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【目的】Rhodococcus　erythroPolds 　NgT −4株 は極端な低栄養生育 を示 し、炭素源

無添加の 無機塩培地に 良好に生 育するが，GO2 を除 去する と生育しな くな

る ．また ，寒天をシ リカゲル に代えた培地 で も生 育する た め，CO2 を効率

的に 利用 して い る 可能性が考え られる．これまで に 二 次元電気泳動 を用 い

た プ ロ テオーム 解析に より，NgT −4株の 低栄養 生育はメ タ ノ ール代謝が 関

与 して い る こ とが 示 唆 された、今回はメタ ノ
ール 代謝に 焦点を しぼ e、本

菌の 低栄養生育時 にお けるホル ム アル デ ヒ ド除去に つ い て 検討 した ．【方法

及び結果】炭素源無添加，及びCO2 制限下でテ トラデカン を炭素源 と した

寒天 培地 で NgT．4株 を生育 させた、それぞれの 菌体の 粗拙出液に ホ ル ム ア

ル デヒ ドを添加 した 後，経時 的に ホル ム ア ル デ ヒ ドの 減少景を測定 した ．
その 結果，炭素源無添加条件 の粗抽 出液で の み ，ホル ムアルデ ヒ ドの 顕著

な減少が認め られ た．本菌に は ホ ル ム アル デヒ ド代謝系の 存在が示唆 され

たが，培地中に メ タ ノ ールや ホル ム アル デヒ ドを添加 しな くて もホル ム ア

ル デ ヒ ド除去活性 が誘 導され る こ とは興味深い．ゲノ ム情報が公開 されて

い る RhodOCOCCTtS　sp 、　RHAl 株に は ．ホ ル ム ア ル デヒ ド固定経路の 鍵酵 素で

ある ヘ キ ス ロ
ー

ス リン 酸 シ ン タ ーゼ とホ ス ホ ヘ キ ス ロ イソメラ
ーゼの 存在

が 示 唆されて お り，現 在 これ らの 酵素に つ い て も解析を進 め て い る．

放線 菌R ’認 oo σ‘‘撚 ψ 鰕 己、　GIR2 株 〔以 下〔］IR2株）は γ
・BHG で 単離さ れた グ

ラム 陽性 菌で す。GIR2 株は Naph1．haleneを唯
一

の栄養源 と して 生育 し ま

す。Naphthalene 代 謝 経 路 は Pseudomo・nas 属 の 研 究 が さ れ て お り、
Pseudomo ・nas 属の Naphthalene 代謝 経 路 は naphthalcne をsali ⊂ylateへ 変喚 し

た後、salL ⊂ylatc−1−hydroxylase，salicyLa しe・5−hydr（，xylasc に よ e それ ぞ れ

catechol や gcntisal．e へ 変換 され る こ とが 報告さ れて い ます。　 CIR2 株 は

napthalenc を salicyia しe に 変換 した後 、　 sali ⊂ylateを9CIltisaleへ 変換 します。
　CIR2 株の Salic

）
・late・5−Hydroxylase （RnoG ） は、　Naphthalene代謝経路

にお い て sah ⊂vlatc をgentisa1
’．e へ 変換 す る 酵索 で す。本研究 で は、　 RnoG の

補因子要求性 と精製の 検討を しま した ．、そ の結 果、RnoG の活件 発現に は

fil1？，　G 〔エenz ｝
，me 　A ，　NADH を要求す る こ とが わ か り ま した。

　また、CIR2株の 線状 プラス ミ ド（500kh ｝の コ ス ミド ク ロ ーン pRSTI を保

持す る大腸菌E．coti　STBL2 は sali［ylateをgenrisateへ 変換 し、こ のpRST1 か

ら作製し た pRHI に はgcntisatel，2．dioxygenase（GDO ＞gene が 存在 し、こ

のGDO 遺伝子の 周辺 に 4つ の ORFs が含 まれて い ます t．
この ・1つ のORFs の 遺伝子 相同 性検 索を行った 結果、　 sah ⊂ylatC分 解 遺 伝 子 群

と相 同性 を示 し ま した 。
　 こ の こ と か ら CIR2 株 の サ リチ ル 酸 変 換 に は Rhodococcus 　sp ．　B4，
．StrePtont）

lces
　sp ．1・、臚46と 同様な酵素 が関与 してい る こ と が考 え られ ます 。
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［ 目的 j ヒ ドラ ジ ン 酸 化 酵 素 〔HZO ） は嫌 気 的 ア ン モ ニ ア 酸 化 反 応

（Anammox ＞に お い て ヒ ドラ ジン を窒素 ガス に変 襖する 重要な酵素 と考 え

て お り、AIIammox 菌 の菌 体 内 タ ン パ ク 質 の 約 10％ を 占め る。我 妃 ま

Ananlmox 菌KSU −1株 が 優 占種の 集積 培養 汚泥か らHZO 遺伝子伽 o一のの ク

ロ
ーニ ン グを行 い 、結 果 を 既 に報告 して い る。その 際、ゲノ ム 中 に も う 1

つ の HZO 遺 伝 子 （hzo−b）の 存在 を認め た。本研究で はhzo−b をク ロ
ーニ ン グ

し、そ の 周辺 領 域 と両 HZO 遺伝子の 発現の 解析 を 目的 と した。［結果j勧 ．
bはhze−a に 99．6％の 相 同 性 を 示 した が、　hio−aの 周辺 に はAnammox に 関連 す

る と推察さ れ る ORF は な い の に 対 し、　 Ji，zo−bの 上流に ．は ピ ドロ キ シ ル ア ミン

酸化 還 元 酵 素 （HAO ）など の ヘ ム タ ン パ ク質遺 伝于が 複数存在 し て お り、
Aiiammox 関 連遺伝子 が hzo−b の 周辺 に 集積 して い る ・∫能性が 示唆 され た n
最近 公 開 され た AllammoxffKuereenia．ctuttgartiensis の ゲ ノム 配列中 には hzo−
a、−bの配 列 と889・、89％の相 同 性を示 す2つ の ORF （KustcO694 、Kustd 　1340）
が 存在 して い た 。し か し、そ れ ぞ れ の 遺伝子の 周辺領域は、KSU −1株の hao−
a、−bの 周 辺 領 域 の 構造 と異 な っ て い た。
現 在、HZO の 発 現 に 対す るhzo−a、−bの寄与 を明 らかに す るた め に 、ノー

ザ ン ハ イ ブ リダイ ゼーシ ョ ン 、リア ル タイム PCR を用い て それ ぞれ の 転写

量 の解析 を行 っ て い る。

【目的 】木研究で は、ボ リウ レ タン 固定床 リア ク タに 嫌気性難分解 成分 のモ

デル 物質 として グ リセ ロ
ー一

ル を供給 し、中温と高温条件に よる リアクタの

メ タ ン 発酵特性 へ の 影響 を検討 した 。【方法 及び 結果 】中温 と高温 それぞれ

並 行 2個 ずつ 、合計四 つ の リア クタを用い て 、グ リセ ロ
ー

ル を35℃の 中温

と 55℃ の 高温条件下、有機物 負荷 0、25gtl −rea ⊂tor，tdか ら0．5　g／1−reac 亡ortd、
e．7g∫1．reacto パdまで徐 々 に 増加 し、半連続式で 426　U 間発酵 を行 っ た。そ

の 間の バ イオガス 量や メ タン ガ ス 濃度、DOG 濃度の 変化 を測定 した。さら

に、高温 リ ア ク タ担体 に 固定化 した 菌の 走査電子 顕微鏡 （SEM ）観察 と菌

叢 の ク ロ
ー

ン 解析 を行 っ た 。
グ リセ ロ

ー
ル の 嫌気性 分解 に つ い て 、発酵の 初 期段階 には中温 の 方 が 良

か っ た が、3 ヶ 月後 に 高温条 件の 方が 中温 よ り良 くな っ た．その 後 グ リセ

U −一
ル の 負荷を上げる と共 に 、中温条件 に お い て の 分解率 は徐 々 に減少 し

た。高温条件は．有機物分解率や ガス化特 ＃が優れ てい る ことが確 忍され

た 。走査電 了顕 微鏡観察に よ り、高温嫌 気性 発酵 の担体 に、球菌や短桿菌、
長桿菌な ど多種 類の 菌を固定化さ れ る こ とが観 察された。菌最 の クロ

ー
ン

解 析 の 結 果、バ ク テ リ ア で は Bacitlus　sp．、　DeSfVfotomasuium　redttcens 、
Paen．ibacillus　sp．、α o伽 伽 況 sp ．、　 Ruminococcus 　sp ．等・またア

ー
キアでは

Methanobactenlu〃m 　sp 、、　Methanos’art／ina　sp 、の 存在が 確認 された。特に 、グ リ

セ ロ
ー一

ル を基質 とした高温嫌気性消化の ア ーキ ア菌叢は、水素資化性メタ

ン 生成 菌が 豊富 に 存在 して い る こ とが わ か っ た。

Structures　of　the 　hア
dranine・oxidizing 　enzyme 　genes　a皿d　their

flanking　re 琶ions　ofAnammox 　bacterium，　and 　tmnscriptional 　analy
・

sis　ofthe 　genes

諸謙 羅櫑 濫 1鵬 緇盟欝、雄槐 1珊R単゜ T °  

　（
iF

・ ・．　ApPL 　LiEb　Sd．，　Sql・ U鵬
2G ・・d．　S ・h．　Sd ．　Te ・h・，　K ・ m ・ m ・t・

　 UIliV．＞
Key 　words 　anacrebic 　ammonium 　oxidatioll ，hydrazine ，　dcnitrilicaしic冫n ，
Anammox

Anae ・・bi・ dig・ sti ・ n ・ fgl ア
ceml 　unde ・ m … pbilic　and 山 em ・philic

conditions

　⊂）Yingna 【l　YANG ，　Kcnichiro　TSUKAHARA ，　Shigeki 　SAN、貼 筑MA

　 〔BTRG ，　AIST ）

Keア words 　anaerobic 　digestion，giycerol，　SEM ．】6S　rRNA

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


