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第 2章　イタヤガイの幼生飼育に関する研究

　二枚貝養殖を行うためには，海中の浮遊幼生を人

為的に付着させ種苗とする天然採苗技術や採卵から

一貫して人為的に稚貝を生産する人工種苗生産技術

により種苗を確保することが必須である。

　イタヤガイの養殖は島根県で，1980年より天然

採苗で得られた稚貝を用いて始まった17)。しかし，

天然採苗数は，1982年に 546万個を記録した後急

減した11)。そこで，1989年からは島根県水産技術セ

ンター栽培漁業部で稚貝の人工種苗生産が行われた
44)が，人工種苗生産を事業化するに当たっては，生

産を安定させるための技術開発が必要となった。

　自然環境下ではイタヤガイ浮遊幼生の最高密度は

10個体 /m3 程度である45)。天然採苗に至るまでの稚

貝の生残や成長の制限要因は，餌料となる植物プラ

ンクトンの量や着底基質の特性，捕食者の量，水温

や塩分などの自然環境要因の変動が考えられる46)。

しかし，人工種苗を生産するために人為的環境下で

浮遊幼生が高密度飼育された場合には，飼育水の物

理化学的な性質の変化や47-49)，ウイルス・細菌感染

などの自然環境下ではそれほど重要視されない要因

が主な幼生の減耗要因となる46,50-63)。その対策とし

て飼育水の濾過処理や紫外線照射，オゾン処理，薬

剤の散布などの物理化学的方法により病原性微生物

（細菌，ウイルス）を含めたすべての微生物を対象

とした無選択的な除去，あるいは微生物数の低減を

実施しているのが現状である64-68)。しかし，現状で

は微生物数のある程度の低減は可能であっても，完

全に微生物を除去した無菌環境の創出は不可能であ

り，また一過的な微生物数の低減はその反動で時に

幼生に悪影響を与える細菌の増殖を招くこともあり
69,70)，事実上，幼生に悪影響を与える微生物学的要

因の完全な除去は不可能である。

　最近，このような無選択的な微生物の除去に代わ

り，免疫学や生態学を意識した生物学的な手法の開

発が１つの方向として脚光を浴びつつある。例えば，

甲殻類のガザミ幼生飼育において，単菌種細菌の接

種は安定した成果を得るのに有効であるとの報告が

ある71,72)。この手法の有効性は細菌細胞自体が餌と

なり栄養状態を向上させる効果とともに，一般に飼

育生物に悪影響を与えるとされる Vibrioに分類さ

れる細菌群の増加を抑制することにあるとされてい

る71,72)。この手法は生物学的制御，すなわち生物を

用いた生物の制御を意味するバイオコントロールの

１つと定義され，水産増養殖ではこの例のみが実用

化に至っている。バイオコントロールは植物生産分

野で考案された手法であり，天敵微生物利用による

害虫防除，あるいは拮抗微生物，弱毒ウイルス利用

による病害防除などの手法が実践されている72)。

　このバイオコントロールの概念に基づいて，健苗

性すなわち生残および成長の良い幼生を得る手法を

開発するために，以下の2点に着目して，幼生の人

工飼育時に制御すべき主な事象を考えた。すなわち，

(1) 幼生が抵抗力を獲得する条件：悪影響を与える

要因に対して，幼生は抵抗力を高めることにより健

苗性が高くなるが，この抵抗力上昇は環境中の生物

学的な要因に幼生が感作されることも大きなウエイ

トを占めている。二枚貝類の幼生飼育環境は動物プ

ランクトンである幼生と微生物である細菌で形成さ

れているマイクロコズムと考えられることから，飼

育水中の細菌相の動態は幼生の抵抗力の形成に重要

な役割を持つと考えられる。(2) 幼生の飼育環境下

において，悪影響を与える生物学的要因の抑制を行

う。この主な生物学的要因として，飼育水中の細菌

の動態が考えられる。例えば，無処理水中では滅菌

処理水中と比較して数種の病原菌の消失が著しいと

いう報告等がある73,74)。これは滅菌処理水では細菌

の絶対数が少なく，安定した細菌相が形成されてい

ないため細菌相が変化しやすいのに対し，無処理水

中では安定した細菌相が形成されており，飼育に悪

影響を与える細菌群が急激には増殖し得ない状態が

形成されているためと考えられている。

　以上のことから，二枚貝の幼生飼育において幼生

の生残および成長に最も大きな影響を与えているの

は，飼育水中の細菌相の動態であると捉えバイオコ

ントロールの対象は特定細菌種ではなく総体的な細

菌相にあると考えた。

　そこで本章では，仮説の妥当性を確認するため，

まず飼育水の濾過，殺菌処理の違いによる細菌数お

よび細菌のコロニー組成と幼生の生残，成長を観察

し，飼育水の濾過，殺菌処理の違いによる細菌の数

的，質的な変動が幼生に及ぼす影響を考察した。次

に，幼生の生残，成長が良い飼育水の換水法を取っ

た系と悪い換水法を取った系の水中の細菌数と細菌

相の変動を観察し，それらの動態が幼生に及ぼす影
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響について考察した。

１　イタヤガイ幼生飼育において飼育水中に出

現する細菌の数量的変動と幼生に及ぼす影響

　二枚貝の幼生飼育時の減耗要因として飼育水中の

病原菌が引き起こす疾病50,51,75,76)，および飼育水中

に多量に増殖した細菌による悪影響64,70)が報告され

ている。とくに後者の場合，マガキCrassostrea 

gigas で，飼育水の前処理法により，細菌の増殖が

顕著に異なり，飼育水として用いられない場合があ

るとされている70)。しかし，イタヤガイ科の幼生飼

育では未だ検討されていない。

　そこで，本節ではイタヤガイの幼生飼育に適した

海水の処理法を検討するため，処理法の異なる海水

で飼育したときの飼育水中における生菌数の変動を

観察し，それが幼生に及ぼす影響について考察した。

1.1　材料および方法

1.1.1　幼生飼育　

　本試験で使用する幼生はイタヤガイ母貝を温度刺

激し，卵および精子を放出させた後，孔径1µmのカー

トリッジ・フィルターで濾過した海水中で，受精お

よび発生させることにより得た。受精の際には，自

家受精を避けるようにした。第1回目の試験では，

幼生をトロコフォアの段階で，あらかじめ以下に述

べる処理海水を1槽ずつ満たした500L円型黒色ポ

リエチレン水槽中に2日後に収容した。第2回目の

試験では，以下に述べる1µm簡易濾過海水を満たし

た水槽に収容して，3日間飼育した後，2つの試験

区にほぼ等量ずつ分割した。収容密度は，第1回目

の試験では0.8～ 1.2個体 /ml，第 2回目の試験で

は1.4および1.6個体 /mlであった。

　飼育水は第1回目の試験では，島根県水産技術セ

ンター浅海グループの二次濾過器（東京久栄，孔径

40µm）を通過した海水を，(1) 精密濾過器（日本濾

水機，P－ 81型，孔径0.4µm）で濾過した海水（以

下0.4µm濾過区と略す），(2) 0.4µm濾過水をさらに

紫外線流水殺菌機（千代田工販，フロンライザー，

照射管2本）に通過させた海水（以下紫外線区と

略す），(3) 孔径 1µmの簡易型カートリッジ・フィ

ルター（東洋濾紙）で濾過した海水（以下1µm濾過

区と略す）を用いた。また，第2回目の試験では，

1µm簡易濾過海水と3µmの簡易カートリッジ・フィ

ルター（東洋濾紙）で濾過した海水（以下3µm濾過

区と略す）を用いた。

　飼育水は2日ごとに半量を交換した。また，毎日

水槽底を観察し，斑状の幼生の沈積の有無とその程

度を確認した。幼生の沈積は，サイフォンで取り除

くとともに，多量に沈積した日は換水を行った。飼

育水温は室温調節により，20℃前後に保ち，室内は

ブラインドで遮光した。餌料はPavlova lutheri お

よびIsochrysis galbana を 1日 1回，培養液とと

もに混合投与した。

　飼育期間中，幼生の浮遊密度と殻長の測定を，2

～ 4日に1回行った。浮遊密度は各水槽の通気点付

近の飼育水を100ml採取し，その中に含まれる幼生

数を計測した。殻長の測定は，幼生30個体について，

接眼マイクロメーターを用いて行った。

　なお，これらの試験は，1993年 1月から 2月に

かけて行った。

1.1.2　細菌分離用培地の調整　

　飼育水中の細菌を分離，培養するため，培地と

してZoBell-2216Ｅ培地，およびこの培地をTable 

II-1-1に示すように改変した培地（以下ZoBell改

変培地と略す）を用い，両培地に常法により飼育水

を希釈，塗布した後，20 ℃の恒温器中で10日間培

養し，出現した生菌数を比較した。

1.1.3　飼育水中からの細菌分離,培養および計測

　飼育水中からの細菌分離は，毎日，換水前に常

法により行い，20℃の恒温器中で10日間培養した。

生育したコロニーは，（１）白色または真珠色，（２）

白色で小さく，虫ピンの頭大，（３）黄色，（４）透

明，（５）その他，の5型に区分して計数した。

1.2　結果

1.2.1　細菌分離用培地の選択　

　ZoBell-2216E 培地と ZoBell 改変培地で生菌数

を比較した結果，ZoBell-2216E 培地では平均 19.3

± 4.51個のコロニーが，ZoBell改変培地では平均

39.7± 3.21個のコロニーが得られた。ｔ検定の結

果，5 ％の水準でZoBell改変培地で得られた生菌

数が有意に多かったので，飼育水中の生菌数の調査

には，ZoBell改変培地を用いた。

1.2.2　飼育槽中の生菌数の変動と幼生の浮遊密度

および殻長の変化　

　Fig.II-1-1に示すように第1回目の試験では，貯
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水終了3時間後，および貯水１日後の生菌数はいず

れも1× 103CFU/mlから 1× 104CFU/mlの間であり，

紫外線区が最も少なく，1µm濾過区が最も多かった。

貯水2日後にはすべての区で生菌数が104CFU/mlと

なったが，やはり紫外線区が最も少なく，0.4µm濾

過区と1µm濾過区はほぼ同じ値であった。幼生収容

1日後には逆に紫外線区において生菌数が最も多く

なり，1µm濾過区が最も少なくなった。4日後には

紫外線区が，5日後には 0.4µm 濾過区が 105CFU/ml

となり，10～ 11日後まで 105CFU/ml で生菌数が推

移した。

　一方， 1µm 濾過区では，生菌数が 6 ～ 9 ×

104CFU/mlの間で推移した。Fig.II-1-2に示すよう

に培地上のコロニーの性状は，1µm濾過区では，飼

育期間を通じて白色で虫ピンの頭大のコロニーが

60％以上を占めた。紫外線区では，幼生収容1日後

以降，白色で虫ピンの頭大のコロニーと白色または

真珠色のコロニーの割合がほぼ等しく，5日目以降

に透明なコロニーがわずかに出現した。0.4µm濾過

区は紫外線区とほぼ同様な傾向を示したが，5日目

以降透明なコロニーが著しく増加した。なお，透明

なコロニーをBTBテｲポール培地で培養したが，発

育しなかった。

　水槽底に形成された幼生の斑状の沈積は，飼育水

中の生菌数が，105CFU/mlとなり，透明なコロニー

が出現，増加した日以降に多く観察される傾向が

あった。なお，紫外線区では収容6，7日後，0.4µm

濾過区では 6，7と 9，10，11日後であり，1µm濾

過区では観察されなかった。

　Fig.II-1-3に示すように幼生の浮遊密度は，1µm

濾過区と紫外線区が飼育開始から4日後にかけて減

少したが，それ以降は6日後に増加した後，再び緩

やかに減少した。なお，紫外線区で，飼育当初は幼

生が水槽底に着底または直上に多く分布していたた

め，飼育当初の浮遊密度より後半の浮遊密度が高く

なった。0.4µm濾過区では，飼育開始当初から水槽

底近辺に分布している幼生が多かっため，浮遊密度

は当初から低く，その傾向は6日後まではほとんど

変化しなかったが，それ以降減少し，最終的にはほ

ぼ全滅した。幼生の成長は3区ともほとんど変わら

なかった。

　Fig.II-1-4に示すように第2回目の試験では，幼

生収容1日後に1µm濾過区の生菌数は105CFU/mlで

あったが，3µm濾過区は104CFU/mlで低かった。1µm

濾過区では，3日目以降生菌数は減少し，104CFU/ml

で推移した。一方，3µm濾過区では逆に増加し，4

日目以降105CFU/mlで推移した。

　培地上のコロニーの性状は，両区とも，飼育開始

当初は白色または真珠色のコロニーが優占したが，

次第に白色で虫ピンの頭大のコロニーの出現割合が

増加した。また，黄色のコロニーは，両区で観察さ

れたが，3 µm濾過区で，4日目以降出現割合の増加

が著しかった。

　水槽底への幼生の斑状の沈積は，3µm濾過区で生

菌数が105CFU/ml以上となり，黄色のコロニーの出

現割合が増加した，4日目以降に数回観察された。

　幼生の浮遊密度は，1µm濾過区では，第1回目の

試験と同様，飼育開始から6日後にかけていったん

減少した後9日後にかけて増加し，以降は再び減少

した。3µm濾過区では飼育開始当初から緩やかに減

少し続けた。幼生の成長は，両区でほとんど変わら

なかった。

1.3　考察

　飼育水の濾過，殺菌の程度により，幼生収容後の

生菌数およびコロニーの性状が異なることがわかっ

た。すなわち，孔径0.4µmで濾過を行うか，その後

紫外線照射し，人為的に細菌数を減少させた飼育水

は，貯水当初は生菌数が少ないが，幼生収容後は急

激に増加して，孔径1µmで濾過を行った飼育水中の

生菌数より多い状態で安定し，出現したコロニー

の性状も異なった。また，孔径3µmで濾過した飼育

水中の生菌数は，幼生収容当初は孔径1µmで濾過し

た飼育水中の生菌数より少なかったが，それ以降1 

µm濾過では生菌数は徐々に減少した後に安定した。

これに対し，3µm濾過では徐々に増加した後に安定

し，やはりコロニーの性状が異なった。一方，幼生

の沈積は生菌数が105CFU/mlとなり，かつ特徴的な

コロニーが増加した時に多く観察される傾向があっ

た。

　Garland ら70)は，孔径 0.2µmのメンブラン・フィ

ルターで濾過した飼育水中の生菌数が急増する原因

として，濾過後の飼育水中に含まれる細菌相が単純

になり，細菌間で競合が起こりにくくなるので細胞

数を急激に増加させる種が出現しやすいためではな

いかとしている。今回観察された幼生の浮遊密度の

低下や死亡の原因も，飼育水中の生菌数が急激に増

加し，その状態で推移したために幼生が悪影響を受

けたのではないかと思われる。また，幼生の浮遊密

度の低下や死亡が観察された飼育水中には特定の性
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状のコロニーの出現が急増する傾向があったが，増

加したのは第1回目と第2回目の試験で全く異なる

色素を産生するコロニーであったので，特定の病原

性を持つ細菌が増加したとは考えられない。

　また，従来の幼生飼育例77)では，0.4µm濾過また

は濾過後紫外線照射した飼育水を用いた場合は，本

試験と同様，孔径1µmや 3µmで濾過した飼育水を用

いた場合に比べて，幼生の生残率が悪い場合が多

かった。しかし，1µmで濾過した飼育水による飼育

と3µmで濾過した飼育水による飼育では今回の試験

と異なってほとんど差異がみられなかった。した

がって，前述した幼生飼育方法で，浅海グループの

前面海域において取水された海水を用いる場合に

は，孔径1µmの簡易カートリッジ・フィルターで濾

過した海水を用いれば，再現性の良い幼生飼育が可

能であると考えられる。ただし，この方法が適用さ

れるのは，浅海グループの取水と同程度の細菌性状

の海水が得られ，かつ病原菌の混入がない場合に限

られると考えられる。取水する海域や時期によって

は，イタヤガイ幼生に悪影響を及ぼす細菌の混入の

可能性があるため75)，今回の方法が必ずしも適用で

きるとは考えられない。病原性細菌による被害の防

止には，飼育水の紫外線照射，および無菌餌料の投

与および環境中の細菌数の低減が有効とされるが
78)，これらの処理を行った場合に今回の実験で紫外

線区で観察されたように，逆に生菌数が急増し，幼

生に悪影響を与えることも考えられる。そこで，病

原性細菌の混入を防止すると同時に生菌数を抑制す

るためには，濾過後，静菌化の措置をとる必要があ

る。飼育水へ抗生物質を添加して幼生が飼育されて

おり78)，イタヤガイ幼生飼育においても実験的には

幼生の成長および生残に効果がみられたが79)，耐性

菌の出現や，作業員への影響が懸念されるため，最

善の方法とは考えられない。したがって，飼育水中

に含まれる細菌組成を人為的に制御できるような，

海水の処理技術や幼生の飼育技術を開発する必要が

ある。また，これらの技術を開発する上で，飼育水

中の生菌数の増加が幼生に与える影響，および細菌

の組成や菌数の安定する機構に不明な点が多いの

で，これらの解明が必要であると考えられる。

２　飼育水中の細菌相の動態が幼生の生残およ

び成長に与える影響

　1節の試験結果で起こった幼生の浮遊密度の低下

や斃死が観察された原因は，飼育水中の生菌数が急

激に増加し，その状態で推移したために幼生が悪影

響を受けたのではないかと考えられた。また，幼生

の浮遊密度の低下や斃死が観察された飼育水中には

特定の性状のコロニーの出現が急増する傾向があっ

たが，急増したコロニーの特徴は試験回次により異

なったことから，特定の細菌ではないと考えられた。

しかしながら，二枚貝の幼生飼育において経時的に

飼育水中の細菌相全体の動態と幼生の生残および成

長との関連性を検討することは大変な労力を要する

ため，詳細な検討は行われておらず，微生物学的に

良好な飼育環境は把握されていない。

　そこで，本節では，飼育水中の細菌相全体の動態

が二枚貝幼生の生残や成長に及ぼす影響を明らかに

するため，イタヤガイ浮遊幼生の飼育において，常

に幼生の成長や生残が低いとされている連続換水飼

育と，成長や生残が比較的良い止水換水飼育80)にお

ける飼育水中の細菌動態を，浮遊幼生の成長および

生残状況と共に調べ，水中細菌相の変化が浮遊幼生

の成長や生残に及ぼす影響を推定した。

2.1　材料および方法

2.1.1　幼生飼育

　イタヤガイの母貝には，採卵前まで島根県松江市

島根町野井地先で海中垂下していた個体を用いた。

試験に供した幼生は，種苗生産マニュアル81)に記載

した操作により得た。

　幼生の飼育に供した餌料は，ハプト藻類

Isochrysis galbana，Pavlova lutheri および珪藻

類Chaetoceros gracilis の計 3種である。培養に

用いた保存株は，単種培養種であるが無菌ではな

かった。培養はES改変培地81)を所定量添加した滅

菌海水を5L容の三角フラスコに入れ，これに保存

株を接種し，エアポンプにより0.2µmメンブラン・

フィルターで濾過した空気を餌料が活発に攪拌され

る程度に通気した。また，培養温度は室温調節によ

りIsochrysis galbana，Pavlova lutheri は 20 ℃，

Chaetoceros gracilisは24～25℃に保持した。なお，

餌料としては対数増殖期から定常初期までの状態の

ものを用いた。

　本試験では，流水系と止水系の2つの換水方法に

より幼生飼育を行い，この2条件における全生菌数

および細菌相を構成する属組成の変化を調査し，そ

れがイタヤガイ幼生の生残および成長に与える影響

を検討した。飼育水は水産技術センター浅海グルー
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プ庁舎より100m沖合の底層から取水した海水を，

砂濾過により60µm以上の粒子を除去した後，繊維

濾過で20µm以上の粒子を除去し，さらに孔径1µm

のアドバンテク社製ポリプロピレンフィルターで濾

過した海水を使用した。Fig.Ⅱ-2-1に示すように

流水系は貯水・加温槽と飼育槽とを設け，チタンヒー

ターで飼育水と同水温に加温した貯水・加温槽内の

海水を飼育水全量が1日に1回交換する程度の速度

で飼育槽に流入させた。

　止水系は貯水槽に1日貯水し，室温で加温するこ

とにより飼育水と同水温とした海水を2～ 3日毎に

1度，半量をサイフォンで排水した後，貯水槽の海

水を水中ポンプで注水することにより換水した。両

系とも幼生が排水と共に排出されないように，流水

系では排水孔に幼生より小さい目合いのネットを貼

り付けた容器を装着し，止水系では同様の容器でサ

イフォンの排水を受け，幼生を回収した。飼育水槽

は500L容ポリエチレン製円型水槽を用い，幼生収

容密度は約1.2個体 /ml，飼育水温は室温調節によ

り全飼育期間を通して20± 1.6℃に保持した。な

お止水系では，飼育8日目に目合い100µmのネット

で幼生を選別するとともに水槽交換および全換水を

行った。餌料種は7日目までIsochrysis galbana，

Pavlova lutheri，7 日 以 降 Isochrysis galbana，

Pavlova lutheri およびChaetoceros gracilis を等

量ずつ混合して用いた。給餌および換水は種苗生産

マニュアル81)を参考に行った。投餌量は幼生の成長

に合わせて1日 1回，餌料培養液とともに飼育水中

の餌料プランクトンの細胞密度が103 ～ 104cells/ml

となるよう培養液とともに投与した。なお、培養液

の量は飼育水槽容量の0.1％程度であった。なお，

流水系では飼育水の流出による餌料の損失を補うた

め，貯水槽にも同量の餌料を添加した。止水系は，

換水を2日または3日毎に1度，半量行い，また毎

日水槽底を観察し，肉眼で観察できる幼生の沈積の

有無を確認した。幼生の斑状の沈積を認めた場合は

沈積した幼生をサイフォンで取り除いた。

　なお，幼生の浮遊密度は，飼育水槽の通気部付近

の水を100ml採水し，その中に含まれる幼生数を計

測することにより推定した。また，殻長は，浮遊密

度を計測した後の幼生のうち30個体を無作為に測

定した。浮遊密度の測定は1日 1回，殻長の測定は

2～ 3日毎に1回行い，細菌相調査は使用する直前

の飼育水，飼育水槽へ投入する直前の孵化水，止水

系における使用直前の換水用水，および，流水系に

おける飼育開始から3日間の換水用水について行っ

た。さらに，飼育開始から13日目までの両系の飼

育水を対象として1日 1回細菌相調査を行った。

2.1.2　細菌相調査

　海洋細菌の分離および計測にはZoBell-2216E平

板培地を用いた82)。調査対象とした幼生を含む飼育

水および孵化水は滅菌済み 40µm メッシュ付きピ

ペットを用い，幼生を含まない換水用水および餌料

培養液は滅菌済みピペットを用いて滅菌済みの試験

管に採取し，これを試料原液とした。この試料原液

を滅菌海水9mlに試料1mlを順次分注し希釈を行う，

10倍希釈法により適当な濃度に希釈した。

　全生菌数の測定は各段階の希釈試料 0.1mlを１

段階につき３枚の ZoBell-2216E 平板培地に塗抹し

て，20℃で７日間培養し，具現化したコロニー数を

計測し，その平均値を算出し CFU/ml（Colony 

Forming Unit /ml）として求めた82)。

　また，コロニー組成は，コロニー数が約 20～ 

200個出現した各希釈段階の平板培地のコロニー

を，形状と色調別に分類・計測し，異なるコロニー

ごとの百分率を算出してコロニー組成比（％）とし

て求めた。

2.1.3　海洋細菌の単離，培養，保存および属組成

の測定

　海洋細菌の単離は ZoBell-2216E平板培地上に具

現化したコロニーを釣菌することにより行った。得

られた各菌株の培養および保存は ZoBell-2216E 高

層培地を用い，継代培養は約2ヶ月に1度行った。

属組成は平板上に具現化した全てのコロニーのうち

コロニー組成を反映させた50菌株を釣菌し，その

各菌株を絵面, 清水の方法82)を一部改変し，Fig. 

II-2-2に示した 1次鑑別同定図式に基づき属決定

を行い，属ごとの百分率を算出して属組成比（％）

として求めた。

　同定試験は1次鑑別同定図式に従い，グラム染色

試験，運動性試験，Oxidation-Fermenntation(O-F)

試験，塩類要求性試験，DNA分解性試験，発光性試験，

オキシダーゼ試験および寒天分解性試験の計8項目

を行った82,83)。各試験に用いた菌体は保存菌株の一

部を ZoBell-2216E 斜面培地に移植し，20℃，2～

7日間培養することにより得た対数増殖期から定常

期に至る状態の新鮮培養菌体を用いた。各試験にお

ける操作は，沿岸環境調査マニュアル82)に記載され
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た方法に従った。なお，鞭毛の有無および性状の判

定は，運動性試験時に行った。

2.1.4　多様度指数の算出

　測定した属組成から，下記に示した各項目を算出

し，式（1），（2）に従い多様度指数の１つである

Shannon indexを求めた84)。

ここで  Ⅰ：情報エントロピー

 N ：属分類した総菌株数

 S　 ：分類した属数

 ni ：i 属に分類された菌株数

 H’ ：Shannon index

2.2　結果

2.2.1　幼生飼育

　Fig.II-2-3に浮遊幼生の密度と殻長の推移を示

す。浮遊幼生の密度は，止水系では水槽交換および

幼生の選別を行った飼育開始後 8日目までほとん

ど変化がなく約1.0～ 1.2個体 /mlの高い値で推移

したのに対し，流水系では飼育初期から緩やかな減

少が見られ，飼育開始後 4日目以降は約0.6個体

/mlの低い値で推移した。

　また，流水系と比較して止水系では，飼育期間を

通して常に幼生の成長が早く殻長も大きかった。止

水系の幼生は，飼育開始後7日目には殻頂期となり，

13日目には約 50％が変態期に達し，平均殻長は

218± 24.9µm であったのに対し，流水系では 9日

目にはほとんどの個体がD型期であり，13日目で

も殻頂期とD型期の幼生が混在し，平均殻長は 148

± 30.5µmであった。t検定の結果，5％の水準で有

意差があり止水系の幼生の殻長が大きかった。

2.2.2　細菌相の動態

　Table II-2-1に各海水・飼育水中の全細菌数お

よび細菌組成を示す。飼育に用いた各海水の細菌学

的な初期条件に関して，全生菌数は流水系に使用し

た使用直前の換水用水のみ102CFU/mlであり，その

他の海水は全て104CFU/mlであった。また，各海水

中の細菌組成は，使用直前の飼育水では Moraxella

が，投入する直前の孵化水では Pseudomonasおよび 

Vibrio が優占し，止水系に使用した使用直前の換

水用水では Moraxella が優占するものとなった。流

水系に使用した換水用水では，使用直前（1月 19日）

は Moraxellaが優占したのに対し，2日目（1月20日）

には Vibrio が，3日目（1月 21日）には Vibrio

および Alteromonas が優占する属組成となった。

　次に，Fig.II-2-4に飼育期間中における飼育水中

の細菌数の経時変化を示す。飼育開始後の細菌相の

動態であるが，図に示すように飼育水中の全生菌数

は止水系および流水系とも幼生投入直前には1.2×

104CFU/ml であり，止水系では飼育開始後 11日目

に，流水系では12日目にそれぞれ105CFU/mlに達し，

その後は両系とも104 ～ 105CFU/mlで変動しており，

ほぼ類似した変動傾向を示した。

　一方， Fig.II-2-5 に示すように各系の細菌組

成は，飼育結果に明確な差が見られた飼育開始後

5日目までの間において，明らかに異なる変動パ

ターンを示した。また，全飼育期間を通して，流水

系では，止水系と比較して各属の占有率が大きく

変動した。すなわち，流水系では飼育開始直後か

ら5日目までの各属の比率は１日ごとに大きく変

動した。また，飼育開始5日目以降では，止水系

は Vibrio，Pseudomonas，Moraxella，Cytophaga， 

Flavobacterium の比率が一定となる安定性の高い状

態で推移したのに対し，流水系では飼育日数の経

過とともに属分類の不可能な菌株の増加とともに 

Moraxella が優占する多様性のない，単純な菌相に

収束する様相を示した。

　さらに，各系列の多様度指数を算出し，その変

化から各系の細菌相の変動を検討した結果， Fig. 

II-2-6に示すように止水系の多様度指数の変動幅

は飼育期間を通して小さく，属組成の安定性が高

かったのに対し，流水系の多様度指数の変動幅は飼

育期間を通して大きく，属組成の安定性が低かった。

2.3　考察

　二枚貝幼生の飼育不良の原因として，水中細菌の

量的・質的変化を指摘する報告が多い。これらは，

飼育水中の全生菌数の変化を重視した報告53-56)と，

特定の細菌相の変化に注目した報告に分けられる。

後者ではVibrio の影響を指摘した報告が圧倒的に

多く57-60)，次いでAeromonas 61,62)，Pseudomonas の影

響が報告されている63)。

　しかし，これらの属は通常の飼育水中に存在する

細菌相の構成属であり，健康状態が良好な幼生は常
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にVibrio やPseudomonas を含めた多種の微生物を

濾過摂食し，消化管内や組織にもこれらの細菌が存

在していることが確認されている50)。従って，病原

菌に属する細菌の存在が必ずしも感染を引き起こす

原因にならないことは明らかである。一方，無処理

海水中では，滅菌処理した海水中と比べ病原菌数の

減少が短期間に生ずるという報告73)，また病原性を

持つ特定の細菌が増加していない飼育環境において

も幼生の生残に差が生じるという報告もある69)。こ

れらの報告を総合すると，病原菌の消長に水中細菌

相全体の変化が大きな役割を果たしている，すなわ

ち，飼育水中における個々の細菌の消長ではなく，

細菌相全体の動きが幼生の生残や成長に重大な影響

を及ぼすものと推察される。

　本研究においても，換水方法の違いにより，飼育

開始後の飼育水中の全生菌数の変動には差異がみら

れなかったものの，細菌相を構成する属組成の変動

は大きく異なった。すなわち，幼生の生残および成

長が不良であった流水系では，飼育初期に各属の占

有率が大きく変動しており，細菌相を構成する属組

成の安定性が幼生の生残および成長に大きな影響を

与える要因の一つであることが示唆された。

　なお，流水系の幼生の生残および成長が不良で

あった原因には，換水の流入による物理的ストレス

が関係している可能性もある。しかしながら，流水

系では毎分あたり0.3～ 0.4Lの緩やかな連続換水

であったのに対し，止水系では換水にあたって一

時的にせよ毎分あたり約10Lの速度で急速な換水を

行っており，換水による物理的ストレスは幼生に影

響を与える要因であるとは考えられない。

　両系の飼育水中細菌の属組成を詳しく観察する

と，流水系では飼育中期から後期にかけて属分類の

不可能な菌株の増加とともに，Moraxella のみが優

占する単純な菌相に収束したのに対し，幼生の生残

および成長が良好であった止水系では複数の属の比

率がほぼ一定となる安定性の高い属組成が維持され

た。しかし，Moraxella は両系ともに存在していた

ことから，この属が幼生に直接の悪影響を与えてい

るとは考えられない。止水系では複数の属からなる

安定な細菌相が形成されていたことから，特定細菌

群の影響を排除する緩衝的機能が働き，その結果，

良好な幼生の生残および成長につながったものと推

察される。

　なお，止水系では飼育開始後8日目に，飼育水槽

および飼育水の交換と幼生の選別を行ったが，その

前後の総生菌数および細菌相はほとんど変化しな

かった。この原因は，交換に用いた海水は，1日貯

水したものであったので，飼育水槽内に安定した細

菌相がほぼ形成されていたこと，および収容後の幼

生密度の低下が観察されなかったことから，活力低

下や死亡した幼生体内で特定の細菌群が増殖しな

かったことによると考えられる。

　一方，細菌を幼生の餌料として捉えると，細菌自

体を構成する脂肪酸に二枚貝幼生にとっての必須脂

肪酸は含まれていない76)が，細菌は幼生の成長に必

要なビタミン類や，酵素などを含んでいるため，餌

料とした微細藻類の補足的な栄養源となりうると考

えられている76)。したがって，安定した水中細菌相

の効果は，幼生にとって細菌学的に良好な環境状態

を整えることと同時に，有効な餌料を供給すること

にあると考えられる。

　近年，幼生にとって有益な単細菌種を投入するこ

とにより，良好な飼育成果を得る手法が報告されて

いる85,86)。これらの報告では、細菌は幼生の餌料と

して有効であると報告されており、幼生に悪影響を

与える細菌群に対する緩衝的機能については言及さ

れていないことから，一概に特定細菌種が優占する

細菌相を構築することが，必ずしも良好な飼育結果

をもたらすとは限らず，水中の細菌組成を多様化し，

安定性の高い状態に保つことが，二枚貝幼生を飼育

する際の最も重要な要因であると考えられる。

３　Nannochloropsis sp.の飼育水への添加が幼

生の成長や生残に及ぼす影響

　2節で述べたように，流水式飼育は幼生の浮遊密

度の減少が著しく，成長も悪かった。この一因は，

流水式飼育では飼育水中の細菌相の変動が著しいこ

とにあると考えられ，佐藤ら87)はこの変動を緩和す

るため，魚介類の種苗生産でいわゆる「水作り」の

た め に 用 い ら れ て い る 真 正 眼 点 藻 類 の

Nannochloropsis sp.に注目し，その培養液の上清

を飼育水に添加すると細菌制御効果が発現し，幼生

の成長，生残が改善することを報告した。しかし，

この方法はNannochloropsis sp.の 10万 cells/ml

相当の培養液の濾液を作成して毎日添加する必要が

あり，飼育現場では煩雑で実際的ではない。佐藤ら
87)はNannochloropsis sp. の 10 万 cells/ml を細胞

ごとイワガキ幼生飼育水に添加したところ，幼生の

浮遊密度が減少したことを報告し，原因として添加
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したNannochloropsis sp.の細胞が過剰であり，幼

生の摂餌を妨げたためと推定している。また，

Nannochloropsis sp.の培養液の添加濃度は，事前

の予備実験により明確に細菌相に差異があると判断

された濃度としているが，培養液上清の添加による

細菌制御効果は，Nannochloropsis sp.の細胞の細

胞外分泌物によるいわゆるアレロパシーによる部分

が大きいと考えられ，Nannochloropsis sp.の細胞

を低密度で飼育水に添加し，それらの細胞が分泌物

を持続的に分泌することで上清の添加と同様な効果

が得られる可能性も考えられる。そこで，

Nannochloropsis sp.の細胞を幼生の摂餌に障害が

生じない範囲で培養液ごと飼育水に添加し，イタヤ

ガイ幼生の生残や成長の改善を図る目的で試験を

行った。

3.1　材料および方法

　試験は，1997 年 12 月 4 ～ 15 日までと 1998 年

1月 8～ 20日までの 2回おこなった。飼育には，

Fig.II-2-1と同様な流水式飼育装置（500L円形水

槽使用）を用いた。飼育水は，島根県水産技術セ

ンター浅海グループ庁舎より100m沖合の底層から

取水した海水を，砂濾過により60µm以上の粒子を

除去した後，繊維濾過で20µm以上の粒子を除去し，

さらに1µmのアドバンテク社製ポリプロピレンフィ

ルターで濾過した海水を用いた。流水量は毎分約

400mlとし，24時間流水とした。

　イタヤガイ母貝には，採卵前まで島根県松江市島

根町野井地先で海中垂下していた個体を用いた。試

験に供した幼生は，種苗生産マニュアル81)に記載し

た操作により得た。

　幼生の飼育に供した餌料はハプト藻類の

Isochrysis galbana と 珪 藻 類 の Chaetoceros 

gracilis を用いた。この 2種の保存株は，単種培

養であるが無菌ではなかった。培養はES改変培地

を所定量添加した滅菌海水を5L容の三角フラスコ

に入れ，これに保存株を接種し，エアポンプによ

り 0.2µmメンブラン・フィルターで濾過した空気

を餌料が活発に攪拌される程度に通気し，培養温

度は室温調節により，Isochrysis galbana は 20℃，

Chaetoceros gracilisは24～25℃に保持した。なお，

餌料としては対数増殖期から定常初期までの状態の

ものを用い，標準量を飼育槽と貯水槽へ1日 1回投

入した。また，添加したNannochloropsis sp.の培

養法は，Isochrysis galbana と同様な方法で行った。

Nannochloropsis sp. は，イタヤガイ幼生で予備

的に試験したところ，10,000cells/ml を超えて添

加すると幼生の浮遊密度が大きく減少したので，

5,000cells/ml 添加する区（以下 5,000 細胞添加

区と略す）と 10,000cells/ml 添加する区（以下

10,000細胞添加区と略す），および無添加のコント

ロール区（以下コントロール区と略す）の3区を設

けた。水槽への添加方法は餌料と同様とした。但

し，Nannochloropsis sp.を添加する区は，水槽に

幼生を収容する前日にあらかじめNannochloropsis 

sp.を所定量添加した。また毎日水槽底を観察し，

肉眼で観察できる幼生の沈積の有無を確認した。幼

生の斑状の沈積を認めた場合は沈積した幼生をサイ

フォンで取り除いた。

　なお，幼生の浮遊密度は，飼育水槽の通気部付近

の水を100ml採水し，その中に含まれる幼生数を計

数することにより推定した。また，殻長は，浮遊密

度を計数した後の幼生のうち30個体を無作為に測

定した。浮遊密度の測定は1日 1回，殻長の測定は

2～ 4日に 1回行った。飼育水温は17℃から 20℃

の間であった。

3.2　結果

3.2.1　1回目試験　

　Fig.II-3-1に幼生の浮遊密度の変化を示した。ト

ロコフォアは1.9～1.7個体/mlの密度で収容した。

幼生の浮遊密度は，コントロール区で飼育開始2日

目に1.1個体 /mlに急減し，6日目以降は飼育開始

時のほぼ1/2の 0.7～ 0.9個体 /mlの密度で推移し

た。一方Nannochloropsis 添加区では両区とも飼育

開始以降緩やかに密度が低下し，5,000細胞添加区

では12日目に 1.0個体 /mlと最低になったが，13

日目に1.5個体/mlまで回復した。10,000細胞添加

区でもやはり12日目に 1.2個体 /mlと最低となっ

たが，13日目に1.5個体 /mlまで回復した。

　Fig.II-3-2 に幼生の平均殻長の推移を示した。

幼生の平均殻長は，飼育開始 4日目には 120.7 ～

120.8µm で 3槽ともほぼ同様であったが，7日目

には 5,000 細胞添加区で 146.9µm，10,000 細胞添

加区で 143.8µm，コントロール区で 141.4µm と，

Nannochloropsis 添加区の方が大きくなった。この

傾向は10日目以降も続き，13日目には，5,000細

胞添加区で 208µm，10,000 細胞添加区で 190.3µm，

コントロール区で 170.8µm と，Nannochloropsis 添

加区の成長がコントロール区を上回り，平均値が等
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しいかどうか検定を行ったところ，5,000細胞添加

区とコントロール区，および10,000細胞添加区と

コントロール区ではそれぞれ有意な差が認められた

（t検定、p<0.01）。また，Nannochloropsis 添加区の

間でも平均殻長は5,000細胞添加区が10,000細胞

添加区を上回り，平均値に有意な差が認められた（t

検定、p<0.01）。

3.2.2　2回目試験

　Fig.II-3-1に幼生の浮遊密度の変化を示した。ト

ロコフォアは 1.0～ 1.6個体 /mlの密度で収容し

た。幼生の浮遊密度は，コントロール区で飼育開始

8日目に0.4個体 /mlと最小密度を記録したが，そ

れ以外は0.6～ 1.1個体 /mlの密度で推移し，1回

目試験のような大幅な減少は見られなかった。一

方Nannochloropsis 添加区では両区とも飼育開始以

降緩やかに密度が低下し，5,000細胞添加区および

10,000細胞添加区では1.0～ 1.6個体 /mlで推移し

た。

　Fig.II-3-2 に幼生の平均殻長の推移を示した。

幼生の平均殻長は，飼育開始 2日目には 119.5 ～

121.2µmで 3槽ともほぼ同様であったが，4日目以

降Nannochloropsis 添加区の方がコントロール区よ

り殻長が大きくなった。12日目には5,000細胞添加

区で平均殻長221.5µm，10,000細胞添加区で213µm，

コントロール区で 187.8µm と，Nannochloropsis 添

加区の方が大きくなり，平均値が等しいかどうか

検定を行ったところ，5,000 細胞添加区とコント

ロール区，および10,000細胞添加区とコントロー

ル区ではそれぞれ有意な差が認められた（t検定、

p<0.01）が， 5,000細胞添加区と10,000細胞添加

区では有意な差が認められなかった。

3.3　考察

　この試験では，直接細菌数や細菌相の変動を観

察せず，イタヤガイ幼生の生残と成長の差違によ

りNannochloropsis sp.細胞の添加効果を推定した。

Nannochloropsis sp.細胞を 5,000細胞添加した区

と10,000細胞添加した区は，添加しなかったコン

トロール区と比較して幼生の成長が早く，浮遊状態

が良いと考えられたことから，飼育水中の細菌相の

制御は培養液を細胞ごと添加する方法でも可能と推

定された。また，5,000 細胞添加区と 10,000 細胞

添加区と比較すると，浮遊密度は10,000細胞添加

区でやや変動が少なかったが，平均殻長は，5,000

細胞添加区が 10,000 細胞添加区を上回ったので，

Nannochloropsis sp. 細胞を 5,000 ～ 10,000cells/

mlの範囲で添加することで，幼生の成長，生残の

改善が期待できると考えられる。

４　まとめ

　飼育水の濾過，殺菌の程度により，幼生収容後の

生菌数およびコロニーの性状が異なることがわかっ

た。すなわち，孔径0.4µmで濾過を行うか，その後

紫外線照射し，人為的に細菌数を減少させた飼育水

は，貯水当初は生菌数が少ないが，幼生収容後は急

激に増加して，孔径1µmで濾過を行った飼育水中の

生菌数より多い状態で安定し，出現したコロニーの

性状も異なった。また，孔径3µmで濾過した飼育水

中の生菌数は，幼生収容当初は孔径1µmで濾過した

飼育水中の生菌数より少なかったが，それ以降1µm

濾過では生菌数は徐々に減少した後に安定した。そ

れに対し，3µm濾過では徐々に増加した後に安定し，

やはりコロニーの性状が異なった。一方，幼生の沈

積は生菌数が105CFU/mlとなり，かつ特徴的なコロ

ニーが増加した時に多く観察される傾向があった。

したがって，孔径1µmの簡易カートリッジ・フィル

ターで濾過した海水を用いることで，再現性の高い

幼生飼育が可能である。

　さらに，細菌の属まで査定し，飼育水中の細菌相

の変動を観察した。その結果，幼生の生残および成

長が不良であった系では，飼育初期に各属の占有率

が大きく変動しており，細菌相を構成する属組成の

安定性が幼生の生残および成長に大きな影響を与え

る要因の一つであることが示唆された。すなわち，

幼生の生残および成長が不良であった系では飼育中

期から後期にかけて属分類の不可能な菌株の増加と

ともに，Moraxella のみが優占する単純な菌相に収

束したのに対し，幼生の生残および成長が良好で

あった系では複数の属からなる安定な細菌相が形成

されていたことから，特定細菌群の影響を排除する

緩衝的機能が働き，その結果良好な幼生の生残およ

び成長につながったものと推察される。したがって，

水中の細菌組成を多様化し，安定的な状態に保つこ

とが，二枚貝幼生を飼育する際の最も重要な要因で

ある。

　飼育水中の細菌相を安定させる目的で，佐藤ら87)

はイワガキ幼生を用いて，Nannochloropsis sp.の

培養液を飼育水へ添加することにより良好な細菌相
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を保つことができると報告した。この結果を基に人

工種苗生産の現場で実行可能な手法として，

Nannochloropsis sp.の細胞を直接飼育水へ添加し

てイタヤガイ幼生の成長や生残を観察したところ，

Nannochloropsis sp.の培養液を細胞ごと 5,000～

10,000cells/mlの範囲で添加することでも同様な効

果が期待できることが分かった。この手法は現在，

イワガキの人工種苗生産にマニュアル化99）して取り

入れられており種苗の安定供給に貢献している。
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