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研究成果の概要（和文）： 
本研究では水産養殖として用いるプロバイオティクスについて、生態学および代謝学的観点

から有効性を評価した。プロバイオティクスの検出系を作製し、宿主消化管内のどの部位にど
れだけ付着するのか、またこれらの菌が作り出す各種短鎖脂肪酸を網羅的に解析し、どのよう
な成分が宿主に供給されるのか検証した結果、プロバイオティクスは消化管内の組織壁に微小
なコロニーを形成していることが確認された。また、アワビ消化管環境において多くの有機酸
とアミノ酸を宿主であるアワビに供給していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we investigated about the proof of probiotics for fisheries from a viewpoint of ecology 
and metabolism. We made a specific detection system of probiotics, and detected the probiotics where 
colonies in the host gut. Moreover we also determined what kinds of short chain fatty acid are supplied 
to a host abalone from probiotics. We observed that the probiotics form micro colony in the gut wall of 
abalone. Moreover, it was suggesting that the probiotics supply many organic acid and amino acid to the 
gut environment of host abalone. 
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１．研究開始当初の背景 
 
水産養殖では、これまで魚病対策として主

に抗生物質が使用されてきたが、これらの薬

剤には耐性菌の出現や魚体内残留性の観点

から代替品が求められている。その代替品と

して、近年プロバイオティクスが浸透してき

つつある。プロバイオティクスは、腸内フロ
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ーラバランスを改善することにより宿主に

有益な効果をもたらす生きた微生物を含む

飼料添加剤と定義されている。現在、水産養

殖におけるプロバイオティクスとして有効

な微生物には、グラム陽性菌としては、乳酸

菌のほか、Bacillus 属細菌が多く使用されて

いる。また、グラム陰性菌としては、Vibrio
属細菌が多く使用されている。とくに乳酸菌

はヒトや動物の消化管に常在しており、宿主

の健康に重要な役割を演じていることが明

らかにされてきた。実際にこれらのプロバイ

オティクス菌を飼料に添加することにより

対象試験区に比べ、成長率が高くなる、もし

くは病気の発生が統計学的に優位に抑えら

れたとする報告は多数掲載されている。 
しかしながら、これらの統計学的調査に比

べ、実際の消化管内にそれらのプロバイオテ

ィクス菌の付着部位を特定し、これらの菌が

どのような有効成分を産生しているか調べ

た報告に関してはその数が圧倒的に少ない

のが現状である。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景をふまえ、本研究では水産養殖

として用いるプロバイオティクスについて、

これまでの耐病性や成長速度などの統計学

的な評価から一歩先をみつめ、生態学および

代謝学的観点から、その有効性を評価しよう

とする新しい試みである。DNA-DNA ハイブ

リダイゼーション法を用いた検出系を作製

し、宿主消化管内のどの部位にどれだけ付着

するのか、またこれらの菌が作り出す各種短

鎖脂肪酸を網羅的に解析し、どのような成分

が宿主に供給されるのか検証することを目

的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）プロバイオティクスの標識化 
平成 21 年度は、プロバイオティクス菌の標

識化を行った。標識を行うプロバイオティク

ス菌として、アワビ消化管から分離した

Vibrio halioticoli 近縁種 BL7a 株を用いた。本

菌を用いて DNA プローブの作製およびコロ

ニーハイブリダイゼーションによる特異検

出条件の設定を行った。特異検出法の確立お

よび安定性をはかるために、4～11 月の 8 ヶ

月間、毎月メガイアワビ消化管内生菌数およ

び V. halioticoli 生菌数の定量を行い、変動を

調べた。さらに、生菌数計測で用いた平板培

地からランダムに 30 コロニーを分離した後、

16S rRNA 遺伝子系統解析を行い細菌叢の把

握を行った。 
また、宿主由来プロバイオティクス菌 Ab1 

株のアワビ消化管内における特異検出のた

め に Ab1 の 近 縁 種 で あ る Pediococcus 
pentosaceus の 16S rRNA 遺伝子配列に特異

的な Rpt プローブを用いた Fluoresence in situ 
hybridization 法による Ab1 株の特異的検出条

件を検討した。 
 
（２）プロバイオティクス菌の産生する物質

の網羅解析 
プロバイオティクス菌が作り出す各種短

鎖脂肪酸を網羅的に解析し、どのような成分

が宿主に供給されるのか検証するために擬

似消化管培養を行い、プロバイオティクス菌

の代謝解析を行った。アワビ消化管内の化学

的条件（pH、酸化還元電位など）を測定し、

これと同じ条件での培養装置を作製した。プ

ロバイオティクス候補菌として Vibrio 属細菌

BL7a 株を、作製した擬似消化管培養器を用

いて培養し、このときの代謝産物（短鎖脂肪

酸）について高速液体クロマトグラフィーを

用いて解析を行った。さらに微小な発酵代謝

産 物 を 特 定 す る た め に 質 量 分 析 計

（CE/TOFMS）を用いて物質の定量を行い、

BL7a 株の代謝経路を推定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）プロバイオティクスの標識化 
BL7a 株を用い作製した DNA プローブは、プ

ローブ濃度 200μl/ml、反応温度 60℃、反応

時間 12 時間でハイブリダイゼーションを行



 

 

うことで V. halioticoliが特異的に検出できた。

特異検出法を用いたモニタリングでは、V. 
halioticoli が毎月検出され、V. halioticoli 生菌

数とプローブ検出数の相関性が伺えた。 
Ab1 株を添加した人工飼料をメガイアワ

ビに投与し飼育実験を行い、FISH 法により

アワビ消化管ホモジナイズにおける Ab1 株
の特異的検出の条件設定に成功した。消化管

ホモジナイズにおける FISH 法の結果、Ab1 
株添加区、非添加区ともに Ab1 株が検出さ

れたが、Ab1 株添加区では非添加区の 102 
倍多く検出した。非添加区において、FISH 法
と培養法とで Ab1 株検出に有意な差が生じ

た。これらの結果より、アワビ消化管には

VBNC の Pediococcus 属の細菌群が普遍的に

存在していることが示唆された。また、Ab1 
株添加区、非添加区ともに組織画分と浮遊画

分において Ab1 株検出量に有意な差がみら

れ、さらに組織画分ではコロニー形成が確認

された。これらの結果より、Pediococcus sp. 
Ab1 株はアワビ消化管内に付着し、コロニー

形成をしていることが示唆された（図１）。 

図１A.プロバイオティクスを投与したアワビの消化管。

B.プロバイオティクスに特異的な蛍光プローブを用いた

消化管。消化管内に付着する様子が確認された。 

 

（２）プロバイオティクス菌の産生する物質

の網羅解析 
アワビの疑似消化管培養系ではアルギン

酸を基にして、有機酸、アミノ酸を含む 43
種の代謝物質が検出された。また、検出され

た代謝物質の内 27 種の定量値を算出したと

ころ、最も多く産生された物質は揮発性の短

鎖脂肪酸であり、なかでもピルビン酸（8.9 
mM）、ギ酸（3.2 mM）、酢酸（2.1 mM）、乳

酸（1.5 mM）、コハク酸（1.2 mM）などであ

った。ついでアミノ酸ではアラニン（0.7 mM）

が最も多く産生されていた。定量は不可能で

あったが相当量産生されていると考えられ

る物質も検出された。それらはアミノ酪酸や、

アラニンの 2 量体であった。 
これらの結果からプロバイオティクス菌

BL7a 株は、アワビ消化管環境においてピル

ビン酸を中心とした代謝経路と TCA 回路を

中心としたアミノ酸発酵による代謝を駆使

し、多くの代謝物質を宿主であるアワビに供

給していることが示唆された（図２）。 
 

図 2.プロバイオティクスの代謝物質を網羅的に解析して

得られた代謝経路。多くの有機酸、およびアミノ酸を菌

体外に産生することが確認された。 

 
この成果を利用し、新規な有効成分を含ん

だ餌料の開発や、餌料内に接種するプロバイ

オティクス量の指針化が見込めるなど、今後

の養殖技術の向上に対して多大な恩恵をも

たらすと確信するものである。 
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