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1.　緒 言

現在世界では，環境問題の意識の高まりをうけ，環境
対策や二酸化炭素の削減が大きく掲げられている。その
根底にある要素としてエネルギー問題が存在する。
全世界のエネルギーのうち 79.8％が石油，石炭や天然

ガスを中心とする化石燃料から生産されており1)，大気
中に二酸化炭素を放出するという結果を招いている。さ
らに，この化石燃料には限りがあり，このまま使用し続
けると，資源枯渇という結果を引き起こすことは逃れよ
うのない事実である。日本は，全世界で使用されている
化石燃料の約 5.1％を使用している2,3)。さらに，化石燃
料を他国から輸入しなければならず，輸送時のエネル
ギーロスと情勢不安定からくるエネルギー供給に関する
心配も抱えている。
また，近年の近隣諸国の発展に伴った富栄養化などの
海洋汚染の影響で，アオサ等の浮遊海藻の大量発生・漂
着が深刻な問題になってきている。この浮遊海藻は各地
の湾や海岸に打ち上げられ，例えば横浜市金沢八景海の
公園は延長約 1 km，砂浜幅は干潮時 200 m，満潮時
60 m の海岸であるが，乾燥重量にして年間 1,000 t 前後
のアオサが打ち上げられる4)。アオサに関する調査報告
書5) によると日本沿岸に打ち上げられているアオサは年
間約 120万 tとも 200万 tとも言われる膨大な量になる。
現在これらの有機物は，ほとんどが焼却廃棄されている。
海藻は，日本に存在する貴重な有機資源の一つである。
よって，海藻からエネルギーが生産できれば，海藻から
水素を生産し電力エネルギーに変換した場合，海藻 1 t
当り 51.2 kWh（処理時のエネルギー消費量 20％を差し
引いた値）のエネルギーに変わり，ゴミ問題の解決とエ
ネルギー問題の軽減に寄与することができる。また，浮
遊海藻に加え近海において生育のはやい海藻の養殖を行

い栽培した海藻からエネルギーを生産するということも
考えられている。
海藻の固体成分は，主にアルギン酸とマンニトールで
構成され，微量成分としてセルロースが含まれている。
例えば褐藻類であるコンブの成分はアルギン酸，マンニ
トール，セルロース，蛋白質，その他灰分など及び水分
がそれぞれ 7％，8％，1％，1％，4％，79％である6)。
マンニトールは分子量 182の単糖類であり容易に細菌な
どによる分解が可能である。しかしアルギン酸は，マン
ヌロン酸とグルロン酸の結合した，分子量 1,000～
100,000以上の難分解性の高粘度物質である。海藻中の
アルギン酸を分解，糖化し使用することが出来れば海藻
に占める利用可能バイオマスの量は約 15％となる。
本研究では，アルギン酸を糖化する酵素を生成する微
生物を選別することとともにアルギン酸の分解における
評価方法の確立を目的とした。

2.　材料及び方法

2.1 アルギン酸分解菌の単離および培養方法

アルギン酸を分解する菌の探索を行うため，神奈川県
三浦市三崎海岸の表層水，神奈川県真鶴町岩海岸付近の
表層水および海底泥を分離源とした。各試料を，上層に
Sodium Alginate 10 g, Agar 20 g, Ion-Exchange Water 
1,000 ml, pH 6.9で作成した培地（10 ml），下層に
MgSO47H2O 0.5 g, FeSO47H2O 0.01 g, KH2PO4 1 g, 
NH4Cl 1 g, Agar 20 g, NaCl 5 g, KCl 0.5 g, Ion-Exchange 
Water 1,000 ml, pH 6.9で作成した培地（10 ml）を持つ
二層寒天平板培地7) で 25°C，3～ 7日間培養した8)。ア
ルギン酸分解菌を選別する方法として用いた二層寒天
平板培地は，上層部のアルギン酸寒天から浸透し，下層
部の栄養塩寒天にたどりついた菌のみがクリアゾーンを
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形成できる9)。さらにクリアゾーンを形成したコロニー
を，アルギン酸を含む寒天平板培地10)（Sodium Alginate 
5 g, Casamino Asid 5 g, Yeast Extract 1 g, NaCl 5 g, Agar 
15 g, Ion-Exchange Water 1,000 ml, pH 6.9）を用いて，
25°C で 4日間培養して分解菌の単離を行った。クリア
ゾーンの存在が確認できた菌体を，2％アルギン酸を含
有する半流動培地11)（Sodium Alginate 20 g, (NH4)2SO4 
1 g,  KH2PO4 1 g,  NaCl 5 g,  MaSO47H2O 0.2 g, 
Ion-Exchange Water 1000 ml, pH 6.9）を 15 ml分注した
試験管に白金耳で植菌し，37°Cで 3日間培養を行った。
この培地では，アルギン酸分解の割合を粘度の低下に
よって評価することができる。

2.2 粘度計及びゲル濾過クロマトグラフィーを用いた

分解菌の選別

2.1の試験管培養後の培地の粘度を評価するために，
傾斜角 30° の簡易粘度測定器を用い，培養液 1 ml が
26 mm 落下する時間を測定した。この定性的な粘度評
価の結果，落下時間が 0.5 sec 以下の 16検体を選択し，
半流動培地培地を分注した 100 ml容培養器で，37°C，7
日間培養した。培養後，1,940× G 10 minの条件で遠心
分離して，菌を取り除いた後，オストワルド粘度計（No. 
3）を用いて培養上清の落下時間を測定した。次いで，
落下時間 28 sec 以下の粘度が確認されたサンプルにつ
いて，ゲル濾過クロマトグラフィー（Sephadex-50Medium
［カラム XK26］）を用いてアルギン酸量の測定等を行っ
た。なお，ゲル濾過クロマトグラフィー分析におけるア
ルギン酸濃度（ピーク高）とオストワルド粘度計によっ
て求まる粘度が比例関係にあることを確認している。さ
らに，オストワルド粘度計による測定で，落下速度
12 sec 以下だった 7サンプルに対し，前述の半流動培地
による培養を行い粘度の変化によるアルギン酸分解速度
の比較を行った。37°C で 10時間から 120時間にわたり
培養し，粘度を測定すると共に，120時間後のサンプル
についてはゲル濾過クロマトグラフィーによる測定も
行った。

2.3 16S rRNA 遺伝子の系統解析による分解菌の同定

2.2で選別された菌を同定するために，16S rRNA 遺
伝子のシークエンシングを行った。16S rRNA遺伝子は，

プライマー 27f および 1525r12) を用いた PCR 法により
取得し，シークエンスの決定は株式会社バイオマトリッ
クス研究所に外注した。得られたシークエンスデータを
DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp/）にて相同性検索ソフ
ト BLAST で相同性検索を行い，選別された分離株の同
定を行った。

2.4 海藻組織分解試験によるアルギン酸の分解の評価

実験

アルギン酸は海藻の細胞間に存在しているので，充填
材としてのアルギン酸が分解されることによって，各細
胞，細胞間組織が浮遊し不溶性部分と可溶性部分に分離
することが知られている13)。アルギン酸分解菌の分解能
を検証するためにわかめ粉末の分解試験を実施した。分
解実験に使う海藻粉末は，ワカメ粉末「浜みどり」（理
研ビタミン株式会社）を 900 g/Lの濃度で用いた。37°C
で 7日間培養後，目視により可溶性部分と不溶性部分の
状態を観察及び簡易粘度計による計測を行った。

3.　結果と考察

3.1 アルギン酸分解菌の選別

簡易粘度測定で落下速度が 0.5 sec 以下となった 16サ
ンプルを選別し，さらにオストワルド粘度計を用いた粘
度の測定を行い，落下時間 28 sec の 9サンプルについ
てゲル濾過クロマトグラフィー測定を行った。特徴的な
パターンを示した 3つのサンプル ok04，tms01，ki19の
クロマトグラムを図 1に示す。アルギン酸ピークと（a）
の無機塩類のピークの間に現れている（b）（c）のピー
クは，分子量 1,500 Da–30,000 Da まで低分子化された
アルギン酸であると考えられる。図 1右のサンプル ki19
においてはアルギン酸のピークが非常に小さくなり，無
機塩類とのピークが高くなっているため，3種のサンプ
ルのうち，最もアルギン酸ポリマーの分解が進んでいる
と考えられる。このようにアルギン酸ピークがほぼなく
なっていたものを，アルギン酸分解菌と判断し，同じよ
うなクロマトグラムが得られた m04，ms08，tms02，
ki11，ki19，kinashi01，kinashi03の 7サンプルを選抜した。
これらの分離株のオストワルド粘度計による落下時間は
いずれも 12 sec 以下であった。

図 1．アルギン酸分解菌の培養液のゲル濾過クロマトグラム
左からそれぞれ ok04，tms01，ki19の各サンプル。
▼：アルギン酸ピーク
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3.2 アルギン酸分解速度の比較

3.1で選抜された 7サンプルの分解速度の比較を行っ
た結果を図 2に示す。10時間後では m04もっとも分解が
早く，40時間後では kinashi03，kinashi01，m04の順で
粘度低下が進んでいた。120時間後では m04（30.85 sec）
以外の分離株では 11.13～ 15.12 sec の粘度を示した。
120時間後のゲル濾過クロマトグラフィー分析の結果で
は，kinashi03，ms08，ki11，tms02，kinashi01，ki19の 6
サンプルの分離株において，アルギン酸のピークがなく
なっていることが確認された。
分離株 kinashi03は，いずれの測定時間においても最
も粘度が低下していることが観察されたため，本株が最
もアルギン酸分解に有効であると考えた。

3.3 16S rRNA 遺伝子の系統解析

分離株 kinashi03 と Pseudomonas aeruginosa の
16S rRNA 遺伝子塩配列が 99％の相同性が認められ，
また分離株 m04ではCitrobacter farmeriとCitrobacter 
amalonaticusに対し 98％の相同性が示された。これら 2
つの菌体の 16SrRNA 遺伝子配列の一部を DDBJ に登録
し，kinashi03と m04の accession number は，それぞれ
AB545811，AB545812である。

3.4 海藻組織分解試験によるアルギン酸分解の評価

表 1に簡易粘度計による落下時間及び目視での評価結
果を示した。表 1の上段に，培地中のワカメのアルギン
酸が分解され目視で可溶性部分と不溶性部分の二層に分

図 2．分離株によるアルギン酸分解速度の比較

表 1．ワカメ粉末の分解試験

サンプル 二層分離 粘度（sec）

m04 + 0.20

kinashi3 + 0.23

tms02 + 0.25

kinashi1 + 0.48

ms08 + 0.49

ki11 + 0.53

ki19 + 0.58

tm03 – 1.44

tm04 – 5.47

m03 – 6.36

mh03 – 9.74

m01 – 27.31

tms09 – 30.50

ki15 – 40.58

ok05 – 50.20

ki23 – 60.30

w01 – 72.07

tm07 – 85.76

ki12 – 102.28

+：二層分離が確認されたサンプル　–：分離しなかったサンプル　右写真：代表的な培養後の様子
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離したサンプル，下段には二層に分かれていなかったサ
ンプルの結果を示した。なお，3.1で簡易粘度測定で落
下時間 0.5sec 以下の結果が得られた 16サンプル全てに
おいて二層に分離することが確認された。これは，海藻
細胞間の充填剤の役割を果たしているアルギン酸が分解
されたことを示しており，二層分離は顕微鏡観察でも確
認することができた（データ示さず）。海藻粉末を基質
とした培養試験による目視の評価により，アルギン酸分
解確認の指標として利用が可能であると考えられる。

4.　結 言

アルギン酸濃度低下が著しかった株として kinashi03
が分離された。基質として用いたアルギン酸ナトリウム
のもともとの動粘度は 600～ 800（cP）あったが，この
分離株の 7日間培養後の培地の粘度は，オストワルド粘
度計による動粘度で示すと 1.0（cP）まで減少していた。
また，市販されているアルギン酸リアーゼを用いて，同
様の方法でアルギン酸消化実験を行って動粘度を比較し
た場合，1日目において急激に減少し 10（cP）以下になっ
たが 3日目以降でも 5.0（cP）という結果であった。こ
れは分離株 kinashi03がアルギン酸をより細かく分解す
る酵素を持っていると考えられる。
海藻粉末によるアルギン酸分解菌のスクリーニングに
おいては，粘度計やゲル濾過クロマトグラフィー測定の
ような機材が必要なく簡単な方法で多くのサンプルの選
抜作業が可能であることが確認された。
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