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　好適環境水は基本的に塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種を溶解した水である。飼育
魚の成長が早くなる、人工海水に比べ低コストで済む魚病発生が抑えられるなどのメリットがあるが、好適
環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られない。
　本研究では各地から採取した細菌を好適環境水で培養し、培養前後の細菌叢を比較することにより、
種々の細菌に及ぼす好適環境水の影響を調べた。好適環境水で培養した場合、その影響は採取地によ
り異なっていたが、培養前後をそれぞれ一まとまりの培地として比較した場合、Rhodobacteraceae科、
Flavobacteriaceae科の細菌群が培養後に減少しており、Exiguobacterium属、Photobacterium属の細菌が
増加していた。培養後には属および種の総数も減少していた。これらの結果から好適環境水は明らかに細
菌の増殖に影響を与え、特定の細菌に対して選択的に作用しているということが示された。

1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。
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2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。

2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

図1　試料採取を行った場所

試料を採取後、好適環境水で3週間培養した
CFU：1ml当たりのコロニー数、SD：標準偏差

表1　一般細菌数

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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図2　相対検出頻度の高い上位10属の細菌

1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。

2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

表2　細菌叢解析によって得られた属・種数の変化

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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好適環境水利用時の細菌叢の変化



図2　相対検出頻度の高い上位10属の細菌

1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。

2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

表2　細菌叢解析によって得られた属・種数の変化

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。

2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

表3　ヒトに対して病原性を示す細菌を含む属の
リード数の変化

図3　培養前後の相対検出頻度の変化が大きい細菌
　採取地の異なる４つ試料を１つの試料とし、好適環境
水での培養前後で相対検出頻度の変化が大きい細菌を比
較した。培養前から培養後の相対検出頻度の値を引き、
数値が高い細菌から順に並べた。相対検出頻度が1.5% 
未満の属は解析対象から除いた。

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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表4　魚病の原因細菌

*: 表 3 に含まれる

1．はじめに
　好適環境水は魚類の正常な代謝を維持するために最小
限必要な電解質を溶解した水である1）。海水はおよそ60
種類のイオンを含んでいるが、好適環境水は基本的に
塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化カリウムの3種
を使い塩分濃度が海水の約4分の1程度に調整されてい
る。この塩分濃度は淡水魚、海水魚の体液と同一の濃度
（浸透圧）であるため、同じ水で共に育てることも可能
であり、魚類の浸透圧におけるエネルギー消費を抑えら
れる。これは餌料から得たエネルギーを成長に利用でき
るということであり、実際にトラフグやヒラメでは人工
海水で飼育した場合より成長が早くなることが分かって
いる。
　海面養殖には養殖適地の制約及び季節・天候・災害の
影響などの問題がある。陸上養殖は施設の初期投資、電
気代、海水代などコスト面の課題があるが、特に閉鎖循

環式の養殖は、飼育環境の管理、少ない場所の制約、外
部環境への影響の軽減などのメリットにより注目されて
いる。更に、閉鎖循環式の養殖において好適環境水を使
用した場合、人工海水に比べ低コストで済むというメ
リットだけではなく、浸透圧の問題から魚病の原因細菌
の活性が抑制され、抗生物質などの投薬が不要というメ
リットもある。人工海水、好適環境水どちらを使用した
場合でも閉鎖循環式陸上養殖において問題となるのは飼
育する魚から排泄されるアンモニアである。アンモニア
は魚にとって有毒であるが環境中であれば通常2群の硝
化細菌（アンモニアから亜硝酸および亜硝酸から硝酸へ
の酸化）により最終的に硝酸塩にまで酸化される。更に
条件によっては硝酸塩から窒素ガスへの脱窒が行われ
る。このように好適環境水を用いた閉鎖循環式陸上養殖
において細菌は非常に深く関わっているにもかかわら
ず、好適環境水に関わる細菌の報告はほとんど見られな
い。
　本研究では各地から海水、淡水を採取し、これらに含
まれる細菌を好適環境水で培養した。培養前後の細菌叢
を比較することにより、種々の細菌に及ぼす好適環境水
の影響を明らかにすることを目的とした。

2．実験方法
2．1 試料の調整
　千葉県銚子市内の4ヶ所から海水および淡水を採取
した（図1）。それぞれの試料名と採取地の緯度、経度
は次の通りである。銚子マリーナ海水浴場付：SW1
（35°42'30.6"N 140°50'14.4"E），外川港：SW2（35°41'44.5"N
140°51'21.9"E），銚子市高神東町・小畑池：R1（35°47'52.2"N
140°43'22.7"E），銚子市櫻井町公園付近・利根川：R2
（35°42'35.5"N 140°51'29.3"E）。採取した試料100mlをろ紙
を3枚重ねて濾過した後、濾液を0.22µmのMCE Membrane
（Millipore）を用いて1-4mlにまで濃縮した。濃縮した
試料全量を通常の1/100倍になるように調整したNB培地
（Difco）と0.1mM NH4Clを含む100 mlの好適環境水に
添加して25℃で浸透培養した。今回使った好適環境水
の組成は以下の通りである：7.0587 g/l NaCl, 0.3641 g/l
CaCl2・2H2O, 0.18125 g/l KCl. その後、１週間ごとに
1/1000倍になるように調整したNB培地と0.01mM 
NH4Clを添加し、3週間培養を行った。

2．2 細菌数の測定
　一般細菌の分離、菌数測定に利用されるパールコア®
普通寒天培地（栄研）に希釈した各試料を塗布した。
25℃で2日間培養し、生じたコロニー数を計測して1ml
あたりのcolony forming unit（CFU）を求めた。

2．3 ゲノムDNAの抽出
　採取した試料100mlをろ紙を3枚重ねて濾過した。濾
液を0.22 µmのMCE Membraneを用いて濾過し、ろ紙を
通過した濾液中に含まれる細菌を全てメンブレン上に移
した。DNA抽出キットZymoBIOMICS DNA Mini Kit
（ZYMO RESEARCH）を使ってメンブレンから細菌の
ゲノムDNAを抽出・精製した。

2．4 細菌叢解析
　精製したゲノムDNAを鋳型として使用し、16S rDNA

のv 3 - v 4領域に特異的なプライマーV 3 V 4 f _ M I X 
（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’）及び 
V3V4r_MIX : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAA
TCCを用い、PCRによって16S rDNA断片を増幅した。PCR
の反応条件は以下に示す通りである。94℃：1分、52℃：
2分、72℃：2分を1サイクルとし、25サイクルで行った。
さらに、PCR産物を鋳型とし、2ndFプライマー（5’-AATG
ATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-AC
ACTCTTTCCCTACACGACGC-3’）及び2ndRプライマー
（5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）を用いて、2度
目のPCRによって16SrDNA断片を増幅した。Index1及
び Index2はMiseqシーケンス反応に用いられる。2度目
のPCRの反応条件は以下の通りである。94℃：30秒、
60℃：30秒、72℃：30秒を1サイクルとし、10サイク
ルで行った。PCR産物を精製し、MiSeq（Illumina）を
用いて 2x300bpの条件でシーケンシングを行った。得
られた塩基配列情報をもとに遺伝子解析ソフトQIIME
を使用してデータ解析を行った。

3．結果と考察
　細菌叢解析を行うにあたり、最初に試料中に含まれる
細菌数を一般細菌培養用の寒天培地を用いて測定した。
通常の寒天培地で培養可能な細菌は全体の0.1-1%程度
と言われており2）、実際の細菌数を正確に反映した結果
ではない。また、海洋細菌には十分な塩濃度を必要と
するものが多く、増殖できなかった可能性もあるが、一
般細菌培養用の培地を利用して細菌数の増減の傾向を調
べることは可能であると考えた。各試料の細菌数を測定
した結果、培養前は淡水よりも海水試料の細菌数が少な
く、培養後には増加して全ての試料で同程度の細菌数と
なった（表1）。培養後の総細菌数が最大で10000倍程度
に増加したが、これは好適環境水での培養の際に栄養源
を加えたことが原因と考えられる。細菌叢解析のために
抽出されたDNA量を比較した場合、本研究での抽出効

境水で培養後の各試料を培養前と比較すると、SW1で
は比較的相対検出頻度の低い属の細菌群では変化が見ら
れた。SW2、R1ではPhotobacterium属の細菌が、R2で
はExiguobacterium属の細菌が最も相対検出頻度の高い
細菌群として検出された。Photobacterium属の細菌は海
水中に普遍的に存在しているが、特徴として増殖にナト
リウムイオンを必要とすることが挙げられる。採取地の
異なる２種類の試料を培養しているにも関わらずどちら
もPhotobacterium属の細菌が増えていることから、好適
環境水の塩分組成が他の海洋細菌よりもPhotobacterium
属に適していると考えられる。Exiguobacterium属の細
菌は過酷な環境下で生存している細菌として知られる細
菌で、シベリアの200-300万年前の永久凍土からも見つ
かっている7）。この細菌は極限環境だけでなく、普遍的
に存在している細菌であり、その生存能力の高さから他
の淡水由来の細菌よりも好適環境水に含まれる塩分の影
響を受けずに増殖できたのかも知れない。

　それぞれの試料では細菌叢に違いが見られ、培養前
後においても変化が見られる。しかし、好適環境水の影
響を検討するためには全体的な比較が必要である。そこ
で、培養前の試料全て（SW1、SW2、R1、R2）と培養
後の試料全てをそれぞれまとめ、培養前と培養後の２種
類の細菌叢として捉え比較した（図3）。全体に占める
割合が1.5%未満の属を除いた後に、培養前から培養後
の相対検出頻度の値を引き、数値の高い細菌から順に並
べた。1番目のRhodobacterace科の細菌群の相対検出頻
度は培養後に減少しているが、培養後においてもSW1で
は最も相対検出頻度が高く、他の試料でも上位10属に含
まれる（図2）。このことからRhodobacterace科の細菌
は好適環境水による増殖抑制などの影響が少ないと考え
られる。2-9番目の細菌群（Flavobacterium属、Flavo-
bacteriaceae科、Fluviicolazo属、Oceanospirillaceae科、
OM60科、Synechococcus属、HTCC2188目、Candidatus 
Aquiluna属）は培養後に相対検出頻度が減少しているこ
とから好適環境水による影響により増殖が阻害され
ていると考えられる。一方、1 8 - 2 5番目までの細菌群
（WPS-2門、Bacillus属、Prosthecobacter属、Candidatus 
Protochlamydia属、Rhizobiaceae科、Planctomyces属、
Exiguobacterium属、Photobacterium属）は相対検出頻度
が増加していることから、好適環境水が増殖に適してい

るもしくは影響を受けないと考えられる。本研究では培
養前後で減少する細菌と増加する細菌の性質を調べてい
ないため、その原因は不明であるが、好適環境水を用い
て培養することにより特定の細菌が選択的に減少もしく
は増殖することは明らかとなった。
　今回検出された細菌の中でヒトに病原性を示す細菌と同
属のものはClostridium,  Francisella,  Legionella, Leptospi-
ra,  Mycobacterium, Pseudomonas, Rickettsia, Staphylococ-
cus,  Streptococcus,  Vibrioの各属であった（表３）。海水
由来の試料であるSW1では、好適環境水で培養するこ
とによりVibrio属の顕著な減少がみられた。同じく海水
由来の試料であるSW2では、Vibrio属の総リード数は
SW1に比べて1/20程度であったが、同様に好適環境水
による培養によりリード数の顕著な減少がみられた。汽
水、淡水由来試料であるR1、R2では好塩菌であるVibrio
属の検出はほとんど見られなかった。また、淡水由来試
料R1からはFrancisella属が、R2からはLeptospira属が
検出されたが、これらは好適環境水による培養によって
減少し、3週間後には検出されなかった。これらは、好
適環境水の塩濃度が細菌の生育に不適切な濃度である
ことに由来すると考えられた。特にVibrio属ではVibrio 
parahaemoliticus等の魚介の生食による食中毒を引き起
こす細菌の生育を阻害できることから、好適環境水の養
殖への利用は食中毒予防のためにも有効であると考えら
れた。一方で、好適環境水による培養で増加した細菌も
確認された。Mycobacterium属はSW2で、Legionella属
はR1で、Rickettsia属はR2でそれぞれ増加がみられた。
Mycobacterium属、Legionella属、Rickettsia属いずれも細
胞内寄生性を有する細菌であり、好適環境水による培養
で、自由生活型アメーバなどの真核生物が増加したこと
に由来すると考えられた。またPseudomonas属はSW2、
R1、R2で増加がみられ、特にR2で顕著であった。これ
らのことから、好適環境水は真核単細胞生物の増殖や細
菌のバイオフィルム形成などを促進することが推測され
た。Clostridium、Staphylococcus、Streptococcus属につ

率が不明のため定量的な比較は難しいが数倍程の差で一
般細菌数と同様に増加する傾向が見られた。細菌叢解析
により試料中の各細菌の相対検出頻度を求められるが、
各試料を比較する際に同じ種の細菌が存在した場合はこ
の点を考慮する必要がある。
　細菌叢解析の結果得られたリード数、属および種の総
数を表2に示した。リード数は解析に使われた16s rRNA
遺伝子v3-v4領域の数を示すため、解析した細菌の数で
あるといえる。今回使用した各試料は30000-40000程
のリード数であり、細菌叢解析に十分な数が得られてい
る。各試料の種の総数、属の総数を比較すると好適環境
水での培養後には種・属ともに減少していることが分
かった。この結果から、好適環境水は海水、淡水などに
比べ、細菌に対する選択性を有している可能性が高く、
これは浸透圧の違いにより海水、淡水どちらの細菌も
増殖し難くなるという考えに一致するものである。しか
し、栄養源の影響も考えられるため、海水、淡水を用い
て同じ条件で培養した場合との比較が必要であり、今後
の課題である。
　図2は各試料において相対検出頻度の高い上位10属
の細菌を示している。各試料に含まれる細菌の属の総数
は137～324であるが（表2）全ての試料において最も
相対検出頻度の高い1属の細菌のみで20-30%を占めて
いる。海水試料である培養前のSW1、SW2および培養
後のSW1において最も多いRhodobacterace科に属する
細菌群は，海洋細菌としても知られており有機物を代謝
し、独立栄養成長する3）。Flavobacterium属の細菌を含
むFlavobacteriaceae科の細菌群については様々な水域に
広く分布する細菌であることが知られている4）。利根川
から採取した試料であるR1の培養前の細菌叢において
もRhodobacterace科の相対検出頻度が高いことから、採
取した場所の試料は海水に近い汽水であったと考えられ
る。培養前のR2は海水試料に見られたFlavobacteriaceae
科の細菌群が25%と最も高かった。R2において2番目の
相対検出頻度であるFluviicola属の細菌は海水5）、淡水6）

の両方で見つかっている。10 %以上の相対検出頻度は培
養前の試料の中では3番目に多い値でありFluviicola属の
細菌が水域に数多く存在していることを示している。高
相対検出頻度細菌群以外の細菌の相対検出頻度は10%未
満であるが、R1、R2に見られるように、この部分がそ
れぞれの試料に特有の部分でもあり、通常は周りの環境
に応じて変化が激しい部分であると考えられる。好適環

いては検出されたものの、培養前後でのリード数がいず
れのサンプルでも低く、培養による菌数の増減はなかっ
た。
　表4は魚病の原因細菌を示している。ヒトに病原性を
示す細菌と同属の細菌の中には魚病細菌として知られて
いるものもあり、表3のFrancisella属、Mycobacterium
属、Psudomonas属、Streptococcus属、Vibrio属の細菌
は表4においても見られた。表4に示した魚病細菌の中
で相対検出頻度に明らかな減少が見られたのは全体比較
（図3）でも見られたFlavobacterium属とVibrio属の細
菌群のみである。好適環境水を用いた魚類等の飼育では
病気の発症率が低いことが経験的に知られており27）、
Flavobacterium属およびVibrio属の細菌の増殖抑制が魚
病発症率の低下に寄与していると考えられる。また、培
養後に最も増加の見られたPhotobacterium属の細菌も魚
病細菌として含まれているが、今回得られた16S rRNA
遺伝子の配列をもとにBLAST解析を行った結果、95%
の同一性しか示さなかった。つまり、本研究で見出さ
れた好適環境水中で相対検出頻度の高いPhotobacterium
属の細菌は、魚病の病原細菌であるPhotobacterium 
damselae subsp. Piscicidaとは同属別種の細菌であると言
える。
　既に多くの細菌が硝化細菌として知られている。本
解析で見つかったのはアンモニアを酸化する細菌を含
むNitrosomonadaceae科の細菌28）、亜硝酸酸化細菌で
あるNitrospira属の細菌29）であった。Nitrospina属の細
菌は検出されていない試料も多く、リード数も合計で

10未満であるため比較対象とならなかったが、R1では
Nitrosomonadaceae科の細菌のリード数は培養前が0、
培養後は250であり、十分に増加していると言える。好
適環境水に窒素源であるアンモニアを添加しているため
アンモニア酸化細菌が増殖したが、亜硝酸酸化細菌が増
殖するレベルまでは亜硝酸が蓄積していない、もしくは
亜硝酸酸化細菌の増殖が抑制されていると考えられる。
本研究では好適環境水下で3週間培養した時の細菌叢の
変化を見ているが、硝化細菌は倍加時間が非常に長いと
言われており、さらに長期間培養した場合の細菌叢の変
化を調べる必要がある。他の細菌の組成も長期間培養に
より変化する可能性が高く、3週間の培養では少数存在
していた細菌が淘汰されていくのか、硝化細菌のような
増殖に時間のかかる細菌が少しずつ増えていくのか、経
時変化についても非常に興味深い。更に魚の飼育環境で
は本研究とは条件の異なる部分が多いため、実際に好適
環境水で魚を飼育した場合に細菌叢にどのような変化が
起こるのかを調べる予定である。
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