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養殖場環境における増殖 細菌群の構造解析
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【背景 と目的】給餌型 の 魚類養殖 で は、残餌や排泄物 などによる自家汚 染が相変わらず 問題 に なる。 持続可能な養

殖を行 うた め には 、こ の ような有機 物負荷 の 大きい 養殖 場水域 の 自浄能 力を把握す る ことが不 可 欠 となるn本研究 で

は 、 養 殖場環境における細 菌群集による自浄能力 を把握する
一

助として、有機物分解 に対して大きな役割を担っ て い

るで あろう増殖 細菌群 の 構 造を調 べ た 。 【材料 と方法】2009年 5 月および 7 月 に、近畿大学水産研 究所の桟橋（水

深約 10m ）から、　l　m および B−lm 深度海水 を採 取し、目合 200　pm ナイロ ン メッシ ュ で 前濾過した。また 、養魚生簀直

下 の 底泥堆積物を柱状に採取し、容易に水中へ 巻き上 がる層を浮泥試料とした。増殖細菌群 の 解析 の た め、試料に

最終濃度 1pM となるように プロ モ デオ キ シ ウリジン （BrdU）を加え、現場海水温で 5 時間培 養した。培養後 、孔径 3pm

ポリカーボネートフ ィル ターお よ び 孔径 022 μm カ ートリッジ フ ィル ター
で 試料を濾過 し、DNA を抽出 ・精製した 後、

BrdU 標識 DNA を分 取し、16SrRNA 遺伝子 の
一

部を PCR 増幅 し、DGGE 解析を行 っ た。【結果と考察】BrdU 標識

DNA 分 取後 の PCR では、＞ 3 μln 海 水画 分 の DNA 試 料 が 3−0．22 μm 海水 画分 と比較して あまり増幅されなか っ た、，こ

れまで に、付着性細菌はチ ミジン 取込み速度に対 して ロ イシ ン の 取込 み 速度 の 方 が速 い とい う報告があることか ら、本

試料 に お い ても、付着性細菌 の ほ とんどは活発 に DNA 合成をして い なかっ た の かもしれない。また、浮泥試料の PCR

増幅 産物量が相対 的に多か っ たことから、浮泥細 菌群集 の 潜在的な有機物利用能力が高い こと、つ まり、海水混合期

に お い て 水中 の 有機物 消費 に 貢献 し得 るこ とが示 唆 され た、、lm とB −1　m 深度海水、浮 泥 試料で DGGE バ ン ドパ ター

ン を比 較したところ、海水お よび 堆積物に お ける全 DNA とBrdU 標識 DNA の DGGE バ ン ドパ タ
ー

ン にはそれぞれ違

い が見られ、そ れ ら細菌群集構造が異なるこ とがわ か っ た。
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従来、土壌中の ア ン モ ニ ア 酸化は、主 に ア ン モ ニ ア酸化細菌（AOB ）に よっ て担わ れ て い ると考えられてきた。しか し近

年 、ア ン モ ニ ア 酸化古細 菌 （AOA ）の 存在が明らかになり、硝化プ ロ セ ス に お けるそ の 役割が注 目され て い る。本研究

で は 、土壌型 の 異なる 4 つ の 圃場 に お い て 、施肥前後 の AOB 、　AOA の 群集構造とポ ピ ュ レ
ー

シ ョ ン の 変化を調べ 、各

菌群 と土壌 の 硝化能 の 関係 を明 らか にすることを目的とした。中央農業総合研究セ ン ターに設 置され た 枠圃場 （腐植

質黒 ボ ク土、黄色土 、 灰色低 地土 、 淡色黒 ボ ク土）から、化肥施用前および施肥 1 週後に土壌を採取 し硝化能を測定

した 。 また、各 0．4g の 土壌か ら DNA を抽 出し、　AOB お よび AOA それぞれ の amoA を標的とする PCR −DGGE と定量

PCR を行 っ た。　DGGE 解析 の 結果、　AOB 、AOA い ずれ に つ い ても施肥 に よる影響は兇られ ない もの の 、土壌型ごとに

固有の AOB 、　AOA 群集が形成され て い ることが分かっ た。土壌の硝化能は 腐植質黒ボク土で最も高く、以下、淡色黒

ボク土、灰 色 低地 土 、黄色 土 の 順 で あ り、施肥 に よっ て 硝化能 が増大す る傾向がみられ た。また、土壌 中の 各 硼 囲 密

度と硝化能 は 正 の 相 関を示 した 。 相関の 強さは AOA が R2・O．707 であっ た の に対し、　AOB で は R2＝0．914 で あり、AOB

の amoA 密度と硝化能 の 問 により強 い 相 関 が認 め られた。
一

方 、土 壌 中の 存在量 自体 は 、AOAamoA の 方が

AOBamoA よりも約 2〜10倍多か っ た 。 以上 の 結果 か ら、土壌の 硝化 には AOB の 寄与が大きい と考え られるが 、　AOA

も
一

定 の 役割を果たして い るこ とが示唆され た、
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