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研究成果の概要：魚類が細菌感染したときに用いられる化学療法には多くの問題があるため、

新たな対処方法が望まれている。本研究では、プロバイオティクス技術を魚類の養殖に応用し、

細菌感染症の防除法を確立することを目的とした。乳酸菌やビブリオを魚類腸管から分離して、

魚類に投与したところ、魚類飼育水中の病原細菌数が顕著に減少したことから、これらの細菌

がヒラメなど多くの魚類のプロバイオティクス菌として有望であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
我が国の主要養殖魚類であるヒラメは完全

養殖法が確立しており、授精した卵からふ化
した仔魚にはワムシやアルテミアのノープリ
ウス幼生などの餌料生物を投与し、その後、
配合飼料などに代えて飼育している。これら
餌料生物を摂餌する発生初期段階においては
種々の疾病が発生して種苗生産に大きな打撃
を与えている。これらヒラメの種苗生産過程
では、衛生管理が疾病予防の必須条件となる
が、ワムシなどの培養槽はVibrio属などの細菌
の温床となっており、殺菌処理を行ってもこ

れらの病原細菌を完全に消滅させることは不
可能である。 
 一般に過密状態で魚類を飼育する養殖場で
は、大きなストレスが魚類に生じることによ
って細菌性疾病が多発する。これら感染症の
治療には通常、化学療法が採られているが、
多用すると薬剤耐性菌の発生を招くことが知
られている。一部が残餌や糞便などに残存し
て養殖場周辺水域に拡散することによって、
環境浄化能の低下が危惧されている。さらに
食の安全・安心に対する消費者の強い関心を
考慮すると、これまでの化学療法に依存する

 



 

養魚管理法から防疫中心の養魚管理法に移行
することが強く求められている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、水産総合研究センター小

浜栽培漁業センター構内のヒラメ種苗生産
施設における魚病細菌 Listonella anguillarum
の生態学的研究を行い、本菌がワムシやアル
テミアを介在としてヒラメ仔稚魚に運び込
まれることを見いだした。この事実は、ヒラ
メ種苗生産過程における衛生管理を効果的
に行うためには、ヒラメだけでなく、これら
餌料生物の衛生管理を行う必要があること
を強く示すものである。 
 そこで本研究はプロバイオティクスの技
術を用いて、ヒラメ種苗生産過程における防
疫法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、 (1)魚類腸管内容物や餌料生

物、飼育環境から抗菌活性を有する細菌を分
離し、(2)その分類学的位置づけを明らかにす
るとともに、(3)胃酸および胆汁酸抵抗性や付
着性などを測定することによって腸内定着
性や病原性などプロバイオティクスとして
必要な条件を満たす菌株をスクリーニング
するとともに、(4)ワムシおよびアルテミアな
どの餌料生物の細菌叢や魚類に投与したと
きの効果などについても調べた。 

 
 以上の研究を遂行するに当り、基本的な実
験方法は以下の通りである。 

 (1) 細菌の分離・培養には液体培地による
増菌培養と寒天培養法を組み合わせて行っ
た。とくに乳酸菌の分離・計数には MRS 培
地を基礎培地に用いた。 

(2) 分離した細菌の同定には、グラム染色
性、細胞形態、運動性、胞子形成能、OF 試
験、オキシダーゼおよびカタラーゼなどの表
現形質のほか、16S rDNA 塩基配列を解読し、
DDBJ/GenBank/EMBLのデータベースから
検索した近縁種のデータとの類縁関係を解
析して同定した。 

(3) 分離した細菌の抗菌活性は、主に二重
寒天法を用いて測定した。 

(4) 魚病細菌 Listonella anguillarum につ
いては、35℃で 24 時間培養した TCBS 寒天
培地で黄色のコロニー形成を確認した後、
VHA遺伝子の保有をPCRで確認して同定し
た。 

 
４．研究成果 
 研究成果の概要は以下の通りである。 
  
(1) 非汚濁水域であり、近隣に養魚場のな

い下田市田ノ浦湾の海産魚類の腸管内容物、
海 砂 お よ び 海 水 に お け る 魚 病 細 菌

Listonella anguillarumの分布状況を調べた
結果、それぞれ 31％、50％および 17％であ
り、最大密度は 4×108 CFU/g、8×102 CFU/g
および 5×104 CFU/mLに達した(表１)。供試
した魚類はいずれも疾病の徴候がないこと
から、本菌が、健康な魚類に広く分布する日
和見感染菌であるとのこれまでの報告を裏
付けた。本菌は、ヒラメの種苗生産環境にも
常在するなど、ヒラメと密接な存在であり、
単純に養魚用水を殺菌するなどの処理だけ
では本菌を防除することは困難であること
が判明した。そのため、本菌に対して抗菌活
性を有する細菌をプロバイティクスとして
使用することが有効であると示唆された。 
 
 
表 1. 下田市田ノ浦湾における Listonella 
anguillarum の分布 
 

試料 全試料数 陽性試料数 

魚類（30 種） 88 27 

海砂 6 3 

海水 6 1 

合計 100 31 

 
 
そこでヒラメの稚魚に魚類腸内細菌

Vibrio sp.を経口投与したところ、海水
魚類の日和見感染菌であるVibrio属細
菌（Vibrio sp.を含まず）の生菌数が１
桁以上減少していることから、本菌がヒ
ラメのプロバイオティクス菌として有
効であることが判明した。  
プロバイオティクス菌としてアルテミアな
どの甲殻類に投与する場合、細菌から生産さ
れるキチン分解酵素が甲殻類の飼育に作用
する可能性があるため、Vibrio 属細菌（V. 
proteolyticus および V. parahaemolyticus）
由来のキチナーゼの遺伝子解析を行った。ま
た V. proteolyticus の培養液をアルテミアに
作用させたところ、致死作用があることが判
明した。 
 
(2) 対照実験として、ナマズ腸内容物から

分離した抗菌活性陽性の乳酸菌について、分
子系統解析および表現形質による同定を行
ったところ、Lactococcus lactis subsp. 
lactisと同定された。これらの菌株の一部は
過酸化水素を生産して魚病細菌の増殖を阻
害することが明らかとなった。そこで本菌
をキンギョに経口投与したところ、飼育
水中の日和見感染菌であるAeromonas
属細菌の生菌数が１～３桁程度減少し
たことから、乳酸菌の経口投与が日和見
感染菌の制御に有効であることが判明
した（図１）。  

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1.対象区 (a)および乳酸菌投与区（b）
における総生菌数  (●), Aeromonas (○)およ
びL. lactis (□)の経時的変化. 矢印は乳酸菌の
投与期間を示す. 

 
 
以上のように乳酸菌は魚類のプロバ

イオティクス菌として有望であること
から、クサフグ腸内容物から乳酸菌を分
離し、16S rDNA塩基配列に基づいて系
統分類を行ったところ、本菌はL. lactis 
subsp. lactisと同一であった（図２）。  

さらにクサフグおよびナマズ由来の
乳酸菌L. lactis subsp. lactisの性状を比
較したところ、両者共に37℃で高い増殖
速度を示したものの、前者は高塩分、高
海水濃度でも高い増殖能を有すること
から、海水環境に適していることが判明
した。  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ . 16S rDNA塩基配列に基づくクサ
フグ由来の乳酸菌の分子系統樹（近隣結
合法） . 
 

 (3) ヒラメなどの海産魚類種苗生産
に餌料生物として普遍的に用いられる
シオミズツボワムシとアルテミア耐久
卵の細菌叢を平板法と 16S rDNA 塩基
配列による同定法を組み合わせて行っ
た。その結果、シオミズツボワムシでは、
Flavobacterium sp. 、 Thalassospira 
sp.,Pseudomonas sp.などが優占した。
一方、アルテミア耐久卵には Bacillus 
spp.、Salana sp.、Psychrobacter spp.
などが優占したが、魚病細菌の Vibrio
属は検出されなかった。  
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(4) 以上の結果から、魚類腸内に生息する

乳酸菌やある種の Vibrio 属細菌のなかにヒ
ラメ種苗生産過程での魚病細菌を効果的に
抑制するプロバイオティクス菌が含まれて
いることが判明した。本研究では時間的制限
のため、ワムシおよびアルテミアに直接投与
するには至らなかったが、本研究機関終了後
も継続して研究を遂行しており、近い将来、
ワムシおよびアルテミアにおける防疫はあ
る程度目処がつくものと確信している。この
ように魚類ではなく、餌料生物のためのプロ
バイティクスの研究は前例がなく、確立した
ときのインパクトは極めて大きいと思われ
る。 
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