
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

飼育ストレスが魚類腸管内のビブリオ科細菌に及ぼす影響

Response of the family Vibrionaceae in the intestinal tracts of fish subjected to 
the stressful conditions

５０１３９０５２研究者番号：

杉田　治男（SUGITA, Haruo）

日本大学・生物資源科学部・教授

研究期間：

２５４５０２６３

平成 年 月 日現在２８   ５ ２０

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：(1)トラフグの腸内容物を配合飼料と混合して構築したスラリーが腸内細菌群集のモデル系
として使用可能であるか否かを検証したが、構成菌叢が腸内細菌叢と大きく異なったことから、モデル系として使用す
るには大幅な改良を要することが判明した。
(2)飼育密度や飼育温度を変えてトラフグを飼育し、それらのストレスがビブリオ科細菌の増加を引き起こすか否かに
ついて検討したところ、飼育密度が高くなるとビブリオ科細菌数が増加する傾向が観察された。この結果は、飼育密度
が高いときに生じるストレスによってトラフグ腸管内のビブリオ科細菌の増殖が促進されたことを示唆する。

研究成果の概要（英文）： (1) As a model system of intestinal contents of pufferfish (Takifugu rubripes), 
the slurry which was prepared by mixing the grinded feeds and intestinal contents of pufferfish was 
evaluated. However, the bacterial community in the slurry was remarkably different from that of feeds and 
intestinal contents, suggesting that this system needs to be improved for the study of intestinal 
microbiology of pufferfish.
(2) Pufferfish was reared in glass aquaria under the stressful conditions of fish density and 
temperatures, and the family Vibrionaceae in the intestinal tract of pufferfish was monitored. As a 
result, the trend that the family Vibrionaceae was enhanced to some extent as the fish density increased 
in the aquaria. This fact suggests that Vibrionaceae may proliferate rapidly under stressful conditions 
such as high density of rearing fish.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
魚類の腸管内には有益な細菌だけでなく感

染症を発症させる魚病細菌も多く存在して

いる。魚類の感染症は宿主, 病原体および環

境ストレスの条件が合致することで発症す

るため, 高密度で飼育するストレスの多い

養殖環境では感染症が発症しやすくなる。ス

トレスが海産魚類に過度にかかると、腸管内

のビブリオ科細菌が増加する現象がこれま

でに観察されたことから、海産魚類に環境ス

トレスをかけることによって日和見感染症

が発症すれば、環境ストレス→腸管内でのビ

ブリオ科細菌の増加→日和見感染症の発症

との図式が構築されるため、海産魚類の日和

見感染症の防除やプロバイオティクスの開

発などの重要な基礎的知見となりうる。 

 
２．研究の目的 
(1)魚類の腸内細菌叢を解析する際, 対象と

なる宿主魚類を解剖して腸管を取り出し, 

内容物を絞り出して試料とすることが一般

的である。しかし, 動物保護の観点から犠牲

となる個体数を最少に抑えることが望まれ

ている。そこで, 給餌している飼料と魚から

採取した腸管内容物を混合して調製したス

ラリーをインキュベーター内で培養したシ

ステムを構築した。このシステム内で腸内細

菌叢が再現することができれば, 本研究が

飛躍的に発展する可能性が高いことから、細

菌群集の動態を解析することによって, こ

のシステムの腸内モデルとしての有効性を

検証することを目的とした。 

 

 (2) ビブリオ科細菌は海産魚類の日和見感

染細菌 (ビブリオ病原因菌) として知られ

ている。従来の研究から, 海産魚類にストレ

スがかかることでビブリオ科細菌が増加し

ている可能性が示唆されている。そこで本研

究では, 種々の密度で飼育したトラフグ稚

魚の腸管内および飼育水中のビブリオ科細

菌の動態を qPCR や全菌数の測定などを用い

て明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) トラフグ腸内細菌のモデル系構築：プラ

スチック製遠沈管に配合飼料, 滅菌人工海

水およびトラフグ稚魚の腸内容物を加えた

スラリーを 4本調製した。その内 2本は好気

的条件下, 残り 2本は嫌気的条件下, 25℃で

3日間培養した。培養開始時を 0日目とし, 1

日おきに各スラリーから一部を採取した。採

取した試料は生菌数および全菌数の測定, 

qPCR 法によるビブリオ科細菌数の計測およ

びクローンライブラリー法による細菌叢の

測定に用いた。生菌数の測定には TCBS 寒天

培地, PYBG 寒天培地およびシステイン添加

PYBG 寒天培地を用い, TCBS および PYBG 寒天

培地は好気培養, システイン添加 PYBG 寒天

培地は嫌気培養に供した。 

 

(2)トラフグ飼育水でのビブリオ科細菌の動

態： 57 L 容量の循環ろ過水槽にトラフグの

稚魚を 0，3および 10 尾収容した 3実験区を

設け，28 日間給餌飼育した後，魚体を取り上

げた。経時的に採取した試水は，1/20 PYBG

寒天培地および TCBS 寒天培地に接種して培

養した後，各試料から 20 菌株を分離した。

また，試水の一部は DAPI で染色して全菌数

を求めた。さらに，試水をろ過したフィルタ

ーから DNA を抽出し，16S rRNA 遺伝子を増幅

してクローンライブラリーを構築し，主要な

微生物群集を明らかにした。最後に，qPCR 法

を用いて，試水中のビブリオ科細菌を定量し

た。 

 

 (3)①トラフグ腸内細菌群に及ぼす飼育密

度の影響：FRP 水槽 (700 L) で飼育したトラ

フグ稚魚を6つの循環ろ過式ガラス水槽 (52 

L) に 10 尾, 20 尾および 30 尾 (各々2水槽) 

収容した。トラフグは市販の配合飼料で飼育

した。収容 10 日後に各水槽から 10 尾ずつ取

り上げ, 腸内容物を採取した。飼育水は収容



直後と飼育 10 日後に行った。飼育水につい

ては 1/20 PYBG 寒天培地および TCBS 寒天培

地を用いた生菌数, DAPI染色による全菌数の

測定および qPCR によるビブリオ科細菌数の

計測を行い, 腸内容物については後者の2項

目を測定した。 

 ②トラフグ腸内細菌群に及ぼす飼育温度の

影響： FRP 水槽 (20℃)で飼育したトラフグ

稚魚を 6 つの循環ろ過式ガラス水槽 (20℃) 

に 10 尾ずつ収容した。6 つの水槽は 20℃, 

25℃および 30℃ (各々2 水槽) に設定した。

トラフグ収容後から温度を 1℃/日の速度で

上げ, 25℃および30℃に達してからその温度

で 9日間飼育した。飼育後, 各水槽からトラ

フグを5尾ずつ取り上げ, 腸内容物を採取し, 

試料とした。また, 飼育開始直後および実験

終了時の飼育水も試料とした。飼育水および

腸内容物の各試料は 1/20 PYBG 寒天培地, 

TCBS 寒天培地を用いた生菌数, DAPI による

全菌数および qPCR によるビブリオ科細菌数

の計測に用いた。 

 
４．研究成果 

(1) トラフグ腸内細菌のモデル系構築：配合

飼料の生菌数は PYBG 寒天培地において 2.5

×103 CFU/g であったが, TCBS 寒天培地では

細菌は検出されなかった。スラリーは好気培

養, 嫌気培養に関わらずどの培地において

も 0 日目から 1 日目にかけて著しく増加し, 

以降はほぼ同レベルを保つ傾向が見られた。

全菌数は0日目から2日目にかけて増加し, 3

日目は 2日目とほぼ同レベルを示した。また, 

配合飼料と腸内容物を比較すると腸内容物

の方が高い全菌数を示した。ビブリオ科細菌

数は生菌数と同様に 0日目から 1日目にかけ

て著しく増加し, 以降はほぼ同レベルに留

まった。一方, 配合飼料と腸内容物を比較す

ると全菌数とは異なり, 配合飼料の方がビ

ブリオ科細菌数の高い傾向が見られた。クロ

ーンライブラリー法によって測定した細菌

叢では, 腸内容物では Alphaproteobacteria

綱 が 最 も 多 く , 配 合 飼 料 で は

Gammaproteobacteria 綱のみが検出された。

スラリーでは, 0 日目に Alphaproteo- 

bacteria 綱が最も多く出現したが, 翌日に

は Gammaproteobacteria綱が優占し, その後

は日数を経るごとに他の綱の細菌に遷移し

た 。 腸 内 容 物 か ら 多 く 検 出 さ れ た

Alphaproteobacteria 綱が 1 日目以降検出さ

れず, 1 日目に多く検出された Gammaproteo- 

bacteria 綱も培養日数を経るごとに割合が

減少し，代わりに他綱の割合が増加していく

傾向が見られた。また, 使用した配合飼料に

高 密 度 で 存 在 し て い た Gammaproteo- 

bacteria 綱はほとんど分離することができ

なかった。このことから, 今回のようなスラ

リーでは魚類の腸内細菌叢を再現すること

は難しいことが示唆された。 

 

(2) トラフグ飼育水でのビブリオ科細菌

の動態：トラフグ飼育水の全菌数は104～108 

cells/mLの範囲であった。生菌数は，1/20 

PYBG寒天培地で102～106 CFU/mL，TCBS寒天培

地では検出限界（2.0×101 CFU/mL）以下～105 

CFU/mLであった。一方，qPCR法による定量の

結果，飼育水中のビブリオ科細菌の密度は，

トラフグ収容前で101～104 cells/ mLであり，

飼育期間中は107～108 cells/mLに増加したが，

魚体取り上げ後は101～102 cells/mLにまで減

少した。また，トラフグ未収容水槽でのビブ

リオ科細菌の密度は，実験期間を通じて101

～104 cells/mLの範囲であった。さらに，TCBS

寒天培地および1/20 PYBG寒天培地を用いて

分離した細菌および16S rDNAクローンライブ

ラリー法で検出されたビブリオ科細菌は16

種に上った。また、飼育したトラフグの腸内

容物の全菌数は，腸内容物で109～1011 cells 

/g，飼育水で105～108 cells/mLの範囲であっ

た。飼育水中のビブリオ科細菌数は、飼育直

前では101～104 cells/mLであったが，飼育期

間中は106 cells /mL程度にまで増加し，取り



上げ後は103～106 cells/mLまで減少した。こ

れに対し、腸内容物中のビブリオ科細菌数は

飼育直前で107～108 cells/g，飼育後で105～

1011 cells/gであった。全菌数は，腸内容物

で109～1011 cells/g，飼育水で105～108 cells 

/mLの範囲であった。飼育水中のビブリオ科

細菌数は、飼育直前では101～104 cells/mLで

あったが，飼育期間中は106 cells/mL程度に

まで増加し，取り上げ後は103～106 cells/mL

まで減少した。これに対し、腸内容物中のビ

ブリオ科細菌数は飼育直前で107～108 cells 

/g，飼育後で105～1011 cells/gであった。 

 

 (3) ①トラフグ腸内細菌群に及ぼす飼育密

度の影響： 飼育水の生菌数はどちらの培地

でも実験開始 0 日目と比較して 10 日後の方

が高かった。飼育水の全菌数もほとんどの水

槽で増加し, 腸内容物では, 収容個体数が

20尾以上の水槽でFRP水槽の個体よりも高い

値を示した。飼育水のビブリオ科細菌数はほ

とんどの水槽で増加する傾向を示したが, 

一部の水槽では減少することが観察された。

腸内容物中のビブリオ科細菌数はFRP水槽よ

りも 20尾および 30尾収容の水槽の方が多か

った。過密飼育における飼育実験では, 個体

数の少ない水槽より多い水槽の方がビブリ

オ科細菌数はわずかではあったが増加する

傾向が見られた。 

②トラフグ腸内細菌群に及ぼす飼育温度

の影響：飼育温度を変えて飼育したトラフグ

水槽では、 飼育水およびトラフグの腸内容

物における 1/20 PYBG 寒天培地および TCBS

寒天培地の生菌数, 全菌数, ビブリオ科細

菌数は 3段階の温度に設定した 6水槽間で顕

著な差異は認められなかった。水温が腸内の

ビブリオ科細菌に及ぼす影響は 20～30℃の

範囲では顕著ではなかった。そのため, トラ

フグ稚魚では個体密度の方が水温よりもス

トレスを感じやすいことや, 昇温速度が 1℃

/日と緩やかな変化であったためにストレス

として作用しにくかった可能性なども考え

られた。 

今後は, コルチゾルなどストレスを定量

化できる項目を加えて, ストレス条件下で

の腸内細菌叢の動態について検討する必要

がある。 
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