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研究成果の概要（和文）：水生植物ウキクサはデンプンを蓄積する新たなバイオ燃料植物資源として期待されて
いる。本研究では、ウキクサの増殖を2倍以上促進する植物成長促進細菌（PGPB）を数多く分離することに成功
し、その増殖促進作用機構の一部を解明することができた。さらに、実排水を用いたウキクサ培養実証試験にお
いて、PGPBを利用したウキクサ培養によって、ウキクサのバイオマス生産性を2倍以上高めることに成功した。
また、そのバイオマスからエタノールとメタンなどの燃料を効率的に生産することにも成功した。これらの結果
から、PGPBを利用したウキクサ培養は、ウキクサバイオリファイナリーによる燃料生産の効率を高められること
が示された。

研究成果の概要（英文）：Duckweed is recognized as alternative feedstock for production of biofuels. 
In this study, many types of plant growth-promoting bacteria (PGPB) which can increase duckweed 
growth rate were isolated, and their mechanisms involved in duckweed growth promotion were 
clarified. PGPB-duckweed cultivation reactors using effluent of a sewage treatment plant produced 
efficiently duckweed biomass. The biomass production rate was 2-3 times higher than that of normal 
duckweed cultivation without PGPB. The duckweed biomass showed high ethanol and methane production 
potentials. The results demonstrate that the use of PGPB in duckweed cultivation can improve the 
efficiency of duckweed biomass refinery to produce biofuels (ethanol and methane).

研究分野：環境工学

キーワード： バイオマス利活用　バイオリファイナリー　ウキクサ　デンプンバイオマス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 化石燃料依存から脱却した持続可能な循
環型社会を実現するため、再生可能な植物バ
イオマスからの燃料・化成品生産（バイオリ
ファイナリー）が注目されている。これまで
はトウモロコシ、サトウキビやコムギなどが
バイオマス作物として利用されてきた。しか
し、これらのバイオマス生産は食糧生産との
競合、耕作地の限界と森林の開墾、灌漑や施
肥へのエネルギー投入などの観点から、真に
持続可能な資源とは言えなかった。こうした
中、食糧生産と競合することなく大量の収穫
量が見込める水系でのバイオマス生産に大
きな期待が寄せられている。 
 水生植物や微細藻類は水中の窒素やリン
を吸収して光合成によってバイオマスを生
産するため、窒素・リンなどを含む排水が常
に供給される排水処理施設でのバイオマス
生産が可能である。一方、排水処理の面から
みれば、水生植物や微細藻類が窒素やリンを
吸収してくれるため、その除去コストが抑え
られる。このような水系でのバイオマス生産
は，高い経済性と持続可能性を有するバイオ
リファイナリーと水質浄化の Co-benefit が期
待できる。本研究では、水系でのバイオマス
生産として、小型浮遊植物のウキクサに着目
し、ウキクサバイオリファイナリーの可能性
を検討することにした。 
 ウキクサバイオリファイナリーの実現に
は、効率的なウキクサ栽培の基盤技術を強化
することが最重要ポイントである。具体的に
は、ウキクサのバイオマス生産性を高める技
術が鍵となる。植物の機能やバイオマス収量
を向上させる手段として遺伝子組み換えや
育種などがあるが、本研究では植物成長促進
細菌（Plant Growth-Promoting Bacteria: PGPB）
の利用に着目した。植物は一部の微生物と密
接な共生関係を築いて生育しており、植物の
成長や代謝はそれらの影響を強く受けるこ
とが知られている。その微生物の一種が
PGPB である。陸生作物の PGPB を農作物増
産に利用することの実績は報告されている
ものの、ウキクサなどの水生植物の PGPB の
研究はほとんどなく、その開拓と利用技術の
開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ウキクサの成長速度を促進する
PGPB の基礎と利用技術を開拓し、それをウ
キクサ栽培と組合せて、高効率なデンプンバ
イオマス生産システムを開発することを目
的としている。具体的には、次の 4 つの検討
を行った。 
（1）ウキクサ PGPB の探索と特徴づけ 
（2）ウキクサ PGPB の成長促進効果の定量
的評価 
（3）ウキクサ PGPB の成長促進作用のメカ
ニズム解明 
（4）PGPB 利用型ウキクサ栽培システムによ
るウキクサバイオマス生産の実証試験とそ

の評価 
 
３．研究の方法 
（1）ウキクサ PGPB の探索と特徴づけ 
 無菌化した Spirodela polyrhiza, Lemna minor, 
Lemna gibba, Landoltia punctata, Wolffia arrhiza
の 5 種類のウキクサを環境水や下水二次処理
水で培養した後、それぞれのウキクサに共生
している細菌を分離した。ウキクサ共生細菌
の分離培養には、R2A 寒天培地を用いた。分
離した細菌株の 16S rRNA 遺伝子配列を解読
し、その系統分類学的特徴を調べた。 
 
（2）ウキクサ PGPB の成長促進効果の定量
的評価 
 分離したウキクサ共生細菌を分離源のウ
キクサ種（宿主）に接種して共培養した。そ
の共生細菌接種ウキクサと無菌ウキクサの
生育（乾燥重量とクロロフィル含有量）を分
離菌株なしの無菌ウキクサ培養（コントロー
ル）と比較して分離菌株の成長促進効果を定
量的に評価した。 
 
（3）ウキクサ PGPB の成長促進作用のメカ
ニズム解明 
 PGPB を接種してウキクサを培養し、ウキ
クサの個体数、乾燥重量、光合成活性、クロ
ロフィル含有量、炭素含有量、窒素含有量、
デンプン含有量、タンパク含有量の変化を測
定し、それらのウキクサの生理・生化学的パ
ラメータを無菌ウキクサ（PGPB 接種なし）
と比較した。さらに、PGPB を接種したウキ
クサと無菌ウキクサの RNA を抽出し、遺伝
子発現解析（トランスクリプトーム解析）を
行った。これらを総合的に解釈し、PGPB が
ウキクサの成長を促進する作用のメカニズ
ムを推定した。また、PGPB を宿主以外のウ
キクサに接種して培養し、PGPB の宿主特異
性についても検討した。 
 
（4）PGPB 利用型ウキクサ栽培システムによ
るウキクサバイオマス生産の実証試験とそ
の評価 
 S. polyrhiza, L. minor, L. gibba, L. punctata の
4 種類のウキクサを下水二次処理水、養豚廃
水二次処理水、し尿嫌気性消化脱離液などの
種々の排水でそれぞれ培養し、バイオマス生
産量（乾燥重量）を調べた。さらに、収穫し
たバイオマスのバイオリファイナリー原料
価値として、エタノール生産並びにメタン生
産への適用性を評価した。ウキクサバイオマ
スを熱水処理（121℃，20min）した後、酵素
（α-アミラーゼとグルコアミラーゼ）と酵母
を用いて同時糖化・発酵することによってエ
タノール生産量を調べた。一方、ウキクサバ
イオマスを嫌気性消化汚泥に投入すること
によってメタン生産量を調べた。 
 また、ウキクサを PGPB 株懸濁液で 3 日間
前培養し、PGPB の増殖促進効果を十分に発
現させたウキクサを PGPB ウキクサとした。



その PGPB ウキクサを下水二次処理水、畜産
排水処理水あるいは嫌気性消化脱離液に浮
かべてバイオマス生産を行い、通常のウキク
サを用いた試験と比較して PGPB の効果を評
価した。この試験はラボスケールで行い、栽
培液や排水量は 1－20L の範囲で変化させ、
人工気象室（28℃、16 時間・明/8 時間・暗条
件）で実施した。 
さらに、下水二次処理水 100L を投入した

パイロットスケールのウキクサ培養槽を準
備し、その培養槽に PGPB ウキクサを投入し
てバイオマス生産を行った。通常のウキクサ
を用いた試験と比較し、PGPB の効果を評価
した。この実証実験は屋外の温室、温度と照
度をコントロールせず、雨水影響を排除し、
PGPB の系外への流出を防いだできるだけ自
然環境条件で春季（3 月）夏季（9 月）と冬
季（12 月※温度を 15℃以上に設定）に実施
した。 
 
４．研究成果 
（1）ウキクサ PGPB の探索と特徴づけ 
 ウキクサの共生細菌の分離を試みたとこ
ろ、S. polyrhiza に共生する細菌を 101 株、L. 
minor に共生する細菌を 82 株、L. gibba に共
生する細菌を 88 株、L. punctata に共生する細
菌を 64 株、W. arrhiza に共生する細菌を 36
株分離し、合計 371 株のウキクサ共生細菌を
分離することに成功した。そのうちの 52%が
α-Proteobacteria網細菌（Caulobacter属細菌、
Ensifer 属 細 菌 、 Sinorhizobium 属 細 菌 、
Rhizobium 細菌、Novosphingobium 属細菌、
Sphingomonas 細 菌 な ど ）、 36 ％ が β
-Proteobacteria 網細菌（Hydrogenophaga 細菌、
Rhodoferax 属細菌、Methylophilus 属細菌など）、
9％がγ-Proteobacteria 網細菌（Pseudomonas
属細菌や Shinella 属細菌など）であった。こ
れらの結果から、Proteobacteria 細菌（特に、
α-Proteobacteria 網細菌）がウキクサと共生
しやすく、ウキクサ共生細菌群集の中心的メ
ンバーであることが示唆された。 
 
（2）ウキクサ PGPB の成長促進効果の定量
的評価 
 分離した 371 株のウキクサ共生細菌の宿主
ウキクサに対する成長促進効果を定量的に
評価したところ、321 株（86.5%）の共生細菌
が宿主ウキクサの成長を促進させた。一方、
28 株（7.5%）は宿主ウキクサの生育に影響を
及ぼさず、22 株（5.9%）は宿主ウキクサの成
長を阻害する細菌であった。この結果から、
ウキクサに共生する細菌のほとんどが宿主
の成長を促進する PGPB であることが示唆さ
れた。すなわち、ウキクサはその増殖過程に
おいて、自身の成長を促進する細菌を共生さ
せていることが推測された。一方、ウキクサ
共生細菌群集の中には宿主の生育を阻害す
る細菌も僅かながら存在することが示唆さ
れた。 
 また、それらのウキクサ PGPB の中から、

宿主ウキクサの成長を 2 倍以上促進する優秀
な PGPB （ Sinorhizobium sp. SP4 株 、
Xanthobacter sp. SPR1株、Starkeya sp. SPE6株、
Pelomonas sp. SPE11株、Shinella sp. SASP1 株、
Ensifer sp. LDSP16 株、Curvibacter sp. NDSP4
株 、 β Proteobacteria 細 菌 SALM5 株 、
Porphyrobacter sp. SALM10 株、Roseomonas sp. 
SALM13株、Hydrogenophaga sp. SALM15株、
Sphingomonas sp. LDLM4 株、Sphingomonas sp. 
NDLP5 株、 Hyphomicrobium sp. NDLP16 株、 
Rhodoferax sp. NDLP7 株、 Sphingomonas sp. 
NDLP8 株、 Ensifer sp. NDLP10 株、 Rhizobium 
sp. SAWA7 株、 Brevndimonas sp. SAWA10 株
など）を 45 株探索することに成功した。こ
れらはウキクサの高効率なバイオマス生産
栽培システムに利用できる価値ある PGPB と
いえる。 
 
（3）ウキクサ PGPB の成長促進作用のメカ
ニズム解明 
 ウキクサと PGPB（Sinorhizobium sp. SP4）
を共培養したところ、PGPB を接種した 1 日
後からウキクサのクロロフィル含有量と光
合成速度が上昇した。ウキクサの光合成活性
が高まった 3 日以降からウキクサの分裂とバ
イオマス生産が促進した（図 1）。この結果か
ら、PGPB によってはじめにウキクサの光合
成・カルビンサイクルが促進し、その後ウキ
クサのバイオマス生産が促進することが明
らかとなった。 
また、PGPB を接種することにより、ウキ

クサバイオマス中の炭素含有量とデンプン
含有量に大差は見られなかったが、窒素含有
量とタンパク含有量が 2 倍以上増加した（図
2）。このことから、PGPB が生成する窒素化
合物がウキクサに吸収され、その窒素を使っ
てウキクサがタンパクを合成し、これがクロ
ロフィル含有量の増加と光合成やバイオマ
ス合成などの代謝系を促進したものと推測
された。 
 PGPB を接種したウキクサの遺伝子発現を
調べたところ、窒素同化・代謝系、クロロフ
ィル合成経路とカルビンサイクルの遺伝子
の一部の発現が高まっており、上記のウキク
サの生理・生化学的パラメータと表現型の変
化を裏付けられた。 
 これらの総合的に解釈すると、以下のよう
なメカニズムが働いていると推測できた。ウ
キクサに共生した PGPB は窒素化合物を合成
し、ウキクサはその窒素化合物を吸収してク
ロロフィル合成経路や光合成をはじめとす
る各種代謝系を促進し、最終的にバイオマス
生産速度が高められる。 
 PGPB の宿主特異性を調べたところ、PGPB
は分離源である宿主以外のウキクサ種に対
しても増殖促進効果を発揮した。このことか
ら、PGPB が持つ増殖促進効果は広く作用し、
様々な種類のウキクサ培養システムへの汎
用性が高いと考えられた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．PGPB 接種ウキクサと無菌ウキクサの 5
日間培養中の生理・生化学的パラメータの変
化と 5 日間培養後のバイオマス生産量、バイ
オマス組成の違い 
 
（4）PGPB 利用型ウキクサ栽培システムによ
るウキクサバイオマス生産の実証試験とそ
の評価 
 下水二次処理水、養豚廃水二次処理水、し
尿嫌気性消化脱離液を用いてウキクサを栽
培したところ、4 種類のウキクサは排水から
窒素を効果的に吸収しながらバイオマスを
生産した。この調査の範囲では、ウキクサ種
の中でも S. polyrhiza が比較的高いバイオマ
ス生産速度を示し、その単位栽培水バイオマ
ス 生 産 速 度 の 最 高 値 は 、 70.4 g 
dry-weight/m3/day となった。ウキクサの生育
水温は 14℃以上であるが、冬季においても排
水熱（一般的な下水処理場の下水熱は年間 15
～30℃）を利用すれば、ウキクサ栽培による
年間を通したバイオマス生産も期待できる。
S. polyrhiza を水深 0.5m の栽培槽で通年栽培
したとき、その単位面積当たりのバイオマス

生産速度は最大で 128.5 ton dry weight/ha/year
と推定された。この S. polyrhiza バイオマス生
産速度は、陸生植物よりも高く、微細藻類に
比べても著しく劣るものではない（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 単位面積当たりの植物バイオマス生産速
度の比較 1, 2）ウキクサのバイオマス生産速度
は，水深 0.5m の培養槽で通年栽培したと仮
定したときの推算値。 
 
さらに、ウキクサバイオマスのエタノール

生産とメタン生産への適用性を評価した。ウ
キクサバイオマスを熱水処理と同時糖化・発
酵することによって、収率 0.165－0.191 
g-ethanol/g-biomass でエタノールが生産され
た。また、ウキクサバイオマスを嫌気性消化
汚泥に投入することによって、収率 334－413 
NL CH4/kg VS でメタンが生産された。ウキク
サのエタノールおよびメタン生産ポテンシ
ャルは他のエネルギー作物や微細藻類とも
ほぼ同等であった（表 1、2）。 
以上の結果から、ウキクサは、現在廃棄物

として扱われている排水を用いた栽培で高
いバイオマス生産速度を示し、エタノールや
メタンなどのバイオ燃料生産に適した原料
を生産することができることが実証された。
すなわち、排水を利用したウキクサ栽培とウ
キクサバイオリファイナリーの実現可能性
が示されたといえる。 

 
表 1 ウキクサバイオマスと他のバイオマスのエタノール

生産ポテンシャルの比較 
 
 
 
 
 
 
 

表 2 ウキクサバイオマスと他のバイオマスのメタン生産

ポテンシャルの比較 
 
 
 
 
 
 

 続いて、PGPB 利用型ウキクサ栽培につい
て検討した。PGPB と共培養したウキクサ
（PGPB ウキクサ）は、窒素濃度が異なる幅



広い合成排水および、土着細菌が含まれる
種々の実排水（下水二次処理水、畜産排水処
理水、し尿嫌気性消化脱離液）を用いた栽培
実証試験において、いずれの場合も PGPB な
しのウキクサ栽培に比べてバイオマス生産
速度が 2 倍以上に達した。さらに、屋外温室
にパイロットスケールの PGPB 共生ウキクサ
栽培槽を設置し、実下水二次処理水 100L を
用いた試験においても、PGPB によってウキ
クサのバイオマス生産速度が通常ウキクサ
（PGPB なし）に比べて 2－3 倍高まることを
実証した（図 3）。この PGPB による効果は春
季、夏季と冬季に共通に見られた。また、こ
のように高い速度で生産された PGPB ウキク
サのエタノールとメタン生産ポテンシャル
も前述と同等の値を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．PGPB-ウキクサと通常ウキクサ培養槽
（下水二次処理水 100L）でのウキクサバイオ
マス生産の様子 
 
 以上の検討を総合的に解釈した結果、
PGPB によって単位排水あたり、単位培養槽
面積あたりのウキクサバイオマス生産の生
産速度が 2 倍以上高まり、そのウキクサバイ
オマスによって効率的にエタノールやメタ
ンなどの燃料が生産できることが実証され
た。これらの燃料を化石燃料代替として利用
することによって、CO2排出削減が期待でき
るといえる。 
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