草40-42) によれば，

本病は本質的には腎臓あるいは肝臓の繊維素性化膿炎で

あり，ある段階から転移病巣が心臓，脾臓にも形成さ

れ，ついには敗血症になって死ぬ。

細菌性疾病はウイルス病とは異なり予防や治療が可能

なため，様々な化学療法剤が養鰻池に大量に長期間投与

されてきた。現在，ウナギのパラコロ病の治療用の水産

用医薬品としては，オキソリン酸，フロルフィニコー

ル，塩酸オキシテトラサイクリン，ミロキサシン，スル

ファモノメトキシン・オルメトロプリム配合剤等が市販

されている（平成21年現在）。その結果，魚病細菌の薬

剤耐性化が進み，魚類養殖では新たな問題となってい

る。特に E. tardaは疾病ウナギから分離された菌株に
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おいて薬剤耐性化の進行が明らかにされいる43-46)，この

ため，現場養鰻池では，薬剤を使用しても斃死が止まら

ない状況にある。

本研究では，パラコロ病の防除を目的として，薬剤を

使用しない方法，拮抗細菌投与によるバイオコントロー

ル法の開発を行った。なお，使用した菌株は第４章で

E. tardaに対して抗菌活性を保持していることが判明し

ているEKZ-2株を使用した。

材料及び方法

拮抗細菌の簡易性状及び抗菌活性

投与実験に使用した拮抗細菌 EKZ-2株の性状等は，

第４章に記載した。

E. tarda感染防除実験

本実験では50Ｌ水槽を用いて，拮抗細菌（EKZ-2）投

与実験区と無投与区とを設定した。各区ともウナギ（約

30ｇ/尾）15尾ずつを供試し，有用細菌投与区では

EKZ-2株培養液を50ml/㎏の割合で配合飼料に混合し，

ウナギに体重の３％相当の餌量として給与した。無投与

区では細菌無添加の配合飼料を給与した。各区ともにウ

ナギを２週間30℃で給餌飼育し，その後，病原菌 E.

tarda を104，105，106 CFU/ml の濃度に希釈した後，ウ

ナギ腹腔内に0.5ml の量で注射，実験区と対照区におい

てウナギ斃死数を比較した。

養鰻池におけるEKZ-2株投与実験

実験に使用した養鰻池ではハウス加温式養殖を行って

おり，水温は約30℃，１池（約150㎥）当たりに約２万

尾のウナギを飼育している。３日間培養した EKZ-2株

（菌数約109 CFU/ml）を50ml/㎏の濃度で混合した配合

飼料を約２ヶ月間ウナギへ投与し，生残尾数を対照生産

区（菌無投与）の尾数と比較した。

結 果

E. tarda感染防除実験

E. tarda感染試験の結果を表１に示した。E. tarda の

濃度を104 CFU/ml に調整しウナギに攻撃した場合，

EKZ-2投与区では全尾が生存し，細菌無投与区では15日

間で11尾が斃死した（図１）。さらに，細菌投与区にお

いては，餌食い等の活動の低下が見られなかったことか

ら，EKZ-2株のウナギへの悪影響はないか，あるいは少

ないものと判断した。

養鰻池におけるEKZ-2株投与実験

EKZ-2株投与区では，細菌投与後53日間において約

500尾の死亡が見られたのに対して，細菌無投与区では

約3500尾が死亡した（図２）。細菌投与区においては，

給餌の際に，水流に逆らって泳ぐ個体が多く，活発な摂

餌行動がみられた。なお，細菌無投与区における斃死魚

には，パラコロ病の症状を呈した個体がみられた。

考 察

ウナギを対象にしたワクチンについては，Song and

Kou47) や Trongvanichnam ら48) がホルマリン不活化菌

体を抗原とする浸漬免疫を試み，ある程度の有効性を認

めている。また，Salati ら49,50) は E. tardaから抽出した

リポ多糖（LPS）がワクチン抗原として有効であると報
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図１ 細菌投与区と無投与区における E. tarda（104

CFU/ml）の攻撃実験

表１ E. tarda感染試験におけるウナギ生残数

Concentration of E. tarda

(CFU/ml)

With the Strain EKZ-2 Without the Strain EKZ-2

Survival number of eel

106 0 0

105 6 4

104 15 4



告している。ウナギ以外では，テラピアに対するホルマ

リン不活化菌体を抗原とする浸漬免疫51) や弱毒変異株

を抗原とする生菌免疫52)，マダイに対するホルマリン不

活化菌体および抽出 LPS の筋肉注射免疫53) などが報告

されている。しかし，いずれの場合でも，ワクチンは実

用化には到っておらず，薬剤投与に頼っている現状にあ

る。

養鰻池現場では，薬剤投与を行うと，次にウイルス性

疾病が発生する状況にある。これは，薬の使用により魚

が羅病してしまうことが現実に起こっていることを表し

ている。つまり，ウイルスと細菌の関係をみると，ウイ

ルスの感染を抑制する微生物（拮抗微生物）は海水中に

は多数生息している54)。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，いままで善玉菌によって抑制されていたウイルスは

のびのびと活動することができ，魚に感染する。そのた

め，薬剤耐性菌の弊害だけではなく，ウイルス性疾病に

よる新たな斃死が起こる。このウイルス性疾病では，ウ

イルス性血管内皮壊死症と点状出血症・板状出血症とが

発生している。ウイルス性血管内皮壊死症の原因ウイル

スについては，電子顕微鏡によって確認された形態や細

胞内での存在位置から，アデノ様ウイルスに類似してい

ると考えられている。このウイルスは血管の内面を覆う

細胞（内皮細胞）に選択的に侵入し，その結果として全

身のうっ血や出血などの病変が生じる。現在までのとこ

ろ，本ウイルスの性状等については不明な点が多いが，

本ウイルスに感受性のある培養細胞が樹立され，ウイル

ス分離に成功したとの報告もある55)。現状では，今後の

研究の進展が期待されるものの，原因ウイルスの性状が

不明なため，決定的な対策はまだ無い。また，点状出血

症・板状出血症は，ウイルスもまだ特定されておらず，

効果的な治療法も皆無であり，両疾病の対策としては，

現在は昇温のみが行われている。これは，ウイルスの増

殖源となる衰弱魚を高水温により殺し，感染源を除去す

るという方法であり，根本的な対策とは考えにくく，す

でに重篤に本症が蔓延している場合には，際限なく死亡

が続くことになる。

このように，薬剤投与による疾病対策では，疾病との

イタチごっこになり，変異の進行する細菌やウイルスに

対応するのは，難しい現状である。本研究においては，

水槽実験において E. tardaに対して抗菌活性を保持す

る拮抗細菌を配合飼料に添加することで，パラコロ病を

抑制することができた。また，養鰻池現場でも，拮抗細

菌を投与することでウナギ斃死数が減少した。この結果

は，現状の薬剤投与からウイルス性疾病の発症という負

のスパイラルからの脱出を示唆しており，ウイルス性疾

病の防除が期待できると考える。

なお，E. tardaへの増殖阻害作用を保持する拮抗細菌

は少なく，Dopazo ら36) の研究でも，E. tarda抑制効果

を保持する細菌はみられなかったと報告している。また

水産養殖における生物防除製剤の研究総説８) において

も，E. tardaに対する拮抗細菌の報告例はみられない。

第６章 養鰻池における環境向上と病原菌の消長

緒 言

ウナギ養殖がハウス加温飼育方式となり，高水温設定

が定常化したため，Edwardsiella tardaを原因菌とする

パラコロ病が成長段階や季節を問わず，単独感染症とし

て発生している。この E. tardaは淡水魚ではウナギの

ほかナマズ Ictalurus punctatus56)，テラピア Tilapia

mossambica
57)， マ ス ノ ス ケ Oncorhynchus

tshawytscha
58)，ドジョウ Misgurnus anguillicaudatus59)，

およびコイ Cyprinus carpio60) などで疾病を引き起こし，
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図２ 養鰻池における，細菌投与区と無投与区のウナギ斃

死数



水産業に甚大な被害を与えている。このような中，薬剤

投与を行ってきた現状にあるウナギ養殖でも，使用可能

な抗生物質に耐性を示す菌株が増えている61)。

第５章の研究において，E. tardaに対して拮抗作用を

示した微生物をウナギ餌料に添加し，投与したところ，

無投与区と比べて有意に生残数が向上した。しかし，使

用した菌株は海産の海藻表面から分離した菌株であり，

養鰻場における淡水環境下では，増殖率が小さいという

課題を残した。そこで，本研究では，アユ養殖池の淡水

環境から分離し，強い拮抗作用を保持する菌株をバイオ

コントロール製剤として，エドワジエラ症防除試験に用

いた。さらに，拮抗細菌を投与することで，ウナギ養殖

水中や底層土での細菌数，細菌相や E. tardaの消長の

変化をしらべた。

ウナギ養殖において，養殖環境はウナギの生残や成長

を左右する大きな要因となる。特に，ウナギの飼育量が

過密になると水質の急激な悪化が起こり，例えば溶存酸

素量，アンモニア，亜硝酸等の水質が飼育制限要因とな

り，健康なウナギ育成の妨げになる。また，高濃度の栄

養塩の排出は，その下流域における富栄養化の原因とな

る。養殖環境の保全，また排水による下流域での弊害を

防除するためには，栄養塩を分解し，低濃度状態に保つ

必要がある。この栄養塩の分解には細菌の働きによると

ころが大きいので，本研究では，バイオコントロール製

剤が，養殖水中と底層土（ヘドロ）の栄養塩の低減効果

を示すかしらべた。

材料及び方法

抗エドワジエラ試験

伊藤ら29)の研究において分離した拮抗細菌 PMC-7株

を用いて，マダイより得られたエドワジエラ症の原因菌

である Edwardsiella tardaに対する抗菌試験を行った。

抗菌試験の方法は前章と同様である。また Okuzumi

ら14) 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，LMC-9株の属レベルでの同

定を行った。

養鰻池におけるPMC-7株投与実験

実験に使用した養鰻池ではハウス加温式養殖を行って

おり，水温は約30℃，１池（約150㎥）当たりに約２万

尾のウナギを飼育している。この試験池において，３日

間培養した PMC-7株（菌数約109 CFU/ml）を50ml/㎏

の濃度で配合飼料に混合し，この飼料を約９ヶ月間

（６ヶ月間投与したのち，別の池に３ヶ月間）投与した。

また，無投与区も設置して実験区と比較した。

細菌分離

細菌投与区及び対照生産区（細菌無投与）の水中，底

層土（ヘドロ蓄積）より細菌を分離した。水中細菌の分

離では，10−１〜10−６の希釈段階を順次設定し，希釈水

を100μℓずつ平板寒天培地（ZeBell 2216E）に接種し

た。また，底層土からの細菌分離では，10ml 試験管

（滅菌淡水９ml を含む）に10ml になるところまで底層

土を入れ，しっかりと攪拌した後，10−１〜10−６の希釈

段階を順次設定し，希釈水を100μℓずつ平板寒天培地

（同上）に接種した。それぞれ平板培地は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，分離した菌株において，コロニー形状毎に発酵性細

菌か否かを，O-F 試験を用いて検定した。

PCRを使用した E. tardaの検出

E. tarda 検出手段として PCR を使用した。E. tarda

のDNA試料は chelex100® 法62） による簡易抽出によっ

て調整し，プライマーは，E. tardaの検出に設計された

Eta-210，Eta-1030r を用いた。プライマーの塩基配列に

ついては以下に示す。

Eta-210:TCG GGC CTC ATG CCA TCA GAT GAA

Eta-1030r :CCA AAG GCA CTC CCG TAT CTC TAC

PCR では，熱変性を95℃で１分間行い，続いて３ス

テップサイクル（95℃30秒間，55℃30秒間，72℃１分

間）を30サイクル行った。PCR 終了後，PCR 反応液を

試料として，アガロースゲルによる電気泳動を行い，

PCR による増幅の有無を確認した。電気泳動は３％ア

ガロースゲルを担体として用い，1× TAE buffer

（40mM Tris-酢酸，1mM EDTA（pH 8.0））を溶媒とし

て定電圧100V，30分間の条件で行った。

拮抗細菌投与における E. tarda出現の有無

養鰻池において，拮抗細菌 PMC-7株を投与した実験
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区と無投与の対照区とにおいて，E. tarda出現の変動を

比較した。すなわち，その出現の有無を E. tarda検出

用プライマーによる PCR 法を用いて行った。DNA サ

ンプルは，養殖水，底層土については2005年11月から

2006年７月までの間，７日間に一度の割合で，またウナ

ギ（生魚及び斃死魚）からは１ヶ月に一度の割合で，そ

れぞれサンプルを採取し，検定に使用した。

拮抗細菌投与における栄養塩の比較

養殖池底土には飼料の食べ残し，ウナギの糞等の有機

物が沈積し，栄養塩濃度を高くしている。そこで，拮抗

細菌を投与することによる栄養塩濃度の変動をしらべ

た。栄養塩の指標にはリン，アンモニアを採用し，サン

プルとして養殖水と底層土を採取し，2005年11月から

2006年７月までの期間，７日間に一度，Murphy ら63) と

Searle64) の方法によって栄養塩濃度を測定した。

結 果

抗エドワジエラ試験

PMC-7株は E. tarda に対して強い拮抗活性を示し，

簡易同定ではグラム陰性，運動性（＋），チトクロー

ム・オキシダーゼ試験（−）OF 試験（−）となったた

め，簡易分類法では同定できなかった（表１）。

養鰻池におけるPMC-7株投与実験

PMC-7株投与区では，細菌投与後180日間において約

1,950尾の死亡が見られたのに対して，細菌無投与区で

は約4,160尾が死亡した（表２）。なお，投与区での４月

の斃死魚にはエラにトリコジナが寄生していた。

細菌分離

細菌投与区と無投与区において，池中の細菌群は，養

殖水では５×103 CFU/ml から７×104 CFU/ml，また底

層土では，２×105 CFU/ml から２×106 CFU/ml までの

間で変動し，拮抗細菌投与，無投与の池における，それ

ぞれの細菌数の変動には相違はみられなかった。一方，

分離したシャーレ上の細菌群からコロニー形状の異なる

菌株に O-F 試験を行った結果，有用細菌投与区と比較

して，無投与区からは発酵性細菌がより多く検出された

（表３）。

PCRを使用した E. tardaの検出

E. tardaの検出用プライマーを用いて，PCR 反応を

行うと，800bp 付近にバンドが検出され，その検出限界

は，10２ CFU/ml までであることが確認された（図１）。

82

表１ PMC-7株の簡易分類

Bacterial
strains

E.tarda-
static
activity (%)

Motility Cytochrome
oxidase test

O-F
test

Tentative
identification

PMC-7 41 ＋ − − Not identified

表２ ウナギ斃死数の比較

A.D/ Month With bacteria Without bacteria

2005/12 153 362

2006/１ 300 427

2 196 428

3 307 869

4 718＊ 467

5 285 1607

Dead number
of eels

1959 4160

＊：Dead of parasitic disease.

表３ 細菌投与区と対照生産区における醗酵性細菌

Date With bacteria Without bacteria

５/４ −0/8＊ ＋2/8

５/11 −0/6 ＋1/6

５/18 −0/6 −0/6

５/25 −0/5 ＋1/5

６/１ ＋1/5 ＋2/5

６/８ −0/5 −0/5

６/15 ＋1/5 ＋1/5

６/22 −0/7 ＋2/7

６/29 −0/6 ＋1/6

７/６ −0/6 −0/6

７/13 ＋1/5 ＋1/5

７/20 −0/6 ＋1/6

７/27 −0/6 −2/6

* ：Number of fermentative bacteria/Number of isolated bacteria.

図１ PCRを使用した E. tardaの検出



拮抗細菌投与における E. tarda出現の有無

計37回のサンプリングにおいて，細菌投与区では養殖

水中から７回，底層土から１回 E.tardaが検出されたの

に対して，対照区では養殖水中から21回検出され，検出

率はそれぞれ18.9％と56.8％となった（表４）。

また，ウナギでは，生魚からは分離されることが少な

かったが，斃死魚からは，細菌投与の有無に関わらず，

E. tardaが検出された（表５）。

拮抗細菌投与における栄養塩の比較

拮抗細菌投与区と無投与区における，養殖水及び底層

土のリン酸態リンとアンモニア態窒素の変動を図２，３

に示した。リン酸態窒素では，対照生産区の養殖水で約

0.8㎎/L，底層土で約1.5㎎/L であるのに対して，拮抗

細菌投与区では，それぞれ約0.3㎎/L，0.5㎎/L と有意

に減少していた。また，アンモニア態窒素においても，

同様に細菌投与区の養殖水では約70％減少，底層土でも

約40％減少していた。この結果から拮抗細菌投与によっ

て，栄養塩の減少することが判明した。

考 察

反町・江草65)は，ウナギの腸内細菌叢の季節的変化を

調べ，Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter-

Alcaligenesは特に冬に多く，Vibrioは夏から秋にかけ

て多い。一方，Aeromonasは春先に多く，以後減少し，

冬には認められなかったと述べている。E. tardaの出現

については，ハウス加温式の養鰻場においては，パラコ

ロ病の発生状況と関係なしに，周年を通して養殖環境や

ウナギ腸内に分布することが明らかにされている66)。ま

た，E. tardaは海水中では，生存期間が比較的短く，塩

分が３％を超えると増殖が著しく低下するが28)，淡水環

境下では長期間生存することが報告されている67)。ま

た，ヒラメにおいて，エドワジエラ発症魚や，死亡魚か

ら大量の E. tardaが排出されることが実験的に示され

ており68)，ウナギにおいても同様に，ウナギ生体あるい

は斃死した個体から養殖環境へ放出されている可能性が

ある。本研究において，拮抗細菌を投与していない対照

区において，養殖水中から E. tardaが高い頻度で検出

された。また生魚からの検出は少なかったものの，斃死

したウナギからは，全ての個体で E. tardaが検出され

た。これは，拮抗細菌投与区でも同様であったので，斃

死魚の速やかな除去が，パラコロ病防除には必要である

と思われる。

養殖を行う上で大きな問題には，養殖場の環境汚染が

ある。養殖魚の残餌や排泄物などの有機物が養殖環境内

に蓄積して，その分解過程で溶存酸素を消費する。有機
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表４ 養鰻池の E. tarda検出数と検出率

With bacteria
water bottom mud

Without bacteria
water Mud of bottom

Number of E. tarda detection 7 1 21 0

E. tarda detection rate (%) 18.9 2.7 56.8 0

Number of sampling : 37.

図２ 養殖水及び底層土におけるリン酸態リンの変動

図３ 養殖水及び底層土におけるアンモニア態窒素の変動

表５ ウナギからの E. tarda検出数と検出率

With bacteria
live eels dead eels

With out bacteria
live eels dead eels

Number of E. tarda detection 1 9 1 9

E. tarda detection rate (%) 11.1 100 11.1 100

Number of sampling: 9.

Isolated from mucus, liver, intestines.



物負荷量が多く，酸素供給が追いつかないと，蓄積され

た有機物が嫌気分解され硫化水素を発生し，同時に貧酸

素水塊が形成され，飼育環境がいっそう悪化する。特に

アンモニア態窒素は魚類に強い害作用を与える。非イオ

ンのアンモニア（NH3）は水温，pH の変化によって発

生する場合が異なるが，水温が高く，pH が高ければそ

の毒性が強くなる。ウナギでは，アンモニア態窒素が約

30㎎ /L で，成長に悪影響を及ぼすことが分かってい

る69)。本研究において，養鰻場における水は，細菌無投

与の対照区では約15㎎ /L であったのに対して，拮抗細

菌投与区では約３㎎ /L となっていた。またリン酸態リ

ンにおいても，拮抗細菌投与により，減少することが判

明し，これは，投与した拮抗細菌が栄養塩を分解したも

のと考えられた。

なお，底層土の浄化については，投与細菌が底層土中

の原生動物によっても摂食され，それにより増加した原

生動物は底層土中を移動し，その攪拌作用により，酸素

が多く浸透して，よりヘドロ分解が促進されたとも考え

られる。

細菌よって取り込まれた有機物の大部分は最終的に水

と二酸化炭素に分解され，その過程で窒素やリンなどの

無機塩が生成されるが，これらの無機塩類は植物プラン

クトンによって利用され再び有機物となり，食物連鎖網

に組み込まれて，より大型の生物へと転換される。また

細菌に取り込まれた有機物の一部分は細菌細胞となり，

細菌を餌とする微少な原生動物を通して食物連鎖網に組

み込まれる。このように，有用細菌をめぐる食物連鎖

も，環境の向上に重要な要素になると考える。

第７章 総合討論

人々の多くは魚の養殖において，微生物を悪物と考え

取り除こうとする。魚介類種苗生産施設を訪ねると，そ

の多くの施設で，微生物＝悪物として，塩素による殺菌

や UV ランプやフィルターろ過による海水浄化等の対

策がとられている。

また，人間の生活でも衛生管理のために，消毒剤の散

布をおこない，多くの微生物を排除する。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業になると薬の使

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，魚介

類の病気の治らない事例が数多く起こっている。

ここで，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について考える。ウイルスと細菌

の関係をみると，ウイルスの感染を抑制する細菌（拮抗

微生物）は海水中には多数生息している。ところが，抗

生物質は細菌を抑制ことはできるが，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えて

いる細菌，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，いままで善玉菌によって抑制され

てい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起こってい

るといえる。

ここで，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なる。Maeda70)，Maeda and

Nogami７) の研究により，世界で初めて魚の成長促進

（プロバイオティクス）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

ヘドロなどの有機物を分解する有効な機能を保持した微

生物が発見され，その後同じような微生物の探索と水産

増養殖への実用化例が100編以上の論文で報告されてい

る８)。このような研究の背景には，先にも述べたような

過剰な薬剤使用に対する消費者の危惧感とともに，薬剤

の効力が低減し，疾病防除が難しくなっている状況があ

る。

実際，本研究で対象となった魚種でも，薬を使用して

も全く効果がない事例が多数みられた。特に，第５章，

第６章の対象魚種であるウナギにおいては，エドワジエ

ラ症とともに，ウイルス性と考えられるエラ病が蔓延し

ている。この疾病は，エドワジエラ症に対して薬剤投与

を行うと，発生が顕著になるということが現実に起きて

おり，先に述べたように，薬剤投与下での善玉菌の減少

によるウイルス性疾病の増加と考えられる。
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バイオコントロール製剤とプロバイオティクス

生物防除（生物学的防除，バイオコントロール，

Biological control，Biocontrol）は自然界に進行してい

る生物間の競合の中で，主として拮抗作用を利用した方

法であり，天敵生物を増殖させることによって病原微生

物の防除を行う目的で開発された。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（Classical or Augmentative biocontrol）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

するなど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（Conservation biocontrol），さらに両

者の特徴を併用する方法等が採用されている。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，原生動物の生産物で，他の原

生動物の増殖を促進する物質をあらわす語として Lilly

and Stillwell71) によって提唱された。その後，プロバイ

オティクスの用語は，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るようになり72)，さ

らに Fuller73) は，プロバイオティクスを，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

状態に保つ微生物と定義した。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測

できる。Nurmi and Rantala74) は，成長した健康なニワ

トリの腸内容物や少量の糞を若鶏に投与した場合，若鶏

の病原菌 Salmonella infantisへの抵抗性が増大したと報

告した。これは，若鶏消化管内において，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

られる。

プロバイオティクスは，上記の定義のように，病原菌

に対して拮抗作用を発現するというよりは，場の競合な

どで優勢となり，結果的に病原菌の定着を阻害する微生

物をあらわす。このような特徴により，プロバイオティ

クスとバイオコントロール製剤（Biocontrol agents）と

は区別され，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。

養殖環境でも，他の自然生態系と同様に，多数の微生

物や微細藻類および原生動物等が分布し，これらの微生

物は直接的あるいは間接的に相互作用をおよぼしている

が，近年これらの微生物のプロバイオティクスおよびバ

イオコントロール製剤としての利用が注目されるように

なった。

水産増養殖におけるバイオコントロール製剤（生物防

除）

水産増養殖のバイオコントロール製剤研究は，３つの

研究レベルに分けることができる。

１．拮抗微生物が病原菌の増殖を阻害するが，魚介類へ

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

か，または成長促進効果のある微生物の研究

３．上記２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。

病原細菌の防除

Dopazo ら36) は，魚 病 細 菌（ Vibrio, Aeromonas,

Pasteurella, Edwardsiella, Yersinia, Pseudomonas属の

菌株）の防除を目的として，分離細菌株の病原菌に対す

る増殖阻害作用をしらべた結果，供試菌は上記の病原菌

に対して抑制効果を示したが，Edwardsiella tarda と

Pseudomonas aeruginosa２株への抑制効果はみられな

かったと報告した。Tanasomwang ら75) は，ウシエビ

（別名ブラックタイガー，Penaeus monodon）の孵化水

槽 よ り 抗 Vibrio 細 菌 を 分 離 し，Jayanth ら76) は，

Aeromonas属の菌が魚やエビの病原細菌に対して強い

拮 抗 作 用 を 示 し た と 報 告 し た。Ruiz ら77) も，

Alteromonasの１種が養殖水中の多くの細菌に対して拮

抗作用を示したと報告した。Rico-Mora ら78) は，培養し

たケイ藻 Skeletonema costatum に分離細菌（同定され

ていない）を加えた場合，その後に人為的に加えた病原

菌 Vibrio alginolyticusの増殖が阻害されたことを報告

し，この阻害作用は供試菌が抗菌作用を保持しないこと

から，ケイ藻の細胞外生産有機物のみという低栄養条件

下における供試菌２株の場の競合において，高栄養環境

を好む Vibrio 属の増殖が抑制されたと推測した。
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Moriarty79) は Bacillus sp. を 160 日間濃度 10４ 〜10５

cells/mL−１ になるようにウシエビ養殖池に投与したと

ころ，Vibrio 属菌数の減少したことを報告した。この

報告では池水中の投与した Bacillus sp. 菌数の分布・変

動のデータが示されていないので，投与した Bacillus

sp. が池中で増殖しうるのか否か不明である。

上記の拮抗微生物と病原菌との間の拮抗作用研究で

は，供試菌株が魚介類の代謝・成長等にどのように影響

するのか明らかにされていないので，現場養殖への実用

化には十分な知見が得られたとはいえない。これに対し

て次の研究では，供試菌の拮抗作用とともに，用いた菌

株の魚介類への影響についても調べられている。

Jöborn ら80) によると，Carnobacterium sp. が魚類消

化管中に生存して，病原菌 Vibrio anguillarum と

Aeromonas salmonicidaとを抑制し，一方，供試菌の魚

類への阻害作用はなかった。Smith and Davey81) は供試

菌株（Fluorencent pseudomonas）が鉄イオンの吸収に

より魚類に人為的に感染した Aeromonas salmonicida

の増殖を抑制したと報告した。この作用は，３価鉄イオ

ン輸送因子シデロフォア（siderophore）を持つ微生物

が環境中から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効果による

ものである。Gatesoupe82) も Vibrio sp.をワムシ飼育水

槽中で増殖させ，このワムシを Turbot 稚仔に与えた場

合，Vibrio splendidusの増殖が抑制され，この抑制効果

はシデロフォアによると報告した。Nakamura ら83) によ

ると，いくつかの分離菌が Vibrio 属菌３種の増殖を阻

害し，中でも１株は強い阻害作用を示したが，カキの成

長への抑制作用はなかった。彼らは，さらに病原菌

Vibrio alginolyticusのカキに対する攻撃試験において，

有用細菌の存在下でカキ幼生の70％が生残したが，有用

細菌の存在しない条件では８％のみの生残にとどまった

ことを報告した。しかし，これらの研究では供試菌はカ

キの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ため，人間への毒性の有無が危

惧される。

一方，次に示す研究では，有用細菌による病原菌の抑

制，魚介類の成長促進効果とともに，使用した菌株の分

類 同 定 が 行 わ れ て い る。Riquelme ら84) は，

Alteromonas haloplanktisの培養静止期の培養上澄液が

病原菌の増殖を抑制したと報告している。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。この有用細菌に貝類幼生を１時間

浸漬した場合，病原菌 Vibrio sp.への抵抗効果をあらわ

したが，24時間浸漬の場合では無浸漬の場合との相違は

みられなかった。この菌液への浸漬は，農業領域で採用

されているバクテリゼーションといわれる方法であり，

植物の種子や根を細菌液に浸し，その後地中に移植する

と，細菌が種子，根の周りに分布，あるいは増殖するた

め，植物の成長促進効果や病原菌の抑制効果が期待でき

る手法とされている85)。Austin ら86) の報告では Vibrio

alginolyticusの培養上澄の凍結乾燥粉末がバイオコント

ロール製剤としての効果をあらわし，病原菌 Vibrio

ordalii，Vibrio anguillarum, Aeromonas salmonicidaの

増殖を抑制したが，Yersinia ruckeriに対しては阻害効

果がなかったと報告した。彼らは，また，このバイオコ

ントロール製剤を太平洋サケに投与した結果，病原菌

Aeromonas salmonicidaの攻撃試験に対して魚体の抵抗

性が増大したが，一方 V. anguillarum と V. ordalii に

対する感染抑制効果は低かったと報告している。Gram

ら87) の 報 告 で は，鉄 イ オ ン 制 限 下 で 培 養 し た

Pseudomonas flourescens の 培 養 上 澄 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。彼等は

さらに，105〜107 cells mL−１の P. fluoresecnesをニジマ

ス飼育水中に添加して５日間飼育した後，104〜105 cells

mL−１濃度の V. anguillarumの攻撃試験を行った結果，

ニジマスの生残率は有用菌株の添加によって向上したと

報告している。

Gibson ら88) によると，バクテリオシンを生産する

Aeromonas mediaは病原菌 Vibrio tubiasiiの攻撃に対し

てカキを防御する効果を示し，A. media無投与の実験

区では，カキは５日後に死滅した。また有用菌 A.

media単独投与の場合においては，カキ生残への悪影響

は見られなかったと報告している。

Gatesoupe ら89) は，乳酸菌を与えたワムシのヒラメに

対する餌料価値の向上を報告した。さらに Gatesoupe90)

は，Bacillus sp. の胞子をワムシに投与した場合，ワム

シ培養水中には多様な菌が出現したが，無投与のワムシ

培養水中の細菌相は Vibrio 属の細菌が優占すること，
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当該細菌を投与したワムシをカレイ目ターボットに与え

た場合，10日後の成長と生残率が向上することを示し

た。このように，有用微生物をワムシやアルテミア等の

餌料生物に摂食させ，この餌料を魚類に投与して抗病性

向上をはかる試みが行われているが，一方では，アルテ

ミアやワムシ等が細菌を消化した後には，細菌効果の発

現が低減する傾向にあることが指摘されている６)。

Maeda６)，Maeda and Nogami７)，Maeda70)，Maeda

and Liao91)，Maeda ら92)，Nogami and Maeda93)，Maeda

and Liao94) は養殖水中より分離した菌株 Thalassobacter

utilis と Pseudoalteromonas undina がエビ（Penaeus

monodon），カニ（Portunus trituberculatus）の成長を

促進するとともに，病原微生物への拮抗作用を示すこと

を報告した。さらに，この P. undina がシマアジ

（Caranx delicatissimus）の生残向上および病原ウイル

ス抑制効果もあらわし95)，Thalassobacter utilis は養殖

水中に出現した真菌の増殖を抑制することも明らかにし

た96)。Gatesoupe12) の総説では，これらの研究が水産養

殖における生物防除およびプロバイオティクス研究の先

駆けとなったと評価している。

本研究で使用した拮抗細菌 LMC-2株（第３章），

EKZ-2株（第４，５章），PMC-7株（第６章）は，病原

菌への拮抗作用を保持しており，かつ魚介類には無害で

あるか，または成長促進効果があり，かつ菌株が分類同

定されている。また，LMC-2株（第３章）では，マダ

イ好中球数の増加が認められたことから，病原菌への直

接的な抗菌活性とともに，魚介類の生体防御能の上昇に

より，病原菌への耐性の向上した可能性が示唆された。

次に，PMC-7株（第６章）では，拮抗細菌を投与する

ことで病原菌の減少とともに栄養塩が減少した。これ

は，投与した拮抗細菌が，有機物などを分解する能力を

もつことを示している。このように本研究は，上記の既

報告にない新たな知見を提供しており，バイオコント

ロールの実用化を促進したものと考える。

養殖魚の病害生物のバイオコントロール（生物防除）

に 使 用 可 能 な 微 生 物 に は Pseudomonas, Vibrio,

Pseudoalteromonas, Alteromonas, Aeromonas,

Thalassobacter, Carnobacterium, Lactobacillus属の種等

があるが，これらの有用細菌はバクテリオシン，シデロ

フォアや酵素等の物質を生産し，この物質の作用によっ

て他微生物の増殖を抑制すると考えられる。さらに，こ

のような作用物質とともに，微生物間の「場の競合」

（niche exclusion）によって，他微生物を排除する作用

も，バイオコントロールにおいては重要である。

Okami97) は，バクテリオシンは近縁種のみに作用す

る物質で，この特徴によって抗生物質と区別されると述

べているが，この作用範囲が狭いという定義において

は，大半の細菌がバクテリオシンを生産することにな

り，これらも生物防除製剤として利用することが可能と

なる。さらに，拮抗微生物をより効率よく探索・分離す

るうえでは，生物体表が適当な場として指摘されてい

る。例えば，海藻に付着する細菌の中には抗菌性を保持

する種が多い。Lemos ら98) は，特定の海産植物種から

高頻度で抗菌活性を示す株を得ている。Burgess ら99) も

多くの細菌を海藻や無脊椎動物の表面から分離し，35％

の菌株が抗菌活性を示し，この割合は，海水中の浮遊細

菌における割合よりも高かったと報告した。本研究でも

同様の結果を得ており，第２章の研究において，養殖水

中分離細菌よりも付着基盤から分離した菌株のほうが，

抗菌・抗ウイルス細菌の割合の高いことを示した。

細菌に感染するバクテリオファージは，養殖魚介類病

原菌の生物防除製剤に利用しうると考えられるが，いま

だ実用化にはいたっていない。Park and Nakai100) は，

ファージを配合飼料に混合しアユに投与した結果，

Pseudomonas plecoglossicidaの攻撃に対してアユの抵抗

性が増大したと報告している。しかし，自然界海水中に

おけるファージ感染特異性の再確認，およびファージに

対する耐性菌出現等の問題については，更なる検討が必

要であろう。

近年，養殖魚の「食の安全」（risks on the table）に対

する消費者の関心は著しく増大しており，薬剤等の使用

は抑制される方向にある。また，近年の地球気象の変化

（温暖化）にともなって，例えば亜熱帯，熱帯の疾病が

温帯，亜寒帯地域に発生しているように，新たな疾病の

発生が続くと危惧されている。このような薬剤使用の抑

制と疾病増大の状況において，バイオコントロールヘの

関心はより増大する傾向にあるといえる。
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