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論 文 内 容 要 旨

1.は じめに

鉄は光合成や呼吸における電子伝達、硝酸還元、クロロフィルの生合成など

に必要なため、植物プランクトンにとって必須の元素である。しかし、海洋表

層のような酸化的で弱アルカリ性の環境においては、短時間のうちに難溶性の

沈殿を生じてしまうためその生物学的有用性は著しく低下する。それゆえ、全

鉄濃度が高い沿岸水においてさえも、植物プランクトンは潜在的に鉄制限を受

けているといわれている。さらに陸圏からの供給が及びにくい外洋域では、鉄

制限がより強く発現しており、マクロ栄養塩が豊富であるにもかかわらず植物

プランク トン量が少ない海域が存在する。また、沿岸域における環境問題の一

つとして、アンモニア態窒素が大量に残存 し、リンが相対的に少ない処理済都

市廃水が流入することによる栄養塩バランスの崩壊と基礎生産の低下が指摘さ

れている。

これらの栄養塩環境を改善する手段の一つとして、我々の研究室では製鉄過

程で大量に副生する製鋼スラグに注目してきた。なぜなら製鋼スラグには、鉄

をはじめリンやケイ素といった植物プランク トンの必須栄養元素が含まれてい

るため、上記のようにアンバランスな栄養塩環境を整えることができると期待

されるからである。この考えに基づき、我々の研究室では植物プランク トン自

然群集に対する製鋼スラグ添加効果を明らかにしてきた。しかし、様々な生物

種が含まれる自然群集に対する結果であるため、製鋼スラグに由来する元素を

植物プランクトンが利用して増殖できるのか否かについては明確ではない。

そこで本研究では、培養株を用いたバイオアッセイにより、製鋼スラグ由来

元素の有効性を直接的に確認することを目的とした。

2.材 料 と方 法

供 試 製 鋼 ス ラグ には鉄 成 分 を多 く含 有 す る脱 炭 ス ラグ を選 び 、粒 径5-20μm

の 粉 砕 粒 子(ス ラ グ)を 用 い た。 そ の成 分 組 成 は 、TotalFe・17.9%、P205・

2.1%、SiO2・14.1%、CaO・43.4%、MnO・3.4%、MgO・8.6%、S・0.07%、

Al203・2.8%、TiO2・2.8%お よ びothers・6.9%で あ った(東 北 大 学 工 学

部 日野 研 究 室 調 べ)。

一444一



駿 容器には、蛍光光度計用ガラス製キュベ ット(25mm×150㎜G鵬S

TESTTUBE,PYREX:RUSA)を 使用 した。供試株 の増殖 は、キ ュベ ットを直

接、蛍光光度計(MODEL10-AU-005,TURNERDESIGNS)に 差 し込 む こ

とで測定可能 な 加vfviochlorophylla蛍 光値(蛍 光 値)に よ り毎 日記録 した。

それぞ れの供試株は、鉄無添加の培地で3日 間前 培養 して得 られ る対 数増殖

期後期の細胞群を、蛍光値が1前 後 とな るように各実験 区 に接種 した。なお、

各実験区は原則3本 だて とし、結果 はそ の平均値 で示 した。

2.1製 鋼 ス ラ グ 由 来 元 素 の 植 物 プ ラ ン ク トン必 須 栄 養 元 素 として の

可能性

海水中の溶存鉄濃度 は非常 に低濃度であ り、またそ の存在状態 により生物学

的有用性は左右されるため、測定 ・分析 には特殊技術 を要する。 さらに、スラ

グか らの鉄の溶出特性は明 らかではないため、その有効性 を分析化学的手法に

よって評価するのは困難である。そ こで、いわゆるバイオアッセイを行った。

具体的には、人工海水培地のESAW培 地(Hanisonθ 亡a1.,1980)に 鉄源 と

してス ラグ を添加 し、供試珪藻 丁㎞1∂ssfos血g認 πar(茄 の増殖応 答 を判定基

準 としてス ラグ由来鉄の有効性を評価することとした。

スラグに含有されている鉄が全て溶出すると仮定 した場合、約2mg1Lの ス

ラグ添加 によってESAW培 地 の規定鉄 濃度(6.6μMFe)を 与え る ことがで

きる。 ところで、スラグ由来鉄の効果を評価するためには、同時 に溶出すると

考えられるリンおよびケイ素による影響を回避する必要がある。そ こで、 リン

およびケイ素の濃度を規定濃度(20μMP,105.6μMsi)の1.5倍 に改変 し

た鉄無添加 のESAW培 地(PSi1.5培 地)を 調製 し、これ を基礎培地 とした。

この培地に鉄源としてス ラグを2mg!Lか ら50mg1Lま で5段 階の濃度 で添

加 したス ラグ添加 区(Slag2区 、S㎏10区 、Slag20区 、Slag30区 、Slag50

区)を 設定 した。 これ らス ラグ添加 区の理論上の鉄濃度に相 当す る無機鉄添

加区として、FeCl3添 加区(FeCI31区 、FeC135区 、FeC1310区 、FeCl315

区、FeCl325区)を 設 けた。 さ らに、理想 的な増殖 が期待 され るコントロー

ル区として、規定濃度のFeEDTA溶 液(6.6μMFe,9.8μMEDTA)を 添加

したFeEDTA区 、および鉄 の コンタ ミによる影 響を確認するための鉄無添加

一445一



区(NonFe区)を 設 けた。

次 いで、PSi1.5培 地 に鉄源 と して規定濃度のFeEDTA溶 液 を等倍、1/10

倍、1/100倍 および1/1000倍 に希釈 して添加 した実験 区(FeEDTA区 、1/10

FeEDTA区 、1/100FeEDTA区 、1/1000FeEDTA区)お よび鉄無添加区

によ りTgU1昭ard五 の鉄 要求 を調 べ 、生物学的 に有用な鉄がスラグからどの

程度溶出するのかを推定 した。

またさらに、 リンもしくはケイ素濃度を段階的に改変 し、鉄無添加で調製 し

たESAW培 地 に鉄源 としてス ラグ を添加 す ることで、同時に添加されたこと

になるスラグ由来 リンもしくはケイ素の有効性について も評価 した。

2.2処 理 済 都 市 廃 水 存 在 下 に お け る製 鋼ス ラグ由来元素の有効性

処理済都市廃水(処 理廃水)の 流入 によ り窒素過多 とな った栄養塩環境の改

良材としてス ラグを利用することを想定 し、スラグおよび処理廃水に由来す る

元素の有効性を評価 した。なお、以下のスラグ添加区はS㎏20区 お よびSlag

50区 と した。

処理 廃水 中 に残存 す る窒 素は主 にア ンモニア態窒素であるため、ESAW培

地 の窒 素源 をア ンモ ニ ア態窒 素(NH4)に 改変 した(改 変ESAW培 地)。 供

試株 のTlgM'1㎞(澱 を培地 に馴 化 させ た後、 ア ンモニア態窒素条件下におけ

るスラグ由来の鉄、 リンおよびケイ素の有効性をあらためて評価 した。

次いで、処理廃水(Sewage)に 由来 す る元 素を利用 して7=gu1昭ardが が増

殖 でき るか否か を確 認す るた めに、鉄および窒素無添加で リンおよびケイ素濃

度が異なる3種 類 の培地 を調製 した。 窒素お よび鉄 を評価する場合には、改

変Psi1.5培 地(リ ンおよび ケイ 素濃度 がEsAw培 地規 定濃度 の1.5倍)

を使用 した。そ して、 リンを評価 する場合 には改変PO培 地(リ ン無添加 、

ケイ素濃度が1.5倍)を 、ケイ素 を評価す る場合 には改変SiO培 地(ケ イ素

無添 加 、 リン濃度 が1.5倍)を そ れぞ れ使用 した 。 これ らの培地 に異なる窒

素源(N日:4,Sewage,NonN)お よび鉄源(FeEDTA,NonFe)を 添加す る こ

とによ り合 計13実 験 区 を設 定 した。処 理廃水の添加量は、ESAW培 地 の規

定窒素濃度(549.1μMN)と 同程度 の アンモニ ア態窒 素濃度 になるように40%

(v/v)と し、人工 海水 の塩 分 ベー スお よび蒸留水によ り塩分調整 を行った。
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なお、N日:4を 添加 した改変PSi1.5培 地 のFeEDTA添 加 区をControl区 、

鉄無添 加区 をNonFe区 とした。

以 上 の結果 をふ まえ、ス ラグと処理廃水 とを同時に添加した場合のスラグ添

加効果について評価 した。

2.3沿 岸 自然 海 水 にお け る製 鋼 ス ラグ 由来鉄 の有効性

自然生態系へのスラグ利用を想定 した場合、自然海水由来の諸成分が存在 し

ている条件下で、スラグ由来元素が多種類の植物プランク トンの増殖 に有効で

あることを確認 してお くことが重要である。とりわけ鉄については、沿岸自然

海水中にすでに十分量存在する可能性があ り、さらにキレー ト作用のある溶存

有機物 による影響も懸念 される。そ こで、沿岸 自然海水に由来す る成分の存在

下におけるスラグ由来鉄の有効性 を確認した。

自然海水強化培地であるESNW培 地(Harlisone亡a乙,1980)を 鉄無添 加

で 調 製 し(ESNW-Fe培 地)、 鉄 源 と して ス ラ グ を20mg/L添 加 し た

(ESNW-Fe+Slag区)。 また、鉄 お よび リン無添加 の培地(ESNW-FeP培

地)に もス ラグを添加 した(ESNW-FeP+Slag区)。 これ ら2種 類 の培地 は、

鉄 が制 限的な環 境 もしくは窒素が過多な環境 を再現 しているもの とし、それぞ

れに鉄無添加区(ESNW-Fe区 、ESNW-FeP区)を 設 けて比較 した。さ らに、

規定 濃度のFeEDTAを 添加 して標準的 に調製 したESNW培 地 は、富栄養 で

増殖 に理想的な環境 を再現す るコントロール区として設定 した(ESNW区)。

な お 、 供 試 株 と した 合 計5種 の 植 物 プ ラ ン ク トン培 養 株 は 、珪 藻綱

7h瓠assfos血 ヨpsθ ロdonaηaお よびSkeleぬnemacosホa亡 ㎜ 、 プ リムネシウム

藻 綱 拍㏄ 血7sfssp.、 ク リ プ ト藻 綱Rhodomonass紐na、 プ ラ シ ノ藻 綱

7わ紘a5e血 おむe肱a加eleで あ る。

3.結 果 と考 察

3.1製 鋼 ス ラ グ 由 来 元 素 の 植 物 プ ラ ン ク トン必 須栄 養 元 素 と して の

可能性

珪藻 伽1assfoslragu1'血rdが は、 コン トロール 区にあたるFeEDTA区 で
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は1日 目か ら増殖 しているのに対 し、鉄無添加のNonFe区 で は期間 を通 し

て増殖 して いな い(Fig.1a)。 この ことか ら、7=guf肱rdが の増殖 に寄与す る

ほ どの鉄 の コ ンタミはなかったことがわかる。一方、鉄源 として脱炭スラグを

20mg1L(S㎏20区)以 上添加す る ことによ り、7=8u1● 伽(遊 は規定鉄 濃度

(6.6μMFe)のFeEDTA区 と同等 の増殖 を示 した(Figs.1d-1f)。 これ に

よ り、ス ラグ に由来す る鉄は生物学的に有用であることが明らかとなった。
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また、本培養実験条件下において7=g'u1'丑ar(泄 の増殖 が律速す る鉄濃 度は、

規定濃度の1/1000か ら1/100(6.6nMFe-66nMFe)に 存在 し、FeEDTA

区 と同等 の増 殖 を示 す に は規 定 濃 度 の1/10以 上 つ ま り0.66μM(1/10

FeEDTA区)以 上の鉄 が必要で ある こと も明 らかとなった(Fig.2)。

以上よ り、ス ラグを20mg1L、 添加 した場合 には、そ の鉄含有量(66μMFe)

の うち少 な くとも1%が 生物学 的 に有 用 な鉄 として 供給 されていた と推定さ

れた。
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さらに、生物学的に有用な リンも鉄 と同時 にスラグか ら供給 されることが明

らか となった(Fig.3)。 各培地 のス ラグ添 加 区 とFeEDTA区 との増殖様 を比

較す る と、ス ラグを50mg!L添 加 した場 合(Slag50区)に は、培地 リン濃

度 の差分 にあた る10酔M未 満 の リンが供給 され ていた と推定され、これは リ

ン含有量の68%未 満 に相 当 した。

一方、ケイ素 もまた鉄 と同時 に供給 される可能性が示されたが、コンタミの

影響が大きく定量的な評価 は困難であった。
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3.2処 理 済 都 市 廃水 存 在 下 にお け る製 鋼 ス ラグ由来元素 の有効性

アンモニア態窒素に改変 したESAW培 地 にお いて も、ス ラグ由来 の鉄 、 リ

ンおよびケイ素はTlgU1'1ぬrdが の増殖 に有効で ある ことを確認 した。

一方、処理廃水中の窒素、鉄、リンおよびケイ素もまた有効であった(Fig.4)。

改変PSi1.5培 地 にお いて処 理 廃水 由来 窒 素 を評価するSewage-FeEDTA

区の最大蛍光値 は、Control区 の0.87倍 で あ り、また、対数増殖期後期 の延

長がみ られた(Fig.4a)。 そ の原 因 と して、処理 廃水 を窒素源とすることによ

りContro1区 よ りも高濃度 とな った ア ンモニ ア態窒素による増殖阻害が考え

られた。 この処理廃水添加区を基準 とすると、改変PSi1.5培 地 にお いて処理

廃水 由来鉄 を評価するSewage-NonFe区(Fig.4a)、 お よび改変PO培 地

/に おいて処理 廃水 由来 リンを評価す るS
ewage-FeEDTA区(Fig.4b)の 最

大蛍光 値 は、そ れぞれ0.66倍 お よび0.23倍 で あった。以 上の ことか ら、処

理廃水に由来する生物学的に有用な鉄および リンは、窒素に対 して相対的に不

足していることが明 らかとなった。

さらに、改変PSi1,5培 地 に窒素源 と して処理 廃水 を、鉄源としてスラグを

同時に添加 したSewage-Slag50区(Fig.5a)の 最大蛍光値は、処理廃水 の

みを添加した実験区(Sewage-NonFe区 、Fig.4a)の1.4倍 となった。す

なわ ち、処理 廃水存在下において もス ラグ由来鉄は有効であ り、処理廃水に不

足する鉄を補えることが明らか となった。また、改変PO培 地 に同時添 加 し

たSewage-S㎏20区 およびSewage-S㎏50区(Fig.5b)の 最大蛍光値

はともに、処理 廃水単独添加区(Sewage-FeEDTA区 、Fig.4b)の1.3倍

となった。すな わち、不足 して いた リンもまたスラグによ り補われることが明

らかとなったが、スラグ単独添加時にみ られた添加量に伴 う最大蛍光値の増加

(Slag20区 に対 してS㎏50区 は1.6倍)は なか った。
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3.3沿 岸 自然海 水 に お ける製 鋼 ス ラグ 由来鉄 の有効 性

鉄無添加のESNW-Fe区 お よびESNW-FeP区 にお いて、珪 藻2種 を含

む合計5種 の植物 プランク トン培養株全ての増殖が低 く抑えられた(Fig.6)。

つ ま り本培養 実験条件下 にお いては、自然海水 に由来する生物学的に有用な鉄

が十分に低濃度であることが確認された。一方、スラグ添加区(ESNW-Fe+S㎏

区、ESNW-FeP+Slag区)に お ける供試株 それぞ れ の比増殖速度は、コン ト

ロール区にあたるESNW区 とほぼ同等で あった。すな わちスラグ由来鉄は、

自然海水 由来の諸成分 と共在 したときにも有効であ り、様々な種類の植物プラ

ンク トンか らなる自然群集に対 して有効であることが期待できる。 さらに、珪

藻2種(Figs.6aand6b)は 他種 に比べて高 い増殖速度 を維持 して いた こと

か ら、ス ラグ添加により鉄制限が解除された場合には、自然群集 においても珪

藻類がいち早く反応 して優占する可能性が示された。

4.ま とめ

植物 プラ ンク トン培養株 を用 いたバイオアッセイによ り、脱炭スラグ由来の

鉄、リンおよびケイ素が生物学的に有用であることが明 らかとなった。さらに、

スラグ由来鉄は様々な溶媒条件下でも有効であ り、珪藻以外の植物プ ランク ト

ンの増殖 にも有効であった。また、 リンの溶出 ・利用効率は鉄 に比べて良いこ

とが推定 されたが、植物プランク トンの体元素組成比を示す レッ ドフィール ド

比(C:N:P:Si:Fe乙106:16:1:15:0.001)か ら考 えれ ば、鉄 に比べて

リンはむ しろ相対的に不足 していた。換言すれば、 リンは比較的短期間でスラ

グから供給 され、鉄はよ り長 く供給され続 ける可能性があるということになる。

さらに、ス ラグ由来ケイ素もまた有効であることが示 されたことか ら、相対的

に窒素が過多な水域 においては、珪藻類のブルームにあわせてスラグを利用す

ることによ り、新たな環境負荷 を低く押さえっっ、基礎生産を回復 もしくは向

上させることが期待できる。

以上の ことか ら、製鋼スラグは植物プランク トンの必須元素供給源 として有

効であ り、栄養塩環境改良材として利用できる可能性が確認できた。ただ し、

実海域での利用に際 しては、その栄養塩環境を改善するのにふさわ しい製鋼ス
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ラグを選定し、様々な生物群集に対する影響を長期にわたり慎重にモニダリン

グする必要がある。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

海水 中における鉄の無機的な溶解度は極めて低 く,難 溶性の水酸化物を形成するため,溶 存態の鉄

濃度は低い。 さらに,有 機錯体など多様な化学形態をとるが,そ の分布や植物プランク トンの利用可

能な形態な ど未解明なことが多い。これ らのことから,植 物プランク トンは,鉄 供給源の限られる外

洋域では量的な,全 鉄濃度が高い沿岸海域でも質的な鉄制限を受けているといわれている。また,沿

岸海域では,処 理済都市廃水の放流によって窒素過多の過栄養環境 が拡大 している。本研究は,製 鋼

スラグによって海域の鉄制限を解除することをめざし,ス ラグ溶出成分の生物学的有用性を植物プラ

ンク トン培養株によるバイオアッセイで確認したものである。培養容器に蛍光光度計用のキュベ ット

を用いることで,数 多 くの実験区を効率良くモニタリングす ることが可能 となった。培養系内へ添加

したスラグは,粒 径5-20μmの 脱炭スラグ粉砕粒子であった。

第一章お よび第二章では,人 工海水培地(ESAW培 地)の 窒素源 を硝酸態 あるいはアンモニア

態窒素 とし,試 薬 の鉄,リ ンお よびケイ素で適宜改変 した培地 とスラグ添加培地 とにおける珪藻

η認α∬ご08磁8κ∫枷πf"の増殖曲線 を比較 した。その結果,硝 酸態かアンモニア態かの別に拘わらず,窒

素源が十分に存在するときには,ス ラグ由来の各元素が有効であった。このとき,ス ラグに含有され

ていた鉄および リンのそれぞれ1%お よび68%程 度が溶出利用されたことも明らかになった。さらに,

処理廃水を窒素源 とした場合には,廃 水に不足 していた鉄および リンがスラグから補われ る可能性も

示された。

第三章では,沿 岸域の自然海水 を栄養塩強化 した培地(ESNW培 地)を 用いて同様の実験をし,本

培養系内では自然海水に由来する生物学的に有用な鉄は不十分であること,そ こヘスラグを添加する

と溶出鉄が有効に働 くことを確認 した。この結果は,珪 藻2種 およびプリムネシウム藻,ク リプ ト藻

およびプラシノ藻1種,計5種 類の植物プランク トンで確かめ られたので,ス ラグに由来する鉄が多

くの種にとって有効であると期待 される。

以上の実験はいずれ も周到なデザインと精繊な技法で実施 され,信 頼度の高い結果を得た。この成

果は,栄 養塩環境の修復や海域の基礎生産力向上の基礎になるものであり,将 来への貢献度は大きい

ものと期待 され,審 査委員一同は博士(農 学)の 学位を授与するに値すると判断した。
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