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　　Enrichment 　cultures 　ef 　various 　soil 　samples 　were 　carried 　out 　in　a　medium 　containing

lignosulfonatc（1．S）and 　glucose　and 　 a　Iimited　concentration 　of 　sulfurous 　compQunds

other 　than 　LS．　 A 　iSolated　mold
， 0−7W ，　could 　not 　utilize 　LS　as 　a 　solc 　source 　of 　carbon

but　grew　well 　on 　a　salt　medium 　containing 　4　git　of 　LS （A280，
47．2）and 　10　gμ of 　glucose．

After　4　days　oF 　cultivation
，　glucose　was 　allnost 　completely 　consumed 　and 　the　absorbance

at　280　nm 　of 　the　 cu 】ture　filtrate　decreascd　by　about 　60％．　 CellS　tumed 　black　during　the

cultivation ．　 The 　remeval 　of 　LS　was 　greatly　reduced 　by　the　addition 　of 　about ユO　mg 　pcr
liter　 ofsodium 　sulfate 　to　the 　medium ．　 The 　mold 　was 　identified　as　the　genus　Peni‘illium．

　 リグ ニ ン は再生可能 で かつ 豊富 に存在す る資源 の一

つ で あるが，そ の大部分 は 未利用 の状態 IC置かれて い

る．現在の と こ ろパ ル プ 工業の 廃棄物と して 大量 に 排

出さ れ る リグ ニ ン の うち，ク ラ フ トパ ル プ 廃液中の チ

オ リグニ ン は大部分が 薬品 回収 の さい 燃料と して利用

されて おり，一
方，サ ル フ ァ イ トパ ル プ廃液中の リグ

ニ ン ス ル ホ ン 酸 （LS ）の 一部は 回収され，各種 の 物理

化学的性質に 関する 改良剤や バ ニ リン 等の 原料と して

利用されて い る．1・2， しか しな が ら，サ ル フ ァ イ トパ

ル プ 廃液 の 大部分は LS の 濃度が 非常 に 低 く，また親

水性が強 い た め効果的濃縮方法が な く，廃水処理 の 上

で 古 くか ら重 要 な 研究課題 と もな っ て い る．3・4） こ れ

まで に LS を利用で きる微生物 に つ い て は い くつ か 知

られて い るが，1・2） LS は特 に 分解し難 い 物質 と い わ れ ，

こ れ の 直接発酵 原料と して の 利 用 を 試み た 研究 は少 な

い ．fi・B） また ， 廃液中か らの リグニ ン の除去，回収に

関 して も， チ オ リグニ ン につ い て は菌体表面 へ の 吸着

等 に よ っ て こ れを著量 に 除去 で きる微生物 の 存在が 報

告 され て い るが ，

7・S） LS に つ い て は同程度の 除去能を

持 っ て い る微生物 は知 られて い な い．

　以 上 の 点よ り，著者 らは 自然界か ら LS を 利用す る

微生物の 分離を 試 み，そ の 過程で LS とグル コ ース を

含 む培地 に お い て，硫黄 を 制限 した場合 に，培養液中

か ら著量の LS を除去す る一糸状菌を分離した の で報

告す る．

　LS は市販の コ パ ル チ ン 〔  興人〕を そ の ま ま，あ

る い は 蒸留水に 対 して 十分に 透析した もの を 用い た，

な お，透 析した LS 標品 に つ い て は フ ェ ノ
ール 硫酸

法
9）で 定量で き る糖類 は 検出 され な か っ た．各種 の 土

壌試料か ら LS 利用牲 の 微生物 を 分離す る に あた っ て

は，LS 培地 ［LS （コ パ ル チ ン PNA −11）10　g， （NH ，）z

HPO42g ，
　K2HPO41 ．2　g，

　 KH2PO4 　O．8　g，
　 MgSO グ

7H200 ，4g ，　FeSO4 ・7H2020mg
，
　CaCla ・2HaO 　5　mg

，

Mn 　SO4 ・4H202mg
，
　ZnSO4 ・7H20 　2　mg

，
　CoCla 　O．2

mg 酵母 エ キ ス 100　mg ，水 ll
，
　pH 　7・0］と硫黄化合物

を制限 した ［−S］−LS 培地 ［LS （透 析 コ パ ル チ ン ）49 ，
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グル コ ース 109 ，（NH4 ）2HPO429 ，　 K2HPO4129 ・

KH2PO ，　O，8　g，
　MgG12　

・
　6H20 　O．4g ，　FeCl2・xH2020

皿 g， GaC12　
・2H20 　5　mg ，　Mn 　Cl2 ・4H202 皿 g，　ZnCl ：

2mg ，酵母 エ キ ス 50　mg ，水 11，　pH 　7・0ユを高圧蒸気

滅菌 （121℃ 15min ）を した の ち，φ1・8 × 16・5　c皿 の

試験管 に そ れぞ れ 5ml ずつ 分注して 用 い た．こ の 試

験管 に 分離源の 土壌の 少量を加えて 振 とう集積培養 し

た ．分離菌株 の 各種培養試験 は ，培地 80ml を含む

500ml 坂 ロ フ ラ ス コ を用 い て 30℃ に て往復振とう培

養 して 行 っ た ．培養液中 の LS の 量 は，280　nm に お

ける吸光度を測定して 求め た，測定時 に お け る pH は

3 〜10の 範囲で ほ とん ど 280nm ｝こお ける吸光度 に 影

響が な か っ た た め，培養 ろ液 の 吸光度を測定する際に

は ， pH の 調 整 は行わ な か っ た．なお，透 析した の ち

凍結乾燥 して 調製した LS の 19 を ll の 水 に 溶解 し

た 溶液 の 280nm に お ける吸光度 は11・8を 与 え た．乾

燥菌体重量 は ろ別 し た 菌体を 十分 水 洗 し， こ れ を

105℃ に て 20時間乾燥 した の ち秤量 して 求め た，グル

Ut・一ス は3．6一ジ ニ トロ フ タル 酸法 に て 定量 した．10，

　 千葉県内の 各地 の 120種 の 土壌 に つ い て 微生物 の分

離を試 み た．LS 培地を用 い た場合 に は，ほ とん どす

べ て の 土壌 の 集積培地 に お い て細菌等のわずかな生育

が 観察 さ れ た が，こ れ らは い ずれ も透析 した LS を用

い て 調製 した 培地 に お い て生育す る こ とが で き な か っ

た．とこ ろで，一般に高分子の リグ ニ ン を分解する こ

と が で きる白色腐朽菌は，そ の 生育 や エ ネル ギ
ー

源と

して 適 当 な炭素源，セ ル ロ
ー

ス ，
ヘ ミ セ ル ロ

ース な ど

を 必要 とす る とい われて い る．1・2） 従 っ て，LS に 作用

で きる微生物 の 分離 に あた っ て も，工S 以外 に利用 し

や す い 炭素源 を 添加 した 培地 を 用 い る こ と も
一

考を要

す る と こ ろと思われ る．しか しな が ら，もしこ の よ う

な培地を用 い て 土壌等の 集積培養を行えば ，
LS 以外

の 添加 した炭素源を利用す る微生 物 が 優 先的 に 集積 さ

れて しま うこ とが予想 され る．そ こ で LS 分子中に は

硫黄が存在す る こ と に注目 して 前述の 硫黄を制限した

培地を 用 い ，LS と無 関係 に 生育す る 微生物が 集積さ

れ る こ とを防い だ．こ の 培地を用い て さ き の 土 壌 試料

よ り50種 に つ い て 集積培養を行 っ た と ころ，数回の 新

鮮培地へ の 植えつ ぎの 後 に も良好な生育を示 した 3種

の 培養を得 た．そ の 中の 培養 0−7 に つ い て は ， 増殖 に

伴 っ て 黒褐色 を 呈 した培養液をすみや かに 脱色す る能

力を持つ こ とがわか っ た．こ れ に対 して ， 他 の 2種に

つ いて は 脱色能 は認 められな か っ た．天然の リグニ ン

は淡ク リーム 色で あ るが ，
LS や チ オ リグニ ン は黒 褐

色を呈 し， この色は主 として キ ノ イ ド構造，カ テ コ ー

ル や フ ェ ノ
ール 性水酸基 と金属〔主 と して Fe（III）〕と

の キ レ ート形成，カ ル コ ン 構造 な どの カル ボ ニ ル 基と

二 重結合を含む共役系 の 存在 によ る もの と い われて い

る．11） 実際に 3 種 の 培養 に つ い て LS 量の 変化を 280

n ロ ・ の 吸光度を 測定 して 追跡 し て み る と脱色能と LS

の 除去能は
一

致 して い た．培養 0−7 は 2 種 の 糸状菌の

混合 した もので あ っ た か ら，こ れよりそ れぞ れを単離

した （0−7W ，〔ト7G ）．糸状菌 〔ト7W に つ い て は もとの

培養 と同程度の 脱色 （LS 除去）能を有 して い た が，

O−7G は培地 を脱色 しなか っ た．な お ， 糸状菌 0−7W

の 培養液 か らろ別 した菌体 は黒褐色を呈す る こ とか ら，

除去 さ れた LS は菌体表面 に 何らか の 形で 吸 着 して い

る こ とが 予想 さ れた．

　糸状菌 0−7W の 生育 は 匚一S］−LS 培地 で 作 っ た平板

上 に 25℃ に お い て 良好で ， 2 週 間 で 直径 7−8　cm に

達す るが ， しばしばセ ク ターが 出現 した ．ま た，37℃

に お い て は 生育 しな か っ た．分生胞子は灰緑色で ， 古

くな ると灰褐色 とな っ た．分生胞子 柄 は ほ ふ くした菌

糸より直生 （2・5〜3× 10〜50μm ）し，ペ ニ シ リは非対

称体，数本 の フ ィ ア ラ イ ド （2・5〜3x6 〜7 μ m ）から形

成 され た．分生胞子 （3 μm ）は球〜亜球で あ っ た．以

上 の 点よ り， 糸状ee　O−7W は Penicillium　IC属す る と推

定 され た が，1x ・1s ）本菌の 菌学的性質 に つ い て は さ らに

検討を 加 え て い る．
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　糸状菌 0−7W は市販の LS あるい は こ れを透析 した

LS 標品を唯
一

の 炭素源として 生育す る こ とが で きな

い た め，生育 に は 何 らか の 炭素源 を 必 要 と した が，グ

ル コ ース の 他 に ， フ ル ク トース ，マ ン ノ ース ，リボ ー

ス ，キ シ ロ
ー

ス ，マ ン ニ トール ，デ ン プ ン ，エ タ ノ ー

ル ，グ リセ リン 等を 利用 した．本菌株は これ らの 炭素

源の 存在下 に グ ル コ
ー

ス の 場合 と同様 に培地 中よ り

LS をよ く除去 した，

　分生胞子の 懸濁液 （104・− 1051ml）の 1皿 1を グル コ ー

ス 109
，
LS 　4．19 （A2Bo，　48・4）を 含 む ［

−S］−LS 培地 に

接種 して ，
30℃ に て 培養経過を測定 した （Fig・1）．胞

子懸濁液は 10日間斜面培養した もの に殺菌水 10m1 を

加え て 調 製 した，本菌は お お よ そ 90時間で グル コ
ー

ス

を消費 し，菌体量が 最大に達 した．LS は生育 に 伴 っ

て培養液中より減少 し， そ れは生育 の 停止 とともに終

了 した．グル コ ース 109 の 存在 下 で 除去 され た LS

は 280nm に お ける吸光度の 減少量 に して 28・2に達し

た ． こ の 量は添加 した LS の 約 2・4g に相当 した．こ

の よ うな 培養期間を通 じて 培養 ろ液 の 吸 光度 は 280

nm 以外の 各波長 に おい て も全体 に 著 しい 減少 が 認 め

られた が ， 吸収 ス ペ ク トル の 形はほとん ど変化がみ ら

れな か っ た．また，培養後，ろ別 した菌体を 100mM

グ リ シ ン ーNaOH 緩衝 液 （pH 　9．6）に懸 濁 した の ちス

ター
ラ
ーを 用 い て 4℃ に て 12時間ゆ るや か に か くは ん

して か ら，そ の ろ液 に つ い て 吸光ス ペ ク トル を測定 し

た と こ ろ，そ れ は，培養前 の 培養液の 示 した もの とほ

ぽ 等 しい 結果で ， また ， 培養中に 減少 した 280nm に
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　　on 　growth　of 　st瓰 in 〔ト 7W ．　 Cultural　 conditions

　　 wcrc 　the　same 　as 　in　Fig．2．

　　■ ，
vvith 　lignosulf・ nate ；▲ ，

　without 　lignosu］　fonate・

お け る吸光度 の約90％以 上 の 値を 示 した．硫黄化合物

の 制限下 に お け る LS の 除去 は上述 の よ うな経過をた

ど るが ， 糸状菌0 −7W を硫酸根を含む培地 で培養した

場合 に は，除 去 さ れ る LS の 量 は著 し く減 少 す る こ と

が 見出され た ，そ こ で LS の 除去に 及ぼ す硫黄化合物

の 影響を 硫酸 ナ ト リウム を用 い て 検討 した．そ の 結果

をFig・2 に示す ，培養液中か ら除か れ る 1・S の 量 は添

加 さ れた硫酸ナ トリウム の 量が 5mg μ以下 で は 280

nm にお ける 吸光度 の 減少量 に して 28〜30に達 した が ，

添加量 が 約 10 皿 gtlを境に著 し く影響され 減 少 した。

しか しなが ら， 十分な硫酸ナ トリウム が添加され た場

合 に も少量 の LS は培養液か ら除去され ， そ の 量 は吸

光 度 の 変化 に して 5．9 で あ っ た．次 に 生育に 及 ぼ す

LS と硫酸ナ ト リウ ム の 影響を み る と，　 Fig・　3 ｝こ示す

よ うに培地に LS を含ん で い な い場合に は ほ とん ど生

育が認められず ， こ れ に硫酸ナ ト リウ ム が添加 さ れ る

と増殖 が は じ ま っ た．また，そ の 量が 10mg μ以上 に

な る と良好とな り， 最終的に はろ別 した菌体 の 乾燥重

量 は2・5　gttに 達 した．一
方 ，

　 LS を含ん だ培地 に お い

て は，すで に 述べ たよ うに 硫酸ナ ト リウ ム を添加する

こ とな く生育が認 め られ ， ろ別した 黒色 の菌体乾燥重

量は 約5　gtt で あ っ た． しか し な が ら，硫酸 ナ トリウ

ム の 添加とともに 乾燥重量 は減少 し，お お よ そ 2．5g μ

付近 に 落ちつ くこ とが わか っ た．こ の 場合，菌体 の 着

色の 程度 は か なり薄 くな っ て い た．と こ ろで ，さ きの

Fig・　2 の実験 に お い て，280   に お け る 吸光度の 減

少量をms の 重量 に 換算す る と 2・5−O・5　gμに 相当 した．
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こ れ らの値をそれぞれの 硫酸ナ トリウ ム の 濃度 に お い

て 得 られ た 乾燥菌体重量 よ り差 し引 くと，そ れ らの 値

は測定 した す べ て の 濃度 に お い て ほ ぼ 2・59 となる こ

とがわ か っ た．以上の 結果よ り，糸状菌 0−7W は培養

液中の LS を適当な 糖類の 存在下 に 菌体 に 吸着 あ るい

は 取 り込 み，そ の 量 は菌体重量 に ほぽ 匹敵する と考え

られ る 量 に 達 す る能力を 持つ こ とが 示 され た．

　最近 ，
Steinitzi4） は LS を唯

一
の 硫黄源 と して 数種

の 微生物を 分離 し，こ れら の 菌株の 細胞抽出液中に

arylsulfatase の 活性が 存在する こ とを 報告 して い る．

本研究で示 した 糸状菌 O−「w に よ る LS の 除去現象の

詳細に つ い て は今後の 検討を待 た ねばならな い が，本

菌株 に お い て も類似の 酵素の 作用 に よ っ て 1・S 分子中

の 硫黄が 利用 され て い るの かどうか は興味の 持た れ る

とこ ろ である．

要 約

　硫黄化合物を制限 した培地を用 い て ， リグ ニ ン ス ル

ホ ン 酸 に作用す る微生物の 分離を試みた．

　分離菌株 ， 糸状菌 0−7W は Penicillium属 に 属 す る

と推定された．本菌株は il グニ ン ス ル ホ ン 酸を唯一の

炭素源 と して 生育す る こ と はで きな か っ た が，グル コ

ース 109 を 含 む培地 に お い て 初発濃度 49 μ（A280・

47・2）の リグ ＝ ン ス ル ホ ン 酸 に作用 して，約 96時間で

280　nm に お ける 吸光度の 減少量 に して 28〜30に 相 当

する量を液中よ り除去した．こ の 過 程 で 菌体は 黒褐色

に着色 した。除去作用は培地中の 硫黄化合物の 存在 に

よ っ て 著 し く影響を受け ， 硫酸ナ ト リウ ム が 10mg μ

以上の 濃度 で 添加 さ れ る と除去量 は 急激に低下 し，

0．5gμ以上 の 添加で は，無添加 の場合 に除去され る量

の 20％以 下 とな っ た．

終わ りに ， 本糸状菌の 同定IC関 して ご指導 い ただきました 国立

衛生試験所真菌室 長 宇 田川 俊
一

博 士 に深 謝い た します．
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