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研究成果の概要（和文）：琵琶湖をはじめとする国内の閉鎖性水域ではCODが増加している問題に関連して、湖水のフ
ルボ酸を難分解性溶存有機物の代表として抽出してその化学的特性を明らかにするとともに、化学物質の生態影響試験
法の１つとして緑藻クラミドモナス生長阻害試験を行い、難分解性溶存有機物が植物プランクトンへ及ぼす影響評価を
行った。
藻類生長阻害試験において、クラミドモナスの鞭毛再生には阻害影響がみられなかった。他の研究予算で実施された藻
類生長阻害試験、甲殻類、魚類の阻害試験と合わせて、琵琶湖水のフルボ酸には湖水の濃度範囲では急性毒性による阻
害影響はないと結論された。

研究成果の概要（英文）：Recalcitrant dissolved organic matter (DOM) is a possible factor of increasing 
COD in several closed-water areas in Japan, including Lake Biwa. In this study, we conducted to collect 
fulvic acid in Lake Biwa, and to clarify its chemical properties as a representative of recalcitrant DOM. 
Furthermore, we examined growth inhibition test of green alga Chlamydomonas, which is one of ecological 
impact test of chemical substances.
The results of the algae growth inhibition test using Chlamydomonas, the inhibition effect was not 
observed on the fulvic acid of Lake Biwa. We concluded that the fulvic acid under existing concentration 
present concentration in the lake was no inhibition effect for aquatic organisms, suggested by the 
present study and crustaceans and fish inhibition tests in another researches.

研究分野：環境学

キーワード： 影響評価手法　毒性評価　溶存有機物　難分解性　化学特性評価　フルボ酸　琵琶湖
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
琵琶湖をはじめとする国内の閉鎖性水域

では COD が増加しているが、集水域からの流
入負荷や水域内での生物生産などの明確な
有機物増加をともなわないことから、微生物
利用性の低い水溶性有機物（難分解性溶存有
機物）が蓄積している可能性が指摘されてい
る（岡本・早川 2011）。これは新たな形の水
質汚濁と見られ、水環境行政にとって重要な
課題とされている（国立環境研究所 2007）。
COD 増加の原因解明には、難分解性溶存有機
物の正体およびその蓄積原因を科学的に明
らかにすることが求められるが、水環境中に
存在する有機物は数万種におよぶ物質の混
合物とされ、その化学的同定は容易でない。
優先すべき課題は、COD の環境基準を達成し
ていないことの原因究明よりも、難分解性溶
存有機物が水環境にとって影響を及ぼすも
のなら対策を講じなければならない点にあ
る。よって、難分解性溶存有機物の湖沼の水
質や生態系へ影響を明らかにすることが、水
環境行政にとって対策の判断基準となる喫
緊の課題である。 
溶存有機物が水環境や生態系へ及ぼす影

響については、欧米では腐植湖における溶存
有機物の生態学的役割の研究が進んでおり
（例えば Steinberg 2003）、藻類（植物プラ
ンクトン）への影響が最も大きいとされる。
湖沼の溶存有機物が水中の光透過性を支配
するため、藻類の光合成の制御因子となるこ
とに加え、溶存有機物から放出される生長阻
害物質が藻類の増殖を抑制する可能性が指
摘されている。ただし、逆効果といえる生長
促進物質の放出例や溶存有機物と鉄のキレ
ート形成による溶存鉄の増加が増殖を促進
することもあるなど、この分野における研究
はまだ未解明といってよい。 
琵琶湖における難分解性有機物の正体は

まだ不明であるが、その一部にはフミン物質
であるフミン酸やフルボ酸が指摘されてい
る。そこで本研究では、水環境における溶存
有機物の藻類の生長阻害の影響を検討する
手法として、琵琶湖フルボ酸と緑藻クラミド
モナスを用いた試験方法を開発する。クラミ
ドモナスは、細胞の前端にある鞭毛を用いて
遊泳運動をする単細胞藻類で、世代時間が約
5 時間と短く培養が容易であることや遺伝
子解析でも特異な情報をもつことから生物
や医学など様々な分野で広く使われている。
環境影響評価試験に応用した場合には、短い
世代時間でゆえに短期間での生長阻害評価
が可能なことに加え、鞭毛の形成や遊泳運動
からも阻害性を検出できる。鞭毛の形成阻害
は感受性が高く、阻害状況からタンパク質生
成阻害や細胞分裂阻害といった生理機能へ
の阻害因子を評価できる (田中ら 2003)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、湖水中のフルボ酸を難分解性

有機物の代表として抽出して、クラミドモナ

スの阻害試験を用いて、毒性影響評価を試み
た。影響のない濃度を決定した上で、阻害因
子とその背景となる溶存有機物の起源や特
性について検討することを到達目標とした。 
<１> 藻類阻害の背景となる溶存有機物の特
性や起源等の考察 
藻類阻害の背景となる溶存有機物の特性

や起源等を推定するため、フルボ酸を抽出し
て、その化学組成や光学特性等を分析して、
藻類阻害の背景となる溶存有機物の特性や
起源について考察する。 
<２> フルボ酸のクラミドモナスによる藻類
影響評価試験方法の確立 
フルボ酸が、藻類細胞に対して直接及ぼす

作用機序および光透過性を減衰させること
による生長阻害だけでなく、金属との錯体形
成や吸着など物理的作用に基づく間接的な
影響もある。そこで、単細胞緑藻クラミドモ
ナスの鞭毛再生による生体への作用機序に
着目した新たな藻類への影響の評価方法の
検討と、農薬共存下における間接的な影響試
験を行う。 
<３> 琵琶湖水フルボ酸による生物毒性影響
評価および総合的な検討 
本研究の化学特性の結果と生物影響試験

を合わせて考察を行い、難分解性有機物の生
態影響について総合的な評価を行う。 
 
３．研究の方法 
<１> 藻類阻害の背景となる溶存有機物の特
性や起源等の考察 
琵琶湖のフルボ酸は、2011 年 11 月琵琶湖

北湖の湖心局 S 局の水深 2.5 m にて、神戸大
学が所有する非イオン性樹脂 DAX-8による吸
着回収装置を用いて採取した(Fujitake et 
al. 2009)。本装置にて湖水を 0.45 µm フィ
ルターでろ過した後、塩酸酸性（pH <2）に
して DAX-8樹脂に通水して湖水中のフミン物
質を吸着させた。これを、研究室にてアルカ
リ溶出してフミン物質を回収し、さらに精製
してフルボ酸とフミン酸に分離した。 
回収した琵琶湖フルボ酸(以下 LBFA とい

う)の生分解性試験を、OECD（経済協力開発
機構）化学品テストガイドライン（OECD 1992)
に基づく DOC die away 生分解性試験法によ
り行った。培養水 800 mL に LBFA を溶かし、
粒子を除いたろ過湖水 1 mL を添加して細菌
を植種した。20 ℃の暗条件にて 100 rpm で
振とう曝気しながら、28 日間の分解試験を行
った。比較試験として、グルコースと国際腐
植物質学会で頒布するスワニー川フルボ酸
（以下 SWFA という）を行った。試験開始後、
時間経過にともない試水を採取し、化学分析
した。 
水中のフルボ酸の分布と挙動について、

DAX-8 樹脂によるバッチ定量法を用いてフル
ボ酸（分析方法の違いを明確にするため、本
方法によるフルボ酸を以下 AHS という）を定
量して、変動を解析した。酸性化した湖水に
樹脂を添加して 24 時間振とうし、樹脂添加



前後の溶存有機炭素（DOC）濃度測定の差分
から AHS 濃度を算出した。湖水試料には N4
地点の 2.5〜90 m の深度別試料を用い、2013
年春から 2014年冬までの季節毎に採水した。 
また、フルボ酸のもつ光学的特性を利用し

て、過去に琵琶湖で観測した湖水の紫外吸光、
蛍光データを解析した。試水はニスキン採水
器により採取したものをガラス繊維フィル
ターWhatman GF/F でろ過後、溶存態有機炭素
濃度、紫外・可視光吸光、蛍光測定を行った
ものである。これまで個々に解析を行ってい
たものを統合的に解析して、溶存有機物全体
の挙動とフルボ酸の挙動の関係を見た。 
 
<２> フミン物質のクラミドモナスによる藻
類影響評価 
SWFA、LBFA を溶解、中和後、供試濃度に調

整した。培養は SGⅠ培地に 0.1%酢酸ナトリ
ウムを添加したものを使用し、室温、白色蛍
光灯による連続照明下（>4,000 lux）で行っ
た 。 供 試 生 物 の ク ラ ミ ド モ ナ ス
Chlamydomonas reinhrdtiiの脱鞭毛は細胞懸
濁液をホモジナイズ（17,000 rpm、3 min）
することにより行った。 
第一に直接的な影響試験を行った。培地 9 

mL を入れた 20 mL 三角フラスコを用意し、対
数増殖期（2～4×106 cells/mL）のクラミド
モナスを脱鞭毛した細胞懸濁液 1 mL を添加
した。これに SWFA 標準液を最終濃度で 10、
50、100、500 mg/L になるように等量添加し、
培地量で調整して最終的に 10 mL とした。 
実験開始から 1、4 時間後に、再生した鞭

毛の様子をニコン製光学顕微鏡及びデジタ
ルカメラで撮影して記録した。それらの画像
の一条件あたり任意の 50 細胞にて、画像解
析ソフト（三谷商事製 WinROOF）を用いて再
生鞭毛長を計測した。対照区に対する各試験
区の再生鞭毛長との比較から鞭毛再生への
影響を評価した。 
第二にフルボ酸との共存下での農薬に対

する影響試験を行った。細胞中の微小管重阻
害を作用機序として、除草剤の主成分に利用
されるオリザリン（和光純薬）を用いた。オ
リザリン標準液はアセトンを用いて供試濃
度に調整した。20 mL 三角フラスコに脱鞭毛
細胞懸濁液 9 mL に LBFA 1 mL を、対照区に
は超純水 1 ml を添加した。さらに、オリザ
リン標準液 100 µg/L を添加した。その後、
培養と同一条件の連続照明下に静置した後、
鞭毛の再生を観察した。 

 
４．研究成果 
<１> 藻類阻害の背景となる溶存有機物の特
性や起源等の考察 
湖心局における採水量は 8,600 L で、フル

ボ酸およびフミン酸の粉末試料それぞれ 1.7 
g および 0.5 g を得た。収量は 43%であった。 
生分解試験の結果、グルコースの試験では

系内の DOC濃度が時間経過とともに徐々に減
少したが、LBFA、SWFA では DOC 濃度の減少は

見られなかった。濁度（細菌密度）は、時間
経過とともに上昇したことから、細菌の繁殖
はあるがフルボ酸では DOCの顕著な減少に至
らなかったと考えられる。また、100 日間分
解試験も実施したが、栄養塩の添加に関わら
ず、琵琶湖水およびフルボ酸の分解があまり
進まなかった。以上のことから、LBFA は難分
解性であることを確認した(早川ら 2015)。 

AHS の 2013 年春〜2014 年冬の琵琶湖にお
ける各季節の深度別 AHS濃度を測定した結果、
水深 20〜80 m の AHS 濃度は深度や季節によ
る影響をほとんど受けず、0.5 mgC/L 程度で
あることが明らかとなった（Kida et al. 
2015）。また、表層 2.5〜15 m と底層 90 m の
AHS 濃度は季節によって変動し、最大 0.7 
mgC/L 程度まで増加し、概して DOC 濃度の増
減に対応して増減する傾向が見られた。これ
らの結果は 2010 年春から継続的に行ってき
たこれまでの結果とほぼ一致した。AHSが DOC
の 40〜60％程度を占めることが明らかにな
り、溶存有機物（DOM）の主成分として重要
であることが示された。季節ごとの深度別
AHS 割合の平均値を 2009 年秋から 2014 年冬
まで時系列的にプロットすると(図 1)、DOC
濃度はそれほど変化しないにも関わらず、
AHS 濃度はわずかに右肩上がりに増加してい
た。この結果は、BOD と COD の経年モニタリ
ング結果から報告されている湖内の難分解
性有機物の増加傾向と矛盾しない結果であ
り、AHS が難分解性有機物の指標となり得る
可能性が示唆された。 
湖水中の紫外吸光度やフミン物質に由来

する蛍光強度の時系列変動は、DOC やクロロ
フィル aの変動と必ずしも一致しない現象が
あることが知られていた。本研究において統
合的に解析を進めた結果、紫外吸収スペクト
ルの一部（図 2、a’(285)）や、タンパク質
様成分(Peak-T)が DOCの時系列変動と一致す
ることが明らかとなった(Hayakawa et al. in 
prep.)。したがって、琵琶湖水中の DOC の時
系列変動は、産出されるタンパク質や核酸の
変動に依存していることから、細菌類の生産
が DOC の変動に大きく寄与している。 
フルボ酸様蛍光（Peak-M）の時系列変動は、

DOC のものとは異なり、変動幅も小さく、安

 
図 1 深度別 AHS 割合の平均値の経時的変化 



定して存在するものであった。主な起源とし
ては、深水層に蓄積した有機物の分解産物と
考えられた。 

  
<２> フミン物質のクラミドモナスによる藻
類影響評価 
SWFA の直接影響試験の結果、SWFA 存在下

におけるクラミドモナスの再生鞭毛長は、1
時間後の最高濃度区（500 mg/L）で再生鞭毛
が短くなる現象が見られたが、4 時間後には
対照区との差は解消された（図 3）。LBFA の
直接影響試験の結果、LBFA 存在下における鞭
毛再生は、最高濃度区（50 mg/L）において 1、
4 時間後の再生された鞭毛長と対照区との間
に差は見られなかった（図 4）。 
クラミドモナスの鞭毛は切断直後から再

生が開始され、切断後 2時間でほぼ切断前の

長さにまで再生し、4 時間で安定した長さを
保つようになる。したがって、500 mg/L SWFA
存在下では、クラミドモナスの鞭毛再生の初
期段階において、一時的な阻害が起こってお
り、鞭毛タンパクの生合成に影響していた可
能性が示唆された。鞭毛を構成する微小管は
細胞分裂にも重要な役割を担っている。この
ことから、現状の琵琶湖水中では存在しない
非常に高濃度のフルボ酸の存在下であれば、
鞭毛再生や細胞分裂などの機構に対して、一
時的な阻害が生じる可能性がある。 
LBFA 50 mg/L とオリザリン 1 mg/L の共存

下における鞭毛再生長は、オリザリンのみ 1 
mg/L の濃度区と比べて、1、4 時間後で差は
見られなかった（図 5）。したがって、本結果
からは LBFA による鞭毛再生阻害およびオリ
ザリンの鞭毛再生阻害の緩和作用は確認で
きなかった。オリザリンは、オクタノール/
水分配係数（logPow）が 3.73 であり、土壌等
に吸着しやすい性質を有する。そのため、オ
リザリンと LBFA を混合して接触時間を長く
した場合に、吸着量が変わる可能性があり、
LBFA の量比をさらに検討する必要がある。 

 
<３> 琵琶湖水フルボ酸による生物毒性影響
評価および総合的な検討 
本研究とは別の研究プロジェクト（滋賀県

琵琶湖環境科学研究センター 政策課題研
究）において、水環境における難分解性溶存
有機物の生物への影響を評価するために、湖
水のフルボ酸を難分解性有機物の代表とし
て、化学物質の生態影響試験法である藻類、
甲殻類、魚類に対する毒性影響試験を行った。
それぞれの結果からは、現状の湖水フルボ酸
の濃度では、明確な阻害を示す範囲になかっ
た（早川ら 2015）。本研究の結果と合わせ
て藻類に対する毒性は現状の琵琶湖水中に
存在するフルボ酸の濃度レベルにおいて影
響はないと考えられた。ただし、以上の研究
が毒性効果のすべてを否定するものではな
い。フルボ酸よりも毒性が強いとされるフミ
ン酸でも調べる必要があるが、琵琶湖におい
てフミン酸の存在量はフルボ酸の 1/5程度で
あり、琵琶湖水中のフミン酸の化学組成はフ
ルボ酸と類似している。よって、現時点では
フミン物質による生物への急性毒性は問題
にならないと考える。 
一方、阻害試験の方法を、本研究で行って

きた個体レベルの応答や観察結果による毒

図 5  単独又は LBFA 50 mg/L 共存下でのオリザリン

1 mg/L におけるクラミドモナスの再生鞭毛長 
（n=50，バーは標準偏差） 

図 3 スワニー川フルボ酸（SWFA）の各濃度におけるクラ
ミドモナスの経過時間別再生鞭毛長（n = 50，バー
は標準偏差） 
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(Peak-T, Peak-M)の時系列変動 



性試験だけでなく、物質の動態，細胞，組織
レベルの応答にまで広げれば、反応は鋭敏な
分、有害な影響を見出す可能性がある。例え
ば、フミン物質が遺伝子発現を行う DNA に影
響を及ぼすとする報告もある(Steinberg 
2003)。しかし、そのような細胞・組織レベ
ルの応答が個体レベルにまで影響が表れる
には、細胞内での修復機能を考えると、ただ
ちに問題視することはできない。環境行政で
は、個体レベルで明確な有害と判断されなけ
れば対策を行いにくい。それゆえ、本研究で
は細胞、組織レベルの応答にまで試験を広げ
なかった。毒性学の分野では、細胞・組織の
レベルから個体レベルまでの生物応答と有
害化学物質の評価体系を構築している段階
にある。今後、その分野での発展を期待する。 
本研究の結果、琵琶湖では難分解性有機物

に対する喫緊の対策は必要でないが、今後の
琵琶湖における有機物の管理のあり方を考
える必要がある。有機汚濁に関する環境基準
は、我が国で最も早く作られた基準でありな
がら、時代の流れの中で本来の目的を失いつ
つある。有機汚濁の捉え方と基準設定の変遷
についてレビューするとともに、現在の有機
汚濁指標の問題点を整理した（津田ら 2014）。
その結果、これまでの指標である COD には多
くの問題点が見られた（津田ら 2014）。その
解消のために新たな有機物指標のあり方も
まとめた（早川ら 2015）。 
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