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研究成果の概要（和文）：本研究では、メタゲノム解析を応用してクルマエビ養殖場のプランクトン・微生物叢
に及ぼすバクテリオファージの影響を解明することを目的とした。メタゲノム解析を応用するための基礎的な検
討を行った結果、今までほとんどブラックボックスであったエビ養殖池におけるプランクトン・微生物環境をメ
タゲノム解析によりモニタリングすることが可能となり、培養できないものも含めた棲息微生物全体の内訳が把
握できるようになった。環境細菌に感染する新たなファージを分離し、それらのゲノム配列を登録するととも
に、ファージの検出を試みたが、得られた配列は少数で、プランクトンのウイルスが大多数を占めると推測され
た。

研究成果の概要（英文）：We tried to show the impact of bacteriophage (phage) to microbiota in shrimp
 aquaculture using metagenome analysis. Application of metagenome analysis using MiSeq platform to 
rearing water of shrimp aquaculture pond was studied at the start. The results showed that the 
analysis could be applied to detect the whole plankton and bacterial population including 
unculturable ones in the water, which have been remained as a black box. It makes us posible to 
monitor the dynamics of planktons and bacteria in shrimp aquaculture. To monitor phage dynamics in 
the environment, we isolated new phages infecting environmental bacteria such as 
Cytophaga-Flavobacterium group bacteria and deposited the genome sequences. Further we tried to 
detect phage DNA in the pond water using metagenome analysis, but we obtained a small amount of 
bacteriophage DNAs and the most of the sequences were remained unknown in reference virus databases.
 The virus sequences obtained may be of the virus infecting planktons.

研究分野： 水族病理学
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１．研究開始当初の背景 
１）海洋環境において、最も多いものはウイ
ルス（ファージ）であり、細菌類がこれに次
ぐ。ファージは細菌を感染・溶解させること
から、海洋生態系における物質循環に大きな
役割を果たし、また、ファージから細菌への
代謝等遺伝子の水平伝播は、細菌の環境適応
や病原性獲得などをもたらす重要な機能で
あると考えられている。 
２）近年、次世代シーケンサーの高い DNA
解読能力を活かし、海水中のプランクトンや
細菌などを一括し DNA 配列として解析する
メタゲノム研究が可能となり、盛んになって
きた。 
３）これにより、主に沖合域で、海洋環境に
おける細菌叢の多様性などに加え、ファージ
の多様性や細菌叢に及ぼす影響について、解
析が始まった。ごく最近、αプロテオバクテ
リアに感染するファージ類が海洋中で多く
を占めることが報告されるなど予想通りフ
ァージの役割が大きいことが徐々に明らか
となり、世界の注目を集めている。 
４）一方、ごく沿岸で行われる魚介類の養殖
においては、飼育微生物環境は極めて重要で、
その変化が疾病発生の引き金となる。ファー
ジについては、魚類養殖場において、病原細
菌の動態に相関してその感染ファージが分
離されることが報告されており、ファージが
魚介類飼育環境に影響を及ぼすことが強く
示唆されるが、その動態・影響を網羅的にと
らえた研究はいまだない。 
５）そこで、魚介類疾病・微生物が専門の研
究代表者とゲノム・遺伝子研究が専門の研究
分担者・連携者が結集し、現場に精通した水
産試験場の協力の下、沿岸海洋生態系におけ
るファージの動態解明を目的に、エビ養殖場
での疾病発生時におけるファージの動態と
細菌叢への影響をメタゲノムデータから解
明しようという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、次世代シーケンサーを活用し、沿
岸の海洋微生物生態系におけるファージの
網羅的な動態解析と細菌叢への影響解明を
目的に、クルマエビ養殖場を対象として、１）
飼育水中の細菌とその感染ファージの DNA
データベースを構築し、２）エビ養殖場にお
いて、定期的に飼育海水からプランクトン、
細菌とファージの分画を採取し、メタゲノム
解析法が応用可能かどうか検討する。また、
ビブリオ病等のエビ疾病発生時における飼
育水中の細菌とその感染ファージのメタゲ
ノム解析を行い、ここから両者の動態を捉え
る。本研究成果は、海洋微生物生態系での細
菌叢形成や物質循環におけるファージの役
割解明の糸口となる知見・技術となることに
加え、魚介類養殖における飼育環境や健康の
管理において、微生物培養を必要としない革
新的なモニタリング技術となり得る。 
 

３．研究の方法 
１）エビ養殖場において、飼育水中から細菌
を分離し、収集・保存するとともに、その感
染ファージを分離・収集する。これらの細菌
(16SrRNA 等)とファージゲノムの DNA 配列デ
ータを次世代シーケンサーより取得してリ
ファレンスデータベースを構築する。２）エ
ビ養殖場において、定期的に飼育海水からプ
ランクトン、細菌とファージの分画を採取し、
メタゲノム解析法が応用可能かどうか検討
する。３）エビ疾病発生のサンプルについて、
次世代シーケンサーで網羅的にメタゲノム
データを取得し、構築したデータベースと照
合しつつ、環境水中の細菌・ファージと腸管
内の細菌・ファージの動態について、疾病の
発生状況との関連と合わせて解析する。 
 
４．研究成果 
１）細菌およびファージのゲノム配列データ
ベースの構築 
熊本県下のエビ養殖場を選定し、飼育水およ
びエビ腸管から計 134 細菌分離株を選択・保
存するとともに、リボゾームRNA配列を得た。
上記で得られた細菌を用いて、エビ養殖場の
飼育海水やエビ腸内容物等からファージの
分離を試みた結果、計 4種のファージが分離
できた。これらは形態学的にミオウイル属、
シフォウイルス属およびポドウイルス属に
分類された。16S リボゾーム RNA と DNA ジャ
イレースの配列から Tenacibaculum sp. とさ
れた T24 分離株に感染するファージ pT24 の
全ゲノム配列(データベース登録番号
LC168164)は、234,670 塩基に及び、299 の遺
伝子が予測され、極めて大きなゲノムを有す
るファージであることが分かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図１．分離されたファージの電子顕微鏡増 
 上左: pT24、上右: p7、下 p8 
 
２）エビ養殖場の飼育水中のプランクトン・
細菌検出へのメタゲノム解析の応用 
エビ養殖場飼育水中のプランクトンと細菌
を 8µm から 0.2μm のフィルターを用いて濾
過することによりフィルター上に捕集し、こ
のサンプルから DNA を抽出し、プランクトン
では 18S リボゾーム RNA 配列を、また細菌で



は 16S リボゾーム RNA 配列を PCR で増幅し、
これをサンプルとして600塩基の配列分析可
能な分析キット(MiSeq Reagent Kit v3)を用
いてイルミナ社の次世代シーケンサーMiSeq
で配列分析を行った。一方、ウイルスは、0.2
μm のフィルターを通過したものから、鉄凝
集法で捕集して、キットによって DNA を切断
して MiSeq の配列分析に供した 
まず DNA 抽出法を検討したところ、プランク
トン・細菌ともに界面活性剤とフェノール・
クロロホルムを用いた CTAB 法が良好な結果
を与えた。また、キートセロスなどの培養し
た珪藻類を用いてDNA抽出法を比較したとこ
ろ、CTAB 法が優れていることが分かった。ま
た、このときの MiSeq Nextera サンプル調製
キットを用いた MiSeq での DNA 配列取得を行
うとき、計算上では飼育水 20mL 程度からデ
ータ取得が可能であることが判明した。また、
サンプリングした飼育水を冷蔵して宅配便
で送れるかどうか検討したところ、大学に送
付する間に細菌叢が変化することも明らか
となり（図２）、現場で直ちに濾過する必要
があることも分かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２．サンプルの冷蔵保存による細菌叢の変化 
左：濾過直後サンプルを分析 右：４℃1 日保存
後のサンプルを分析 
 
 
次いで、同じ養殖場の飼育海水を 4日間採水
し、プランクトンと細菌のメタゲノム解析を
行い、データの再現性について調べた。その
結果、換水や日照による変化が見られたが、
連続的な変化を捉えられた（図３）。データ
の再現性と検出感度は、プランクトン叢と細
菌叢の動態をモニタリングする目的では、十
分であることが分かった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．同一エビ養殖場における連続サンプリング 
上段：細菌叢  下段：プランクトン叢 
 

一方、ウイルスは、いくつかのサンプルを分
析した結果、大量のウイルス DNA 配列が取得
できたが、一部の配列は既知のファージの配
列や本研究で解読した pT24 ファージの配列
と一致したが、ほとんどはデータベース配列
とは一致しない不明なものであった。これら
大半は、おそらくプランクトンに感染するウ
イルスと思われた。また、ウイルス DNA は、
全体を細かく切断して配列分析を行う特性
上、配列解読の効率が低い。プランクトンや
細菌同様に、細菌に感染するファージに共通
した配列をPCRで増幅して解読するといった
工夫が必要と思われ、さらなるファージのゲ
ノム配列の登録が必要と考えられる。 
以上のことから、ファージ DNA の分析は難し
いものの、今までほとんどブラックボックス
であったエビ養殖池におけるプランクト
ン・微生物環境をメタゲノム解析によりモニ
タリングすることが可能となり、培養できな
いものも含めた棲息微生物全体の内訳が把
握できるようになった。 
 
３）疾病発生時のプランクトン・細菌叢の動
態 
熊本県下のエビ養殖場では、ビブリオ病の発
生が無かったため、サンプルにはタイ・スラ
タニ地域のバナメイエビ養殖池の飼育水で、
2015年3月のビブリオ属細菌の感染を原因と
する急性肝膵臓壊死病の発生池1例と未発生
池 2例、2015 年 7月の急性肝膵臓壊死病発生
池 1 例と未発生池 1 例、及び 2016 年 3 月の
急性肝膵臓壊死病発生池 2例と未発生池 4例
を用いた。プランクトン及び細菌叢から
MiSeq により配列データを取得し、メタゲノ
ム解析を行った。さらに、得られた組成の類
似度を比較した。その結果、プランクトン叢
と細菌叢ともに、異なる養殖場間ではその組
成が異なること、同一養殖場でも季節が異な
るとその組成が異なることが判明した（図
４）。同一養殖場で隣接する２つの池で採取
した疾病発生池（MA_2_1）と未発生池
（MA_2_2）の細菌組成は類似していた（図４
赤枠中）。この２つのサンプルから疾病発生
池と未発生池を特徴付ける細菌あるいはプ
ランクトンは見いだせていないが、今後、こ
のような隣接する養殖池から同時に得たサ
ンプルを分析することにより、疾病の発生し
やすい環境の指標が得られることが十分期
待できる。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．群集構造解析プロット図 
  上段：プランクトン叢  下段：細菌叢 
 類似する組成のサンプルは隣接して配置
される。 
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