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1 行あける

1,はじめに 
広島県は国内有数の養殖カキ産地である.同県で

生産されるマガキの大部分は剥きガキとして出荷さ

れるが,カキ殻を剥く専門職(打ち子)の高齢化が問題

となっており,近い将来においてカキの出荷形態は

剥きガキから殻付きガキに転換せざるを得ない状況

が生じると予想されている.ここで問題となるのは

出荷する際のカキ殻について微生物学的安全・衛生

基準が存在しないということである.カキ殻に付着

する微生物についての文献は存在しないが,その安

全・衛生基準の確立は同県のカキ養殖業における打

ち子の絶滅という産業構造の変化を受け,非常に重

大な課題となる.従って筆者らはこの課題解決のた

め,呉市のカキ養殖企業との協働によりカキ殻表面

に存在する全バクテリア由来 DNA の定量検出に取り

組んでいる.その結果としてカキ殻 1g には 1 億匹を

超えるバクテリアが付着していることを解明した. 

図-1 カキ殻表面の菌数 

またカキ殻に存在する微生物の菌叢を調査し,例
外なく Microvirgula aerodenitrificans という種が高い

占有比率で存在していることを世界で初めて明らか

とした.本研究では過去に報告されたいくつかの文

献知を総合することで,同細菌がマガキに及ぼす影

響について 2 つの仮説を考案した. 
仮説 1, 同細菌の作用によりカキ殻がアラゴナイト

相からカルサイト相に移行している 
 貝類の殻の主成分は炭酸カルシウムであるが,カ
キ類を除くほとんどの貝類はアラゴナイト(炭酸カ

ルシウム結晶の一種)で構成されるのに対し,カキ類

成体に限っては同質異像結晶であるカルサイトで構

成されている.カキ類は稚貝の時点ではアラゴナイ

ト相の殻を持つが,
成長に伴いカルサ

イト相に移行する

ことが知られてい

る 1).またこれとは

別にアコヤガイ(真
珠貝の一種)が同菌

種を含む細菌群に

感染することで,通
常アラゴナイトで

構成される真珠が

カルサイトで構成さ     図-2 仮説 1 概要 
れた異常真珠化するという知見も報告されている 2).
これら 2 つの知見を総合すると ,カキ殻への

Microvirgula の付着によりアラゴナイト殻からカル

サイト殻への異像化が起こるという仮説が導かれる. 
仮説 2, 同細菌はノロウイルスの特異的吸着作用を

持つ 
 M, aerodenitrificans は従来廃水処理生態系（e,g,活
性汚泥）から検出の報告が多い微生物である.活性

汚泥内の微生物にはヒト腸管に感染し増殖したノロ

ウイルスを吸着するキャリアーとなる種が存在する
3).ノロウイルスはこれらのキャリアー微生物に吸着

することで塩素消毒による不活化を免れ海域に流入

し,カキ等の貝類に蓄積されて再度ヒトに感染する.
本研究では廃水処理生

態系とカキ殻表面とい

う全く異なる環境から

M,aerodenitrificans が共

通して検出されたとい

う新知見に基づき,本
菌種にノロウイルスの

吸着能があり,廃水と

カキを結ぶキャリアー

であるという仮説を立

案した.              
図-3 仮説 2 概要 

上記 2 仮説の証明に最も効果的なのはカキ殻表面の

M, aerodenitrificans を分離し,その性質を調査するこ

とである.従って本研究では当該細菌の分離培養に
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取り組んだ. 
 
2,実験内容  
上記仮説実験で使用するマガキは,令和元年度の

本校インキュベーションワークで譲り受けたものを

使用した. 
 

2,1 牡蠣殻表面に付着した微生物の獲得 
 寒天平板培地法を用いて,マガキ殻表面に付着し

ている微生物の集積,そこから画線培養法で菌を純

粋化した.培地の組成は表-1 に示した. 
   表-1 集積・分離培養用の培地の組成 

 
2,2 Cell Lysate の作成 
 画線培養によって獲得できたコロニーは,DW を

入れたチューブに懸濁し,BL buffer と Proteinase K 溶

液を用いて,純粋化したコロニーから Cell Lysate の
作成を行った.プロコトルは下記に記載. 
①チューブにコロニーと試薬を混和. 
②60℃ー20 分,95℃ー5 分で溶菌. 
③10000rpm,15 分で遠心分離を行い上清を回収した. 
 
2,3 PCR 反応 
 作成した Cell Lysate に Sapphire Amp とプライマ

ーを混和し,サーマルサイクラ―を用いて,PCR 反応

を行った.プロコトルは下記に掲載. 
予熱 95℃ー2 分 
PCR サイクル（35 サイクル） 

   熱変性 95℃ー10 秒 
   アニーリング 55℃ー5 秒 
   伸長 72℃ー30 秒 
最終伸長 72℃ー2 分 
 

2,4 PCR 産物の精製と解析 
 PCR 産物は,電気泳動による増幅が確認されたの

ち,AMPure XP を用いて,精製を行い,シーケンスプラ

イマーを混和し,サンガーシーケンス解析サービス

（FASMAC 株式会社）に解析を外注し,得られた塩

基配列を NCBI データベースと照合し,種の同定を

行った. 

3,実験結果と考察  

3,1 サンプルの解析結果 
解析には全部で 40 サンプルを外注したが,そのう

ち,塩基配列を解析できたのは下記の表-2 に示す 16
サンプルとなった. 
3,2, M,aerodenitrificans の分離 

 3,1 から本研究の目的である M,aerodenitrificans の
分離株を獲得することには至らなかった.その代わ

りに,カキの食中毒の原因の一つであるビブリオ菌

の分離には成功した. 
表-2 実際に解析できたサンプル一覧 

 
 
４,まとめと今後の課題 
・この結果から,牡蠣殻表面において占有してるに

も関わらず,M,aerodenitrificans の分離に至らなかっ

た.従って当該細菌が難培養性である可能性が示唆

された.一般に海洋細菌は難培養性であることが知

られており,培養可能種は全体の 0.1%程度であると

見積もられている.今回の培養条件では当該細菌が

コロニーを形成することが無かったと考えられた.
本研究の分離条件では獲得することが困難であると

考えられるため,今回の実験で使用した培地とは別

の培地を用いて再度分離を行う,あるいはカキ殻か

ら直接ゲノム DNA を抽出し環境メタゲノムから当

該細菌のゲノムを再構成し,仮説 1,2 を検証する必要

がある. 
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 分量 
R2A Broth ダイゴ 3,2g/L 
KH2PO4 3,2g/L 
K2HPO4 9,7g/L 
KNO3 0,5mmol/L 
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