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研究成果の概要（和文）：水生植物―根圏微生物共生系を利用した、各種化学物質汚染水の浄化

技術開発に向けた基礎検討を行った。フェノール分解菌を選択的かつ高密度に根圏に集積でき

るウキクサの根分泌物が、複数種のフェノール性物質から構成されており、暴露される化

学物質の種類によって特に微量成分が変化すること、ウキクサやヨシの根圏で、多様な芳

香族化合物の分解促進作用が認められたこと、世界初となる 4-tert-ブチルフェノール分解

菌の分離に成功し、その分解経路と分解促進メカニズムを明らかにすることができた。 

 

研究成果の概要（英文）：The basic investigations on symbiosis between aquatic plants and 

rhizobacteria were performed to evaluate the possibility of the low-carbon and environmentally-friendly 

water quality conservation system against aromatic compounds contamination. The root exudate of 

Spirodela polyrrhiza, a duckweed, was revealed to be composed of several phenolic components, and 

the trace components of the root exudate were varied depending on the chemicals to which S. polyrrhiza 

was exposed. The accelerated degradation of various aromatic compounds were confirmed in the 

rhizosphere of Phragmites australis, a reed, as well as S. polyrrhiza. In addition, 4-tert-butylphenol 

(4-t-BP) degrading bacteria were isolated from their rhizosphere for the first time, and their 4-t-BP 

degradation pathway and mechanism of accelerated 4-t-BP degradation could be clarified. 
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１．研究開始当初の背景 

 水生植物を用いた水質浄化法（植生浄化
法）は、外部から人為的にエネルギー源や炭
素源を供給する必要がないことから、極めて
経済的な技術であると同時に、環境適合性を
持った省資源・省エネルギーの 21 世紀型水
質浄化・保全技術といえる。実際、経済産業

省が提示している「技術戦略マップ」には、
バイオテクノロジー活用による環境対応と
して環境中有害物質の除去が掲げられてお
り、ここでは、2010年から 2025年にかけて、
一般環境中の重金属と化学物質等による汚
染に対して、植物と微生物を組み合わせた
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システムの確立と実用化」が謳われている。
現状では、植生浄化法は主として窒素やリン
などの栄養塩類の除去を目的として、下排水
二次処理水の仕上げ処理や、汚濁河川・湖沼
などの直接浄化に用いられているが、近年、
水環境を取り巻く新たな汚染としてクロー
ズアップされている微量化学物質等の難分
解性化学物質の分解・除去については、世界
を見渡してもほとんど取り組まれてこなか
った。研究開始当初、アメリカの企業研究者
がアオウキクサとガマの根圏で界面活性剤
の分解が促進されたことを報告してはいた
が、そのメカニズムは明らかにされていなか
った。植物根圏では、植物の光合成によって
生成された酸素や、植物の根から分泌される
糖、アミノ酸、ビタミンや二次代謝物質など
の供給により、微生物が高密度に集積され、
活性化されることが知られているが（根圏効
果）、これらの一般的な根圏効果では、界面
活性剤等の化学物質の分解促進を説明でき
ないことから、本研究で目標とする水生植物
と根圏微生物の組み合わせによる汚染水域
の合理的かつ効果的な浄化を達成するため
には、水生植物と根圏微生物間の相互作用の
メカニズムを明らかにしておく必要がある。 

 一方、研究代表者らはこれまでの研究で、
世界中で広く水質浄化に利用されてきた浮
遊性植物のウキクサ（Spirodela polyrrhiza）や
ボタンウキクサ（Pistia stratiotes L.）などの根
圏において、界面活性剤や芳香族化合物の分
解が促進されること、芳香族化合物分解能を
有する微生物が選択的に集積されているこ
となどを明らかにしてきた。また、特にフェ
ノール、アニリン、2,4-ジクロロフェノール
の 3種類の芳香族化合物の分解促進が、物質
の種類によって異なることを示すとともに、
抽水性植物のヨシ根圏ではフェナンスレン
やピレンなどの多感芳香族化合物の分解促
進効果が得られることを予備的に明らかに
してきた。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景を踏まえ、本研究では、 

①水生植物―根圏微生物共生系によって分
解促進可能な化学物質の体系化：どのような
物質で水生植物による分解促進効果が期待
できるのか？ 

②水生植物種による化学物質分解促進効果
の比較検討：どのような水生植物で化学物質
の分解促進作用が期待できるのか？ 

③水生植物根圏における特定微生物の集積
作用の解明：なぜ根圏に特定の微生物が選択
的に集積されるのか？ 

④水生植物の化学物質暴露に対する応答と
根圏微生物へ与える影響の解明：各種化学物
質に暴露されることで、水生植物がどのよう
な応答を示し、それが根圏微生物にどのよう

な影響を与えているのか？ 

の 4点を明らかにすることで、水生植物と根
圏微生物の組み合わせによる化学物質汚染
水域の合理的かつ効果的な浄化手法の確立
に向けた基礎的な知見を集積すること、また、
これらの知見を活用して、化学物質汚染浄化
に資する根圏浄化法の構築のための課題を
明らかにすることを目的として研究を行っ
た。 

 

３．研究の方法 

（１）ウキクサ根分泌物の解析 

 滅菌した Hoagland培養液、あるいはこれに
フェノール、4-tert-ブチルフェノール（4-t-BP）
を 5 mg/Lとなるよう加えた培養液 200 mLに、
予め洗浄しておいた無菌ウキクサ 20 株を植
え付け、人工気象器内 （28℃, 8000 lux, 16時
間明/8時間暗）で 3日間静置培養した。その
後、滅菌超純水 200 mL に、それぞれの培養
液で培養した無菌ウキクサ 20株を植え付け、
回転振盪（120 rpm, 3分間）し、ウキクサの
根に付着している根分泌物を洗浄した。続い
て、新たな滅菌超純水 50 mLにウキクサ全株
を植え付け、人工気象器内で静置（1 日）し
た。その後、ウキクサの根に付着している根
分泌物を根付着画分、滅菌超純水中に溶解し
ている根分泌物を水溶画分としてそれぞれ
回収した。根付着画分は、系内のウキクサ全
株の根を切断、回収して試験管に移し、滅菌
超純水 50 mL とともに超音波破砕処理（20 

KHz, 5秒間隔, 3分）とボルテックス処理（1

分）を交互に 3回行った後、Isopore Membrane 

Filter（孔径 10 μm）を用いて濾過処理を行い、
この濾液を根付着画分とした。 

 回収された根付着画分 25 mL と水溶画分
25 mLを 1 : 1の比率で混合し、根分泌物成分
液 50 mLとした。1 M塩酸を用いて pH 3に
調整した後、Oasis HLBカートリッジを用い
た固相抽出により濃縮、乾固させ、元の 100

倍濃度になるようにアセトニトリルに転溶
後、HPLCを用いて分析、比較した。 

 また、上記の方法で回収した根付着画分と
水溶画分のそれぞれについて、TOC濃度とフ
ェノール性物質濃度を測定した。フェノール
性物質濃度は、4-アミノアンチピリン吸光光
度法で測定した。 

 

（２）水生植物―根圏微生物共生系による各
種芳香族化合物の分解 

 国内の河川、湖沼等から採取した環境水に、
フェノール、アニリン、2,4-ジクロロフェノ
ール（2,4-DCP）、ノニルフェノール（NP）、
ナフタレン、ビスフェノール A（BPA）を 5 

mg/Lあるいは 10 mg/Lとなるよう添加し、ウ
キクサ（Spirodela polyrrhiza）を 30株植栽し
た系（系 A）、無菌ウキクサを 30株植栽した
系（系 B）、30 株のウキクサから回収した根



 

 

圏微生物を添加した系（系 C）、環境水のみの
系（系 D）、フィルター滅菌した環境水に無
菌ウキクサを 30株植栽した系（系 E）の各実
験系を作成して、それぞれの芳香族化合物の
分解を HPLC分析によって、経時的に評価し
た。なお、4-t-BP（5 mg/L）については、系 A

と系 Dによる分解実験を実施した。 

 

（３）水生植物根圏の微生物群集解析 

 各種環境水でウキクサを 1週間馴致した後、
環境水 10 mLから既報に従って全 DNAを抽
出し、これを水相画分とした。また、ウキク
サを回収して滅菌トリポリリン酸ナトリウ
ム水溶液（5 mg/L）で洗浄した後、根を切除
してこれを（１）に示すように超音波処理、
ボルテックス処理した上でここから DNA を
抽出し、これを根圏画分とした。それぞれの
画分について、16S rRNA 遺伝子を標的とし
た PCRを実施した後、T-RFLP 法によって、
画分ごとの微生物群集構造を比較した。また、
上述の環境水にフェノールを 10 mg/Lとなる
ように添加した系も同時に作成し、フェノー
ル分解後の各画分の微生物群集構造も同様
に比較した。 

 

（４）水生植物根圏からの 4-t-BP分解菌の分
離、特徴づけと 4-t-BP分解メカニズムの推定 

 （２）の実験において、ウキクサ－根圏微
生物共生系で4-t-BPの分解が認められたこと
から、この実験系から 4-t-BP分解菌の分離を
試みた。実験系の水サンプル 10 mLに、ウキ
クサ 15 株分の根を切断したものを添加して
超音波破砕に供した後、90 mL の 0.17 mM 

4-t-BP 含 有 無 機 塩 培 地 と 混 合 し
（4tBP-MSM(0.17 mM)）、300 mL容の三角フ
ラスコにて、4-t-BP 分解菌の集積培養を行っ
た（28oC、120 rpm）。約 1週間ごとに、集積
培養液の 1%を新鮮な 4tBP-MSM(0.17 mM)に
植え継ぐ操作を数回繰り返した後、
4tBP-MSM(0.5 mM)寒天平板に塗布して 28oC

で培養することにより、コロニーを形成させ
て、その 4-t-BP分解能を 4tBP-MSM(1.0 mM)

液体培地での菌体増殖と HPLCによる 4-t-BP

濃度測定によって確認した。得られた 4-t-BP

分解菌は、Cowan と Steel の一次鑑別表レベ
ルでの特徴づけと 16S rRNA遺伝子配列に基
づいた系統分類を実施するとともに、
4tBP-MSM(1.0 mM)液体培地による 4-t-BP の
分解過程での中間代謝物測定（GC/MS）を通
じて、4-t-BP分解メカニズムを推定した。 

 

（５）ウキクサ根分泌物による 4-t-BP分解促
進作用の評価 

 ウキクサを植栽することによって、多様な
芳香族化合物の分解が促進され、根分泌物が
その鍵を握っていることが推測されたこと
から、特にこれまでに生物分解の報告がなく、

水生植物－根圏微生物共生系の効果が確認
された 4-t-BP に焦点をあて、根分泌物が
4-t-BP分解菌に与える影響を評価した。（１）
で作成したウキクサ根分泌物について、TOC

の 終 濃 度 が 100 mg/L と な る よ うに
4tBP-MSM(0.5, 1.5, 2.0 mM)液体培地に添加
した系と非添加の系を 50 mL容のバイアル瓶
中に全量が 20 mLとなるようそれぞれ作成し、
ここに 4-t-BP分解菌を OD600 = 0.02となるよ
う添加して、各系の 4-t-BP濃度を経時的に測
定することによって、ウキクサ根分泌物が
4-t-BP分解に与える効果を評価した。 

 

 

４．研究成果 

（１）ウキクサ根分泌物の解析 

化学物質に曝露していないウキクサから
回収した根分泌物のHPLCクロマトグラムに
は 3つの主要なピークが確認された。フェノ
ールおよび4-t-BPに曝露したウキクサの根分
泌物にもこれらのピークは共通して主要な
ピークとして確認され、ウキクサの根分泌物
の主要成分は、化学物質に曝露しても大きく
変化しないことが示された。一方で、フェノ
ールおよび 4-t-BPに曝露したものでは、さら
に 3つの小さなピークが確認され、化学物質
への曝露によって根分泌物の微量成分が変
化することが示された。 

 根分泌物の TOC 濃度は、化学物質に曝露
していない場合に比べ、フェノールおよび
4-t-BP に曝露した場合には、約 1.4 倍に増加
していた。また、水溶画分と根付着画分の分
配比は、フェノールおよび 4-t-BPに曝露した
場合、いずれも根付着画分では大きな差は認
められなかったのに対し、水溶画分が 2.5 倍
以上に増えており、化学物質に曝露すること
によって水溶性の高い成分が根分泌物とし
て放出されたものと考えられる。一方、根分
泌物中のフェノール性物質に着目してみる
と、化学物質への曝露の有無に関係なく、い
ずれの場合も根付着画分が水溶性画分より
多いことが示された。なお、化学物質に曝露
していない場合、その比が約 2倍であったが、
フェノールに曝露した場合には約 1.8 倍、
4-t-BP に曝露した場合には約 1.4 倍であり、
フェノール性物質についても、化学物質に曝
露することで、水溶性成分の分泌が増加する
ことが示された。 

 

（２）水生植物―根圏微生物共生系による各
種芳香族化合物の分解 

 研究の方法に記載した 7種類の芳香族化合
物のうち、BPAを除く 6種について、ウキク
サ植栽による分解促進効果が確認された。こ
のうち、フェノールについては根圏微生物が、
アニリンについてはウキクサの根圏微生物
活性化作用が、2,4-DCP についてはウキクサ



 

 

自身による分解除去作用が、NP については
ウキクサへの吸着作用がそれぞれ大きく影
響していることが示唆された。なお、ナフタ
レンについては、一部の実験系を喪失したた
め、メカニズム解明には至らなかった。ここ
で、4-t-BP について、これまでに世界でも報
告がなかった生分解を確認することができ、
水生植物－根圏微生物を利用することによ
って、これまでに対応できなかった化学物質
の分解による水質浄化の可能性が示された
ものと考えられた。 

 

（３）水生植物根圏の微生物群集解析 

 微生物群集を T-RFLP にて比較した結果を
主成分分析（Principal Component Analysis : 

PCA）に供した結果を図 1に示す。 

図 1 6 種類の環境水中の微生物群集（○）、
6 種類の環境水で栽培したウキクサ根
圏微生物群集（□）、ウキクサ植生系の
フェノール分解後の水相画分の微生物
群集（●）、根圏画分の微生物群集（■）、
およびウキクサ非植生系のフェノール
分解後の水相画分の微生物群集（◆）
の PCA分析結果（記号は採水地略称） 

 

 図 1からも明らかなように、水相画分の微
生物群集（○）とウキクサ根圏画分の微生物
群集（□）は、主成分 1で明確に分画された。
これより、ウキクサの根圏には、周囲の環境
水中とは異なる微生物が選択的に集積され
ていることが分かる。また、ウキクサ植栽系
では、フェノール分解後の水相画分の微生物
群集（●）は、もともとのウキクサ根圏画分
の微生物群集（□）に近いものとなった一方、
ウキクサ非植栽の場合は、同様のフェノール
分解後の微生物群集（◆）はもともとの環境
水中の微生物群集（○）に近いものとなった。
さらに、フェノール分解前後のウキクサ根圏
画分の微生物群集（□、■）は大きく変化し
なかったことから、ウキクサの存在により、
その根圏に選択的に集積された根圏微生物
がフェノール分解に大きく寄与しているこ
と、その理由の一つとして、ウキクサの根分
泌物にフェノール性物質が豊富に含まれて

いることが考えられた。 

 

（４）水生植物根圏からの 4-t-BP分解菌の分
離、特徴づけと 4-t-BP分解促進メカニズムの
推定 

 4-t-BP の有意な分解が確認できた集積系の
培養液をプレーティングした結果、1 種類の
微生物コロニーを得ることができた。この微
生物株について、4tBP-MSM(1.0 mM)平板培
地で数回培養を繰り返した後、純化されたこ
とを確認し、OMI 株と命名した。OMI 株は、
16S rRNA 遺 伝 子 配 列 の 相 同 性 か ら
Sphingobium fuliginisと同定された。OMI株は
増殖を伴いながら 1 mM（150 mg/L）までの
4-t-BP であればほぼ 18 時間以内に検出限界
以下まで分解する能力を有しており、1.5 mM

（225 mg/L）の 4-t-BPでは、36時間程度のラ
グ期の後、約 18 時間で検出限界以下まで分
解できることが明らかとなった（図 2）。 

 

 時間 

 

図 2 Sphingobium fuliginis OMI 株による
4-t-BP の分解（a）、とそれに伴う菌体
増殖の経時変化（b） 

 

OMI 株による 4-t-BP 分解経路を確認するた
めに、GC-MS で 4-t-BP の中間代謝物を分析
したところ、4-t-BP は 4-t-ブチルカテコール
（4-t-BC）へと酸化された後、メタ位で環開
裂を受けて無機化されているものと推定さ
れた（図 3）。4-n-BPのような、アルファ第 2

級炭素を有する中鎖のアルキル基からなる
アルキルフェノール（APs）では、多くの場
合 Pseudomonas属微生物によって芳香環のメ
タ開裂経路を経て分解されることが報告さ



 

 

れており、4-ノニルフェノール（4-NP）のよ
うな、アルファ第 4級炭素を有する長鎖のア
ルキル基からなる APsの場合、Sphingomonas

属類縁微生物によって、ipso 置換反応を経て
分解されることが報告されている。これに対
して、今回我々が分離した OMI 株は TIK 株
とともに Sphingomonas 属に類縁でありなが
ら、アルファ第 2級炭素を有する中鎖のアル
キル基からなる4-t-BPをメタ開裂経路を経て
分解するという極めて興味深い特徴を有す
ることが示された。 

図 3 S. fuliginis OMI株による 4-t-BPの推定
代謝経路 

 

（５）ウキクサ根分泌物による 4-t-BP分解促
進作用の評価 

 4-t-BP が 0.5 mM の場合では、ウキクサ
根分泌物の添加の有無に関わらず、すべての
実験系において、ラグ期を生じることなく
4-t-BP を分解し、根分泌物の影響は認められ
なかった。OMI株の増殖については、根分泌
物非添加系は約 10h後には定常となったのに
対し、根分泌物添加系では、約 15hまで増殖
し、その後定常となった。また、根分泌物添
加系の方が非添加系よりも最終菌体濃度が
高くなった。4-t-BP を 1.5 mM とすると、根
分泌物添加系では非添加系に比べて、4-t-BP

分解ならびに菌体増殖開始までのラグ期が
短くなり、最終菌体濃度も高くなった。また、
4-t-BP に曝露したウキクサの根分泌物を添加
した系では、4-t-BP に曝露していないウキク
サの根分泌物を添加した系よりも、より分解
促進効果が大きくなることが確認された。 

 4-t-BPの濃度を 2 mM とすると、根分泌物
の添加効果が顕著に確認された。非添加系で
は、120 時間後においても約 65%（1.3mM）
の 4-t-BPが残存し、OMI株の増殖も小さいも

のとなった。一方、根分泌物添加系では、約
40 時間のラグの後、64 時間以内に 4-t-BP が
完全に分解された。ここで、4-t-BP の分解に
伴う菌体の増殖は4-t-BPに曝露したウキクサ
の根分泌物を添加した系の方が大きくなり、
その差は 1.5 mMの 4-t-BPを分解した際に比
べて大きなものとなった。このように、4-t-BP

が 0.5 mM 程度の低濃度の場合では、ウキク
サの根分泌物の添加による影響は明確に認
められなかったのに対し、4-t-BPの濃度が 1.5 

mMあるいは 2 mMと高濃度になるに従って、
その分解と菌体の増殖を促進する効果が明
確に確認できたことから、ウキクサ根分泌物
は特に 4-t-BPが高濃度の際に、OMI株による
分解ならびに増殖の阻害を緩和する効果が
あることが示唆された。 
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