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第1章　研究の背景と爲的

i．　1・1、運惣～背慧＿＿。．＿＿…＿．、，．t－。．　，＿＿＿邑．、．－H、

　　本研究では、鉄鋼排水である安水を処理する活性汚泥を研究対象とした。鉄の生産にお

　いて・コークスは高炉で鉄鉱石を還元するときの還元剤として、また燃料として使用され

　る。コークスは石炭を乾留して製造され、この時に生じるのが安水である。一般的に、フ

　ェノール類、アンモニア、チオシアン酸塩、シアン化合物、夕一ル油状分など環境上好ま

　しくない成分を多量に含んでいる。また、製鉄所全水質汚濁負荷量のうちCOD（chemical

oxygen　deエnand）の50％・窒素の80％を占めており、　CODの70・80％はフェノ・一一］L由来で

　ある。安水の主要有機物成分はフェノールである。

　　通常、安水処理は物理化学的処理法と生物学的処理法を組み合わせた総合処理システム

で行なわれる。物理化学的処理法ではアンモニアストリッピング法によってアンモニアが

除去される。生物学的処理法では、海水で2・3倍に希釈したのち標準活性汚泥法によってフ

ェノール類やチオシアン酸塩などが除去される（なお、海水で希釈する理由は、一一一nc的に

製鉄所は沿岸部に位置しており、淡水ではなく海水を利用することによりコストを削減す

るためである）、その他にも、シアン化合物やタール状油分などを除去する様々な工程があ

る。但し・アンモニアストリッピング法は、エネルギーやコスト面での負担が大きいとい

う欠点がある。そこで、アンモニアの除去をエネルギーやコスト面で負担の少ない生物学

的処理法で行うことが検討されている。つまり、アンモニアと有機物の同時除去が行える

硝化液循環型硝化脱窒プロセスの適用である。この硝化液循環型硝化脱窒プロセスは下水

処理を中心に適用されているが、安水処理においてはまだ本格的には導入されておらず、

検討段階であるe

　これまでに、著者の研究室では、安水処理硝化脱窒プロセスの処理性能の裏づけ及び主

要な微生物叢の解明を目的として、分子生物学的手法による微生物群集構造解析と分離培

養法による微生物の分離が行われてきた。新田見は脱窒機能遺伝子nitK及びntsを対象

とした微生物群集構造解析（新田見，2003）、山崎とBijanは16S　rRNA遺伝子を対象とし

た微生物群集構造解析（山崎，2002；Gurung，2004）、末岡は液体培養法および平板培養法

を用いた微生物分離・培養（末岡，2002；末岡，2004）を安水処理活性汚泥に対して行なっ

た・これらの研究からは・安水処理に関わっている細菌¢系統遺伝学的情報やそれらが持

つ生理学的特徴の一面が明らかになってきた。一方、本プロセスでは運転期間を通じて安

水中の主要有機物成分であるフェノールが脱窒槽で殆ど分解されており、フェノールを嫌

気的に分解する細菌（フェノールを電子供与体、硝酸塩を電子受容体として生体エネルギ
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一を得て、フェノールを摂取・同化している細菌（以下、嫌気的フェノール分解細菌））が

特に重要であると考えられた。しかし、そうした細菌に関する知見はこれらの研究からは

得られなかった。

　嫌気的フェノール分解細菌を特定するためには、近年著しく発展を遂げてきた安定同位

体元素を利用した手法であるStable　lso七〇pe　Probing（SIP）法を適用することが考えられ

る。SIP法とは、安定同位体元素を含んだ化合物を対象生物に摂取・同化させ、安定同位体

元素によって対象生物の核酸やリン脂質脂肪酸を標識し、標識された核酸やリン脂質脂肪

酸を解析することによって対象生物を検出・特定する分子生物学的手法であるeSIP法を使

うことで、これまでの分子生物学的手法では困難であった、対象生物の代謝機能の推定と

生化学情報・遺伝子情報に基づいた対象生物の特定を同時に行うことが可能となった。な

お、核酸を解析対象とする場合、RNAの方がDNAより感度が良いことが知られているe

　－・方、分子生物学的手法では、系統遺伝学的な情報を得ることはできるものの、それ以

上の情報を得ることは困難である。安水処理硝化脱窒プロセスで重要な機能的役割を担っ

ている嫌気的フェノール分解細菌の生理学的特徴を知るには、分離培養法によって分離株

を獲得し調査するしか方法がない。また、嫌気的フェノール分解細菌に関する既往の知見

に関しては、一部の系統学的位置（A．lealigenes，　Azoarcus，　erzρtanaerobaeter，　elostridium

（Sedimen　tibacteT），　Thauera，、Magnetospit2Zlum属）に分類される細菌に関しては研究が進

んでいるが・様々な環境に生息する嫌気的フェノール分解細菌を網羅的に解析した報告は

なく・安水処理活性汚泥に生息する嫌気的フェノール分解細菌に関する報告もない。その

ため・安水処理活性汚泥中には、未知の嫌気的フェノール分解細菌が存在する可能性は充

分大きいと考えられる。本研究を通じて、嫌気的フェノール分解細菌に関する新たな知見

を提供できる可能性があることも、学術的な意義において重要であると考えられる。

　そこで・S］IP法でとらえた嫌気的フェノール分解細菌を分離・培養することができるとよ

い。分離培養法では環境中に生息する微生物の僅かしか捉えられないことが一般的に知ら

れているが・分離培養法の改善は近年少しずつ行なわれており、嫌気的フェノール分解細

菌に適した条件に培養条件を検討することで、ある程度その壁を乗り越えることができる

ことが考えられた。

1．2　研・究の目的

本研究では、前述の研究の背景を踏まえて、以下を目的とした。

■

■

（目的1）：実験室規模の人工安水処理硝化脱窒プロセスを対象として、そこに生息す

る嫌気的フェノール分解細菌を分子生物学的手法によって特定する

（目的2）：（目的1）と比較をするために、好気的フェノール分解細菌を分子生物学的

手法によって特定する
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■　（目的3）：実験室規模の人工安水処理硝化脱窒プロセスを対象として、そこに生息す

　　る嫌気的フェノール分解細菌を分離培養法によって分離・培養する

■　　（目的4）：（目的1）から（目的3）で得られた結果を比較し、RNA・SIP法で捉えた細

　　菌が平板培養法で分離されているかを確認する

　（目的1）では、嫌気的フェノール分解細菌のRNA－SIP法による特定を行った。（目的2）

では、好気的フェノール分解細菌のRNA－SIP法による特定を行った。（目的3）では、嫌

気的フェノール分解細菌の平板培養法による分離・培養を行った。（目的4）では（目的1）・

（目的2）・（目的3）の結果を比較して、RNA－SIP法によって特定された嫌気的または好

気的フェノール分解細菌が分離・培養されているかを確認した。

1．3　論文の構成

　本論文は、全8章から構成される。図］・］に論文の構成を示す。

　第1章の「研究の背景と目的」では、本研究の背景と目的および論文の構成を説明した。

　第2章の「既往の知見」では、安水処理・フェノール分解細菌・分子生物学的手法と分

離培養法に関する既往の知見を紹介した。

　第3塔の「研究手法」では、活性汚泥に関する情報、RNA・SIP法・平板培養法・水質分

析法の実験手順を説明した。

　第4章の「嫌気的フェノール分解細菌のRNA・SIP法による特定」では、嫌気的フェノー

ル分解細菌のRNA－SI　P法による特定を行った。対象遺伝子は16S　rRNAとした。

　第5章の「好気的フェノール分解細菌のRNA・SIP法による特定」では、好気的フェノー

ル分解細菌のRNA－S］P法による特定を行ったe対象遺伝子は16S　rRNAとした。

　第6章の「嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養　一汚泥Aと汚泥B－」では、平板

培養法に使用する基質濃度（フェノール濃度）と固化剤の種類に着目して、培養条件の違

いが得られる分離株の違いに与える影響を評価し、嫌気的フェノール分解細菌を捉えやす

い平板培養条件を絞り込んだ。また、汚泥Bから嫌気的フェノール分解細菌を分離し、16S

rRNA遺伝子を解読した。そして、第4tと第5章の結果と比較した。

　第7章の「嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養　一汚泥C－」では、第6章で検討

した培養条件を基本的に用いて、さらに海水を含む培地の使用を検討した。海水を用いた

のは、人工安水処理硝化脱窒プロセスの流入水に

3



第1章　研究の背景と目的

第2章　既往の知見

第3章“研究手法

・轡
麟

織

第5章：好気的フェノー
ル分解細菌のRNA・SIP
　　法による特定

違鍵5
　《　　　　　　H

．第8章　総括

図1・1　本論文の構成
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第2章・既往の知見

　本章では、本研究で対象とする安水処理に関わる既往の知見と本研究で用いた研究手法

（分子生物学的手法と分離培養法）に関わる既往の知見を紹介する。

　まず前者に関しては、一般的な安水処理法と生物学的処理法の種類について具体的に説

明する。次に、安水処理法に関する知見と安水処理に関わる微生物に関する知見を紹介す

る。そして、本研究で対象とした嫌気的フェノール分解細菌と好気的フェノール分解細菌

に関する知見を紹介する。

　次に後者に関しては、複合微生物系の解析手法として広く用いられている分子生物学的

手法と分離培養法についてそれぞれ説明する。そして、本研究で用いたRNA－stable・iso七〇p　e

probing（SIP）法と平板培養法に関する知見をそれぞれ紹介する。

i2・1、、煮丞吸麹翌鰹学輿処璽塗襲曇難腰鰻処購覧・i

12．1．1安水処理システム

　　安水は、フェノール類やチオシアン酸塩、アンモニア態窒素、タール油状分やシアン化

　合物、チオ硫酸塩を多量に含んでいる。安水処理は、一般的に物理化学的処理法と生物学

　的処理法を組み合わせて行われる6安水処理プロセスの一例を図2・1に示すe

　　物理化学的処理法では、アンモニア態窒素やシアン化合物が除去される。代表的な物理

化学処理は、アンモニアストリッピング法である。アンモニアストリッピング法とは、安

水のpHをアルカリ性にすることで、安水中のアンモニアが遊離アンモニアガスとして回収

　されるという原理に基づいた処理法である。回収後、ガスは硫安工程（硫酸アンモニウム

製造工程）に送付される。一方、シアン化合物は、生物学的処理法（活性汚泥法）後に、

凝集剤を用いた凝集沈殿工程で除去される。

　一方、生物学的処理法では、安水中の夕一ル状油分を除いて、さらにコークス炉ガスや

アンモニア態窒素を蒸留によって除いた後の排水（脱安水と呼ぶ）が処理される。夕一ル

状油分・硫化水素イオン・シアンイオン・アンモニア態窒素などによって微生物の代謝機

能阻害が起こるために、生物学的処理法の前にはこの4うな前処理や脱安水の希釈が必要

となる。脱安水は希釈水（海水など）で希釈された後に活性汚泥法によって処理されて、

フェノール類やチオシアン酸塩などが除去される。代表的な生物学的処理法は、標準活性

汚泥法である（標準活性汚泥法の詳細は、「2．1．2　生物学的処理法の種類と特徴」を参照）。
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第2章　既往の知見

安＊

高分子凝集剤

混合

水質tppm】

CODMn　　　4000

CN　　　　　　75

SCN　　　　　300

タール状油分400

プxノール類

　　　1200
NH＋　　　　4000

S2・　　　　ISO
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疏酸鉄（m水溶液

反応槽
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沈降槽

遠心沈降機
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予熟

空気

　　ttimrs∠二L
｛80～90℃）　　循貝プロワ
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　　ホ
吸収塔

（畠0～90℃）

　40x疏安水溶液

　　　　　　　　　　　　　（硫安工場へ）
お　

　　　　　　　　SS　　　　IO～20　　　CODMn　80～110

荊｝釈水

燃

　　　　　カセイソーダ溶液
　　　　　硫轟皇鉄（皿）水溝液
放岨処理安水
　　　還元剤〔亜疏酸ソーダ｝

　　　　粉末活性炭｛随時｝

NH＋　　　　＜8【10　口N　　　　　＜1．5

プェノール　　O．15　　　SCN　　　　　　＜10

色鯛　　　淡蹟色　　タール状抽分trac　e

高分子凝集剤

曝気糟　　30～35℃　 MLSS　7000
　　　　　　　　　　沈降槽
pH　6～7．4　溶存鼓崇　1－・2．3mgtz・

脱シアン槽
エアレーター

空気

　　　　　　【⇒コークス炉）

処理水

図2・ユ安水総合処理システムの一例

2．1．2生物学的処理法の種類と特徴

　本研究では、生物学的処理法を担っている活性汚泥を研究対象としたeそこで、現在、

様々な排水処理分野において一一Mt的に用いられている生物学的処理法について説明する。

　最も基本的な生物学的処理法は標準活性汚泥法である（図2－2）。標準活性汚泥法は、排

水中の有機物を微生物による酸化分解により除去する方法である。微生物による有機物の

酸化分解に必要な酸素を曝気して供給する曝気装置を備えた好気槽と、その後、活性汚泥

（微生物の集合体）を沈殿させる沈殿槽と、好気槽内の微生物濃度を高く保つための活性

汚泥返送系から構成されている。微生物は排水中の有機物を、一部は活動のためのエネル

ギーを得るために酸化分解して利用し、残りの一部を微生物自体が増殖するために体内に

同化して利用する。よって、排水中の有機物は増殖した微生物として形を変えて処理槽系

内に残ることになる。そのため、処理槽の微生物濃度が増加しすぎない程度に、定期的に

沈殿槽から微生物を余剰汚泥として除去する必要がある。

　このような活性汚泥法であるが、様々な問題点もある。そのひとつとして、沈殿槽にお

いて汚泥の沈降効率が悪くなる現象がある。これはパルキングと呼ばれる現象で、主に糸

状性微生物が大量に増殖して、活性汚泥の沈降効率を悪化させるために起こる現象である。
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沈降効率が悪化した活性汚泥は、沈降せずに沈殿槽から放流水として排出されてしまい、

活性汚泥濃度の著しい減少を招き、排水処理が行えない状態に陥ってしまう。バルキング

を起こす微生物群の系統学的位置や、バルキングが起こりやすい運転条件や起こりにくい

運転条件などはある程度解明されているが、その詳しい原因などは未だに解明されていな

い。

流入水

有機物＋0→CO等

処理水

余剰汚泥

図2－2　標準活性汚泥法

　次に、標準活性汚泥法に窒素除去プロセスを組み合わせた硝化脱窒処理プロセスについ

て説明する。最も単純な硝化脱窒処理プロセスを図2・3に示す。

　まず、好気的な硝化槽において」鞍如80斑伽鍵属などのアンモニア酸化細菌によりアンモ

ニア態窒素が亜硝酸態窒素に酸化され、次いでハ融o加已紐属などの亜硝酸酸化細菌により

亜硝酸態窒素が硝酸態窒素に酸化される。この一連の反応を硝化反応と呼ぶ。硝化反応で

は、水素イオンが生成されるため、硝化槽のpHは低下する。また、好気的従属栄養細菌な

どにより、有機物も酸化反応で除去される。

　そして、硝化反応により生じた硝酸態窒素を含んだ排水が脱窒槽に移る。嫌気的な脱窒

槽では硝酸態窒素を利用した脱窒細菌による脱窒反応が起こる．脱窒反応では、一般的に

有機物が電子供与体として、硝酸態窒素が電子受容体として反応が起こる。但し、硫黄化

合物を電子供与体とした脱窒反応なども知られている。硝酸態窒素は、亜硝酸態窒素を経

て・一酸化窒素、亜酸化窒素、窒素ガス（気体）と還元され、最終的に窒素ガスとして窒

素の除去が行われる。また、前述の通り、脱窒反応における電子供与体として、有機物も

酸化反応により除去される。脱窒反応では、水酸化物イオンが生成されるため、脱窒槽の

P豆は上昇する。また、脱窒反応における電子供与体としての有機物が前段の硝化槽におい

て殆ど除去されてしまう場合には、脱窒槽へ有機物を添加するなどの対処が必要となる6
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（必要な制御）

硝化によるpH低下を制御

（必要な制御）

脱窒によるpH上昇を制御
電子供与体としての有機物添加が必要

NH4＋→NO　3’＋2H＋

　　（硝化反応）

　　空気

流入水

NO，一＋有機物→N2↑＋OH－

　　　　（脱窒反応）

処理水

余剰汚泥

図2・3硝化脱窒処理プロセス

　以上が、最も単純な硝化脱窒処理プロセスにおける反応である。しかし、硝化槽におけ

るpH低下が硝化反応を担う硝化細菌の代謝を阻害することや、脱窒槽におけるpH上昇の

調整や有機物添加が必要なことなどが、本処理法の問題点である。

　そこで・このpH調整の問題を硝化液を脱窒槽へ循環させることにより緩和し、　pHの変

動を抑制できるように改善した処理法が、硝化液循環型硝化脱窒プロセスである（1雲｜2・4）。

NO3＋有機物→N2↑＋OH－
　　　　　（脱窒反応）

流入水

脱窒槽

NH＋→NO－＋2H＋
　　（硝化反応）

硝化槽

沈殿槽

、処理水

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　余剰汚泥

　　　　　　　　　図2・4　硝化液循環型硝化脱窒プロセス

硝化液循環型硝化脱窒プロセスでは、硝化槽と脱窒槽が逆の位置になり、まず脱窒槽に
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排水が流入することになるe硝化槽と脱窒槽で起こる反応は前述の通りであるが、pHが低

下した硝化液を脱窒槽に流入させて循環させることにより、硝化槽と脱窒槽で起こるpHの

変動が緩和されるという利点がある。

　本研究では、この硝化液循環型硝化脱窒プロセスで長年運転されてきた人工安水活性汚

泥を対象とした。

2．1．3安水の生物学的処理法

　安水処理に関連する知見は、近年、少しずつであるが報告が増えている。報告例として

は、大きく二つに分けられ、ひとっは生物学的処理法に関わる報告例で、もうひとつは物

理化学的処理法に関わる報告例である。ここでは、生物学的処理法に関わる報告例につい

てのみ知見を紹介する。

　生物学的処理法に関わる報告例には、様々な処理法を実施してその処理法の処理性能や

問題点などを記述した報告例と、処理に関与する微生物を分子生物学的手法や培養法によ

って解析した報告例がある。この二っに関して、それぞれ順に報告例を紹介する。

　まず、様々な処理法を実施してその処理法の処理性能や問題点などを記述した報告例を

紹介する。1950－1970年頃の古い報告では、標準活性汚泥法によってアンモニア態窒素を

硝化反応で、チオシアン酸塩やフェノールを酸化反応で除去する運転を行い、処理性能や

基質濃度と生物代謝阻害の関係などを評価している（Ash皿oエeθ舌記，1967，1968；　Cooper

＆Catchp　ole，1973）。1980年代になると、無酸素好気活性汚泥法による安水処理の検討を

行った報告例があり、フェノールは脱窒反応の炭素源として利用可能であり、アンモニア

を発生させるシアン化物とチオシアン酸塩の酸化反応は、無酸素好気活性汚泥法における

シアン化物とチオシアン酸塩の除去を担う中心反応であると報告している（Richards＆

Shieh，1989）．その後は、』らが、安水処理実験室規模の生物膜処理リアクターのキノ

ンプロファイル法を用いた微生物群集構造解析を行ない、処理性能との関連を評価してい

る（Lim　et　aZ．2002，2003）。それぞれ、海水希釈した安水と淡水希釈した安水の2種類を

処理させて微生物群集構造の比較を行なった報告（Lim　e　t　al．，2002）と、有機物濃度の高

い安水と低い安水の2種類を処理させて微生物群集構造の比較を行った報告（Limθオ記，

2003）である。Liらは、安水中の難分解芳香族化合物であるpyridine，　indole，　quinoline，

2一皿ethyl　quinoline，　isoquinolineの5種類の物質が脱窒反応を介した分解によって効率的

に分解されることを示し、その分解速度を測定した（1、ietaヱ虜2001）。また、これら以外に

も、フェノールやチオシアン酸塩の除去（有機物除去）や、アンモニア態窒素の除去（窒

素除去）、シアン化合物といつた生物毒性を有した物質の除去（毒生物質除去）に焦点を当

て、生物膜や活性汚泥法といった生物処理法を用いて様々な運転条件を検討した報告例も

多数ある（Kowalska磁訂，1998；　Lee＆Park　1998；Zhang　et　aZ，1998；Jianlong磁已、

2002a；Toh＆Ashbolt，2002；Cha　kraborty＆Veeramani，2005；Chao　et　al．，2006；Jeong
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＆Chgng・　2・P6a，　2・・6b；働uezθ鳳2°°6a・・2°°6bl　Ma・an6n　et　al．　2°Or；磁mθ鳳

20’08；Lay・Son＆Drakides，2008；Parkθt　al．，2008）。

このように・安水処理は鍛造業には不可欠であり・鞠鯉のr部に肺くから蜘

学的処理法が用いられてきたため、比較的多くの研究報告例がある。

1
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　　次に、処理に関与する微生物を分子生物学的手法や培養法によって解析した報告例を紹

　介する。こちらは・前述した処理法の処理性能や問題点などを記述した報告例に比べると

　報告例が少ない・まず、安水処理活性汚泥中の主要な微生物群集と考えられるフェノール

　分解細菌やチオシアン酸塩分解細菌を研究対象とした例を紹介するe

　　「フェノール分解細菌」に関する知見やrS七able　Isotop　e　Probing（呂IP）法」に関する

　知見で再び紹介するが・Ma皿efieldらを中心にして、安氷処理活性汚泥中の好気的フェノー

　ル分解細菌のRNA－SIP法による特定（Whiteley＆Ba　iley，　2000；Ma皿efield　e　t　aZ，　2002，

　2005）や・AHLs（・AFacyl’ho皿oserine　lacto皿es）の安水処理微生物群集への影響評価などが

　行われている（Va皿e　et　al．，2005）。

　　他には・鉄鋼業廃棄物や安水処理活性汚泥からフェノール分解細菌を分離・培養した報

　告例がil5る・El－Sayedらは・コークス製造工程で排出されるフェノー一ル汚染廃棄物からフ

　ェノール分解細菌であるBulkheldetia　eeρa　cia　PW3とPseudon20naξ　a　erug　in　osa　AT2の2

　株を分離した（El’Sayed　et　aL，2003）。　Jianlongらは、安水処理活性汚泥からquinoline

　を炭素源と窒素源の両方として利用し生育するquino］ine分解細菌であるBurkbolden’a

piekettit’を分離した・（Jianlong　et　al．，2002b）。この他にも、安水処理活性汚泥を分離源

　としてフェノール・シアン化合物、アンモニア態窒素を分解する細菌を分離・培養した報

　告例がある（White　et　a．1り1998；Thomasθ6已，2002）。

　　また・著者の研究室でも安水処理活性汚泥を対象として、様々な研究が行なわれてきた。

　16S　rRNA遺伝子を対象とした安水処理活性汚泥中における微生物群集構造解析（山崎，

2002；Gurung，　2004）や、脱窒機能遺伝子nfrK及びntsを対象とした安水処理活性汚泥

　中における微生物群集構造解析（新田見，2003）、液体培養法および平板培養法を用いた安

水処理活性汚泥における微生物分離の試み（末岡，2002；末岡，2004）などが行なわれた。

また・本研究で対象とした人工安水処理硝化脱窒プロセスにおいて、亜硝酸塩が硝化槽内

に蓄積する現象が見られた時期があった。この時期には、定量PCR法を用いた亜硝酸酸化

細菌の挙動解析と安水処理リアクターの性能を比較した研究も行われた（Takasaki酷話，

2007）。

　以上が・安水処理活性汚泥を対象とした研究例である。このように安水処理活性汚泥申

の好気的フェノール分解細菌に関する知見は数例あった。しかし、本研究で対象とした安

水処理活性汚泥中の嫌気的フエノール分解細菌に関する知見は報告がなかった。
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汕．3．ブヱノール分癬細菌
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　　フェノール分解細菌は、大別すると好気的フェノール分解細菌と嫌気的フェノール分解

　細菌に分けられる。両者共に分子生物学的手法と分離培養法によって研究されており、ま

　た、その代謝経路の報告もなされている。以下、好気的フェノール分解細菌、嫌気的フェ

　ノール分解細菌について、既往の知見を紹介する。

2．3．1好気的フェノール分解細菌

　まず、好気的フェノール分解細菌を分子生物学的手法や分離培養法によって解析した報

告例を紹介し、次に好気的フェノール分解経路に関する報告例を紹介する。

　国内ではWat肛Labeらによって、活性汚泥中の好気的フエノール分解細菌が良く研究さ

れてきた。高濃度フェノール流入水に対するリアクター処理性能の解析やフェノール分解

細菌の活性汚泥への投与による影響評価や、フェノー一ル分解細菌群集のPCR－temperature

gradie皿t　gel　ele　ctrophoresis（TGGE）法による解析と分離培養法による解析が報告されて

いる（Wata皿abeθε証，1996）eまた、フェノール加水分解酵素（the　largest　subunit　of

bacteriaユ皿ulticomp　onent　phenol　hydroxylases（L血PHs））に特異的なプライマーを作成

して、活性汚泥中の細菌群集に対してPCR・DGGE法と分離培養法による16S　rRNA遺伝

子とフェノ・一・…ル加水分解酵素遺伝子を対象とした解析も報告されている（Watanabe　et　al，

1998；Futaエnata　et　aL，2001）。

　Wata　nabeらは、フェノール分解細菌を分離する時に、基本的にカザミノ酸・グリセロー

ル・酵母エキスを含む培地とリン酸塩の無機塩培地にフェノールを添加した培地の2種類

の培地を用いて平板培養法を行っている（Wata皿abe　et　al．，1998，1999）。そして、

Aeinetobaeter，　A．leab面enes，　Baeteroides，　aomamonas，　Hydrogeuopkaga，　Nevsin’a，

Pseudomonas，　P麺bm蹴属に近縁な細菌がフェノ・」一一ル分解細菌として分離されている

　（Watanabe　et　al．，1998，1999）。

　一方、海外ではJiangらによって、好気的フェノール分解グラニュール活性汚泥中のフ

ェノール分解細菌が良く研究されてきた。Jiangらは、まず好気的フェノール分解グラニュ

ール活性汚泥リアクター・…一の運転を行った（Jiang　et　aL、2002）。その後、高濃度フェノール

流入水に対するリアクター一処理性能の解析’（Jiang　et　al．，2004a）やグラニュール活性汚泥

からの好気的フェノール分解細菌の分離培養を行っている（Jiang　et・aZ，2004b）。好気的

フェノール分解細菌の分離培養では、Wa七anabeらが報告したリン酸塩の無機塩培地にフェ

ノールを添加した培地に修正を加えた培地を用いて平板培養を行っている。Aeido　verax，

eomamonas，　ffydrogenopbaga，　Pandoraea．　Pig囮θ盟玲加露，　Propionibaeterium，

Propionferax．　RhodoeeeeUS．　Xan　tk　onionas，OXenoρhilUS属に近縁な細菌がフェノール分解

細菌として分離されている。また、グラニュール活性汚泥を対象としているので、分離株

には自己凝集能力があり、分離株間では凝集能力の相性に違いが見られたと報告している
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（Jiang　et　al．，2006）。

　以上の例は、PCR－TGGE法やPCR・DGGE法などの分子生物学的手法と分離培養法を組

み合わせて、好気的フェノール分解細菌の解析を行った研究である。また、「2．2　安水処理

活性‡日泥に4S三息する微生物」で触れたように・RNA・stable　isotop　e　probing（S工P）法を安

水処理活性汚泥中の好気的フェノール分解細菌群集に適用した研究がManefieldらによっ

て報告され・・4磁oアα顕働釦θ坦属に近縁な細菌が好気的フェノール分解細菌と特定され

た（Mane五eld討証，2002，2005）。特定されたTha　uera属はZlba　uera　’aroraatiea　｝：一近縁

であり、Thauera鍵o皿a魎討まこれまでに好気的フェノー…ル分解細菌として報告されてお

らず、一般的に脱窒条件下で芳香族化合物を分離する細菌として知られている（Lack　et．　al．

1991；Lack＆Fuchs，1992，1994；Schmeling鉱42004；Schilhle＆Fu．chs，2004）。このよ

うに、RNA・SIP法を適用することによって、これまでに報告のない未知の生物機能が推測

可能となった。

　好気的なフェノールの代謝経路に関しては、図2・5に示すようにフェノールがカテコール

を経て好気的に分解されることが知られている（va皿a恥ourtθ孟話2006）。カテコールは、

多環芳香族化合物を含む様々な芳香族化合物の好気的分解中間代謝物である。ヵテコール

の分解経路には・ca七echol　1，　2・dioxygenase（C120）が関与するオルト開裂とeatecho1・2，

3－dioxygenase（C230）が関与するメタ開裂がある（図2－5）DこれらC120遺伝子とC230

遺伝子のプライマーは既に設計されており（Leander　et　ai．，1998；Sei彰話1998；Junca＆

Pieper，　2003）・様々な複合生物系の中のC120遺伝子とC230遺伝子の解析に使用されて

いる（Lea　nder　et　al．，1998；Junca＆Pieper，　2004；　Kasuga．　e‡　al，　2QO7）。

〔＞

Phenol

OH

一＿＿」’Acety1－CoA＋

　　　　Succ血ate

　　　　OH
Catech°1

図2－5　好気的フェノール分解経路

2．3．2嫌気的フェノール分解細菌
｛一」一凸．＿■v．reA一

　まず・嫌気的フェノール分解細菌を分子生物学的手法や分離培養法によって解析した報

告例を紹介し、次に嫌気的フェノール分解経路に関する報告例を紹介するe
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　好気的フェノール分解細菌に関する知見に比べて、嫌気的フェノール分解に関する研究

は一部の系統学的位置の細菌に限られている。これまでに聴凌融ロ錫Azoareus，
CrLJzptanaerobactei：Clostridium　（Sech’mentibaeter），　Thauθra，　Magnetospti’illum属に分

類される細菌が分離されており、さらにAzoareus，　Olb5函』飽m（、Sedimehtibacter），

Tha　uera属に分類される細菌については、その嫌気的フェノール分解の代謝経路の推定や

嫌気的フェノール分解遺伝子の単離・アミノ酸配列や塩基配列の解読などが行われてきた

（Tschech＆Fuchs，1987，1989；Gl6ckler　et　aZs　1989；Zhang＆Wie　gel，1990；Lack　et　a1．，

1991；Laek＆Fu・h亀1992・1994；Zhang＆Wi・ge1・1994；H・＆．Wi・g・L　1995；Rabu・．＆

Widdel，1995；va皿Schie＆Young，1998；SOng　et　al．、1999；Breinig　et　al，2000；Shinoda

eオa上，2000；Schmeling　et　a2，2004；SchUhle＆Fuchs，2004；Rabus　et　aL．2005；Rehfuss

＆urba　n，2005）。1脆8五θ碑ρ亘立『ロヱη属はAlphaproteobaeteria綱、　Aleabgenes，」Azoareus，

Thauera　PtはBθtapreteobacten’a　ma、（珪障孟紐a脚加c融alostridium（Sedimθntibaeter）

属はClostrith’a綱に分類される。以下N“これらの申で良く研究が進んでいるAzoareus，

na　uera，　Clestrl’dium（上飽飽聞勧躍虎∂属の知見について、概要を説明するe　I

Azoareas属

　Azotircus属に分類される嫌気的フェノール分解細菌は、エチルベンゼンを含む芳香族化

合物を硝酸塩存在下の嫌気的条件下で分解する細菌として分離され、Azoaz’eus　sp．　s七rain

EbN1と名づけられた（Rabus　R＆widdel　E　1995）。　strain　EbN1は硝酸塩存在下の嫌気

的条件下でフェノールを分解することが後にわかり、既にその全ゲノムが解読されている

（Rabus　eta．1．　2005）。そして、ゲノム中にはThauera　aromatica　strainコK172と相同性の

高い嫌気的フェノール分解遣伝子群が存在することがわかった（Bremig　et　aZ．2000；

Rabus　etal．，　2005）。なお、硝酸塩還元能を有している。　　　　　　　　　　　　　　　　．

alostridi’um　Sednentibaetezi属

　elostti’di’um属に分類される嫌気的フェノール分解細菌は、4・hydroxybenzoateと3，

4・dihydroxybenzoateを最終産物としてフェノールに代謝をする分離株として分離され、

αロ駝過㎜・bytbTerybenzoiczun　strain　jW／Z・　ITと名づけられた（Zhang＆Wiegel，1990）。

そして・これらの反応経路を推定した後、これらの反応を担う酵素を分離した（Zhang＆

Wiegeli　1994；He＆Wiegel，1995）。この酵素は、4’hydro】曜benzoateをラェノールに変換

する反応とその逆反応を触媒することがわかった（He＆Wiege1，1995）。その後、

elostridium」畑臨o励飽顕勧斑strain　JW罰Z・1Tは再分類され、正式にSedinientibaete2’

hVdrotybenzoicus　Strain　rWIZ・　ITと分類・同定された（Breitenstein　et話2002）。

・艶輌θ丑酷館岳r触迦卿φθ刀3α£偲8strε血JW／Z・ITの嫌気的フェノール代謝経路は、図2・6

の申で・pheny1pho…rphateを経由しない方の反応経路である．なお、硝酸塩還元能は有し

ていない。
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第2章　既往の知見

　また、酵素レベルでの報告はないが、diostridium属に分類される嫌気的フェノー一ル分解

細菌として、proteose　peptone存在下の嫌気条件下で、フェノv…一ルを安息香酸に、

4　’hydroxybenzoateをフェノールと安息香酸に代謝する株（strain　6と名づけられている）

が分離されている（Li　et　al．，1996）。その後、この株（strain　，6）には別の株（strain・7）

1が若千混在しておりs純化がされていないことがわかったd様々な過程を経てstrain　6の

分離に成功し、正式にC2Jzp　tana　erobaeter　J　pbeq　ok’eus　strain　LR7．2Tと分類・同定された

（Juteau討記、2005）。なお、硝酸塩還元能は有していない。

4hyd・o）rybenz。ate・deearb。xylase

　（Phe皿ol　carboxryldS』）

　OH

Phenol

　　　♀

HO－　P－OH
　　　Il
　　　O
Phenylphosphate

3Acetyl－CoA＋

　　CO2

　COOH　　　　　　　COSCoA

　　　OH
4一血ydroxyb　enzoate

COSCoA

　　　OH
4－hydroxybe皿zoate∈

　　　CoA

　　　　　　　dienoy1－CoA　　　　　　Be皿zoyl－CoA

　1
　　4hydro）ryb巴nzoat巴一

　　L　C）oA　reci　uctas巴

　COSCoA

図2・6嫌気的フェノール分解経路（Bo11＆Fuchs，　2005を改変）

Tha　uera　ms

　Tka　uera属に分類される嫌気的フェノール分解細菌は、分子状酸素の存在しない状況下

で硝酸塩を電子受容体として、フェノ・一：一ルを二酸化炭素にまで酸化する分離株として分離

された（Tschech＆Fuchs，1987）。当初は、　Pse　udomonas属に分類されるとしていたが、

正式にTha　u已va　azvmatiea　strain　K172と分類・同定された一（Anders　et　al．1995）。嫌気

的フェノール分解遺伝子は、このZ飴囎踏品om遅臨stra垣K172が最も良く研究がされ

ており・図2－6に示すように、嫌気的フェノール代謝経路やそれに関わる酵素などが解明さ

れている（8reinigθ6鉱2000；S・hme㎞g　e磁．2004；S、hiihl，＆Fu，h，，　2004；B。ll＆
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Fuchs，2005）。　Tha　uera　aromata’ea　strain　K172の嫌気的フェノール代謝経路は、図2－6

の中で、phenylphosphateを経由する方の反応経路である。

　こめように、一部の系統学的位置に属する細菌の嫌気的フェノール分解に関しては、そ

れを担う分離株の獲得から反応を担う酵素の単離まで良く研究がなされている。代謝経路

に関するさらなる詳細に関しては、フェノールを含めた芳香族化合物の嫌気的分解に関す

るレビューにまとめられている（且eider　J＆Fuch、s　G，1997；Harwood　CS討話1999；

Widdel　F＆Rabus　R，2001；Gibson　」＆Harwood　CS，　2002；　Boll　M　et　al．，2002；Boll　M，

2005）。しかし、環境中には、既報の反応経路以外の経路で分解を行う嫌気的フェノール分

解細菌が生息していると考えられる。例えば、鉄還元細菌、硫酸還元細菌、発酵細菌など

による反応が考えられる。このような嫌気的フェノール分解細菌を分子生物学的手法など

で網羅的に解析した研究例はない。

　また、嫌気的条件下でのフェノール分解とは言い切れないが、フェノールの分解と硝酸

塩の還元を行う細菌に関する報告例と、土壌中のフェノール分解細菌をSIP法で解析した

報告例があった。以下、それぞれ順に紹介する。

　Beakらによって、低酸素濃度条件下でフェノールを分解し硝酸塩を還元する細菌が分

離・培養されている（Beak討記，　2003）。コンポスト・水田土壌・色素排水・下水汚泥・

工業排水プラントといった様々な分離源から、1血Mのフェノールと6皿Mの硝酸塩を含

んだ無機塩培地を用いて、気層が酸素とヘリウム（98：2（vo1：vo1））の混合気体でバイア

ル瓶（培地：気層は90m1：35皿il．）を用いて集積培養を行った。フェノ・・一・一ルが完全に分解

された後、同じ条件で集積培養系の植え継ぎを3・5回行い、最終的にR2A固体培地を用い

た平板培養法によって分離株を獲得した。その中からフェノール分解と硝酸塩還元能を有

する分離株を選択した。これらの分離株に関して、フェノールを含んだ液体無機塩培地を

用いてフェノールの分解の試験が行われた。培地には電子受容体として、酸素のみ／酸素と

硝酸塩硝酸塩のみの3通りが添加された。結果、全ての分離株は、電子受容体が酸素のみ∫

酸素と硝酸塩の場合にだけフェノールを分解した。また、約1300bp以上の16SエRNA遺

伝子の塩基配列に基づいて、これらの分離株はAeidovorax，　Ag2’obacterium，聴幽ロθ易

Bosθa，　Ochrobaetrum，皿odo字唖1ロ皿．　Staph7Zoeoeeus，　Thermon20nas．』b四蹴属に

分類された。

　土壌中のフェノール分解に関与する細菌をSIP法によって追跡した報告例が2報あるe

ひとつはPadmanabhanらの報告で、［13　C6］フェノールを与えた土壌に対してDNA・SIP法

を適用して・x41eak’genes，　Aeinetobaeter，　Enterobaeter，　Pantoea，　Pseudomonas，

Stenotropko．囮onas属がフェノール由来の13Cを同化したとして検出された
（Padlna丑abhanθ彦証．2003）。もうひとつはDeRitoらの報告で、［i3C6］フェノールを与え

た土壌に対してDNA・SIP法を適用して、　Herbaspfr2111um，　Koettria，　L7sobaeter，

P「opiombaetetium．　Sphingonomoas，　StaphyloeoeeUS，　VanOvorax属がフェノール由来の
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13Cを同化したとして検出された（DeRito討鉱．2003）。但し、これらの属が好気的にフェ

ノールを同化したのか、嫌気的にフェノールを同化したのかは不明である。
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t2．4　分子生物学的手法

　　poly皿erase　chain　reaction（PCR）法が登場して以来、分子生物学的に複合微生物系を

解析する試みがなされてきたePCR法は目的のDNA領域を簡便に増幅できる手法である。

複合微生物系から抽出したDNAを対象としてPCR法を適用することによって、分離培養

法に依存せずに複合微生物系を遺伝学的に解析することが可能になるeしかし、PCR法に

　よって増幅されたDNAにはDNA塩基配列の異なるDNAが含まれている。そのため、こ

れらのDNAを1つ1つに分離・回収して解析する必要があり、クローニング法を用いるこ

　とで1種類塩基配列を持つDNAを分離・回収することができる。但し、クローニング法は

手間がかかるため、複数のサンプルを処理することには不向きである。そこで、クローニ

　ング法とは異なる原理を用いて、DNA塩基配列に依存して複数種のDNAの混合物から数

種類または1種類のDNAを分離・解析する手法が登場した。PCR－denaturing　gel　9radien．t

electrophoresis（PCR・DGGE）法（Fiseher　SG＆Lerman　LS，　1979，1983；Muyzer訂証．

1993）、PCR－temperature　gradient　ge1　electrophoresis（PCR・TGGE）法（Rosenbaum　V

＆Riesner　D，1987；　Muyzer　G＆Sma皿a　K，1998）、PCR’ter皿inal　restric七ion　fragment

le皿gth　polymoヰhisms（PCR・T・RFLP）法（Liu　et　ai．，1997）である。とれらの手法は複

数のサンプルを一度に処理することに適している。なお、手法の詳しい原理はあとで述べ

る。

　　これらの手法は以下のような形で用いられることが多い。PCR・DGGE法やPCR・TGGE

法では、増幅したDNAをポリアクリルアミドゲル中で電気泳動を行い、　DNAの塩基配列

の違いによって分離する。分離したDNAはゲルから回収しシーケンシングを行なうことが

できる。一方、PCR・T－RFLP法では、増幅したDNAを制限酵素によって断片化した後、

ゲルまたはキャピラリーを用いた電気泳動を行い、DNAの塩基配列の長さによって分離す

る。但し、　PCR・DGGE法やPCR・TGGE法のように1種類の塩基配列を持つDNAを分離・

回収することができないため、大抵の場合クローニング解析とシーケンシング解析を併せ

て行う。

　PCR・D　GGE法、　PCR－TGGE法、　P　CR・T丑FLP法は、複合微生物系を解析する分子生物

学的手法として紹介されて以来爆発的に広まり、現在では汎用される解析技術となってい

る・クローニング法と比較して、複数のサンプルを短い時間で一度に解析できる点や、複

数のサンプル聞の比較を行える点が利点と言える。

　それでは以下に各手法の原理を説明する。

a）クローニング法

　クローニング法はベクターと宿主を利用して目的のDNA領域を増幅する手法である。ま

たDNA領域を単離する手法でもある。その原理は以下である。目的のDNA領域を生物の

DNAから切り出す。切り出したDNA領域をベクターと呼ばれるプラスミドDNAに組み
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込み・ベクターを宿主となる細菌に導入する．一般的に、宿主として大腸菌（Escherieht’a

eok）が用いられる。組み込まれたベクターは宿主の増殖と共に増える。十分に宿主が増え

たところでベクターを回収する。そして、目的のDNA領域を切り出し、回収することで、

増幅された目的DNA領域が得られるeまた、最終的に1種類のDNA領域が回収されるの

で、数種類のDNA領域が混在している中から1種類のDNA領域を単離・回収する目的で

用いられることもある。

b）PCR法
　PCR法は、　DNAポリメラーゼとプライマー（DNA合成開始部位となる10・20　bp程度の

ヌクレオチド断片）によって目的のDNA領域を増幅する手法である。ベクターやホストを

使わずに・DNAポリメラーゼによる酵素反応で目的のDNA領域の増幅を行える点がクロ

ー一jング法と比べて便利な点である。その原理は次の通りである。増幅したい目的のDNA

領域をはさむプライマー一・一・を2種類用意する。1種類は目的のDNA領域の2本鎖DNAのセ

ンス鎖5’末端側に相補的な配列を、もう1種類はアンチセンス鎖5’末端側に相補的な配列

を用意する・そして、鋳型となる目的のDNA領域を含んだDNA、プライマー2種類、　DNA

ポリメラーゼ、DNA合成材料となるデオキシリボヌクレオチド、その他酵素反応条件に必

要な緩衝液を混合して、温度サイクルを繰り返す。温度サイクルは、2本鎖DNAの1本鎖

への変性・プライマーの1本鎖DNAのアニーリング、プライマー部位から3・方向へのDNA

ポリメラーゼによるDNA合成反応を1サイクルの反応として複数回行うように設定する。

複数回行うことによって、目的のDNA領域は理論的には指数関数的に増幅される。現在で

はDNAポリメラーゼを含むPCR反応液のセットが使いやすい形で販売され、さらに温度

サイクルを自動的に行えるサーマルサイクラーが利用され、PCR法によって目的のDNA

領域を簡単に増幅することが可能となった。しかし、PCR法に関連する様々な問題も認識

されている。それらは、使用するプライマーが既知の塩基配列から作成されているため、

未知の塩基配列を保有する対象は検出できないことや、PCR法反応中にキメラやヘテロデ

ュープレックスの生成（Kanagawa，2003）やプライマーのアニーリング効率に関すること

（Suzuki＆Giovaエmoni，1996；Polz＆Cavanaugh　1998）である。また、　rRNA遺伝子を

対象とする場合、細胞あたりのrRNA遺伝子コピー数が細菌の種類によって異なること

（MapPenbach　etal．、2000；Acinas訂話，2004）も、　PCR法を介した手法では実環境に存

在する生物細胞の数を反映しにくいという問題として認識されている。

c）PCR－DGGE法

　PCR－DGGE法は化学的変性勾配を利用してDNAを分離する。その原理は次の通りであ

る・PCR－DGGE法のためのPCR法では、2種類のプライマーのうち1種類にGCクラン

プというほとんどGCのみで構成された約40bpの配列を含んだプライマーを用いるe　GC

クランプは、通常のプライマーに対して5測に付加する形にする。このようなプライマー
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で増幅されたDNA増幅産物を、　DNA変性剤（尿素とホルムアミド）で濃度勾配を作成し

たポリアクリルアミドゲル中で電気泳動をする。電気泳動は、DNA変性剤濃度が薄い方か

ら濃い方へと行う。DNA増幅産物は2本鎖であり、その塩基配列に依存してあるDNA変

性剤濃度で2本鎖が1本鎖に開裂する。一方、GCクランプ部位は結合力が強いため開裂し

ない。すると、DNA増幅産物は3方向に分かれた形状をとる。こうして泳動抵抗が大きく

なることでDNA増幅産物が開裂した場所にとどまる。このようにして、　DNA増幅産物の

塩基配列に依存して、1bpの塩基配列の違いでも分離が可能と言われている。ある程度の

時間泳動を行い、ほとんどのDNA増幅産物が変性し泳動しなくなった後、ポリアクリルア

ミドゲルをDNA染色剤で染色して、　DNAパターンを視化してプロファイルをとる。泳動

条件によるが、1種類から数種類のDNA増幅産物が1本のバンドとして視化される（図2－7）。

泳
動
の

方
向

ほ摂

　一　一　一tU　　　　　　　－．．一．

一　　　　　　一

実際の泳動結果
（DNA染色剤で
染色し視化）

2本鎖の開裂（＝変性）によ

　り泳動速度は著しく減少

↓

GCクランプ部位

　　↓

　　1

ポリアクリルアミドゲル

低

高

変

性

剤

濃

度

図2・7　PCR－DGGE法の原理

　また、PCR・DGGE法の後では、バンドを切り出してシーケンシング法によってバンドに

含まれるDNAの塩基配列を決定することが可能である。但し、1本のバンドが数種類の

DNAを含む場合には、それらを分離する必要がある。
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d）PCR－TGGE法
　PCR・TGGE法では、　PCR・DGGE法が化学的変性を利用しているのに対して、熱変性を

利用してDNAを分離する。その他の原理はPCR－DGGE法に同じである。また、図2－7に

示すようなバンドのプロファイルが同様に得られる。

e）PCR・T－RFLP法

　PCR－T－RFLP法は・DNA塩基長の違いを利用してDNAを分離する。その原理は次の通

りである。PCR・T－RF］□P法のためのPCR法では、2種類のプライマーのうち1種類の5’

末端側に蛍光標識したプライマーを用いる。このようなプライマーで増幅されたDNA増幅

産物を制限酵素で切断する。生じたDNA断片（teエminal　re　striction　frag皿e皿七（TRF））を

1本鎖に変性した後、電気泳動によってその塩基長の違いにより分離・検出する。検出さ

れるのは・蛍光標識されたプライマーを含む断片のみとなる。分離・検出は、一般的にオ

ートDNAシーケンサーを用いて行われる。このようにして、　DNA増幅産物の塩基配列に

依存して、1bpの塩基配列の違いでも原理的には分離が可能である。得られたプロファイ

ルの一例を図2・8に示す。原理的には、1つのピークが1つの塩基長を有するDNA　I断片に

相当している。

謹

　　　　　　　　　　T’RFs長（bp）

　　　　　　図2－8T－RF［Pプロファイルの一例

（LABI　310　genetic　analyzer（ApPlied　B　iosy呂tems）を用いた場合）

　PCR・DGGE法の後では、バンドを切り出してシーケンシング法によってバンドに含まれ

るDNAの塩基配列を決定することが可能であった。一方、　PCR－T－R　FLP法ではそれがで

きない。各ピークがどのような塩基配列に由来するのかを知るためには、鋳型として用い

たDNAをクローニング法とシーケンシング法によって解析する必要がある。

　ここまで紹介してきた手法はPCRを介して利用されることが多い手法である。PCR法に

依存すると、PCR法に内在する様々なバイアスやrRNAのコピー一数が微生物間で異なるこ

となどが問題となる。一方、PCR法を介さない手法には、　fiuoreseent　in　situ　hybridization

（F工SH）．法がある。以下にその原理を説明する。
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：f）FISH法

　FISH法はPCR法を介さずに、特異的なプローブ（蛍光標識された20　bp程度のヌクレ

オチド断片）を用いて特定の微生物を標識して顕微鏡下で観察する手法である（Amann・et

al．，1995）。その原理は次の通りである。標的とする微生物の核酸の塩基配列に相補的な塩

基配列を持つプローブを用いる。このプローブをサンプルに添加して標的核酸に結合させ

た後、蛍光顕微鏡下で観察する。標的核酸を持つ微生物が蛍光を発して検出される。複合

微生物系にFISH法を適用する場合、多くはrRNAを対象とする。　PCR法を介していない

ために、PCR法に関するバイアスの問題がFISH法では問題にならない。しかし、　FISH

法には、rRNAが少ない微生物は蛍光検出が困難であるという問題がある。

　そして、近年著しい発展を遂げている手法にMicr。autoradiography（MAR）三FISH法

とstable　is。tope　pr。bing（S工P）法がある。これらの手法は、それぞれ放射性同位体化合

物・安定同位体化合物を利用して、それらを摂取した微生物を特定する手法であるe前述

したPCR・DGGE法、　PCR－TGGE法、　PCR－T－RFLP法とは大きく異なり、用いた化合物

から推定される生物の「代謝機能」という側面と標識された物質を解析して特定される生

物の「正体（生化学情報や遺伝子情報に基いた特定）」という側面を対応付けることがで

きる画期的な手法である。以下、それぞれの手法について説明する。

9）MAR－FISH法

　Microautoradiograp　hy（MAR）－FISH法とは、放射性同位元素の細胞内への取り込みを

感光剤によって検出するMieroautoradiography法とFISH法を組み合わせた手法である

（Leeθ6証，1999）。その原理は次の通りである。放射性同位体元素（一般的に14Cが良く

用いられる）を含んだ化合物を微生物に与えて培養し、放射性同位体化合物を細胞内に取

り込ませる。培養した微生物をスライドグラス上に固定する。このスライドグラスに臭化

銀を含んだ感光乳剤を塗布し、放射性同位体化合物を摂取した微生物から放出される放射

線を感光乳剤に曝露させる。すると、放射線に曝露された感光乳剤部分には銀粒子が形成

され、これを明視野で顕微鏡観察することによって放射性同位体化合物を取り込んだ微生

物を特定する。複合微生物系に適用すれば、用いた放射性同位体化合物を取り込んだ微生

物のみを特異的に特定することができる。但し、後述するstable　isotope　probing（S］P）

法と同様に、用いた放射性同位体化合物（SIP法の場合は安定同位体化合物）の代謝産物を

取り込んだ微生物も同時に検出されてしまうというcross・feeding効果に注意する必要があ

る。

h）SIP法

　stable　isotope　probing（SIP）法とは・安定同位体元素（stable　isotope）を用いて、対

象微生物を標識（probing）して検出・特定する分子生物学的手法である。その原理は次の

通りである。安定同位体元素（一般的に13Cが良く用いられる）を含んだ化合物を微生物に
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与えて、摂取・同化させる。その安定同位体化合物を摂取・同化した微生物は、安定同位

体化舗醐錠同位体元穀齢て細胞齢やNA・蹴・醐旨螂旨麟を合溺

る・ごの細鰺弛解析襲ことに鱈鞍定剛体船鵬顯・蹴遮微撒を特
超ラ・’噸i班S聯と騨こ一c記・⊇；麺9編｝こ注離繊鄭ある・

1こ嘩うに・齢微生物羅飾する分子醐学的手灘齢窃る・本購で齢子
生物学的手鷲輸礁気的フェノご」レ纏細離特顕繊みを行饗雛県ここで

剛た撫中から鍋を選搬・．選択し顯由鱈晦㍊の節趣る・．
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　　stable　isotope　probtng（SIP）法とは、安定同位体元素（stable　iso七〇pe）を用いて、対

　象生物を標識（probing）して検出・特定する分子生物学的手法である。安定同位体元素を

　含んだ化合物を生物に与えることによって、その安定同位体化合物を摂取・同化した生物

　　を標識した後、標識された物質を解析することによってその生物を特定するという原理に

　基づいている。複合微生物系を解析するための既存の分子生物学的手法（PCR・DGGE法、

　PCR－TGGE法、　PCR・T－RFLP法、　FISH法）とは異なり、用いた化合物から推定される生

　物の「代謝機能」という側面と標識された物質を解析して推定される生物の「正体（生化

　学情報や遺伝子情報に基いた特定）」という側面を対応付けることができる手法である。

　　土壌・活性汚泥などを中心に適用されており、WhitelyらによりNa　ture　P2’otoeol誌に

　DNA・SIP法とRNA・SIP法のプロトコルが報告されて以来（Whitely　et　aL，2007）、以前

　にも増してsm法が爆発的に広まっている。

　　本研究では分子生物学的手法としてS工P法を用いたe数ある分子生物学的手法の中から

　S工P法を選択したのは次のような理由からであった。本研究の目的である嫌気的フェノール

　分解細菌（及び好気的フェノール分解細菌）の特定を可能にする分子生物学的手法は、

　MAIR－FISH法かSIP法に限られた。

　　MAR－FISII［法では放射性同位体化合物（14C標識されたフェノール）を用いて培養を行

　い、FISE法によって特異的なプローブを用いて14C標識されたフェノールを同化した微生

　物を特定する。具体的には、MLA　R－FISH法を適用したサンプルからクローニング法とシー

　ケンシング法によって微生物種の塩基配列を獲得し、それらに特異的なプローブを作成し

　てFISH法を適用することになる。こうして、14C標識されたフェノールを同化した微生物

　の塩基配列を獲得することがきる。しかし、この作業には時間と費用がかかり、作成した

　プローブが目的の微生物を特定できない可能性もある。また、14C標識されたフェノールは

　非常に高価である点も複数回実験を行う上で欠点となるe

　　一方・SIP法では安定同位体化合物（13C標識されたフェノール）を用いて培養を行い、

　密度勾配平衡遠心法とT－RFLP法・クローニング法によって13C標識されたフェノールを

　同化した微生物を特定する。SIP法では13C標識されたフェノールを同化した微生物の塩基

　配列をほぼ確実に特定でき、さらに、MAR－FISE［法に比べて、費用も安価であり時間も短

　くてすむ。そのため、複数回実験を行うのには適しているe

　　そこで・本研究ではSIP法を適用することにした。解析対象物質｝まデータベースが豊富

　な核酸とし、DNAよりも感度の良いRNAを選択した。

　　次の節では、sm法の特徴と近年の動向に関して述べ、　S］P法の注意点や問題点などを既

　往の知見を交えながら紹介する。
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2．5．1SIP法の特徴と近年の動向

　安定同位体化合物を利用した複合微生物系を対象とする微生物群集構造解析は、近年著

しく発展を遂げている。炭素の安定同位体である13C標識された化合物をバイオマーカーと

して利用して、リン脂質脂肪酸（Phospholipids　fatty　acids（PLFA））を解析することに

より、環境中における微生物の機能と微生物の特定（生化学情報や遺伝子情報に基いた特

定）を結びつけた研究が、1998年にBoschkerらにより焔紐斑誌に初めて発表された

（Boschker　et　al．，1998）。その後、土壌のメタノール利用微生物を対象として、13C標識

された化合物（13C標識されたメタノール）を利用して16S　rDNA遺伝子を対象として系統

解析を行った研究が、2000年にRadajewskiらによりNature誌に発表された（Radajewslci　et

al．，2000）。これが、　DNA・S］IP法を用いた最初の研究である。

　以後、DNA－SIP法に関する研究が数報報告され、対象遺伝子をDNAではなくRNAと

したRNA・S工P法に関する最初の研究が、2002年にManefieldらによりAppk’ed　and

En　PiCvonmen　tal　Mierobiology　i－kpmに報告された（Manefield討已，　2002b）。Manefieldら，

Luedersらのグループを中心にRNA－SIP法に関する研究が数報報告された後、その他の

様々な研究者による報告例が増加の一途をたどっているのが現状である。RNA・S工P法は、

その対象をDNAではなくRNAとすることにより、DNAを合成する時間を待たないこと、

16S　rRNAは16S　rDNAよりも多いコピー数を持つこと、16S　rRNAは代謝回転速度が速

いこと、などを理由にDNA・SIP法よりも感度が良いと報告されている（Ma鵬field　et　aL，

2002b；　Dumont　．et　al，2006）。

　このRNA・SIP法は本質的にはDNA－SIP法の姉妹手法という流れの中で、　Whiteley，

ManeMe　d，　Luedersらにより紹介されてきたe前述の通り、細胞中におけるrRNAの代謝

回転が早いという理由から、RNA・SIP法はDNA－SIP法に比べて非常に感度が良い。また、

もうひとつの利点として、標識されたDNAの回収が少なくとも1回の細胞分裂を必要とす

る点とは異なり、標識されたRNAの回収は細胞分裂を待つ必要がない、という点もある。

RNA・S］P法と称される技術であるが、これまでにrRNAに対してのみ用いられており、発

現機能遺伝子のmRNA転写物に対しては用いられていない（rRNAに対してrnRNAの存

在量は少なく、現在の解析技術では困難なことがその理由と考えられる）。この分野に関し

ては、今後の発展に注目したい。この他には今後報告例が多くなると予想される分野とし

て、Luedersらによる報告例のように安定同位体化合物を用いるのではなく安定同位体で

標識された微生物を用いる研究例や（Lueders　et　al．，2006）、　i3C・labeled　DNA．を

Metagenome解析の対象とする研究例が考えられる。Murase＆Frenzelは水田土壌の微生

物食物連鎖を調べるために、安定同位体炭素で標識したメタンを用いて、メタンを同化し

た微生物とそれを捕食する真核生物との系統学的位置を特定した（Mllrase＆Frenzel

2007）e近年、SIP法を用いた研究にかかわらず、原生動物の群集構造解析例も報告されて

おり（Diez　B　et　al．，2001；Cou紅tway訂已．2005；Brown＆Wo瞼｝，2006）、これらの研究例
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のように、原核生物だけではなくあらゆる微生物を考慮した食物連鎖に目を向ける準備が

整いつつあるといえる。また、Metagenome解析の対象がisC－labeled　DNAであれば、ラ

ンダムヘキサマーとPhi29　DNA．　Poly皿erase｝こよって少ない核酸をある程度増幅させた後

に、Metageno皿e解析が可能であろう。

　このような発展を遂げてきたSIP法であるが、核酸の組成から考えて（例として、

dAMP＝CleHi4NsO6P）窒素や酸素の安定同位体を用いても可能である。しかし、その割合

から推定されるように、標識された核酸と標識されていない核酸の分離が困難である。

Buck　leyらは、　DNAのA・丁間に特異的に挿入する物質であるbis・benzi血ideによりGC含

量に依存してDNAの浮遊密度を変化させることを利用して、困難であったisN・DNAの分

離を可能にした（Buckley　et　aL，2007a）。そして、一安定同位体窒素を用いて、土壌中の窒

素固定細菌を調査し、新規窒素固定細菌を特定した（Buckley討説，2007b）。また、Sehwartz

は、H2180を用いて疏磁θロ繊凄eoliと土壌を培養して、180で標識されたDNAの分離に

成功した（Schwartz，2007）。このように、核酸を構成する様々な元素を利用したSIP法

が報告されており、実験目的によっては強力な手法になり得るといえる。

2．5．2SIP法の発展

a）SIP法の問題点

　DNA－S］IIP法やRNA・SIP法にもいくつかの欠点がある。まずは、　cress・feeding効果の問

題点・とその利用について述べる。SIP法に関わる制限事項としては、基質を添加した後、標

識されたDNAやRNAの合成を待つ必要がある点である。この問題は、　RNAよりもDNA

の方が標識されるのに時間がかかるため、DNA・SIP法を行う上でより問題になりやすい。

また、RNA・S工P法でも問題になる点であるが、どのような培養を行ったとしても標識され

た産物の代謝産物の形成が起こり、その代謝産物を対象としてない生物が摂取・同化する

ことによって対象外の生物を検出してしまうというcrOSSrfbeding効果が商題として挙げら

れる・Manefieldらは・フェノールを同化する細菌Pseudonionas　putida　BS564株とフェ

ノール耐性があるがフェノールは同化しないXM菌」Pse　udomonas　ehlororaphis　B　S　523株を

「ac　ix識されたフェノールを与えて共に培養して、　eross’feeding効果が起こる様子を示した

（Manefieldθt　al．，2002b）　。

　cross　tfeedij　L9の問題に対するひとつの解決策として、　DNA・SIP法においてはarchaeaユ

13C℃arrier　DNAを用いることにより培養時間を短くすることができるという報告がなさ

れた（Gallagher討証，2005）。この原理は、安定同位体化合物による培養時間を短縮する

ことによって生成されるi3C・1abeled　DNA量が少量になるが、超遠心時に少量の13C－labeled

DNAを含むサンプルDNAと共にarchaea113C・ca㎡er　DNAを添加して遠心操作を行うこと

によって可視化できるバンドとして（エチジウムブロマイドにより可視化）検出するとい

う方法である。

　一方・crossrfeeding効果は問題点でもあるが、それを利用することもできるe例えば、
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Murase＆Frenze1らの報告例がそうであるように、ある基質を細菌が摂取してその細菌を

原生動物が捕食するとする場合、一連の食物連鎖の機構を解明するためには、安定同位体

標識されたある基質を添加した後にその挙動をSIP法で追跡すればよい（Murase＆

Fre皿zel　2007）。つまり、安定同位体基質が細菌に同化された後に、それらの標識された細

菌が原生動物により捕食されるという過程をSIP法で追跡すれぱ捕食関係にある細菌と

原生動物の系統学的位置を推測することが可能となる。また、前もって細菌自体を安定同

位体化合物で生育させて標識しておき、それをある系に投入してその様子をS工P法で追跡

することもできる。さらに、MAR－F工SH法を組み合わせれば、細菌が原生動物により捕食

された瞬間や原生動物の体内に取り込まれた状況などを、顕微鏡写真という明確な形で示

すことができるであろう。この他には、植物と植物が供給する有機物を摂取する微生物の

関係なども解析が可能である（Ost正e　et　al．，2003；Gr雌th8θ‡記2004）。

　cross・feeding効果以外の問題点としては、炭素の安定同位体元素を用いる場台に実際の

系内において、12C、13Cの炭素を選り好みせずに対象とする生物が摂取しているのかどう

かという問題が考えられた・Ma　nefieldらの報告では、　Pse　udoznonas　p　utida　BS564株を

使用して13C標識されたフェノールと標識されていないフェノールの混合物（様々な混合比

率で使用）を唯一の炭素源として培養した系においては、選り好みする現象が確認されな

かったと報告している（Manefne　d訂話，2002b）。しかし、　Uphausらの報告では、藻類の

0ωb躍必2鴫aロ否に水素、炭素、酸素、窒素の重い安定同位体を摂取させた場合、通常の

細胞よりも大きさが大きくなり、重い安定同位体は、細胞の大きさ、そして核酸、糖類、

蛋白質といった細胞構成成分の性質や分配を変化させたと報告している（Uphaus訂滅，

1967）。また、エ3C標識されたhexadecaneは12Cと13Cを混合したhexadecaneを与えた

集積培養系よりも生育が遅れたという報告もある（Zenglerθオ已，　1999）。

b）S皿⊇法で用いられる超遠心溶媒の種類

　核酸をSIP法の解析対象とする場合、安定同位体元素で標識された核酸を超遠心法によ

って分離・分画する。その時に使用する超遠心溶媒には、一般的｝：　DNA－S］P法では塩化セ

シウム溶液（CsCI　solution）を、　RNA・SIP法ではトリフルオロ酢酸セシウム溶液（C呂TEA

solution）を使用する。この溶媒の違いは、　DNAとRNAの浮遊密度の違いに起因してい

る・Luedersらが2004年に血醜伽斑θ蛭没1」矯迦乃垣1b£ア誌に報告した論文中に数種類の

原核生物と真核生物のDNA又はRNAの浮遊密度の例が示してあるのを参照されたい

（Luede正sθオ証，2004a）。また、　Ma　nefieldらは、評価に用いた様々な媒体中において

Na七ive　RNAはDNAよりも高い浮遊密度を持ち、トリフルオロ酢酸セシウム溶液が密度勾

配媒体として最適な実証結果を得た、と報告した（Manefieldば已．2002a）。しかし、こ

のトリフルオロ酢酸セシウム溶液は紫外線領域の波長を吸収し、RNAの紫外線観察を困難

にする。そのために、RNA・S］P法では、超遠心後に超遠心溶媒を分画・回収して解析を行

う。一方、塩化セシウム溶液を用いるDNA・SIP法では、塩化セシウム溶液が紫外線領域の
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波長を吸収しないために・安定同位体元素で標識されたDNAをエチジウムブロマイドによ

って可視化して、安定同位体元素で標識されたDNAだけを回収することが可能である。

　実際に、RNA・呂IP法を行う場合は、　RNAを分画および回収後、各フラクションのtotal

RNAの定量やリアルタイムPCR法によるrRNAの定量やterminal　restriction　fragment

Iength　polymorphisms（「｝RFLP＞解析やdenaturing　gradient　ge1　electrop　horesis（DGGE）

解析などによるrRNAプロファイル解析を行うことで、安定同位体元素で標識されたRNA

が含まれる分画を推定する。

c）GC含量による核酸の浮遊密度の違い

　複合微生物系のような様々な生物由来のDNA又はRNAを含むサンプルは、密度勾配平

衡遠心法において様々な位置を占めるという問題がある。つまり、生物によってDNA又は

RNAのGC含量に違いがあるので、密度勾配平衡遠心法において平衡に達する位置（浮遊

密度）が異なるということである。そのため、元々GC含量の高いゲノムを保有する生物の

核酸は、高い浮遊密度に位置することになり、安定同位体化合物を同化して標識された生

物由来のDNA又はRNAとの区別を困難にする。さらに、標識された度合いが小さければ

小さいほど、これらの区別はより困難となる。

　この問題を解決するためには、安定同位体化合物を与えて培養する系列に対する対照系

として・標識されていない化合物を与えて培養する対照系列を行うと良い。両者を比較す

ることにより、標識された生物をより明確に特定することができる。

　これまでに報告された安定同位体炭素を用いたRNA－SIP法の報告例には、13C標識され

た基質を与えた系列（13C系列）のみを行う場合と、1SC標識された基質を与えた系列（13C

系列）と標識されていない基質を与えた系列（対照系列）の両方を行う場合の2通りがあ

る。以下に、それらの実験の流れを説明する6

13C系列のみを行う場合　　　◆　　　　　　　，

　対象生物の培養には、13C標識された基質を与えて培養した13C系列のみを行う。次に、

培養期間を運じて数点でサンプルを採取して、異なる培養時間のサンプルの超遠心後の各

分画に存在するRNA量を、リアルタイムPCRでモニタリングして比較する。又は、培養

前のサンプルと培養後のサンプルの超遠心後の各分画に存在するRNA量を、リアルタイム

PCRでモニタリングして比較する。大抵の場合、　rRNA遺伝子を対象としたリアルタイム

PCRを用いる。培養時間が長くなるにつれて、浮遊密度の高い分画にRNAが検出される

ようになる・このRNAの分布の様子から、13C－RNAを含有する分画を推定して選択する。

選択した分画中のRNAを鋳型としてクローンライブラリーを作成する。13Cを摂取・同化

した生物は・13C系列の各分画のTRFLP解析やDGGE解析を行い、それらのプロファイ

ルを比較することによって特定する。13Cを摂取・同化した生物の系統学的位置は、　TRFLP

解析を行った場合はクローニング解析とシーケンシング解析によって決定し、DGGE解析
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を行った場合はDGGEバンドを切り出して、シーケンシング解析によって決定するeクロ

ーニング解析を行う場合は、13C系列の浮遊密度の高い分画のみに対して行うか、又は13C

系列の浮遊密度の高い分画と低い分画に対して行うのが一般的である。　．

　以上の実験の流れに従った報告例は、LuedersらやHatamotoらなどの報告である

（Lu・ders　et・al．　2004b；Hata皿・t・θ鼠，2007）・

13C系列と対照系列の両方を行う場合

　対象生物の培養には、13C標識された基質を与えて培養した1SC系列を行い、その対照と

して標識されていない基質を与えて同条件で培養した対照系列を行う。次に、13C系列と対

照系列の超遠心後の各分画に存在するRNAを鋳型とした遺伝子プロファイルをとり比較

する。大抵の場合、rRNA遺伝子を対象としたTRFLP解析又はDGGE解析を用いる。エ3C

系列と対照系列の遺伝子プロファイルを比較することによって、i3C・RNAを含む分画や

i3C・RNAに由来するterminal　restriction　fragrnents（「ILRFs）やDGGEバンドを特定する

ことができるe13Cを摂取・同化した生物の系統学的位置は、1｝RFLP解析を行った場合は

クローニング解析とシーケンシング解析によって決定し、DGGE解析を行った場合は

DGGEパンドを切り出して、シーケンシング解析によって決定する。クローニング解析を

行う場合は、13C系列と対照系列の浮遊密度の高い分画に対して行うのが一般的である。

　以上の実験の流れに従った報告例は、Lu＆C。n　radやHoriらやMurase＆Frenze1など

の報告である（Lu＆Conrad，2005；Hori討証，　200，7；Murase＆Frenzeユ，2007）。．

　これら2通りの実験の流れから得られる結果には、以下の違いが見られることになる。

　［13C系列のみを行う場合］では、13C系列の浮遊密度の高い分画のみから情報を得るか、

又は、13C系列の浮遊密度の高い分画と低い分画の両者から情報を得ることになる。このた

め、GC含量の高い、っまり、浮遊密度の高い分画に検出されやすい生物の13Cの摂取・同

化に関しての判断が難しく、また、十分に安定同位体元素で標識された後に、13C系列の浮

遊密度の高い分画まで移行してきた生物のRNAのみを対象とすることになる。

　一方、［13C系列と対照系列の両方を行う場合］では、13C系列と対照系列の浮遊密度の高

い分画の両者から情報を得ることになる。このため、GC含量の高い、つまり、浮遊密度の

高い分画に検出されやすい生物の13Cの摂取・同化に関しては、対照系列の浮遊密度の高い

分画から得られる情報があるために、［1BC系列のみを行う場合］に比べて判断しやすいと考

えられる。また、対照系列を行っているという意味では、安定同位体化合物を与えたため

に起こるかも知れない人工的な変化（安定同位体化合物に起因する変化）を排除すること

ができるという利点もある。さらに、13C系列と対照系列の全ての分画から得られた遺伝子

プロファイルを比較することによって、浮遊密度の高い分画まで移行していない生物（元々

低い浮遊密度を保有している生物）も解析対象とすることが可能である。

　本研究では、［13C系列と対照系列の両方を行う場合」に従った．
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d）13C標識の意味する所

　最後に、現在主流となっているSIP法に関する考え方を述べる。初期のDNA・SIP法や

RNA－S］？法では、超遠心後の浮遊密度の高い分画において標識されたDNA又はRNAが検

出される強く検出される程度まで安定同位体化合物を与えで培養することが必要だとされ

てきた。っまり、DNAを例にすると、超遠心後の遠心チューブ中に標識されていないDNA

のバンドと標識されたDNAのバンドが、エチジウムプロ々イドによる染色にようて検出さ

れるといった状態をさす。しかし、現在の主流となる考え方では、この状態まで培養する

ことは13Cで標識されすぎていると考えられている。標識されすぎているという状態は、高

濃度で安定同位体化合物を与えたり、長時間培養を行わなければ実現できない。このよう

な条件で培養を行えば、実環境を模倣していない可能性やcross’feeding効果が強く影響し

てしまう状況になっている可能性があるといえる。

　理想的な13C標識の状態は、次のような状態であるe対照系列において、　RNAが含まれる

浮遊密度の最も高い分画を基準にする。この時、13C系列において、基準とした分画よりも

1分画か2分画だけ浮遊密度の高い分画にRNAが検出される程度に13C標識した状態である。

この程度のz3C標識であれば、高濃度で安定同位体化合物を与えたり、長時間培養を行う必

要はない。なお、この程度の1SC標識でも13Cを同化した生物は十分に検出可能である。

Friedriehの“lt　wi皿be　paエtieula宝ly・rewarding　to　get　closer　to‘probing’　rath、eT　than

em　ichエnent　in　S工P”．という言葉がそれを良く表している（Dumont　e　t　al．，2006；Friedrich，

2006）。
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i2．6　分離培養法

2．6．1微生物の発見と微生物学の歴史

　微生物とは・「肉眼では見えない」生物の総称である。微生物の存在を確謬する方法には、

2種類の方法がある・ひとつは、顕微鏡によって拡大して観察する方法である。汚泥や土壌

などを、顕微鏡で観察すると、確かに小さな物体が存在する。それらは、様々な動きをす

るものや全く動かないものがある。一般的に、これらの小さな物体は微生物として入間に

は認識されている。但し、「肉眼では見えない」ということは意外と厄介である。観察され

た物体がこれまでに観察されなかったような場合には、それらが微生物であると特定する

ことは難しい。このような時には・核酸を染色する4・，6－〔1iamidino・2－phenylindole（DAPI）

を利用した蛍光染色法が有効である。しかし、核酸以外が染色されることや染色されにく

い微生物も存在する。著者も、安水処理活性汚泥中の優占している微生物が染色されなか

った経験があり、本研究で用いた人工安水処理活性汚泥中の微生物にもそのようなものが

確認された。

　このように微生物を顕微鏡によって観察したのは、レーウェンフックが最初だと言われ

ている。顕微鏡自体は、16世紀末のヨーロッパにおいて、対物レンズと接眼レンズの2つを

組み合わせた複式顕微鏡として既にあったという。一方、レーウェンフックは、レンズが1

つの単式顕微鏡を用いて微生物を観察した。彼は、1600年代に、この自作の単式顕微鏡を

用いて、自然界の微生物（現在でいう藻類や原生動物）を観察し、それらの大きさを推定’

していた・レーウェンフツクによる微生物の顕微鏡観察は非常に先駆的であったが、微生

物に対する人々の関心が深まることはなく、依然として微生物は無生物から自然に発生す

るという考え方が浸透していた。この考え方が改めたれるのは、約200年後のパスツールに

よる実験によってであった。

微生物の存在を確認するもうひとつの方法は、微生物によって物質に生化学的変化を起こ

させて・それらの存在を確認する方法である。有名な白鳥型のフラスコを用いたパスツー

ルによる実験がそれである．19世紀半ばには、発酵産業が発展し、微生物による病気の問

題も注目を集めていた。依然として、微生物は無生物から自然に発生するという考え方が

浸透しており、その考え方が微生物に対する理解を難しくさせている問題でもあった。パ

スツールは、そこに着目し「微生物は親から発生するものなのか？それとも、自然発生的

に発生するものなのか？」ということを、白鳥型のフラスコを用いた実験（自然発生説批

判の実験）により決着させた。

　パスツールによって確立された実験法によって、以後、微生物学は徐々に発展を遂げて

いくことになる・まずは、1880年にコツボが平板培養法を確立した。培地をゼラチンで固

化した固体培地表面に微生物サンプルを塗布して培養することにより、培地表面に微生物

の集落であるコロニーを形成させるという方法である．コロニーは肉眼で観察することが
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できる。微生物を肉眼で観察できる集落までに生育させて、その存在を肉眼で確認できる

という点が画期的であった。後にゼラチンの代用として寒天が用いられ、現在では汎用さ

れている。このようなコロニーを、滅菌された道具で滅菌された固体培地に新しく画線し

て植え継ぐことによって、純菌を得ることができる。液体培地でも段階希釈を行い培養す

ることによって純菌を得ることができるが、コロニーという形で純化されたことを確認で

きるという点で（顕微鏡による観察も同時に行えぱ、純化していることをさらに確認でき

る）平板培養法は便利であり、微生物学の純然たる王道を行く手法といえる。

　平板培養法が確立されて以来、肉エキス・酵母エキスを用いた培地が用いられ、炭素源

として有機物を利用できる従属栄養菌が多く分離されてきたことが推測される。一方、炭

素源としてCO2を利用できる独立栄養菌の分離は、平板培養法を用いると難しいことが多い。

このような独立栄養菌の分離を行ったのがヴィノグラドスキーであった。ヴィノグラドス

キーは寒天の代わりにシリカゲルを固化剤として使用することにより、これらを分離した。

硝化細菌、硫黄酸化細菌、鉄酸化細菌などの独立栄養細菌が分離された。

　このように非常に便利な平板培養法であるが、その問題点が徐々に認識されてきた。そ

して、その問題は未だに改善されずに、微生物学の大きな問題点として残っている。それ

は、平板培養法によって捉えられる培養可能な微生物の数と、実際に顕微鏡観察によって

観察される：微生物の数には、約10・1000倍もの差があるという問題であった（A皿annθ6証，

1995）。また、同じ条件で同じサンプルを平板培養したとしても、その結果自体もばらつき

を持ってしまうという問題もあった。1900年代に入り、微生物学がひとつの研究分野とし

て本格的に歩み始めた頃から、これらの問題は深刻に認識され、多くの研究者により問題

として語られてきた。

　こうして顕微鏡観察による直接係数法と平板培養法などの分離培養法による計数法には、

大きな差が見られることが一般的に認識された。では、実際に生きている微生物はどの程

度いるのであろうか？顕微鏡観察による直接係数法を行った場合、生存細胞と、死滅細胞

や生物ではない粒子との区別がっかないために、実際に生きている微生物数に対して過大

評価をしてしまう。一方、分離培養法による係数法を行った場合、細胞の凝集や全ての微

生物に適切な培養条件でないために、実際に生きている微生物数に対して過小評価をして

しまうeこの問題に対する解決手法として、Kogureらによってナリジクス酸を用いて顕微

鏡観察をする手法が報告され（Kogure　et　al．、1979）、直接活性計測法（Direct　Viable

Counts）として知られている。ナリジクス酸は、　DNA合成を特異的に阻害しグラム陰性細

菌の細胞分裂を抑制するが、その他の合成経路は抑制せずに結果として伸長した繊維状の

細胞を形成させる。このように、活性を有して分裂を行い伸長した細胞を計数する手法で

ある。Kogureらは、平板培養法による係数法と顕微鏡による直接係数法とナリジクス酸を

用いた生細胞の直接係数法の3種類を比較した。結果、ナリジクス酸を用いた生細胞の直接

係数法は、平板培養法による係数法よりも1000倍高く、顕微鏡による直接係数法よりも10

倍低い程度の計数値を示した。こうして「生きているが培養できない（Viable　Bu七
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NonCulturable（VBNC））」という認識が明確になっていったeパスツールが微生物の自然

発生を否定し、微生物が増殖することが微生物が生きていることの証として認識されてき

たが、「生きているが培養できない（VBNC）」という状況が当たり前であることが強く認識

され、微生物の生死に対する意識改革がもたらされたと言える。

　やがて、複合微生物系の解析手法として、分離培養法ではなく遺伝子を対象とした解析

手法が用いられるようになる。生物はその形態的特徴や生理学的特徴によって分類されて

きたが、生物の蛋白質合成に関与するリボソームの呂皿aU　subunit　RNAの塩基配列が解析対

象となり、また分類指標のひとつとなっていった。1980年代には、原核生物のリボソーム

粒子中の5rRNAが解析対象となった。しかし、約120塩基しかない5rRNAでの分類は難し

く、16S　rRNAや23S　rRNAに代わっていった。16S　rRNA遺伝子を対象として、環境中の

DNAをクローニング法とシーケンシング法によって解析した最初の研究は、1991年に

Schmidtらにより海洋を対象として行われた（Schmidt　et　al．，199ユ）。また、1987年には、

16S　rRNA遺伝子を対象とした解析によって原核生物が細菌と古細菌に分類されることを

Woeseが報告した（Woese，1987）。以降、16S　rRNAや23S　rRNAなどの様々な遺伝子を対

象とした複合微生物系の分子生物学的手法による解析が加速していった。

　現在では、様々な技術を組み合わせた分子生物学的手法が開発されている。また、遺伝

子解読技術も、Ve　nterらによってffek’cobacterpylori’やキイロショウジョウバエやヒトの

ゲノムを対象としたショットガンシーケンシング法が報告されて以来（Tombθオaヱ，1997；

Venter　et　al，2001；Ada皿s　et・al．，　2000）、環境サンプルにも適用され始め（Venter　et　ai．，

2004，Martin　etal．．　2007）、爆発的に広まっている。しかし、一般的に用いられる分子生物

学的手法では、様々な生物種間の遺伝子に共通して存在する塩基配列（約10－20base　pa丘

（bp）でプライマーと呼ばれる）を用いて、対象となる遺伝子領域を増幅するpolymerase

chain　re　action（PCR）法が用いられており、このプライマーは既知の塩基配列から作成さ

れているので、環境中に存在する生物の一部しか捉えることができないという問題もある。

しかし、最近になって、プライマーの塩基配列を改善する試みがなされてきている

（lsenbargerεオa五，2008；Fra　nk　et　al．，2008；Brons＆van　Elsas　et　al．，2008）。

　以上のように、観察に始まり、分離培養法、分子生物学的手法によって発展を遂げてき

た微生物学分野であるが、近年、大量に解読されている塩基配列情報の解析を行うバイオ

インフオマティクス分野も重要な分野となっているe塩基配列情報から様々な情報が予測

されるであろうが、やはり純粋培養を経なければ得られない情報が多く存在するであろう。

そのためにも、分離培養法の改善を試みていく必要があると考えられる。

2．6．2培養されている細菌と培養されていない細菌

　生物にはその細胞構造の特徴による違いから、原核生物と真核生物に分けられる。原核

生物は細菌（真正細菌）と古細菌にさらに分類される。微生物と呼ばれる対象は、一般的

に細菌、古細菌、真菌、原生動物、後生動物など様々な系統にわたる微小な生物を指すご

33



とが多い。本研究では、細菌を対象として研究を行った。本節では、現在までに知られて

いる細菌の系統学的位置について、分子生物学的手法と分離培養法を用いた既往の知見を

交えながら説明する。

　現在、細菌の分類において、50以上の門が確認されているが、その内の僅か半分しか分

離株が得られていない（Hugenholtz　et　aL，1998b；Rapp6＆Giovannoni，　2003；耳eUer＆

Zengler、2004）。また、高塩濃度環境の微生物マットからPCR法を介したクローニング解

析とシーケンシング解析によって、数多くの新しい門が検出されたという報告や（Ley　et　aZ，

2006）、従来から良く使用されてきた16S　rRNA遺伝子に特異的なプライマーの長さを10

bpに短くしたminip血lerを使用することにより、新しい門が検出されたという報告など

もある（lsenbarger　et　al．，2008）。このように、認識されていない系統学的位置の細菌は多

数存在すると考えられる。

　分離株が得られていない門には、口腔細菌や活性汚泥中など様々な環境で検出される

candidate　divisi。n　TM7や、イエローストーン国立公園内のObsidian　P　oolから検出され

たcandidates　di就sion　OP　3，0P5，0p8，0P9，0P11などが知られているが（Hugenholtz　et

aZ．．1998a；Hugenholtz　et　al．，2001；Leadbetter，　2003；Ferrari　et　aZ，2005）、その他にも

様々な門がある（Wieller討記，1992；Fuhr狙a且討鉱，1993）。また、分離株が僅かながら

得られている門には、土壌中で確認されるAeidoba　eteza’a，　Verrueomierobia門や、好熱性細

菌のTbernionu’crobia門、塩素化炭化水素の脱塩素化を行うDehalecoecoides属などが属

するabloroflexx’門などである。これらの門に関しては、　Jansse皿ら、　Sekiguchiら、「克mada

らによって、少しずつではあるが分離株が得られている（SekigUchi　et　aZ，2001；Joseph　et

aヱ，2003；Sait　et　al．，2002，2006；Yamada　et　al．．2007；S七〇tt　e　t　al．．2008）。また、　candidate

diVisio皿OP　11に属する分離株は最近分離された（Sto七t　et　al，　2008）。　StottらはJanssen

らが報告したようなゲランガムを固化剤として用いた低P且の培地を用いて分離に成功し

ている。このeandidate　diVision　OP11に属する分離株は、ゲランガムを含まない培地では

生育せず、ゲランガムをエネルギー源として利用していると考えられた。さらに、本研究

を通じて、著者もCblorofleXt’門、711）eL㎜o皿z迦矯門一40㎝o加o孟e垣a門、そしてCandidate

SBR　1093門の分離株が分離された。これらに関しては、純化の確認及び継代培養を行って

いる最中である。場合によっては、新しい培地に継代しても生育しないという状況も起こ

りうるであろう。

　このように、現在知られている細菌の系統学的位置はほんの一部であり、さらに分離株

が得られて、その機能が解明されている系統学的位置は、さらに少ないことがわかる。こ

れらの細菌は、「2．6、1微生物の発見と微生物学の歴史」でふれたように、液体培地又は固

体培地を用いた分離培養法によって分離が試みられてきた。その分離培養法の流れを次に

述べる．サンプル採取に始まり、培地の選択、培養条件の種類、培養方法の種類について

基本的なことを述べて、液体培地を用いた培養法と固体培地を用いた培養法の流れについ

て述べる。

34



2．6．3分離培養法とその発展

　本節では、従来から用いられている分離培養法として、液体培地と固体培地をそれぞれ

用いた分離培養法について、その手法の流れを簡』単に説明する。次に、これらの手法に対

する改善の試みを行った報告例や新しい分離培養法の報告例を紹介する。

a）液体培地を用いた分離培養法

　液体培地を用いた分離培養法を行う場合には、基本的に試験管・三角フラスコ・バイア

ル瓶に液体培地を入れてサンプルを接種して培養を行う。

　培養を行う前の準備として培養に使用する実験機器を滅菌するために、高温高圧蒸気滅

菌処理（以下、オートクレープ処理）を施す。この他の滅菌法には乾熱滅菌法・電子線滅

菌法・ガンマ線滅菌法がある。液体培地はオートクレープ処理又はろ過滅菌を行う。

　試＄管を用いた場合を例として・液体培地の培養容器への分注から培養までの過程を図

2・9に示す。純菌などを大量培養する場合やある特定の代謝機能を持っ微生物を優占化させ

て集積培養する場合には、図2－9に示すような接種する試料の段階的な希釈は不要である。

一方、活性汚泥や土壌といった複合微生物系から純菌を分離培養する場合には行うことが

多い。

　まず・活性汚泥や土壌中に生息する微生物は集合体（フロック）を形成していたり、土

壌粒子の中に生息していたりする。そのため微生物を分散させる目的で超音波処理やポル

テックス操作を行うe次に、前もって作成しておいた液体培地を試験管に分注する。液体

培地が9m1ずつ分注された試験管に、1皿1の試料を添加して良くポルテツクス操作を行い、

試料中の微生物を分散させる。それをさらに9　m1の液体培地が分注された新しい試験管に

1ml添加して同様の操作を繰り返すことによって、希望の段階まで菌体の希釈を行う。段

階希釈操作が終了すれば、それらを目的に合った培養条件で培養を行う。必要に応じてこ

の一連の分離培養操作を繰り返すことによって最終的に純菌を得ることができる。但し、

強い共生関係を持つ微生物同士は、操作を繰り返しても純化が難しいと考えられるe
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液体培地
（ろ過滅菌）

umO径の
ンブレン

イルター @　］21℃、lrJ・！O分間の

　　　オートクレープ処理

液体培地

　液体培地
（オートクレープ処理）

培地の準備

　恒温槽
（インキュベーター）

目的の沮度で培養

　　培養
（振盈培養や静置培4皇）

＼離

→ →

101　　102　　103

液体培地の分注と
　　菌体の接種

図2－9液体培地を用いた培養法の流れ

b）固体培地を用いた分離培養法

　固体培地は、液体培地に固化剤を添加してオートクレープ処理を行った後、適当な温度

に冷ましてからペトリ皿や試験管に分注して作成する。次に、固体培地に試料を接種して

培養を行う。固形培地表面上にコロニーと呼ばれる微生物の集落を形成させ、そのコロニ

ーを新しい培地へ画線することによって、最終的に純菌を分離・培養する。
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　なお、試料を固体培地に接種する方法には、塗抹法と混釈法がある。

　塗抹法は以下の手順で行う。まず、滅菌済みコンラージ棒（又は使い捨てスプレダー）

を用いて、適当に希釈した0．1・02mlの試料を固体培地表面に塗付する。試料が十分乾い

たら、培地の乾燥を防ぐためにペトリ皿にパラフィルムをまいて、シャーレを逆さにして

培養機の中に入れ適当な温度で培養を行う。増殖の早いものは1日以内に、遅いものは数

ヶ月後に培地表面にコロニーが出現してくる。混釈法との大きな違いは、培地中にコロニ

ーが形成されることがないという点である。

　一方、混釈法は以下の手11頃で行う。まず、試料を適量（0．5・1．Om1程度）ペトリ皿にいれ

る。オートクレープ処理後の適温（固化温度は固化剤の種類に依存するが、大抵40・45℃程

度）に保持した固体培地を流し込み、よく混釈した後に培地を固化させる。以降の操作は、

塗抹法と同じである。

　試料を接種した固体培地を培養すると、複合微生物系のサンプルを用いた場合には、1枚

のペトリ皿の固体培地表面または固体培地中に複数のコロニーが形成される。これらのコ

ロニーを単体として分離・培養するために画線作業を行う（図2・］O）。

コロニーをルー
プの先端にとる

←一ペトリ皿

固体培地
　　　　　　．n　　　　　　　　適当な温度で培養

　　　　　　　　’　　　　　　＼／

［，：～

。，ご：

単一のコロニー
（微生物集落）

1種類の微生物

図2・10　固体培地を用いた培養における画線操作の流れ
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　画線とは、ループと呼ばれる細菌を培地上に広げる道具を用いて、線を描くように培地

上にコロニーを広げる作業である。ループは使い捨てのプラスチック製のものと、使用す

ることにバーナーの火炎で焼いて繰り返し使用できるニクロムや白金でできたものがある。

前者はループの先端が非常に滑らかで、プラスチック製であるために柔軟性がある。非常

にやわらかい培地に画線する場合に便利である。一方、後者のニクロムや白金のものは何

度もバーナーで焼くとループの先端が滑らかさを失う場合が多い。しかし、何度も使用で

きるため、コストパフォーマンスは良い。画線を繰り返すことによって、最終的に1種類

の微生物を分離培養することができる。、

c）分離培養法の改善

　前述した液体培地または固体培地を用いた分離培養法は、培養技術が開発された当初の

まま、長い間改善が余りなされなかった。用いられる培地は肉エキス・酵母エキスを成分

として含み、高濃度の栄養塩を含んだものが多く、実環境とは程遠いものであった。また、

固体培地を作成するための固化剤は寒天ばかりが用いられてきた。このような培地成分や

培地成分濃度、固化剤といった培養条件に着目し改善を施し、実環境を模倣した分離培養

法や培養効率を向上させた分離培養法が近年開発・報告されてきた。これらの報告例を紹

介する。

　従来から用いられてきた培地は、液体培養法と平板培養法の両方において、土壌や海洋

といった貧栄養環境を含む実環境と比較して基質濃度が非常に高いものであった。このよ

うな貧栄養環境に生育する微生物にとっては、従来の培地を1∫10・1∫10000まで希釈した培

地の方が増殖しやすく（服部，1987）、さらには低濃度でなければ増殖できなし∫という場合

もあるe

　Janssenらは、寒天またはゲランガムを固化剤として低濃度の有機物を含む培地を固化

した培地を用い、分離株が余り得られていない系統学的位置であるAcidoba　eteria，

DeinoeoeeUS－Therm　US，　Gemma　timonadetes，、PlanetOm7eetes，　Verrueomierobia門，

Aetinoba　cten’a門のsu6　class、Aei’dmerobida　eとsub　class　Rubrobaeten’daeに分類される

分離株が分離している（Janssen磁証，　2002；Sait　et　aL．2002；Jo呂eph訂証、2003）。

Schoenb　ornらはJanssenらと同じ培地成分を用いて液体培養法による分離培養を行った

（Schoenbomθオ記，2004）。結果、分離株が得られていない系統学的位置に属する細菌を

分離する場合、固体培地による培養が液体培地による段階希釈法よりも優れていることが

わかった（Sc］10enborn　et　aL，2004）。

　また、Connon＆Giovannoniらは、海水を処理して作成した低濃度基質の液体培地を用

いて海洋微生物を培養した。増殖はDAPI染色で確認して、増殖が確認されたものは新し

い培地に植え継いで分離株を得た。結果、SAR11（晒毎μo缶o加o孟θ遅a日ubclass）、　OM43

紐etaproteobaeten’a　cub　class），　SAR92、（Gamrnaρroteobaeteria　sub　class）、　OM60「OM241

（Gammaproteobaeteria　sub　elass）といったこれまで分離株が得られていなかった系統が分

38



一！－一一r－11！mPll－一一一一一一一一一

離された（Connon＆Giova　nnoni　2002）。この他にも、低濃度の基質を常に連続的に供給

する手法として、Zepglerらの報告した手法がある。爽雑物を取り除いた微生物細胞を小さ

なゲル（ge1皿icrodroP　lets（GMD　8））の中にいれ、そこに低濃度の基質を連続的に供給して

生育させた。生育した細胞を含むGMDsは、フローサイトメトリーでマイクロコロニーが

形成されていることを確認して分離して、次の培養ステップとして、ひとつのGMD呂ごと

にマイクロプレートのウェルに入れてさらに培養を行うことで分離株を得た。結果、これ

まで分離株が得られていなかった系統が分離された（Zeエ191er討記，　2002）。　Co皿o皿＆

Giovan加niらとZenglerらでは、手法の違いはあるが、基本的な概念は、実環境を模倣し

た低栄養状態をつくること、増殖確認を高感度で行えることに集約される。また、液体培

養で数個の細胞をひとつのウェルやGMD　sにいれて培養を行うので、その中で異なる微生

物同士のcross－feeding効果が可能となり、共培養の効果もある。

　また・低濃度で基質を供給するために、ある微生物の基質を別の微生物に供給させた例

がある。SakaiらはRice　Cluster　1と呼ばれるのメタン生成古細菌群に属するMe　thanoee、Ua

paludieolaの純粋培養を、プロピオン酸酸化細菌である鋤抽ρ加加誌巳r血皿鍵o願』5

との共培養によって分離した（Sakaiθオ訂．2007，2008）。　Methanoeella　paludi’eolaの生育

には低濃度での水素の連続的供給が必要であったため、プロピii一ン酸を酸化して水素を生

成するSyn　troρh　oba　eter　thrnarom’dansとの共培養によってそれを実現した。このように、

数種類の微生物が空間的に近接して存在し、ある微生物が産生した物質を別の微生物がす

ぐに利用する現象は、実環境ではごく普通にみられる状況であろう。そして、これを人工

的に実現するのは困難である。しかし、Sa　kaiらは微生物を利用して実環境を模倣し、メタ

ン生成古細菌の分離を実現した。ここを切り口にして、今後さらに新しい培養法が開発・

報告されるかもしれない。

　一方、基質濃度という要素以外にも、平板培養法を行う場合、培地を固化させるために

用いる固化剤の種類を検討する試みもされてきた。古くは、コッホがゼラチンを固化剤と

して使用し、やがて寒天が代用されるようになっていった。ヴィノグラドスキーは寒天の

代わりにシリカゲルを用いた。現在では、培養関連分野で使用される固化剤に限らず、食

品・家庭用品関連分野で使用される固化剤・ゲル化剤・増粘剤には、様々なものが開発さ

れてきている・自動販売機で販売されている缶コーヒーから食卓に並ぶゼリー一・一やドレッシ

ングまで様々な食品に応用されている。固化剤・ゲル化剤・増粘剤に関しては、微生物学

の分野においてよりも食品学の分野非常に研究が進んでいると言える。表2・1にその例を挙

げる・培養関連分野で使用されているものも数例あり、それらはその出典を記した。以下

に・ゲランガムを固化剤として用いた報告例を紹介する。

　JanssenらとTamakiらによって、平板培養を行う時の条件として、固化剤、培地の種

類・pH、培養時間、サンプル塗付量の検討が行われ、固化剤としては従来の寒天を用いる

よりもゲランガム（gellan　gum）を用いる方が、高い培養効率（Viable　c。unt　＝　CFU　per　9

（or　mD　of　sample）や新規分離株を得やすく、また、分子生物学的手法によって捉えられる

39



第2章一麗往の知見

微生物群集構造を反映しやすいことが示された（Janssen　et　aL，2002；　Davis　et　aヱ，2005；

Tam壷eオ泌，2005）。また、培地め種類やP宜をサンプルに適したものを使用すること、

培養時間を数ヶ月以上にするこど、サンプル塗付量を少なくすることが培養効率を高くす

るという結果であった（Da垣sθオ記，2005）。さらに、天然高分子や生体高分子と知られる

ペクチン、アルギン酸、キシラン、ギサンタン、N・アセチルグルコサミンを基質として利

用した所、キシランやアルギン酸を利用した場合に増殖効率が良いという結果であった

（Davis　et　alっ2005）。

表別　市販されている固化剤や増粘剤の種類とその由来及び用途

物質名

i英語名）
物質の由来や構造 一般的な用途

培養関連の報告例

@　（用途）

カラギーナン

i皿皿agee丑an）

イバラノリ科、キリンサイ

ﾈ、ギンナンソウ科、スギノ

渇ﾈ又はツノマタ科の全藻

ｩら得られたL一カラギーナ

刀Aκ一カラギーナン及びλ一

Jラギーナンを主成分とす

@　る直鎖状の多糖類

i但し、ザル化剤としで使用

ｳれるのは、κ一カラギーナ

@　　　　ン）

ゲル化剤・増粘剤とし

@ての食品添加物

　　　I@Wats。ロ＆Ap垣on，

P976；Li鵬s，1977（細菌

@培養）、Reeslev＆

jj白皿叱1995（菌類培養）

ゲランガム

ﾌ葺纒証…醐）　　　“

@　　　’⑨

拓餌db皿α顕5已Jod』担の細胞

@外直鎖状高分子多糖類

　食品の増粘剤

ﾗ胞培養培地の固化

@　　剤

　Ja立s呂包●云話2002；

@Josep11θ白Z，2003；

car匠8　KERεオ乱『．，2005；

salnakiθオa正，2005　（細

@　　菌培養〕

寒美

o登禦匡き

テングサ目、スギノリ目等の

g海藻から熱抽出される粘

@　　　質多糖類

ゲル化剤・増粘剤とし

@ての食品添加物

ﾗ胞培養培地の固化

@　　　剤

cNA電気泳動用ゲル

汎用されており報告多

煤i細菌・菌類培養）
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i表2－1－（続き）、

物質名
物質め由来や構造 ’一ﾊ的な用途

培養関連の報錯例

（英語名） （用途）

Babbar＆Ji血玉，2006

キサンタンガム ，X・nIh・凪・興C・皿P・・t・i・が 食品の増粘剤一 （細菌噛類培養）、Ja已

（xant』gu皿） 算出する粘質多糖類 洗浄剤 ＆BaBb鶴2006（植物培

で
養）

ローカストビーン

@　　ガム
カロラ樹（0蹴ロ曲蛭々昭

k．）の種子の胚乳から製造さ 食品の増粘剤

G・ncalv・・＆恥垣a且。，

（10cust　beaロ

れる多糖類
2PO5（植物培養）

騨m）

マメ科植物グアー豆の胚乳
　　∨hJ呂血＆Babb璃2004；七

グアーガム
から製造される永溶性高分

食品添加物 Babbarθ孟a匹．2005｛植

（guaエgum）

子
凝集剤や蓄冷剤、、 物培養）：、Ja血θε話，

2005（細菌・菌類培養）

カードラン

iq江rdla且）

ぷ鋼輌孟碗醐加蹴1が

@産生する発酵多糖類

　　’
H品添力噛 該当なし

褐藻類の細胞壁多糖

卍

D・マンヌロン酸がβ・グリコ

アルギン酸 シド結合した、又はL一グルロ Da繭KERθオ払2005
（alginate） ン酸が伽グリコシド結合し

食品の増粘剤
（細菌培養）

た直鎖状のポリウロニド多

糖

ペクチン 様々な植物に含まれる多糖 ゲル化剤・増粘剤とし
Ja口sse且εオa上，1997；

（pectin） 類 ての食品添加物
1〕avi呂K田Rθオ乱1，2005

（細菌培養）

ゼラチン
牛骨・牛皮・豚皮などに含ま コッホによって培地の

（gelatin）
れるコラーゲンの加水分解 食品添加物 固化剤として使用され

蛋白質 たとされる（細菌培養）

宮本武明ら、2003年、r天然・生体高分子材料の新展開（シーエムシー出版）』を参考に

して作成した
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　また、前述の基質濃度や固化剤以外で検討がなされた微生物の新しい分離法としては、

Kaeberleinらが報告した実環境を模倣した培養法がある（Kaeberlein　et　al．，2002）e彼ら

は、寒天で固化したサンプルをポリカーポネー一ト膜で上下を挟み込み、上部の膜と寒天の

間には若干の空間を作成してここを海水で満たし（彼らはこれをdiffUsion　chamberと名づ

けている〉、それを実環境である潮間帯の海洋土壌の上において培養を行った。膜は、細胞

を通過させないが海洋土壌との物質の交換を可能にするという構造になっている。寒天表

面に生育してきたコロニーの多くはマイクロコロニーであった。この手法は通常のペトリ

皿を用いた平板培養法＊りも培養効率が高かった。対象がマイクロコロニーであり、得ら

れたマイクロコロニーを普通の固体培地に植え継いでも増殖しないコロニーがあったとい

うことから、簡便さにはかけると思われるが、実環境を摸倣したという点では期待される。

また、同じようにポリカーボネート膜を使用して、Kaeberleinらのdil　fUsion　chamberの

ような構造のものを作成して、土壌細菌を培養した例もFerrariらにより報告されている

（Ferra　ri　et　al，2005）。彼らは、分離株が得られていない門として知られているTM7門の

分離株を、ポリカーボネート膜上にマイクロコロニーとして形成させた。

　また・培養効率を高めるという方法では、Cyclic　AMPやAcyl　ho皿oserine　lactene　sを添

加して培養する方法も報告されている（Bussma㎜訂記，2001；Bruns磁証，2002，2003）。

但し、これらの報告は基本的に低濃度の基質を用いて培養を行っている。

　以上のように、分離株が得られておらずその機能がほとんど解明されていない系統学的

位置の細菌も数多く存在している。しかし、例えば昆虫の体内でお互いに依存し合い共生

する細菌のように、あらゆる生物が共生無しには生きられないことを考えると、純粋培養

によって全ての生物を培養することが可能であるのかは疑問が残る。ただ、今後ゲノミク

ス・プロテ才ミクス・バイオインフォマティクスの分野が発展していくにつれて、分離培

養法の改善も加速していくかもしれない。
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第3章　研究手法

3．1　供試試料

　本研究で対象とした人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの全体写真と運転状況の概要を

それぞれ図3・1と図3・2に示す。本プロセスは、2002年に立ち上げられて以来、約6年間

運転が続けられている。現在も運転中であり、その間流入水の組成の変更も含めて様々な

運転条件で運転を行われてきた。本プロセスの運転及び管理は、新日本製鉄株式会社の先

端技術研究所（君津）の研究員が行なった。本研究で対象とした期間中の流入水には、フ

ェノールとチオシアン酸塩を有機物源とした海水を含んだ人工排水（人工安水）が使用さ

れた。

　本プロセスの仕組みであるが、まず、海水含有の人工安水が無酸素槽である脱窒槽を通

過し、次に好気槽である硝化槽を通過する。最後に沈殿槽に至り、活性汚泥は沈殿され返

送汚泥として再び脱窒槽に戻され、沈殿槽での上澄液が処理水となる。

藍議遠

硝化槽

．rny：

《ζグ

劇罷
　　　滅．・魂

L～

　　　魯
　　、裕

　　　治

・i馨曇∫

沈殿槽，

　　　　　　1．」・臭’．・｛一

　　　　　．A”

図3－1　人工安水処理硝化脱窒処理プロセス
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硝化液循環炎循環水量：・1．2・2．4　M血）

人工安水

原水流量：

0．6・121Jh壬

脱窒槽

45　L

硝化槽

　　45L
O　O　O　O　O　O

o　o　o　o　o　o

沈殿槽

＿→　　25L　　＿＿→

処理水

　　　ご

活性汚泥採取
返送汚泥ζ返送水量：0．6・1．2　iLth’r）

余剰汚泥

図3－2　人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの運転条件の一例

　立ち上げ以来、脱窒槽・硝化槽・沈殿槽の容積は変更していない。変吏をしたのは、流

入水組成、原水流量、循環水量、返送水量、脱窒槽・硝化槽の運転温度である。

　運転期間中のほとんどの時期において、人工安水中のフェノールとチオシアン酸塩は脱

窒槽で除去されていた。つまり、脱窒反応を介したフェノールとチオシアン酸塩の分解が

起こっていたと推測され、このような磯謝経路を有する微生物が約6年間という期間を通

じて馴致されているものと考えられた。

　本研究では、本プロセスの脱窒槽から異なる時期に採取した3つの活性汚泥を使用した。

汚泥の採取時期は2006／09／27、2006『12『26，200710元一119であり、順に汚泥A、汚泥B、汚

泥Cと名づけ、汚泥を採取した時の汚泥の性状を表3・1に示Lた。それぞれの活性汚泥に

おいて、採取時期の他には、人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの運転状況が異なってい

た（表3－2）。運転温度、pH．流入水である人ユ3安塞●海水含有薫が特に異なってい払表

3・1に示した値は、活性鰺泥を採取した直後の値である。但し、これらの値は1日の中でも

常に多少の変動をしている。一方、慕性浩泥を採取した時糊前後の運転状況は表3・2に示し

た。

　このような3つの人工安水処理硝癒膿狐理プロセスの汚泥A，汚泥B，汚泥Cに対して、

RNA・SIP法と平板培養法馨適翔し差俵3・1）。
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一！－－rL－．一．．

’表3・1 本研究で使用した活性汚泥の性状（汚性汚泥採取時）と実施した実験

活性汚泥

（採取時期）

人z安水処理硝化脱窒処理プロセ

スの運転状況く活性汚泥採取時）

各汚泥に対して実施した実験．

　　　とその対象細菌

温度（℃）
　　　　流入水の
pH
　　　海水含有率

RNA・SIP法 平板培養法

　汚泥A
（2006／09∫27）

24 7．9 54．5％ 鵡 ぷ
　汚泥B
（2006J12／26）

23 7．8 682％ 劃 蝋

　汚泥C
（2007！07∫19）

33 7．9 60．0％ 鵡

頗
姻

AE，好気的フェノール分解細菌を対象乏した実験

AN，嫌気的フェノール分解細菌を対象とした実験

表3－2　活性汚泥を採取しだ時期前後の人工i安水処理活性汚泥プロセスの運転状況

項目

　捲泥採取時期の約1ヵ月前後の

人工安水処理硝化脱窒プロセスの特性

汚泥A・ 汚泥B 汚泥C

人
工
安
水
の
組
成

　　C6H50H（9　liter・・）

　　NaSCN（9五七er・’i）

　　NH4Cl（91iter・1）

Na2S203・5H20（g　liter°1）

Na2HPO4・12H20（9　liter’・）

　　NaHC　O3（9　liter　’1）

　　　脱安水・（％vlv）

　　工業用水（％vlv）

　　　海水（％v／v）

0．55

0．13

1．75

0．58

0．05

4．55

9．1

36．4

54．5

0．55

0．13

1．75

0、58

0．05

4．55

9．1

22．7

68，2

O．7，　5

0．14

3．1

0．22

0．06

7．0

40．0

60．0

脱
窒
槽・

　　水温（℃）

　　　pH
ML’SS　b（1血91iter’　1）

　22・24

7．5－8．0

1200唱2400

　21・23

　7．5・7．9

3pOO－4000

　30・33

　7．6・8．0

8000－11000

a）脱安水とは、アンモニアストリッピング法を行った後の安水のこと。

b）MLSS，曲ed五qu・・su・pend・d　s・lid・
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　実験に用いた活性汚泥の一例を図3－3に示す。本研究で用いた人工安水処理活性汚泥や実

際の安水処理を担っている安水処理活性汚泥は、一般的な生活排水を処理する下水処理の

活性汚泥と比較して、色が濃く活性汚泥の沈降性が非常に良い。図3・3のように、色は黒色

に近い濃い茶色をしている。

図3－3　本研究で使用した活性汚泥の一例（2006年9月27日採取：汚泥A）

　また、顕微鏡によって活性汚泥内の微生物を観察すると、他の活性汚泥では余り確認さ

れないような形態をした微生物が生息していた。その一例を図：3－・1に示す。直径が約20－50

pmの丸い塊状に集合した微生物集団が数種類確認された。また、汚泥A、汚泥B、汚泥C

の顕微鏡観察の結果を図3－5から図3・7に示す。汚泥A、汚泥B、汚泥Cともに、数珠状

の糸状微生物と丸い塊状に集合した微生物やテトラド状に集合した球菌が観察された。汚

泥Cはバルキングが発生して約2・3週間後の活性汚泥であったため、糸状微生物が汚泥A

と汚泥Bに比べて多く、数珠状の糸状微生物の他にも線状の糸状微生物が観察された。

　前述の通り、安水には高濃度のフェノールや高濃度のアンモニア態窒素、そしてチオシ

アン酸塩、チオ硫酸塩、タール状油分、シアン化化合物が含まれている。このような安水

を処理する安水処理活性汚泥はある意味極限的な環境であるとも言え、そこに生息する微

生物は極限微生物という学術的な意義も持ち合わせた研究対象といえる。
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図3－4　安水処理活性汚泥に生息する特徴的な形態をした微生物
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　苫

図35　汚泥Aの顕微鏡観察（2006年9月27日採取．汚泥A）



　　　／

微生物の集合体

　（丸い塊状）

　　　＼

←糸状微生物
　　　　　（数珠状）

、

■

，

　球菌

図3・6　汚泥Bの顕微鏡観察（2006年12月26日採取：汚泥B）
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図3・7　汚泥Cの顕微鏡観察（2007年7月19日採取：汚泥C）
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i3三且3陛廻嚢坐鰻r・bi蛙望戴鐙」∴一一v
　　RNA－stable　isotop　e　p　robmg（SIP）法は、以下の手順で行った。対象の安定同位体元素

　　（13C）による標識・RNA抽出、　DNase処理、　RNA定量、超遠心溶媒の作成、超遠心を用

　いたRNAの分画s各分画の回収、各分画の浮遊密度の決定、イソプロ沈殿による各分画か

　らのRNA回収、　re∨er日e　transcription（RT）－poly皿erase　chain　reaction（PCR）法によ

　る16S　rRNAの増幅・ter皿inal　restriction　fragmeエ1t　le皿9th　poly皿orphis皿s（T－RFLP）

　解析、クローニング解析、シーケンシング解析、13C同化細菌の決定、という手順が全工程

　である。各工程を順に説明する。

　　但し・WhiteleyらによってNa　ture　P2’e　tocois誌に報告されたRNA・SIP法のプロトコル

　（Whitely　et　aZ，　2007）とは若干異なる部分がある。基本的に、　Whiteleyらと同b手法を

　用いて同じ工程で行っているが、著者は、彼らのプロトコルが報告される以前に、　Manefield

　らやLuedersらの…報告を参考にしながら（Manefield　etal，2002b；Lueders　et　al．、2004a）、

　試行錯誤して改善を施しつつ行ってきたため、若干異なる部分がある。

1．3．2．1対象生物の安定同位体元素による標識

　　まず・RNAξSIP法の最初の実験工程として、対象となるRNA分子を安定同位体元素に

　よって標識する。安定同位体元素を含んだ化合物として、全ての炭素が安定同位体炭素で

置換されたフェノール（以下、［13C6」フヱノール）を用いた．嫌気的フェノール分解細菌を

対象とした場合には、活性汚泥に［13C6］フェノールと硝酸塩を与えて嫌気培養を行なった。

一方・好気的フエノ”一ル分解細菌を対象とした場合にはY活性汚泥に［13C6］フェノールを与

えて好気培養を行なった。培養条件の詳細に関しては、第4章と第5章の該当する節を参

照されたい。

、3．22RNA抽出

　　培養終了後の活性汚泥からRNAを抽出した。Manefieldらの手法に従い（Mane丘eld磁記，

2002b）・酸性PCI　solu七ionを用いた活性汚泥処理およびBeads　BeatingとRNeasy］N（imi

Kitを組み合わせた手法を用いた。以下に実際の実験手順を示す。

［実験手順】

1．・80°C保存しておいた活性汚泥を用意する。

2・適量の活性汚泥を0．5m1の240血M　potassiu皿phosph．ate　buffer　（pH　8．0）に再懸濁さ

　　せる。

3・0・75　mlのpheno1：ehlorofbrm：isoamy1　a　lcoho1（125：24：1，　p　H　4、OHAエnbion）を添加して、

　　ピペッティングを行い良く混合してホモジナイズをする。

4・作成した溶液の全量をLysing　Matrix　E　Tube（Qbiogen．e）1本に移して、　FastPrep
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　　　FP　120　bead　beating　system（BIO　101里hermo　ELECTRqN　CORPORAT工ON）にて

　　　5．5血∫sで40・45秒聞物理的破砕を行う。

　　　（補足）15秒間程度破砕を行い、氷上にて冷却するという操作を繰り返してサンプルの温度上昇を防ぐ．

　　　（補足｝全量入りきらない場合は、チューブ2本に分けて入れる。又は、入りきる分量だけで次のステップに進ん

　　　でも十分なRNAが得られる。

　5．晦s桓gMa垣x　E　T曲e（Qbiogene）を最高スlf－一一ドで（約20，eoo×9）10分間遠心する・

　6．上澄み400　plを新しいチューブに移す。

　7．Buffer　RLT　withβ一M　Eを400　pl添加した後、反転振とうを数回行う。

　8．・800　P1の70％工タノールを添加して、ピペットで良く混合する。

　9．形成した沈殿を含んだサンプル（約700μDを、2mlのコレクションチューブにセツトし

　　　たRNeasyミニカラムにアプライする。ふたを静かに閉め、≧8，000×9（≧10，000　rPエn）

　　　で15秒間遠心躁作する。フロースルーを捨てる。

　　　（補足）液量が700μ1を超える場合は、ステップ6．の操作を繰り返す。

　10．　700　P1のBu艶r　RW1をRNeasyカラムにアプライする。チューブのふたを静かに閉め

　　　て・洗勤ために≧8，…Xg（≧・0．…rprP）で・5秒間遠心する・フ・一ス）レーとコレ

　　　クションチューブを捨てるe

　11．RNeasyカラムを2m1の新しいコレクションチューブに移す。500　P1のBuffer　RPE

　　　をRNeasyカラムにピペットでアプライする。ふたを静かに閉めて洗浄のために≧8，000

　　　Xg（≧10，000　rpm）で15秒間遠心操作を行う。フロースルーを捨てる。

　　　（補足）Buf距r　EPEは濃縮状態であるので．使用前にエタノールをBu飽エRPEに添加したことを確認すること。

　　　｛捕足）2血1のコレクションチューブの代わりに、通常の2　rnlエッペンチューブを用いても良い。

　12．500μ1のBuffer　RPEをRNeasyカラムに添加するeチューブのふたを静かに閉め、

　　　RNeasyシリカゲルメンブレンを乾燥するため、≧S，OOO×9（≧10，000　rp皿）で2分間遠

　　　心操作する。

　13．　RNeasyカラムを新しい2血1コレクションチューブに移し、フロースルーの入った古

　　　いコレクションチューブを捨てる。マイクロ遠心機で最高スピードで1分間遠心操作を

　　　行う．　“

　　　（補足｝2　ni1のコレクションチューブの代わりに、通常の2mlエッペンチューブを用いても良い。

　14．溶出のために、RNeasyカラムを新しい1．5’m　1コレクションチューブに移す。　RNe　asy

　　　シリカゲルメンブレンに30・50μ1のRNaseプリv水を直接ピペットで添加する．ふた

　　　を静かに閉め、≧8，000×g（≧101000　rpm）で1分聞遠心操作を行い溶出する。

・3．2’．3DNase処理
つ’一’㎡ザtUSth一亭・ua－’一一　　　　　　　　　　一■”＋一一一4－”1－Phr　　・－ka　lr　　Lt引輪←w軸w．　’・・¶Vv・．，　手・　　ri－一七←－T一粁　“イ　ur呼．ti・M≠　．“」■、，，．〆㌔．＿　　－7＾一＿一一一．－rW　rt－HW　r←宇　　NH－J　r

　　次に、抽出きれたRNAはDNAを含んでいるので、　RNA抽出物をTl　IRBO　DNA　－free

（Ambion）たよってDNase処理をした。またこの時、　RNAの分解を抑制するために、

RNasin⑧　Plus　Ribonuclease　1：止ibitor（CPre皿ega）を併用した。以下に実際の実験手順を示
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す。

　以下・サンプル量が20plの場合の実験手順である。サンプル量が異なれば、添加する

10X㎜BODNa8eB曲欄、整すること（表3－3）。

［実験手順］

1・サンプルにRNasin⑧Plus　Ribonuclease　lnhibitor　〈Promega）を2μ1を添加して良く混

　　合する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　．

　　（補足）サンプル量にかかわらt．　2plのR）Casin回　Pl・・rUb・nu，1，a、，　lnhihit・。　CPr。m、g。）を添加している。

2・ステップ1の溶液に・TロRBO　DNa寧e　Bu艶r　2．56μ1を混合した後、　TURBO　DNase　1．5

　　P1を添加して優しく混合する．

3．30分間、37℃でインキュベートする。

4・残りのTURBO　DNase　1．5μ1を添加して、さらに30分間、37心Cでインキュベートす

　　るe

　　（補足）サンプルとDNaseとBufferをよく混合すること。

5．ステップ3に移る前のサンプル全容量は25．56plで、16る。2110容量のDNase

　　Inactivation　Reage皿七を添加するので、5．2　plのDNa呂dna6tiva廊亘Reage皿tを：添加

　　して＼時々混合じながら室温で2分間イLンキュペートする。

6－10，000×9で5分間遠心を行い、RNAが含ま・れている上澄みを注意深く新しい七ubeに

　　移す。、

　　（補足）この時に，DNa部止1activatio草Reagentギニリギリまでサンプルを採取しないほうが良い。

表3－3　皿凪BO　DNAr血♂MによるDNase処理時の試薬添加量

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10X㎜BO　DNase　　DNase　I皿aetivatio】1
サンプル量（p1）　TURBO　DNase（pD
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bu鑑（pD　　　Reage泣脚

20．0

30．0

40．0

50．0

3．0

3．0

3．0

3．0

2．56

3．67

4．78

5．89．

5．2．

7．4

9．6

11．8

し旦2』±星NA定量＿＿＿＿＿一＿

　　DNAを含まない精製されたRNAが得られた。この精製されたRNAをRiboGreeh「RNA

qua　ntification　kit（MolecU　lar　Probes）を用いて定量した。定量には、1蛍光分光光度計が必

　要であり・著者は、VersaFluorTM〔Fluorometer　System（B　IO・RAD）を使用した（図3・8沁

実験手順にっいては、製造業者のマニュアルに従えば十分であるので、説明は省略する。
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L

　　

麟’
「－

トぎこニズへ　　　　　　　　　’コ　こニ
　や　A，tt
●父．・・』．』．「’ 謔m
　　　　　，、鷲

図3・8　VersaFluorTM　Fluorometer　System（BIO－RAD）

3．2．5超遠心溶媒の作成

　超遠心に使用する超遠心溶媒を作成した。RNA・SIP法で使用する超遠心溶媒は、トリフ

ルオロ酢酸セシウム、Gradient　Buffer（GB）、ホルムアミドを混合して作成する。最終的

に超遠心溶媒の比重が1．795（g　ml’1）となるように調整する。比重は電子秤で実測しても

良いが、電子秤を使用して比重を測定しながら作成するのは面倒である。そこで、様々な

組成比で作成した超遠心溶媒の屈折率とその比重の関係式から、屈折率を測定して比重を

予測するという方法を用いた。屈折率の測定には、屈折率はAR200　digita1　refractometer

（Reichert）を用いて測定した。測定には溶液が75・100（μ1）あれば充分である。

　以下、分子生物学的手法グレードのGradien七Buffer（GB）の作成手順を述べて、次に

トリフルオロ酢酸セシウム（cesiu皿trifiuoroacetate（CsTEA）（GE　Healthcare））を用いて

作成した検量線の作成方法について述べる。まず、次の3種類の化合物を表記した最終濃

度になるように混合してGBを作成した。0．1M丑is・HCI，　pH　8．0；0．1　M　KCI；　1　mM　EDTA。

a）Gradient　Buffer（GB）の作成手順

［用意するもの］

1M服s・HC1（pH　8．0）

1　M　KC1

0．5MEDTA
トリフルオロ酢酸セシウム（cesium　trifluoroacetate（CsTFA）（GE　Hea1七hcare，2gm1’1））

ホルムアミド（Deionized　formamide、和光）
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［Gradient　Buffer（GB）の作成】

販売されているGB各成分は以下の濃度のものがあり、これらを用いた．

　1M’［Eris．HC1（p］i王8．0）

　1MKCl
　O．5MEDTA　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　’

（注意点）全てRNa呂e・ffee，　DNase・free（分子生物学用）の試薬を用いること。

GBの組成（0．1　M　’lhris－HC1，　pH　8；O．1　M　KCI；1　mM　EDTA）｝i，　Luedersらに従った

（Lueders，　et・aL，2004）。表3－4の組成比でそれぞれを混合すればよい。

表3・4GBを作成するための各成分の混合比

GBの各成分 添加量

　　　1M［Eh　is・］E［C1（pH　8．0）

　　　　　　1MKCI

　　　　　O．5MEDTA
Distilled　water（RNase・丘ee　water）

5m1
5　ml

O．1m1

39．9m1

b）超遠心溶媒の比重測定用の検量線の作成

　次に、超遠心溶媒の比重測定用の検量線を作成するために、表3・5に示した組成の超遠心

溶媒を作成した。まず、＃1の組成を作成してその屈折率と比重を測定した後、＃2から＃16

まで順番にGBを添加していきながら、同様にしてその屈折率と比重を測定した。こうし

て、横軸に屈折率、縦軸に比重としてプロットした検量線を図3・7に示す。

　図3－9の検量線に従えば、屈折率1．3726・1．3727伍D－TC（2α0°C））の超遠心溶媒を作成す

れば、比重が1．795（9血1・1）となる。但し、RNAをその浮遊密度の違いにより分画する操

作では・超遠心溶媒の比重は重要であるので、屈折率から予測した比重が妥当であるかを、

最後に電子秤でチェックすることを推奨する。また、超遠心溶媒は、市販のRNase－free，

DNaserfreeのコニカルチューブなどに作成するのが便利である。溶液の混合もしやすい。
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　1．950

　1goe
ヨ1β50

』

題1・800

摺X750

　1．700

　1．650
　　　1．3680　1．3706　1．3720　1．3740　1．3760　1．3780

　　　　　　　　屈折率（nD｛TC（20．0℃））

　　　　図3・9　超遠心溶媒調整用の検量線

　，X．3・5検量線作成のたto，　op超遠心溶媒の組成

サンプル番号
トリフルオロ酢

酸セシウム（rd）
GB（皿）

ホルムアミド

　　（mi）
全量（m1）

＃1

＃2

＃3．

拠
＃5

i＃6

＃7

弄8

＃9

＃10

弄11

＃12

＃13

＃14

＃15

＃16

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

4．5

415

4．5

4、5

4．5

4．5

4．5

0．0

；0ユ・

0．2

0．3

0．4

0．5

0．6

0，7

0．8

0．9

1．0

1ユ

12
1．3

1．4

1．5

0，175

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

0ユ75

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

0．175

4．675

4．775

4．875

4．975

5．075

5．175

5．275

5．375

5．475

5．575

5．675

5／775

5．875

5．975

6．075

6．175
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3．2．6超遠心を用いたRNAの浮遊密度による分画

　超遠心溶媒へのRNAの添加と超遠心チューブへのローディングから超遠心の実施まで

を説明する。

　RNAはその組成と構造から様々な浮遊密度を持っている。超遠心を行うことにより、超

遠心溶媒には浮遊密度の違いによる連続した勾配が作成される。ある浮遊密度を持つRNA

は、同じ浮遊密度を持つ超遠心溶媒の部分に移動して平衡に達する。超遠心はこの平衡が

訪れるまで実施する必要がある。このような原理に基づいて、RNAをその浮遊密度の違い

により分画する。著者は、Luedersらの手法を参考として（Lueders　et　aZ，2004a）、超遠

心条件を決定した。

　まず、作成した超遠心溶媒とRNAを超遠心チューブにローディングして混合し、シーラ

ーで超遠心チューブの頭をシーリングするまで手順を述べる。

a）RNAの超遠心チューブへのローディング

［用意するもの］

超遠心チューブ、5ml　tubes（5PA　SEAL　TUBE　ASSY（日立工機））

チューブシーラー（tube　sea］er　STF－2（日立工機））

．■“…；身∫．江菖j団口∴．i．ら

EII　［：－1Ct超遠心チューブ

臼〔；・11　チx一プシーLラー．

［実験手順］

1．比重がL795gml－1の超遠心溶媒を用意する。

2．使用する超遠心機器、超遠心ローターに合った超遠心チューブを選択する。

　　（補足）使用前に超遠心チューブに砲裂がないことを確認する。

3．超遠心チューブの8割程度まで超遠心溶媒を添加して、超遠心チューブ内部に入ってい
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　　る気泡を抜く・　L；・fL　・　　　：…
　　（補足）日立工機の超遠心チューブの場合は、液体が入った状態で超遠心チュ・a・・ブを逆さにしても液体がこぼれ出

　　ないので、超遠心チュープを上手く回転させる・指で軽くはじくなどして気泡を追い出す。

4．RNAを500（皿9）添加する。

　　（補足）大抵の場合、500ngに相当するRNA溶液の容量は工OP’1以下であるので、　RlslAの添加によって超遠心溶

　　媒の比重が大きく変化することはない。　1

5．超遠心チューブの肩まで超遠心溶媒を入れる。

　　（補足）超遠心チューブの首まで超遠心溶媒を入れない方が良い。シーリングする時に、溶けた首の部分が超遠心

　　溶媒に触れてしまい、上手くシーリングできないことがあるe

6．シーラーで超遠心チューブの首を溶解して蓋をする。

7．超遠心チューブを強く押して、亀裂や液漏れなどがないかを確認する。’　』　　’

8．超遠心チューブの重さを測定する。

　　（補足）超遠心ローターの対角線上に位置するサンプルは、その重さの差が0．1g以下であれば良い。

以上で、超遠心チューブへのRNAのローディングが終了した。

b）超遠心条件の決定

　次に、日立工機が販売している超遠心機（珊mac　CP80WX（日立工機））と超遠心ロータ

ー（SRP83V’］）　vertica1　’rotor（日立工機））を使用した場合に、著者が行った超遠心条件を説

明するe

超遠心に限らず様々な遠心機器において・以下の式を用悼て憧心を行う時の遠心力（×9）

と回転数魎国の変換が行える。必要な数値は、掴転業鐵撫）である：

　RCF＝1118×R×N2×10°8
RqF：．f（遠心力相対遠溢加i速度）（×9）

　　　　説：回転半径（c皿）

　N：1分聞当たりの回転数て叩皿）

　著者は・麺ede斑疹の条件を参考｝こして（L，ueders討記，2004a）、超遠心条件を決定し

たeLueders　一らは1超遠心チューブ内の平均半径において130，000×9で60時聞以上とい

う条件であった。彼らが使用したSorvallの・1・V865ローターの詳細条件と、著者が使用レ

た日立工機のSRP83Wローターの詳細条件を比較して、超遠心チューブ内の平均半径に

おいて約130，000×9となるように回転数を決定した。44，50Q（rp　d）で回転させれば、平

均半径にて約130，000×9が実現できると計算された。Luedersらめ条件を参考にして

（Lueders　et　al．，2004a）、回転時間と運転温度は66時間以上、20．0℃とした。回転時間

は・平衡に達するのに十分な時蘭としてLUe　dersらの時聞の1割増しとした。つまり、44，500
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（xpm），20．0℃，＞66時間で運転を行った．比重が1．795（g　ml’i）の超遠心溶媒を使用し

て、この条件で遠心操作を行うと、1．830－1．740（gml－1）の間に収まる程度の密度勾配が作

成される。

　以下、超遠心チューブをローターにセットして、決定した超遠心条件で超遠心を開始す

るまでの手順を述べる。

c）超遠心の実施

［用意するもの］

超遠心機、Himac　CP80WX（日立工機）

超遠心ローター、SRP83VT　vertical　rotor（日立工機）

Spacer（赤色のキャップ）

Pユug（銀色のネジキャップ）

Torque　Wrellch（Plugを閉める器具）

　　　　　　’．　一’　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　一

国：ヨー12　超遠心機

図日一14Plug（左）とSpaeer（右）

図三1一ユ3　超遠心P一ター

国三1－］5　Torque　Wrench
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［実験手順］．　　　　　”　　　　　　　一　一　’L　　　　　　　　　．

r1．超遠心機器の右側面にある主電源をONにする。

　　（補足）電源を切るときは、超遠心機器のローターを入れるドアを閉めてs同様に右側面にある主電源をOFFに

　　する。

2．ロー一ター固定台を机などに固定する。

3．SRP83VTローターをロータv固定台の上にセットする。

4．超遠心ローターの穴の中をRNase除去剤で拭く。

　　（補足）著者は、2％希釈済みABSO］LVE（Perk匝Elmer）を使用した。　　　　　　　　　11　『’」v

5．超遠心チューブをローターにセットする

　　（補足）釣り合いがとれるように位置していることを必ず確認する。また、ロータLの穴とサンプルの対応を確実

　　11記録しておくこと。

6．超遠心チュープにSpacer（赤色のキャップ｝をかぶせる。　　　　　　　　　　　t’

7．Plug（銀色のネジキャップ）で蓋をするe

8．Tbrque　Wrench（Plugを閉める器具）でPlu　g（銀色のネジキャツプ｝を120の目盛り

　　まiで閉める6

9’灘墨轟鷺謬認灘謙ないだろうと話し＿rDECEL」をF（ブ．

噸し鴻鷲謡勧繊繊5持嚥鵬
1瞬購繊」；駆鱒絃F鎚鞠齪的嚥嘩鞄障る，
・誤撫鱒」鱒嚇繍緯繁なる離無
　．！晦羅難聯ユt’－7、　1　　1

1ゴ鶏蜘鞠懸掃す亘

　　鱗櫛蟻鞭齢⊇数醸頴聴麹遠心麟の罐鎌繍こぷ全xxm転io・fibれてぬることを麟

　す葛厚嘩だ才≡事匿鯵■る。

　　　　　　一”・　　　冶　　’

己2：ヱ璽燈塑些望璽コ里｛璽＿＿一．＿＿＿＿＿＿＿＿．．．．．．SF－F

鵡驚講魏羅i難舞霧繭譲繋搬ε㌶欝
鍵癬鱒凝繍耀離と卵・鯉齢ら己・C熱A鍵酬き抜くことが
電き蓼轡識劇島浮遊密養の遷確より蘂輌曇れた超鎧塾轄媒を分IPt　，・回収Lていく操作

難総雛犠撫難慧難竃瑠驚竺㌶鴛魏曇璽灘曇：

出して・分画しT’Mく。1分画あたり400μ1で分画した。

　　以下に。超遠心の終了から、分画・回収操作までの手順を述べる。
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a）超遠心ローター’からの超遠心チューブの取り出し

［用意するもの］

超遠心チューブラック（Beckman　Coulter，　＃348122）

固定台（ローターを固定する台）

Torque　Wrench（Plugを閉める器具）

Re皿oval　T。ol（Spacerを外す器具）

図：ヨ・16超遠心ヂュ、v・ブラック

図：ヨー1T　Eemo▽el　Tool

図［：　－1　［：固定台

［実験手順］

1．

2．

3．

4．

超遠心機器の中のローターが完全に停止したことを確認する。

rvacuum」を押す。

（補足）真空を解除する。

形成された密度勾配を壊さないように、注意深くローターを取り出して、注意深く固定

台の上に置く。

ローターの上部をしっかりと押さえて、Plug（銀色のネジキャッフりをTorque　Wrench

（Plugを閉める器具）にて外す。

（補足）この操作をする時に、ローターが最も揺れやすいので注意する。

5．Spaeer（赤色のキャップりをRemoval　Tool（Spacerを外す器具）にて外す。

6． Removal　T。ol（Spacerを外す器具）で超遠心チューブの首をつまんで、注意深くロータ

ーから引き抜き、超遠心チューブラックに注意深く立てる。

61



　この後、すぐに分画操作に移る。

b）超遠心溶媒の分画・回収

図ヨー19ペリスタポンプ

　　　図ヨー21コ

［用意するもの］

分画・回収セット 図3－21チt．・一ブを挟む器具
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ペリスタポンプ（ATTA社）

マスターフレクッスチューブ（ヤマト科学株式会社、6409・14，＃243714，工7TIR）

シリンジ針（テルモ、25Gx1”）

ult・aPURE，　RNaSe・free・Water（lnvitr・gen）

エッペンチューブ，RNase・free，　DNase’free（1．5　ml　or　2．0　ml）

　予め・図3・20のように分画・回収セットを用意しておく。ペリスタポンプには、図3－19

のようにマスターフレヅクスチュ」ブを挟み込んでおく。マスターフレックスチューブの

一方の端にはシリンジ針を連結しておき（チューブコネクタで連結する）、他方の端は

ultraPURE，　RNase・free　waterに浸しておく。分画操作を行う前に、マスターフレックス

チューブ全体をUltraPURE，　RNase・free　wate：で満たしておくeまた、超遠心溶媒を回収

するためのエッペンチューブを必要分だけ用意しておく。以上の前準備を行っておくe

【実験手J［R］

1．超遠心チューブを図3・21に示すような器具で挟み込む。

　　（補足）超遠心チューブは鉛直方向に保持し、なるぺく内溶液が揺らがないようにする。　　　　　　ユ

2・超遠心チューブの上部にultraPURE，　RNa5e廿ee　waterの注ぎ込み口となるシリンジ

　　針（25Gx1”）を注意深く刺す。

　　（補足）超遠心チュー7を手でしっかりと固定して・シリンジ針を回嘩醜がらゆっくり雄し込むと、シリン

　　ジ針が一気に刺さらずに超遠心チューブが揺らぐことを防げる

3．超遠心チューブの底にサンプル回収口となる穴を開けるために、シリンジ針（25Gx1”）

　　を注意深く刺して、シリンジ針を抜く。　　　－

4．ペリスタポンプを稼動させる。

5．同時にストップウォッチで時間を計り始めるe

6．目的の量の超遠心溶媒を2．Om1エッペンチューブに回収をしていく。

　　（補足）ペリスタポンプの流量を4ee　Pl　min・iと設定しておけば、1分間ずつ回収していけば良い。

7・回収が終了したら、ペリスタポンプを停止して終了。

3．2．8各分画の浮遊密度の決定

　超遠心溶媒の分画・回収後には、各分画の回収した400plの超遠心溶媒のうち、75　p1

をrefractomρterによる浮遊密度測定用として、残り325μ1をRNA回収用サンプルとして

使用した・但し・Whiteleyらは、　RNAの代わりに同量のRNase’free　wa七erを添加した超

遠心溶媒を・毎回の超遠心で各分画の浮遊密度測定用とL一て利用することを推奨している

（Whiteley　et　al．，　2007）。　　　　　　　　，

　一方・著者は・超遠心後の各分画の超遠心溶媒の浮遊密度決定用として、「3．2．5超遠心

溶媒の作成」で述べたような、屈折率と比重の検量線を作成して、測定した屈折率から比
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重を求めた。検量線の作成は、RNAの代わりに同量のRNase’free　waterを添加した超遠

心溶媒を超遠心し分画・回収して、各分画の超遠心溶媒の屈折率と比重を実測して行った。

この検量線を用いれば、屈折率を測定することで、各分画の比重を決定できる。本研究で

は、全てこの方法で超遠心後の各分画の超遠心溶媒め浮遊密度を決定した。

　但し、同じ条件で超遠心を実施しても、毎向正確に同じ勾配が作成されるとは隈らない

ことから、W［hiteleyらの方法に従うことを推奨する。

3．2．9各分画からのイソプロ沈殿によるRNA．回収　L　　　－　　，

　各分画中に含まれているRNAをイソプロパノール沈殿により回収した。一般的に、用い

られている方法で十分である。以下に、その手順を述べる。「

［実験手崎

1．各分画の超遠心溶媒の量を見積もる。

　　（補足）屈折率の測定に75　P．1使用したので残りは325μ1。

2．1∫10倍量（32．5μ1）の3M酢酸ナトリウムを入れて、混合する。

3．100％イソプロピルアルコールを等量（325　P1）入れる。

4．均一になるまで良く混ぜた後、遠心操作を行い壁面に液体がついていない状態にする。

5．－20℃で一晩静置する。

6．4℃で15，000×g、120分間遠心する。

　　（補足）RNA量が少ない分画からもなるべくRNAを回収するために、遠心時間を長くした。

　　（捕足）遠心後、核酸の沈殿は確認できないが、沈殿ができていると考えられる位置を確認しておく．

7．上澄みを注意深くピペッティングにて捨てる。

8．RNA沈殿があると考えられる部分に直接あたらない様に、80％エタノー一ル

　　（RNase金ee）を静かに900叫入れるe

9．チューブの中身を混ぜずに、15，000Xgで10分間遠心する。

10．ピペッテインダで上澄みを注意深く捨てるe

11．乾燥させる。

　　（補足）風乾で良い．

12．　25”35　plの｛lll］　Buffer（（pH　8．0，　RNase’free）を添加して良くボルテックス操作を行い、

　次の分子生物学的実験まで一80℃保存する。

　　（捕足）i著者は，ユOpl程度ず：湊注しk後、一一80℃保存した。

［旦鍵隻2塑亘R難経1璽s宝R陛璽襲＿＿＿＿＿．．’
　　reverse　transcripti皿（RT）－PCR法は、乎RFLP解析用とクローニング解析用のR7｝PCR

産物を作成するために、AecessQUick　’M　LRTgPCR　System（Prome　ga）を用いてRTPCRを

行った。

64



　TRFLP解析では、13C系列と対照系列の全分画から回収したRNAを鋳型としてRT－PCR

を行った・プライマーとして、細菌の16S　rRNAを対象としたFAMI標識された27f

（5’・AGAGTTTGATCMTGGCTCAG・3’）と非標識の907r
（5℃CGTCAAT”1？CUmRAGI”M）・3’）（Lane　et　aZ．1991）を使用した。　RT－PCR条件は、

逆転写反応を48℃，45分で行った。94℃，3分に続いて、　［52℃，45秒；72℃，1．5分；94℃，30

秒］のPCR反応を20サイクル行い、最後に伸長反応を72℃，5分で行った。

　一方・クローニング解析用では、13C系列と対照系列の・ILRFLP解析によって選択した13C

系列と対照系列の浮遊密度の高い分画1つずつに対して、分画から回収したRNAを鋳型と

してRT・PCRを行った。プライマーとして、細菌の16S　rRNAを対象とした27f

（5’－AGAGTTTGATCMTGGCTCAG・3’）と907r（5℃CGTCA組TCM互TTRAGTTT－3・）また

は1492r（5℃CGTCAATTCMTTTRAGTTT・3’）（La且e酷証，1991）を使用した。27fl907r

のプライマー一セットを用いた場合、乎RFLP解析と同じRTLRCR反応条件を使用した。一

方・　27fl1492rのプライマーセットを用いた場合、　Rf［PPCR反応条件は、逆転写反応を48℃，

45分で行った・、94℃，2分に続いて、［50℃，45秒；72℃，ユ．5分；94℃，45秒］のPCR反応を

20又は25サイクル行い、最後に伸長反応を72℃，8分で行った。

　得られたRTP　CR産物は、2％アガロースゲルで電気泳動を行い、目的の増幅産物を確認

した・QILAquick　PcR　puriiication　Kit（Qiagen）で精製した後、以後のTRFLP解析又はク

ローニング解析に供した。

　RTLPCR法に用いたプライマーセツトをRNA・SIP法の結果を報告した各章（第4章から

第7章）ごとに表3－6にまとめた。

表3－6RTPCR法に用いたプライマーセット

章名 乎RF］里解析 クローニング解析

第4章

第5章

第6章

第7章

27fア907r

27翌907r

27figO7r

27釣07r

27f『1492r

27fl907r

27f71492r

27f7907r

13，2．11T≒RFLP解析

　　ter皿ina1　restriction　fragme皿ts　le皿9th　polymorphism（’PRFLP）法とは、　Liuらによっ

　て報告された手法であり（Liu磁已，1997）、その原理や実験の流れにっいては第2章の「2．4

分子生物学的手法」で述べた。

　　TR肌P解析は、安定同位体元素（ISC）によるRNAの標識が成功しているか否かを判

断するために行った。13C系列と対照系列のTRFLPプロファイルを比較することにより、
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その成否を判断することができるeその方法は次の原理に基づいている。

　13Cを同化した生物のRNAの浮遊密度は、同化前のそれよりも高くなる。そのため、13C

を同化した細菌のterminal　re　strictien　f士agments（’1）’RFs）は、培養時間の経過とともに

浮遊密度の高い分画に移行すると予想される。13C系列と対照系列の’ILRFLPプロファイル

を比較することによって、13C系列においてこのような変化を示した’1｝RFsを1℃を同化し

た細菌（フェノール分解に関与する細菌）由来の乎RFsと特定することができる。つまり、

13CによるRNAの標識が成功していれば、　ISC系列ではいくつかのT－RFsが浮遊密度の高

い分画に移行し、一方、対照系列ではどの分画においても｛FRFLPプロファイルにそれ程

変化がない、という状況になる。

　このR’1i・PCR法の操作において重要となる点が、　RNAテンプレート量、　PCRのサイク

ル数といった項目である。回収されたRNA濃度や対象とする遺伝子群の性質に基づいて、

最適な条件を決定しなければならない。RNAテンプレート量が多すぎたり、PCRサイクル

数が多すぎたりすると、対照系列の浮遊密度の高い分画でもRT・PCR産物が増幅されてし

まい、13C系列と対照系列の［E・RFLPプロファイルの比較による判断が若干困難となる。理

想的なR1｝PCR条件は、13C系列の浮遊密度の高い分画にはR乎PCR産物が増幅されて、

一方、それに相当する浮遊密度の対照系列の分画にはR’ILPCR産物が増幅されない、とい

う条件である。このような条件となるように、本章の「3．2．10RT・PCR法による16S　rRNA

の増幅」で述べたR乎PCR条件を決定した。

　乎RFLP解析は次の手順で行・？た・精製したRTPCR産物を聴ρ1（TOYOBO）を用いて

制限酵素処理しだ。制限酵素処理したサンプルは、95℃で3分間変性処理後、氷上で急冷

した・TRFsの長さによる分離はABI　310　ge皿etic　analyzer（APPlied　Biosystems）を用いて

行った。TRFsの長さはスタンダードマーカーと比較して、　GeneScan　sofkwareで決定し

た。

3．2．12　クローニング解析とシーケンシング解析

　クローニング解析とシーケンシング解析は、本章の「3．2．11’FRFLP解析」で特定され

た13Cを同化した細菌由来のT’RFsの系統学的位置を決定するために行った。

　乎RFLP解析の結果に基づいて選択した13C系列と対照系列の浮遊密度の高い分画それぞ

れ1分画ずつに対して、クローニング解析を行った。精製したR’TLPCR産物をQ工AGEN母

PCR　Cloning－Plus・　Kit（Qiagen）を用いて製造会社の指示に従うか、又は、タカラパイオ㈱

の受託シーケンス解析を利用してクロー一・rニングした。13C系列と対照系列から無作為に複数

個のクローンを選択した。それぞれ、13Cライブラリ・一一一、対照ライブラリーと名づけた。

　選択したクローンは、タカラパイオ㈱の受託シーケンス解析を利用してシーケンシング

した・　BigDye　tem血ator反応を用いてABI　3730x　1DNA　sequencer（ApPlied　Biosystems）

でシーケンシングした。シーケンシングプライマーは、細菌の16S　rRNAを対象とした357f

（5’－CTCCTACGGGAGGCAGCAG・3’）プライマーと519r（5’・
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GWATTACCGCGGCKGCTG　－3’）（Lane　et　aL，1991）を使用した。

　また、27fと1492rプライマーでクローニング解析を行い16S　rRNA全長塩基配列解析

を行う場合、シーケンシングプライマーは、細菌の16S　rRNAを対象とした926f

（5’・AAACTTYAAWKGAATCI］GAC　G（｝・3’）と　1110r（5・－GGG肥TGCGCTCG｛rT｛｝・3・）と　1114f

（5’・GCAAC　GAGCGCAACCC・3’）（Lane話記，1991）を使用した。得られた配列は、　DNasis

Pro（日立ソフトウェアエンジニアリング）でアセンブル操作をした。

　シーケンシングにより得られたクローンの塩基配列を用いて、実際に行ったrFRFLP解

析の条件でRTLPCR法と制限酵素処理を行った場合に得られると予想されるクローンの

T・RF長を血曲■o解析によって決定した。［FRFLP解析で検出された乎RFsが、．血5融o

解析によって決定したクローンのT・RF長と同じ場合、乎R罰正解析で検出された’｝RFs

の塩基配列がそのクローンの塩基配列と同じであると判断した。こうして，ILRFLP解析で

検出されたTRFsの系統学的位置を決定した。

　シーケンシング解析に用いたプライマーをRNA－SIP法の結果を報告した各章（第4章か

ら第7章）ごとに表3・7にまとめた。

表3－7　シーケンシング解析に用いたプライマー

章名
　　　　　　シーケンシング解析

全クローン　　　　　　　ー部のクローン

第4章

第5章

第6章

第7章

357f，519r

357f，519r

357f，519r

357f，519r

357f，926£1114£519r，1110r

3．2．13　フェノール分解細菌の特定

　TRFLP解析では、13C系列と対照系列のTRFLPプロファイルを比較することにより、

13C系列のrFRFLPプロファイル内で浮遊密度の高い分画に移行しているTRFsを選択し

て、それらをフェノール分解に関与する細菌の’ILRFsと決定した。

　次に、クローニング解析とシーケンシング解析では、エ3C系列と対照系列の浮遊密度の高

い分画それぞれ1分画ずつからクローンライブラリーを作成し、これらのクロー一ンの16S

rRNAの部分塩基配列又は全長塩基配列を決定した。これらのクローンの塩基配列を用いて、

実際に行ったTRF］二P解析の条件でR笹PCR法と制限酵素処理を行った場合に得られると

予想されるクローンのTRF長を」恒姑泌解析によって決定した。

　以上のTRFLP解抵クローニング解析とシーケンシング解析から得られる結果をまと

めると、｛FRFLP解析によって特定したフェノー・・一ル分解に関与する細菌由来のTRFsと同

じ’PRFs長を保有するクローンの塩基配列が、フェノー一ル分解に関与する細菌の塩基配列

67



に相当する。こうして、フェノール分解に関与した細菌の系統学的位置が特定された。

　但し、特定されたフェノール分解に駕与する細菌は、［i3C6］フェノール由来のi3Cを摂取・

同化したことは確かであるが、EiBC6】フェノールを直接摂取したのかそれとも［iBC6】フェノ

ールの代謝産物を直接摂取したのかの判断が問題である。［i3C61フェノ≡ルを直接摂取した

細菌はフェノール分解細菌であるが、［13C6］フェノールの代謝産物を直接摂取した細菌は

cross’feeder（対象化合物の代謝産物を同化する生物を指す）である。この両者を合わせて、

フェノール分解に関与する細菌とここまで呼んできた。この違いを判断するためには、特

定されたフェノール分解に関与する細菌の1乎RFsが検出されるまでの培養時間・検出強

度・その他のT’RFsとの関係を総合的に評価して判断する。さらに、特定されたフェノー

ル分解に関与する細菌の系統学的位置に、これまでにフェノール分解細菌が報告されてい

るかを文献情報から調査するeこういった情報から総合的に判断して、［13C6】プェノール

を直接摂取したのか、それとも［13C6】フェノールの代謝産物を直接摂取したのかを最終的に

推定する。
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3．3　分離培養法

　本研究では・平板培養法を用いて嫌気的フェノール分解細菌を分離培養した。固化剤と

して・カラギーナン・ゲランガム・2種類の寒天を用いた。フェノー・…一ル濃度は、低濃度・中

濃度・高濃度の3種類に設定した。分離培養の結果の詳細な内容は、第6章と第7章を参

照されたい。ここでは、平板培養法を行うにあたり特に留意した点や実験の大まかな手順

を簡潔に述べる。

3．3．1サンプル採取

　本研究では・活性汚泥をサンプルとして用いた。嫌気的な処理を行っている脱窒槽から

活性汚泥を採取した。活性汚泥が大気になるべく触れないように、滅菌した容器に活性汚

泥を採取した後・なるべく気層が残らないように容器を満たす形で採取した。実験室まで

の運搬は、常温で約3時間で行った。培養を開始するまでの約12時間は、常温で保存を行

った・実験室に持ち帰った活性汚泥は、まずRNA・SIP法の培養のために使用した。分離培

養法の活性汚泥は・このRNA・SIP法の培養が終了した汚泥を用いた。詳細に関しては、第

6章と第7章を参照されたい。

鰻旦．挺i口選択一一一一一、．＿＿一一一一一．nt．．－F－．＿＿＿，。＿一＿＿．

　本研究では・平板培養法を用いて嫌気的フェノール分解細菌の分離培養を行った。本研

究で対象とした嫌気的フェノール分解という代謝は、硝酸塩が還元されるという反応を意

味している・硝酸塩が還元されると・水酸化物イオンが生成されることによって、pHが上

昇する。そのために、培地に緩衝作用を持たせる必要があった。また、既往の知見でも、

嫌気的フェノール分解細菌に限らず、硝酸塩還元反応の代謝を有する微生物を分離するた

めの培地には、緩衝作用がある培地が用いられていた。

　そこで・本研究で用いる培地として、無機塩培地（従属栄養微生物を分離・培養するた

めに使用される有機物以外の無機成分）と微量培地成分（trace　element　solutionとVitamin

solutionの2つ）を文献調査やカルチャー一コレクションに登録されている培地の調査を通

じて決定した。詳細に関しては、第6章と第7章を参照されたい。

3．3．3　培養条件

　　固体培地への活性汚泥の接種方法は塗沫法を用いた。但し、固体培地に活性汚泥を塗

付する前に・滅菌済みO．85％NaCl溶液を希釈溶液として段階希釈を行った。希釈の各段階

では・ポルテックスミキサーで1．5分程度撹拝作業を行った。これは活性汚泥のフロックを

小さくし・微生物を分散させる1ヨ的で行った。超音波破砕を行わなかったのは、超音波に

よって死滅する細菌も少なからず存在すると考えたためであった。希釈したサンプルを、一

シャーレ1枚に対してiOOまたは200μ1添加した。プラスチック製のスプレダーでサンプ
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ルを塗布した。塗布後、三菱ガス化学株式会社から市販されているアネロパック角型ジャ

ー（密閉容器）とA血aeroPack・ケンキ（酸素吸収剤）の嫌気培養セットを使用して、嫌気

状態を作成し培養した。固体培地は、培地中に含まれる酸素を除去する目的で、培養に使

用する前に最低1日以上嫌気培養セットに保存した。本嫌気培養セットでは、AnaeroP　ack・

ケンキ1こよって、角型ジャ・」・・一内の酸素が2時間以内に完全に吸収され、21％前後の炭酸ガ

スが発生し嫌気状態になる。詳細に関しては、第6章と第7章を参照されたい。

3．3．4　分離株の獲得と顕微鏡観察　　　　　　　　　∵

　生育したコロニーを複数回画線して純化を終了し、分離株を獲得した。分離株の純化の

確認や形態観察や活牲汚泥中の微生物の観察は、Olympus　BX60　it光顕微鏡（01ympus）

を用いて行った。
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3．4　水質分析法

　活性汚泥の上澄液中のフェノール濃度、硝酸塩濃度、亜硝酸塩濃度、pHの測定方法は、

以下の方法を用いた。

3．4．1　フェノール定量法

　フェノールは4・アミノアンチピリン吸光光度法を用いて定量した（Kin9　e　t　al．，1991）．

実験手順は以下に従ったe

［測定原理

　pH約10に調節した試料に4・アミノアンチピリン溶液とヘキサシアノ鉄（皿）酸カリウム

溶液を順に添加して、生成する赤色のフェノールと4・アミノアンチピリンの化合物の吸光

度を測定してフェノールを定量する。測定範囲は0．05－O．5　m9である。

［用意する試薬］

pH10・0の緩衝溶液（ホウ酸3．099、塩化カリウム3．73gr　lN水酸化ナトリウム44皿1

を1　literのdistj皿ed　waterに溶解したもの）

2％の4一アミノアンチピリン溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L・　　‘

8％のヘキサシアノ鉄（皿）酸カリウム溶液

［実験手順］

1・0・20μ皿孔径のcellulose　acetate　filter（AD葛ANTEC）でろ過して得られた活性汚泥の上

　　澄液を900　p1用意する。

2．100μ1のpH　10．0の緩衝溶液を添加する。

3．10μ1の2％の4一アミノアンチピリン溶液を添加する。

4・10μ1の8％のヘキサシアノ鉄（III）酸カリウム溶液を添加する。

5．サンプルが反応するまで5分間待つ。

6．分光光度計（NanoDrop⑪ND・1000　Sp　ectrophoto皿eter（NanoDrop社））で吸光度（500

　㎜）を測定する。

7・2・’6・の操作をフェノール標準液に対して行い、吸光度（500皿m）とフェノール濃度の

　T検量線を作成してサンプル濃度を決定するe

3．4．2　硝酸塩定量法

　硝酸塩濃度は・イオンクロマトグラフ（DX・AQ　1110（DIONEX））｝こよって決定した。カラ

ムはIonpac⑧AS　12A田10NE幻を用いたe検出器は電気伝導率検出器を用いた。実験手順

は、製造会社の指示に従った。
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3．4．3　亜硝酸塩定量法

亜硝酸塩濃度は、Nr（1’・ナフチル）エチレンジアミン吸光光度法で決定した。

［測定原理工

酸性溶液中でスルファニルアミドと亜硝酸塩が反応してジアゾニウム塩が生じる。この

ジアゾニウム塩がナフチルエチレンジアミンと反応することによって、ピンク色から赤色

のアゾ色素が生じる。このアゾ色素の540nmにおける吸光度を測定し定量する。測定範囲

は、亜硝酸態窒素としてO．OOO5・O．0009　mgNである。

’［用意する試薬l　　　　　　　　　　　　　　t　　　　　　　　’

スルファアニルアミド溶液（スルファニルアミド　O．6　9を温水50　m1に溶解し冷却後、塩酸

40m1を加えて水で100　nLlとする）

N・（1一ナフチル）エチレンジアミン溶液（0．1％のN－（1・ナフチル）エチレンジアミンニ塩

酸塩水溶液、褐色瓶に保存して1週間以内に使用）

［実験手順］

1．020μ皿孔径のcellulose　aceta七e　filter（A］〕葛ANTEC）でろ過して得られた活性汚泥の

　　上澄液を10皿Ll用意する。

2．

3．

4．

5．

；3．4．4
Sw、ath－

　　pHは’［WrNpH　B－212（Horiba）を用いてガラス電極法で測定した。1m1程度の液量で

pHを測定することができる。

スルファアニルアミド溶液を02m1添加して混合し、常温で5分間放置する。

N・（1一ナフチル）エチレンジアミン溶液を02m1添加して混合し、常温で10分間以

上放置する。

分光光度計（U・1800レシオビーム分光光度計（日立ハイテクノロジー・：・一ズ株式会社））で

吸光度（540・nm）を測定するe

2．・4．の操作を亜硝酸態窒素標準液に対して行い、吸光度（540・nm）と亜硝酸塩濃度の

検量線を作成してサンプル濃度を決定する。

　　pH測定法
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第4章　嫌気的フェノール分解細菌の

　　　　　　　RN査瓢P法による特定

4．1　はじめた

　本章では・嫌気的フェノール分解細菌を分子生物学的手法（RNA・SIP法）によって特定

することを目的とした。そのために次のような手順で実験した。汚泥にフェノールを有機

物源として与えて、硝酸塩存在下で活性汚泥を嫌気培養した。培養した汚泥を以下の

RNA・SIP法の分子生物学的実験に供した。汚泥から精製されたRNAを抽出し、密度勾配

遠心法によってそのRNAを浮遊密度によって分画したe各分画の16S　rRNAを対象として、

’1，－RFLP解析とクローニング解析・シーケンシング解析を行い、16S　rRNA塩基配列に基づ

いて嫌気的フェノール分解細菌を特定した。なお、汚泥Bと汚泥Cを実験サンプルとして

用いた。

．蕊a←＿＿＿＿＿＿＿．

，4．2．1活性汚泥の嫌気培養

　培養には、人工安水処理硝化脱窒プロセスの脱窒槽から採取した汚泥Bと汚泥Cを使用

した（汚泥Bと汚泥Cの性状は、第3章の「3．1供試試料」を参照）e滅菌済みメディウ

ム瓶に採取して実験室に持ち帰り、使用までの約12時間は室温で運搬・保存した。

汚泥Bの嫌気培養

　汚泥B（MLSS　43161抵91L）にフェノールを有機物源として与え、硝酸塩存在下で嫌気培

養した・培養には・6つの炭素が安定同位体炭素で置換されたフェノール（以下、［i3C6］フ

ヱノール）を与える13C系列と標識されていないフェノール（以下、［i2C6］フェノール）を

与える対照系列の2系列を用意した。培養前の活性汚泥の上澄液中のフェノール、硝酸塩、

亜硝酸塩の濃度は・それぞれ約0皿91iter1（検出限界以下），94皿gN　liter’1，11皿gN　liter・i

であったe

　50n11の滅菌済みバイアル瓶に10血1の活性汚泥を分注した。［iBC．　6］フェノール

（Canlbridge　IsotOpe　LaboratOries，　USA）または［12C6］フェノール（和光）と硝酸ナトリウム

（和光）を・各バイアル瓶に対してそれぞれ0．91mgと0．55　rngNずつ添加した。バイア

ル瓶にブチルゴム栓をしてアルミシールで蓋をした。気相を99．99％窒素ガスで5分間置換
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した後、23℃で暗所で静置培養を行った。13C系列と対照系列に対して、バイアル瓶を複数

用意した（13C系列12本、対照系列20本）。

　培養開始後、適宜残存しているフェノごルおよび硝酸の濃度を分析レ、必要に応じてフ

ェノール及び／または硝酸塩を追加した。培養17．5時間後には、［1SC6］フェノールまたは

［i2C6］フェノールを各バイアル瓶に対して1m宮ずつ、培as　26．3時間後には、［i3C6］フェノ

ールまたは［i2C6］フェノールと硝酸ナトリウムを、各バイアル瓶に対してそれぞれ1．3　mg

と1．5mgNずつ添加した。各基質添加はフェノー一ル及び硝酸塩が枯渇する前に行った。

　培養6．5，16．5，351時間後に13C系列と対照系列のバイアルそれぞれ3本ずつを開封した。

活性汚泥を遠心分離し、活性汚泥ペレットは後の分子生物学的実験のために・80度保存した。

また、上澄液は、O．20・pm孔径のcellUlose　aeetate丘1ter（ADVANTEC）でろ過して水質分

析した。

　［i2C6］フェノールを与えた残りの8本のバイアルについては、培as　24．5時間後と培養34

時間後にバイアル1本をずつ開封し、遠心分離およびろ過により上澄液を回収した後、フ

ェノールと硝酸塩濃度を分析した．

汚泥Cの嫌気培養

　汚泥Cの嫌気培養では、汚泥Bの嫌気培養で行なった結果を踏まえ、実験方法の細部に

いくつかの変更を加えた。

　汚泥Bの場合と同様に、汚泥C（「3．1供試試料」を参照、MLSS　9706mg1L）にフェノ

ールを有機物源として与え、硝酸塩存在下で嫌気培養した。13C系列と対照系列の2系列を

用意した・培養前の活性汚泥の上澄液申のフェノール、硝酸塩は、それぞれ約O　mg　liter’1

（検出限界以下），　53　mgN　liter’1であった。

　50皿1の滅菌済みパイアル瓶に．10m1の活性汚泥を分注した。［13C6］フェノール

（Cambridge　IsotOpe、　Laboratories，　USA）または［i2C61フェノール（和光）と硝酸ナトリウム

（和光）を・各パイアル瓶に対してそれぞれ1．O　mgとO．226　・　mgNずつ添加した。バイア

ル瓶にプチルゴム栓をしてアルミシールで蓋をした。気相を99．99％窒素ガスで5分間置換

した後、33℃で暗所で静置培養を行った。エ3C系列と対照系列に対して、バイアル瓶を複数

用意した（13C系列12本、対照系列18本）。

　培養開始後、残存しているフェノールおよび硝酸の濃度を適宜分析し、必要に応じてフ

ェノール及び／または硝酸塩を追加した。培養4．7，9．7，14．8時間後に、［13C6］フェノールま

たはE12C6］フェノールと硝酸ナトリウムを、各バイアル瓶に対してそれぞれ1．Omgと0226

皿gNずつ添加したe基質添加はフェノール及び硝酸塩が枯渇する前に行った。

培養4．7，　9．7，14．8，24．7時間後に13C系列と対照系列のパイアルそれぞれ3本ずつを開封

したe以下、汚泥Bと同様の操作を施し、活性汚泥ペレットは後の分子生物学的実験のた

めに・80度保存し、上澄液は水質分析に供した。

水質モニタリング用として用意した［12C6］フェノールを与えた残りの6本のバイアルにつ
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いては、培養4．6，13．7時間後にバイァル1本をずつ開封し、遠心分離およびろ過により上

澄液を回収した後、フェノールを分析した。

4．2．2水質分析

　嫌気的フェノ・一・・ル分解細菌の代謝によって、電子供与体としてのフェノールが減少し、

電子受容体としての硝酸塩が脱窒反応によって減少するeそして、硝酸塩の一部は亜硝酸

塩として一時的に蓄積し、残りは窒素ガスへと還元される。これらのフェノール・硝酸塩・

亜硝酸塩の挙動を解析するために、活性汚泥の上澄液中のフェノール濃度、硝酸塩濃度、

亜硝酸塩濃度を測定した。汚泥Bに対してはこれら3つの濃度を、汚泥Cに対しては亜硝

酸濃度以外の2つの濃度を測定した。測定方法は第3章の「3．4　水質分析法」に従った。

42．3RNA－SIP法

汚泥BのRNA－SIP法
　13C系列と対照系列の培養6．5時間後と培養35時聞後の活性汚泥サンプルをRNA抽出以

下のRNA・SIP法に供した。二っの時点についてRNS・SIP法を行なったのは、標識した炭

素がRNAに取り込まれるまでの時間が、この時点では明確ではなかったことによる。35

時間培養した方がRNAへの取込み量が多くなり、　RNA－SIP法による分析をより確実に行

なうことができるe一方、長時間培養すると、いわゆるcross－feeding効果（［13C6▲フェノ

ールの代謝産物を同化した細菌がユ3Cで標識される現象）が起こるために、嫌気的フェノー

ル分解に直接関与しない微生物のRNAが標識されてしまう場合がある。そこで、短い培養

時間の試料についてもRNA・SIP法の分子生物学的解析を行なうこととした。

　実験手順は第3章の「3．2RNA・stable　isotope　prebing（SIP）法」に従った。ここでは、

乎RFLP解析、クローニング解析、シーケンシング解析に用いたプライマーについてのみ述

べる。’ILRFLP　nc析では、　FAM標識された27fプライマーと非標識の907rプライマーを使

用した（Lane　e6証，1991）。クローニング解析では、27fプライマー一と1492rプライマー

を使用した（Lane訂記，1991）。シー一…一ケンシング解析では、357fプライマーと519rプラ

イマーを使用した（Lane　et　al．．1991）。但し、嫌気的フェノール分解に関与する細菌と特

定された13C系列のクローンの一部の16S　rRNAの全長塩基配列を決定するために、926f

プライマーと1114fプライマーと1110rプライマー（Lane討記，1991）を使用した。

　ヒCのRNA・SIP法
　汚泥Cでは、－9．7時間培養した試料のみをRNA・SIP法による分析に供した。実験手順は

第3章の「32　RNAstable　isotop　e　probing（SIP）法」に従った。’ILRFLP　Pt析では、　EAM

標識された27fプライマーと非標識の907rプライマーを使用した（Lane　etal．．1991）。ク

ローニング解析では・27fプライマーと907rプライマーを使用した（Lane　et　al．．1991）。

シーケンシング解析では、357fプライマーと519rプライマーを使用し（Lane　et　al．、1991）、
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クローニング解析で対象とした27斑07r間の塩基配列を決定した。なお、クローニング解

析に27flgO7rプライマーセットを用いたため、汚泥Bに対して行った16S　rRNA全長塩基

配列解析は行えなかった。

”4．3　結果

4．3．1活性汚泥の嫌気培養

汚泥Bの嫌気培養

　1SC系列と対照系列のフェノール濃度と硝酸塩濃度と亜硝酸塩濃度の挙動をモニタリン

グした。培養6．5時問後と培養35時間後には、それぞれフェノールが0．183±0．002、0．710

±0．022mollgMLSS、硝酸塩が1．222±O、062、3．760±O．095　moy9］M［LSS　？一費され、亜硝

酸塩がO．590±O．021、1．395±0．016　moYgMLSS蓄積されていた（13C系列と対照系列の全

6データの平均値土標準偏差を示した）。

汚泥Cの嫌気培養

13C系列と対照系列のフェノール濃度と硝酸塩濃度の挙動をモニタリングした。培養4．7

時間後と培養9．7時間後には、それぞれフェノールが0．109±0．OOO7、0．219±0．0003

エnollgMLSS・硝酸塩がO．289±O．0064、　O．692±O．Oll　nol／gMLSS消費されていた（IBC系

列と対照系列の全6データの平均値±標準偏差を示した）。また、培養9．7時間以降は、添

加したフェノールを完全に酸化するのに十分な硝酸塩が添加されていない状態で培養を行

った・そのため、培養14．8時間後と培養24．7時間後には、フェノールが残存し硝酸塩は検

出されなかった。

14．32TRFLP解析

　　まず、［i3C6］フェノール由来の13Cを同化した細菌を特定するために、！｝RFLPプロファ

イルをどのように解析するかを説明する。［13C6］フェノール由来の13Cを同化した細菌の

RNAの浮遊密度は、同化前のそれよりも高くなる。そのため、［13C6］フェノール由来の13C

　を同化した細菌の’ILRFは、培養時間の経過とともに浮遊密度の高い分画に移行すると予想

　される。一方、対照系列では［ユ3C6］フェノールではなく［i2C6］フェノt・…ルを与えているので、

　このような移行は見られない。13C系列と対照系列のTLRFLPプロファイルを比較すること

　によって、このような変化を示した13C系列の｛［LRFsを、［13C6］フヱノールを同化した嫌気

的フェノール分解に関与する細菌由来のTRFsと特定することができる。

eenVllQ：mPlltl
　13C系列と対照系列の培養6．5時間後と培養35時間後の活性汚泥を用いて作成した
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T－RFLPプロファイルを、それぞれ図4・1Aと4・ユB、図4－2Aと4－2Bに示す。エ3C系列と

対照系列ともに、超遠心後、全12分画ずつに分画して、全12分画の！｝RFLPプロファイ

ルを作成した．その中の浮遊密度の高い分画と低い分画を示した。35時間培養した試料に

ついては；・83bp，148　bp，486　bp，495　bp，　510　bpのT－RFsが浮遊密度の高い分画に移行し

たことがわかる（図4・2A＞・一方、短時間（6．5時間）培養した試料でも、83　bp，148．bp，510

bp｛P　T－RFsが浮遊密度の高い分画に移行した（図4－1A）。特に、83　bpのrPRFは他のr1・RFs

に比べて大きく移行した。これらのTRFsの13C系列と対照系列のそれぞれの分画中での

相対的’T・RFs割合の推移を、培養時間ごとにそれぞれ図4・3（培養6．5時間後）と薗4・4（培

養35時間後）に示す。どのT－RFsも、浮遊密度が高い分画に移行するにつれて、対照系列

よりも13C系列での相対的筆RF呂割合が高くなっているg
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図4・1Aと図4－1B　汚泥Bの培養6．5時間後の13C系列（A）と対照系列（B）

　　　　　　　　　　のT－R肌Pプロファイル

　　［］内の数字は、各分画の浮遊密度を示す。単位は、g　ml’1。
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図4・2Aとxl　4・2B　汚泥Bの培養35時閏後のISC系列（A）と対照系列（B）

　　　　　　　　　　　のTiRFLPプロファイル

　　［］内の数字は、各分画の浮遊密度を示す。単位は、gmr1。
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図4－3，汚泥Bの培養6．5時間後における83bp，148　bp，510　bpの1）’RFS長を持つ

乎RiF8の各分画中における相対的q｝RFs割合の推移（●；13C系列，○；対照系列）
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幽4汚泥Bの縫35時間後における83　bp，　148　bp，　486　bp，　495　bp，　510　bpの

㌘RF8長を持つ乎RF8の各分画中における相対的’1tRFs割合の推移（●，13C系列；

　　　　　　　　　　　　　　　　○，対照系列）
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汚泥CのTRFLP　析
　13C系列と対照系列の培養9．7時聞後の活性汚泥を用いて作成したT・RFLPプロファイル

を、それぞれ図4－5Aと図4・5Bに示す。13C系列と対照系列ともに、超遠心後、全12分画

ずつに分画して、全12分画のT・RFLPプロファイルを作成した。その中の浮遊密度の高い

分画と低い分画を示した。結果、9．7時間培養した活性汚泥では、嫌気的フェノール分解細

菌のRNAが充分に標識されていることがわかった（図4・5A）。

　こ）して・148bpと510　bpのT’RFsが嫌気的フェノール分解に関与する細菌由来の

’PRFsと特定された。これらのTRFsの1BC系列と対照系列のそれぞれの分画中での相対

的’rLRFs割合の推移を図4・6に示す。どのT’RFsも、浮遊密度が高い分画に移行するにつ

れて、対照系列よりも13C系列での相対的TRFs割合が高くなっていることがわかる。
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［t．802］ 510

El　．797］

fl　．790］

1ゴ．782］

［1．775］

ll　．772］

［1．767］

100 200 　　300
TLRF　le皿gth（bp）
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図4・5Aと図4－5B　汚泥Cの培養9．7時間後の13C系列（A）と対照系列（B）

　　　　　　　　　　の｛PRFLPプロファイル

　　［1内の数字は・各分画の浮遊密度を示す。単位は、9血1－1。
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画中における相対的乎RF8割合の推移（●，13C系列；○，対照系列）
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4．3．3クローニング解析とシーケンシング解析

　串RFLP解析の結果、嫌気的フェノール分解に関与する細菌由来6b　T’RFsと特定された

’ILRFsの系統学的位置を決定するために、クローニング解析とシーケンシング解析を行っ

たe

汚泥Bのクローニング解析とシーケンシング解析

　TR肌P解析の結果、嫌気的フェノール分解に関与する細菌由来の’ILRFsと特定された

83　bp，　148　bp，　486　bp，　495　bp，　510　bpの「r，RFsの系統学的位置を決定するために、培養35

時間後のサンプルからクローニング解析を行った。13Cライブラリー一は浮遊密度が1．814　g

ml’1の分画から85クローン（図4・2A）、一方、対照ライブラリーは浮遊密度が1．797　g血1’i

の分画から83クローン（図4・2B）を獲得し、シーケンシング解析に供した。

　まず、357ff519rプライマーセツトを用いてこれらのクロー一ンのシーケンシング解析を行

なった。得られた16S　rRNAの部分塩基配列は約．1000　bpであった。これらの塩基配多‖を

血磁oで解析して・27flg　O7fプライマーセットと制限酵素Msplを用いたTRFLP解析で

生成されると予想されるT’RFs長を決定したe

　結果・83　bp，　148　bp，495　bp，　510　bpのT－RFs長を持つクローンは獲得できたが、486　bp

の’ILRFs長を持つクローンは獲得できなかった。83　bp，148　bp，　495　bp，510　bpのTRFs

長を持つクローンの13Cライブラリーと対照ライブラリーにおける数は、それぞれ31クロ

ーンと17クローン（83　bp）、26クローンと7クロー一ン（148　bp）、2クローンと0クロー

ン（495bp）、26クローンと4クローン（510　bp）であった。また、系統樹解析を行なっ

たところ・83bp，148　bp，495　bp，510　bpのT’RFs長を持つクローンは、それぞれ2つ，1

つ，1つ，3つのグループに分類された。

．次に、さらに詳しい系統学的位置を決定するために、これらの83，148，495，510bpの

TRFsに相当するクローンのうち、13Cライプラリーの分類された各グループ内の一部のク

ローンを選択し、それら”6D　16S　rRNAの全長塩基配列を決定した。それぞれ、9クローン、

10クローン、2クローン、8クロー一ンの全長塩基配列を決定した。こうして得られた16S

rRNAの全長塩基配列に基づいたBlastnプログラムによるクローンの近縁種を表4・1に示

す。表4・1の中のclosest　mムtchとclosest　relativeは、それぞれBlastn　me果の最上位の塩

基配列と最も近縁な分離株を示しているe
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第4章　嫌気的ラェノー）P分解細菌のRNA・SIP』法による特定・

表4－1汚泥Bの13Cライブラtlj一において嫌気的ブ＝・”ノール分解’に関与する細菌と特定

されたク牛ンの・6興巡銭麟酬に琴ゴい鑓締（Blastnカグラム｝こよる）

TR掌，・・長 クロ・一ン数 Closes七ma七Ch（相同性（％））．’ Clo8egt　rela七ive（相同・1生（％））

4
u加ultured　bacteriu皿clone
@OTU　1檀UO83479）（99）1’　　　　一

　　　　　’
Q

uncu1七uエed　bacterium・elOne

@PL・33B　3（AY570565）（97）

　　　　　　　　　　　　　　　　　土

@　　　　　　　　　　，垂噤E鋼・θsp．22Lin（Yi3222）

@　　　　　　　　（97）

83bp
　　2ニ　　ー

UnCUlttlrea　b　aCteriUm　ClOhe

@PL・33133（A亙「570565）（97）’

1
1　血neultuエed　bacteriuエn－clone

@　　DR－7（AY945908）（99）

踏aL「θ1盟aヱη皿ヱa趣盟もtr垣n

kG356（AJ315680）（99）1

7
1・ o已幽苗辺轟吾討θr・ウ没垣瀦趣

@　（A王3167354）（91・92）
　．

P48bp

皿ucus　bacteri工u白d　83

C（AY654820）（92）

1
uncultu工e【1　b’ac七erlu皿clone

gB2・9・21（DQ334644）（93）

1

uncultuτed　ga正雌a

垂窒庶ｵeobacterium　clone

aelgica2005「10－140・19ヒ

@　（DQ351786）（91）

施ム8ヱbゐ口己孟ig『昭ヱゴ丘乃」函

P（A］3167354）（91・92）

@　　一

495bp 2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
浮獅モ浮P加団ed　bacte亘um　clone

gB2・9－21（DQ334644）（98・99）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　’ｼθ曲迦剛画舳号t・ain　　　　　　－

y24zhy－（蜘411q67）（90・91）、

510bp

6’

Uncu1加red　b　acterium　clo皿e

@　エ1smpVI　18（AB212892）

@　　　　　　　（98－99）

　　　　　疏伽ゐロ茄艶オ

@　　孟力日醐oZロ1已L麗～ヱ1●strain

@JA皿3・A94（胆12483〔｝）or

@　　　　疏口o加茄雌r

@　　孟必θ畑0孟醜ヱ習皿8呂train

iA迦1340（AB　304802）（91）

1
蹄必8ヱb占ao孟θrqロ正丘」悟ぼθ

@　（AB266054）（90）

ユ

盈θLrゴ6正ロoロ友宮sp．AB42

@　（EF554871）（94）

以下に，83bp、148　bp、495　bp、510　bpのTRF日長を持つクローンの系統学的位置に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　88
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ついて、順に簡潔に説明する。

　83　bpのTRFs長を持つクローンは、1クローンを除いてAzoareus　sp．22Lin（Y13222）

に97％の相同性を示した。一方、その1クローンは、Tha　uera　aromatiea　strain　LG356

（AJ315680）に99％の相同性を示したe

　148　bpの乎RFs長を持つクローンは、クローンによってclosestエnatchに若干の違いが

あったが・どのクローンも2θ勉卵oクa6孟er昭亙訪蹄（AiB　167354）に91－92％の相同性を示し

た。

495　bpのT’RFs長を持つ麺一ンは・Pseud・m・nasputa’da　strain　Z24zhy（AM4…67）

に90・91％の相同性を示した。

　510bpのT－RFs長を持つクローンは、どのクローンtS　closest　matchであるuncUltured

bacteriu皿clone　nsmpVI18（AB212892）に98・99％の相同性を示した。しかし、クローンは

3つのグループに分類されたために、closest　relativesは3つに分類された。それぞれ、

Microb　Utbifer　thermotolerans（AB　1248360r　AB　304802）｝こ二91％、　」Pε血8ゴoβ凌o孟θr｛苦ヱ⑭θ

（AB266054）に90％、」Pseudomonas　sp．　AB42（EF554871）に94％の相同性を示し、16S

rRNAの全長塩基配列解析をした全8クローンは、それぞれ6っ、1っ、1っずつに分類さ

れた。

　以上から、Bθtaproteobaeteria綱に分類されるAzoarcus属とThauera属、

Gammaproteobacteria“　・’綱に分類されるMi’ci’obulbifer属とPela8iobaeter属と

Pse　ud・menas属の5属に近縁な細菌が・嫌気的フェノ7ル分解に関与する細菌と考えられ

たe

汚泥Cのクローニング解析とシーケンシング解析

　TRFLP解析の結果、嫌気的フェノ・一・一ル分解に関与する細菌由来の乎RFsと特定された

148bpと510　bpのTRFsの系統学的位置を決定するために、クローニング解析を行った。

エ3Cライブラリーは浮遊密度が1．802gm1・1の分画から102クローン（図4－5A）、一方、対

照ライブラリーは浮遊密度が1．790gm1’エの分画から126クローン（図4－5B）を獲得し、

シ・一・・：ケンシング解析に供した。

　357fl5　19rプライマーセットを用いてこれらのクローンのシーケンシング解析を行なっ

た・得られた16S　rRNAの部分塩基配列は約900　bpであった。これらの塩基配列を血磁ヒo

で解析して・　27ilg　O7fプライマーセットと制限酵素Msplを用いたT」RFLP解析で生成され

ると予想されるT’RFs長を決定した。

　結果・148　bpと510　bpのTRFs長を持つクローンが複数獲得できたe　148　bpと510　bp

のTFRFs長を持つクローンの1SCライブラリーと対照ライブラリーにおける数は、それぞ

れ30クローンと4クロー？（148bp）・39クローンと5クローン（510　bp）であ？た。ま

た・アラインメントを行なったところ・1SCライブラリーの148　bpと510　bpのTRFs長

を持つクローンはそれぞれ同じく99・100％の相同性に収まり、グル・一，一一プには分類されなか
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った。

　次に、Blastnプログラムにより148　bpと510　bpの乎RFs長を持つクローンの近縁種を

決定した。これを表4・2に示す。表4・2の中のclosestエnatchとclosest　relativeは三それ

ぞれBlastn結果の最上位の塩基配列と最も近縁な分離株を示している。

表4－2汚泥Cの13Cライブラリーにおいて嫌気的フェノール分解に関与する細菌と特定

されたクローンの16S　rRNA塩基配列に基づいた近縁種（Blastnプログラムによる）

TRF長 クローン数 Closest　match（相同性（％））
Closes七rela七ive（相同’1生（％））　　　　　　　　　’

」矯ヱ泣20」う80孟eτ頗ゴ縮」口θヱ252’●

13∫30 strain　G　1・1701（EF368p20）

（91） ノレ食ヱロロo占8c孟冶『孟ヨゴ研疏ロθ」ロ、田否

148bp uncultuエed　gam刀ユa　　・ strai皿G1・1701（EF．368020）

17∫30
pro七eobaGteエium　clone

（91）

Belgica2005∫10・120’17

（DQ351748）（94）

U且cu1七ured　bac七erium　clone
　　　■
Maエme　gamma

510bp 39／39
nsエnp「▽118（AB　212892）（99）

proteob　acterium　HTCC2149

@　　　（AY386331）（9σ一91）

　以下に、148bpと510　bpのT・RFs長を持つクローンの系統学的位置について、順に簡

潔に説明する。

　148bpのT’RFs長を持つク1コーンは、クローンによってclosest　matchに若干の違いが

あったが、どのクローンもMatriPobaeter　taiwanensis　strain　Gl・1701（EF368020）に91％

の相同性を示した。

　510　bpのTLRFs長を持つクローンは、どのクローンもclose呂t　matehであるuncUltured

bacterium　clone　nsmpVI18（tA　B212892）に99％の相同性を示した。一方、　closest　relative

であるma五且e　gam皿a　proteobaqterium　HTCC2149（醒386331）に90・91％の相同性を示

した・また・」艶血顔o加6孟蝕吻瀦趣（AB266055）にも85％の相同性を示した。’

　以上から、（Slamzuaproteobaeteria綱に分類される」瞼地o加o撤属とPelagrbbacter属

の2属に近縁な細菌が、嫌気的フェノール分解に関与する細菌と考えられた。’
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4．4　考察

　本章では、人工安水処理硝化脱窒プラントの活性汚泥を対象として、嫌気的フェノール

分解細菌をRNA・SIP法によって特定することを試みたe安水のような高濃度のフェノール

を含む排水を処理するシステム中において、重要な役割を担っている嫌気的フェノール分

解細菌に関する知見はこれまでに殆どない。また、嫌気的フェノール分解細菌を、培養法

に付随するバイアスを介さない分子生物学的手法により網羅的に解析した報告もこれまで

にない。なお、土壌中のフェノール分解細菌をDNA－S］　P法によって調査した報告例は2

例ある（Padmanabha皿et　aL，2003；DeRito討証，　2003）。しかし、嫌気的フェノール分解

であるかは不明であるeよって、著者の知る限りでは、本研究は、嫌気的フェノール分解

細菌をRNA・SIP法によって特定した最初の研究である。

　ここでは、まず、培養中に観察されたフェノールの減少が脱窒によるものであったかを

考察する。次に、RNA－SIP法によって特定された嫌気的フェノール分解に関与する細菌に

ついて、それらがフェノールを直接同化したのか、それともフェノールの代謝産物を同化

したのか（crOSS－feederという位置づけ）を、既往の知見の情報を交えながら考察していく。

4．4．1硝酸塩存在下での嫌気的フェノール分解

　培養中に観察されたフェノールの減少が脱窒反応によるものであったかどうかを推測し

た。汚泥Bについては、培養期間中にフェノール濃度・硝酸塩濃度・亜硝酸塩濃度を測定

した。一方、汚泥Cについては、フェノール濃度・硝酸塩濃度を測定した。添加したフェ

ノール量と硝酸塩量からこれらの物質収支をとり、考察していくe

汚泥Bにおける硝酸塩存在下での嫌気的フェノール分解

　培養中、硝酸塩が減少し、また、亜硝酸塩が蓄積していた。一硝酸塩が亜硝酸塩を経て窒

素ガスに変換されたと仮定し、硝酸塩が受容した電子量を計算した。硝酸塩が亜硝酸塩ま

たは窒素ガスに還元されるとき、硝酸塩1mo1あたりそれぞれ2皿01または5mo1の電子

を受容するeまた、フェノールが完全酸化されるとき、フェノール1moユあたり電子を28　mo1

供与する・35時間後までに、フェノールはO．710（mo1／gMLSS）消費され、硝酸塩は3．76

（moUgMLSS）消費され、亜硝酸塩は1．395（皿01／gMLSS）蓄積された。これらの関係を利用

して、硝酸塩が受容した電子量から、完全酸化されたフェノールの量xmoユを計算した。

一方・フェノールの実際の減少量yエno1を、添加量と残存量から計算した。　ylxの値は、1．36

倍であった。この値は、フェノールの一部が同化されたためだと考えると説明がつく

（Tschech＆Fuchs，1987）。すなわち、フェノールの減歩は脱窒と、その際に生成された

エネルギーを利用したIRI化であったと考えられる。

汚泥Cにおける硝酸塩存在下での嫌気的フェノール分解

汚泥Bと同様に、培養中フェノールが減少し硝酸塩が減少していた。汚泥Cについては
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亜硝酸塩の濃度を測定しなかったので、利用された硝酸塩は窒素ガスに変換されたと仮定

し、硝酸塩が受容した電子量を計算した。硝酸塩が窒素ガスに還元されるとき、硝酸塩1mol

あたり5皿olの電子を受容する。また、フェノールが完全酸化されるとき、フェノール1mol

あたり電子を28皿01供与する。9．7時間後までに、フェノールは0219（mo1∫gMLSS）消費

され、硝酸塩は0．692（moYgMLSS）消費された。これらの関係を利用して、硝酸塩が受容

した電子量から、完全酸化されたフェノールの量xmo1を計算した。一方、フェノールの

実際の減少量y　molを、添加量と残存量から計算した。　ylxの値は、1．77倍であった。

　この結果は、第4章に述べた汚泥Bの場合（1．36倍）と比べるとやや大きな数字である。

第4章で述べたように、y／xの値は通常1よりもやや大きくなる。その最も大きな理由と考

えられるのは、フェノールの一部が完全酸化されるのではなく微生物によって同化される

ためである。しかし、今回得られた1．77倍という数字は、同化のためであると説明するの

にはやや大きすぎるように思われるe

　今回ylxの値がやや大きくなった原因として、次のようなものが考えられるであろう。（1）

フェノールが完全酸化されず部分酸化物までしか酸化されていなかったという可能性、お

よび、（2）外部から酸素が混入していた可能性、また、（3）嫌気性発酵によりフェノールが分

解された可能性。

　（1）については、試料中のフェノール以外の有機成分を分析していなかったので、可能性

を否定することはできない。

　（2）が原因であるとすると、蓋（アルミシール）のしめ具合の違いや、あるいは基質の追

加の際に外部から酸素が混入したとすると、バイアル間でフェノールや硝酸塩の減少量に

ばらつきが生じるであろう。しかし、そうしたばらつきは非常に小さかったので、この可

能性は非常に小さいと考えられる。

　（3）については、培養9．7時間以降は、添加したフェノールを完全に酸化するのに十分な

硝酸塩が添加されていない状態で培養を行い、硝酸塩が枯渇するとフェノールが減少しな

くなったことから（培養14．8，24．7時間後までのy∫xの値は1．83と1．81であり、培養9．7

時間後（1．77）と大差がない）、その可能性が低いと考えられたe

　なお、今回の検討では亜硝酸を分析しなかったe亜硝酸が蓄積されていたとすると、y∫x

の値はより大きくなるはずであるeいずれにしても、フェノールの分解が脱窒だけによる

ものであったとは言い切れない。しかし、フェノールの分解が主として脱窒により起きた

ことは間違いないであろう。

4．4．2嫌気的フェノール分解細菌の特定

　フェノールの減少が脱窒反応によるものであった可能性が高かったことがわかった。こ

のことから・［13C6】フェノールは脱窒反応に伴い同化されたといえる。そこで、ここでは、

13Cを同化したと特定された細菌がフェノールを直接同化したのか、それともフェノールの

代謝産物を同化したのかを考察していく。そのための基準として次の4つを基準とした。
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①TRFsが検出された順番

　早い1頂番で検出されれば、直接同化した可能性が高いと考えられる

②’1｝RFsが初めて検出された汚泥サンプルの培養時間の長さ

　短い培養時間で検出された場合、直接同化した可能性が高いと考えられる

③13Cライブラリーで検出されたクローンの数

　クローン数が多い場合、13Cを多く同化した（直接同化した）可能性が高いと考えられる

④嫌気的フェノール分解細菌に関する既往の知見

　T－RFsの系統学的位置に嫌気的フェノール分解能が報告されている場合、直接同化した

可能性が高いと考えられる

　なお、これら4つの基準に基づいて、汚泥Bと汚泥Cで13Cを同化したと特定された1｝RFs

の検出までの培養時間、系統学的位置、文献情報による嫌気的フェノール分解能の有無の

確認、クローン数をまとめたものを表4・3に示した。

汚泥Bにおける嫌気的フェノール分解細菌の特定

　まず結果を整理すると、TRFLP解析とクローニング解析の結果から、83　bpと148　bp

と495　bpと510　bpのT－RFsに相当する塩基配列は、それぞれAzoareus属またはTkauera

風Pelagr’obacter属、　Pseudomonas属、」磁油励噸ず属またはPelagr’obaeter　Mまたは

Pseudomaonas属に近縁な塩基配列であることがわかったe培養6．5時間後では、83　bpの

T・RFが13C系列の浮遊密度の高い分画において優占したTR　Fとして初めて検出された（図

4・1A）。しかし、148　bpと510　bpのT－RFは、僅かながら検出されただけであった（図4－1A）。

一方・培養35時間後では、83　bpのTRFは依然として優占した！［LRFとして検出されてお

り（図4・2A）、それに加えて、148　bpと510　bpのTRFも13C系列の浮遊密度の高い分画

において優占したTRFsとして検出されるようになった（図4－2A）。また、495　bpの「T・RFs

が僅かであるが初めて検出された（図4・2A）。

a）83bpのT－RFについて

　83bpのtv－RFに相当するAzoareus属またはTha　uera属は工培養6．5時間後の活性汚泥

から13C系列の浮遊密度の高い分画において優占したTRFとして初めて検出され、さらに

83　bp，　148　bp，495　bp，486　bp，5・I　O　bpのTLRFsの中で一番初めに検出されたため、直接的

に［13C6］フェノール由来の．13Cを同化していると考えられた。よって、　Azoarcus属に近縁な

細菌を嫌気的フェノール分解細菌であると特定した。なお、83　bpのTRF長を持つクロー

ンは1クローンを除いて・残りのクローンはAzoarcus　sp．　strain　22Linに近縁であったe

Azoareus　sp．　strain　22Linは、　cyclohexane・，1．2・dio1を炭素源及び電子供与体として、硝酸

塩を電子受容体として生育することが知られている（Harder，1997）・また・AzoareuS　sp．

FLO　5にも近縁であった（約97％の相同性）。　Azoarcus　sp．　strain　FLO5は、フェノールを

唯一の有機物源として、硝酸塩を電子受容体として生育することが知られている（van　S　chie
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＆Young，1998）。

　一方・残りの1クローンは，’Tha　uera　aronia　tiea　strain　LG356に近縁であったe　Tha　uera

aroma　taba　LG356は脱窒条件下ではフェノールを分解しないとの報告があり’（Mechichi　et

al，2002）、また、　Manefieldらは、　RNA・SIP法を用いてTha　uera　aromain’eaを安水処理

活性汚泥の好気的フェノール分解細菌と特定した（Ma：nefield　et　aZ，2002）。しかし、同じ

勉韻θ蝦a㎜a臨没であるThauera　aroma　tiea　strain　K172は、嫌気的フェノール分解細

菌（脱窒条件下でフェノールを分解する細菌）として、古くから非常に良く研究がされて

きている（Lack訂証，1991；Lack＆Fuchs，1992，1994；Schmeli　ng　et　al．，　2004；Schtih　le＆

Fuchs，2004）。このように、　Tka　uera　aroznatieaは株によって性質が異なる。これらの文

献情報と検出されたクローン数が1クローンと少ないことから、このクローンに対応する

Tba　uera属に近縁な細菌がフェノ・一一一一ルを直i接同化したと判断するのは状況証拠が不十分で

あると考えた。そこで、［13C6］フェノールを直接同化した可能性と、他の微生物によって

［i3C6］フェノールが代謝された後の代謝産物を摂取・同化した可能性の両者を考え、嫌気的

フェノ・一・・一ル分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌と特定した。

b）148bp，495　bp，510　bpの［1］・RFsについて

　148bp，495　bp｝510　bpの7｝RFsのうち、148　bp，　510　bpのrlLRFsは培養6．5時間後では

僅かながら検出され・培養35時間後になって初めて強く検出された。一方、495bpのTRFs

は培養35時間後になって僅かながらだが初めて検出された。

　148bp，495　bp，510　bpのTLRF長を持つクローンは、それぞれPelagr’oba　eter　variabiZtS

（148bp：相同性は91・92％）、」Pseudomonas　putida　strain　Z24zhy（495　bp：相同性は

90’91％）・Mi’erebttlbifer　thermotolerans（510　bp：相同性は91％）またはPelageobacter

日ρ晦θ（510bp：相同性は90％）またはPseudomonlas　sp．AB42（510　bp：相同性は94％）

に近縁であり、510bpのみ3つのグループに分類された。しかし、どのクローンもclosest

relative　sとの相同性が低く、これらのe1。sest　rela七ivesや相同性の高い環境クローンの塩

基配列の中に、嫌気的フェノール分解や嫌気的芳香族化合物分解｝と関連する報告があるも

のはなかったここれらのことから、148bp，495　bp，510　bpの’ILRFsに対応する細菌が、フ

ェノールを直接同化したと判断するのは状況証拠が不十分であると考えたeそこで、［i3C6］

フェノールを直接同化した可能性と、他の微生物によって［i3Cts］フェノールが代謝された後

の代謝産物を摂取・同化した可能性の両者を考え、嫌気的フェノール分解細菌または嫌気

的フェノール分解に関与する細菌と特定した。なお、いずれの細菌も系統学的に新規性が

高かった．

　以上から・Azoareus属に近縁な細菌は、人工安水処理硝化脱窒プロセスにおいそフェノ

ールを嫌気的に直接同化していると強く示唆され、Azoareus属に近縁な細菌を嫌気的フェ

ノール分解細菌と特定した。一方、Mierob　ulbifer属、　Pelagr’oba　eter属、　Pse　udomonas属、

Tha　uera属に近縁な細菌は、人工安水処理硝化脱窒プロセスにおいてフェノールを直接同
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化している可能性と、他の微生物によって生成されたフェノールの代謝産物を同化してい

る可能性が示唆された。よって、．iva’erob　ulbffer属、」Pelagr’obaeter属、　PSθudomonaS属、

Tha　uera属に近縁な細菌を、嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関

与する細菌と特定した。なお、Mierobulbffe2’属、2ε血顔o加o孟θr属、　Pseudomonas属に近

縁な細菌は、嫌気的フェノー一一・一ル分解細菌としての報告がこれまでになく、系統学的に新規

性が高かった。

汚泥Cにおける嫌気的フェノール分解細菌の特定

　まず結果を整理すると、TRFLP解析の結果とクローニング解析の結果から、148　bpと

510bpの7｝RFsに相当する塩基配列は、それぞれMarinobacter属と只θコ』ゴo加cεar属に

近縁な塩基配列であることがわかった。これらの細菌が嫌気的フェノール分解に関与して

いることは間違なく、両者共に9．7時間という短い培養時間で非常に強く標識されていたこ

とから考えて、両者共にフェノールを直接同化している可能性が高いと考えた。但し、148

bpと510　bpのT－RFsに対応する細菌のどちらか一方がフェノールを直接同化し、その代

謝産物を残り一方が同化したという可能性も考えられたeしかし、この可能性は低いと考

えた。以上から・GammaPt’oteobaeteria綱に分類されるManinobaeter属とPelagrobaeter

属の2属（約900　bpの16S　rRNA塩基配列から推定された近縁種）に近縁な細菌を嫌気的

フェノール分解細菌と特定した。

　なお、既往の知見で述べたように、Ganimaproteobaeten’a　msに分類される嫌気的フェノ

ール分解細菌は報告されていない。また、既に報告のあるBetaρroteebaeten’a綱に分類さ

れるThauera　a・’・matiea・t・ain　K172（Bre血igθ‡誌2000；S，㎞e麺9θ孟記2004；

SchUhユe＆Fuchs，2004；Boll＆Fuchs，2005）とOlb●加泌逗綱に分類される
Sedinien　tibaeter　byd　z’oA［vbenzoieus　strain　JV口Z－1T　（Zha皿g＆「S7VTie　ge1，－1990；Zhang　＆

Wiege1，　1994；　He＆Wiege1，1995；Breitelistein　et　al，　2005）とでは、その代謝経路が若干

異なる．このように系統学的位置が異なるとその代謝様式も異なることや、嫌気的フェノ

ール分解細菌と特定されたManhoba　e孟er属とPelagn’obacter属に近縁な細菌は系統学的に

新規性が高いことから、これらの細菌が新しい代謝経路を持っている可能性も考えられた。
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第4章嫌気的フ；ノール分解細菌のRNA・SIP法による特定

4．4．3汚泥Bと汚泥Cに生息する嫌気的フェノール分解細菌の比較
L－@．IT’帽’　昔H　　1「一　　’　　T　lne　t’「一　゜≠－ptt－n－rrbe－，q－T－－h栖pb一ザL－p”vww申一一一硲＋叫‘・亀垣’pm・・b”n”’一・－辿一」・一一へw高一匂」・．．≠　．“．＿－r－一中nt　M．一旬」一一駒）－r－be1－fi．’　千恒r－t㎏、nlar●　，

　「4・42　嫌気的フ4ノール分解細菌の特定1での考察を基に・汚泥Bと汚泥Cから嫌気

的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌として特定された細菌

の’［1］－RF長と系統学的位置を表4・4にまとめたeこれを見ると、汚泥Bと汚泥Cには類似

点と相違点があることがわかる。以下、それぞれについてまとめたe

　表・1－tl汚泥Bと汚泥Cの嫌気的フェノール分解細菌または

嫌気的フェノール分解に関与する細菌のT－RFs長と系統学的位置

TRF長
嫌気的フェノール分解細菌の系統学的位置 活性汚泥の種類

綱 属・ 汚泥B 汚泥C

83bp 五θ卸斑岳o加6茜θ融
Ao脳徽・ ○ 一

斑ロロθ瑠 △ 一

148bp 勘幽o加6孟εrb △ ○

495bp 蕗θロdo斑oロaθ △ 一

θ己皿皿靱弼θo轟a酷幽 聴侃口ゐ1扇5艶τb △ O
510bp Pθ］陵画o加已蹴 △ 一

盈θロd1σ囮oロ丘8 △ 一

O，嫌気的フェノール分解細菌と特定された

△，嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌（cross－feeder）と特定された

一一C検出されなかった

a，属名は・汚泥Bから得られた16S　rRNA全長塩基配列に基づいて記述した。

b、汚泥Bでは16S　rRNA全長塩基配列を解読し、汚泥Cでは約900　6pの16S　rRNA　hi基配列を解読したため、汚

泥Bで同定されたPelage’obaeter属と』伽加劫雌r属に分類される細菌は、汚泥Cではそれぞれ1融加融紐属

とPelage’obacter属に対応する．

a）汚泥Bと汚泥Cの類似点

　汚泥Bと汚泥Cで嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細

菌と特定された細菌の塩基配列を比較した（同じ領域である27fr907r間の塩基配列を比較

した）・すると・汚泥Bで検出された」酷血画o加oおr属に近縁な細菌（148　bpのi［LRF）と

汚泥Cで検出されたMambobaeter属に近縁な細菌（148　bpのTRF）が高い相同性を示し

た（相同性98・99％）（表4・4）。同じく汚泥Bで検出されたMibTob　ulbifer属に近縁な細菌

（510bpのTRFの一部）と汚泥Cで検出された」Pelagiobaeter属に近縁な細菌（5　iO　bp

のT’RF）も高い相同性を示した（相同性99％）（表4・4）。但し、汚泥Bの510　bpのTRF

に対応する塩基配列は3つのグループに分類されており、その中で最もクローンの多かっ

た1つのグループの塩基配列（16S　rRNAの全長塩基配列で11fierobulbifer　th　ermotolerans
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と91％の相同性を示したグループの塩基配列）との相同性が高かPた（表4－gt）。

　なお、Pelagt’obacter属（または蛭醐o加醜r属）に近縁な細菌（148　bpのtlLRF）と

繊郡o加茄艶r属（またはPelagt’obaeter属）に近縁な細菌（510　bpのq｝RF）は、汚泥B

では嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌

（cross・feeder）と特定されたが、汚泥Cでは嫌気的フェノー一ル分解細菌と特定された。

b）汚泥Bと汚泥Cの相違点

　汚泥Bでは、汚泥Cでは検出されなかった塩基配列が検出された。

　汚泥Bでは・83　bpの乎RFに対応するAzoareus属が培養i　6．5時間後の活性汚泥から13C

系列の浮遊密度の高い分画において優占した一T・RFとして初めて検出され、直接的に［i3C6］

フェノール由来の13Cを同化している嫌気的フェノール分解細菌であると結論付けられた。

Azoarcus属は嫌気的フェノール分解細菌として良く研究がなされている（Rabus＆Widde1，

1995；Schie　＆　Young，1998；Rabus訂已，2005）。一方、このAzoareus属に近縁な細菌は、

汚泥Cのクローニング解析とシーケンシング解析では、ユ3Cライブラリーと対照ライブラリ

ーの両方から1クローンも検出されなかったe汚泥Bで最も優占していたこれらの細菌が、

プロセスの蓮転条件を何度か変更する中で、約7ヵ月後の汚泥Cでは全く検出されなくな

った（tRNAを対象としたクローニング解析によっては全く検出されない程度の存在量にな

った）ということになる。

　また、嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に蘭与する細菌と特定さ

れた細菌に関しては・83bpのT｝RFに対応するTka　uera属、495　bpのT－RFに対応する

Pseudomonas属・5工O　bpのTRFに対応する」臣血8鋤ao孟●r属とPseudomonas属は、汚

泥Bでは検出されたが汚泥Cでは検出されなかった。但し、汚泥Bでは汚泥Cよりも長い

時間培養した汚泥をクローニング解析とシーケンシング解析に供しているため、

cross－fe　edi：ng効果によって汚泥Bでは汚泥Cよりも多くの細菌が検出される可能性が高く

なることに留意する必要がある。

　以上をまとめると、汚泥Cでは、汚泥Bで嫌気的フェノール分解を担っていたA．zoareus

属に近縁な細菌（83　bpのTRF）に変わって、　Ma2rinobaeter属とPelagr’obaeter　msの2属

に近縁な細菌（それぞれ148bpのT・RFと510　bpの［1］’RFsの一部）が嫌気的フェノール

分解を担う形になっていた。その一方で、Maz　inobaeter属（汚泥Bでの16S　rRNA全長解

析では」協瓢加遊蛭τ属）とPelagt’obaeter属（汚泥Bでの16S　rRNA全長解析では同じ

く醜卵ロba　eter属）の2属に近縁な細菌とPseudornonas属に近縁な細菌は汚泥Bにも検

出されたv

　このような違いをもたら1した要因を特定するのは容易ではないが、汚泥Bと汚泥Cの人

工安水処理硝化脱窒プロセスの運転温度が考えられた。汚泥Bでは約23℃、汚泥Cでは約

33℃でプロセスの運転を行っていたeこの運転温度の違いが嫌気的フェノール分解細菌の

生息に影響したひとつの要因であったのかもしれない。
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4．5　結論，

　本章では・人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの活性汚泥を対象として、嫌気的フェノ

ール分解細菌をRNA・S工P法によって特定することを試みた。

　汚泥Bでは・Azoa1’eus属に近縁な細菌が嫌気的フェノール分解細菌として特定された。

一方、雌迦o加坊飽r属、Pθlagrobaetei’属、　Pseudomonas属、　Thauera属に近縁な細菌が

嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌として特定された。

また、1va’c2’ob　ulbifer属、」Pelagr’eba　etei’属、　Pse　udomonas属に近縁な細菌は、嫌気的フェ

ノール分解細菌としての報告がこれまでになく、系統学的な新規性も高かった。なお、本

プロセス内の嫌気的フェノール分解細菌を［i3C61フェノールで標識するためには、6．5時間

という短時間でも可能であることがわかったe

　汚泥Cでは・Marinobaeter属とPela8n’obaeter属（約900　bpの16S　rRNA塩基配列か

ら推定された近縁種）に近縁な細菌が嫌気的フェノール分解細菌として特定された。また、

これらの細菌と近縁種との相同性は90－91％と非常に低く、新しい系統学的位置に属すると

考えられた。さらに、近縁種には嫌気的フェゾー・一・ル分解能を持つ細菌の報告はなく、これ

らの細菌は新規な嫌気的フェノール分解細菌と考えられた。

　また・汚泥Bと汚泥Cで特定された嫌気的フェノール分解細菌または嫌気的フェノール

分解に関与する細菌（cross－feeder）を比較した（表4・4）e結果、汚泥BではAzeareus属

に近縁な細菌が嫌気的フェノール分解細菌と特定され、汚泥CではMarinobaeter属と

Pelagubbacter属の2属に近縁な細菌が嫌気的フェノール分解細菌と特定された。っまり、

汚泥Bと汚泥Cでは、異なる系統学的位置の細菌が嫌気的フェノール分解を担っていたこ

とがわかった。一方、汚泥CのMarinoba　cter属（汚泥Bの1；dilerob　ulbifer属に相当）と

Pelagr’obaeter属（汚泥CのPelagroba　eter　msに相当）の2属に近縁な細菌は、汚泥Bでは

嫌気的フェノー一ル分解細菌または嫌気的フェノール分解に関与する細菌（crOSS・feeder）と

特定され・この他にもPse　udomonas属に近縁な細菌が特定された。このように、両汚泥に

共通して一部で同じ系統学的位置の細菌が特定されたが、嫌気的フェノール分解細菌とし

て特定された細菌は、汚泥Bと汚泥Cでは異なっていた。
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