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和歌山県下芳養湾における海水中およびアオサに付着する赤潮藻殺藻細菌の分布

今井　一郎1)・岡本　　悟2)・西垣　友和3)・吉永　郁生4)・竹内　照文5)

(2011年 12月 28日受付，2012年 1月 27日受理)

Distribution of algicidal bacteria against red tide phytoplankton in seawater and on the surface 
of the green alga Ulva pertusa in Shimo-Haya Bay, Wakayama Prefecture

Ichiro Imai1), Satoru Okamoto
2), Tomokazu Nishigaki

3), Ikuo Yoshinaga
4) and Terufumi Takeuchi5)

Abstract

　　Seasonal fluctuations of algicidal bacteria were investigated with the microplate MPN method in surface seawater and on 
the surface of the green alga Ulva pertusa in cage culture for poly-culture at the stations in Shimo-Haya Bay, Wakayama Prefec-
ture.　Target red tide species were three raphidophytes of Chattonella antiqua, Heterosigma akashiwo and Fibrocapsa japonica, 
and two dinoflagellates of Karenia mikimotoi and Heterocapsa circularisquama.　In seawater, most part of killer microorgan-
isms was substantially algicidal bacteria, and the most abundant killer bacteria were killers for Karenia mikimotoi and followed 
by killers for Fibrocapsa japonica.　The maximum value was 2.2×104 MPN ml-1 for K. mikimotoi killers.　On the surface of 
U. pertusa, K. mikimotoi killers were also most abundantly detected with a maximum value of 1.1×106 MPN g-1 (wet weight) 
and F. japonica killers also showed a high value of 1.9×105 MPN g-1 (wet weight).　Isolation of killer bacteria after colony for-
mation and co-culture experiments, K. mikimotoi killers and F. japonica killers also displayed high abundances, and other killers 
such as C. antiqua killers were detected with rather high values of 104～105 cells g-1 (wet weight).　Poly-culture of seaweeds 
and fishes is not only environment friendly in aquaculture but also useful sources for preventing harmful red tides in the coastal 
sea.

Key words :  Red tide, Prevention, Killer bacteria, Algicidal bacteria, Ulva pertusa, Seaweeds, Poly-culture

緒　　　　　言

　有害赤潮によって与えられる漁業被害は年平均約 17 億
円以上にも達し，現在も被害状況は深刻である。例えば 
2000 年夏季には，八代海において 40 億円にも上る養殖魚
の斃死被害が渦鞭毛藻の 1種 Cochlodinium polykrikoides の
赤潮によって生じた。また 2009 年と 2010 年には引き続い
て同じく八代海において，ラフィド藻のシャットネラ
(Chattonella antiqua)を原因とする赤潮により，29 億円と 53 
億円にも上る大被害が養殖ブリを中心に与えられた事実は
記憶に新しい (鬼塚ら，2011)。このような背景から，赤潮
の被害を抑制する或いは未然に防止する対策技術の開発が
待望されており，多くの試みが成されてきたが，実用化さ

れているものは殆ど無いのが現状である (代田，1992 ; 坂
田，2000 ; Imai et al., 2006a)。
　最近，環境にやさしい生物学的な赤潮防除対策技術が，
関係者の注目を集めている。それは，細菌，ウイルス，寄
生性の原生生物，無害な植物プランクトン (特に珪藻類)等，
もともと自然の海水中に普通に生息している微生物を有効
利用する方法であり，将来の実用化に期待が寄せられてき
ている (今井，1995, 1998, 1999, 2002, 2007 ; 長崎，1998 ; 今
井・吉永，2002 ; Salomon and Imai, 2006)。
　これらの中で赤潮プランクトンを殺滅する殺藻細菌につ
いては，生態がかなり解明され，沿岸域での存在と赤潮の
消滅における役割の重要性が認知されてきている (Imai et 
al., 1998a, 2001 ; Yoshinaga et al., 1998 ; 今井，2011a)。しかし
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ながら，それにもかかわらず分離した殺藻細菌を実際に大
量培養し，海に散布するといった実用化に向けての検討は，
細菌の持つ負のイメージや生態系への影響が不明である事
等に鑑み，頓挫している状況にあると言える。
　ところで我々はごく最近，潮間帯域の藻場に生息するア
オサ，マクサ，ホンダワラ等の大型海藻類の表面に湿重 
1 g あたり 105～106 個もの殺藻細菌が付着している事実を
発見し (Imai et al., 2002 ; 今井，2002)，主なものとしては 
α-Proteobacteria， γ-Proteobacteria，および Bacteroides 門に属
する細菌が生息する事を明らかにした (Imai et al., 2006b)。
本研究では，和歌山県田辺湾の支湾である下芳養湾を対象
水域に実施した海藻と魚類の複合養殖において，海藻表面

に付着する殺藻細菌や海水中の殺藻細菌の季節的変動につ
いて報告し，殺藻細菌を用いた赤潮の発生予防について可
能性を論ずる。

材料および方法

　2002 年 10 月より 2003 年 3 月までは原則として月に 1 回，
それ以降は 4 月， 6 月，8 月および 10 月にサンプリングを
行った。対象水域は和歌山県田辺市の田辺湾北部に位置す
る支湾の下芳養湾である (Fig. 1)。和歌山県農林水産総合技
術センター水産試験場増養殖研究所 (現在は廃止)の前に
魚類養殖の生け賛を設置し (Fig. 1の Stn. 1)，マダイを放養

Fig. 1.　Location of the sampling stations (Stns. 1-3) in Shimo-Haya Bay, branch of Tanabe Bay, Wakayama Prefecture.
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飼育すると同時に，緑藻のアオサ (Ulva pertusa)を栽培した
(Fig. 2)  (和歌山県，2003)。アオサはネットに収容し，生け
賛の表面に浮かべて成長させた。この生け賛の中から採水
を行い，同時にアオサを採集した。また，この生け賛の約 
500 m 沖合に設置した地点，およびさらに約 1 km 沖合の地
点から表層の海水試料を得た。サンプリングの際に用いた
ガラス製メディウム瓶は，全て 121°C，20分間のオートク
レーグ滅菌処理を施したものである。サンプリングの終了
後，クーラーボックスに試料を収容し冷やして研究室に直
ちに持ち帰り (約 5～6 時間を要した)，殺藻細菌の計数の
ための処理を行った。
　殺藻細菌の計数は，原則としてマイクロプレート MPN 
法 (Imai et al., 1998b)によった (Fig. 3)。ガラス瓶中の海水試
料は約 30 回手で振った。海藻試料は 100 回，強く手で振っ
て細菌を海藻表面から剥離させた。海水試料，および海藻
から剥離させた試料は，共に孔径 1 µm のニュクレポアー
フィルターで濾過して，細菌よりも大きい生物やデトライ
タスを除去した。濾過した試料を 100希釈とし，滅菌海水
を用いて順次 10 倍希釈を行った。対象赤潮生物であるラ
フィド藻の Chattonella antiqua, Heterosigma akashiwo, Fibro-
capsa japonica，渦鞭毛藻の Karenia mikimotoi, Heterocapsa cir-
cularisquamaを前培養しておき，新しい培養液 (改変 SWM-

3 : Chen et al., 1969 ; 今井，2000)で適宜希釈して，48 ウェ
ル組織培養用マイクロプレートの各ウェルに予め 0.5 ml ず
つ接種した後，それらのウェルに各希釈段階の試料を 0.5 
ml ずつ接種した。実験試料は，各希釈段階で 5 ウェルず
つに接種した。またコントロールとして，希釈試料を接種
する代わりに希釈用滅菌海水を接種したウェルを設けた。

蒸発防止のため，メンデイングテープを用いてマイクロプ
レートを密封した後，温度 22°C，光強度約 100 µmol pho-
tons m-2 sec-1，明暗周期 14 hL : 10 hD の条件下で培養を行っ
た。適宜マイクロプレートの各ウェルの観察を，倒立型落
射蛍光顕微鏡を用いて行い，大部分の赤潮プランクトンが
死滅したウェルを陽性として記録した。各希釈段階におけ
る陽性ウェル数の組み合わせから，最確数 (MPN)表を参
照して MPN (Most Probable Number)を算出し，実験試料中
の殺藻細菌密度を求めた。また，海藻試料については湿重
量を計測し，滅菌海水に剥離させた殺藻細菌密度を元に，
海藻 1 g 当たりの殺藻細菌密度を算出した。なお，2003 年 4, 
6, 8 月の試料については，マイクロプレート MPN 法によ
る殺藻細菌の計数を K. mikimotoiと F. japonicaについての
み実施した。
　2003 年 4, 6, 8, 10月の海水と海藻の試料については，試
料を適宜希釈後，ST10-1 寒天平板培地 (Ishida et al., 1986)に
塗抹して従属栄養細菌にコロニーを形成させた後，各サン
プルのコロニー (20～30 程度)を分離して各細菌株を ST10-1 
液体培地 (Ishida et al., 1986)中で増殖させた。上記 5 種の赤
潮生物の培養をマイクロプレートのウェル中に収容した
後，各細菌の液体培養少量を白金耳によって無菌的に接種
し，分離した各細菌の各赤潮プランクトンに対する殺藻能
の有無を検討した。

結果および考察

　2002年 10月～2003年 8月の期間の，和歌山県農林水産
総合技術センター水産試験場増養殖研究所の前の魚類養殖

Fig. 2.　Photograph of the fishing farm at Stn. 1 located in Shimo-Haya Bay.
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の生け簀 (Stn. 1)，この生け簀の沖合い約 500 mに設置した
生け簀 (Stn. 2)，ならびにさらに約 1 km沖合の地点 (Stn. 3)
の海水中から，マイクロプレートMPN 法によって検出計
数された殺藻細菌の密度を Fig. 4 に示した。2002 年 10月
頃までは，最も海岸に近い Stn. 1 にてより多くの殺藻細菌
が検出されたが，冬季になるにつれて各地点間での計数値
の差は小さくなった。検出される殺藻細菌の密度は，全体
的には養殖生け簀の Stn. 1 で最も値が高く，沖合の Stn. 3 
で最も少ない傾向が認められた。ちなみに海水中の全細菌
数は，Stn. 1 では 4.9×105～2.4×106 cells ml-1，Stn. 2で 6.7×

105～2.6×106 cells ml-1，Stn. 3 においては 4.4×105～4.4×106 
cells ml-1 で推移した。
　対象とした赤潮生物 (ラフィド藻 3 種と渦鞭毛藻 2 種)と
それらの各種に対する殺藻細菌の密度の変動を見ると，大
変に興味深い特徴的な傾向が認められた。すなわち，K. 
mikimotoi 殺藻細菌 (K. mikimotoi-killer = Km-killer)が，何れ
の地点においても常に最も高い密度で検出され，その値も
最大値は Stn. 1 で 2.2×104 MPN ml-1を示した。その次に殺
藻細菌に殺滅されやすかった赤潮生物はラフィド藻の F. 
japonicaで，Fj-killer (F. japonica-killer)の最大値は 1.4×102 

Fig. 3.　Procedure of the microplate MPN method for enumeration of algicidal bacteria.
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MPN ml-1であった。赤潮ラフィド藻の C. antiquaと H. 
akashiwo の 殺 藻 細 菌 (C. antiqua-killer = Ca-killer と H. 
akashiwo-killer = Ha-killer)は同程度の密度であり，最大で 

102 MPN ml-1 (Stn. 1)程度の値であった。また，二枚貝を斃
死させる渦鞭毛藻 H. circularisquama に対する殺藻細菌 (H. 
circularisquama-killer = Hc-killer)は常に低密度で未検出の場

Fig. 4.　 Seasonal fluctuations of algicidal bacteria (enumerated with the microplate MPN method) in surface seawater at the stations 
in Shimo-Haya Bay.　(A) Stn. 1, (B) Stn. 2, (C) Stn. 3

Fig. 5.　 Seasonal fluctuations of algicidal bacteria (enumerated with the microplate MPN method) on the surface of the green alga 
Ulva pertusa cultivated in a cage at the Stn. 1 in Shimo-Haya Bay.
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合も認められ，本種が鎧板を有していることによって殺藻
細菌に対する強い抵抗性を発揮しているものと推察される
(今井，1997 ; 今井ら，1999)。Km-killer に関しては，過去 (1990
～1992 年夏季)に田辺湾の海水において MPN 法によって
計数された例があり，その時の密度の範囲はおおよそ 101

～104 MPN ml-1と報じられており (Yoshinaga et al., 1995)，今
回の研究結果はこの報告のやや高い部分に相当するようで
ある。
　緑藻のアオサが Stn. 1 の生け簀に投入され，養殖が開始
されたのは 2002 年 10 月以降である。アオサの表面に付着
していた殺藻細菌の密度についても，対象赤潮生物種に関
しては，海水中の場合と同様の傾向が観察された (Fig. 5)。
すなわち，Km-killerが常に最も多く，次いで Fj-killer であっ
た。前者は最高で 1.1×106 MPN g-1  (湿重)と極めて高い値

を示し，後者は最大 1.9×105 MPN g-1  (湿重)の値でこれに
次いだ。共に 2002 年 10 月に得られた値である。他の赤潮
生物に関しては，殺藻細菌は 1～2 桁程度低い密度の値で
あった。
　殺藻細菌の検出にマイクロプレート MPN 法を用いた場
合，殺藻細菌の阻害微生物の存在により，実際の数よりも
過小評価になる可能性が指摘されている (Imai et al., 1998b)。
この点を考慮し，海水中の細菌やアオサ表面の細菌を対象
として寒天平板培地上にコロニーを形成させて分離し，
各々のコロニーが持つ殺藻能を上記 5 種の赤潮プランクト
ンについて二者培養試験により検討した結果を Fig. 6と 
Table 1に示した (海水は 2003 年 4, 6, 8, 10 月の調査結果，
アオサは 8 月まで)。何れの定点の海水においても Km-

killer と Fj-killer が多く分離されていた。また計数値も両方

Fig. 6.　 Fluctuations of algicidal bacteria in surface seawater at the stations in Shimo-Haya Bay during the period of April to October 
in 2003.　Enumeration was made with co-culturing experiment using bacterial strains formed colonies on nutrient agar plate 
and red tide plankton.　(A) Stn. 1, (B) Stn. 2, (C) Stn. 3
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法共に類似したものであった。アオサからも Km-killerと 
Fj-killerが多いという計数結果が得られた (Table 1)。アオサ
に付着していた殺藻細菌の密度は，湿重 1 g当たり 105～
106 のオーダーの高い値を示した。また Ca-killerや Ha-
killer，Hc-killerにおいても，マイクロプレート MPN 法に
比べて相当に高い値で検出され，湿重 1 g 当たり 104～105 
cells のオーダーの密度で計数値が得られている。従って，
コロニーを分離して二者培養試験を行う方法で，より正確
な殺藻細菌の生息密度を把握できるものと考えられる。
　殺藻細菌の増減を見ると，赤潮の発生する海域では赤潮
の発生後期から消滅直後に増加する事が，H. akashiwo 赤潮
で確認されている (Imai et al., 1998a ; Kim et al., 1998 ; Yoshi-
naga et al., 1998 ; 今井，2011b)。2003 年 1 月には，冬季であ
るが殺藻細菌密度が比較的高く検出された。またその他の
季節においても，Km-killer が相対的に多く推移していた
(Figs. 4, 5)。この水域においては，研究期間を通じて研究対
象とした赤潮プランクトンによる赤潮は発生しなかった。
このことより，比較的高い密度の殺藻細菌の起源は，赤潮
の発生とは別のものであることが明らかである。
　以上得られた結果から，沿岸海水中の殺藻細菌と海藻 (ア
オサ)表面の殺藻細菌が殺滅する赤潮生物種が K. mikimotoi 
と F. japonicaである点で一致していたことより，沿岸の高
密度の殺藻細菌の供給源は海藻表面である可能性が強く示
唆された。このことは，人為的に海藻と魚介類を混合養殖
することによって，養殖場に殺藻細菌供給源を設けること
ができることを示している。今回設置された混合養殖の規
模はたった 1 つの養殖生け簀であり，周辺海域に殺藻細菌
を大量に供給できる規模でないことは明らかである。この
付近の沿岸には天然の海藻群落も存在しており，それらを
合計した規模は相当のものになるはずであり，今回得られ
た海水中の殺藻細菌について得られた計数結果の実質部分
は，下芳養湾沿岸周辺の藻場の起源であると推定される。
しかしながら，魚類と混合養殖したアオサの表面には概ね 
105～106 cells g-1  (湿重)の殺藻細菌が付着生息している事実

が明らかとなった。今後の課題としては，混合養殖する海
藻類の種類と規模の見積もりがあげられ，養殖場周辺の流
動状況の把握を通じて最適な混合養殖の実施法と場所を決
めていくことが重要であろう。さらに今回，沿岸水中とア
オサの表面に多くの殺藻細菌を見出し分離したが，これら
の殺藻細菌と，現場海水中で赤潮が発生～消滅した時に出
現して働く殺藻細菌が同じグループのメンバーなのか全く
異なるのかについて明らかにする事が，将来の重要な研究
課題である。
　今回我々が見出したアオサ表面への殺藻細菌の大量付着
現象は，大型藻類と魚類の複合養殖という現場技術の応用
を通じて，赤潮の発生予防技術の開発に道を拓くものと期
待される (今井，2002)。すなわち現場で波浪等により，継
続的に殺藻細菌が大型藻類の表面から海水中へ剥離供給さ
れることによって，常に赤潮予防体制が整うと位置付けら
れる。いわば，植物プランクトンの異常増殖を防ぐという
意味で，海の「恒常性機能」を強化することになると考え
られる。さらに，養殖漁場において餌料や魚類の排泄物と
して負荷される栄養塩の吸収を海藻が行うことにより，環
境修復機能も期待できる (平田，1999 ; 和歌山県，2003)。
このように魚介類と海藻の複合養殖を通じて赤潮の発生予
防が可能になれば，環境にやさしい究極の対策技術となり，
我国のみならず，世界中の有害赤潮による魚介類の斃死被
害に悩む海面魚類養殖に，計り知れない恩恵を与えるもの
と期待される。
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Table 1.　 Fluctuations of algicidal bacteria (×105 cells g-1 wet weight) on the surface of the green alga Ulva 
pertusa cultivated in a cage at the Stn. 1 in Shimo-Haya Bay during the period of April to August in 
2003.　Enumeration was made with co-culturing experiment using bacterial strains formed colonies 
on nutrient agar plate and five species of red tide plankton. 

Target red tide plankton species April 24 June 13 August 28 

Karenia mikimotoi  3.51  7.98  1.13
Heterocapsa circularisquama  1.87 < 0.28  0.57
Chattonella antiqua  0.94  0.86  0.38
Heterosigma akashiwo  0.47 < 0.28  0.19
Fibrocapsa japonica  1.64  2.28  1.70

* Total algicidal bacteria  4.91  9.12  2.46

Total colony forming bacteria  7.01  11.4  7.56

* Number of bacteria that killed at least one species of red tide phytoplankton. Some bacteria killed two or more 
plankton species. 
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