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北大水産業報
46(2)， 39-46. 1995. 

赤潮藻類 Gymrwdiniummikimotoiの増殖に及ぼす

田辺湾分離細菌の影響

生地 暢1)・津辺智雄1)・絵面良男1)

E貸ectof Marine Bacteria Isolated from Tanabe Bay 

on the Growth of Marine Red Tide Dinoflagellate， 

Gymnodinium mikimotoi 

M蹴倒hiONJI1)， Tomoo SAWABE1) 

and Yoshio EZURA1) 

Abstract 

The effec七ofmarine bac旬riaisolated from seawa'七ers細npl田 collec加daもTanabeBay 
(Wakay岨 aPref.制 ure)in 1990 on七hegro杭，hof a red tide dinoflagell脚，均刑問dinium
miki:側伽 (=G. 叩伊d必附e) w副 inv曲七19&加d. S出，y-sixbacterial strains of 七he
M肘広田lla-Acineωbact6'rgroup阻 d33 strains of Vibrio spp. identified in a previous repo比
(Miyazaki et a1.， 1995a) were us吋 inmixed cultures wiも，hG. m'似 mo制. Th回開nstrains of 
bacteria isola七edfromもheforming stage of七heredもidea七T阻 abeBay had a promoもingeffec七
on the growth of G. mikimo師. Strains from the genera Vibrio and Acineωbact6'r had an 
倒pωiallystrong promo七ingeffec七. ManyofもheMoraulla strains isolated during the d田line
stage of a red七idea七T阻 abeBay had an inhibiting effect on the growth of G.間iki問。ω.
These r曲ultssuggest the pr剖 en田 ofbac飽.riathat influenced the grow七，hof G.仰がmo制
during七hedevelopment and decline of G.聞が問。伽ired七id田.

Key Words;海洋細菌，均隅nodini'也mmiki糊伽，赤潮，混合培養

緒 言

近年，ブルーミングが形成される海域での物理・化学的測定値のモニタリングにより，海産微

細藻類のブルーミングの形成・消滅機構に関与する要因の解明が進む中，生物学的な面から海産

藻類のブルームの形成・消滅機構を明らかにする研究が進みつつある(石田， 1994)。中でも，赤

潮の消滅が極めて急速に消滅する現象には物理・化学的要因の他に生物的な要因が関与している

ことが示唆されており(石田， 1994)，赤潮の衰退期にプルームの原因藻類を殺滅する細菌群が増

加するとの報告もなされている (Fuk阻 iら， 1991;深見・西島， 1994)。しかし，海産微細藻類の

プルームの形成・消滅過程に関与する海洋細菌群を特定するには，より多くの結果の蓄積が必要

である。

絵面・津辺 (1993)および宮崎ら (1995a，b)は1989年から 3年間にわたり，和歌山県・田辺湾

におりる匂m仰 d初旬m赤潮の形成・消滅に伴う細菌群の変遷を詳細に調べ，Gymnodinium赤潮

1)北海道大学水産学部微生物学講座
(Lめ叫ury01 Microb仰 gy，Faculty 01 F:働問s，Ho.蜘地 U時畑出ty)
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の形成・消滅に関連した特定の細菌相の変遷があることを示唆した。そこで，本研究ではこの群

レベルでの変遷をさらに詳細に明らかにするために，赤潮発生年であった 1990年の田辺湾海水試

料から分離した海洋細菌と G.mikimo伽.との混合培養を行ない，G. mikimotoiの増殖に対する

個々の海洋細菌の影響について調べたので，その結果を報告する。

実験方法

供試藻類

本実験には渦鞭毛藻匂mnod.仇iummiki:仰師無菌培養株 (NIES-249株)， G. m似mo伽非無菌

培養株 (K乱-34株)の2株を供した。

なお，G. miki仰師 (NIES-249株)は国立環境研究所から，G. mik伽o制 (Ka-34株)は香川県

赤潮研究所から分与された株である。

両株とも，ねじ口試験管に分注し，高圧滅菌した f/2培地 (Watanabeand N ozaki， 1994)にお

いて， 20
00， 4，100 Lux， 14: 10時間の明暗周期下で継代培養を行なった。

また，無菌培養株の無菌状態の確認は STP培地 (W品切品乱.beand Nozaki， 1994)で行なった。

供試菌株

1990年に和歌山県田辺湾の赤潮発生域の定点4で採取した海水試料から分離し，属レベルまで

同定を行なった菌株(宮崎ら， 1995a)の中から，試料の採取日および場所と深度別に，海洋型

MO'I'附 IIα属33菌株，海洋型制御ωbac加・属33菌株，海洋型 Vibrio属33菌株の計99株を選び，

Table 1. Marine bacteria usedωthe mixed culture ofもhisstudy. 

Preぃbloomingsもagell判 Blooming stage (Redもide)l)叫 Decline sta伊 1)叫

Sourωof s七.ram

Om 

MO'I'axella 8 s七rams NT2) 8 strains 

Acinetobacter 5 strains 7 strains 1 strain 

Vibrio 5 s七rams 9 strains 2 s七ralns

8m 

Mo畑 rella 2 sも.rams 1 sも.rain 1 sも.rain

Acineωbacter 6 sも.rams 7 sもralns NT2) 

v正初io 2 strains 3 s七.ralns 7 strains 

mud 

Moraxella 11 strains 2 strains NT2) 

Acineωbacter 3 strains 4 sも.ralns NT2) 

Vibrio 4 strains NT2) 1 strain 

1) Thr偶 formings凶gesof red tide by G.間耐mo師 inT阻 abeBay， 1990，町'edifined by the 
宣uc'もuaもionsof cell densiti田 ofG. mikimotoi at S七n.4 in Tanabe Bay， *1 Pre-blooming stage from 
12 June to 24 July in 1990， *2 Bloo血 ngsぬge(Red七ide)from 7 Augu前七021Au肝st，*3 Dω:line 
stage from 4 Sepもember.
2) NT; No b副総rialstrains w副総S句d.
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混合培養実験に供した。供試菌株の由来はTable1にまとめて示した。なお，供試菌株の継代培養

には Cpy寒天培地(宮崎ら， 1995a)を用いた。

供試菌株と G.mikimotoiとの混合培養

菌懸濁液は Cpy斜面培地で培養した新鮮培養菌体を滅菌天然海水に懸濁し 104~lQ5CFU/ml 

となるように調整したものを供試した。なお，代表菌株による予備実験で620nmでの濁度が0.01

を与える菌懸濁液の生菌数は 104~105CFU/mlの範囲内にあったことから菌濃度を濁度の測定

によって決定した。

また，G. mikimo削は混合培養実験に使用する前に， 300ml容三角フラスコに入れた l∞mlの
f/2 培地で増殖が定常状態に達するまで予備培養を行なった後，藻体数を 104~105 cells/mlとな

るように調整したものを供試した。

供試菌株と G. mikimotoiとの混合培養実験は浮遊細胞培養用の24ウェルプレート(岩城ガラ

ス)を用い，実験を行なった。すなわち，前述のように細胞数を調整した供試菌株懸濁液0.1mlと

G. mikimo制培養液0.2mlを滅菌天然海水またはf/2培地を 1mlづっ添加したウェルに接種し，

20.C，9，α)Q Lux， 14: 10時間の明暗周期下で培養を行ない，それぞれの混合培養系とも 2試験区
づっ設定した。培養10日後と 20日後にそれぞれの藻類細胞数を血球計数盤(エルマ社)を用い

て計数し，G. mikimotoiの増殖量を測定した。各混合培養実験系とも， 2試験区の平均値を算出し，

菌懸濁液を添加していない系の G. mikimo伽.の増殖量を対照とし，供試菌株がそれぞれのa
mikimo附の増殖に与える影響を調べた。そして，対照の藻体数の2倍以上の増殖を与えたものを

G. mikimotoiに増殖促進効果を示す細菌，対照の 1/2以下の増殖を与えたものを G.mikimo附に

増殖抑制効果を示す細菌と定義した。なお， f/2培地と天然海水を用いた混合培養実験で結果が一

致した場合に限り，供試菌の増殖促進あるいは増殖阻害効果があると判定した。

また，G. mikillωtoi無菌株 (NIES-249株)は増殖が弱く，本実験条件下のf/2培地で最大103

cells/mlまでしか増殖しないことから増殖阻害の判定が困難であったため，増殖阻害細菌の判定

はKa-34株(非無菌株)での混合培養の結果で判定した。

G. mikimotoi細胞数測定法

混合培養液中の G.milc問。伽.細胞数は血球計数盤を用いて測定し，同一試料について最低2回

の計数(計数毎に大きな差が認められた場合は数回)を行ない，平均値を算出したo G. mikimo伽

は運動性を有することから 10%ホルマリンと混合培養液を 1:6で混合し，固定してから計数し

た。

結 果

G. mikimotoiの増殖に及ぼす細菌の影響

供試菌株の中で，G. mikimotoi NIES-249株およびKa-34株の増殖に影響を及ぼした代表例を

Fig. 1に示した。

Fig.1・AはG.m似mo伽 NIES-249株の増殖を促進する T40-7株の結果を示している。同株は

赤潮発生前の底土から分離された V訪問属で収 ωmpbeUii類似菌 (groupIV，宮崎ら，1995b)で

ある。 Fig.1・BはG.mikimo伽 Ka-34株の増殖に抑制効果を示すH40-1l株の結果で，同菌株は

赤潮消滅期の表層水から分離した海洋型Moraxella属である。

全供試菌株が G.mikimo切の増殖に及ぽす影響をTable2とTable3に示した。(Q)， 0， Xおよ
びV印は混合培養で対照の藻体数に比べ5倍，2倍，1/2，1/5となった菌株をそれぞれ表している。
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Fig. 1. Changes of growth profiles of匂刑制d仇iummiki:側制 inf/2 medium and 胸 rilized
na七uralse温W晶七erinocula七edwi七hbaιもerialsuspension. 
A: Cul七lV乱tionof Vibrioωmpbellii like (group IV) s七rainT40-7 and G. mikimo伽.
NIES-249. 
B: Cul色村山。nof MO'I'a:xella sp. sもrainH40-11岨 dG. m必加。ωKa-34.
一一・一一:Mixed culture of G. m似 mo伽 WIもhmarine bacrerium in f/2. 
一-A一一:Mixed cul七ureof G.間必imo帥iwith marine bacrerium in NSW. 
一一-0-ー Controlculture in f/2. 
ム一一 Controlculture in NSW. 

G. miki1抑制NIES-249株と供試菌株との混合培養実験結果では，G. mikimotoi NIES-249株の

増殖を対照の 2.0倍以上に促進させた菌株がMO'T'a:xella属に 6株，Acinetobac伽属に 3株，防brio

属に 10株観察された(培養 10日時点)。しかし，培養を継続することにより，促進効果を示さな

くなった株も観察され，培養20日後の結果では，Acineωbacter属3株，Vib巾属9株が G. mふ
が問削 NIES-249の増殖に促進効果を示した (Table2)。培養 10日目から培養20日目にかけて

促進効果が持続した菌株はAcineωbac伽属に3株，v訪問属に8株認められた。さらに，G. mi-
kimo伽 NIES-249株の増殖に促進効果を示した菌株は赤潮発生前に分離した株に多く観察され，

培養 10日目で表層水 (5菌株)・中層水 (2菌株)・底土 (6菌株)分離株あわせて 13株に促進効果

が認められた。特に赤潮発生前の表層水あるいは底土から分離された Acineωbacter属と Vibrio属
の菌株に強い促進効果を示すものが認められた。また，防brio属菌株のうち赤潮最盛期の中層水由
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Table 2. Eff，制 ofb郎防，riaisolated from T阻 abeBay onぬ.egrowもhof匂問問dinium
mikimoωi (NIES-249). 

Culture 10 days 
Bacもerialeffec七onalgal growth 1) 

P時 bloomingstage2)叫 Bloomingstage (Red tide)2)叫Declinestage2)判

Sourc地 ofsもrain

Om 

Mara:xella 

Acineωbacter 
m伽io

00・・・・・O
. .0. 
.iQl・・・

NT 0... . 

。。8m 

M併'a:xella O. 
Acinetobacter 

Vibrio 

NT 

0・・0・・・.0 0・・

mud 

M併問沼lla

Acinetobacter 

F屯初旬

Culture 20 days 

.0 ・・・・・・・ NT 

NT .iQliQl 

.00iQl NT 

Pr争.bloomingst時折01 Blooming stage (Red七ide)2)・ DeclineStage2)叫
Source of strain 

Om 

Mara:xella 

Acineωbacter 
院かio

NT 

-・・0・
・0・・・ -・O・・・0・

8m 

Mara:xella 

Acineωbacter 

Vibrio .0 
NT 

0・・0・・・0・・

mud 

Mo和明ella

Aci叫eωbacter

Vibrio 

.iQliQl 

・・ OiQl

NT 

NT 

NT 

1) Bacterial effects on the algal gro同，hare definedωfo11ows; iQl， highly stimul抗ive;0， 
stimul叫lve;・， insignific阻も;NT， no ba品卸，rialstrains were ぬsぬd.
幻Thr田formingstages of red tide by G.間耐，mo師 inT阻 abeBay in 1990町edifined by the 
畳uctuaもionsofω11 densities of G. m品問。制的Stn.4 in T阻晶，beBay，事1Preトbloomingsωge
from 12 June to 24 July in 1990，勺 Bloomingstage (Red七ide)from 7 Augusもも021August， 
03 Decline stage from 4 Sepもember.
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Table 3. Effect of bacteria isolated from Tanabe Bay on the growth of G;棚nodinium
mikimoloi (Ka-34). 

Culture 10 days 

Source of strain 

Om 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

8m 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

mud 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

Culture 20 days 

Source of strain 

Om 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

8m 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

mud 

Mora.xella 

Acinelobacler 

Vibrio 

Bacterial e妊ecton algal growth1) 

Pre-blooming stage町制 Blooming stage (Red tide)2)叫 Decline stage司判

. x.~ ・

×・×・・

-・・×・

-・・×・・・・・

NT 

.X~ ・×・

• x・・・・×

× 

×・・・ X~.

・×・

• x 
.~. . 
NT 

.~~~~~~~ 

× 

NT 

・×・・ xx

NT 

NT 

Pre-blooming stage田川 Blooming stage (Red tide)2)叫 Decline stage2)叫

.~・・・

-・×・

.X.~X~~ 

NT 

-・・・×・・
xx・.. . . . 

-・・ XX~

• x 

NT 

.~~~~~~~ 

v 

NT 

NT 

NT 

。Bacteriale百ectson the algal growth are defined as follows; x， inhibitory; ~， highly 
inhibitory ;・， insignificant; NT， no bacterial strains were tested. 
2) Three forming stages of red tide by G. mikimo品目iin Tanabe Bay in 1990 are difined by 
the fluctuations of cell densities of G. mikimoloi at Stn. 4 in Tanabe Bay; *1 Pre-
blooming stage from 12 June to 24 July in 1990，・2Blooming stage (Red tide) from 7 
August to 21 August， *3 Decline stage from 4 September. 
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来1菌株および赤潮消滅期の中層水由来2菌株が強い促進効果を示した。これらの菌株は V.har-

。ゆ類似菌 (groupII) 1株と v.ωmpbellii類似菌 (groupIV) 2株であった。
G. m必imoωiKar34株との混合培養実験では，G. mikimo加の増殖を 0.5倍以下に抑制させた

菌株は，培養 10日後では Moraxella属に 12株，Acineωbacter属に9株，Vibrio属に 8株見られ，

培養20日後では Morl側 lla属に 13株，Acine帥 ac伽属に 6株，Vibrio属に 3株認められた

(Table 3)。培養 10日目から 20日目にかけて抑制効果が持続した菌株は Moraxella属に8株，

Acineωbac加・属に 3株見られた。しかし，Vibrio属菌株では持続的な阻害は認められなかった。こ
れら持続的な増殖抑制菌は赤潮の最盛期あるいは消滅期の海水試料分離株に高頻度に認められ

た。特に，赤潮消滅期の表層水から分離した MO'I側 lla属7菌株が特に強い抑制効果を示した。

考 察

宮崎ら (1995a，b)は，和歌山県田辺湾にお砂る G.mikimo伽.赤潮の形成・消滅時の細菌叢を調

べ，特に，赤潮形成前には Vib叩属が，赤潮最盛期には MO'I仰 lla-Acineωbac伽属菌群が優勢にな
ることを報告している。三重県五ケ所湾(竹内ら， 1990)およびスペイン北西海岸(Romaldeら，

1990a， b)においても田辺湾と同様の細菌叢の変動が観察されており，赤潮の盛衰に特定の細菌群

の変動が伴っていることが示唆されている。

このような赤潮の盛衰と関連した変動を示す細菌群をさらに詳細に調べるために赤潮発生年

(1990年)の田辺湾海水試料から分離した菌株と田辺湾の赤潮原因藻である G.mik初ωtoiとの混

合培養を行なった結果，赤潮発生前の田辺湾海水試料分離株には G.mikimo伽の増殖に促進効果

を示す菌株が多く見られ，Vibrio属と Acineωbacter属の菌株の中に強い作用を示すものが観察さ

れた (Table2)。また，赤潮消滅期の表層水から分離した MO'I・1仰 lla属の菌株に G.mikirtω師の増

殖を強く抑制する効果を示すものが多いことも観察された (Table3)。この結果は，匂m仰 dinium

赤潮の盛衰に関連した変動を示す細菌群の中には赤潮形成のステージに対応し，G. mikimo伽.の

増殖に影響を及ぼす菌株が多く存在することを推察させるものであった。なお，G. m似 m。伽の
増殖促進あるいは阻害作用を有する菌株は同一種に属するものであっても，菌株によって異なる

結果を示すことから，細菌と藻類との生態的関連を調べるには，より詳細な分類学的検討を要す

るものと考えられる。

Fukamiら (1991)によれば，高知県・浦の内湾での Skele伽側αω'stat酬をはじめとする珪藻

類のプルームが春先に見られた後，G. mikimo脱赤潮の発生が多く見られることが報告されてい

る。赤潮の発生メカニズムは単純な2者間での混合培養結果から解明することは困難であると考

えられる。今後，赤潮発生海域の生物の変遷を加味しながら，赤潮前にプルーミングを生じる他

藻類の培養液中での赤潮藻類と海洋細菌との混合培養を試み，赤潮発生メカニズムを詳細に検討

する必要があると考える。また，本研究では見いだされなかったが，海産微細藻類，特に赤潮藻

類を殺滅する細菌が分離され，その存在が報告されている (Fukamiら， 1992; Sak品切， 1990; 

lmaiら， 1991; Sawayamaら， 1990)。それらの藻類殺滅細菌は宿主藻，すなわち海産微細藻に直

接接触することによって溶藻・殺藻を引き起こすタイプと細菌の培養源液つまり代謝産物が溶

藻・殺藻を引き起こすタイプの2つに大別される。前者には，Saprospira属や Oy仰加g唖属などの

滑走細菌が主に知られており (Sak品切ら， 1990， 1991; lmaiら， 1991， 1993; Mitsuも岨iら， 1992)， 

後者にはAltero伽附属，Fl仰 bac伽附属，Vibrio属などの細菌を中心に見いだされている(石

尾， 1988; Riqulmeら， 1989; Fuk阻 iら， 1992)。これらの赤潮藻類殺滅細菌は赤潮の防除に効

力を発揮することが期待されているものである。本研究でも赤潮藻類の増殖を強く抑制する細菌

が得られており，海産藻類のブルーミングの発生による産業被害の防止への利用も期待される。

- 45ー



北大水産業報 46(2)，1995. 

謝辞

本研究は水産庁のマリンパイオテクノロジーによる赤潮被害防止技術開発試験研究費によって

行なわれたものである。

文 献

絵面良男・津辺智雄 (1993). 田辺湾における Mor，側 lla-Acineωbac附群の変動と赤潮との関連性に
ついて.p. 144-148.平成3年度赤潮対策技術開発試験報告書.

Fuk阻 i，K.， Nishijima， T.， M旧制， H.， Doi， S. and Hata， Y. (1991). Distribution of bac回 ia
influentia1 on七hedeve10pment andもhed，田町 of匂mnod叩 iumnagasakiense Red Tide and 
their e宜的総 ona1ga1 growぬ.Nipp側品川棚仇kkaishi，57， 2321-2326. 

Fukami， K.， Yuzawa， A.， Nishijima， T. and Hata， Y. (1992). Iso1抗ionand proper七回ofa bacterium 
inhibiting七，hegrow七hof匂問問diniumn勾ωakiense. Nipp側品isanGt成制sh~ 58， 1073 
1077. 

深見公雄・西島敏隆 (1994). (赤潮と微生物環境にやさしい微生物農薬を求めて.p.46-46，石田祐

三郎(編))水産学シリーズ 99.恒星社厚生閣，東京.
石尾真弥 (1988).赤潮生物を攻撃する細菌.化学と生物， 26， 142-144. 
石田祐三郎 (1994). (赤潮と微生物環境にやさしい微生物農薬を求めて.p.9-21，石田祐三郎・菅

原庸(編))水産学シリーズ99.恒星社厚生閣，東京.
Imai， 1.， Ishida， Y.， Saw晶，yama，S. and Hata， Y. (1991). Iso1ation of a marine gliding ba瓜eriumぬ叫

kills Ohat伽 ellaant'申a(Raphidophyce帥). Nipp側ふ~isan 仇kkaおh~ 57，1409. 
Imai， 1.， Ishida， Y.岨 dHa凶， Y. (1993). Killing of marine phyωp1姐 ktonby a gliding bacterium 
C炉ophagasp. iso1ated fromもhe∞幽凶，1sea of Japan. M，αT. Biol.， 116， 527-532. 

Mistu七回i，A.， T池田ue，K.， Kiriω， M. and Hata， Y. (1992). Lysis of Skeleω開問自)8制叫m by 
Cμophaga sp. iso1a'旬dfrom the ∞鎚talwa七erof the Ariake S岨.N:伊'pon 品is側仇kkaぬh~
58， 2159-2167. 

宮崎亜希子・東 悦子・絵面良男 (1995a). 和歌山県田辺湾における細菌相の変動.北大水産業報， 46，
19-30. 

宮崎亜希子・絵面良男 (1995b). 和歌山県田辺湾におげる Vibrio属細菌群の変動.北大水産業報， 46，
31-37. 

Rique1me， C.E.， Fukami， K. and Ishida， Y. (1989). Growth r田ponseof bac七eriaもoextra必ellu1ar
produ向。fb100m alg師 . Nipp側 Suisan 仇kkaおh~ 55， 349-355. 

Roma1de， J.L.， Toranzo， A.E. and Barja， J.L. (1990a). Changes in bac七eria1popu1a七ionsduring red 
もidesωm吋 byM，回odinium叩 brumand匂mnodinium働側側 inn倒，hw蹴∞制 of
Spain. よAppl.Bacteriol.， 68， 123-132. 

Roma1de， J.L.， Barja， J.L.肌 dTor阻 zo，A.E. (19叩b). Vibrios踊socia七edwi七hred tid田 causedby 
M酎od間切問 ruln官m. Appl. E'見viro叫 M町VJb叩l.，56， 3615-3619. 

Sakata， T. (1990). Occurrence of marine Saprosp1匂 sp.pos臨唱mg晶19icidal制 ivityfor di脚 ms.
Nippon ふ~t.San 仇kkaish~ 56， 1165. 

Sakata， T.， F吋iω，Y.阻 dY幽umoto，H. (19ω). P1叫ueformation by a1gicida1 S.αprospira sp. on a 
1awn of Oha駒田ros印刷ospo慨'. Nippo叫 Suisan仇k初shi，57， 1147-1152. 

Sawayama， S.， Saω， Y. and Ishida， Y. (1990). Bacteria1 inhibiもorforぬemaもingrea瓜ionin 
Ohlamydom側田市nharodtii阻 dA加'andri叫師側初開lla. N:勿p側品isan白kk回以 56，
1847-1852. 

竹内俊博・渡辺弘一・柴原敬生・中西克之 (1990). 五ケ所湾におげる赤潮発生と細菌相および環境要
因との関係.p. 108-116.平成元年度赤潮対策技術開発試験報告書.

Watanabe， M.晶ndNoz晶ki，H. (1994). List of strains. Nationa1 institute for environmenta1 s七udi田
environment agency， Jap岨.

-46 -


	0039.tif
	0040.tif
	0041.tif
	0042.tif
	0043.tif
	0044.tif
	0045.tif
	0046.tif

