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　　　Possibility　of　an 　industrhl　 application 　 of 　 flagelJate　 algae
，
　 particularly　 some 　 strains 　 of

E πglena，　which 　are 　found　most 　frequently　in　the　polluted　sewage 　ditches　where 　the　level　of

diss・lved　 oxygen 　 in　 the　 water 　 was 　 determined　 no 　 more 　 than 　 one 　 part　per　miUion ，　was

studi ｛虹．

　　　Fourty−thrθe　strains 　of　Euglena，
　induding　a　strain　of 　E．　sanguinea 　and 　g　strains 　of

other 　algae ，　e．9．，　 Cゐlam：ソd｛mtonas ，　Pyi』obotrys ，
　 Gonium ，

　 Pand（7rina 　and 　Haematococcus，
were 　isolated　fro皿 the　water 　as 　axen1c 　 cultures

，
　by　 means 　 of 　the 　washing 　technlque．

　　　M （rst　isolates　oould 　propagate 　under   rtain 　 anaerobic 　 conditions 　 so　 far　as　 appropriate

a皿 ounts 　of　organic 　nutrients 　and 　light　were 　supplied ．　 In　the　head　space 　of　the　closed 　cdture

in　a　vacuum 　ampoule ，
　sma 皿 amounts 　of 　OO2 　 and 　O2　were 　dete（rted．

　　　The　growth　respon   to　the　kinds　 and 　 ooncentrations 　 of　 nutrlents 　 varied 　 among 　 the

strains ．　 It　was 　striking 　tllat　Pyroうo勘 ッ5　 sp ．　 and 　O ‘乃プ omonas 　danica　propagated　abundantly

in　organic 　media 　containing 　more 　than 　8％ glucose．　 Sorne　flagellates，　e．　g．，　Eaglena　gracilis
and 　 O ‘ゐ厂omonas 　 danica，　 were 　 more 　 resistant　 to　 bacterial　 contaminations 　 than 　 the　non −

flagellated　green　algae 　in　the　cl・sed 　system ．

　　　Euglena 　gracilis　consumed 　up 　to　 1．5％ glucose　 phgtoheterotrophicaUy　 within 　10 ｛洫ys

without 　aerat 正6n，　 giving　 a　 yield　 of　 O．33％ on 　 the　 me 〔hum 　of　 dτied  II　materials
，
　which

contained 　about 　52％ cnlde 　protein　and 　26％ cn ユde　fats．　 Under　the　same 　 condi 磁ons
，
　 about

80％ COD 　was 　eliminated 　from　a 　sewage 　 mode1 ．

　　　The　advantages 　of　seeding 　 these　 flagellates　 were 　 discussed　 for　 aecomplishing 　 a 　 high

degree　 of　 sewage 　 puri丘cation 　together　 with 　the　product玉on 　of 　a　single 　cdl 　pr（rtein　by　the

non ．aerated 　tr〔｝atment 　deviced　 from　the　r（£ ults　above 　mentioned 。

　　　　　　　　　　　　　緒　　　　論

　汚水処理媒体， single　cell　protein 源 な ど と して 微

細藻類 を 工 業的 に 利 用 す る た め の 研究の ほ と ん ど は，

そ の 対象が ，
Chlorella

，
　Scenedesmusな ど ， 鞭毛を

持 た な い緑藻に 限られて い る観 が あ る．しか し，自然

界，とくに 有機質 に富む汚水中に は ， む しろ鞭毛藻の

方が 多 く見出され る．鞭毛藻 は運 動性をそ なえ て い る

の で ，撹伴な どの 人工 的管理 を あ る程度省くこ とがで

き ， また ， そ の 多 くは硬 い 細胞壁を持 た な い など， 注

目すべ き利点を持 っ て い る．
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　鞭毛藻 の 工業的利用に つ なが る研究と して は， 筆者

らの鞭毛藻培養法’》
， Eu8此ena の 栄養分析：・1〕，　 Eag −

lena と細薗の 混合培養O
，
　 E 麗8如 σ に よ る廃液処 理

4，

の 研究の他， 大久保らの 予備的研究の
， Kott らに よ る

野生 Euglena の ア ミノ 酸分析” などが，わ ずか に見

られる．ζれ らは ，
い ずれも， た また ま手に 入 っ た特

定 の株を用い た研究なの で ， 更に視野を拡げて ， 広く

野外を調査 し， 鞭毛藻の 分離法を確立 し， そ の 工業的

利用 の 可能性を見きわ め る た め の 基礎的な実験を行な

っ た．

部発酵化学研究施設の南を流れて い る巾約 50［m の ．

底が 泥 の ま ま の 下水溝の 4 月下旬に お け る観察例を示

す．住宅群の台所下水が地下を通 っ て図の左端の マ ン

ホール に集まる．そ の 近 くに は白い Beggintoaや藍

色 の Oscr’Uaton ’
a が多 い が ， 少 し進むと水底が一面

に Eu8♂ena の 濃緑色 に覆われる．こ の あた りまで は，

溶存酸素が 0．1ない し 1　pprn 程度である．下水は 次

い で 8mxsm の コ ン クリー ト製の池に入るが，ζ の

池の 表面 ICは haematochrome粒の変形に よ り変色す

る ζ とで知 られて い る Ettglena　5anguinea9 》 が一面

実験方法 お よび 結果

1． 野外調査　　年間を通 じて ， 主として 甲府市内各

所の 下水溝，池な どICおけ る藻類 の 繁殖状態お よ び，

pH ，
　 COD

， 溶存酸素量などを観察 した．

A ．実験方法　　藻類 の 繁殖状態 の 評価 は ， 肉眼， 写

真 および 鏡鹸 に よ っ た．分析すべ き試料水 は，500

m1 三角 フ ラス コ と市販 の ポ リエ チ レ ン 製液体移注ポ

ン プを用 い て 作っ た Fig．1 の よ うな採水器 で採取 し

て ，空気との 接触を断 っ た まま持 ち帰り，直ちに 分析

した．PH は ガ ラス 電極 pH 計 ，
　COD は ア ル カ リ性

過 マ ン ガ ン 酸カ リ高温法e》
， 溶存酸業は F泌 2 に 示す

容器を用 い
， 空気を断 っ た まま， 東芝ベ ッ ク マ ン製溶

存酸素計に よ っ て 測定 した．

B ．実験結果　　汚水 が ゆるやかに流れて い る下水溝

の場合， 冬は珪藻， 夏は藍藻が多い が ， 冬至過ぎか

ら夏至の 頃に か けて Ezaglenaが 出現 し，特 に 3 〜 4

月 に かけて 爆発的に堪殖する．Fig、　3 に山梨大学工学

O 》e imen

F逡4 ・
「
APP 訂 豊tu5　for　th

’
e 職 np 苴  df　sevvagie ．

Fig．2．　 ApparatUs　fOr　 the　determinatien　of

　　d  1▼ed 　oxygen ．

F憾 3．Dissolved　6xygcロ 暴nd 　cop ▼巴1ues　of

　　so   dong　a 　ditih洫 whiCh 　Eugllena
　　was 画   abundlindy

齟
（A幽 1968）．
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に 繁殖 し ， 日 中は煉瓦色 ， 朝夕 は緑色を呈 して い る．

池を出る と COD が低下 し，溶存酸素は数十倍 に増加

し． 生物相と して は褐色の 珪藻が 多 くな る．

　 こ の よ うな傾向 は他 の 多 くの 下水溝 に も認め られ，

Euglena は溶存酸素 の 乏 し い 汚水 に よ く繁殖 す る と

結論され る．止水 の 場合は Chlamydemonasが繁殖

して い る こ とが多い が ，こ こ に 記 した 以外の 藻類が 強

度 の 汚水 に，長期 に わた り，か な り濃密に 繁殖 して い

る例に は 遭遇 しな か っ た．

2． 藻類の 純粋分離　　Chlorellaな どは無機培地を

用 い た寒天平板法で，たや す く分離 され るが Euglena

な ど は 無機培地 に生 育 し難 く， 有機培地 で は 細菌や 糸

状菌 の 方が早 く増殖す る の で ，単純な寒 天平板法で は

分離 し難 い．そ こ で ，Euglena　gracilis　 Z−・strain の

保存株 およ び野生の Euglena を用 い て各種 の 分離法

を試 み た．しか し，抗生物 通 添加法，各種沖紙 お よ び

メ ン ブ ラ ン ・フ ィ ル ターに よ る汐過 法，沖紙 パ ル プ を

用 い た ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

類似法 ， 趨 光性 利用法，

Lindnerの 小滴培養法，　 Fott らの 酸性培地法t°），　 Mc

Daniel の フ ェ ノ t ・ル 洗 滌法
u ） お よ び，こ れ らの 併 用

法 は，い ずれ も不成功で あ っ た．こ れ は ，
Ettglena

の 場合，細胞が損傷 を受 け や す く，また 孤立 し た細胞

は きわ め て 好適 な 条 件 で な け れ ば 増 殖 しな い た め か と

思 わ れ る．成功 した 唯一の 方法は 次の と お りで ある ．

A ．水滴 に よ る洗滌法　　乾熱滅菌 し た シ ャ・一一レ を

50〜 80倍程度 の 双 眼実体顕微鏡 の 視野 に置き， 約0．05

ml ずつ の殺菌水 の 小滴を 10〜20 滴 ぐらい ならべ る．

端 の 1 滴に 藻を含む試料を混 ぜ，顕微鏡で の ぞ き なが

ら， 毛細管 ピペ ッ トを 用 い て 1 個 の 細胞 を吸 い 取 り ，

次 の水滴に 移す．以下 こ れ を水滴 の 数だけ反復して 洗

滌 し，最後に培地 に移 し， 照明下 に20℃ で培養す る．

　 Gord。n12 ）
は野生 Euglena 用万能培地として ， 穀

粒な ど ， 土 壌 ， 水 の 重 層系を推奨して い る が ，
こ れ で

は 生育 の 検出が 困難で ある．そ の 他，種 々 の培地を試

み た が ， 現在 の とこ ろ，次 の培地 が 最も成功率 が 高い

よ うに 思 われ る． Euglena が生育 して い る下水溝 の

泥 5009 に水道水 1．S6 を 加え，130℃ 20分 間 オート

ク レ ーヴ を か け，遠 心 分離 した 上 澄 液 20m1
， ポ リペ

プ ト ン
， 酵母エ キ ス （ミース ト）， ブ ドウ糖， 酢酸 ア

ン モ ニ ウ ム そ れ ぞ れ 19 ， 硝酸 カ リウ ム 0．59 ，KHz

PO4，　 K ，HPO ‘ そ れぞ れ 50mg ，　MgSO ‘
・7　H ，O 　3〔｝mg ，

Koren −Hutnerの 微量 元素
ls）を水 道 水で 16 に の ば し

た もの に 寒天189 を溶解 し， 試験管 に約 10ml ずつ 分

注 して 115℃ 15分 オートク レ ーヴを か け、斜面に 固め

た 後，斜面 の 高 さ の 約 V3ま で 無菌的に 殺菌水を注加 し

て 2相培地 とした もの で あ る．

　 上記 2 相培地 の 殺菌水 の 部分に 1 個 の 細胞を入れ て

1〜2 週間培養 した 後 ， 雑菌が 生育せ ず，ル
ー

ペ で 認

め られ る程度の コ m ＝ 一が 現れ た ら，鑢で ス パ ーテ ル

状に 加工 した エ ーぜ で 切 っ て ，
一部 は 水中に 留め，一

部 は斜面上に 引 き上げて，更に培養を続け る．株 に よ

り，液中に よ く生育す る もの と，寒天 上 の 方が 繁 殖 が

よ い もの がある．コ n ニ ーが肉眼で 認 め られ る よ うに

な っ た ら，各種の 培地 に分けて 接種し，適 した培地を

決 め る．

B．実験結果　　1969年 3 〜4 月の 間 に 70 株 の 藻を

分離 した が，死 滅させ る こ とな く，秋ま で 維 持 す る こ

とがで きた の は ， 次 の 52株 で あ っ た． Scenedesmus

属 3 ；Chlamydomonas 属 2 ； 1「yrodotrrVs 属 ユ ；

Gonium 属 1 ； Pandorina 属 1 ；H …ematococcus 属

ユ ；Euglena 属 34． い ずれ も分離に 使用 した と同 じ

培地および，寒天を0．25％と した SQft　agar に 接種し

て 照明下 に 20℃ で 十分繁殖 させ た 後，10 ℃ の 低温室 に

プ ラ ン トル クス 蛍光灯照 明下で 保存 して い る．3 カ 月

毎 に 植え継 い で い るが，時々検査 し， 変色 の 兆 候が認

め られた株は，そ の つ どに直ちに 植え継ぐ．い ずれ も

未 同 定 で あ る が， Englena の 1 株は E ．　Sanguinea

と 認め られ る．43株 の Euglena の 中で ， 試験管内で

の 生育が 比較的早 く，通 常 の 方法 で生 理 的試験をお こ

な い や す い もの は 8 株で あ っ た．これ以外の 株も， 下

水溝の 中で は お う盛 に生育 して い るの で ，条件 に よ っ

て は実用 に供 さ れ る可能性が ある もの と思われ る．

3． 培地等 の検討　　藻株の 培養保存の た め に も工 業

的利用 を 考 え る た め に も， 炭 素源 お よ び 窒素源 の 資化

性を調べ る必要があ る．また従来，習慣 的に ， 藻類の

培養に は有機質濃度が 低い培地 が用い られ て きた が，

工 業的に 利用 す る た め に は，有機質濃度を 上 げ た 場合

の こ とを検討す る の も有益 か と思 わ れ る．

A ．炭素源お よ び 窒素 源 の 検討　 Euglena な ど 細 胞

が大型な藻 の 場合， 接種量 が少な い と，種 の 中の 細胞

の 絶対数が きわめ て 少な くな り，
lag　phase の 期間中

に 死滅す る か 否か が属然 に 左右されや す く，ま た 酵母

エ キ ス など の 複雑な 窒素化 合物が 少量存在 しな い と生

育 しな い こ と が多 い の で ，厳 密な 意味 の 栄養要求試験

は容易で ない．そ こ で ， とりあえず次 の 方法 に よ り，

実用的な意味の 試験を行な っ た．

　Table　1 の 基礎培地 に ， 炭素源を変え る場合は，硝

酸 ア ン モ ニ ウム O．　1％，窒素源を変え る場合に は ブ ド

ゥ 糖，
O．2％，酢酸 ナ ト リウ ム 0．1％を加 え，炭 素 源 ま

た は窒素源 とな るべ き物質 0．1％ を 加 え た もの を，綿
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Table　1．　 Basal　medium 　 without 　 gr（ms 　 N −and
　 　 C −sources ．

Ingredients

Yeast　extracts

K3　 citrate

Fe（NH ，）2 （SO4）2
・6H20

MgSO ‘
・7H20

ZnSO4・7H20
MnSO ，

・H20

（NH ，）fiMOTO21 ・4H20

CuSO ‘
・5H20

HsBOsNHNO

，

CoSO4・7H20
NiSO4・6H20

Thiamine　HCl
Cyanocobalarnin

ppm30050050302518

　 4

　 1．8
　 0．6

　 0．5

　 0．5

　 0．5

　 1

　 0，005

Table 　2．
’
Growth 　responces 　of 　 algae 　 to　N −

and

　 　 C −sOUIces ．

　 　 　 　 　 　 　 N −
souroes

Group

一
ABCD ＋

＋

幵

卦

　 十

＋ （
一
）

＋ （一）

＋ （
一
）

　 什

　 昔

　 幵

＋K ＋ ）

　 升

　 升

幵 （＋ ）

幵 （＋ ）

C −sources

G1。。。、eFA 。 et。t。

什

　 十

升

＋ （
一
）

＋

什

＋

什

A 二 Ettglena　97
’
acilis 　var 加 ‘illaris，　Euglena

　 sp ．5012，　Haemateco ‘‘us 　sp ．5032．
B ： Euglena 　gr αごilis　Strain　Z

，
　Euglena 　sp ．5039．

C ： Euglena 　 spp ．5007，5037，5058．　 Pyrobotrys

　 sp．5069，　C 乃♂砌 tyd 伽 on α 5　 sp．5004．
D ： Euglen α　spp ．5065

，
　e5066 ．5067，　Scenedesmus

　 sp．5001，　C ん♂07
【
elta 　Pツreneidosa 　C−28

，
　Chlo 凾

　 reZla 　vulgaris 　C −30．

Abbreviations； 十 十 ，
　growth 　abundant ； ＋，　 mo −

derate；　一帖none ．

栓 した血清試験管に 3ml ず つ 分注 し，115
°C に15分加

熱滅菌 した 後 ， 藻の 細胞懸 濁液 0．1ml を 接種 し，
30W

プ ラ ン トク ル ス 蛍光灯 2本 で 照 明 した 内容積　60 × 60

× 50cm3 の 冷凍機 つ き定温器内で 20℃ で 1 カ 月間培養

した．細胞懸濁液は，分離用培地 か ら寒 天を 除 い た 液

体培地 に藻 を 接種して ，照明下 20°C で 10日間培養 し，

殺菌水 で 1 回遠 心 洗浄 した 後，もと の 培地 と同重 の 殺

菌水 に懸濁 した もの で あ る．

　試験管内で は ，Eecglenaの 多くは 膠質塊状，　 Pyo −

botrysな ど は粗粒状 に 生育 し，比 濁，計数 な ど が 困

難な の で，生育度 の 評価は 肉眼 に よ っ た．

　供試48株の 中で 32株は ほ とん ど生育せ ず，生育 の た

め に ペ プ トン な どが 必要 な もの かと思われる．保存株

を含む 16株 に っ い て の 試験結果を Table　2 に 示す．窒

素源 4種， 炭 素源 2 種 に 対す る態度 か ら，大まか に 分

類する と，次 の 4 つ の タ イ プに な る．上 の 5 株は窒素

源 と して 尿素 や グル タ ミ ン 酸を好み， そ の 内 3株は炭

素源 と して ブ ドウ糖を ， 2株 は 酢酸塩 を 好む．次 の 5

株は硝酸塩 とブ ドウ 糖，最後の 6 株 は 硝酸塩と酢酸塩

を 好む タ イ プ で ある．各 グル ープ に Euglena が 含ま

れ て お り，Euglena は生理的 に は，かな り多様な 生

物群で あ る こ とが想像 され る．

B ．培地 濃度 の 検討 　 無機成分は Table　1 と 同 じ と

し，
こ れ に酵母 エ キ ス ， ポ リペ プ トン ， ブ ドウ糖を

そ れぞ れ 1 ％，尿素，酢酸 ナ トリウ ム をそれぞ れ 0．1

％加 え た もの を 標準培地 とし， 標準培地 の 0．06な い し

2倍濃度の 培地 お よ び標準培地 の 0．5倍 濃度 の 培地 の

ブ ドウ糖の み 4〜 8％と した もの を 作 り，こ れ らの 培

地 10ml に ， 藻 の 細 胞 懸 濁 液 ・0．3ml を 接種 し， 照 明

下 20 °C に 15 日培養して ， 肉眼 に よ り生 育度 を比 較 し，

Somogyi法 に より，残糖を しらべ た．

生育度を Fig．4，残糖を Table　3 に 示す．鞭毛藻 の

中で も，Gonium 　5070 な ど は典型 的 な淡水藻 で ，
ご

くうすい 液 に しか 生育 しな い．PrVi’obotrys 　 5069，

Fig．4．　 Algal　growth 　in　 the 　media 　 co 皿taining

　　 varied 　concentrations 　of 　glucose，　三ncubated

　　at 　20　for　150C 　days．

　　　5069：P．・ソrobotrys 　sp ．，　Ochr．：0 ‘hromonas
　 　 　 　 　 danicα ．
　　　 5003：Scenedes” tus 　sp ．，　C　28 ； Chlorella

　　　　　 血yrenoidosa ，

　　　C30 ： cnlorelta　vulgaris ，　E　2 ： Eugtena
　　　　　 gracilis 　var ．　bacillaris，
　　　 EZ ：Euglena　g 厂 a ‘t；lis，50D4 ： Chlamy −

　　　　　 domonas　sp．，

　　　5066，5007： Eugtena　sp．，5070 ：Gonium　sp ．
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Table　3．　 Residual　gluoose　after 　15　days　 incu・

　　bation　 of 　osmo −tolerant　 algae ．

Initial　COnCentratiOn
of 　glucose 　（％）

0 ‘hromonas 　dani‘4

丑ソrobotrys 　sp ．5069

Scenedesmas　sp．5003

4

2．2％
1．7 〃

1．9 〃

6

4．e％
3．2 〃

4．1 〃

8

6．3％

5．5 〃

6．7 〃

Ochromon αs　danica　IAM 　CS −2 は，ブ ドウ 糖8 ％ の

液 に も さ か ん に 生 育す る。 これ らは 1 ％程度の ブ ドウ

糖は たや す く消費す る が ， 極端に高濃度の 場合 は，短

期間 に そ れらを 消費 して し まうこ と は ない．

4． 閉鎖培養　　無機培 地 で 藻 類 を培養 す る 場合，二

酸化炭素を 5 ％以下含む空気を通 ず る の が ふ つ うで あ

る．分離用培地 か ら寒天を除 い た有機培地に Euglena

gracilis　Z−strain を 接種 して ，種々 の 組成の 気体を

毎分培地量 の 10％の 割 に 通 じな が ら， 照 明下 に 10日培

養 したと こ ろ，空気に 5％ の 割に 二酸化炭素を混ぜ た

もの で も，20％の 割に 混ぜ た もの で も生育度は変わ ら

ず， 空気 の 代りに 窒素 を 用 い て もよ く生 育 し ， 空気 の

代 りに 酸素 を 用 い る と， 生育が抑制され た．以上 の予

備実験お よ び，野外で は溶存酸素分圧 が ， 低 い 汚水中

に Eugtena が よ く生育 して い る こ とか ら想像す る と，

Ezagtenaな ど は ， か な りの 嫌気状態 に 耐え る もの と

思わ れ る．通気不要 とい うこ とは工 業的な 観点か らき

わめ て 興味深 い 事実 な の で ，閉鎖系で 培養す る こ とを

試み た，

A ．密閉状態で の Euglenaの 生育　　綿栓 し，乾熱

滅菌 した 径 16mm の 試験管の 中程を 加熱 し，引 き

の ば して 毛細管 と し ， 前述 の
’
有機培 地 に Euglena

gracitis　Z −strain を 5％の割 に接種 したもの を無菌的

に 入れ ， 減圧 した後， 常圧 に もどして 毛細管よ り下 の

部分を液で み た し， 更に水銀柱3mm の 減圧状態に 1

分間保 っ て溶存酸素をよく除 い て か ら， な るべ く気相

部分を残 さぬ よ う，毛細管部 を熔封した ア ン プル 2本

お よ び，対照と して 同 じ液 を 綿栓試験管に 10ml ず っ

入れ た もの を 2 本ず つ 作り，
1 本ず つ は 照 明下， 1 本

ずつ は光を さ え ぎ っ て，いずれ も 20 °C で 培養 した，

　 照 明下 に培養 した もの は 対照とほ とん ど変 らな い 程

度に よ く生育し，3 カ 月後 に も緑色 を 保 ち ， 毛 細管部

を鏡検す る と，さかん に 遊泳して い た．暗所 で培養 し

た 方 は，対照は黄白色 の 藻体が増殖して い たが ， ア ン

プ ル の 方 は全 く生 育 して い ない ．しか し，培養 10日 後

に 照 明下 に 置 くと ， 更に 6 日後 に は，最初 か ら照明 し

た もの と変らな い 程度に 増殖 し ， 死滅して いな い こ と

が証明さ れた．

B ．嫌気培養　　前記 の 実験で は ， 培養 の は じめ に は

嫌気状態 が 保 た れ て い た に相違な い が，なん らか の 機

作で嫌気的に 二 酸化炭素を 生 じ
，

こ れ が 光合成 に 利用

されて 酸素となり，直ちに 呼吸 に使われて い な い とは

限らな い．そ こ で 更に 嫌気状態を確実にする た め ， 次

の 実験を お こ な っ た．

　前記 の 有機培地 に可溶性澱粉を 1 ％加え た もの 10

ml ずつ を 入れ た綿栓試験管に 4 種の 藻を単独 に 接種

した もの お よ び，Clostridi” m 　butyricπm 　IFO −3859

と混合接種 した もの を嫌気 ジ ャ
ーに 入れ ， ア ル カ リ性

ピ ロ ガ ロ ール 液 お よ び 室温固形触媒 を 添 え．空気を

工．2気圧 の 水素 で 置 換 し ， 照 明 下 20℃ で 培養 した．対

照 は ジ ャ
ーの 外で 培 養 した．4 日後 の 観察結果 を

Tab三e 　4 に 示す．

Table　4．　 Photo−heterotrophic　 growth 　 of　algae

　　 under 　 strictly 　 anaerebic （A ） anc 　 natura1

　　（B）oonditions ．

一
Euglena　gracilis　Strain　Z

Ochromonas　dani‘a

Chlam ツdomonas　 sp ．5004

珍 o うo ’7：y5　sp ．5069

5‘enedesmus 　sp．5001
Chlorella　pyrenoidosa　C−28

什

幵

＋

十

幵

朴

升

廾

＋

荘

Abbreviations： See 　Table　2．

　も し分子状酸素が発生すれば， 室温触媒およ び ピロ

ガ ロ
ール の ため ， 直ちに 除か れ る は ずで あ るが ，

IO日

間 の培養期間を通 じて
，

ピ ロ ガ ロ ール 液は淡黄色 を 保

っ た ままで あ っ た．したが っ て 分子状酸素はほ とん ど

発生 して い な い もの と思われ る．Clostriumを接種し

た試験管 は ， 翌 日 か ら第 4 日目 に か け て，さか ん に 発

泡し， 生理 的嫌気状態 が よ く保 た れて い る こ とが 示 さ

れ た． E ．　gracilis および Ochrontonas　danica は，

嫌気状態 で も対照 とほ とん ど変 らな い 程度 に増殖 した。

Scendesmus　 5003 や Chlamydomonas 　 5004， 　と く

に 後者 は嫌気的生育が劣 っ て い た．　 E．gr ‘urilis と

Clostridium の 混合培養 は，や や 生育 が劣 っ た が ，

それ で も Clostridium が 発 生す る水素など の 泡が 明

らか に 緑色を呈す る程度 に 生育 した．

C ．閉鎖培養 に 伴 うガス の 発生　　光さ え照射して や

れ ば，有機質を含む 閉鎖系に Euglena などが よ く生

育す る こ とが明 らか に な っ た が ，
こ の 際二 酸化炭素，

酸素，そ の 他 の ガス の，い ずれを発生す る か ， あ る い

は見掛け上 ガ ス を発 生 しな い か，とい うこ とは，生化
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．学的 に も実用的に も興味深 い 問題 な の で ， お よ そ の 見

当をつ けるため ， 次 の 実験を行な っ た．

　 A ．に述 べ たと周 じ方法 で無菌的なア ン プル を作り、

ブ ドゥ糖を 0．3％ に堪した有瀕階地 に 5 ％の 割 に 藻を

接種した もの 4ml を入れ て ， 永銀柱 3   以下 に減

t

OO｝■
●

5

→ 　　　← 　　 →

ー

F匙 5．Preparatian　of 　mm 岨 sealed　8mpoule

　　w 玉th　geeded 　c口lture　medium ．

Fig．6．　 Absort洫 g 　pipe鴕e　fo【 止G　d軸 燉皿

　　of　ga8餡   uht 醴d 洫 止 e 　h觝 d・81m    

　　ammb 　 A ：A   b  tgo    ， C ： A 
　　bi  c  mber 　whh 　c麿幽 M ；A衂 σule

　　witb 　CU1加 鵬 皿 edium 　cut 　i瓜 d蹌 wa 縦 ．

圧 して 溶存ガ ス を除き， 約 12　ml の真空部を残して 熔

封し， 恒温水槽 に浮か べ て ， プ ラ ン トル クス 蛍光灯 の

照明下 に 20℃ で 14日間培養 した．ア ン プル の 製法を

Fig．5 に 示す．

　培養終了偽 ア ン プル を強 く籔 っ て溶存ガ ス を揮散

させ ， 水中に 倒立さ せ て ア ン プル の殯を折 る と，水が

侵入す る の で ， 内外の 水面を合わせ て，印を つ け る，

次に F婚 6 に！示す手製 の 吸収 ピペ ッ トに 水酸化カ リ

ウ ム 濃厚溶液を充た したもの を挿入 し， ガ ス を吸引，

撲出 して 二 駿化炭素を 吸収 し， 水面に印を つ ける．次

に アル カ リ性ピ ロ ガ ロ ール を充た した吸収 ピペ ッ トを

用 い て 酸素を吸収して 水面IC印をつ け ， 最後 にパ ラ ジ

ウ ム 黒 を詰め た 銅管を挿入 して 水素を 吸収 し， 印を つ

ける．ア ン プル を乾燥させ た筏 メ ス ピペ ッ トを用 い

て ， 印の所まで水を入れて ． ガス の量を計っ た．また ，

各藻とも，ア ンプル を破 る 直前に 水冷しな が ら直射 日

光 ic30分 さらした もの を試みた．こ れらの結果を Fig．

71c示す．

　液面上の ガ ス 量は 0．2〜1。6ih！で あ っ た，蛍光灯照

明の場合， そ の ガス の大部分は 二酸化炭素で あるが ，

直射 日 光icさ らすと， 酸素の 割合が増大す る．

D ．好気性幽に よ る酸素の検出　　前記 の実験の結果 ，

光が極端に強くない場合， 閉鎖培養系内部に蓄積され

る酸素 ガ ス は 徽澱で ある こ とが 示され虹 　これ は ．

お そ らく， その 藻の 呼吸に 利用 さ礼 二 酸化炭業と動

的な平衡関係にあるた めと考え ら札 ある程度の 期間

を見た場合，そ の藻 に 必要な量より以上 の 酸素を生ず

るか否かは， 別 の問超で ある．こ の こ とは， 基質とし

　 aE

oa

sbCb

ii

F嬉 7．Camposition　 and 　total　 vblume 　 of 騨 s

　　伽 8e 洫 α…ロ ni1虹 um 　with 　 a葺唖葬1　 cultums

　　就 痴 d 血om   ．
E ： 」Ethrglena　8鴉側 胎 Stm血 乙 0 ： α ル

　 rOttronas 　danie4
S ： 5− 8p 　5003，　C ： Cゐ勣 「ella

　 鋤 renoidasa 　C −28．
a ： 1！｝umi ロ紐t●d　bア 丑uo   t   1｛｛or 　2

　 w ●ek8
，

b：　〃
， a蛆 expoeed 　to　sun 　light　｛br　30

　 皿 ロ 1utcs ．
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て は閉鎖 ， 生物相 の 面 で は開放的な系で 汚水浄化な ど

を行 な う場合 に は重要 な問題 に な る の で ，次 の 実験を

行なっ た．

　発生 した 酸素を 好気性菌 の 発育に よ っ て 検出す る た

め の 予備実験と して 嫌気条件 で は 全 く生育せ ず，生育

すれば藻類とまぎ らわしくな く明瞭に 識別 で き，常圧

の 下 で は 多 くの 藻類 と互 に拮抗 す る こ と な く共存す る

菌 を 検索 した 結 果，AsPergillus 礎 y2 衂 お よ び Geo −

trichum が， こ の条件 に 適合 して い た．そ こ で，前

記同様の 有機培地 に各種藻類 と Asp．　ory2cre また は

G ．candidzam を 混合接種 し，減圧 ア ン プ ル 培 養 お よ

び常圧培養を 試みた．そ の 結果 は Table 　5 の とお り

で ，Euglena　gracili5　Z −strain は ア ン プ ル 内に きわ

め て よ く生 育す るが ， 1 ヵ 月培養 して も好気性菌の 生

育を 許 さな い ，他 の 藻は好気性菌 の 生育 を支え て お り ，

とくに Chlambldomonas　5004 は辛う じて 生育 して い

る程 度 で あ るが，好気性 菌 の 生 育 は 旺 盛 で あ り，有機

培地 か らの 酸素生成能力は藻の 種類 に よ り大差 が あ る

こ とを示 して い る．

E ．細菌 との 混 合培養 　 Euglena な どが 酸 素の 欠 乏

Table　5．　 Aspergil〜駕 50r ッ照 8　as 　a　detector　for
　　 oxygen 　produced 　by　algae 　in　vacuum 　sealed

　　 ampoule ．

Euglena 　gracilis　 Strain　Z

O ‘ゐro 規 0η α 5　 daniごa

C扉 砌 zy ゐ 觚 o πα∫ sp．5004

Scenedesmus 　sp ．5001

Chlo「ella ρツrenoidosa 　C −28

Growth

Algae　IA・P・・r… ae

卅

什

＋

朴

卦

＋

卅

卅

Abbreviatiens： See　Table　2．

に よ く耐え る こ とが わか っ た が，汚水処 理 な どの 場

合，もうひ とつ の 問題点 は雑菌 に 対す る耐性 で あ る．

筆者 らの 1966年 の 研究
4）

で ，
Euglena は Chlorella

に くらべ て 種々 の 細菌 との 共生能力に富む こ と が 明ら

か に な っ て い るが ，こ こ で は嫌 気 条件下 で の 混 合培養

を試 み た．

　前記の Asp ．　oryxae な ど の 代りに Escherichia　 coli

K −12 に 置 き換え た 結果 はlTable　6 の と お りで，多

くの 藻 は混合培養で は ほ とん ど生育 しな い が，Eugle−

na 　gr
’
Ctcilis と Ochromonas　danica は常圧 の 場合

も減圧 の 場合 も， 混合培養の 方が むしろ良 く生育 し，

Ochremonas の 場合， こ の 傾向が 著 しい． 理 由は不

明で あ るが，ひ とつ に は Ochromonas の 食菌作用を

挙げる こ とが で き よ う．

5． 純粋培養試験　　前記有機培地 の ポ リペ プ トン を

1％，ブ ドウ 糖を 1．5％，無機窒素源を 硝酸 ア ン モ ニ

ウ ム 0．2％とした もの 1e を綿栓 した 三 角 フ ラ ス コ に

入れ，Euglena お よ び Chlorellaそ れぞ れ 2 種類 を

接種 して ，とくに 通 気せ ず，照 明下に 20℃ で 10日間培

養 した 結果を Table．7 に示す．通気や撹伴を行なわ

な い 場合，　Chlerellaは 沈降す るが，　Euglena　gracilis

は游泳に よ り液内に 広 く分布 し，糖を旺 盛に 消費 し，

培地 当りの 藻体収量 も多い．

　 こ の 実験 に よ り得 られ た乾燥藻体 の 分析値は 次 の と

お りで あ っ た．（ ）内 は％ を示 す．

粗蛋 白（52．02）， ア ミ ノ 態窒素（6．24）， 粗脂肪（26．62）

粗灰分 （6．47）， 粗繊維 （0．00），可溶性無窒物 （4．58）

水分 （10．31），
RNA （2．40），　DNA （0．34）

ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り検 出された ア ミ ノ

酸 ：G且y，
Ab

，
　 Val，

　Leu ，
　Ileu，　 Ser，　 Thr　Phe，　Tyr，

Tyr ，　Met，　Pro，　Asp ，　Glu，　His，　Arg，　Lys．

6． 汚水浄化試験　　5 種類 の 合成 汚水を 1DOm1 ず

Table　6．　 AlgaI　growth 　in　vacuum 　 sealed 　 am −

　　poules （A ）　and 　ootton 　plugged　test　tubes

　　（T ）三npreience 　 of　 E．　 coli （E）compared

　　with 　pure　 cultures （P）．

Table　7．　 Giucose　oonsumption 　 and   11　yields

　　in　stand 　cultures 　of 　algae 　incuhated　for　10

　　dayS．

A T

・ 1PE　　P

Eugtena　gracilis　Strain　Z　　　　十什

Ochromonas 　 danica　　　　　　 卅

Chlamydomonas 　sp．5004　 ＋

S‘enedesmus 　 sp ．5001 　 　 　
−

Chla「 etla 　Porrenoidosa　C −28

卅

什

＋

廾

什

卅

卅

＋

卅

升

幵

冊

卅

Eugtena　grac ゴlis　Strain　Z

E．gracitis　 var ．　baciltaris

Chlo厂8〜la　Pツrenodiosa 　C −28

C．vulgaris 　C −30

Abbreviations： See 　Table 　2．

Glucoseeonsumed100

％

45 〃

34 〃

32 〃

Yields　of

dried　 ce1  

0．33％

0．20 〃

0．21 〃

0．06 〃

Medium ： Yeast　ex ．0．1，　pQlアpeptone　O．1，　NH ‘

　　　　 NO30 ．2厂glucose 　 1．5 ％ ； m ｛neral

　　　　 QDmponts 　as 　 shown 血 Table　1．
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Fig．8．　 COD 酬 and 　pH 　c11葦mge 　in　sew   e

　　modds 　after　10　day8  且ture　 of　algae　 wi −

　　thout 　eeratk 皿 ．

　　Co皿 pesition　of 　the　sewage 　moclels ： A ，　pep
　　tone　and 　glucose　1％ ε  h ； B，　peptone　O．1

　　％ and 　gluoose　O．5彡6；　C，　peptone　O。1％
　　and 　30diu 皿 ace 血 te 〔廴1％ ； D ，  α 1％

　　εnd 　glucose　O．1多； E，  0．2 ％ 皿 d　glu・

　　cose α 1 ％．

つ 入れ た 100m1 容 の 三 角 フ ラ ス コ に 3種類の 藻を 5

％の 割 に接種 し，平行 して 雑菌に富む汚水を混合接種

した もの を置き，
い ずれも綿栓 の 上をポ リ塩化 − t 一

ル 膜 で覆 っ て ゴ ム ・バ ン ドで しば り，下 か らプ ラ ン ト・

ル クス 蛍光灯 2本で約 1
，500Lx に な る よ う1ζ照明 し

なが ら，
20°Cで 10日間静置培養 した後，遠心分離に よ

り，藻体お よ び菌体をの ぞ い た上澄液 に つ い て，過マ

ン ガ ン酸 カ リ高温法 で COD を測定 した結果を Fig．8

に 示す．COD 除去能力は曝気 した 場合 とは比帳に な

らな い ほ ど弱 い が，ペ プ ト

’
ン を含む液で は 約 80％ の

COD が除去され て おり， また ，
　 Euglena の 能力 は

Scenedesmusや Chloretlaに優 る とも劣 らない．

考 察

　 今日， 石油 の食糧化などが精力的 に 進 め られて い る

一方で ， 食糧に由来す る有機質廃物が公害 の原因とな

り，こ れ らを酸化分解するだ け の ため に 大きな犠牲が
’
払われて い る．有機質廃物を効率よ く食糧化す る こ と

がで きれば， 二 つ の課題 ic同時 に貢献する こ とに なる

が ， 光が あれば藻類は有機物を基質と して 閉鎖系で よ

く生育 し．しか も総和 と して 著 しい ガ ス の 出入 が ない

とい う実験結果 は，ζ の た め の 媒体として 藻類が 有望

で あ る こ とを示す もの で あ る．しか し，

一
般 に藻類は ，

利用 し得る基質の 濃度およ び 生胃速度の 点 で 細薦等に

劣 る の で，藻類を用 い る ときは，汚水 の稀釈度を高 め，

時 日をか けて処理 するこ とが必婁に な り， そ の ために

は，海洋など，既存産業 の 邪魔 に な らな い 場所を使 う

必璽 が あろ 6．e の よ うな人工 的管理 の困難な条件下

に使用する藻類として は ， 臼律的な逗動能力があり，

また ζの度の 実験の 結果 ， 細菌の 汚染に強く， Si【ゆ

ce皿 pretein として もす ぐれ て い る こ とが示された鞭

毛藻が好適 であろう．有機栄養性の鞭毛藻は，常法に

よ る純粋分離 が 困難 で Euglena の 場合 Cambridge’O

に約 100株 ，
Indiana 大学tO　ic27株保存され て い る程

度で あっ た が， 筆者の方法に よ っ て容易に分離 で き る

こ と が明らか に な っ た の で ， 鞭毛藻利用 の た めの 本格

的研究へ の 道が開かれ た と言え よ う．

総 括

1．　 甲府市内の下水溝等を調査 した結果 溶存酸素が

1ppm もしくは そ れ以 下 の 場所に ， 冬至過ぎか ら夏

の頃に かけて，とくに春分前後に Eu81ena が多く発

生するこ とを示した．

2． 滅菌した シ ャ
ーレ に な らべ た殺菌水 の水滴 の中を ．

毛 細管 ピペ ッ トを用 い て 逐次移 して 洗滌した単細胞を ，

有機培地寒天斜面と殺菌水 の 2相か らな る培地に接種

する方法で ， Euglena　43株， そ の他 の藻 9 株を純粋

分離 した．

3． 代表的な株に つ き， 窒素源および 炭素源の資化性

をしらべ た とこ ろ ， 硝酸塩を好むもの ， 尿素の方がよ

い もの ， 酢酸塩を好むもの，ブ ドウ糖の 方が よい もの

と ， Euglena の 中で も， そ の性質は多様で あ っ た．

Ochremonas， 1『yrabotrPtSに は ブ ドウ 糖 8％を含む

培地中で 旺 鹽 に 生青す る株があ っ た．

4． 多くの単細胞藻類は，有機培地 に 接種 し， 照 明す

れば嫌気条件 で もよ く生育す る．Euglena 　gract
’
lis

の 場合，嫌気性細菌 CIOStridium幡 頻   π との混

合培養 も可能 で ある．有機培地 に藻 を 接種 して ア ン プ

ル に詰 め ， 脱気 熔封 して 照明下 に 培養す る と， 酸素

およ び二 酸化炭素 が生ず るが，そ の 1 およ び組成比は ，

照度や藻の 種類 に よ っ て 異 な る．蛍光灯照明の 場合，

AsPe，7gillUS　eryrae な ど の好気性菌を混合接種 して

お くと ，　Ochi・ontonas
，
　Chlamydomonas ，　Scene46s・・

mus ，　Chlarellaとの 混合の とき は菌が 生青するが，

Euglena　gracts は菌の 生育に必要な量の酸業を放出

しない ．Esc）im
’
cbia 　coti と混合接種 して ア ン プ ル

を用 い て 閉 鎖培養す る と，他 の藻 は ほ とん ど生膏しな

い が，OcJiromonas，　Euglena は よ く生育す る．

5． ブ ドウ 糖 1．5％ を含む有機培地に接種し， 照明下

に 静置培養 したとこ ろ， cntoreLaa　valgetn
’
S は ， 糖

の32％巻消費し， 培地当り0．06％の 乾燥藻体を生 じた

の に対 し， Eugle，ta 　graCt
’
lisは糖の100％を消費して

培地当り．e．33％ の 乾燥藻体を生 じた．後者は粗脂肪

26．62％ ， 組蛋白52．02％で，天然 ア ミノ 酸 18種をす

べ て含ん で い た．

6． 各種の 模擬汚水に藻を 接種 し， 空気 の流通 が悪い
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条件で 照 明下 に 10日間静置培養す る と ， 汚水に よ っ て

は COD の 約80％が 除去 され ，
　 Euglena の 汚水浄化

能力は ， Scenedesmusや Chlorellaに 優 る とも劣 ら

な い こ とが 示 さ れた．

　以 上 の 知 見 に も とづ き， Euglena な ど の 鞭毛 藻 の

工業的利用 の 可能性を論 じた．

　終 りに 臨み ，この研 究の 費 用の一部 は文部 省科 学研 究eelC
よ っ た もの で あ る こ とを 付記 し，実験 の 一部 を担 当 され た清

田 美咲，都築一男氏，貴 重な 示唆 を賜 っ た Indiana 大学 の

Starr教 授．東大応 微研 の 市 村輝宣博士，本学 の 小 原 巌 ，加

賀 美元男，兎東 保之博士 に 深 謝 しま す．

　本報 告の 大要 は 昭和 44年11月，日本醗 酵工 学 会大会，光合

成 シ ン ポ ジ ウ ム に おい て 講 演 した．
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