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北大水産業報
50(3)， 193-200， 1999 

種苗生産施設におけるヒラメ稚仔魚の細菌叢

吉水 守*1.2・石川香織判・河野和子市1，2

岩山奈央*1.2・木村喬久*は

Bacterial Flora of Hatchery Reared Japanese Flounder 

Mamoru YOSHIMIZU*I， Kaori ISHlKAWA*I， Kazuko KONOべ
Nao IWAYAMA*1 and Takahisa KIMURA*1 

Abstract 

Viable b郎総rialcoun七sand bacterial flora in ha七chery-rearedJapanese flounder (Parali-
chthys oli叩閣時)，七heirrearing wa七er阻 dtheir dieもwereinvestigaもed.Viable bacterial∞unts 
m reぽ ingwaもer，a rotifer (Branchim叫 sp1iωti1.ぬ)， Arte1ηia sal'明日 and a commercial pellet 

fed七o1釘 vaewere 104 もo105，107，10"， and 105 CFU/ml (or g)， respectively. The counts 
changed li悦leduring the inves七igation. The counts in larval and juvenile flounder ranged 
from 104七o10" CFU/g. In rearing water， F1a叩 bacterium，Acine帥 αcterand MO'/官xellαwere
the dominant groups. In七hediet for flounder， F1a叩 b即 teriumMoraxella and A1terO'/n印刷，

Vibrio， and gram-posi七ivebacもeriawere dominant inも，herotifer， A. sα1inαandin七heartificial 
pelle七， respectively. Vibrio w闘もhedominant bacterial groups bothも，hroughout七heentire 
body and in七hediges七lVeも，ractof larv前回djuveniles. The intestinal bac闘 ialflora in 
l釘 V腿 W踊 influencedby the ba瓜erialflora in their rearing waもerand in their diet. When 
flounder reaιhed the juvenile s凶，ge，Vibrio becomes dominant. 

Key words:baι七erialflora， J apanese flounder， Para1ichthys 01ぬm側 s，ha'七chery，A付捌叫

salinα， rotifer 

緒言

魚類の正常腸内細菌叢を明らかにすることはその生理的意義を明らかにする上で，また魚類の

疾病研究においても極めて重要と考えられる。ヒラメは日本において重要な養殖魚であるが，稚

仔魚期に大量死を伴う疾病に感染することが多く(西岡ら， 1997)，ヒラメ種苗生産過程における

飼育用水，餌料生物および健康種苗の細菌叢の把握は，種苗の大量死亡時における原因究明を行

う上で，微生物学的調査の基礎資料として極めて重要である。

本研究では，日本栽培漁業協会宮古事業場を調査対象にヒラメ健康種苗の細菌叢の把握を目的

に，飼育用水および餌料生物を含めた飼育水槽の細菌叢とヒラメ種苗の細菌叢を微生物生態学的

に比較検討したので，その結果について報告する。

判北海道大学水産学部生物化学工学講座(叫旧微生物学講座)
(*' Lαborω仰 01BぬchemicalPr;制 ssT，町h叩logy，F，側 ιlty01 F，おheries，Hokka地 Unive問 ty)
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材料および方法

供試飼育水

日本栽培協会宮古事業場(以下宮古事業場と略す)のヒラメ種苗生産水槽を対象に， 1989年5

月から 1990年 7月の聞に種苗生産過程に沿って生産開始直後(水槽No.1)，第 1回分槽後(水槽

No.l，2)および第2回分槽後(水槽No.1，2， 1-2，2-2)の3回計6回， 14検体 (Table1)を飼育

水槽の排水管から滅菌三角フラスコあるいは滅菌スピッツ管を用いて採取し，直ちに実験に供し

た。

供試飼育用餌料

宮古事業場において，ヒラメ稚仔魚飼育のために培養中のシオミズツボワムシ (Branch伽仰S

plicatiゐ)およびアルテミア (A付emiasal仇α)ならびに市販の配合飼料(協和発酵)を 6回，計9

検体を採取し実験に供した。ワムシとアルテミアは培養水槽に備え付けの網を用い培養液を漉過

して採取し，ストマツカー用(オルガノ)ポリ袋に移した。配合飼料は直接ストマッカー用ポリ袋

を用いて採取した。

供試魚

宮古事業場で飼育中のヒラメ稚仔魚を分槽毎に 6回，計 14検体を採取し実験に供した。実験開

始時の魚齢は鮮化後 1日，第 1分槽時が 14日齢，第2分槽時は 40日齢であった。なおこの間の

飼育水温は 17~18'C であった。

生菌数の測定法

飼育水はそのまま原液から，飼育用餌料および供試魚の魚体表面(消化管の菌数を含む)は，試

料を秤量後， 10倍量の 75%Herbs七人工海水を加えてストマツカーを用いてホモジナイズし， 10

倍希釈法による希釈液列を作製した。さらに供試魚の一部については Muroga的 a1.(1987)の方

法に従い，茶こしに供試魚を取り， 0.1%塩化べンザルコニウム水溶液に 1分間浸潰し，その後，

水道水で 30秒間洗浄した。洗浄後前述の魚体表面試料と同様ホモジナイズし，この試料の生菌数

をもって消化管の菌数とした。各試料の希釈液0.1mlを海水培地 (Y品，mamoωet晶，1.， 1982)平板

に塗抹し， 20'Cで7日間好気的に培養し，出現コロニー数から常法により生菌数を算出した。な

お生菌数は飼育水は 1ml当り，他は湿重量 19当りとして算出した。

供試菌株の分離法

飼育水および飼育魚については 2回の分槽時に，ワムシについては開始時に，アルテミアは第

1回分槽時の試料を対象に，それぞれ最適希釈平板上の全コロニーに番号をつけ，乱数表を用いて

該当する番号のコロニーを 30個釣菌し，純粋分離を行なって供試菌株を得た。

分離菌株の分類

分離菌株は絵画・清水の方法 (1992)により形態学的性状および生化学的性状を検査し，属レベ

ルの分類を行なった。
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結 果

生菌数

宮古事業場の飼育水の生菌数を採水日，採水槽と共に Table1に示した。 1989年飼育開始時に

飼育水の生菌数は 2.2x 105 CFU/mlを示した。第 1回分槽時に 3.6X105と1.0x106 CFU/ml，第

2回分槽時には 5.3x104~3.2x 105 CFU/mlの範囲で測定され，第 1回分槽時に若干高い値を示し

た。一方， 1990年でも飼育水の生菌数は第 1回分槽時にlQ1CFU/mlと，開始時，第2回分槽時

の 105から 106CFU/mlに比較して高い値を示した。

餌料の生菌数を Table2に示した。生物餌料であるワムシとアルテミアは共に高い生菌数を示

し，ワムシで4.1~7.0 X 108 CFU / g，アルテミアは1.0x107~1.2x 108 CFU/gと測定された。一方，

市販の配合飼料は 2.3X 104~ 1.2 X 105 CFU / gと測定され，前2者に比較して少なかった。

ヒラメ稚仔魚の魚全体および消化管の生菌数を採取飼育槽と共に T乱ble3および4に示した。

魚体の生菌数は 1989年では調査した 3回を通じ 2.9x106~ 1.7X 108 CFU/gの範囲で測定され，

開始時に若干高い値を示したが大きな差は認められなかった。 1990年では第2分槽時に 6.7x105 

~4.9 X 106 CFU / gとなり，前2回の 107CFU/gに比べ減少した。消化管の生菌数は 1989年で

7.0x 104から 1.0x10" CFU/gの範囲で測定され，魚体の生菌数と比べ全体的には若干少ない値を

示した。 1990年では第2回分槽時に1.5x105~3.9x 106 CFU/gとなり，第 1回分槽時のlQ1CFU/ 

gに比較して減少した。

Table 1. Viable baιもerialcoun匂 (CFUjml)in rearing wa七er

Sampling da句

Tank 
1989 1990 

No. 

25，Ma.y 9， June 5， July 25， May 12， June 3， July 

1 2.2x 105 1.0x 106 3.2x 105 1.6 X 106 1.8x 107 1.1 X 106 

2 NT事 3.6x105 4.7x 104 NT 1.6x 107 1.2 X 106 

1-2 NT NT 1.4x 105 NT NT 7.8x 105 

2-2 NT NT 5.3x 10' NT NT 5.3x105 

NT*: Noも総sもed

Table 2. Viable bac旬rialcoun民 (CFUjg)in diets for flounder 

81弘mplingdatβ 

8ample 1989 1990 

25，May 9， June 5， July 25，May 12， June 3， July 

Rotifer 5.5x 108 4.1 X 108 NT 5.1 X 108 7.0x 108 NT 

Altemia NT* 1.9 X 107 1.0x 107 NT 1.2 X 108 NT 

Pelleもfood NT NT 1.2 X 105 NT NT 2.3xlO' 

NT*: No七旬s旬d

195 



Tank 
No. 

1 

2 

1-2 

2-2 

北 大 水 産業報開(3)，1999. 

Table 3. Viable bacterial∞un飽 (CFUjg)of larva怠 andjuveniles of flounder 

Sampling d品加

1989 1990 

25，May 9， June 5，July 25，May 12， June 3， July 

1.7xlO8 2.4x lO7 4.1 X 107 7.7x lO7 2.5x lO7 2.0x lO6 

NT* 7.7xlO7 2.9x 106 NT 4.6x lO7 1.5x lO6 

NT NT 1.2x lO7 NT NT 4.9xl06 

NT NT 4.3x lO6 NT NT 6.7xlO5 

NT*: No七旬s七ed

Table 4. Viable bacぬrialcoun旬 (CFUjg)in inもestinalも，rac七offlounder 

Sampling date 

Tank 
1989 1990 No. 

25，May 9， June 5， July 25，May 12， June 3， July 

2.3x lO7 1.0x lO8 5.2x lO5 NT 3.1 X 107 3.6x lO5 

2 NT* 6.1 X 106 1.2x lO6 NT 1.9x lO7 1.5 X lO5 

1-2 NT NT 9.0xlO4 NT NT 1.6x lO6 

2-2 NT NT 7.0x lO4 NT NT 3.9x lO6 

NT*: Noも旬s七ed

細菌叢

飼育水，餌料，稚仔魚の魚体および消化管から分離した 683株より継代不能株を除いた 623株

について，絵面・清水の方法に準拠して属レベルの分類を行なった。結果は各属の出現率として

Table5~8 に示した。

飼育水では. 1989年の開始時 Flavobac加叩mが 51.7%と菌叢の主体をなし.Acinetobacter 

(20.7%)， MO'rl側 IIα(10.3%)，Vibrio (6.9%)および Psωdom側 ω(6.9%)などによって構成されて

いたが，分槽が進むにつれ Mo'n側 llaの占める割合が増加し，第 2回分槽時には 46.4%を占める

に至った (Table5)。一方. 1990年では開始時Acineωbac伽 (48.4%) とMO'r1邸 ella(34.5%)が優

勢であったが，分槽が進むにつれ Mor郎 ellaの占める割合が大きくなった。

餌料では，種類により細菌叢に違いが観察され，ワムシでは 1989年に Flavobacteri旬m(36.7%) 

とMoraxella(23.3%)， Al加刀m側 ω(26.7%)が.1990年では M併郎官lla(57.2%)と Vib巾 (28.6%)

が主体をなしていた。ア1レテミアでは 両年共に V訪問 (83.4~96.7%) が主体を成していた。い

ずれの年も市販の配合飼料はグラム陽性菌が優勢であった (T山le6)。

稚仔魚の魚体の細菌叢は. 1989年飼育開始時と第 1回分槽時には Flavobacterium (30および

24.1%) とMorl即 :ella(30および 31%)，Vibrio (40および 37.9%)がほぼ同程度に観察されたが，

第 2回分槽時には Vibrioが 100%を占めるようになった (Table7)0 1990年でも分槽毎に Vib巾

(開始時 63.0%.第 1回分槽時 66.7%.第 2回分槽時 93.4%)の占める割合が高くなった。

稚仔魚、の消化管の細菌叢は.1989年開始時には Flavobacterium(80%)が優勢であったが，第 1
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吉水ら:ヒラメ稚仔魚の細菌叢

Table 5. Generic composition (%) of bacteria isolated from rearing wa総r

Sample daぬ

Genus 1989 1990 

25，May 9， June 5， July 25，M晶y 12， June 3，July 

Number of 

もheisola旬s 10 28 20 29 29 11 

Fla叩 bacteri叫刑 51.7 15.0 14.3 NT* 0.0 30.0 

Acinetobacter 20.7 15.0 3.6 48.4 9.1 10.0 

M肝 'axella 10.3 40.0 46.4 34.5 72.7 50.0 

Gytophaga 3.5 0.0 3.6 NT NT NT 

Vibr唱。 6.9 5.0 3.6 3.4 0.0 10.0 

Ps側ゐ間側副 6.9 15.0 10.7 3.4 0.0 0.0 

Alte町糊棚田 0.0 0.0 10.7 3.4 0.0 0.0 

Alcal.旬開出 0.0 5.0 7.1 NT NT NT 

No七identified 0.0 5.0 0.0 0.0 18.2 0.0 

NT*: Notもested

Table 6. Generic compωi七ion(%) of bac七eriaisola民dfrom ro七ifer，Altemia and ar七ificial
pelle旬 forflounder 

Sample daぬ

Genus 1989 1990 

Rotifer Al七emia Pellets Rotifer Altemia Pellet芯

Number of 

the isola七es 30 30 23 28 30 30 

Fla叩 bacterium 36.7 0.0 0.0 0.0 3.3 0.0 

Acineωbacter 3.3 0.0 0.0 0.0 0.0 3.3 

Moraxella 23.3 3.3 0.0 57.2 0.0 0.0 

V包brio 10.0 96.7 0.0 28.6 83.4 0.0 

Alteromon国 26.7 0.0 0.0 0.0 13.3 0.0 

Bacillus 0.0 0.0 26.1 0.0 0.0 86.7 

Gor抑ザ抑制 0.0 0.0 73.9 7.1 0.0 10.0 

Not identified 0.0 0.0 0.0 7.1 0.0 0.0 

回分槽時には餌料の細菌叢と同様 Vib巾 (70%)が優勢となり，第2回分槽時にも防brio(96.7%) 

が菌叢の主体を成していた。また 1990年では，第 1回分槽時から Vibrio(93.4%)が主体を成し，

第2回分糟時には第 1回分槽時に比較して若干減少がみられたが，体表の細菌叢と同様に Vib仰

が優勢であった (T油1e8)。

n
d
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Table 7. Generic composition (%) of bacteria isola旬dfrom larvaβ 阻 djuveniles of flounder 

Sample da七e

Genus 1989 1990 

25，May 9， June 5， July 25，May 12， June 3， July 

Number of 

the isola旬s 30 30 30 27 30 30 

Fla:叩 bacterium 30.0 24.1 0.0 7.4 0.0 3.3 

Moraxella 30.0 31.0 0.0 22.2 0.0 3.3 

Vibrio 40.0 37.9 100.。 63.0 66.7 93.4 

Ps側め間開田 0.0 3.5 0.0 0.0 3.3 0.0 

Alterom仰協S 0.0 3.5 0.0 0.0 20.0 0.0 

Coryneforms NT‘ NT NT 7.4 3.3 0.0 

N ot identifi.吋 0.0 0.0 0.0 0.0 6.7 0.0 

NT*: No七七四七ed

Table 8. Generic composition (%) of b叫加iaisola七edfrom int制 inal位脱も offlounder 

Sample da句

Genus 1989 1990 

25，May 9， June 5， July 12， June 3， July 

Number of 

七heisolaもes 30 30 30 30 29 

Fla:叩 bacterium 80.0 0.0 3.3 0.0 3.4 

Moraxellα 0.0 30.0 0.0 0.0 0.0 

Vibrio 16.7 70.0 96.7 93.4 69.2 

Cμophaga 3.3 0.0 0.0 0.0 0.0 

お側めmon田 0.0 0.0 0.0 0.0 10.3 

Alter.側側副 0.0 0.0 0.0 3.3 3.3 

Coryn宅f抑 制 0.0 0.0 0.0 0.0 3.4 

AlcαI匂側S 0.0 0.0 0.0 0.0 6.9 

Noもidentified 0.0 0.0 0.0 3.3 3.3 

考 察

ヒラメ飼育水槽の生菌数は 105から 107CFU/mlの範囲で測定され，特に第 1回分槽時に高い

値が得られた。ヒラメ飼育用飼料の生菌数はワムシで 108CFU/g，アルテミアで 107CFU/g，配合

飼料では10"CFU/gであった。一方，ヒラメの生菌数は両年共に分槽が進むにつれ漸減する傾向

がみられた。消化管の生菌数についても魚体の生菌数同様漸減する傾向が見られた。一般に魚類

の消化管内には 104~WCFU/g と多数の細菌が存在することが知られているが，本実験の供試

魚、においても同様の結果であった。

これらの細菌叢は飼育水槽の場合， 1989年では当初 Flaωbac附加m あるいは Acinewbacterが

198 



吉水ら:ヒラメ稚仔魚の細菌叢

主体をなし，Mor，郎 ella， Flavobacterit仰がこれについで多かった。両年共に分槽が進むにつれ

Mora:xellaの占める割合が増加していった。飼育用餌料ではワムシでMor，邸 ellaおよび Vibrioが

その主体を成し，アルテミアでは防かめが主体を成していた。しかし配合飼料では Corァneforms

とBωill闘がその主体を成し，生物餌料と全く異なった菌叢を示した。これに対しヒラメの体表

では分槽毎に Vibrioの占める割合が高くなった。消化管でも Vibrioが主体をなしていた。なお今

回の調査期間中，疾病の発生は観察されなかった。

以上のヒラメ飼育水および飼育魚の体表，消化管の生菌数は，同地域で飼育されているサケ科

魚類の生菌数とほぼ同数であり，その菌叢も類似したものであった(絵面ら， 1980)。また宮古は

日栽協の事業所の中では厚岸事業所に次ぎ北方に位置しているが，飼育用餌料生物のワムシおよ

びヒラメの体表，消化管の生菌数，菌叢は瀬戸内海で飼育されたヒラメと類似の傾向が認められ

た(宮川・室賀， 1988; Tanasomwang and Murog晶， 1988，1989)。魚類の腸内細菌叢については，

魚の腐敗や人畜由来の腸内細菌による汚染など，主として食品衛生的観点から，また魚類の生理，

疾病に関連して古くから研究が行われている。魚類の消化管内には多数の細菌が存在することが

知られているが，その細菌叢は体表，鯨などの細菌叢と異なり，特定の優勢種が認められている

という報告が多い (Muro伊 etal.， 1987， 1989 ;絵面ら， 1980;吉水ら， 1976a-e)。ヒラメ稚魚の消

化管は全長 5mm以上，勝化後 14~21 日後に機能するようになると報告され(南， 1982)，供試稚

仔魚は第2回分槽時にこの時期を迎えていたものと推察される。開始時の消化管内細菌槽は飼育

水の菌叢の影響がみられたのに対し第 1，第 2回分槽時では海産魚の消化管内細菌叢及び餌料で

あるアルテミアの細菌叢の主体をなす Vi初旬が優勢となっていた。これはサケマス類同様，まず

解化後，体表，鯨，口腔に飼育水中の細菌群が付着増殖し，さらに消化管の発達によりこれらの

細菌が消化管内に運ばれ，消化管の環境に適応した菌種がそこに定着したと考えられる(吉水ら，

1980)。

1989年の実験期間中，宮古事業場でヒラメ稚仔魚の疾病が発生しなかったこと，また， 1990年

の実験結果が 1989年のものとほぼ同様の結果を示したことから，これらの結果が一般的なヒラメ

種苗生産水槽の細菌叢を示していると考えられる。したがって今後，大量死等の事故が発生し，細

菌感染症が疑われる病魚の細菌検査を実施する場合，その対照として今回のデータは重要な意義

をもっと考える。さらに疾病対策上からは，疾病発生時や過密飼育等の不適な環境における種苗

の生菌数およびその時の菌叢についても検討し，環境要因の菌叢に及ぼす影響についても検討し

ておく必要があると考える。
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