


γ-BHC分解菌Sphin日 omo-

n as paucimobili sを

用いた土壌微生物の個生態学的研究

東京大学農学部

妹尾啓史



目次

序章 第 I部のはじめに

O. I土海中における農薬の残留・分解に関する研究

O.2BHCの土樽中での残留・分解に関するこれまでの知見

0.3東大農学部情内に設置された農薬長期連用畑闘騒

0.4本研究第 I部の目的

i 

第 l章 農薬長期連用畑圃場ならびに室内モデル系における γ-B H C 13 

の分解状況

1.1園場の設計 13 

1.2困湯における農薬の消失状況 15 

1.3室内モデル系における y-BHCの分解状況(1):対照区土議、

γ-BHC連用区土寝におけるγーBHCの分解状況 23 

1.4室内モデル系における y-BHCの分解状況(2): y -B H C 

連用区土泡に集積したy-BHC分解菌の性質 24 

第2重量 γ-BHC分解菌の単線と同定 32 

2.1 y-BHC分解菌の単離 32 

2.2γ -BHC分解菌の同定 37 

2.3困場における y-BHC分解菌の経時的計数 42 

2.4 y-BHC分解菌の後種による土懐中のγ-BHCの分解 45 

第3章 第 I部の総合考察 51 

3.1第 I部の実験結果のまとめ 51 

3.2これまでの研究の問題点と本研究の特徴 51 

3.3 Bio-re田ediationを成功させるには 52 

第4章 第日部のはじめに 56 

4. Iこれまでの土滋微生物研究の主流 56 

4.2土纏微生物のオートエコロジー(信生態)研究の必要性 56 

4.3オートエコロジー研究のために必要な「検出・計数技術 j 58 

4.4オートエコロジー研究のモデル微生物としてのy-BHC分解菌 58 



第5重量 y-BHC分解菌の土渇からの検出・計数方法の検討 62 

5.1 SS86採における y-BHC分解能の安定性 62 

5.2 土慮中の SS86~牽の検出ー土場の分散条件の検討 66 

5.3土士豊中の8S86t車の検出一選択性と検出感度の検討 68 

5.4 4F滅菌土績に援種された8S86稼の挙動 70 

第 6章 y-BHC分解菌の土t寝中での場殖・生残・死滅状況 77 

6.1野外試験園局に接種されたSS86稼の地殖・生残・死滅・移動

( 5月後種) 77 

6.2野外試験闘湯に接種されたS886稼の増殖・生残・死滅

-1 0月および2月の接種 80 

6.3農業連周囲場におげる土器γ-BHC分解蘭の地殖・生残・死滅 84 

6.4室内モデル系におげる援種ならびに土着y-BHC分解菌の増殖

-生残 ・死滅 84 

第7章 y-BHC分解菌の土寝中での死滅要因の解析 92 

7.1 y-BHC分解菌の死滅要因の解析(1):液体培養系 92 

7.2 Y-BHC分解菌の死滅要因の解析(2):滅菌土耳目系 95 

7.3 Y-BHC分解菌の死滅要因の解析(3):非滅菌土穣系 99 

7.4その他の死滅要因 103 

第8章 土着 y-BHCと接種y-BHC分解菌の生残性の違いを

もたらす要因 J 11 

8.1各種土纏処理条件下での接種ならびに土着 y-BHC分解菌の

挙動の比較 111 

8.2毛管孔隙の生残部位としての有利さ 120 

8.3長期生残を可能にする別の要因の可能性 121 

第9章総合考察 125 

9.1第日郊の実験結果のまとめ 125 

9.2 y-BHC分解菌の土懐中でのライフサイクルについて 127 

9.3長期生残部位(マイクロハビタット}の佐賀について 129 

9.4 GEMs、 有用微生物の土海環境への導入利用を成功させるための戦略 130 

9.5今後への展望 133 



序章 第 I部のはじめに

本論文は第 I部と第H訴からf構成されている。第 I古都では、東京大学農学部構

内に設置された漫薬長期連周知園織における y-BHCの分解消失状況とその速

やかな分解に寄与する分解菌の単厳・同定、ならびに単厳された分解菌を用いて

の土海中の農薬の制御・浄化の可能性について述べる。第日部では、単離・同定

された y-BHC分解菌を、野外の土場環境に導入利用される組換えDNA微生

物の、ならびに土緩微生物の個生態を解明するためのモデル微生物として用い、

土患に援種された、ならびに土織に土着の微生物の生態とそれを規制する聖書図を

解明することを試みた研究について述べる.

本主主では農薬、特に BHCの土寝中での分解・残留についてこれまでに知られ

ている知見を概説し、 農薬長期連用畑圃湯が設置された意義と本研究第 I部の目

的について述べる。

なお、 BHCの化学名はl，2，3，4，5，6-hexachlorocyclohexaneであり、その略称

はHCHとするのが正し〈、近年の学術論文ではHCHが用いられている.本論

分の本文中では、農薬名として広く知られている BHCの方を用いることにした。

BHCの分子精進を図トlに示した[281. 

0.1 土海中における農薬の残留・分解に関する研究

土t豊中での農薬分解あるいは微生物による農薬分解の研究の歴史は30年余りに

なる。 1940年代後半より、 2，4-0および関連化合物の分解に関する研究が始められ

ていたが、広範囲に農薬についての研究が行われるようになったのは、農薬の環

境汚染が問題視されるようになった1960年代以降である。その後、農薬の土峨残

留性に関するデ-5が法的にも要求されるようになり、現在までに蓄積された研

究成果は膨大なものになっている.これらの知見は以下のようにとりまとめるこ

とが出来る[11. 

耕地や林地などに散布された農薬は、その大部分が土t裏表面に到達し、一部に

は土纏表面から揮散したり光分解を受けるものもあるが、ほとんどが土嶋中に入

札土織の比較的表層部に吸着保持され、分解を受ける.一部の良薬は土E置から

溶脱し、地下水に達する。
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各種良薬の土海中での残留期間は、半減期が 1日以内から l年以上までさまざ

まであるが、有線温素系農薬の多くは比較的長期間残留する.

土1車中での農薬残留に関する要因は様々である.農薬の化学的・物理化学的性

質、農薬の弗~% .施用法、農薬が施用される場を取り巻 〈気象条件、農薬が施周

される土繊の種類・性質・土自由環境などによって、残留の程度が左右される。

土寝中における農薬分解は、土主題微生物の活動によるところが大きい.これは

一般的に土泌を殺菌すると農薬の分解速度が著しく抑制されることからも明らか

である。従って、上述した農薬残留に関するいくつかの要因は、農薬分解微生物

の数と活性、および農薬の微生物によっての分解されやすきの程度を左右し、間

接的に微生物分解に関与していることになる。

0.2 BHCの土寝中での残留・分解に関するこれまでの知見

BHCは、ニカメイチュウ、アブラムシ、 ヨコバイ、マツケムシなど多種にわ

たる昆虫類に対する殺虫剤として、稲、野菜、果樹などを生産する良耕地あるい

は森林地に徳用されてきた。しかし、この BHCをはじめとする有槻寝素系農業

は自然環境中における残留性が高〈、 地球的規模にまで及ぶ環境汚染が問題とな

り、1960年代後半からその使用を規制あるいは禁止する国が地えた.日本でも19

67年にその使用が禁止された。しかし、インドのような熱帯地威に属する開発途

上国においては主として経済的な理由から現在でもBHCの製造・使用がなされ

ており、インドではBHCは1988年に製造された殺虫剤全体の45%にものぼってい

る.

BHCは工業原体中には官、 β、 Y、 Sの4つの異性体が存在し、 このうちγ

一体が強い殺虫有効性を持つ。諸外国では7一体99%以上を主体としたものを

lindaneと呼び、 使用してきたが、日本では工業原体を使用してきた[3J. B H C 

の物理化学的・良薬学的諮性質を表0-1に示した.

BHC に関しては、地球的規模での挙動、動物・纏物・作物中での残留・笥積

・分解など多織な研究が成されているが、本項ではその中で特に水田及び畑困場

における残留及び土滋微生物による分解について述べることとする.

①土寝中における BHCの残留

BHCは畑土犠では残留性が高〈、水田土績では比較的速やかに分解するとさ

れてきた。このことは野外の圃渇だけでなく 、室内モデル実験でも確かのられて

いる[4-7J。図0-2および図0-3に立川ら [7JおよびYoshidaら[6Jが室内モデル実験
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で土寝中のBHCの分解を調査した結果を示した。室内モデル実駿では土壇中に

Di周されたγ-BHCの半減量Eは畑状懲で 10カ月、滋水状態では 10-2 0日

とされている.

従って、土主題中におけるBHCの分解に関する研究は主として温水条件下のも

のに集中している.

②湛水条件下でのBHCの分解

土績を殺菌すると、 r-BHCの分解速度は著し〈抑制されることから、温水

土壇中でのr-BHCの分解は主として土渇微生物によるものと考えられている

[7.81. また、 γ-BHCを反復投与するとその分解速度が速まる傾向も見られ

ている.

滋水土療を娠とうして好気的条件を保ったり、土t裂にCa(NO，hやMn02を添加し
てEhの低下を抑制するとγ-BHCの分解は遅〈なる[61. 遂に、土士宮に稲.を

添加すると r-BHCの分解が速〈なり、これは稲葉添加がEhの低下を促進した

ためと考えられた [61. これらの事から、滋水土泊中でのBHCの分解には主と

して蛾気性菌が関与していると考えられた。そして笑際、 BHC分解菌として

Clostridiolllが水田土緩から単離されている[9-121。

分縫された旦旦主主迅旦旦を用いてBHCの嫌気的な分解経路も研究され、 r-

pentachlorocyclohexane( r -PCCH) [131、 γーtetrachlorocyclohexane(γ-l'CCH)の

生成[12，14，161、 Sticklandreactionに付隠して脱塩素反応が進行し、 r-TCCH 

が生成すること [171が認められた。 BHCやその他の近隣塩素化合物からの脱庖

素反応において、化合物の半波電位と脱塩素速度との問に高い相関関係が見られ

ている[181。

滋水土f車中からはγ-BHCの分解産物としてγーTCCHおよび微量のr-2，3，4， 

5，6-tetrachlorocyclohexane[191、 r-3，4，5， 6-tetrech lorocyclohexane( r -TCC 

Hane)、微量の1，2，4-trichlorobenzene、 1，2，3，5ーまたは1，2，4，トtetrachloro白

benzene、1，2，3，4-tetrachlorobenzene[201などが検出されている。

③BHCの好気的分解

5種類の耕地土療を混合し、 OOT，Oieldrin， heptachlorおよびlindaneを添加

して 6カ月間水で還流したところ、 lindaneのみが分解し、分解産物としてr-PC 

CHが検出された[211. また、 この土自置からL止i斗E旦でlindaneを脱塩重量できると思

われる包旦斗旦呈属の細菌が得られた[211. 

土t裏、底賞、水などの環境中から単離された354種の微生物のうち、71纏が

yeast-困annitoH音地中で微好気的条件下、 r-BHC分解能を示した。そのうち、

6 



Pseudomonad putidaを用いて分解経路を調べたところ、 y -] ，3，4，5，6-PCCHを生成

する主要経路と、 NADに依存して Y-J，4，5，6-TCCHをE住成する経路とが見いだされ

た[221. 

3種類の土渇にlindaneを添加し、畑状態の下で保温修置した室内実験で、

lindaneの添加量にしたがって土溺呼吸量およびClーの生成量が増加し、 土i車中か

ら1i ndaneの分解産物として y-PCCH， a-J，4，5，6-TCCH， y-J，4，5，6-TCCH， 

pentachlorobenzeneが得られた[231. また、砂古書土から好気的に分続された 147種

の微生物のうち、71種がlindaneを唯一の炭素源として生育し、そのうち 8穫の絢

麓と 3種の放線菌を用いてlondaneの分解産物を調べたところ、 Y-PCCH，α-3， 

4，5，6-TCCH，β-J，4，5，6-TCCH， Y -3，4，5，6-TCCH，およびpentachlorobenzeneが

確認された [24J.

近年、オランダのBHCで汚染された底資土泡で α-BHCの好気的分解が確

認された[25，261. また、インドの砂繍きびの根圏土緩から好気的にa一、 β一、

y-BHCを分解できる註盟虫E盟主主席細菌が単離された[271. 

0.3 東大良学部情内に設置された農薬長期連用畑闇場

以上のように、土犠中における農薬の残留・分解に関してはBHCに関するも

のだけでも多数の知見が蓄積されるに至った。しかし、農薬を長期間にわたって

施用した場合や、複数の農薬を混合B雇用した場合に、土曜E中で農薬が残留・分解

する様式がどの様に変化するのか、 また、土書量生物相がどの様な影響を受けるの

かなどについての研究は乏しい状態であった。

この点を考慮して、 1974年、東大農学部構内に殺虫剤 (y-BHC) ・殺菌剤j

(T P N)および堆肥のそれぞれを単独あるいは混合投与した試験区が訟けられ、

投与農薬の残留量、残留形態、土穣生物相の変化などを長期間にわたって遺跡す

る研究が開始された。この試験圃場の設計やこれまでに得られた知見は第 l輩に

述べる。

0.4 本研究第I部の目的

農作物生産性を向上させるための有力な手段の 1っとして良薬が農耕地や林地

に鑓局され始めてから数十年が経過した.この問、農薬のB雇用によって引き起こ

された問題の一つに環境中への残留・蓄積等の環境汚染があり、社会問題として
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大きく取り上げられた。それを契機に、農薬の土噂残留性についても法的規制が

設けられ、残留性の低い農薬を開発する努力が続けられてきた。

しかし、 もう 1歩進んで、.a薬の分解・消失を人為的に制御するという考え方

はこれまでに提案されていなかった.それが可銘になれば、施周した農薬の分解

消失を 「成行き任せ」にしている現状と比べ、 E環境汚染・農業生産のいずれの観

点からみても、より好ましいと思われる。

この考え方の当否を採る上で、残留性の高い農業の分解 ・消失を促進する機織

を解明し、その機構に基づいて農薬の挙動を制御するという試みが lつのモデル

となりうるであろう。また、この考え方は、残留農薬のみならず、環境中に主主出

され、残留して環境を汚染している難分解性化合物一般にも適用可能であろう。

後者は近年、Bio-remediation(生物浄化)として注目されている分野である。

このような考え方を背景とし、その当否を探ることを目的として、東大農学部

構内の農薬長期連用畑爾場の r-BHC連用区を研究材料として選んだ。それは

次章に述べるように、①これまで残留性がきわめて高いとされてきた Y-BHC

が、長期連用することにより急速に分解する現象が明確にみられていること、 。

この急速な分解は、土I車中に集積してきた γ-BHC分解磁の活動によるもので

あると予想され、 r-BHCの分解機備を解明する対象を比較的明瞭に絞れるこ

と、③野外条件で y-BHC分解菌が集領してきたこの試験区の土t.lは、回場で

y-BHCを分解している主要な微生物を単撹する対象としてきわめて好適であ

り、 野外条件下で農薬の分解を制御したり、良重量汚染を浄化できる微生物を単縦

できる可能性が短めて高いと予想されること、等を考え合わせたからである。

これまでにも、農薬の微生物分解に関する研究は膨大なものがなされており、

農薬分解菌も数多〈検索・単魅されてきた。しかし、この種の研究で残された重

要な問題点は、 ri旦i斗旦の粂件で農薬を分解できる農薬分解菌は多数見つけら

れているが、ぞれが現場の土寝中(i.!l.__i旦且)で・実際に農薬を分解していた微生物で

あったか否かが明確ではない」事である。すなわち、土泡中や保存菌稼からのラ

ンダムスクリ ーニ ングで単離 した微生物について目的の農薬の分解能を担ユ斗旦

で調べたり、還流装置などを用いて、かなり特殊な粂件下においた土l遍から農薬

分解菌を単厳する研究がこれまでは主流を占めていた。 0.2で述べた、 γ-BHC

を分解する好気性菌を単縦した報告もそのような例である。

このような方法で農薬分解菌を得る試みも、 目的によってはきわめて重要な意

味を持つことは言うまでもない.しかし、筆者ちが取り組もうとしている目的の

ためには、農薬分解菌の生態学的特徴を把握した上で‘野外の土I1中 川丘三込旦)

で農薬分解能を発現している主要な分解E置を単離し、その菌の性情を十分に理解

し、野外でその微生物を人為的に利用できるレベルlこまで知見を高のる必要があ
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る。本研究はこの点を特に意識しながら行われたものである.
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第 1章 農薬長期連用畑圃場ならびに室

内モデル系における γ-BHC

の分解消失状況

農薬の連用が土Z量生態系におよぼす作用を解併することを目的として、東京大

学農学部情内に殺虫剤(Y -B H C: Y -1. 2，3，4，5， 6-hexachl orocyclohexane 

lindane、Y-HCH)、殺菌剤 (TPN: 2，4，5，6-tetrachloro-l，3-isophtaloni-

tri le)および雄肥のそれぞれを単独あるいは混合投与する試験区が怠けられた.

この園渇において投与農薬の消失過程が追跡された。

本重量では、この聞に得られた知見および投与 10年目に筆者が得た知見を述べ、

この試験困暗号における良薬の消失状況について概説する。また、この試験回渇か

ら採取した土織を用いて、室内系土壕インキユベーション実験によって Y-BH

Cの土績中での分解機嫌とその条件を解析するいくつかの実験を行った。

1.1 圃場の設計

①試験区の配置

この農薬園渇は 19 7 4年に設置された.各試験区の配置を図1-1に示した。縦

8也、横5.5mの圏場を8分し、以下の6区の農薬及び土産胞の投与区が設けられた。

A区:対照区

B区:t量肥施用区

C区 TPN単独投与区

D区 Y-BHC単独投与区

E区:γ-BHC・TPN混合投与区

F区 Y-BHC'TPN・堆肥混合役与区

尚、この試験区の配置で関湯試験を関始する前年(1 9 7 3年)の l年聞は、

試験区の配置と投与農薬の種類が若干異なっており、以下の 4区が設置されてい

た。

13 



~.~皿

対照区 准肥区

(A区) (B区)

TPN区 TPN区

(C区) ( C区)

8.0 個

y-BHC区

番外区 ( D区)

γ-BHC・TP:--< y-BHC.TPN 

区 ( E区) . t桂肥区 ( F区)

図1-1 農薬長期連周知困場の設計
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A区+B区:番外区

C区:対照区

D区:γ-BHC単独投与区

E区+F区:アルドリ ン単独投与区

従って、 Y-BHC単独投与区は 1973年が、それ以外の役与区は 1974苦手

が各q投与初年目となる。

また、 E区は1983年にその左半分で、各区主有獲物の施周が良薬で損なわ

れた土t書生態系を回復する試験が行われた。

②土績の理化学性

この囲喝の土趨は火山灰に由来し、多量の有償物を含んでいる。土I裏の理化学

位の一部を表1-1に示した [IJ。

③農藁 .tt肥の投与

Y-BHC、 TPNは単独投与、混合投与のいずれの渇合にもセライト増量法

により、 表層土媛 10cmに乾土あたりそれぞれ10pp~ (lg/極り.40pp由 (4g/回り投与し

た。堆肥はやはり表層10cmにJkg/也2 (湿潤重量 )の制合でsi用した。農薬 ・推理E

の投与は年 1回とし、 5月下旬または6月上旬に実施した。投与の直前に表層10

C闘を耕起し、農薬 .tt肥を投与した後、均ーになるようによく混合した。

使用した農薬の規俗は以下の通りである。

BHC: 1973-1977年 BHC粉剤 (y-BHC有効成分0.5%) 

197 8年以降 y-BHC試薬(東京化成規格 1級またはシグマ)

T PN:ダコニール水和剤 (TP N有効成分15% 武田薬品)

1.2 聞編における農業の消失状況

この圏場の Y-BHCの投与された区において、農業の連用を重ねる過程で 1

973年から 1981年にかけて以下の事項が明らかになっていた [2.J J 0 

①Y-BHC単独範用区 (D区)では、 Y-BHCの分解消失速度は初年目には

低かったが、年ごとに高くなり、 3年目以降にはきわめて高い値を示した(図1-

2 )。

② Y-BHCとTPNを混合投与 (E区)する と、どちらの分解消失速度も著し

く低下した.しかし、この湯合も投与を繰 り返すと 次第に分解速度が高ま った(

15 



表1-1 農薬長期連用畑聞場の各設定区の土績の理化学位

区 水分量 pH(H.O) pH(KCl) 会炭素量 全窒素量 C/N比

(X) m m 

対照区 J 1. J 1 5.8 4.9 3.63 0.273 13.3 

堆肥区 31. 20 5.9 5.3 3.61 0.288 12.5 

TPN区 28.81 6.2 J.J 2.82 0.205 13.8 

y -BHC区 31.56 6.2 5.6 2.79 0.206 13.5 

TPN.8HC区 28.26 6.2 5.3 2.86 0.211 13.6 

TPN . BHC・ 31.94 E目l 4.9 3.77 0.278 13.6 

准肥区
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図1-3)。

③BHCとTPNを混合投与し、それに更に堆肥を施周した区ではどちらの農薬

についても消失速度がE区よりも高まった(図1一日。

@BHCの単独投与区において、 1 9 8 1年に β-BHCの存在が確認された

[ 4]. 

⑤BHC単独投与区でのy-BHCの急速な消失は、掬倣によるものではないご

とが確認された[4]. 

筆者は上述した現象の一部を再確認する目的で、 1 983年の農業投与後 1カ

月間に圃場での農薬消失状況を調査した。

く方法〉

十燭の採取・調理事

困場のD区 (y-BHC単独役与区)、 E区 (γ-BHC.TPN混合投与区)

、F区 (y-sHC・TPN.雄肥混合投与区 )の各試験区から、直径8c温、深さ

10cmのコアーサンプラ ーを用いて土績を採取した.採取数は 1試験区につき 5点

とし、これらを均一に混合した後、風乾することなく 2聞のふるいを通し、供霊式

土績とした。供試土壊は分析に供試するまでは冷凍保存した。土場の採取は良薬

投与直後、 9日後、 32日後に行った。

十纏中の息喜Eの抽出

供試土t事30g(乾土相当)をワーリングプレンダー (佐久間、 Type500C)の容

器にとり、蒸留水30阻I、アセトン100田Iを加えて、 18000rpmで3分間燭枠した。静

置後、上澄液4田lを200ml容分液ろうとにとり、17:1:食窓水150ml、日ーへキサン 10・l
を加えて手で200往復激しく援とうし、 Y-BHCをトヘキサンに転溶させた.

抽出したE主義の繍製

得られたトヘキサン層には土浸からの不純物が混在しているので、フロリジル

カラムクロマトグラフィーによりクリーンアップを行った。

内径10町、憂さ 120聞のガラスカラムに、あらかじめアセトンおよびトヘキサン

で洗浄し [5]、 130.Cで3時間乾熱して活性化させたフロリ ジル (60-100Iesh)をn

-ヘキサ ンと混合して湿式充演し、上部に2gの然水疏厳ナトリウムをのせた.

このカラムの上部に、得られたn-ヘキサン庖を全量注ぎ、カラム下部からnーヘ

キサンをゆっくりと排出させてn-ヘキサ ン中のy-BHCをフロ リジルの上部に

吸着させた。次に10田lのn-ヘキサンをカラム上部に注ぎ、下部から排出させる操
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作を 2回繰り返して、フロリジルに吸着されない不純物を除去した。最後にnーヘ

キサンーエチルエーテル混合液 (85:15，v/v) 50mlをカラムに流して、 カラム上

部に吸着されていたγ-BHCを溶出した。これをn-ヘキサ ンで適宜希釈してガ

スクロマトグラフ分析用の試料とした.

ただし、 TPNを含む試料をフロリ ジルカラムで鱒重量する掲合は、 n-ヘキサ ンー

エーテルの代わりにnーヘキサ ンーエタノール(95: 5、vJv)を用いた.

ガスクロマトグラフによる γ-BHCのlF量

試料中のr-BHCはECD付きガスクロマトグラフ (ECD-GC)を用い

て定量した。用いた ECD-GCの機種ならびに測定条件は表ト21こ示した。

且主主蓋釜

n-ヘキサン、アセトン、エチルエーテル、無水硫酸ナト リウムは全て残留.業

試験用(和光純薬)を用いた。

〈結果および考察〉

D、 E、 F区でいずれも上述したこれまでの結果とほぼ同様の結果が得られた

(図1-4)。

D区 (γ -BHC単独投与区)では、やはり y-BHCの分解消失速度がきわ

めて高いことが確認された. E区 (r-BHC.TPN混合役与区)での y-B

HC分解消失速度は、 D区のそれと ほぼ同程度になっており、 TPNの混合投与

による r-BHC分解消失速度低下の度合は小さくなってきている.また、准肥

の施用が、このr-BHC分解消失速度の低下を軽減する効果も、顕著には現れ

にくくなっている (F区、 r-BHC・TPN・堆肥混合投与区)。

これらの事から、 r-BHCを投与したいずれの区にも、各4の良薬を分解す

る微生物が集積していることが示唆される。そこで、虚業分解消失速度が最も高

まっていること、混合投与の彰留がない単純な系であること、 γ-BHCが園局

でこれほど速やかに分解消失した例は世界的に初めてであり、 y-BHCを長期

連用した土寝からその分解薗が単雌された例はこれまでに全く無いこと等を考え

あわせて、 D区 (γ BHC単独投与区、次意以降ではγ-BHC逮周区と呼ぶ)

の土獲を研究対象として選ぶことにした。
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表1-2 ガスクロマトグラフによる y-BHCの分析粂件

使用機種:島津GC-8AE (時'Ni-ECD検出務付き)

カラム:内径3問、長さ2皿カ'ラス製スパイラルカラム

充上責1甲IJ:3%シリコンOV-17on Chro皿osorbW (AW-DMCS) 

80-100田esh

分析温度 カラム 185'C 検出器 250・c

hリ7h'λ:純釜索B 流速60田11分
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1.3 室内モデル系における y-BHCの分解状況(1):対照区土自由、 y-BHC

連用区土jJにおける y-BHCの分解放況

前節までに述べたように、東大農学部構内に設けられた y-BHC連用区畑圃

tiでは、 γ-BHC分解消失速度が次第に高まり、これは y-BHC連用区の土

海中に y-BHCを分解する微生物が集積しているためと推測される.そこで、

室内保温静置実験によって、 y-BHC分解菌が土寝中に集積していることを確

認することを試みた。

y-BHCを次の3種類の土i襲に添加し、その分解状況を調査した.

。対照区土111 ② y-BHC連用区土Jff ③対照区土織にγ-BHC区土泡を10

%i昆合した土海

〈方法〉

主筆金量皇

農薬長期連用臨場の y-BHC連用区、対照区のそれぞれから、直径8C111、深さ

10c闘のコアーサンプラーを用いて土1裏試料を採取し、 2mmのふるいを還した後、次

に述べる一部の土濃試料以外は風乾する事な く実験に供した。なお、採取した土

寝試料が水分を多〈含んでいる場合は、最大容水量の50%をやや下まわる程度まで

室内に放置した。

γ-BHCの拾与

Y-BHCは乾土当り 10pp皿の割合で土績に役与した。保温毒事置実験に用いる土

犠の一部(約10%)をあらかじめ風乾して置き、これに y-BHCを添加し、乳鉢

でよ〈摩砕した後、湿潤土織に加えてJ賓待混合した。

対照医十1皇の盗用灰十燈の混合

対照区土寝へ連用区土穫を混合する区では、逮用区土窃:対照区土纏=90: 10 ( 

乾土重量)となるように両者を混合した。

畑状織イ ンキユベーシヨン [6)

上記のように調聾した土織を乾土当り 30gずつ50・lビーカーに詰の、同時にビー
カーの中央部に水分を補給するためのガラス管を立てた.連用区、対照区土I車、

混合土漉のいずれも、最大容水量の 50%の土Jff水分になるようにガラス管から

水を加え、アルミホイルでビーカーに経〈蓋をした後、30・Cの恒温室に静置した。
2-3臼おきに蒸発した水分の繍絡を行った。
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笑駿は 2速で行い、 0、 l、 2、 4、 6週後にインキユベーシヨンを停止し、

土浴中に残留している y-BHCの抽出・分析に供した。

Y-BHCの抽出・精製・分析

1.2に示した方法と問機に行った。

く結果と考察〉

室内インキュベーション笑験における、 y-BHC連用区土海、対照区土綴お

よび混合土濯での y-BHCの分解状況を図1-5に示したo y-BHC連用区の土

績では、対照区土滋よりも速やかに y-BHCが分解していることがわかる。

対照区土績に連用区土植を10%混合すると、 y-BHCの分解速度は高まり、 2

週間目以降は y-BHCの分解率は連用区土績でのそれとほぼ変わりがなくなっ

ていた。

これらの結果から、 y-BHC連用区の土犠には、 y-BHCを分解する微生

物が確かに集積していること、そしてその微生物は少量を緩種することによって

対照区土犠中でも増殖し、 Y-BHCを分解することが出来ることが確認された。

1.4 室内モデル系における y-BHCの分解状況(2): y -B H C逮用区土場に

集積した y-BHC分解菌の佐賀 [81

1.3では、 y-BHC迎用区土績には、 y-BHCを分解する微生物が集積し

ていることを示した。そこで、この、 y-BHC分解菌の性格を知り、分解菌を

単荷量する際の手がかりとするたのに、室内インキユベーション実駿において、土

E車水分・土f畠温度・抗生物質の添加・土t.lの風乾等がy-BHCの分解に与える

彰響を調べた。すなわち、これらの実験によって、二tf車中で y-BHCを分解す

る主要な微生物が、好気性菌であるのか、嫌気性菌であるのか、かび型、バク テ

リア型のいずれであるのか、胞子の有無‘ γ-BHCを分解する経適温度などを

あらかじめ知ろうと試みた.

く実験の設定〉

この実験ではすべて y-BHC逮周囲喝の土場を用いた。設定した実験は以下

の4種類である。
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実駿① 土I量水分がy-BHCの分解に及ぼす影響:土湖水分を最大容水量の25

.45.65.85%のそれぞれに調整してイ ンキュベーションし、 γ-BHCの分解速度

に及ぼす彫績を調べた.

実験② 土犠温度がy-BHCの分解に及ぼす彰響:土JI温度が 20・C、 30・C、

40・Cの各qの粂f牛の下でインキユベーシヨンし、 γ-BHCの分解速度に及ぼ

す影響を調べた。

実験③ ストレプトマイ シンの添加が y-BHCの分解に及ぼす彰響:土織にス

トレプトマイシンを2000，10000、20000μg/g50il添加してイ ンキュベーションし、

y-BHCの分解に及ぼす影響を調べた。

実駿@ 土績の風乾がy-BHCの分解に及ぼす影響:供;;e土tllをあらかじめ風

乾しておいたf査に y-BHCを投与し、 インキュベーションした.

〈方法〉

主筆笠盆]包

土織はすべて東大農学部情内の y-BHC連用区圃渇から探取したものを用い

た。土JIの採取方法は1.2に司自じた。

主筆企遇登

採取した土滋は2回目のふるいを通し、実験4に用いる土溺以外は風乾する事な

く実験に供した。土型車水分は、実験 1では最大容水量の25、45‘65.85%に、実験2、

3では50%に調益した。実験 4ではふるいを通した土泡を 30・Cの恒温室で10日

間風乾したf去に、最大容水量の 50%に水分を調盤した。

γ-BHCの控与

y-BHCの投与はセライト噌量法によった.供ま式土療の 2%に相当するセラ

イト (和光、 No.535)を、あらかじめ酸で洗浄して乾燥させた後、 y-BHCの

エーテル溶波を滴下 ・混合し、 ドラフト中に放置してエーテルを樽散させた.こ

れを供試土壊に投与し、 よくJ貨衿混合した。 Y-BHCの投与量は10μg/g50il 

(乾土当り)である。

ストレプトマイ シンの添加

供試土績の 2% (乾土当り)に相当するセライトにストレプトマイ シンを土機
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(i乾土当り)に対して各"<2000、10000.20000μg/gsoi1になるように添加・混合

した後に土峨に投与した。

畑状惣イ ンキュベーショ ン

1.3の方法にしたがって、 30.Cの下で畑状懲インキユベーシヨンを行った.た

だし、実験 1では、 30.Cの他に 20・C、 40・Cの下でも行った.

各実駿とも 2速で行い、実験 l、 2、 4ではイ ンキユベーシヨン開始後0、 1、

2、 4、 6遜後に、実験3はO、 1、 2、 4、 6日後にイ ンキュベーシヨンを停

止し、分析に供した。

γ-BHCの抽出・綿製.jj;量

1.2に示した方法と同様に行った.

〈結果及び考察〉

実験①及び実験②の結果を各々図1-6および図1-7に示した。

図1.6より、土纏水分が最大容水量の45-60%の時に r-BHCの分解が織も速や

かに行われていることがわかる。これは序章の図0-2および図0-3とは明らかに異

なっている。この事から、 r-BHC連用区土自由に集積している r-BHC分解

萄は、好気性薗であることがわかる。

また、図ト7より、この微生物が r-BHCを分解する級i直温度は 30・C付近で

あることがわかる。

土績にストレプトマイシンを添加した実験③の結果を図1-8に示した.これを見

ると、ストレプトマイシンを土唱に20000μg/gsoil添加した区では、 r-BHC 

の分解が抑制されている。ストレプトマイ シンはバクテリアに対して噌殖を抑制

する作用を持ち、カビや放線菌に対してはこの作用を示さない.また、土土寝中に

投与された渇合にもこの効果を示すことが確認されている[71. 
これらの事から、 r-BHC連用区土纏中で r-BHCを分解する主要な微生

物はパフ テリアであることが推測された。

実験③の結果を図1-9に示した.土織を風乾すると、 r-BHCの分解にlag

が現れており、 r-BHC分解菌が乾頒に弱い非胞子形成菌であることを示吸し

ている。

以上の 4つの実験の結果から、γーBHC速用区土真喜に集積している r-BH

C分解菌は、好気性の非胞子形成菌であることが推測され、 r-BHCを分解す

る最適温度は、 30・C付近であることが確認された.

そこで.この事を跨まえて、このr-BHC分解菌を単線する試みへと進むこ
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とにした.
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第2章 γ-BHC分解菌の単離と同定

第 11藍で述べたように、 y-BHC連用区畑土穫には y-BHCを分解する微

生物が集積していること、その微生物は抱子を形成しない好気性細菌であること、

y-BHC分解の母適温度は 30・C付近であることが明らかにな った.そごで、
この y-BHC連用区土I轟から y-BHC分解菌を単厳し、 同定することを試み

た。

2.1 y-BHC分解菌の単離

y-BHC連用区土績に y-BHC分解菌が集積しているとはいえ、 その菌数

は一般土繊細菌数と比べて同等またはそれ以上であるとは考えに〈い。従って、

ランダムスクリーニング法にはよらず、 まず集積主音愛法によ って括主体培地中に Y

-BHC分解菌を選択的に集積させ、単厳に持ち込むことを試みた。

〈方法と結果〉

盛主主

用いた滋体培地の組成を表2-1に示した (1)。炭素源として y-BHCのみを添

加した。 γ-BHCは水に対する溶解度が5.75時 /1(28・C) [2J iきわめて低〈、ま
た、 この濃度にまで短時間のうちに y-BHCを溶解させることも困難であ った。

培地に溶解している Y-BHCが低漫度であると集積待養の効率が悪いため、次

の方法によって溶解度以上のy-BHCを繕地中に添加した。

民吉i也に添加する無機塩を溶解した溶液に、 飽和量の 5倍の Y-BHCを溶解し、

ホvトスタ ーラーを用いて、 80-90・Cで3時間加熱償鉾し、 y-BHCを溶解させ
た。冷却しないうちにすばやく 0.22μ皿のミリポアフィルターを通して除奮した。

無軽量庖のうちMgSO，.7He日は加熱する際にリン酸と結合して筑澱を作るので、 jJljに

殺菌したものを後で加えた。この方法によって、 y-BHCを約20・g/]含む培地
が得られた.

基盈箪蓋

殺菌j斉みのシリコ絵付き坂口フラスコに、 γ-BHCを加えない無線猪地270・
lを入れ、オートクレープ滅菌したo MgSO.. 7H，0は別に殺菌して冷却後加えた。こ
れに Y-BHC連用区土溜30gを入れ、往復振とう績で15分間銀とうして土海懸濁
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表2-1 Y -B H C分解菌単離用無機培地の組成

K主HPO， 1 g 

KH，PO， 1 g 

NH.NO， 1 g 

l~gSO 岨 7H . 0 0.2 g 

蒸留水 1 1 

Fe，(SO，)， 

Nazl'loO， .ZH，O 

河oSO.'4H.0 

γ-BHC 

pH 

33 

3皿E

5 mg 

5 mg 

20皿g

7.0 



液を得た.

乾熱滅菌t青みのシリコ絵付き試験管に上述した方法で調墜しだ港地を10・1加え、
土主喜怒渇液を1・1媛種した.この試験管を30・C恒温室中の往復援とう繍に設置し、
培養を行った.

階地に含まれる γ-BHCの滋度は約20ppmであり、この培地中でγ-BHC分

解菌が生育しているかどうかを菌の生育に由来する渇度によって判定することは

困難であった.そこで、港地中の y-BHCの分解をECDガスクロマトグラフ

で定量追跡し、分解菌の生育を判定した.その方法は次の通りである。

培養液0.1由lを200皿l容分液ろうとに取り、17%食温水150mlとnーヘキサン10・iを
加えて、手で200往復激しく振とうし、培養液に含まれていた y-BHCをn-ヘキ

サン層に転溶させた。得られたn-ヘキサン層を分取し、適宜nーへキサンで希釈し

てECDガスクロマトグラフに注入し、 y-BHCを定量したa

この方法によって、土t喜怒濁滋を接種した培地中の y-BHCは繕餐開始後3

日で90%以上が分解していることが分かり、 Y-BHC分解薗が生育していると判

断された。この熔重量液を、新しい培地を加えた試験管に援種し、同様に培饗した.

Y-BHC分解の確認 繍え継ぎの操作を 9回繰り返し、 Y-BHC分解菌の

集積培養液を得た。

組金盆益

平板塗抹培養法 [3]に従った。

集積場j養に用いたものと同じ成分の格地(ただし y-BHCは含まない)で、

集積培養液を適宜希釈し、試料懇濁液とした.

一方、 Y-BHCを含まないこの埼地に精製寒天1.5%を加えてオートクレープ

殺菌したものを乾熱済みペトリ皿に注いで冷却、表面の乾織を行った平飯島音地を

用意した。この平板培地上に試料懸濁液O.1ml;をのせ、スプレッダーで全面にまん

べんなく塗抹した。

先にも述べたように、 Y-BHCは水に対する溶解度がきわめて低〈、 y-B 

HCが溶解した培地を寒天で固めた平仮培地を用いたのでは、 Y-BHC分解菌

のコロニーを得ることが困難であると予測された。また、 y-BHCを飽和以上

に含んだ培地をオートクレープ殺菌し、冷却しても、寒天内郵および表面に Y-

BH Cが「かたまり」となって不均一に存在し、 γ-BHC分解菌のコロニー形

成には適さないと思われた。そこで、微粉末状のY-BHCを寒天表面に一様に

散布することを考えた。その方法として浄原の方法[4Jを深用した。

培養希釈滋を塗tました平板培地表面に、 Y-BHCーエチルエーテル溶液(10 
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:90. w/v)を噴穫し、 γ-BHCの微結晶を均ーに付着させた.これを30'Cの恒

温室で数日間培養した。

培業後、周囲にクリアゾーンをf半ったコロニーが出現した{図2-1).生育した

コロニーのうち、単一コロニーと判断されるものはその大きさがきわめて小さい

ため、実体顕微鏡の下で白金耳を用いて釣薗し、純化を繰り返した(図ト2)。ま

た、 y-BHC-エチルエーテル溶桜中から縫菌が混入する可能性が考えられた

ため、対照として集積培養漉を塗抹しない平板場地表面に y-BHCーエチルエ

ーテル溶液を噴霧したものを問機に犠養したが、微生物の生育l立見られなかった.

最後に、純化されたコロニーを集積熔養に用いたものと同一組成の液体熔地に

楢菌し、 y-BHCの分解を ECD-GCによ って確認して、 γ-BH  C分解菌

を得た。

〈考察〉

先にも述べたように、好気性菌だけで10"/gsoil存在するといわれる土寝中か

ら、 y-BHC分解菌を単離する喝合、ランダムスクリーニングj去を用いたので

は大変な労力と時間を要すると予想された。すなわち、 y-BHC連用区土纏に

は、 y-BHC分解菌が集積しているとは言え、その菌数はやはり土繊細菌と比

べではるかに少ないことが予想され、土t.からの直接の単縫は図録であると考え
られた.このてめ、集積書音養によって y-BHC分解菌を選択的に集積させるこ

とが、単般を行う上で有利であると考えた.しかし、土繍細菌の中には、合成液

体培地中で良好な生育をしないものも少なくない。 y-BHC分解菌がこのよう

な性質を持つならば、そもそも集積培養が不可能となり、単様方法を根本的に変

更しなければならない。この点を念頭に置きつつ、 まず第 1段階の取り組みとし

て、集積浩重量を試みた。

Y-BHC分解菌の集積培養が可能であるとしても、その成否は用いる倦地の

組成や培養条件に大きく依存する。一鍛に、農薬が微生物の栄養源として分解さ

れている湯合には、それを唯一の菌体合成およびエネルギ一生成のための元素と

なるように織地を選択すればよい。しかし、農薬の分解は他にエネルギ一線、菌

体合成物質が共存して初めて可能な場合 (cローmetaboli sm )が多 く知られている

[201. このような暗号合には、培地組成の決定が極めて困鍵とな り[5)、 また集積の

効率も高くないと予想される。

y-BHC長期連用圃湯に集積している y-BHC分解菌の場合も、 y-BH

Cが唯一の炭素源およびエネルギー源として分解されているのか、 あるいはco-

町 taboI ismによって分解されているのかは明確ではなかった。
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図2.1 クリアゾ ーンを周囲に伴ったY-BHC分解菌のコロニー

図2-2 Y -B H C分解菌の純化



しかし、 Y-BHCを連用することによって分解箇が集積してきたこと、室内

モデル系実駿では最適条件の下で Y-BHCの分解が極めて急速に行われたこと

から、 Y-BHC分解菌がγ-BHCを炭素源およびエネルギー源として代謝、

分解しているのであろうと推測し、集積培養の繕地には Y-BHCを唯一の炭素

源およびエネルギ一波として加えた。

次に、主音地に加える他の無繊養分の種類・漫度や増殖因子の有無毒事が問題にな

る。しかし、これは試行錯誤により決定する以外に方法はないと考えられた。そ

こで、過去にランダムスクリーニ ング法によって γ-BHC分解奮を得たTuらが

用いた培地[1]を採用して、 Y-BHC分解菌の集積培養を試み、 もし良好な増殖

が見られなげれば、その培地の組成を適宜改変するつもりで笑験を始めた.

また、培養条件については、室内モデル系実験によって、土浴中で Y-BHC

が分解される忌適温度は30.C付近であること、土泊中に集積している Y-BHC

分解菌は好気性菌であることが知られていたので、30.Cでの援とう埼餐を行うこ

とにした.

以上のような経過で繕池の組成、主告養条件を決定し、集積埼策を行った.幸い

なことに、繕え継ぎを何度線り返しても、用いた培地中でy-BRCは分解され

て、 Y-BRC分解菌が生育したと判断され、 しかもその分解速度は返くはなら

ずに、常に3-4日の培養で初のに培地に含まれていた y-BRCの90%以上が分解

されることが確認されたので、2-3日の周期で植え継ぎを繰り返すことが出来た。

これにより、採用した培地、培養条件が Y-BHC分解醤の集積崎地として一応

適したものであることが分かり、 また、土渇細菌、 Y-BHC分解産物の分解菌

の菌数に比べて、 目的とする Y-BRC分解菌を十分多〈集積させることが出来

たと考えられた。

2.2 Y-BHC分解菌の同定

2.1で述べたように、 y-BHC連用区畑圃iIから Y-BHC分解菌を単厳する

ことに成功した。そこで、この分解菌の基本的な性質を明らかにし、将来的な応

用利用も念顕に置いて、菌の同定を行った。これにあたり、微生物の化学分類的

知見を一部に取り入れた。

〈方法〉

菌体の高音養は、特に断わりのあるもの以外は 30・Cで勝置屠1援を行った。前培
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受および基本培地としては、肉汁寒天(肉エキス(Oifco);1%、Bactoベプトン(0i 

fco);氏、 NaCl;0.5%、 寒天;1.5%、 pH;7.2)または鯵母エキスーベプトン寒天籍

地 (醇母エキス;0.25%、ベプト ン;O. 25%、NaCl;0.125%、寒天;1. 5%、pH;7.0)を

用いた。

①細胞形態鏡察

細胞形態・運動性と惚毛・ グラム染色は、肉汁寒天または酵母エキスーベプトン

寒天上で生育した麹細胞を用いて観察した.運動性と綬毛は 20・Cで、それ以外

は30・Cで培養を行った.

組凪盈盤[6]

肉汁寒天上で4日間猪養した細菌細胞を、スライドグラス上に火炎固定し、 クリ

スタルバイオレット液で染色・水洗した後光学顕微鏡を用いて1500f昔、治浸で検

銭した。

連監盆よ血豆 [6]

酵母エキスーベプ トン寒天上で 20・Cの下、 4日間繕養した細菌細胞を用い、運

動性は懸滴法により、鞭毛染色は戸団法により観察した.

z.乏ム盆金[6]

肉什寒天上で3日間培餐した細麓細胞を周い、 Huckerの変t去によって観寮した。

なお、対照としてPseudomonas_fluorescencEおよび Bacillussubtili sを用い

た。

②化学分類滴知見

蘭体脂肪齢組成[7]

肉汁培地で 30・Cの下、 72時間振とう培糞した菌体を遠沈後蒸留水で 2園清

浄し、凍結乾燥菌体として分析に共した.

細胞の脂肪畿のメチルエステルは、主皇陵ー メタノ ール法により誠盤した.

sli 1l1i!i!1の分析はFID付きガスクロマトグラフを用いて行った.分析粂件は以下の

通りである.

ガスクロマトグラフ・島津GC-7A
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データ処理装置:島津C-RIA

インジェクタ温度:220・c
カラム温度:180・c
カラム ー内系3困圃 x5・充境AlJ 10%DEGS 
キャリアガス N2 iitt速50田1/悶in

検出器 FID

不飽和脂肪酸は水素添加によるピークの移動と消滅により、 ヒドロキシ脂肪厳は

TLC分画(メル夕、シリカゲル60F25<. 20c・x20Cll、 展開溶媒:石油エーテル

ージエチルエーテル 4:1. v/v)により同定した。

キノ ンの分子補[7J

肉汁培地で 30・Cの下、 72時間銀とう待費Eした菌体を遠心分厳し、エーテル
ーアセト ン混液(1:4. v/v)によって脂質抽出物を得た。このijtJ買抽出物からTLC( 

メルク、 シリカゲル60F，"、 20cmx 20CII、 展開港媒:石油ベンジン ーエチルエー
テル、 9:l.v/v)を用いてキノンの精製を行った [8J.精製の結果、存在するキノ

ンはユビキノンであることが判明し、ユピキノンの分子種をHPLCによって同定し

た。 HPLCによる分析条件は次の通りである。

使用機種:島津LC-5A

カラム:Zorbax-ODS 内径4.6mmx 250園田

溶媒:メタノールーイソプロピルエーテル J:l.v/v 

流速: 1. 0田1/四in

温度.室温

注入量 1-5μl 

検出器:鳥海 SPO-2AM (270nm) 0.02 AUFS 

記録計:島海 C-RIB

なお、菌体脂肪酸組成およびキノンの分子種の分析は、東京大学教授駒形和男

樽士(現在東京大学名誉教授)に依頼したものである.

③生理的佐賀

生理的性質は特に断わりの無い限り 30'Cで勝置培養を行った後に調べた。
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鐙盛盆金温孟 [9]

硝重量塩肉汁おとひ'コハク酸ー硝酸Jgt音地を用いて培養 し、歪硝酸塩の生成をス

ルファニル厳と aーナフチルアミンによって 3，7日後に判定した.

デンプンの分解[6] 

0.2%の可溶性デンプンを含んだ酵母エキスーベプトン寒天の平板に直線培養し、

培養 1，3， 7日後にルゴール液を注いでデンプン分解絡を判定した.

立主Zニ~[6]

クリステンセンセンの尿素培地を用い、 7日間の待費量の後判定した.

主主之乏ニ主

市販のオキシダーゼ試験紙(日水製薬)を用い、肉汁寒天上で生育した新鮮な培

養菌体をつげ、気泡の発生の有無により判定した。

金.E..i..Z...上[10]

OF basal園edium(D ifco)およびPYPOF leidulIの両者を用いて行った. ブドウ

摘は漉過滅菌し、最終濃度が1.0%になるように培地に添加したo 7日間の培養後、

指示慈の変色を観察した。

生萱温虚

酵母エキスーベプトン重要天を用い、5・C、36.5'C、42'Cの下で生育の有無を判定
した。

〈結果〉

上述の試験の結果を表2-1にまとめた.また、この衝は胞子を形成せず(Dor-

ner染色法)、生育最適温度は30・C付近 (肉汁寒天)であり、肉汁寒天上のコロニ

ーには、非水溶性色素特有の黄色が見られた。

Oyaizu and Komagataの報告[111および、 Bergey'sManual[12]に基づいて検索

した結果、このr-BHC分解菌は、 pseudo.onas向 ucillobilisと同定された.

また、稼番号を$S86とした。

なお、 1992年にPseudomonaspaucillobilisは演名が変更され、sIiliiDgomonas

包盟通旦邑弘主となった[13]0 従って、以後本文中ではこのr-BHC分解菌は

SEhiPgolonas paucilobilis SS86と記述する.



Table 2-2. Phenotypic and chemotaxonomic characteriz剖ionof y-HCH-d町omposingmicroorganism牟

Method Re:fe:rence 

Gram stain 

Shape of cell 

Motility 

Flagellation 

Hucker's modificatIon HASEGAWAel 01_ 1985 Cbl 

rod UxO_7μm SCJ.nning electron microscope 

+ Hanging drop HASEGAWA er 01_ 1985 (らJ

Nitrare respiration 
single polar Staining m町hodof Toda 

Nitrate ( Medium N _ 
reduction ¥ Medium S 

Method of lizuka and 
Komagata 

Me【hodof lizuka and 
Komagata 

IIZUKA and KOMAGATA 1963 (jl 

IIZUKA and Ko制AGATA1963 (1 J 

Hydrolysis of starch 十 lodine solution on HASEGAWA er 01_ 1985 (6 J 
starch-containing agar 

OF basal medium (Difco YABUUCHI er oL 1979 (IOJ 
0688) and PYP OF 
medium 

OFI出t ，0 
(glucose) l F 

Urease activity 

Oxidase test + 
Christencen・smedium HASEGAWA er oL 1985 (6) 

Cytochrome oxidase test 
paper (Nissui Seiyaku) 

Bubbles in hydrogen 
pero山desolUlion 

トIASEGAWAer 01. 1985 ((，) 
Caralase activiry 

C

C
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十 Onnu甘lentagar HASEGAWA el 01_ 1985 (らJ

Q-IO Puriflcatlon: Method of Y AMADA er aL 1969 un 
Yamada .， al 

Id.e;.;;fi;;ti~n~HPLC KOMAGATA el al 1982 (1 J 

Cellular fatty acid n-16: 0 14.3% E.xtraclion and melhylation: KOMAGATA el al_ 1982 (寸J

compOSlllon n-18 : 0 0.6児 Hydrogenchloride-methanol 
system 

n-16: 1 4.1克 Idenliflcation:GC 

n-18: 1 61.9胃

20H-14: 0 11.3% 

20H-16. 0 1.3児
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2.3 箇掲における r-BHC分解菌数の経時的計数

前節までに r-BHC連用区土緩か らr-BHC分解菌を単厳・同定した経過

を述べた。しかし、単厳された分解菌が、園喝の土泡のin..主主旦でr-BHCを分

解する主要な微生物であるかどうかは依然不明である。すなわち、単艦された Y

-BHC分解菌は、実験室内条件でのみ y-BHCを分解することができ、町場

でr-BHCを分解しているのは実は別の微生物であるとい う可能性が無いとは

言えない。この点を明らかにするための1つの方法として、集積地袋に用いたも

のと同一組成の培地を用い、 MPN法によって r-BHC連用区圃喝の Y-BH

C分解菌数の計数を経時的に行った。

く方法〉

r-BHC分解菌数の計数は最確値法 (MPN法 )114Jによっ て行った。

十j]lの採取 ・調毒事

γ-BHC逮周区 (D区)および対照区 (A区)の両区から、農薬投与直前、

1カ月後、 2カ月後、 5カ月後lこ土績を採取し、土君臨中の Y-BHC分解菌数を

経時的に計数することとした。

土ifI試料の採取は、1.2で述べた方法に従った。

金忍遼よ皐撞

いずれも集積培養(2.1)で用いたものと同ーのものを用いた.

盤盆歪.AR

常法114]に従った。 10倍希釈 5違法によった.

盤差

試験管を、 30・C恒温室中の往復振とう機に設置し、 4週間繕重量を行った。

Y-BHC分解菌牛曹の判官

第地中の Y-BHCをECD-GCを用いて定量することによって、分解菌生育

の有無を判定した.

主音養後の主音地0.5111を200.1i容分滋ろうとにとり、 17%食温水150・i、 n -ヘキサ
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ン10・1を加えて、 200往復援とうしたo nーへキサン膚を分取し、無水硫酸ナトリウ
ムで脱水した後、迎室n-ヘキサンで希釈してGCへの供試サ ンプルとした.分析

条件は1.2に述べたものと同ーである。

乞車数金皇血

培地中の Y-BHCの温度がもとの1/2以下に減少している試験管を y-BHC分

解菌が生育したものとし、生菌数の算出はa聖徳{直表 [14]をもとにして計算した.

〈結果と考察〉

MPN法によって、 Y-BHC連用区園liおよび対照区困渇でのY-BHC分

解菌を経時的に計数した結果を表2-3に示した。

y-BHC連用区土寝には、 Y-BHC分解菌が生息しており、その菌数は7

-BHC投与後に著しく増大しているごと、 Y-BHCが分解した後には再び減

少して Y-BHCの投与前の菌数レベルに戻ることがわかる。一方、対照区土纏

からはY-BHC分解菌は検出されなかった。

このMPN法による Y-BHC分解菌の計数に用いた埼地及び培養条件は、 2.

1で述べた集積渚養で用いたものと同ーである。従って、 ここで得られた結果は、

筆者が単厳した y-BHC分解菌SphingomonaspauciMobilisは、聞場の土JI環境

条件下において確かに Y-BHCを分解していた主要な微生物であることを示し

ている。なぜならば、単産量した、 SS86稼が圃場においてはγ-BHCの分解を行

っていないとすれば、この港地を用いた方法では Y-BHC分解菌の連用区土E置

での集積や、 γ-BHC役与後の増殖が計数されないはずだからである.

とは言うものの、単厳したSS86稼が園場で最も活発に Y-BHCの分解を行っ

ている萄であると断定するにはやや不十分である.それは次の理由による.①集

積培養やMPN法による菌数の計数において、筆者が用いたものとは別の組成の

培地を用いた場合、別の分解萄が単厳され、菌数ももっと高い{直が計数されるか

も知れず、その場合は、そちらの菌の方が園績でを分解する忌も主要な分解菌と

なる。②co-metabolism によって y-BHC を分解する微生物が1iI~置における主

要な分解菌である可能性が残る。しかし、 γ-BHCを唯一の炭素源として活発

に増殖する分解菌が y-BHC運用区の土渇中に存在している以上、CO-Ietabo1 

lsmによって y-BHCを分解する微生物の寄与は小さいと思われる。

そこで、次節に述べる織な接種実験を行うごとにした.



表2-3 農薬長期連用畑圏場のy-BHC連用区土滋および対照区土寝における

y-BHC分解菌S.paucimobilis菌数の経時的変化

Y-BHC投与後の月数

区 0 1 2 ;) 

Y-BHC区 4.5X 103 6.7xlO' 4.8xlO' 4.7xlO令

対照区 N.D. N. D. N.D. 

N. D. ;検出限界以下 (cells/g soi 1) 



2.4 y-BHC分解醤の後種による土慮中のy-BHCの分解

単車監されたSS86稼を y-BHCを添加した対照区土泡に後種し、その時に y-

BHC連用区土織で見られたのと問機に Y-BHCの速やかな分解が起こるかど

うかを確かめるごとにした。もし、 ここで単厳した y-BHC分解萄が、実駿室

内の条件でのみγ-BHCを速やかに分解することが出来、土寝中では Y-BH

C適用区土t車で示されたような速やかな y-BHCの分解が起こらないのであれ

ば、 Y-BHC連用区土慮中でY-BHCの分解に関わっている BHC分解醤は

他に主要なものが存在する可能性が強い。 i主に、接種によってγ-BHCの分解

が速やかに起これば、いわゆる「コッホの原理 Jが成立することになり、ここで

単離した Y-BHC分解菌が土壇中でもy-BHCを分解する主要な砲であると

言うことが出来ょう。

この実験は、 S886稼を用いての土泡中のy-BHCの分解の人為的な制御なら

びに Y-BHC汚染土織のBio-remediationの可能性の当否を係るものでもある。

ここでは対照区土繊(火山灰土t車)、灰色低地土および砂費土績を用いて媛種

実験を行い、 8886株が一般的にBHC汚染土層の浄化に使えるかどうか検討した.

〈方法〉

盤誕ネt!

次の3種顛の土穫を用いた。

・農薬長期連用畑園場の対照区土滋(火山灰土t!) 

・愛知県農業総合試験場内畑困場から採取した土場(赤貧色土I車)

・崎玉県農業試験場内畑圃場から採取した土溜(灰色低地土)

いずれの土織も圃暗号の表層から採取し、風乾する事なく 2mmのふるいを透過させ

た後実験に供した。

士壇への γ BHCの添加

セライト場量法により乾土当り 10μgjg soilの割合で添加した。

十纏へのお86様の接種

8S86稼はL-brothを用 いて0.0が約0.2となるまで前培養し、遠沈・集菌後蒸留水

で洗浄し、蒸留水中に懸濁した.これをガラスt1スプレーを用いて土穫に噴察し、

よ〈混合した。接種菌数はおよそ10'および10'cellsjg soilとした。

十獲のインキュページョン
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y-BHCを添加し、 SS86t来を接種した土緩は常法に したがって、般大容水量の

50%の土積水分に調獲し、 30・Cの恒温室内でイ ンキユベーションを行った.

十纏中の y-BHCの~量

インキユベーシヨン後0、 1、 2、 4遡自に土fjを取り出し、 2.2で述べた方法に

従って土糧中に残留する Y-BHCを定量した。

〈結果〉

結果を図2-3.2-4に示した。これらから明らかなように、実験に用いた 3種綴の

いずれの土泡においてもSS86練を接種しな い場合には y-BHCの分解がゆるや

かまたはほとんど分解されないのに対してSS86縁を緩種すると y-BHCは速や

かに分解されるようになった。また、農薬巡周囲場の対照区土績に104cells/g 

50ilのSS86椋を後種したとき、 Y-BHCの分解速度は y-BHC速周区土寝に

おいて確認された y-BHCの分解速度に類似していた.

〈考察〉

対照区土穫に5S86採が約10'cells/g 50il後積された場合に、添加された Y-

BH Cが速やかに分解され、その分解速度は y-BHC連用区土穫に添加された

Y-BHCの分解速度と類似していた結果は、 5S86椋が、 y-BHC迎用区土獲

において y-BHCの分解に関与していた主婆な分解菌であることを示してる.

また、灰色低地土ならびに砂貧土嫌においても接種されたSS86採は土JfIに添加

された Y-BHCを速やかに分解することができた。

これらの結果は、単車産されたS586稼を用いて農藁y-BHCの分解を人為的に

コントロールすることができることを示峻している。例えば Y-BHC を~周し、

期待する防除効果が達成された後にはこの分解菌を散布することにより、土績に

残留する y-BHCを分解除去でき、環境汚染を愚小限に抑えることができるで

あろう。このことは同時に y-BHCで汚染された土織のBio・remedia tiooにSS8

6t末が使える可能性があることも示唆している。

BHCは1960年後半に先進諸国においてはその使用が禁止されたがイ ンドなど

の開発途上国においては衛生害虫や作物害虫の駆除のために現在も使われている。

そのために、農地や河口の底質において BHCによる残留汚染が認められている

[18]。また、既に使用が禁止されたオラ ンダでも今だに多くの汚染地域が存在し

ている[19]。これらの地減においては、Bio-relllediationによる BHCの分解除去

が現実的な問題として必要となろう.ただし、実際にBio-remediationを行う頃合
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には、野外環境に政出する微生物自体の安全性評価に加えて、 y-BHCが分解

される際の2次代謝産物による環境汚染、すなわち 2次代謝産物の環境中での残

留蓄穣位、生物体への影響をあらかじめ調べておかねばならない.これまでの所、

y-BHC分解菌SphingomonaspaucimobiliSによる Y-BHCの中間代謝産物

として筆者は2.5-dichlorophenolならびに2.J.5-trichlorophenolを[15J、Imaiら

はY-PCCHと1.2.4-trichlorobenzeneを[16.17 Jを、 NagataらとNagasawaらはdead

-end産物としての2.5-dichr口lophenolならびに1.2.4-trichlorobenzeneを同定し

ている [21.22.231。
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第3章 第 I部の総合考察

3.1 実験結果のまとめ

①土海中におげる Y-BHCの分解状況

Y-BHCは畑土慮中では半減記が 10カ月以上であるのに対し、滋水土寝中

では半減期が 10-20日であることが室内実験で知られている。これは、溢水

されると土纏が還元状態になり、嫌気性菌がY-BHCを脱塩素するためと考え

られた.事実、 Y-BHCを!lil寝索する織気性績が土犠から分般されている.

一方、 γ-BHCを分解する好気性菌は見いだされはしたが、畑土lj中で Y-

BH Cが速やかに消失する事例は皆無であった。

ところで、東大農学部織内に設けられた Y-BHC愛知連用畑圏渇においては、

Y-BHCの消失が初年目、 2年自には遅かったが、 3年目以降には著しく速や

かになっていた。

②室内モデル系による Y-BHC分解過程の解析

上述した迷周回場におげる r-BHCの消失過程を室内モデル系で確認・解析

した。その結果、 Y-BHC連用区土纏には r-BHCを分解する好気性細菌が

集積していること、この細菌は r-BHCを連用していなかった土沼中でも Y-

BHCを分解できることが示された.

③Y-BHC分解菌の単車産・同定

Y-BHC逮用区土犠に集僚している r-BHC分解薗を単厳することを試み

た。 Y-BHCを唯一の炭素源として加えた無俊裕地を用いた集積培養を行い、

r-BHC分解菌を単厳した。 この分解菌はSphin耳omonaspaucl困obi 1 isと同定さ

れた.

また、上述した港地を用いて掴場における Y-BHC分解菌数の変動をMPN

法により計数したところ、 r-BHC連用区土犠では対照区土績に比べてY-B

HC分解菌数がはるかに多いだげでな 〈、 Y-B H Cn軍用i去に Y-BHC分解菌

数が著し〈増大することが確認された。また、対照区土犠に添加された r-BH

Cの分解速度はこの土犠にγ-BHC分解菌を接種することにより著し く早めら

れた.ごれらの結果は、単般した Y-BHC分解菌が圃窃においても Y-BHC

を分解する主要な微生物であることを示唆している.

3.2 これまでの研究の問題点と本研究の特徴
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筆者は、 Y-BHCを単援するにあたって、 rl野外の自然環境条件下の土寝中

でY-BHCを能率良〈分解できる微生物を単灘する」ことに留意したa この事

は、土犠中から農薬分解菌を単厳する研究において、ごれまでに見過ごされてい

た重大な点である。すなわち、これまでに行われてきた農薬分解菌の探索の研究

はL止vitr旦の条件下で行われた物が大部分であり、農薬分解萄を単線してきた現

場での農薬の分解状況はどうであったのか、また、単縦してきた微生物が、単離

したその現犠で実際に農薬を分解していた主要な微生物であったのかどうか、 と

いう点はこれまでの農薬分解とそれに関わる微生物の研究において残されてきた

大きな問題点であった。事笑、 BHCに関しても、数多くの研究者がその分解m
を探索した事もあり、多〈の好気性分解醤が報告されている II， 2J.それにも関わ

らず、それらの微生物が単厳された土I量で BHCが速やかに分解された例や、単

車Eされた微生物を土泡に祭種することにより BHCの分解を促進できたと言う例

は報告されていない。一般的に、農議の残留した土穫にその農薬の分解菌を媛種

して農薬を分解できたという報告がほと んど見あたらないのはこの問題点に由来

している と思われる。

この点を克服することは、それ自体が大きな課題であるだけでな〈、 a幾分解
萄を用いて土t書中での農薬の挙動を制御したり、農薬で汚染された土寝の微生物

浄化を行う試みの成否の鍵を握っていることになる。このため筆者は、 Y-BH 

C連用区土纏から Y-BHC分解菌の単離を行う前に、 Y-BHCの消失が主と

して微生物分解によるものであることを確認し、さらに単線すべき分解菌のおお

まかな性質を一連の室内モデル実験によって確認した上で分解菌の単般を行った。

さらに、単縦した Y-BHCの分解菌の菌数を圃場において経時的lこ計数するこ

と、分解菌を γ-BHCの分解が遅い土壇に媛種することにより y-BHCの分

解が促進されるかどうかを確認する実験を行った。その結果、土海環境中で実際

にy-BHCを速やかに分解できることの確かな分解菌を得ることかでき.土I車

中での農薬の制御や8io-remediationに対して実現可能な展望が開けたと君える.

もちろん、 これを実際に行うにあたっては、微生物を大量に環境中に放出するわ

けであるから、掻種微生物の媛種後の挙動、環境への影響評価、人体や動物への

安全性評価、分解代謝産物の確認等を行ってお〈ことが必要であるのは言うまで

もない。

3.3 8io-remediationを成功させるには
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野外環漢に蕊徴した環境汚染物質をその分解微生物を用いて浄化しようとする

試み、いわゆる8io-re血edlationの手法が世界的に注目されており、研究が進めら

れている [7].有害廃棄物などに汚染された土壇の8iO-1・e・ediati onによる浄化も、
ベンタク ロロフエノール[3!、 クレオソート [4!、線発性炭化水素 [5]などで試みら

れている。筆者の研究から、これを成功させるたのに考慮しなげればならないと

考えられる点を、 微生物の生態の側面から述べてみたい.

①導入される微生物は、 その導入環境に適応できる拘である必要がある。

伊lえば、大腸菌は組換えDNA微生物の宿主としてしばしば用いられ、環境汚

染物質分解能を付与することは可能であろうが、 これを自然環境中に紋出した場

合には、極めて速やかに死滅する [6!。掲内と自然環境とでは、 その物理化学的環

境や栄養環境があまりにもかけ灘れているためにこれはむしろ当然と言える。こ

のような僅端な場合で無くとも、自然環境に普遍的にみられる微生物を用いる場

合でも、同様の事が言える渇合がある。一般に自然環境から単雌されるとされて

いる微生物でも、さらにミクロに見れば実は環境中の特有な部位に生息している

場合がある。土壕系では、線圏や根菌、績物残査、粘土鉱物表面 [8!、土繊団総

[9J などがその特有な部位に栴当する。 一方、 自然環筑中に微生物が導入される場

合、必ずしもそのような部位が用意されているとは限らないし、用意されている

としてもそに菌体が到達できるとは限らない。このように導入微生物が生息する

には特有な部位が必要とされる場合、やはり導入環境に適応できない事が予想さ

れる。

::l)分解能を自然環境下で発現できることが必要である。

これまでにも述べてきたように、例えば農薬分解菌の研究の多くは、実験室内

の緒豊E条件下で良薬分解能が確認されたものの、自然環境下でもそれが発現して

いるかどうかは未確認な渇合が多かった。このような例の一つに、 co-metabロlis

Eによる農薬分解がある。この場合、農薬分解菌を自然環境中に導入して目的の農

薬を分解しようとする時に別の有働物の存在が必要となるが、土峨系や水系など

は短めて貧栄養な環境であるために、 導入菌が利用できるような余分な有機物は

存在しないのが一般的であろう.また、存在していても、それは他の微生物の基

質ともなり得るため、 競争が生ずることになろう。従って、薗体の導入と同時に

co-metabolismを行わせるための有機物を大量に投与することが必要となる。

③目的の化合物を炭素源として資化・分解できることが有利。

浄化したい化合物を炭素源として資it.分解できる場合には他の有樋物を与え
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る手聞は省けることになり、Bio-r・e・ediatio日にとっては極めて有利である.また、
この局合には、浄化したい化合物を基貨として滑殖し、基貨を消費し尽〈して生

E長期に達したときには浄化が終了したごとを意味しているので、 ①に述べたよう

な生息部位については考慮しな〈ても良いことになる.ただ し、 分解爺の程度に

よっては大量の菌体を長期間目的とする部位lこ生残させなげればならない必要が

でて〈ることも考えられる。その場合には、分解能を強化することと生息部位を

与えてやることが必要になろう。

Bio-re皿ediation;を目的として微生物を探索したり、紐検えDNAの手法によっ

て育成する場合には、上記の点を考慮に入れればより有効であり、実現性が高い

と考えられる。
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第4章 第 H部のはじめに

4.1 これまでの土寝微生物研究の主涜

ごれまでに土穣微生物学においては膨大な知見が奮積されてきたが、それらは

大まかには次のように分類される[1，21. 

①土寝微生物の群集全体の量とその大まかな中身を解析するもの:土!i微生物バ

イオマス、微生物フロラ(糸状菌、銭線菌、胞子形成細菌、クラム険性菌、グラ

ム陽性菌}の研究がこれに稲当する。前者は作物の養分のプールとして、後者iま

土簸微生物の苦手集t構造の一つの指穣として重要なものであった.
②土主題微生物の特定群集の働能を解併するもの:土寝中での硝化、脱室、窒素固

定、有機物分解、水国土.t!iの生化学反応(硝化、脱室、 Hn還元、 Fe選元、硫酸還

元、メタン生成など)などがごれに相当する。これらは土慮中での作物養分の動

態や、水回土1Jの還元過程の発達と関連した物である。

③土I謹微生物の特定微生物種の綴能とそれを規制する要因を解祈するもの:作物

にとって有用なあるいは有害な微生物の機能と作物生産との関わりを研究するも

のである。皇室素固定菌、 VA菌根菌、土I轟病害菌、根圏微生物の研究などが相当

する.

これら数多くとり行われてきた土滋微生物研究を生懸学として眺めてみると、

少なくとも上に記した②と②は、土f裏微生物全体を 1つの集団あるいは数種の群

集の集合体としてとらえるもの、または特定の群集の機能を重点的に解析するい

わゆる「群集生態学」であるということができる。また、 ③について個々の微生

物の挙動よりもむしろ微生物が有効に機能する(あるいは機能しない)土沼環境

や作物との相互作用の解析が主であった。

4.2 土壇微生物のオ ートエコロ ジー (f園生態)研究の必要性

生態学には上に述べたような「群集生懸学(syneco)Ogy) j に対して「個生態学

(autec口)ogy) Jという分野が存在する。これは、群集生態学が生物種の燦念をあ

まり問題とせず.群集のf構造や題担能を解析するのに対し、個々の生物屋を対象と

してとりあげ、 その増貴重 死滅・生残状況やそれに関わる因子、生息環境、 他の

生物種との相互作用などを明らかにしようとするものである !J]• 

土主富微生物の生態に関する研究においては、 f去に述べるような手法上の問題点
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があって、この個生態学的な研究はこれまであまり行われてこなかった.しかし

ながら、近年の土犠微生物学を取り巻く状況から、個生懸学的研究の必要性はsi

めて高いものとなっている。それは以下のような状況である。

①組換え DNA微生物 (GEMs)の自然環境下への導入手IJ周の軽量還がたかま っ
ている [4-9.21].

*1l.換えDNAの手法を用いてある特定の機能を付与された微生物を作物生産、

環境浄化、鉱工業生産、排水処理などの現場に導入し、有効利用しようとするも

のである。この際、目的とする効果を有効に発揮させるために、 また、環境に対

する安全性を評価するためには、導入された微生物の環境中での拳動、 f也の生物

との相互作用、準入した遺伝子のfateなどを明らかにしておく ことが必要と なる.

これらはまさに導入微生物の個生態学的な情報が必要とされていることに他なら

ない。

②農業分野では既に有用微生物の接種利用が図られている [10.11.22J.

農業現場では作物生産にとって有用な軽量能をもった微生物を選抜し、土t耳にj輩

種して生産向上を図る試みが古くからなされている。 復位菌(也当強ぷ坦)、 リン浴

解菌、 VA菌根菌などが代表的なものであり、 その他にも鑑先住色皇止笠盟主主‘ 4

立並担担且盟、土纏病害菌の拾抗微生物などが試みられている.また、含まれて

いる微生物によるとされる種々の効果がうたわれた微生物資材が市販されて いる。

これらのうち根位菌など一部については目的とする効能が確かに得られ、広〈

実用化されて、生産・流通組織も確立しているが、大部分の物は期待した効果が

安定的に得られるまでには至らず、中にはあやしげなものも存在しているのが実

状である。そ して、 期待した効果が得られない大きな原因は接種萄が土i畠の土着

菌と競合関係にあるために土犠に定着できないためであろうと推定されている。

このような状況を打開して、有用微生掬の安定で効果的な利用を成功させるに

は、土i漫に接種された微生物の挙動を解析し、微生物の生残・死滅・定着・機能

の発現を規制する要因を明らかにして‘それらをコ ントロールできる技術を確立

することが必要となる。現在実用化されている根組菌についても実はこの点に関

する詳細な知見はむしろ少な〈、現縄技術が先行している感がある。また、 この

様な知見は①で述べたGEMsの有効利用のためにも必要となることはきうまで

もない。

③土壇微生物生態学の基礎的知見として

①と②で述べたのは土漉に外来の微生物のオー トエコロジーであるが.土t喜に

元来生息している微生物についてそのオートエコロ ジーを解明し、知見を集積す

ることももちろん重要である.不均ーな土纏嫡造の中で環縫の変動に常にさらさ

れながら生息している土寝微生物の生活環において、個キの微生物種が生息する
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微細環績の性質ゃある機能を発現する微細環境条件の解析は、とりわけ土泡に特

有な事項であるにもかかわらず、現在の土泡微生物学で解明の遅れている部分で

あると思われる。このような知見はもちろん応用的にも重要であり、例えば土tI

病害萄に対して錯抗微生物が拾抗作用を示す r:掲所」と「タイミ ング」を情生態

学的に捉えておけば、応用技術を開発する渇合にも有効となろう.

4.3 オートエコロ ジー研究のために必要な「検出・計数技術」

特定種の微生物の生態を問題にするオートエコロ ジー研究に必須なのは、狙い

とする微生物種を選択的に検出・計数する技術である。土tJ微生物に関しては、

硝化菌、鉄重量化細菌、メタン生成萄などの特定の機能を持つ微生物群は、その働

能に即した繕地を用いた培養法によ って群集会体の計数は可能であった.また、

青結れ病菌、軟腐病菌などある種の土壇病害菌についてはそれを選択的に計数す

る選択培地が考案されてきた [12J. しかし、一般的には土寝微生物の特定種を計

数する技術は確立されておらず、従来の土壇微生物学で儒生ll!I学的な研究が進展

しなかったのは、この技術が不十分であったからに他ならない.

この状況を打開するきぎしが見えたのはGEMsの野外導入の擁運にともなっ

た計数技術の関発である。 4.2で述べたように、 GEMsの自然環境への導入にあ

たっては、その効果や安全性評価の側面から、導入した微生物のfateを追跡する、

すなわち導入微生物を検出・計数することが必然的に求められることとなる.そ

のために、 DNAプロープ法、蛍光抗体法、マーカー導入法(薬剤耐性、比旦Zy、

ι些、重金属耐性など)[13-17]などが開発され、ある程度の成果を挙げている。
ただし、 これらの方法は主として導入微生物の検出用に開発された物であり、 こ

れを直ちに土績に元来生息して いる微生物の検出・計数に用いるにはまだ問題が

残されている。例えば、マーカー導入法は土着微生物の検出には使えないし、蛍

光抗体法は選択性と感度の点で不十分である。近年、細菌の16SrRNAの種特異的な

配列の部分をプロープとしたDNAプロープ法が環境微生物の検出に利用され始

めており、土域微生物の検出にも有盟であると思われる. [18-20] 

4.4 オートエコロ ジー研究のモデル微生物としてのY-BHC分解菌

以上に述べたような状況から、土t8環境に人為的に導入された微生物ならびに

土織にそもそも生息する微生物の両者の個生態に関する知見の集積は領めて重要
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であるといえる。 そして、筆者が第 I部において取得した Y-BHC分解萄はこ

の両者について 1つの事例を示すことの出来る有望な菌稼であることが期待され

た。それは以下の理由による。

①土t.ll中のγ-BHC分解菌の検出・計数が容易に行える。

筆者が取得した Y-BHC分解菌Sphinl(omonas悶 UCl・obilisは、 Y-BHCを
唯一の炭素源として好気的に資化・司自殖できるという極めて織な性質を有してい

る。そごで、この好気的Y-BHC分解能をマーカーとして利用し、 y-BHC

を唯一の炭素源とする合成主吉地を用いたMPNi:去により土壇中の本菌稼の菌数を

高惑度で簡便に計数することが出来る. B H C連用区土緩に土着の Y-BHC分

解菌の計数については践に2.3で示した。土爆に接種された5.pauciJlobil i 5 SS8 

6稼の計数については第5章で述べることになる。

②土績に接種した者百合と土績に土着の場合の両方のオートエコロ ジーを解析でき

る。

2.3で述べたように、農薬長期連用聞唱の Y-BHC連用区土泡にはこのBHC

分解菌が年聞を通じて生息しており、 y-BHCを年 1図土穆に投与している限

りは土海微生物の一員となっていると考えられる。一方、やはり 2.3に示したよう

に同じ圃渇内の、 Y-BHCを含め農薬を全〈投与しなかった対照区土JfIからは

BHC分解菌は検出されない.従って、この土場に~iJll obilis SS86榛を接

種してMPNr.去により接種菌のみを計数することが可能となるはずである(第5

章)。以上の事から、土着菌の場合と接種苗の場合の両方について γ-BHC分

解菌を用いてオートエコロジーが比較解析できると考えられる。この、 「接種留

と土着菌の生懸の比較」はこれまでに研究例がなく、有用微生物の野外政出利用

と土f轟微生物生態の基礎的研究の両面に対して有益な知見を与えることが期待さ

れる.

以上のような背景と考え方を基にして、本論文の第日部を展開する.まず、 y

-BHC分解菌の土履からの検出・計数方法を検討し(第5章)、それを用いて

y-BHC分解菌が土患に土着の喝合と媛種された渇合の挙動の概要を比較・調

査する(第6章)。そして、両者の土寝中での死滅要因(第 7j藍)と、土器菌の

一部のみが死滅を免れて長期生残できる要因(第 8'1量)を解析し、 y-BHC分

解菌についてのオートエコロ ジーを情築して他の事例への拡張を試みる (第 9.) 
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第5章 γ-BHC分解菌の土壌からの

検出・計数方法の検討

第 4~量に述べたように、 Y-BHC 分解菌Sphingomonas paucilobili s 8S86 

は、土壇に導入された微生物ならびに土場に土着の微生物のオートエコロジーを

研究するモデル微生物として有望である。しかし、SS86採が研究材料として使え

るためにはあらかじめ検討しておかなければならない事柄がいくつかある。それ

は次の織なものである.①土寝中のSS86棟を計数・検出するたののマーカーとな

るy-BHC分解能が、安定に保持されており、容易に脱落することは無いかど

うか。 ②y-BHC分解能をマーカーとして土海中のSS86棟が低い菌数レベル

まで正確に計数できるかどうか。 ③土自置に援種されたSS86稼が研究を遂行する

のに必要なある程度の期間生残できるかどうか。

本主主ではこれらの点について検討した結果について述べる。

5.1 SS86稼における y-BHC分解能の安定住

〈目的〉

Sphingo皿onaspauclobilis S886を上記の目的に利用するためには8S86稼のγ

-BHC分解絡が菌体に安定に保持されて いることが必要条件となる. 細菌にお

ける鍍分解性化合物分解能はプラスミド上にコードされていることがあり、それ

は菌体の培養条件によ ってはしばしば脱落することが知られている。ことでは薬

剤処理および栄養培地での継代培愛により SS86t車からの y-BHC分解能のCur-

ingを試み、分解能の安定性を調べた。

〈方法〉

( 1 )薬剤処理による Curing 

Curing邦!としてアクリジンオレ ンジ (AO)、 ドデシル疏重量ナトリウム (S0 

S)、マイトマイシン C (M C)の3種類を用 いた。これらの薬剤をL-brothに

以下の漉度段階に添加した。

AO: 1. 5. I日μg/皿l

SDS: 1. 5. 10μg/lll 
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HC:O.Ol， 0.05， 0.1μg/1I1 

これらの滋度段階は予備実験としてお前線に対するこれらの薬剤の最小阻止温

度 (M1 C)を調べた結果から設定した.印刷のL-btotbを中型該駿管に入れ、

シリ コ控をしてオー トクレーブ滅菌しておき、上記の薬剤の水溶液を0.22μ圃の

ミリポアフィルタ ーを通過させて除菌したものを適当量添加して薬剤を含む培地

を調塗した。

L-broth中30・CでSS86稼を振とう培養し、 O.D.が約0.2になった時に堵望書液
のO.1m 1をごれらの培地に添加し、 30・Cで振とう精裳を行った。 O.D.が約0.5
になった時に倦養をやめ、培養液を滅菌NaCl水(0.8%)で10倦ずつ希釈し、 liljに用

意したL-broth寒天渚地上に塗抹し、 30・Cで培養した.約 1週間の培養でコロ

ニーが形成された後、寒天崎地の表面に Y-BHCのエーテル洛液 (約10%) を

スプレーで噴霧し、引き続き約 1週間培養を行った。犠!業後、周囲にクリアゾー

ンを伴ったコロニー (BHC')と伴わないコ ロニー (BHC-)の数をそれぞれ

カウ ントし、 Y-BHC分解能の消去率を算出した。

( 2 )継代熔叢によるCuring

1 0田lのL-brothを中型試験管にいれ、オート クレープ滅菌しておく。この繕

地中でS886稼を 30
0

Cで振とう熔差し、 0.0.が約0.5 (約10.cells/ml)になっ

た時に培重量液10μlを次の培地に犠菌した。これを再び300Cで援とう渚養し、

植継ぎを繰り返した。この操作を 10回繰り返し、それぞれの治養ごとに培養液

D.l11を採取し、滅菌NaCI水で希釈し、 ( 1 )と同様にL-broth寒天培地にひろ

げ、培蓑f去、 y-BHCーエーテルスプレー法により BHC'とBHCーを計数

し、消去率を算出した.

く結果〉

3種類の消去剤により Y-BHC分解能を失った稼が出現したが、その頻度は

低いものであった t表5-1)。また、継代培養法によっても分解能消去稼が出現し、

植え継ぎを繰り返すにつれて消去綜の存在割合が上昇した(図5-1).これらの結

果はSS86稼の Y-BHC分解系遺伝子の少な〈とも一部はプラスミドにコードさ

れている可能性を示唆している。

ところで、 SS86綜の分解能が高頻度で脱落するのであれば y-BHC分解能を

マーカーと して用い、土場など自然環境中でのS886稼の挙動を追跡することは不

可能となる。継代主音養 ~I貴において 3 回の植え継ぎによって初めて Y-BHC分

解能消去襟が出現し、 おそらくは消去稼の方が噌殖速度が速いため纏え継ぎを繰
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表5-1 Curing of HCH. of P. paucimobilis SS86 wi出 vanousagen回

Curing agen日
ConcentralIon 

HCH一/Iolalcolonies 
Curing rate 

(μg/ml) (%) 

AO 10 122/1，488 8.2 
5 2/1，062 0.19 

1/905 0.11 
sos 10 50;980 5.1 

5 26(359 7.2 

65/1‘232 5.3 
MC 0.1 16/309 5.2 

0.05 144/1.075 13.4 
0:01 40(440 9.1 

AO， acridine orange: SOS、sodiumdodecylsulfale: MC. milomycin C 

6.t 
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り返す事に消去妹の存在割合は上昇したが、 1 0回の纏え継ぎを織り返しても消

去稼の存を割合は約 10%であった.培養の隠始時と終了時の菌密度を考慮する

と1回の償え継ぎでS886綜は約 10回の分製を行っていることになり、この事か

ら、栄養櫓地中で約 100回もの分裂を繰り返しても分解能消去梼の存在割合は

10%程度であるということができる. SS86~来の土曜環縫中でのdoubl ing ti町は
不明であるが、一般的に土寝微生物の土寝中でのdoubling ti闘は非常に長〈、地

温25'Cの条件下で平均9.6日とされている[1Jo従って、土繊微生物の 1年間の土

海中での分裂回数はせいぜい数 10図であると考えられ、 SS86掠が土海中で分裂

回数を著しく重ね、高頻度で Y-BHCを失うことは考えにくい。また、一般に

符定の化合物の分解能がプラスミドにコードされている喝合、その化合物を含む

培地で菌体を培養すると分解能は脱落しに〈く、化合物を含まない栄重量埼地で培

養すると脱落しやすいことが知られている。 f査に示すように、S886稼が非滅菌土

績に後種されたとき、同時に Y-BHCを添加lしたとき にのみ8886練は増殖を示

し、 Y-BHC無添加の場合には土海水分の変動が無い限り増殖を示さない。従

って今後行う一連の実験系において、 5886稼から Y-BHC分解能が高頻度で脱

落することはまず無いと考えられ、 Y-BHC分解能は8S86稼の土沼環境中での

挙動を追跡するときの有用なマーカーとなりうる事が示された.

5.2土寝中の8S86稼の検出ー土寝の分散条件の検討

〈包的〉

土Ijに存在する細菌の多くは土場粒子の表面や土峰団粒の表面または内部に吸

着されていることが知られている[2.3J.そのため、.MPN法やプレート法によっ

て土暖細菌を計数する窃合‘プレンダーや超音波を用いて細菌菌体を充分に分散

させた後に計数の録作に供するのが通常である [4，5J. さもなければ菌数を実際よ

りも低く見積ることになってしまう。対照区土場に接種されたS886稼も緩種後時

間を経るにつれて土織に吸着されてい〈可能性がある。そこで、対照区土虫歯に接

種された 8S86採について、 ~lP N法による計数を行う際の土t車の分散粂件を決定

する検討実験を行った。

〈方法〉

主筆・農薬長期連用面場の対照区の表j麗(O-lOc羽)から採取し、風乾する事なく 2

mのふるいを通過させ、供~土織とした。
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十鍾への Y_-B H Cの溶加:セライト地量法により 10μg/gsoi 1のY-BHCを
土績に添加した.

鐙鐙盤企盆璽・ L-brothて‘前培養(3 O.C、担置とう培養)した. 0.0が約0.2とな

った時に遠心巣菌し、滅菌蒸留水で洗浄した後、滅菌蒸留水中に懸渇した.これ

をガラス製噴軍事務を用いて土噂に噴霧し、土績をよ 〈療はんして均一に接種した。

土樋と萄体懸濁蒸留水との割合は10:l(w/りとし、 この媛種によって土海水分が

最大容水量の 60 % (60%WHC)となるように、援種前に土織を少し乾燥させてお

いた。

十1亜のイ ンキユページョツ:γ-BHCを添加し、SS86稼を援種した土庖30g

(乾土相当)を5日皿l容ビーカーに入れ、中央部に水分備給用のガラス管を立て、

アルミホイルでビーカー上部をゆるやかに覆い、 30.Cの恒温室内でイ ンキユベ

ーションを行った.

主筆企盆B:インキユベーシヨン直後、 1 1日後、 27日後に土寝中のSS86稼の
カウ ントを行った。力ウ ントに先立ち、土織の分散を次の要領で行った。

(A) ワーリ ングプレンダーによる分散・・・土漉 10g (乾土相当)をワーリ ン

グプレンダー (佐久間、モデル 500C)のカップにとり、無憾街地90皿1;を加え、

18000rpmで療はんした。鑓はん時聞は30秒、 1分、 2分、 3分、 5分の 5段階

を設定した。

(8)タッチミキサーによる分散・， ，土f童1g を試験管にとり 、 無 II~音地 9111 を

加え、タッチミキサーで内容物を療持した。撹搾時間は30秒、 l分30秒、 3

分、 5分の 4段階設定した。

(C)往復掻とう績による分散・・・土犠 10gを坂口フラスコにとり、無繊層地

9日田Iをいれ、往復振とう綴(1 40往復/分)で 10分間援とうを行った。

以上の分散は基本的に無機培地を用いて行ったが.土1轟からの菌体の分散に効

果的であると報告されているトリス緩衝滋(0，01目、pH7，0)およびピロリン酸ナト

リウム浴滋(0.005H.pH7，0)[6!もワーリ ングプレンダー 2分撹持区において使用し

た。

M PNカウ ン ト.上記の方法で分散を行った土寝懸濁滋を無機繕地で 10倍ずつ

希釈した。過飽和のY-BHCを含む無繊港地2m1を小型試験管に入れ、各希釈

段階から希釈懸濁液を lmlずつ 5本の試験管に加えた (1 0倍希釈5違法)。

これらの試験管を 30・Cで2週間振とう培養した.培養後、 Y-BHCの分解に
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より培地中に生成した溢素イオンの有無をチオ シアン酸水銀法[17Jにより定性的

に判定し、最確績表から供試土海中のS586数を算出した。

〈結果と考察〉

得られた結果を表5・2に示した。

接種直後の計数ではどの分散方法を用いても計数値には大きな差はなかった。

援種に用いたS886椋の蒸留水懸濁波中の菌数をL-broth寒天プレート を用いて計

数したところ、土寝への緩種菌数は1.3X 10' cells/g soilであり、MPN法に

よる言十数値に近いものであった。

ごれに対し、接種 11日後の計数においては、ワーリ ングプレ ンダーで 1分間

の分散を行った傷合に最大菌数が得られ、タッチミキサーや往復振とう慢による

弱い分散を行った場合にはそれよりも低い計数値が得られた。ワーリ ングプレン

ダーで3分間以上の分散を行うと計数値は 1分の場合よりも低くなったが、これ

は強い分散を継続したために菌体が損傷され、死滅したものと思われる。

接種27日後にはこれらの傾向はさらに強まった。

なお、3386株菌数は接種 11日後には10.cells/gsoilのレベルまで増殖し、

27日fまには10'ceIls/g soilのレベルへと減少した。

また、分散1i'Jとして、無縁嬉地の代わりにトリス緩衝液やピロリ ン酸ナトリウ

ムを用いても計数値に大きな差異はなかった。

以上の結果から、対照区土君臨に接種されたSS86稼の計数を行うにあたっては、

媛種後のどの時期においても、無機主告地を分散剤とし、 ワーリ ングプレンダー l

分の処理を絡した後にMPNカウントを行えば最大菌数が計数されることがわか

り、以後の実験においてはこの分散条件に従うこととした。

ここで、 接種直後には、往復振とう機ゃ う~ "チミキサーを用いた弱い分散方法

によってもSS86稼はほぼ完全に回収、計数されたのに対して、J華種後 11日及び

27日にはSS86t来の最大計数値を得るために比較的強い分散方法が必要であ った

ことが注目される。 SS86妹は接種直後には土11粒子や土I轟団組からフ リーな状態

で存在していたが、土I1中で Y-BHCを資化して増殖する間に土場粒子や土11

団粒に吸着された、あるいは図位内部に進入した可能性が示唆される.

5.3土海に接種されたSS86綜の検出一選択性と検出感度の検討
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Table 5"-2 MPN counting of P. paucimobilis S586 inoculnted into 5011 

Di5persion method Days aftcr inoculalion 。 11 27 
Blender 

305 3.7X 10‘(cell5/g 50i!) l.4xlO' 5.5x 10・
I min 2.4x 10‘ 3.7X 10' 8.4 x 10' 
2 min 7.6x 10' 1.4" 10' 7.6 x 10' 
2minft 3.0X 10‘ Ux 10・ 3.7x 10‘ 
2 minb 1.3パ10‘ 8.4 X 10' 8.4 x 10' 
Jmm 2.3x 10‘ l.1 x 10' 7.0X 10' 
5 min I.3xlO・ 1.2x 10' 5.1 X 10' 
Touch mixer 

305 4.9x 10‘ 3.4xI0' 1.7x 10' 
1.5 min 6.5x 10・ 5.5..< 10' 2.2X 10' 
3 min 3.0x 10' 2.5 X 105 7.2x 10' 
コ町l1n 1.6x 10・
Mechanical 5haker 

1.4x 10' 5.1 X 10' 

10min 1.8x10・ 1.1 x 10' 1.2x 10' 

AIl the soHs were dispersed Wilh the basal mineral medium excepl価 (Tnsbu町'erJand T (sodium pyrophos-

pha日).lnocu1ation den5ity of P. paucimobilis SS8品was1.3xl0・cells/g50il. Factor for 95珂confidencelimil 
i5 0.33 (AJexander 1982) 
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〈目的〉

Y-BHC分解能をマーカーとし、MPN法を用いて非滅菌土繊中の8886稼を

計数する渇合、 SS86稼のみを選択的に計数しているかどうか、また、低い菌数レ

ベルの頃合にも正確に計数されているかどうかが問題となる。この点を縫認する

ために対照区土壇に種qの菌数レベルの8886椋を援種し、緩種f去直ちにMPN法

により計数を行い、援種菌数を反映した正確な計数値が得られるかどうかを調べ

た。

〈方法〉

5.1と同様の方法で、前培養した8S86稼の滅菌蒸留水懸湾海を作製した。これ

を適宜希釈したものを対照区土海に接種し、接種菌数レベルカq0' • 101 .10' • 103 • 

10' .10
7 
cells/g soilとなるようにした。緩種{垂直ちに5.2で決定した方法でSS8

6稼の計数を行った。

これとは別に、後種に用いた菌体懸濁滋中のSS86稼菌数をL-broth寒天港地に

よるプレートカウントならひ'に Y-BHC添加無級車宮地を用いたMPN法により

計数した。

〈結果と考察〉

得られた結果を表5-3に示した。どの接種菌数レベルにおいても、後種菌体液を

プレートカウ ントした筒、接種百自体液をMPNカウ ントした催、ならびに土纏に

接種された菌体をMPNi去によってカウ ントした値はよく一致していた.さらに、

SS86椋を接種しなかった場合には土寝からのパックグラウ ンドとしての値は検出

されなかった。これらの結果から、ごこで採用したMPN法より、土績に緩種さ

れたSS86t来は選択的、高感度(数cells/gsoil)、かつ正確にカウントできるこ

とが確認された。倹出感度については、必要な場合には、希釈倍率と l希釈段階

あたりの指養数を変更することにより、理論的にはさらに向上させることも可能

である[7]。

5.4非滅菌土I衷に接種されたSS86t華の挙動

このか.fPNカウ ント法を用いて、対照区土寝lこ接種されたSS86練の菌数の変動

を室内系実験において実際に調査し、その生残が研究を行うに適正な期間認めら

れるかどうかを調べた.
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Table 5-3 Recovery of P. pallcimobilis SS86 inoculaled ;mo 50il. 
Inoculation densiry8 Inoculalion densilyb Recovery from soilb 

(plate counling) (MPN coum;ng) (MPN counllng) 
(CFU Ig 50il) (cell5/g 50il) (cell5jg 50;1) 

7.6x.IO' I.lxlO・ I.7xlO掴
7.6X 10' 6.3x 10' 68パ10'
7.6x 10' 1.2 X 10' I.7x 10' 
7.6x 10' 3AX 10' S.9x 10' 
7.6x 10' 2.7x 10' 8.8x 10' 
7.6 4.5 5.6 

'CV=14.3克 bFaclOr for 95% confidence limit i5 0.33 (Alexander 1982) 
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〈方法〉

之塗:農薬長期連用圃場の対照区土績を用いた。踊場の表層10c・から採取し、風

乾する事なく 211皿のふるいを通過させて実厳に供試した。この土漉にセライト鴻置

法により Y-BHCを添加(10μg/g soil)した。

鐙盤盤金盆翠 L-brothで前指養、集菌洗浄し、滅菌蒸留水に懸濁したものをス

プレーを用いて土織に噴察し、均一に混合した。接種菌数は約10'cells/g soil 

とした。

十庖のインキユベーシヨン:土場30gを50田l容ビーカーに入れ、 中央部に水分繍

給用のガラス管を立て、アルミホイルで軽〈衰をして、 30.Cの恒温室内に保温

鯵置した。土繍水分は60%WHCに保持した。

SS86縁のカウント:インキユベーシヨンした土芸置を経時的に取り出し、 MPNi去

により土慮中の5586採菌数を計数した。

〈結果と考察〉

s~a， ucilllobili 5 5S86菌数の経時的変化を図5-2に示した.約10・cells/g
soil接種されたSS86稼は、添加された Y-BHCを資化して増殖し、 1 1日後に

最大菌数(約10.cells/g soil)に遣した。その後菌数は減少に向かった。菌数

が約10'cells/g50i 1となった37日後にY-BHCを再び土場に添加(10μg/ 

g soil)すると、 SS86稼は再び増殖し、忌大E菌数に透した後減少に向かった。

ごこで、土犠に接種したS586稼が増殖を示したことは、土I1にY-BHCを添

加していることから至極当然の事のように感じられるが、土埴に接種した微生物

を土洛中で増殖させることに成功した事例はむしろ少ない。

土泡に導入された微生物の生残性については、 GEMsの拳動の観点からいく

つかの研究がなされており、種々の微生物について土寝への後種後のfateが室内

モデルで調べられている [8-12]0 その大部分においては接種後増殖を示す事な〈

緩やかにまたは急速に減少に向かつており、地殖を示すのは土場にグルコース等

の基貨を添加した場合[13]、あるいは、幾分乾燥した土i聾に菌体を媛種し、 その

後土活水分を地方日させた場合[14]に限られるa 植物線からの分泌物を貧化出来る

ように遺伝子組換えされたE笠盟旦旦盟主主[15]を根圏土犠に接種したり、多様な基貨

を資化出来るh型虫E盟主主を接種菌として用いた例[16]もあるが、 いずれも生残性

を高めることには成功していないo SS86椋の渇合も、 Y-BHCを扱加しない土

i墨に接種された場合には地殖を示す事な〈、速やかに死滅に向かうことが西山に
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よって確認されている(第6輩)。

いずれにせよ、土摺に接種されたS886稼は、土J.Iにr-BHCを添加すること

により増殖させることができ、その後数週間生残することができた。また、菌数

が減少した時に再びγ-BHCを土績に添加することにより再増嫡させ、生残期

間を延長させることができた。このことは、土t豊中の5S86鎌の憎殖を Y-BHC

を基質として用いるごとによりコントロールできることをも意味しており、5S86

4華を用いて土摺微生物の生態の研究一地殖・生残・死滅状況とそれらを規制する

要因の解析ーを行うにあたってきわめて有利な性質であると言うことができる。

以上、本主主に述べた結果から、土泊中に存在する Y-BHC分解題L_e_呈旦ci.o

弘斗呈 S586は、その菌数を選択的・高感度・正確に計数することができること、

土1事に接種されたS586t兼は、数週間生残でき、 Y-BHCを選択的基質として土

犠に添加することによりその増殖をコントロールできるという極めて稀な性質を

待っていることが明らかになった。従って、土績に導入された5.pauci.abilis 

8886ならびにγ-BHC逮用区土織に土着のr-BHC分解菌5.pauci.obilisの

挙動とそれを規制する要因が極めて詳細に解析できることになり、 Y-BHC分

解菌s.paucilllObiliSを材料として土寝微生物のオートエコロ ジーを研究する道が
関けたことになる。
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第 6章 Y-BHC分解菌の土壌中での

増殖・生残・死滅状況

前章で土泊中の r-BHC分解菌Sl!bingollonaspaucimobil isの計数方法を確

立した事を述べた。そこで、その計数方法を用いてS.paucillobil i5 8886が土t.l

に援護された翁合、ならびに r-BHC分解薗5.paucimobil i sがY-BHC連用

区土場に土着菌として生存している掲合の両者について、その増殖・生残・死滅

状況を踊場の様々な条件下で調査した。

認査した項目は以下の通りである。

①野外試験圃掲に春に接種された8886稼の生残と移動状況.

②野外試駿掴右目に秋または冬に接種された8886稼の生残状況。

③Y-BHC連周囲場に土着の Y-BHC分解菌S.paUCl田obilisの生残状況e

また、西山は、土績に緩種された8886様ならびに土泡に土着の y-BHC分解

菌S.paucimobiliSの生残状況を室内系土梅インキユベーション笑駿によって再現

.確認している.

本章ではそれらの結果について述べる。

6.1野外試験圃場に接種された8886稼の増殖・生残・死滅・移動(5月後種)

s. paucimobi lis 8886が野外の土海環境に導入された渇合の挙動を把怨するた

めに東大農学部構内弥生園渇に野外試験圏場を設置し、 8886稼を土Ii表層lご接種

して、銭種部位における治殖・生残性、ならびに降雨・風による菌体の水平・垂

直方向への移動性について弱査した。尚、 8886稼の接種は、農薬連用箇渇におけ

る農薬の投与時期に合わせて、 5月下旬とした。

〈方法〉

誌盈盟主筆.東大農学部情内弥生園掲内に設置した。この節渇の土績は農薬長期連

用試験回場の土tlと同一の佐賀を持ち、 これまでにいかなる農薬も投与された経

涯を持たない。

試験開始前に、聞編の設置部位 2m四方にわたり、深さ 50cmまでの土t喜を

揺り起こし、れき・瓦の破片等を取り除き、 lc田のふるいを通過させ再び湿の戻し

た。この状態で約 1カ月間放置した後に試験を開始した。
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Y-BHCの捻与と5S86稼の接種(図6-1) 試駿圏場 (2.x 211)の中央部の表

層土様を円柱状(直径30句、 深さ 10cm) に宿り出し、セライト増量法により y

-B H C (10μg/gsoil)を均一に添加した。 8886稼はL-brothで前崎養し、集

菌・洗浄して滅菌蒸留水に懸濁したものをスプレー法によって、 この土寝に均一

に接種した。後種菌数は1.3x 10s cells/g soilであった.この土tJを試験圃場

の元の位置にただちに湿の戻したo Y-BHCの投与とSS86稼の接種は 5月25 

日に行った。

十獲のサンプリング蔀伶(図6-1): 5586採の接穫後経時的に試験圃場内の土援を

サンプリングした。サンプリ ング部位は掻種部位{部位 1)、接種部位の鉛直方

向下方の下庖土 (30-40c田) (部位2)、接種部位から水平方向に2日C圃般れた

部位の表層土 (0-10c田) (部位3)、接種部位から水平方向に20cm綴れた都位

の下層土(30-40 cm) (部位 4)の 4カ所である。サンプリ ングには板倉式土I軍

採取装置を用いた。

5S86t量のカウ ント:採取した土寝は直ちにMPNカウ ントに供した.カウ ン トの

方法は第百章で述べたものとほぼ同様である.土E置の分散 ・希釈ともに飽和以上

のY-B H C (500田g/1)を含む無機培地で行い、各希釈段階からlmlの希釈滋を

マルチウェルプレート (CORNINGCELL WELL、24穴)の各ウェルに入れて、プ レー

トごと娠とう場愛した。主奇1養f去、各ウェル中の培養液に生成したClーをチオ シアン

酸水銀法により定性分析し、 発色がみられた物を陽性とした。尚、試験開始前に

試験圃場の4カ所のサンプリング部位についてあらかじめ Y-BHC分解菌数を

カウン卜しておいた。その結果、 y-BHC分解菌は計数されず、パッ クグラウ

ンド菌数は検出限界以下であることが確認された.

く結果と考察〉

試該国場内 4カ所のサンプリング部位におけるSS86t牽菌数の経時的変化を図6-

1に示した。接種部位(書官位 1)においては、 SS86椋は接種後2-5週にわたって

y-BHCを資化して増殖し約10.cel1s/g soilのレベルにまで逮したが、 その

f査は次第に減少し、後種後21週自には101 ce lls/g soil程度が生残していた.

この噌殖・生残パターンは室内系イ ンキュベーション実験で得られたものと類似

していた。野外試験圏喝に媛種された扇体が増殖を示した事例は本研究の他には

見あたらず、一般的に接種E置は接種後徐々に検出限界以下まで減少する事が報告

されているい-3J 0 
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次章以下で詳細に検討することになるが、土寝に径種された細菌の死滅要因の

1つとして、原生動物による婦食が報告されている[4-61. とりわけ、土滋の団粒

嫡造外部のような原生動物の活動が活発な部位に存在する細菌は原生動物によ っ

て捕食され易〈、逆に団粒内部の毛管孔隙の様な原生動物が到達できないような

部位では捕食されにくい事が示されている [7J.このような、捕食を免れる部位は

「マイクロハピタット J[8，91と呼ばれ、土Ji微生物の生残部位の 1っと考えられ

ている。

部位 lに接種されたSS86稼は、基質としての y-BHCを資化して増箔し、 そ

の際の増殖速度は原生動物の捕食による死滅速度をはるかに上まっている事、 Y 

-BHCを消費した1去には鋪食による死滅が優位となること、後種された5S86稼

は「マイク ロハピ夕 、yト」をほとんど獲得できない事が示唆される.

接種部位の鉛直下方30-40c皿の部位{部位 2)においては5586綜が検出される

場合があった。すなわち、接種後 2週自に10'cellslg 5口ilレベルの菌数が検出

され、 5週自には10'レベルまで増殖し、その後減少した。接種後 15週目、 2 

II恩自には検出されなかった。

接種菌体の緩種部位から下方への移動は降水による浸透水の移動に伴うもので

あると考えられる。おそら〈は、接種直後から 2週目までに後種部位で増殖した

菌体と未分解のY-BHCが降水による浸透水にともなって下方へ移動し、下層

土中で増殖・減少を示したのであろう。透水に伴う接種菌体の移動は土場カラム

中でのEι三旦1i[ 10J、 fieldmicroplots中でのpseudo団qnasfluorescencl!.， !!呈-

cillus subtilisでも確認されている[1].土寝中での微生物菌体の移動には土場

の水ポテンシャルが寄与すること[l1，12J、一般的には土Jiの水分、 pH、滋の種

類と漫度、土壇の性質、微生物の佐賀、有機物及び水圧が影響するとされている

[ 131. 

接種菌体が接種部位から下方へ移動する現象は、野外敏出菌体の利用系外への

漏出の可能性を示唆するものであり、GEMsの野外利用において注意を要する

点であろう。このため、この現象を室内系カラムを用いて、詳し〈解析し、特に

接種菌体の各生育ステージ(鐘種直後、増殖刻、死滅期)におげる移動性につい

て調べた。その詳細は第8章に述べるが、接種菌体はいずれの生育ステージにお

いても透水により一定の割合で洗脱されることが確認された。

なお、接種部位から水平方向に離れた部位 f部位 3)およびその部位の下層土

(部位4)からは8586椋は検出されなかった.

8‘2野外試験掴場に援種されたS886稼の増殖・生残 ・死滅-10月および 2月の
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後種

異なった時期に野外の土海環境に紋出された微生物は、主主直温度に~留されて

B支出後の土主車中での挙動が異なることが予想される。 6.2においては野外試駿圃

場で春に5386稼を篠種し、その後の挙動を調べた結果について述べた.ここでは、

秋および冬に野外の土場に接種された5S86稼の挙動について述べる.

く方法〉

試験闇場の言霊堂:今回は春の接種とは異なり、接種E百体の垂直・水平方向への移

動性については調べなかった。従って、広い面積の圃喝を準備することはせず、

小規模な枠試駿によった。東大農学部織内の弥生園場内の一区画に直径2日明、深

さ30cmの塩ピ製カラムを埋め込んだ。カラム内部の土織を湿り出し、 2uのふるい

を通過させた。この土滋への y-BHCに添加ならびにお86の接種を10.3に述べ

た方法にしたがって行い、再びカラム内に埋め戻した。秋の媛種は 10月 15日

に、冬の接種は 2月 14日にこの操作を行った。

機種後経時的に土媛をサンプリングし、 S586菌数をMPN法によりカウン 卜し

た。

〈結果〉

得ちれた結果を6.1の春の接種の結果と併せて図ト2に示した.また、月の前半

と後半に分げて最高地温・最低地温(地表から 5c m)の平均値を図6-2の側外に

示した。春(5月25日)に接種されたSS86は後種後直ちに HCHを資化して増

殖し、最大菌数に遣した後次第に減少に向かったのに対し、秋と冬の接種ではこ

れとは異なった著書動が見られた。

秋(1 0月15日)に接種されたS586は接種後 11月6日までは増殖し、約

10' cells/g soilの菌数を示した。その後この菌数は減少したが4月 12臼まで

はその減少速度は極めて緩やかであり、約6x 10' cells/g soilの蕗体が2月か

ら4月にかけて生残していた。しかし、 4月を過ぎると死減速度は急速になり 8

月12日には約10'cells/g soi 1程度の菌数しか生渡していなかった。

冬(2月14日)に後種された場合、 (媛種菌数は8.2x 10' cells/g soil) 

接種後2月28日までは菌数は急速に減少したが、その後増殖に向かい、 5月

1 5日には最大菌数 (2.4x 10. cells/g sロil)に透した。その後は再び速やか

に死滅し、 8月 12日には102 レベルとなった.

く考察〉

81 



S QjI_lj_C illob i li s SS86菌数 (log.cells/g soil) 

c7> 巴』.to 色...，ト、3

ト 0"'--0

/ 

_， 

言守口---口

【------ロ
ロ/一
/ 

4泊.

c7> 

ιD 

u可

“J 

co 

= 

Hて
q'fIて

9'内て
均'Zt
J'"tt 
7_'H 
t・4て
S'-S7: 

"t 'l."t 

0'0て

8・91
拘'p

..;，"U 

k一一一_t-→2t-:'V 圏、

¥‘ 
v~~~~~Eh 

-.....， 

昔、占

色...，・

t-

.to 

巴2市

c:rラ

ー、」

/..;1， 

1，'( 

'Z''1 

l.. ' ~ 
5・8

舟'U

f'守J
5・むl
ヵ・o't

Csて
守aすもで

9 ・ヲ~'t

ヲケ<~
J ' 'l~ 
Z・をE

図
F
sN

h
組
合
が
忍
蜜

π場
事
実
嗣
溝
型
舗

庁
海
部
情
当

p
m
m
r
b医
師
厄
降
に
広
田
臼
也
君
)
除
選
議

《
語
、
ご
待
通

8
5
0
昔
・

5
告
望
者
、
社
公
旨
菌
内
ョ
口
》
》

。C回

∞

(
迦

82 



S886稼の挙動t地湿の関係についT

SS86稼の野外の土犠環境中での増殖・生残 ・死滅と土)'11温度との関係について

次の事が言える。

①培箔について SS86稼が野外の畑土壊環境中で増殖可能な土泡温度は約 10・c
以上であると言える。これは次の理由による. 5月鐙種、 10Fl接種の繍合には

接種後直ちにSS86稼は増殖を開始した。緩種時的近の土纏温度の平均値はそれぞ

れ25.3'C( 6月前半の平均値)および20.0・C(lO月後半の平均値)であった.

これに対し、 2月に接種されたSS86稼は、 3月に入り平均地温が8.7・C、最高地温

が 15'C付近にしばしば達するようになってから増殖を開始した.

ただし、 6.2の結果から考えて、 SS86採が噌殖を示すのは土樋にγ-BHCが

添加されたときに限られると考えられる。

②死滅について:野外の畑箇渇で地温が約 20・C以上の持に、 SS86稼を死滅に向

かわせる死滅要因が軽量能し始めると言える。これは次の理由による。 5月媛種、

2月接種の場合にはSS86l来は増殖f垂直ちに比較的念にな死滅に向かった.この時

の土犠温度は約24・C以上であった。 10月接種の場合には、自国殖後きわゆて緩

やかにしか死滅せず、 4月に入って平均地温が16.3・Cとなってからからようやく

急速な死滅を示した。

第7重量で詳し〈述べるように、 8S86稼の土主事中での主要な死滅婆図は原生動物

による捕食作用が主要なものであることが確認されている。従って、土滋温度が

約20・C以上の時に原生動物の捕食作用が機能し始めると言える.

③生活について:秋に緩種されたSS86採は 11月から 4月にかけての死減速度が

短めて緩やかであった。この間は原生動物の活動が低〈、接種菌体が掃食されな

いために生残できるものと考えられる。すなわち、捕食作用の低い秋から冬 (平

均地温約 20・C以下)の時には、接種菌体は第8章に述べるような捕食をまぬが

れるような特別な方策を鍛えていな〈とも土壊中で生残できると考えられる。

西山は Y-BHCが添加された、ならびに添加されない土績に接種されたSS86

稼の増殖・死滅・生残パターンと地温との関係を室内系土I事イ ンキユベーシヨ ン

実験により詳細に検討している[15J。それによると、土E車中でSS86稼がY-BH

Cを資化して増殖できるのは地温が20'C、 30 'Cの時、原生動物の捕食作用が

活発に働〈のは地温が 20・C、 30・Cの時、 そして地温が 1O'C、 3'Cの時には

死減速度が緩やかになっている。これらの事実は、圏場実験から得られた結果に

良〈合致するものである。

尚、 2月に援種されたSS86株は径種後一時的にきわめて急速な死滅を示したが、

これは富栄養な培地C1-broth)で前培養された菌体が貧栄養な土海環境に導入さ

れたときにその栄養環境の急激な変化に適応できなかったためであると考えられ
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る。これについては次章で詳しく述べる。

野外の土犠環境に導入された微生物の生渡性は土海地温に大き〈影聾されるこ

とが明らかになった.野外の土海環境へGEMsを導入するに先立って、室内系

土穆ミクロコズムを用いたGEMsの生残性試験を行うことになるであろうが、

この際、対象とする土寝で導入菌体が増殖可穏な温度範囲ならびに原生動物の捕

食作用が銭能する温度範囲を調べておくことが重要な点の lつになろう.これら

を把復しておげば、野外の土滋中での導入菌体の増殖・生残パターンをある程度

予測できるであろう。

秋の篠種実験で観察されたように、鐙種菌体が増殖して高い菌数に途した後に

地温が下がり、捕食作用が低下した場合、土寝中に接種菌が高密度で長期間生残

することになる。このような状況下では、6.1で述べたような降水により萄体が対

象とした系外へ漏出する可能性も高〈なると考えられ、GEMsの野外利用に際

して注意を要する点であろう。

6.3農薬連用圃.t;;における土着 Y-BHC分解菌の書留殖・生残・死滅

農薬連用園場BHC区における Y-BHC分解薗s paucimobil is菌数の経時的

変化については第 2章において既に示した。しかし、この時には Y-BHC分解

菌数のMPNカウ ントを行うにあたっての土壊の分散方法が緩やかであり(往復

振とう機による 15分間の領とう)、 5.2の結果から考えて菌数を過小評価して

いた可能性がある。そこで改めて y-BHC区における Y-BHC分解菌L

也旦弘且旦h斗i呈菌数の変動を Y-BHC投与後 1年にわたって調査した。

く方法〉

この調査は1988年から1989年にかけて行った。 γ-BHCの投与量・役与方法

は第2章で述べたものと同様である。

1988年 5月25臼に y-BHCを投与し、その後経時的に y-BHC連用区の

土場をサ ンプ リングし、 y-BHC分解菌数をMPN法により計数した.この時、

土海の分散はワーリングプレンダーを用いて l分間(l8000rpm)行った。それ以外

の操作については6.1で述べたものと向様である。

〈結果〉

結果を図6-3に示した。比較として6.2で述べた野外試験回渇での接種SS86稼の

生残佐(部位 1における)も示した。
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BHC区における Y-BHC分解菌S.paucillobiliSは、第2意で示した結果と

ほぼ同様の経時変化を示した。 5月25日のY-BHC役与直前には4.8x 10' 

cells/g soilのγ-BHC分解菌S.paUCl阻obilisが生存しており、 Y-BHC

の投与により 10
5 レベルまで増殖し、 6月27日に最大菌数に達した.その後菌

数は減少し、 9月 12日には2.3x 10' cells/g soil となった。その後菌数はほ

ぼ10'レベルを維持し、翌年のBHCの役与直前にも4.8x 1日，cells/g soilで
あった。

く考察〉

Y-BHC区に土着のY-BHC分解菌S.paucimobiliSはY-BHCの投与後、

γ-BHCを資化して治殖し、最大菌数に達した後に比較的速やかに減少に向か

った。ごの推移は媛種された Y-BHC分解菌s.paucimobili5 SS86と同僚であ

った。しかしながら、菌数の減少は10'レベルで止まり、この菌数が次年度の y

-BHCの投与まで維持されていた。IlPち、土着のY-BHC分解菌h._Q呈旦旦i-

担bili呈は長期間生残することが可能であった点が接種菌とは大き く異なっていた。

5月末のBHCの役与後、 日月下旬にY-BHC分解菌S paucimobiliSは般大

菌数に遣し、 9月上旬までは比較的速やかに死滅し、 9月から翌年の6月までは

10'レベルの菌数を維持していた訳であるが、前節で考察したように、 この間6

-1 0月ならびに翌年4、 5月にはY-BHC分解菌の畑土壇中での死滅要因

(原生動物の捕食作用)が機能していたはずである。したがって、 9， 10月と

翌年 4，5月の頃に生残していた Y-BHC分解菌S JlJlUcilllob i 1 i Sは何らかの方

策によって死滅要因から逃れていたことになる。

これらの結果から次の事が示される。

①約10'cells/gsoilの菌数レベルで安定に生残している土着Y-BHC分解菌

5. pauci~obiliSは死滅要因から逃れて長期生残できる何らかの方策を備えている。

②投与された y-BHCを資化して増殖した猶殖分の菌体はこの方策を備えてい

ない.

③土燈に緩種されたSS86;傑は接種菌体、司自殖菌体ともにこの方策を備えていない.

この死滅要因ならびに死滅要因から身を守る方策について次章以降で詳しく解

析するが、いずれにしてもこの結果は、 「媛種された微生物と土着の微生物とで

は異なる生態を示すJことを示唆しており、 きわめて興味深い.

6.4室内モデル系における接種ならびに土着Y-BHC分解菌の増殖・生残・死

滅[15]
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前節までに述べたように、野外試験圃舗に接種された y-BHC分解菌斗且製-

cim旦且与.!SS86と、農薬長期連用聞場の y-BHC区に土着の y-BHC分解菌

5. pauc i mobi lisとでは、その生残性に大きな違いがあることが見いだされた。

この点を確認するために西山は対照区土嫌に接種されたSS861牽と BHC連用区土

海に土着の y-BHC分解菌5._paucimobilisの噌殖・生残・死滅状況を室内系土

寝イ ンキユベーション実験により詳細に調べた [14.15)0 その結果をここに引用す

る。 設定した区は以下の通りである。

①y-BHCを添加した対照区土壊にSS86稼を接種

②y-BHCを添加しない対照区土1護に、 L-brothで前培養し、対数増殖細に遣し

たSS86稼を接種

③ y-BHCを添加しない土績に、土1裏7畳出液湾地で 10週間飢餓培養したSS86

稼を接種

④BHC違用区土壊に y-BHCを添加(土着 y-BHC分解菌も」辿旦盟主1-

ιEを増殖させる)
土犠はいずれも 30・C、産量大容水量の 60%水分でインキユベーションした.

得られた結果を図6-4に示した。

図から明らかなように、 y-BHCを添加した対照区土績に嬢種された5S86椋

は、事首R査後死滅に向かい、鐙種後 12週自には検出限界以下となった。これに対

し、 y-BHCを添加した BHC連用区土犠に土着のy-BHC分解菌Sー，，__p_旦止

且旦且且且旦は、増殖後約10'cells/g soilまでは急速な死滅を示したが.それ以降

は死減速度は極めて緩やかであり、インキユベーション期間中ほぼこの菌数を維

持した。これらの結果は、 6.3で示した、圃場における接種SS86練と土着 y-BH

C分解菌S.paUCl田obilisの挙動の差異を再現・確認するものである.

また、 γ-BHCを添加しない対照区土績にSS861来を接種した時、接種菌体は、

増殖を示す事なく接種直後から死滅に向かった.その際、接種細胞の前培養条件

によって、死減速度が大きく異なっていた。すなわち、対数増殖期にある栄養細

胞は接種後急速に死滅したのに対し、飢餓培養された細胞は死減速度が緩やかで

あった。この理由について西山は入 飢餓細胞が土織の貧栄養環境に対して生理的

適応ができて いるこ と、飢餓細胞が原生動物の掃食作用を受けに くい何等かの要

因を有していること、等を推察している。

接種した菌体が急速に死滅する現象は、 6.2で述べた、閣場にSS86稼を 2月に媛

種した際の接種直後にも見られたものであった。このとき、 1 0月にすでに緩種

したSS86稼は安定に生残していたため、 2月接種の菌体の急速な死滅は奇異に感

じれらた。ごの時期には平均地温は 10・C以下と低〈、原生動物の捕食作用は小

8'7 
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さいと考えられるので、この急速な死滅は緩種萄体 (L-brothで前培養した栄養細

胞)が土寝環境に適応できなかった事に由来すると考えられる。

以上、本章においては土犠に媛積された、および土績に土着のY-BHC分解

菌S Ieaucimobilisの増殖・生残・死滅状況を主として圃濁において調べた結果を

述べてきたが、①緩種菌体は降水により移動すること、②接種菌体の生残性は土

I喜温度に大きく彰響されること、③接種菌と土着菌とではその生残性が大きく異

なり、土着菌は土時車中で安定に生息しているのに対して媛種菌は比較的速やかに

死滅に向かうこと、が特筆されるべき知見である。とりわけ③の事実は有用微生

物の野外土纏環境での有効利用を図る上で重大な点であり、本省文の以後の部分

はこの現象をもたらす婆因を解析する事を骨子として論じてい<0 
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第7章 γ-BHC分解菌の土壌中での

死滅要因の解析

前章で野外試験園場および室内モデル系における y-BHC分解薗の増殖・生

残・死滅状況について述べてきた。土上富に接種されたSS86稼と BHC区土嫌に土

着の Y-BHC分解菌s~ucimobilis とでは、その生残伎に明らかな遣いが見ら

れ、長期生残している土着γ-BHC分解菌5.paucimobil isは菌体を死滅にいた

る要因を免れる方策を得ている事が示された。 しかしながら、 y-BHC分解留

の死滅要因の具体的な内容については未知であった。接種菌体と土着菌体の生残

性の差異をもたらす機構を解析するに先だって、菌体の土泊中での死滅要因を明

らかにしておくことが必要である.

本章ではこの死滅要因を明らかにすることを目的としてい くつかの実織を行っ

た.

7.1y-BHC分解菌の死滅要因の解析(1):滋体繕養系

Y-BHC分解菌の土犠中での死滅要因としては、原生動物による捕食[1.2)、

後種菌の野生抹を含む土着微生物との基質を巡る競争[lJ)、土着微生物による桔

抗などが可能性として考えられた。そこでこれらの点を取扱いの比較的容易な液

体培養系によってまず解析することを試みた。ここでは 2種類の実駿を行った。

く方法〉

(実験 1) (土場サスベンジョン添加実験 )

SS86盤企盛釜:5S86株の培養には土犠浸出液培地lJ1を用いた. /l日ち、対照区土纏

と蒸留水をl:2.5(w/w)の割合で混合し、ワ ーリ ングプレンダーを用いて高速撹伴

(l8000r問、 1分)した。 4'Cで1晩静置した後、上澄漉を採取し、2200x glこて

1 0分間遠沈して窓濁物を沈澱させた.上漬液を0.22μ置のメンプレンフィルタ

←(ニトロセルロース製、富士フ ィルム}を透過させ、除菌した。

この土fJi浸出液崎地 lOOmlを坂口フラスコに入れ、S586稼を少量援種し、

シリ コ栓をして 30・Cにて静置繕養を行った.この培養は3本行った.

g2 



十111サスベンジョンの調略:上記の5586鎌の繕釜系に対して、 FreY[4]らの方法に

準じて調登した 2種類の土寝サスベンジョンを添加した。

まず、対照区土1110gを忌大容水量の 60%に水分調節し、 30・Cで2日間

埼養した。培養後の土壇に 90~1の蒸留水を加え、ワーリ ングプレ ンダーで緩やか

に撹持し (3000rpm、 1 0分間)、 1腕鯵置した。上澄渡を採取し、30x 

gで 10分間違沈した。この上澄液を BFPと呼';;0 この上澄穫をさらに3.0μ・
のメンプレンフィルター (cellulose-nitrate、東洋海紙)を通迭させた.これ

をBFと呼ぶ。 BFPは細菌、糸状菌、原生動物を含有し、 BFは細菌、糸状菌

を含有する。

士壇サスベンジ ョンの添加Pインキユベーシヨン 5586稼の土I聾浸出液層地での

繕養において定常期に逮した培養3週自に、上記で務登した土泡サスベンジョン

BFPまたは BFを5ml培地に添加し、さらに培養を続げた。経時的にサ ンプ

リングを行い、3586稼菌数をMPN法により計数した.

(実験2) (フィルタ 分離培養)

3586益金量釜:笑験 lと問機に、土主富浸出液主宮地を用いて3386椋を定常期に至る

まで培養した。

盆盤皇室:図7-2の織に中央部を0.22μ田のメンプレンフィルタ ーで仕切った:Jiラ

ス製培養器を用意し、これをオート クレープ滅菌した後フィルターの両側に3S86

訴の繕養液を50mlずつ入れた.さらに、一方には実験 lで調聾した土1.11サスベン

ジョンBF P 1ml を添加した。この主音養器を用いた培養とは別に坂口フラ スコを用

いてS586株を土壊浸出液猪地で培養した。いずれの培養も30.C、静置で行い、

経跨的に 5S86~華数を計数した。

〈結果〉

(実験 1)(図7-1) 

土壌浸出液崎地中でS386僚は増殖後長期間の生残を示し、死減速度は極のて緩

やかであ った。主音餐3週自に土滋サスベンジョンBFPを犠養液に添加するとS3

86稼はサスベンジ ョン添加後3日目まで急激に減少し、 その後も緩やかに減少を
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続けた。これに対して、土埴サスベンジョン BFを添加したときにはお郎総菌数

はコントロールと問機の推移を示した。

(実験 2) (図7-2)

SS86稼の土犠j量出議培地での純粋培養(コントロール区)では、実験 lと同様

にSS86は長期間生残していた。土封書サスベンジョン BFPを添加すると、これも

実験 lと同様にSS86t車は急速な死滅を示した。 0.22μ圃のメンプレンフィルター

で仕切られた区においてはお前線の生残は短期間の培養(3逃問)においてはコ

ントロール区と大差なかった。培養が長期 (1 0週間)に及ぶとフィ Jレターで仕

切られた区の生残8586稼菌数は約103 cells/mlでコントロール区の 1000分の

lとなった。この時BFP添加区のS586稼菌数は3週目と比べてやや増加し、や

はり約10'ce lls/mlとなっていた。

〈考察〉

実験 1、 2のいずれにおいても、原生動物を含む土泡サスベンジョン BFPが

添加されたときにS886稼は急速な死滅を示したが、原生動物を除去した BFを添

加した区においては急速な死滅はみられなかった。従って、この液体培養系にお

いて土寝サスベンジョンを添加したときに観察された5S86採の死滅は原生動物の

捕食作用によるものであることが確認された。

なお、実験2において培裳が 10週間におよぶと、フィルヲーで仕切られた区

の8886稼菌数はコントロール区の 1000分の l程度に減少したが、これは繕養

が長期間になれば、フィルターを介して共存する他の微生物との餐分を巡る競争

関係が顕在化し、このような差が現れたものと考えられる。また、この時土溺サ

スベンジョン BFP添加区において8886鎌菌数が3巡回に比べて増加してのは、

原生動物の捕食活性が低下したためであると考えられる。

7.2y-BHC分解菌の土t豊中での死滅要因の解街(2):滅菌土泡系

前節では液体培養系を用いて8886稼の死滅要因を解析したが、実際の土織での

死滅要因が液体培養系で正し〈反映されているとは限らず、土緩系で解析するこ

とが必要である。本節ではそれを試みた。滅菌土寝系4こ土場サスベンジョン BF

Pまたは BFをあらかじの添加して前培養した後、 S586稼を緩種する実験を行つ

た.

95 

.. 一一一一一一三十一一一一 量



土浪漫出i!l土m浸出液

土決 懸濁液 (BF P) 

S886 

SS86 

~~ミミミトー ・コントロール区 ι

:::: ~r"'-.. ・ー--企 ー---_ー~ 6r ~ “一一一一一一-(1 ----. 
ト ............. フィ Jレター分総区 、¥

4~ 、O\\\A::::〉8
ご 2卜 土R111十日区 一一一一一。_..--_.... 

B 
剖

酬

粗

也

回

目
悶

同
吋
円
吋
且

D
国
吋
口
コ
句

岸一一一一ーー」
10 3 2 

。c.. 

(週)インキュベーション l待問

土t嚢j量出液(フィルヲ 一分縦繕妥系)中でのS，__j)iIucimobili !; SS86 

の生残性

国7-2

96 

一了一一一一一一ー竺士一一圃



〈方法〉

主E書・対照区土f童200gを500田l容三角フラスコに入れ、 シリコ径をして 130・C で1

時間オートクレーブ滅菌した.この滅菌は 2日の間をあけて 2回行った.

土壇サスベン ジョシの添加 7.1で述べたのと同様の方法で調整した 2fi1類の土泊

サスベンジョンBFPならびに BFを滅菌土海200gに対して 10皿l添加し、フラス

コを鋸ってよく混合し、 さらに滅菌蒸留水を加えて土泡水分が50%WHCとなるよう

に調整した。なお、この実験では土織に Y-BHCは添加しなかった.

十t霊サスベンジョン添加十纏の前培養:土層サスベンジ ョンBFPまたは BFを

添加された土媛、ならびに添加しないコントロール土泡は30・Cで1週間前培養

を行った。

5S86盤金盤整.前培養を行った土1裏に、常法に従ってS886稼を媛種し、土海水分

が60.WHCとなるように調盤した。

インキユベーショ ンと計数:上記によって調整された土寝は 30・Cでイ ンキュベ

ートし、経時的に土1凄をサンプリングして S886稼菌数をMPN法により計数した。

土i童サスベンジョン BFPが添加された滅菌土績をBFP区、 BFが添加された

区を BF区、何も添加しなかった区をコ ントロール区と呼ぶ。

〈結果>(図7-3) 

コントロール区では接種された8886は10'cells/g soilレベルまで増殖し、そ

の後は緩やかに減少した。 BFP区ではS586は緩やかに減少し、接種6週後には

接種菌数の約 1/ 10となった。 BF区では死滅は急速で、1事種 6週日には10'

cells/g soilのレベルまで減少した.

〈考察〉

縫種きれたSS86t華の織殖についτ

コントロール区では緩種されたSS86t棄は急速に増殖することができたが、 BF  
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PやBFを添加して 1週間前培饗したf去にS886榛を接種するとSS86稼は増殖を示

さなかった。滅菌土f轟には土緩や土主量生物由来の有機物が存在しており、接種さ

れたS586稼はこれを基質として利用して生育する。滅菌土寝中ではS586椋がいわ

ば純粋培養されているため、有線物を利用して噌殖することができる.一方、 B

Fがあらかじめ添加されていた土滋では添加された細菌と糸状菌、 BFPの場合

さらに原生動物がこの基貨を前培養期間中に利用してしまい、後種されたSS86t草

が利用できる基質は消費されている。そのためにこれらの系ではSS86稼は増殖で

きないものと考えられる。この結果は、 Y-BHCを添加しない非滅菌土湾に緩

種されたS586稼が増殖を示す事な〈死滅した事実(6.4)に合致するものである.

5S86稼の死援についで

コントロール区では5S86は増殖して最大菌数に達した後徐々に菌数が減少し、

土犠に細菌と糸状菌が共存する (BF区)と曲目殖する事なく徐々に減少した。こ

の系はいわゆるバッチ培養であり、インキュベーションの途中での養分の添加は

無いため、これらの減少はSS86稼が利用できる養分が欠乏したための死滅(飢餓

死)であると言えよう。減少速度が緩やかなのは、菌体が飢餓状態となり代謝活

性が低下したためと考えられる.

原生動物がさらに加わって共存する系 (BFP区)では、 SS邸宅帝の死減速度は

さらに速まった。これは原生動物の捕食作用が加わったためであろう。

この実験系から判断すると、基貨を巡る競争によるSS86稼の死滅は比較的緩や

かであり、それよりも捕食作用が土真車中でのお86稼の主要な死滅要因となってい

ると判断される。

SS86練の土f車中での死滅要因として、他の微生物の鎗抗作用も予想されたが、

コントロール区と BF区でのSS86椋の減少速度がほぼ同じであったことから、捻

抗は大き〈作用していないようである。

7.3 y-BHC分解菌の土壇中での死滅要因の解析(3):非滅菌土主直系

7.1、7.2では滅菌系を用いたが、さらに非滅菌土泡を用いて原生動物の捕食に

よる SS86採の死滅を確認する実駿を行った。ここでは原生動物の活動を抑制する

薬剤としてシクロヘキシミドを土寝に添加する実験を行った。

y-BHCを添加した対照区土寝(非滅菌土主題)にシク ロヘキシミド耐性のY

-BHC分解菌5.paucimobil is CR91を接種し、畑状態イ ンキユベーションを行

った。 CR91抹が死滅期にあるときにシクロヘキシミドを土4置に添加し、その後の



CR91稼の死滅状況を調べた.

〈方法〉

益重藍益・ SS86t輩はシヲロヘキシミドに対して感受性であったため(シクロヘキ

ジミドは真核生物に作用する抗生物質であるので本来無関係であるはずなのだが)

、シクロヘキシミド耐性抹を作成した。即ち、シクロヘキシミ ド900PPIを含有

するL-brothを用いてお前線を前繕重量し、地殖した菌体をからシクロヘキシミ ド

耐性稼を取得し(CR91採)、これを媛種菌として用いた.

蘭依の鍵種、 γ ー BHCの添加‘十纏のインキユベーシヨン:常法に準じて行っ

た。土漣は30'C、 60%WHCで保温静置した。

シク ロヘキシミドの添加:土坂{乾土Jに対して300ppm[5[添加した。シクロヘキ

シミド水に対する溶解度が低〈、この温度を水溶波によって添加することは図雛

であったので、セライト増量法により土壇に添加した。添加時期は菌体後種f去5

週間百(.最大菌数に途した後、死滅期にさしかかった時 )とした。添加鎖度は遡

1回と週 2回の2通り設定した。

盟主l盤金註主主 シクロヘキシミドの添加後2および4週自にCR91際菌数の計数を

行った。

く結果〉

結果を図7-4に示した。シクロヘキシミドを週 l回I添加した区ではCR91様の死滅

が抑制され、添加後2週自には対照区(非添加区)での生残CR91稼菌数が10'

cells/g soilのレベルであったのに対して、添加区では10'のレベルであった。

ただし、添加後4週目にはこの差異は縮まった.シクロヘキ シミド週2回添加区

も週 1回添加区と同様の結果を示した。

く考察〉

7.1や7.2で述べた実験ではでは除菌土樋溶液や滅菌土濁に微生物や原生動物を添

加する系を用いたために、天然の土t量生態系を反映しているとは言い縫い.そこ

で非滅菌対照区土織を用いた系を設定したのであるe

シク ロヘキシミドは真緩生物の活動を抑制するため、土t聾に添加した場合には、

原生動物と糸状菌の両者を抑制すると考えられる。従って、本実駿の結果のみか

10D 
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ら判断すると SS86の土寝中での死滅には原生動物の摘食作用または糸状菌の何ら

かの作用が関わっている、 との結論しか導くことはできない。ただし、 7.1および

7.2の結果とあわせて考えると、原生動物の捕食作用が土海中での5886採の主要な

死滅要因であると判断して良かろう。

原生動物の活動のみを抑制する薬剤があればそれを用いてさらに クリアーな実

験結果が得られたかも知れない。しかしそのような薬剤は知られていない[6]0 

シクロ ヘキシミド添加4週自には添加区とコ ントロール区での8886生残菌数の

差異が小さ〈なった。これはシクロヘキシミド耐性の原生動物が存在し、増殖し

て婦食作用を示した事、あるいは、シ クロヘキシミドの添加により輿妓生物の活

動が抑制され、土E量生態系の構成員にj寛乱が生じ、$S86稼の生残に対して何らか

の書作用がもたらされた事などが原因として考えられる。

以上の結果から、土滋中でのS886綜の死滅 (接種S886稼の死滅、土着 r-BH

C分解菌5.___jljI_UCimobi lisの増殖後のlO'-lO'cells/g50i1までの比較的速やかな

死滅)は主として原生動物の捕食作用によるしてよかろう。そして、r-BHC

区の土寝中で10'-lO'ceI15/g50i1の菌数レベルで長期間生残するγ-BHC分解

菌s.___Ilg.ucimobili sはこの捕食作用から逃れることができるための何らかの方策を
鍛えている、と考えられる。

また、土援に外来の微生物が接種されたときの生存と死滅について以下の事が

示唆された。

①すでに土着菌が存在している土壌に外来の微生物を掻種した箱合、その微生物

が利用できる土壊由来の萎貨はすでに土着微生物により利用されているため、緩

種菌は増殖できない。

②猶殖はできないが、飢餓細胞となって代謝活性を低下させることにより、基質

利用に関しては掻種菌の生存自体は可能である。

③しかし、土滋では原生動物の活動が活発であるためにそのような菌体も捕食に

より死滅してしまう。

ここで Y-BHC連用区土犠での Y-BHC分解菌の長期生残に関して値認し

ておかなけらばならない事柄が寄在する。それは rB H C区土沼では殺虫剤Ur -

BHCを逮用してきたために y-BHC分解菌S.paucimobi lisの捕食に関わる原

生動物が死滅しており、そのために Y-BHC分解菌S.paucimobilisが長期間生

残できるのではないか」という可能性が残る点である。

これについては、 BHC連用区土壊に添加された y-BHCはY-BHC分解

菌により急速に、 ほぽ完全に分解されること(1.2)[7J、 BHC連用区に土着のγ
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-BHC分解菌s. pauci~obiliSも最大菌数(約 10 ' cells/g soil)に遣した後に

約10'のレベルにまで比較的速やかに減少すること (6.りから、 y-BHC連用区

土泡中の原生動物が死滅してしまっている可能性は盗めて低いと 言うことができ

る。また、さらにこの点を確認するために西山が以下のような実験を行っている

[ 12)0 

γ-BHC連用区土織にY-BHCを添加し、室内系畑状態イ ンキユベーショ

ンを行い、 γ-BHC分解菌spauci田obiliSが愚大菌数に達した後にこの土寝を

対照区土場に混合し (y-BHC区土績:対照区土摺=1 : 9、 w/w)，引続

きインキユベーションした。この時、混合土海中でのy-BHC分解菌L.P.且且ー

込盟主上註旦の死減速度はBHC連用区単Z虫土泡での死減速度と変わらず、生残菌数

はY-BHC連用区単独土滋の 1/10で、土海の混合比と同じであった(図7-

5 )。この系では、 Y-BHC連用区土泊中の土着y-BHC分解醤Eι2組立辺旦司

弘斗旦が増殖して最大菌数に達した後、すなわち添加された y-BHCをほぼ消費

し尽〈した後に対照区土織に混合したのであるから少な〈とも対照区土海中に存

在していた原生動物はそのまま生存しているはずである。

y-BHC連用区単独土織と混合土纏でのγ-BHC分解箇S.paucilobilisの

死減速度がほぼ同じであった事実は、 Y-BHC連用区土場でも原生動物による

捕食が行われていることを示峻するものであり、 また、混合土寝中でもγ-BH

C分解菌S.paucimobilisが生残できた事実は、 γ-BHC連用区土寝中の長期生

残する Y-BHC分解菌S paucimobilisは捕食から逃れる方策を備えている事を

示すものである。

7.4 その他の死滅要因

6.4に示したように、 γ-BHCが添加されない土泡へy-BHC分解蜜s.Elll-

[!K旦旦E主主阻旦且旦旦且且主 SS86を接種してその生残性を調べた西山の実験において、

栄養溶地(L-broth)で前培養し、 その対数増殖期にある細胞を媛種したときにはき

わめて速やかに接種奮は死滅した。一方、土樋j畳出液嬉地で 5週間飢餓繕養した

細胞を接種したときにはその死減速度は比較的緩やかであった。栄釜細胞を土l裏

に緩種した際に急速に死滅する現象は野外試験回渇への 2月の媛種においても見

られた(6.2)。この理由としては、 次のような物が考えられた。 ①栄餐培地で前

培養された細胞が土寝に接種されたとき、屠養環境が富栄養環境から土壇の貧栄

蓑環績に急速に変化するために細胞が速やかに適応することが出来ず、死滅する.
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②飢銭培養され飢餓状態にある細胞は原生動物による捕食を受けに〈い.

次章でも述べるように、土滋や水界の織な貧栄養環境で細菌が長期生残してい

るとき、細菌は、実験室内で栄養培地によって培饗されているときや環境に役入

された有機物を資化して増泊しているときのような富栄養粂件におかれたときと

はその細胞の形状や生理的佐賀が大きく異なり、starvationsurvivalを行ってい

る[8.9]。その際、細胞のサイズが小さくなったり、細胞表層が疎水的になること

により原生動物の捕食を受けに<<なるという報告もなされている [10.11].

r-BHC分解菌Sphin~o国 onas pauci曲目bilis 5586の栄養細胞は r-BHC添

加されない土沼に接種されたときに速やかに死滅するが、飢餓細胞はそれよりも

緩やかに死滅する現象は、栄養細胞の土織の貧栄養環境への不適応による拘なの

かどうかを確認するために、 圃場から土繊溶液を採取し、この溶液中での栄養細

胞ならびに飢餓細胞の生残性を調べた.

く方法〉

本盛益法:農薬長期連用1iI~畠の対照区の表層から 10cmの部俊に土寝溶液採取用の

ポーラスカップを埋設し、ハン ドポンプで減圧して土犠港液を採取した.この土

泡溶液には土峨微生物ならびに原生動物が含まれている。ごれをそのまま、ある

いは0.22μ皿のミリポアフィルターで除菌したものを培地として用いた。

径覧車益 8586綜をL-brothで培養し、対数増殖期にあるものを集菌、 ilt浄し、蒸

留水に懸濁した物を栄養細胞とした。また、土t轟浸出液繕地(7.1 )で5週間前崎

養した物を飢餓細胞とした。

盛蓋;シリコ絵をした滅菌試験管に土I轟溶滋または除菌土犠浴滋を10ml入れ、SS

86訴の栄養細胞または飢餓細胞の懸濁液を接種し、30"Cのもとで務軍培養した。

S886盤企註豊富 MPN法によった。

〈結果〉

図7-6に示したように、栄養細胞は非除菌土場溶液、除菌土lJ溶液のいずれに接

種された場合にも 1週間は接種菌数を維持または若干の地殖を示したものの、 1 

週白から 2週目にかけて急速に死滅し、102 cells/mlのレベルにまで減少し、そ

の後は若干の増殖が見られた。飢餓細胞の場合、除菌土耳目湾液に接種された時に

は簸種後 1週自にかけてやや増殖し、その後は死滅はきわめて緩やかで10・
cells/ml程度の菌数を長期間維持した。非除菌土f賓溶液に媛種された場合には、
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援穫後死滅に向かい、 8週自には検出限界以下となった.

く考察〉

飢餓細胞が除菌区では高い菌数で長期間生残できたのに対し非除菌区では死滅

したのは、非除萄区では原生動物による捕食を受げたたのと考えられる。栄餐細

胞は除菌区でも非除菌区でも問機に速やかに死滅したことから、栄蓑細胞の死滅

は貧栄養環境への不適応が最も大きな要因であり、摘食による死減速度をはるか

に上回るものであると言うことが出来る。

栄養細胞が媛種後 1週間は菌数を維持またはやや地殖したのは前宿業中に菌体

内に取り込んだ栄養を消費し分裂できたためと考えられるが、 この聞に貧栄養環

境への適応がなぜ出来なかったのか不明である。また、 1-2週自にかけて急速

な死滅を示したものの、 10~ cells/田l程度の一郎分の細胞は生残し、その後も長

期間生残した。この菌体は貧栄養環境に適応できたものと考えられるが、なぜこ

の織な菌体が一部存在したのかも不明である.

以上の結果から、 Y-BHCを添加しない土11に接種された栄養細胞がきわめ

て急速に死滅した(6.4)事実および y-BHCを資化して増殖できない地温にある

時に野外試駿園局に接種された栄養細胞が急速に死滅した事実は、土担匝貧栄餐環

境への不適応が主な要因であると言うことが出来る。

なお、本研究において y-BHCを添加した土海へのお86稼の接種は通常栄養

細胞を用いて行ったものであるが、 6.4の図6-4をみると接種菌が Y-BHCを消

費して最大菌数に逮した後の死減速度は y-BHC無添加土媛に援種された飢餓

細胞の死減速度とほぼ同程度になっている。この事は、栄養細胞で緩種されても、

土趨環境中で増殖することが出来れば、その間に土議貧栄養環境に適応できたこ

とを示唆している。

本章のこれまでの結果を総合して土織中でのγ-BHC分解菌の死滅要因は次

のように結論づげられる。

①y-BHCの添加された対照区土厳に援種された5S86採は潜殖後死滅に向かう

が、これは主として原生動物の鋪食による.

②γ-BHCの添加された y-BHC速周区土績で土着のγ-BHC分解薗S.

也旦旦辺旦b.ilisは増殖して最大菌数に遣した後に10'-10・cells/g5口i1のレベルま
で比較的速やかに減少するが、これは主として原生動物の播食作用による。その

後10'-10'のレベルで長期間生残する γ-BHC分解菌S.pauci lob i lisは、J曜会

を免れるための何らかの方策を鍛えている.
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③接種されたS886採は捕食を免れるための方策を得ることが出来ていない.
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第 8章 土着γ-BHC分解菌と接種 γ

-BHC分解菌の生残性の違い

をもたらす要因

前章までに、対照区土療に接種されたSS86は土相自に添加された Y-BHCを資

化していったんは増殖できるが、 その後時間の経過とともに死滅lこ向かうのに対

し、 y-BHC逮馬区土坦に土着のY-BHC分解菌S.paucimobil isは噌R直後

10'-10' cells/g soilのレベルまでは死滅するものの、 その後はこの菌数 レベル

で長期間生残すること、そして、 これらの死滅は原生動物の捕食作用によ るもの

であることが確認され、長期間生残する土着の y-BHC分解簡L.!?組叫且旦hl-

込Eは摘食を免れる何らかの方策を備えていることが示唆された。

この、土着のY-BHC分解菌5.paucimobilisの長期間の生磁を可能にする要

因が何であるのか.なぜ、接種された8S86稼はそのような生残要因を獲得してい

ないのかは非常に興味深い点である。この生残要因が解明されれば、農業有用微

生物や絡換え DNA微生物の土峨環境中への導入利用において、より導入菌の生

残性を高めることにより、効率的な利用が可能になるとともに、土tJに土着の微

生物の生態をより深〈理解することにもつながるであろう。

そこで本章では、媛種された8886椋が生容している対照区土纏と土着の y-B

HC分解菌S.paucimobil isが生存している Y-BHC運用区土獲が様々な処理条

件下におかれた時のY-BHC分解菌の挙動を比較・解析することにより、土着

y-BHC分解菌S. 同 UCl田口bilisの長期生残を可能にする要因、 ，.返せば、接種

8S86採が長期生残できない要因を調べた。

すなわち、 Y-BHC連用区土場ならびに8886稼の接種された対照区土唱を乾

燥処理、透水処理、 クロロホルム薫蒸処還し、それぞれの粂件下でのY-BHC

分解菌の挙動を比較・解析した。

8.1 各種土寝処理条件下での緩種ならひ'に土着y-BHC分解菌の挙動の比較

(実験 1)乾燥土寝中でのy-BHC分解菌の生残性

ここでは、 SS86稼が媛穫された対照区土様 (γ -BHC添加および無添加)な

らびにy-BHC分解菌S.paucimobilt5を土着菌と して含有する BHC..tffl区土
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f韮を風乾し、 Y-BHC分解菌の生残性を調べた.

〈方法〉

監益ヰ盛:対照区土t車および Y-BHC連用区土織の両者を用いた。農薬園喝の

表層から採取し、生土のまま 2mmのふるいを還したものを実験に用いた. B H 

C連用区土壊は土着Y-BHC分解菌spauci皿obilisが長期生残娼にある時期に

採取した。

γ-BHCの添加:対照区土lliは2分し、その一方に y-BHCをセライト増

法により添加した。添加量は10μg/g50ilである。 y-BHC連用区土渇にも問

機に Y-BHCを添加した。

直箆企盆重:レbroth で前培養し、集菌・洗脅した SS86~輩菌体を対照区土績に後

種した。 Y-BHCを添加しない対照区土厳には、 10..10'. 10' cel15/g 5011 

の3段階の接種菌数を設定し、 Y-BHCを添加した対照区土頓には約10'

cells/g 50il媛種した.

士樋のインキユベーシヨン :γ-BHCを添加した対照区土織と Y-BHC区土

犠は、 S586稼の接種後あるいは y-BHCの添加後 30・C， 60%WHCでイン

キユベーションを行った。 y-BHCを添加しない対照区土纏はインキュベ←シ

ヨンを行う事なく次の風乾の錬作を行った。

ヰ盤2恩室主 Y-BHC無添加対照区土耳目は5S861牽の緩種f垂直ち に土績を風乾し

た。

y-BHCを添加した BHC区土寝と対照区土泡は、土績をインキユベーション

して Y-BHC分解薗が最大菌数に透したf去に種々の菌数レベルにまで減少した

ときに風乾を開始した。

インキュベーシヨン後の土I童を適当な大きさのビーカーに厚さ 4cm程度になる

ように入れ、ビーカーの上部をアルミホイルで軽くおおった。これを 30'Cの恒

温室におき、風乾した。完全な風乾lこは約 1週間を要した。風乾終了後の土I"iも、

このままの状態で保持した。

Y-BHC合絞首位のカウ ント MPN法によった。
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く結果>(図8-1) 

対照区土穫に Y-BHCが添加されていない頃合、援種された5S86携は、どの

菌数レベルで媛種された湯合にも、土滋を風車Eすると速やかに死滅した.

対照区土主曹に Y-BHCが添加され、それを資化してお86掠が噌殖したi去に土

穫が風乾されるとされ ると、 S586~憲は風乾前の菌数によらず、風乾終了時に約

103 cells/g soilのレベルに減少し、ごの菌数を約 1週間保持した.その後土I富

の乾燥状態を保持すると、 5886稼は緩やかに死滅に向かった。

y-BHC連用区の土穣では、風乾前の菌数がどの レベルにあるときにも、土

I喜を風乾すると、菌数は約103 cells/g soi 1まで減少し、土滋の乾燥状態を維持

しても、この菌数はインキユベーションの期間中保持された。

(実験2)土穫の透水による菌体の洗脱性

対照区土t裏が様q な菌数レベルの8S86株を保持している時に土滋をカラムに詰

め、透水を行って菌体の洗脱状況を調べた。これと同様の事を y-BHC区土t韮

についても調べ、両者の結果を比較した.

く方法〉

主隻左乏ム:直径4.4団、高さ6c田の円筒形温ピカラムを用いた。カラムの下部に

は、カ・ラス管をさしたゴム径を取り付け、そこから透水液が排出されるようにし

た。

社盤亙...tJ童:農事室長期連用畑圃場の対照区表層(10c血)から採取し、風乾する事な

く2mmのふるいを通過させた。ごの土纏にγ-BHCを10μgJgsoil添加し、常法

にしたがってS886稼を援種した.これらの処理を施した土峨を充境密度0.70dry

soil/cm3にて上記のカラムに詰めた。このような土漉カラムを多数用意した。

十纏カラムのインキユベーシヨン:土海水分を最大用水量の60%、土峨温度を30"C

に保ち、暗所にてインキユベーションを行った。

透基:掻種直後及びインキュベーション後21.30.40.68日目 に透水を行った.土

溺カラムの上部に50mm/2.5hoursの割合で蒸留水を鯵かに滴下した。本実駿lま磁

猿実験であり、一度透水処理を行った土場カラムは8886稼菌数の計数に供し、引

き続いてのインキュベーションは行っていない。
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S586篠のカウント:透水f去の土峨および透水液について、 5886稼を常法に従って

MPNカウン卜した。透水f量の土主宮中の8886稼葱数と透水液中に洗脱された5886

稼菌数の和をもって透水前土I書中の8886稼菌数とした。

BHC連用区土寝についても上記の対照区土縫と基本的に同様に実厳を行った.

Y-BHC分解菌5.___I)aucillobilnが長期生残期にあるy-BHC連用区土f震を

農薬迷周囲場から保取し、生土のまま2園田のふるいを通して笑験lこ供試した.この

土壇にセライト増量法により 10μg/gsoilのγ-BHCを添加し、 60%WHCに水分

調整した土泡をカラムに詰め、 30'Cでインキユベー卜した. Y-BHC添加後5，

11，21，30，40，61日目に対照区土t賓と同様の透水処理を行った。透水液と透水f垂の

土療についてMPN法により Y-BHC分解菌5pauci凹obilis菌数を計数した.

〈結果>(図8-2) 

得られた結果を図8-2に示した。これらは透水前の土寝中のγ-BHC分解菌

3. paUCl皿obilisの菌数を機軸に、透水腹中に洗脱されたy-BHC分解菌L

包且cim旦bi1 is菌数を縦軸に対数日盛りで示したものである。

対照区土I裂では透水前のS886t宋菌数がどのレベルにある時でも、透水を行うと

ほぼ一定の割合で洗脱された。これに対して、 y-BHC連用区土寝では、 Y-

BH C分解菌S.__j)_aucimobilisが増殖して約10'cells/g soilよりも高い菌数の時

には、対照区土犠と同様に、一定の割合で洗脱されたが、菌数が低下するにつれ

て洗脱される刻合は減少し、菌数が約10'のレベルに達した時にはほとんど洗脱

されなくなった。

(実験3)クロロホルム薫蒸処理された土滋での生残性

クロロホルム薫蒸は、土壇の微生物バイオマスを測定する際に土寝中に存在す

る微生物の大部分を死滅させる方法として土I轟微生物研究においてしばしば用い

られる操作である [1]。対照区土寝及びY-BHC連用区土寝にこの処理を絡し、

Y-BHC分解菌5.paucimobili sの生残性を比較する実験を西山が行っている

[ 221。その結果をここに示す。

Y-BHC を添加した対照区土~に接種された 5S86妹が増殖後種々の菌数にあ

るときに土滋を 25分間クロロホルム薫蒸すると、薫蒸f去にはSS86t幸はほとんど

生残していなかった.一方、 BHC区土t喜で問機の処理を行うと.10'司10'
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cells/g soi 1の土着Y-BHC分解菌S.paucilobilisが生残した(図8・3)• 

く考察〉

以上の3つの実験結果から、 Y-BHC連用区に土着の1日ヲcells/gsoil程度

のY-BHC分解菌5.paUClm口bi 1 isが長期生残できる要因、ならびに対照区土緩

に緩種された5S86採が長期生残できない要因について、次のように考察される。

まず、風乾処理された土t豊中での Y-BHC分解菌の生主主性を比較した実験の

結果から考寮する。

図8-1に示された死滅状況は大まかに、次の3つに区分できるであろう。

①極めて速やかな死滅:これはBHC無添加対照区土場に媛穣された5S86稼の会

体、 Y-BHC添加対照区土績に接種され、 Y-BHCを資化して噌殖した後の

菌体のうち10'cells/g soilを越える部分、 BHC連用区土寝に土着の Y-BH

C分解菌のうち、 Y-BHCを資化して地殖した部分が示すものである。

②短期間菌数を維持した後の緩やかな死滅:これはγ-BHC添加対照区土Jjに

接種され、増殖した後の10'cellsjg soi 1程度の菌体が示すものである。

③死滅を示さず、長期間生残:これは、 Y-BHC連用区土I車に土着の Y-BH

C分解菌が示す。長期生残している約10'cells/g soilのy-BHC分解蘭を保

持する土峨を風乾処理Zしたときに、この菌数が変化する事な〈保持されたことか

ら、この土懐中の長期生残している笛体が風乾土寝中でも長期生残していると考

えられる。

さて、土Jjはその憎造の中に大なり小なり孔般を保持しており、 y-BHC分

解菌はそれらの孔隙の中の液相に存在しているわけであるが、土111の風乾処理の

過程で、土芸裏側造の保持する大きな孔隙から小さな孔隙へとl値に水分が失われて

い〈。との過程で水分の失われた1'L隙に存在していた y-BHC分解菌は乾燥に

さらされ、死滅に至る。従って、上記の、 3つの区分のγ-BHC分解菌が存在

していた濁所をその孔隙の孔径から大まかに以下のように推定できる。

①土湿の風乾処理によって極めて速やかに死滅した菌体は、風乾処理によって容

易に水分の失われる孔隙、すなわち土壇の非毛管孔隊中に存在していた。

② 1週間ほど生残した径緩やかに死滅した菌体{媛種され、自国殖した菌体の一部}

は、風乾処理によって容易には水分の失われない孔隙.すなわち孔径の大きな毛

管子L隊中に存在していた.

③風乾処理下でも生残する箆体 (Y-BHC連用区土織の土着長期生残菌体)は

風乾によっても水分を保持する微細な毛管孔隊中に存在していた.

ただし、土海の1L隙の孔径や形態は一律ではなく、様々な形状が考えられる.

しかも、土壇水分の変化にともなって、粘土鉱物の膨潤・収績が起こり、干し径が
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変化することも有り得るが、ここでは上の大まかな 3種類の分類のまま考察を進

めることにする。

上記の説明から、土獲に接種された5586鎌ならびに土着のy-BHC分解菌

5~ciæobilisの存在部位とその推移について次のように考察される。

①対照区土績に5S86株が接種された時、その菌体は土lfIの非毛管孔隙に存在する。

②Y-BHCが土犠に添加された溺合、接種されたSS86憐は増婚を開始する.b闘

殖の過程において、 噌~菌体の一 節は子L径の大きな毛管孔隙中に進入する.進入
できた菌体の数は103-10'cells/g soilである。進入できなかった菌体は、その

まま非毛管孔隙に存在する。

③Y-BHC連用区土t置に長期生残している 10'cells/g soilのy-BHC分解

菌s~aucim obilisは、微細な毛管孔隙中に生残している。土峨にY-BHCが添

加されて地嫡すると土I1の非毛管孔隙へと進出する。

この考察は残りの2つの実駿結果からも支持される。

透水実験において、対照区土1車に媛穫された5586i来は、約10'cells/g soi 1以

上のどの菌数レベルにある時に透水処理が路されてもほぼ一定の割合で菌体力i決

脱されたが、ごの洗脱割合は、約10'cells/g soilを越える土着 y-BHC分解

菌S.ロaucl皿obilisのそれと類似していた。この結果は、接種され、 BHCを資化

して僧殖した5S86稼と、土f富に土着で、 y-BHCを資化して増殖した y-BH

C分解薗S.paUCl田口bilisは、土t車中の同様な性質を持つ部位に寄在していること

を意味している。そしてごのような、透水処理によって容易に麗体が洗脱される

ような部位とは、非毛管孔隙が相当するであろう。

y-BHC連用区土lfIに土着のY-BHC分解薗S.paucimobili sが、10'

cells/g soi 1以下に減少すると、減少にしたがって洗脱される菌数の制合が少な

〈なり、 103 cells/g soil程度で長期間生残している菌体はほとんど洗脱されな

くなった。このことは、 10'-10'の長期生残している土着Y-BHC分解菌L

包些辺旦h込isは、透水の影響を受けにくい部位に生息していることを意味し、 そ

のような部位として微細な毛管孔隙は穫にかなうものである.

10'-10' cells/g soil程度の、孔径の大きな毛管孔隙に進入することが出来た

と考えられた接種S586稼も、それ以上の培殖菌体と比較して土tlのi垂水処理によ

る洗脱状況が異なることが予想されるが、本実験では、その菌数レベルでのデー

舎が不足しており、明確な結論は導けなかった。

一方、土穫をクロロホルム蒸蒸した持、毛管孔隙の入口付近に存在する菌体は

溶菌したが、毛管孔隙の深i~ 部に存在していた菌体は生残した事が報告されてい

る[21.この時、非毛管孔隙に存在した菌体はもちろん死滅したと考えられる。こ
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の結果を実験3の結果に適用するならば、クロロホルム薫蒸で生残した102-10'

cells/g soi 1の土着Y-BHC分解菌5.paucimobili sは、毛管孔隙の深淵音Eに存

在していたことになる。また、先に接種した菌体のうち10'-10・の部分は、地潮時

にIL径の大きな毛管孔隙に進入できたとしたが、これは毛管IL隙の入口近〈と考

えることもできる事になる。いずれにしても、実駿3の結果も上記の考察を支待

.補強するものである。

8.2 毛管子L隙の生残部位としての有利さ

それではなぜ微細な毛管孔隙あるいは毛管孔隙深j胸部がY-BHC分解葡L

包旦豆旦旦主ili互の長期生残部位として有利なのであろうか。

まず、土織の水分条件の変動、即ち、土滋の乾燥や過浪から身を守ることが第

一に考えられる。 y-BHC分解菌S.paucilllobil isはグラム陰性の非胞子形成菌

であり、耐乾燥性が弱い。土t護の表層は、特に夏場など乾燥状!illにさらされるこ

とがあるが、土I車の毛管孔隙はそのような場合でも土媛水分を保持できる場であ

り、そこに生残翁位を獲得しておれば、土t裂の乾燥の彫響を受付にくい訳である。

逆に、土療が大量の降水を受げ、下方浸透水が存在する掲合に、菌体の浴脱を防

ぐ役割も重要であろう。これらの事は上述の土場の風乾あるいは透水処理実駿か

ら明らかである。

土犠細菌の微視的生息部位について、大まかに言えば乾燥に比較的強いグラム

陽性箇は土t護団粒外部に、乾燥に比較的弱いグラム陰性菌は図粒内部に生息して

いるとされている [3]。また、強い分散によらなければ土緩から分散されないよう

な菌体が土績には存在し、そのような菌は土告書が乾燥状態に置かれたときにも生

残している事が報告されている [3.410 このような知見は、変動する水分環境のも

とで毛管孔隙内のy-BHC分解菌5.paucimobil isが安定して生残している事実

と合致するものである。

もう一つの重要な役割は、原生動物の捕食作用から菌体を保護することである。

前章で8S86稼の死滅要因は主として原生動物の捕食であるこことを示した。原生

動物のサイズはおよそ10μmより大であるために、この作用を逃れて生存するた

めにはそれよりも小さい1L隙に入り込んでおげばよい。 y-BHC分解菌L

也旦註旦旦h斗isの生残部位となっている毛管孔般の孔径は風乾土纏の水ポテン シャ

ル(pF約4)から考えて約0.3μmであり、この大きさの孔隙には原生動物はとうて

い侵入することはできない.つまり毛管孔隙中に入ることの出来ているS386は原

生動物の捕食作用を逃れることができ、長期生銭しているのである。このような、
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捕食作用から菌体を保護する唱としての孔駐車の重要さはPost.a[5.61.HeUnen 

[7J. Hattori[3，4，8]らの指摘するところでもある。

8.3 長期生残を可能にする別の要因の可能性

Y-BHC連用区土犠に土着の Y-BHC分解萄s. paucimobiliSが長期生主主で

きる理由として土寝構造の側面以外の要因も可能性として挙げられる。

それは、土績に媛種されたSS86株と土寝に土着の y-BHC分解菌主ι2呈旦旦よー

盟且込互の生理的性質の違いである。例えば、土沼環境中で生息している土曜微生

物のある部分は、それが実駿室内で縫養されている時とは細胞の大きさ、増殖速

度、細胞成分、細胞表層などを異にし、いわゆる"starvationsurvival"を行って

いるとされている [9-11]。細胞の大きさや表層構造の違いが原生動物による嫡食

のされ易さ[12，16]や土寝中での移動水による細胞の運搬[13，171に彰怨するとい

う報告もなされており、 starvationsurviva!は、細胞が長期生残するための 1つ

の戦略であると言うことができる。実際、飢餓処理された細胞を自然環境を携し

たミクロコズムに接種すると、栄養細胞を接種したときよりも生残性が高まった

事例が報告されたおり [14，15]、本研究でも7.5に述べたように、飢餓繕饗した後

のSS86稼を土壇に緩種すると栄養細胞を接種したときよりも死減速度が緩やかに

なることが確認されている。

自然環境中の微生物が長期生残するための戦略としてしばしば備えているもう

lつの生理的性質に、菌体外多糖などのbiopo!ymerの生産がある。 biopo]ymerの

生産により、バクテリアの耐乾性が上昇すること[181、土簸摘成成分の表面への

吸着能が高まること [19，2日]、吸着能の上昇により原生動物の捕食を受け重量くなる

こと[19]などが報告されている。

BHC連用区土犠に土着の y-BHC分解菌5. paucillobil isは、その具体的な

内容は不明であるが、上に述べたような何等かの生理的性質を備えており、援種

8S86稼は単身在された1去に実験室内での繕養や植え継ぎを重ねるうちにそれを欠失

し、長期生残できなくなった可能性が考えられるわけである。長期生残できる土

着Y-BHC分解菌S.paucimobili sが土穆の風乾に耐える事、透水によ って移動

しに〈い事、クロロホルム薫蒸に耐える事は、上記の生理的佐賀のいずれかによ

っても説明可能なのである。

この可能性は、接種S886椋でも土着 y-BHC分解菌S. paucimob i lisと問機に

長期生残できるような事例が見いだされれば否定できることになる.そして実静岡

そのような事例を西山がすでに示している。それは、土主題に Y-BHCを添加し



てそのまま 5週間放置し、その後にSS86稼を綾種するというものである [2ll. 5 

週間飲置されている聞におそら〈はY-BHCが土渇毛管孔隙の細部にまで誌散

・到達し、その状態の時に接種されたSS86稼は、 Y-BHCへの定住により毛管

孔隙に進入したため長期生残できたと推測され、生理的佐賀の違いに由来して長

期生残が出来るという可能性は否定された。
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第 9章総合考察

9.1 第日部の実験結果のまとめ

①土滋微生物のオートエコロ ジー (個生態学)研究の重要性

農耕地において有用微生物を土港に緩種し作物収量の向上や病害の防除などに

利用する試みは古〈からなされてきた。また、近年は組換え DNA技術によ って

有用機能を付与された組換え DNA微生物 (geneticallyengineered microrga-

nJS皿s.GEMs)を農業生産向上品環境浄化、鉱工業生産などの目的で野外の土沼環

境に放出して利用する後運が高ま っている。いずれの場合においても、利用しよ

うとする特定種の微生物の土海環境中での挙動とそれを規制する要因を解明する

ことが、 目的とする微生物の効果的な利用ならびに安全性確保の面から必要とな

って〈る。また、その知見は学問的にも興味深いものである。

②モデル微生物としてのγ-BHC分解菌

土寝中の特定種の微生物の生懸 (1回生態、オートエコロジー)を解明するため

には、その微生物を選択的、高感度に検出することが必要となり、その種々の方

法が世界的に開発されつつある。 y-BHC長期連用畑掴渇から単厳された y-

BHC分解菌sphin印刷naspaucimobili& SS86 (以下Y-BHC分解菌と記す )

は、好気的にγ-BHCを分解すると言う傷めてまれな性質を持つため、 y-B

HC分解能をマーカーとして土寝中の菌数を選択的に計数できることが期待され

た。事実、 y-BHCを唯一の炭素源とする選択稽地を用いたMPNi:まにより、

土慮中のy-BHC分解菌を選択的、高感度(検出限界は2.1cells/g soi!)、

簡便に言十数できることを確認した。また、本菌稼において y-BHC分解能は安

定に保持されているごと、非滅菌土11に接種された y-BHC分解菌は、その土

11に選択的基質として y-BHCを添加することにより増殖できることも明らか

になった.従って、 y-BHC分解能をマーカーとして土壇中でのy-BHC分

解菌の挙動を詳細に追跡することが可能であると判断された。

一方、 γ-BHC分解菌は、農薬長期連周囲織の y-BHC区土tJには土I璽微

生物の一員として常に生息しているが、 Y-BHCを投与していなかった対照区

土渇からは検出されなかった。このことを利用し、対照区土織に緩種された γ-

BHC分解菌と y-BHC区土療に土着菌と して存在している y-BHC分解菌

の両者の挙動を比較解析することを試みた。すなわち、土峨環境に新たに導入さ

れた外来微生物と、土海環境にそもそも生息する土着微生物の両者のオートエコ

ロジーを解折するたののモデル微生物として y-BHC分解菌を用いたのである。
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③緩種菌と土着菌の土E車中での生残性の違い

はじめに土主題に媛種された Y-BHC分解菌と y-BHC区土織に土着の Y-

BHC分解菌の生残性を野外試駿圃場において調査した。試験薗喝の表層10c酒、

直径30cmの円柱形の部位に10μg(gsoilのY-BHCを役与し、約10'cells/g 

soilの y-BHC分解菌を 5月に接種した。 Y-BHC分解薗は y-BHCを資

化して約106 cells(g soilまで増殖した後減少に向かい、接種f圭21週自には10'

cells/g soi 1のレベルになった。なお、菌f事の媛種部位からの鉛直方向下方への

移動現象も確認された。秋と冬にも接種試験を行ったところ、接種された y-B 

HC分解菌の増殖、生残、死滅は地温に大き〈影響され、冬に地温が低下すると

死滅は停止することが明らかになった。農薬逮周囲喝の y-BHC区においては

Y-BHCの投与直前に約10'cells(g soi 1のY-BHC分解菌が生息しており、

Y-BHCを投与するとやはり猶殖した{去に減少に向かったが、減少は約10'

cells/g soilのレベルで停止し、 その後はこの菌数が長期間維持された.同僚の

現象は室内モデル系実験によっても確認された。また、室内モデル系実駿では、

Y-BHCを投与されない土泡に媛種された5S86稼は増殖する事なく死滅に向か

うととも見いだされた。

③ y-BHC分解菌の土寝中での死滅要因

土f裏浸出液を崎地として γ-BHC分解菌を培愛し、生残期にある時に細菌と

糸状菌を含む土士喜怒濁液または細菌、糸状菌、原生動物を含む土主喜怒濁液を培地

に添加したところ、前者の添加は γ-BHC分解萄の菌数に影響を与えなかった

のに対して後者の添加により Y-BHC分解菌の菌数は著しく減少した。問機の

結果は、土場j呈出液培地の代わりに滅菌土織を用いた実験においても得られた。

また、 Y-BHCを添加した土績に Y-BHC分解菌を媛種し、 Y-BHC分解

菌増殖後死滅期にあるときに土滋にシクロヘキシミ ドを添加すると y-8HC分

解題の死滅は銅剣された。これらの結果から、 y-BHC分解菌の土l豊中での死

滅は主として原生動物の捕食作用によりもたらされることが示された。従って、

Y-BHC区土渚に長期生息している土着のy-BHC分解菌は原生動物の捕食

から逃れる何らかの方策を備えていること、対照区土績に援種された Y-8HC

分解菌はその方策を得ることが出来ていないことが示唆された.

⑤接種菌と土着菌の生残性の違いをもたらす要因としてのマイクロハピヲット

Y-BHC分解菌が媛種された対照区土f轟ならびに y-8HC連用区土ljに様

々な処理をB!すことにより、 土着Y-BHC分解菌が原生動物の摘食から逃れる

方策を明らかにすることを試みた。接種y-BHC分解菌あるいは土務 y-BH

C分解醤が土寝中でy-BHCを資化して増漉した後種々の菌数レベルにあると

きに土濯を風乾処理すると.接種γ-BHC分解菌は完全に死滅したが、土着 y
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-BHC分解菌は約10'cells/g soilの菌体が長期間生残した.

上記の系において土I護を風乾する代わりに透水処理を施すと、接種Y-BHC

分解菌は透水前の菌数に関わりなく常に一定の割合で土活から溶脱されたのに対

し、土着 Y-BHC分解菌は約10'cells/g soilの菌体が溶脱をまぬがれた。

また、 Y-BHC分解菌の生残する土坦をクロロホルム薫蒸すると、接種 Y-

BHC 分解菌は完全に死滅したのに対し、 10~ -10 ' cells/g soilの土着 Y-BH
C分解菌は生存していた。

以上の結果は、援種Y-BHC分解菌と土着y-BHC分解菌とではそれらが

土慮中で存在するミク ロな部位が異なることを示している。 Y-BHC迎用区土

績で原生動物の捕食を逃れて長期間安定に生息している約103 cell/g soilの土着

γ-BHC分解菌は、風乾、透水、 クロロホルム薫蒸の彫型車を受けに〈いような

土織のミクロな部位、すなわち土I菖の毛管孔隙深淵部を生残部位(マイクロハピ

タット)としていることを示している。これは裏返せば、 Y-BHCが添加され

て10'cells/g soilを越えて噌殖した土着Y-BHC分解菌ならびに土噂に接種

された y-BHC分解菌はこのような部位には存在していないことを意味してい

る。

9.2 Y-BHC分解菌の土寝中でのライフサイクルについて

これまで得られた知見をもとにして、 y-BHC連用区土寝に土着の Y-BH

C分解菌および対照区土療に接種されたγ-BHC分解菌の生活環を次のように

描くことができる(表9-1)。

①Y-BHC逮用区土厳に土着のγ-BHC分解菌S. pauci~obil is 

この土頒には10'-10'cellsjg soilのY-BHC分解菌Spauci田口bilisが土着

菌として生息している。この菌体は、土綴構造内の微細な毛管孔隙あるいは毛管

孔磁の深淵部を生残部位としている。

土織に y-BHCが投与されるのは通常毎年 5月下旬から 6月上旬である。こ

の符の地混は Y-BHC分解菌が増殖できる範囲にあるので、 Y-B日C分解菌

S. paucimobilisはy-BHCを資化・分解しながら増癒する.増殖した細胞は毛

管孔隙から進出して非毛管孔隙に分布する.

投与された Y-BHCを消費し尽くすのにはほぼ 1カ月かかる.この後は非毛

管孔隙中の増殖菌体は主として原生動物の捕食作用により.また養分の欠乏によ

る飢餓も加わって死滅にいたる。 f高食作用は平均地温約20.Cを切る 11月末ま
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表9-1土士喜に媛種された γ-BHC分解菌S oaucimobil i 5 8886ならびに

土蟻に土着の y-BHC分解菌S.paucimobili sの増殖・生残・死滅部位

態是認思議: 接種→韮三笠五品一→増殖 (BH C)ー→乏笠1L.盤{入口付近〕

主E言語 (捕食・不適応) 短期生残 L適応)

主主主ゑ皮扇: 乏笠1L.盤(深淵部)ー→増殖 (BH C)ー→在五笠五品

長期生残 死滅 {捕食 )
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で続く.一方、毛管孔獄中の生残書官位に存在している菌体は捕食されることな〈

生残し続付‘翌年の Y-BHCの投与を待つことになる。おそら〈、秋から冬に

かけて地温が下がると、 f甫食作用も停止し、 Y-BHC分解萄自体の活性も低下

して、いわゆる休眠状態になって越冬するのであろう.

以上は基本的な生活環であるが、細かく言えばderivativeが存在しよう。例え

ば、地温が、 y-BHC分解菌が噌殖可能でかつ原生動物が活動可能な温度範囲

にあるときに、土織が-_e.乾燥したf去に降水により湿潤すれば、 y-BHC分解

菌はすかさず増殖し、その後再び捕食により減少するであろう。この事は、 土樋

の風乾処理実験の結果(8.2)から明らかである。 y-BHC分解萄が地倒した際に

降水によって土濁水の下方移動があればそれによって増殖菌体の一部は下層土層

へ運鍍されるであろう (8.2)。また、ある種の有磁物、例えば積物遺体や動物遺体

が土tllに混入してきたときにも y-BHC分解菌はそれを基質として増殖し、そ

の後捕食されて減少するのであろう。

②対照区土緩に接種されたSS86稼

土f謹にSS86稼が媛種されたとき、土f裏側造中の非毛管fL隙に存在する.

土t衷に y-BHCが施用されていなければ、 SS86稼は増猪することな〈、原生

動物の捕食によ り死滅する。

土纏に y-BHCがB雇用されていると、 S886椋はそれを資化して増殖する。 t担

殖は主に土猿の非毛管孔隙中で起こるが、地Jii菌体の一部は団粒内の毛管孔隙に

入れる。ただし、孔径の大きな毛管子し隙、または毛管孔隙の入口近〈であろう。

この部位では土績の乾燥から短期間なら菌体は保護される.

非毛管孔隙、比較的孔径の大きな毛管孔隙のいずれに存在する菌体も、主とし

て原生動物の捕食にょっ死滅にいたり、土寝に定着 ・長期生残するごとはない。

後種菌の場合にも土着菌で述べたのと同様の多少のderiva ti veは存在する。

以上は春の土穫の平均地温が20.Cを越えるような場合に接種した場合の話であ

るが、 6.3で示したように、接種時期が異なればその後の生活環は大き く異なって

くる。しかし、基本的には8886採のy-BHCを資化しての増殖可能な地温の範

囲と原生動物の捕食作用が活発な地温の箆留のかねあいで生活環は決定される。

9.3 長期生残部位{マイクロハピタット}の佐賀について

これまでに、 BHC逮用区土療に土着のγ-BHC分解菌S.paucimobilisの長

期生残部位は土纏情造の微細な毛管孔隙または毛管子L隙深淵部である事を示して
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きたが、土織の不均ーな情造性を考えた治合、毛管孔隙のさらに細かな性質を長

期生残部位の性質として考慮しなげればならないであろう.それは例えば、孔隙

径、干しI訟の立体摘造、孔隙の織成物の種類と表面の性質、孔隙の寿命などである.

土梅は 1次鉱物、 2次鉱物、酸化物、新鮮有償物、腐朽有機物、腐槌拘賞、土寝

生物などから成り、 それらが凝集して不均一・綾縫な立体摘造を嫡築している

[ 1]0 従って、毛管孔隙も多種多織な性貨を有するものに分類されるはずである.

事実、泉らはBHC連用区土渇から、毛管孔磁を提供する構造体としての土lfI

団粒を分画し、数百個の団粒について y-BHC分解菌S. pauci~obil isの分布状

況を調べたところ、 y-BHC分解菌の存在している団組はごく一部であり、し

かも存在菌数にもばらつきが見られた[2J。この事は、 y-BHC分解菌が生残す

るのに適した性質を有する毛管孔隙とそうではない毛管孔隙とが土1車中に存在す

ることを示峻している。また、西山は種々の孔径を有する多孔賞ガラスを人工的

なマイクロハピタッ卜として利用し、孔隙の中に5S86稼を導入した後に土Jjに埋

設して5586椋を長期生残させることを試みたが‘良好な結果は得られなかった

[J] 0 さらに西山はy-BHC分解菌S.paucilobilisの生残する土壊を耐水位回

粒分画した際に、積物遺体函分に高密度のy-BHC分解菌が生息している事を

見いだした [4Jo これらの結果は、毛管孔隙をt構成する楠成物の種類や表面憎遥が
長期生残部位の佐賀の重要な蔀分であるごと、値物遺体が長期生残部位の憎成物

の lつであり、おそらく菌体への基質の供給の役割を担っていることを示唆して

いる。

本研究で用いた土織はいずれも火山灰土峨であるが、この土捜は国粒情造に富

んでおり、 BHC連用区土E章、対照区土織のいずれもその重量の約90Xが図粒化し

ている[41。そして、団粒は長期生残部位を提供する主要な場となっている [4]0 

しかしながら、団粒は形成・崩場を繰り返しており、寿命を有するものである

[5 J。従って、 y-BHC分解菌Spauci皿obilisの長期生残部位にも寿命が存在

することになり、 BHC連用区土綴に安定して生残している y-BHC分解菌の

一部は、新規の生残部位の獲得をその生活環の中のいずれかの時点で行っている

はずである。 これがどの様な条件下で、どのようなメカニズムで行われているの

か興味深い点である.

9.4 GEMs、有用微生物の土犠環境への導入利用を成功させるための戦略

作物生産の分野では旧来から窒素固定菌、土E軍病害萄の箔抗菌、植物の生育を

促進する蛍光俊包旦且盟盟主主などを土績に接種し、作物生産を向上させる試みがな
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されてきた[6.9.101. この事は農薬や化学肥料の多用による環境汚染の観点から、

その重要性がますます高まっている。その際に最も問題となるのは目的とする微

生物をいかにして捕食や競争に打ち勝って生残・定着させ、 自的の機能を発婦さ

せるかという点である。単に微生物を土Jjに接種してもほとんど効果が見られず、

生残性を高めるために嬢種菌のキャリアとしての粘土鉱物の利用[11.121、や、種

子へのパクテリゼーションなどが有効であることが経験的に知られている [6.71.

GEMsを自然環境下へ導入して有効利用する場合にも、この点が克服すべき大

きな問題点となろう。

本研究から得られた知見はこれを解決するための示唆を与えるものである。す

なわち、有用微生物の土漉環境での有効利用に際しては、次のような基本原理が

考えられる。

①単に土JIに微生物を接種したのではその微生物は速度の大小こそあれ死滅に向

かう。

種々の微生物を土滋に後種し、その生残性を調べた実駿において、いずれの微

生物も顕著な増殖は示さず、次第に死滅に向かうことが明らかにされている 181.

Eιよ弘よのように、土tiとは全〈別の環境から単線された微生物を土織に導入した

場合に死滅してしまうのは、環境条件の遣いからむしろ当然と思われるが、土I轟

から単車産した土寝細菌を土海に援種してもやはり生残できない.γ-BHC分解

菌では、単oされた土t韮 (y-BHC連用区土泡jとほぼ同じ佐賀を有する土tl
(対照区土告書)に接種されても死滅する事が示された(7.6)。

この事実は、土壇への導入微生物がその土穫で生態的地位をII得することの鍵

しさを物語っている。土績に外来の微生物が侵入してきた時には、捕食や餓争と

いった排除圧がかかるために容易には定着できないと考えられる.生態学におい

てはある生物群集情造の中に外来の生物苦手が侵入し、定着できるためには「置き

代わり」や「追い出し」が行われることが必要とされており、これは土績微生物

の群集構造においてもあてはまるであろう。

②土f冨に導入された微生物を増殖させ、生主主性を高めるには選択的基質の添加が

有効である。

土療に外来の微生物が導入されたとき、生存に必要な基質や微量要素を巡って

土着微生物と激しい競争を行わなければならない。また、捕食による菌数の急速

な減少が生じる。また、導入された菌体は貧栄養な土沼環境中では代謝の不活性

な休眠状態に陥り、目的とする機能を発現しないことが考えられる。これらに打

ち勝って緩種菌数を維持または増殖させ、活性化させるためには、導入微生物が

131 



利用できる基質を与えてやることが必要である.その際、なるべく他の微生物には

利用されない様な基貨を与えてやるとより有利である。

③導入微生物に生残部位 (マイク ロハビタット)を与えるとさらに生残性が高ま

る

導入微生物に発揮させたい目的機能は常に発現させたいとは限らない。例えば

農業利用の煽合、土I裏病害の発生状況や作物の生育ステ→ジに応じて発現させた

いタイミ ングが存在するであろう。このような場合、導入微生物を長期間生残さ

せる必要が生じる。

導入微生物が土t轟から単縦された物である場合、元来生息していた土泡中では

固有のマイクロハピタッ トを獲得していた可能性が高い.そのマイク ロハビタッ

トの性質を解明し、 その性質を有する人工または天然のハピ?ッ卜を導入微生物

の「住み家」として利用すれば、さらに生残伎が高まるはずである。

農業分野で有用微生物の接種利用が成功していると考えられる数少ない事例

[6 Jにおいては、上記の原理が成立していると考えられる.例えば、簸種した犠粒

菌が豆科植物に根位を形成している渇合がある。それはパーミキュライトなどを

担体として根粒笛を大量に根圏緩に接種すると、慢に媛種菌lこ由来する線総が形

成されるというものである。この場合、銀粒薗はおそらくパーミキュライトに強

〈吸着されているために摘食されにくく、死減速度が緩やかなのであろう。そし

て、緩やかに死滅に向かう途中で植物の根が伸長して菌体の近{曹に到達し、根位

を形成するのであろう。根位中では根粒菌は植物からの有御物を基質として利用

でき、また、根位そのものがハピタヅトとして機能しているわげである。別の例

としては、 PGPR(PlantGrowth Pro因。tingRhizobacterium)として知られる蛍光性

Pseudo田onasのパクテリゼーシヨンがある。これは、麦などの種子に蛍光性Pse旦-

domonasを大量にまぶしてから矯種すると、その種子から生育した植物の恨の表蘭

にこの細菌が生息し、植物の生育を促進したというものである。この場合、種子

から根が伸長したときにその近傍には他の土場細菌よりも圧倒的に多数の接種菌

が存在しているために、接種菌が根の表面に付着し、そこをハピタットとして緩

から分泌される有機物を基質として利用していると考えられる.

特に農業分野での有用微生物の利用に関して、目的効果を得るための緩種筏術

は経験的な現場技術が先行し、定着のメカニズムの解明は立ち遅れている惑があ

る。有効な媛種技術の確立のためには、有用微生物がそもそも土獲に土着菌とし

て生息し、機能していた微細環袋粂件を解析してその微生物の生態を明らかにし、



そこから得られた知見をもとにして接穫技術へと応用する、いわば、 「土着E置に

学ぶ J事が近道の一つであると考える。

ここまでは噂入微生物の僧殖と生残についてのみ論じてきたが、 「目的の綴能

を発現させる Jこと、すなわち機能のコ ントロールはさらに別の問題として解決

しなければならないであろう。例えば、合成培地上で検索して取得した土崎病害菌のJ古抗

菌を土寝に接種して病害を防除する試みはほとんどの掲合成功しない.これは、

接種菌がそもそも土慮中で生残しているのかどうか、さらに、 目的とする土渇病

害萄の近傍に到達できているのかどうかが忌も疑われる所であるが、それととも

に、合成培地上で示したような結抗織能を培地とはかげ厳れた土沼環境条件下で

発現できるのかどうかも疑わしい。第 I部の考察とも関連するが、 自然環境下で

発現できることが確かな機能を利用する、または権築する事が肝要と思われる.

さらに、その機能を発現させるタイミ ングをも制御できることが必要となろ う.

すなわち、有用微生物を野外土i車環境で使いこなすには、生F員、貴闘殖、活性、機

能発現、さらには死滅を制御できることが必要になる.

本研究では、 「媛種菌の生態と土着萄の生態は異なる」ことが明らかになった。

これはGEMsの自然環境下での利用の安全性を評価するにあたって考虚にいれ

なげればならない点であろう。接種菌は土I漉水の移動によってより運織され易い

こと、一般的に死滅し易いが緩種時期によっては高い菌数で長期間生残する喝合

があることなどが見いだされ、このことは菌体の系外への流出や他の微生物への

遺伝子の伝達がより高頻度で起こる可能性を示唆している。ただし、そのような

ことが起こること自体が問題であるのかどうかは、 また別の議論となろ う。

9.5 今後への展望

本研究を領り返ってみて、残された課題と今後への展望を記してみたい.

まず、 γ-BHC分解菌を用いた本研究で、この微生物の土寝中での長錫生残

部位が微細な毛管干し隙や毛管孔隙深淵部であろうとの結論が導かれたが、こ れは

間後証RIiの域を出るものではない。是非とも直顕的にi旦si tuでこれを確認したい

ところである。その際、生互支部位を情成する成分や生残留体を取り巻く微細環境

の佐賀も明らかにできれば、マイクロハピタットの性質が解明されることになる

う。

r-BHC分解菌の土慮中での挙動を調べるこ とは、土I護微生物のオートエコ
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ロジーを解明するための 1つの事例としての意味が含まれていた.そして土唱で

の生残部位やそれを拠点とした生活環がある程度解明されたわけであるが、それ

ではごれが土趨微生物のどの部分を反映する事例として解釈すれば良いのかが問

題となる。 一般的にグラム陰性菌は土穫の団総内の孔隙を住み家としているとさ

れているが、土漉微生物において多織性が保持されていることを裏返せば、その

生息環境や生残部位の多織性も保証されているはずであり、 この問題はー慨には

解答できないであろう。 Y-BHC分解菌が属する包且辺良型盟豆腐も土績からだ

けでではな〈、稲の籾や雑草表面から検出されており[141、植物との相互作用を

も含めたさらに広い生活環が形成されている可能性が高い。従って、本研究で解

明されたのは土緩微生物のオートエコロジーのごく 一部であると言わざるを得ず、

土坂微生物の生態全般を理解するためにはさらに広範な知見の蓄積が必要である.

ところで、個々の土Jj微生物の生態を解明するためには、検出・計数技術が必

要となる。 GEMsの野外利用の機速にともな って、土寝中の特定微生物を検出

・計数する手法が各種考案されている[131. ここで注意しなければならないのは、

薬剤耐性、生物発光能などのマーカーを人為的に付与した微生物を土I置に導入し、

そのマーカーを利用して検出する手法は、元来土士事に生息する微生物の生態の研

究には一般的には使えないという事である。これは、接種菌の生態と土着菌の生

態は異なると いう本研究の結果から導かれる.従って、土慮微生物がそもそも保

有している何らかの性質を利用しなければならない。人為的に付与したマーカー

が使えるのは、土Jjに外来から侵入した微生物が土療に定着して土慮微生物の一

員となれることが明らかな渇合、例えば土峨病害菌の感染などの窃合に限られる。

本研究は、BHC分解菌Sphingomonaspaucimobilis SS86がY-BHC汚染土

壇のbio-remediationに使える可能性を示し、また、土滋環境に導入されたGE:Msの

挙動と有効利用法を探るための一事例でもあったわけであるが、土E量生態系での

生活環が明らかにされた現在、微生物農薬や他の環境汚染物質の浄化の目的で土

滋環境に導入する GEMsの宿主微生物としても有望である [15]ことも付記 して

おきたい。
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