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淡水産植物コカナダモの微生物分解
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jノ･JL † 仁均を糾m+るJ-kとして,光 (成 ′Ⅰ 緒 言 fJ一助利用の

近年,掩壁湖を婦め会同の河川,湖沼fi･t'に人tii

の鵡類や水化純物が繁殖し,そjL/)が堆机僻敗する

ことにより,水質の,t.tや特界fj臭いなどの公譜がGf

発Jiしている. また.外純の廃焚物による環境汚染

の過行が著しく,我々の馳b i生活が符かされる,:Ikr･

至っている.払岡らは淡水確植物 E:よる河LIlの汚濁

物質の除去について研究し,それ .)の細物が他物本

法があり.そLlらの光合成能を利用 Lた高分 Jこ化合

物の余成7)や,tfオマスとしてJ利札 lに,) き･' 光エ

ネルギーや水菜エネJLギ-としてtl JJi別なu収する 'L

どが研究されている.

河川,湖沼fJtに大王tこ発生する稚額や水化旭物' LL

をバイオマスとして糾悶したり,亀岡らのいうG!頻
や,虫金rLA = 7させR,収するj法のt額を水代柄杓 L吸1 r] f

来の1'R分ではないフタル酸エステル,Ĵ組の腺痛顎 確立などは地球 Lの有限の鞍源のL-l劾利F=jY考えるlj:

や屯金属類などを吸収する代打があり,水質浄化に Lでili嬰な課堰である.本報では,その第 ･歩とし

y示しているト 6'有効であることJI . ･JJ-.このような てそれ()統物の主成分であるセルロース性の物質の

環境閉歯を含 d).新しいエネルギー源の問党利 mが 微ノヒ物に j:る分解について検討した. 

急がれているが,入隅エネルギーの有効利爪はその
中で も大きな伯駅をrtiめている.太掲エネルギーの 
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上川 近故人芋段乍部紀要

11 実等奏材料および実額方法 

1.供試植物

本研究には,固芯性の淡水産水性植物の一･唖であ

る トチカガ ミ科の コカナダモ ( oe nIll///E/do tLL ' 

(Plnh)tJh)を用いた.この植物はアメリカac.S.on

北東部原産で.n本には昭和初期に生理実験材料と

して輸入されたものが天然水域に連出した帰化植物

で,1961年珪嘗湖の北部において再発見された.繁

殖ノJが人変強 く2mにし及ぶ茎の ･郡がきれて流

されてt,,そこで根を卜ろし繁雑するため,現在で

は,駕笹湖はもちろん,稚鮎の放流に作って関虎以

内の本州.四国,九州の卓る所で普通に見られるよ

うになっている.雌雄炎株であるが口jb:に棚化して

いるのは雄株のみと報/A'･さjしている9･仰 .

供試試料柏物の採取は,lt岡らが採収したのと同i

じ任官湖北郡のマキノ町周辺の湖岸近くの水路で行 

-ノ Fi.た (g日.根の部分はできるだけ取らないよう

に.また付lYrしたitやゴミなどを取り込まないようJ･ li

に他物体を採取し,湖水Jf用いて1,｢) i行い,= - o :: 洗沖 r 

軽 く水切r)したしのを人W_のポリ容器に入れて'R験

第 22弓･(1989) 

室に持ち帰っ1=.水道水により2-3回 くリ返し洗

後, 卜分な水切J :浄を行った･ )IyL,同L;ホリ容器に

入れ 5oCの恒温室に保存した.二の保存により約 1

ケ月は,採取時とほぼ同じ状態を保っており,3ケ

月間は,実験に使用できた. 

2.供試土壌試料

供試柏物を分解する微生物を検索するため,近依

圏を中心に全国から土壌試料41点を始めた.供試細

物の分解実験を行う際には,採取した土壌試料と水

道水を 1:9の虫は比で混和した･土壌懸濁液として

用いた. 

3.気泡塔型培養槽 

mいた'̂泡塔型培丑紙の概略図をFig,2に′斥す.

内緒65mm¢のガラス管 (全長335mm)の底部にガ

ラスフィルターを取 l)付け,その FJYロート状に絞:

る.また,管の途 rLl4ヶ所に外托10mnl¢のガラス

管を取リ†･fけ,増水液や空気の流人,続出に刷 いた.
増発液山は,サンアリン7'に作う増茂液 tiiの減少ri:

･号膚し, でrt, 'ht . ･･原則として600ml TI過去(iは10＼＼m

とした.試料のサンアリングは,カラム上部JJ･/)ヒ 

Fl . imlllLStrfE/dtI Mr(g1 Sl)nEie) 〝ll //I/// 
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= 結果と考察 
1.コカナダモ

採取したコカナダモ試料の巷部分の乾煉唱u,求

分含rl率を測定した.

O708.t)0g供旗憶拘 (湿伯山5 の乾性iEiiは2 ±00 2 

an=11g( 3:me

水分含打率約944%であっ1=

±SD)であり,乾物含日雀約56%,

.水分含有率が約9

という高い値であるため,本髄物の分解やイ1効刷T~ V

/50O

｣ リー il
法の検討には,水分を含んだままの状態でKJF葺tFけ る

ノ)那,乾確に伴う作繁やエネJLギーを節約でき合 FlÎr 
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iF 的的であると想われる. tti岡/)の分析によitば,ft･

僅湖で採取しt_.コカナデモは憤物本来の成分ではrJ:
い化学物質や各種tJ)金践成分を他の多 くの植物類よ

duse 
P t'elPllteUOr LJltelt)Lo. pllfor･ 

liund･m( )Hlli.h (pr..ド, SSf rMkLPi
I;
Jg '' e.
りも多 'iitこ含有すると報告しているが,旭拘休の上
成分はやはりセルロースを主体としたもの といえ 

)lll( ZmHhsLL,l‖e )teersmuL･さ 

Co)(.雀'h採取した.棉建温度は3 にti /a.

1,01の恒温水脚中 水洗した植物体を押出後,乳鉢でへ-スト状に破設定したが.温度コントロールは 

の温水を培貞f mm卓のUt

字型金属 -イブの中に通すことによl)行っLL.この た.原液 (×1倍)は pH値80,×2倍74,×5倍 

81ix HplT内部に鞭 l T =H･け1州 砕した･iのを蒸留水で希釈し,その) 伯を測定し

方法で培jn.lt 4.,54.,068.,×1倍6 ×1倍6 ×5

に股定ITる必要があった. 以上の希釈では-

倍00億64となり.×1°0i内 Jを3Cに保つには,101恒温水槽の

0n

2Co水温を3

消泡は,シリコン油,オリーブ油,綿実油などい 班用した蒸留水と同じ 

希釈した植物破砕試料 1

Hp 値はほとんど変化せず,二の岬

Hp 旭をJT,した.また,ヒ記の-･

.も有効であったが,消泡剤日体が微生物にfl川] 11に, L壌懸濁液 lnllをヴit

0,
8加え,2oCで静思培推し,試料液の色調と純物の同

形分の状態を戦野したところ,×1 ×1
される可能性を少な くする｢l的で上としてシリコン

-iitは,増強液600mlに対して 1油を用いた.tk'用 , 5倍のもので

5m】で十分であり,通常 2mlの添加を適時に行っ は.他の希釈試料と比較して,肉眼的にt,判WTでき

4

た. る軽の人きい変化を示したので,以後の実験では,

.植物固形物最終沈澱量の測定 )J5柄物破砕液の ×10,または ×1倍希釈tむの引削羽

10mlメスシリンダーに植物体を分解中のサンプ した. 

0

2,気泡塔型培養槽による植物体の分解 

mm¢試験管及び3

00.ル1 時間静芯後の残存組物固形

物の沈持す止 Lを組物固形物最終沈澱it

4111)を托入し,2

81 0nll･二.杓フラスコ,500nllとした. 

0Co

.5 粘度の測定

粘度は,3

02.,rpm

の恒温水槽中で,オストワルドの紡

度計を用いて測定した.増染液は3000 分間

hj付きフラスコを用いた往役振出増発によ I)植物体

020c.の分解実験を行ったが,振巾5 m,1

度の振出では,増兵液の底部に植物のLgJ形物が沈澱

往役/分掩

の遠心分離を行い,その と粒み液を粘度測定用の供 してしか ､ 本分解r',卜分に牌梓することができず, Ji

,洗液とした.精度の-&示は遜射水を i2g.001. としたとき 掛 こは適していなかった.そこで F に示す弼道

の相対粘度で示した. の気泡塔型横式槽を用いて憶物体の分解J:Y試みた.

Z
.微生物分離用培地

細菌類の分離 に TB 添加代用肉汁寒天培地 

増発液として15倍希釈液を用い,これに栄頗源を

補給する目的で硫酸アンモニウムを01%添加ル ,卜

6
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壌試料懸濁液 6mlを加えて培養を行った. 

3日間の培変で.増産液の色に変化が現われ 9c間日頃より増加 し2 72時間目では1 ellsml

示すように培糞開始とといニー度低下したが 時,1
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い歯数を示した.その後徐々に低 卜したか.顕微近め認が

られ f 

全な曲土色に変化した. の登場が認め･)紘.値物体の細胞壁の急激な減少が

増発液の滋適 pH値を得ろ目的で,増連破の初納 認められた.

= .

H伯を5 ,7 ,8

時間増丑後,地物固形物の巌終沈澱出は Fig.3に示 どの経過か･う考えると,酸及ひ.癌粘度物質等の産

0.0.0,p

伯低にしてほぼ-fまたは少し上昇

しf_･(Fig.4).増発液の粘度変化は,48時間までは る , いずれにしても,以上の結果か/>推測できるこ

低 F傾向を示 し/二が,その後増大 して初期pH値 とは,柄物の分解は細南による荊一･段階の分解と,

'Jが.48時間頃 ri･

50,8.0の t,のではLLrz
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始め,頚微鏡による観察で t,,細歯群の増殖

1週間の培鍵で増発液の色は滞線色から完 鏡観察では,細菌が減少する傾向.'二相反して糸状菌

増発液の 経過,粘度変化,植物固形均の前項 fj

出も′示唆きれろが.単:=旭物細胞の崩蟻に作う細胞

度変化は糸状菌の発育に起関するIuのとt,考えられ

そiu=続 く糸状菌による第二段階の分解という 二段

7ヱ 

終的には,初期の鮮度より大

きくなった(Fig.5).培凍液中の細胞敬は,Fig.6に 階比応であるということができる. 

Iu

に調屯し経時変化を見た.96
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3.土壌試料のスクリーニング きれたので,縛られた分離歯を用いて,両者の関係

ml答の坂口フラスコ中に1倍希釈植物液100 

Y絶入し,

0

B
5

･I 各地かm

00

:,

を検討した.熱風乾機懐で乾燥した版物体を乳鉢と

躯めた上磯試料の懸濁液 J:y加 rn00乳性で粉末抑 こし,その05 を10g0

蘭 (GP)6ラスコに入れた.グラム陽性 株,グラム

l容三角フ

A ,11日間振出暗点( m,1 smi

を行った.肉眼観'#で色調変化の著しいものを植物

)n,O ktsroe25c0Co3,

陰性菌 (GN) Flワ株,糸状'歯( 8Co12) 株をそれぞれ2 , 

体分解の有望サン-rルとみなし, ヒ確試料Jl純頚か

ら1唖頚をスタリーこン7した.

きちに 1次スyリーこンプで栂た1槌の七堺につ7

7

02 lm時間積出増発して得られた増資液を 

合し,反応混液 (岨物体と菌との混合液)を作った.

lずつ混

,反応混液を GPGN

を LS直交配列表に従っT 

F. で示し,その各々

.実験条件で上記の三角フ:

得 /"itl=

いて.2倍希釈組物液を用いた 2次スクリーニング

を行った.方法は 1次スクリーニングと同じ方法で 

0

3ロ聞培慈し,顕微鏡下で旭物の分解を観察して傑

0Co3, ,5日間培

1に示-r.通気は,-

n

lb

0ラスコに添加し,全体を8 lIにし 

養した.'*験の割付を Ta el

5劣噸位をつけた.分解能の高いものは,増廃液が緑 市販の観rt魚用エア-ボン7を用い,直往1 mmの

') .色から褐色に変化して1)l,培虎液の色からむ大略 バブルストンか･-)発泡させることによI)行った.増

の判断はできた.優劣判定に従い,上位3位までの 発後,培染液を辞退し,固形分を押出し確蛙を得た,

土鳩試料 (3サンフル) 1, -位から6位までのを混合 納期添加ittの0.5gとの差を分解能のデータ ()I)と

した土塀試料 (1サンフル),7位以下をすべて浪合 した.

した七横式科目 サンプル).及び,1縄すべてを混7 -lb得られた他を分析し,Ta e12の分散分析炎が

し fJt壌試料 (lサンプル)を選定LLl. 得･された. 1列,2列, J列に測り伸 ナI=凶子の 2

再度この 6雌のL.壌検体の細物†本分解能を比較検 因 [･ L作用の現われる列も考慮し,縛られた､Zl柑H, Ij

合

I･(L/)ldLgraa,lTba

討したが, ヒ位 3随の土壌試料による分解能は他の 和の全平方柵に対する寄Jj.寧及び,その寄与率の大

ものよりも盲管に大きかっ/I. きなものからの紫郎寄与率を示し[=.これは,割り

4.植物体分解に関与する微生物の分離 l- 囚 ff _付けたEE7及び考えている 2 RTT作用の各々の 

値物体分解に関与する微生物を細歯群と糸状菌群

e1 DL 川10f ど// lIo,に分けて分離した.細菌肝の分離は 

地を入れた試験管に上述の 6縄の土壌試料を各 l 
n)の肉汁培 ､/lJI (/////I b

IieoL､S)(P-G 1ran r);lacer＼-i
11 lega
ds
Olnu
rl eb =-

Oull tanenLr ST
7ComIずつ添加 し,2 ,2□関前増資 した ものを 

p
｡ ite xper
y

l
I目 し eO: 811
bS fE me

さa‖lahLOorlr Arr
ib daenaz

2希釈法を 即､て混釈培避し,形成した塊諸から 株F 5

0lTh o添加肉汁寒天培地を用いて1倍段階
lOSnltlC donltna

I
Dla
;
F tacor
を分離した.御ろれた拙歯はグラム弛色と検鎌によ

GP F GN4rプループに分類した.す

なわち,グラム似性球菌 1株,グラム陽性梓薗5株,

る形態学的観測結果から y 

7654321oN

333 

(

1I111
1
1
1

x川( )log

2グラム陰性球菌 7体,グラム陰性梓薗1株である.

糸状菌の分離は,細菌の分離用に前培漉したもの 22 162'2 1 1 1 )_1 3'

をさら E=2日間 lora(計 4El間)増資 し,Ch m･ 1 223 9I3

1

2

1

-1 1 )'_

h i lpenco添加の YM培地を剛 12,,て混釈増発し 株

弓i922121

2

212

-2 22 -238111

を分離した.
n

00Co先の土塀試料を,8 ,1
_

培地で培餐し,耐熱性の細菌を 4株得た.また,同

分の加丁熱処理後,上記
12とI 

1 

9

92

26 1 I) 2 1 12

122 27-_ 1 1F
様の処理に対して 5株の糸状菌が得られた.前者は

21 1 1 '28

lo 

llL2

tim (日 ml 

2 2細菌の形成する耐熱性芽胞と考えられるが,後者は

糸状菌の分生 7･が菌塊をつくっていたためではなか

ろうか.いずれにせよ農千の耐熱性微生物も上記の

li≠.･ 
lh

L leves
b tro
:1 ha tC OLllrorrf0
i
tidd 川1 mI isl

-Z.帆 hou)t ta )L
l
lt
d
d n Orr Smllln'Lr)i lncru l日111Jo土壌試料には含まれていると思われる. 
･taerc
l
Sld meI＼＼ ;ddeda帆as.

.分離菌による植物分解能の検討

土壌試料による釆験から植物の分解は,細菌と糸
itacera 

Vl

G 1ran-. 
G l･ trannega.
Stnnu
F.

GP P( eb
GN eb
‖ame m(

ivliS)
l iacer

状菌類の両者により行われているらしいことが予想 dslIL)

5
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(2 n一,i fVraCe) A a)sso aln

C(川lribLttHm 

Fact｡r (,S･LSb" d･f. 巧ao/!･,o AICfL30:;nut 

1GP 66.125 1 077 

2F 1275 125 1 日 91 9日62 

3〔GPyF】 91.1'25 1 107 

JIGN 5151.125 1 6021 6()21 

5 [GPXGN】 1326125 1 1550 75.71 

6 [GN〉′F】 L135.125 1 509 9571 

7Err(汀 210 125 1 2.15 

TotaI 85.34875 7 1001)0 

ss Sm｡ surs dId即ee･fted).u fqae:...c ) ra(m 

(3 nl･,so alllcc(old) A aさyi fVra poe) 

c,, (S1() ･ プi6 rFatr ,'S.16 df (Iも) ドRA.o 

lGP 66.】25 1 66125 1 

2F 17.2 1 2515 もL62515 117 2 II6 

4GN :'llI2 】 1115 3 9HT)ら .5 55 2 418

12,2 36L. 8糾J+5【GPyGNl 3615 ) L2,)5

6【UN/111 3 ll5 1 4515 945I) 3 2 288

Erro 3).5 2 5)65r 〔120 L1.2

Tota1 8554.875 7 1OO.00 

F日.2りり) 1. F日.. r) 8)i..5=85: 2ulJ -::
s.ド .Sum oi squares:(1(.deLYrCeOtrrccdom.nl.㌔. 

meanSquare.

自由度が lであり,検定を子iうには少ないが,田口

ろの寄与率的な検討は可能なT=めであるH .12) 

6.分散分析による分解能の検討

割り付けた困 rfGP,GN,Fの内,股も植物分解

に効果の人きいのは,グラム陰性歯 GNであり,吹

が糸状菌 Fで,/ラムPu.性函 GPの分解能はきわめ

て小さかっt_.しかし,2匪卜I 子相互作用 としての 

GPxGNは,Fとほぼ同等の分解能があり,細菌類

のrFlでは各々の商が単独で作用するよりも,多くの

雌類の細歯が互いi:協力して,より速 く植物体を分

解するように働いているのではないかと思われる.

また寄与率はかなり減少するが,2匪l子相互作用 

GNxFの存在も考えらゴーる.以J の分解能 JY総合: :

すると全休として約96%の果樹寄与を示している.

分解能の小さい2匪け 相互作用 GPxFを誤差項

にプーリングして分散分析表を作り虐すと Table1 

第 22号 (1989) 

-3が得られる.検定の結果グラム陰性菌の効果は有

菅水準 5%で有晋であり,2因子相互作用 GPxGN

は, 10%有恵となった.チ-タの蛸遥式を次式で示

す. 

)･=JJ十gp+gn+i+(gp･gn) 

+(gn･f)+E

ここに,FEは一般平均,gp,gnはそれぞれグラム似

性歯.グラム除惟歯による分解,fは糸状歯による分

解,(gp･gn).(gn･[)はそれぞれの 2国子相互作臥 

Eは誤差項を示す.縛られたデ-タの桝道式を開い

て,3唖類の微/巨物群をすべて添加したときの分解 

hiを推定すると,点推定値は0.331,95%信頼度にお

ける13頼区間の幅は±005であ り,I x間は.47 吉相 r=

0.85 0370と･rL･る.約 1日 2時間)の処理で25- 7 d (0

約66%の固形物が分解さiLr=ことになる12). 

7.供試植物固形分の分解様式の検討

七頓試料を恥 -1=実験においてはまず細頗額の噌

杓が起 こりpH値と粘度を低下させたが,培盤 2 
-3日頃から糸状菌の発作が顕著になり粘度が上昇

するととも(こ植物固形物の戯終沈狩出の減少が続

き,臓終的(=は初発tiiの50%以 Fになって,pH値も 

3.0近 くまで低下した.一方,増発の始めから細浦と

糸状菌とを添加しておくことにより, tTの過程はた.

だちにスムースに進行したと考えられる.このよう

に考えると,土壌試料のときに縛られている結果と,

分散分析の結果とはよく一致していると言える.両

者を併せて分解様式のモデ/レを考えると,供試植物

であるコカナダモの固形分の分解は,グラム陰性菌

とグラム陽性菌との細菌類によってまず分解の端緒

が開け,次に糸状菌類によりさらに分解されるとい

う 2段階分解の図式が妥当であることを示してい

る.この分解形式は,セルロースの分解】3･川 におい

て観察されているような exo-β11.41glucanase及

び endo-p-1.4-glucanaseによってまずセルロース

の結晶性部分が分解され,次いで p-glucosidaseに

よりそれらが g)ucoseになるという 3酵素の協同作

業による 2段階分解に点 く似てお1),供試植物の固

形分の主成分がセルロースであることから推定し

て,二の系でもこれらの酵紫による分解が行われて

いるものと考えられるが,それらの詳細な検討は今

後に残された間髄である. 

ⅠⅤ 要 約

近年,茸琶湖をはじめ全国の河川,湖沼には大兄

の淡水産藻類が繁殖している.太陽エネルギーの有

効利用という点からみて,それらの藻類をバイオマ
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ス源 として活用することはたいへん有効であるが.

そのEJ的を達成するための第一段階として.恨物体

の分解が必要である.本絹ではコカナデモを供試値

物体 とし,その徴′巨物分解について検討 し,以 Fの

結果を得た. 

1)コカナデモの乾燥現地率は.約5.6%,水分含

有率は約94.4%であった. 

2)七墳試料からグラム糊代球歯 l株, グラム似
性伴函5帆 グラム陰性球菌 7株, グラム陰作鞍歯 

12株,糸状菌21株を分雌 した. 

3)分離 した菌株を, グラム陰惟紐順 , プラム糊

代細歯,糸状歯のグ/レ-7にまとれ 3着の地物休

園形物分解について分散分frrLによる解析を行っt-

た. 

4)分散分析の結果から細られたJI適尉 '-=ji r(Iけ

時関のJT ･る橋物体分解率は.20 LL確で,点推定 †鵬 '166
 

% (9%f;頗区間 :5.-7 %)であった.
5 E' 72 54


5) Lll n-J
i泡塔型増遜脚を いた 土塀試料による分解
実験及TJ'分離歯をrIH､た分散分析による紡児から判

断して,供試触物体コカナデモの分解は.紳歯顎に

よる第 1段隅の分解 と糸状歯による窮2段階の分解

との 2段階の過#_与とるものといえる.
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