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序   

国内外を問わず，各地の富栄養化した湖沼では‥偵m叩油を中心とするアオコが大発生し，  

魚類のへい取水道原水のろ退陣害等の被害が起きており，これらの異常発生を防止することは  

湖沼の水質保全をすすめる上で極めて重要な課題である。   

アオコは自然界で異常増殖するにもかかわらず，フラスコ内での培養が困難であり，これまで  

に〟才cγりq5ぬの増殖に関する研究は数少なく．この分野での研究が各方面から要望されていた。  

また各地で大発生したアオコの処理，処分法にも問題を残している。そこで，処理処分法の一つ  

として，アオコの減量化とともにメタンガスの回収を目的とするアオコのメタン発酵について検  

討を加えた。   

また，この報告には，同様な立地条件にある霞ヶ浦と牛久沼とで，なぜアオコの発生に著しい  

差があるかにつき，増殖促進物質，生理の面から検討を加え，キレート物質が増殖の鍵を握って  

いることを再確認するとともに，その存否が上記両湖沼の差とかかわりがあることを示した。   

これらの成果が，アオコの発生の制御並びにアオコの処理，処分の一つとして役立つことがで  

きれば幸いである。  

昭和61年2月  

国立公害研究所 水質土壌環境部  

部 長 合 田  健  
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ABSTRACT  

1nordertocontrolthegrowthofwater・bloomofMicroqJStisinaquaticenvironment，the  

growthanddecompositionofMicrocystiswereinvestigated・   

AbacteriaassociatedMicrocystisaeruglnOSaisolatedfromLakeKasumigaurawastreated  

with the UV radiation，antibiotic treatments and capillary・Pipette washing methods・An  

axeniccloneofflockformingM・aerugmOSaK－3Awasobtainedbythecapi11ary－pipette  

method．   

GrowthcharacteristicsofM．aeYuglnOSaK－3Awerestudiedundervariousphysicaland  

chemicalconditions．Themaximumspecificgrowthrate（FEm8X）wasobservedat350Candthe  

valueofFEm8XWaSl．5d‾1．LightintensitiesformaximumgrowthandFLnaxWerel，0001Ⅹand  

3，0001Ⅹ，reSpeCtively・Thenitrogen，phosphorusandironconcentrationsforJLm8XWerel・O  

mg・l－1，0．05mg・l－1and OLO3mg・l1，reSpeCtively・It was concluded that physicaland  

chemicalenvironmentalconditionsofLakeKasumigaurainsummerseasonweresuitedfor  

thewellgrowthofM   

ThelimitingnutrientsofMicrocysfisinthe filtratesamples ofLakeKasumigauraand  

Marsh Ushiku wereinvestigated・Thelimiting nutrientsin summer seasoninthe Lake  

Kasumigaurawaterwerenitrogenandphosphorus，Whilealimitingnutrientwasiron or  

EDTAfromfalltospring．ThelimitingnutrientsintheMarshUshikuandinfluentriver  

water were phosphorus and EDTAinsummer SeaSOnL Microqstis grows wellin Lake  

Kasumigauramoi・ethaninMarshUshikuinsummerseason・   

A decomposition of Microcystis in a microcosm under the aerDbic condition was 

investigated．DecompositionrateconstantswereO・021dLlat200CandO・034d1at30CC・An  

anaerobic decomposition of Microcystis in a methane fermentor was also studied under 

veriousconditions．The390mlofdigestiongaswasproducedfromlgofMicrocystisin4％  

ofMicroq塔tissolutionat300C．Sixty％ofthedigestiongaswasmethaneandtheresidualwas  

carbondioxide．Thedigestiongasyieldtothetheoreticalyieldwas44％・Itwasconsidered  

thatMicroq′Stiswasagoodmaterialforthemethanefermentation・  
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は じ め に   

本研究の位置づけ   

全国各地の富栄養化した湖沼では，夏期に〟わⅦ耶麒を中心とするアオコが大発生し，魚類の  

へい死，水道におけるろ過障害，カビ臭問題，観光地としての景観の低下等の弊害が生じると同  

時に，最近は毒性を有するアオコが各地の湖で見いだされる等種々の問題が引き起こされている。  

このような弊害をなくすためには，〟gcγ叫′Sぉの増殖機構を解明し，その上で〟fcγ叩5J長の異常  

増殖を抑制する方法を見いだす必要がある。またアオコにより汚濁した湖水を早急に回復させる  

ためには，アオコを回収し，湖水中から窒素，リン，有機物等を除去することが大変有効である  

が，回収したアオコの適当な処理，処分法がなく，回収できないのが現状である。   

本研究は，まずアオコの増殖特性を正確に把握するため群体を形成するアオコの無菌化を試み  

た。次いで得られた無菌株の増殖特性について検討を加えると同時に，毎年夏期にアオコの大量  

発生する霞ヶ浦とアオコが発生しはじめた牛久沼について水質の相違について検討を加えた。さ  

らに湖の水質を回復させるために回収したアオコのメタン発酵による処理法，並びに発生するメ  

タンガスをエネルギー源として利用すべく，メタンガスの生成条件について検討を加えた。   

本研究の経過   

アオコの増殖に関する研究は，昭和52年廉から54年産までの3年敵将別研究「陸水域の富栄  

養化に関する総合研究」の中で開始された。この間の研究成果は国立公害研究所研究報告第25号  

にまとめられた。アオコの発生のメカニズムはこの3年間でかなり解明されたが，依然として不  

明の点もかなり残されていることから，以後も引き続き研究を継続した。昭和55年廉からは，水  

質土壌環境部経常研究「陸水域における富栄養化の機構に関する基礎的研究」の中で取り組まれ  

た。またアオコの分解に関する研究は昭和56年度から58年度の3年間特別経常研究「アオコ，ヘ  

ドロ及び水生植物の回収による水質改善と由収物の有効利用に関する研究」の中で遂行された。  

本報告は，昭和55年度以後のアオコの研究についてまとめたものである。   

なお本研究は，1章 萩原，須鼠 2章 萩原，高村，3章 萩原，4章 大久保，5章 熊  

谷，稲垣，細見，6章 稲森，熊谷が主に担当し，全体の研究のとりまとめ及び執筆を矢木が担  

当した。  

ー 3 －   



研究の概要   

我が国での〟gc作り∫ぬの増殖に関する研究は数少なく，特に群体を形成する無菌の〟わⅥ押め  

の研究は世界でもほとんど報告がなされていない。そこでまず無菌の〟才cγ0り写′ねを分離すべく  

手ヤピラリーピペット法，抗生物質法，UV法等の各種の無菌化法による無菌化を試み，キャピラ  

リーピペット法により細菌を全く含まない，群体を形成する〟gcγ叩Sぬの純粋分離に成功した。   

この無菌株を用いて増殖特性について検討を加えたところ，増殖最適湿度が350Cであり，他の  

藻類と比較しかなり高い温度を好むこと，また窒素，リン，鉄に対し，それぞれ1．Omg・J‾1，0．05  

mg・J‾＼0．03mg・／‾】の低感度で最大の比増殖速度を示すことが明らかとなった。また空気リ  

ン，鉄1mgからは，それぞれ28mg，900mg，1，000mgの藻体が形成された。さらに細菌の存在は  

腑玩即血の増殖を促進させる作用を有していることが明らかとなった。   

次に，毎年夏になるとアオコが大発生する霞ヶ浦とアオコが発生しはじめた牛久沼及びその流  

入河川水中の藻類の増殖制限物質について検討を加えた。霞ヶ浦の夏期のろ通水は，窒素とリン  

が制限栄養物質であった。しかしながら，秋から春期にかけては鉄又はEDTAが制限栄養物質で  

あり，窒素及びリンを同時に添加しても全く増殖が認められないことから，秋～春期にかけての  

湖水は夏期と比較し肪玩叩壷にとって増殖しにくい水といえる。   

一方牛久沼及び流入河川水の夏期のろ通水はリンとEDTAが同時にMicroqtstisの増殖の制限  

栄養物質になっており，窒素及びリンの同時添加でも増殖が認められず，牛久沼の湖水は霞ヶ浦  

に比べ〟fc和り等ぬにとって増殖しにくい水であった。   

さらにアオコの分解について検討を加えたが，マイクロコズム内のアオコの分解速度定数は  

200Cでkl＝0．021dLl，300Cではk．＝0．034d‾1と300Cの方がかなり速い速度であった。一方アオコの  

嫌気的分解について，アオコの分解過程並びにメタンガスの生成条件について検討を加えた。そ  

の結見半連続培養法では，350C，4％アオコ濃度溶液がガス生成に最適であり，1gのアオコか  

ら390mJのガスが生成された。生成したガスの60％がメタンガス，残りの40％は炭酸ガスであっ  

た。ガスの発生量は理論収量の44％であり，アオコはメタン発酵処理されている下水汚泥とほぼ  

同様に取り扱うことが可能であることが判明した。  

ー 4 一   
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1仙crocysfJs∂erU9／ms∂（アオコ）の純粋分離  

1．1 はじめに   

全国各地の富栄養化した湖沼では，〟Jc和り誓ぬの大発生により，魚類の尭死，水道原水のろ退  

陣害，カビ臭問題，観光地の景観の低下等様々な弊害が生じ，大きな問題となっている。  

〟才c和砂Sf太の異常増殖を防止するためには，〟7c和り唱ぬのフィールドにおける増殖特性を知るこ  

とが重要であるが，同時に環境因子を制御できるフラスコレベルでの培養実験により，  

〟∫cγ0（叩ぬの本来の性質を知ることも大変重要である。   

〟血判耶ぬの本来の性質を知るためには，細菌の共存しない無菌の〟∫c和q写めを用いて実験を  

行う必要がある。ラン藻類の中には，〟∫c和り唱ぬ．A邦α占αg乃αのように細胞外に多量の粘質物質を  

出し1・2），これに多数の細菌が付着しているたが＼無菌株を得ることが困難なものが多い。また寒  

天平板培地上で増殖しないものが多いため4）無菌化をより一層困難にしている。無菌化の方法と  

しては，希釈法5），抗生物質や殺菌剤などの薬品を用いる方法‘），紫外線7・8）マイクロピペットを用  

いた洗浄法9〉などがある。さらにこれらを組み合わせた複雑な方法も試みられている10）。これまで  

に，漉血明海の無菌化についていくつかの報告がなされているが，そのほとんどが無菌化によ  

り群体形成能を失ってしまっている9・11）。〟fcγ0り岱ぬは湖沼において常に群体を形成しており，群  

体形成が〟Jc相即5ぬの異常増殖を可能ならしめているという報告もあり12），この点を明らかにす  

る上でも群体形成能を保持した無菌の〟如Ⅵ耶庵を得ることは大変重要である。   

本研究は，霞ヶ浦より分離された群体形成能を有する細菌の共存する〟7c和り谷ぬの単藻株を用  

いて．紫外線照射法，抗生物質法，洗浄法による無菌化を試み，洗浄法による無菌株の分離に成  

功したのでその手法及び確認法について述べる。  

1．2 実験方法  

1．2．1 培養方法   

水の華の発生している霞ヶ浦の湖水より，キャピラリーピペット洗浄法により単藻化した  

〟gc相即ざぬK－3株を用いて13），無菌化を試みた。図1．1（a），（b）にK－3株の顕微鏡写真を示し  

た。K－3株は細胞の直径が6～7〟m，ガス胞を有し，明りょうな粘質鞘で覆われた不定形の群  

体を形成することから〟．αβγ喝g乃0ざαと同定した抑。図1．1（b）はフタンンで生体染色したもので  

注1）最近，分類学者の間で認められつつあるKom孟rek（1958）の分類体系では，K－3株は〟．wgざβ氾ムg，騨∫．後   

述するK－5株は〟．即呵が朋駆と同定される。しかし，彼の体系は，まだあらゆる分野に広く流布されてい   
ないので，混乱をさけるために，著者らは我が国で長年親しまれてきたDesikachaey（1959）の分煩体系を   
採用した日本淡水藻図鑑（広瀬・山岸鼠1977）に従った。  
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10メ1m  

図 1．1〟わ和（耶Jゐの顕微鏡写真  

Fig．1．1MicroscopicalobservationofMicro郡上isaeγ喝inosa  
（a）bacteria－aSSOCiatedM，aeruginosaKr3  
（b）ba。teria－aSSOCiatedM．aeruginosaK－3stainedwithfuchsine  
（C）bacteria－freeM．aeYuginosaK－3A  
（d）bacteria－freeM・aeruginosaK－3Astainedwithfuchsine  

表 1．1M－11培地の組成  

Tablel．1CompositioniofM－11medium  

0
5
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n
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NaNOヨ  

K2HPO4  

MgSO▲・7H20  

CaCl。・2H20  

Na2CO3  

Fercitrate  

Na：EDTA・2H20  

Deionized water  

pH  
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あるが粘質鞠に細菌が多数付着しているのが認められる。   

Micro（yStisq）培養にはM－11培地を用いた。M－11培地はGorham8切ラン藻用培地を改変したも  

のでありその組成を表1．1に示した。無菌化には対数増殖期の〟わⅥ胡座を用いた。すなわち500  

mlの三角フラスコに200mlのM－11培地を加え，MicYVCyStisを接種し，30bc，2000lxで1日1回手  

で振とうする静置培養で5～7日間培養したものについて無菌化を行った。光源としては白色蛍  

光灯を用いた。  

1．2．2 無菌化法‘  

（1）紫外線照射法（以後これをUV法と略す）   

培養藻体をプランクトンネット（網目の大きさ：193〟m）上にとりこれを無菌水（滅菌脱イオ  

ン水）で洗浄した後，群体を駒込ピペットで10mJの無菌水を含む試験管に移した。この時の藻休  

漁度は100mg／ノ程度とした。次いでこれを50W，30秒間超音波で群体をばらばらにした。このよう  

にして得られた〟icγ叩等ぬの懸濁液10mほ内径8．5cmのシャーレに入れ，15Wの紫外線灯を15  

Cmの距離から一定時間照射した。次にこの0．5mほ10mJのM－11培地の入った試験管に接種し，  

1，0001Ⅹ，300Cで30～50日間培養した。増殖の認められたものについて，検鍬こより共存する細菌  

の有無を調べた。  

Suspended into sterile water 
MicrocystT！Culture   岨shedbysterilewater  

図1，2 キャビラリーピペット法による〟．βgr喝古狸OSαの純粋分離  

Fig・1・2 Purification procedure of M・aerugmOSa by capillaryrpipette  
washing method 

－ 9 －   



（2）抗生物質法   

UV法と同様な方法で得られた100mg／J程度の〟わⅦ耶庵の懸濁液0．5mJを，抗生物質を加えた  

M－11培地10mJの入った試験管に接種した。約30日間培養した後，増殖の認められたものについて  

検鏡を行い細菌の有無を確認した。なお添加する抗生物質は無菌水に溶解した後，0．22〟mのミリ  

ポアフィルターでろ過滅菌を行った。これをあらかじめ1200C，15分間高圧蒸気滅菌しておいた培  

地に所定の濃度になるように添加した。  

（3）キャピラリーピペット洗浄法   

キャピラリーピペ？ト洗浄法の手順を図1・2に示した。まずUV法と同様にして調製した  

〟fcγOqぶぬの懸濁液の100倍希釈液一滴をスライドガラス上にとり，顕微鏡下（150倍）でキャピ  

ラリーピペットを用いて単一細胞を拾い上げ0．1mJの無菌水中に移す。さらに，これを再びキャピ  

ラリーピペットで拾い上げ，新たな無菌水0．1m沖に移す。この操作を少なくとも5回以上繰り返  

した後，単一細胞を10mJのM－11培地の入った試験管に移し，300C，1，0001Ⅹで約30日間培養し  

た。培養開始後約2週間程度で，〟fcγ0叩Sぬの群体が肉眼で認められる程度の大きさとなって浮  

上してくる。無菌化の操作はすべてクリーンベンチ内で実施した。  

1．2．3 無菌化の確認法   

無菌化の確認は，検鏡により細菌の有無を調べ，細菌の認められなかった株について，表1．2  

に示した各種の細菌用培地に〟fcγOq岱ぬの培養液0．5mJを添加し，300C，2週間培養を行い細菌の  

増殖の認められないものを無菌であるとした。  

表  1．2 細菌試験用培地  

Tablel．2 Media forbacterialtest  

Components  

M＿1 M＿2  M－3  M－4  M－5  M－6  

Peptone（g）  0．5  1   1  

Yeastextract（g）  1  ユ  
Beefextract（g）  0．3  

Glucose（g）  1 0・25 0▲5  

Water（〃  1●   1●  1－  1● 1‥  1…  

Agar18g，PHwasadjustedat7・0   

■Deionized water  

‥AutoclavedandfiltratedKasumigauralakewater  

…M・aeruginosawasincubatedinM11rnediumforlOdays・Thentheculture   

brothcontaining50nlgM・aeyu97nOSaWaSautOClavedat1210cfor15Tnin・and   

filtrated．  
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1．3 実験結果  

1、3，1 UV法  

UV法により〟gc和りSぬの無菌化を試みた。その結果を表1・3に示した。UV照射を1分間行っ  

た場合，〟たγ叩芯ぬは無照射の場合とほぼ同様な増殖速度を示したが，検鏡の結果依然として細  

菌が多数共存していた。照射を5分行うと，〟Jcγ0印Sめの増殖速度は著しく低下し，試験管によっ  

ては全く増殖の認められないものも存在した。検鏡を行ったが，細菌がわずかではあるが共存し  

ていた。7分照射では〟わⅥ耶ぬ及び細菌ともに増殖は認められず死滅したものと思われた。紫  

外線に対する〟如Ⅵ耶ぬの耐性は細菌と同程度であり，UV法により本藻を無菌化することはで  

きなかった。  

表  1．3 〟．βg†咽ぎ乃05αK－3及び共存細菌の紫外線に対する耐性  

Tablel．3Effect of UV radiation on the growth of bacteria・aSSOCiated  
〟．甜Ⅷ椚昭血腫K－3  

UV radiationtime（min，）  
Microorganisms  

0．5  1  5  7  10  20  

〟．離間画柏∽K・3  十＋  ＋＋  ＋  

Associatedbacteria  ＋  ＋  ＋  

＋十；gOOdgrowth，＋；grOWth，－；nOgrOWth  
Themagnitudesofalgaeandbacteriagrowthweredeterminedbymicroscopicobservationot130  
dayincul）ation．  

1．3．2 抗生物質法   

抗生物質法により無菌化を試みた結果を表1．4に示した。〟ぬⅦ耶庵が増殖可能な抗生物質の  

最大濃度は，テトラサイクリン，ペニシリンG，クロラムフェニコール及びストレプトマイシン  

でそれぞれ0．1mg・l－1，1×103U・ml‾1，1mg・l▼1，0．01mg・l‾lであった。しかしこれらの  

濃度で増殖した〟icγOq唱ぬすべてに，かなりの数の細菌が認められた。〟7cγ0りS′ざぶ及び共存する  

細菌群の抗生物質に対する耐性は，ほぼ同程度かやや細菌の方が高く，本法により無菌の藻体を  

得ることはできなかった。  

1．3．3 キャピラリーピペット洗浄法   

キャビラリーピペット洗浄法により無菌化を試みた結果を表1．5に示した。第1回目の実験で  

は漉加即壷の単「細胞を5回無菌水中で洗浄を繰り返した後M－11培地を含む試験管に接種し  

た。16個の単一細胞を培養したところ，2本の試験管で良好な増殖が認められた。次いでこの2  

株を検鏡した結果，2株ともに細菌がわずかながら存在していた。そこでこの2株のうち，細菌  

数の少ない株を用いて第2回目の実験を行った。第2回目は，3回洗浄を繰り返した。100細胞を  
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表  1．4J仇の椚鮮血闇及び共存細菌の抗生物質に対する耐性  

Tablel．4 Effectofantibioticsonthegrowthofbacteria・aSSOCiatedM．aertqinosaK－3  

Expriment No．  
Antibioties  Concentration  

1  2  3  4  5  

0．1（mg／l）  AB  AB  AB  AB  AB  

Tetracycline  l  

O．1（×10▼2U／m（）  AB  AB  AB  

Penicillin G  l  B  ▼B  －B  

2  －B  －B  －B  

B  －B  

－B  －B  

B  B  

1（mg／l）  AB  AB  AB  

Chlorampherlico）  5  

AB  AB  

10  

0．001（mg／l）  AB  AB  AB  AB  AB  

Streptomycin  O．01  AB  AB  AB  AB  AI】  

▲0．1  

A；Algalgrowth，B；Bacterialgrowth，；nOgrOWth  
ThegrowthofthealgaeandbacteriawasobservedmicTOSCOpicallyon30dayscultureot  
〟．βe用g∫〃0ぶβK－3  

表  1，5 キヤビラリー洗浄法による〟．αgγ喝f乃8ざαの無菌化  

Tablel．5 Purification of M．aer以glnOSa by capillary pipette  
washing method 

Experiment No．ofcapillary No．ofisolated No．ofwell   
No．   plpetteWaSh  〟ゴビ和り巻Jfs  grown〟gcro（耶fg5  

1  5（times）  

2  3  

3  3  

16（tubes）  2（strains）  

100  10  

323  6  

The）essba⊂teria－aSSO亡iatedMicrooIS！isobtairledbyexperimentlwas  
usedatexperiment2．Microo＄tisobtainedbyexperiment2wasused at  
experiment3．  

拾って培養したところ，10株が良好な増殖を示した。検鏡の結果，10株の中には細菌が非常に少  

ない株もあったが無菌には至らなかった。そこで最も細菌数の少ない株を用いて，第3回目の実  

験を行った。3回目は，3回洗浄を繰り返して，323細胞を拾い培養した結果，6株が良好な増殖  

を示した。そこでこの6株について検鏡したところ，2株には細菌が認られたが，他の4株には  

細菌は全く認められなかった。この検鏡的に無菌の4株について，群体形成能と最大増殖皇を調  

べた。結果を表1．6に示したが，No．78，No．123株は群体形成能を保持していたが，No．278，1  
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表  1．6 無菌化の確認試験  

Tablel．6 Cultivationtestforpurified6strains  

StrainNo．  Presence  Flock  Maximum  

of bacteria farmation growth  

Q
U
 
つ
J
 
4
 
2
 
8
0
 
7
 
 

1
 
 
1
 
2
 
2
 
2
 
 

T
 
T
 
 

＋
 
＋
 
N
 
N
 
±
 
±
 
 

PresenceDfbacteriawasobservedbymicroscope．  
NT；nOtteSted．  
Flo⊂kformation，十StrOng，±；Weak  

No．287株は増殖する途中で群体の一部が壊れてしまった。また群体形成能の弱い株の最大増殖量  

は，群体形成能を保持したNo．78．No．123珠の約2倍高い値であった。  

1．3．4 無菌化の確認   

検鏡的に無菌の4株の〟才cγOq写ぬが得られたが，このなかで強い群体形成能を有するNo．78株  

について無菌化確認実験を行った。結果を表1．7に示した。各種細菌用培地を用い5連で行ったと  

ころ，No．78株はいずれの培地でも細菌の増殖は認められなかった。以上よりNo．78株は細菌が  

共存しない無菌株といえる。以後No．78株をM．aeruginosaK3AxenicStrain（K－3A株）と  

呼ぶ。図1．1（c）はK－3A株の顕微鏡写真であり，図1．1（d）は，K－3A株をフクシンで生体染  

色したものである。K3A株は湖水中と全く同じ形の群体を形成し，藻細胞の周囲には，図1．1  

（b）で見られた細菌は全く認められなかった。  

1．4 考 察   

藻類の無菌株を得る方法としては，①紫外線を用いる照射法，②抗生物質や化学物質等の薬剤  

による方法，③洗浄法のように物理的に細菌と藻類とを分離する方法等が挙げられる。  

〟gcγ叩S才走は粘質鞠に被われた群体を形成し，この鞠に細菌が付着しているため無菌化は大変困  

難である。1950年にGerloffら7）がUV法によるMicrocystisO）無菌株の培養に成功したと報告した  

が，後にHuかesら8りま，異なった無菌検定培地及び検定条件を採用したとき，UV法で無菌化され  

たと思われた〟如Ⅵ耶繭の株には多くの細菌が混在していたことを記述している。UV処理した  

株を培養し，再びUV処理することにより無菌株が得られる可能性があるが，UV処理は染色体  

DNA中のどリミジン 塩基の2畳化による突然変異を誘起することが知られているため14），野生型  

が必要とされる環境科学研究には適さない方法といえる。  
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表 1・7 〟・αg用gわ7β5αNo▲78（無菌株）の無菌化確認試験  

Tablel．7 BacterialtestofthepurifiedstrainofM．ae，明ginosaNo．78  

Strain  Sample No．  
M－1  M・2  M－3  M－4  M－5  M－6  

Purified strain  

〟．dg，明㌍〃0ざ〃No．78  

Bacteria－aSSOCiatedstrain  

〟．αg用gブ乃∂ぶ〃K－3  2  ＋  ＋  ＋  ＋  十  ＋   

化学物質や抗生物質を用いる無菌化法は，これまでに種々の検討が加えられている。Zehnder  

ら15）は，細菌の増殖は阻害しないが，カビや酵母の増殖を阻害するアクチジオンを用いて無菌化を  

試みている。アクチジオンは多くの藻類の増殖を阻害するが，ラン藻類は阻害を受けないため，  

アクチジオンを用いることにより〃如Ⅵ耶廠の単藻株を，容易に得ることができたが，この方法  

で無菌株を得ることは困難であったと述べている。また，CarmichaellO）は，MicroLPtisに0．3％に  

なるようフェノールを添加し，暗所で4～6時間処理することにより無菌の勅玩叩祓沌得るこ  

とができたと報告している。さらに，Vance6）は32種の抗生物質を用い，Microcystis，Anabaena  

等5種の藻類の増殖に対する阻害を調べている。その結果，ジヒドロストレプトマイシン，ネオ  

マイシンは，藻類よりも細菌に対し強い毒性を示すこと，また両抗生物質を同時に1mg・J‾1濃度  

添加することにより〟才c和q岱ぬの無菌株を得ることに成功している。しかしながら，無菌株は2  

か月後には死んでしまい無菌株の培養の難しさを報告している。Goto摘も〟ぬⅥ耶應とそれに共  

存する細菌に対する抗生物質の影響を調べた。クロラムフユニール10mgり‾1ストレプトマイシン  

0．3mgり‾1のそれぞれの濃度で細菌，藻の増殖を抑制するが，その増殖範囲が似ているため完全  

な無菌株を得ることはできなかったと述べている。本実験では表1．4に示すように，種々の抗生  

物質を用いて検討したが，抗生物質の〟ねⅥ耶應に対する増殖阻害濃度は0．1～1．Omg・／‾1であ  

り，すでに報告されている値とほぼ同程度であった。また抗生物質処理により細菌数がかなり減  

少したことから，抗生物質とUV照射法を組み合わせて無菌株を得ることも可能と考えられた。   

キャピラリーピペットを用いて，〟ぬ似び底の単一細胞を何回も洗浄することにより，群体形  

成能を保持した〟gc和り堰ぬの無菌株を得ることができた。一般に〟わⅦ耶血の無菌株は，群体形  

成能を失ってしまうことが知られているが9・17），本実験においても，得られた無菌株4株のうち2  

株は，群体形成能が著しく低下してしまった。何故，無菌株になると群体形成能が低下するのか  

は不明である。本実験で得られた無菌のNo．78株は1か月に1度の植継ぎを3年以上続けている  
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が，依然として強固な群体を形成していることから，群体の形成に細菌の存在は必ずしも必要と  

しないといえる。   

単藻株K－3に多くの細菌が共存しているため，表1．2で示したM－1培地を用いて共存細菌の  

分離を試みた。その結果M－1培地上でオレンジ色，黄色，半透明な白色を呈する10株の細菌が分  

離されたが，棟準寒天培地上では6株が黄色を呈した。この6株は，いずれも大きさが0．5～1．8  

〟mの短樺菌で運動性を有し．グラム陰性で，培地を変えることにより異なった色を呈し，生理試  

験はいずれも同じであった。その結果首表1．8にまとめたが，これらの6株はダ血む∂∂αCJgわ祝桝に  

属するものと考えられる。  

表  1．8．材．紺明如瑚共存細菌の性質  

Tablel．8 Characteristicsoftheassociated  

bacteriawithM．aeruginosaK・3  

Shapeofcell  

Gram stain  

Mortility  

Pigment  

Catalase  

Oxidase  

O－Ftest   

湖水中に利払両肌飯南仰が多数存在することは明らかにされており18），Tanakaら19）は琵琵湖  

のいずれの地点においても，∫助㍑血路物流仰が優占種であると報告している。また  

Fゎび0∂αC′gガ打桝，魚g〃ゐ肌〃乃鮎，塩花Jゐ0桝0〃都等の色素生産性細菌が，水の華の発生に関連した  

消長を示すため20＼細菌と〟よc和りぬの相互作用に興味がもたれているが，無菌のK－3A株はこ  

れらの点を解明する上で，大変有用なものと思われる。  

1．5 まとめ   

群体形成能を有する単藻の漉玩即血について紫外線照射法，抗生物質法，洗浄法により無菌  

化を試み以下の結果を得た。  

1）キャピラリーピペットを用いて傭加叩油の単一細胞について洗浄法を繰り返した結果，  

群体形成能を有する漉加叩壷の無菌化に成功した。   

2）紫外線照射法により無菌化を試みた結果，〟gc和り唱ぬは5分照射までは増殖するが，7分  

解射では増殖が認められなかった。5分照射により細菌数は著しく減少したが無菌には至らな  

かった。   

3）備c和り岱ぬが増殖可能な抗生物質の最大濃度は，ストレプトマイシン，テトラサイクリ  
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ン，クロラムフェニコール。ペニシリンGでそれぞれ0・01mg・J－1，0・1mg・′1，1mg・J－1，1×  

10‾ユU・mJ‾1であった。しかしながらこれらの濃度においては，細菌は完全に死滅せず，抗生物  

質の単独添加による無菌化は成功しなかった。   

4）漉玩叩由に共存する細菌は，主として釣加両肌☆め佃属に属するものであった。  
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2 仙crocys摘の無菌株と単藻株の増殖特性   

2．1 はじめに   

〟オc和qぬの増殖特性に関しては，1950年代にGerlo仔ら1明こより増殖特性についての研究が開  

始され，高いpHが増殖に適していること，またCa，Mg，K濃度が増殖に重要であることを指摘  

した。次いでGorhamら3・▲）はノ桁c′りq甘ぬの増殖に及ぼす培地組成の影響について詳細に調べ高濃  

度のMg，Kは阻害的に作用すること，窒素源としてアンモニア態，硝酸態窒素及び尿素をよく利  

用できることを報告している。さらにLangeは有焼物の存在が細菌のCO2生成を促進し，そのCO2  

が藻類の増殖を刺激することを5），またキレート物質が〟7cr叩5～f5の増殖を促進することを見い  

だした6）。   

我が国においては，肋γ0ぴぬの増殖は，はじめは養鰻池の“水作り”として関心が 

いたが7），その後，囁境汚染の問題としてとらえられ1973年にOkino8）は諏訪湖における漉沈吟涙  

による水の華の発生条件について詳細な現場調査を行い，異常発生の要因として温度とpHの重要  

性を述べている。また坂本ら9）は腑玩叩油の増殖因子について，渡辺ら10）は〟如Ⅵ耶ぬの無菌化  

に成功しているが，無菌化により群体形成能が消失してしまうことを，さらにOkadaらは大型マ  

イクロコズムにおける膿血町政の増殖11・12－及びリンの取り込み速度1Z）について検討を加えてい  

る。   

一般に湖水中での〟わγOq唱オゐは，粘質鞘で覆われた群体を形成し，群体のまわりには多くの細  

菌が付着している。これまでの報告は，群体を形成する〟わⅦ胡應の無菌培養が大変困難である  

ことから，研究のほとんどが細菌の共存している〟如Ⅵ耶点か，あるいは無菌化に成功しても群  

体形成能を消失してしまったものについてであり，群体を形成する無菌の〟如Ⅵ明海の増殖特性  

についてはほとんど報告がなく，また〟わⅦ耶應と細菌との関係についてもほとんど研究がなさ  

れていない13・14）。筆者ら15）は，霞ヶ浦より，群体を形成し，かつ無菌の〃如Ⅵ即座の培養に成功し  

たので〟gcr叩5ぬの増殖特性，特に細菌の共存する系としない系での相違について検討を加え  

た。   

2．2 実験方法   

2．2．1供試藻類   

実験にはK－3，K－3A，K－5の3株の〟gcγ叩唱ぬを用いた。K－3株は〟■の那卸元規であ  

り，．図1．1（a），（b）に示すように，霞ヶ浦に発生した水の華よりキヤピラリーピペット洗浄法  

により単藻化したもので，藻細胞のまわりに多数の細菌が共存している。K－3A株15）はK－3株を  
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さらに数回ピペット洗浄法を繰り返すことにより無菌化したものであり，園1．1（C），（d）に示  

すように州軌ま全く共存していない。形態はK3株と全く同じである。K－5株はガス胞を有し，  

細胞の直径が約4Jノmとやや小さいことから，〟．′鶴，5一αqMe注2〉と思われる。   

本棟は，分離当時群体形成能を保持していたが現在ではほとんど消失してしまっており，細菌  

が共存している。   

2．2．2 鴇 地   

藻類の培葦には，M－11培地を用いた。M－11培地はGorhamのラン藻用培地を改変したもので  

あり，組成は表1．1に示されている。培地は沈殿物の生成を防ぐため，クエン酸鉄及びリン酸塩  

をそれぞれ別に滅菌した。滅菌終了後，無菌的に混合した。細菌の計数には1／10ブイヨン寒天培  

地を用いた。その組成は，肉エキス0．3g，ペプトン0．5g，寒天18gを水1Jに溶かしたものであ  

る。   

2‘2．3 保存培養及び前培養   

〟f仁和q店ぬの保存方法は，M11培地を用いて300C，1，0001Ⅹで1週間静置培養した後に，  

200c，5001xの条件下に移し保存した。2か月ごとに植継ぎを行った。   

前培養は500mJの三角フラスコに200mJのM－11培地を加え，これに保存堵毒液0．5mJを接種  

し，300C，2，000lx連続照射下で1週間静置培養を行った。光源としてすべて白色蛍光灯を用い  

た。   

2．2．4 本培養   

本培養は500mJの三角フラスコに200mJのM－11培地を加え，これに前培養液を0．1～0．5mJ添  

加した。培養条件は，特に断らない限り，30ウC，2，0001Ⅹ連続照射下で静置培養（1日1回手で振  

とう）とした。リン，窒素及び鉄の影響に関する実験では，前培養液からの栄養塩の持ち込みを  

できるだけ少なくするために，対象とする栄養塩のみをM－11培地の1／10濃度にして前培養を行っ  

た。また強固な群体を形成するK－3A，K－3株は滅菌したプランクトンネットで前培養液から分  

離し，無菌水で洗浄した後超音波処理により群体をばらばらにし，その0．5mほ接種した。K－5  

株については前培養液の0．1mほ接種した。鉄の影響に関する実験では，クエン酸鉄溶液を0．45  

〟mのメンプレンフィルターでろ過滅菌して無菌的に培地に添加した。  

2．2．5 藻体濃鼠 比増殖速度（〟）及び細菌数の測定法  

藻休演魔の測定には，平均細胞容積計算機（MeanCellVolumeComputer）付きのコールター  

注2）注1参照  
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カウンター（CoulterCounterElectronicsInc，，Healeath）を用いた。細胞数と平均細胞容  

を算出し，あらかじめ作成しておいた検量線より藻体の乾燥重量を求めた。なおK－3A及びk－3  

株は強固な群体を形成するため50w，20秒間超音波処理し，群体をばらばらにした後，コールター  

カウンターで測定した。   

比増殖速度（〟）は（1）式より求めた。  

1‘ハ■  
〟＝宮卜面  （1）  

ズ：藻休漁度（mg・J1）  

〟：比増殖速度（d‾1）   

単藻株に共存する細菌数は，培養液を50w，20秒間超音波処理して均一にした後，これを1／10ブ  

イヨン寒天培地上で300C，約1週間培養し，生成したコロニー数を計算した。   

2．3 結 果   

2．3．1〃‘cr（IC〟gf‘8の増殖曲線   

図2．1に無菌株K－3A，単藻株K－3並びにK－3株に共存する細菌の増殖曲線を示した。K－3  

A株は培養3日目までは対数的に増殖し，K－3株とほぼ同じ比増殖速度（以後〝と記す）を示し  
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図 2・1〟・αgr喝7乃05αK－3A，K－3及び共存細菌の増殖曲線  

Fig・2・1GrowthcurvesofM・aeruginosaK－3A．K－3andassociatedbacteria  
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たが，その後〟が低下する現象が認められた。一方K3株は，培養6日目までは対数的に増殖  

し18日目には約10βce】ls／m／と最大に達した。この結果から以後の〟の債は培養開始後3日間の  

培養より求めることとした。またK－3株に共存する細菌は培養2日日までは高い〟を示すが，そ  

の後は比較的ゆっくりと増殖し，培養14日目には6×108cells／mJにまで達した。  
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図 2．2 培養経過に伴う〟．“憫感那朗K－3A，K－3株の群体径の変化  

Fig・2・2 DistributionbfflocksizeofM・aertqlnOSaK3AandK－3  
during cultivation 
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2．3．2 培養経過に伴う群体粒子径の変化   

2・3・1の実験において，K－3A株は培養後期になるとK－3株に比べ大きな群体を形成するこ、  

とが観察されたため，両者の群体形成能をより正確に知る目的で，培養経過に伴う群体の粒径分  

布について検討を加えた。群体の粒径測定は，一定期間培養した〟fcγ叩Sぬを，網目の異なった  

各種のプランクトンネットの網目の大きい方から順次通過させ，ろ液の藻体重の減少から，一定  

の粒径範囲の藻体量を求めた。その結果を図2．2に示した。K－3A株は培養5日冒には約270〟m  

以上の群体が全重量の50％以上を占め12日目には約70叫m以上の群体が32％に達し，群体の巨大  

化が認められた。一方K3株は培養5日目でも群体のほとんどが約200〟m以下であり，12日削こ  

はほとんどが58／‘m以下となり，培養斯間を適して30叫m以上の直径を有する群体はあまり認め  

られなかった。このことから細菌が共存しない〟Jcγ叩5ぬは大きな群体を形成する性質を有する  

ことが判明した。   

2．3．3 遥度の影響   

K－3株の各温度における増殖曲線を図2．3に示した。K－3株は150Cでほとんど増殖が認めら  

れないが，200Cでは，約2E］の1agtimeの後に増殖が始まった。また400Cでの増殖量は2．6mg・lAl  

とわずかであった。K－3A株もほぼ同様の挙動を示した。図2．4は〟如Ⅵ那應の比増殖速度に及  

ぽす温度の影響についてまとめたものである。K－3A，K－3株いずれも20Oc～40Ocで増殖が認め  
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図 2・3 各種温度における〟．αeγ喝f邦05βKr3の増殖曲線  

Fig・2・3 GrowthcurvesofM．aeruginbsaK－3atvarioustemperature  
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図 2．4 A掠相即血の比較増殖速度に及ぽす温度の影響  

Fig・2■4 EffectoftemperatureonthespecificgrowthrateofMicyDり＄tis  

られたが，400cでは培養2日目から3日日で増殖は停止した。K－3A，K3株甲〃は，温度によ  

る差は認められず，ほとんど同じ値を示し，最大の〟は，350Cの1・Od‾1で倍加時間は約17時間であ  

り，2日で3回分裂する速度である。しかし350Cでは最大増殖量に達した後に，すぐに〟わⅥ耶薇  

が分解し始め，培養液が白濁するため，以後の実験はすべて300cで行った。一方〟．／わ∫－αす〟dβK  

－5株は，K－3A株，K－3株に比べて〟が各温度で1．5～2倍程高い値を示した。   

2．3．4 用度の影響   

K3A，K－3，K－5株の比増殖速度及び最大増殖量に及ぽす照度の影響を図2．5に示した。  

K3AとK－3株を比較すると1，0001Ⅹ以下ではほとんど同じ〟で増殖するが，1，0001Ⅹ～5，000  

1xでは，K－3株の方が高い〟を示した。K－3A株は3，0001Ⅹで最大の〟，0．8d▼1を示し，一方K  

－3株は5、000lxで最大の〟，1．2d‾1示した。   

一方最大増殖量においては，K－3A株は1，0001Ⅹ，15日間の培養で最大の増殖量が，またK－3  

株は2，0001Ⅹ，12日間の培養で最大の値が得られたが，いずれの照度においても，K－3株はK3  

A株に比べかなり高い最大増殖量を示した。両株ともに最大の〟を示す照度よりもかなり低い照  

度で最大の増殖量が得られる傾向があった。以上のことから細菌の共存は，〟ぬ傲墨壷の増殖に  

有利に働いているものと考えられた。   

一方比較としてK5株について同様の実験を行ったが，いずれの照度においてもK3A，K  

－3株より高い最大増殖量を示し，〃m8又は1．4d‾1であった。また15，0001Ⅹと高照度下においては，  
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L唱htint帥Sity（xlO3lX）  

図 2．5 〟ダc叩り等ぬの比較増殖速度と最大増殖量に及ぼす照度の影響  

Fig．2．5 Effectoflightintensityonthespecificgrowthrateandthemaximum  
growthof〟fcγOq′5ぬ  

K－3A株，K－3株は共に培養初期には高い〝を示すが，培査3日目には色素が分解されて白化  

し，増殖が停止して低い最大増殖重しか得られないのに対し，Ⅹ＋5株は20，0001Ⅹでも高い〟で増  

殖が可能であり，K－3A，K－3株に比べて高照度に対して強い株であるといえる。   

2．3．5 窒素の影響   

漉血即油の比増殖速度及び最大増殖量に及ぼす窒素濃度の影響を図2，6に示した。窒素は  

NaNO。の形で添加した。Kr3A，K3株はNO，－Nが1．Omg・l‾1でそれぞれFE＝0．70，0．62d‾lと  

ほぼ最大の〟を示した。また0．3mgり▲1でもK－3A株で〟＝0，58d‾1，K－3株で〟＝0．49d、1と最  

大値の約80％と高い値を示した。細菌の存在の有無の差ははとんど認められなかった。一方K－5  

株の場合は，〟は窒素濃度の増加に伴ってより高い値を示した。K－5株はいずれの洩度において  

もK－3A株，K－3株より高い〝を示し，NOき－Nが2mg章1で〟が約1・Od‾1と非常に高い値を示  

した。  
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図 2．6 ル仇Ⅷ堺戒の比増殖速度と最大増殖量に及ぼす窒素濃度の影響  

Fig．2．6 EffectofnitrogenconcentrationonthespeCificgrowthrateandthe  

maximumgrowthof   

最大増殖量は，窒素濃度に比例し高くなり，K－3A，K－3株ともにNOヨーNが0．5mg・J‾1以下で  

は培養5～6日目で．1．0～2．Omg・「1では8～10日日で最大増殖量が得られた。直線部分の傾き  

よりK3A，K3株は1mgの窒素から28mgの藻体が，またK－5株は32mgの藻体が生成され  

た。しかしK－3A株はNO3－Nが1mg・「l以上で，窒素に対する藻体生成率は低下した。   

2．3．6 リンの影響   

図2．7に此玩即血の比増殖速度及び最大増殖量に及ぼすリン濃度の影響について示した。リ  

ンはK2HPO．の形で添加した。K－5株の値のみは，1，0001xで培養した結果である。いずれの株も  

リンが0．05mg・J▼1存在すれば最大の〟を示したが，0・005mg・J‾1と低濃度でもほぼ最大に近い〟  

を示した。なお3．株ともに，リン無添加培地においても，培養開始後2～3日の間比較的高い〃で  

の増殖が認められたが，その後すぐに増殖が停止し，自化現象が認められた。一般に藻類はリン  

を過剰に摂取することが知られており，前培養はリン制限下で行う必要がある。しかしながらリ  

ン濃度の低い培地で前培養を行うと，本実験での藻体の増殖が非常に不安定となり再現性のある  

結果が得られないことから，前培養は，M－11培地濃度の1／10（0・18mg－Pけ1）で行った。  
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図 2．7 〟～c和砂Sぬの比増殖速度と最大増殖量に及ぽすリン濃度の影響  

Fjg・2・7 Effectofpho叩horusconcentrationontbespecjfjcgrowtわrateand  
themaximumgrowthof   

最大増殖量は，いずれの株もリンが0．05mg・／▲lまでは，はぼ濃度に比例して増加したが，それ  

以上になるとやや傾きが小さくなり，特にその傾向は細菌の存在しない．K－3A株で原著であっ  

た。なお最大増殖量はリン濃度の低い0．005mg・J▲1では5～6日間の培養で，0．1mg・J1と高い濃  

度では10日間の培養で得られた。リンが0．05mg・「1以下では，K－3株はリン1mgから1，300  

mg，KA3A株は900mg，またM．jlosLaquaeK－5株では800mgであり，微量のリンから多量の藻  

体が生成された。   

2．3．7 鉄の影響   

〟如傲叩頭の比増殖速度及び最大増殖量に及ぼす鉄濃度の影響について検討を加え，その結果  

を図2．8に示した。鉄としてはクエン酸第2鉄を用いた。K3A株の場合，鉄は0．03mg・J‾1存在  

すれば〟＝0．73d‾1と最大値を示した。また0．005mgり‾1でも〟＝0．67d‾1と最大値の92％という高  

い〟が得られ，増殖は7日間継続した。また鉄を全く加えなし）培地では，〃は0．57d‾1と最大値の  

78％を示したものの増殖は3日で停止した。K－3株もほぼ同様の挙動を示した。K－5株の場合，  

最大の〟は約1．4d▼1と他の2株に比べて大きい値が得られたが，鉄として0・005mg・／▲1存在すれ  

ば十分商い〟で増殖できることが判明した。   

鉄についても，〟fcr叫，ざぉの最大増殖量はほぼ濃度に比例し増加した。また最大増殖量に達す  
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図 2■8 〟才c和り谷ぬの比増殖速度と最大増殖量に及ぼす鉄濃度の影響  

Fig．2．8 Effect ofiron concentration on the speCific growth rate and the  

maximumgrowthofMicrocystis  

る培養日数は，鉄濃度の増大につれ増加し，鉄0．005mg・J‾1で5～7日，1．Omg・J‾1で14日間であっ  

た。グラフの傾きより鉄1mg当たりの藻体生成量を求めると，K3A株では500mg，またK3  

株では390mgであった。K一声株の場合，鉄濃度と最大増殖量には明りょうな班例関係は得られな  

かったものの，鉄が0．05mg存在すれば50mgもの藻体が得られ，これは1mgの鉄から1，000mgの  

藻体が生成されたことを示している。   

2．4 考 察   

細菌の共存しない無菌の〟ざcγ0り5ぬK－3A株と，細菌の共存するK－3株の増殖特性の相違に  

ついて検討を加えたところ，無菌株K－3Aでは図2▲1に示したように培養3日日ごろから〃が低  

下し，また最大増殖畳も図2．5に示したようにK－3株より著しく低く，約60mg・J▼1以下であっ  

た。これは無菌株が大きな群体を形成することが原因と考えられた。そこで次にK－3A株を無菌  

的に超音波処理し，群体を小さく保って培養を行った。その結果を図2．9に示した。超音波処理  
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図 2．9 〟．αe，昭f児∂5αK3Aの群体破壊の増殖速度に及ぽす影響  

Fig・2・9 EffectofflockdestructiononthegrowthofM・aeruginosaK3A  

は測定日ごとに60wで肉眼的に群体が認められなくなるまで2～5分間適宜行った。超音波処理  

は矢印で示す培養3日目から行った。1，0001xで培養した場合，無処理のものは培養6日目から〟  

の低下が認められたが超音波処理したものは〟の低下は認められず，最大増殖畳も処理しないも  

のが60mg・J‾1程度であるのに対して，処理したものは300mg・J1と著しく高い値が得られた。  

2．0001xで培養した場合も同様の傾向が認められた。この結果からK－3A株は細菌が存在しない  

と大きな群体を形成し，これによって〟が低下し，また最大増殖量が低くなるものと思われた。細  

菌が共存すると何故に群体が小さくなるのかは現在のところ不明であるが，単藻株に共存する細  

菌は，群体を小さくし，栄養塩や光の吸収能を高めるものと考えられる。ほとんど群体を形成し  

ないM．」伽s品那県花K5株がK－3A株やK3株より高い〃を示すのは同様の理由と考えられる。   

〟fcγ明答ぬの増殖に及呼す温度，照度，窒素，リン及び鉄の影響について調べたが，これまで  

群体形成能を有する備玩岬壷の増殖特性に関してはほとんど報告がなされていない。Stanier  

ら16）またKonopkaら17）は，ラン藻は藻類の中でも比較的高い温度を好む生物であることを述べて  

いるが，本実験に用いた3株の〟わⅥ叩頭はいずれも30～358Cで高い〟を示した。この結果は，夏  

季の表層の水温が300Cを超すような霞ヶ浦で，〟か0り官ぬによる水の撃が大発生することをよく  

裏づけているといえよう。  
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藻類は一般に高照度になると増殖量が低下したり〃が低下するいわゆる強光阻害を受けること  

が知られている18－20）0今回実験に用いた3株の〟打和び′ねも10，0001Ⅹ以上になると〟及び最大  

増殖量が低下し，明らかに強光阻害が認められた。しかしながら100，0001Ⅹを超えるような夏季の  

湖水面でも〟∫cれフαざぬの大発生が認められることから，〟fcγ∂q塔ぬは浮上，沈降する性質を有  

し21），また昼夜の存在により強光阻害から身を守っているのではないかと考えられる。一方K－3  

A株，K－3株などは2001xという低い照度でも最大増殖量は42～75mg小1にも達することから，  

富栄養化が進行して透明度が低下し，薄暗くなった水中でも十分増殖が可能であるといえよう。   

湖水中における藻類増殖は，リン，窒素以外にも鉄が制限栄養塩になることが知られている22）。  

Lange6），Murphyら23）は腐植物質等のキレーターの存在により，鉄の利用性が高まり，ラン藻の  

比増殖速度が高くなることを報告している。そこで窒素，リン及び鉄について灘玩叩痛の増殖  

特性を検討した結果，いずれの株もほぼ窒素は0．3mg・l－1，リンは0．005mg・lLl，鉄は0．005mg・lLl  

存在すれば最大の〟に近い値が得られた。現在の霞ヶ浦の湖水の水の華発生直前の無機態の窒素，  

オルトリン酸，潜存態の鉄はそれぞれ0．3mg・J1，0．005mgり1，0．005mg・J‾1を超えている。し  

たがって霞ヶ浦において，これらの栄養塩類は，〟ざcγOq谷ぬを高い〃で増殖させるのに十分存在し  

ているものと考えられる。   

2．5 まとめ   

霞ヶ浦の水の華より分離した3株の〟fcγ0り等ぬについて増殖特性の検討を行い，以下の結果が  

得られた。  

1）3株の〟gcroの写ぬのいずれもが，30～350Cと藻類としては高温において高い〟を示した。表  

層水温が300cを超える夏季の霞ヶ浦は，〟7cγ叩5めの増殖に最適といえる。   

2）〟∫cγ0り岱ぬの照度に対する挙動を検討した結果，3株ともに1，0001xから3，0001Ⅹにおいて  

高い増殖量が得られた。最大の〟の得られる照度は〟．αgr曙∫乃05αK－3株及び〟．ル㌣叩岨雄  

一5株で5，0001Ⅹ，〟．βg痴乃0∬K－3A株で3，0001Ⅹであった。最大増殖量が得られる照度は最  

大の〃の得られる照度よりやや抵い値であった。3株ともに5，0001Ⅹで最大増殖量の低下が，また  

10，0001Ⅹで〃の低下が認められたが，これは強光阻害によるものと考えられた。   

3）窒素，リン及び鉄に対する増殖特性を検討した結果，3株の〟如肌耶壷は，窒素1．Omg・  

J‾1，リン0．05mg・J‾1，鉄0・03mg・J‾1の濃度で，最大の〟を示した。霞ヶ浦湖水の栄養塩濃度で  

は，本藻が十分高い〃で増殖可能であることが判明した。   

4）肌αβγ相加05〃K－3A株（無菌株）は，〟．αβγ喝古刀05αK－3株（単藻株）に比べて大きな  

群体を形成し，その結果〟の低下並びに最大増殖量の低下を引き起こすものと考えられた。細菌の  

共存は〟オcmり巧めの増殖を有利にしているものと思われた。  
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3 霞ヶ浦における藻類増殖の制限栄養物質   

3．1 はじめに   

雷ヶ浦では毎年夏から秋にかけて此加叩頭沌優占種とした水の華が発生し，利水上さまぎま  

な障害を引き起こしている1）。このような〟7c，℃q谷ガ5による被害を防止するためには，〟g仁和叩SJg5  

の発生機構を解明し．その発生を抑制することが重要である。小島2）は，曝気により藻類の増殖が  

抑制きれることを，また岡田3）は，〟才仁和叩Sぬの発生機構について数理モデルを用いて検討を加  

え，その制御方法を提案している。一方〟∫c和（耶めの発生を栄養物質の観点から制御する試みも  

なされているが，この場合にはどのような物質が藻類の増殖に制限となっているかを知ることが  

必要である。   

藻類培養試験法は，生物の増殖は制限栄養物質に支配されるというリーピッヒの最少律を基礎  

にした一種の生物検定である。すなわち，試水中の藻類の最大増殖量は増殖に必要な種々の栄養  

物質の最少量によって決定され，さらにこの制限栄養物質を十分に添加した場合には，藻体は次  

に制限となる物質の存在量に対応した畳まで増殖を続ける。このように試水に各種の栄養物質を  

添加することにより，試水中の制限栄養物質の推定が可能となる。   

一般に湖沼における藻類の増殖制限物質は，窒素あるいはリンとされているが4），〟icγ0り唱′ね等  

のラン藻類の増殖については必ずしも窒素とリンだけでは十分説明されず，鉄やキレート物質が  

大きな影響を及ぼすことが知られている5，6）。しかしながらラン藻類における鉄やキレート物質の  

必要性は，室内実験ではその重要性が証明されながら，実際の湖沼で証明された例はLange7）の報  

告のみである。また特定の水域を対象として藻類培養試験を行う場合には，その湖沼で種占種と  

なる藻類を選ぶことが重要である8）。   

本章では，霞ケ浦の水の華より分離した2種の〃fcγ0り5ぬを用いて，藻類培養試験法により  

霞ヶ浦における〟払Ⅵ御座の増殖制限物質を検討した結果について報告する。供試藻類による違  

いを比較するため，藻類培養試験の標準種とされている助肋闇加W間切扉ねm油mについても  

同様の実験を行った。   

3．2 実験方法   

3．2．1 供言式藻類   

∴ ‥・け 一・  ．・、・‥ト：1、t∴∴ ∴・ ‥・．モ、リ．・斗∴∴・∴∧・・、、・・∴  

C卸γfcoγ乃〝如mの3種の藻類を用いた。2種の〟gcγ0り等ぬは，霞ヶ浦で発生した水の華より分離し  

たものである9）。肌′伽ぶ一αす財βK－5は群体形成能をほとんど消失してしまったものであり，〟・  
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αeγ昭才乃05αK」3は明りょうな粘質鞠で覆われた不定形の群体を形成する。5．叫病跡嘲ぬmは  

SkulbergによりノルウェーのNitelva川より分離されたものである。なおこれら3種は，藻類とし  

ては単一であるが，細菌が共存している。   

供試藻類の保存・前培養培地として表1．1に示すM－11培地を用いた。前培養は500mJの三角フ  

ラスコに200mJの培地を加え，保存培養液を1％添加し，蛍光灯による連続照射の条件下で行っ  

た。劇㌧ノわざαヴ〟αg，〟．αgγ喝g邦05αの場合，照度は2．0001Ⅹ，温度は300cで静置条件とした。5．  

C（ゆカcoγ邦〟如∽は4．0001Ⅹ，250Cで振とう条件とした。   

3．2．2 試水の前処理法  

1）ろ過法   

実験には，1980年の5月から1981年の4月までの期間にほぼ月1回，霞ヶ浦の湖心の表層下0．5  

mから採取した湖水を用いた。ろ過法の場合は，試水をワットマンGF／Cのガラスフィルターで無  

菌的にろ過した。この際に用いた器具はすぺてオートクレーブあるいは乾熟機により滅菌したも  

のを用いた。   

2）熱分解法   

試水を1210Cで15分間オートクレープ処理を行った後，放冷後3．2．2の1）に従ってろ過操作  

を行い，実験に供した。   

3．2．3 添加栄養物質   

添加栄養物質は窒素，リン，I鉄とEDTAを用いた。これらの栄養物質の添加量は，窒素として  

NaNO31・Omg▼N・l．1，リンとしてK，HPO．0・1mg－P・l1，鉄としてFeC13・6H200．2mg－Fe・  

lrl，Na，EDTA・2H201mg・l‾1となるように試水に添加した。これらの添加溶液はあらかじめ  

オートクレープにより滅菌した。ただし，FeC13溶液は沈殿を防ぐため孔径0．22〟nlのメンプラン  

フィルターによりろ過滅菌を行った。   

3．2．4藻類の接種及び培養方法   

前処理を行った試水100mほ300mJの三角フラスコに無菌的に分注し，これに栄養物質を添加  

した後，前培養した藻類を接種した。接種量は朋㌧ノわ5－αす渥e及び5．c郎rオco用紆f緑桝の場合培養  

液0．1mJとした。〟・αgγ脚乃05αは強固な群体を形成する。そのためプランクトンネット上で群体  

を洗浄後，無菌水に懸濁させ，これを50W．30秒超音波処理を行い，群体を破壊した細胞懸濁液  

0．2mJを接種した。接種量はいずれも乾燥重量として0．01～0．02mg・「1とし，接種の際持ち込ま  

れる栄養塩をなるべく少なくした。培養条件は培養液が100mJであること以外は3．2．1で記した  

保存・前培餐と同一である。培養はすぺて2連で行った。試水を採取してから培養を開始するま  

での期間は通常2日以内とし，なるべく試水の保存期間を短くすることに努めた。  
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3．2．5 藻体畳の測定   

増殖量は粒子計数器（コールターカウンター）を用いて細胞数と平均細胞容積より全細胞容積  

を測定し，あらかじめ作成しておいた検量線より乾燥重量として表示した。増殖が最大に達した  

ときの乾燥重量から培養開始時の乾燥重量を差し引いた値を最大増殖量とした。   

3．2．6 水質分析法   

藻類培養試験の結果と水質を比較検討するため，霞ヶ浦から採取した試水について，以下に示  

す方法で水質分析を行った。   

pH：比色法により現場で測定した。  

SS：ワットマンGF／Cを用いた。  

DO：ウインクラーアゾ化ナトリウム法   

CDO：酸性過マンガン酸カリウム法   

Chla：Parsons法による吸光光度法  

TP：過硫酸カリ分解後モリブデンブルー法  

PO。－P：モリブデンブルー法   

TN：全窒素分析装置（三菱化成工業製）   

NH4N：インドフェノール法   

NO2十さ－N：スルファニルアミド法  

Fe：フェロジン試薬による方法10）   

3．3 実験結果   

3．3．1 霞ヶ浦の水質とAGP  

藻類培養試験に用いた試水の分析結果を表3．1に示した。霞ヶ浦湖心の透明度はほぼ1m以下で  

あり，SSは変動が激しく2月と4月を除けば10mg・J‾1以上の高い値を示した。クロロフィルーα  

も2月と4月は20J甘J‾1以下と比較的低い値であったが，7月から12月にかけては5叫gり‾1を超  

えていた。CODは5．4～11．9mg・lLlと年間を通じて霞ヶ浦の環境基準であるA類型（COD3mg・  

lLl以下）を上回っていた。全リン（TP）は，0．044～0．141mg・l‾1と高いが溶解性全リン（DTP）  

は0．002～0．031mg・J‾1と極めて低く，そのほとんどは植物プランクトン体中に取り込まれている  

ものと考えられる。またオートクレープ後のDTPは0．029～0・120mg・l、1とDTPの2倍以上と  

なっており，熱分解によりかなりのリンが溶存態に変化していることがわかる。全窒素（T－N）  

はD．3D～1．31mgり▲lと高いのに対して無機態であるNH。－Nは0～0・16，NO2十√Nは0～0．37  

mg・l▲1と低くなっていた。全鉄（T－Fe）は0．018～0，154mg・lJlの範囲であり，夏期に高く冬期に  

低くなる傾向があった。  

このような試水に肌βos一αすMgを接種して，霞ヶ浦湖水の有する藻類生産の潜在能力（Algal  
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表  3．1霞ヶ浦の水質分析結果  

Table 3，1WaterqualityofLakeKasumigaura  
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GrowthPotential：以後AGPと記す）を測定t，た結果を図3・1に示した。ろ過法により測定した  

場合のAGPは0．1～3．7mg・lTlであり，8月に最大値を示し9月から12月までの期間はほぼ0，1  

mg・l1と低い値であった。一方熱分解法によるAGPは3．9～11．2mg・lTlであり，6月と2月に  

11mgり‾1以上の高い値を示し，8月と9月は4mg・J－1以下と低い値であった。このようにろ過法  

によるAGPが熱分解法によるAPGのほぼ1／10と低い値を示すのは，クロロフィルーaやSSが高濃  

度に存在していることからわかるように，湖水中に常に植物プランクトンが多量に存在し，利用  

可能な栄養塩が非常に少ないためと考えられる。  

2
 
0
 
8
 
6
 
．
斗
 
2
 
 

二
」
・
ひ
∈
）
d
り
く
 
 

M J J A S O N D J F M A 
1980  1981  

図 3．1霞ヶ浦におけるAGPの変化  

Fig・3・1SeasonalchangeofAGPinLakeKasumigaura   

3．3．2 霞ヶ浦における藻類増殖制限栄養物質   

〟・ノわ5－αq描eを用いて霞ヶ浦湖水について栄養物質の添加試験を行い制限栄毒物質を調べた。  

その結果を図3．2へ／3．11に示した。  

5月19日（図3・2）：ろ過法の場合，AGPは0．7mg・l‾1と低い値であるがこれに鉄を添加するこ  

とにより藻体量は2■5mg・l▲1と3倍以上に増加し，またEDTAを添加することにより3．5mg・「1  

と約5倍に増加した。しかしリン，窒素を単独に添加しても藻体量の増加は認められなかった。  

このことから，このときのろ過試水は鉄またはEDTAが制限物質になっていると考えられる。さ  

らに鉄とEDTAの存在下でリンと窒素を添加すると藻体量は27mg・lLlと著しく増加することか  

ら，鉄またはEDTAに次いでリンと窒素が同時に制限物質になっていると考えられる。熱分解法  

の場合，AGPは9・6mg・L‾1であるがこれに窒素を加えることにより藻体重は36mg・l1と著しく増  

加していることから，窒素が制限物質になっていると推定ざれる。窒素以外のリン，鉄及びE工）TA  

を加えても藻体畳の増加は全く認められなかった。また窒素とリンを同時に添加した場合，窒素  

のみの添加と比較し，藻類の増殖量がやや低下しているがとれは誤差によるものと考えられる。   

6月23日（図3L3）：ろ過法の場合，試水にリン．窒素，鉄及びEDTAを単独で添加しても藻体  
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図 3．2 藻類増殖に及ぽす栄養塩添加効果  

Fig．3．2 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM・j70S－aquae  
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図 3．3 藻類増殖に及ぽす栄養塩添加効果  

Fig．3．3 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM・j70S－  
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量はほとんど増加しないが，リンと窒素の同時添加により26mgり‾1と藻体量は著しく増加した。  

したがってリンと窒素の二成分が同時に制限物質となっているものと考えられる。熱分解法の場  

合は窒素添加により藻体重が著しく増加しており，窒素が制限物質であると考えられる。   

7月23日（園3・4）：ろ過法の場合，単独添加ではFeまたはEDTAを添加することにより藻体重  

の増加が認められた。しかしリンと窒素を同時に添加すると鉄やEDTAが存在しなくても藻体重  

は16mg・J1と著しく増加することから，窒素とリンが同時に制限物質になっているとも考えられ  

る。熱分解法の場合は，窒素を添加することにより藻体量の増加が認められた。さらに窒素とと  

もにリンを添加することにより，窒素の単独添加より藻体量が増加した。したがってこの試水は  

窒素が制限物質となっており，次いでリンが制限となっていると考えられる。  
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図 3．4 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・3・4 EffectofnutrientadditiononthegrowthofMLPos－   

8月26日（図3．5）：ろ過法の場合は，リンと窒素の同時添加により藻体畳が増大し，リンと窒  

素が制限となっていた。熱分解法の場合，窒素の単独添加では藻体量の増加はほとんど認められ  

ないが，窒素の他に鉄またはEDTAを同時添加した場合に高い増殖壷が得られた。   

9月24日（図3．6）：ろ過法によるAGPは0．1mg・「1であり，これにリン，窒素を単独あるいは  

同時に添加しても藻体重は増加しなかった。しかし，試水に鉄を添加すると藻体重は1．5mg・／▼1に  

まで増加し，またEDTAを添加すると2．8mg・l‾1となった。さらに鉄あるいはEDTAの存在下で，  

リンと窒素を添加すると藻体量はいずれも18mg・J‾1以上となった。したがってこの試水では鉄ま  

たはEDTAが制限物質であり，次いで窒素とリンが同時に制限物質になっていると考えられる。  
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図 3．5 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．3．5 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．jlos  

図 3．6 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．3．6 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM・jios  

これは5月のろ過法で得られた結果とよく似ていた。熱分解法の場合は窒素添加により高い増殖  

童が得られ，これにリンを添加するとさらに高い増殖量が得られた。  

10月23日（図3．7）：ろ過法の場合AGPは0．2mg・lJlと低いが，これに鉄またはEDTAを単独添  

加することにより，藻体重の増加が認められた。さらにこれらのうちのどちらか一方の存在下で，  

リンと窒素を添加することにより高い増殖童が得られた。試水中にリンと窒素が十分存在したと  
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図 3．7 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．3．7 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．j70S－  
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図 3．8 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig，3．8 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．j70S－  
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きの藻体重の増加効果は鉄よりもEDTAの方が顕著であった。熱分解法では，窒素添加により藻  

体量の著しい増加が認められた。  

11月25日（図3．8）：ろ過法では鉄またはEDTAを添加することにより藻体量が増加し，これら  

のどちらか一方の存在下でリンを添加すると藻体量はさらに増加した。熱分解法では，窒素添加  

により藻体量の著しい増加が認められた。  

12月22日（図3．9）：ろ過法ではEDTA添加で藻体量が増加した。さらにEDTAと同時にリンと  

窒素を添加すると藻体量は著しく増加した。熱分解法では，窒素添加により藻体重は著しく増加  

した。また図3・3，図3■7，図3・9で熱分解法でリン革び窒素の同時添加が，窒素単独添加より  

低い値を示したが，熱分解法では増殖量が30mg・J‾1以上となると値が増えることがあるが，高濃  

度の場合この程度の誤差が時々認められた。   

2月10日（図3．10）：ろ過法の場合，単独添加では藻体量の増加はほとんど認め－られないが，リ  

ンとEDTAを同時に添加することにより，藻体量は著しく増加した。これに窒素を添加すると藻  

体量はさらに増加した。熱分解法の場合は，リンを添加することにより藻体量の増加が認められ，  

これに窒素を添加することにより藻体量はさらに増加ルた。  
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図 3．9 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果   

Fig．3．9 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM・jlos－   

4月24日（図3．11）：ろ過法の場合，EDTAを添加することにより藻体量が増加した。これにリ  

ンを，次いで窒素を煩次添加してゆくと，藻体畳もこれに従って段階的に増加した。熱分解法の  

場合，窒素を添加することにより藻体量は増加し，これにリンが加わるとさらに藻体量が増加し  
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図 3．10 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig■3LlO EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．j70S  
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図 3．11藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・3・11EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．j70S－aquae  
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た。   

これまでに述べてきた制限栄養物質とは，試水中に各種の栄養物質を単独で添加した際に，標  

準（無添加の場合）と比較して藻体量を増加させる物質であり，目安として2mg・J－1以上の藻体  

重の増大が認められた場合を制限栄養物質とした。また単独で添加しても藻体量に増加が認めら  

れない場合は，二成分を同時に添加し，藻体量に増加が認められたとき，この二成分を制限物質  

とした。このような考えのもとに図3．2～図3．11に示した試験結果から各月の制限物質をまとめ  

ると表3・2のようになる。〟よcγ叩S′太を用いたろ過法の場合6月，7月，8月の夏期は，リンと  

窒素を同時に添加することにより著しい増殖が認められ，リンと窒素が制限となっていたが，そ  

の他の秋～春期では鉄あるいはEDTAが制限物質となっていた。また熱分解法の場合は，2月を  

除いたいずれの季節においても窒素が制限物質となっていた。   

一般に湖沼において藻類増殖の制限となりやすい栄養物質はリンと窒素であるといわれている  

が▲〉，〟．ガ0ぶ一αヴ紆αβの場合，霞ヶ浦のろ通水では必ずしもリンと窒素だけでは説明できなかっ  

た。しかし6月から8月までの期間はリンと窒素の二成分添加のみで16～26mgり‾lと十分高い増  

殖量が得られており，この期間は鉄やキレート物質が湖水中に存在し，これが霞ヶ浦において  

MicYVqLSぬが増殖することを容易ならしめていると考えられる。また熱分解法により鉄やEDTA  

の制限が解除されるのは，藻体中に取り込まれた鉄やEDTA物質が溶解したか，あるいは水中の  

懸濁物が加熱によって変性・分解された際にEDTAに変わる物質が生成したためと考えられる。   

〟．ガ05－α¢Mβはこれを霞ヶ浦から分離・単藻化する過程において，群体形成能をほとんど消失  

してしまっている1㌔しかし霞ヶ浦などの湖沼に大発生して水の華を形成する〟オcγ叩5ぬは，常に  

表  3・2 〟．カ昭一叫坪郎に対する霞ヶ浦の増殖制限物資  

Table 3・2 GrowthlimitingfactorsinLakeKasumigauraforM．j70S－  

Limitina nutrient 

A】gae  SamplirLgdate  

Fi】trated  AlltnclavPd 

〟．ルざ・魚卵J〃β  May．1g，ユ980  

Jun．23．198D  

力止 23．1980  

Aug．26，19BO  

Sep．24，1980  

0ct．23，19捌）  

Nov．25．1980  

Dec．22，1980  

Feb．1仇1981  

Apr．2d．19gl  

Fe or E  

P and N  

P and N，Or FeorE  

P and N  

Feor E  

Fe or E  

Fe or E  

E  

P and E  

E  

止す．仇㍗Ⅵg；乃85α  Fet）．10，1粥1  

Apr．24，1g飢  

5．亡α♪わco用〟J〟削  Feb．10．1981  
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図 3．12 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・3・12 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM・AeruglnOSa  
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図 3．13 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・3・13 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS．c卸ricornutum  
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群体を形成して存在している。そこで群体形成能を保持している〟・αeγ喝g”05αについてもろ過  

法により栄養物質の添加試験を実施し，その結果を図3■12に示した。2月の試水についてろ過法  

で検討した場合は，リンとEDTAが同時に制限物質となっていた。また4月においてはEDTAが  

制限物質となっており，次いでリンが制限となっていた。これを朋㌧殉5一α曾Meの結果と比較する  

と増殖量がやや異なっているものの，各種の添加ケースに対する応答は非常によく似ていた。こ  

のことから〟・ガロ5一瓜卯牝経と〟．αeγ喝f刀05αのどちらを用いても同じ結果が得られるものと考え  

られた。これに対して緑藻類である5．c郎わco用〝J〟椚を供試藻類として栄養物質の添加試験を  

行った結果を図3・13に示した。これは霞ヶ浦の2月の試水について検討したものであるが，5．  

αゆricornutiimの場合鉄やEDTAの添加効果は全く認められず，ろ過法，熱分解法ともにリンが制  

限物質となっている。この結果から霞ヶ浦の冬期のろ通水において，良知閥頭∽招などの緑藻類  

はその増殖にEDTAを必要としないが，Microq誓Iisなどのラン藻類はその増殖にEDTAなどのキ  

レート物質を必要とすることが推定された。   

3．4 考 察   

3．4．1 栄養物質添加試験   

合成培地における〟．ガロ5αす加gの培養実験結果12）によればリン源としてK2HPO。，窒素源とし  

てNaNO3，鉄源としてFeC13を用いた場合，1mgのリン，窒素，鉄からそれぞれ約800mg，約32  

mg．約1000mgの藻体が得られることが2．3．5～7で明らかにされている。またEDTAは本藻の増  

殖に必須のものではないが，一般に藻類の増殖を良好にする物質として培地中に添加されている。  

本実験においては，試水にリン0・1mg・l‾1，窒素1rng・l‾1，鉄0．2mg・l‾l，EDTAlmg・lTlを添  

加したので，この場合他の栄養物質が制限とならない限り，32mg・「1までは増殖が可能であると  

考えられる。各試水におけるリン，窒素，鉄及びEDTAの4種を同時添加したときの増殖量はろ  

過法で約20～38mg・J‾1，熱分解法では約23～48mg・J1の範囲となっており，32mg・J‾1を下回る結  

果がろ過法，熱分解法でそれぞれ8回，6回認められた。下回った主な原因としては，①4種の  

栄養物質以外の物質が制限となった，②添加した栄養物質が不溶化等により利用不可能な形態と  

なった，③試水中に増殖阻害物質が含まれていた，等があげられる。しかしながら4種同時添加  

することにより藻体重は最低でも20mg・J‾1まで増殖したことから，このレベルまでは4種のうち  

いずれかが制限物質となっていることが判別できる。以上のことより，これらの4種の物質の選  

択で制限栄養物質が何であるかを十分把握できるものと考えられる。   

3．4．2 制限巣義物質   

湖沼における植物プランクトンの制限物質はその水域の富栄毒化が進行するに従い，リンから  

窒素に移行するといわれている12）。本研究においても藻類培養試験を熱分解法で行った場合，2月  

以外の試水に■っいて窒素制限とし1う結果が得られ，これが霞ヶ浦が過栄養湖と称せられるゆえん  
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である．31。しかしろ過法で行った場合，夏期の試水以外ではMicroosthO）増殖は鉄あるいはEDTA  

が制限となっており，これらを添加しないとリンと窒素を加えても商い増殖量が得られなかった。  

一方S．叩か克〝椚油川を用いた場合には〟∫cγ叩5ぬの増殖が鉄やEDTAで制限となっている試  

水においても，リンを加えることにより著しい増殖量を示した。このように栄養物質の添加試験  

から，供試藻類により制限栄養物質が異なることが判明した。これは藻類によってN／P比やその  

他の栄養物質の要求量が異なるからであり，したがって調査対象とする湖沼で優占種となる藻類  

を用いることが重要となってくる。   

これまで〟gc和q堰ぬの増殖に対する鉄やキレート物質の重要性が，合成培地を用いた培養実験  

により指摘されていたが5，6），本研究ではこれが実際の湖水でも重要であることが示された。鉄と  

EDTAの藻類増殖に対する影響としては，まず前者は生体中の酸化還元反応を触媒する酵素の構  

成要素として重要な栄養素であり川，後者は金属とキレート結合することによりその金属の藻類  

に対する毒性を弱めたり15），藻体中への吸収性を高めたりする物質である5116）。したがってEDTA  

は鉄と結合した場合，その吸収性を高めるという意味で藻類にとって鉄添加と同じ効果をもたら  

すが，湖水に含まれる金属の毒性を弱めるという意味からは，鉄添加とは全く効果が異なってく  

る。このような観点からろ過湖水への栄養物質の添加実験結果をみると9，10，11月はEDTAは  

鉄と同じ働きをしていると考えられる。12月，2月や4月はEDTAは鉄とは別の働き．すなわち  

金属の毒性を弱めるような働きをしていると考えられた。これに対して，5．c噌わc∂r邦〟J㍑∽を用  

いた2月のろ過試水では，Selenastumの増殖にEDTAの添加効果は全く認められなかった。これ  

は漉玩即血が5gJβ〃αざ～〟研に比べて鉄の要求性が高いか，あるしは湖水に溶存する重金属に対す  

．る感受性が高いことによるものと推定される。   

今後，霞ヶ浦における傭加叩壷の増殖制限物質としての鉄とEDTAの問題を検討する場合に  

は，増殖に及ぼす鉄濃度の影響を利用性（Availavility）の点から検討してゆくことと，MicYDLPtis  

の増殖に及ぼす金属の毒性を湖水中の金属濃度レベルとEDTA（キレート物質）の有無という点  

から検討してゆくことが重要であると考えられる。   

3．5 まとめ  

1）霞ヶ浦湖水のAGPは熱分解法で測定した場合3．9～11．2mg・l1，ろ過法で測定した場合  

0■1～3・7mg・「1であり，熱分解法の約1／10であった。これは湖水中の栄養物質のほとんどが植物  

プランクトンを起源とする懸濁態として存在し，利用可能な栄養物質が非常に少ないためと考え  

られた。   

2）霞ヶ浦湖水における〟血Ⅵ押ぬの増殖制限栄毒物質は，ろ過法の場合，6，7，8月は  

リンと窒素が制限物質となっていたが，これ以外の季節では鉄あるいはEDTAが制限となってい  

た。また熱分解法ではほとんどの季節で窒素が制限となっていた。   

3）2月と4月の試水について2種の〟fcr叫y5ぬ（群体形成能を消失した〟．ガ05一αq〃αe，群  
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体形成能を保持した〟．αer昭f邦8Sd）を用いてろ過法により栄養制限物質を検討した結果，両者の  

結果は全く同じであり，2月はリンとEDTAが，4月はEDTAが制限物質であった。   

4）2月の試水については，〟fc和り等ぬの他に良作乃広f用桝C呼わc∂r乃〟細別を用いて培養試験  

を行った結果，ろ過法，熱分解法いずれもリンが制限物質であり，EDTAは制限物質ではなかっ  

た。このことは同じ試水でも用いる藻類によって得られる結果が異なる場合があることを示して  

おり，対象となる湖沼の優占種があるいは社会問題となっている種を供試することの重要性が認  

識された。   

5） Microり岱ttSの異常増殖にはEDTA様物質の存在が大きく関与しているのではないかと考  

えられた。  
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4 牛久沼における藻類増殖の制限栄養物質   

4．1 はじめに   

第3章において霞ヶ浦における〃gcγ0りSぬの増殖制限物質について検討を加えたが，夏期にア  

オコの大発生の認められる霞ヶ浦と気候条件が近いにもかかわらず1981年9月まではアオコの発  

生がほとんど認められなかった牛久沼に着日し，霞ヶ浦との相通を知る目的で牛久沼の水質と  

〟如Ⅵ耶應の増殖制限物質について検討を加えた。また同時に牛久沼の汚濁負荷の主要な部分を  

占める三つの流入河川，稲荷川，東谷田川，西谷田川の水質分析並びに〝た和り唱ぬの増殖剖博物  

質についても検討を加えた。   

4．2 実験方法   

4．2．1試水の採取場新   

年久沼及び流入河川を図4．1に示すが，St．1牛久沼，St．2稲荷川，St．3東谷田川茎崎橋，St．4西  

谷田川細見橋の4地点で採水を行った。St．1では1980年6月11日，8月1日，1982年5月12臥  

図 4．1牛久沼及び流入河川における採水地点  

Fig・4．1SamplingstationsinMarshUshikuandinfluentrivers  
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7月2日の4臥 またSt．2，St．3，St．4，では1982年7月2E］に採水を行った。   

牛久沼は図4・1に示すように東西4k叩，南北7kmにわたりその周囲は20kmの湖沼であり，東  

谷田川，西谷田川の河口部は水路様を呈し，沼部分は東西3k恥南北2．5km程である。流出河川  

は八間川と舞鶴ポンプ場からの用水路がある。牛久沼の貯水量は500万m3といわれ平均滞留時間  

は17日と考えられているり。   

4．2，2 就水の前処理及び培養方法   

試水の前処董軋 添加栄養物質，培養方法，藻体量の測定，水質分析法はいずれも3．2．1  

～3■2．6に示したものと同様の方法を用いた㌔   

4．3 実験枯果   

4，3．1 牛久沼及び流入河川の水質   

牛久沼並びに流入河川の水質分析結果を表4．1に示した。1980年の牛久沼のT－Pは0．050～0．072  

mg・J‾1と霞ヶ浦と比較するとやや低い値であった。1982年は0．05mg・J‾1前後であり1980年に比  

べやや低い値であった。一方，1982年の3河川のT－Pは，0．033～0．080mg・J‾1であり稲荷川が最  

も高い値を示した。PO4－Pは牛久沼，3河川いずれも0．01mg・J‾1以下でかなり低い濃度であっ  

た。   

TpNに関しては，牛久沼で1，00～1▲51mg・lLl，3河川で0．94～1．60mg・l－1とほぼ同レベルで  

あり，またこれらの値は霞ヶ浦と同じ濃度レベルであった。一方ろ過水中のNO2＋。－Nは，牛久沼  

表  4．1牛久沼及び流入河川の水質  

Tab）e 4．1WaterqualityofMarshUshikuarldinfluentrivers  

River River River  

Marsh Ushiku Inari Higashjyata Nishiyata   

（St．1）  （St．2） （St．3） （St．4）  

9
 
u
 
 

9
 
u
 
 

u
 
 

J
 
 

1982  

Jul．2  

1980  1982  

Jun，11 Aug．1 May12  

－  －  8．0  

（mgナり  5．1  3．8  5．2  

（mg，J‾1）  

（
＿
U
 
．
4
 
2
 
 

q
U
 
4
 
9
 
 

（mg．J1）  0．050  0．072  0・051 0．046  0．080  0．045 0．033  

（mg．「1）  0．003  0．010  0．002  0．004  0．002  0．004 0．003   

（mg．J‾1） 1・51 1・41 1・31  1・00   0・94  1・29 1・60  

（mg．J，l） 0．04   0．04  0．11  0▲12  0・05  0■17  0，15  

（mg．／‾1） 0．97   0．89  0．56  0．50  0・57  0′98 1▲23  
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で0．50～0．97mg・J▲1，3河川が0．57～1．23mg・J‾1であったが，NH．一Nが牛久沼，3河川で  

0．04～0．17mgり‾1の範囲であることを考えると牛久沼の窒素の形態はそのほとんどがNO2．ユーN  

態であるといえる。夏期の霞ヶ浦では，N札－N，NO2＋ユーNがいずれも0．1mg・J1以下であり，  

牛久沼の無機能の窒素濃度は霞ヶ浦に比べかなり高い値といえる。   

4．3．2 栄養塩添加試験   

牛久沼の湖水について〟ざc和り岱ぬノわ5－αqMβ並びに馳加闇肋間n砂壷椚血鋤を用いて測定  

したAGP並びに藻類培養試験結果を図4．2～図4．6に示した。   

牛久招の1982年5月の場合，5．c卸〟co川〟細別では，図4．2に示したようにろ過水のAGPは0．9  

mgり‾1であったが，窒素添加では増加が認められずリン添加で28mg・J‾1と著しい増殖量の増大  

が認められたことからリンが制限になっていた。窒素とリンを同時に添加すると57mg・J‾1とさら  

に増大することから次に窒素が制限になっているといえる。また熱分解法の場合はAGPが6．1  

mgり、lでろ過法の約7倍であったが，この場合も制限物質はリンであった。  
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図 4．2 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．4■2 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS・‘砂仰rnulum   

一方，牛久沼の7月の場合を図4．3に示したが，S．c卸γfco川〟′Ⅳ椚では5月と比べて藻類の増殖  

量は低い傾向が認められたが，ろ適法，熱分解法ともに5月と同様にリンが制限栄養物質となっ  

ていた。  
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図4．4に牛久沼1982年5月の湖水について〟．凡）5一朝御伽で調べた結果を示すが，AGPは1・6  

mg・J－1とS．c呼わco用〝J〟別に近い値を示した。しかし制限栄養物質に関しては5・叫）わc∂用〝ね∽  
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図 4．3 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．4．3 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS・CaPricornuium  
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図 4．4 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

FigL4・4EffectofnutrientadditiononthegrowthofML  
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の場合リンが制限となっていたが，M．jlos－aquaeではリン，窒素，鉄，EDTAの単独添加では増  

殖量の増加は認められず，リンと鉄あるいはリンとEDTAを添加することにより増加が認められ  

た。したがってリンと鉄，リ■ンとEDTAがそれぞれ同時に制限となっていた。この場合EDTAは  

鉄と同様の作用を有しているのではないかと考えられる。またリンと窒素と鉄の同時添加及びリ  

ンと窒素とEDTAの同時添加ではそれぞれ22．2mg・L1，28．6mg・L‾1とさらに高い値が得られ  

た。一一方熱分解法の場合のAGPは17mg・l－1とSL C郎ricornutumに比べかなり高い値を示した。  

窒素添加でいくぷん増大が認められることから窒素が制限になっているといえよう。これはS．  

叩かね〝椚油川のリン制限とは異なった傾向を示した。   

図4・5に牛久沼の1982年7月の場合の肌・ノわ5－αヴMgを用いたろ過法の結果を示したが，AGPは  

1・2mg・l‾1でS，C郎YulOrnutumと同程度であった。また，リンとEDTAを同時に添加することに  

より初めて増殖量が増大した。5月の場合はリンと鉄添加でも効果が認められこの点でやや異  

なっているが，窒素，リン添加ではあまり増殖せずEDTAが増殖を刺激する点では5月と7月は  

類似している水といえよう。窒乳鉄，EDTAの添加でも最大増殖量は8rng・J▲1と低かったがこ  

の理由については不明である。  
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図 4．5 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．4．5 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．j70SL   

図4・6に1980年8月の牛久沼の湖水について〃．βos－αq〟αgを用いて制限物質を調べた結果を  

示したが，この結果も1982年の場合と同様に，牛久沼のろ通水は，窒素，リンを添加しても  

Microcysぬの増殖が認められず，リンとEDTAを同時に加えることによりMicroqst2Sが著しく増  
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殖した。1980年6月の牛久沼の湖水もほぼ同様の傾向を示した。   

一方3河川について5．c卸γ加川如才〟∽を用いて調べた結果を図4．7～図4．9に示した。稲荷川，  

東谷田川，西谷田川のろ過法のAGPはそれぞれ0．6mg・lLl，0，5rng・lrl，0．8mg・l‾1でいずれ  

も1mg・J▲1以下とかなり低い値であった。しかしいずれの場合も窒素添加では増大は認められず  

リンを添加することにより増殖量が22．3mgり‾1，2．3mg・J】l，30．Omgり‾1に増加することから  

り㌢が制限物質になっているといえる。東谷田川の場合リン添加あるいはリンと窒素添加しても  

増殖量は低かった。この理由については不明である。   

一方，熱分解法の場合はAGPは稲荷川，東谷EEIJrr，西谷田川でそれぞれ23．5mg・l▼1，4．3mg・  

「1，5．4mg・「1とろ過法に比べかなり高い値を示した。またリン添加により著しく増殖量が増大  

し，ろ過法と同様にリンが制限栄養物質といえた。   

また3河川について〟．ル狛叩離を用いて調べた結果を図4．10～図4．12に示す。ろ過法の  

AGPは稲荷川，東谷田川，西谷田川それぞれ0．1mg・l‾l，0．1mg・l‾l，0．Omg・l‾1とM・Pos－  

の増殖はほとんど認められなかったが，いずれの場合もリンとEDTAを同時に添加するとそれぞ  
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図 4．6・藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．4・6 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM，j70Saq㈲e  
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図 4．7 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・4・7 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS．c卸ricornutum  
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図 4・8 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig■4・8 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS．caf＞ricornutum  
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れ23・1mg・g1，2S．3mgり‾1，31．9mg・J‾1と著しい増加が認められ，いずれもリンヒEDTAが  

制限物質となっていた。一方熱分解法の場合のAGPは，稲荷川，東谷圧川lでそれぞれ19．8mg・  

lLl，8．2mg・l▲1であった。制限栄葦物質は稲荷川が窒素，東谷田川はリン又は鉄あるいはEDTA  

であった。  
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図 4．9 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig．4．9 EffectofnutrientadditiononthegrowthofS．  
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図 4．12 藻類増殖に及ぼす栄養塩添加効果  

Fig・4・12 EffectofnutrientadditiononthegrowthofM．jlos－  
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4．4 考 察   

牛久沼及び牛久沼に流入する稲荷川，東谷田川，西谷田川の3河川水のAGPを表4．2に示した  

が，ろ過法のAGPはS．q打払椚相知肌，〟．ル軒叩蛾共に低く，牛久沼の1982年5月における  

〟．ル帖叩峨を用いた場合の1．6mg・ノー1が最大であった。■熱分解法はろ過法に比べ試水中の  

栄養塩濃度が高くなることから一般にろ過法より高いAGP値を示すが．1982年7月の牛久招の  

〟㌧伽n叩肋の場合以外はこの傾向が認められた。また5．c郎ガc∂川祝J〝椚と〟．ノわざ－α耶此花を  

用いたが両者のAGP値は異なった値を示した。   

表4．3に牛久沼及び三河川水の制限栄養物質をまとめたが．S．c郎γ加用祝′〟∽の場合ろ過法，熱  

分解法ともにリンが制限栄養物質であった。一方，〟．一伽sα耶混柁の場合ろ過法ではリンだけでは  

増殖が認められずリンにEDTAあるいは鉄を加えて初めて増殖量が増大した。リンとEDTAがほ  

とんどの場合制限となっていた。また，これを熱分解法で調べると制限物質は，窒素又は  

EDTA，あるいはリンか鉄の場合と様々であった。これらの結果と水質分析の結果とを比較して  

みると，ろ過法の場合の試水中のPO。－P濃度は衰4．1に示すように著しく低く，リンが制限栄毒物  

質になっていることが推定できる。5．叫両ね珊油仰の実験においても同様の結論が得られた。  

しかしながらM．jlosaq録αeの場合は，リンのほかにEDTAも増殖に必要であることが藻類培養  

試験によって明らかにされたが，この点に関しては水質分析から推定することは不可能であ  

る3・小。  

表  4．2 牛久沼及び流入河川のAGP  

Table 4．2 AGP ofMarsh Ushikuandinfluentrivers．  

Algae  （mg．ノ‾1）  

Samp】i喝  
station  

Date  5．α砂ガcβ用〟J〟桝  〟．」侮5－α¢鋸αg  

Fi）．  Auto．  Fil．  Auto．  

Marsh  
Ushiku   

Marsh  
Ushiku   

Marsh  
Ushiku   

Riv  
Inarl   

River  
Higashiyata   

River  
Nishiyata  

（St．1） Aug．1，1980  

（St．1） May12．1982  

（St．1） July2，1982  

（St．2＝uly2，1982  

（St．3＝uIy2，1982  

（St．4＝uly2，1982  

0．5   26．5  

1．6   16．8  

1．2  0．2  

0．1   19．8  

0．1  8．2  

0．0  0．2  

0．9  6．1  

0．6  2．4  

0．6   23．5  

0．5  4．3  

0．8  5．4  

FiL；Filtrated，Auto．；Autoclaved   
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表  4．3 牛久沼の藻類増殖の制限栄養物質  

Table 4．3 LimitingnutrientsofalgalgrowthinMarshUshiku．  

S．c呼ガrβ川〟J〟椚  肌．伽s一助那〟陀  
Sampling  
Station  Date  

Fil．   Auto．  Fil．  Auto．  

Marsh  
Ushiku   

Marsh  
Ushiku   

Marsh  
Ushiku   

Riv  
Inarl   

River  
Higashiyata   

River  
Nishiyata  

（St．1） Aug．1，1980   －  

（St．1） May12，1982  P  

（St．1＝uly2，1982  P  

（St．2） July2，1982  P  

（St．3） July2．1982  P  

（St．4＝uly2，1982  P  

P and E  N  

p  N  

P  P and E  

P  P and E  N  

P  P andE PorFeorE  

P  P and E  E  

Fil．；Filtrated，Auto．；Autoclaved   

5．c郎わcor乃〟細別は制限物質がリンか窒素かを知る上では適した藻類といえよう。熱分解した  

場合，朋㌧．穐5一明御伽の制限物質が必ずしもリンではなくなってしまい窒素の場合もでてくるが，  

これは熱処理により試水中の成分が変化したためかあるいは藻類による栄養要求性によるものと  

考えられるが，この原軌こついては今後の検討課題である。   

4．5 まとめ   

牛久沼と霞ヶ浦とを比較してみると，牛久沼の夏期のろ過水の制限栄養物質は〟ic和り唱ぬに  

とってほとんどの場合リンとEDTAであった。一方，召ヶ浦の場合は，リンと窒素が同時に制限  

となっており〟fcγ叩等ぬの増殖にEDTAが存在する必要はなく，明らかに両者に差が認められ  

た。すなわち，牛久沼の湖水は窒素，リンをいくら添加しても〃gcγ飢ツS′ゴ5が増殖できない水であ  
り霞ヶ浦の湖水に比べ〟7cγ0砂Sr怨が発生しにくい水といえよう。  

引 用 文 献  

1）茨城県環境局（1975）：湖沼富栄養化実態調査報告乱  

2）須藤隆一・田井慎吾・矢木修身・岡田光正・細見正明・山根敦子（19飢）：藻類の培養試験法によるAGP   

の測定．国立公害研究所研究報告，第26号，53p．  

3）神谷知子・坂本 充（1974）：諏訪湖における植物プランクトンの生産支配因子としての鉄の存在状  
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態．奈良女子大学理学部動物学教室，27－29．  

4）Gardiner．］，（1976）：Complexation of trace metals by ethylene diamine tetra acetic acid   

（EDTA）innaturalwaters．WaterRes．，10，507r514．  
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5 アオコの好気的分解   

5．1 はじめに   

霞ヶ浦，手賀沼等全国各地で夏期に大発生するアオコは，9月末～10月にかけ気温の低下に伴  

い現存量が急激に減少する。アオコの分解については，Jewe11とMcCartyり，高村らZ），Stewart  

ら3）の報告があり，アオコの分解には細菌，カビ，シアノファージ，アメーバ等の多くの微生物が  

関与していることが明らかにされている。アオコの分解時には有機物や窒素，リン等の栄養物質  

が水域へ溶解して汚濁の要因となることから▲・5〉，これらの点を明らかにすべく湖水からアオコを  

採水し，10J用のマイクロコズムの中でのアオコ及び栄養物質の分解時の挙動について検討を加  

えた。   

5．2 実験方法   

5．2．1 材料及び実験装置   

分解実験に用いたアオコは，1983年10月4日にアオコが大量に発生している霞ヶ浦の土浦港よ  

り採取したもので，プランクトンネットで採取し，アオコを約5倍に濃縮したものである。   

実験には内径23cmの10J容のガラス製マイクロコズムを用い，この中にアオコ溶液8Jを添加  

し，分解条件を湖水中に類似させるため，1日に1回，15分間，エアポンプにて曝気を行い，3，000  

1Ⅹの照度で12時間ごとの明暗条件で分解を調べた。分解温度は200C，300Cの条件で行った。   

5．2．2 分析項目   

マイクロコズムから経時的に採水し，〟如肌叩頭及び細菌の計数，DOC，T－N，NH4－N，NO2＋き  

－N，PO▲－Pを測定した。〟gcγ呵Sめは検鏡法により，細菌は採水した試料を，一定時間超音波破  

砕掛こよりアオコの群体をばらばらにさせた後，無菌水で希釈後，F－10培地（肉エキス0・5g，ペ  

プトン，1．Og，NaC10．5g，寒天15gを1Jの脱イオン水に溶かす）を用いて生菌数を計数した。   

5．3 実験結果及び考察   

5．3．1 細菌の計数条件   

アオコを含む試水中の細菌を計数する場合，アオコの群体に多くの細菌が付着しているため正  

確に細菌を計数することが困難である。そこで自然水中の細菌を計数する場合，細菌を分散させ  

るため何秒間超音波処理するのが適しているのかについてまず検討を加えた。100mJの3角フラ  

スコに50mJの試水を加え一定時間超音波処理した後に希釈後，寒天平板堵地で培養して計数した  
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図 5．1細菌計数に及ぼす超音波処理時間の影響  

Fig．5．1Effectofthesonicationtimeontheviablebacterialcount  

結果を図5．1に示した。超音波処理時間が30～150秒間で最大の細菌数が得られ，それ以上の時間  

になると急激に値は低くなった。超音波処理することにより，処理しない場合の約2．5倍商い計数  

値が得られた。したがって以後の細菌の計数には30秒間の超音波処理を採用した。   

また細菌を計数する場合，培養日数が大きく影響する。図5．2は超音波処理した試水について培  

養日数に伴って増殖してきた細菌数の変化を示したものである。培養日数が長くなるにつれ細菌  

数は増大し培養15日日にほぼ最大の値を示し，培養5日日の6倍，培養10日目の2倍の値を示し  

た。したがって、細菌の計数には以後は15日間培養することにした。   

5．3．2 几〃c／OCγSf′sと細菌数の変化   

図5・3に200C，300cにおける〟如Ⅶ胡座の数の変化を示した。〟オc和（耶ぬは，実験開始時に5．8×  

108cells・mJ▼1存在したが，200cでは14日後でも20％しか分解しなかったが以後急速に分解し35日  

後に80％が分解した。一方300Cの場合は，実験開始直後から分解が開始し35日後には95％が分解  
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図 5・2 細菌計数に及ぽす軍糞日数の影響  

Fig．5．2 Effectofincubationtimeontheviablebacterialcount  

された。200c．300cの分解速度定数は（1）式より  

Ⅳ＝Aい10‾慮′  

爪：初期のアオコ濃度（mg・J‾1）  

〃：′時間後のアオコ濃度（mg・J▼1）  

′：分解時間（d）  

烏：分解速度定数（d‾1）  

それぞれk＝OLO21d‾l，k＝0．034d‾1であり，30つCの方が200Cの1．6倍高い値を示した。   

図5・4に細菌数の変化を示したが，開始直後は2．5×106ce11s・ml1の細菌が存在していたが200C  

の場合〟fc和り岱ぬの分解に伴い細菌数が増大し27日後に最大1．0×107cells・mJ－1になったがその  

後減少した。一方300cの方は14日間はあまり数の変化が認められず，ノ批和q働おが減少している  

にもかかわらず27日日には約1／10に減少してしまった。培養20日頃から300cのマイクロコズムの  

みにミジンコが異常発生する現象が認められ，細菌の減少はこのためではないかと考えられた。  
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図 5．3 マイクロコズム中での〟如Ⅵ耶應の分解  

Fig．5．3 DecompositionrateofMicrocysl2SinamicTOCOSm  
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図 5■4 マイクロコズム中の細菌数の変化  

Fig■5・4 Changeofbacterialnumberinamicrocosm  
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5．3．3 DOCと栄養塩の変化   

20勺C及び300Cのマイクロコズムにおける溶解性有機態炭素（DOC）の変化を図5．5に示した。  

DOCは開始直後では10rng・l1であったが，200C，300C共に10日目，14日目と増大して行き20日日  

に最大となり200cでは28mg・lJl，300Cでは24mg・l‾lとなった。以後DOCは減少していった。DOC  

の増大は肪血叩繭の分解に由来するものと考えられた。  
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図 5．5 アオコ分解過程におけるDOCの変化  

Fig．5．5 ChangeofDOCduringtheAokodecomposition  

図5．6は200cにおけるN札－N及びNO2．3－Nの変化を示したものである。NH．－Nは開始時は  

0・01mg・l‾1であるが20日削こは0・8mg・lrlにまで増加し，27日目には最大の1．6mg・l‾1に達す  

るが，47日目にはほとんど消失した。   

q方NO2．3Nは14日までは減少してしゝき再び増大し35日日に最大となった。TLNは18．5mg・  

「1であり，そのほとんどが〟∫cγ0のぶぬ由来と考えられるため，〟よc和q塔ぬのごく一部がNH。－Nに  

なり，そのNHl－NがNO2．3－Nに変えるものと考えられる。50日以上ではNH．－Nの生成はほとん  

どなくなるものと考えられた。   

300Cの場合のNH4N及びNO2十3－Nの変化を図5．7に示したが，その変化は200Cの場合に類似し  

た傾向を示したが，300Cの方がNH．－Nの生成またそれに伴うNO2．，Nの生成が20OCに比べかな  

り早い時期に起こった。  
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図 5．6 アオコ分解過程における無機能窒素の変化（200C）  

Fig．5．6 ChangeofinorganicnitrogenduringtheAokodecomposition  

図 5．7 アオコ分解過程における無機能窒素の変化（300C）  

Fig．5．7 ChangeofinorganicnitrogenduringtheAokodecomposition  
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図、5．8 アオコ分解過程におけるPO。一Pの変化  

Fig．5．8 ChangeofPO．PduringtheAokodecomposition   

PO4－Pの変化を図5．8に示すが，開始時は0．005mg・J▼1であるが，200Cの場合はほとんど増大し  

ないが300Cの場合は分解時間が長くなるにつれ増加し，47日目には0．77mg・J‾1にまで達した。  

200CでMicroりびtisが分解しているにもかかわらずPO▲P濃度が低い理由は定かではないが200C  

の場合に細菌数がかなり増大したことに起因するかもしれない。   

5．4 まとめ   

〟オcγ叩塔ぬの分解について検討を加えたが／1日15分間だけしか曝気をしなかったため必ずし  

も好気的分解とはいえないが，夏期～秋期の湖における．〟gcγ叩S∠由の分解過程を知る上では役立  

つものと考えられるい仇∽岬壷の分解速度並びに〟払Ⅶ那加からの窒素，リンの溶出速度は  

200Cに比べ30¢Cの方がかなり速いものであった。しかしながら200c，300CにおいてもMicYOり唱tis  

からのDOC，窒素，リンの溶出量は，12時間明るくしていたせいもあり，1か月間で2割以下で  

あり，光照射条件下では完全分解するのにかなりの時間を要するものと考えられた。  

引 用 文 献   

1）Jewell，W．）．andP．L，McCarty（1971）：Aerobicdecompositionofalgae．Environ・Sci，Tech・，   

5，1023－1031．  
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2）高村典子・相崎守弘・安野正之（1985）：雷ヶ浦における植物プランクトンの分解過程について．第2   

回自然浄化シンポジウム，国立公害研究所，33－40．  

3）Stewart，D．P．andM．D．Daft（1977）：Microbialpathogensofcyanophyceanblooms■Advances   
inAquaticMicrobiology．Vol・l，177218・  

4）Depinto，］．Ⅴ．andF．H．Verhoff（1977）：Nitrogenregenerationfromaerobicdecompositionof   

greanalgae．Environ．Sci，Tech．，1l．371L377・  

5）Fallon，R，D．and T．D．Brock（1979）：Decomposition ofblue－green algal（cyanobacterial）   
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6 アオコの嫌気的分解   

6．1 はじめに   

我が国には，霞ヶ浦，諏訪湖，手賀沼をはじめとして夏になると毎年アオコの大発生が認めら  

れる湖がたくさん存在している。発生したアオコは，秋期～冬期にかけ分解され有機物はCO2と  

してまた窒素は脱窒作用により減少するが，リンは保存性物質であるため湖水中に蓄積するト3）。  

湖水の水質を改復させるためには，湖水中からのリン除去が必須であり，湖水中のリンを除去す  

る方法の一つとして発生したアオコを回収することは大変有効なことと考えられる。しかしなが  

らアオコの回収についてはいくつかの問題点が残されている。第1は，どのような方法で回収す  

るのか，そのエネルギーコストはどれくらいかということ，第2は回収したアオコの処理，処分  

をどうしたらよいかという点である。   

第1のアオコの回収法については，遠心分離法，長もうろ布法，フィルタープレス法等による  

回収法があるが，アオコの有効利用法が確立すれば，性能のよりよいものが作られるものと考え  

られる。問題なのは第2の点であり，回収したアオコの処理，処分方法としては廃却か土壌中へ  

の埋め込み処分が行われている。しかし，焼却の場合，回収されたアオコが90～98％の水分を含  

んでいるため極めて大きな付加エネルギーを必要とするため，省エネルギーが叫ばれている今日  

においては問題である。またそのまま土壌中へ埋め込むことも地下水汚染が懸念されている。ま  

たアオコを肥料化，飼料化して用いることも期待されているが，いまだに十分な研究がなされて  

おらず新しい処分方法が切望されている。   

現在，下水処理場からでる余剰汚泥の処理において，メタン発酵碇よる嫌気性処理方法が利用  

されているが48），この方法は特に高濃度の有機性の排水処理に適しており，また活性汚泥法や生  

物膜法のような生物処理と比較し，エネルギー生産型の処理法として知られている。   

そこでアオコの嫌気性処理の可能性を明らかにすべく，アオコを基質とするメタン発酵につい  

て検討を加えた。すなわち，回分培養及び半連続培養法によるアオコからのメタンガスの生成過  

程並びに生成最適条件さらにアオコの減量化について詳細な研究を行った。   

6．2 実験方法   

6．2．1 培養装置   

実験に用いた培養装置は，図6．1に示したようにかくはん速度及び培養温度が制御できる容量  

2．5Jの嫌気培養槽と，発生した消化ガスを回収するためのガスタンクから成っている。培養槽に  

は，基質の注入とサンプリングを行うためのノズル，発生した消化ガスをガスタンクヘ移送する  
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図 6．1メタン発酵槽  

Fig．6，1Methanefermentor  

ためのパイプ，温度計及び温度センサ，そしてガスサンプルを採取するための採ガス管が取りつ  

けてある。一方，ガスタンクは浮屋根式で中には飽和食塩水が入っている。また，発生したガス  

量を測定するめ，ガスタンクの上部には，1mm間隔の目盛りがつけてある。   

6．2．2 基 質   

メタン発酵の基質としてアオコと下水汚泥を用いた。アオコは夏期に霞ヶ浦で大量発生したも  

のをプランクトンネット（離合社製，ⅩⅩ13）を用いて回収したものであるが，藻休演度が1％程  

度であるため，これを連続遠心分離（25．000×g）で5％程度にまで濃縮しこれを所定の濃度に水  

で希釈して使用した。なお濃縮アオコは－700Cで凍結保存し使用時に溶かして使用した。一方対  

象として用いた下水汚泥は，東京都の下水処理場の余剰汚泥であり，この場合もアオコと同様の  

方法で保存及び調製を行った。   

6．2．3 培養条件   

回分培養と半連続培養実験を行った。回分培養は，培養温度，基質濃度に着日して，後に連続  

培養を行う場合の最適な培養条件を設定するために必要な基本的知見を得ることを目的とした。  

また半連続培養では，従来からメタン発酵の基質として用いられている下水汚泥を対象として，  

アオコと比較することで，メタン発軌こおけるアオコの基質としての価値を明らかにすることを  

目的として行った。  

・1）回収培養   

⑦ 培養温度  
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従来，都市下水や食品加工工場廃水などの1次処理，あるいは2次処理で生ずる有機物濃度の  

高い余剰汚泥を用いて行われているメタン発酵では，30～37つC（中温発酵）及び53～550c（高温  

発酵）に最適な培養温度があることから本実験においては，350Cと550Cの温度条件で実験を行っ  

た㌔また培養液量は1．2Jとした。   

㊥ 基質濃度   

アオコを基質としたメタン発酵に関する報告がないことから，アオコのメタン発酵を行った場  

合，その分解生成物が良好なメタン発酵を阻害する可能性を考慮して，従来のメタン発酵で行わ  

れている基質濃度よりも比較的低い濃度，すなわちTS濃度（乾燥重量）1％を基準として，2％  

及び3％で培養を行った。   

2）半連続培養   

⑦ 培養温度   

半連続培養における培養温度は，回分培養実験によって，350c及び550Cがメタン発酵に支障が  

ないことがわかったので，回分培養の場合と同じく，中温発酵の350C，高温発酵の550Cについて  

検討を加えた。  

（参 基質濃度   

連続培養においては，前述のようにアオコの他に下水汚泥を基質として実験に供した。TS濃度  

は，アオコの場合，2％，3％及び4％，一方，下水汚泥の場合では，2％及び3％とした。   

0滞留日数   

半連続培養における滞留日数の設定は，回分培養実験の結果を考慮し，中温発酵においては30  

日，高温発酵においては15日とした。したがって，培養槽内の培養液量を1．5Jとしていることか  

衰  6．1半連続式メタン発酵の操作条件  

Table 6．1ConditionsofmethaneproductioninsemiLCOntinuousculture  

Temp． Ditention Feed and Substrate  TS loading 
（Oc） time（d）   withdraw conc．（％）  （g．d‾】）  

（mJ．d▼1）  

2  1  

Aoko  3  1．5  

4  2  35  30  50  

2  ′1  

3  1．5  

2  2  

Aoko  3  3  

4  4  55  15  100  

2  2  

3  3  
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ら，1日当たりの引き抜き及び投入量は，中温発酵の場合，50mJ・d‾1，高温発酵の場合では100  

mJ・d，1である。なお半連続培養における培養条件を表6．1に示した。   

6．2．4 種汚泥   

アオコ用の場合は，350C，550Cのそれぞれの温度で下水汚泥をアオコで馴養させて種汚泥を調  

整した。すなわち，35〃C及び貯Cで運転されている下水処理場の消化汚泥を採取し，この1．5Jに  

対して，それぞれの温度で，TSl％濃度のアオコを半連続的に過1回500mげつ引き抜き投入を  

繰り返して，基質のアオコに十分馴養させ，これを種汚泥とした。回分培養の場合は，培養槽に  

種汚泥を100mJ加えこれにアオコ溶液を1．1J加え反応を開始した。一方，下水汚泥を基質とする  

メタン発酵においては，上述の下水処理場からの消化汚泥を，馴化を行わずそのまま培養に供し  

た。   

6．2．5 測定項目及び測定方法   

回分培養においては，1日おきに培養槽から30mJずつサンプリングし，各種の分析に供した。  

一方，半連続培養においては，培養を開始してから，それぞれ所定の引き抜き投入を繰り返し，  

1日当たりのガス発生量が安定した後の引き抜き液を各種分析に供した。本実験では以下の項目  

について分析を行った。  

1）ガス組成とガス発生量   

発生ガス組成は，発酵槽よりガスタイトのシリンジでガスを採取後表6．2に示す条件でメタン，  

炭酸ガスの分析をガスタロマトグラフ法により行った。ガスの発生量は，ガスタンクに取り付け  

た目盛りよりガス発生量を調べた。  

表  6．2 メタン，炭酸ガス及び有機酸のガスタロマト分析条件  

Table 6，2 ConditionsofgaschromatographyforCH．，CO2and  
fattyacidanalysis  

Ztem．  C軋  CO2  Fa（tY aCjd  

Columm  Molecular Silicagel  ChlomosorblOI  

Sieve5A  

3mmX3m   3mmxl．5Jn   3mmX3m  

Detector  TCD  TCD  FID  

Temp．（’C）  

Column   

Injecti〔〉n  

Ca汀ier gas  

（mJ・min‾1）  

0
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2）脂肪酸  

培養液の遠心分離した上澄液を用いて，低級脂肪酸の場合は，表6・2に示すようにFID検出器を  

用いるガスタロマトグラフ分析法により，また高級脂肪酸については，ジアゾメタンでメチル化  

後，0V－17のカラムによるガスクロマトグラフ法により分析を行った。   

3）TS（蒸発残留物），VS（強熱減量）   

下水試験法によった。   

4）TOC   
島津製TOC－10B型 TOC計を用いた。   

5）CN   

Yanaco社製 CNコーダーを用いた。   

6）T－P   

混合試薬法によった。   

6．3 結 果   

6．3．1 基質の組成   

メタン発酵の基質として用いたアオコ及び下水汚泥の組成を表6．3に示した。表からわかるよう  

に，アオコは下水汚泥と比べて窒素の含有量が高く，C／N比は5・6であった。炭素含有量の値を用  

いて1gのアオコ及び下水汚泥から得られる発生ガスの最大理論量は次のとおりである。  

×炭素含有率  ×22．4×103  ガス発生量（mJ）   
12   

すなわち，アオコ1gからは，892mJ，下水汚泥1gからは，鵬3mJのガスが得られることになる（た  

だし，発生するバイオガスがすべてCH4ヒCO2から成ると仮定した場合）。  

表  6．3 アオコと下水汚泥のC，N及びP含量  

Table 6．3 C，N and P contents of Aoko and  
Sludge  

Substrate  C％  N％  P％  C／N  

Aoko  47．8  8．4   0．79  5．7  

Shユdge  36．6  4．5  1，68  8．1  

6．3．2，回分培養  

回分培養におけるアオコからのガス発生量と有機酸の生成量を図6．2～図6・7に示した。  

図6．2は35。Cでアオコ1％の条件で行った場合の結果である。有機酸（LFA）の生成は培葦4日  
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日で酢酸が2，600mg・J1と最大に達したが以後減少した。またプロピオン酸は4日目～15日目の  

間で600mg・J‾1程度存在しこの間あまり変動は認められなかった。需一酪酸は4日日で最大610  

mg・J‾1となった。有機酸の生成が4日目で最大となったが．ガス発生はこの頃から認められ以  

後徐々に増加し培養20日後には3・OJとほぼ最大となった。またギ酸の生成は最大でも29mg・／－1  

と大変低い値であった。   

】0  20  
Cultivation time（days）  

一図 6．2 アオコからガス及び有機酸の生成（350C，1％，国分培査）  

Fig・6・2 GasandfattyacidproductionfromAoko（batchculture）  

図6・3は350Cでアオコ2％の場合の結果である0有機酸の生成は1％と比べて，すべての酸で高  

い値を示した。酢酸は4日目で最大となったが濃度が3，500mg・J－1と高く10日日までこの高い値  

は続いた8一方・乃一酪酸も培姜4日冒には1，000mg・′一1を超えかなり高濃度となり，1別］冒まで  

高い値が続いた。培養10日目からガスが急激に生成され始めたが，ガスの生成に伴い有機酸の濃  

度が著しく低下した0ガスの生成は培養25日目でほぼ最大となり6Jが生成された。   

図6・4は350Cでアオコ3％の場合である0この場合も1％，2％と同様に酢酸が培養7日目で最  

大となり4・740mg・J‾1にまで達した0乃一酪酸，7一書草酸，プロピオン酸も最大でそれぞれ1，500  

mg●J1，1・030mg●「1，1・940mgけ1にまて達した。ガスの発生は10日目から開始し24日目に  

は最大の9．7Jに達した。  
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図 6．3 アオコからガス及び有機酸の生成（350C，2％，国分培養）  

Fig，6L3 GasandfattyacidproductionfromAoko（batchculture）  
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図 6．4 アオコからガス及び有機酸の生成（35。C，3％・回分培養）  

Fig．6．4GasandfattyacidproductionfromAoko（batchculture）  
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図 6・5 アオコからガス及び有機酸の生成（550C，1％，回分培養）  

FigL6・5 GasandfattyacidproductionfromAoko（batchculture）   

図6．5は550Cアオコ1％の場合である。有機酸の生成は，酢酸が培養5日目で2．180mg・J‾1と最  

大の濃度となり以後急激に減少した。プロピオン酸は6日目で最大の632mg・J‾1を示し，乃瑠酸  

は4日目で653mg・J‾1と最大となった。ガスの発生は4日日から始まり2D日にはほぼ最大の3Jと  

なった。これらの傾向はアオコ350C，1％の場合と類似していた。   

図6．6は550C，アオコ2％の場合である。この場合も酢酸の生成量が最も高く，4日目で3．000  

mgり‾1近くに達した。†！－酪酸も，プロピオン酸も最大で1，500mg・J▲1前後となり，ガス発生に  

伴い有機酸の生成も減少した。ガスの発生も15日目でほぼ最大の6．7Jに達した。これらの結果  

は，350C，アオコ2％の場合の培養経過と類似していた。   

図6．7は550C，アオコ3％の場合である。この場合，酢酸は培養2日目から3，000mgり‾1を超え  

9日目には4，000mg・l‾1近くに達した。n一酪酸も2，000mg・l1近くに上昇し，プロピオン酸，  

仁吉事酸も1，000mg・「1～600mg・J‾1の範囲とかなり他の場合より高い値を示した。しかしな  

がらこの場合にはガスの発生はほとんど認められなかった。  
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図 6．6 アオコからガス及び有機酸の生成（550C，2％，国分培養）  

Fig．6．6 GasandfattyacidproductionfromAoko   

表6．4に350C，550Cにおけるアオコからのガス生成量とアオコ1gからのガス生成量を示した。  

35Ocと550Cを比べてみると，55OCのアオコ3％を除くとアオコ1gからガスが250ml～300mlが発  

生し，アオコ濃度が1～2％の範囲では，アオコ濃度は単位アオコから生成されるガスの発生量  

にほとんど影響を及ぼさないものと考えられるが，図6．3～図6．7からわかるように，550Cの方が  

ガスの発生が350Cに比べ約2倍程度も速いことがわかる。したがって以後の半連続培養の実験で  

は，350Cの滞留時間を30日，550Cの場合は15日間と350C半分の日数とした。   

またこれらの種々の条件下で，生成されたガス中のメタンと炭酸ガスの比率を調べたが，いず  

れの場合も，メタン：炭酸ガスの比率は6：4とほぼ→定であった。  
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図 6．7 アオコからガス及び有機酸の生成（550c，3％，回分培養）  

Fjg．6．7 GasandfattyacjdproductjonfromAoko（batchcuJture）  

表  6．4 回分式培養におけるガス生成  

Table 6．4 Gas production under several  

conditions in batch culture 

Gas production  
Temp． Aoko  

（OC）   （％）  Total（l）  L．gAokorl  
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6．3．3 半連続培養   

回分培養の結果，アオコが分解するのに350Cでは約30日間を，550cでは15日間を要することか  

ら，滞留時間を350Cは30日，550Cは15日として半連続培養を行った。すなわち，培養液が1．5Jで  

あるので350Cでは毎日50mほ，また550cでは100m／の引き抜き，添加を行った。この場合，比較  

として下水汚泥についてもアオコと同様の実験を行った。半連続培養を繰り返し，ガスの発生量  

の安定したところで有機酸の分析を行った。ガスの発生が安定化するのに約1か月を要した。   

図6．8はアオコ2％濃度で半連続培養を行い，ガス発生が安定してから約1か月間のガス発生量  

の変化を示したものである。日によりガスの発生量はかなり変化するが，350Cでは平均34DmJ・  

d1，550Cでは640ml・dlのガスの発生が認められた。55OCの方が350Cに比べ発生量が2倍近く高  

いのは，550Cの方が滞留時間が短く，負荷量が2倍高いためと考えられる。   

図6．9はアオコ3％濃度の場合でガスの発生が安定してから1か月間のガス発生量を調べたも  

のである。アオコ3％の場合，350Cでは発生ガス量は580ml・d1，55OCでは830ml・d‾1であり2％  

と比べ350Cで1．7倍，550cで1．3倍の値を示した。   

また表6．5にアオコ及びスラッジからのガスの発生量を示したが，358Cでは2％，3％ともに汚  

泥の方が1．4倍，1．6倍，550Cでは2％，3％で1．6倍，2．0倍といずれもアオコより高いガス生成  

量を示した。   

表6．6に半連続培養時の有機酸濃度とそのときのガスタロマトグラフを図6．10，図6．11に示し  

た。汚泥を用いた場合，350C，550Cでは，最大でも酢酸が300mg・J‾1と非常に低いのに対し，ア  

5  10  15  20  25  30  

（day）  

図 6・8 半連続培養におけるアオコからガスの生成（2％，アオコ）  

Fig・6・8 GasproductionfromAokoinsemi－COntinuousculture  
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オコの3％でプロビオン酸が1，220mg1・J生成され，回分培養に比べかなり低い値であった。し  

かし4％で550Cの場合は酢酸が3．200mg・「1とかなり高い値を示した。半連続培養は回分培養に  

比べ有機酸濃度はかなり低くなるものといえよう。  

0  5  10  15  ZO  25  30  

（day）   

図 6．9 半連続培養におけるアオコからガスの生成（3％，アオコ）  

Fig．6．9 GasproductionfromAokoinsemi－COntinuousculture  

表  6．5 半連続式培養における基質負荷とガス生成  

Table6．5 Substrateloadingandgasproductioninsemトcontinuousculture  

Gas production Loading  
Temp．Detention Substrate  
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表  6．6 半連続式培養における低級有機酸濃度  

Table 6．6 ConcentratjDnOtJowerfattyacjdsjnsemi－COntinuousculture  

Temp． Substrate Acetate  Propionate lButyrate nrButyrate  

（OC）   conc．（％） （mg．J▲1）   （mg・L‾1）   （mg・［▲1）   （mg・l1）  

30  0  0  

1，180  50  40   

450  0  0  

2  

Aoko  3  

35  4  

40  0  0  

7D  lO  O  

ご  
Sludge 

3  

2  20  10  0  0  

Aoko 3  740  1，220  60  50  

55  4  3．200  1ぷ0  60  40  

40  20  0  0  

300  SO  20  20  

6．4 考 察  

藻類やホテイアオイ1D12）を用いるメタン発酵については，これまでにいろいろの研究がなされ  

ているが，アオコを用いたメタン発酵についてはほとんど報告がなされていない。そこで本研究  

は，アオコからどの程度のメタンガスが生成されるのか，アオコの濃度はどの程度が適している  

のか，回分法と半連続法でどのような相違が生ずるのかを中心に検討を加えた。   

メタン発酵は酸生成菌13・川とメタン生成菌の15・16）の2種類の菌が関与する2段反応17）であるこ  

とが知られている。第1段の反応では可溶化過程と呼ばれ，有機物が加水分解され低分子の酸，  

アルコール等が生成される。第2段の反応では，生成された低分子物質が分解されメタンガスと  

炭酸ガスが生成される。しかしながらこの2種類の菌の性質は大きく異なっており、酸生成菌は  

通性嫌気性でpH4～5の酸性側を好み，メタン生成菌は嫌気性菌であり至適pHは6・5～7▲5であ  

る。したがって二つの異なった反応槽でメタン発酵させることが理想的と考えられるが，これま  

でに2槽式の発酵についてはあまり検討がなされていない。本研究では，従来からの1槽式を用  

いて検討を行ったため，酸生成菌とメタン生成菌のバランスが重要なポイントであった。   

アオコを基質にした場合，回分培着では図6．2～図6．7に示すように高濃度の有機酸が生成され，  

その後にガスの発生が認められた。また初期にpHの低下が認められたため培養初期にpHを修正  

したが，いずれの場合も3日目以後はpH7～8で安定した。メタン発酵では一般に有機酸が蓄積  

するとメタンの生成が阻害され，その濃度は500mg・J－1程度といわれているが，アオコを基質と  

した場合には表6．5に示すように2，000mgけ1以上の有機酸が存在してもメタンが生成され，■従来  

の下水汚泥の場合とかなり相違していた。図6．7に示すように，550Cでアオコ3％の場合にはガス  
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園 6．10 半連続メタン発酵液中の有機酸のガスタロマトグラム  

Fig′6・10 Gasd】romatogrumoffattyacjdin父mi－COlltjnuouscu】ture（Aoko）  

の生成がほとんど認められなかったが，その理由として高濃度の有機酸の生成によるものとも考  

えられたが，園6．4に示すように358Cの場合，550Cと同等の有機酸が生成されているにもかかわら  

ずガスが生成されることから，必ずしも有機酸の濃度によるものとは考えられず，この点につい  

ては不明である。   

メタン発酵においてはガスの収率が重要であるが，下水汚泥の場合は表6．6に示すように半連続  

培養では35OC～550Cで汚泥TSlg当たり380～450mlのガスが生成され，理論収率は683mlである  

ことから，収率は56～66％とかなり高い値が得られた。一方アオコの場合は，アオコTSlg当た  

り270～390mJのガスが生成され収率は31～44％と下水汚泥には劣るが，それでもかなりの量のガ  
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図 6．11半連続メタン発酵液中の有機酸のガスタロマトグラム  

Fig．6．11Gaschromatogrumoffattyacidinsemi－COntinuousculture（sludge）  

スが生成されることが判明した。アオコを用いた場合の収率が低いのは，用いた種汚泥が下水汚  

泥由来のものを馴善して使用したためと考えられ，アオコでの馴養期間が短いためであり，より  

長時間の馴羞を行うことにより，下水汚泥とほぼ同程度まではガスが発生するものと考えられる。  

また表6・4に示すように回分培養ではアオコ1gから最大300mJのガスの生成が認められ，この場  

合の収率は34％であったが，回分式と比較し半連続培養の方が高い収率が得られた。また350Cと  

550Cでは回分および半連続式いずれも350cの方がやや良好な結果が得られ，アオコからメタンの  

生成には350Cで十分であると考えられた。   

一方アオコをメタン発酵処理した場合の残査が問題となるが，表6．7にメタン発酵によるTOC  
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表  6．7 半連続式培養における流入及び流出水中のTOC  

Table 6．7 TOCoffeedsupplyandwithdrawinsemトcontinuousculture  

Temp． Detention Substrate  TOC  Remova】  
time  COnC・   Feedsupply Withdraw   

（OC）   （d）  （％）  （g．「1）  （g．「l）   （％）  

O  
k
 
 

O
 
 
A
 
 

35  30  

8．8  3，6  58．5  

13．4  5．3  60．6  

2
 
ウ
J
 
 

g
 
 

u
d
 
 
 

l
 
 
S
 
 

9．2  5．2  43．2  

14．5  8．6  40．5  

19．4  16．9  13．0  

O
 
 

k
 
 

O
 
 
 
A
 
 

55  

Sludge 
1   

の除去率を示した。下水汚泥の場合TOCで50～60％の除去率が得られたが，アオコでも40～55％  

の除去率が得られ，メタン発酵によりアオコの有機物の約半分が減量化することが判明した。   

以上のことから，アオコの回収法並びにメタン発酵後の残査の処理法等の解決しなければなら  

ない問題は残されているものの，一アオコは下水汚泥にはやや劣るが，メタン発酵原料として十分  

使用できることが明らかとなった。   

6．5 まとめ   

アオコを原料としてメタン発酵によるガスの回収とアオコの減量化を試みた。回分培養法では．  

550C，2％のアオコ濃度で1g当たり300mJのガスの生成が認められた。一方，半連続培養法では，  

350C，4％アオコ濃度で1g当たり390mJのガスの生成が認められ，ガスの収率は理論量の44％と  

かなり高い値が得られた。アオコは従来の下水汚泥と同様にメタン発軌こより処理が可能と考え  

られた。  
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おわりに   

本研究により，アオコの温度，照度，栄養塩類に対する増殖特性並びに分解時における物質の  

変化及びメタンガスの生成等，アオコの増殖及び分解に関する多くの知見を得ることができた。   

しかしながら，アオコの異常発生が認められる霞ヶ浦において， 

しやすく，秋～春期にかけては増殖しにくい水に変化すること，またアオコの発生の少ない牛久  

沼の水はアオコの増殖しにくい水であることが明らかにされたが，その原因が何に由来するのか  

は今後の課題である。   

またアオコの異常発生を抑制する方法として，湖水中の窒素，リン濃度を減少させることは最  

も重要なことではあるが，アオコと細菌，アオコと藻類との相互作用あるいはビタミン，キレー  

ト物質などのアオコ増殖促進物質，さらにアオコ分解微生物の検索等の窒素，リン以外の増殖抑  

制要因について，アオコの発生の防止を目指し今後も検討を続ける予定である。  
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Part3．SpeciesofthesubfamilyOrthocladiinaerecordedatthesummersurveyand  

theirdistributioninrelationtothepollutionwithsewagewaters．  

Part4．Chironomidaerecordedatawintersurvey．  

（多摩川に発生するユスリカ類の研究  

一第3報 夏期の調査で見出されたエリユスリカ亜科Orthocladiinae各種の記載と，そ  

の分布の下水汚染との関係について－  

－第4報 南浅川の冬期の調査で見出された各種の分布と記載一）  

娠第30号 海域における富栄養化と赤潮の発生機構に関する基礎的研究一昭和54，55年度 特別研  

究報告．（1982）   

第31号 大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一昭和55年  

度 特別研究報告．（1981）   

第32号 スモッグチャンバーによる炭化水素塁素酸化物系光化学反応の研究環墳大気中にお  

ける光化学二次汚染物質生成機構の研究（フィールド研究1）一昭和54年度 特別研究  

中間報告．（1982）   

第33号 臨海地域の気象特性と大気拡散現象の研究→大気運動と大気拡散過程のシミュレーショ  

ンー昭和55年度 特別研究報告．（1982）  

兼第34号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和55年度 特別研究報告（1982）   

第35号 環境面よりみた地域交通体系の評価に関する組合解析研究．（1982）  

■第36号 環境試料による汚染の長期モニタリング手法に関する研究一一昭和55，56年度 特別研究  

報告．（1982）   



第37号 環境施策のシステム分析支援技術の開発に関する研究．（1982）   

第38号 Preparation．analysis and certification of POND SEDIMENT certified reference  

meterial．（1982）  

（環境標準試料「地底質」の調製，分析及び保証債）  

※第39号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和56年度 特別研究報告．（1982）   

第40号 大気汚染物質の単一及び複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一昭和56年度  

特別研究報告．（1983）  

穎第41号 土壌環境の計測と評価に関する統計学的研究．（1983）  

※第42号 底泥の物性及び流送特性に関する実験的研究．（1983）  

架第43号 StudiesonchirorlDmidmidgesoftheTamaRiver・（1983）  
Part5．AnobservationonthedistributionofChironominaealongthemainstreamin  

Junewithdescriptionof15newspecies・  
Part6．Descriptionofspeciesofthesubfami1yOrthocladiinaerecoveredfromthe  

mainstreamintheJunesurvey．  

Part7．Additionalspeciescollectedinwinterfromthemainstream・  

（多摩川に発生するユスリカ類の研究  

－一儲5報 本流に発生するユリカ頬の分布に関する6月の調査成績とユスリカ亜科に属  

する15新種等の記録－  
一第6報 多摩本流より6月に採集されたエリユスリカ亜科の各種について一  
一策7報 多摩本流より3月に採集されたユスリカ科の各種について－）   

第44号 スモッグチャンバーによる炭化水素一望素酸化物系光化学反応の研究一環境大気中にお  
ける光化学二次汚染物質生成機構の研究（フィールド研究2）一昭和54年度 特別研究  

中間報告．（1983）   

第45号 有機廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぽす影響と浄化に関する研究  
1 昭和53～55年度 特別研究報告．（1983）   

第46号 有機廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響ヒ浄化に関する研究  

昭和54，55年度 特別研究報告 第1分冊．（1983）   

第47号 有機廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぽす影響と浄化に関する研究  

一昭和54，55年度 特別研究報告 第2分冊．（1983）  
※第48号 水質観測点の適正配置に関するシステム解帆（1983）   

第49号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和57年度 特別研究報告．（19朗）  

※第50号 陸水域の宮栄養化防止に関する総合研究（Ⅰ）－一層ケ浦の流入負荷真の算定と評価一昭  

和55～57年度 特別研究報告．（1984）  

登第51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（ⅠⅠ）－一層ケ浦の物質循環とそれを支配する因  

子一昭和55～57年度 特別研究報告．（1984）  

※第52号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（ⅠⅠⅠ）一霞ケ浦高浜入における隔離水界を利用  

した富栄養化防止手法の研究一昭和55～57年度 特別研究報告．（1984）   

第53号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（ⅠⅤ）一霞ケ浦の魚類及び甲かく類項存量の季  

節変化と富栄養化一昭和55～57年度 特別研究報告．（19鋸）   

第54号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅴ）一審ケ浦の富栄糞化現象のモデル化一昭  

和55～57年度 特別研究報告．（1984）   

第55号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ）一首栄養化防止対策一昭和55～57年度  

特別研究報告．（1984）   

第56号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究川り一湯ノ湖における富栄養化とその防止対  

策一昭和55～57年産 特別研究報告．（1984）   



澱第57号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅷl）一総括報告 、 昭和55～57年度 特別研  

究報告．（1984）   

第58号 環境試料による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究～昭和55～57年度 特別研  

究総合報告．（1984）   

第59号 炭化水素一望素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究光化学スモッグチャンバーに  

よるオゾン生成機構の研究一大気中における有機化合物の光酸化反応機構の研究一昭  
和55～57年度 特別研究報告（第1分冊）．（1984）   

第60号 炭化水素堂葉酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一光化学エアロゾル生成機構の  

研究一一昭和55～57年度 特別研究報告（第2分冊）．（1984）   

第61号 炭化水素堂素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究環墳大気中における光化学二  

次汚染物質生成機構の研究（フィールド研究1）一昭和55～57年度 特別研究報告（第  

3分冊）．（1984）   

第62号 有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研究一昭和56～58年度 特  

別研究中間報告．（1984）  

※第63号 海域における富栄養化と赤潮の発生機構に関する基礎的研究一昭和56年度 特別研究報  

告．（19朗）  

炎第64号 複合大気汚染の植物影響に関する研究 】 昭和54～56年度 特別研究総合報告．（1984）   

弟65号 Studiesoneffectsofairpollutantmixturesonplants－Partl．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響一第1分冊）  

発第66号 Studiesoneffectsofairpol）utantmixturesonplants L Part2．（1984）  

（複合大気汚染の樺物に及ぼす影響一帯2分冊）   

第67号 環境中の有害物質による人の慢性影響に関する基礎的研究一昭和54～56年度 特別研究  

総合報告．（1984）  

瀬第68号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究一昭和56～57年慶 特別研究総合報告  

（1984）  

済第69号 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基礎的研究．（1984）   

第70号 Studiesonchironomidmidgesinl坤esoftheNikkoNationalPark・（1984）  

PartI．EcologicalstudiesonchironomidsinlakesoftheNikkoNationaIPark・  

PartIl．Taxonomicalandmorphologicalstudiesonthechironomidspeciescollected  

fromlakesinthe Nikko NationalPark．  

（日光国立公園の湖沼のユスリカに関する研究  

一第1部 日光国立公園の湖のユスリカの生態学的研究－  

一第2郡 日光国立公園の湖掛こ生息するユスリカ類の分類学的，形態学的研究－）  

粍第71号 リモートセンシングによる残雪及び雪田植生の分布解析．（1984）   

弟72号 炭化水素一塁素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究 環境大気中における光化学二次  

汚染物質生成機構の研究（フィールド研究2）一昭和55～57年度 特別研究報告（第4  

分冊）．（1985）  

※第73号 炭化水素一窒素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一昭和55～57年度 特別研究総  

合報告．（1985）  

※第74号 都市域及びその周辺の自然環境に係る環境指標の開発に関する研究．環境指標－その考  

え方と作成方法一昭和59年度 特別研究報告．（19糾）   

第75号 LimnologicalandenvironmentalstudiesofelementsinthesedimentofLakeBiwa，  

（1985）  

（琵琶湖底泥中の元素に関する陸水学及び環境化学的研究）   



第76号 Studyonthebehaviorofmonoterpenesintheatmosphere・（1985）  
（大気中モノテルペンの挙動に関する研究）  

第77号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一一昭和58年度 特別研究報告・（1985）  

第78号 生活環境保全に果たす生活者の役割の解明．（1985）  

第79号 Studiesonthemethodforlongtermenvironrnentalmonitoring－Researchreport  
in1980－1982，（1985）  

順境汚染による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究）  

第80号 海域における赤潮発生のモデル化に関する研究－昭和57／5邑年産 特別研究報告・（1985）  

第81号 環境影響評価制魔の政策効果に関する研究一地方公共団体の制度運用を中心として・  
（1985）  

第82号 植物の大気環境浄化楔能に関する研究一昭和57～58年虔 特別研究報告．（1985）  
第83号 Studie5OnChironomidmidgesofsomelakesinJapan，（1985）  

（日本の湖沼に発生するユスリカ類の研究）  

第84号 重金属環境汚染による健康影響評価手法の開発に関する研究昭和57～59年度 特別研  
究総合報告．（1985）  

第85号 Studiesontherateconstantsoffreeradicalreactionsandrelatedspectroscopicand  
thermochemicalparameters．（1985）  
（フリーラジカルの反応速度と分光学的及び熱力学的パラメーターに関する研究）  

第86号 GC／MSスペクトルの検索システムに関する研究．（1986）  
第87号 光化学二次汚染物質の分析とその細胞毒性に関する研究一昭和53～58年度 特別研究総  

合報告．（1986）  

第88号 都市域及びその周辺の自然環境等に係る環境指標の開発に関する研究Il．環境指標】応  
用例とシステム．（1986）  

第89号 MeasuringthewaterqualityofLakeKasumigaurabyLANDSATremotesensing・  
（1986）  

（LANDSATリモートセンシングによる霞ケ浦の水質計測）  
第90号 ナショナルトラスト運動にみる自然保護運動にむけての住民意識と行動－一知床国立公園  

内100平方メ】トル運動と天神崎市民地主運動への参加者の分析を中心として．（19鍋）  

第91号 Economic analysis of man’s utilization of environmentalresoureesin aquatic  
environmentsandnatiorlalparkregions．（1986）  
（人間による環境資源利用の経済分析一水環境と国立公園地域を対象にして）  

第92号 アオコの増殖及び分解に関する研免（1g紳  

※ 残部なし  

一ⅩVll‾   



ReportofSpecialResearchProjecttheNationalInstituteforEnvironmentalStudies   

No・1● Manactivityandaquaticenvironment－WithspecialreferencestoLakeKasumigat）ra  
rProgressreportin1976．（1977）   

NoL2● studiesonevaluationandameliorationofairpollutionbyplants▼Progressreportin  
1976－ユ977．（1978）   

［StartingwithReportNo．3，thenewtitleforNIESReportswaschangedtoニ］  

ResearchReportfronltheNationalInstituteforEnvironmentalStudies  

※No・3  AcomparativestudyofadultsandimmaturestagesofnineJapanesespeciesofthe  
genusChironomus（Diptera，Chironomidae）．（1978）   

No・4’Smogchamber onphotochemicalreactionsofhydrocarbon－nitrogen oxidessystem  
－Progre55repOrtjn1977．（1978）   

No▲5◆ Studiesonthephotooxidationproductsofthealkylbenzene・nitrogenoxidessystem，  
andontheireffectsonCulturedCellsResearchreportin1976－1977．（1978）   

NoL6’ManactivltyandaquaticenvironmentTWithspecialreferencestoLakeKasumigaura  
Progres5repOrtjr11977－1978．（ユ979）  

※No・7 Amorphologicalstudyofadultsandimmaturestagesof20JapanesざSPeCiesofthe  
familyChironomidae（Diptera），（1979）  

頑No，8■ StudiesonthebiologlCaleffectsofsingle and combined exposure ofair opllutants  
－Researchreportjnユ977－1978．（1979）   

No・9● Smog chamber studieson photochemicalreactions ofhydrocarbon－nitrogen oxides  
SyStem－Progressreportin1978．（1979）   

No・10● Studiesonevaluationandameliorationofairpollutionbyplants－Progressreportin  
1976・1978．（1979）  

※No・11 Studiesontheeffectsofairpollutantsonplantsandmechanismsofphytotoxicity．  
（1980）   

No・12 Multielementanalysisstudiesbyflameandinductivelycoupledplasmaspectroscopy  
u亡j】jz血gcomputer－CO雨roHdirl吉行uJれenとatjor】．（ユ980）   

No・13 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1980）  
Partl・Thedistributionofchironomidspeciesinatributaryinrelationtothedegree  
ofpollutionwithsewagewater．  
Part2・DescriptioJ10f205peCjesofChironomjnaerecoveredfromatributary．   

No・14事 StudiesontheeffectsoforganicwastesonthasoilecosysternProgressreportin1978－  
1979．（1980）  

莱No．15事 Studies onthebiologicalefEectsofsingle and combined exposure ofair pollutants  
－Re5earCIlrepOrtjn1977－1978．（19郎）   

No，16’ Remotemeasurementofairpollutionbyamobilelaserradar．（1980）  
※No．17＋ Influence of buoyancy on fluid motions and transport processes－Meteorological  

characteristicsandatmosphericdiffusionphemomenainthecoastalregion－Progre5S  
reportjl】1978－ユ979．り9細）   

No．18  Preparation，analysISandcertificationofPEPPERBUSHstandardreferencematerial．  
（1980）  

‾ⅩVlll－   



※No．19’Comprehensivestudiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaSLakecurrentoE  

Kasumigaura（Nishiura）1978－1979．（1981）   

No．20－ ComprehensivestudiesontheeutrophicationoffreshrwaterareasLGeomorphological  

andhydrometeorologlCalcharacteristicsofKasumigaurawatershedasrelatedtothe  

lakeenvironment－19781979．（1981）   

No．21● Comprehensive studies on the eutrophieation of fresh－Water areasLVariation of  

pollutantloadbyinEluentriverstoLakeKasumigaura1978－1979．（1981）   

No．22－ Comprehensive studies on the eutrophicatioTlOE freshLWater areaSLStructure of  

ecosystemandstandingcropsinLakeKasumigaura－19781979，（1981）   

No．23’ Comprehensivestudiesontheeutrophicationoffresh▲Water areaSrApplicability of  

trophicstateindicesforlakes－1978－1979．（1981）   

No．24－ Comprehensive studies on the eutrophication of fresh－Water areaS－Quantitative  

analysis ofeutrophication effects on main utilization oflake water resources  

19781979，（1981）   

No．25■ Comprehensive studies on the eutrophication of fresh・Water areaS－Growth  

CharacteristicsofBlue－GreenAlgae，〟γCnりtS（is－1978－1979．（1981）   

No．26■ Comprehensivestudiesontheeutrophicationoffresh・WaterareaSDeterminationof  

argalgrowthpotentialbyalgalassayprocedurer1978－1979，（1981）   

No．27－ Comprehensive studies on the eutrophication of fresh－Water areaSLSummary of  

researches1978－1979．（1981）   

No．28－ Studiesoneffectsofairpo11utant mixturesonplants－Progressrepotin1979－1980．  

（1981）   

No，29  StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1981）  

Part3，Speciesofthesubfamily Orthocladiinaerecorded atthe summer survey and  

theirdistributioninrelationtothepollutionwithsewagewaters．  

Part4．Chironomidaerecordedatawintersurvey．  

詳No．30’ Eutrophicationandredtidesinthecoastalmarineenvironment－Progressreportin  

1979－1980．（1982）   

No．31● Studiesonthebiologicaleffectsofsingle and combined exposure ofair pollutants  

－Researchreportin1980．（1981）   

No．32’ Smog chamber studies on photochemicalreactions of hydrocarbon－nitrogen oxides  

SyStem －Progress reportin1979・－Research on the photochemicalsecondary  

pollutantsformationmechanismintheenvironmentalatmosphere（Partl）．（1982）   

No．33’ MeteorologlCalcharacteristics and atmospheric diffusion phenomenain the coastal  

reglOn－SimuIationofatmosphericmotionsanddifEusionprocessesqProgressreport  

in1980．（1982）  

莱No．34● ThedevelopmentandevaluationofremotemeasurementmethodsEorenvironmental  

pollutionResearchreportin1980．（1982）   

No．35事 Comprehensiveevaluationofenvironmentalimpactsofroadandtraffic．（1982）   

No．36’ StudiesonthemethodforlongtermenvironmentalmonitoringrProgressreportin  

1980－19飢．（1982）   

No．37事 Studyonsupportingtechnology forsystemsanalysisofenvironmentalpolicy－The  

evaluationlaboratoryofMan－EnvironmentSystems・（1982）   

No．38 Preparation．analysis and certification of POND SEDIMENT certified reEerence  

material．（1982）   



滞No．39．Thedevelopmentandevaluationofremotemeasurementmethodsforenvir。nmental  

pollution－Researchreportin1981．（1983）   

No■40’Studiesonthebio】ogicaleffectsofsingleand combhedexposureoEajrpoIJutaT）tS  

LResearchreportin1981，（1983）  

顛No．41事 Statisticalstudiesonmethodsofmeasurementandevaluationofchemicalconditionof  

SOil．（1983）  

難No，42－ Experimentalstudiesonthephysicalpropertiesofmudandthecharacteristicsofmud  

transportation．（1983）  

難No．43 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1983）  

Part5・AnobservationonthedistributionofChironominaealongthemainstreamin  

June，withdescriptionof15newspecies，  

Part6．Descriptionofspeciesofthesubfami1yOrthocladiinaerecoveredfromthemain  

Streami†ltheJunesuTVey．  

Part7．Additiona】speciesco11ectedinwinterfromthemainstream．   

No．44’ Smogchamberstudiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon′nitrogenoxides  

SyStem－Progress reportin1979 －Research on the photochemicalsecondary  

pollutantsformationmechanismintheenvironmentalatomosphere（Part2）．（1983）   

No，45■ Studiesontheeffectorganicwastesonthesoilecosystem－Outlinesofspecialresarch  

PrOject－ユ978－19帥（ユ983）   

No，46． StusiesontheefEectoforganicwastesonthesoilecosystem－Researchreportin1979－  

1980，Partl．（1983）   

No．47－ StudjesontheeffectoforgaJ】jcwa5teSOntムe50j】eco5）▼Sとem－Re5earChrepor【in1979－  

19帥，Part2（1983）  

離No，48－ 

No．49－ Thedevelopment andevaluationofremotemeasurementmethod fore】1VjrDJ】menta】  
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