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1111−5　　 PCP 汚染 ：ヒ壌 力 ラ ム 内の 白色腐朽 菌 の 挙動解析

　　　　 　　 o 星野
一

宏，渡邊 理恵

　　　　 　　　（富 山大
一
匚・物質生．命）

1i12−1　　 電気培養技術 に よる PCE ，DCE 脱塩素活性の 制御

　　　　　 　 ○平野 伸
一．松本 伯夫 ，大村 直也

　　　　　 　　（電中研）

【目的】白色腐朽菌が 分泌 す る リグ ニ ン 分 解酵 素は、有機塩 素系化合物を効
果的 に分 解する．この シ ステ ム を 土壌 汚染の 浄化 へ 応 用 するた め に は 、土

壌 中で の 菌体の増 殖 、既存 微生物 へ の 影響、酵素の 分泌 ・拡散、環境 汚染
物 質の 分 解を 把握 す る 必要 が ある 。そ こで 、本研 究で は 、Pentachlorophellol
（PCP ）汚染現 場 を想 定 して、土壌 充填 カ ラム リア ク タ ー内での 白色腐 朽菌
の 挙動 とPCP の分 解 に つ い て、　 RT −PGR 及びP〔：R−DGGE 法 を用 い て 検 討し
た。【方法 及 び結 果】自色腐朽 菌 とし て C］orvlolu ．t　versicoler 　IFO49S7 を使用 し
た。土 壌充 填 カ ラ ム は 内径7．5cm 高 さ約50cm で あ り、中に PGP で 汚染 した
黒 ボク土 を充填 した 。この 土 壌 の 表 面及び全体に腐朽菌を投入す るこ とに
よ り実 験 を行 っ た 。無数の 微生物が存在する土 壌中で 投入 した腐朽 菌の増

殖 を把握 するた め に、C．veTsicoie ・
r のITS2特異領域 とLac⊂ase 特異領域 を含む

プ ラ イマ
ーを設計 し、土 壌 よ り抽 出した DNA をRILI℃ R に より増幅 させ る

こ とで カ ラム 内の 腐朽菌の 増殖 を、土壌中の Laccase活性は土壌を拙出する

こ と に よ り検討 した。その 結果、Real−Time　PCR を用い る こ とに よ り土壌
カ ラ ム 内で の 菌体 の 増殖 を把握 する こ とが で きる こ と、また分泌 された
La 〔case は土 壌カ ラム の 深部の 方へ 移動し、土 壌 中の PCP を分解 する こ とが
確 認で きた c 堤在PCR −DGGE 法を用 い て 既存微生物 との 閧連を検討 して い

る 。

【背景及び 目的】本研究所で 開発し た電 気培養 技術 は電 極 に よ る 印 加電 位 に

よ り、培養液 中の酸化還 元電位を制御 しなが ら微生物 の培 養を行 う技 術 で

ある。また環境 中の嫌気性微 生物 は用 い る電 子受容体 の違 い を反 映 し、そ

の 生育 に お い て それ ぞ れ 異な る 至適 酸化還 元電位 を持 つ と考 え られ て い

る。そこ で電 気培養技術 の 有用性 を検証す る ため に、本研 究 で は特定 の嫌
気性 微生物 の有する機能の 制御及び それ らの 集積 に電気培 養技 術 を適用す
るこ とを試み 鵡 【方法及び結果］電気培養 を適用 す る対 象 は 環 境汚染物質
で ある テ トラ ク ロ ロ エ チ レ ン （PGE ） を嫌気条件 ドで 電 子 受容体 と して 用
い 、脱塩素化す る こ とで cdS一ジ クロ ロ エ チ レ ン （DGE ）に 変換す る活性 を有
す る微生物群、及びDCE をエ チレ ン に嫌 気的 に脱 塩 素化 する微生物群 の 2
種類を選択した 。これ ら微生物群に 異な る 電 位 ｛−0．7V〜−0．且V、0．IV 刻 み）
を 印加 しなが ら培養を行 い 、脱塩素活 性 測 定及び DGGE に よる 微生物群 集
の 変動解析を行 っ た。その結果、印加 電位 の 違 い に よ り PCE もし くはDCE

脱塩 素活性に 大きな変動が 見 られ 、PGE 脱 塩 素微生物群で は一〇．5V 、　 DCE
脱 塩 素微生物群で は一〇．SVの 電位 を印 加 時 に 最大の 脱塩素活性が得 られた。
そ れ ぞれの 至適電位印加条件 ドで はPCE 、　 DCE 脱塩 素活性 に 関与 する と推
定 さ れ る Desuifitobacte”1’um ，　Dehalococcoides属細 菌存在量 の 増加が認 め られ
た 。以 ヒよ り、電 気培養 に よ っ て培 養液 中 の酸化還元 電位 を制御 する こ と
に よ り特定 の 嫌気微生物 の活性 を制 御 で き る 可能性が 示唆 された。本研究
は NEDO か ら委託 を受 け、「生分 解 ・処 理 メ カ ニ ズ ム の 解析 と制御技術の

開発」 プロ ジ ェ ク トの
一

環 と して実 施 した 。
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1112−2 　抗体を用 い た揮 発性有機塩素化 合物の 嫌気的 分解

　微 生物の 簡易 検出法の 開発
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1114−1 　エ タノ ール 徐放性 プラ ス チ ッ ク膜 を用 い た 硝酸汚

　染地下 水の 浄化

O 植本 弘 明，森 田 仁彦，渡辺 淳
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テ トラク ロ ロ エ チレ ン
・トリク ロ ロ エ チ レ ン は主要な 環境 汚 染 物質 で あ り、

その 浄化方法として 水素徐放材を用 い た嫌気的バ イ オ レ メデ ィ エ ーシ ョ ン

が注 目され てい る。この 嫌気的バ イ オレ メデ ィ エ
ー

シ ョ ン を安全 に 効率 よ

く行 うに は、分解微生物の 存在や 種類、量をモ ニ タ リン グす る こ とが 必要
であ る。これ ま での 遺伝子 を用 い た 検出や定量 法で は、時 間 が か か り、高
価な装 置を必 要 とす る問 題が あ る。そ こ で 、我 々 は 、高感度 か つ 安 価な 装
置で の検出が可能な抗原抗体反応 を用い た検 出法に 着 凵 し、研究 を 行 っ て

い る c 本研究で は、脱塩素化 に 関与する還元的脱塩素化酵素（RDase）をタ ー
ゲ ッ トとした抗体 に よる検 出系構築を試みた。実 際に 嫌気的 バ イ オ レ メ

ァ ィ
エ ー

シ ョ ン が行われて い る地 F水中の 微 生物 DNA か ら、　P（：R に よ り、
3種類の RDase 遺伝 子の

一
部を 得た。次に 単離 したRDasc 遺伝 子 を い ずれ も

His タグ融合タ ン パ ク 質 として 大腸菌 で 高発現 させ精製 した．精製 した

RDase を抗原 とし、ラ ッ トを用 い て 抗血 清を作製 した。現在、モ ノ ク ロ ー
ナル抗体 産生 ハ イブ リドーマ の ス ク リ

ー
ニ ン グを行 っ て い るn

【目的】農地で の 過剰施肥 や 家 畜排泄物の 不適切な処 理、生活排水な どに よ
t）地下水の 硝酸汚染が 問題 とな って い る ．t その 対策 として 、水素、硫 黄な

どの 無機物や 生分 解 性 プ ラ スチ ッ ク な どの 固体状有機物を 電子 供 与体 と し

た脱窄法が 検討 され て い るが 、コ ス トな どの 点で 問題が 残さ れ て い る。一
方、メ タ ノール や エ タ ノール は 、電 ア供．与体 と して 有効だが 過剰 放 出 に よ

る 汚染が 問 題 とな る 。本 研 究 で は、安価 な非多孔性 ポ リ エ チ レン膜 を 通 し

て ア ル コ
ー

ル の 放 出 量 を 制御 す る こ とを 検討 し、ポ リエ チレ ン 製 の膜 と不

織布か らな る多層膜 を 作製 し、簡 易に脱窒 が 行え る こ とを明 らか に した 。
【方法及び結果】様 々 な 厚 さ の非 多 孔 性 ポ リエ チ レ ン 膜 を用 い て 、メ タ ノ ー
ル、エ タノ

ー
ル 、酢酸、グル コ ース な ど の電 子供与体 の 透過 につ い て 検討

した ，その 結果、エ タ ノ ール な ど の 多 くの 物 質が膜 を透過 し、膜厚 に よ り

透過速度 を制御 で き る こ とが 分 か っ た e また 、非 多孔性 のポ リエ チ レ ン膜

の 表 面に ポ リエ チレ ンの 不 織 布 を張 り合わ せ た多層膜 を作製 した 。脱 窒 鹸

Pa．racocczas 　denitrrficansを この 不織布 に付着 させ 、ポ リエ チ レ ン膜．を透 過 し

たエ タノ ール を利 用 して 脱 窒 を行った 結果、エ タノール の 放 出速 度 に 比 例
して 脱窒が 行 え る こ とが 分 か っ た 。安価なボ リエ チ レ ン か らな る この 多 層
シ
ー

トを水路や地 下 な ど に施設す る こ とに よ り、簡易に 脱窒 を行 う こ とが

可能 に な る と考 え られ る 。
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