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１ 動機

弓道部より弓道場の芝生で繁殖したネンジュモ「イシクラゲ」を駆除して欲しいと依頼され研

究を始めた。昨年度、弓道場 方形枠 での駆除に成功し、本年は、ネンジュモが周りの pH を上げ

る理由を掘り下げたいと研究した。

２ 昨年度までの研究

（１）芝生に影響なくネンジュモを撃退する酢酸は 0.05mol/L である。 
（２）酢酸により、ネンジュモの呼吸量が減少する。 
（３）酢酸を 3 日に一度 散布すると撃退できることを発見し、弓道場 方形枠 のネンジュモを実

際に撃退することに成功した。 
（４）ネンジュモは自身で弱塩基性の環境を作り、酢酸散布後、短い時間で pH を上昇させること

がわかった。これを本年度は研究する。 
３ 本年度の研究

塩基性環境を作り出す物質として、以下の つに注目して研究した。

（１）NH4+：窒素固定で得た NH4+ (塩基性物質) の細胞外への排出。 
（２）CO2：明所の光合成による CO2 (弱酸性物質) の細胞内への吸収。 

４ ネンジュモ「イシクラゲ」とは

ネンジュモとは原核生物のシアノバクテリアの一種である。「イシクラゲ」は陸上に生育し、弱

塩基性の土壌を好む。資料１は野外の野生株ネンジュモである。普段は乾燥わかめのような状態だ

が、雨が降ると寒天状になる。寒天状の物質は多糖類で、乾燥耐性を持つ。多糖類の中に他の微生

物が生育している。

ネンジュモは単細胞生物だが、分裂し

た後、離れることなくつながり糸状体をつ

くる。途中に「ヘテロシスト」という大き

な細胞があり（資料１）似ているため、そ

の名がついている。ヘテロシストでは窒素

固定を行って、空中の窒素 N2から自分で

肥料の NH4+ を作り出すことができる。肥

料は周りの栄養細胞に渡し、栄養細胞から

は光合成でつくられた栄養を受け取る。

５ 材料・薬品等

＜材料＞

・ネンジュモ野生株 Nostoc Commune Vearch 
校内で採取、洗浄、乾燥させた新鮮なものを使用 

・ネンジュモ無菌株 Nostoc sp. （HK-01 株） 
三重大学から分けていただき、サイエンス部で、無菌の継代培養したものを使用 

野性株には多糖類中に微生物が生育するため、無菌株の HK-01 と比較した。 

ヘテロシスト

資料１

ヘテロシスト
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・培地：MDM 培地 
・培養時間：規定通りの明 10 時間、暗 14 時間 
＜使用機器＞

・簡易吸光光度計「デジタルパックテスト」 協立理化学研究所

・オートクレーブ：培地の滅菌

・ウォーターバス：無菌株を定温に保つ

・卓上遠心機：ネンジュモを沈殿させて、上澄み液を測定する

＜薬品＞

・パックテスト：NH4+ インドフェノール青比色法 (協立理化学研究所) ・0.05mol/L 酢酸 
・0.0005mol/L 酢酸 ・MDM 培地（資料２） 

＜使用器具＞

・気体用スクリューバイヤル：無菌株を密封し、微生物の混入を防ぐ

・気体用マイクロシリンジ：CO2の注入に使用

・マイクロピペット

・二酸化炭素ガスボンベ

・1.5mL エッペンドルフチューブ

６ NH4+パックテストの有効性の確認

（１）蒸留水では発色しないことを確認した後、野生株を入れると、NH4+値が増加した。 
（２）MDM 培地の NH4+濃度は 0.2mg/L だが、無菌株培養中の MDM 培地は 1.5mg/L まで上昇し

た（資料３）。無菌培養で CO2が減り、光合成できずに NH4+を排出したと考えられた。 
 MDM MDM+無菌株 
NH4+(mg/L) 0.2 1.5 

 
（３）無菌株のバイヤル瓶に、CO2を注入すると、明所での NH4+濃度は 0.2 mg/L に減少した（資

料４）。光合成できたことで NH4+を無駄なく使い、排出しなかったのではないかと考えられた。

 CO2無 CO2有(500μL) 
 明 暗 明 暗 

NH4+(mg/L) 0.5 1.0 0.2 0.5 
 
以上の実験から、デジタルパックテストは信用できるデータが得られると考えた。

資料３

資料４

資料２

-52-



７ 仮説

ネンジュモが塩基性環境をつくり出す要因を 2 つ予想し、仮説とした。 
（１）仮説１ NH4+の排出。 

ネンジュモのヘテロシストが、空中の窒素を窒素固定して NH4+ を作り出し、何らかの条件

下で、それを排出して塩基性環境を作り出すと考えた。例えば、光合成ができない時に、せっ

かく作った NH4+を利用できずに排出する可能性があるのではないかと考えた。 
（２）仮説２ 光合成による CO2吸収 

CO2が溶け込んで弱酸性となっている液体から、光合成によって CO2を吸収し、pH が上昇

して弱塩基性環境になると考えた。 
８ ＜調査１＞ NH4+排出量測定

（１）方法 
同じ蒸留水でスタートし、同量のネンジュモを入れて、明暗２時間ごとの NH4+濃度変化を

８時間測定した。各検体は３つずつ測定して平均し、実験誤差を減らすようにした。卓上遠心

機でネンジュモを沈殿させ、上澄み液を取り出して、簡易吸光光度計で測定した。 
（２）結果 

NH4+濃度が上下して安定しなかった。 
（３）考察 

何度も条件を見直したが、理由の解明ができなかった。窒素固定により NH4+ を作り出し、

それを排出する、という仮説を証明することはできなかった。

９ ＜調査２＞ 光合成による CO2吸収

光合成により CO2 を吸収し、pH が上昇するのではないかと考えた。そこで、明所と暗所での

pH 変化を ア、蒸留水  イ、酢酸  ウ、MDM 培地 で調べた。蒸留水は、イオン交換水を利用し

た。酢酸と MDM は無菌株で調べた。酢酸の濃度は、枯死する 0.05mol/L より、100 倍に薄めた

0.0005mol/L で測定した。 
 （１）方法 

ア あらかじめ溶液の pH を測定する。 
イ 無菌株は、ガスバーナー元の無菌状態で作業した。 
ウ 野生株は乾燥重量 0.1g を 30mL の蒸留水に入れる。検体３つを平均する。無菌株はバイヤ

ル瓶を混合して均一にした後、再びバイヤル瓶に等分する。検体２つを平均する。 
エ MDM 培地だけは、半分のバイヤルにシリンジで 500μLの CO2を注入した。 
オ MDM 培地は 45 分後、蒸留水と酢酸は 1 時間ごとに、均一に混ぜて溶液を取り出し、測定

する。（資料５） 

資料５
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（２）結果 
ア 蒸留水 

実験ごとに結果が異なった。何度も条件を見直しながら確認したが、pH の上昇は、毎回見

られるわけではなかった。 
イ 酢酸：無菌株 

蒸留水と異なり、酢酸の pH は安定しており、明所のネンジュモによって pH を上昇させる

ことを確認できた。（資料６） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ウ MDM 液体培地 
資料７の結果が得られた。左側２つの CO2 無しでは、光合成ができないために明暗の pH

に差がない。右側２つの CO2有りは CO2が液体に溶け込むために pH が下がる。しかし、明

所では pH が上がる。暗所 pH6.7 に対し、明所は pH7.0 と上昇した。これによりネンジュモ

が光合成を行うと液体中の CO2を吸収し、pH が上昇することの証明ができた。 

（３）考察  
ア 蒸留水 

明所の pH の上昇は、毎回見られるわけではないことがわかり、蒸留水では結果の証明がで

きなかった。実験により、同じ蒸留水、同じ温度で測定しても、蒸留水の pH は、5 強～7 強の

広い範囲で不安定に変わることを確認した。 
そこで、メルク社の文献により「蒸留水の pH が安定しない理由」を確認した。それによる

と、pH7 での H+の少なさと、周りのあらゆるものを溶かし込む蒸留水の性質のために pH が安

定しないと考えられていることがわかった。電極にわずかに残る成分でも、pH が変化する。 

資料６

資料７
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イ 酢酸と MDM 培地 
明所で pH が上昇する。データは毎回安定していた。蒸留水以外では、「光合成により CO2

を吸収すると、pH が上昇する」という仮説が証明された。 
CO2を吸収すると、pH が上昇する理由として、早稲田大学園池公毅教授の「光合成の森」

では、化学平衡が考えられている。（資料８） 
 

 平 衡  
Ｈ+ ＋ HCO3－ ⇔ H2CO3 ⇔ CO2  +  H2O 

                減 
CO2減 により、反応は右へ H+減 → pH 上昇 

CO2 の水中での変化では、物質が資料８上段の 3 つの段階を行き来して変化し、平衡の状

態になっている。ここで CO2 が減少すると、それを補うように右に反応が進み、H+は減少し

て pH が上昇することになる。これは狭い水槽に藻類がはえるとよく見られる現象である。無

菌株の密封バイヤル瓶は CO２が不足していたため、pH が上昇していたと考えられる。 

10 今後の課題

（１）pH 測定に適した液体は何かを調べる。 
（２）ネンジュモが分泌する化合物をピックアップし、NH4+だけでなく、多糖類などで、pH を上

昇させる化合物を調べる。 
（３）乾燥ネンジュモの呼吸量を測定し、「クリプトビオシス」に近い状態を示すことを確認する。 
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資料８
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