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北大水産象報
51(1)， 63-69， 2∞O. 

オゾン処理海水で飼育したマツカワ稚魚の細菌叢

渡辺研一1)・吉水 守2)

Bacterial Flora of Hatchery-Reared Barfin Flounder 

Juveni1es Reared by Ozone Treated Seawater 

Ken-ichi WATANABE1
) and Mamoru YOSHIMIZU2) 

Abstract 

Viable booωrial coun七sand bωterial flora of ha七chery‘rearedb紅白1flounder (Verasper 
moseri) juveniles reared by ozone trea七edseawater were inv田もigated. The level of viable 
boo七erial∞untson seawater agar onぬeskin and七hein七esもinesof juveniles were 10' CFU/ 
cm2 and 104 CFU/g， respectively. The level of viable bωもerialcoun悩 mozon晶旬dseawa'七er，
live feeds (roもiferand brine shrimp) were 100， 107

岨 d107 CFU/ml or g， respec七ively
Among roもiferand brine shrimp， Vibrio組 dAlteromonas consisted in dominant groupS. 

Al抑 制 側 価，Ps側め仰向田，Alωligenes and Vib巾 composedskin booもerialflora. The in七回ー
もinalba忠七erialflora of barfin flounder juveniles was consis七edby Vibrio. 

Key words: Barfin flounder， Verasper moseば， Booもerialflora， Skin， In旬stme

種苗生産過程における健康種苗の微生物叢の把握は，病原微生物による疾病発生時における

疫学調査の基礎資料として，その原因究明のためにきわめて重要である。

海産魚介類の種苗生産過程における稚仔の細菌叢に関する研究は数多く見られ， Muroga et a1. 

(1987)がマダイ Pagrus majO'1・およびクロダイ Acanth叩αgrus schlegeliで， Tanasomwang and 

Muroga (1988， 1989)がヒラメ Pαralichthys01めm側，クロソイ Sebω蜘 schlegeli， トラフグ Ta-

kifugu rubripesおよびキジノ、タ Epinephelusak側仰で，吉水ら (1999)がヒラメで， s田 ukiet a1. 

(1990)がガザミ Pm聞出 trituber側加制で，渡辺ら (1998乱， b)がハナサキガニ Pαralithoゐs

brevipesおよびケガニ Erimacrusissenbeckiiについて報告している。

(社)日本栽培漁業協会厚岸事業場(以下当事業場とする)では，マツカワの種苗生産に関する

技術開発を行っているが，その種苗生産過程でウイルス性神経壊死症が発生し(渡辺ら， 1999)，そ

の防除対策の一環としてオゾン処理した海水を用いて種苗生産を行っている (Waぬ.nabe et a1.， 

1998)。このオゾン処理海水を用いた種苗生産過程における稚魚の細菌叢に関する報告は見あたら

ない。本研究では，オゾン処理海水を用いた種苗生産過程のマツカワ仔稚魚の細菌叢を把握する

ことを目的に，飼育用水および餌料生物を含め細菌学的な検討を行った。

1) 日本栽培漁業協会厚岸事業場
(Ak必eshiS側 ion0/ J，αp側 Sea-Farm吋 Ass即叫tion)

2)北海道大学水産学部生物化学工学講座微生物学研究室
(LabO'l伽'y0/ Biochemical P附澗sTech間切"Faculty 0/ F.おhe巾 s，Hokkaiゐ Un問問ty)
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材料と方法

供 試魚

オゾンと海水中の微量成分が反応して生成されるオキシダント濃度が0.5mg/lとなるように

海水にオゾンを吹き込み， 5分間反応させた後，活性炭によりオキシダントを除去したオゾン処理

海水(吉水・日向， 1994)を用いて，当事業場で養成中の親魚から人工授精により得られた受精卵

をふ化させて得た仔魚を飼育した。 1998年5月8日にふ化後2日目の仔魚を 0.5m3ポリエチレン

水槽に 4，500 尾収容し，成長にあわせてシオミズツボワムシ Brach問~US plicatilis (ふ化後1O~31

日目)，アルテミア d付em~a sαlinα(ふ化後 26B目~取り揚げ)および配合飼料(ふ化後 69日

目~)を適宜給餌した。換水は飼育開始当初から行い， 0.1~3 回転/日と成長にあわせて適宜増加

させた。水温は収容直後には受精卵のふ化管理水温である 80Cとし，その後 rC/3日の間隔で

WCまで上昇させた。その後は，試験に供するまで 14
0Cを維持した。ふ化後77日目 (1998年 7

月22日)に一度稚魚、を取り揚げて生残尾数を計数した。生残した稚魚の内 6∞尾を別の水槽に収

容し，オゾン処理海水を用いて配合飼料を給餌してふ化後 107日目 (1998年8月21日)まで飼育

した。平均全長 50mmの稚魚を供試して，下記の方法で体表，筋肉および腸管の生菌数を測定し

Tこ。

飼育用水

上述の通りオゾン処理した飼育用海水を 1998年 8月25日に飼育水槽へ注水中の蛇口から無菌

的に滅菌中試験管にとり，下記の方法で生菌数を測定した。

生物餌料

マツカワの成長にあわせて種苗生産に使用中のシオミズツボワムシ(ふ化後1O~31 日目)あ

るいはアルテミア(ふ化後 26日目~取り揚げ)を供試した。 1998年6月23日にワムシ，アルテ

ミアともに 40μmメッシュの網を用いて採取し，下記の方法で生菌数を測定した。

試料の採取と生菌数の測定法

オゾン処理海水は 10mlを滅菌した 0.45μmフィルター(ミリポア， HA)でろ過し，そのフィ

ルターを海水培地 (Y品mamoω 的品1.， 1982)平板に張り付けて 5日間好気的に培養し，出現コロ

ニー数から海水 1mlあたりの生菌数を測定した。

ワムシおよびアルテミアは，無菌的にストマッカー用滅菌ポリ袋(オルガノ)に移し，試料を秤

量後9倍量の滅菌 75%Herbst人工海水を加えてストマッカー(オルガノ)でホモジナイズした。

ホモジナイズ後， 10倍希釈液列を作製して海水培地平板に塗抹し， 200Cで7日間好気的に培養し

た。出現コロニー数から常法にしたがい，試料 Igあたりの生菌数を算出した。

マツカワの体表試料はふ化後 107日目に 5尾から採取した。個体ごとに 1cm2の窓をあけた滅

菌アルミ箔を張り付けて表皮を滅菌メスで切り取り，滅菌ポリ袋に入れ，1 mlの滅菌 75%Herbs七

人工海水を加えてストマツカーでホモジナイズした。ホモジナイズ後， 10倍希釈液列を作製して

海水培地平板に塗抹し， 20
0

Cで7日間好気的に培養した。出現コロニー数から常法にしたがい，体

表 1cm2あたりの生菌数を算出した。表皮を切り取る際に微量の筋肉の付着が避けられないため，

筋肉の生菌数も以下の方法で測定した。すなわち，別の 3個体の体表を Murogaet a1. (1987)の

方法で消毒し，無菌的に表皮を剥いだ後，筋肉のみを滅菌メスと滅菌ピンセットで切り出し，滅

菌ポリ袋に入れて試料を秤量後ストマッカーでホモジナイズした。9倍量の滅菌 75%Herbst人工

海水を加え，再度ホモジナイズした。その 10倍希釈液列を作製し，前述と同様に筋肉 Igあたり
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の生菌数を測定した。また，ホモジナイズした筋肉を 1白金耳量採取し，直接海水培地平板に塗

抹した。

マツカワ腸管試料は，上記の方法で体表の消毒を行った稚魚5尾の腸管全体を無菌的に採取し，

秤量後ホモジナイズした。体表および筋肉と同様にして培養し，腸管 19あたりの生菌数として測

定した。

細菌叢の検討

生菌数測定に供試した最適希釈平板上の全コロニーあるいは 30コロニーを無作為に抽出し，純

粋分離を行って供試菌株を得た。マツカワ体表および腸管試料については 3尾を，餌料について

はワムシおよびアルテミア各 1試料について細菌叢を調査した。オゾン処理海水および筋肉につ

いては，コロニー数がゼロあるいは少なかったため釣菌できなかった。

細菌叢は絵面・清水 (1990)の方法にしたがい，以下の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った。形態学的性状については，分離菌株を海水培地で 20
0

C，48時間培

養した後，常法通りグラム染色性，菌形，運動性，鞭毛の有無を観察した。生化学的性状につい

ては前述と同様の培養菌体を供試し， OF試験，塩類要求性試験，オキシダーゼ試験，カタラーゼ

試験， DNA分解性試験，ゼラチン分解性試験，カゼイン分解性試験，寒天分解性試験，芽胞染色

試験，デンプン分解性試験，発光'性試験を行って結果を観察した。

結 果

マツカワの飼育結果

飼育開始時に平均全長 5.8mmであったふ化仔魚は 77日後に 24.7mmまで成長した。生残尾

数は 3，175尾となり，生残率は 70.6%であった。この中で 600尾をふ化後 107日目まで継続飼育

したところ，平均全長約 50mmまで成長し，生残尾数は 505尾(生残率 84.2%)であった。

飼育用水および餌料の生菌数

マツカワの飼育用オゾン処理海水および餌料のワムシあるいはアルテミアの生菌数を Table1 

に示した。飼育用水の生菌数は 4.8x 10" CFU /ml，餌料ではワムシが8.1x 1Q1 CFU/g，アルテミ

Table 1. Viable bacterial counts of seawa七erand f，明白 forbarfin flounder. 

Group 

Ozoneもrea旬dse品，wa七er

Rotifer 

Brine shrimp 

Viable b副総，rialcounお
(CFU Iml or g) 

4.8x 100 

8.1 X 107 

9.4 X 107 

Table 2. Via.ble bacterial counもsof skin and in旬釣ineof barfin flounder. 

M品切rials
Viable bacterial coun七日 (CFUjcm' or g) 

NO.1 No.2 NO.3 No.4 

Skin 3ιxlO' 3.4x 10' 5.6x10' 3.1 x 10' 

Int田もine 4.3x 104 4.3x104 9.1 X 104 7.8x 104 
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アでは 9.4X 107 CFU/gと測定された。

マツカワの体表および腸管の生菌数

マツカワの体表および腸管の生菌数を Table2に示した。体表試料の生菌数は 3.1~5.6 x 103 

CFU/cm2の範囲で測定され，個体聞に大きな差は認められなかった。また筋肉試料からはコロ

ニーは見られなかった。腸管試料の生菌数は 4.3~9.1x 104 CFU/gの範囲で測定され，大きな個体

差は認められなかった。

餌料生物の細菌叢

マツカワの飼育用餌料生物，ワムシとアルテミアの細菌叢を Table3に示した。ワムシでは

VibrioとAlteromonω，Oytop加仰が，アルテミアでは Vi初旬と Alterom側ω Alcaligenωが主体

をなしていた。

体衰の細菌叢

マツカワ体表の細菌叢を Table4に示した。調査した 3尾共に Al加刀m側ωが主体をなし，

PsωゐmonωとAlωligB1附あるいは Vibrioが検出された。

腸管の細菌叢

調査したマツカワ 3尾の腸管の細菌叢を Table5 に示した。いずれも Vib巾が 93.3~96.7% と

{憂勢をなしていた。

Table 3. Bacもerialflora of rotifer and brine shrimp， feeds for barfin flounder. 

Rotifer Brine shrimp 
Genus 

Sもrain proportion ("!o) Sもmin propor七ion("!o)

Number of isolaもedstrains 30 30 

Number of examined s七rain直 30 30 

Fla叩 bαcterium O 0.0 O 0.0 

Acineωbacter O 0.0 。 0.0 

Morlωellα 。 0.0 。 0.0 

Oytop初9α 3 10.7 O 0.0 

Vibrio 16 53.3 18 60.0 

Alter，凹 ηonαs 9 30.0 6 20.0 

Ps側め間側副 3.3 2 6.7 

d加lig，飢回 3.3 4 13.3 

Aer，四 Z側副 O 0.0 。 0.0 

Achromobacter 。 0.0 。 0.0 

Bαcillus 。 0.0 。 0.0 

Mic"，由郎仰S 。 0.0 O 0.0 

Staphyl∞oω叫S O 0.0 O 0.0 

Enterobac七eri船舶e O 0.0 O 0.0 

Coryneforms O 0.0 。 0.0 

Unidentified O 0.0 。 0.0 
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Skin baιterial flora of bar五nflounder reared by ozone佐伯もedse晶，wa'七erTable4. 

No.3 No.2 No.1 

Genus Propor-
tion(%) 

SもramPropor-
tion(%) 

Strain 
Proporー
もion(%)

Sも，ram

30 

30 

30 

30 

30 

30 

Number of isola飽dstrains 

Number ofex創nineds七，ralns

0.0 

6.7 

3.3 

0.0 

6.7 

60.0 

20.0 

3.3 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

O.。

凸
り
の

6
'
i
A
U
0
4
n
o
n
O
司

i
n
U
Aリ
ハ

リ

ハ

り

Aり
ハ

り

A
U
A
U

唱
E
A

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

10.0 

80.0 

10.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

n
u
n
V
Aり
凸

U
q
d
A告
。

o
n
v
n
u
n
u
n
v
n
u
n
u
n
U
A
U
n
u

のよ“

3.3 

6.7 

6.7 

0.0 

3.3 

53.3 

13.3 

13.3 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

1

2

2

0

1

6

4

4

0

0

0

0

0

0

0

0

 

可
也
且
.

Fla四 bacterium

Acinetobacter 

Moraxella 

Oytnphaga 

Vibrio 

Alter，側同叫俄

Ps側めmcn岨s

Alcαlig，開 田

Aerm叫onas

Achromobαcter 

B即 ilZ悩

M叩附別加S

Sωphy恥仰叫S

Enもerobac七eri飢 eae

Coryneforms 

Unidentified 

In七esもinalbac旬rialflora of bぽ finflounder reared by ozone位帥加dseawater. Table5. 

No.3 No.2 No.1 

Genus Propor-
七ion(%)

SもrainPropor-
七ion(%)

Strain 
Propor-
七ion(%)

Strain 

30 

30 

30 

30 

30 

30 

Number of isolaもedstrains 

Number of examined strains 

A
U
A
U
n
u
n
u
q
O
円

d
A
U
Aリ
ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

Aり

A
U
n
u
n
v
Aり

o

a

A

u

a

阻

6

A
札

口

弘

仏

A
U
o
n仏

臥

0

0

0

凸
U
n
u
n
U
Aリ

O
O
O
a
h
u
Aリ
ハ

リ

ハ

リ

n
U
A
V
nり

A
U
A
U
Aり

O
Z
M
 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

93.3 

6.7 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

n
U
A
U
凸
u
n
v
o
o
o
a
Aリ
ハ

リ

ハ

リ

ハ

リ

n
u
n
v
A
U
nリ
ハ
リ

nu

。万M

ハ
リ
ハ

u
n
U
A
U
可

'
q
d
n
U
ハ
リ
ハ
リ
ハ

U
A
u
n
v
n
u
n
U
A
U
A
U

n
u
n
u
n
u
hり

o
o
q
o
nり
の

り

凸

り

A
U
Aり

n
v
A
U
A
U
Aり

n
u

nwu 

0

0

0

0

9

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

 

。G

Fla叩 bacteri叫m

Acineωbacter 

Mor，僻 ella

Cμop加ga

Vibrio 

Altermnonas 

Ps側め問研師s

Alcal'旬朗自

Aerom側出

Achro冊。bαcter

Bacillus 

Micro∞∞叫S

Staphyゐ∞∞叫S

En七erobacもeri郎 eae

Coryneforms 

Uniden七ified
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考察

飼育用水の生菌数が4.8x 100 CFU /mlであったにもかかわらずマツカワの体表からは 3.1

~5.6x 103 CFU/cm2の生菌数が測定され，その菌叢は Alteromonωが主体をなし，Psωdo例側ω

とAlcαligenesあるいは Vibrioが検出された。今回飼育用水の生菌数が少なく細菌叢の調査がで

きなかったが，伊藤ら (1996)が当事業場のオゾン処理海水の細菌叢を調査したところ， 3回調査

したいずれの場合も Alte内例側ω属細菌がオゾン処理海水の細菌叢の主体をなしていたことか

ら，体表の細菌叢は飼育用水の細菌叢の影響を受けているものと考えられる。海産魚類仔稚魚の

体表の細菌叢については吉水ら (1999)がヒラメについて，甲殻類では Suzukie七al.(1990)がガ

ザミについて，渡辺ら (1998晶，b)がハナサキガニおよびケガニについて報告している。ヒラメと

ガザミでは環境水由来細菌により体表の細菌叢が形成されると報告されている。また，吉水ら

(1980)は，シロサケ白whorhY'lωusketaおよびサクラマス o.mω側稚魚の表面の細菌叢を調査

し，飼育用水に影響を受けることを報告している。

一方腸管の生菌数は4.3~9.1x lQ4 CFU/gの範囲で，マダイ，クロダイ，ヒラメ，クロソイ，ト

ラフグおよびキジハタ等の他魚種の報告 (Murog品 etal.， 1987; Tanasomwang and Muroga， 1988， 

1989 ;吉水ら， 1999)で 101-7CFU/gの範囲であったことと比較して少ない値を示した。しかし，

その細菌叢は Vib巾が 93%以上と圧倒的優勢をなし，AlteromonasとVib仰が主体をなしたワ

ムシおよびアルテミアの細菌叢を構成する細菌のうち Vibrio属細菌が選択的に定着したものと

考えられる。 Murogaeもal.(1987)は，マダイおよびクロダイの種苗生産過程の飼育用水，餌料お

よび仔稚魚の細菌叢を比較し，仔稚魚の消化管の細菌叢は発育初期に環境や餌料に影響を受ける

ものの，その後消化管内の状態により細菌が選択されて形成されることを報告している。一方，

Tana晶omwangand Muroga (1988，1989)はヒラメ，クロソイ， トラフグおよびキジハタの飼育用

水，餌料および仔稚魚の細菌叢を比較して，仔稚魚の消化管の細菌叢は質的にも量的にも餌料か

ら形成されることを報告している。しかし，配合飼料の主体をなした Acinetobacterやグラム陽性

菌は消化管内で定着できないため，配合飼料給餌後のヒラメの消化管からは出現しなかったと報

告している。また，吉水ら (1999)はBacillus属細菌が細菌叢の主体を成す配合飼料を給餌したヒ

ラメ消化管の細菌叢がれか1，0属細菌主体であったことを報告している。

さらに吉水ら (1980)は，シロサケおよびサクラマス稚魚の腸内細菌叢形成は消化管が機能化

し，胃酸および胆汁酸が分泌され，これらによる選択と腸管内の嫌気度が大きく影響しているこ

とを報告している。ヒラメでは着底期のふ化後 31~40 日に胃と腸が明確に分化すると共に胃腺層

が形成され(安永， 1972)消化管が機能化する。以上のことから，マツカワでも着底期以降に消化

管の環境により餌料生物と共に入った細菌が選択され Vibrio属細菌が腸管内細菌の主体をなす

ようになったと考えられる。しかし，マツカワの腸内縮菌叢の形成時期と，その際の生菌数およ

び消化管の機能化時期等に関しては，今後明らかにすべき課題と考える。
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