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【背景 ・目的】バイオ レメディエ ー
ション の 効率化 に は 、分解に関与する難培養性も含 めた微 生 物 の 詳細な解析が必要 で あ

る。汚染物 質 の 同化 分解微 生 物群 の 特定に は 、難培養微生物も含 めて 解析 で きる Stable　Isot。pe　Probing （SIP）法という強

力なツ
ー

ル が存在する。一方 、異化分解微 生物群の 特定 に は適応 で きな い。そこ で 当研究室で は、異化分解微生物群集

の 培養非依存的解析手法として Stable　Isotope　Probing　fQr　Dissimilati。n （SIP−D）法を構築し、既知の異化分解菌を用 い た

有効性実験 の 結果により、SIP−D 法は異 化分解微生物の 培養非依存的解析手法として 有効 で あるこ とを示 した 。 SIP−D 法

で は異化分解微 生物を含めた全て の微生物を標識炭素源 で標識する。 そこで本研究は、用 い る標識 炭素源 の違い が解析

結果に与 える影響と、分解菌を標識する際 に最適な炭素源 を探索する事を目的とした 。 【方法】異化 分解微 生物を含む環

境サ ンプル として 、多様な菌が存在すると考えられる蓮田 土壌を実験に 用 い た 。 PCE （テ トラクロ ロ エ チ レン ）添加 、無添加

の それぞれの 系に 、 標識炭素源として
13C 一

フマ ル 酸と
13G 一酢酸をそれぞれ添加した 。 【結果と考察】培養 7 日後 に 全 DNA

を抽出して、CsCi 密度勾配超遠心分離 に供し
13C −DNA の存在推定領域を DGGE に より解析した 。

　PGE 添加 、無添加 の

DGGE プ ロ ファ イル の 比 較から
13C 一

フ マ ル 酸、13C 一
酢酸それぞれ の 添 加 系に つ い て PGE 分解菌を特定する事が出来た。ま

た、炭素源 の 違い に より生じる結果を比較し、SIP−D 法を以後広 く適応する際に最 適な炭素源を検討 した。今後は、今回使

用 して い な い 炭素源を用 い て 同様な検 討を重ね 、SIP−D 法を更に 完成度の 高い解析手法として確立する予定である。
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【目的】当研究室 で は異 化分解菌を特定 で きる改変 SIP 法 （Stable　Isotope　Pr。bing　for　Dissimilati・ n （SIP−D ））法を構築し

た 。 先行研究に よりSIP−D 法を用 い て
“
偏性脱 ハ ロ ゲン 呼吸細菌

”
であるD θha／occocoides θthanogenes 　195 をコ ン ソ

ーシ ア

中から検出するこ とが出来 、その 有効性 が 示され た 。しか し、PCE 分解細菌に は他 の 呼吸経路を併せ 持つ
“

脱ハ ロ ゲ ン呼

吸細菌
”
や分解時に エ ネ ル ギ

ー
獲得を行わ ない

“
共代謝分解菌

”
も存在す る。こ れらの 細菌 に 対する SIP−D 法の 適用性に

つ い て は分か っ て い な い 。そこ で、SIP−D 法が
“

脱ハ ロ ゲ ン 呼吸細菌
”
と
“
共代謝 分解 菌

”

の検出にも適用 で きるの か に つ い

て 調査 し、適用範囲を明 らか にする。【方法】
“

脱ハ ロ ゲン 呼吸細菌
”
として Desulfitobacteriuノη sp ．Y51 株を、

“

共代謝分解

菌
”
として C／ostridi

’
um 　sp ．　KYT −1株を実験に 用 い た 。 蓮田 マ イクロ コ ズムにそれぞれ 菌株を導入し、模擬環境を作成した 。

次 に、それぞれに つ い て PCE の 添加 、 非添加 の 系を作成 し、13C 一
生育炭素源を加え静置 培養した 。 培養後、土壌か ら全

DNA を抽出し、　GsCI 密度勾配超遠心分離に供し
13C −DNA を含むと推測される画 分をPCR −DGGE 法に供した 。

DGGE プロ

ファ イル の 比較により分解菌の 特定を行い 、適用可能で あるかを判 断 した。【結果 】
“
脱 ハ ロ ゲン 呼 吸細 菌

”
の 系で は、

DGGE プロ フ ァ イル か ら PGE 分解菌由来と推測される DNA が特定され 、シー
クエ ン ス 解析に よ りDesu／fitobecterfum　sp ．Y51

株 由来と同定され た 。一方、
“
共代謝分解菌

”
の 系 に つ い て は現在検 討を進め て い る。
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