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北海道大学大学院水産科学研究院

特任教授吉水守

魚へのプロﾊﾞｲｵﾃｨｸｽ投与に期待されるものブ ク るの

１．はじめに：

プロパイオテイクスとは腸内フ

ローラのバランスを改善して有益

な作用をもたらす生きた微生物の

ことを云います。具体的には，腸内

細菌叢のバランスを整え，悪玉細

菌による腸内の異常状態を改善し

て健康に良い影響を与える生きた

善玉腸内細菌を指します。プロバ

イオテイクスの条件としては１）安

全性が保証されていること，２）も

ともとその宿主の腸内フローラの

一員であること，３）胃液胆汁な

どに耐えて生きたまま腸内に到達

できること，４）小腸下部や大腸で

増殖可能なこと，５）宿主に対して

有用効果を発揮しうること，６）食

品などの形態で有効な菌数が維持

できること，７）安価かつ容易に取

り扱えること，があけられていま

す。最近は，ヨーグルトあるいは乳

酸菌飲料を指して使用されている

こともあります。

魚にも腸内細菌がいるはずだ！

私が研究室に入った時に申し出た

研究テーマです。当時は定説があ

りませんでした。卒論・修論・博

論研究をとおしてわかったことは

魚の生息環境にいる細菌の中で胃

酸・胆汁に耐え，腸管内嫌気条件

下でよく増殖する細菌として，淡

水魚ではＡＣ(""o"(/s属,海産魚では

Wbj7o属細菌が腸内細菌叢の主要な

構成員となることでした゛)。これら

魚の腸内細菌の有効利用として,

当時産業的に問題となっていたウ

イルス病の原因ウイルスに拮抗的

に働く腸内細菌を選抜し，プロバ

イオテイクスとして経口投与して

病気対策に生かせないかと考えま

した。

２.種苗生産における病気対策

魚介類の種苗生産事業の進展に

伴いそれぞれの種が持つあるい

は感受性を有する病原体による病

気が問題となり，その対策に多く

の労力を費やしてきました。特に

ウイルス病の場合は被害が大きく

深刻な問題となりました21.生物を

増やすとその生物の持つ微生物も

増え，善玉・悪玉を問わず増殖し

て飼育環境中の数が増加します。

多くの例では，技術開発が完了し，

量産体制に入ると病気が発生し，

その対策に翻弄されました。現在，

親から子への垂直感染を防ぐため

に親魚選別を行い，卵の洗浄と消

毒後，殺菌した飼育用水を用いて

孵化・飼育し，種苗を生産し順調

に経過するようになりました。飼

育用水の殺菌は必須ですが，現状

の殺菌法では善玉菌も殺してしま

います。飼育環境水中での病原体

の生存性を知り！さらに他の微生

物との相互作用を明らかにして，

魚が持つ善玉菌の力を借りて病原

菌の抑制が出来れば，環境にも優

しい手法であると考えます。

魚類のウイルス病対策確立を目

指して研究を進めるなかで，その

一環として病魚から水中に放出さ

れたウイルスの挙動，特にその感

染性の変化を観察していました。

その過程で１病気が発生している

池の排水からのウイルス分離を試

みると数は大幅に減少していまし

た。飼育水にウイルスを添加し，そ

の感染価の変化を調べると，ウイ

ルスの感染価は微生物の存在する

水で早く減少することがわかりま

した3)。しかもウイルスを不活化す

る物質を産生する細菌が，水圏に

広く分布し，比較的容易に高率に

分離されることがわかりました4;･

魚類でもワクチンが開発され,市

販されるようになって来ましたが，

稚仔魚が免疫応答を示すまでの期

間は，従来どおりの病気対策に頼ら

なければなりません２１。そこで，こ

れら抗ウイルス物質を産生する魚

の腸内細菌をプロバイオティクス

として餌料あるいは餌料生物と共

に経口投与してウイルス病の制御

ができないかと考えました･'5)。

ヒトでは機能性が期待されるヨ

ーグルトが多く市販されるように
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なっています。古来，乳酸菌飲料

あるいは発酵乳製品は健康によい

とされています。魚でも乳酸菌の

投与が検討されていますが，まず

魚の正常腸内細菌の中からウイル

スを不活化する能力を有する細菌

を選び出し，宿主に戻す形で‘サ

ケ科魚類の伝染性造血器壊死症ウ

イルス(ll-lNV),マツカワ(Vbraspe，

'"・“ﾉﾌﾞ）ヒラメ（ハ"wﾉﾉﾋﾞﾊ/ｈＭＲ

ｏﾉﾊw(でIAW)等の魚類ノダウイルス

(NNV)とウイルス性表皮増生症原因

ウイルス(FHV),コイヘルペスウイ

ルス(KHV)を対象に検討しました。

ここでは，水棲細菌によるウイ

ルス不活化現象を紹介すると共に

このような抗ウイルス物質産生細

菌の水圏からの分離種類および

代表株の産生する物質，ならびに

抗ウイルス活性を有する魚類の腸

内細菌をプロバイオテイクスとし

て経口投与した場合の腸内容物お

よび飼育水の抗ウイルス活性とウ

イルス病制御への応用例を紹介し

たいと思います。

３.水棲細菌による1ＨＮウイル

ス不活化現象：

１９８０年頃は,魚類ウイルスが宿

主である魚を離れ,環境水中に出た

のちの消長に関する知見は乏しく，

病魚から排出されたウイルス表１．

がどのような挙動をとるかも珊所

不明でした。そこで，まずサケ廊騨化

科魚類の代表的な病原ウイル七艫掴

スであるｌＨＮＶを対象に本ウイ…

ルスが病魚から離れ環境水中…
合川

に放出された後の生存'|生につ＿

いて観察しました。ｌｌ－ＩＮＶの感染価

を０，５，１０，１５℃の各温度条件下

で14.日間観察したところ，０℃で

は１４日間安定でしたが，１５℃では

飼育水中で７日目に感染価の大幅

な減少が観察されました。この傾

向は温度が高い方が顕著で，１４日

目には５，１０℃でも検出限界以下

となりました（図１）３)｡飼育水中に

は微生物が存在しＪＨＮＶの感染価

の減少は温度に加え共存する微生

物が関与している可能性が示され

ました。そこで高圧滅菌あるいは漉

過除菌した飼育水中での感染価の

変化を比較しました。無処理飼育

水中では急速な感染価の減少が観

察されましたが↑高圧滅菌あるいは

澗過除菌した飼育水中では比較的

安定であり，｜ＨＮＶの不活化現象は

飼育水中に存在する微生物あるい

は微生物の産生した細菌濾過膜を

通過する物質による可能性が示さ

れました(図２)6)。

このウイルス不活化

現象に関与している微

茎農生物を特定するため
飼育水に培地を加えて

表1．魚類飼育環境からの抗ウイルス物質産生細菌の分剛
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培養液の微生物叢は細菌が優勢で，

真菌類や原生動物等は見られず,生

菌数は１８ｘｌＯ８ＣＦＵ/ｍｌ,細菌叢

は八(．/'（)"'()ｂｄＩｃ/どﾉ・および

ﾉｺ“"〔ﾉ(""()"“属細菌が優勢でした3)。

この細菌の中に|ＨＮＶに対する抗

ウイルス作用を有する物質を産生

する細菌が存在するはずであり，

両属の代表分離株を対象に調べま

した。ハ`"`/・"'０，７“属代表株の培養

液にｌＨＮＶを加えた場合４～８日

後にウイルスの感染性はなくなり

ました6)。さらに菌体を含む培養液

にウイルスを加えて１時間後に濾

過した場合‘濾液からウイルスは

検出できなくなりました。このこ

とは菌体に吸着したウイルスが濾

過除菌の際に菌体と共に除去され

たことによると考えました。

同様の試験をコイヘルペスウイ

ルスを対象に行ったところ，霞ケ浦

の湖水と泥,神奈111県下の鶴見１１|の

河川水,函館近郊の３河)||および五

稜郭公園の堀の水ともに，１５℃で

は最長３日でウイルスは不活化し

温度が高くなるとより速やかに不

活化しました。この不活化を実験室

で確かめるため,五稜郭公園の堀の

水を実験室に運び,ＫＨＶを懸濁後

直ちにコイを飼育したところ’コイ

は全数死亡しました。しかし３日後

にコイを入れて飼育した場合，発

症・死亡は見られませんでした。霞

ケ浦の湖水および函館近郊の河川

水からＫＨＶを不活化する細菌が分

表。
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離されています7)。

4．抗ウイルス作用を有する細菌

の分布・種類ならびに代表株が

産生した抗ウイルス物質の'性状：

このような抗ウイルス作用を有

する細菌が，魚類棲息環境水中に

どの程度存在するかを知るために，

まず北海道大学水産学部七飯養魚

場の飼育用水，北海道立水産孵化

場森支塲の飼育用水，函館市近郊

茂辺地川河口域の汽水，水産学部

前浜の海水を対象に採水地点の底

泥を含め季節ごとに生菌数と菌叢

を調査し，分離菌についてｌＨＮＶを

対象に抗ウイルス作用のスクリー

ニングを行いました6.8,9)。各種試料

の生菌数とその細菌叢はこれまで

の研究結果とほぼ同じであり，魚

類棲息環境の一般的な菌数と細菌

叢を示していましたら)。それぞれの

地点の水試料および底泥試料から

分離した計１４５８株の細菌の培養

濾液について抗ウイルス作用を観

察しました。表１に見られるよう

に，採取場所にかかわらず９０％以

上のプラーク減少を示したものが

分離菌の１～２３％と予想外に多

く見つかりましたａ９)。

その分子量は１１２６，ペプタイ

ド系の物質で計９個のアミノ酸

と３－hyd｢oxydecanonicacidから

構成される新しい物質でした．o)。

本物質は魚類へルペスウイルス

(O"〔ＹＷﾊw(･ﾙﾉS"iasol1viruS;ＯＭＶ）

の他，狂犬病ウイルスやヒトの単

純へルペスウイルス（l-ISV)，ヒト

免疫不全ウイルス（ＨⅣ）に対して

も抗ウイルス効果を示しました。

本物質の抗ウイルス作用はウイル

ス粒子に対する直接,作用，すなわ

ちエンベロープ全体かレセプター

をコーティングあるいは崩壊する

ものと推察されています。他の５

株の検討結果では，同様のペプタ

イド系低分子物質や酵素作用を有

する高分子物質,未同定の低分子

物質など，細菌の産生する抗ウイ

ルス物質の種類は多岐にわたって

いました'1)。

5.抗ウイルス物豊産生腸内細菌

の経口投与によるＩＨＮＶの制御：

これら抗ウイルス物質産生細菌

を魚類のウイルス病制御に応用す

るにあたり，まず,魚類の正常細菌

叢を構成する細菌，特に魚類で細

菌叢がよく調べられ，把握が容易

な腸内細菌を対象に抗ウイルス物

質を産生する細菌の検索を行いま

した。サケ科魚類の腸内細菌叢'2’

のうち，淡水棲息期の菌叢の主体

を成す/化'ｗ"o"“属を対象に抗

ｌＨＮＶ作用を示す菌株のスクリーニ

ングを行ないました。１０８株のス

クリーニングで９０％以上のプラ

ーク減少を示す菌株が３株分離さ

れ，これらの菌株は飼料成分を栄

養源として抗ウイルス物質を産生

することが確認され，餌料ペレッ

トに１０％の割合で菌体培養液を

混ぜ，経口的に投与すると，腸管内

の菌叢の主体を成して腸管内に定

着しました。そして腸内容物も強

い抗ウイルス活性を示しました。

この細菌の培養液を１０％添加し

たペレットを３週間ニジマス

(O'7corﾉﾊﾞ"(ｿ"AV〃iyA(S）に絵餌した

後，１００TClD5o/ｍｌのｌＨＮＶで浸

漬攻撃したところ，試験群の累積

死亡率が約１０％，対照群は約

３０％と有意の差が見られました。

ただ，この場合，対照に用いた魚の

膓内細菌叢も,肥,.(""｡"“属細菌が

優勢で腸内容物に抗ウイルス活性

が認められました。そこで，サクラ

マス（０１"(Lw",）を用い抗ウイルス

物質を産生しない/〕ＳＥ"｡｡"】｡"(,s属

が優勢で腸内容物にも抗ウイルス

活性のないことを確認した対照群

を作出し再度抗ウイルス細菌投

与群と共にＩＨＮＶによる攻撃を行

いました。対照群の累積死亡率は

70％となり抗ウイルス物質産生

菌投与群との差が大きく開きまし

た（図３）４１３》。しかし，養魚場のニ

ジマスに対し同様の経口投与した

場合には効果が認められませんで

した。この原因としてＩＨＮＶの感染

侵入門戸が鯛および体表であるこ

と！および養魚場では流水量が大

きいために飼育水中の抗ウイルス

物質が流されてしまったためと考

えました。そこで，海産魚介類の種

苗生産水槽のように換水率の低い

水槽を対象に抗ウイルス物質産生

腸内細菌を投与し，ウイルス病の

防除が可能かどうかを検討するこ

とにしました。

6.海産魚種苗生産用餌料生物

の細菌叢を抗ウイルス物質産熊

細菌に置き換える試み：

ヒラメやマツカワのウイルス病

として魚類ノダウイルスによるウ

イルス性神経壊死症（NNV)やヒラ

メラブドウイルス（HlRRV）の感染
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図３．抗ｌＨＮＶ活'１生を有する腸内細菌
八Ｇ'わ"ＩＣ"“/i)て/､ﾉﾌﾉ'//(lM-36株を添加した
ペレットを絵餌したサクラマスの死亡率．

抗ウイルス活性を示した分離

株の中から数株を選択して抗

ウイルス物質の検討を行った

ところ，PscI(｡､"）("】ａｓ属の１株

46ＮＷ-04株は，低分子で耐熱

性の抗ウイルス物質を産生し，

５
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図４．抗ウイルス活性を有する細菌を用いたマツカワの

上記ＷＷ(jsp21F6a株を添加し

たアルテミアおよびこのアルテミ

アを絵餌したマツカワの腸内容物

の細菌叢はｗｗｏ属細菌が優勢と

なりました。このアルテミアおよ

びマツカワ腸内容物の１０倍希釈

濾液に１０５８TClD5o/ｍｌに調製し

たＢＦ－ＮＮＶを混合し，３時間接触

させるとウイルス感染価は共に

99.99％以上減少しました。この

ような抗ウイルス活性はｌＨＮＶお

よびＯＭＶに対しても認められまし

た。マツカワ仔魚を換水率Ｏ～

300％で６日間飼育した後の生存

率は，防疫対策実施区で７７．１％，

通常飼育区で５０．８％，高密度飼育

区で１５．２％でしたが：抗ウイルス

物質産生菌給餌区では全く死亡は

見られませんでした（図５)。その

後，ウイルス性神経壊死症の防疫

対策が確立され本症の発症は見ら

れなくなりました'5)。３年間同;様の

給餌飼育を行いましたが，稚魚の

成長の遅れもなく，従来散見され

たＦＨＶによるウイルス性表皮増生

症も見られなくなりました。この

ように抗ウイルス物質産生腸内

細菌を経口投与する方法は，換水

率の低い海産稚仔のウイルス防除

対策として有効に活用できると考

えます。

8．抗ウイルス物質産生I/ｒｂｒ/ｏ

属細菌添加ワムシの経口投与に

よるヒラメのウイルスi性表皮増

生症の防除：

２００５年にシオミズツボワムシ

複相単性生殖卵の消毒が可能にな

りましたので'6)‘アルテミアの前に

絵餌する初期餌料のワムシに抗ウ

イルス活性を持たせることができ

れば，稚仔魚期の早期からウイル

ス病の防除対策に用いることが期

待できます。まず，ヒラメ膓苣内容

薗給餌区

防疫対砿区

対照区

商密度飼育対照区

O｢FＤ

7７１

Ｉ局、例

iklf6

0 ２０ ４０ ６０ ８０ １００

生存､臼(％）

図５．抗ＢＦ－ＮＮＶ活性を有する腸内細菌Ｗﾙﾉ./(）ｓＰｇ７１５株を添加した
アルテミアを絵餌したマツカワの生存率．

こ-可
■

症，へルペスウイルス（FHV）によ

るウイルス性表皮増生症)リンホ

シスチス病ウイルスによるリンホ

シスチス病が知られています2)。マ

ツカワやヒラメの種苗生産施設に

おける飼育用水’餌料生物のワム

シ（Bracbio"ｌｌｓｐ此("/ﾉﾊ)１アルテミ

ア(Aﾉﾌﾞご"Iiaspp）および飼育仔稚魚

の細菌叢を調査した結果，仔稚魚

の消化管内の菌叢の主体はｗｗｏ

属細菌でした'曇)。これらＷＷＤ属細

菌１５５株を対象に，まずｌＨＮＶに

対する抗ウイルス効果をスクリー

ニングしたところ，２５菌株が

９０％以上のプラーク減少率を示し

ました。さらにこれら２５菌株の中

から高い抗ｌＨＮＶ活性を示した５株

について,杭へルペスウイルス(F1-lV

は培養できないため海産ギンザケ

(ｏﾉ(Ｊｗｃｈ)由来ＯＭＶ株を使用):抗

HlRRVおよび抗ＢＦ－ＮＮＶ（ba｢fin

flounderne｢vousnec｢osisvirus）

活性を調べ,ｌＨＮＶ,l-lIRRV,ＯＭＶ

およびＢＦ－ＮＮＶに対し強い抗ウイ

ルス効果を示す２１F6a株を得ること

が出来ました雫)｡稚仔魚の生物餌料

の中で，最も細菌叢のコントロー

ルが容易と考えられるのは乾燥卵

を用いるアルテミアです。そこで，

まずアルテミア卵を次亜塩素酸ナ

トリウムで消毒後，滅菌海水で孵

化させ,Ｗｂｊ７()sp21F6a株を添加

して培養しました。細菌を添加し

たアルテミアは，培養開始時に抗

ウイルス活性は認められませんで

したが，培養２日後のアルテミア

はｌＨＮＶに対し５６％のプラーク減

少を，ＢＦ－ＮＮＶに対しては９０％の

感染価減少を示しました。さらに

アルテミア培養液ではそれぞれ

100％と９９％を示しました。対照

の無菌培養アルテミアには抗ウイ

ルス効果は認められませんでした。

マツカワあるいはヒラメの餌料が

ワムシからアルテミアに置き換わ

るときに，抗ウイルス活性を有す

るＷｗ()を添加したアルテミアに

切り替えて給餌すれば，腸内細菌

叢を抗ウイルス物質瀝牛繭に置き

換えられると考えました（図４)。

7．抗ウイルス物質産生Wbr/ｏ

属細菌添加アルテミアの経口投

与によるマツカワのウイルス性

神経壊死症の制御：

,罪可
一

５

－７７．１

局、愈

扇
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物から杭へルペスウイルス活性を

有する細菌の探索を行い３３．３％

の割合で分離することができまし

た。消毒したワムシ卵を殺菌海水で

孵化させた後に,抗BF-NNMlHNV，

ＯＭＶ活性を有するショ糖分解能陰

性のMi6ﾉﾌﾞｏｓｐ.V-15株を添加したと

ころ，ワムシの細菌叢はＷｂｒｉＤ属細

菌が優勢となりました。対照のワム

シの細菌叢がﾉＷ,,o6ZにＴｅ'･ｉＪ""属優勢

であったことから，ワムシの細菌叢

は制御可能であると判断しました

．6)｡次いで，ＭｉＺＷｃｓｐ.Ｖ-15株が優

勢となったワムシをヒラメに給餌

し，１４日後のヒラメ腸管内容物の

細菌叢をショ糖分解能を指標に調

べたところ，ヒラメ腸管内の細菌叢

も添加したＷ''７０が優勢となりまし

た。このとき，ヒラメの生残率およ

び成長率に対照区と差はなく，細

菌を絵餌することによるヒラメへ

の悪影響はないと判断しました。

また,杭へルペスウイルス活性を有

するｙロノｇｉ,ZOO,,ri(ｗ３Ｖ－２３株を添加

したワムシをヒラメ稚仔魚に絵餌

したときの，ヒラメ腸管内および飼

育水への杭へルペスウイルス活性

の賦与について調べ，１０３ＴＣｌＤ５ｏ

のウイルスを不活化する最大希釈

倍数で求めた杭へルペスウイルス

活性は,給餌１０日では差が見られ

なかったものの，給餌２０日以降，

細菌添加区のヒラメでは対照区の

２～５倍,細菌添加区の飼育水では

対照区の２～４倍の杭へルペスウ

イルス活性が測定されました（図

6）'７)。このように，抗ウイルス物

質産生腸内細菌を添加したワムシ

を絵餌することにより，飼育水中

に侵入したウイルスを不活化でき

より早期のウイルス病対策が期待

できると考えます。

g・おわりに：

以上は，魚類のウイルス病対策

への応用を目的としたものですが，

貝類ではカキの消化管内からカリ

シウイルスやへルペスウイルスを

不活化する細菌が見つかっていま

す。カキの浄化の際に無菌化した

キートセロスに添加して給餌すれ

ばノロウイルス（NV）を不活化で

きると考えますが,ＮＶは培養でき

ないために成果を示すことができ

ません。カキヘルペスウイルスに

よるカキ種苗の大量死が外国で問

題になっています。杭へルペスウ

イルス活性を有するカキ腸内細菌

をプロパイオテイクスとする飼育

技術は，万が一このウイルスが国

内に侵入したときに備え検討して

おく価値はあると考えます。前述

の細菌の中にはウイルスが細胞へ

感染した後のウイルス複製過程を

阻害する物質を産生する株もあり，

これらは今後の研究次第によって

は医薬品としての利用の道が開け

るものと考えられます。今まで，あ

まり調査対象とされてこなかった

水中の微生物，特に地球の２/３以

上を占める海洋の微生物の中には，

未知の有用遺伝子源を持ったもの

が多数存在すると考えられます。

探せば必ず目的とする微生物は見

つかります。今後より多くの分野

で有用微生物が私たちの生活に役

立てられることを願っています。
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