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2E12−2 　異 化 型 ヒ酸還元 菌に よる汚染土 壌か らの ヒ 素可 溶

　化 に影響を及ぼす 因子 の検討

O 山本 哲史 ，山村 茂樹，池 　 道彦，藤 田 正 憲

（阪大 院
・丁 ・

環‡竟）

2E12−3 土壌 中に おける プラ ス ミ ドの接 合伝達 に影響 を及

ぼす要因

0 村重　勝＋ ，井 ヒ　大介，清　　和成，池　　道 彦，
　藤田　正 憲

（阪 大院・工 ・
環境）

【目的】近年，我 が国を含め LU界 各地 で ヒ素に よ る土 壌汚染が 顕在化 し、深刻

な閊題 とな っ てい る ．現在行 われ て い る対 策に は ，撤去 や封 じ込め な どが 挙

げ られ る が，これ らは 高 コ ス トな上．処理 後の 安全 性 につ い て も疑問視す る

声 がある ．こ うした背景か ら本研 究で は ，一股的に低 コ ス トで の 処 理 が 可能

で ある生 物学 的処理 に着 口 し ，異化型 ヒ酸還 元 菌を利用 した ヒ 素汚染土壌

浄化 プ 卩 セ ス の 開発 を 凵指 し て い る ．こ こ で は ，ヒ 素汚染 卜壌浄化の た めの

バ イオ リア ク タ
ー

構築に必 要 な知見 を得るた thの 基礎的検討 とL て ，異化
刑 ヒ 酸還 元菌 ，β磁 μ螂 sp ．　SF −1 株に よ る汚染土 壌 か らの ヒ 素可溶化に 影響

を及 ぼす 因子 の検討を行 っ た ．
【方法及 び 結果】人工 的に作 製した ヒ 素汚染 十壌 を含む培 養液 に SF −1 株 を

接種 L ，ヒ素可 溶化試験を行 っ た ．SF一工株の 初期植種濃度 を変化 させ て 試験

を行 っ た 場合に は ，全 て の 系の ヒ 素溶 出量が 同程 度の 値 を示 し，また硝酸 を

添 加 した 際に もヒ 素可溶化への 阻害影響は み られ なか っ た ．この こ とか ら ，
リア ク タ ー

構築 の 際 に菌体 を高濃度で 植種す る必 要は なく ，硝酸を含む 汚

染土壌に 対 して 硝酸除去 の た めの 前処理 を加え る こ とがな い こ とが 明 らか

とな っ た ．ま た 攪拌速 度を変 化 させ て 実験 を行 っ た場 合に は ，そ の 速度が 速

い 程，実 験中期 G8−72h）に おける ヒ 素溶出吊は高 い 値 を示 した が ，実験終丁

時（且20h ）にお ける ヒ 素溶出量 は ，攪拌系 と非攪拌 系で ほ ぼ同程度で あった ．
これ に よ り連 続的な攪 拌を行 うこ とは 必 ず し も必 要 な い こ と が示 唆 され ，
処 理 に か か る コ ス トを低減で きる もの と考 えられた．

【目的】遺伝子組 換え体を用い たBioaugmentatio【1は迅 速か つ 有効な朽染環

1竟の 修復技術 とし て 期待 されて い る
一

方、遺伝子組換 え体が有する組換 え

遺伝
．
子の 土着微生物群への 伝播に より、高等生物への 有害性 の 上昇．や微 生

物生態系構造の 攪乱を招 く危険性が ある．こ の ため、環境 浄化 目的で の 遺

伝子組換 え体の 利用を実現す るため に は ．組換 え遺伝 子 の 挙動を詳細 に把

握 し 、安全性 を確保す る 二 とが重要で ある ．組 換え遺伝子 で は 、主 として

プ ラ ス ミ ドが ベ ク タ
ー

として利 用 されて い る こ とか ら、特 に 、組換 えプラ

ス ミ ドの 挙動に 関する 知見の 集積 が求め られる ．そ こ で 本研 究で は 、プラ

ス ミ ドの 環境中で の 卞な伝 播 メカ ニ ズ ム で ある 接合伝 達に 着 目 し、十壌 巾

に お ける プ ラス ミ ドの 接 合伝 達に 影響 を及 ぼす 要 因 に つ い て 検討 を行 っ

たtt
【方法 お よ び結果 】lncP α に 属 する 広宿 主域 プラ ス ミ ドRP4 をモ デル ブ ラ ス

ミ ドと して 用 い 、Escherichia　coii　C600ab’ら数 種類 の 土壌 細菌に対 して 、　 LB
培 地 、土 壌、お よび 土 壌 有 機 物 抽 出液 中 に お い て 接 合 伝 達 試 験 を行 っ た 。
結果 、系 統学的に 多様 な 土 壌糸III菌が接 合伝 達の recipient と して機 能す る こ

とが 明 らか とな っ た が 、土 壌 中に お い て は vecipient に 依 らず 、接 含伝 達 頻

度が 低 下 す る傾向 が認 め られ た。数種 類 の 土壌 お よ び そ の 有機 物 柚 出液 を

用 い た 試験結果 か ら、土壌 中 に お け る 嫉合 伝 達 頻度 の 低 ドは 十壌 の物 理 的

特 性 に 由 来 す る壕 触機 会 の 低 ドと上壌 中 で の 低 い栄 養利 用 性 に 起 因 して い

る 可 能性 が 示 され た。
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2E13−4　　 ス チ レ ン ア ク リル 樹脂 を生分 解で きる複雑 系微生

　　　　　　　 物 群 の 群集解析
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2E13−5 　複 合 微 生 物 系 を用 い た 難 分 解 性農薬 の 分 解 に お け

　る 環境 因 子 の 影 響
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【目的】自然界で 難分解性 で あ る ス チ レ ンア ク リル 樹 脂 を 生 分解 で き る微 生

物の ス ク リ
ー一

ニ ン グを行 っ た ．演者 らは ポ リ エ ス テ ル 樹 脂 を 7 日閲で ほ ぼ

完全に 生分 解で き る微生物群A を確 立 し、A 群培 養 液 を PCR −DGGE 解折 し

た とこ ろ 7本の バ ン ドが 検出 され た ．さ らに ．形 態 の 異 な る 3 種類 の コ ロ

ニ
ー

を単離 して DNA 塩基配列 の 解析結果 か ら 同 定を行 っ た
1）．、一方 、ス チ

レ ン ア ク リル 樹脂 を炭素源 と した 暗地 にA群 を継代 培 養 して も、3代 （7町

代）以降継代 で きなか ’⊃ た。培養液 をジ ク ロ ロ メ タ ン 抽出 し、TI．C／FID 分

析 した とこ ろ、新たな生成 物 を確認 した u 本研 究で は ス チ レ ン ア ク リル 樹

脂 を安定 して 分解で き る新規微 生物群の ス ク リーニ ン グと群集解析 、樹 脂

分解率 を求め る こ とを 目的 とした。
【方 法およ び結果 】A 群培養液 か ら分解生成物 を抽 出 し、抽出物 を炭 素源 と

した 無機塩培地を用い て 生分解菌群をス ク リ
ー

ニ ン グ した ．7円間 培 養後 、
培養液 が 白濁 し た 培地で 6 代継 代培養後 も安 定 した 生育 と分 解 を確認 し

た 。現在、微生物群M に よ る ス チ レ ン ア ク リル 樹脂 の 分 解能力 と微 生物 群

A と M を用い た樹脂の 完全 分解に つ い て 検討を 行って い る 。確 立 した微 生

物群M をR2A 平板培地に 塗抹 した と ころ 、形態の 異 な る6極 の コ ロ t＝ 一が 単

離で きた．また、PCR −DGGE 解析 で L3本の DNA バ ン ドが 検出 きれ た，、現

在、単離昧の 同 定 とDNA バ ン ドの 帰属 、ス チ レ ン ア ク リル 樹 脂 の生 分解 率

を検討 して い る．
1）蚊谷保崇 ら．日本農芸化学会2004ei度大会要 旨集 p2f34

【目的 】環境水中の 残 留農 薬の 中で 、半減期 が長 く、環境 ホル モ ン 様作用 に

よ り生 物に 及ぼす影響 が危惧 され て い る もの に 、2，4−D、carbenda i^m が あ

る。こ れ らの 農薬 は 、雑草K）病原 菌を駆除す る た め に用い られ て お り、水

田 が 主 要な排 出源 の
一

つ で あ る と 考え．られ る．我々 は 、こ れ ら 2 種類の 農

薬の 分 解能 を 持 っ 複 合微生 物 系を集積培養 に よ り獲得 した．今回 は 環境因

チ が これ らの 農薬 の 分 解 に及 ぼす 影響 につ い て 検討 を行 っ た．
【方 法 及 び 結 果 】これ まで の 研 究 に よ り、こ の 複合微生 物 系 を担 体へ固定 化

す る こ とに よ り分 解能 が 向 上す る こ と がわ か っ た。そ こ で 、最 も適 した 担

体 と し
一
〔ヘ チ マ 繊維 を選 択 した v まず 、基 礎 的 倹討 と して 、DGGE 法 に よ

る微 生 物群 集構 造 の 解析 を行 っ た とこ ろ、こ の 複合 微 生 物 系 の IIr に は約 20
種 類 の 微 生 物 が存 在 して い る 二 と が わ か っ た tt 次 に ．温 度 や pH 、リ ン 濃

度、窒 素濃 度等 の水 田流 出水 の環 境 因子 を変化 させ て農薬 分 解 能 を調べ た

とこ ろ 、稲 1乍が行 われ る温 度、pH の 範囲 では 良好 に分 解 され る こ とが わ

か っ た。しか し、低 リン濃 度 で は分 解 能 は 低 ドした ．，これ らの 結果 を 基 に ．
実 際 の応 用 に 向 け て の 本複 合微生 物 系 の 有 用性 と問 題 点 を検討 した u
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