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ζ5．1　はじめに

　　本章では、好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

物源として与えて活性汚泥を好気培養した。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。各分画の16S　rRNAを対象として、　TRFLP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好気的フェノール

分解細菌を特定した。なお、汚泥Aと汚泥Cを実験サンプルとして用いた。

　　また、最後に第4章と第5章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と、好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解に

関与する細菌を比較した。

，滋実験方鷲＿＿＿＿＿＿、。。．＿。＿三＿＿。＿．

5．2．1活性汚泥の好気培養

　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Aと汚泥Cを使用

した（汚泥Aと汚泥Cの性状は、第3章の「3．1供試試料」を参照）。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Aの好気培養

　汚泥A（MZLSS　1626mglL）にフェノールを有機物源として与え好気培養したe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、［13C6］フェノール）を与える

13C系列と標識されていないフェノール（以下、［12C6］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の濃度は約0皿9　liter’i（検出

限界以下）であった。

　50n1の滅菌済み三角フラスコに20　m1の括性汚泥を分注した。［i3C6］フェノ・－d．一ル

（Ca皿b五dge　IsotOp　e　Laboratories，　USA）または［i2C6］フェノール（和光）を3．0皿9添加した

（最終濃度は約270mg　liter’i）。滅菌済みシリコ栓で蓋をして、24℃で暗所で振邊培養を
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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9本、対照系列

9本）。

　培養0・6・13時間後に、13C系列と対照系列のそれぞれ3本ずつの三角フラスコを開封

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　acetate　Mter（ADVANTEC）でろ過して

水質分析したe

汚泥Cの好気培養

　汚泥C（MLSS　9706mglL）にフェノー一ルを有機物源として与え好気培養した。1SC系列

と対照系列を用意した。培養前の活性汚泥の上澄液中のフェノール、硝酸塩は、それぞれ

約O　mg　liter’i（検出限界以下），53　mgN　liter’1であったe

　50mユの滅菌済み三角フラスコに10血1の活性汚泥を分注した。［13C6］フェノール

（Cambridge　lsotope　Laboratories，　USA）または［i2　C　6］フェノール（和光）を1．O　mg添加した

（4回のパルス添加の最終濃度は約70・90mg　liter1）。滅菌済みシリコ栓で蓋をして、33℃

で暗所で振蓋培養を行った。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、残存しているフェノールの濃度を適宜分析し、

必要に応じてフェノールを追加した。培養2．1，3．7，5．7時間後に［13C6］フェノールまたは

［12C6】フェノールを1．Omg添加した。基質添加はフェノールが枯渇する前に行うた。

　培養2．1，　3．7，5．7，7．8時間後に、13C系列と対照系列のそれぞれ3本ずつの三角フラスコ

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cel1U　lose　acetate　Nter（AD立宜NTEC）でろ過

して水質分析した。

　［12C6］フェノールを与えた残りの8本の三角フラスコについては、2．1時間後に三角フラ

スコ工本を開封し、遠心分離およびろ過により上澄液を回収した後、フェノール濃度を分

析した。

・5．2．2水質分析

　　活性汚泥の上澄液中のフェノール濃度を測定したe測定方法は第3章の「3．4水質分析

　法」に従った。

5．2、3RNA－SIP法

汚泥AのRNA－SIP法
　13C系列と対照系列の培養6時間後の活性汚泥サンプルをRNA抽出以下のRNA・SIP法

に供した。実験手順は第3章の「3．2RNA・stab工e　isotop　e　probing（SIP）法」に従った。

　ここでは・乎RFLP解析、クロー一ニング解析、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・TR肌P解析では、　EAM標識された27fプライマーと非標識の907r
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プライマーを使用した（La皿e斑泌，1991）。クローニング解析では、27fプライマーと1492r

プライマーを使用した（La　ne　et　al．、1991）。シーケンシング解析では、357fプライマーと

519rプライマー一を使用した（Lane　et　al．，1991）。

汚泥CのRNA－SIP法
　13C系列と対照系列の培養2．1時間後と培養5．7時間後の活性汚泥サンプルをRNA抽出

以下のRNA－S］IP法に供した。実験手順は第3章の「32　RNA－stable　jsotope　prol）ing（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。rFRFLP解析では、　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　et　al．，1991）eクローニング解析では、27fプラ

イマー一と907rプライマーを使用した（La鵬討a1っ1991）。シー・一一ケンシング解析では、1357f

ブライマーと519rプライマーを使用し（La皿e　etal．．1991）、クローニング解析で対象とし

た27il907r間の塩基配列を決定した。

｝丘3、糠：．’．　L　が　∵1、
r　－－t－t，　　　　　　　．　　一　　　　　　　　唱｝－Wh・－u－一・’一・一一F」－P－・一・r・b・L－・－・’・v・“一・｝－H・－v－P－e．一一L－MNI治・叫←軸一一・叶・

…5．3．1活性汚泥の好気培養

汚泥Aの好気培養

　13C系列と対照系列のフェノール濃度とpHの挙動を図5・ユAと図5・IBに示す。両系列共

に、培養6時間後にはフェノールがすべて分解され、pHは培養開始時とそれほど変化がな

かった。なお、培養6時間後の汚泥Aの上澄液は明るい黄色を呈していた。

汚泥ロの好気培養

　13C系列と対照系列のフェノール濃度の挙動をモニタリングした。両系列共に、初期添加

及び培養期間中にパルス添加したフェノール1．Omgが、次の活性汚泥サンプリング時間ま

での約1．6・2時間の間に消費された。また、汚泥Aとは異なり、培rc　2．1，3．7，5．7，7．8時間

後の汚泥Cの上澄液は明るい黄色を呈していなかった。
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図中のプロッートはtriplicateで行なった平均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。

5．3．2TRFLP解析　　一

　第4章で述べたように、［13C6］フェノール由来の13Cを同化した細菌の13C系列の，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。一一

汚泥AのT－RFI．ip

13C系列と対照系列の培養6時間後の活性汚泥を用いて作成したTRFLPプロファイルを

図5－2Aと図5・2B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。その内の浮遊密度の高V＞　6分画と低い

2分画の合計8分画を示した。　　　　　　　∵

　こうして・83　bp，122　bp、141　bp，　495　bp，497　bpの［［LRFsを好気的フェノール分解に関

与する細菌由来のT’RFsと特定した。また、これらのT・R　Fsの13C系列と対照系列のそれ

ぞれの分画中での相対的’1LRFs割合の推移を図5・3に示す。浮遊密度が高い分画に移行す

るにつれて、どのTRFsにおいても対照系列よりも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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汚泥Cの乎RFLP
　13C系列と対照系列の培養2．1時間後と培養5．7時間後の活性汚泥を用いて作成した

’ILRFLPプロファイルを、それぞれ図5－4．Aと図5・4B、図5・5Aと図5・5】3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、全一12分画のT－RFLPプロフ

ァイルを作成した。

　こうして・培養2．1時間後には、122　bp，276　bp，439　bp，　440　bpのT’RFsを好気的フェ

ノール分解に関与する細菌群由来のTRFsと特定した。一方、培養5．7時間後には122　bp，

276bp，439　bp，440　bpのT’RFsに加えて、495　bpのq｝RFを好気的フェノール分解に関与

する細菌由来のT－RFsと特定した。これらのT’RFsの13C系列と対照系列のそれぞれの分

画中での相対的TRF8割合の推i移を図5・6（培養2．1時間後）と図5・7（培養5．7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うれで、対照系列よりも13C系

列での相対的T・RFs割合が高くなっていることがわかる。
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図5－7汚泥Cの培養5・7時間後における122　bp，　276　bp，　439　bp，　440　bp，　495　bpの

　　　TRF5長を持つTRF8の各分画中における相対的TRFs割合の推移

　　　　　　　　　　　　±（●，　13C系列；○，対照系列）
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5．3．3クローニング解析とシーケンシング解析

　tlLRFLP　Pt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

TRFs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。

汚泥A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、好気的フェノール分解に関与する細菌由来のT－RFs’と特定された

83　bp，122　bp，141　bp，495　bp，497　bpの［PRFs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。13Cライブラリーは浮遊密度が1．805　gml’iの分画から61クローン

（図5－2A）、一方、対照ライブラリーは浮遊密度が1．797　gmr1の分画から74クローン（図

5・2B）を獲得し、シーケンシング解析に供した。

　357fl519r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。得られた工6S　rRNAの部分塩基配列は約1000　bpであっ，た。これらの塩基配列を血泌即

で解析して、27額07fプライマーセットと制限酵Pt」Msplを用いた’1・RFLP解析で生成され

ると予想される［PRFs長を決定したe

　結果、83bp，122　bp，495　bp，497　bpの！FRFs長を持つクロー一ンは獲得できたが、141　bp

のT’RFs長を持つクローンは獲得できなかった。次に、　Blastnプログラムにより83　bp，122

bp，495　bp，　497　bpの’ILRFs長を持つクローンの近縁種を決定した。1sCライブラリーと対

照ライブラリーにおけるこれらのクローンの数と近縁種を表5・1に示す。表5－］の中の

closes七matchとclosest　relativeは、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e

　83bp，122　bp，　495　bp，　497　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16クローンと10クローン（83bp）、18クローンと35

クローン（122bp）、3クローンと0クローン（495bp）、8クローンと1クローン（497　bp）

であった。83　bp，497　bp，495　bpの’1’‘RFs長を持つクローンでは、13Cライブラリーでの

クローン数が対照ライブラリーのクローン数を上回ったが、122　bpのT・RFs長を持つクロ

ーンのみが逆となった。また、122bpと497　bpの’［ELRFs長を持つクローンは、僅かに異

なる複数のグループに分かれた。122bpのT’RFs長を持つクローンは、　closest　matchの

僅かに異なるクローンがユ3Cライブラリーと対照ライブラリーに1クローンずつ検出され

た。一方、497bpのTFRFs長を持つクローンは、3つのグループに分類され、うち2つの

グループのclosest　relativeは」瞼地oゐao缶西ロ斑呂P．　strain　IC961と同じであったe　i残り1

つのグループのclosest　relativeは、　Z丘1ba、蹴随瓢o砧」ロeyanodem’trifieans　strain　ARhl）

eSY360060）に91％の相同性を示1した。
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1第5章好気的フェノ・一ル分解細菌のRNA・S怪法による特定

表5’1・汚泥Aの13Cライブラリーにおいて好気的フェノール分解に関与する細菌と特

定されたク『一一ンの16S　rRNA塩基配列に基づいた近縁種（Bla8tnプログラムによる）

ヨ｝R■， ク1ローン数 クローン数、

長 （13Cライブ
　　一
i対照ライブ

Closes七matell（相同

（bp） ラリー一 ラリー）

性（％）） （％））’

@　　　　メ　　　1

　　　　　　　’㊨mロθ酋am皿a磁
uncultured

83 16 10” 1〕acteriUIll　clone　DR－7、

ﾁ「945908）（99・100）

　stra誼LG356一

ｧJ315680）or　strai皿

SP（AJ315679）（99・100）

Bacterium　G罫Cr・3
17 34

（DQ154279）（93）
左に同じ

’

辿bu1加led
一

122
act垣obactelium Bacte孟um　G封Cr　3

1 1
clone　A－CIR・FO7 （DQ154279）（93）

、（醒307866）（97） 　　　　　☆’　　‘　　’

@　　ヘﾖ

’ 1謝b斑伽aβ

495 3 0 或囮θ血i泣｛担 左に同じ

一 鐡211860）（99）

Uncu1七泣ed

bacte査u皿clo皿e
、砿昆地0加θ岳㎡辺鵬p．

4． 0 stra正IC961

・

　　N五gata－14

iAB243825）（98－99＞
（A8196257）　（98）

』曇麺o乃庄漉㎡迦sp．

497 3 0 5trai血IC961 左に同じ

（AB196257）（99）

luneul加red 鑑o磁泌励盟b

1 1
bacte画U血Clone 肋鯛五α海毒左莇伽β

POX3b工iB11 str盒in　ARhD

（EU491366）（97） 伍Y360060）（91）
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第5章　好気的フェノール分解細菌のR，NA・SIP法による特定

　以下に、83bp、122　bp、495　bp、497　bpのtrLRFs長を持つクローンの系統学的位置た

ついて、順に簡潔に説明する。

　83　bpの乎RFs長を持つクローンは、どのクロP－一一一ンもTha　uera属に近縁であった・

　122bpのTLRFs長を持つクローンは、表5－］に示すとおり、全53クローン中2クロー

ンのみが系統学的1：やや離れていた。但し、どのクローンもPropi’onibaeteit．’．um属に近縁

なBacterium　GFCr’3（D　Q　154279）に近縁であった。また、どのクローンもPrOpionit7erax

属に近縁な好気的フェノー一ル分解能の報告のあるEubacteri㎜sp．　strain　PG・04

（AY566577）にも近縁であったe

　495bpのTRFs長を持つクローンは、どのクローンもllalomenas属に近縁であった。

　497　bpのT・RFs長を持つクローンは、表5・1に示すとおり、全9クローン中2クローン

のみが系統学的に離れていた。それら2クローンはTinbalkalip7brio　msに近縁であった。一

方、残りの7クローンはMTari　oba　eten’um属に近縁であった。

　以上から、Betaproteobacteria綱に分類されるTha　uera属、　Gaznmaproteobaeteria綱

に分類されるLl7alomonas属と」脆血0加σ由画ロ皿属と蹴0ヨ、泌嘘画0属、　Aetinobacte27’a

綱に分類されるPropfbnibacterium属の5属に近縁な細菌が、好気的フヱノール分解に関

与する細菌と考えられた。

汚泥Cのクロrニング解析とシーケンシング解析

　乎RFLP解析の結果、好気的フェノール分解に関与する細菌群由来のT－RFsと特定され

た122　bp，276　bp，　439　bp，440　bp，495　bpの’rLRFsの系統学的分類を決定するために、培

養5．7時間後のサンプルからクローニング解析を行った。13Cライブラリーは浮遊密度が’

1．811　9　ml’iの分画から80クローン（図5・5A）、一方、対照ライブラリーは浮遊密度が1．797

9皿1’1の分画から142クロー一ン（図5・5B）を獲得し、シーケンシング解析に供した。

　357il5　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（但し、13Cライブラリーの

276bpのTRF長を持つクローンは、357fプライマーでの解読に失敗し、519rプライマー

で解読した470bpの塩基配列長しか得られなかった）。これらの塩基配列を血ε疏加で解

析して、27fl907f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。

　結果・122bp，276　bp，439　bp，440　bp，495　bpのtVRFs長を持つクローンを全て獲得で

きた。122bp，276　bp，439　bp，440　bp，　495　bpの’IPRFs長を持つクロー一一一ンの13Cライブラ

リー一と対照ライブラリーにおける数は、それぞれ14クローンと26クローン（122bp）、1

クロー一ンと2クローン（276bp）、3クロー一ンと2クローン（439　bp）、2クローンと0クロ

ーン（440　bp）、3クローンと0クローン（495　bp）。また、13Cライブラリーと対照ライブ

ラリーにおける割合では、それぞれ18％と18％（122　bp）、1％と1％（276　bp）、4％と1％

（439bp）、3％と0％（440　bp）、4％と0％（495　bp）であった。また、クローンのアライ
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第5章好気的フェノール分解細菌のRNA・S］P法による特定

ンメント解析を行なったところ・13Cライブラリーの122　bp，439　bp，440　bp，　495　bpのの

TRFS長を持つクロ「ンは（276　bpは1クローンのみ）、それぞれ98－IOO％の相同性に収

まり、グループには分類されなかった。

　次に・Blastnプログラムにより「，122　bp，　276　bp，　439　bp，440，　bp，495　hpの乎RFs長を持

つクローンの近縁種を決定した。これを表5・2に示す。表5・2の中のclosest皿atchとclosest

relativeは・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a

表5’2　汚泥Cの13Cライブラリーにおいて好気的フエノール分解に関与する細菌群と特

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）

ヨ｝琿

ｷ（bp）

クローン数

i13Cライブ

宴梶[）

Closest　match（相同性（％）） Closestヱelative（相同性（％））

ユ22 14／14

uncultured　acti血obacterium

モ撃盾獅?@A・CIR・FO7（AY307866）

@　　　　　　（97）

Bacte正ium　GFCr　3

iDQ154279）（93・94）

276 111

unCUltured　actinobacte亘um

モ月Me　A・C2F・DO9（AY307871）

@　　　　　（96）★

．』盃’ζ（z廿占工竜ρo躍8P．　HS32・2

@　（DQ356893）（93）★

439 3「3

Uncultuエed　org⊇sm　clo且e

@　噸丁・CR・PS－GO2

@　（EU246244）（96）

　α痴昭諏伽a・θ鋤ar1逗

bL・SP20T（Ay962295）（95）

440 2「2
uneuユtured　b　acteTium　clone

c8－89（DQ836762）（97）

」訪odb．わaσ血9Lr　sp．1・5

iAF513400）（95）

495 3／3
面oぬ伽担8ぼ血θロ㎞担

@　（AF211860）（99）
左に同じ

★276bpのみ470　bpの塩基配列に基づいたBlastn結果

　以下に・122bp，276　bp，　439　bp，440　bp，495　bpのTRFs長を持つクロー一ンの系統学的

分類について、順に簡潔に説明する。

　122bpの’ILRFs長を持つクローンは、どのクローンもAetinobacteria綱に分類される

Propfonl’bacterium属に近縁なBact6rium　GFcr3（D　Q　154279）に近縁であった。この他

には・好気的フェノール分解能の報告のあるProρioniEteerax属に近縁なEub　acterium　sp．

strain　PG・04（AY566577）にも近縁であった。

　276bpの’PRFs　ftを持っクローンは、　・」Aetinobaeteria　mo：1こ分類される』猛蜘乃嘩o煤sp．

HS32－2（］〕Q356893）に近縁であった。この他には、　Pseudonoeardi’a　benzenivo2’ans　strairi

B5T（AJ556156）にも近縁であった。
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第5章好気的フェノール分解細菌のRNA・SIP法による特定

　439bpのtVRFs長を持つクローンは、Alphaproteobacteria綱に分類されるaitreimonas

顕晶認逗CL・sp20T（AY962295）に近縁であった。また、原油汚染土壌から検出されたク

ローンであるuncu1七ured　bacteriu皿clone　Y51（EU328076）にも近縁であった。

　440　bpの「PRFs長を持つクローンは、Alphaptoteobaeteria綱に分類されるRhodoba　eter

sp．1・5（AF　513400）に近縁であった。また、海水から分離されたPAHs（p　olyaromatic

hydr。carbons）分解細菌であるCitreieeUa　sp．2－2A（AB266065）にも近縁であった・

　495　bpのT’RFs長を持つクローンは、　Gammaproteobaeten’a綱に分類されるHalomonas

ah’men　taria（AF211860）に近縁であった。

　以上から、A、lphaproteobaeten’a綱に分類されるCitreiniozaas属とRkodebaetei’属・

Gaxnmaproteobaeteria綱に分類されるHalbraonas　k　N　Aetinobaeteria綱に分類される

麺㎞o抽ρo躍属とPropioniba　cterium属の5属に近縁な細菌が・好気的フェノール分解に

関与する細菌と考えられた。

i5．4，、考察1，・　　　一’t
㌔；［…一一・一一一一一一一…一　一　　一・・…T・・’v－一一一・一一r－一一，一・一…一…埠一一一一一一一一・一・d－・・4

　　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、好気的フェノ

　ール分解細菌をRNA・SIP法によって特定することを試みた。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好気的フェノー一一・一・

　ル分解細菌に関する知見は、ManefieldらによってRNA－SIP法での解析例が報告されてい

　る（Manefield　et　al．、2002，2005）。　Ma皿efieldらの供試試料は標準活性汚泥法で運転して

　いるイギリス国内の実安水処理プラントの汚泥であり、本研究の供試試料が日本国内で採

　取されたものである点、海水を多く含む人工安水を処理している点、処理プロセスが異な

　る点（彼らは標準活性汚泥法、本研究は硝化脱窒法）に違いがあった。

　　ここでは、RNA・SrP法によって特定された好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。

t5．4．1好気的フェノール分解

汚泥Aにおける好気的フェノール

　　汚泥Aの好気培養では、初期添加したフェノー一ル3．0皿9は培養6時間以内に全て分解さ

　れた。そして、培養6時間後の活性汚泥上澄液は明るい黄色を呈しており、中間代謝物の

　形成によるものと考えられたe好気的フェノー・一ル分解は、まずフェノールがカテコールに

　代謝される。そして、カテコールが、catecho11，　2’dioxygenase（C120）が関与するオル

　ト開裂とcatecho1　2，　3－dioxygenase（C230）が関与するメタ開裂のいずれかを経由して分

　解される。このうち、後者のメタ開裂を経由した場合、中間代謝物質として

　2－hydiroxymuconic　se血ialdehydeが生成され、これが明るい黄色を呈することが知られて
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いる（Fra過nθ孟記，1981）。これらのことから、好気的フェノール分解に関わった微生物

がメタ開裂を経由して好気的にフェノ…一一一一ルを分解したことが推測されたが（Molin＆

Nilsson，1985；McClure　et　al．．1991）、これらを証明するためにはさらに詳しい検討が必要

である。

汚泥Cにおける好気的フェノール分解

　汚泥Aでは最終濃度が約270mg　li七er1となるようにフェノー一ルを1回だけ初期添加した

のに対して・汚泥Cでは最終濃度が約70－90　mg　liter’zとなるようにフェノールを4回パル

ス添加した・4回パルス添加したフェノール1．Omgは1．6－2時間以内に全て分解された。

しかし・汚泥Aとは異なり、培養後の活性汚泥上澄み液は明るい黄色を呈していなかった。

これは・パルスで添加したために中間代謝物が蓄積しにくかった可能性も考えられた。ま

た・メタ開裂ではなくオルト開裂を経由してフェノールが分解された可能性も考えられた。

但し、これらを証明するためにはさらに詳しい検討が必要である。

5．4．2好気的フェノール分解細菌の特定

　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、「4－，4L．2嫌

気的フェノール分解細菌の特定」と同じく次の4っを基準とした。

①T’IRFsが検出された順番

　早い順番で検出されれば、直接同化した可能性が高いと考えられる

②T’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

　TRFs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i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Aと汚泥Cで1日Cを同化したと特定された丁盈Fs

の検出までの培養時間、系統学的位置、文献情報による好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5－3に示した。

汚泥Aにおける好気的フェノール分解細菌の特定

　’PRFLP解析結果とクロ・一一　：ング解析結果から、83　bp、　122　bp、　495　bp、497　bpの乎RFs

長を持つクローンは、それぞれThauera属、、臨qρ却皿融漉幽斑属、　Halomonas　rk、・

Ma2tinobaeterium　msまたはZ量b磁泌嘘嘘o属に近縁な細菌であることがわかった。以下、
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　既往の知見を交えながら、これらの細菌が直接的に［13C6］フェノール由来の13Cを同化して

　いたのか、間接的に同化していたのかを考察する。但し、汚泥Aでは解析した汚泥は培養6

　時聞の汚泥だけであったため、cross・feeding効果について議論するのは難く、どのTLRFs

　もcross’feeding効果が関与していないとして考察を進めた。

　　83　bpの乎RFは、培養6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、

　2番目に優先した乎RFとして検出された。83　bpの’IFRF長を持つクロー一ンのclosest　match

　は、uneultrured　bacterium　clone　DR－7（AY945908、相同性99・100％）であった。　uncultured

　bacteriu皿clone　DR・7（醒945908、相同性99・100％）は、　Shan．ghai　Co］血9＆Che血ical

　Factory　Factory（Wuji　g、　Sha皿ghailの排水処理プラントの活性汚泥を種汚泥として、キ

　ノリンとグルコースを基質とした人工排水で馴致したバイオフィルムから検出されたクロ

　ーンであった（Liu　et　al，　2006）。また、　clesest　relativeはTha　uera　aromatiea　strain　LG356

　（AJ315680、相同性99・100・1。）またはTba　uera　aroMatiea　strai皿SP（AJ315679、相同性

　99－100％）であった。Thauθra　aroinatica　stra　in　LG356については、フェニル酢酸と硝酸塩

　を墓質として活性汚泥から分離された細菌であるが、好気条件下でフェノールを分解する

　か否かは不明である（Mechichi　et　al，　2002）。　Tha　uera　aroniatica　strain　SPについては、

　L一フェニルアラニンと硝酸塩を基質として集積をした後、フェニル酢酸と硝酸塩を基質と

　して活性汚泥から分離された細菌で、脱窒条件下でのフェノール分解能を有していること

　は知られているが、同じく好気条件下でフェノールを分解するか否かは不明である

　（Mechichi討42002）。また、　Tha　uera　aroniatieaは、　RNA・SIP法によって好気的安水

　処理活性汚泥中の好気的フェノール分解細菌として特定されている（Manefield　et　al．，

　2002）。このように711ia　uera　aroma　ticaは株によって好気的フェノール分解能が異なるが、

　好気的フェノール分解能を有する株は、実安水処理活性汚泥を対象としてRNA－SIP法によ

　り特定した知見（Manefield　e　t　aZ、2002）であった。このことから、83　bpの’ILRFに対応

　する細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。

　　122bpの’VRFは、培養6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、最も優先したTRFとして検出されたe　122　bpのTRF長を持つクローンのclosest

　matchは、　Piopiom’baetertizun属に近縁なBaeterium　GF　Cr3田Q154279、相同性93％）

　またはuncUltured　actinobacterium　elone　A・CIR・FO7（AY307866、相同性97％）であった。

　BaCterium　GFCr’3は、　Cr耐性細菌として分離された株であり、フェノール分解能に関し

　ては不明である（Kou　rtev　et　al．，2006）。一方、　u皿cultured　acti　lobacteriUm　clone

　A℃1R・FO7（AY307866、相同性97％）はブラジルの熱帯の河口底質において優占していたク

　ローンであり、やはりフェノール分解能に関しては不明である（Piza　et　aL，2004）。また、

　closest　relati草eは、　Bacterium　GFCr30）Q154279、相同性93％）の次に相同性が高いもの

　は・Eubaeterium　SP．　strain　PG・04（AY566577、相同性92・93％）であった。」昏q諏唖蹴

s属に近縁なEubacterium　Erp・8tτain　P（1・04は・好気的フェノール分解グラニュール活性汚

泥から分離された株であり、好気条件下でフェノール分解能を有している（Jiang　et　aL，
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2eo4b）・これらの知見と最も優占した7｝鍵として検出されたことから、122　bpのT・RF

に対応する細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。また、closest　relativesとの相同

性が低いことから、Propionibaeterium　msに近縁であるが、系統学的に新規な好気的フェノ

ール分解細菌であるとも考えられた。

　495bpのTRF長を持つクローンのe1osest　matehとelosest　reiativeは、　Haloraonas

a・limentaria（AF211860・相同性99％）であった。」臨」b斑o蹴8典θ誕a賠｝志jeotga1とい

う韓国の伝統的発酵シーフードから分離された細菌として報告されてお江硝酸塩還元能

を有することが確認されているが・好気条件下での7エノール分解能は検討されていない

　（Yoon討記，2002）。但し、495　bpのT－RFは、6時聞という短い培養時間を経た活性汚

泥から検出されたことから、cross・fbedin9効果によって検出された可能性は低いと考えら

れた。よって・495bpの［PRFに対応する細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。

　497bpの？RF長を持つクロ・一ンは、前述のとおり3っのグループに分i類された。うち2

つのグループに分類されたクローンのclosest　matehとeloses七relativeは、それぞれ

uncultured　bacte亘um　clone　N五gata－14（AB24382、相同性98・99％）または

Ma＝inロbacteriura　sp．　strain　iC961（AB196257、相伺性99％）と．陥亘ロo加c缶蜘囮sp．

strain　IC961（AB196257、　相同性98・99°／。）であった。’また、どのクローンも

214a＝taobaeten’Emi　georgr’ense　strain　KW・40T（U58339、相摘性98・99％）に近縁であった。

Matinobaeteriu　m　georgr’ense　s七rain　KW・40Tは、パルプ工場からの高濃度リグニン含有排

水を元に集積した系から分離された株であり、好気条件下でフェノー一一ル分解能を有してい

る（Go丑z灘ezθオ畝，1997）。この知見から、497　bpのTRFに対応する細菌のうち、

漉油ロbaeten’um属に近縁な細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。

　一方・残りの1つのグループに分類されたクローンのclosest　matchとolosest　relati竿e

は・それぞれuncultured　bact融um　elone　POX3b　1B　11（EU491366、相同性97％）と

鑑b癖⊇7伽b鋤の噺α麺緬頗ロ●strain　ARED（AY360060、相同性91％）であった。

Z挺誠瀦噛b鋤鋼odθ丑1緬斑五5§train　A丑hD（AY360060）は、妊塩好アルカリ性の

脱窒性硫黄酸化のチオシアン酸塩利用細菌であり、斑b磁漣唖蠕o属はチオシアン酸塩利

用細菌として有名である（Sorokin　et　al．2004）。また、検出されたクロー一ンの数も、エSC

ライブラリーと対照ライブラリーからそれぞれ1クロー一ンずっと少なかったため、ff気醜

フェノール分解細菌であるとは考えにくいとした。

以上・鋤磁醐勧属に近縁な497bpの’1！・R脹を持つクローン以外の83　bp、．　122　－bp、

495b■497　bpの磐R轟長を持つク111一ンは、既往の知見と著者の実験結畏から、コェノ

ールを直接同化できると考えられた．よPて、これらの緊R聴に対応する細菌は、籔気酌

フヱノール分解細菌と特定した。さらに、緬蛯遮虚瑠撫癬纐属｝こ鷺織な細菌は、藁蕊学熱

に新規な好気的フエノール分解細菌と考えられた。
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第5章好気的フェノール分解細菌のRNA・Sl　P法による特定

汚泥Cにおける好気的フェノール分解細菌の特定

　乎RFLP解析結果とクローニング解析結果から、122　bp，　276　bp，439　bp，440　bp，495　bp

の’1・RFs長を持つクローンは、それぞれActinoba　eteria綱に分類されるProPienibaetembm

属とMlrbrobispora　pt（それぞれ122　bpと276　bp）、　A・lphapi’oteobaeteria’綱に分類される

Citreimonas属とRhodobaetθr　ne（それぞれ439　bpと440　bp）とGan2maρroteobaeLte2’ia

綱に分類される」臨血囮onas属（495　bp）に近縁な細菌であることがわかった。

　122　bpのTRF長を持つクローン｝主汚泥Aから検出された好気的フェノール分解細菌

と99・100％の非常に高い相同性を示した。そのため、近縁種に関する文献情報は「汚泥A

における好気的フェノール分解細薗1の特定」に前述した通り、好気条件下でフェノール分

解能を有しているBacterium　GFCr’3①Q154279、相同性93％）がelosest　relativeとして

近縁であった（Jia　ng　etal．．2004b）。この知見や、最も優占したTRFとして検出されたこ

と、2．1時間という短い培養時間で検出されたことから考えて、122　bpのTRFに対応する

細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。また、P2・opioniba　eteriura属に近縁であるが

その相同性が低いことから（相同性93・94％）、系統学的に新規な好気的フェノール分解細

菌であるとも考えられた。

　276bpの乎RF長を持つクローンは，　Aetinobacteria綱に分類されるMierobispora　sp．

HS32・2（DQ356893、相同性93％）に近縁であった。この他には、　Pseudonoeardia

benzeヱu’vorans　strain　B　5T（AJ556156、相同性92％）にも近縁であった。また、122　bp

の「1LRF長を持つクローンとは94％の相同性と比較的近縁であったe　Pse　udonocardi’a

benzeni’vorans’strain　BsTは、1，2，3，5－tetrachlorobenzeneを唯一の炭素源とした集積培養

系から分離された株であり、4－hydroxobe皿z。at6を分解できる。このように、芳香族化合

物を分解できる近縁種の存在は確認できたが、フェノール分解能に関しては不明であった。

しかし、276bpのTRFが2．1時間という短い培養時間で検出されたことから考えて、・276

bpのT・RFに対応する細菌を好気的フェノール分解細菌と特定したeまた、」脆脚乃』字σ斑

属に近縁であるがその相同性が低いことから（相同性93％）、系統学的に新規な好気的フ

ェノール分解細菌であるとも考えられた。但し、13Cライブラリーで1クローンしか検出

されなかったので、汚泥C内では存在量の非常に少ない細菌であろう．

　439bpの’ILRF長を持つクローンは、A、lphaproteobaeten’a綱に分類されるCitreimonas

8a五頭地C｝SP20T（AY962295、相同性95％）に近縁であり、フェノール分解能に関し

ては不明である（Choi＆Cho，2006）eまた、原油汚染土壌から検出されたクロー一ンであ

るuncUltured　bacterium　elo皿e　Y51（EU328076、相同性95％）にも近縁であった。文献

情報からは好気的フェノs・一・・－Lル分解能を推測することは難しかったが、439　bpのTRFが2．1

時間という短い培養時間で検出されたことを考えて、439　bpの’ILRFに対応する細菌を好

気的フェノール分解細菌と特定した。また、eitreコCLnonas属に近縁であるがその相同性が

低いことから（相同性95％）、系統学的に新規な好気的フェノール分解細菌であるとも考

えられた。
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　440bpのTRF長を持つクローンは、脱窒条件で運転しているリアクターから検出され

たuncultured　bacterium　clone　D8・89（DQ836762，相同性97％）に最も近縁であったe

close　s七relativeはAlphap2’oteoba　cteria　meに分類されるRbodoba　eter　sp．1・5（AF　51340e、

相同性95％）であり、また、多環芳香族化合物分解細菌として海水から分離された

aitreiceUa　sp・2・2A（AB266065・相同性94・95％）にも近縁であった。このように、芳香

族化合物を分解できる近縁種の存在は確認できたが、フェノール分解能に関しては不明で

あった・しかし・440bpのTRFが2．1時間という短い培養時間で検出されたことを考え

て、440bpのTRFに対応する細菌を好気的フェノール分解細菌と特定した。また、

Rhodobaeter属に近縁であるがその相同性が低いことから（相同性95％）、系統学的に新規

な好気的フェノール分解細菌であるとも考えられた。

　495bpのT－RF長を持っクローンは、汚泥Aから検出された好気的フェノー一ル分解細菌

と99％の非常に高い相同性を示した。closes七nlatchとclosest　relativeは、皿b皿o顕・

a」麺θ滋a」ria（AF211860、相同性99％）であり、硝酸塩還元能を有することが確認されてい

るが・好気条件下でのフェノール分解能は検討されていない（Yoon　et　aL，2002）。495　bp

のT－RFsに対応する細菌は、培養5．7時間後の活性汚泥からエ3C系列の浮・遊密度の高い分

画において初めて検出され、培養2．1時間後に検出されなかったことを考えると［i3C6］フェ

ノールの代謝産物を同化し検出された可能性が考えられた。しかし、フェノールの同化速

度や取り込み速度が遅い可能性や、495　bpのTRFsに対応する細菌の存在量が少ないため

に検出されるまでに時間がかかった可能性も考えられた。以上、495bpのT－RFに対応す

る細菌は・好気的フェノール分解細菌である可能性と、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を考え、好気的フェノール分解細菌または好気

的フェノール分解に関与する細菌と特定した。

　以上から・IActin　obaeteria　．iwに分類される」％綱o垣』6θ畑皿属（122　bp）と」随逗o頭ρo囎

属（276bp）とA、pl　hap2’oteobaeten’a綱に分類されるCitreimonas属（439　bp）と

Rhodobaeter属（440　bp）に近縁な細菌が好気的フェノール分解細菌と特定した。また、

いずれの細菌も近縁種との相同性が低いことから（相同性93・95％）、系統学的に新規な好

気的フェノール分解細菌であるとも考えられた。一方、Gammaproteobaeteria綱に分類さ

れるHalomonas属に近縁な細菌（495　bp）は、好気的フェノ」ル分解細菌または好気的フ

ェノール分解に関与する細菌と特定した。
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第5章　好気的フ；．ノール分解細菌のRNA・S］P法による特定

・…5．4．3汚泥Aと汚泥Cに生息する好気的フェノール分解細菌の比較

　汚泥Aと汚泥Cから好気的フェノール分解細菌または好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TRFLP解析でのT・RF長と系統学的分類を表5・4にまとめた。

これを見ると・汚泥A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5・4　汚泥Aと汚泥Cの好気的フェノール分解細菌と

好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

T－RF長（bp）
好気的フェノール分解細菌の系統学的分類

　　　　綱　　　　　　　　　　属・

活性汚泥の種類

汚泥A　　汚泥C

122　bp

276　bp

439bp

440bp

83　bp

495　bp

497　bp

∠4α泣10乃ヨC孟θ］ロ汝

A．lphaproteobaeteria

BetaPTり海o加ρψθ盟治

GannnaPTロ孟θo占aθ孟θ蛭

動qρ』伽1iCbaeten’u斑

　屹卿』ロwa
　eiin「巴麺onas

　Rhodobaeter

　　Thaaera’

　議」b血o□丘・

』obaete」ロセ～皿1

○

O
O
O

O
O
O
O

△

○，好気的フェノール分解細菌と特定された　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

△，好気的フF［．ノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細菌（eross’feede：）と特定された

一一C検出されなかった

a，属名は、汚泥Aまたは汚泥Cから得られた約goe－IOOO　bpの16S　rRNA塩基配列に基づいて記述した。但

し・276　bpの」』力嘩o盟属に近縁な塩基配列のみ470　bpに基づいて記述した。

a）汚泥Aと汚泥Cの類似点

　汚泥Aと汚泥Cの好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細

菌の塩基配列を比較した（同じ領域である27fl907r間の塩基配列を比較した）ところ、汚

泥Aと汚泥Cで検出された122bpの’1］・RFに対応する細菌（」働1励ロ酷ガロ加属に近縁

な細菌）が高い相同性を示した（相同性99・100％）（表5・の。同じく495bpのT－RFに対

応する細菌（Halorn伽as属に近縁な細菌）が高い相同性を示した（相同性99％）（表5－4）。

なお・122　bpの’］）・RFに対応する細菌（Propia皿iba　cteriuzn’ms）は、汚泥Aと汚泥Cの両

方で好気的フェノール分解細菌と特定された。一方、495bpのTR■に対応する細菌は、

汚泥Aでは好気的フェノール分解細菌と特定されたが、汚泥Cでは好気的フェノール分解

細菌である可能性と他の微生物によって［i8e6］フェノールが代謝された後の代謝産物を摂

取している可能性（cross’fee（ling効果）の両方が考えられた。
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b）汚泥Aと汚泥Cの相違点　　　　　　、．　　　　　　　　　　　　　　　・

　汚泥Aと汚泥Cの好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細

菌は大きく異なっていた（表5・4）。汚泥Aでは、83　bpのTRFに対応するTkauera　ms、

497　・bpの’ILRFに対応する11farinobaetefrum属が検出され、汚泥Cでは検出されなかった。

一方、汚泥Cでは、276bpのTRFに対応するAdti’erobispora属、439　bpの「iLRFに対応

するeitreimonas属、440　bpのT・RFに対応するRhodobacter属が検出され、汚泥Aでは

検出されなかった。このことは、汚泥Aで優占していた83　bpのTRFに対応するThauera

属、497　bpのTRFに対応するMarinobaeteii’um属が、プロセスの運転条件を何度か変更

する中で、約10ヵ月後の汚泥Cでは全く検出されなくなった（rRNAを対象としたクロー一

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。

　以上をまとめると、汚泥Aと汚泥Cでは、Propfonibaeterium属（122　bpのヨ｝RF）と

Halomonas属（495　bpの’［liLRF）が共通して検出された。しかし、　Tbauera　nc（83　bpの

T－RF）、」輪血o垣c6已m皿～属（497　bpの「｝RF）、』頃ヒ即占垣ρo盟属（276　bpのTRF）N

eitreimonas属（439　bpの’VRF）、　Rh　odoba　eter属（440　bpのTRF）は、汚泥Aまたは

汚泥Cの一方でしか検出されなかった。第4章の「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」で考察したように、このような違いをもたらした要因を特

定するのは容易ではないが、汚泥A（約24℃）と汚泥C（約33℃）の大きな違いであった

人工安水処理硝化脱窒プロセスの運転温度が、好気的フェノール分解細菌の生息に影響し

たひとっの要因であったのかもしれない。

5．4．4　嫌気的フェノ・→レ分解細菌と好気的フェノール分解細菌の比較

　第4章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（表4・3）と、第5章で特定された好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール

分解に関与する細菌（表5・4）を比較した。結果、高い相同性を示したのは、汚泥B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7］ba　uera

属（83bpの’ILRF）と、汚泥Aで好気的フェノール分解細菌と特定されたTba　uera属（83

bpの乎RF）だけであった（相同性99％）。好気的フェノール分解細菌と嫌気的フェノール

分解細菌の特定を同時に行った汚泥Cにおいては、高い相同性を示すものが全くいなかっ

た。

　これらのことから・人工安水処理活性汚泥内において・好気的フェノール分解細菌また

は好気的フェノー・・一・ル分解に関与する細菌と．嫌気的フェノv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は、系統学的に異なっていることがわかったe

5．5　結論
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v－一一一
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、好気的フェノ
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一ル分解細菌をRNA－SIP法によって特定することを試みた。

　汚泥Aでは、Thauera属、　Propionibacterium属、　Halomonas　nc、　naarinobaeten’um

属に近縁な細菌が好気的フェノール分解細菌であると特定された。また、

丑゜ρ越砿訪討εθ西ロ血属に近縁な細菌は、系統学的に新規な好気的フェノール分解細菌と考え

られた。

　汚泥Cでは、Aetinobaeteria綱に分類されるPropionibaetetium属と麺迦瓦理o盟属と、

Alphaproteobaete2’ia綱に分類されるCitreim　onas属とRhodobacter属に近縁な細菌が好

気的フェノール分解細菌であると特定された。また、いずれの細菌も近縁種との相同性が

低いことから、系統学的に新規な好気的フェノール分解細菌であるとも考えられた。また、

Ganimaproteobaeteria綱に分類されるllaloraonas属に近縁な細菌は、好気的フェノ・・一一一ル

分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細菌と特定した。

　また・汚泥Aと汚泥Cで特定された好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール

分解に関与する細菌（cross・feeder）を比較した。結果、汚泥Aでは．Propionibaeteta’um属、

2Elalomonas属、」輪融o加6狛壷ロ斑属、　Tha　uera属に近縁な細菌が好気的フェノール分解細

菌として特定され・汚泥CではCitrein2ロnas属、」随㎞品嘩α聞属、」酷qρ迦茄a6孟εば醐属、

Rhodebaeter　msに近縁な細菌が好気的フェノール分解細菌として特定された。一方、汚泥C

ではEITalom伽as属に近縁な細菌が好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解

に関与する細菌（cross－feeder）として特定された。このように、」昏q畑蛾挺θ飴畑遡属と

飽b塑o朋●属に近縁な細菌を除いて、好気的フェノール分解細菌として特定された細菌は、

汚泥Aと汚泥Cでは異なっていた。　　　　　　　　　　　　　　　　・T

　さらに・第4章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

関与する細菌と・第5章で好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与

する細菌（表5－4）を比較した。結果、Tha　uera属に近縁な細菌を除いて、人工安水処理活

性汚泥内において、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・好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細菌は、系統学

的に異なっていることがわかった。
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嫌気鱒フェノV・・・…一ル分解細菌の

分離e培養一汚泓と汚泥B一

16．1　はじめ｝こ　　　　　　　　　，
－S”－tnttlMnvt－，M．　　　　　　　声榔一・⌒耐卓ぬ4・一一一nh・A－rp－“－wtM　g－y●－e－　一“叶一一一・ie　n”mu・一工〔一字岬ふ幸・誌巾・“〔恥一一・一一一M　h凸・・…

　　本章および次の第7章では、分離培養法によって嫌気的フェノール分解細菌を分離・培

　養することを目的とした。さらに、第4章と第5章で述べた、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と、嫌気的または好気的フェノール分解に関

　与する細菌を分離することを目指した。

　　第2章の「2．6．1微生物の発見と微生物学の歴史」や「2．6．3分離培養法とその発展」

　で述べたように、一般に環境中の細菌には分離培養することが困難なものが多い。その一

　方、基質濃度や固化剤を工夫することで、分離培養な困難な細菌を分離できる場合がある

　ことが報告されている。そこで、本章では、平板培養法に使用する基質濃度と固化剤の種

　類に着目して、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検討・評価した。

　まず、汚泥Aと汚泥Bを供試試料とし、培地中の硝酸塩の濃度は一定とし、フェノール濃

　度および固化剤の種類を変えて平板培養を行なった。培養期間中のViable　coun七（活性汚泥

　1m1あたりのCFU（colony　forn血g　unit）値）の推移・コロニーの形態的特徴の多様性・

　得られた分離株の系統学的位置の3項目を評価軸として、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た。さらに、第4章でRNA・SIP法によって特定された嫌気

　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が分離されているか

　を調べた。

　　なお、次の第7章でも本章と同じく平板培養法を用いて同様の目的で検討を行ったが、

　次の点が本章と異なっているe第7章では汚泥Cを供試試料とし、分離培養の条件として

　は基本的に本章の検討・評価の結果から決めた培養条件を用いた。また、本章で用いた培

　地には海水を加えなかったが、第7章では培地に海水（海水濃度は汚泥Cを採取した時期

　の硝化脱窒プロセスの流入水中の濃度に合わせた）を加えた。海水を加えたのは、硝化脱

　窒プロセスの流入水には海水が含まれており、その環境を模倣した培地にするためである。

i6．2　実験方法に関する事前調査

　　実験方法を説明する前に、用いた培地成分と固化剤をどのようにして決定したのかを説

　明する。培地成分のうち、無機塩培地と微量培地成分（trace　eleme皿t　solutionとVitamin

solutionの2つ）、基質濃度（フェノ・：一一一ル濃度）、硝酸塩濃度を、文献情報を基に決定した。
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また、固化剤については、文献情報の他に簡単な予備実験を行って決定したe最後に、決

定した培地成分と固化剤を用いて、固体培地の作成手順を決定した。これらを1頂に説明す

る。

6・2．1無機塩培地の選択

　まず無機塩培地であるが、ここで言う無機塩が意味するところは、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のことである。

　無機塩培地として、表6・1に示す培地を使用した。この培地成分を選ぶにあたり、嫌気的

フェノー一ル分解細菌や嫌気的芳香族化合物分解細菌の分離に関する既往の知見で報告のあ

る培地の無機成分や、カルチャー一コレクションDSMZ（Deutsche　Sam皿1ung　v皿

Mikroorganismen　und　Zellkulturen）に登録されている無機塩培地を比較した。

　まず・嫌気的フェノール分解細菌や嫌気的芳香族化合物分解細菌の分離・培養に関して

これまで報告されている無機塩培地には、Taylorら、Tschech　A＆Fuchs　G、van　Schie　PM

＆Y（）ung　LY・　Shinodaら・So皿9らのものがあった（Taylor　etaZ，　1970；Tschech　A＆Fuchs

G・1987；va皿Schie　PM＆Y（〕ung㎎1998；Sh桓odaθオ虹．2000；Songθ6証．2000）。これ

らは・TaylorらとT8chech　A＆Fuchs　Gの2例に集約される（Tay正or・et・al．、1970；　Tschech

A＆Fuchs　G，1987）。このどちらも表6・］に示したリン酸水素塩、リン酸二水素塩、アン

モニウム塩、マグネシウム塩、カルシウム塩とtrace　element　solut
狽奄盾獅ﾆVitamin　solution

を全てまたは一部を含んだ培地であった。但し、Taylorらの無機塩培地は炭酸水素ナトリ

ウムを含まず、最終的にpHを8．5に調整する必要があり、　Tscheeh　A＆Fuchs　Gの無機塩

培地は炭酸水素ナトリウムを含み、最終的にpHを72・7．4に調整する必要があった。

　一方・カルチャーコレクションのDSMZに登録されている1000種類程度の培地のうち、

30種類程度が無機塩培地であった。これらの無機塩培地の殆どは、TaylorらとTscheeh　A＆

Fuchs　Gの2例に同じく、リン酸水素塩（Na2HPO4，　K2HPO4など）、リン酸二水素塩

（KH2PO4）・アンモニウム塩（（NH4）2SO4，（NHOC1など）、マグネシウム塩（MgSO4・7

H20，　MgCleなど）、カルシウム塩（CaC12　’　2　H20，　Ca（NO3）2・4H20など）とtrace　element

solutionとVitamin　solutionを全てまたはその一部を含んでいた。これらに共通するのは、

リン酸水素塩及びrまたはリン酸二水素塩によってpH緩衝作用を持たせ、生育に必要な窒

素と微量金属を含んでいる点である。

　七race・eleエnent　solutio皿とVitamin・solutionは比較対象とせずに、既往の報告例とDSMZ

に登録されていた30種類程度の無機塩培地を比較した。そして、炭酸塩を含まない培地で、

かつ前述したリン酸水素塩、リン酸二水素塩、アンモニウム塩、マグネシウム塩、カルシ

ウム塩を含み・pHが7．0付近であるDSMZの457番の培地を無機塩培地として選択した。

表　6・1に示した含有成分及び含有量は、DSMZの457番の培地に従っている。DSMZの457

番の培地には、表6・1に示す成分以外にt岨ce・element・solutionが含まれているが、これは

別のものを使用した（後述する）。

129



第6章　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一

表6・1　無機塩培地め組成

成分 添加量

Na2HPO4 2，449

KH2PO』 1，529

（NH4）2SO4 0，50g

MgSO4・7］ヨ20 020g
CaCh・2H20 0，05g

　　　　　　　　　　‘cis七皿ed　water 1000．00皿1

DSMZの457番の培地成分の一部及び含有量に従った

16．2．2微量培地成分の選択　　　一

　　無機塩培地に添加する微量培地成分として、vitamin　solutionとtrace　element　solution

　がある。vitamhユsolutionは表6・4に示すDSMZの461番のものを、trace　ele皿e　nt　selution

　は表6－5に示すDSMZの141番のものを使用した。　vitarnin　solutionとtrace　element

solutionを選ぶにあたり、無機塩培地の選択の手順と同じく、微生物の分離に関する既往の

　知見で報告のあるものや、カルチャー一・コレクションDSMZに登録されているものを比較し

　た。

　　まず、Vita血n　solutionは以下のようにして選択した。微生物の分離・培養に関してこれ

　まで報告されているVita皿in　solu七ionには、　Hanadaら、　Janssenら、　Rosencra皿tsら、

　Saitら、Tamakiらのものがあった（且anada訂証；1995；　Janssen　et　al．、1997；Rose皿cra・nts

　et・al．．1999；Sait　et　al，　2004；r』akiθオ記，2005）。これらの報告例で使用されたvitamin

solutionは、　Ha　nadaらとJanssenらの2例に集約される。　HanadaらのVitamin　solution

　には8種類の成分が、Ja　nssenらのものには10種類の成分が含まれていた（2（　6・2）。

　　一方、カルチャーコレクションのDSMZに登録されているは、　DSMZの141番と461

番の2種類があった。DSMZの141番のVitamin　solu七ionには10種類の成分が、461番

　には11種類の成分が含まれていた（表6・2）。

　既往の報告例とDSMZに登録されていたVi七a皿in　solutio皿を比較して、最も含有成分が

多いDSMZの461番（11種類の成分を含む）を選択した（表6・4）。
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表6・2　これまでに報告のあるVitamin　SOlutionの成分比較

物質名 耳鎚adaら Janssenら DS蠣の141番 DSMZの461番
ニコチン酸 O O O O

　チアミン

iビタミンB1）
O ○ O ○

ビオチン O ○ ○ O
p・アミノ安息香酸 O ○ O O
シアノコバラミン

iビタミンB12）
O O O ○

パントテン酸 ○ ○ O ○

ピリドキシン

iビタミンB6）
O ○ O ○

葉酸 O O d O
リボ酸

一 ○ O O
リポフラピン

iビタミンB2）
一 O ○ O

ニコチン酸アミド 一 一 一 0
○，該当する物質を含む；一，該当する物質を含まない

　次に・trace　eleme皿t　Solutionは以下のようにして決定した。微生物の分離・培養に関し

てこれまで報告されている七race　element　soluti。nは、　Vita皿in　solutio皿と同じ報告例から

探した（Hanada　et　ai．，1995；Janssel1磁記，1997；Rosenera：n七8扉已．1999；’Sait　et　al，

2004；Ta皿aki　et　al，2005）。これらの報告例で使用されたtrace　eleme皿t　solutionは、

HanadaらとDSMZの320番のSL・10の2例に集約される。　HanadaらとDSMZの320

番のSL・10のtrace　element　solution　｝こは、表6－1の無機塩培地に含まれている金属である

マグネシウム（Mg）とカルシウム（Ca）を除いて、それぞれ6種類と7種類の金属化合物

が含まれていた（表6・3）。

　一方・カルチャーコレクションのDSMZに登録されているは、前述のDSMZの320番

のSL－10以外では、　DSMZの27番のSL－6、141番、457番のSL・4、660番のSL・7、878

番925番の6種類であった。マグネシウム（Mg）とカルシウム（Ca）を除いて、これら

のtraee　e　lement　solutio皿には、順に6、9、7、6、5、7種類の金属化合物が含まれていた

（表6・3）。

　既往の報告例とDSMZに登録されていたtrace　element　solutionを比較して、最も含有

成分が多いDSMZの141番（9種類の金属化合物を含む）を選択した（表6－5＞e
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表6・3　これまでに報告のあるtrace　element　solutionの成分比較

金属

ｳ素

Hanada

@ら

DSMZの

W78番

DSMZの

@27番

DSMZの

U60番

DSMZの一
黷S57番

DSMZの

X25番

DS双［Z㌦

ﾌ320番

DSMZの

P41番

甑 ○ O O O o ○ O ○

Zn ○ O O ○ ○ ○ O ○

Cu O ○ O O ○ O ○ O
Mo O O ○ O ○ O ○ ○

Co ○ ○ O ○ O O ○ O
　　一ee ○ 一 一 一 O ○ O O
Ni 一 一 ○ o O O ○ ’○

A1 一 一 一 一 一 一 一 O
Se 　 一 一 一 一 一 一 ○

各traceeleme皿t・，solutionに含まれていた金属化合物の「金属元素記号・・金属元素名・金属

化合物の化学式」を以下に表記した。但し、化合物中の水和物の表記を省略している。

M血，マンガン，M且C12またはM血SO4

Zn，亜鉛，　ZnC12またはZnSO4

Cu，銅，　CuC12またはCuSO4

Mo，モリプデン，　Na2MoO4

Co，コバルト，　CoC12，　Co（N且3）2，　CoSO4

Fe，鉄，　FeC］2またはFeSO4

Ni，ニッケル，　NiCle

A1。アルミニウム，　KA1（SO4）2

Se，セレンi　Na2SeO3

　こうして、vまta血in’　solutionはDSMZの461番、　trace　ele皿en七solu垣onはDS］混の141

番に決定じた．
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表6－4

成分 　　　　　　　　一Y加’量

Vit鋤血B12 ’50’mg

Pa皿toth頗c　acid 轟　　50皿9

Rib　o口a・幽， 50mg
Pyエidoxa血e－lilCl 10mg’

Bio垣n 20n19

Folie　aoid　・ 20晦
Nicot正ic　acid 25mg
Nicot血e　I　alnide ・　　　25皿9

誠pha・1ipoic　acid 50mg
P－ail血inolbe血zoic　a．cid

50皿9一

Thia麺e壬〔Cl　x　2　H20 ’50mg
Di・t皿・d　water 1000血1’

表6－5

Vitamin・・1uti・nの繊（DSMZの46播）

七・a・e　elem・pt　・s・1uti・nの繊IDSMZの・4幡）
‘

成分 添加量

Nitr丑〇七亘ace丘c　acid 1．59

MgSO4・7H20 一　　　　39

M皿SO4・2職0 0．59
、NaCI　　－’

工09

FeSO4・7H20 0ユ9
、　．　　　CoSO4・7H20 0ユ8g

CaC12・2H20 0．19

ZnSO4・71｛20 0，189

CuSO4・5且20 0．019”

KA1（SO4）2　・121ヨ［20
α02g

一一

g3BO3’ 0，01g

Na2MoO4・2宜20 0・019

Nic12・6H20 1　　　’，顕mg

Na2SeO3・5H2σ
、　　　　　七

@〇．9mg

Dist皿led　water 1000m1
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6．2．3固化剤の選択

　第2章の「2．6．3分離培養法とその発展」で述べたように、食品添加物としてのゲル化

剤・増粘剤や平板培養法で使用される固化剤には様々なものがあるe平板培養法で使用さ

れる固化剤は古くはゼラチンやシリカゲルであったが、現在では、一般的に寒天が使用さ

れている。寒天には、その精製度合いにより様々なグレードがあり、用途として微生物の

培養から核酸の電気泳動による分離などと幅広い。これら以外のものでは、カラギーナン

（caエrageenan）、ゲランガム（gellan　gum）、キサンタンガム（xanthan　gum）、ローカス

トビーンガム（10cust　bean　gum）、グアーガム（guar　gum）、アルギン酸（alginate）、ペ

クチン（pectin）、ゼラチン（gelatin）、カードラン（curdlari）などが知られている。特に、

ゲランガムに関しては、JanssenらやTama　kiらによって固化剤としてゲランガムを用い

た場合には、寒天を用いた場合とは異なる系統学的位置の細菌が分離されることが報告さ

れている（Janssen　et　al．，2002；Sait　et　aZ，2002；Joseph討証．2003；Tamaki討記，　2eO5）。

　本研究では、従来から用いられている寒天に加えて、カラギーナン、ゲランガムを固化

剤として使用した。カラギーナンはResea　rch　Organics社製のもの（商品名：　Carrageenan、

微生物培養用）を、ゲランガムは和光社製のもの（商品名：Gellan　gum、植物組織培養用）

を、寒天はDifco社製のAgai’　noble（商品名：Agar　noble、電気泳動用または微生物培養

用）およびBacto　ag註（商品名：Bacto　agaエ、微生物培養用）を用いた。以下、　Agar皿oble

については寒天A、Bacto　gaτについては寒天Bと略記する。それぞれ1．5％（wt／w七）の濃度

で使用した。

　また、これら以外の固化剤として、キサンタンガム、ローカストビーンガム、グアーガ

ム、アルギン酸、ペクチン、ゼラチン、カードランなどの利用に関しても、微生物の分離

用固化培地として使用できるかどうかの検討を行った。しかし、固化を促進するために塩

濃度などの調整の検討も行ったが、0．5・1S．O・1，（wt∫Wt）の固化剤濃度範囲で、画線（使い捨

てのプラスチック製のループを使用）が可能な程度に充分な培地表面の強度を実現できる

ものはなかった。但し、キサンタンガムとローカストピーンガムを混合して固化剤として

使用した場合（キサンタンガム：ローカストビーンガムを4：6の重量比で、培地に対して

合計で1．5％（wt／Wt）濃度で用いた場合）と、ゼラチンを固化剤として15．0％の濃度で使用し

た場合に、ある程度の培地表面の強度が得られた。強度としては、スプレダーによるサン

プル塗布は可能であるが、画線をするのが困難な程度の培地表面の強度であった。キサン

タンガムとローカストピーンガムの混合物を固化剤としたものは実際に培養を行ったが、

コロニーの生育が確認され培養自体に問題はなかった。但し、キサンタンガムとローカス

トビーンガムの構成成分が原因であろうか、作成した固化培地は不透明であり、シャーレ

の裏側からのコロニーの確認に不便であった。
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6．2．4基質濃度の決定

　第2章の「2．6．3分離培養法とその発展」で述べたように、従来から用いられている培

地の基質濃度はs実環境とは程遠い高濃度のものがほとんどである。Conm皿＆Giova㎜．o垣

やZenglerらは、低濃度の基質を与えることで、これまでに分離されてこなかった系統学

的位置に属する分離株を得ている（Connon＆Giovannoni　2002；　Ze皿gler　etaL，2002）。そ

こで、本研究では、平板培養法における基質濃度の影響を確認するために、フェノール濃

度を低濃度・中濃度・高濃度の3段階に設定した。それぞれ約10，100，　500　mg　liter　’1のフ

ェノール濃度となるように設定した。

6．2．5硝酸塩濃度の決定

　硝酸塩濃度は、汚泥Aと汚泥Bを採取した脱窒槽内の硝酸塩濃度と既往の知見で報告の

あった平板培地の硝酸塩濃度を比較して決定した。

　汚泥Aと汚泥Bを採取した日前後における脱窒槽内の硝酸塩濃度は、それぞれ約150，100

mgN　liter　’1であった。一方、フェノールを唯一の有機物源、硝酸塩を電子受容体として嫌

気培養を行った平板培養法の既往の報告では、約70nlgN五七er・1であった（Tsche　ch　A＆

Fuchs　G，1987）。4・hydroxybenzoa七eを唯一の有機物源、硝酸塩を電子受容体として嫌気

培養を行った平板培養法の既往の報告では、約280mgN五ter’1であった（Taylor磁㎡，

1970）。また、ハロゲン化安息香酸を有機物源、硝酸塩を電子受容体として嫌気培養を行っ

た平板培養法の既往の報告では、約140　mgN　li七er　’1”11あった（So皿9　e　t　al．，2000）。鎌気的

トルエン分解細菌（嫌気的フェノール分解細菌も含む）を分離・培養するための培地の例

では、約70　mgN　liter’1であった（Fries　et　al．，1994；So皿gば㎡，1999）。

　こうして・汚泥AとBを採取した脱窒槽内の硝酸塩濃度と既往の知見で報告のあった硝

酸塩濃度を比較すると、約70・150　mgN　liter　’iが良く用いられている。そこで、ほぼ中間

の約100　mgN　liter・1となるように培地中の硝酸塩濃度を設定した。

、L巳量＿．実験方法

6．3．1供試試料

　実験室規模の人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの脱窒槽から採取した汚泥Aと汚泥B

の2種類を供試試料とした。汚泥Aはフェノールと硝酸塩を添加して嫌気培養をした後の

汚泥を（約50時間の培養）、汚泥Bは第4章でRNA－SIP法の嫌気培養を終えた汚泥を用

いた（約50時間の培養）。
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6．3．2　・固化培地の作成手順

　培地成分の混合割合を表6・6に示す。

表6・6　各培地溶液の混合割合

フェノール濃度の段階

成分 　　低濃度

i約10mg五ter’1）

　　中濃度

i約100mg　Hteゴ1）

　　高濃度

i約500皿9丘ter’1）

無機塩培地 1000．0血1 1000．0血1 1000．Oml

顧tami皿solu杜on 5．O　Illl 5．Oml 5．0血1

杜ace　eleme丑t　solution 10．0皿1 10．Oml 10．Om1

フェノール溶液

i40000mg五ter’1）
025m1 2．5血1 12．5m1

　　NaNO3溶液

i10000mgN五teエー・）
10．Oml 10．Om1 10．Oml

固化剤 15．Og 15．09 15．Og

フェノール溶液は作成後、02μmフィルターでろ過滅菌する

NaNO3溶液は作成後、　O．2　，　pmフィルターでろ過滅菌する

Vi七amin　solution，　trace　elemeエ1t　solu七ionは作成後、02μmフィルター一でろ過滅菌する

　表6－6の割合で混合すると、フェノー一ル濃度が低濃度・中濃度・高濃度の培養系列では、

フェノール濃度はそれぞれ9．8、　97．3，481．9　mg　li七er・1となり、硝酸塩濃度はそれぞれ97．5，

97．3，96．4　mgN　liter　“1となるe次に、固体培地の作成手順を述べる。

［固体培地の作成手順］

1．無機塩培地（表6－1）を作成した後、pHを6．9（汚泥A用）または725（汚泥B用）

　に調整した。

2．固化剤を1．5％（wt／w七）となるように添加して、121℃で15分間のオートクレープ処理

　を行った。

3．オートクレープ処理終了後、培地をウォーターパスで65℃に保持した。

4．0．20μm孔径のcel1Ulose　acetate　Mter（ADVANTEC）で濾過滅菌済みの65℃に保持さ

　れたフェノール溶液、NaNO3溶液、　vita血in　solution、　traee　element　solutionを表6－6

　に示す割合で速やかに添加したe

5．添加後、速やかに混合して、シャーレ（BIOBIK社、プラスチツク製、直径90　m皿高

　さ15㎜）に分注した。

6．作成した培地は、常温に冷却後、使用までAnaeroPaek試薬（三菱ガス化学（株））と
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　　嫌気ジャー（三菱ガス化学（株））を用いて1晩以上保存したe

6．3．3培養条件

　活性汚泥サンプルを滅菌済み0．85％NaC1溶液を用いて102－107の範囲で段階的に希釈を

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後、次の

希釈段階を作成したeシャーレ1枚に対して希釈したサンプルを汚泥Aでは200pl、汚泥

Bでは100P1添加した・プラスチック製のスプレダーでサンプルを塗布した。塗布後、

AnaeroPaek試薬と嫌気ジャーを用いて、暗所にて18－23℃で約18週間以上培養した。1

つの希釈段階に対して、各3枚のシャーレを作成した。

6．3．4Viable　countの測定

　コロニーの生育状況をみつつ、18週間のうち5点でコロニー数を計数した。それに基づ

き・活性汚泥1皿1に対する生成コロニー数をDaVisらの手法に従って計算した値を、viable

countとして算出した（Davis　et　al．，2005）・1つの希釈段階に対して3枚のシャーレを作

成したので・3枚のシャー一レのCFU値をviable　cou且tに変換した後、3つの値の平均値と

標準偏差を計算した。

6．3．5コロニーの形態的特徴の観察

　コロニーカウントをする際同時にコロニーの形態的特徴（コロニーの色、大きさ、形）

を観察した。

6．3．6　分離株の獲得

　汚泥Bを供試試料としフェノール濃度を中濃度とした培養系列から、分離株の取得を試

みた・新しいコロニーの生育がそれ程見られなくなった培養18週間以降、培養に用いた培

地と同じ成分の培地を用いて画線を繰り返して純化を行った。コロニーの様子が1種類の

コロニー（1種類の微生物）と肉眼または顕微鏡観察で判断できた状態をもって純化作業を

終了した。

16．3．7分離株の16S　rRNA遺伝子塩基配列の解読

　　純化を終了した分離株について、次のようにして16S　rRNA遺伝子塩基配列を解析したe

AmpliTaq　Gold　DNA　poly皿erase（ApPlied　Biosystems）と付属のdNTPとPCR　buffer

　を用いて・27ff1492rプライマーセツト（Lane　etal．，1991）でコロニーダイレクトPCR反

応を行った。PCR　Mixtureを作成した後、滅菌した爪楊枝で軽くつついたコロニーをPCR

MiXtureに軽く浸して菌体を添加した・PCR条件は、94℃，10分に続いて［5G℃，30秒；72℃，

2分；94℃，30秒］のPCR反応を35サイクル行い、最後に伸長反応を72℃，10分で行った、・

得られたPCR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e
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　シーケンシングは、タカラバイオ㈱の受託シーケンス解析を利用した。BigDye

terminator反応を用いてABI　3730Xi　DNA　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一は357fl519rプライマーセット（L，a皿e　et　al．，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。得られた約1000　bp程度の部分塩基配列をBlastnプログラムによって解析して二分

離株の近縁種を決定し系統学的位置を推定した。

6．3．8培養条件の評価

　基質濃度と固化剤を組み合わせた全12通りの培養条件に関して、培養期間中のviable

co・unt（活性汚泥1mlあたりのCFU（colony　forming　unit）値）の推移・コロニー一の形態

的特徴の多様性・得られた分離株の系統学的位置の3項目を評価軸として、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た。

6．3、9RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養

　第4章と第5章では、RNA－SIP法による嫌気的または好気的フェノール分解細菌の特定

の結果を述べた。得られた分離株の16S　rRNA遺伝子塩基配列を、第4章と第5章で得ら

れた16S　rRNA塩基配列と比較し、同じ塩基配列を保有する分離株の有無を確認した。

」鮎L鮭塁＿…一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一

6．4．1Viable　countの経時的推移

　培地のViable　countの経時的変化を汚泥とフェノール濃度ごとに図6・ユAから図6－1Fに

示す。一部の培地において、培養8・12週間後にはviable　cou且七がプラトー付近まで達した

ことが確認された（図6－1A，図6・工B，図6－1E）。しかし、その他の培地においては、培養

12－18週間後｝と再び増加を示すものや、18週間後でも緩やかな増加を示しているものが確

認された（図6・1C，図6・ID，図6－1F）。

　次に・培養18週聞後めViable　countをまとめたものを図6－2に示す。汚泥Bの固化剤が

カラギーナンと寒天A以外の培養条件では、フェノール濃度が低濃度〉中濃度〉高濃度と

低濃度になるにつれて、培養18週間後のViable・eou・ntが高くなるという傾向が確認された

（図6－2）。一方、汚泥Bの固化剤がカラギーナンと寒天Aの培養条件では、フェノール濃

度が中濃度〉低濃度〉高濃度という順に、培養18週間後のViable　countが高くなるという

傾向が確認された（図6・2）。但し、どの固化剤でも、フェノール濃度が低濃度または中濃

度の場合と高濃度の場合の間には、培養18週間後のviable　coun七の値に約2・29倍という

顕著な違いが確認された（図6・2）。
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　一方、固化剤ごとには、培養18週間後のv垣ble・qou皿t（各3枚のシャーレの平均値）を

比較した場合、汚泥BのフェノLル濃度が高濃度の培養条件以外では、カラギーナンとゲ

ランガムのviable　countは寒天Aと寒天Bのviable　count以上の僖を示した。一方、汚泥

Bのフェノール濃度が高濃度の培養条件では、カラギーナンのViable　countが最も良く、

寒天BのViable　countがゲランガムのV』able　cou皿七を若干上回った。但し、ほとんどの培

養条件では、カラギーナンとゲランガムのViable　countと寒天Aと寒天Bの疽able　count

の間には大きな差があった（図6－2）。　　　　　　　』　　　　・　　　　　　‘

　また、培養18週聞後のカラギーナンとゲランガムのViable　countを比較した場合、フェ

ノール濃度が中濃度と高濃度ではカラギーナンがゲランガムを上回り、一方、フェノール

濃度が低濃度ではその逆となった（図6－2）。
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下線部分は使用汚泥とフェノール濃度を示す。また図を見やすくす6ために、標準偏差を示すエラー

　　パー一は示さなかったe各プロットにおける標準偏差の割合の平均値は、24．3％であった。
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　　　　　　ゲランガム　　　　　汚泥B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　汚泥A
　　　　　　　　　　　　　　寒天A　　　　　　　汚泥B
　　　　固化剤の種類
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　寒天B

　　　　　　　図6－2　培養18週間後のViable　countの比較

／低濃度

フェノール濃度

6．4．2コロニーの形態的特徴の観察

　コロニーの形態的特徴について、色、形、大きさの3点から観察した。まず、フェノー

ル濃度の違いによらず同じ固化剤を用いた場合には、活性汚泥が異なっていても（汚泥A

と汚泥Bの違い）生育したコロニーの形態的特徴（色、形、大きさ）には大きな違いが確

認されなかった。そこで、低濃度・中濃度・高濃度のフェノール濃度をひとまとめにして、

4種類の固化剤ごとに、コロニーの色を表6－7に、コロニーの形とコロニーの大きさを表

6－Sに示した。以下、4種類の固化剤ごとにコロニーの形態的特徴を説明する。

カラギーナン

　コロニーの形は円形が多く、コロニーの色は透明色（半透明色）、白色、黄色が多かった。

他の固化剤と比べて、黄色いムコイド状のコロニーが特に多く、直径約1皿nl以上の大き

いコロニーが多かった。4種類の固化剤の中では、大きいコロニーの占める割合は最も大き

かった。但し、培養時間が長くなるとサンプルの希釈率が低いシャーレでは、ムコイド状

のコロニーがシャーレの大半を覆ってしまうことがあった。

ゲランガム

　コロニーの形は円形が多く、コロニーの色は透明色（半透明色）、白色、淡黄色が多かっ
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た。また、カラギーナン程ではないが、黄色いムコイド状のコロニーがあった。直径約1mm

以上の大きいコロニーが多かった。4種類の固化剤の申では、大きいコロニーの占める割合

は2番目に大きかった。但し、カラギーナンと同様に、培養時聞が長くなるとサンプルの

希釈率が低いシャーレでは、ムコイド状のコロニーがシャーレの大半を覆ってしまうこと

があった。

寒天A

　コロニーの形は円形が多く、コロニーの色は、淡茶色、茶色が大半を占めた。カラギー

ナンとゲランガムで確認された黄色いムコイド状のコロニーは確認されなかった。直径約1

mm以下の小さいコロニーが多かった一方で、直径約1mmから約3皿mの茶色の大きい

コロニーが確認された。

寒天B

　コロニーの形は円形が多く、コロニーの色は、透明色（半透明色）、淡茶色が大半を占め

た。カラギーナンとゲランガムで確認された黄色いムコイド状のコロニーは確認されなか

ったe直径約1㎜以上のコロニーはほとんどなく、直径約1mm以下の小さいコロニー一一・一

がほとんどであった。

　以上をまとめると、カラギーナンとゲランガムはコロニーの色、形、大きさに関して良

く似ており、黄色いムコイド状のコロニs－一一・一が確認されたことも似ていた。カラギーナンと

ゲランガムを固化剤として用いた場合、コロ；一の形は円形で、コロニーの色は透明色（半

透明色）、白色、黄色（淡黄色）で、大きいコロニーが生育しやすいという傾向が確認され

た。

　一方、寒天Aと寒天Bは、カラギーナンとゲランガムとは非常に異なっていた。特に、

大きいコロニコが少なく小さいコロニーが多いのが特徴的であった。寒天Aを固化剤とし

て用いた場合、コロニーの形は円形で、コロニーの色は淡茶色、茶色で、小さいコロニー

が生育しやすいという傾向が確認された。また、寒天Bを固化剤として用いた場合、コロ

ニーの形は円形で、コロニーの色は透明色（半透明色）、淡茶色で、小さいコiiiニーが生育

しやすいという傾向が確認された。
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表G－7　固化剤ごとに観察されたコロニーの色

コロニーの色
カラギーナン ゲランガム 寒天A 寒天B

汚泥A 汚泥B 汚泥A 汚泥B 汚泥A 汚泥B 汚泥A 汚泥B

透明（半透明）ご’’”㌦
．・ドー’ j 」グ’ ` 層7｛r9 〔：：〕 ，．ρ，

D

，〔． j

白色　　　○ ○ ○ ○ ○ ○
○ ○ ○ ○ ○ ○
○ ○ ○ ○

バ、．：・　　○ ○ ○

茶色　　　● ● ●

一　　　〇 ○ ○

丸印の部分は、該当する色のコロニーが観察されたことを示す

表6・8　固化剤ごとに観察されたコロニーの形と大きさ

固化剤

ﾌ種類

汚泥の

嵭ﾞ
コロニーの形 コロニーの大きさ

汚泥A
カラギーナン

汚泥B

大きいコロニーが多い
ｬさいコロニーは少ない

ゲランガム
汚泥A

汚泥B

大きいコロニーが多い1

ｬさいコロニーは少ない

寒天A
汚泥A

円形が非常に多い

汚泥B

小さいコロニーが多い
蛯ｫいコロニーは少ない

汚泥A
寒天B

汚泥B

小さいコロニーが多い

蛯ｫいコロニーは少ない

　大きいコロニーは直径が約1mm以上のコロニーを示す

　小さいコロニーは直径が約1mm以下のコロニーを示す

6．4．3分離株の系統学的位置

　汚泥Bのフェノール濃度が中濃度のカラギーナン、ゲランガム、寒天A、寒天Bを固化

剤とする各培養系列（図6－IE）から分離株を取得し、それぞれ37，27，42，31株の分離株

を得た。これらの分離株の16S　rRNA遺伝子の約1000　bpの部分塩基配列を解読して、

Blastnプログラムによって相同性解析を行い近縁種を決定したe決定した近縁種の系統学
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的位置から分離株の綱（class）レベルでの分類を行った。そして、さらに細かく分類する

ために、決定した近縁種によって分離株を分類した。また、決定した近縁種との16S　rRNA

遺伝子塩基配列の相同性によって分離株を分類した。以下、各分類において確認された特

徴的な傾向を整理し、最後にそれらを総合的にまとめた。

　なお、複数行った培養系列の中からこの培養系列を選択した理由は、汚泥Bに対しては

RNA－SIP法による嫌気的フェノール分解細菌の特定を行っており（第・1章）、かつフェノ

ール濃度が中濃度であるため、獲得された分離株の多くがフェノール分解能を有している

と推測されたためであったe

a）分離株の綱レベルでの系統学的位置

　分離株の系統学的位置を綱（c］ass）レベルで分類した結果を図G－3に示す。

カラギーナン

ゲランガム

寒天A

寒天B

0％ 20％ 40％ 60％ 80％ 100％

口Actinobacteria　　　　□鋤垣ρ1りεθ0加C孟θ1ゴa　■　Bθ　taPi’O　teobacteria

田Gamm∂μ沈θo占aoεθ1垣gn　Bacteroゴdθtes　　　　園α～ノoヱηガθ血

　　　　図6－3　各固化剤における綱レベルでの系統学的位置による分離株の割合

　4種類の固化剤から得られた全分離株137株は、全部で6綱に分類された。Actinobactθiコia

綱・助フhaρi’oteobacteヱ’ia綱、　Betaproteobaeteiv’a綱、　Gammapi’oteobactei’ia綱、

五θc彦θ痂dθオθ8綱、Ohlo2’oflexi綱の6綱であった。また、どの固化剤でも分離株が得られた

系統学的位置はAlphaproteobaetei’ia綱、　BetaPi’oteobactei’ia綱、　Actionbacteiv’a綱の3

綱であった。次に、固化剤ごとに見ると、得られた分離株はゲランガム、寒天B、カラギー

144



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一

ナン・寒天Aの順に・5，5，4，3綱に分類された。以下、Alphaproteobaeteria綱、

Betaproteobacteria綱N　Aetionbaeten’a綱に属する分離株が各固化剤において占める割合

について説明する。

．tll．li　ha　roteobaeteria

　助顛ρ蜘鋤垣θ飴西a綱に属する分離株が各固化剤において占める割合が、どの固化剤で

も最も多かった。その割合は、寒天A＞カラギ・一ナン〉寒天B＞ゲラシガムの順で、それぞ

れ79％＞57％＞55％＞48％であった。どの固化剤共でも分離株のほぼ半数以上が

A．lphaρroteobaeteria綱に属する分離株であり、特に寒天Aでは約80％を占めていた。ま

た、寒天Aと他の3種類の固化剤を比較すると、約1．5倍の違いがあった。

Beta　roteoba　cteria

　2番目に多かったのが、Betaρroteobaeteria綱に属する分離株であった。同じく、その割

合は、ゲランガム〉カラギーナン〉寒天A＞寒天Bの1眞で、それぞれ37％＞16％＞14％＞

13％であった。ゲランガムと他の3種類の固化剤を比較すると、約2－3倍の違いがあった。

』6鉦丑oゐ没討ε亘ヨ綱

　3番目に多かったのが、IAciあobaeteria綱に属する分離株であった。同じく、その割合は、

寒天B＞カラギーナン〉寒天A＞ゲランガムの順で、それぞれ26％＞11％＞7％＞3％であっ

た．寒天Bと他の3種類の固化剤を比較すると、約2－8倍の違いがあった。

Bacteroidetes綱・在a囮．囮a　roteobaeteria綱・Chloroflen：綱

　一方・Ba　ctereidetes綱、　Gammaproteobacteria綱、　Cbleroflem’綱の3綱に属する分離

株は、一部の固化剤からしか分離株が得られなかったeまず、Baeteroidetes綱に属する分

離株は、カラギーナン、ゲランガム、寒天Bからのみ分離された。その割合は、カラギー

ナン〉ゲランガム〉寒天Bの順で、16．2％＞7．4％＞32％であった。また、

Gammaproteoba　eteria綱とehioroflexx’綱に属する分離株は、それぞれ寒天Bとゲランガ

ムから1株ずつだけ分離された。

　これらの結果から、以下の傾向が確認された。

●　カラギーナンを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Baeteriodetes綱が優占的に分離される　　　　・

●　ゲランガムを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　lBetaproteoba　eteria　meが優占的に分離される

●　寒天Bを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　・4α㎞o加oぬ蠕a綱が優占的に分離される

●　寒天Aを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　4加五鋼2溺θo加c魎綱が優占的に分離される
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b）近縁種に着目した分離株の分類

　次に、分離株の16S　rRNA塩基配列に基づいて決定した近縁種によって、分離株を分類

した結果を表6・9に示す。表6－9には、分離株の固化剤ごとに占める割合を表記し、分離株

の相同性を100－95％・　95・90・／。　・　90・1，以下の3種類に分類して表記した。また、近縁種が同

じ分離株については、固化剤ごとに占める割合に対して分散値を計算し表記した・この分

散値が大きければ、該当する分離株の固化剤ごとに占める割合がばらついていることを表

している。

　4種類の固化剤から得られた全分離株137株は、全部で27種類の近縁種に分類された。

固化剤ごとに見ると、得られた分離株は寒天B、寒天A、ゲランガム、カラギーナンの順に、

17，12，9，8種類の近縁種に分類された。このことから、寒天B＞寒天A＞ゲランガム〉カ

ラギーナンの順に、系統学的位置という観点で多様な分離株が得られやすいことがわかっ

た。さらに、近縁種から推定した分離株の系統学的位置と固化剤の種類の間に見られた傾

向について以下に述べる。

　Alpbaproteoba　c’teria綱に分類される分離株の近縁種は、表6・9に示すさらに細かい分類

を見ると固化剤ごとに違いが確認された。Hoeflea　sp．　KF7（AB257592），　Oehrobacterium

antkropi（EU275247），　PkyUobaeteria　ceae　b　ac七eriu皿905∫1（AM884149），　Sth’eiba　eter

po皿θ哩西DSS・3（CPOOOO31）に近縁な分離株が、寒天Aを固化剤として用いた場合にだけ

分離された。なお、カラギーナン・ゲランガム・寒天Bを固化剤として用いた場合にだけ

分離された分離株はなかった。

　Betaproteobaeten’a綱に分類される分離株の近縁種は3種類と少なかった。さらに

Betaproteoba　cteria綱ではz4zoarcus　sp．22Lin（Y13222）に近縁な分離株が大半を占め・こ

の分離株はゲランガムを固化剤として用いた場合に優占的に分離された．そのためra）分

離株の綱レベルでの系統学的位置」に前述した傾向と同じく、ゲランガムを固化剤として

用いた場合にBetaproteobaeteria綱が優占的に分離されるという傾向を示した。

　Baeteroidetes綱に分類される分離株の近縁種は’1種類（Baeteroidetes　bacterium　KMM

3903（AY271623））だけであったため、　r　a）分離株の綱レベルでの系統学的位置」に前述し

た傾向と同じく、カラギー一一・ナンを固化剤として用いた場合にBaeteza’odetes綱が優占的に分

離されるという傾向を示した。

　これらの結果から、以下の傾向が確認された。

●　寒天B＞寒天A＞ゲランガム〉カラギーナンの順に、系統学的位置という観点で多様な

　　分離株が得られやすい

●　寒天Aを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　AZpbaρroteebaeten’a綱が多様に分離される
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第6章　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一

c）近縁種との相同性による分離株の分類

　次に・4種類の固化剤から得られた全分離株137株の近縁種との相同性を固化剤ごとにま

とめたものを図6・」に示す。図6・・」は表6・9に示した相同性を固化剤ごとに表記しなおした

ものである。

カラギーナン

ゲランガム

寒天A

寒天B

0％ 20％ 40％ 60％ 80％ 100y，

ロ相同性（％），100－95　ロ相同性（％），95－100　■相同性（％），95以下

図6－1　近縁種との相同性によって分類した分離株の割合

　どの固化剤でも、約70％以上の分離株が既存の分離株（closest　relative）と100・95％の

相同性を示した。一方、既存の分離株と95・100％の相同性を示した分離株は、寒天A＞ゲ

ランガム〉カラギーナン〉寒天Bの順で、それぞれ24％＞22％＞19％＞10％であった。カ

ラギーナン・ゲランガム・寒天Aに比べて、寒天Bの値が低かった。

　これらの結果から、カラギーナン・ゲランガム・寒天Aに比べて、寒天Bを固化剤とし

て用いた場合は、新規性の高い分離株を得にくいと考えられた。しかし、顕著な違いでは

なかった。

　以上、「a）分離株の綱レベルでの系統学的位置」と「b）近縁種による分離株の分類」と

「c）近縁種との相同性による分離株の分類」で整理された傾向をまとめると、以下のよう

な傾向が確認された。

●　カラギーナンを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Bactei’iodetes綱が優占的に分離される

●　ゲランガムを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Bθtap1’oteobactei’ia綱が優占的に分離される
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●　寒天Bを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Actinobaeten’a綱が優占的に分離される　　‘

●　寒天Aを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　A．lpkaρroteobacterta　meが優占的にかつ多様に分離される

●　寒天B＞寒天A＞ゲランガム〉カラギー一一ナンの順に、系統学的位置という観点で多様な

　　分離株が得られやすい

6．4．4RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培蒙．

　RNA－S工P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、または嫌気的

または好気的フェノール分解に関与する細菌のうち、1種類の分離培養に成功した。それは、

汚泥Bで嫌気的フ＝”ノール分解細菌としてRNA・SIP法によって特定されたAzoareus　sp．

22Lin（Y13222）に97％の相同性を示す細菌であった。この嫌気的フェノール分解細菌とし

て特定された細菌に100％の相同性を示す分離株が、本章で報告した分離株の中に複数得ら

れた。その数はゲランガムで10株（37％）、カラギーナンで6株（16％）、寒天Aで6株（14％）、

寒天Bで2株（7％）であった（括弧内の割合は各培養系列での該当する分離株の割合を示

す）。なお、Betaproteoba　eteria綱に属する分離株のほぼ全てがこれらの分離株であった・
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6．5　考察

　本章では・分離培養法によって嫌気的フェノール分解細菌を分離・培養することを盲的

とした。さらに、RNA・SIP法によって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を分離することを目指した。

　以下の考察において、まず、Viable　countの推移とコロニーの形態的特徴の多様性を指標

とした場合と・得られた分離株の系統学的位置を指標とした場合の2点からそれぞれ考察

を行い・最後に総合的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

た・次にRNA－SIP法によって特定されたフェノール分解細菌またはフェノール分解に関与

する細菌（第4章と第5章）との比較を行ったe

6．5．1viable　countとコロニーの形態的特徴からの評価

Viable　cou皿tについての考察

　まず・Viable　coun七の推移に関して、基質濃度（フェノー一一・一ル濃度）と固化剤の2点から考

察する・フェノー一一一．ル濃度に関しては、どの固化剤においてもフェノール濃度が低濃度また

は中濃度の場合には高濃度の場合よりも、培養18週間後のviable　countの値が約2－29倍

大きな値を示し、顕著な違いが確認された。固化剤に関しては、ほとんどの培養条件で、

カラギーナンとゲランガムのviable　countと寒天Aと寒天BのViable　eountの間には大き

な差があった。

　つまり・より高いViable　countを得るためには、フェノール濃度は、高濃度よりも低濃

度または中濃度にした方が良いとわかった。一方、固化剤は、寒天Aや寒天Bよりも、カ

ラギーナンやゲランガムを用いる方が良いとわかった。

コロニーの形態的特徴についての考察

　次にコロニーの形態的特徴｝ご関して、色、・形、大きさの3点から考察する。まず、同じ

固化剤を用いた場合には、フェノール濃度や活性汚泥が異なったとしても、生育したコロ

ニーの形態的特徴（色、形、大きさ）には大きな違いが確認されなかった。

　カラギーナンとゲランガムを固化剤として用いた場合、コロニーの形は円形で、コロニ

ーの色は透明色（半透明色）、白色、黄色（淡黄色）で、大きいコロニーが生育しやすいと

いう傾向が確認された・寒天Aを固化剤とレて用いた場合、コロニーの形は円形で、コロ

ニーの色は淡茶色、茶色で、小さいコロニーが生育しやすいという傾向が確認されたe寒

天Bを固化剤として用いた場合、コロニーの形は円形で、コロニーの色は透明色（半透明

色）、淡茶色で、小さいコロニーが生育しやすいという傾向が確認されたe

　これらをまとめると、コロニーの形には大きな違いは見られなかったが、コロニーの色

と大きさにおいて、カラギーナンとゲランガム、寒天Aと寒天Bの2つのグループに大別

された。コロニーが大きいことは、画線の時に非常に便利であり、コロニーの形態的特徴

を見分けやすく異なる形態的特徴を持つコロニーを認識しやすい。カラギ・・一・一・ナンとゲラン
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ガムはこの点で優れていると言える。

　以上の考察をまとめると、より高いViable　countとより大きなコロニーを得るには、以

下の2つの培養条件を満たすと良いことが分かった。

①フェノール濃度は低濃度（約10エ皿g　liter’i）または中濃度（約100　mg　liter’i）に

する

②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用いる

　①は、低濃度の方が培養効率が向上すること（Connon＆Giova　nnoni；Janssen　et　al．、

2002；　Sait　et　aZ。2002；Zengler　et　al．，　2002；　Jo　seph－　et　al．，2003）を報告した既往の知見と

一致するものであったe本研究で対象とした硝化脱窒プロセスでは、流入原水がO．6－1．2

L／hourで45　Lの脱窒槽に流入しており、フェノール濃度に換算すると7．3・20．0エng／hour1L

の流量で流入している。また、脱窒槽のフェノール濃度は本プロセスのほとんどの運転期

間を通じて約Omg1Lであったことから、活性汚泥が晒されているフェノール濃度は数

皿grLであったと考えられた。よって、フェノール濃度が低濃度の培養条件でViable　cou皿七

がより高くなる傾向が見られたのは、実環境を模倣したためであると考えられた。

　また、②の中の、固化剤にはゲランガムを用いる、という点は、平板培養法に用いたサ

ンプルや基質が異なるが、Taエnaldらの知見と一致するものであった（Tamaki　et　al．，　2005）。

Ta皿adらは・霞ヶ浦の底泥をサンプルとして使用して、16S　rRNA遺伝子を対象として分

子生物学的手法によって捉えられる微生物群集構造と、固化剤としてゲランガムと寒天A

の2種類を用いた平板培養法によって捉えられる微生物群集構造を比較した。分子生物学

的手法では・DNAを対象として、　PCR法・クローニング法一シーケンシング法を行なってい

る。一方、平板培養法では、2種類の培地成分と3種類の培地pHの合計6通りの条件で好

気培養と嫌気培養を行なっている。6通りの培養条件のうち、最もviable　c斑ntの高かった

1つの培養条件に対して、ゲランガムと寒天A共にランダムに30コロニーを選択して、16S

rRNA遺伝子のシーケンシング解析を行なっている。

　平板培養法によって得られた分離株をゲランガムと寒天Aの間で比較したTamakiらの

結果では、AZphaproteobaeten’a綱、　Betaproteobaeteria綱、　Aetinobaeteria綱、

Bacteroidetes綱に属する分離株の割合は、ゲランガムではそれぞれ30％，40％，0％，23％、

寒天Aではそれぞれ60％，3％，23％，0％であった。ゲランガムではBetaproteobaeteria綱

に属する分離株が最も多く分離され、次いで．4雄血o加o孟θ亘a綱に属する分離株が多く分離

されていることがわかる。一方、寒天AではAZphapteteobaeteria綱に属する分離株が最

も多く・次いでActaCnobaeteria綱に属する分離株が多く分離されていることがわかる。こ

れは、本章の結果と非常に良く一一致する。

　また・Tainakiらは、分子生物学的手法と平板培養法の比較も行なっている。こちらに関
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しては、次の節の「6五2分離株の系統学的位置からの評価」で考察する。

，6．5．2分離株の系統学的位置からの評価

　　汚泥Bのフェノール濃度が中濃度のカラギーナン、ゲランガム、寒天A、寒天Bを固化

　剤とする各培養系列（図6・1E）から、それぞれ37，27，42，31株の分離株を得た。これら

　の分離株の16S　XRNA遺伝子（約1000　bp）に基づいた綱（cla呂s）レベルでの系統学的位

　置の結果、以下の傾向が確認された。

●　カラギーナンを固化剤として用いた場合・他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Bacteriodetes綱が優占的に分離される

●　ゲランガムを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Betaproteobaeten’a綱が優占的に分離される

●　寒天Bを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Aetin　oba　eteria綱が優占的に分離される

●　寒天Aを固化剤として用いた場合、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　A、lphaprqteobacteria綱が優占的にかつ多様に分離される

●　寒天〉寒天A＞ゲランガム〉カラギーナンの順に、系統学的位置という観点で多様な分

　　離株が得られやすい

　なお、分離株の嫌気的フェノール分解能については、固化剤をエネルギー源として生育

する細菌がいることが知られていることからも（S七〇ttθオ訂，2008）、今回得られた分離株

全てが嫌気的フェノール分解能を有しているとは限らないeさらに、本研究では、時間的

な制約から分離株の嫌気的フェノール分解能を調査する実験を行えなかった。

　そこで、分離株の近縁種情報から文献調査を行い、分離株の嫌気的フェノール分解能を

調査・推定した。嫌気的フェノール分解能を有すると推測された分離株は、

Betaproteoba　cten’a綱に分類されるAzoareus　sp．22Lin（Y13222）（またはAzoarcus　sp．

FLO5（AFe11330）），Bacterium　ROME435Asa（AY998138）（またはAzoareus　sp．　FLO5

（AFO　I　1330））に近縁な分離株であった。　Aα榔姻sp．　FLO5（AFO　11330）｝主硝酸塩を還元

しフェノールを分解する嫌気的フェノール分解細菌である（va　n　Schie＆Young，1998）。こ

れらの分離株は、ゲランガムを掴化剤として用いた培養系列から最も高い割合（37％）で分

離され、次いでカラギーナン（16％）、寒天A（14％）、寒天B（7％）の順であった。こ

のことから判断すると、ゲランガムが他の3種類の固化剤に比べて、嫌気的フェノール分

解細菌を最も捉えやすいと考えられた。文献情報のみによって判断しているために不確定

な要素を含んでいるが、分離株の系統学的位置からの評価の結果として、次の②’が嫌気

的フェノール分解細菌を分離・培養しやすい培養条件として考えらえた。

153



第6章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一

②’　固化剤にはゲランガムを用いる

　なお、この②’は、平板培養法に用いたサンプルや基質が異なるが、Tamakiらの知見と

一致するものであった（Tama］d　et　al．、2005）e　Tamakiらは分子生物学的手法と平板培養

法の比較を行い以下のような報告をした（Tamakiらの報告の概要は前述に詳しい）。ゲラ

ンガムを固化剤として用いて分離された分離株では、30コロニー中11コロニーが分子生物

学的手法によって得られたクローンと95％以上の相同性を示した。一方、寒天Aを固化剤

として用いて分離された分離株では、30コロニー中1コロニーだけがそうであった。つま

り、固化剤としてゲランガムを用いた場合は、寒天Aを用いた場合よりも分子生物学的手

法で捉えられる微生物群集構造に近い分離株を得やすいと考えられる。これは、本章の結

果と一致する・しかし、本研究で得られた結果では、Azbarcus　sp．22Lin（Y　13222）または

Bacterium　ROME435Asa（AY998138）に近縁な2種類の分離株のみがこのような傾向を示

したに過ぎず、一一一般化するには結果が不十分と考えられた。

6．5．3嫌気的フェノール分解細菌を捉えやすい平板培養条件

　「6、5□　vjable　countとコロニーの形態的特徴からの評価」では、より高いviable　count

とより大きなコロニーを得る培養条件として、①フェノール濃度は低濃度または中濃度

にする、②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用いる、の2点が挙げられた。

また・「6．5．2分離株の系統学的位置からの評価」では、嫌気的フェノール分解細菌を分離・

培養しやすい培養条件とじて、②’　固化剤にはゲランガムを用いる、の1点が挙げられ

た。これらをまとめると、

①フェノール濃度は低濃度（約10mg　li七er’1）または中濃度（約100　mg　liter’i）に

する

②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用いる

の2点にまとめることができる。

　分離株全てが嫌気的フェノール分解細菌とは限らないということを考慮すると、より高

い磁b玉eeountを実現して獲得できるコロニー数を増やすことは、嫌気的フェノール分解

細菌が分離される可能性を高めるであろう。また、より大きなコロニーを得ることでコロ

ニー一の形態的特徴の違いを見極め、異なるコロニーをより多く拾い上げることができるで

あろう・こういった理由から、嫌気的フェノール分解細菌を捉えやすい平板培養条件とし

て上記の2点にまとめられた。

｝．6・5・4RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養

　　f6・4・4蕊蔑A・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養」で述べたように、汚泥
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B中の嫌気的フェノール分解細菌としてRNA・S］IP法によって特定されたAioareus　sp．

22Lin（Y　13222）に97％の相同性を示す細菌の分離に成功した。全部で24株分離された．

6．5．5カラギーナンとゲランガムの固化剤とレての評価

　本章の結果および考察から，s固化剤としてカラギー一一ナンどゲランガムの有用性が示せた。

ゲ7ンガムは、JanssenらやTamaki．らの報告例があb－（Jans託耳己已，2002；DaVis　etal．，

2005；Tamaki　et　al。　2005）、比較的利用されている固化剤である。．一方、カラギーナンは

古くから報告はあるが〔一般的な微生鈎の分離に利用されているとは言いがたい・しかし・

実際に使用をしてみて、カラギーナンを用いると透明性が高い培地を作成することができ、

そのためにコロニーの確認が容易であり、また、前述のようk優れた結果を与えるもので

あった。カラギーナンを平板培養に用いた研究は1976年以降において、既に数例発表され

ている（Watson＆Apirion，1976；　Lines，1977；Reeslev＆Kjeller，　1995）。にもかかわらず、

なぜもっと普及しないのか疑問であるが三その理由はよくわからな．い。培地のpHに影響を

与えること、また、血液培地を作成する場合にカラギーナンの固化温度が60℃程度と高い

ために・添加する血液に影饗することなどが問題点として知られている（Li　les，　1997）eし

かし’、もっと利用されてもよいのではないかと感じられた。．一一
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！　　　　　　　　　t

i6．6　織論　　　　　　　、

　　本章では、分離培養法によって嫌気的フェノー一ル分解細菌を分離・培養することを目的

　とし、様々なフェノール濃度と固化剤を用いて平板培養法を行なった。さらに、第’1章と

　第5章で述べたRNA・S工P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と、

嫌気的または好気的フェノール分解に関与する細菌を分離することを試みた。本章では、

　主に次のような結論が得られた。

　　嫌気的フェノール分解細菌を捉えやすい平板培養条件として、培養に用いるフェノール

濃度と固化剤を、

　　①フェノール濃度は低濃度（約10mg　liter1）または中濃度（約100　Mg　liter’1）に

　　　する

　　②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用いる

　という条件に設定することが重要であるa

　　さらに、第4章で述べたRNA．・SIP法によって汚泥B中の嫌気的フェノー・ル分解細菌と

して特定されたAgoareus　sp．22Un（Y13222）に97％の相同性を示す細菌が24株分離され

た。これらの分離株は、ゲランガムを固化剤として用いた培養系列から最も高い割合で分

離され、以下、カラギーナン、寒天A、寒天Bの順であった。

　また、本章の目的とは性質が異なるが、用いた4種類の固化剤と得られた分離株の系統

学的位置の間に次の傾向が確認された。

●　カラギーナンを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Baeten’odetes綱が優占的に分離される

●　ゲランガムを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　βθ頗ρ却缶o加已飴虚綱が優占的に分離される

●　寒天Bを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Actinobaeten’a　meが優占的に分離される

●　寒天Aを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Alphaproteoba　eten’a綱が優占的にかつ多様に分離される

●　寒天B＞寒天A＞ゲランガム〉カラギーナンの順に、系統学的位置という観点で多様な

　　分離株が得られやすい

　なお、今回得られた分離株の中には、文献情報に基づく限り嫌気的フェノール分解能を

持っているとは考えにくいものが多数存在した。本章で用いた固化剤を基質として利用す

る細菌も知られており、それらが分離されている可能性がある。嫌気的フェノール分解能

を有するか否かを確認するためには、フェノールと硝酸塩を用いて液体培養を行い各成分

の利用性を確認する必要がある。この点は今後の課題とした。
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嫌気的フェノN－Ut－一ル分解綴菌の

分離亀醸養一汚泥c一

言7．1　はじめに　　　　　　　　　　　　　一
．．．1　．直。噛＿，．．ww　　　　　　　　　　　　　　　止体幽＿熔悼一1＿勤噸　　　　　　　　　t，H　L・wu．v巨＿拝信＿i　　　　’　一始練…“〔・鼻オ＾⌒・⊇　　t’

　　本章では、前章の第6章と同Dく、分離培養法によって嫌気的フェノール分解細菌を分

　離・培養することを目的とした。さらに、第4章と第5章で述べた、，RNA・S工P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と、嫌気的または好気的フェノール分

　解に関与する細菌を分離することを目指した。

　　まず、第6章で結論した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基本的

　に用い、さらに海水を培地の一部として使用することを検討した。海水を培地成分として

　使用した理由は、人工安水処理硝化脱窒プロセスの流入水である人工安水に海水が含まれ

　ており、培養環境を実環境に近づけるためである。しかし、海水には様々な塩が含まれて

　おり、この塩とその他の培地成分や固化剤がオートクレープ処理によって様々な化学物質

　　の変化を起こす可能性が考えられた。そこでまず、海水を含む固体培地の作成手順を検討

　　し、沈殿の生成や培地の変色といった培地の顕著な変化が見られない条件を決定した。検

　討の結果、海水を含む培地を用いるとゲランガムの使用が難しいことがわかった。ゲラン

　ガムは塩分濃度が高い培地に対しては固化温度が非常に高くなってしまい、オートクレー

　　プ処理後に固化してしまうためであった。そこで、第6章で結論した嫌気的フェノール分

　解細菌を捉えやすい平板培養条件のうち固化剤に関しては、ゲランガムの使用は申止しカ

　　ラギーナンを用いることにした。また、比較対象として寒天Aも用いた。フェノール濃度

　　は、①フェノールは低濃度（約10皿9　liter’　i）または中濃度（約100　m9　liter’i）にする、

　　に従ったeこうして決定した培養条件を用いて、汚泥Cを供試試料とし、嫌気的フェノー

　ル分解細菌の分離・培養を試みた。

｛7．2　実験方法
』1’「

一昔齢一一醐為一市
7．2．1海水を含む固体培地の作成手順の検討

　本章では、第6章で決定した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基

本的に用いた上で、海水を含む固体培地の使用を検討した。海水を含む培地の使用を検討

した理由は、人工安水処理硝化脱窒プロセスの流入水である人工安水に海水が含まれてお

り（海水含有率約60・70％）、培養環境を実環境に近づけるためである。しかし、培地に海
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水を含むためか、第6章で報告した固体培地の作成手順に従うと、様々な問題が生じた。

具体的には、固化剤を無機塩培地に添加した場合、海水に添加した場合、海水と無機塩培

地の混合液に添加した場合では、異なる性状の固体培地が作成された。さらに、固化剤に

よってはオートクレープ処理後に固化することや、65℃のウォーターバスに保持した後に

固化することが確認された。そこで、海水を含む固体培地を作成するための手順を改めて

検討した。

　固体培地の作成過程で、培地が固化せず、かつ沈殿の生成や培地の変色が極端に生じな

いような培地作成手順の検討を行なった。検討内容は以下の2つの場合に対して行った。

（1）　無機塩培地1海水を1：2で混合した場合（海水含有率67％）

（2）　無機塩培地1海水を2：3で混合した場合（海水含有率60％）

　なお、（1）の海水含有率が67％である理由は、検討を行った時期の人工安水の海水含有

率が67％であったためであった。そして、（1）の検討が終了した後、人工安水の海水含有

率が60％に変更された。そこで、再び（2）の海水含有率が60％の検討実験を行った。本章

では、（2）の検討結果から得られた条件を使用した。

　検討では固化剤にはカラギーナン、ゲランガム、寒天Aの3種類を用い、固化剤の量は

最終的な培地重量に対して1．5％（wt／wt）とした。フェノール濃度は中濃度の約100　mg　mg

五teゴ1とし・硝酸塩濃度は100　mgN　literiとした。

7．2．2供試試料

　実験室規模の人工安水処理硝化脱窒処理プロセスの脱窒槽から採取した汚泥Cを供試試

料とし、第4章でRNA－SIP法の嫌気培養を終えた汚泥を用いた（約30時間の培養）。なお、

汚泥Cを採取した時の脱窒槽の水質特性は、pHは7．8前後、温度は33℃前後であった。

プロセスの流入水である人工安水は海水を60％含んでいた。海水は君津に位置する新日本

製鐵（株）に近い東京湾の海水を用いた。

｛7．2．3基本的な培地条件

　　無機塩培地は、第6章の表6－1に示す培地を使用した。但し、汚泥Cを採取した前後の

　脱窒槽のpHに合わせて、無機塩培地のpHを7．85に調整して使用したe

　　無機塩培地に添加する微量培地成分には、第6章で決定したものを使用した。Vitamin

　soiutionは第6章の表6－2に示すDSMZの461番のものを、七race　element　solutionは第6

　章のi！1　6・3に示すDSMZの141番のものを使用した。

　　フェノール濃度は・低濃度・中濃度に設定した。それぞれ約10，　100　mg　liter　’1のフェノ

ール濃度となるように設定した。固化剤は、カラギーナンと寒天Aを用いた。但し、フェ

　ノール濃渡が抵濃度の培養条件に対しては固化剤としてカラギーナンのみを、フェノール

158



第7章　嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養一汚泥C一

濃度が中濃度の培養条件に対しては固化剤としてカラギーナンと寒天Aを使用した。なお、

ゲランガムの使用を断念した理由は、「7．3，1海水を含む閲体培地の作成手JII頁の検討」で示

す。

　汚泥Cに対するRNA・SIP法では、汚泥の培養期間中の硝酸塩濃度は約O・70．　mgN　liter・1

であった。そこで、固体培地中の硝酸塩濃度も同程度に設定し、最終濃度が約22．6mg］ぱ1iter

’1（1QO　mgNO3　liter　’1）となるようにした。

7．2．4固体培地の作成手順

　培地成分の混合割合を表7・1に示す。

表7－1　各培地溶液の混合割合

成分
フェノール濃度の段階

低濃度 中濃度

　無機塩培地＋海水

i2：3の重量比で混合）
1000．Oml 1000．0血1

vita血in　solu七ion 5．Om1 5．Omユ

trace　eleme皿t　solution 10．Om1 10．Oml

フェノール溶液

i40000mg五teプ・）
025皿11 2．5m1

　　NaNO3溶液

i10000mgNO3五ter・・）
10．Om1 10．0血1

固化剤 15．Og 15．Og

フェノー一ル溶液・NaNOs溶液・磁t輌日01u七ion・traee　ele皿e酷solu藍onは作成後、

0．2P皿フィルターでろ過滅菌する

　表7－1の割合で混合すると、フェノール濃度が低濃度・中濃度の培養系列では、フェノー

ル濃度がそれぞれ9．8，97．3　mg　liter　’iとなり、硝酸塩濃度は両方共に22．0皿gN　liter　’iと

なる。次に、固体培地の作成手順を述べる。

［固体培地の作成手順］

1：無機塩培地（表6－1）を作成1した後、’　pHを7．85に調整した。

2．無機塩培地と海水を2：3の重量比で用意した。固化剤を無機塩培地にはO．375％（wt∫wt）

　　となるように、海水には2．25％（wtiwt）となるよう1こ添加して、別々に121℃で15分間

　　オートクレープ処理を行った。

3．オートクレープ処理終了後、培地をウォーターバスで65℃に保持したe

4．65℃に保持されたオートクレーゴ処理後の無機塩培地と海水を速やかに混合した。
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5．O．20・pm・pore－size　cellulose　acetate　Mter（ADVAN7rEC）で濾過滅菌した、65℃に保持

　されたフェノール溶液、NaNO3溶液、　Vitamin　solution、［llirace　ele皿ent　solutio皿を表

　7・1に示す割合で速やかに添加した。

6．添加後、速やかに混合して、シヤーレ（BIOBIK社、プラスチック製、直径90　mm高

　さ15．mm〕に分注した。

7．作成した培地は、常温に冷却後、使用までAnaeroPack試i薬（三菱ガス化学（株））と

　嫌気ジャー（三菱ガス化学（株））を用いて1晩以上保存した。

7．2．5培養条件

　活性汚泥サンプルを滅菌済み0．85％NaCl溶液を用いて102’107の範囲で段階的に希釈を

行った。希釈の各段階では、ボルテツクスミキサーで1．5分程度撹持作業を行った後、次の

希釈段階を作成した。希釈したサンプルを、シャーレ1枚に対してleo　pl添加した。プラ

スチック製のスプレダーでサンプルを塗布したe塗布後、AnaeroPack試薬と嫌気ジャー一を

用いて、暗所にて33℃で約18週間以上培養した。1つの希釈段階に対して、各3枚のシャ

ーレを作成した。

、7．2．6分離株の獲得

　　新しいコロニーの生育がそれ程見られなくなった培養18週間以降、培養に用いた培地と

　類似した成分の培地を用いて（海水を市販の人工海水であるLivesea　salt（DELPHIS）に

　置き換えた固体培地）、画線を繰り返して純化を行った。コロニーの様子が1種類のコロニ

　ー（1種類の微生物）と肉眼または顕微鏡観察で判断できた状態をもって純化作業を終了し

　た。

i7．2．7分離株の16S・rRNA遣伝子塩基配列の解読

　純化を終了レた分離株について、次のようにして16S　rRNA遺伝子塩基配列を解析した。

実験手順は第6章の「6．3．”t分離株の16S　rRNA遺伝子塩基配列の解読」に基本的に従っ

た・但し・シーケンシングプライマーは357fプライマー（Lane討証，1991）のみを使用

した・得られた約700bp程度の部分塩基配列をBlastnプログラムによって解析して、分

離株の近縁種を決定し系統学的位置を推定した。

7．2．8RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養

　第6章の「6．3．9RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養」で述ぺたよう

に・解読した16S　rRNA遺伝子塩基配列を用いて、　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と嫌気的または好気的フェノール分解に関与する細菌の

分離株の有無を確認した。
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i7．3　結果

7．3．1海水を含む固体培地の作成手順の検討

（1）無機塩培地：海水を1：2で混合した場合（海水含有率67％）の検討結果

　まず、以下の①母の条件に対して、固体培地の作成過程で培地が固化せず、かつ沈殿の

生成や培地の変色が極端に生じないような培地作成手順の検討を行なった。

①固化剤をLS・sol．＊に添加する

②固化剤を無機塩培地に添加する

③固化剤を無機塩培地とLSs。1．　＊を1：2で混合した海水含有無機塩培地に添加する

＊）なお、海水は限られた量しかなかったため、海水の代用品として人工海水成分として市販されて

いるLivesea　s　altを使用した。　Distilled　water　1　literに対して、37．59のLivesea　saltを溶解して使

用した（LS　so1．と表記した）。

　固化剤はカラギーナン、ゲランガム、寒天Aの3種類を用いた。固化剤の量は最終的な

培地重量に対して1．5％（w伽七）とした。培地の出来具合についての評価項目は、オートク

レープ後の①③の各培地と最終的に作成された固体培地における色・粘性の有無と沈殿の

有無とした。実験手順は次に従った。

［実験手順］

1．無機塩培地（第6章の表6・1）を作成した後、pHを7．85に調整した。

2．無機塩培地とLS　sol．を1：2の重量比で用意した。

3．固化剤を①③の条件で添加した後、121℃で15分間のオートクレープ処理をして、培

　地をウォーターバスで65℃に保持した。

4．①と②の場合は、65℃に保持されたオー一トクレープ処理後の無機塩培地とLS　so1．を速

　やかに混合して、さらに0．20－pm孔径のcellulose　acetate　filter（AD葛ANTE　C）で濾過

　滅菌済みの65℃に保持されたフェノール溶液、NaNO3溶液、　Vitamin　solutien、　trace

　eleエnent　solutionを表7・1に示す割合で速やかに添加した。一方、③の場合は、　O、20・pm

　孔径のcellulose　acetate　Mter（ADVANT！E　C）で濾過滅菌済みの65℃に保持されたフェ

　　ノー一ル溶液、NaNO3溶液、　Vitamin　solution、　trace　eleme皿七solutionを表7－1に示す

　割合で速やかに添加した。

5．①③共に、添加後は、速やかに混合して、シャーレ｝ヒ分注した。

t（注意点）なお、すべての条件においてフェノール濃度は100　mg　liter　’i，硝酸塩濃度は100　mgN　liter’i

としたa
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　こうして、作成された培地の特徴を表7・2に示す。ゲランガムは、（｝一①，昔②（｝一③共に

オートクレープ終了後に既に固化している場合と、LS　sol．と無機塩培地を混合した直後に

固化する場合の2通りであった。ζのため、固化剤として使用することが困難であると判

断して使用を断念した。カラギーナンは、C②のみが65℃ウォーターバスで璽化レた・C・

①とC・③のうち、沈殿のないC①の作戒条件を採用することにした。寒天Aは、固体培地

作成中に固化Lた条件はなく、作成された固体倍地中にはA①，A・②は沈殿がなく、A一③は

沈殿があった。カラギーナンと同条件で薗体培地を作成するのが良いと考え、A・①の作成

条件を採用することにした。

　以上とまとめると、以下の結論が得られた。

●　無機塩培地とLS　so1．を’1：2で混合してLS　sol．を含む固体培地を作成する場合、カラ

　　ギーナンと寒天Aを固化剤として用いるならば、LS　sel．に固化剤を添加する作成方法

　　が良い。
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表7－2　作成された培地の特徴

培地条件a 培地成分
オートクレープ後の様子

色 粘性の有無b 沈殿の有無

作成された

ﾅ体培地の様子

LS　501． 淡黄色 少し有 無

C①
無機塩培地

　淡白色

iほぼ透明色）
無 無

淡白色、沈殿無

LS　801． 透明色 無 無

C一②

無機塩培地 淡茶色 少し有 無

無機塩培地のみが

U5℃ウォーターバス

@　　で固化

C③

@　■

無機塩培地＋

@LS　soL
白色 無 無 淡白色、若干沈殿有

G①
LS　so工

無機塩培地
固化剤を入れたLS呂01．がオートクレープ終了後に既に固化

α②
LS　so工 透明色 無 無 LS　so1．と無機塩培地

�ｬ合直後に固化無機塩培地 淡茶色 無 無

G砲
無機塩培地＋

@LS　sol．
オートクレープ終了後に既に固化

LS　soL 淡黄色 無 無

A・①

無機塩培地
　淡白色

iほぼ透明色）
無 無

淡白色、沈殿無

査②
LS　soL 透明色 無 無

淡茶色、沈殿無
無機塩培地 濃茶色 無 無

A母
無機塩培地＋

@LS　so1．

白色 無 有 淡白色、若干沈殿有

a）培地条件の表記法は、左の英文字が固化剤の種類を示しており、右が前述した条件

　　①③を示している。左の英文字の固化剤は、Cがカラギーナン、　Gがゲランガム、

　　Aが寒天Aを示す。

b）粘性の有無に関して、各表記は次の状態を示す。少し有と表記がある場合は、ゲル

　　化が少し始まりかけているような状態であるが、完全に固化はしない状態。無と表

　　記がある場合は、固化剤を添加する前の液体の状態とほとんど変わらない状態。

（2）無機塩培地：海水を2：3で混合した場合（海水含有率60％）の検討結果

実際に実験を行った時期の人工安水の海水含有率は60％であった。そのため、「（1）無機
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塩培地：海水を2：3で混合した場合（海水含有率67％）の検討結果」で得られた結果を踏

まえた上で、再び検討実験を行った。今度はLS呂oLを海水に置き換えた。固化剤は、カラ

ギーナンと寒天Aを用いた。固化剤の量は最終的な培地重量に対して1．5％（wt／wt）とした・

［実験手崎

1．無機塩培地（表6・1）を作成した後、pHを7．85に調整した。

2．無機塩培地と海水を2：3の重量比で用意した。

3．固化剤を海水に添加した後、オートクレープ処理をして、培地をウォーターバスで65℃

　　に保持した。

4．65℃に保持されたオートクレープ処理後の無機塩培地と海水を速やかに混合して、さら

　に020－P皿孔径．O　cellUlose　acetate　filter（ADVAN’TE　C）で濾過滅菌済みの65℃に保持

　　されたフェノール溶液、NaNO3溶液、　Vitamin　solution、　trace　element　solutionを表

　7・1に示す割合で速やかに添加した。

5．添加後は、速やかに混合して、シャーレに分注した。

（注意点）なお、すべての条件においてフェノール濃度は100　mg　liter　’i，硝酸塩濃度は100皿gN　liter’i

とした。

　結果、寒天Aを固化剤として用いた場合は、表7・2の結果と同じく、問題なく固体培地

を作成することができた。一方、カラギーナンを固化剤として用いた場合は、65℃ウォー

ターバスに保持した所、海水が徐々に固化しはじめて、最終的には固化した。

　この固化の様子から推測すると、原因は海水に対するカラギーナンの割合が若干多いた

めであると推測されたe「（1）無機塩培地：海水を2：3で混合した場合（海7k含有率67％）

の検討結果」では、LS　so1に対するカラギーナンの割合は2．25％（wt／wt）である。一方、今

回の検討実験では、海水に対するカラギーナンの割合は2．5％（wt／wt）である。僅かである

が、この差が固化の原因と考えられた。

　そこで、海水に対するカラギーナンの割合を2．25％（wtlwt）として、残りカラギーナンを

無機塩培地に添加することにした。すると、無機塩培地に対するカラギーナンの割合は

0．375％（wti／w七）となる。結果、カラギーナンを無機塩培地と海水にO．375％（wtlwt）と2．25％

（Wt／Wt）の割合で添加した場合は、問題なく固体培地を作成できた。

　以上の結：果を踏まえて、無機塩培地と海水にそれぞれ0．375％（wt∫w七）と225％（wtlwt）

の割合で固化剤を添加することに決定した。この条件は、カラギーナンと寒天Aの両方に

適用した。このような検討実験を通して、「7．2．3固体培地の作成手順」で記述した培地作

成手順に決定した。
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7・3，2分離株の系統学的位置

　フェノール濃度が低濃度で固化剤がカラギーナンの培養系列からは18株、フェノール濃

度が中濃度で固化剤がカラギーナンまたは寒天Aの培養系列からは、それぞれ54株と80

株の分離株を得た・これらの16S　rRNA遺伝子の約700　bpの部分塩基配列を解読して、

Blas七nプログラムによって相同性解析を行い、近縁種を決定した。決定した近縁種の系統

学的位置から分離株の綱（class）レベルでの系統学的位置を行った。そして、さらに細か

く分類するために、決定した近縁種によって分離株を分類した。

a）分離株の綱レベルでの系統学的位置

　分離株の系統学的位置を綱（class）レベルで分類した結果を図7－］に示す。

　　カラギーナン

（フェノール濃度が中濃度

　　　寒天A

（フェノール濃度が中・濃度

　　カラギーナン

（フェノール濃度が低濃度

O％

口Acti刀0ゐ∂ctθ1’ia

囚Ch10iりflθxi’

20％ 40％ 60％ 80％ 100％

％AlphaPi’otθobacteJ’ia　目Ga皿皿aPi’oteobaetei’ia

■乃iiコ刀icutes　　　　　　　田Candi’d巨Zθ皿1093

図7－1　各固化剤における綱レベルでの系統学的位置による分離株の割合

　得られた全分離株152株は、全部で6綱に分類された。Aetinobaetei’ia綱、

Alphaρi’oteobaetei’ia綱、　Gammapivteobactei’ia綱、　ChlOi’oflexi綱、乃短1元磁θS綱、

Candidate　SBR　lO93門（綱）の6綱であった。また、どの培養条件からも

2・Vphapz’oteobaetθヱia綱、　Ganコmap2’oteobacte」’ia綱．　Actionbactei’ia綱の3綱に分類され

る分離株が得られ、これら3綱に属する分離株の割合の合計は約78－100％と非鴬に高かっ

た。次に、培養条件ごとでは、得られた分離株は、カラギーナン（フェノール濃度が中濃

度）・寒天A（フェノール濃度が中濃度）、カラギーナン（フェノール濃度が低濃度）の順に、

3，5，5綱に分類されたe
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　どの培養条件においてもtalphaproteoba　cteria綱またはGammaproteeba　etetia綱に属す

る分離株の割合が最も多かった。次に多かったのが、．Aetiuobaeteria綱に属する分離株であ

った。一方、6顕o蜘趣画綱、Fhrntcutes綱、　Candida七e　SBR　1093門（綱）に属する分離

株は、カラギーナン（フェノール濃度が低濃度）と寒天A（フェノール濃度が中濃度）の2

つの培養条件からのみ分離された。

b）近縁種に着目した分離株の分類

　次に、分離株の16S　rRNA塩基配列に基づいて決定した近縁種：によって、分離株を分類

した結果を表7・3に示す。表7・3には、分離株の培養条件ごとに占める割合を表記し、分離

株の相同性を100－95％・95－90％・90％以下の3種類に分類して表記した。以下、3つの培

養条件から得られた全分離株152株に関してsi分離株が数多く得られた系統学的位置を述

べる。

　A．lphaproteebae．　teria綱に分類される分離株には、　Alpha　pro七eobacteriuエn　D　11－55

鐡［4032葺2）、姫●α噛o亟ロ皿畦｝．LZXC28　’（D　Q659074）、」Pヒdo皿1油o占ゴロ」m　f詮siforme　strain

DSM　53⑨4世14313）に近縁な細菌が多かった。なお、　Alpha　proteobac七erium　D　11－55

（AM403232）｝ま　Stappia属に分類される。

　Gaznmaρroteobaeteria綱に分類される分離株には、　Marinobaeter　daepoensis

（AY517633）に近縁な細菌が圧倒的に多かった。続いて、、脇α囮o朋●sk　engb’ensis　s七rain

SLO　14B－85T（EF　121853）・llalom伽ras　ablinen　taria（AF211860）に近縁な細菌が多かった・

　且魔加o加o岳塩綱に分類される分離株には、1株（AerotUerobium　eiPthre　um　strain

NRRL　iB≒3381・（AFOO5021））を除いて2種類に分類され、　Ornithinhnicrobium　h　um」p’　hilum

strain　DSM12362（AJ277650）に近縁な細菌が非常に多く、次にRbodocoecus　sp．

C宜NTR32①Q337561）に近縁な細菌が多かった。
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7．3．3RNA－SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養

　汚泥C中のRNA・S］P法によって特定された嫌気的フェノール分解細菌の結果との比較

を行なった。

a）RNA－SIP法で捉えた好気的フェノール分解細菌の分離・培養

　汚泥Aと汚泥C中で好気的フェノール分解細菌に関与する細菌とRNA・SIP法によって

特定された細菌に、100％の相同性を示す分離株が2種類得られた。好気的フェノール分解

細菌に関与する細菌とは、RNA・SIP法によって［13C6］フェノール由来の13Cを同化してい

たが・直接的に同化していたのか、間接的に同化していたのか（［13C6］フェノールの代謝産

物を同化（cross・feeding効果））の判断が難しかった細菌である。

　1種類は、汚泥Aと汚泥Cの両方で特定されたffaJlomonas　alimentaria（AF211860）に

99％の相同性を示す細菌であった。この分離株は、フェノール濃度が中濃度で固化剤として

寒天Aを用いた培養条件から4株得られた。一方、フェノール濃度が低濃度または中濃度

で固化剤としてカラギーナンを用いた培養条件からは得られなかった。　　　　　J

　もう1種類は、汚泥Aで特定された蛭唖o品醜西醐sp．　stra　in　IC961｛AB　196257）｝こ

99％の相同性を示す細菌であった．この分離株は、フェノール濃度が中濃度で固化剤として

寒天Aを用いた培養条件から1株得られた。一方、フェノール濃度が低濃度または中濃度

で固化剤としてカラギーナンを用いた培養条件からは得られなかった。

b）RNA・S］IP法で捉えた嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養

　RNA・S］P法によって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

に関与する細菌は、分離されなかった。

　以上をまとめると、フェノール濃度が中濃度で寒天Aを固化剤として使用した培養条件

からのみ、汚・泥Aまたは汚泥CでRNA・S］P法によって好気的フェノール分解細菌に関与

する細菌と特定された細菌が2種類分離された。一方、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分離には至らなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　！
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紅鮭二璽董こご誉．1二ご二．．＿∴∴三二∴ご二＿＿、一．．一，一．一
’謬

　　本章では、分離培養法によって嫌気的フェノール分解細菌を分離・培養することを目的

　とした。さらに、RNA－SIP法によって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を分離することを目指した。

　　まず、第6章の結果から得られた「嫌気的フェノール分解細菌を捉えやすい平板培養条

　件」を踏まえた上で、さらに海水を培地の一部として使用することを検討した。検討した

　培地を用いて嫌気的フェノール分解細菌を分離・培養する試みを行った。結果、カラギー

　ナン（フェノール濃度が中濃度）、寒天A（フェノール濃度が申濃度）、カラギーナン（フェ

　ノール濃度が低濃度）の3通りの培養条件から、それぞれ54株、80株、53株の分離株を

　得て・これらの16S’　rRNA遺伝子の約700　bpの部分塩基配列を解読した。

　　以下の考察において、得られた分離株の中に嫌気的フェノール分解能を有する細菌がい

　るかどうかを文献情報から判断した（本来であれば、フェノール分解能の試験を行うべき

　であるが、本研究ではそれを行わなかった）。次に、RNA－SIP法によって特定されたフェ

　ノール分解細菌またはフェノール分解に関与する細菌（第4章と第5章）との比較を行っ

　たb最後に、汚泥Bから得られた分離株（第6章）と汚泥Cから得られた分離株（本章）

　を比較した。

｝7．4．1嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養

　　文献情報から分離株の嫌気的フェノー一ル分解能を推定した。しかし、嫌気的フェノール

分解能を持つと推測される分離株はいなかった。そこで、同じく文献情報から分離株の嫌

気的芳香族化合物分解能を推定した。こちらに関しては、いくつか該当するものがあった。

　　硝酸塩還元に伴う嫌気的芳香族化合物分解能持つと推定された分離株は、

　MesorhiZoblzun』o酉strain　C　CBAU　85075（EU256446）とHalomαnas卓θロ8飽皿画●

　strain　SLO14B・85T（EF121853）　とMarinoba已ter　daepoensis’（AY517633）（または

Matim　oba　eter」hydroearb　on　oela　stic　us　strain　aa・　14　“GU6　52043））に近縁な分離株であった。

　　Mesorin’zobii　m　loti　strai皿CCBAU　85075（EU256446）と同属同種のA4esoi’hizobium

loti　stra　i　n　4FB　11（AF229877）は、脱窒条件下でbe皿zoateや40HB（4・hydroxyb　e皿zoate）

　を分解することが報告されている（Song　et　al．．2000）。

　　Haloinonas　sb　engh’ensis　strain　SLO　14B・85T（EF121853）｝ま、好塩性の原油利用脱窒細

菌として分離・特定されている（wangθ6証，2007）D

　　Ma2imobaeter　daeρoensis（AY517633）に近縁な分離株はMarinobacter

bydreearbonoelastieus　strain　aa’14（EU652043）にも近縁であった。　Marinobaeter

hycbToearbonoClasticusには様々な芳香族i化合物を利用し硝酸塩還元能（硝酸塩を亜硝酸塩

に還元）を持っている株が報告されており、Marinobaeter　hydroearbonoclastieus　strain

DSM　8798Tが代表的な株である（Gauthier　e　t　aZ，　1992）。また、　Man’nobaeter　da　epoensis

170



第7章　嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養一汚泥C一

（AY517633）は、硝酸塩還元能（硝酸塩を亜硝酸塩に還元）を持っている（Ybon訪戚，2004）。

　このように、嫌気的フェノール分解能を持つと推定される分離株はいなかったが、嫌気

的芳香族化合物分解能を持つと推定される分離株はいた。但し｝第6憲でも述べたように、

DavisらやSto七tらの報告によって、固化剤をエネルギー源として生育する分離株がいるこ

とが報告されている（Davis　etal．、2005；S七〇tt　et　al．，2008），。そのため、得られた分離株の

嫌気的フェノール分解能や嫌気的芳香族化合物分解能を調査するたあには、フェノールと

硝酸塩を含んだ培地を用いて液体培養を行い、フェノールと硝酸塩の利用性を確認する必

要がある。

7ぶ2RNA・SIP法で捉えたフェノール分解細菌の分離・培養

　汚泥Aと汚泥C中で好気的フェノー一ル分解細菌に関与する細菌とRNA・SIP法によって

特定された細菌に、100％の相同性を示す分離株が2種類得られた。1種類は、汚泥Aと汚

泥Cの両方で特定された蚤1b盟o盟・㎞θ丑垣塩（AF211860）に99％の相同性を示す細菌

であり、もう1種類は汚泥Aで特定されたMarinobaeten’zun　sp．　strain　IC961（AB　196257）

に99％の相同性を示す細菌であったeそれぞれ4株と1株ずっ分離され、フェノール濃度

が中濃度で寒天Aを固化剤として用いた培養系列のみから分離された。

　第6章では、多様な嫌気的フェノール分解細菌を捉えうる培養条件として、

　　①フェノールは低濃度（約10　mg］iter’1）または中濃度（約100　mg　literi）にする

　　②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用V＞る

という条件を結論した。しかし、本章でカラギーナンを固化剤として用いた培養系列から

は・RNA－SIP法によって特定されたフェノール分解細菌またはフェノール分解に関与する

細菌は分離されなかった．

7．4；3汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株の比較

　第6章では、汚泥Bから得られた分離株について述べた。以下に第6章での実験手順を

簡潔に述べる。無機塩培地にフェノール（有機物源）と硝酸塩（電子受容体）を添加した

固体培地を用いて嫌気培養を行った。フェノール濃度が中濃度のカラギーナン・ゲランガ

ム・寒天A・寒天Bを固化剤とする各培養系列から分離株を取得し、それぞれ37，27，42，　31

株の分離株を得た。これらの16S　rRNA遺伝子の約1000　bpの部分塩基配列を解読して、

綱（class）レベルでの分離株の系統学的位置を行った。

　本章では、汚泥Cから得られた分離株について述べた。以下に本章での実験手順を簡潔

に述べる。海水と無機塩培地の混合液にフェノール（有機物源）と硝酸塩（電子受容体）

を添加した固体培地を用いて嫌気培養を行った。フェノール濃度が中濃度でカラギーナ

ン・寒天Aを固化剤とする各培養系列、フェノール濃度が低濃度でカラギーナンを固化剤

とする各培養系列から分離株を取得し、それぞれ54，80，18株の分離株を得たeこれらの

16S　rRNA遺伝子の約700　bpの蔀分塩基配列を解読して、綱（class）レベルでの分離株の
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系統学的位置を行った。

　まず、汚泥Bと汚泥Cから得られたそれぞれ137株と152株の全分離株を、綱レベルで

の系統学的位置によって分類した結果を表7・4に示す。

表？－4　汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株の系統学的位置

　　綱レベルでの

分離株の系統学的位置

異なる系統学的位置に分類される分離株の割合（％）

　　　汚泥B　　　　　　　　　　汚泥C

　Aeti　loba　eten’a

鋤五apreteobacteria

且θ白ρヱ栃●o加ロ云e颪a

Ga」nZtnaproth●o加ot●遅ロ

　’Ba吾teroidetes

　　Cblo　r口fleXt’・

　　Fh！皿icutes

Candjdate　SBR　1093

12

61

19

1

7

1

0

0

18

36

0

40

0

5

1

1

　汚泥Bと汚泥Cの間で割合に大きな違いが見られたのは、A．lphaproteobaeteria綱と

Betaproteebaeteria綱とGan2maptoteobaeteria綱であったe小さな違いが見られたのは、

Aetinobaeteria綱とBaeteroide　tes　meとChleroflenv’綱であった。

　特に、Betaproteobaeten’a　meとGamniaproteobaeten’a綱に関しては、汚泥Bではそれ

ぞれ19％（26株∫137株）と1％（1株／137株）、汚泥Cではそれぞれ0％（0株ノ152株）と

40％（61株1152株）と、一方の綱に分類される分離株がほとんど得られなかった。さらに

細かく見ると、汚泥Bのβθ頗ρ坦孟■o加β岳蟻綱に分類される分離株に関しては、2株

（Deni’trobaeter、permanens（Y12639）に近縁な分離株）を除いて、残り全ての株が

Azoareus　ntに近縁な分離株i（RNA－S工P法によって嫌気的フェノール分解細菌と特定され

た細菌に相当する分離株）であった（表6・9）。汚泥CのGammaproteobacteria綱に分類

される分離株に関しては、1株℃Pseudomonas　stu　tzen’　（X986Q7）に近縁な分離株）を除い

て・残り全ての株が海洋細菌として知られているMarinoba　eter属とLralom　onas属の2属

に近縁な分離株であった（裏7・3）。

　AZphaproteobaeten’a綱に関しては、汚泥Bでは1番目に割合が多く（61％）、汚泥Cで

は2番目忙割合が多く（36％）、汚泥Bの割合では汚泥Cの割合の約1．7倍であった。さら

に細かく見ると、A．lphapreteobaeteria綱に分類される分離株に関しては、汚泥Bでは

Uoeflea，　Rhodobaeter，　Rhodobium，　Devosia，　Mesorhizobiura属が大半を占めており（表

6－9）・汚泥CではAlpha　pro七eobacte亘um　D11・55（AM403232）．」04esorhizebium，

Pedon2i’eroblzzzn，　Alpha　proteobacterium　A41（AB　302374），　Rh　odoba　etbr属が大半を占め

ていた（表7勃・汚泥Bと汚泥Cに共通していたのは、Mesorkizobium属とAlpha
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proteobaoteTium　D　11－55（AM403232）属であった。なお、　Alpha　proteobacterium　D　11－55

（AM403232）はStappia属に近縁であり、　Alpha　proteobacterium　A41（AB302374）は

Roseovai’ius属に近縁である。

　Aetinoba　eteria綱に関しては、汚泥Bでは12％を、汚泥Cでは16％を占めていた（表

7・・4）。さらに細かく見ると、汚泥BではL．　efifoonta，　．Rbodoeoeeus，　Celpmzeba　cteriuni属が大

半を占めており（表6－9）、汚泥Cで｝ま0面遣顕’㎜迦o』施斑，　Rh　odoeoceus属が大半を占め

ていた（表7・3）。汚泥Bと汚泥Cに共通していたのは、Ornヱrthini：mu’crobium属と

Rhodoeoceus，属であった。

　Baete2’oidetes綱とebloroflexx：綱に関しでは、汚泥Bではそれぞれ7％（9株／137株）

と1％（1株ノ137株）、汚泥Cではそれぞれ0％（0株「152株）と5％（7株！152株）と、一

方の綱に分類される分離株がほとんど得られなかった。汚泥Bと汚泥Cに共通していたの

は、ablorofiexx’綱に分類されるSpha　erobaeter属だけであったが、分離株と近縁種との相

同性は90％以下と非常に低く、同属に分類されるかは不明であった。

　以上のように、汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株には、その系統学的位置において類

似点と相違点が確認された。

　また・汚泥Bと汚泥Cの平板培養法に用いた合計7つの培養条件ごとに、分離株の綱レ

ベルでの系統学的位置によって分類した結果を図7－2に示した。前述の考察では、汚泥B

と汚泥Cの2つの区分に分けて分離株の系統学的位置を見たが、図7－2のようにさらに細

かく7つの培養条件に分けて見た場合でも、Alphaproteobaeteria綱とBetaρroteoba　cten’a

綱とGammaproteoba　ctem’a綱に関する汚泥Bと汚泥Cの間の大きな違いは、同様に確認

できた・このことから、この大きな違いが生じた原因は、第6章と第7章の培養条件の違

い・つまり・分離源として用いた汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造の違いや、汚泥Bと汚

泥Cに対1して用いた培養条件の違いに起因すると考えられた。以下、この2点に関して考

察する。
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a）分離源として用いた汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造の違い

　汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株に違いが生じたひとつの理由としては、分離源とし

て用いた汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造の違いが考えられた。この違いを考察する前に、

分離源として用いた汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造を綱kベルで示す（図7・3）。図7・3

は、RNA－SIP法の実験の中で作成した対照ライブラリーにおける綱レペルでのクローンの

系統学的位置の結果から作成した。

　対照ライブラリーとは・RN4－Si　9法を適用レた際に・安定同位体で標識されていない

［12C6］フェノールを与えて培養した対照系列において、超遠心後の浮遊密度の高い1分画か

ら16S　rRNAを対象として作成したクローンライブラリーである（第4章と第5章を参照）。

大抵の場合・対照系列はどの分画においても微生物群集構造プロファイルがそれ程大きく

は変わらない。汚泥Bと汚泥Cに対して行ったRNA・SIP法においても同様であった（図

’i－2Bと図4・5B）。よって、　ift　’ V・5に示す綱レベルでのクローンの系統学的位置の結果は、

汚泥Bと汚泥Cから抽出したRNAをそのままクローニングした結果と大きくは変わらな

いと考えられる。この前提を踏まえて、この2つの対照ライブラリー一一一一を汚泥Bと汚泥Cの

微生物群集構造を反映しているものとして比較する。

表7・5汚泥Bと汚泥已から得られたクローンの系統学的位置

　　綱レベルでの

分離株の系統学的位置

異なる系統学的位置に分類されるクローンの割合（％）

　　　　汚泥B　　　　　　　　　　汚泥C

　Ac』imobaeten’a

．tllphaρ」roteobaeten’a

疏綾ρ2廿」毎o加6孟θ亘a

Gam，囮aρroteobaeten’a

刀畠臨堕π口孟θo加c鍵逗

　　Ba　eteroidet已s

　　CblorofleXi

　　1函皿勧孟θ5

　Planetomyee孟θs

　Verru斑1ロiero轟1：盈

Gi已蹴匝a　timonadets

　　　Others

　5

’1

28

57

　1

　5

　0

　0

　1

　1

　0

　1

’16

9

3

36

5

6

4

1

18

0

2

2

　汚泥Bと汚泥Cの対照ライブラリーの綱レベルでのクロ，一一ンの系統学的位置について、

簡単に説明する。汚泥Bにおける各綱の占める割合は61aznmaproteebacten’a綱＞

Betaproteoba　eten’a綱＞Baeteroidetes　rw＞Ac孟あo加α』畑綱の順に多く、それぞれ57％＞

28％＞5％＞5％であったe一方、汚泥Cにおける各綱の占める割合はGanZtnaρroteobacten’a
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綱＞Pla皿cta囮yeetes綱＞Aロtinob4cteL酷綱＞MPhaPro孟eo乃a醜融綱〉最0頗品融eβ綱＞

Deltaproteobaeteria綱の順に多く、それぞれ36％＞18％＞16％＞9％＞6％＞5％であった。

　このように、汚泥BではGammaproteobaeterii綱とBetaρroteoba　cteria綱の2綱で全

体の85％を占めているのに対して、汚泥CではGamniaproteobaeten’a綱とP7anetomyeetes

綱とAetinobaeteria綱とAlpbaprotθebaeteria綱とBacterOidetes　moの5綱で全体の85％

を占めている。

　このように、汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造の構成比率は異なっていた。

Bθtaproteoba　eteria綱の占める割合は、クローニング解析の結果では汚泥Bで28％、汚泥

Cで3％（表7－5）、平板培養法の結果では汚泥Bで19％、汚泥Cで0％（表7・4）と類似し

ていた。一方、AZphaproteobaeteria　maとGaznznaproteoba　eteria綱やその他の綱に関して

は、クローニング解析の結果と平板培養法の結果は類似していなかった。特に、汚泥Bで

は、Gammaproteobactetia’綱のクローンの割合が57％に対して、分離株の割合は1％と非

常に大きな差があった。

　なお、微生物群集構造の違いを考慮するにあたり、クローニング解析はRTLPCR法を介

して得られた結果であり、PCR法に付随するバイアスや細菌ごとのrRNAのコピー・一一数の違

い　（Suzu］垣＆Giovannoni，1996；Polz＆Cavanaugh　1998；Klappenbaeh　et　aL，2000；

Ka皿agawa，2003；　Acinas　et　al．，2004；工se皿baエger訪証，2008；　Frank　et　al．ノ2008；Brons＆

van　Elsas　et　aZ，2008）を考慮する必要はある。

b）汚泥Bと汚泥Cに対して用いた培養条件の違い

　もうひとつの理由として、汚泥Bと汚泥Cに対して用いた培養条件の違いが考えられたe

特に、汚泥Bでは海水を含まない固体培地を用い、汚泥Cでは海水を含む固体培地を用い

た点が大きく影響したと考えられた。そして、この点を反映するように、

Gammaproteebaeteria綱に分類される分離株は、汚泥Cでは海洋細菌として知られる

Marinobaeter　msと．Eralomonas属の2属に近縁な分離株でほぼ全て占められており、この

2属に近縁な分離株は全分離株に対して最も多い40％を占めていた。一方、汚泥Bでは、

Gammaproteebaeteria　moに分類される分離株1株のみであり、海洋細菌と考えられる系統

学的位置の分離株は得られなかったe

　以上をまとめると、分離源として用いた汚泥Bと汚泥Cの微生物群集構造の違いに関し

ては、原因として考えられる要素を抽出できなかっtCe一方、汚泥Bと汚泥Cに対して用

いた培養条件の違いに関しては、海水を培地成分として用いたことがひとつの要素として

抽出された・この要素が、汚泥Bと汚泥CのGammaproteobaロ拓認a綱に分類される分離

株（または．海洋細菌として分類される分離株）に大きな影響を与えている一因と考えら

れた。
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7．5　結論

　本章では、第6章の結果から得られた「嫌気的フェノール分解細菌を捉えやすい平板培

養条件」を踏まえた上で、さらに海水を培地の一部として使用することを検討した。そし

て・検討した培地を用いて嫌気的フェノール分解細菌を分離・培養する試みを行った。

　本章では、主に次のような結論が得られた。

　海水を含む固体培地を作成する場合、ゲランガムを使用することは困難であった。しか

し・カラギーナンと寒天Aを使用することは可能であった。但し、カラギーナンと寒天A

を用いる場合においても、海水や無機塩培地への固化剤の添加量を工夫する必要があった。

様々な検討を通して、沈殿の生成や培地の変色といった培地の顕著な変化が見られない海

水を含む固体培地の作成手順を決定した。

　こうして決定した条件を用いて分離株152株を獲得した，そして、RNA－SIP法によって

好気的フェノール分解細菌または好気的フェノール分解細菌に関与する細菌と特定された

疏10斑伽aβa迦θ丑ぬ古（AF211860）に99％の相同性を示す細菌（汚泥Aと汚泥C）が4

株分離された。同じく、好気的フェノール分解細菌と特定された」瞼血o垣c拓西ロmsp．

strain　I　C　961（AB　196257）｝こ99％の相同性を示す細菌（汚泥A）が1株分離された。いずれ

もフェノール濃度が中濃度で寒天Aを固化剤として用いた培養系列のみから分離された。

　また・汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株を比較した。結果、AZpbaproteoba　eteria綱

とBetaproteoba　eten’a綱とeammaproteoba　eten’a　meに分類される分離株の割合に大きな

違いが見られた・この違いを生んだ要素として、汚泥Cに対してのみ海水を含む固体培地

を使用したことが一因として考えられ、さらにこの影響はGammaρroteobaeteria綱に分類

される分離株に最も影響を与えたと考えられた。汚泥Cから得られた
Ganimaproteoba　cten’a綱に分類される分離株は海洋細菌として知られるMarinobaeter　ma

と」Ualomonas属の2属に近縁な分離株でほぼ全て占められており、全分離株に対する割合

は最も多い40％を占めていた・一方、汚泥Bから得られたGaznmaproteobaeteria綱に分

類される分離株は、全分離株に対して1％を占めるに過ぎなかった。

　なお・第6章と同じく、今回得られた分離株の中には、文献情報に基づく限り嫌気的フ

ェノール分解能を持っているとは考えにくいものも存在した。嫌気的フェノール分解能を

有するか否かを確認するためには、フェノールと硝酸塩を用いて液体培養を行い各成分の

利用性を確認する必要がある。この点は今後の課題とした。
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　本研究では、実験室規模の人工安水処理硝化脱窒プロセス内で機能的に重要な役割を担

っていると考えられた嫌気的フェノS－・一一ル分解細菌（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ーを得て、フェノールを摂取・同化している細菌）を特定お

よび分離・培養することを目的として掲げ、具体的に以下の点を目的とした。

■　　（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｝と、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

■　（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）1（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・Slli・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・S］IP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。

まず、各章（第4章から第7章）で得られた結論を簡潔にまとめる。

第4章
　第4章は「嫌気的フェノー一一一ル分解細菌のRNA・S工P法による特定」と題し、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。得られた結果を／（　8・］にまとめた。汚泥

BではAzoareus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、汚泥Cでは

Marinobaeter属とPelagrobaeter属の2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。つまり、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e一方、汚泥CのMan’noba　eter属（汚泥Bのth’crob　ulbifer属に相

当）とPelagr’obacter属（汚泥CのPelagn’obaeter属に相当）の2属に近縁な細菌は・汚泥
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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）として特定され、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・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。このような違いをもたらし

た要因を特定するのは容易ではないが、ひとつの要因として汚泥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の違いが挙げられた（汚泥Bでは約23℃、汚泥Cでは約

33℃）eなお・汚泥Cで嫌気的フェノール分解細菌と特定されたMairinobaeter属と

Pela8n’oba　cter　ma（約geo　bpの16S　rRNA塩基配列から推定された近縁種）に近縁な細菌

は・近縁種との相同性が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ノー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t・一・・一ル分解細菌と考えられた。

第5章
　第5章は「好気的フェノール分解細菌のRNA－SIP法による特定」と題し、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。得られた結果を表8－1にまとめた。汚泥

AではPropionibaeterium属、　ffalomonas属、．？147ambobaetefrum属、　Thauera属に近縁

な細菌が好気的フェノール分解細菌として特定され、汚泥CではCitreinionas属、

皿迦占卸纏属Pr・pi・nibaeten’ua・　R・Rb・debaeter属に近縁な細菌が好気的フェノー

ル分解細菌として特定された。一方、汚泥CではHalomonas属に近縁な細菌が好気的フェ

ノール分解細菌または好気的フェノール分解に関与する細菌（cross－feeder）として特定さ

れた。このようにs－　PiTopioniba　eten’um属と」Eralomonas属に近縁な細菌を除いて、好気的

フェノール分解細菌として特定された細菌は、汚泥Aと汚泥Cでは異なっていた。このよ

うな違いをもたらしたひとつの要因として、第4章に同じく、汚泥Aと汚泥Cの人工安水

処理硝化脱窒プロセスの運転温度の違いが挙げられた（汚泥Aでは約24℃、汚泥Cでは約

33℃）e

以上、第4章と第5章において、（目的1）と（目的2）が達成された。

第6章
第6章は「嫌気的フェノール分解細菌の分離〔培養　三汚泥Aと汚泥B－」と題し、まず、

フェノール濃度および固化剤の種類を変えて平板培養を行い、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た。また、その過程で分離された分離株の一部の系統

学的位置を決定し、第4章と第5章で特定された細菌が分離されているかを調べたeこれ

らの結果から、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評価した。結果、

以下のような結論が得られた。

　嫌気的フェノー一・一ル分解細菌を捉えやすい平板培養条件としては、培養に用いるフェノー
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ル濃度と固化剤を

　　①フェノール濃度は低濃度（約101皿9　liter’1）または中濃度（約100　mg　liter－1）に

　　する

　　②固化剤にはカラギーナンまたはゲランガムを用いる

ことが重要である。

　’さらに、第4章で汚泥B中の嫌気的フェノール分解細菌として特定された細菌（Azoem’eus

sp．22Lin　（Y13222）に97％の相同性を示す細菌）の分離に成功し、全部で24株分離された。

　なお、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する過程で、用いた4

種類の固化剤（カラギーナン・ゲランガム・寒天A・寒天B）と得られた分離株の系統学的

位置の間に次の傾向が確認された。

●　カラギーナンを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Baeten’odetes綱が優占的に分離される

●　ゲランガムを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　BetaProteobacteria綱が優占的に分離される

●　寒天Bを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　A’cdu　obactet　1b綱が優占的に分離される

●　寒天Aを固化剤として用いた場合は、他の3種類の固化剤を用いた場合よりも

　　Alphaproteobaeteria綱が優占的にかつ多様に分離される

●　寒天B＞寒天A＞ゲランガム〉カラギーナンの順に、系統学的位置という観点で多様な

　　分離株が得られやすい

第7章
第7章は「嫌気的フェノー一一一ル分解細菌の分離・培養　二汚泥C－」と題し、第6章で結論

された平板培養条件①と②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。

海水を加えたのは、硝化脱窒プロセスの流入水には海水が含まれており、その環境を模倣

した培地にするためであった。こうして、フェノール濃度は①に従った。一方、固化剤に

ついては、海水を含む固体培地を作成する場合にはゲランガムを使用することが困難であ

ることがわかった。そのため、固化剤にはカラギーナンを用い比較対象として寒天Aも用

いた。但し、カラギーナンと寒天Aを用いる場合においても、海水や無機塩培地への固化

剤の添加量を工夫する必要があった。様々な検討を通して、沈殿の生成や培地の変色とい

った培地の顕著な変化が見られない海水を含む固体培地の作成手順を決定することができ

た。

　こうして決定した培養条件を用いて、嫌気的フェノール分解細菌の分ge　・培養を試み、

汚泥Cから152株を分離した。得られた分離株が嫌気的フェノール分解能を有するか否か

を判断するためには、フェノールと硝酸塩を用いて液体培養を行い各成分の利用性を確認

する必要がある。『しかし、本研究ではこれを行わなかった．そのため、文献情報からの嫌
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気的フェノール分解能を推測するだけに留まった。

　一方・第5章で汚泥A中と汚泥C中の好気的フェノール分解細菌または好気的フェノー

ル分解細菌に関与する細菌と特定された細菌（Halomo血丘8輌1en　tarゴ「a（AF211860）に99％

の相同性を示す細菌）の分離に成功し、全部で4株分離された。同じく、第5章で汚泥A

中の好気的フェノs－一・ル分解細菌と特定された細菌（A47arinobaeterium　sp．　strain　IC961

（AB　196257）に99％の相同性を示す細菌）の分離にも成功し、1株分離された。

　最後に・汚泥Bと汚泥Cから得られた分離株を比較した（第6章と第7章の比較）。結

果、Alpbaproteobaeteria綱とBetaproteobaeteria綱とGammaproteebaeteria綱に分類さ

れる分離株の割合に大きな違いが見られた。この違いを生んだ要素として、汚泥Cに対し

てのみ海水を含む固体培地を使用したことが一因として考えられた。汚泥Cから得られた

Gammaproteobaeteria　me　Vこ分類される分離株は、海洋細菌として知られる」瞼油o垣c始

属とR7alomonas属の2属に近縁な分離株でほぼ全て占められており、全分離株に対する割

合は最も多い40％を占めていた。このため、海水の影響はGammaproteobaeteria綱に分

類される分離株に最も影響を与えたと推測されたe

　以上・第6章と第7章では、フェノール濃度と固化剤に着目して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検討し、さらに海水を含む固体培地の作成手順を、カラ

ギーナンと寒天Aを固化剤として使用した場合において検討し決定した。そして、これら

の培養条件を用いて嫌気的フェノール分解細菌の分離・培養を試みた。汚泥Bから137株、

汚泥Cから152株が得られた。但し、これらの分離株の嫌気的フェノール分解能を確認す

る実験は行わなかったため今後実施する必要がある。こうして、（目的3）はその一部が達

成された。一方・RNA・SIP法によって特定された嫌気的フェノール分解細菌または好気的

フェノール分解細菌（第4章と第5章）の一部の分離・培養に成功した。こうして、（目的

4）が達成された。

以上が、本研究で得られた結果の各章におけるまとめである。

　本研究の初めに掲げた（目的1）から（目的4）については、（目的1）・（目的2）・（目的

4）は達成されたが、（目的3）はその一部が達成されたに留まった。（目的3）の達成され

なかった部分は今後の課題とした。

　本研究の大きな成果のひとつは、人工安水処理活性汚泥内で機能的に重要な役割を担っ

ていると考えられたAzoareus　sp．22Lin（Y13222）に97％の相同性を示す細菌の分離に成功

したことであった・この株の生理学的特徴を調査し、安水処理プロセス内での挙動とプロ

セスの処理状況との関連付けを行うことが、今後の課題であろう。

　また・本研究を通して、これまでに嫌気的フェノール分解細菌または好気的フェノール

分解細菌としての報告がない細菌がRNA・SIP法によって特定され、かつ、それらの中には
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系統学的にも新規な細菌が含まれていることが解明さ酒た。芒れが本研究のもうびとつの

大きな成願ある・」部の系統学的縫｝こ鵬耐いる嫌気的フ＝ノール分鰍田菌の知巳

に対して、・新だな知見を提供できたと言える。　　　　　　　　　　　　　　　　1”

ユ82
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今後の課題

　本研究の成果を総括していく中で、今後の課題がいくつか提示された。また、その他に

も、本研究の成果を踏まえた上で、今後展開していける課題について考えた。これらを以

下にまとめた。

a）本研究の中でやり残した課題

◆　（課題a－1）人工安水処理活性汚泥内で機能的に重要な役割を担っていると考えられた

　　嫌気的フェノール分解細菌（Azoareus　sp．22Lin（Y13222）に97°／。の相同性を示す細菌）

　　の生理学的特徴の調査と汚泥中での存在量の確認

　まず、Azoareus　sp．22Lin（Y13222）に97％の相同性を示す細菌に関しては、生育最

適条件（温度・pH・フェノール濃度・硝酸塩濃度）、フェノール分解速度、硝酸塩還元

速度、亜硝酸塩蓄積の有無を調査する必要がある。解明された生理学的特徴をプロセ

スの運転状況に反映し、プロセス運転条件の管理・最適化に貢献することができる。

　また、この細菌の人工安水処理活性汚泥内での存在量や空間的分布状況をFISH法

で把握することも重要である。生理学的特徴だけでは把握できない、活性汚泥という

実環境中での挙動を解明し、プロセス運転条件の管理・最適化にさらに応用していく

ためである。

◆　　（課題a－2）RNA－SIP法で特定された新規な嫌気的フェノ・一一一一ル分解細菌（Miei’obulbifei’

　　属とPelagr’oba　cter　Rに近縁な細菌）の汚泥中での存在量の確認

　この2属に近縁細菌に関しては、現段階では分離株が得られていない。そのため、

分離・培養の試みを続けていくことも重要である。また、現段階でこれらの16S　rRNA

全長塩基配列が得られているので、（課題a・1）で述べたように、人工安水処理活性汚

泥内での存在量や空問的分布状況をFISH法で把握することは可能であるe（課題a－1）

と同じく、こういった情報をプロセス運転条件の管理・最適化に応用していく。

◆　　（課題a－3）RNA－SIP法で特定された嫌気的フェノール分解細菌または好気的フェノ

　　ール分解細菌のフェノール同化のMAAR－FISH法による再確認

　本研究ではRNA－SIP法を用いたが、　S］：P法に内在するcross・feeding効果の問題を

完全に否定することは原理的に無理である。そのため、同じくcross－feeding効果の問

題を抱えてはいるが、迦FIS醐こよりてフェノールの同イtを再確認すること樋

要である。また、本研究を通じて、［13C6］フェノールを用いて微生物を標識するために

必要な時間は、約2時間から10時間程度の短い時間でも充分であることがわかった。
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この培養時間はsIY［AR－FI呂H法を適用する場合にも同じく適用でき、さらに培養時闇

を短くすることも可能であろう。培養時間を短くすれぱeross－feeding効果の可能性は

減り、さらに一番初めにフェノールを摺化する微生物の特定にもつながる。

　よって・MAR－FISH法を適用することで、本研究の成果の再現性を確認することが

でき・また・RNA・SIP法で特定された嫌気的フェノール分解細菌または好気的フェノ

ール分解細菌の新たな特撒を発見することにもつながるであろう。

◇　　（課題a－4）得られた分離株の嫌気的フェノール分解能の確認

　本研究では、多様な嫌気的フヱノール分解細菌を捉えうる平板培養条件を検討し、

汚泥Bから137株、汚泥Cから152株を分離した。しかし、これらの分離株の嫌気的

フェノール分解能を確認する実験は行なわなかったeまず、この確認を行い、嫌気的

フェノール分解細菌が分離されているのかどうかを調べる必要がある。そして、この

結果を含めて、本研究で結論付けられた嫌気的フェノー一］レ分解細菌を握えやすい平板

培養条件を再検討することが重要であるe

◇　　（課ge　a－5）固化剤としてのカラギ・一ナンの有用性の確認

　嫌気的フェノ・一一］b分解細菌を捉えやすい平板培養条件の検討を遜して、ゲランガム

とカラギーナンの有用姓が示唆された。しかし、（課題a－4）で述べたように、検討｝こ

用いた評価項目には、得られた分離株が嫌気的フェノール分可能を有するか否かとい

う項目は入れなかった。そのため、（課題a・4）の結果を受けて、カラギーナンの有揖

性が再評価されるべきである。

　また、カラギーナンに関しては、嫌気的フェノール分解細菌という狭い枠組みに瀕

らず、その他の有用性を摸索することも重要であると考えられた。本研究では、海水

を含む固体培地を作成する場合、濁化剤として利用ができることを示せたのが一擁と

いえる。

b）本研究の成果を簗まえたkでの今後の展闘

◇　　（課ts　b－1）安水処理の運転管理における研究展霧

　（課za　a・1）・（課題a－2）に述べたように、特定または分離・培養された嫌気的フェ

ノール分解細菌について、分離株の生理学的特徴の調査や人工安水処理括性汚泥爽で

の存在量や空欝的分布状況のFISH法による把握を還じて、プUセス運転条件の管理・

最適｛ヒに応用できる。
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第8章

　今後、実際の安水処理に硝化脱窒処理プロセスを適〔用する場合、安水中に含まれる

フェノール類を中心とした様々な芳香族化合物を分解することが必要となる。そして、

この安水中の様々な芳香族化合物は、コークス製造に使用する石炭の質・コークス製

造時にコークス炉内でリサイクルされる廃棄物プラスチック（一般廃棄物プラスチッ

ク・産業廃棄物プラスチック）の成分によって変動する。最近では、安価で低質な石

炭や廃棄物プラスチック由来の難分解性成分が増えており、そのための対策をとる必

要がある。また、実際の安水処理は管理者の経験によって行なわれている場合が多く、

安水処理のためのマニュアルがない。このような状況を改善していくためにも、（課題

a－1）・（課題a－2）で述べたような基礎的知見の集積とプロセス運転状況の関連付けを

はかり、安水処理マニュアルを整備していくことが重要と考えられる。

◆　　（課、題b・2）得られた嫌気的フェノール分解細菌における研究展開

　（課題a・1）で述べた嫌気的フェノール分解細菌（Azoaヱ’cus　sp．22Lin（Y　13222）に

97％の相同性を示す細菌）に関しては、代謝経路の決定や代謝に関与する遺伝子の解読

（または全ゲノム解読）が学術的な意味で価値をもつと考えられる。第2章で述べた

ように、嫌気的フェノール分解細菌の代謝経路にはいくつか経路があり、この分離株

が既知の代謝経路を有しているとは限らない。また、本研究では、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ーを得て、フェノールを摂取・同化

していると推測されたに過ぎない。この点に関して、生化学的アプローチと遺伝学的

アプローチを行い、代謝経路とその関連遺伝子の解明することが、さらなる新しい知

見の提供につながる可能性はある。

◆　　（課題b－3）実環境を模倣した汚泥培養系の構築

　本研究では、フェノール濃度が70・270mg　liter’　iとなるような培養系列で、汚泥の

好気培養と嫌気培養を行なった。しかし、実環境では、フェノールが7．3・20．0　mg／hour／L

の流量で流入し、脱窒槽のフェノール濃度は本プロセスのほとんどの運転期間を通じ

て約0皿9几であったことから、活性汚泥が晒されているフェノール濃度は数mg／Lで

あったと考えられた。このような実環境を模倣するために、数mg几程度のフェノール

濃度を維持できるような、パルス型でフェノール添加が可能な培養システムを作成す

ることも検討するべきであった。今後、RNA・SIP法を行なう場合は、実環境を模倣し

た培養システムを作成して行いたい。与えるフェノール濃度が変われば、特定される

細菌が異なってくる可能性は十分考えられる。
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◆　　（課題b・4）分離培養法における研究展開

　本研究では、基質濃度（フェノール濃度）と固化剤（ゲランガム・カラギーナン・

寒天A・寒天B）の種類を検討して、人工安水処理活性汚泥内で機能的に重要な役割を

担っている嫌気的フェノール分解細菌の分離に成功した。そして、固化剤の種類ごと

に・この分離株が得られた割合が異なっていた。特に、寒天Bからの割合が他の3種

類の固化剤に比べて低かった。寒天BはDifco社から販売されているBacto　Agarとい

う商品である。培養を行なったことがある人にとっては、この寒天Bは広く認識され

ており固体培地を作成する場合に一般的に使用されているといって良い。

　本研究では、固化剤の種類が得られる分離株の種類に影響を与えるという結果を提

示することができた。この結果は、平板培養法における固化剤の選択は重要な点であ

る、という認識を広めるための助けになるであろう。

　また、固化剤の種類が得られる分離株の種類に影響を与えた原因を調査することが、

平板培養法の改善のための糸口を探る手助けとなるかもしれない。本研究で用いた4

種類の固化剤を用いて作成した固体培地は、画線をした時の感触から培地表面の状態

が異なることが容易に認識された。特に、カラギーナン・ゲランガムは培地表面の水

分が多く、一方、寒天A・寒天Bは少ないと感じた。このような違いは、培地表面と

いう界面（固体と液体が共存する状態）と微生物の間に異なる性質を生じさせると考

えられるeこの培地表面という界面の性質を様々な観点から評価していくことも、重

要であると考えられた。
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