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2B13−5 　迅速 な トリア ジ ン 系除草剤分 解能 をもつ 大 腸菌 の

構築
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2B14−1 殺 菌農薬 フ ル トラ ニ ル 分解菌の 単離 と 分 解酵素の

解析
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【目的】ア トラジ ン やシ マ ジ ン な どの トリア ジン 系 除草剤 は 生 態系 への悪 影

響や環境ホ ル モ ン 様作用が疑われ て い る 。トリア ジ ン 系 除 草剤 は地 下 水や

土壌 を汚染す るため 、近 年EU では 農耕地 で の使 用 が 禁 止 され た ．高 木 らD

は 土壌か らシ マ ジン を分解する複 合微 生物 系 を分 離 し、木質炭化 素材 に集

積 させ て 土壌中で の 長 期間安 定なシ マ ジ ン 分解能 を確 認 した。当該分解菌

群か ら単離 され た シ マ ジン分 解菌 CDB21 は atnd か らatzF ま で の 6 つ の 酵素

遺伝子 を も って お り、ア トラジ ンや シ マ ジ ン は そ れ ら 6 っ の 酵素 で 完全 に

無機化 され る こ とが 知 られ て い るttそ こ で 、本 研 究 は 閉鎖系内で の 迅速 な

ト リア ジン 系 除草剤分 解処理 を 目指 し、ア トラ ジ ン 分解 酵素遺伝子 を大腸

菌に 導入 して ア トラ ジン お よび シ マ ジ ン の 分解能評価 を試 みた。【方法 と結

果】シ マ ジン分 解菌CDB21 か らα姐 遺 伝 子 を 単離 し、　 PCR で 変異 を導人 し

て ア トラ ジン分 解菌Pseudomonas　sp ．　Strain　ADP の atzA 〔ADPatzA ）を構築

した 。ADPatm4を 発 現ベ クタ ー
petDuetlに連結 し て 大腸菌 に導入 し、正 し

い 配 列 を もつ 形 質転 換体につ い て 、IFrG で atnd 遺伝子を誘導 し た．緩衝液

中で ア トラ ジ ン お よ び シ マ ジ ン に 洗浄菌体を 作用 させ た とこ ろ、5ppm の

ア トラ ジ ン とシ マ ジ ン は それ ぞれ 弖時間以 内、50PPm の ア トラ ジ ン は2時間

以内 に 完全 に消失 した。現在 は atz4 とatzB の 共発現を検 討 して い るc
l）高木 ら，（20e4 ）農 業技術 59 （IO）449

−453

【背 景 お よ び 目的】フ ル トラ ニル （α，α，α一trifluDro ．S’−isopropoxy −o−
toluanilide）は ゴ ル フ 場や 田畑で よ く使 用 される ア ミ ド系殺 菌農薬 で ある．
ゴ ル フ 揚 上 壌中で の 半減期 は約 1 年 とされて お り、登録農薬の 中で も極 め

て分解 を受けにくい 農薬 の
一

つ で ある。本研究は 、フ ル トラ ニ ル 分解菌 を

ス ク リ
ー＝ン グ し、その 分解酵素．遺伝子 を解析 し て、環境浄化や 農薬簡

易検 出への 応用 を目的 として 行った。【方法 ・結果 】ゴル フ揚 、田畑 の 土 な

ど を試料 とし て 、フ ル トラ ニ ル また はそ の 構造類似体で あるp一ベ ンズ ア ニ

シ シ ドを単
一
炭素源 とす る最小 培地 で集積培養を 繰 り返 し、寒天 培 地 に て

分離 し たコn ニ
ー

に つ き、そ の フ ル トラ ＝ ル 分解活 性 を HPLG で調 べ た。
その 結果、か

ベ ン ズ ア ニ シ シ ド生育菌 の 中か らフル トラ ニ ル 分 解菌No ，1 一
6株 を分離 した，
No ．10 −6株は 分類 学的性質 お よび 16s　rDNA の 解析 よ り翫 魏 o鋭α 笹 で あ る

と同定 され た。洗浄菌体 に よ る フル トラ ニ ル の 分 解産 物 を HPLC 及 び GC −
MS で 解析 した と こ ろ、3一イ ソ プ ロ ポキ シア ニ リン の蓄積 が 認 め られ た の

で、分解 の 第
一

段階 はア ミ ド結合の 加水分 解で あ る と推定 され た 。超 音 波

破砕 に よ り得 られ た 無細胞 抽 出液 に も加 水 分解活 性 が 認 め られ 、以後、酵

素活 性 は 生成す る 3一イ ソプ ロ ポ キ シア ニ リ ン をジ ア ゾ化反 応 に よ り比 色 定

量す る こ と とし た。分解活 性 は フ ル トラニル やか
ベ ン ズ ア ニシ シ ドで 誘導

され 、膜画 分で は な く可 溶性 直分 に在 っ k ，
また No ．10−6株 は 100kb を超 え る大きな プ ラ ス ミ ドを保持 して お り、分解活

性 の プ ラ ス ミ ド依存性 に つ い て現在検討 中で あ る 、．
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　 トリア ジ ン 系農薬 は植物 の 光合成 を阻 害する物質で あ り、世界 中で 広 く

使用 されて い る 除草剤の
一

つ で ある ．しか し比 較的分解され に くく、環境
ホ ル モ ン として 疑 われて い る ため に 水質汚染物質と して 広 範 囲に影 響 を

及ぼす こ とが懸念 されて い る 。そ こ で 、こ の よ うな土壌へ広 範 囲の 土 壌
汚染 に 対応 で きる 自己 固 定型 バ イ オ レ メデ ィ エ ー

シ ョ ン 法 （BSIS 法 ；

BioreTnediatiun 　ot
’
Selitlmmobilized　system ）を用 い て 農薬 を効率 よ く浄化

する こ とを検討した、　 こ の BSIS法は、微生物の もつ 凝集性 を利用 し て 土

壌表面付 近で 汚染を浄化 す る方法 で ある．本 研 究 で は ア トラ ジ ン 代謝経路
の 中 間体 で あ る シ ア ヌ ル 酸 を モ デ ル 物 質と し て 、シ ア ヌ ル 酸分 解 菌

Pseudemona∫ sp ．　NRRLB12227 株 を 、凝集性 を も っ 微 生 物 B ．　subtili ∫

IFOSSS5 と共固定する こ と に よ り土壌表面f寸近に 固定化 した ，まずBaCi！ilus
Sttbtilis をカ ラム 内で 培養し、そ の 後に 12227 株 を装置へ植菌 し、共固定 し

た．そ の 後、シ アヌ ル 酸緩衝液 を供給 して 分解能力 を比 較 した結 果、12227

株の み を単独 で使用 した場合 に比 べ て 、共 固定 した場合は特 に土 壌表面付

近に より多 くの 12227 株 を固 定化 す る こ とが で き 、シ ア ヌ ル 酸分解率 が高

くなった。また．土壌モ デル 中で シ ア ヌ ル 酸緩衝液を供給 した後 に再び 栄

養源 を添加す る こ とに よる分解菌 の 菌数や活 性 の 回復を検討 した ．

2B14−3 　MagSNiPer 法 を用い た揮発性有機塩素化合物の 嫌

　気 的 脱 塩 素化 微生 物の 定量
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テ トラク ロ ロ エチ レ ン （PCE ）や トリク rユ「ユエチ レ ン （TCE ＞ とい った揮

発性有機塩素化合物 は、士壌
・
地下水汚染の 原因 とな っ て お り、そ の 有効

な浄化方法 と して 嫌気的微生物 に よる バ イオ レ メ デ ィ
エーシ ョ ン が注 口 さ

れ て い る。嫌気 的脱塩 素化 を行 う代表 的な微生物 で あるDehalococcoides属
には 様 々 な種類が あ り、協調 して 脱塩素化を行 っ て い る。そ の た め 、これ

らの 微生物 の 種類や量をモ ニタリン グす る こ とが重要で ある 。しか し、Dhc
属の 16S 　rDNA の 配列は 非常 に類似 して い る こ とか ら、定量する こ と は容

易で は な い 。また、他の マーカ
ー

となる 遺伝子 配 列 が得 られ た と して も多

様な Dhc 属 の 定量は 難 しい と思われ る。我々 は 、以 前、化 学発 光 と磁 気分

離 を用 い た SNP タイ ピ ン グ技術 で ある MaSNiPer 法を 開発 し た （1）。
MagSNIPer 法は 高い 感度 と定量性を特徴 として い る こ とか ら、種々 の Dhc
属の L6SrDNA 配列で 相互に

一
塩基 レ ベ ル で 異な っ て い る部分を タ

ー
ゲ ソ

トと し て 解析す る こ とに よ り、高感度で 簡便な定量が可能 に なる と考 え ら

れ る。今 回は、エチ レ ン まで 完全に 脱塩素化する Dhc，　ethenogenes 　strain

195 と ジ ク ロ 目エチ レ ン とビ ニル ク ロラ イ ドをエチ レ ン へ完全脱 塩素化 す

る Dhc ．　sp ．　strain 　BAVI の 16S 　rDNA を対象 とし て MaSNiPer 法に よる 定量

検 出を試 み た の で 報 告す る．〔DKaklhara，　E 　et 　aL 　Anal 　Biochem 、（2005）
341 ，77−82．

Bioremediation　 of 　llerbicide・poll飢 ed 　 soil 　with 　 self」immobilized
mlcroorganlsms ．
　OHiroaki　NAKAII ，　YUtaka 　YAMAGUCHI

匸，Takako 　YASUDAI ，

騨鯤 翻 蹴 黼 継
hi珮 跚 SUDA1 ・

喩膿 晶 無 孟，艦 蹄
・2Dept ・Chem ・Sd ．

　
En … K °be

Key　words 　 Bac・ittu6’subtilts ，aしrazine

Deve1・P皿 ent ・f　a　 meth ・d　f・r　quantitative　 a聞 1アses　 of 　bacteria
responsible 　for　degradation　of ▼ 01a 匠e 　chlorinated 　hydrocarbons

based　on 　MagSNiPer

　OAi 　KOBAYASm 巨，　Maiko 　EBISAWA1 ，Sakari　SAKIHARAI ，
　Msa 軸 mi 　YOHDAI ，　Minoru 　NISHIMURA2

　（
IDcp

亡．　BiDte 〔hno1 ．，「lbkyo 　Univ ．　AgrL ⊂、］Fechnot．，21n　Situ　Soluしion）
Key 　words 　bioremediatioll ，　dehalo ［occoides ，　MagSNiper

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


