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学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

イ ヨンジェ 

LEE YONGJAE 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 

資源環境科学専攻 

（西暦）2019 年度（ 10 月）入学 

学位論文 

題  目 

Fundamental studies on the response of nitrogen compounds and their related genes 
in Lotus japonicus under salt and drought stress 
（塩・乾燥ストレス環境下におけるミヤコグサの窒素化合物と関連遺伝子

の応答に関する基礎的研究） 

【論文の要旨】 

Global climate change has intensified the frequency and severity of abiotic stresses, 
particularly drought and salinity, both of which significantly constrain plant growth and crop 
productivity worldwide. In response, plants activate a range of physiological, biochemical, and 
molecular defense mechanisms, including the modulation of antioxidant enzymes, accumulation 
of compatible solutes, and dynamic regulation of gene expression networks. Among compatible 
solutes, proline and polyamines have been recognized as key functional metabolites involved in 
abiotic stress tolerance. Despite their importance, the coordinated regulation of these compounds 
in response to environmental stress remains incompletely understood. Lotus japonicus, a model 
legume with a sequenced genome and available genetic resources, provides an ideal system to 
study legume-specific responses to drought and salinity. Moreover, the species includes 
ecotypes with contrasting stress sensitivities, enabling comparative studies of tolerant and 
sensitive genotypes. This study aims to investigate the physiological, biochemical, and 
molecular responses of L. japonicus to drought and salt stress, focusing on the biosynthesis and 
regulation of proline and polyamines. Through integrated analysis of metabolite accumulation 
and gene expression patterns, I seek to clarify how these metabolic pathways are modulated 
under different environmental conditions and between distinct genotypes. 

In Chapter 2, I examined the drought stress response of L. japonicus MG-20 ecotype. Plants 
were subjected to water withholding for seven days followed by rehydration. Drought stress 
significantly reduced shoot and root biomass, relative water content, and leaf expansion. 
Moreover, oxidative stress was elevated, as indicated by increased hydrogen peroxide and 
malondialdehyde contents, particularly in root tissues. Proline content increased markedly in 
both shoots and roots under drought, accompanied by strong upregulation of LjP5CS1 (Δ¹-
pyrroline-5-carboxylate synthetase), a gene of key biosynthetic enzyme, and downregulation 
of LjProDH (proline dehydrogenase), which is involved in proline catabolism. These results 
indicate enhanced synthesis and inhibited degradation of proline under drought conditions. In 
contrast, levels of putrescine (Put) and spermidine (Spd) decreased during drought treatment, 
with tissue-specific variation. Transcript analysis revealed a reduction 



in LjADC1 and LjADC2 (arginine decarboxylases), while LjODC (ornithine decarboxylase) 
was upregulated, suggesting a shift in precursor usage for polyamine biosynthesis. Interestingly, 
Spm levels remained relatively stable under drought condition in both leaves and roots. This 
suggests that Spm is regulated differently from other polyamines. Collectively, these findings 
indicate that L. japonicus modulates both proline and polyamine metabolism to mitigate 
drought-induced stress, though with differing trends in each pathway. 

In Chapter 3, I compared the salt stress responses of two ecotypes: MG-20 (salt-tolerant) and 
Gifu (salt-sensitive). Plants were treated with 100 mM NaCl for 14 days, and physiological, 
ionic, and molecular parameters were assessed. Salt exposure significantly reduced shoot 
biomass and chlorophyll content in both ecotypes, with Gifu showing a more pronounced 
reduction. Ion analysis revealed greater accumulation of Na⁺ in the shoots of Gifu compared to 
MG-20, while K⁺ levels decreased in both lines. These findings suggest that MG-20 maintains 
better ion homeostasis, likely contributing to its higher salt tolerance. Polyamine profiling 
showed differential accumulation between ecotypes and tissues. In MG-20 roots, Put levels 
increased significantly under salt stress, supported by upregulation of LjADC1. In contrast, Gifu 
accumulated more spermine (Spm), with elevated expression of LjODC, indicating divergent 
biosynthetic responses. These results suggest that MG-20’s salt tolerance may be attributed to 
efficient Put accumulation in roots, aiding osmotic regulation and ion balance. Furthermore, 
tissue-specific gene expression patterns indicate that stress adaptation involves not only 
metabolite levels but also transcriptional regulation of biosynthetic enzymes. 

In Chapter 4, I integrated findings from both stress conditions to highlight common and 
unique response mechanisms in L. japonicus. While proline consistently accumulated under 
both drought and salt stress, the regulation of polyamines showed stress- and genotype-specific 
differences. Notably, MG-20 exhibited more stable root physiology under both stress conditions, 
associated with higher Put accumulation and specific upregulation of LjADC1. The differential 
expression of polyamine biosynthetic genes across tissues and ecotypes emphasizes the 
complexity of metabolic regulation in stress adaptation. These insights underscore the 
importance of spatial and temporal dynamics in stress physiology. In conclusion, this study 
demonstrates that Lotus japonicus ecotypes possess distinct molecular and metabolic strategies 
for coping with environmental stress. Drought tolerance in MG-20 is associated with enhanced 
proline biosynthesis and coordinated suppression of its degradation, while salt tolerance is 
linked to root-localized Put accumulation and regulated gene expression. The integration of 
physiological, biochemical, and transcriptional data provides a comprehensive view of stress 
responses in L. japonicus. These results also support the hypothesis that L. japonicus employs 
overlapping yet distinct metabolic strategies to cope with drought and salinity, and demonstrate 
that metabolic flexibility contributes to ecotypic differences in stress tolerance. Overall, this 
work provides a mechanistic basis for understanding abiotic stress adaptation in L. 
japonicus and informs strategies for improving stress resilience in legumes. 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 



（注４） 和文又は英文とする。 
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論 文 題 目 

Fundamental studies on the response of nitrogen compounds and their related genes in Lotus 
japonicus under salt and drought stress 
（塩・乾燥ストレス環境下におけるミヤコグサの窒素化合物と関連遺伝子の応答に関する
基礎的研究） 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

 
 准教授 山本 昭洋 
 
 教授  佐伯 雄一 
 
 准教授 大榮 薫 
 
 准教授 平野 智也 
 
 准教授 橋口 正嗣 

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

本研究は、ミヤコグサの乾燥および塩ストレスに対する応答をプロリンとポリアミンの生合成およびその代

謝に関わる酵素遺伝子の発現解析により、これらの代謝経路が異なる環境条件下でどのように調節されるか解

明することを目指したものである。 
まず、ミヤコグサのエコタイプの1系統であるMG-20の乾燥ストレス応答を検討した。乾燥ストレス下では、

葉身部、根部ともにプロリン含有量が著しく増加、またプロリンの主要生合成酵素遺伝子の発現が強く上昇し、

プロリン分解酵素遺伝子の発現は低下した。対照的に、主要なポリアミンのうちプトレシンとスペルミジンレ

ベルは乾燥処理により減少した。プトレシン生合成酵素遺伝子の1つであるオルニチン脱炭酸酵素遺伝子の発

現が上昇した。このことから、ミヤコグサはプロリンとポリアミン代謝の両方を調節して乾燥ストレスを緩和

していることが明らかになった。次に、2つのエコタイプ（耐塩性MG-20と塩感受性Gifu）の塩ストレス応答を

比較した。MG-20の葉身部におけるNa⁺含有量は、塩感受性系統のGifuより低かった。また、MG-20の根部では

塩ストレス下でプトレシン含有量が有意に増加し、その生合成酵素遺伝子の1つであるアルギニン脱炭酸酵素

遺伝子の発現上昇も伴っていた。この結果は、MG-20の耐塩性が根部におけるプトレシン合成による浸透圧調

節とイオンバランスの維持によることを示唆した。 
以上の結果は、ミヤコグサが干ばつと塩害に対処するために重複しつつも異なる代謝戦略を有し、代謝の柔

軟性がストレス耐性の系統間差に寄与することを示した。本研究の成果はミヤコグサにおける非生物的ストレ

ス適応の解明に向けた基礎的知見であり、マメ科植物のストレス耐性向上戦略の指針になると認められる。公

聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと判定する。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 
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題  目 

Role of diatomaceous earth in enhancing stability and performance of 
expansive soils  
（珪藻土による膨潤性粘土の地盤改良効果） 

【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

Expansive soils present considerable challenges due to their tendency for significant volume 
changes in response to variations in moisture content, which can result in structural damage and 
instability. This dissertation assesses the effectiveness of diatomaceous earth (DE) as a 
stabilizing agent for expansive soils, specifically examining the incorporation of 5% and 10% 
DE by weight. The investigation aims to evaluate the improvements in soil-water retention 
characteristics, water retention capacity, air entry suction, and reduction in cracking, alongside 
modest enhancements in swell potential, positive effects on swelling pressure reduction, 
improvements in shear strength, unconfined compressive strength (UCS), and microstructural 
modifications. 
The research methodology involved mixing the expansive soils with 5% and 10% DE by weight, 
followed by laboratory testing to establish soil-water retention curves (SWRCs) through a 
controlled drying cycle. Soil suction was quantified using a filter paper method (FPM), while 
moisture content was assessed gravimetrically. The swell potential was determined via modified 
oedometer swell tests, and swelling pressure was evaluated under varying incremental load 
conditions. In addition, the shear strength and UCS of the treated soils were measured to 
ascertain the structural enhancements. 
The findings revealed significant improvements in the soil-water retention characteristics of DE-
treated expansive soils. Both 5% and 10% DE content resulted in increased water retention at 
lower suctions and raised the air entry suction, indicating an enhanced moisture-holding 
capacity. These advancements suggest that DE effectively mitigates the swell-shrink behavior 
of expansive soils by stabilizing moisture content and diminishing susceptibility to volumetric 
fluctuations. Furthermore, the treated soils displayed a slight enhancement in swell potential and 
a beneficial effect on swelling pressure, reflecting improved soil stability and a reduced risk of 
structural damage. 
Microstructural analyses, including cation exchange capacity (CEC) assessment, X-ray 
diffraction (XRD), scanning electron microscopy combined with energy-dispersive X-ray 
spectroscopy (SEM-EDX), and pore size distribution (PSD) studies, provided insights into the 
mechanisms underlying the observed improvements. The CEC analysis indicated that DE-



treated soils exhibited increased cation exchange capacity, thereby enhancing their ability to 
retain nutrients and water. XRD patterns revealed modifications in the mineralogical 
composition of the treated soils, while SEM-EDX analysis demonstrated improved soil fabric 
and reduced pore spaces. PSD studies confirmed a more uniform pore size distribution, 
contributing to the enhanced structural integrity of the soil. 
The study further highlighted the reduction of surface cracking as a result of DE treatment, 
which is vital for maintaining soil stability and minimizing erosion. The shear strength and UCS 
measurements indicated marked improvements in the treated soils, reinforcing the effectiveness 
of DE as a stabilizing agent. The treated soils exhibited superior shear strength and UCS values 
compared to untreated soils, suggesting enhanced load-bearing capacity and structural 
resilience. 
In conclusion, the addition of diatomaceous earth at 5% and 10% content positively affects the 
soil-water retention behavior, air entry suction, swell potential, swelling pressure, shear strength, 
UCS, and microstructural characteristics of expansive soils. These findings emphasize the 
practical advantages of utilizing DE as a soil amendment to enhance the stability and 
performance of expansive soils in engineering applications. Future research should prioritize 
long-term field studies and investigate the effects of DE treatment on diverse soil types and 
environmental conditions to validate these improvements and expand their practical 
applicability. 
 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 
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論 文 題 目 

Role of diatomaceous earth in enhancing stability and performance of expansive soils 
（珪藻土による膨潤性粘土の地盤改良効果） 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

准教授  福林 良典 
 
   教授   清水 収 
 
   教授   森田 千尋 
 
   教授   末次 大輔 
 
   助教   神山 惇 

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

世界中に分布する膨潤性粘土は、乾湿に伴い収縮と膨潤の著しい体積変化や、せん断抵抗力の変化を引き

起こす。この粘土特性を要因とするインフラの損傷が地球規模での課題となっている。本研究では珪藻土の、

膨潤性粘土に対する土質改良材としての適用性を明らかにした。珪藻土の配合率を変化させた粘土との混合

試料について、ひび割れ発生、水分保持特性、せん断強さを検証した。改良効果のメカニズムの解明のため

に、混合試料の物理化学分析と微視構造分析も行った。 
膨潤性粘土に対して重量比で10%の珪藻土を混合時には、収縮面積が未混合時と比較して16％に削減された。

また15％混合時にはひび割れ密度が7％減少した。実地盤に適用時には、地表面のひび割れから地中への雨水浸

透を抑制することが示唆された。 
次に、膨潤性粘土と珪藻土の混合試料の水分保持特性を把握した。飽和から不飽和への移行時のサクション

である空気侵入値が、珪藻土10％混合時には膨潤性粘土単体の約1.4倍となり、このことがひび割れ抑制の要因

であることを明らかにした。 
また、膨潤性粘土地盤を道路路床として必要な支持力を得るよう改良するには、消石灰を4％混合する必要が

あるが、珪藻土を10%混合することで必要消石灰を2％に低減できることを示した。消石灰と珪藻土の混合時

は、非排水せん断強さとともに内部摩擦角も増加することが明らかになった。 
混合試料の微視構造、混合土の懸濁液のpH、 電気伝導率、陽イオン交換容量の分析結果から、消石灰により

供給されるカルシウムイオンと珪藻土との化学反応はほとんど見られなかった。一方で珪藻土粒子と粘土粒子

との吸着や団粒化の様子から、物理的な相互作用により改良効果が発現していることが明らかになった。 
公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと判定す

る。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 
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【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

The global consumption of soy-based foods generates substantial amounts of soy food waste. 
The activated sludge process is a well-established and widely used method for treating soybean 
food wastewater. However, the development of more efficient treatment technologies is 
essential to further improve environmental sustainability and economic feasibility.  
Tofu whey is a sugar- and protein-rich liquid byproduct generated during tofu production. 

Japanese tofu whey typically has a neutral pH, whereas Indonesian tofu whey is often acidic. 
Microbial fuel cells (MFCs) are bioelectrochemical systems that employ electrochemically 
active microorganisms to directly convert the chemical energy of organic matter into electrical 
energy. Although several studies have examined the use of Indonesian soybean wastewater or 
tofu whey in MFCs, no reports have been investigated Japanese tofu whey. Differences in 
coagulation methods result in variations in tofu whey characteristics, including sugar content 
and pH, which influence MFC performance and microbial community structure. In this study, 
the performance of stacked microbial fuel cells (SMFCs) using Japanese or Indonesian tofu 
whey was compared. To identify the optimal operational method, the SMFCs were run under 
two flow configurations: circulation and flow-through. In circulation mode, the highest power 
densities obtained with Japanese and Indonesian tofu whey were 3.03 Wm⁻³ and 2.75 Wm⁻³, 
respectively, at an external resistance of 1,000 Ω. In flow-through mode, the highest power 
densities were 13.1 Wm⁻³ at 51 Ω and 4.88 Wm⁻³ at 100 Ω, respectively. During operation, 
chemical oxygen demand, sugar, and protein contents decreased in all SMFCs, whereas pH, 
nitrate concentration, and electrolyte conductivity increased. Microbial community analyses 
revealed that Lactobacillales, Flavobacteriales, and Enterobacteriales became dominant in 
SMFCs using Japanese tofu whey, whereas Burkholderiales and Flavobacteriales predominated 
in those using Indonesian tofu whey. 
Among various hydrogen production methods, biohydrogen generation from biomass is 

particularly attractive, with dark fermentation offering advantages such as simplicity, 
independence from light, and practical feasibility. Conventionally, hydrogen production is 
measured intermittently via gas-phase chemical analysis. However, biohydrogen produced 
through dark fermentation often contains multiple byproducts and exhibits low purity. 



Therefore, hydrogen purification is an essential final step. Proton-conducting ceramics can 
selectively separate hydrogen from gas mixtures and, in principle, achieve 100% selectivity. In 
this study, soybean food wastewater was used for dark fermentation with electrochemically 
active Clostridium strains. Clostridium species are one of the most common biohydrogen-
producing microorganisms under anaerobic conditions. After incubation at 30 °C for three days, 
hydrogen concentrations in the headspace gas were determined by gas chromatography. 
Cultures included glucose-rich 2×YTG medium, soybean food wastewater, and the remaining 
liquid from boiling soybeans, each inoculated with either Clostridium 
saccharoperbutylacetonicum strain N1-4 or Clostridium neuense strain SDL48. Hydrogen 
yields were 13.2% and 14.5% for 2×YTG medium with strains N1-4 and SDL48, respectively; 
11.3% and 12.2% for soybean food wastewater; and 0.8% and 1.7% for the remaining liquid 
from boiling soybeans. To evaluate the effectiveness of culture sterilization, hydrogen 
production from autoclaved soybean food wastewater inoculated with strain SDL48 was 
monitored in real time using a protonic ceramic cell. Hydrogen production began after 42 hours 
of incubation and reached 43% hydrogen. In contrast, non-sterilized cultures required up to 250 
hours before hydrogen production began and reached only 30% hydrogen. Hydrogen production 
using non-sterilized soybean food wastewater at 30 °C and 40 °C was also monitored by protonic 
ceramic cell, showing rapid hydrogen generation. The onset times were 2,230 and 925 seconds, 
respectively, compared to 90,500 seconds at room temperature. These results demonstrate that 
incubation at the optimal temperature for strain SDL48 promotes rapid microbial growth and 
immediate hydrogen production, even in non-sterilized wastewater. 
In conclusion, this study demonstrates that electricity can be generated from soybean food 

wastewater using microbial fuel cells. Furthermore, coupling dark fermentation with proton-
conducting ceramics enables real-time monitoring and the production of high-purity hydrogen 
from soybean food wastewater. 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 
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Treatment of soybean wastewater and bioenergy production using electrochemically active  
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 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
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   教授    吉田 直人 
 
   准教授   鈴木 秀俊 
 
   教授    奥山 勇治 
 
   教授    井口 純 

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

 豆腐ホエーは、豆腐製造過程で生成され、糖を多く含む廃水である。微生物燃料電池は、微生物を用いて有機

物の化学エネルギーを直接電気エネルギーへ変換する技術である。本研究では、日本およびインドネシアの豆腐

ホエーを用いたスタック型微生物燃料電池（SMFC）の性能を比較した。循環式の運転条件では、日本およびイ

ンドネシアの豆腐ホエーでそれぞれ最大電力密度3.03 W m⁻³および2.75 W m⁻³が得られた。一方、通過流式の運

転条件では、それぞれ13.1 W m⁻³、4.88 W m⁻³であった。微生物群集解析の結果、日本の豆腐ホエーではLactob
acillales、Flavobacteriales、Enterobacterialesが優占し、インドネシアの豆腐ホエーではBurkholderialesおよびFlavoba
cterialesが優占していた。 
 バイオマスから生産されるバイオ水素は不純物を多く含むため、精製が重要である。本研究では、電気化学的

に活性なClostridium neuense SDL48株を用いて生成したバイオ水素について、プロトン伝導性セラミックスを用

いたリアルタイムモニタリング、および、水素純化を行った。大豆食品廃水にSDL48株を接種して水素生成を行

った結果、気相の水素濃度は43％に達し、さらにプロトン伝導性セラミックスによる水素純化も行うことができ

た。 
 以上より、本研究により、微生物燃料電池を用いることで大豆食品廃水から電力を回収できることが示され

た。また、バイオ水素生産とプロトン伝導性セラミックスを組み合わせることで、大豆食品廃水から高純度水素

を生成するとともに、水素生成過程をリアルタイムでモニタリングできることを明らかにした。 

 公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと判定す

る。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 
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【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

Increasingly widespread industrial activities are causing significant water pollution. Metal 
ions are pollutants that are toxic and non-biodegradable. Various studies have been made to 
remove metal ion pollution from waters. In this study, we try to remove copper, lead, nickel, 
and cobalt ions by the adsorption method. Many adsorbents have been developed for metal ion 
removal. Chitosan (CH) is a biopolymer compound that has been widely developed as an 
adsorbent. Its abundant availability in nature and biocompatibility are its advantages. CH has 
high percentages of amine and hydroxyl groups and performs well in complexing or chelating 
metal ions. However, the amine group of chitosan is easily protonated in an acidic solution; 
therefore, its application is limited.   

Chemical compounds, such as a cross-linker, can be used to increase the CH stability in an 
acidic environment. In this study, we have chosen tripolyphosphate (TPP) as a cross-linker 
because the composite of CH-TPP has been reported to have good mechanical properties and be 
biocompatible. The CH-TPP composite was made in cryogel form. Cryogels are made via the 
cryogelation technique, which is controlled by freezing and thawing. The macroporous structure 
of the cryogel facilitates water flow through a short diffusion route, leading to the transfer and 
adsorption of metal ions. However, the mechanical properties of cryogel in solution, especially 
at acidic pH, can be problematic for its use as an adsorbent. Tannic acid (TA) was chosen to 
strengthen the mechanical strength of the cryogel. TA contains polyphenolic compounds that 
easily form hydrogen bonds with CH. The combination of CH-TPP-TA is believed to have high 
mechanical properties. The abundant amine, phosphate, and hydroxyl groups in cryogel become 
active sites for adsorbing metal ions. Furthermore, the biocompatible properties of CH, TPP, 
and TA are promising for drinking water treatment.  

In Chapter 2, we describe in general terms the properties of the main materials used to make 
cryogel. This chapter also explains the interactions between CH, TPP, and TA. We describe the 
synthesis, properties, and advantages of cryogel. In addition, we review several studies on the 
use of chitosan cryogel as an adsorbent. 

Chapter 3 described in detail the synthesis and characterization of CH-TPP and CH-TPP-TA 



cryogels. The synthesis of cross-linked CH-TPP was carried out using a high-speed 
homogenizer, and then the cryogel was formed at -15 °C for 48 hours. CH-TPP-TA cryogel was 
obtained after immersing in TA solution for 4 hours and drying with a freeze-dryer. The 
combination of TA and TPP influences the physicochemical characteristics of the chitosan 
cryogel. The combination of CH (1 wt%), TPP (2.5, 5, or 7.5 wt%), and TA (1 wt%) provides 
the best cryogel properties with pore diameters of 27–57 μm. TA significantly strengthened the 
gel structure, shortened the swelling equilibrium time, increased porous homogeneity, and 
increased porosity. TA also has the advantage of increasing the mechanical properties of the 
cryogel. CH-TPP5-TA has better mechanical properties than CH-TPP5, CH-TPP2.5-TA, and 
CH-TPP7.5-TA. A high concentration of TPP (7.5%wt) has a brittle dry cryogel structure and 
is unable to maintain its shape after compressing. 

In Chapter 4, we studied the adsorption of Cu2+, Ni2+, Pb2+, and Co2+ ions at various pH 
levels, initial adsorbate concentrations, and adsorption times. In general, the optimum pH for 
the adsorption of Cu2+, Ni2+, Pb2+, and Co2+ ions is pH 5, 7, 6, and 6, respectively. In the 
adsorption of Ni2+, Pb2+, and Co2+ ions, the phosphate groups of TPP dominate the metal ions' 
adsorption at pH 4-5, while the amine groups of CH and the hydroxyl groups of TA begin to 
provide an adsorption effect at pH 6-7. Meanwhile, Cu2+ ions’ adsorption is dominated by the 
amine groups of CH. The adsorption of metal ions by the CH-TPP cryogel fits the Langmuir 
isotherm (homogeneous adsorption active site). Meanwhile, adsorption by CH-TPP-TA cryogel 
fits the Freundlich isotherm (heterogeneous adsorption active sites), except for the adsorption 
of Pb2+ ions, which fits the Langmuir isotherm. The kinetics of adsorption of all metal ions by 
cryogel follow pseudo-second order kinetics or the mechanism by which metal ion adsorption 
occurs chemically (chemosorption). Evidence of metal ion absorption was discovered from the 
EDX spectrum. The test results for repeated use of cryogel showed that cryogel with TA 
maintained its adsorption capacity better than cryogel without TA.  

In conclusion, the biocompatible CH-TPP-TA cryogel has good morphology, high 
mechanical strength, and can be synthesized using a simple and low-cost method, and has been 
proven to have high performance for adsorbing metal ions. TPP not only functions as a cross-
linker, but also plays an important role in capturing metal ions. Meanwhile, TA has been shown 
to improve the mechanical properties of cryogels that are resistant to swelling, prevent damage 
to cryogel pores at low pH, and are stable for repeated use. The results of this study illustrate 
the great potential of CH-TPP-TA cryogel as a biocompatible adsorbent for drinking water 
treatment. Furthermore, the biocompatible nature of cryogel also provides opportunities for use 
in other fields, such as biomedicine and bioengineering. 

   
（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 
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審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

 本論文では、キトサン(CH)からなるクライオゲルの新規調製法ならびに重金属イオン吸着特性について

述べられている。CHは化学的耐性に優れ、生体適合性も高い高分子である。分子構造の繰り返し単位にア

ミノ基を有し、金属イオンを効果的に吸着することが期待される。そこで、汚染水からの重金属イオンの除

去を目的に、CHからなる多孔性固体吸着材の開発を行った。  
 新規架橋剤として、いずれも生体適合性が高い三リン酸(TPP)およびタンニン酸(TA)を組合せて用いた。

CHの水溶液にTPPとTAを溶解後、凍結‐融解プロセスを利用することでクライオゲルを得た。走査型電子

顕微鏡観察からマクロ孔が無数に分布した多孔体であることを確認した。TPPの含有率が低いクライオゲル

は水に含浸すると膨潤して、最終的に多孔構造が失われるのに対し、TPPの添加率を5wt%以上まで増加さ

せると構造が維持されることが分かった。さらに、TAを1wt%含有させることで、ゲルの機械的強度が飛躍

的に向上し、弾力性のある、酸に耐性も高いクライオゲルが得られることが示された。 
 得られたCHクライオゲルを用いて、銅(II)イオン、鉛(II)イオン、ニッケル(II)イオン、コバルト(II)イオン

の4種類の重金属イオンについての吸着挙動を調べた。その結果、いずれの金属イオンに対してもクライオ

ゲルはpH 4-7の範囲で高い吸着能を示すことが分かった。吸着のpH依存性の解析から、CHのアミノ基だけ

でなく、TPPやTAが吸着に大きく関与し、高い吸着能が得られていることがわかった。動的な吸着挙動や吸

着等温線、繰り返し利用についてもそれぞれ詳細に検証し、金属イオン吸着材として有用であることが明ら

かにされた。 
 公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと判

定する。 
 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 
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学位授与の要件　

研究科      　　　

専　攻            

教育コース        

学位論文題目      

学位論文審査委員        　  主査 教授 鈴木　祥広

                    　　　　　　　　　                    副査　  教授    田畑研二  副査 教授 吉田　照豊

副査 教授 入江　光輝

副査 教授 引間　順一

副査 准教授 井上　謙吾

主指導教員        　　教授

タマイ　ソウイチロウ

大分県

農学工学総合研究科

資源環境科学専攻

環境共生科学教育コース

水環境において細菌の形質転換を引き起こす溶存遊離DNAの実態解明

鈴木　祥広

学位規則第４条第１項該当　 （昭和28年文部省令第9号）　 

玉井 荘一郎

農工総博甲第273号

博士（工学）

令和８年３月２３日



別紙様式３ 

学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

タマイ ソウイチロウ 

玉井  荘一郎 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 

資源環境科学専攻 

（西暦）  2023 年度（ 4 月）入学 

学位論文 

題  目 
水環境において細菌の形質転換を引き起こす溶存遊離 DNA の実態解明 

【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

 水環境中に存在する薬剤耐性菌が引き起こすヒトへの健康被害は，公衆衛生上の重要な課題で

ある。薬剤耐性菌の拡散を抑制するためには，水環境中において薬剤耐性が伝播する経路を把握す

る必要がある。薬剤耐性遺伝子（ARG）の重要な伝播経路として，細菌が遺伝子の水平伝播によっ

て細胞外部の ARG を獲得し，薬剤耐性を発現する可能性が指摘されている。主要な水平伝播の経

路であるとされる形質転換は，細菌が水中に存在している遊離の DNA（exDNA）を獲得する機構

である。この機構は臨床現場では確認されているが，水環境中における細菌の形質転換の実態は未

解明である。その原因として，下水や環境水からの exDNA の回収が既存の方法では極めて困難で

あり，exDNA の情報が大幅に不足していることが挙げられる。そこで本研究では，第一のテーマ

として，水中の微量物質の濃縮・回収法であるコロイド吸着・泡沫濃縮法を exDNA に応用し，よ

り迅速かつ簡便な exDNA 回収法を確立することを目的とした。そして，確立した exDNA 回収法

によって，下水処理場から exDNA と細菌の細胞内 DNA を回収し，薬剤耐性の水平伝播に関連す

る遺伝子について，それぞれの多用性を評価した。さらに，第二のテーマとして，水環境中から単

離した大腸菌と DNA を使用した形質転換実験を実施し，形質転換による薬剤耐性菌の拡散の可能

性を検討した。そして，それらの情報を統合し，水環境が薬剤耐性菌の拡散の場となる可能性を評

価した。 

はじめに，水環境中における exDNA の情報と遺伝子の水平伝播について論じ，水環境中におい

て形質転換による遺伝子の伝播が生じる可能性を提起することで本研究の目的を明確にした。 

続いて，コロイドに吸着した exDNA の溶離方法などを検討し，コロイド吸着・泡沫濃縮法の最

適化を行った。最適条件における exDNA の回収率は，66.3±3.3%（平均値±標準偏差）であり，環

境水中の exDNA を高濃度に濃縮することが可能であった。そして，確立した exDNA 回収法を用

いて，下水処理場から exDNA を回収し，細胞内 DNA との遺伝子多様性を比較した。多様な遺伝

子を網羅的に解析したところ，放流水の exDNA は遺伝子の移動に関連する可動遺伝因子と ARG

が近傍に存在する配列の数が，その他の地点の exDNA と比較して最も多かった。このような配列

が，移動性の高い自律的な複製能力を有するプラスミド DNA 上に存在する場合，下水処理場の消

毒槽や放流水域における，形質転換による ARG の伝播の可能性が上昇することが推察された。 

形質転換による ARG の伝播の可能性が確認されたことから，実際の河川から回収した大腸菌と

薬剤耐性遺伝子を保有するプラスミドを使用して，水環境中における形質転換の可能性を評価し

た。その結果，人工的な遺伝子導入法であるヒートショック法によって，プラスミドの導入が可能



であった。また，形質転換は環境中の外的刺激によって促進される可能性も考えられた。そこで，

塩素消毒によって損傷させた大腸菌の形質転換能力を評価したところ，塩素損傷大腸菌は薬剤耐

性プラスミドを獲得することが確認された。しかしながら，細菌の増殖に最適な条件においても形

質転換の確率は 1/106 程度であり，細菌濃度が 102～104 CFU/100 mL の水環境中においては，形質

転換による ARG の伝播の可能性は極めて低いことが示唆された。 

本研究の結果から，水環境中の exDNA の一部には遺伝子伝播の可能性が高い配列が存在するこ

とが明らかになったが，形質転換によって遺伝子が伝播する確率が環境水中の細菌濃度と比較し

て極めて低く，水環境中における薬剤耐性菌の拡散の可能性は著しく低いことが示唆された。これ

らの結果は，水環境における薬剤耐性菌の拡散経路の解明に資するものであり，公衆衛生の維持に

寄与する。 
（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 

 



別紙様式７ 

 
 

                                                                         （西暦）2026年 1月 19日 
 
 

論 文 審 査 結 果 の 要 旨 

 

 専 攻 

入学年度 

資源環境科学 専 攻 

（西暦） 2023年度（ 4月）入学 
氏 名 玉井 荘一郎 

 

論 文 題 目 水環境において細菌の形質転換を引き起こす溶存遊離DNAの実態解明 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

教授   氏名 鈴木 祥広 
 
   教授   氏名 吉田 照豊 
 
   教授   氏名 入江 光輝 
 
   教授   氏名 引間 順一 
 
   准教授  氏名 井上 謙吾 

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

水環境中に存在する薬剤耐性菌が引き起こすヒトへの健康被害は、公衆衛生上の重要な課題である。薬剤耐性

菌の拡散を抑制するためには、水環境中において薬剤耐性が伝播する経路を把握する必要がある。薬剤耐性遺伝

子（ARG）の重要な伝播経路である形質転換は、細菌が水中に存在している遊離のDNA（exDNA）を獲得する機構

である。この機構は臨床現場では確認されているが、水環境中における細菌の形質転換の実態は未解明である。

その原因として、下水や環境水からのexDNAの回収が既存の方法では極めて困難であり、exDNAの情報が大幅に不

足していることが挙げられる。そこで本研究では、第一のテーマとして、水中の微量物質の濃縮・回収法である

コロイド吸着・泡沫濃縮法をexDNAに応用し、国際的に新規の迅速かつ簡便なexDNA回収法を確立した。そして、

確立したexDNA回収法によって、下水処理場からexDNAと細菌の細胞内DNAを回収し、薬剤耐性の水平伝播に関連

する遺伝子について、それぞれの多用性を明らかにした。さらに、第二のテーマとして、水環境中から単離した

大腸菌とDNAを使用した形質転換実験を実施し、形質転換による薬剤耐性菌の拡散の可能性を検討した。そして、

それらの情報を統合し、細菌の増殖に最適な条件においても形質転換の確率は1/106程度であり、細菌濃度が102

～104 CFU/100 mLの水環境中においては、形質転換によるARGの伝播の可能性は極めて低いと結論づけている。

水環境における形質転換の確率からARGの伝播を評価した国内外で新規の情報・知見である。 

本研究は、水環境における薬剤耐性菌の拡散経路の解明に資するものであり、公衆衛生の維持に寄与するもの

である。また、公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格し

たと判定する。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 



氏　名　　　　　　　

本　籍　　　　　　

学位記番号  　　　

学位の種類  　　　

学位授与年月日　　

学位授与の要件　

研究科      　　　

専　攻            

教育コース        

学位論文題目      

学位論文審査委員        　  主査 教授 田中　秀典

                    　　　　　　　　　                    副査　  教授    田畑研二  副査 助教 権藤　崇裕

副査 准教授 石垣　元気

副査 准教授 青木　謙二

副査 准教授 橋口　正嗣

主指導教員        　　教授

ポンピヤパイブーン　ソラウィット

タイ王国

農学工学総合研究科

資源環境科学専攻

環境共生科学教育コース

Development and Application of Three-Dimensional Digital
Phenotyping Method for Forage Crops
（飼料作物における3Dデジタル表現型計測手法の開発とその応用に関
する研究）

田中　秀典

学位規則第４条第１項該当　 （昭和28年文部省令第9号）　 

PONGPIYAPAIBOON SORAWICH

農工総博甲第274号

博士（農学）

令和８年３月２３日



別紙様式３ 

学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

ポンピヤパイブーン ソラウィット 

PONGPIYAPAIBOON SORAWICH 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 

資源環境科学 専攻 

（西暦） 2023 年度（ 4 月）入学 

学位論文 

題  目 

Development and Application of Three-Dimensional Digital Phenotyping 
Method for Forage Crops (飼料作物における 3D デジタル表現型計測手法の開

発とその応用に関する研究) 

【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

    Phenotyping is a critical component in plant science research, particularly in genetic 
analysis, breeding, and agronomic evaluation. Accurate and efficient phenotypic 
characterization is essential for linking genotype to phenotype, understanding plant-
environment interactions, and improving agronomic performance. However, despite major 
advances in genomic and other -omics technologies, the development of scalable, non-invasive, 
and high-resolution phenotyping tools has lagged behind. In particular, morphological 
phenotyping, which involves quantifying visible plant traits and time-scale growth analysis, 
remains a major technical challenge. This gap, often termed the “phenotyping bottleneck”, 
presents a critical limitation in the pursuit of efficient crop improvement, especially where 
traditional manual methods are time-consuming and prone to human error. This dissertation 
aims to develop a novel three-dimensional (3D) digital phenotyping framework for forage crops. 
By integrating imaging technology, 3D points cloud model reconstruction, and novel trait 
extraction methods, thereby providing a non-destructive phenotyping system capable of 
capturing plant morphological traits in diverse species under controlled greenhouse conditions. 
    Chapter 2 introduces the development of a 3D digital phenotyping system (DPS) and its 
application to 20 accessions from genus Zoysia, including Zoysia japonica, Zoysia matrella,  
Zoysia pacifica and their interspecific hybrid, over one year. The system is based on structure-
from-motion (SfM) for 3D points cloud model reconstruction from RGB-images taken inside a 
lighting-controlled capture box and employs a deep learning-based segmentation model to 
remove non-plant components from reconstructed 3D plant models. Key traits, including plant 
height, projected area, color indices, and voxel-based volume, were extracted from the 3D 
models. Notably, plant volume estimates showed a high correlation with dry biomass (r = 
0.772), supporting the method’s utility as a non-destructive proxy for biomass measurement. 
Additionally, the green-red normalized difference index (GRNDI), derived from RGB imagery, 
had performance comparable to NDVI under controlled lighting (r = 0.92). Time-series analysis 
of growth dynamics enabled continuous monitoring of trait expression over the growing season. 
These findings validate the system's accuracy and robustness, demonstrating its potential for 
high-throughput phenotyping in turfgrass and forage crop breeding programs. 



    Chapter 3 explores the potential of integrating DPS with Genotyping by Random Amplicon 
Sequencing-Direct (GRAS-Di) to explore phenotypic and genetic diversity among 65 Zoysia 
accessions. The DPS from Chapter 2 was used to capture temporal growth dynamics across 
ecotypes for over two years. GRAS-Di sequencing and SNP-based analyses, performed using 
haplotype-resolved Z. japonica reference genomes, provided comprehensive insights into 
genetic variation and population structure. 3D traits such as volume growth rate and seasonal 
shifts in GRNDI color index showed correspondence with the genetic clusters identified through 
population structure analysis at K = 2. This demonstrates that DPS-derived traits can reflect 
underlying population structure and species boundaries. This chapter presents the potential of 
combining DPS with genotyping approaches to support genome-wide association studies 
(GWAS) for marker-assisted breeding in turfgrass and forage crops improvement. 
    Chapter 4 extends the DPS to additional forage crops with varying structural morphologies. 
The system was adapted for rice (Oryza sativa) and soybean (Glycine max), testing its robustness 
across plant architectures. Adjustments to imaging parameters and post-processing were made 
to accommodate differences in height. A novel Voxel Grid Tracing algorithm (VGTa) was 
introduced to expand capability of 3D model analysis by enabling the tracing of stem, branch, 
and leaf. DPS was used to extract detailed morphological and architectural traits, including plant 
height, biomass, tiller and branch number, and leaf characteristics. The DPS shows high 
accuracy, with strong agreement between digital and manual measurements and minimal 
estimation error showed with r2 score > 0.9 in most measurements. Moreover, the system 
enabled time-series analysis of growth dynamics, including canopy development, senescence, 
and elongation patterns, which are difficult to capture through conventional methods. In rice, 
DPS-derived tiller angle estimates provided insights into plant architecture with potential for 
usage in breeding. Similarly, stem tracing in soybean validated the system’s robustness in 
tracing both grass-like leaf blades and branched, upright structures characteristic of soybean.  
These results show the DPS’s adaptability across crop types and its utility for quantifying 
complex phenotypes and facilitating research that use phenotyping and comparative 
morphology studies in wide variety of crops.  
    In conclusion, this dissertation contributes to reducing the phenotyping bottleneck by 
developing a 3D-based phenotyping framework with its application in greenhouse-based 
evaluation, genetic analysis, and cross-species adaptation. The chapters’ results demonstrate that 
the developed 3D digital phenotyping system is capable of delivering non-destructive,  
repeatable, and scalable measurements accurately for three different forage crops. The 
integration with genomic analysis further expands its utility in genotype screening. The system 
offers a practical and cost-effective alternative to manual phenotyping and supports a transition 
toward data-driven and automated crop breeding research. 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 
  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 
（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注４） 和文又は英文とする。 
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨 

 

 専 攻 

入学年度 

    資源環境科学  専攻 

   2023 年度（ 4 月）入学 
氏 名 PONGPIYAPAIBOON SORAWICH 

 

論 文 題 目 

Development and Application of Three-Dimensional Digital Phenotyping Method  

for Forage Crops (飼料作物における3Dデジタル表現型計測手法の開発とその応用に関

する研究) 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

 
   教授   田中 秀典 
 
   助教   権藤 崇裕 
 
   准教授  石垣 元気 
 
   准教授  青木 謙二 
 
   准教授  橋口 正嗣 

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

本研究は、データ駆動型作物育種への応用を目的として、飼料作物向けの新たな3Dデジタル表現型解析シス

テムの開発を行ったものである。まず、基盤となる技術開発として、温室内でポット栽培されたZoysia属草種を用

いて、照明制御された撮影ボックス内で取得されたRGB画像から3D点群モデルを再構築し、その3Dモデルから

深層学習によりポットやスケールバーなどを自動除去することで計測対象となる植物体のみを抽出する手法を確

立した。その後、この3Dモデルから草丈、面積、色、体積などの形質を算出する一連のデジタル表現型計測手法

を構築した。これらの値は、実測値（体積においては乾燥バイオマス量）との誤差は小さく、実用可能な技術であ

ることが確認された。次に、この技術を用いて、64系統のZoysia属草種を2年以上にわたり経時的にデータ取得し

た。この経時的なデータに一塩基多型のデータを加えることで、遺伝的変異と集団構造に関する知見が得られた

ことから、本手法の飼料作物の改良に向けたマーカー支援育種やゲノムワイド関連解析への応用可能性が示さ

れた。最後に、形態構造が異なる他の飼料作物へ拡張するために、イネとダイズへの適用を試みた。特に、イネ

の分げつ数やダイズの分枝数などへ対応するため、新たな計測アルゴリズムを開発した。この手法により求めた

値を含め、多くの測定項目でデジタル計測値と実測値との間で推定誤差が小さかったことから、本手法の正確性

と他の作物種へ適用できることが確認された。 

以上の研究成果より、複数の飼料作物へ適用可能な手法が構築され、得られた高精細な形質情報とゲノム情報

と統合することでデータ駆動型作物育種へ貢献できることが示された。よって、本論文は学位論文として価値が

あると判断した。また、公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終

試験に合格したと判定する。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 



氏　名　　　　　　　

本　籍　　　　　　

学位記番号  　　　

学位の種類  　　　

学位授与年月日　　

学位授与の要件　

研究科      　　　

専　攻            

教育コース        

学位論文題目      

学位論文審査委員        　  主査 教授 國武　久登

                    　　　　　　　　　                    副査　  教授    田畑研二  副査 准教授 平野　智也

副査 教授 竹下　稔

副査 准教授 山本　昭洋

副査 教授 菅本  和寛

主指導教員        　　教授

ノグチ　ユウノ

宮崎県

農学工学総合研究科

資源環境科学専攻

持続生産科学教育コース

サツマイモにおけるポリフェノールと病害抵抗性に関する研究

國武　久登

学位規則第４条第１項該当　 （昭和28年文部省令第9号）　 

野口 優乃

農工総博甲第275号

博士（農学）

令和８年３月２３日



別紙様式３ 

学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

ノグチ ユウノ 

野口 優乃 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 

資源環境科学 専攻 

（西暦）  2023 年度（ 4 月）入学 

学位論文 

題  目 
サツマイモにおけるポリフェノールと病害抵抗性に関する研究 

【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

サツマイモ（Ipomoea batatas (L.) Lam.）は，世界で年間約 9,000 万トン生産される主要な食用作

物の 1つである．日本産のサツマイモは海外でも高く評価され，近年，輸出額も増加している．一

方，サツマイモの主要産地である南九州では，サツマイモ基腐病の被害が問題となり，防除技術の

確立と共に，抵抗性品種の育成が強く求められている．本研究では，サツマイモに多く含まれる抗

酸化活性の高いポリフェノールに注目し基腐病との関係を調査した． 

まず，サツマイモの根系における二次代謝産物の含量やその組成について調査した．根系のポリ

フェノール含量について調査した結果，肉色に関係なく定植 15 日後にはポリフェノールの蓄積が

確認され，根系の形態が大きく変化する定植 45 日後に最も高い値が示された．その組成を調査し

た結果，根系形成初期では 3,5-ジカフェオイルキナ酸が高く，その後減少し，収穫時にはクロロゲ

ン酸が主な成分となっていた．ポリフェノールの含量および組成は肉色に関わらずどの品種でも

同様の傾向を示したことから，根系の成長段階で生物的および非生物的ストレスに相互に作用し

ながら貯蔵根を含む根系を保護するための重要な戦略である可能性が示唆された．  

また，基腐病の主な感染部位である茎および塊根のポリフェノール含量と組成を分析し，サツマ

イモ基腐病に対する感受性との関係を調査した．その結果，特に茎のポリフェノール含量と基腐病

の発病度との間に強い相関関係が認められた．意外なことに，茎の総ポリフェノール含量の低い品

種ほど抵抗性が高く，逆に高い品種は感受性であった．総ポリフェノール含量に加え，クロロゲン

酸等の個々のポリフェノール含量も基腐病抵抗性との間に相関が確認できた．また，試験管内での

実験結果から，基腐病は微量のクロロゲン酸を代謝する可能性が示唆された．以上のことから，茎

の総ポリフェノール含量は基腐病抵抗性の選抜に応用でき，育種プログラムにおける病害抵抗性

試験の効率化に貢献できる可能性がある． 

次に，サツマイモにおける接ぎ木栽培を確立し，茎のポリフェノール含量が低く基腐病に強い品

種を穂木とし，接ぎ木による茎部および塊根相互のポリフェノールの変化を調査した．その結果，

サツマイモの品種間での接ぎ木は，ほとんどの個体で活着し，収穫期には，接ぎ木していない個体

と同等の収量であった．さらに，接ぎ木による塊根表皮の総ポリフェノール含量の変化が確認され

た．しかしながら，台木から茎部の総ポリフェノール含量に対する影響は確認されず，茎部の総ポ

リフェノール含量は接ぎ木を行っても穂木の当該特性を保持する可能性が示唆された． 

以上のように，本研究では，ポリフェノールをマーカーとした基腐病抵抗性の選抜の可能性を提

案した．また，基腐病抵抗性をもつ品種を穂木として接ぎ木することで基腐病への抵抗性付与の可



能性を示し，組織特異的なポリフェノール含量を利用した防除戦略の構築を提案した．これらの成

果は，農薬に頼らない持続的かつ安全なサツマイモ生産に貢献するものである． 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 



別紙様式７ 

 
 

                                                                        （西暦）2026年 1月 22日 
 
 

論 文 審 査 結 果 の 要 旨 

 

 専 攻 

入学年度 

    資源環境科学   専 攻 

 （西暦）  2023年度（ 4月）入学 
氏 名 野口 優乃 

 

論 文 題 目 

サツマイモにおけるポリフェノールと病害抵抗性に関する研究 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

教授   國武 久登 
 
   准教授  平野 智也 
 
   教授   竹下 稔 
 
   准教授  山本 昭洋 
 
   教授   菅本 和寛    

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

 サツマイモは南九州の基幹作物で、食料、加工および輸出の面で地域農業と経済を支えている。近年、サツマ

イモ基腐病の発生拡大が深刻な課題であり、防除技術とともに、抵抗性品種の育成が急務となっている。本研究

では、サツマイモに含まれる抗酸化活性の高いポリフェノールに注目し、基腐病との関係を調査している。 

 第1章では、サツマイモの根系における二次代謝産物の含量や組成について調査した。塊根の発達過程におい

て二次代謝産物含量の変化を詳細に分析したところ、塊根が肥大する直前に、ポリフェノール蓄積が増大するこ

とを明らかにし、このポリフェノールの蓄積パターンは様々なストレスから自らを保護するための重要な戦略

である可能性を指摘した。第2章では、基腐病の主な感染部位である茎のポリフェノール含量とその組成を分析

し、基腐病に対する感受性との関係を調査した。その結果、茎の総ポリフェノール含量と基腐病の発病度の間に

は強い正の相関があることを発見し、茎の総ポリフェノール含量の低い品種ほど基腐病に強いことを明らかに

した。また、試験管内実験においても、基腐病菌は微量のクロロゲン酸を代謝できる可能性が示唆された。以上

のことから、茎の総ポリフェノール含量が抵抗性品種を選抜するためのマーカーとして利用できる可能性を示

唆した。第3章では、これらの成果を活かして、茎のポリフェノール含量が低く基腐病に強い品種を穂木とし、

接ぎ木による茎部および塊根相互のポリフェノールの変化を調査した。塊根皮部では接ぎ木の影響が確認され

たものの、茎部のポリフェノール含量は接ぎ木による影響が見られなかったことから、基腐病に強い品種を穂木

とした接ぎ木による基腐病抵抗性の付与を提案した。以上のように、本研究の成果は、サツマイモにおける基腐

病の防除および抵抗性育種へのポリフェノールの新たな応用を示唆するものである。 

公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと判定す

る。 

 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 



氏　名　　　　　　　

本　籍　　　　　　

学位記番号  　　　

学位の種類  　　　

学位授与年月日　　

学位授与の要件　

研究科      　　　

専　攻            

教育コース        

学位論文題目      

学位論文審査委員        　  主査 教授 吉田　照豊

                    　　　　　　　　　                    副査　  教授    田畑研二  副査 教授 鈴木　祥広

副査 教授 内田　勝久

副査 教授 長野　直樹

副査 准教授 西木　一生

主指導教員        　　教授 吉田　照豊

アラキ　カホ

荒木 香帆

熊本県

農工総博甲第276号

博士（農学）

令和８年３月２３日

学位規則第４条第１項該当　 （昭和28年文部省令第9号）　 

農学工学総合研究科

生物機能応用科学専攻

水域生物科学教育コース

Diagnosis, epidemiology, and erythromycin resistance mechanisms in
Lactococcus garvieae  serotype III, an emerging bacterial pathogen
in fish farms
（養殖魚類の新興レンサ球菌感染症の原因細菌であるLactococcus
garvieae  血清型III型の診断、疫学及びエリスロマイシン耐性機構に関す
る研究）



別紙様式３ 

学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

アラキ カホ 

荒木 香帆 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 

生物機能応用科学専攻 

（西暦）   2023 年度（ 4 月）入学 

学位論文 

題  目 

Diagnosis, epidemiology, and erythromycin resistance mechanisms in 
Lactococcus garvieae serotype III, an emerging bacterial pathogen in fish 
farms 
(養殖魚類の新興レンサ球菌感染症の原因細菌である Lactococcus garvieae 血清

型 III 型の診断、疫学及びエリスロマイシン耐性機構に関する研究) 

【論文の要旨】（和文の場合 1,200 字程度、英文の場合 800 語程度） 

  Lactococcus garvieae (LG) serotype III, which has become a problem as an emerging 
infectious disease in cultured yellowtail (Seriola spp.), was first identified at a fish farm in 
Miyazaki Prefecture in 2021 and has since rapidly spread throughout nationwide. LG serotype 
III poses a major challenge because vaccines developed against conventional lactococcal 
infections caused by LG serotype I and Lactococcus formosensis (LF; formerly LG serotype II) 
are ineffective against it. In this study, we aimed to (i) develop a diagnostic method capable of 
differentiating conventional lactococcal infections (LG serotype I and LF) from the emerging 
infection (LG serotype III), (ii) elucidate the epidemiological characteristics and antimicrobial 
resistance mechanisms of serotype III, and (iii) clarify the erythromycin-resistance mechanisms 
in serotype III. 
  The second chapter established a multiplex PCR (mPCR) system capable of clearly 
differentiating the pathogens of lactococcal infections (LG serotype I, LF, and LG serotype III). 
  The third chapter used this mPCR method to identify LG serotype III isolates from fish farms, 
followed by antimicrobial susceptibility testing and genetic typing by BSFGE analysis. The 
results revealed that LG serotype III strains have already spread to fish farms nationwide, exhibit 
resistance to lincomycin, carry the lsa(D) resistance gene. In contrast, isolates collected up to 
2023 remained susceptible to erythromycin (EM) and tetracycline. Genotypic analysis showed 
that LG serotype III strains could be classified into three distinct clonal groups, suggesting that 
multiple lineages have disseminated among fish farms. 
  The fourth chapter revealed that among the strains isolated in 2024, some had acquired EM 
resistance. This resistance was attributed to the erm(B) gene encoded on an R-plasmid. The R-
plasmid structure showed a high degree of homology (99%) to that of LF strains already 
prevalent in fish farms, experimentally proving that R-plasmid transfer can occur between LF 
and LG serotype III. Furthermore, these R-plasmids were highly similar to those carried by EM-
resistant enterococci isolated from aquaculture environments. The transfer of EM-resistance 
genes from enterococci to LG serotype III was experimentally confirmed. Therefore, it is 



plausible that the source of the erm(B) gene in fish-pathogenic LF and LG serotype III originated 
from environmental bacteria in aquaculture areas, particularly enterococci such as Enterococcus 
faecalis and Enterococcus faecium. However, direct evidence for the genetic exchange of EM-
resistance genes between EM-resistant enterococci and fish-pathogenic lactococci in 
aquaculture environments had not been demonstrated until now. 

Therefore, the fifth chapter isolated EM-resistant enterococci carrying the erm(B) gene from 
seawater in aquaculture areas. The detection levels of EM-resistant enterococci ranged from 
below the detection limit to 130 as determined using the most probable number method. Among 
the 17 erm(B)-positive isolates, five EM-resistant enterococcal strains successfully transferred 
EM resistance to the recipient fish pathogens (LF or LG serotype III). These erm(B)-carrying 
EM-resistant enterococci (n = 5) exhibited high minimal inhibitory concentrations (MICs) for 
EM, lincomycin (LCM), and oxytetracycline (OTC). Recipient strains that acquired erm(B) 
displayed elevated MIC values against EM and LCM, but not against OTC. These results suggest 
that EM-resistant enterococci carrying erm(B) are present in aquaculture environments, and that 
the erm(B) gene can potentially be transferred to fish pathogens. Collectively, these findings 
strongly suggest that the origin of EM resistance in fish-pathogenic lactococci may be R-
plasmids derived from environmental enterococci inhabiting aquaculture area. 

This study established a reliable diagnostic method and provided novel epidemiological 
insights into the emerging pathogen LG serotype III, while elucidating its antimicrobial 
resistance mechanisms and potential transmission pathways. 
 
 
 

（注１） 論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入 

  は不要とする。 

（注２） フォントは和文の場合 10.5 ポイントの明朝系、英文の場合 12ポイントの times 系とする。 

（注３） 学位論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 

（注４） 和文又は英文とする。 
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                                                                     （西暦）2025年  12月 26 日   

 
 

論 文 審 査 結 果 の 要 旨 

 

 専 攻 

入学年度 

          生物機能応用科学     専 攻 

 （西暦） 2023 年度（ 4 月）入学 
氏 名 荒木 香帆 

 

論 文 題 目 

Diagnosis, epidemiology, and erythromycin resistance mechanisms in Lactococcus garvieae 
serotype III, an emerging bacterial pathogen in fish farms 
（養殖魚類の新興レンサ球菌感染症の原因細菌であるLactococcus garvieae 血清型III型の診断、疫学及

びエリスロマイシン耐性機構に関する研究） 

 審査委員 職名及び氏名   主 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 
 
  副 査 

 教授  吉田 照豊        
 
 教授  鈴木 祥広        
 
 教授  内田 勝久         
 
 教授  長野 直樹         
 
助教  西木 一生        

審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

本研究は、ブリ類養殖場において近年問題となっている血清型 III 型 Lactococcus garvieae を対象

とし、その診断法、疫学的特性及び治療薬であるエリスロマイシンに対する耐性機構について検

討したものである。 
 まず、診断技術として mPCR 法を新たに開発・適用し、従来より養殖現場で問題となっている

他血清型レンサ球菌との迅速かつ正確な識別を可能にした。さらに、本 mPCR 法を用いて全国の

養殖場由来分離株を同定した結果、血清型 III 型レンサ球菌が全国的に拡散していることを明らか

にした。III 型に同定された株の遺伝子解析の結果、2 種類の遺伝子型が複数の養殖場間で広がっ

ていることを示した。薬剤感受性試験の結果では、2023 年までは治療薬であるエリスロマイシン

（EM）に対する耐性株は検出されなかったが、2024 年後半に初めて EM 耐性株が確認された。

この耐性は erm(B)遺伝子に起因し、伝達性 R-プラスミド上にコードされていることが明らかとな

った。さらに当該 R-プラスミドの解析により、II 型レンサ球菌が保有する R-プラスミドと同一で

あることが判明し、II 型および III 型レンサ球菌間で接合伝達により相互に R-プラスミドが伝達

可能であることを示した。以上の研究成果は、養殖現場における新興レンサ球菌感染症の診断法

の確立および疫学的理解の深化に大きく貢献するものであり、博士学位論文として十分な価値を

有すると判断される。公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査お

よび最終試験に合格したと判定する。 

 
  （注１）論文題目が外国語の場合は日本語を併記すること。 
（注２）最後に「公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格 

したと判定する」という文言を統一して記載すること。 
（注３）論文博士の場合は、「専攻、入学年度」の欄には審査を受ける専攻のみを記入し、入学年度の記入は 

不要とする。 



氏　名　　　　　　　

本　籍　　　　　　

学位記番号  　　　

学位の種類  　　　

学位授与年月日　　

学位授与の要件　

研究科      　　　

専　攻            

教育コース        

学位論文題目      

学位論文審査委員        　  主査 教授 Thi Thi Zin

                    　　　　　　　　　                    副査　  教授    田畑研二  副査 教授 山森　一人

副査 教授 田村　宏樹

副査 教授 佐伯　雄一

副査 准教授 中  良弘 

主指導教員        　　教授

Analysis of Fetal Heart Rate Variability from Information
Technology and Artificial Intelligence Perspective
（情報技術と人工知能を活用した胎児の心拍変動解析に関する研究）

Thi Thi Zin

学位規則第４条第１項該当　 （昭和28年文部省令第9号）　 

TUNN CHO LWIN

農工総博甲第277号

博士（工学）

令和８年３月２３日

トゥン　チョ　レン

ミャンマー連邦共和国

農学工学総合研究科

物質・情報工学専攻

数理情報工学教育コース



別紙様式３ 

学位論文の要旨 

フリガナ 

氏  名 

トゥン チョ レン 
TUNN CHO LWIN 

専  攻 

入学年度 

宮崎大学大学院農学工学総合研究科博士後期課程 
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During childbirth, fetal heart rate (FHR) is routinely monitored; however, interpretation 
of cardiotocography (CTG) still depends mainly on visual assessment and qualitative patterns. 
This subjective process can lead to variability between observers and does not fully exploit the 
rich time-series structure of the signal. At the same time, umbilical cord blood gas measurements 
at birth such as pH, pressure of carbon dioxide (PCO₂), pressure of oxygen (PO₂), bicarbonate 
(HCO₃) and base excess (BE), provide quantitative information about the newborn’s condition 
at birth; however, they become available only after delivery and therefore cannot directly guide 
management. Motivated by this gap, this study investigates how fetal heart rate variability 
(FHRV) can be analyzed from an information-technology and artificial-intelligence perspective, 
and how features extracted from FHRV can be linked to umbilical cord blood gas parameters. 

FHR data and cord blood gas values were obtained from 585 deliveries monitored at 
Miyazaki Medical Association Hospital using internal fetal electrocardiogram (FECG). After 
restricting the analysis to FECG-based recordings and performing artefact and outlier removal, 
513 cases remained for entropy and classification experiments, each represented by a 30-minute 
segment before delivery. 

This thesis is organized into five chapters. Chapter 1 represented as the introduction of 
this thesis. It explains the overall research background and problem setting, describing FHR and 
umbilical cord blood gas parameters as a relationship from an engineering viewpoint. FHRV is 
introduced as a key information source, and the motivation for using entropy-based and 
complexity measures is outlined. This chapter also states the research objectives and main 
contributions: to define suitable FHRV features, relate them to blood gas parameters, and 
investigate hidden Markov and machine-learning models for classifying blood-gas-derived 
groups. Chapter 2 reviews conventional, nonlinear and entropy-based FHRV analysis, as well 
as machine-learning and digital-twin-related studies and identifies the remaining research gaps. 

Chapter 3 describes the methodology developed in this thesis. It explains in detail how 
the FECG-based FHR and cord blood gas data are selected and preprocessed, including artefact 
and outlier removal, handling of missing data by interpolation, and the choice of a 30-minute 
window before delivery. A downward and non-downward partition of the FHR signal is then 
defined using a differencing operation and a polynomial baseline filter. Several entropy and 
complexity measures—Shannon entropy, approximate entropy, sample entropy, multiscale 



entropy and Markov entropy—are formally introduced and computed for downward and non-
downward segments. Correlation analysis is described as a tool to explore linear associations 
between FHRV features and blood gas parameters. Finally, the design of the four-state hidden 
Markov model based on pH ranges and the three classifiers linear support vector machine 
(SVM), Gaussian SVM and k-nearest neighbors (k-NN) for pH, PCO₂ and HCO₃ classification 
is presented, including the use of principal component analysis for feature reduction and the 
performance metrics used for evaluation. 

Chapter 4 presents and discusses the experimental results. First, entropy profiles are 
analyzed to compare the behavior of downward and non-downward segments, showing that 
downward portions tend to exhibit higher and more variable entropy, indicating more irregular 
dynamics during decreasing FHR. The hidden Markov model based on four pH-derived classes 
achieves overall accuracies of 78% for training and 71% for testing on the full dataset, with 
improved and more balanced performance when trained on a subset with equal sizes 85% and 
79% accuracy on training and testing data, respectively. For the machine-learning classifiers, 
initial experiments on imbalanced data produce high overall accuracy; however, poor sensitivity 
for abnormal groups; after oversampling, k-NN and SVM show more balanced performance, 
with k-NN achieving around 80% and 83% testing accuracy for PCO₂ and HCO₃, respectively. 

Chapter 5 summarizes the main findings, discusses limitations and suggests directions 
for future work. Possible extensions include optimization for near real-time processing, 
adaptation to external or wearable monitoring devices with different noise characteristics, and 
refinement of feature sets to improve performance for minority blood gas classes. The chapter 
also points to the potential of integrating the proposed methods into more user-friendly visual 
tools inspired by digital-twin concepts, so that the temporal evolution of FHRV features and 
model outputs can be presented in a way that is easier to interpret in practice. 

In summary, the work presented in this thesis explores how FHRV signals can be 
processed and modelled from an information-technology perspective so that their patterns 
become more quantitatively related to umbilical cord blood gas parameters. The results 
demonstrate that entropy-based FHRV analysis, combined with temporal and classification 
models, can extract structured information about fetal condition and could be useful as a basis 
for more quantitative and reproducible decision-support tools in the future. 
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審 査 結 果 の 要 旨（８００字以内） 

分娩時の胎児健康度評価において、胎児心拍数（FHR）モニタリングは不可欠である。しかし、従来の

胎児心拍数陣痛図の解釈は観察者の主観的・定性的判断に依存しており、評価のばらつきや時系列情報

の十分な活用が課題となっている。一方、臍帯血ガス分析値（pH、PCO₂、HCO₃等）は胎児状態を定量的

に示す重要な指標であるが、分娩後にしか取得できず、分娩中の動的管理には直接利用できない。本研究

はこの情報的断絶に着目し、胎児心拍変動（FHRV）特徴量と臍帯血ガスパラメータとの定量的関係を明ら

かにすることを目的とした。 

宮崎市郡医師会病院で直接胎児心電図により計測された513例を対象とし、分娩直前30分間のFHRデータ

を下降区間と非下降区間に分割した。Shannon、近似、サンプル、多重スケール、Markovエントロピーを

用いて複雑性指標を算出し、これらを特徴量として隠れマルコフモデル（HMM）および機械学習による分類

を行った。 

その結果、下降区間は非下降区間に比べ有意に高いエントロピーを示し、より不規則な動態を有する

ことが確認された。pH分類ではHMMによりテストデータで71％、クラス均等化後で79％の精度を得た。さら

に、オーバーサンプリング後のk-NN分類により、PCO₂およびHCO₃分類でそれぞれ約80％、83％の精度を

達成した。本研究は、FHRV特徴量をエントロピー解析と統計・機械学習モデルにより定量化し、臍帯血

ガスパラメータと関連付ける手法を確立したものであり、将来的なデジタルツイン型の臨床意思決定支

援技術として高い有用性を有する。 

公聴会での発表および質疑応答も適切であり、本審査委員会は論文審査および最終試験に合格したと

判定する。 
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