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漁場海域における微生物生態系の解析一Ｖ
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Abstract

TheauthorsobserVedthebacterialflorainseawaterattwelvestationsacrosstheKuroshio

fromthearoundofSakishimalslandstothecontinentalshelfoftheEastChinaSea,inJulyand

Augustl984・Theseawatersamplesforobservationwerecollectedfromlmand50mdepth

layersatthestations．Ｔhｅｒangeofnumbersofheterotrophicbacterialcellsintheseawater

sampleswasbelowlO2cfu/ｍ1．Thedatumsuggeststhattheregionisoligotrophiczone・In

thegenericcompositionsofbacterialstrainsisolatedfromeachsample，便sez吻加ｏ７ｚａｓａｎｄ随6油

predominantedinallsamples，ａｎｄ涙sgzJdo77zo”ｓｏｆｔｈｅｍｗａｓｔｈｅｍｏｓｔｄｏｍｉｎａｎｔｉｎａｌａｒｇｅ

numberofsamples・PhagesensitivestrainswerefoundmostlyinPsgz"伽２０"αｓａｎｄ

脇6血Oneofthem，４８K-G107(Pse伽mo7z“)-phagesystemwasdistributedwidelyatall

stations，andanotherone，４８Ｋ－Ｃ１０６（ＶＩ６ｒｉｏ””６８〃)-phagesystemwasdistributedasa

residentinwatermassofKuroshio・Thelatterwillbeutilizedasamicrobiologicalindicatorof

Kuroshio、Theotherhand，thephagetypesofluminousbacteria，intraspeciesofVI航o

fMi師,makelocalizationonthecontinentalshelf,Kuroshioarea,orthearoundofSakishima

lslands．

海洋環境の変動に対する微生物学的パラメーターとしては，従来から海水中の細菌細胞数

や菌属レベルでの細菌相がとりあげられている．細菌細胞数の変動は細菌の増殖に対して主

な制限因子である有機物濃度の違いを表わし，そして細菌相の変動はその構成者である従属

栄養細菌それぞれの増殖を支配する栄養分や水温,塩分濃度などの変動を意味する．よって，

細菌相の構成や変動を解析するに際して,分離細菌の菌属レベルでの組成を調べるに止めず，

さらに詳細に菌種組成，菌型組成まで検討すれば，環境条件のより細かな変動に対応した細
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菌相の違いを知りうることは当然である．

細菌を菌型レベルで鑑別する簡便な方法としては，バクテリオファージ（単にファージと

も言う）を用いたファージ型別法が知られている．細菌とフアージは宿主・寄生関係にあり，

ファージはそれぞれ特異な細菌株の活力ある細胞に感染してその中で増殖し，ついにはその

宿主細胞を溶菌して自ら放出する．その際ファージの宿主細胞に感染する特異性は極めて厳

しく，それらの感染パターンの違いは細菌の株レベルでの鑑別を可能にする．またファージ

は，前述した性質ゆえに，海洋の有機物の無機化や変換に支配的役割を演じる細菌相の形成

や調整に大きく関与し,､間接的ながら海洋の基礎生産に係わりをもつことになる．そのよう

な観点から，海洋におけるファージとその宿主細菌を細菌-ファージ系としてとらえ，それ

らの分布の様相から海域の生物生産性ひいては漁場性を知ろうとする試みがなされて，それ

らの間に何らかの関連があることが認められている１．２)．
本調査は,｢琉球弧南端海域の海洋環境に関する総合研究｣と課題する特定研究に参加して，

調査海域における海洋，地質，化学，生物の各分野の調査の一環として行ったものである．

すなわち，先島諸島近海より採取した海水から従属栄養細菌を分離し，その細菌相の菌属組

成，各菌属におけるファージ感受性菌の割合を調べた．特に分離発光細菌については菌種・

菌型レベルまで調べて，それらの数量・分布をも検討した．そしてそれらの結果より，この

海域の栄養階級や生物生産Ｉ性を推測した．また1979年の別の調査において2)，黒潮海域に常
在することが示唆されたVI6γjりの”６８〃3.4)のファージ系を本調査においても検出し，この
海域における常在性を再確認したのでそれにも言及する．
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実験材料および方法

調査海域黒潮流は台湾と先島諸島との間を通って東シナ海に流入し，大陸棚斜面に沿っ

て北上する．従って，今回の調査海域である琉球弧南端西方海域は，黒潮の東シナ海への流

入起点である．そこでは低温・低塩分の大陸沿岸水と高温・高塩分の黒潮表層水が何らかの

割合で混合し，調査定点ごとに異なる海況を呈する海域である．

供試海水本調査は，本学練習船敬天丸の1984年７月２６日から８月２８日までの航海の

途中，７月２８日，８月４日，８月２４日の３回に分けて，先島諸島近海から黒潮流軸を横切っ

て大陸棚に至る海域にて行なわれた．その間に様々な分野の調査が計１５定点においてなさ

れた．筆者らは，そのうちの１２定点において試料海水を採取して実験に供試した．その１２

定点は，Ｆｉｇ．１に示すとおりである．また，その定点の位置及び水深，採水日時，採水深度，

採取された海水の温度などはＴａｂｌｅｌに示した．Ｆｉｇ．１，Ｔａｂｌｅｌの表題に使われている

“48K”は，本調査航海が1984年８月に敬天丸に乗船して行ったことを示す略号である．

Table１．Oceanographicaldataforthe48K-stations．
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供試海水の採取は，以前の調査において比較的細菌数が多く生物生産性が高かった１，，５０

ｍの２層について行った．また各調査定点における採水にあたって，１ｍ層は滅菌ポリビン

で，５０ｍ層はＪ－Ｚ採水器によりそれぞれ無菌的に行った．

水温，塩分，溶存酸素の測定供試海水の採水深度における温度(℃)，塩分(%･)はＣＴＤ

を用い，また溶存酸素(ｍｌ/l)はウインクラーの滴定法で測定された．これらの項目は，この

研究チームの海洋学及び化学研究班員によって測定された．

使用培地海洋細菌や海洋ファージの分離・増強・保存には，海水培地，海水寒天培地，

軟海水寒天培地を使用した．海水培地とは，７５％人工海水１Jにポリペプトン(大五）５９と

酵母エキス(大五）１９を溶解し，最終ｐＨ７．６～7.8となるように調整してオートクレイブ

滅菌(120℃，１５分）したものである．海水寒天培地は海水培地に１．５％濃度となるように

寒天を加え加熱溶解して作成したものであり，同様に海水培地に０．５％濃度となるように寒

天を加えたものが軟海水寒天培地である．

海洋細菌の計数と分離無菌的に採取した供試海水は直ちに船内において細菌細胞数の測

定と分離操作を行なった．すなわち，各試料海水をそれぞれ０．２ｍlずつ１０枚の海水寒天

平板に塗抹接種して培養した．培養２日後，それら寒天平板上に現われたコロニーのうち発

光性をもつものを暗所で確認して計数し，同時に５枚の平板のそれらを全部分離した．また

６日間培養後，寒天平板上に出現した全コロニーを計数して供試海水１ｍ'中の細菌細胞数

(cfu/ｍｌ)を算定した．次いで，出現コロニーの分散状態が良くその数が平均的である数枚

の平板を選出し，それら平板上の全てのコロニーを海水寒天斜面培地に分離移植した．それ

らは研究室に持ち帰り,純化してから以後の実験に供試した.船内での培養温度は23℃～25℃

であった．

細菌の属同定分離菌株は常法5)に従ってグラム反応性(３％ＫＯＨ法)6)，運動性，ＨｕＧＨ
＆LEIFsoNのＯＦ試験，KovAcsOxidase試験，０/129感受性試験，glucoseからのガス生

成試験，色素産生の各性状が調べられこの結果を，SHEwAN(1960)8)の図式に清水(1974)9)，
絵面(1976)'0)らの修正を加味して作成した日高(1984)7)の図式に照らし，分離菌の属レベル
での同定を行った．

バクテリオファージの検出と分離バクテリオファージの検出は集殖法により行った．採

取直後の供試海水250ｍlを150ｍl海水培地入り500ｍl容振漫用肩付フラスコに加え，船

内（23～25℃）で３日間培養した後，４℃に冷蔵し研究室に持ち帰った．それら各供試海水

からのファージ増強液は，それぞれ4,50ＯＧで３０分間遠沈した上澄みをMilliporefilter

（ＨＡ，0.45皿）でろ過・無菌化して粗ファージ液とした．次いで，さきに分離しておいた
海洋細菌の幼若培養菌を接種した二重寒天平板を作成し，その上に前述の各粗ファージ液を

滴下して１晩培養する．培養後粗ファージ液滴下部分に溶菌像出現の有無を観察して，各粗

ファージ液中に接種菌に対して感染能力をもつファージの存否を検査した．また分離細菌の

ファージ感受性も同様にして検査した．

ファージ検出試験で溶菌像が見られたものは，その溶菌部分の一部を白金線で取り出して

５ｍl程度の海水培地に懸濁し，その液を適宜希釈したものについて二重寒天平板法'１)によっ
て溶菌斑形成を試みる．すなわち相応する宿主細菌の幼若培養液１ｍlに，適当に希釈した

フアージ液１ｍｌを混和して５分間ほど保持し，その０．２ｍｌを予め融解して４５℃に保った
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軟海水寒天培地３ｍｌに加えて手早く混和した後，予め準備しておいた海水寒天平板上に流

し込み重層する．重層寒天の固化するのを待って１晩培養する．この方法で形成された単離

溶菌斑を分離・懸濁して再び前述と同様に溶菌斑を形成させる．その過程を数回繰り返すこ

とによって目指すファージの純化・単離を行った．それら細菌一ファージ系は宿主細菌の種

類や溶菌斑形態などによって類別した．これらの操作における培養温度は２５℃である．こ

れら実験方法のより詳細な記載は,SPENcER(1963)'2ｌ日高(1974)l1HIDAKA(1971,1977)M'’5）
を参照されたい．

実験結果および考察

１．従属栄養細菌およびファージ感受性菌の分布

各調査定点の１，，５０ｍ層における海水中の細菌細胞数とその菌数中に占めるファージ

感受性細胞数はFig.２に示すとおりである．

まずＦｉｇ．２に示されている供試海水中の細菌細胞数を見れば，１２の調査定点のうち黒潮

流域中のＤ～Ｒの９定点においては,１ｍ層の方が５０ｍ層より細菌細胞数が多い傾向にあっ

た．これは，１ｍ層が５０ｍ居より水温が高かったことも要因の１つであろうが，細菌の発

育において主な制限因子となる有機物濃度が高いことを示唆するものであろう．これに対し

て，大陸棚上のＳｔ．Ａ，Ｂ，Ｃにおいては，１ｍ層の細菌細胞数が５６，６１，３１cfu/ｍｌであっ

たのに比して５０ｍ層のそれらは，７５，８８，８７cfu/ｍｌとやや高い値であった．これは，大

１
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Fig.２．Numbers（cfu/ｍｌ）ofheterotrophicbacterialcells（whitecolumns）ａｎｄ
phage-sensitivebacterialcells（blackcolumns）inseawatersamplescollected
fromｌｍａｎｄ５０ｍｄｅｐｔｈｌａｙｅｒｓａｔｔｈｅ４８Ｋ－ｓｔations．
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陸棚上にあっては水深が浅いため，底層の高有機物水の湧昇や大陸沿岸水の張出しが影響し

て，かかる現象を呈しているのであろう．そして，１ｍ層に比して５０ｍ層の方が生物生産

性が比較的高いことを物語っている．いずれにしても，Fig.２に示されるように，この調

査海域では細菌細胞数が102cfu/mlを超える供試海水はなく，この海域は，吉田（1973)!‘）
の示した“海域の栄養階級区分”に照らせば，貧栄養域であることがわかる．これは1979年

の調査結果とも一致している．

次に，Fig.２に示されるファージ感受性菌の分布を見ると，全供試海水からファージ感

受性菌が見出されている．細菌細胞数の多い試水ではそれに比例してファージ感受性菌も多

く，両者の間の割合はほぼ近似しており，分離菌の約３０％がファージ感受性菌であった．

５０ｍＤｅｐｔｈｌｍＤｅｐ亡ｈ

'1",ＶｌＮ

Fig.３．Genericcompositionofphagesensitives（blackcolumns）intotalstrains
（whitecolumns）isolatedfromseawateratthe48K-stat1ons・

Genericabbreviations：Ｐ＝Pse"血沈o7zas，Ｖ＝随67ゾ０，Ａ＝Ａｇｍｍｏ刀ａｓ，

Ｍ＝Ｍｂγ〃eZ〃，Ｆ＝河ａＵｏ６ａｃ”如加，Ｇ＋＝Gram-positive，ＮＩ＝Notidentified．
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例えば鹿児島湾のような内湾においては，海況や水質の変化に応じてファージ感受性菌の割

合が著しく変動するが，この調査海域のような外洋においては海況や水質の変化が少ないた

めかそれが安定していた．

２．分離菌およびその中のファージ感受性菌の属組成

分離菌の属組成とその中に占めるファージ感受性菌の割合を各定点，採水深度別にＦｉｇ．
３に示した．まず菌属組成を見ると，ほぼ全定点において月e伽加o”sの優勢が目立ち，

次いで脇師０が優勢で，これらの２属が組成の大部分を占めていた．他に此ｍｍｏ７ｚａｓ，

肋γzz”肋,FjZzzﾉり伽c航"''zなどが見出されたが，これらは全域を通して散在し菌属組成中で

優占属となることはなかった．また，定点Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄでは，ＡからＤへと大陸側から黒

潮流軸方向へ進むにつれて段階的に没se"dbmo"ａｓの割合が増加し，その分VI6伽が減少し

ていた．この傾向は，１ｍ居，５０ｍ層の両層ともに見られた．このような細菌相の変動は，

大陸棚上海域における陸側と外洋側との双方の水塊が交叉するさまをとらえた知見と言えよ

う．ともあれこの海域ではどの定点においても剛仙7?２０"ａｓが最優占であり，ほぼ類似し

た菌属組成を形成していた．彊se伽mo7zasの優占性が何に起因するのかは今後詳細な実験の

結果を待たねばならない．

次に，Ｆｉｇ．３において細菌属組成別にファージ感受1性菌の占める割合を見てみると，菌

属組成の優占属であるＲｅ"‘加0”sにファージ感受性菌が最も多く含まれていた．次いで

V1i伽0,山、加0"ａｓに多く，その他の菌属では散在的に見られるにすぎなかった．

３．細菌-ファージ系の分布

分離された個々の細菌-ファージ系が，調査海域においてどのような分布を示すかを，そ

れらの宿主菌の分布で示したのがＴａｂｌｅ２である．

多くのファージ系はｌ定点または２定点に局在するのみであった．しかもそれらの分布は

大陸棚上，黒潮流域，先島諸島近海の各海域で区別されていた．一方，４８Ｋ－ＧｌＯ７

（没sez‘伽２０'zａｓ)-ファージ系は調査海域の全定点から分離された．このファージ系は，約１

ケ月にわたる調査期間中，この海域に常在していたことになる．このようにこのファージ系

が長期間広域に存在しえたのも，同海域におけるＲｅ"‘j０，７２０"ａｓの優占性と関係あるだろう．

また，1979年に行った別の調査において黒潮流域から分離された９XK-4301M伽Ｏ

ＣＣ”６８〃）‐ファージ系は，黒潮常在性のファージ系であると考えられている．そこで，

1979年から５年の歳月を経た今回の調査においてもこのファージ系が存在するかどうかを調

べた．その結果，Ｔａｂｌｅ２に示される４８Ｋ－Ｃ１０６菌株は，ＶI伽0ｍ”6e〃‐ファージに感

受性を示し，これがⅨ””6e肋に類する菌株であった．そしてそれに類似の菌株が多く

の定点（１２定点中の７定点）に分布していた．しかもそれは大陸棚上のＳｔ．Ａ，Ｂおよび

先島諸島に近いＳｔ、Ｐ，Ｑ，Ｒには見られず，黒潮流軸の定点において検出された．このこ

とにより，Ⅸ“”6e〃‐ファージ系がこの黒潮海域に常在するファージ系であることを再

確認しえて，黒潮水塊の指標微生物として有用株であることを知った．またTable２の中

の４８K-ElO4菌株もそれに類して黒潮流域にのみ分布するものであった．

４．発光細菌の分布

この調査において供試海水から分離された発光細菌数は２８株であり，それらを菌種レベ

ルで同定すれば，Vii6γわんcﾉｾ師が優占種２５株であって，VI6吻加γｗｙｊ２株，Ｐﾙo肋αc”
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Table２．Distributionofthehoststrainsofphagesystemsinseawateratthe48K-stations．

Ⅸ
＋＋＋＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋＋＋＋

Ｓｔａｔｉｏｎｓ

ＡＢＣＤＥＦＧＨＮＰＱＲ

＋

＋

＋＋＋＋＋＋十＋＋＋＋＋

＋＋

＋

＋

G…｡,48Ｗ｡
－

ビ

＋

A101

A104

A109

B209

C106*２

Ｃ１２２

ＥｌＯ４

Ｑ２０２
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十

Genericabbreviations：ＰＬ，涙sezJ‘jO77zo72as；Ⅸ，ＶI伽０；Ａ､，Ae7w7zo72as

VI航０の”6e〃strain

＋：presence

伽2〃Qg’ｚａｔＡｊｌ株であった．またｊそれらのなかでファージ感受性のある菌株は，Ｖ:施

cﾙ師の１２株とＶ:Aarwyjの１株の計１３株であった．それら各菌種，菌株の分布はTable

３に示した通りである．調査海域での発光細菌の分布にはつぎのような特徴が見られた．ま

ず，大陸棚上のＳｔ．Ａ，Ｂの水深１ｍ層において多く検出され，その菌種はＫ/Ｍｉｅ河で

あった．黒潮流域の定点ではＫ/;Ｍｂ師に混ってＶ：ＡａｒｚｗｉとＲ〃Qg7zatAjが散在してい

た．それらは，１ｍ層よりも５０ｍ層に多く，Ｖ:ｈａｒｗｙｊとＲ〃卿α伽の分離菌３株はす

べて５０ｍ層に分布していたものであった．分離Ｖ:批伽７．iのうちファージ感受性の１２株

についてファージ型別すると，ａ，ｂ，ｃ，ｄ(仮称)の４型に分けられた．それら菌型レベル

での分布は，ａ，ｂ型のそれぞれの３株がＳｔ．Ａに，ｃ型４株のうち１株がＳｔ．Ａに他の

３株がＳｔ．Ｂに分布していた．ｄ型はａ，ｂ，ｃ型とは離れてＳｔ．Ｑに見られた．このよう

に分離菌種，菌株の水平，垂直的な分布の違いの要因はＴａｂｌｅｌにみられる試料海水の水

温や塩分の差異に求められよう．すなわち大陸棚上のＳｔ．Ａ，Ｂでは低温ｐ低塩分の大陸

沿岸水が主体であり，そしてＳｔ．Ｃ付近からはそれに高温・高塩分の黒潮表層水が徐々に

混合し，黒潮流軸に近寄るに従って黒潮水が主体となっている．このような両水塊の傾斜的

混合割合が各発光細菌種の分布を規制しているのであろう．このことは一般従属栄養細菌と発

光細菌の分布に共通する規制条件と見られる．そして結局のところ大陸棚上，黒潮流域，先島

諸島近海など各海域の海洋環境の分化に応じて細菌の菌型レベルでの棲み分けが認められた．

Ａ・ 〔Ｃ117

＊ｌ

＊２
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Table３．Distributionofluminousbacterialspeciesinseawateratthe48K-stations．

３

１

１
１

28(13）

１solatedstrainsof

LBspecies*３

ＶｆＶｈ．Ｐ､1.

10(7)*４
１

３(3)

１

４８K-

station

No．

Sample

depth

（、）

Bacterialcount

(cfu/mlseawater）

Ｂ､*ｌ ＬＢ.*２

５７１０

７５１

６ １ ３

８ ８ １

３２０

８７０

３１０

３５０

５ ３ ０

３９１

７ ３ ０

２ ５ ０

７２１

４５１

３４０

３４３

８２１

２９０

８５０

１４２

６０２

４２２

４８０

１３０

Ｈ、

１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０
１
０

５
５
５
５
５
５
５
５
５
５
５
５

Ａ

Ｂ

Ｃ

，

Ｅ
１

Ｆ

１

２(2)

１
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日
日
巳
叩
〃
｝
⑩
忠
０
個
『
．

＊
＊
本
＊

次いで，Ｓｔ．Ａでは試料海水採取後しばらくしてイカが釣獲され，そのイカの内臓から

発光細菌が分離された．それはＳｔ．Ａの海水から分離されているⅨ此cA師一ｂ型と同じ

菌株であった．そして，それと同じ菌株が同季節に鹿児島湾内海水中からも分離された．こ

の菌株の特性については今後の精査をまたねばならぬが，それは魚介類に関連する菌株であ

ろう．これらのことから，海水中に浮遊生活している発光細菌株のうちあるものは魚介類の

消化管や発光器官に共生していたものが遊離してきたものであるという生態的関連を知るこ

とができた．また，東シナ海大陸棚上と内湾である鹿児島湾の両海域に，魚介類に関連する

Ｎ

Ｐ
1(1)

Ｑ
Ｒ

１

Heterotrophicbacteria

Luminousbacteria

V.f､＝VI6rjo戯CAgrj,Ｖ､ｈ､＝ＶI航O肋ｒｚﾉGyj,Ｐ､1.＝Ｐｈｏ勿加C伽Z‘加雌QgﾌZα伽．

Figuresinparenthesesgivethenumberofphagesensitivestrain

25(12）２(1)１２４

Samples

l2

Stations
〔Total〕
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菌株が共通して見出されたことは興味深いことであり，今後さらに追試して生態学的な意味

をも追及したい．

要 約

本調査は，琉球弧南端海域の海洋環境に関する特定研究に参加して，先島諸島近海及びそ

の西方海域における海洋，地質，化学，生物の各分野の調査の一環として行ったものである．

本調査海域の海水中細菌細胞数は全ての試水でl02cfu/ｍ1以下卿であって，この海域が貧

栄養域であることを示した．供試海水中の細菌属組成は全海域にわたり月ezJ伽ｚｏ７ｚａｓと

vI67･iOが優勢であり，特にHez‘伽２０"“が多くの定点，深度で最優占属であった．さらに

Ｂｅ"‘伽0"ａｓやvI6伽の優勢に対応して，それらの菌属のなかにはファージ感受性菌株が

多かった．その中の４８K-GlO7(Hez‘‘加o"ａｓ）‐ファージ系の宿主菌は，調査全海域にわたっ

て分布していた．また，1979年の別の調査時に検出され黒潮海域の常在ファージ系と考えら

れていたVii67･jo””6e〃－ファージ系は，今回の調査においても黒潮流域に特異的かつ広

域に分布していた．このことによりこのファージ系の黒潮常在性と黒潮水塊の指標微生物と

しての有用性を再確認しえた．また分離発光細菌を菌種およびファージ型の分布を見れば，

調査海域の環境の分化に応じてvI6γ勿批cA師の菌型レベルでの棲み分けがあることを知り

得た．

この特定研究の計画・実施にあたって多大の御尽力，御援助をいただいた研究代表者武石

泰亮教授をはじめ，共同研究者や敬天丸乗組員の各位に深甚の謝意を表します．また試料採

取に際しては原田直道学生の補助をいただいたことに深謝する．
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