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キ111菌叢を制御したシオミズツボワムシを投与した

ヒラメの腸内細菌叢

清水智子1・篠崎大祐1・笠井久会1.津辺智雄1

渡辺研一2・吉水守1，* 

Effect of Manipulation of Dietary Rotifer Bacterial Flora 

on the Intestinal Bacterial Flora of J apanese Flounder 

Tomoko SHIMIZU1， Dais叫aSHINOZAKI1， Hisae KAsAl¥ Tomoo SAWABE1， 

Kenichi WATANABE2 and Mamoru YOSHIMIZU1
• * 

Abstract: Effect of manipulation of dietary rotifer BracJzionus plicatilis bacterial flora on the 

intestinal bacterial flora of Japanese flounder Paralichthys olivaceus larvae was investigated. 

Manipulation was done by disinfecting rotifer eggs to reduce viable bacterial counts and出enby 

inoculating hatched rotifers wi出 nOI1-sucrosefermenting Vibrio stlendidlls strain V-15 to make 

出ebacterium dominant in the rotifers. Flounder larvae were fed the manipulated rotifers and 

intestinal bacterial flora of the fish was monitored.τbe dominant intestinal bacteria1 flora of the 

flounder became Vibrio spp. These results indicate that intestinal bacterial flora of flounder can be 

artificially controlled by manipulating bacterial flora in diets. 

Key words: Japanese flounder: ParalicJzthys olivaceus; Roifer: Brachiol/us tlicatilis: Bacterial flora: 

Intestinal flora 

魚介類の培養殖事業の進展に伴い，疾病，特にウイ

ルス痛の被害が大きな問題となっている(吉水・笠井

2005)。魚類のウイルス病ワクチンが開発され‘実用

段階に達してきたが，稚仔魚が免疫応答を示すまでの

期間あるいはワクチン投与が可能なサイズに達するま

では，従来通りのウイルス病対策に頼らざるを得ない

(吉水・笠井2005)。

ヒラメ Paralichthyso/ivacellsは稚仔魚期に大量死を

伴う疾病に感染することが多い(西岡ら 1997)。ウイ

ルス性表皮増生症は. 1985年頃から各地の種苗生産

場で癖化後 8-20日後のヒラメ仔魚に発生し高い

死亡率をもたらすため.防除対策の確立が望まれてい

る。本病の原因ウイルスは未だ分離されていないが，

その形態および物理化学的性状からヘルペスウイルス

本疾病の防除対策のーっとして.ヒラメ腸管内に

存在する抗ヘルベスウイルス活性を有する細菌を餌

科生物に添加しヒラメ腸管内に定着させ.効率的

に抗ウイルス物質を産生させることができれば.本病

の発症も抑制できると考える。そこで，本研究ではま

ず.マツカワ腸管内容物由来の抗ウイルス活性を有す

るVibriost/elldidωV・15株を用いて.ワムシの細菌叢

が制調可能かどうかを検討し次いで V.stlendidus優

勢ワムシを給餌したヒラメの腸内細菌叢の変化を調べ

た。

材料および方法

供試菌株

に分類されている(Iidael al. 1989)。 供試菌株は‘マツカワの腸管内容物から分離した
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VibrioゆlendidusV.15:株を用いた。 V.sPlendidus V-15株

は01lcorhynchusmasou virus (OMV)， yellowtail ascites 

virus (YfAV)およびnervousnecrosis virl1s (NNV) 

に抗ウイルス活性を示しショ糖非分解菌である(吉

水・絵面 1999)0 V. splelldidus V-15株を液体海水培地

(ポリベプトン 5g，酵母エキス 1g. プロテオースペ

プトン 1g. 肉エキス 1g，寒天15g， 75% Herbst人

工海水 1/，pH 7.8)で20'Cで2日間接とう培養 (105

回転/min)し使用時まで4'Cで保存した。

供試飼育用餌料

8096海水が入った 5I容量のふ化水槽を準備し

菌添加区には106CFU/mlとなるように V.stlendidus 

V-15株を添加した。ワムシ複相単性生殖卵(以下ワム

シ卵)の消毒は 1，2印 mg/lに希釈したグルタールア

ルデヒド(水産用グルタラール，三鷹製薬)に30分間

浸潰し亜硫酸ナトリウムで中和後.ふ化水槽に移し

た (i，渡辺ら 2∞5)。その後.スーパ一生クロレラV-12
(クロレラ工業)を二次強化剤として添加し 19-26

時間. 19.8-25'Cで培養・醇化させた。対照区には米

消毒ワムシ卵を用いた。ワムシへのクロレラ給餌は朝・

昼・タに行い.給餌量はふ化水槽中のクロレラ密度を

約2000万cel1s/mlとなるように添加した。また鮮化

ワムシを強化する際に上述の細菌培養読を3，500xg 

で15分間違心分離し上請を捨て減菌海水で懸濁した

後に最終添加濃度が 106CFU/mlとなるようにワムシ

培養糟に添加した。対照には供試菌を加えないワムシ

を用いた。

ヒラメの飼育試験

ヒラメの飼育試験は.瞬化直後のヒラメ 1，000尾を

100 Iパンライト水槽に収容し水温16.2-19.8'C. 

pH7.8-8.6‘換水率約20096/日の飼育水で14日間行っ

た。試験区としてワムシ卵を消毒し僻化後に Y

ゆlelldidusV-15株を添加してヒラメに給餌した区(商

添加区)，消毒したワムシ卵を癖化させた後.菌を添

加せずに給餌した区(消毒区)および対照区として未

消毒のワムシ卵を解化させた後に菌を添加せずに給餌

した区(対照区)の3つの区を設けた。各試験区とも

水槽を 2個設けて計14日間試験を行った。

試料採取および生菌数・細菌叢の測定

試科採取法および生菌数の測定は以下のようにして

行った。消毒前後のワムシ卵および各区の僻化ワムシ

は.試料を秤量後仁 9倍量の Herbst人工海水(中村

1962)を加えてホモジナイズし 10倍希釈列を作製し

た。各試科の希釈液0.11111をSA培地 (Yamamotoet 

al.1982)平板に塗抹し， 25'Cで5日間好気的に培養後.

生菌数を測定した。またそれぞれ最適希釈平板上の

コロニーを無作為に30倒釣菌して純粋分離を行い，絵

面・清水(1990)の方法により.属レベルの分類を行っ

た。給餌試験終了時には.各区のヒラメを茶こしに採

取し， Ml1roga et al. (1987)の方法に従い0.1%塩化

ベンザルコニウム水港液(日本製薬)に 1分間浸潰し

た。その後，水道水で30秒間洗浄し， SA培地および

V-1培地(小林ら 1994)で生菌数を測定するとともに‘

前述のワムシと同様に純粋分離を行い.細菌叢を調べ

た。

結果

V. splendidus V -1 5株添加試験前後のワムシの生菌数

と細菌叢の変化

ワムシ卵の生菌数は2.1X 108 CFU/gから消毒によ

り3.5x 10J CFU/gに減少した。無処理区.消毒区お

よび V.splelldidus V-15株添加区の癖化ワムシの生菌

数は.それぞれ7.3X 108 CFU!g， 8.2 x loJ CFU/g. 

1.6 X 107 CFU/gであった (Table1)。また消毒前

後のワムシ卵および未処理区の僻化ワムシの細菌叢

は.Flavobaclerium属が主体を成していた。一方‘

消毒区の癖化ワムシの細菌叢はAchromobacterや

Alteromonasが主体を成しており，V. splendidus V-15 

株添加区のワムシでは Vibrio属が主体を成していた

(Fig.l)。

V. splendidus V -1 5株漂加ワムシを給餌したヒラメ腸

管内細菌叢の変化

EイsPlendidusV-15株添加ワムシを給餌したヒラメ

の腸管内細菌叢および生菌数を Table2に示した。給

餌試験14日後の未処理区消毒区および V.sPlendidus 

V-15株添加区ヒラメの生菌数は， SA培地でそれぞ

れ 3.4X 106 CFU/g， 5.9 x 10'1 CFU/gおよび 3.4x 

106 CFU/gとなった。 V-1培地ではそれぞれ 5.3x

106 CFU/g. 1.8 x 103 cru/gおよび1.4x 105 CFU/g 

となり，そのうちショ糖非分解菌の割合は62%，59% 

Table 1. Viable bacterial counls of rolifer eggs and 
hatched rotifers 

Group 

Rotifer eggs before disinfection 

Rotifer eggs after disinfection 

Hatched rotifers仕omeggs not disinfected 

Hatched rotifers from disinfected eggs 

Hatched rotifers inoculated with 
Eイstlendidusstrain V-15 

Viable bacterial 
counts (CFU/g) 

2.1 x lOS 
3.5 x loJ 

7.3 X 108 

8.2 x 10J 

L6x 107 



ワムシ投与によるヒラメ腸内細菌叢の制御 幻7

1∞ 

~ 
ロ

ー4切開J 

a戸ーむ~屯司J ‘ 

。
al a2 

口:Flavobacterium 

図:Aeromonas 

bl b2 c1 

口:Alteromonas 

• : Acllromobacter 

c2 dl 

ロ:日brio

1::] : Moraxella 

d2 el 

o : Acinetobador 
回:Others 

e2 

Fig. 1. Bacterial population composition in rolifer eggs and hatched rotifers. <11， a2: Rotifer eggs before disinfection. bl. b2: 

Rotifer eggs after disinfection. c1， c2: Hatched rotifers from eggs not disinfected. dl， d2: Hatched rotifers from disinfected 

eggs. el， e2: Hatched rotifers inoαuated "，ith V. stlendidus strain V-15. 

Table 2. Changes in viable bacterial counts of non.sucrose fermenting Vibrio spp. in the intesline ofJapanese f10under 
fed V. stlendidus strain V-15 rich rotifers 

Viable bacteriaJ counts on two m吋ia(CFU/g) Percentage of non.sucrose fermenting 
Group 

a宇2

b *3 

C *4 

SA 

3AX 106 

5.9x l~ 
3.4X 106 

V-l 

5.3 X 106 

1.8 x l<f 
lAx 105 

Vibrio spp. in )apanese flounder * 1 
(%) 

62 

59 

100 

*1 Tested by V-l medillm. 
叫 japanese flollnder fed non・仕eated・rotifers.
叫 japaneseflounder fed rotifers hatched frOl11 disinfected eggs， bllt not inoclllated with V. sPlendidus strain V・15.
判 japaneseflounder fed rotifers hatched frOlll disillfected eggs， and inoclllated with V. sPlendidus s回 inY.・15.

および1∞%であった。なお，本菌を給餌したヒラメ

は通常飼育群と成長Iこ差はなく. さらに過剰に与えて

も腹部影満症になることもなかった。

考察

抗ウイルス活性を有する細菌の有効利用のーっと

して，サケ・マス類あるいはマツカワから分離した

抗ウイルス活性を有する細菌を経口投与することに

よるウイルス病の生物制御が試みられ，成"*を上げ

ている (Yoshimizu et al. 1992;吉水・絵面 1999)。近

年，ワムシ卵の消毒が可能になったことから(渡辺ら

2∞5)，同様の手法を用いることにより.アルテミア

より前のステージに給餌するワムシを用いて，魚類ウ

イルス病の生物学的制御が可能になるのではないかと

考えられる。

そこでまず.ワムシの細菌叢を検討したところ.

消毒前のワムシ卵および未処理区の癖化ワムシの細

菌叢は.共に F!avobacteバ11111属が主体を成していた

ことから，ワムシの菌叢は僻化前後で変わらないζ と

が示された。一方.高密度培養したワムシの細菌叢は

PseudomoJ/as属や Vibrio属が主体を成すと考えられ

ている (Murogaet al. 1987:宮川・室賀 1988;山野井

1卯0)。今回供試した粗放連続培養したワムシの細菌

叢はFlavobacterium属が優勢であった。このことは，

通常行われている高密度連続培養システム下のワムシ

の細菌叢は Pseudomollas属や Vibバo属細菌が優勢と

なり.一度優勢となるとそのまま継続されているもの

と考える。高密度培養時ド優勢になる l々bバo属細菌

の種によっては.時に腹部膨満症が発生しているが，

今回供試した V.sp!elldidlls V-15株では腹部膨満症は発

生しなかったことから.菌樋の選択により本症の防除
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が可能と考える。

次いで，V. stlendidus V-15株を添加したワムシを

ヒラメに給餌しヒラメ腸管内に本菌が定着するか

どうかを検討した。今回はショ糖分解能のない v.
stlendidus V-15株を選び¥ワムシに添加して給餌した。

ヒラメ腸管内における Vibrio属細菌のうち.ショ糖

非分解薗の割合は未処理区で62%. 消毒区で59%. 菌

添加区で100%となり，通常.海産魚の腸管内に存在

する Vibrio属細菌はショ糖分解性を有するものが多

いことから.ヒラメ腸管内には添加細菌がある程度定

着したと考えられる。今後は.ヒラメ腸管内から抗ヘ

ルベスウイルス活性を有する細菌を分離しヒラメへ

の経口投与試験を行い.ヒラメおよび飼育水における

抗ヘルベスウイルス活性の賦与について検討したいと

考える。同時に腹部膨満症を起こさない菌を選抜し用

いることで.ウイルス性表度増生症だけでなく.腹部

膨満症の防除にも展開できるものと期待する。

要約

消毒前のワムシ卵および未処理区の癖化ワムシの

細菌叢は.共に Flavobacterium属が主体を成してい

たことから‘勝化前後でワムシの菌叢は変化しない

ことが示された。また.消毒して癖化させた後に Y

stlendidus V-15株を添加した区のワムシの細菌叢は

Vibrio属が主体を成していたc これらの結果から，ワ

ムシの細菌叢は制御可能であることが示唆された。次

いで.ショ糖分解能のない抗ウイルス活性を有する v.
stlelldidus V-15株優勢ワムシをヒラメに給餌した。ヒ

ラメ腸管内における日brio属細菌のうち.ショ梼非

分解薗の割合は未処理区で62%. 消毒区で59%. 菌添

加区で100%となり.ヒラメの腸内細菌叢も制御可能

であることが示唆された。
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