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Stable−isotope　probing 法 を用 い た脱窒細菌の 特異的検出

　　　〜 機能遺伝子 と16S　rRNA 遺伝子 に よ る 評価 〜

　 　 　 　 お お さ か と しふみ　　　よしえさち こ　　　つ ね ださと し　　　ひ らたあき ら　　 いな もりゆうへ い
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【目的】炭 素源 の 乏 しい 廃水 に対 する 効率的な脱 窒 プロ セ ス の 維持管理 手法 と し

て 、 外部 か らの 有機物添加が しば し ば行 われて い る 。脱窒炭 素源の 選択は 、主 に経

済性や 扱 い やす さと い う観点か ら行わ れ て お り 、 必ず しも脱窒細菌の 活性を考慮 し

て い る とは 言 え な い 。 そ こ で 、添加 した脱窒炭 素源 を実際 に 利用 して い る ア クテ ィ

ブな脱窒 細 菌 を特定 す る必 要が あ る 。 本研究 で は 上 記 の 点 を鑑 み 、 SIP（Stable−

isotope−probing ）法
D
を導入 し、硝酸呼吸条件下 で メタ ノ

ー
ル ある い は酢酸を利用す

る 微生物群の DNA を獲得 し、亜硝酸還元酵素遺伝子 および16S　rRNA 遺伝子 に基づ

い た 系統解 析 を行 うこ とで 、活性汚 泥内 に存在 す る メ タ ノ
ー

ル 資化性脱窒細菌お よ

び酢酸資化性脱 窒細 菌の 特定 を試 みた 。

【方法】［
上3C

］
一
メ タ ノール また は ［

’3C
］一酢酸ナ トリウム を含む 生活 模擬排水 に下水処

理 場 の 活性汚 泥 を添加 し，十分懸 濁 させ た後 窒 素ガス で 曝気す る こ とで 培地 の 溶 存

酸 素 を排除 し，
25℃ で撹拌 しなが ら脱窒 回分培 養を行 っ た。経時的に微生物群 をサ

ン プ リン グ し
， 微生物群か ら抽出 した DNA を用 い て ， 塩化セ シウ ム 平衡密度勾配遠

心法 に よ り， 浮遊密度の 高い
13C −labelled　 DNA を分離 した 。透析 によ り精製 した

1a’C−labelled　 DNA 溶液 を鋳型 と し，亜 硝酸還元酵 素遺伝子nirS およ びnirK に特異 的
な プライマ

ー 2）
と全真正 細菌の 16S　 rRNA 遺伝子 の 特定領域を ターゲ ッ トとす る プラ

イ マ
ー

セ ッ トEub341f −Univ907r3）
を 用 い て PCR を行 い

，
つ づ い て PCR 産物 の サ ブ

クロ
ー

ニ ング を行 っ た 。得 られ たク ロ
ー

ンの 塩基 配列をDNA シー
ケ ンサ

ー
によ り決

定 し，NJ法 に よ り系統解析を行 っ た 。

【結果 および考察 】

　亜 硝 酸還元 酵素遺 伝子 （nirS ，　nirK ）に基づい た系統解析 を行 っ た結果、 メタノ
ール

資化 性脱 窒細 菌 と酢 酸資化性脱窒細菌の 群集構造 は大 き くこ とな る こ とが 示 され

た 。 ま た 、 16S　rRNA 遺 伝子 に基 づ い た系統 解析 を行 っ た と こ ろ 、 メ タ ノール 添加

系で は Methylophilaceae科 ，　 Hyphomicrobiaceae 科 に近縁 な クロ
ー

ン が多 く検 出
さ れ 、 酢酸 添 加 系 で は Comamonadaceae 科 、

　 Rhodocyclaceae 科 、

Rhodobacteraceae科 に近縁 な ク ロ ー ンが多 く検出 され た 。 検 出され た微生物 の 多
くが脱窒能 を有す る こ とが知 られて い る が、そ れぞ れ の 亜硝 酸還元酵素遺伝子配列
が獲得され て い な い の が現状で あ り、今後は こ れ らn1酒己列 の 獲得が課題 で あ る。
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