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1　緒　　　言

　前回我々ぱ，パン酵母包含マイクロカプセルの合成とカプセルからの酵母の増殖，カ

プセルを用いての不斉還元反応などの性質について報告したD。今圓は，有用微生物の

固定化2・3）という面から根粒菌（Rhizobium）に着｝ヨした。

　根粒菌4・5）は，ニト1コゲナーゼ酵素を有し，この酵素により大気中の窒素を常温’1旨照

下でアソモ＝アに還元して，空気中の窒素を固定化するという機能を持ち，マメ科植物

との共生により，高い窒素固定を発現するという能力を持っている。また，燧業生塵や

砂漠緑化など現実的なニーズとして窒素閲定化ほ重要な間題であり，実際に根粒菌の人

工接種が行なわれている。

　本研究では，根粒菌をマイクロカプセル中に包念することにより土壌改質材としての

利用を考え，前報のパン酵母の場合と同様な方法を用いて根粒菌包含マイクロカプセル

を合成し，その性質について検討した。

1　実　　　験

　1　根粒菌包含マイクロカプセルの合成

　根粒菌包含マイクPカプセルは，界面沈殿法6・7）と界面重合法6）の二通りの方法により

合成した。

　1－1界面沈殿法による根粒菌包含マイクPtカプセルの合成

1欄菌＋鞭液ト・婁w／。m．r－

1ポ・一＋tWtue．・as・／1・，・，．1一　ルジヨソ2次乳些轍ラー難磐

1％ゼラチ
ソ水溶液
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　（1）試　薬

　ポリスチレソ，ポリ酢酸ビニル，エチルセル；＝一ス，トリアセチルセルロース，ポリ

メタクリ・職メチル，ポリカーボネート∴ゼラチソ，あ・圃・ルムO・r，制獺1なそのま

ま用いた。ジク叩メタソは市版特級ll認用いた。根粒菌は，　L聴化学株武会紘ヒ田工

場より供与されたダイズ根粒繭（ZAI　Jy’hizobii－s7n／aPo？zicttnt　fFO．13338），　mンド

ウ根粒薗（ZA2　Rhizobiz・sm　legttminosarm　IPiO　1416’8）な使潤し把。

　（2）　　合成プ∫法

　ポリ’マー（ポリスチレソ，ポリ灘酸ビニル，エチルセルμPtス，トリアセチルセルtn　Pt

ス，ポリメタクリル酸メチル，ポリカーボネート）2。0無な18．（｝募のジクτttv：メタン（ト

リアセチルセルpa一スの場合はクロロホル2べを使用）に．溶解し，1、8×107個／mlの濃度

で根粒菌を禽む3．Omlの培難液（Yeast　extract｛｝．2％，　Mannitol　O漸％，　MgSO夷　．

7H20　O，1％，　pH7，0）を加え，マグネチヅクスターラーで撹搾して1次乳化路せ，　W／0

エwルジョソとした。この工噂ルジnソを1％ゼラチン水溶液中に加え，ケミ熟ターラ

ー（羽根径30mm，6枚羽根）により620rpmで2次＄L化させ，　W／0／W・・：・－vルt“、n

ソとし，これを40°C，1，5時・間撹絆して根粒1！薗包含即イクPtカブ七ルな・脅成した。カプ

セルは滅菌水で数回洗浄して使規した。ゾよお，使用した水溶液管はすべて一fr　・・一トクレー

プ（120°C，15分間）で滅菌した。

　1－2　界面重合法による根粒菌包含“マイクロカプセルの禽成

根粒鶴郷論一樋合

妻諺饗＋襟翻一
→
根粒菌勉含
ナイPtン6．10マイクPカブセル

　（1）試薬

　ヘキサメチレンジアミン，セバシソ酸クPtライドほ，蒸留精製品を，炭酸ナトリウム

は市販特級品を，炭酸水素ナトリウムは市販一級1粘を，また，シクpaヘギサソ，クmP

ホルム，Tween　20は市販品を用いた。根粒菌は，日清化学株武会祉上田工暢より供与

されたダイズ根粒菌（ZAJ　Rhizobium　1’aPonicetm　IFO　13338），エンドウ根粒菌

（Z、42Rhizobium　leg・Ztminosarm　IFO　14168）を使用した。

　②　合成方法

　1．6一ヘキサメチレソジアミンe．　SS　9，炭酸水素ナトリウム0，329，炭酸ナトリウム

1．329を含む水溶液20mlに少最の活性炭を加えて自然口過し，この水溶液2．5mlに

根粒菌と滅菌水を加えて3．　Ornl（菌濃度1，・8×10？個／ml）とした。これを氷冷下に保存

し1液とした。シクロヘキサソ20．Omlとクロロホルムo「．　Omlを混含し，氷冷下に保

存し，重合直前にセバシン酸クロライドO．　lml加え，これを1［液とした。ゆっくり撹

絆しながら皿液に工液を滴下し，10分間放置して根粒菌包含ナイロン6・10マイクロカプ

セルを得た（Fig．1）。その後，過剰の有機溶媒を除去しTween　20の50％水溶液を加

えて2分間撹絆し，さらに滅菌水を50ml加えて2分間才畳搾した。過剰の溶液を除虫し

数回滅菌水で洗浄して有機溶媒を除いた。なお，使用した水溶液等はすべてli“　一一トクレ
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一ブ（120°C，15分間）で滅菌

した。

2　根粒菌包含マイクロカプセ

　ルからの根粒菌の増殖観察

　2－1根粒菌増殖培地」二での

根粒菌包含マイクロカプセルか

らの増殖観察

　（1）　根粒菌増殖培地

　Yeast　extract　O，2％，　Man・

nito10．5％，　MgSO4・71－120　o．1　　　　　　　　　　　（）

でツ繋穿蹴簡　①臨硝・。亀
滅菌し，これを斜面」音地とした。

（2）根粒菌増殖の観察　　　　Fig・1Prepa・・ti・n・f　Nyl。n－e・・1。　Mi・1’・－

1．－1で餓した獅i澱淋　　　capsule　c（）”tai”hlsT　Rhiz°伽～

よる根粒菌包禽ポリスチレン，

ポリ酢酸ビニル，エチルセルロー一ス，トリアセチルセルロース，ポリメタクリル酸メチ

ル，ポリカーボネートの各マイクロカプセルを斜面培地に移殖して，25°Cで48時間培

養し，それぞれのマイクPカプセルからの根粒菌の増殖の様子を観察した。1－2で合成

したナイロン6・10根粒菌包含マイク！コカプセルは，滅菌水中のものを斜而培地に移殖し

て，25°Cで48時間培餐し，カプセルからの根粒萬の増殖を観察した。

皿　結果と考察

　1　合成した根粒菌包含マイクロカプセルの形状と根位菌の増殖

　界面沈殿法により合成したトリアセチルセルP一ス，ポリメタクリル酸メチル，ボリ

カーボネートの根粒菌包含マイクロカプセルの形状をFig．2に示した。

　また，ポリスチレン，ポリ酢酸ビニル，エチルセルロ　一一ス，トリアセチルセルロース，

ポリメタクリル酸メチル，ポリカーボネートの根粒菌包含マイクロカプセルおよび界面

重合法により合成したナイロン6・10根粒菌包含一9イクロカプセルの直径と斜面培地に移

殖した時の増殖の様子をTab．1に要約した。

　エチルセルP一スマイクPカプセルに包含した根粒菌のカプセルからの増殖の度合い

は極めて大きかったのに対して，ポリカーボネートマイクロカプセルに包倉した根粒菌

のマイクロカブセルからの増殖は認められなかった。これは，マイクロカプセル表面に

できている細孔が，＝チルセル戸一スマイクロカプセルでは比較的大きいのに対し，ポ

リカーボネートマイクロカプセルでは，この細孔が極めて小さいために，根粒菌が漏れ

にくく増殖しなかったものと思われる。
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　　　　　　　　　（a）　　　　　　　　　　　　　（b）

Fig．2　（＆、：Triacetyl　cellu1Qse　micro－

　capsules　containing　Rliizobierm　／aPo－

　lltCUM
　（b）：Polymethyl　methacrylate　micro－

　CapSUIeS　Cent：・lining　　Rhizobium　 ノαカ0『

　mct‘翅
　（G）　：　Polycarbonate　microca1，sules

　containing　Rノ？izobiumブaPonicum

　　　　　　　　　　〔G）

　エンドウ根粒菌（Rhizobium　legumino　sarum）包含ポリスチレンマイクロカプセ

ルを斜面培地に移殖し，25°Cで48時間培養したものの写真をFig．3に示した。マイク

ロカプセルに包含されていた根粒菌が増殖している様子が認められる。

　また，ポリカーボネートを除く他のポリマーにおいても，根粒菌の増殖度の違いはあ

るものの，マイクロカブセルからの菌の増殖が認められた。

　ダイズ，エンドウの2種類の根粒菌の違いとポリマーとの関係は，差異が認められな

かったが，増殖速度は，根粒菌のみの培養8）と同様に，エソドウ根粒菌の方が速いこと

が観察された。

　さらに，エソドウ根粒菌包含ポリスチレンマイクロカプセルを2ケ月放岡した後，斜

而培地に移殖したところFig．4に示したように，マイクロカプセルからの根粒菌の増

殖が観察された。このことにより，根粒菌はポリスチレンマイクロカプセル中で2ケ月

以上の生存が可能であることがわかった。
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Fig. iS Culturecl Rhizobium by trans- Fig. 4 Cultured Rhizobium by transfering

    fering Polystyrene Microcapsules Polystyrene Microcapsules contain
    containing Rhizobiatm legumino- ing Rhizobiun7 leguminosar"m to

    sarum to Medium Medium

     Table 1. Preparation of microcapsules containing Rhizobium

                                 Diameter of Proliferation potencyb)
   Polymer Methoda)                                 microcapsule
                                      (/tm) ZA Ic) ZA 2d)

Polystyrene A 50-200 + +Polyvinyl acetate A 50 200 + +
Ethyl cellulose A 50-500 - +l-
Triacetyl cellulose A 50-200 + +
Polymethyl methacrylate A 50 200 + +
Polycarbonate A 50-200 - -
Nylon-6, lo B 2oo-2ooo + +
a) A:Interfacial precipitation, B:Interfacial polymerization

b) --:vigorously, +:moderately, -:slightly
c) ZA 1 Rhizobium ]'aPonicum IFO 13338

d) ZA 2 Rhizobiui" legttniinosarum II?O 14168
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IV　結　　　　論

　ダイズおよびエソドウ根粒菌を包奮した14種類の一’¢イクロカヅセルを界而沈殿法（ポ

リスチレソ，ポリ酢酸ビニル，エチルセルロース，トリアセチルセルrユ・一・　Y・，ポリメ4

クリル酸メチル，ポリカーボネート）と界面重禽法（ナイμソ6・10）の2方法に」：り合

成した。マイハ・カヅセル中に包奮された1江更粒菌は，培地上に移殖すると’Vイハ慧カブ

セルの周囲から新しく根粒菌が増殖することより，生荏していることを確誌した。しか

し，ポリカーボネート根粒菌也念マイクロカプセルでほ，培地」1：に移殖し．てマイクtnカ

プセルからの根粒菌の増殖駄謝められなか・＝．た。これは，ポリカーボネートの嚢材とし

ての特質とマイクPカヅセル表而の細孔が小さいことによるものと思われ著，‘，

　また，根粒菌包奮マイクロカヅセルを2ケ月放羅した後においても，マイク1識カヅk

ルからの根粒菌の増殖が認められたことにより，生菌数の割禽の高い接種材料な播種1“ll

前に種子に．まぶすか混ぜる従来の方法とは別の根粒菌1妾種方法に．な為可能1｛1モがあると思

われる。

　根粒菌は…般に．，マメ科植物との共生というシステムにより，根粒を形成し：大気中の

窒素を効率的に固定している。これは，根粒菌の持つユトロゲナーゼ酵嚢が酸黙に鮒し

て不安定で，大気中の酸素によって失活してしまうため，根粒細胞中のレグへ聖ハ2ビ

ソが，酸素供給董を調節することにより，酵素の還元作用が働き大気中の禦累を園建で

きるのである。・・一方，マメ科植物の根粒菌ほ，非共ぬ状態（J”ll）においりこも，共生と比較

すると窒素固定率はひとけた以上低いものの窒素固定ができる。これは，一“イクロカヅ

セルの素材に酸素濃度を調節できるポリマーを使用することにより，非共生的に大気中

の窒素固定能を有する根粒菌包含マイクロカプセルが作成できる可能性をラ」≒唆している、，

　したがって，根粒菌包含マイクロカプセルは，根粒菌の持つ大気中窯素固定台旨という

意味において，簡便な土壌改質材や人工栽培の培地として利用できるであろう。この根

粒薦包含マイクロカプセルは，バイオテクノロジー・バイオミメティックの一・一・分野とし

て今後の応用が期待される。
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Summaary

The Syntheses and Properties of Microcapsules 

containing Microorganism (II)

-Microcapsules containing Rhizobium-

Shigeo KUBOTA, Kenji HANABUSA and Hirofusa SHIRAI

Faculty of Textile Science and Technolog:),, Shinshu

          University, Ueda, Japan

        Nobumasa HoJ'o

Shinshu University, Matsumoto, Japan

   Fourteen microcapsules containing Rhizobizem 1'aPonic2tin or Rhi:obittnz

legt{minosarm were prepared by the interfacial precipitation (polystyrene,

polyvinylacetate, ethyl cellulose, triacetyl cerlulose, po!ymethylmethacrye

!ate and po!ycarbonate) and the interfacial polycendensation 〈nyion 6, 10)･

   The transplantation of microcapsules containing RItizobitem on ¢u!ture
medium resulted in the multiplication of Rhiflobium except polycarbonate

microcapsule. It indicated that Rhizobittm were living in all micracapsules

except polycarbonate one, Especially, Rhizobizcm frern ethyl cellulose mi-

crocapsule multiplied intensively. It seemecl tliat the hole on the stn'face

of ethyl cellu!ose microcapsule was large enough for Rhizobittm to leak,

on the contrary, the hole on the surface of polycarbonate microcapsule

was too smali to ieal〈.

   The survival of Rhi2obium in microcapsule after two months was con-

firmed by the multip!ication on culture medium. These results sugge$ted

that microcapsules containing Rhizobium will be able to be used as the new

Rhizobium inoculation method instead of the usual direct mixing of Rhi-

zobium and seed$.
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