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1109−3 　芳香族炭化 水素分解能の 高 い No ．22 群 と単離菌 の

特性
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1109−4Rnodococcus 　sp．　PN1 株 の 第二 の 4一ニ トロ フ ェ ノ
ー

　ル分解遺伝子 群の 解析

○ 山本 健太 ，榮 真 司 ，西 村 崇弘 ，加 藤 太
一

郎，武尾 正弘，根
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【目的】重油の ように多様な 難分解性環境汚染物質 を含む物質の 生分解 に

は 、能力 の異なる 微生物で構成された微生物群 集が有効である と考 え られ

る。演者 らは、重油中の 芳香族炭化水素画分 （芳香族分 ）を効率よ く分解

（1．291V7days）で きるNo ．22群 を原 油汚染土壌 から確 ぺ’：した。本研究では、炭
素源の 変化 に伴う菌叢 〔優勢種 ）の変化 と、単離 菌の 分解特性 を倹討 した 。
【方法お よび結果 】重油か ら分画 した芳香族分、または飽和分を炭素源 とし

て培養し た No ．22群培養液か ら DNA を抽出 し、　 PCR −DGGE 解析 した とこ

ろ、炭素源 の種類 に よ りDNA バ ン ドバ タ
ー

ン が変化 した．クロ
ー．一

ン ライブ

ラ リ
ー解析の結果、飽和分 で 培養する と、劭 丁肋 o罐 照 属が72％ を占めで瞹

勢 種 と な っ た が 、芳 香族 分 で 培 養す る と、加 漁 磁 碗 α 属 は 減 少 し、
Pandoraea 属 の 割合が 5％ か ら 4（隔 に大 き く増加 した、培養液か ら単離 した

Pandoraea 　sp ．　Yl 株 やB ．　mutt21ve ’rans 　Y4 株は 、汚香族分分解能を 示 したが、
Yl 株 は無機塩培地で 飽和分 を 資化で きな か っ た こ とか ら、異 な る代謝経路

を持つ こ とが示唆 され た。

【目的】4一二 トロ フ ェノール 〔4・NP ）は化学工 業 的に重要 な物質で あ るが 、農

薬代謝 物と して土壌か ら倹 出される汚染物質で もあ る。我 々 は、4．NP の 分

解機構を 解明する ため に、こ れまで に Rhodococc”．s　sp ．　PNI 株か ら 4−NP を 4一
ニ トロ カ テ コ ール （4−NC ＞に 変換する二 成分系 4−NP モ ノ オ キ シ ゲナ ーゼ の

遺伝子 と その 制御遺伝子を ク ロ ーン 化 し、解析 して きた。しか し、4−NP の

初期酸化 以降の分 解に つ い て は こ れ まで 明 らか となって い な か った た め 、
こ こで は 、新た に PNI株か ら4・NP の 下流分解経 路の遺 伝f の クロ

ー
ン 化 を

試みたの で 報告す る。【方法 及び結果】4−NP の 推定 代謝物 ・ハ イ ドロ キシ

キ ノ
ール を分解す るハ イ ドロ キシ キノ ール 1，2一ジオキ シ ゲナ

ーゼ 〔Hl2D ）

の 遺伝子 の有無を調べ るた め に、既知H12D 遺伝子か らプライマ ーを設 計

し、PNI 株の 全DNA か らPCR で 同遺伝 子領域の 増幅を試み た とこ ろ、目的

サ
．
イズの 断片が増幅 した．次 に、この 断片をプ ロ ーブに して サ ザン ハ イブ

リダイゼ
ー一

シ ョ ン を行い 、約6kbの DNA 断片 を得た 。この 断片
．
の 塩基配 列

の 解析 を行 っ た ところ、E．ysRタ ．
イブ

．
の 転写制 御因子、二 成分系モ ノオ キ シ

ゲ ナ
ーゼ 及びHt2D をコ

ー・
ドする遺伝子群 を確認 した 。相 1司性検索の 結果、

こ れ らの タン パ クはR ．oi）acus 　SAOIOI 株 の 4−NP 分解系の 柑同 タ ン パ ク と

ア ミノ酸 レ ベ ルで約99％の柑 同性が認 められ た 。この モ ノオ キ シ ゲナ ーゼ

遺伝 子を含む組換 え大腸菌 を 4−NP 含有寒天培地で 培養した と ころ、4−NP
の黄 色が脱色され、薄褐 色の代謝物の 畜積が確認 で きた 。
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1110−1　　 光硬化性樹 脂固定化菌体 を用い た ビス フ ェ ノ
ー

ル
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［日的 J細胞 毒性 を 示 す トル エ ン や ベ ン ゼン な ど の 万香族化 合物 を、微生物

に よ っ て 分解 ま た は 変換 す る 際に 、水 相 一油柑二 相 系シ ス テ ム が有効 で あ

る。二 相系 シ ステ ム で は、油柑 が 難水溶性物質の タ ン クの よ うに 働 くた め、
水相 に 存 在 す る 菌体の 難水溶性物質 に対 する 毒性 を軽 減する こ とがで き、
基 質の 分 解効 率が 増加 する と考え られる 。本研究で は、親 油性バ クテ リア

を水 相 ・油 相 二 相 系 シ ス テム に適用 し、芳香族基質の 分解過程を解析 した 。
［方法 及 び結果］．
二相 系 シ ス テム の油 柑 に は シ リ コ ーン オイル を使用 し、］

・
ル エ ン また は ベ

ン ゼ ン を基 質 と して 、親油 性バ ク テ リア によ る 分解実験 を行 っ た 。活 性汚

泥 や 土 を、無 機塩培 地 、シ リ コ ーン オイル 、基質で ある トル エ ン またはベ

ン ゼ ン を加 えた フ ラ ス コ 内で 培養 し、培養液を遠心後、油水界而に 局在す

るバ ク テ リア を寒 天 培 地 に塗 り広 げる こ とで 単離 した。菌体の 油層 へ の 親

和性 につ い て は 、菌体 表 層 の親 油 性 評 価法 と して 多用 され る MATH テス ト

で解析 した。ま た こ の分 解反 応 に際 し、酸素の 連続供給が可能な簡易 リア

ク タ ーを 設計 し 、酸 素 曝 気 量 、菌体濃度、初期基質量 等 の相互関係 を検討

しな が ら、最大 分解 速 度 とな る条件 を追 及 した 。測 定 は、リ ア ク タ
ー

か ら

サ ン プ リン グし た懸濁 液 を遠心 に よ っ て二 相 に分 離後、そ の 油相 luL を

GC に注 入 し、事 前 に求 めた 倹吊線 か ら基質濃度 を算出した。現在の と こ

ろ 、トル エ ン に 関 して は オ イ ル 比 20％の 系に お い て 、約9．．Ogtl／hの 分解速度

を 達成 した 。

【目的】 合成樹脂な ど の原 料 と して 広 く用 い られ て い る ビ ス フ t・．ノ
ー

ル A

（B ？A 〕は内分泌 撹乱作用 を 示 す 疑 い の あ る化 合 物で あ り、その 効率的な処

理シ ス テ ム の構築が 求 め られ てい る．我 々 は これ まで に種 々 の 分離源か ら

BPA 分解菌 を取得 し、それ ら を用 い た BPA の 分 解処 理 に つ い て検討 して い

る。今回、光 硬 化性 樹 脂 固定 化菌体 に よ るB？A の分解 に つ い て検討 した 結

果を 報告す る。【方 法 と結 果 】海水 よ り分 離 しfeSphi，ng’omonas 　）
’a・nothu ）ae　BP −

7 お よ び 河川 水 よ り分 離 しttsphingoine’nas ）1αγ己o馥砂 卿 BP −llR を用い た 。こ

れ らの Bl盗 分解 菌 を それ ぞ れ 100mgtlの Bl’A を含む培地 に お い て 振 とう培

蓬 し、菌 体 を 回 収 、洗浄後．光硬 化性樹 脂 EN 下2000 および ENTG −S800
（い ず れ も 関西 ペ イ ン ト〔株 ）製）に よ り包括固 定化 した。得られた 固定化 菌

体は 5mg μのBPA を 含む 溶 液中で BPA 分 解活性 を示 したc溶液中の BfA 濃度

が 高 くな る と分 解 活 性 の 阻 害 が 認 め られ た。BP・7株 に つ い て はENT ．2000
を、BP −IlR 株 に つ い て はENTG −S800を それ ぞれ選択 し、24時間ご との 繰

り返 し処理 を行 っ た と ころ 、い ずれ に つ い て も固 定化 菌体は 1ヶ 月以上安

定に 使用す る こ とが 囗」
．
能 で あ っ た 。
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