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Abstract E妊ectsof Acacia extract (AME) from Acaciαdecurrens Wi11denow on growth of two 

species of cyanobacteria， Microcystis ichthyoblαbe Kutzing (M 95) and Microcystis aeruginosα 

(Kutzing) Kutzing (NEIS 298) were examined. AME showed an inhibitory e妊ecton cyanobacterial 

growth in both species at 6 mg L -1， and induced negative growth at 12 mg L -1. On the contrary， 

there was no e百ectof AME on the growth of green alga， Chlamydomonas reinhardtii Dangeard 
(IAM C-9) even at 12 mg L -1. Analysis using silica gel thin-layer chromatography separated four 

bands， band 1-4， from the AME with a mobile phase solvent (l-Butanol: Acetic acid: H20=4: 1・

2 (v jv jv))， and band 2 induced the most inhibitory effect on both M. ichthyoblabe and M 
αeruginosa growth. Liquid chromatography-mass spectrometry suggested that band 2 included 

gallic acid， epicatechin， and oligomer (dimer， trimer， tetramer and pentamer) catechins. These 

results suggested that the catechins were the main inhibitors in band 2 separated from AME on 

cyanobacerial growth. 

Key words: Acacia extract， Microcystis， inhibitory effects， oligomer catechins， gallic acid 

はじめに

これまでにアオコ(すなわち，藍藻フールーム)の抑制

については，湖水の曝気などによる物理的方法 (Visser

et al. 1996)， 硫酸銅などの銅イオンによる化学的方法

(J ones & Orr 1994)，溶藻菌やシアノファージなどによ

2010年 3月8日受付， 2010年 5月27日受理

る生物的方法 (Sigeeet al. 1999)が研究され，試みられ

てきた(渡辺 1994，広石ほか 2002). しかし，アオコ除

去処理時や処理後にミクロシスチン(藍藻毒)が溶出す

ること，あるいは処理後の有機物が水質へ悪影響を与え

る等の問題があるため，藍藻がブ、ルームを形成する前に

それを除去する技術が期待される.

植物プランクトンブルームに対する生物的防除法とし
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て，水草の出すアレロパシ一物質を利用するものがあ

る.Hogetsu et al. (1960)は，緑藻の Chlorellasp.をク

ロモ Hydrillaverticillata (L.f.) Royleあるいはセキショ

ウモ Vallisner句 αsiαticaMikiと一緒に培養することで

その増殖速度が著しく低下することを見出し，また， こ

れら水草による植物プランクトンの増殖抑制作用が野外

環境においても認められることを示唆した.

一方，さまざまな植物抽出物質が殺菌効果を示すこと

が知られている(例えば， Kunjal Bhatt et al. 2003， 

Bhardwaj & Laura 2007).特に，アカシア属樹木 (Aca-

ciαspp.)は自らを病原微生物から守るために種々のアル

カロイドを生産することで知られる (Fitzgeralde1964). 

アセンヤクノキ (Acaciacatechu Willdenow)は植物病原

体として知られている菌類胞子の発芽を阻害し (Zhang

et al. 2006)， Escherichiαcoli (Migula) Castellani and 

Chalmers 0157: H7の増殖を抑制する (Voravuthikun-

chai et al. 2004). Acaciαauriculiformis Cunningham 

ex Benthamは真菌類の胞子発芽や細菌類の増殖に対し

て抑制作用を示す (Mandalet al. 2005). Acαciα karroo 

HayneとAcaciaeriolobαMeyerは植物病原微生物の増

殖を抑制することが知られている (Pretoriuset al. 2003). 

AcaciαsalicinαLindleyでは，豊富に含まれるタンニン

が細菌の活性を抑制する働きをもつことが知られている

(Getachew et al. 2000). しかし，アカシア属樹木から抽

出されたどのような成分が，これら真菌類や細菌類の増

殖抑制や発芽阻害を引き起こすのかについては不明の部

分が多い.

近年，大麦の麦わらが水中で分解される際に溶出する

物質によって植物プランクトンの増殖が抑制されること

が明らかとなり，その主要成分は分子量 1 ，000~3，000 の

ポリフェノールと考えられた(例えば， Waybright et al. 

2009).一方， Park et al. (2009)は稲のもみ殻から抽出し

たβ-sitosterol-s-D-glucosideとdicyclohexanylorizane 

が群体性の Microのstisaeruginosα(Kutzing) Kutzing 

の増殖を強く阻害することを見出した.また，陸上高等植

物や水草の生産するポリフェノールが藻類に対して増殖

抑制効果を示すこともわかっている (Nakaiet al. 1999). 

特に，ピロガロール (PA)，没食子酸 (GA)，カテキン

(CAT)， エラグ酸 (EA)は，アオコ除去への応用が期待さ

れている天然活性物質である.PAとGAは藍藻と緑藻に

強い増殖阻害効果を発揮するが， EAはある種の珪藻にも

増殖抑制効果を示すことがわかっている (Nakaiet al. 

2000).一方， CATは藍藻の M aeruginosaには増殖抑制

効果を示すが，緑藻と珪藻には抑制効果を示さない

(Nakai et al. 2000). 

これら天然、活性物質を用いたアオコの除去あるいは増

殖抑制は，環境に対して二次汚染を起こしにくい利点が

あるにもかかわらず， これらを用いたアオコ除去に関す

る研究はそれほど多く存在しない.本研究では，天然の

アカシア属樹木から抽出した物質が藍藻に対して増殖抑

制効果を示すことを確かめ，その有効成分を明らかにす

ることを目的とした.

材料と方法

AMEの藍藻および緑藻に対する増殖抑制活性の測定

実験に用いた天然アカシア抽出物質 (AME)は，粉砕

したミモザアカシア (Acaciadecurrens Wi11denow)の

樹皮と心材を一昼夜水道水に浸潰した後，グラスファイ

ノfーフィルター (Whatman， GF jF)にて固形物を濡別

し， 40
0

Cで24時間乾燥させた粉末状の乾燥物として得

た.実験には，藍藻Microcystisichthyoblabe Kutzing 

(M 95:北海道茨戸湖より分離したミクロシスチン産生

株)と Microcystisaeruginosα(Kutzing) Kutzing (NIES 

298)，および緑藻 Chlamydomonasreinhardtii Dan-

geard (IAM C-9)を用いた.藍藻は MA培地，緑藻は C

培地を用い (Kasaiet al. 2004)， いずれも 12L:12D 

(Light intensity， 100μmol quanta m-2 c1)， 28:tlOC 

の条件で維持・培養した.

実験には，あらかじめ AMEを所定の濃度(最終濃度

が 0，3， 6， 12 mg L -1)に調製した新しい培養液を用意

した. これに対数増殖期の培養液から適当量 (1~3 mL) 

を加え 100mLとした.それぞれの濃度区から 10mL 

ず、つ 6本の試験管に分注し，これらのうち 3本を藻類初

期濃度測定に用い，残り 3本を 3日間培養した.初期濃

度測定用は直ちに，残り 3本は実験終了後速やかに，そ

れぞれの試験管ごとに試水すべてをグラスファイパー

フィルター (Whatman，GF jF)にて措過した後， この

フィルターを一昼夜 90%アセトンに浸漬して植物色素

を抽出した.クロロフィルα量は，この抽出試料につい

て分光蛍光光度計 (Shimadzu，RF-1500)を用いて測定

した (Parsonset al. 1984).各藻類の増殖速度ω)は下記

の式で求めた.

μ=ln (Ct C。一1)t-1 

ここで， CoとCtはそれぞれ実験開始時および終了時

におけるクロロフィル α量〈μgL-1
)を，t は実験期間

(日)を示す.なお，実験期間中は藻類が沈殿しないよう

に昼夜一回ず、つ試験管を振とうした.

各 AME濃度区における種ごとの増殖速度は，平均値

と標準偏差で示し，濃度区間の有意差検定は一元配置の
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Fig. 2. Thin-layer chromatography (TLC) of AME. 
The chromatogram was viewed under UV light. TLC 
plate， silica gel (Kieselgel 60 F254， E. Merck); mobile 
phase， l-Butanol: Acetic acid: H20 (4・1:2 v/v/v); 
detection， UV (wave length， 365 nm). H and h 
represent height of mobile phase solvent and that of. 
each band， respectively. Rf was calculated as h/H. 

Concentration of AME (mg L -1) 

Fig. 1. Inhibitory effect of Acacia Extract (AME) 
from Acacia decurrens on growth of Microcystis 
aeruginosa， Microcystis ichtyoblabe， and Chlamydo・

monαs reinhardtii. Symbols and vertical bars represent 
average and standard deviation， respectively. 

AMEの藍藻および緑藻に対する増殖抑制活性

2種の藍藻Microcystisichthyoblabe KutzingとMi-

crocystis aeruginosa (Kutzing) Kutzingの増殖速度は，

AME濃度の増加に伴って減少し，いずれの種でも 6

mgL-1で半減した (Fig.1).また， 12 mgL一1では負の

値となり， AMEが殺藻効果を示すことがわかった.

ANOVAの結果は，この増殖速度の減少が統計的に有意

であることを示した (Michthyoblabe; df=3， 8， F= 

380.4， ρ<0.001， M αeruginosα; df=3， 8， F=419.3， 

100%メタノール (20mL)または 70%メタノール (20

mL)で溶離した.溶離された画分をそれぞれ Platform-

LC高速液体クロマトグラフ質量分析計 (Micromass，

Cheshire， UK)にて分析した.高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC)のカラムには MightysilRP-18MS 150 

4.6 (粒子サイズは 5μm)を使用し，移動相 Aに0.01%

TF A solution，移動相 Bにアセトニトリルを用いた直線

勾配 (Gradient;0 min A 70%， 15 min A 60%， 15.1 min 

AO%)により溶出した.流速は 0.2mL min-l，試料注入

量は 5μLとした. イオン源は ESI(electro-sprayioniza-

tion)を使用し， ESIポジティブ・ネガティブイオンモー

ドで m/z=50-1500までスキャニングを行った. I Spray 

voltageは5kVで， Capillary温度は 275
0

Cである.

果結

分散分析 (ANOVA)にて行った.

AMEからの増殖抑制物質の分画

AMEからの増殖抑制物質の分離は， 1-Butanol: Ace-

tic acid: H20=4: 1 : 2 (v jv jv)を展開溶媒として，薄層

クロマトグラフィー (TLC，silica gel， Kieselgel 60 F 

254， E. Merck)により行った.

分離された AME各成分が藍藻の増殖に与える影響を

みるため，各成分について， TLCを 1cm角に切り出し

て実験に用いた.それぞれのバンドから切り出した

TLC角片は M aeruginosaを所定の密度に調整した

MA培地 10mLに別々に入れた.これらの他に AME

およびその分離成分が存在しない部分の薄層プレート角

片を加えたものを対照区，何も加えないものをブランク

とした. 3日間培養し，上記と同様に処理区ごとにμを

算出した. これとは別に， バンド 1と2についてはM

ichthyoblabeでも同様の実験を行った M.aeruginosα 

の実験は 1連で，M ichthyoblαbeは3連でそれぞれ

行った.M ichthyoblabeを用いた実験では，結果は平均

値と標準偏差で表し，対照区との差の有意差検定には t

検定を用いた.

藍藻増殖抑制物質の同定

AMEの有効成分を同定するために， TLCで分離した

画分，バンド 2(Fig. 2)を剥ぎ取り， 100%メタノール

(10 mL)で溶出した.その溶出試料を 2本のシリカゲル

カラム (Waters，2 g， Milford)に付加し，それぞれを
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Fig. 3. (a) Inhibitory effects of the four bands separated from AME with a TLC on growth of Microcystis aeruginosa， 

and (b) those of the band 1 and 2 on growth of Microcystis ichthyoblabe. Control and blank in left panel (a) indicate 
addition of a portion of TLC excluding the four bands and no addition of any materials， respectively. Column and 
vertical bars in right panel (b) represent average and standard deviation， respectively. 
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本研究によって， ミモザアカシア (Acadαdecurrens

Willdenow)由来の天然物費 (AME)が，藻藻Microcys-

tis aeruginosa (Kutzing) KutzingとMicrocystisich“ 

thyoblabe Kutzingに対して 6mg L-1までは増殖抑制

効果を， そして 12mg L-1では殺藻効果を示すことが

明らかになった.そして，分離された増殖抑制物質画分

(バンド 2)がM.aeruginosαに対して最も強い増殖抑制

効果あるいは殺藻効果を示した.このバンド 2は，没食

子駿 (GA)と6謹のカテキン類，郎ち，エピカテキン

(EC)，カテキン (CAT)2最体， CAT3量体， CAT 4 

体，および CAT5量体を含んでいると推測された.

Nakai et a1. (2000)は，沈水植物であるホザキノフサ

モMyriophyllumspicatum Linnaeusが4種のポリフェ

ノール化合物，郎ち， GAとCATに加え，ピロガロール

(PA)とエラグ酸 (EA)を生産・放出することを見つけて

mmのマススペトルからのみ，没食子酸 (GA，

化分子 [M+H了量m/zニ 171.16)，エピカテキン (EC，

プロトン化分子[M+H]+量m/z ニ 291.20)， カテキン

(CAT) 2量体(プロトン化分子[M+間十量 m/z

579.25)， CAT 3量体(プロトン化分子 [M十日]ト量m/z

=867.17)， CAT 4量体(プロトン化分子 [M十日J+量m/

z= 1156.07)， CAT 5量体(プロトン化分子 [M+H]+量

m/z= 1444.15) に相当するプリカーサイオンを検出する

ことができた (Fig.4b).一方，データは示さなかったが，

70%メタノール溶出画分からは ECのみが検出された.

ブ。ロトン

察考

ρ< 0.001). これに対して， 緑藻 Chlamydomonαsrein-

hardtii Dangeardの増殖速産は， 12 mg L-1まで濃震

な増殖抑制は認められなかった (ANOVA:

AME増殖抑制物質の分画

TLCによって AMEは4つの成分に分けられ，上か

らに JII買にノfンド lからバンド 4と名前を付けた (Fig.

2).各成分は uv照射(波長， 365 nm)で北較的よく発

光した.バンド 1から 4のRf植はそれぞれ 0.720，

0.551，0.254，0.02であった.

分離された AMEの4つの成分がそれぞれM.aerugi・

ηosα に与える影響を調べたところ，バンド 2で最も強

い増殖抑制効果が認められた (Fig.3a). また， M. ich-

thyoblα胞については， Fig.3bに示すとおり，バンド 1

に対する増殖速度は対照区のそれとの間に有意差は認め

られなかったが (t-test，t= 0.45， P > 0.05)，バンド 2では

対照区に比べて明らかに抵く (t司test，t口 10.3，ρ<0.001)， 

負の値を示し殺藻効果が認められた.そこで，以下の分

析はこのバンド 2について行った.

0.296) (Fig. 1). 

による

df=3，8，F出 1.463，P 

藍藻増殖抑制物質の同定

AMEから TLCにて分離されたノTンド 2は， 100%メ

タノールで抽出し，シリカケソレカラムにて精製した後，液

体クロマトグラフ/質量分析計 (LC/MS)にて定性分析を

行った.バンド 2から得た 100%メタノール溶出題分の

全イオンクロマトグラムを Fig.4aに示した.全てのどー

クに関してマススペトルを調べたが，保持時聞が 2.11
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Fig. 4. (a) Total ion chromatogram of the extract from th巴 band2 of AME with 100% methanol， and (b) 
electrospray ionization mass spectra of the peak A at 2.11 min with that of gallic acid ([M+HJ+171.16 m/z)， 

epicatechin ([M + H]+ 291.20 m/z)， catechin dimer ([M + HJ+ 579.25 m/z)， cat巴chintrimer ([M + HJ+ 867.17 m/z)， 
catechin tetramer ([M + H]+ 1156.07 m/z) and catechin pentamer ([M十H]+1444.15 m/z). Signal intensity is plotted as 
function of mass/charge ratios (m/z). 

て，相乗的に作用した結果なのかもしれない.

Korner & Nicklish (2002)は，より野外環境に近い条

件下でM S)うicαtumのアレロパシ一物質が植物プラン

クトンの増殖抑制作用を示すか確かめるため，種々の藻

類(藍藻Aphanizomenonflos-αquαe Ralfs ex Bornet & 
Flahault， M. aeruginosa， Planktothrix ag，αrdhii (Go-

mont) Anagnostidis & Komarek， Limnothrix redekei 

(Van Goor) Me妊ert，緑藻Scenedesmusarmαtus (Cho-

dat) Chodat，そして珪藻 Steρhanodiscusminutulus 

(Kutzing) Cleve & Moller)を分子量 1，000以下の物質

のみ通過できる浸透膜にて隔離し，さまざまな生物量の

Msρicatumに曝露した.その結果，植物プランクトン

の増殖は，いずれの種においても，M ゅicαtum生物量

の増加に伴ってその増殖が抑制された. このことは，植

いる.そして，M spicatumからこれら 4種のポリフェ

ノール化合物を抽出し，植物プランクトンの増殖に与え

る影響を調べ， PA， GAおよび CATがM αeruginosa

とPhormidiumtenue (Meneghini) Gomont ，こ対して強

い増殖抑制効果を示すことを明らかにした. このとき，

M aeruginosαに対する増殖抑制効果は GAで最も高

く， EC50 (対照区の 50%まで抑制しうる濃度)は1.0

mg L-1であった.また，これら 4種のポリフェノール

を同時に曝露することで，より強い増殖抑制作用が認め

られた.ECの藻類増殖抑制効果に関する知見は今のと

ころないが， CATと同程度と推測されている(朴，私

信).本研究でも， AMEが藍藻に対して示した増殖抑制

効果は， その有効成分と考えられる CATとその多量体

が， GAやその他ポリフェノールとの複合作用によっ
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物プランクトンが自然環境中でもM.spicαtumの生産

するポリフェノールによるアレロパシ一作用を受けてい

る可能性を示唆した.

一方， AMEは緑藻 Chlamydomonasreinhαrdtii Dan-

geardの増殖に対しては負の影響を示さなかった. これ

までの報告によると，珪藻 Achnanthesminutissimα 

KutzingとNitzschiaραlea(Kutzing) Smithに対して

はPA，GA，EAおよび CAT等のポリフェノール化合物

は何の影響も与えず，緑藻 Selenαstrumcゆricomutum

Printzに対しては， PA， GAおよび EAが増殖阻害効果

を示すものの， CATは増殖阻害を示さないことが明ら

かにされている (Nakaiet al. 2000). AMEがC.rein-

hardtiiに対して負の影響を与えなかったのは， CATが

主成分であったためかもしれない.いずれにしても

AMEが藍藻の生理過程にどのように作用するのかにつ

いては，まだよくわからない.しかし，増殖抑制物質(特

にカテキン類)を精製することによって，より少量でア

オコ除去を実現することが期待できる.今後は， AME 

から増殖抑制物質をより安価で効率よく精製する技術を

確立することが重要である.
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