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【目的 】廃水 か らの 窒 素除去 に は主 に生物学 的 プ ロ セ ス が用 い られ るが ， ア ン モ ニ

ア か ら亜 硝酸 へ の 酸化 は 一
連 の 窒素除去 プ ロ セ ス にお い て 律速段 階 とな っ て い る た

め ， プ ロ セス の 高度 ・ 安定化 の ため に はア ンモ ニ ア酸化 を担 う細 菌群 の 生理活性 を

含 めた微 生物生態学的な 解析が 極 めて 重 要で あ る と考え られ る 。 近年普 及 して い る

16S　 rDNA
，　 rRNA 等に基づ い た微生物解析手法は培養を必要 と しない ため ， 独立栄

養硝 化細菌の よ う な増殖 速度 の 遅 い 細 菌 で も迅 速 に解析する こ とが可能 で ある が ，

ア ンモ ニ ア 酸化 活性の よ うな特定 の 生理活性を 評価する こ と は困難 で ある 。本研 究

で は 上 記 の 点 を 鑑 み ， RT − PCR 法 を 用 い て ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の ammonia

monooxygenase （AMO ） の サ ブユ ニ ッ トをコ ー ドするrnRNA （amoA ） を検出
・
定 量

化す る と と も に ， RT −PCR 産物 につ い て DGGE 法 を行 う こ と に よ り， ア ンモ ニ ア 酸

化活性 に基づ い た 群集構造解析を行 っ た 。

【方法】Nitrosomonas　europaea （IFO 　14298 ） ， 高濃度 ア ンモ ニ ア 含 有 無機性 廃水

（500mg − NH4 −N ・L
−
’

） を処理 す るベ ン チ ス ケ
ール リア ク ター 内の 汚泥 ，高度 合併

処理浄化槽 内 の 汚 泥お よび この 浄化槽汚泥 をア ン モ ニ ア含有無機性培地 （150mg −

NH4 − N ・L
’

） で 短 期間培養 した 汚 泥か らAGPC 法 に よ っ て 全RNA を 抽出 した後 ，

amoA 　I　F ，．2R　primer　set （R．otthauwe ，
　J．−H ．

，
　et　al

，
1977） を用 い て RT − PCR を行 っ た。

COmpetitive　RT −PCR は ，
　 Competitive 　DNA 　 Construction　Kit （TaKaRa ）お よび

Competitor　RNA 　Transcription　Kit （TaKaRa ） を用 い て 合 成 したRNA 　Competitor を

RT 反応前 に段階希釈 して 添加 し，電気泳動後，分 離した targetとCOmpetitor の バ ン

ドの 濃 度 を比 較 ・解析 し た 。 さ らに RT − PCR 産物 を鋳 型 と して amoA 　lF−gc， 2R

primer　set で 再増幅 し， 変性剤濃度勾配 20 −50 ％ の ゲル 上で 電気泳動 を行 っ た 。

【結 果 と考察 】N ．europaea の 純粋培養液 お よび無機性廃水処理槽内 の 汚泥 につ い て

Competitive 　RT −PCR を行 っ た結果 ，
　 amoA の存在量は前者は2．3× 10scOpies・mr1 ，

後者 で は 5．1× 108copies・mg − SS
−1
で あ っ た 。

一
方，浄化槽汚泥か らはamoA が検出で

き なか っ たが ，
こ の 汚泥 を短 期間培養 し， amoA の 発現 を促 す こ とによ っ て検 出が 可

能 とな っ た。 またDGGE 法に よ りamoA に基づ く群集構造解析を行 っ た結果 ， 浄化槽

内の 汚泥 は 無機 性廃 水処理槽内 の 汚泥 よ りも DGGE バ ン ドパ ター ン が多様で あ り ，

よ り複雑なア ン モ ニ ア酸化細 菌群が酸化活性 を担 っ て い る こ とが示 唆 された 。
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