
山梨大学・大学院総合研究部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

ウキクサ科植物の葉状体の機能強化とコベネフィット型植生浄化プロセスの開発

Development of a co-benefit type vegetative treatment system using the 
Lemnoideae with enhanced frond function

５０３７７５８７研究者番号：

田中　靖浩（TANAKA, Yasuhiro）

研究期間：

１５Ｋ００５８０

平成 年 月 日現在３０   ６   ５

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：ウキクサ亜科植物の一つであるコウキクサの生育を2倍以上促進する菌株としてLA-C6
株、SP-2-C10株をコウキクサの葉状体を分離源として取得した。また、これら2株には藻類に対する生育促進効
果も見出された。
さらに、有害化学物質分解菌として、フェノールやトリクロロエチレンなどの分解に関与するdmpN遺伝子を保有
する菌株27株をウキクサ亜科植物の葉状体から分離した。これらの菌株のうち、21L25株、22L16株、22L21株、
32L3株、22L7株を導入したウキクサにおいて、フェノール分解機能の強化に成功した。また、22L7株に関して
は、コウキクサに対する生育促進活性も見出された。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in isolating two plant growth-promoting bacteria (PGPB; the 
strains LA-C6 and SP-2-C10) from Lemna minor, a member of Lemnoideae. These PGPB also elevated the 
growth of microalgae. 
Additionally, 27 bacterial strains, which have a gene for phenol hydroxylase involving degradation 
of phenol and trichloroethylene etc., were isolated from the fronds of Lemnoideae. By inoculating 
the phenol hydroxylase gene positive strains, 21L25, 22L16, 22L21, 32L3 and 22L7, into aseptic 
duckweed, we successfully obtained the plant possessing high level of phenol degrading ability. 
During this process, it was also revealed that the strain 22L7 is a PGPB for L. minor.  

研究分野：環境微生物学

キーワード： ウキクサ　PGPB　水質浄化
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１．研究開始当初の背景 
ウキクサ亜科植物の多くは葉と茎が融合し
た葉状体と根で構成される浮遊性の水生植
物でデンプンを多く含有することから、バイ
オエタノール等のエネルギー生産資源や家
畜の飼料としての利用が検討されている。こ
のような背景から、我々は当該植物の根部分
（根圏）から多数の有害化学物質分解菌と植
物生育促進効果を示す微生物（Plant	
 Growth	
 
Promoting	
 Bacteria；PGPB）を分離培養し、
これらを根圏に再導入すること（根圏機能の
強化）でウキクサ亜科植物の浄化能力とバイ
オマス生産性を向上させ、排水処理とエネル
ギー資源生産の両方を可能とする“コベネフ
ィット型植生浄化ユニット”の開発を目指し
てきた。以上のような検討は、植物の浄化機
能においては、「浄化能力＝根圏微生物が関
与」という定説に基づき行ったものであるが、
ウキクサ亜科植物に関しては葉状体も水に
接触していることから、ここに生息する微生
物も水質浄化に関与している可能性が考え
られる。しかし、これまでにウキクサ亜科植
物の葉状体に生息する微生物に関する研究
例は無く盲点となっていた。 
 
２．研究の目的 
これまで未開拓であったウキクサ亜科植物
の葉状体に生息する微生物群集を標的とし、
まずは PGPB と有害化学物質分解菌を検索し、
これらを植物体に再導入することで“機能強
化ウキクサ亜科植物”を創製することを目的
とした。さらに、“機能強化ウキクサ亜科植
物”を用いたコベネフィット型植生浄化ユニ
ットの構築についても検討することとした。 
 
３．研究の方法 
（1）ウキクサ亜科植物	
 

山梨県森林公園「金川の森」内の人工池で
栽培したウキクサ（Spirodela	
 polyrhiza）、
アオウキクサ（Lemna	
 aequinoctialis）、コ
ウキクサ（Lemna	
 minor）と研究室内で栽培
している無菌のウキクサ、コウキクサ、アオ
ウキクサ、ミジンコウキクサ（ Wolffia	
 
arrhiza と Wolffia	
 globosa の 2 種）を用い
た。	
 
	
 

（2）葉状体からの微生物分離	
 

各ウキクサ亜科植物の葉状体からの微生物
分離はDTS培地（市販のTryptic	
 Soy	
 Broth	
 を
100 倍希釈したもの）を用いた平板培養法に
より行った（25°C で 1 ヶ月間の培養）。	
 
	
 
（3）ウキクサ亜科植物葉状体由来微生物か
らの PGPB のスクリーニング	
 
系統解析を行った菌株の中から特に新規性
が高い菌株（既知種由来 16S	
 rRNA 遺伝子の
相同性が 95%以下のもの）を対象に PGP 活性
を有する菌株を検索した。各菌体の懸濁液を
植物栽培用のHoagland培地40	
 mLに接種し、

無菌コウキクサを 1株浮かべた。その後、人
工気象器内で 2週間栽培後に生育したコウキ
クサの葉状体数を計数し、PGP 活性（微生物
接種区の葉状体数/微生物非接種区の葉状体
数）を求めた。	
 
	
 
（4）ウキクサ亜科植物葉状体由来微生物か
らの有害化学物質分解菌の検索	
 
本研究では、有害化学物質分解菌のモデル
としてフェノール分解菌をターゲットとし
た。河川水中の微生物群集を無菌ウキクサに
接種後、50	
 ppm フェノールを含む培地で一定
期間栽培した。その後、ウキクサの葉状体か
ら分離した微生物菌株 96 株を対象に、フェ
ノール脱水素酵素遺伝子（dmpN）の有無を指
標にフェノール分解菌の検索を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）ウキクサ亜科植物葉状体由来微生物か
らの PGPB のスクリーニング	
 
ウキクサ、アオウキクサ、コウキクサの 3
種のウキクサ亜科植物の葉状体から計 261 株
の微生物を分離し、16S	
 rRNA 遺伝子に基づく
系統解析に供した。その結果、全分離株の約
27%に相当する 70株が系統的に新規な微生物
であることが明らかとなった。これらの中で
比較的培養が容易な 30 株を対象にコウキク
サに対する PGPB 検索を行ったところ、2.5 倍
以上の生育促進効果を示す菌株として最終
的に 9 株を得た（図 1；この中で安定的に活
性を示す 3株（LM-L3 株、SP-2-C10 株、LA-C6
株）に絞り、以降の実験に用いることとした）。
なお、この 9株の中には、これまでに分離培
養例が 4例しかない Armatimonadetes門に属
する菌株も含まれていた。	
 

図１．葉状体由来微生物からの PGPB のスク
リーニング	
 
	
 
（2）取得した PGPB の生育促進メカニズムの
比較	
 
陸生植物の PGPB が有する代表的な生育促
進因子（シデロフォア生産能、インドール-3-
酢酸生産能、リン酸可溶化能）を測定したと
ころ、シデロフォア生産については 3株すべ
てで確認されたが、不溶性リン酸可溶化能を
有するのは SP-2-C10 株、LM-L3 株の 2 株、イ
ンドール-3-酢酸の生産能を有する菌株は
LM-L3 株の 1 株のみであった。また、これら
3 株の様々なウキクサ亜科植物に対する生育
促進能を比較したところ、それぞれの生育促
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進スペクトルが異なっていた。これらの結果
から、本研究で取得した 3 株の PGPB はそれ
ぞれ異なるメカニズムでコウキクサを生育
促進している可能性が高いと考えられた。	
 
	
 
（3）下水二次処理水中における PGPB 接種機
能強化コウキクサの生育（簡易植生浄化ユニ
ットにおける PGPB の生育促進効果）	
 
本研究で取得した 3 株の PGPB を接種したコ
ウキクサの下水二次処理水での生育を非接
種区と比較した。その結果、3株すべての PGPB
接種コウキクサにおいて既存のウキクサ亜
科植物根由来 PGPG（P23 株、SP4 株）と同様
に非接種区よりもバイオマス生産能が 2倍以
上となっており、PGPB としての有効性が確認
された（図 2）。	
 

図２．下水二次処理水中におけるウキクサ亜
科植物葉状体由来 PGPB の活性	
 
	
 
また、これら 3 株のうち、ハンドリングしや
すい（菌体の調製が容易な）SP-2-C10 株と
LA-C6株PGPBについて葉状体と根の局在性に
ついてチェックしたところ、いずれの菌株も
7 日間の共培養以降で根よりも葉状体の方が
10 倍以上の菌数が定着していることが明ら
かとなり、これらの PGPB が葉状体由来であ
ることの裏付けが取れた（図 3,4）。	
 

図３．LA-C6 株のコウキクサ根および葉状体
における細菌数	
 
	
 

図４．SP-2-C10 株のコウキクサ根および葉状
体における細菌数	
 
	
 
（4）SP-2-C10 株と LA-C6 株による藻類の生
育促進	
 
SP-2-C10株とLA-C6株のウキクサ以外への利
用の可能性を探るべく、オイル含量が高く新
たなバイオマスリソースとして注目されて
いる微細藻類 Euglena	
 gracilis に対する生
育促進活性を測定した。その結果、使用する
培地条件により活性は異なるものの、いずれ
の菌株とも 1.3〜4.5 倍の生育促進効果を有
し、 MGPB （ Microalgae	
 Growth	
 Promoting	
 
Bacteria）としても有効であることが示され
た（図５）。	
 

図５．LA-C6 株および SP-2-C10 株による藻類
の生育促進	
 
C：C 培地（無機塩培地）,C+1/10YP：C 培地+
酵母エキス,C+A：C 培地+アンモニア,C-V：C
培地−ビタミン	
 
	
 
（5）ウキクサ亜科植物葉状体由来微生物か
らのフェノール分解菌の検索	
 
50	
 ppmフェノールで馴化栽培したウキクサの
葉状体から分離した 96 株の細菌をターゲッ
トに、フェノール脱水素酵素遺伝子（dmpN）
を有する菌株を検索したところ、21 株に当該
遺伝子が検出された。これらの菌株の中で生
育が良好な菌株 8株について、実際にフェノ
ール分解活性を有するか調べたところ、すべ
ての菌株に活性が検出された（50	
 ppm フェノ
ールを含む培地での培養時に 3 日以内に 80%
以上のフェノールを分解）。	
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（6）フェノール分解菌の導入によるウキク
サの機能強化	
 
上記のフェノール分解菌 8株の中で、特に活
性の高かった 5株（21L25 株、22L16 株、22L21
株、32L3 株、22L7 株）について、個別に無
菌ウキクサに接種・導入した。この“機能強
化ウキクサ”を 50	
 ppm のフェノールを添加
した人工排水の浄化実験に供したところ、
22L16 株、22L21 株、32L3 株または 22L7 株を
導入したウキクサで効率的なフェノールの
分解（浄化）が確認された。特に 22L7 株
（Pseudomonas 属）を導入したウキクサの浄
化能力が高く、4 株を 55	
 mL の人工排水に投
入した実験系において処理開始18時間で50%、
48 時間で 100%のフェノールを分解した。ま
た、本菌株（22L7 株）はコウキクサに導入し
た場合でもウキクサの場合と同様の浄化活
性が確認された。	
 
	
 
（7）葉状体由来フェノール分解菌によるウ
キクサの生育促進	
 
“コベネフィット型植生浄化ユニット”を構
築するにあたっては、有害化学物質分解能を
持ちつつ、PGP 活性も持つ菌株の利用が効果
的である。しかし、これまでに、そのような
菌株は Acinetobacter	
 sp.	
 P23 株（フェノー
ル分解能を持つ）しか報告されていない。そ
こで、本研究で取得したフェノール分解菌に
ついて、ウキクサ亜科植物（ウキクサとコウ
キクサ）に対する PGP 活性を持つかを調べた。
その結果、4-6 のウキクサの機能強化で良い
成績を示した 22L7 株がコウキクサに対して
PGPB としても機能することが明らかとなっ
た（2.3 倍の PGP 活性；図６）。	
 

図６．22L7 株のウキクサ亜科植物に対する
PGP 活性	
 
（A）L.	
 minor（B）S.polyrhiza	
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