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　　　　　　 Nitrite　reductase 遺伝子 を標的 と し た

　　　　製鉄所排水硝化脱窒処理 プ ロ セ ス の 群集構造解析

に っ た み た だ し　　や ま ざきえみ　　さと うひ ろや す　 みの た か し　 い と うきみお　　みきお さむ
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【目的】製鉄所排水（安水）は 、 高濃度の フ ェ ノ
ー

ル
、 チオ硫酸 、 チオ シ ア ン

、 ア ン モ ニ

ア を含み 、 処 理 の 難 しい 廃水の
一

っ で ある 。 活性汚泥法（硝化脱窒プ ロ セ ス ）に よる安水

処理 で は 、 脱 窒が主要 な反応の
一

つ に な るの で 、 我 々 は活性汚泥 中の 脱窒細菌 の 群集

構造の 変化 をプ ラン トの 処理 水質 と照合す るこ とで 、処理効率 に影響を与 える微生物

の 情報を得た い と考えた 。 脱 窒細菌は NO2 を NO に還元す る酵素
“

亜硝酸還元 酵素

（NIR ）
”

を保 有す るが、　NIR を コ
ー

ドす る遺伝子 に は η媚 加 班 の 2 種類 が ある。 こ

の 2 つ の 遺伝子 は同種に共存 しない とい われ る 。 今 回 は nfrs 保有の 脱窒細菌に ター ゲ

ッ トを絞 り 、 nirS をター
ゲ ッ トと した PCR −DGGE 法を行い

、 群集構 造を解析 した 。

【方法】製鉄所に設置 された 硝化脱窒プ ロ セ ス の パ イ ロ ッ トプ ラ ン トお よび 同排 水 を

標準活性汚泥法によ り処理 す る既存の プ ラン ト （実プ ラ ン ト）か ら活性汚泥 を採取 し 、

Fast　DNA 　kit　for　soll に よ り DNA を抽 出 した 。 得 られ た DNA か ら nirS断片を PCR

法 に よ り特異的 に増幅 した 。 PCR の プライマ
ー

には 、　Braker らに よ りデザイ ン された

Pseudomonas 砿 磁 zθガ ．Zbゐθ〃 の nirS（855−1019）をターゲッ トとした nirS2F
−3R に

GC ク ラ ン プ を付 けた もの を使用 した。　 PCR 産物 は 、 ア ガ ロ
ース ゲル 電気泳動に よ り

バ ン ドが 1 本 とな る こ とを確認 され た後 、 ゲル の 変性剤濃度勾配 を 40−70％ と した

DGGE で 130V ，5 時 間泳動 され 、 再び バ ン ドパ タ ーン と して確認 され た 。

【結果 ・考察】実プ ラ ン トお よび パ イ ロ ッ トプ ラ ン トか ら採取 した活性 汚泥 中の 脱 窒

細菌 の 群集構 造 は 、 下水 処理 場 の もの と比 べ 非常 に単純で あ っ た 。 これ は処 理 す る排

水 の 性質 が下 水 と異な り極 めて 単純 で ある こ とが原 因だ と考 え られ る 。 しか しなが ら

実プ ラ ン トの 汚泥 を種 汚泥 と した パ イ ロ ッ トプ ラ ン トで は 、 そ の 運転開始 か ら硝化脱

窒処理 が安定す るま で の 期 間で 、 群集構造が 完全 に変化す る様子 が見 られ た 。 また硝

化脱 窒処理 が安定す るに つ れ 、 あ る決 ま っ たバ ン ドパ ターン に なる傾向 も確認 され た 。

以上 よ り、
パ イ ロ ッ トプ ラ ン ト内で 実際に脱窒反応 を担 っ て い るの は 、 限 られ た細菌

種 で ある可能性 が 高い と言える 。
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