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はじめに

現在，都市下水や各種有機性産業廃水の微生物による処理法として，活性汚泥

法が最も効果的念方法として広〈普及している。とれは同法が，徴生物群の混合

培養という自然界の特色を生かし，複雑念廃水の変化に対し，強い適応力を示す

すぐれた処理法であるからである。

しかし念がらとの方法も必ずしも最善の処理法とは云えず，次のような欠点を

もっている。

(1) との方法によって生ずる膨大左余剰汚泥の処分，現在は海洋投棄，焼却念

どを行って，多大の費用をとれにかけている。

(2) 窒素，燐その他の無機塩類や，ある種のC0 D源物質に対して，あまり除

去効果がよ〈念い。

(3) との方法はB0 D数百pp mという，比較的低濃度の廃水の処理K適した

方法であるn 従ョて高濃疹の廃水を同法で処理する場合には，数十倍に希釈

しまければ念ら~いので，それだけ処理容量が増加する。

以上の理由から，との方法の改善のためには，活性汚泥法K関する微生物学，

生化学的諸問題Uてついて解決を要するととは論を待先念いが，資源の乏しいわが

国の場合Kは，向次のよう左方法を考慮する必要があるのでは念いだろうかの即

ち，

(1) 活性汚泥法によって生じた余剰j汚泥の有効利用法

(2) 廃水処理と同時に，家畜の飼料，魚類の餌料に役立つ微生物菌体の収穫を

目的とした処理法

従来著者は，クロレラによるし尿処理に関する研究を行って，廃水を若葉類Vてよ

って浄化すると同時に，藻体を収穫するという方法を開発してきたが，近年小＃）

らが微生物Kよるし尿処理について系統的念考察を行った結果，汚水の汚染程度

により，段階的K増殖する微生物群が異り，腐水度の高い段階では有機栄養微生

物群が増殖し，次いで光合成細菌が増殖し，腐水度が低〈念った状態では緑藻類

沙噌錯するという事実を見出した。とt~ らの結果から，夫々の段階で最もよ〈増



殖し， E刑用度の高いある菌株を選択して，し尿中で培養すれば，汚水の高速浄

化と同時K有用念副産物獲得の可能なし尿処理を行うととができるととを知った。

現在との原理を適用して，桐生市で光合成細菌の一種Rhodo:p目白udomona日

.(2 3）伺
ca:pAulat u目とクロレラを用いたし尿処理法を行っている。 ζの方法は，ま

ずB 0 D 1万pp m以上のし尿性廃液を希釈せずK，曝気槽K入れて通気し，有

機栄養細菌を繁殖させて，ある程度B 0 Dを下げてから，光合成細菌を嫌気，明

条件下で培養し，次いでクロレラ処理Vてより，約1週間の処理時聞を経て， B 0 

Dが約30～5 0 p p m程度きで浄化させるととK成功している。 ζの際同時K

収穫した光合成細菌，クロレラは副産物として有効左用途K向けられている。現

在し尿 1.i当り，光合成細菌乗り5～7g-，クロレラ約2～3g-（いずれも未乾燥

状態）の収量がある。因みUて桐生市で培養している光合成細菌（Rhodo:pAeud-

omo na目 cap目ul_atu A ）左ら開クロレラの成分は次の第1望の如〈であ

る。参考のためK，米，大豆の介析債も表示した。

第1表 光合成細菌体，クロレラその他の一般成介

組成

試料
粗タン白質 粗脂肪 可溶性糖類 籾繊維 灰介
<;, % % % q島

光合成細菌 5 7. 9 5 7. 9 1 2 0. 8 3 2 9 2 4. 4 0 

クロレラ 5 3. 7 6 6. 3 1 1 9. 2 8 1 0. 3 3 1. 5 2 

米 7. 4 8 0. 9 4 9 0. 6 0 0. 3 5 0. 7 2 

大 _R I 3 8. 9 9 1 9. 3 3 3 0. 9 3 5. 1 1 5. 6 8 

第2表 光合成細菌，クロレラ，酵母中のメチオエン含量

(g/1oog乾燥重〉

光合成細菌 クロレラ 酵 母

メチオニン 1. 5 8 0. 2 7 0. 5 1 
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向ζの光合成細菌は各種のピタミンB群をか走り多量K含んでいるので，その

含有量を酵母と比較して第 ~2会κ示した。

第5表 ビタミンB群の含量

B-group R. Cap回ultu目Cr/ff) Brewer自（ヤ
yea flt 

B1 1 2 50～ 3 60 

B2 5 0 36～ 42 

Be 5 25～ 1 0 0 

B1 2 2 1 

Nicotinic acid 1. 2 5 31 0～1 0 0 0 

Pantothenic acid 3 0 100 

Folic acid 6 0 3 

Biotin 6 5 

とれらの表からわかるようK，光合成細菌は蛋白含量としてクロレラに劣らずvc
含まれているとと，しかも蚕白質のアミノ酸組成の特徴はクロレラ，酵母に比較

してメチオェン含量が多いととがわかョたので，との蛋白質の利用方法を検討す

るととは，わが国になける農産資源、の活用法として意義あるものと思われるの又

ピタミンB12の含量が極めて高いとと，動物K対して全〈毒性が念いととから，

飼料，餌料への添加物としてすぐれた供給源であるととがわかるの

以上光合成細菌，クロレラ利用Kよる廃水処理の概要を述べたが zζの研究は

来淀その緒についたばかりで，とれが実際化にあたっては， ζれらの微生物の生

理学的，生化学的な函で，数々の基礎的念問題の解決をはからねば念ら念い。従っ

て著者は次κ述べるい〈つかのテーマについて，星野八州雄，森田晃，相崎明ム，

船川和夫らの協力をえて昭和44 , 4 5 年度 (tel>~ける特定研究費の援助のもと k

e院を行ってきた。
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ζれらの研究のうちー告Eは次K示す昭和44 ' 4 5年度日本農芸化学大会Kて

発表し？と。

1. 北村博，星野八州雄： chlorella pyrenoid O目aの代謝産物K

ついて；日本農芸化学会講演要旨集， ~. 1 9 6 ( 1 9 6 9 ) 

2. 北村博，相崎守弘，松｝｜｜和夫：光合成細菌RhodopseudomonaA

ca p日ulatus の低級脂肪酸の除去機構；日本農芸イヒ洋会講演要旨集，

i互， 83(1970)
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ぺ伊

I Chlorella pyrenoidoa aの代謝産物について

クロレラは有機培地V'(:J;~いて，他養的念増嫡を行い，し尿性廃液のよう念有

機物を含む培地で培養した場合K ，良好~生育をするととが知られ，との原理

を利用して廃液中の有機汚染物質を除去すると同時K，クロレラを収穫しよう

とする云山，一石二鳥の利点を考えた幾多の研劇的lてきた。

とのようK廃液中の有機物が分解し，同化されるのは，し尿のよう念廃液中

Kは腸内細菌群を含めた幾多の微生物群が混在するために，それらの共同作業

の結果，汚水が浄化されるのであろうと推定されてきた。

しかし念がらとのようら廃水でクロレラを培養した場合K，クロレラの汚水

浄化に果たす役割は期待したほど大きいもので左〈，クロレラ以外の他の微生

物群Kよる浄化作用の方がより大きいものであるととがわかり，汚水の浄化は
(7) 

両者の共同作業によって最も顕著に現われるととが明確と在った。
(8) 

一般K藻類と他の微生物群との共同作業による汚水の浄化機構はGotta自

らの酸化池，安定池 V'C:t.~IAて行った実験結果から指摘されるようK，藻類の同

化作用で発生する酸素が水Kとけて，好気性菌の働曹を助け，好気性菌の働き

で有機物が酸化分解されて，汚泥として沈澱する一方，炭酸ガス，アンモエア

が藻類に利用されて汚水が浄化されてい〈と云われているが，著者は汚水浄化

のメカニズムを考えるとき，たんV'(Gotta 自らの云うよう~，酸素，炭酸ガ

ス，アンモエプ念どのガス焚換による，夫々の徴生物群の共生による繁殖の促

進効果K よって，汚水が靴されてい〈という，簡単左ものではれ，中~戦z
指摘しているように，とれらの微生物群の生育K対して，相互に何らかの影響

を及ぼしあっているよう念，他の因子が存在するものと芳えて，との研究を開

始した。

著者はクロレラを無機培地で無菌的に培養した所，第1図K示したよう V'L' 

培養液中V'Lc 0 D値を高めるよう念物質が排出され，次第にその値を高めてい

〈傾向を見出した。とれはクロレラが培養液中K何らかの有機物を排出し，い

わば培養液を有機物で汚染している結果と念っている。
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そとで，著者はクロレラが培養中K液中K排出する C0 D値を高める代謝建

物（ extracellular produc t日）の中K，何か微生物の生育K影響

を及ぼすもの（例えばある発育因子念ど）が存在するのでは左いかと考え，ク

ロレラを第4表K示すよう念無梯培地K培養し，菌体外K代謝排出する有機物

をイオン交換樹脂を用いたクロマトグラフィーによって，系統的に分離し，各

成分についてその性質を明らか代すとともに，他の微生物の生育に及ぼす影響

を検討したり

実験方法

菌株はChユOre lla pアrenoido司a C -2 8 ( Ba c t e r i a f r巴日

東大r,t，；微研供与〕を用い， Modified Br i回tol培地（第4表） 1 5 0 0 

m iをカプ型フラスコ（ 2000mi答〉にいれ，人工光線下（ 5000.iux),

2 3～2 5 ° cで，約50 日間静置培養したのその間1日1回手で振尊重して培

養液を横梓しk.u時々雑菌の混入の有無をテストしたり

第 4表 Modified Br i臼七 01 培地

KN 0 3 0. 2 5 8- 蒸溜水 1. 0 1 

CaCl2・6H2O 0. 0 1 ff As eol 

Mg so，・ 7H,Q 0. 0 7 5 ff H3B03 2.9 g-

K2 HP04 0. 0 7 5 g Mn cユ2 4 H20 1. 8 1 g 

KH2P04 0.1758- Zn Cli 0. 1 1 8-

Na C工 0. 0 2 5 8- cu s 0. 0. 0 8 8-

Fe 804・7ぬO 0. 0 2 g ( N HJsM01 02• 0. 0 1 8 g 

As 目0工 1. 0 ml. 蒸溜水 1. 0 1. 

培養濃伎のC0 D値（過マンガン酸カリを用いたアルカリ高温法）が40～ 

5 o me;/ .1 k達した頃，培養を中止した。藻体をミリポア・フィルター（ HA

0.45μ ）て温別し，猶液を第2図で示したイオン交換樹脂Kよるクロマトグ
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ラフ 4ーで酸性．中性，塩基性，アミノ酸の各成分区K分別した。

まず酸性成分区Kついては，有機雪量のペーパークロマトグラフ 4ーによって

分離確認を行い，中性成介区tてついては，還元糖，ケト糖のすぐれた検出法と

して用いられている次に示す下降法によるペーパークロマトグラフ 1 -(teより，

中性成分区そのもの並びK希慌酸Uてよる加水介解成績物について，糖の検出を

試みた。

糖検出のペーパークロマトグラフィー（下降法）

展開剤；酢酸：プロピルアルコール：水＝1:6: 3 

発色試薬；（1）還元糖 1. 2 3 'Ii p-an i符idine 

1.66% phthalic acid 

を96%エタノールにとかずの

(2）クト糖 0.5% resorcin を含む

5%  trichlora.aetic acid 

還元糖，クト糖は夫々発色試薬を噴霧後， 10 0℃で乾燥すると，褐色，赤褐

色を呈するn

アミノ酸区VてついてはBender-Hobein 製アミノ酸分析言十を用いて分

析した。次K，クロレラ培養液中の代謝意物のうち，酸性成介区，中性成分区

Vてついて， Bacillu目 白ubtili目の生育K及ぼす影響を検討するためK

次の実験方法を用いた。即ち，クロレラ培養温液沙諸らえた中性，酸性成分区分

及び鴻液そのものを， 1ml-づっL字管（ 2 0 ml-容） (tC入れ，第5表に示す

培地を加え，総量を 10 ml-とする。本培地を減菌後， B.回ubtili自の菌

体懸濁液1m.R.を無菌的K各々のL字管K加え， 30℃のモノ式振濯培養装置

で培養した”

附，使用菌株は第5表に示した液体培地(tC3 0℃， 2 4時間前培養した菌体

懸濁液を用いた。培養中の菌体増殖は比色（ 66Qmμ)(teよって継時的K測

定した。
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4・

第5表某礎培地

N H4Cl ff 

K2HPO, ff 

Mg S 0 •・ 7 H 2 0 0. 2 8- 栄

Fe S 0 4・7H 2 0 0. 0 1 ff gユucose 0.3 % 

ca C 1 2 0. 1 ？ト pH z 2 

蒸溜水 1 ,, 

*.・ glue O円e はL字管中の培j襲被総景が 10 ml tて念った時0.3係K左

るように夫々のサンプノレごとに調製した。

結果

Chlorelユa pyr en o id. O目aは50日間，静賢培養後第1図でわかる

ように，細胞数は 2x 1 0 7 ～5 xi 1 0 7 ，話器液の C0 D値は全体として 40 

～4 5 mr;/ 1-で，酸性，中性，塩募性，アミノ酸の各成介区は夫k ' 1 3 ' 

1 2 , 5 , 1 D m9/ 1の値を示した。酸性成介区については，有機酸のペーパ

ークロマトグラフ 4ーにより検討した結果，揮発性低級脂肪酸は検出されず，

不揮発酸として，リンゴ酸，コハク酸，乳酸のスポマトとその他KR f値の低

い部分に未確認の酸のスポマト 2個を認めたの中性成分区Kついて糖類のペー

パークロマトグラフ 4一（下降法） （＇（よって検討した結果，単糖類を確認でき

ず，文希侃酸によって加水分解した分解成績物Vてついても，同様な方法で糖類

仰
を確認するととができ念かったO Merz らの報告によれば，多糖類力同く介解

成績物として，ガラクトース，フコースその他未確認の糖のスポヲトを検出し

ているの

アミノ酸区については，アミノ酸分析言1を用いた結果を第5図K示す。アス

パラギン酸，スレオエン，セリン，グノレタミン程変，プロリン，グリシン，アラ

ニン，パリン，メチオニン，イ Yロイシン，ロイシン，テロシン，フエエルァ

ラエン，ヒスチジン，リジン，アルギニンを分離確認した。参考までにクロレ
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IRC-50 Amberlite CG-120 Type m 

Q6x5日COi Q9×1 3口調

NH, 

I 今一ー一一－ PH7.0 Buffer 一一一一ー ~ pH 5.1 Buffer 

-0 
第 5図 クロレラの培養液中のアミノ酸

Lys 

受一一一一一 pH 7.0 Buffer －一一一一一歩 毛 pH 5.1 Buffer 

第 4図 クロレラの加水分解物中のアミノ酸

Ser Asp 

Glu 

pH 3.1 
歩モ一一一一

Buffer 

Asp 

多令一一ー－ pH五1一一一一一一争

30mf/hr 

Filter 578mμ 

4 3 6 mμ 



ラを加水分解したものKついてアミノ酸を分析した結果を第4図K示F。

次にクロレラ培養液中の代謝産物のうち，中性成介区，酸性成分区が旦二

百ubtilifl の生育K及ぼす影響を検討した結果を第5図K示す。

ζの図沙当らわ効ミるようK，中性区分の添力日はち．目ubtili円 の生育K大

き念影響を及ぽ

B.自ubtili自 の生育を促進するようであるo しかしζれらの成分を炭素

源として，単独Vて用いた場合Uては， B •自 ubtilis が生育でき左いから，

とれらの成分はとの細菌K対して炭素源と念るよう＊成介では念い。文中性成

介については，第6図で示すようにその濃度を変えて， B.subtili日 の

生育に及ぼす影響をしらベアヒ結果，濃度を高めるに従ョて生育が良好と在る。

培養後50時間の最終菌体収量を測定した結果，中性成分添加区では対照（第

5表の某礎培地として〉と比較して， Packed Volume ( 3 0 0 0 rpm, 

1 0介）で5倍強の増景を示した例もあった。

とれと同じよう念実験をEscherichia co l工について行ったが，ほ

ぽ同様念生育促進作用を認めた。とのよう左中性成分，酸性成分の旦ム旦旦旦二

tili日， E.coliの生育K及ぼす生理作用tてついては，いか念る機作K基

ずくもの念るか，現在検討中であるが， yeast extract左どと異ョた生

理作用があるととが，その生長曲線から明らかKされた。

考察 。。
すでに Prattらは Chユorella vulgaris ， ~yrenoid O目aを無

機培地で培養して， antibacterial 白ubstauce として chlo r日ー

llinと名づけた物質の存在を認め，グラム陽性，陰性の細菌， Staphylo

co cc u日 au re u白， Streptococcus pyogen e尽，P目白udom on a目

aeruginosa,Bacillu目 白ub t工li目.(re対して抗菌力があると述べ

M 
てしせる。文1966Velaらの報告でも Chlore 11 a pyre no id o s a 

Tx71105の培養液で種々の病原細菌の生育K及ぼす影響十てついて検討し，

Shigella f工exneri,Proteu自vu lg ar i自は軽度(restrept-
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ococc u日 pyogen e目，Sta pby loco cc U目 au r自U目， C0 rァneb-

acterium diphtheria eは比較的強〈発育を阻止されたと述べている。

しかるK，代田，武智らは19 6 0年クロレラの菌体の希塩酸抽出液中K乳

酸菌の発育を促進する物質が含まれているととを発見しているの著者がクロレ

ラ培養液中から抽出した中性成介はクロレラの正常念代謝産物であるのか，或

はautolysi自の結果菌体外に排出されたものであるのか，現在の所未だは

っきりわから左いが， B•目 ubtili目， E.col iの生育に対して，炭素源

として用いられる有機成分では左〈，徴量で生育を促進するのに有効念はたら

きを示すある生育因子が，とれらの成分中K含まれているのでは左いかと考え

ている。又現在までの研究では，クロレラの生育が定常期K左った時K，とれ

らの微生物群の生育促進K有効にはたら〈物質が排出されるのでは念いかと推

定している。とれに対し， Pratt,Velaらの報舎した生育抑制物質はクロ

レラの生長の対数期K排出きれ，他の微生物群の発育を抑えているのでは念い

かと考え，現在とれらの点Kついて検討中である。とのように自然界では，各

微生物群は相互K或は共生的K，或は抗生的に作用しあい，夫々の微生物の発

育に適応する環境を自らつ〈り出す性質をそ念えているようである。汚水中の

有機物の分解K際しでも，との実験で明らかにされたように，夫々の代謝建物

が他の微生物の代謝活性K，ひいては汚水の浄化作用K影響を与えているもの

と考える。

D Rhodoplileudo111om.as caplilulatu sの代謝産物

光合成細菌のー菌株である R.ca p田ulatu目 は他の光合成細菌と同様vc'

自然界K広〈分布し，河川，湖沼，下水処理場念ど湛水状態の所Kは，か念り

濃密に存在してなり，他の微生物群との共存VC:i>~いて，より有効に窒素固定，
〈附9鍋カ(18)

水界K辛子ける有機物分解衣ど，自然界V(;i,~ける物質循環K大きな役事｜を某工ぞ

いる。他方との光合成細菌は生育中Kアミノ酸，核酸その他生理活性物質を
2 ) 

菌体外K若干排出しているのでは左いかとの報吾添ある。著者はとれらの代謝
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産物の一部の性質を明らかにずると共K，とれい他の徴笠物わ生育K如何念る

影響を及ぼすかを検討するため， ζの研究を行った。

方法

供試菌株は京大農学部農芸化学教室より分与をうけた， Rhodopseudo-

mon a円 ca p日ulatU日（以下紅菌という〉を Burri氏管法Kより，再度

純粋分離したものを用いた。

培養は三角コルベンc2 1,容〉に第6表K示す組成の培養液を一杯K入れ，
上層を流動パラフ 4ンでシールして嫌気状態K保ったけ

(19) 
2在6表紅商の培地組成 (M-H培地と名づける〉

Pot a白日iurn ph O伺phate pH zo M/1 

2 Sodium propiona t白 pH zo 1. 5 M/1 

3. 基礎培地

Nitrilo七riace七ic acid 1 0. 0 g. 

Mg 804 ・ 7~0 1 4. 4 5 ff 

CaC12・2H20 3. 3 3 5 g. 

( NH,)e M01024 • 41長0 反25 mr; 

Fe So.・7H20 P虫： o 明

Nicotinic acid 5 0. 0 mr; 

Thiarnine•HCl 2 5. 0 mr; 

Biotin o. 5 明

Met a工1 II 4 4 II 5 O ml, 

蒸溜水 1, 

このうちNitrilotriace七ic aci dはK0 Hで中和して用いる，

全体として pH6. 6～6. 8とする。
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Me tall’44’ 

EDTA 2 50 呼

znso，・7ぬ0 1 0 0 5.0 呼 (250~ Zn) 

FeS o‘・7Hz0 5 O o.o mr; ( 1 0 0 H Fe ) 

Mn SO，・2H20 1 5 4.0.時 ( 50H Mn 〕

cu so，・5H20 39.2 ~ ( 1011 cu) 

。。（N 03 )2・6H20 2 4.8 時 511 Co) 

N a2I込0,・ 1 OH2 O 1 Z7勾 2 II B ) 

とれK数滴の希慌酸を加えて沈澱を主？とさせ念いようKずる。

紅菌の培養液は蒸溜水f'L1,2,3の液を夫身 2D ml-づっ加えて 11-とし，

その後続酸アンモエア 0.3 ffとca日amino acid1.0ffを加えてつ〈るの

前培養でえた菌体懸濁液（ 1 0～3 0 ml. ）を加えて，人工照明下（約5000

.iux),26～2 7℃， 2週間培養を行った。培養終了後，菌体を遠心分離し，

(1 O,ODOrpm,15介）更にさリポアフィルター（ HA 0. 4 5 μ） で語種別

し，鴻液を第7図の方法に従って溶媒抽出法で，酸性，中性，塩基性の各成分

K分離した。酸性成分は有機酸のペーパークロマトグラフ 4ーにより，塩基性

成分は紫外部吸収スベクトルtてよりその成分の性質を検討したの

次K，紅菌の培養鴻液が他の微生物（ B. subtilis, E.c o工i. ）の生

育に及ぼす影響をしらべる目的で，育領IChloreユla pyrenoidosaの

代謝建物V亡時Fる研究のととろぜ7ったと同じ方法でL字管K培養浦被，酸性成分，

塩基性成分の10 0 0倍溶液1mi.をIK示した基礎培地（ 0. 3 r1,グルコース

を含む） 9 mi. k加えて 10 ml-と念し，モノ式振濯培養装置（振骨量回数毎分

9 0回） 3 0℃で30時間培養したの

B.subtili目， E.coliの生育は比色（ 6 6 0血μ ）によって測定し

た。
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培養液

遠心分離， i慮別後2N-HClで

pH 2として，酢酸エチルで抽出

水層（黄色）

Na OH水溶液

でpH 1 2として
エーテlレで抽出

l 
水層（黄色）

中性成分

有機溶剤層（無空）

f硝で脱水後，

；怠i母，濃縮

w 
塩基性成介

第7図紅菌描液の溶媒抽出

後

）

水

縮

色

脱

濃

無

で

・

（

硝

過

層

苧

」

鴻

八

方

剤

Am

l
v
溶

1
1
1
1
1
1↓
性

機

酸

有

又クロレラの生育K及ぼす影響を検討するため，クロレラの生育の基礎培

地として，田宮培地を用いた。その組成を第7表K示ナ。

第 7表田宮培却1

KN  0 3 5. 0 ff 

K H2P04 1. 2 5 ff 

Mg  S 0 4・7H2 0 2. 5 ff 

F e S 0，・7H20 0. 0 0 3 8-

As 目O1 ml. 

As 目0工は Iで示したMedified Br i目tol培地と同じであるの
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B •回ubtilis, E.co工iの培養のときと同じ（， L字管K田宮培地を

9 m.£.いれ， ζれK酸性，塩寒性成分を夫々，紅菌培養時の原濃度， 1/10. 

1/1 0 0濃度と念るように加え，全体を 10 m.£.とし，オートクレープで滅菌

し，供試培地とした。更にとの培地に前培養したクロレラ懸濁液（ 1 0日間，

田宮培地人工光線 5000.£.uxの下で静置培養したもの〉を1m iづっ加

えて， 25℃，人工照明下（ 50001.ux ），モノ式振尊重培養装置（振重量回

数毎分60回）で培養したのクロレラの生育は66 0 mμ の比色によって，継

時的に測定した。

結果及び考察

2週間培養した紅菌培養液を遠心分離（ 1 0, 0 0 0 rpm , 1 5介）し，更

にミリポアフ 4ルターせ慮別して，えた猪液は僚かに淡黄色を帯びている。有

機溶剤抽出法Vてよってえた酸性物質（ 1 6 5. 7m<j／.£.）.塩基性物質（ 9 2mr 1.) 

はとも!'L71由状物質で，結品としてうるととができ左かった。酸性成分は常法K

従ョて，ペーパークロマトグラフ 4ーにより有機酸を検索した。その結果は次

の通りである。

第8表 紅菌訪露；夜中の不揮発酸

展 開 溶 剤

Bu A ー争 B uP 
告各省‘

EtAm ーーー・ー・

コハク酸 8 2 5 0 2 5 

フマール酸 8 3 3 6 3 0 

紅菌漉液 8 0 5 0 2 2 

紅菌話量液 8 2 3 5 3 0 

発 プタノール：酢酸：水＝ 120:3o:so

特骨 プタノール：ピリジン：水＝ 65:65:65

係特発 エタノール：ァンモェァ：水＝160:10:30

発色剤 アニリンーキシローズ溶液働
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との結果から，酸性成分の不揮発酸はコハク酸，フマール酸と確認された。

叉揮発酸としては培地として用いた残存フ．ロピオン酸以外の低級脂肪酸の存在

は確認で曹念かった。培養櫨液中の塩基性成分の検討Kは次の考慮が払われた。

即ち培地として用いたM-H培地は，紫外部吸収を含ま念い培地である。（第

8図），従って培萎鴻液の紫外部吸収スベクトル（260mμ 附近）を測定す

るζとによって， J慮液中K核酸関連物質が存在するか否かを検討するのK都合

がよかった。紅菌鴻液Kついて紫外部吸収スベクトルを測定した結果，第P図

の結果をえたの との図からわかるようK培養鴻液から酸性成分を除いた。中，

塩寒性成分を含む鴻液の吸収は26 1 mμ , 2 4 3 mμ VC極大，極小のある特

異吸収を示す。とれはアデニン水溶液の吸収スベクトルK酷示しているn （第

1 0図〉

OD 

且5

日5

且1

且5

日5

，、，v ，‘、
‘＼ ／，、、白
I ＼.ノr I ¥ '. 
・＇－ ~’＼ ・，、
、ーー” ’ ¥ 、
‘’ 1、t ，、、
‘，、、
‘，、、，、、
‘，、－、，＼＼、，、一、，、、、，、，、．，’
240 2 6日 28日明μ

第 10図 7デエン水溶被の紫外部吸収スベクトル

220 

第 8図

240 260 280 

各種培地の紫外部吸収スベクトル

-1 6ー
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且5

且5

日1

24日 260 280 mμ 

第 11図 紅菌漕液炭末処理液の紫外部吸収スベクトル

次K紅菌..液を活性炭で吸着処理を行い， 1.4 .＿アンモニア性エタノールで

溶出した溶液の紫外部吸収スベクトルを第11図に示ずのとの結果はアデニン

水溶液を炭末処理後，アンモニア性エタノール溶出tてよってえた溶液の紫外部

吸収の挙動（吸収極大が長波長Kシフトする）と全〈一致する。従って紅菌猪

中K存在する核酸関連物質は主としてアデニンを塩蒸とするヌクレオチドでは

念いかとヨ考えられる。次に紅菌培養液Kついて，核酸中のデオキシペントース

rea巴tionを試みた。その結果は，十て対する特異的念反応、である Di目che日

話量液は青色を呈し，培地そのものは呈色もし念いので，とれは紅菌の培養減液

には核酸関連物質が排出されているととを更に支持するものであると思われる。

ζの反応、は，被検液vc2倦容のジフエニノレアミン試薬（精製ジフエニルアミン

1 g-を10 0 mtの氷酢般にとかし，とれに濃侃酸を 2.7 5 mt加える）をカ日

え， 10 0℃で10分加熱する。対照として蒸溜水K誤藻を加えて同じ処理を

行う。 50～1 o o rのDN Aで青色（ 5 9 5 m,u ) VC呈色ずる鋭敏念反応で

ある。との呈色反応は安定で，その特異性はか念り作用範囲が狭〈，他の糖類

のうち同じ波長に吸収をもつものは少念い。発色するのはプリンデオキンリポ

ヌクレオチドでピリミジン系は発色し左い。

きて次に紅菌培養樽液が他の微生物B・subtilis，旦ニヱ旦よLの生育K

及ぼす影響令検討した結果は， Iの項で報告したよう念，クロレラの代謝意物

のどと〈，上記の細菌の生育に促進的K影響を及ぼす結果はえられず，対照と

-17-



殆んど同じ程度の生育度を示した。

第9表紅菌培養繍液のクロレラの生育に及ぼす

影響F

植付時 1 2 3 4 5 7 8日

M'-H培地のみ 0.072 0.067 0.073 0.068 0.070 0.045 0.056 0.059 

064 067 073 074 092 090 072 067 

田宮培地のみ 074 064 150 307 579 720 910 950 

073 072 195 268 580 750 895 950 

紅菌 i慮液のみ 143 176 190 198 205 210 210 

144 178 214 215 222 220 225 

田宮培地＋酸性成分 130 129 142 141 142 094 075 

培養液と

同濃度 090 104 112 095 118 141 075 

1 /1 0濃度
072 073 092 095 122 283 580 690 

ff 

082 065 092 135 256 373 510 590 

II 1/100濃度
080 065 150 290 477 658 810 860 

070 067 145 300 485 690 830 880 

田宮培地＋塩基性成分 106 117 108 104 124 236 290 
培養液と 073 139 130 115 136 250 306 
同濃度

1 /1 0濃度
100 075 148 278 504 690 870 900 

II 

123 116 148 273 502 660 850 900 

” 
濃 078 079 139 278 547 700 885 940 

1 /1 00 度
1054 078 153 299 545 719 920 960 

保 数値は66 Omμ の吸光度
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叉紅菌の培養i慮液がクロレラの生育に及ぼす影響Kついての結果は第？表K

示九

との表からわかるように，紅菌鴻液だけでクロレラを培養したものは，田宮

培地のようK急速に生育するととは念いが，僅かK生育するととが認められる”

しかし田宮培地K酸性成分を添加して培養猫液と同じ濃度にした培地では，紅

菌鴻液のみの場合vc＜らべて生育が抑制される傾向を示す。とれは培養鴻液中

K残存するプロピオン酸のためK，クロレラの生育が抑えられるのでは左いか

と考えられる。とのととは次の実験によって明らかUてされたn

即ち， Modified B T工図t0 l培地を基礎培地Kして，とれにブロピオン

酸を加えて夫々 0.3 ' 0. 1 5 ' 0. 0 3 ' 0. 0 0 3 ' 0. 0 0 0 0 3 %濃度の培養

液として，クロレラをL字管で振替量培養した所，第 1'2図K示す結果を得たの

との結果からわかるように，プロピオン酸の濃度が希薄念ときには，クロレ

ラの生育K炭素源として利用されるが，濃度が濃い場合即ち0.03%以上含まれ

るとクロレラの生育が抑制されるの第9表V亡示した紅菌糖、液の酸性成分区を培

養液と同濃度にした場合には，残存するプロピオン酸のため忙クロレラの生育

が抑えられたとみ念すととができる。（培養猪液中K残存するプロピオン酸の

濃度は 0.1 %であョた），塩基性成介を添加した場合には酸性成分を加えた場

合V亡くらべて，クロレラの生育K抑制的Vてはたらくよりも，促進的に作用する

ようであるn たYとの実験では希釈濃度が最低1/100のように比較的濃い状

態念ので，その影響がはョきりわから左い。一般に生理活性物質は，その濃度

が比較的濃い場合Vてはむしろ生育に対し阻害的にはたらき，うすい場合K希釈

の度合K比例して，促進的十てはたら〈場合が多いと云われているn 前述のよう

に紅菌鴻液中には，塩基性成分として核酸関連物質の存在を示唆したが，との

ような物質は生物の生長K欠〈ととができ念いもの念ので，とのよう念核酸関

連物質の微量の存在が，クロレラの生長促進K役立つものと考えられるの従っ
暢

てし尿中で紅菌を培養した場合，し尿中のプロピオン酸が消賛されてその濃度

がクロレラの生育K適するようvc"t.::ると，紅菌が生育中K代謝生産する微量の
-1 9-



核酸関連物質の存在によってクロレラの生育が促進されるのではまいかと考え

られる。

発 し尿中の主要念有機性汚濁源物質は低級脂肪酸（約6,000ppm）で

ある，そのうちわけは酢酸60～70＇%，ブロピオン酸 10～1 5－%，酪

酸5～10 %その他となっているけ

盟各種光合成細菌の生育度の比較

著者は従来，微生物Kよるし尿性廃液の浄化と資源化とを併せた処理法の関

駅間する研究を行ってきた。小ぷLの研究Kよる自然界の汚水浄化のサイク
ルに注目し，検討した結果，光合成細菌が汚水の浄化K大き念はたらきをして

いるととが明らかと左った。著者らの用いている光合成細菌， Athiorhoda-

c e ae は通称Purple non－日ulfur bacteria （紅色無硫黄細菌）

と呼ばれるものである。との細菌は低級脂肪酸のよう念有機酸，アミノ酸，糖

類念どを水素供与体として，文碁質として利用し，嫌気，明条件下で生育する。

とのよう念基質利用性を応用して，し尿性廃液の浄化を行うととができる。と

の紅色無硫黄細菌（ JI にかける俗称紅菌）は嫌気明条件下で発育する一方，好

気条件である種の生育因子（ピタミンB群）を加えれば暗条件下でも，好気的
(16) 

呼吸によって発育する性質を有する ζとが明らかVてされているので，との性質

を利用して，より有効念し尿性廃液の浄化方法の向上をはかるために，まず各

種の紅色無硫黄細菌の中から浄化能力のすぐれた菌株をえらびだそうと考えた。

ぞとで，嫌気・明，好気・暗両条件下で各種の光合成細菌の生育の優劣を比較

し，その際有機化合物の生物学的酸化にがける最も重要な酵素の一つである脱

水素酵素の活性Kついても比較検討を行った。

方法

1 ）菌株 略記号

1. Rhodo p日eudomona自巴apsu1atu日（ R c ) 
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． 

2. Rhodo p目eudomona回目pheroidefl (R目）大阪酸酵

(Rr) 研究所分与

(Rt) 東北大学農学
部分与

3. Rh od 0日pirillum rubrum 

4. 1 '} -'} 6株

'}) 培養条件

培地 yea目t extract ( D工Fc 0 ) 0. 3 '*' 
e a目ami no a巴id

( D工Fc 0 
vitamin free〕

0. '} % 

pH 6.8 

嫌気・明条件 （流動パラフィンで上層をシール）

照明（人工光線） 5 0 0 0 j, ux 

嫌気・暗条件 （勝卵器中にて静置， 1日1回手で振替量）

温度30℃ 

3) 生育度比全（ 6 6 0 mμ ) VCよって演｜！芳した。

4) 脱水素酵素活性

水素受容体としてTriphenyl Tetrazolium Chloride ( T 

T C ）を用いた。とのものは還元Vてより，赤色のFormazan を生成し，

との色素は空気中で比色定量するのに適しているn

N -N  -C  aHs 

グ
C6 Ho C 

＼ 
N ＝~」 C & Hs 

cl 

＼
 

円
UH
 

H

一

N -N  H-C st元
,f 

十 HCl

N=  N - C 6ぬ

TT C T F ( Triphenyl 

Formazan) 
赤色無~

｛イ）試薬 0.1% TTC 

0. 0 5 M T r i fl -H C l 緩衝液（ pH 8. 4 ) 

基質 1帰酢酸ソーダ水溶液

同調l院法（21)

ツンベルク管の主室K各種光合成細菌の培養液20 mJ, , Tr i目－HCl
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緩衝液2.0 ml,を入れ，側室VCT T C 0. 5 m 1, ，基質 0.5 ml,を加えてか

ら栓Kグリース争ぬる。減圧操作Kよって真空にしてから栓を廻して，外

気を遮断ナる。次vc3 7℃， 1 0分間保温してから，主室と側室の内容物
を混合するの 1時間放置後（ 3 7℃〉，管を聞いて 5ml,のアセトンを

加える。機持した後，遠心分離して，その上澄液を48 5 mμ の波長で吸

光度を求めるn 他Vて蒸溜水，横付前の培養液Kついてブランクテストを行

う。

結果と考察

機気・明，好気・暗両条件下の各簿光合成細菌の生育慶は第13 ' 1 4図の

相〈である”とれらの図からわかるように，いずれの条件下でも Rhodopse-

udomon a回 目pheroides の生育がすぐれ，次いでRhodo s pr i 1工um

工主主~.＇ 1'}-'}6株（東北大株） , R. capsulatus のj顕である。

好気・暗条件下矯養 7日自の各種光合成細薗の脱水素稽素活件ーをしらべた結果

は次の第10表のよう念測定値である。この測定値は第 15図の検量線から求めた。

第10表ー 各種光合成細菌の脱水素酵素

活性の比較

光合成細菌 吸光度
トリフエエル・ホルマザン

( T F ) μMol, 

Rs  0. 3 7 8 '} 3 

Rr  0. 0 4 3 3' 

Re 0. 0 8 5 6 

R七 0. 3 1 8 '2 0 

ζの表からわかるよ ？.VCR.自pheroide自 の脱水素酵素活性は最も高い

値を示した。東北大から分与を受けた1'2 -'2 6株も（との菌株は桐生市で用

いていたR.uapsulatus の中から見出した変異株と考えられるものであ

-'}'}-
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る） R. spheroids司 に劣ら念い脱水素酵素活性を示した。叉生育度のす

ぐれているRhodospirillum rubrumは生育度の劣る R.ca p目Ula-

七U自より脱水素酵素活性が低い値を示した。

以上の結果からR.日ph自roide目 が最も生育度がすぐれ，且つ有機物の

生物学的酸化 K重要念酵素である脱水素酵素活性が最も高い値を示すとと

がわかったので．との菌の汚水の浄化能力をしらべるために，グリコース，酢

酸ソーダを募質として培養し，ぞの生育度とグルコース，酢酸の除去効果を検

討した。 R.回pheroides の培地組成は第11表K如〈である。

第11表培地組成

K H 2 PO, 0. 5 ff 

K 2 HPO, 0. 5 j子

(NH4).HP04 0. 8 ff 

Mg SO，・ 7H 2 0 0. ? ff 

Na C工 0. 1 ff 

Nicotinic acid "'fl 

Thiamine H C工 1官署

Biotin 0.0 4 1Tl'j 

EDTA 4 0 m11 

グルコース 2 ff 

或は酢酸ソーダ ? ff 

水道水 J, 

pH 6.8～7. 0 

培養は第 11表の組成の培養液15 0 mlを坂口コルベン（ 5 0 0 ml.容）

K入れ，滅菌後，振鎧培養（振幅7明，振漫回数毎分12 0回）温度30℃， 

3 0～4 0時間培養した。生長曲線（ 6 6 0 mμ の比全），グルコース（アン

稲判明 岨

za 
円，
d



スロンによる測定〉の消費を示した結果を第16図K示す。との図からわかる

ようK，培養径過後30 時間で，グルコースの消費が急激vc:;1;~ とり，菌の生育

が上昇する。 pHは 7.1から 4.5vc低下する。最終的Kはグルコースの除去率
は97 % vc達する。と Lで収穫したR.日pheroide自 の菌体は淡紅色で，

乾燥重量は培養後 50時間で0.39-/1であった， pHがか念り低い値を示し

たのは，培養中tてとの菌が培養液中K酸性物質を代謝生産したものと考えられ

る。首鞭ソーダを基質とした場合も，培養径過は同様左状態を示すが，橋養液

は7.1から 8.3 Vt:上昇する。とれは酢酸ソーダを基質としたので酢酸を消費し

たために生じた現象であると考えられる。酢酸ソーダを基質とした場合Kは同

じ培養時間（ 5 0時間）で薗体乾燥重量が 0.6 ff/ 1を示し，グルコースを基

質とした場合の2倍値であった。

以上の結果から，との実験で，優良菌株と認められたR.目pheroide目

(R目）を用いる方が，嫌気・明，好気・暗いずれの条件下でも，現在桐生市

で用いげ1ている光合成細菌， R.capsu工atus(Rc）よ b，その生育度，

基勝去効率ヵ什〈・れているととカ明らかにされた。が現在の研究段階では，

との細菌の菌体成分tてついてR.capsu工atus との比較が検討されてい左

いので，汚水浄化処理法としての効果については今後の検討を要する課題であ

るの
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第 2図 クロレラ培養液中の各成分の分離法
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OD 

日6

0.4 

日2

。
6 1 2 18 24 30 

In cu bat工on Tirne(hrs) 

第 5図 Growth curves of Bacillus subtilis in various media 

ト－－－...Medium (glucose medium) 

X-X Medium con七aining 1 mf of a neutral fraction※ 
※※  

Eト一一司 Medium containing 1 ml! of an acidic fraction 
品一一－6.Medium containing 1 ml! of a cultured broth※※※ 

0----0 Medium containing 0.2 % yeast extract ・--I・Mediはm without glucose but contain'ing 1 m£ of a neutral 
fraction;the similar course of growth was followed in 

the medium without glucose but containing 1 m£ of an 

acidェcfraction, a cultured broth and nothing (control) 
respectively. 

※ 15 ml! of a neutral fraction was obtained from 1500 ml! 

Of a cul tu red broth and used. 

※※ 50 mf Of an acid工C fraction was obtained from the .,same 

cultured broth and used. 

※※※ a cultured broth used was not concentrate dν 
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OD 

色 1 2 18 24 30 

工ncuba七ionTime(hrs) 

第 6図 The effe c七 of a neutral. fraction on the 

grown of Bacillus subtilis. 

争 ----4 Medium (glucose medium) 

提ー一-1( Medium con七aining 1 ml of a neutral fraction. 

＆ーーーー企 Medium containing U5 ml Of a neutral fraction. 

。ー--0 Medium containing U1 ml Of a neutral fraction. 
。ー四-aMedi um without gluc O自由 but containing 1 rnf of 

a neutral fra c七ion.
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図 9 紅菌音量液の紫外部吸収スベクトル
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ローーロ llB+ ’ (0.15•) 
＠ーIii MB+ • ( 0.日5け

・－－・ MB+ • (0003’） 
・－－・ MB＋’（日』日003•)／ 

且5

且4

日5

日2

且1

4 6 7 9 10日

第 12図 クロレラの生長K及ぼす各種演度のプロピオ:Yl'll添加の影響
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Ci－ーーロ Rt

3 4 7 日

OD 

且2

。ー一一。 Rs 
・一一・ Rr
白 F ーロ Rt

2 3 7 日

第 13図 各種光合成細菌の生育度（鎌気・明） 第 14図 各種光合成細菌の生育度（好気・暗）

OD 

且6

且5

且4

且5

且2

日1

1日 20 30 40 μMol 

第 15図 Triphenyl Formazanの検量線
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