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論 文 内 容 要 旨

緒 言

農耕 地に有機物資材を堆肥 化 して還元す ることは,地 力増強 の目的 から,ま た家畜排泄物の処

理対策上 か ら,広 く行われ ている。 このよ うな圃場では,有 機物資 材の主成分であ るセル ロース

の分解が重要 な問題 とな る。 しか し,化 学 的側面か らの研究は歳 されてい るものの,セ ル ロース

分 解の直接 の坦 い手 であるセル ロース分解 菌については,近 年余 り研 究がなされて いな い。

ところで,水 田土壌の微生物は,低 栄養 状態 におかれてい ると想定 され,セ ル ロースおよびそ

の分解 産物 が主要な栄養の供給 源 となる可能性 があ るご したがって ,セ ル ロース分解 菌の研究 は

水 田土壌微生物の生態 をよ り深 く解明す る上 で も,大 きな契機 とな りうるもの と思 われ る。

本確 では・まず・セル・一ス分繭 の計数法の確立をはかった・諸計難 の比較検討から,

CMC寒 天平板法が最も優れた方法であることを明らかにした。次いで,こ の方法を用いて,水

田土壌の好気性セル ロース分解菌の動態を,厩 肥長期連用圃場と長期無肥料区圃場の調査を通 じ

て明らかにした。

1.セ ル ロー ス 分 解 菌 計 数 法 の 確 立

q}CMC寒 天 平 板 法 の検 討

この方法は,HA照 田 ら(ヱ977)が ,微 生物 のC躍 セル ラー ゼ活性検 出法と して提 出 したも

のである。 これを セル ロース分解菌 の計数 に適 用し うるか否 かを検 討 した。

本法は,無 機塩 類 のほかに炭素源 と してcarbQxymethylce五h∬ose(CMC)を 含 む培地 を用い

(Table1),培 養後,平 板上 にCMC沈 殿 剤をか け流す こ とによって,残 存す るCMCを 沈殿

白濁 させ,微 生物 コロニーによるCMCの 分解 を,clearzoneと して検出する ものである。

土壌希釈 懸濁液 をCMC寒 天 平板 に接種 して30℃ で培養 した とき
,clearzone数(CMC分

解 菌数)を 計測す るための至適 培養 日数 は6日 ない し8日 であ った。 これよ り培養 日数が延 長す

ると・ClearZOlleが 拡 散 し,Zoneど う しが重 な り合い,ま たZOlleの コ ン トラス トが低下す るこ

とによ って計数値 が減少 した。 また,全 コロニー数 は,ClearZQlle数 の数十倍ない し百倍 ほど多

か った。すなわ ち・平板上 にはCMC分 解 菌 でない コロニーが多数 出現 した
。 このよ うな非CM

C分 解 従属 栄養性 細菌の存在 によって
,CMC分 解 菌 の増殖 ない し活性発現 が抑制 される可能性

があ ったの で・培地 中の有機不純物を除去 するために,寒 天 のかわ りに シ リカゲルを 用いて平 板

培地を繊 した・ しか しなが ら
,・ のような培地で も,非CMC分 縦 属 栄養蜘 齢 増慰 ま抑
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える ことができず,問 題点 と して残 された。

と ころで,本 法 は,CMC分 解 活性 を検 出するもので あるが,セ ル ロース分解 のメル クマール

と して使 用でき るかは明 らかでない。 そこで,本 法を 用い て二 種の土壌 か ら分離 したCMC分 解

菌50株 を調べたところ,そ れ らはす べて,セ ル ロース分解 活性(濾 紙 片崩壊活性)を 持 っていた。

また,後 述す る圃場調査 にお.いて分離 した計516株 のCMC分 解 菌は ,す べてセル ロース分解活

性を持 っていた。 また逆 に,本 法 とは異 なる培地 を用いて三種の土壌か ら分離 したセルロース分

解菌24株 は,す べてCMC分 解 活性 を持 っていた。

上 記の結果 に もとづ き,CMC寒 天 平板法によ って,セ ル ロース分解 菌をまちがいな く計数で

きる ことを明らかに した。

{2)セ ル ロ ース 分 解 菌 計数 法 の 比 較 検 討

CMC寒 天 平板法 と,他 の既往 の方法で あるMPN法(希 釈頻度法),セ ル ロースパ ウダー寒

天平板法 とを比較 した結果(Table1,Fig.1),CMC寒 天 平板法は,他 の方法よ り数十倍

か ら数百倍多 い細胞数を与え た。 また,そ の測定誤 差は,他 の方法 よ りも小 さい ものであ った。

こ0よ うな計数 値の大きな違 いが,CMC寒 天 平板法 と他の方法 との間に生ずる原 歯.あ解所を

行 った。 まずMPN法 に ついては,計 測時 において セルロース分解陰性で あうた培養管中におけ

る,セ ルロース分解菌の存在の有無を調べた ところ,多 数 の培養管 か ら検 出された。 そ こで,'こ

のよ うな培養管 も反応陽性 と して,あ らためて菌数を算定すると,最 初 に得 られ た菌数よ りも数

十倍か ら数百倍大 きい値 とな り,CMC寒 天 平板法 によ って得 られた菌数 と一 致 した。す なわ ち

MPN法 で は,セ ル ロース分解 菌が接種 され,生 存 してい るに もかかわ らず,濾 紙 片が切断 され

ない培養管 が多数生 じ,こ れ らが菌数 の過少評価 の原因 とな った もの と結論 した。

セル ロースパ ウ ダー寒天 平板法 については,CMC寒 天 平板法 によって得 られたセル ロース分

解菌が,こ の培地 上では,、1,arz・neを 作 らなか った ことか ら,供 試 した土壌中で は,セ ル ・一

スパ ウダー寒天 平板法で は検 出す ることが できない セル ロース分解菌が多数存在 した もの と推定

した。

上記の ことか ら,CMC寒 天 平板法 は,従 来の他の方法では捕え得 なかった微生物 を検 出しう

ることを,明 らかに した。

2 圃 場 調 査

CMC寒 天平板法を用いて,大 曲水田圃場(秋 田県大曲市東北農試栽培第一部)の 長期厩肥連
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用区(厩 肥10'/10α ・年)と 長期無肥料 区とを対象 に,好 気性セル ロース分解菌の調 査を行っ

た(1980年5月 ～12月)。

111土 壌 サ ンプ リン グ方 法 の 確 立

圃場調査 において再現性 ある結果を得 るためには,土 壌サ ンプ リング方法が重 要 となる。 そ こ

で,土 壌 の物理性 が大 き く変わ る,し ろか き前後 にわたって,圃 場 か ら多点試料(各500〃 の を

ランダムに採取 し,そ れぞ鞄ホモジナィザー処理 によ り土壌希釈液 を調製 し,セ ル ロース分解 菌

の菌数 を測定 した(Fig.2)。 その結果,無 肥 料区,厩 肥連 用区 ともに,多 点試料間の菌数 の

バ ラツキは,変 動係数((s。 一1/ア)×100)と して12%か ら25%で あ った。 この値か ら,サ

ンプ リングに必要 な土壌試料の点数 は,抽 出誤差 を30%許 容 すると,5点 とな った。

なお,多 くの土壌試 料を取 り扱 うための便 宜か ら,5点 の土壌試料を合併 して一つの試料 とし

て分析 する簡便法を,以 下 の調査で は用いた。 この場合,5点 の土 壌試料 につ いて それぞれ分析

した結果 の平均値 と,合 併試料 の値 とが,よ く一 致す ることを,あ らか じめ確めておいた。

(2}好 気 性 セ ル ロ ース分 解 菌 の 巨 視 的動 態

作土層1～110駕 に おける好気性セル ロース分解 菌の菌数 と菌群構成 の季 節的変動 を,春 か ら

冬にかけて調査 した(Fig.3)。 な お,CMC寒 天 平板上 のセル ロース分解菌の コロニ ーは,

形態 にもとついて,1瞼 廊o呪oπoερo勉,&ア θ舜o粥 ツ6θs,そ の他 の放線菌,糸 状菌,細 菌 の5菌

群 に分け,各 菌群 の菌数 を分別計数 した。

好気性 セル ロース分解菌の全菌数 は,無 肥 料区で10506〃 ε/ρ 乾土,厩 肥10'連 用 区で106の

レベルを保 ち,両 区 とも,荒 起 こし(厩 肥施 用)直 後,盛 夏期,お よび冬期に菌数 の ピークが見

られた。優 占菌群は,無 肥料区では3加 θヵ如初ッoθ3と 細菌が時期によ り交互 し,厩 肥 連用区では

菌相が単純化 し,常 に1協 診名o吻o%03ρo劣θが優 占 した。 なお,両 区か ら,四 つの異 な る時点 におい

て分離 した3'76ρ'o〃2夕065と ル働zo駕oπ03ク070の 菌 株 の同定を行 った ところ,前 者140株 は44

の種 に相 当す るグループに分かれ,極 めて多様で あったの に対 し,後 者228株 は すべて同一種 ,

M・ 擁σ10θσで あつた。

厩肥連用量の違い によ る各菌群 の菌数変化 を調べ た結果(Fig.4),厩 肥 連 用量に最 もよ く

対応 して,1協hro御oπosρo名 αの菌数 の著 しい増加 が認め られ た。次いで ,ε ≠ア砂'o魏yoθ ∫がやや

増加 した。他の菌 群は ,0'(無 肥 料区)か ら3'と の間 で,数 倍増加 したものの,そ れ以上 の厩

肥連 用量の増加 に対 しては ,大 きな変化を示 さなか った。

圃場に施 用する直前の厩肥 中のセル ロース分解 菌は ,107cθ11s/9乾 物 の レベルで,そ の優占

蓼群鉢細 菌で あった。 また,1協070解0η03ρOZOと3'7砂'0魏 ツ0θ3は低 い菌数でのみ検 出された。
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この ように,施 用直前の 厩肥中の フ ロラと厩肥連 用区土壌 のフ ロラとは,大 き く異 な って いた。

〔3)好 気 性 セ ル ロー ス分 解 菌 の 微 視 的 動 態

土壌を粒径 と比重 の違 い にもとつ く物理的分 画法 によって6つ の画分 に分 け,微 生物分析 を行

った。得 られた画分 は,F1(≧0.5窺 吻,lightfraction(orgallicdebris)),F2(≧0.5

〃2〃2,heavyfractio11(millerals)),F3(0.5～0.074雑z勿z,lightfractio11(orgallic

debris)),F4(0.5～0.074〃z〃z,heavyfractio11(mi1ユerals)),F5(≦0.074η2ηz,

filtrate),お よ びFR(≧0.5初 吻,新 鮮水稲根)で ある。

厩肥10'連 用 区におけ るセル ロース分解菌の各画分 における分布をFig.5に 示 す。 厩肥投与

後,F1の 菌数 が一時的 に大き く増加 した。その他の画分での変化 は比較的少 なかった。F1と

F3は,と もに粗大有機物 を主 とす る画分で ある。 その乾物重 は,両 者合 わせ て乾土 の約10%

で あ ったが,菌 数 の約半分 が,両 画分 に集中 してい た。

これ らの画分におけるセル ロース分解菌の乾物重 当た りの菌密度 は(Fig.6),F1≧F3>

>F5>F2辱F4の 順 で大 き く,F1に お いて厩肥投与後 に一時的な ピークがあったほかは,

ほ とん ど季節的変化は見 られ なか った。 ところが,こ れ らとは対照的 に,FR(新 鮮 水稲根画分)

に おいて,7月 から12月 に かけて,10月 を ピー クと した著 しい増殖がみ られた。

なお,無 肥料 区では,F1,F3の 菌 密度 は,厩 肥10'連 用 区の場合 よ りも,そ れぞ れ一 ケタ

低い値であった。 この ことか ら,無 肥料 区と厩肥連 用区とで は,粗 大有機物 に質的違 いが あるこ

とが推 定 された。す なわ ち,無 肥 料区で9乾 土 当た りのセル ロース分解菌数 が低 い原 因は,単 に

基質 となる粗 大有 機物 の量が少 ない ばか りで はな く,菌 密度を制限す る何 らかの要因 が存在す る

ことが示唆 された。

上 記各画分 におけるセル ロー ス分解菌の菌群構成を,Fig.7に 示 す。厩肥投 与「週間後(5月

16日)にF1,F2で 大 きな変化 が見 られた ことを除 くと,F1～F5で は 常にM∫ozo㎜ π03ρo勉

が優 占していた。

厩肥投与後 におけるF1,F2で の 優 占菌群は,黄 色色素を生成 す る細 菌で,こ の菌の 出現 は,

Fig.5,6に お けるF1で の 菌数の増大 に対応す るもので ある。 しか し,こ の黄:色色素生成細 菌

は,2週 間で急激 に増 殖 して消滅 した一過性 の もので,単 離 した菌 株の セル ロー ス分解 活性 も強

いもので なか ったことか ら,こ の菌の増殖 は,セ ル ロ=ス の分解に よるものではな く,厩 肥 由来

.の,よ り利用 しやすい基質 によ るものと推 定 した。

ところで,Fl～F5に お ける/協070魏oπo砂 砿oの 優 占とは対照的 に,FR(新 鮮 水稲根画分)

で は,常 に細菌が優 占 していた。す なわ ち,Fig・6で み られたFRに おけるセル ロース分解菌

の著 しい増殖の主体 は細菌で あ った。 この現象.を確め るため に,圃 場 か ら直接,水 稲根 を切株 ご
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と掘 り出 して調べ た。その結果,無 肥料 区,厩 肥10'連 用 区 とも,10月 と12月 の水稲根試料

(計14点)は すべて,細 菌が,セ ル ロース分解菌 の90%以 上 を 占めていた。なお,こ の時期 の

水 稲根 は,主 に外側の部分(表 皮,外 皮)で 著 しい分解 を受 けていた。

14〕 水 田圃 場 に お け る 粗 大 有 機 物 の 収 支 と,そ の 微 細 化 ・分解 モデ ル

水 田土壌生態系 におけ るセル ロース分解 菌の寄与 を評価 する 目卵 で,圃 場 における粗大有機物

の分解量:と,そ の分解 速度}Fつ いて検討 した。 なお,粗 大有機物 は ,セ ル ロースを主成分 と して

含み,ま た,定 量が容易で あることから,セ ル ロースの第1次 近似 として取 り扱 った。

無 肥料 区および厩肥1財 連 用区圃場 にお ける粗 大有機 物の供給量(水 稲残渣,雑 草,厩 肥中 の

粗 大有機物,の 各量)と 現存量を,(3)で 用いた画分に相当す る粒径 ごとに測定 した(有 機物 量の

測定 は,灼 熱損量によ った)。 ついで,こ れ らの実測値 を,粗 大有機物 の微細 化 ・分解モ デル

(分 解は,す べて一 次反 応 と仮定)に あてはめ ることによ って,分 解速度を,粒 径 ごとに求めた。

分解 の半減期 は,0.5窺 吻 以上 の粒径で1.7年(無 肥料 区)お よび1.2年(厩 肥10'連 用 区),

α5～0.074挽 魏 で5.5年 お よび2.4年,0.074η2魏 以下で21年 およ び8。9年 であ った。 また,

粗 大有機物の分解 によって生ず る水溶性有機物 は,無 肥料区では,年 間.66々gC/100,厩

肥10'連 用 区では,262々gC/100と 推 定 した。

3.論 議

厩肥10'連 用圃場 において,'厩 肥 か らの持 ち込 み菌数 を算定 する と,厩 肥投与 前の圃場の菌数

の約20%に 当 たるセルロース分解菌 が,厩 肥 か ら加 わ った ことになる。毎年,こ のよ うに多量の

菌数 が厩肥 か ら加 わるに もかかわ らず,厩 肥連 用区の優 占菌群 は,厩 肥 における優 占菌群 である

細 菌ではな くて,、協Om駕0η03ρ07α で あ った。 したが って水田土壌 では,セ ル ロース分解菌の水

田土壌 固有の 安定 した菌群構成 が成立 してお り,厩 肥 ⑱連 用によ って,そ の菌群 構成 は,厩 肥 と

は異 なる別 の固有 の型 に変 化す る と結論 した。

3'7θρ'0駕夕063と ル歪伽0彿0η0ε ρ0勉 を合 わせ る と,厩 肥連 用区では,年 間 を通 じて セル ロー

ス分解菌 フロラの9割 以上 ,無 肥料 区では約半分 を占めた。水 田土壌 のセル ロース分解菌 の既 往

の研究で は,C男oρ 勿9α などの細菌類が報告 され ていたが,本 研究 によ って,む しろ放線菌 に注

目すべ きことが示 された。 本研究で は,水 田土壌 のセル ロ、一ス分解菌 の計数 と分離を,新 しい技

法を導入 する こと によ って,供 試土壌 をあ らか じめ集積培養せず に行 った。 したがって,も との

土壌 における フロ ラを,撹 乱す ることな く把握 しえた。 このこ とが,既 往の研究 と異 なる結果を
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得た最大 の原 因 と推察 される。

微視的分布 の調査 か らは,セ ル ロース分解菌の フロラが,粗 大有機物 の質的違い に対応 して成

立 して いることが明 らか となった。すなわ ち,新 鮮水稲根 の外皮では,細 菌を主 と した セル ロー

ス分解菌の急激 な増殖があ った。 この部位での分 解は ,菌 数の増減 か らみ ると,約 半年聞 にわた

ると推定 され た。一方,新 鮮水 稲根 以外 の粗 大有機物 画分 では,ε 動θρぬ溺yo召εと細 菌(無 肥 料

区),ま たは,ノ協'070甥0%OSIρ07α(厩 肥連 用区)が,主 要な菌群であ った。 このよ うな粗 大有機

物は,圃 場において,一 年 か ら数 十年 の半減期で 緩慢 に分解す ると推 定 した。

ところで,厩 肥1財 連用区で は,粗 大有機 物の大部分は厩肥 に由来す る。 した がって

MゴOm御0%0ε ク0惣 は,水 田土壌 にお いて,厩 肥由来 の難分解性 粗大有機物 の分解 を行 っていると

推 定 された。 ル勧70〃20"03ヵ0グ αの菌数が,厩 肥連 用量の増加 に最 もよ く対 応 して増加 した事実は

この推定 を支 持す る。

/協6名0御0π03ρ0プσに属す る単離株 は,す べて,MO加 〆0即 と同定 された。 これ らの株 は,絶 対

好気性 ではあ ったが,低 酸素濃度条 件下で も増殖 した。 また本菌種 は,セ ル ロースのみな らず,

リグニ ン,キ チ ン,ペ クチ ンな ど,多 種 類にわた る高分子 有機物を分解 し得 ることが知 られてい

る。 このよ うな諸牲 質は,高 水分,低 酸素濃度条 件下にある水 田土壌 において,難 分解性 粗大有

機物 を分解 するのに適 している といえ る。

さて,こ のよ うなセル ロース分解 菌の活動 によ り,ま た,他 の種 々の微生物 の関与 の もとに,

水 田土壌の粗 大有機物 は,分 解 を受けて微細 化 しつつ,一 部は水溶性有機物 とな る。 この水溶性

有機物の量は2一 《4)で見 積 ったが,こ れがすべて,水 田土壌 の従属 栄養性細 菌に利用 され ると し

て も,そ の量は,従 属栄養性細 菌の維持 エネル ギーを,や っとまかな う程度 であると推定 した。

この ことは,粗 大有機物 画分(F1,F3)で は,セ ル ロース分解 菌のみな らず,ア ル ブ ミン培

地や100培 希 釈 肉汁培地で測定 され る従属栄養性細菌 の菌密度が,し ろかき直後 を除 いては,ほ

とん ど増減 しなか った とい う事 実に よって支持 され る(100倍 希釈 肉汁培地に関す る知見 は,太

田寛行氏 の学 位論文(本 学,1981年 度)に よる)。

以上の ように,水 田土壌 微生物 への栄養供給 とい う問題 は,セ ル ロース分解菌の生態的 役割 の

重要な一面である。

な お,好 気性 セル ロース分解 菌の菌数は,湛 水後の2ケ 月間は低下 した。 この時期 に,嫌 気性

セル ロース分 解菌が,ど の程度 活動するかについては,今 後の検討 を要する。
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審 査 結 果 の 要 旨

奉田土壌中におけるセルロース物質は・微生物の主要なエネルギーおよび炭素源であるにもか

かわらず,セ ヌロース分解微生物の計類と分離の方法が充分に確立されて来なかったため,僅 か

の研究がなされて来たにすぎない。

本論文は先づセルロース分解菌の計数法に検討を加え,カ ルボキ シメチルセルロース(CMC)

を炭素源 とする培地を用いることによって,セ ルロース片を用いた最確値法やセルロース粉末を

用いた平板法に較べ,10～.100倍 の菌数を計測 しうることおよびより多 くの微生物種を単離 しう

ることを明 らかにした。

ついで,CMC寒 天平板法を用いて,大 曲水田圃場(大 曲市東北農業試験場栽培第一部)の 長期

厩肥連用区(主 として厩肥10t/iOa・ 年)と 長期無肥料区について好気性セルロース分解菌の調

査を行 った。

調査に先立ち土壌サンプ リングの方法,サ ンプル数と抽出誤差の検討を行い,5点 の試料を縮

分合併 して2試 料の分析を行えば約30%の 誤差で調査しうることを明らかにした。

この方法を用いて年間調査を行 った結果,厩 肥区ではMicromonosporachalceaの みが優占

すると云う極めて興味ある結果を得た。他方無肥料区ではStroptolnyces及 び細菌が優占した。

ついで,こ れ ら微生物群の微視的分布 と動態についても検討 した。微生物群は粗大有機物上に高

密度に存在 し,無 機物画分にくらべ10～100倍 の密度であった。また,全 微生物数は厩肥投与直

後を除き,年 間を通 じてほぼ一定密度を保つと同時に,優 占フロラ像は土壌の全体像 と同一であ

った。同時に調査 した新鮮根面上の微生物 フロラは細菌優占型であり,そ の増殖像 も有機物画分

とは明確に異るものであった。

他方,水 田土壌生態系における粗大有機物の分解量と分解速度についても,分 解の数学モデル

を作成 して算定 した。

以上の成果は土壌中における有機物分解における好気性セルロース分解菌の動態に多 くの新知

見を加えたものであり,博 士の学位を与えるに充分なものと判定 した。
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