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鹿 児 島市 の 下 水 余剰 汚 泥 を 高 温 発 酵 さ ぜ て 製 造 さ れ る コ ン ポス トか ら

高 度 好熱 菌で あ る Calditerricoia属 細菌が分離さ れ 、そ の 後の 研 究で 、
常温 で 処 理 され た原 料 の 脱 水 汚泥か ら も 本菌 が検出 さ れ た こ と か ら そ

の 由来 に 興 味が 持 たれ た 。そ こ で 、培養 を 伴わ な い 検 出法 と して 用 い

ら れ て い た nested 　PCR を伴 う 特 異 的MPN −PCR 法 を 開発 し 生 態学 的 検 討

を行 っ た と こ ろ 、本 法 は分 布 や 定量性 に つ い て 再 現性 が 低 い こ とが示

唆 さ れ た 。そ こ で 本 研究 で は、Calditerricoiafi 細 菌 の 新 た な検 出 ・計
数法 と して 集積 培 養を 伴 う MPN −PCR 法を 検 討 し 、本 菌 の 由来の 解 明 を

目的 と した 。
C祕4硬 編 ω 1α属 細 菌の 純 粋 培養 液 に 対 し て ダ イ レ ク トカ ウ ン ト法 、希

釈平 板 法、Calditerricola属 細 菌特 異 的プ ラ イ マ ーを 用 い て nestedPCR を

伴 う MPN −PCR 法 お よ び 集 積 培 養 を 伴 う MPN −PCR 法 を 行 い 、　 MPN −
PCR 法 の 有用 性 を 検 討 し た 。さ ら に 2種 類 の MPN −PCR 法 を そ れ ぞ れ 3連

で 行 い 、正 確 性 および 再現 性 を検 討 し た。
2種 類 の MPN −PCR 法 とダ イ レ ク トカ ウ ン ト法 お よ び 希 釈 平 板 法 に よ る 菌

数を比 較 し た結果、ほ ぼ 同程度の 値が得 ら れ た 。汚 泥 ・コ ン ポ ス ト中

に は 多種 類 の 微生 物 が存 在 す る こ と を 考慮 す る と 、Catditerricoia属 細

菌 を特 異 的 に検 出 で きる MPN −PCR 法 が有 用 で ある こ と が示 唆 さ れ た。
さ らに 2種 類の MPN −PCR 法 をそ れぞれ 3連で 行 っ た 結果、　 nestedPCR を伴

うMPN −PCR 法 で は、菌 数 に大 きな ぱ らつ きが 見 られ た
一

方、集 槓 培養

を伴 うMPN −PCR 法 で はば らつ きが ほ とん ど なか っ た こ とか ら、後 者の

正確性、再現性 が優 れ て い る こ とが示 唆 された。
今 後 、本 法 の 検 出 感 度 を 検 討 し 、サ ツ マ ソ イ ル や 脱 水 汚 泥 等 の

Calditε rricota 属 細 菌を 検 出 ・計数 す る 予 定で あ る e

【目 的 】 生 食 用 野 菜 可 食 部 の 食 中 毒 菌 に よ る 汚 染 は 、消贇者 の 健康 害

に加え て 生産 者 に とっ て も経 済的な 損失 に つ なが る。適切 な汚 染低 減

技術の 確立 が求め られ るが、そ の た め に は 対象と する 野菜品 目の 可 食

部 が食 中毒 菌 に 汚染 され る 可 能性 を実験 的 に正確 に把 握す る必 要が あ

る 。そ こ で 、本 研 究 で は 非 病 原 性 大 腸 菌 0157 を 接 種 した 土 壌で キ ュ ウ

リ を 栽 培 し 、根 系を 通 じた 可 食部移 行の 可 否 を検 討 した。　 【方 法】 土

壌 に 非 病 原性 大 腸 菌 0157 株 を 添 加 　（10
’
cfu ／

’
g） し、八 ウ ス 内 で キ ュ ウ

リを栽培 した 。あわ せ て 、キ ュ ウリ根部 を メ ス で 切断 し 、外傷部に 大

腸 菌液 を 接種 し た も の を栽 培 し 、接 種大 腸 菌の 可 食部 へ の 移 行 を調 査

した 。収穫 した 可食部 は 次亜 塩 素酸 ナ トリ ウ ム で 表 面 殺菌 し 、ホ モ ジ

ナ イ ザーで 破 砕 し た も の を 分 析試料 と し、接 種大 腸 菌 の 有 無を 希釈 平

板 法、集積培 養 お よびPCR 法 を併 用 して 評価 した 。　 キ ュ ウ リ可 食部

を 破 砕 し 、浮 遊 物 を 除去 した 後濾 過 滅菌 し た も の を 水 溶 1生画 分 と し 、
臨 床分 離株 を含 む 且2種 の 大 腸菌 を接種 し24 時間培養 し た 後 の 生 菌 数 を

測 定 し た 。　 【研 究 成 果 の 概 要 】キ ュ ウ リで は 、大腸 菌 汚 染 土壌 お よび

根 部 の 傷か らは 、大 腸菌 は 可 食部 に は移 行 しな い こ と が 明 ら か とな っ

た 。一
方 で 、組 織 内 に 浸 潤 し 可 食 部 内 部 に 侵入 した こ と を 想 定 し 、

キ ュ ウ リ果 実水 溶性 画分 に接 種 した各種 大 腸菌 は い ず れ も 旺 盛 な生 育

した ．以 上の 結果 か ら、汚染土壌に お け る キュ ウ リ栽培で は根 系 を通

じ可 食部 が汚 染 さ れ る 可 能性 は 低 い と考え られ る 。しか しな がら、可

食 部 中に は 大 腸 菌が 生 育 す る た め の 条 件 が そ ろ っ て お り 、整枝 作業 に

よ つ生 じた傷 か らの 侵 入、大 腸菌 以外の 食 中毒菌 の 影 響 に つ い て 検 討

を 進め る 必 要が あ る 。
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QuerumSensingと は 細 胞 密 度依 存 性 の 遺 伝 子 発 現 制 御 機 構 で あ り 、多

くの グ ラ ム 陰 性細 菌 は 、シ グ ナ ル 物質 で あ る ア シ ル 化 ホ モ セ リ ン ラ ク

トン （AHL ＞ を 介 し て 周 囲 の 菌 体 密 度を 感知 し 、様 々 な 遺 伝子 の 発 現

を 制 御 して い る 。活 性汚 泥 は 細 菌 を 含 む 多数 の 微 生 物 の 集 合体 で あ る

が、活 性 汚 泥 内 に お け るQuorum　Sensing シ グナ リ ン グ の 役 割に 関 して

は ほ とん ど明 らか にな っ て い ない 。本 研 究で は、活性 汚 泥 処理 シ ステ

ム 内部 に 存 在 す る AHL 合 成 細 菌 を ス ク リ ーニ ン グ し 、機 能 解析 を 行 っ

た 。まず、栃木 県下 の 7ヶ 所 の 浄 化セ ン タ ーよ り採 取 した 活 性 汚 泥 か ら

ラ ン ダ ム に 細 菌 を単 離 し、AHL 合成 細 菌の ス ク リ
ー

ニ ン グ を 行 っ た 。
活 性 汚 泥 単 離 株 と AHL レ ポ

ー
タ
ー

株 で あ る Chromobacterium　vietaeeum

CVO26 株 及 び VIRO7 株 を ク ロ ス ス ト リ ーク さ せ 、　 AHL レポ
ー

タ
ー

株 が応

答 し た 菌株 を AHL 合 成 細 菌 と し て 選 択 し た 。16SrRNA 塩 基 配 列 を 用 い

て 菌 種 の 同 定 を行 っ た結 果、ほ と んどの AHL 合 成細 菌 がAeromonas 属細

菌 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。次 に 工 場 内下 水 お よび そ の 生 物 処理

水 か ら AHL 合 成 細 菌 を ス ク リ ー
ニ ン グ し た と こ ろ 、こ ち ら も 同 様 に ほ

と ん ど が Aeromonas 属 細 菌 で あ っ た 。以 上 よ り 、AHL 生 産 性

Aeron：onas 属 細菌 は 、活性 汚 泥内 だ け で な く下 水や 処理水 中 に も高 い 割

合 で 存在 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。次 に 、こ れ らの Aeromonas属細 菌

のAHL 合 成 遺 伝子 破 壊株 を 作 製 し、バ イ オ フ ィ ル ム 形成量 を 測 定 し た

とこ ろ 、野 生株 と比較 して AHL 合 成遺 伝 子破 壊 株 はパ イ オ フィ ル ム 形

成 量 が 増 加 し た が、外 部 か ら AHL を 添 加 す る こ と で 野 生株 レ ベ ル まで

減 少 した こ と か ら 、バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が Quorum 　Sensingに よ り 負 に

制御 さ れ る 可 能性 が示 唆 され た 。

　　　　　　　 活性 汚 泥か ら単離 したAcinetobacter属 細 菌 に よ

一　　　　　　　 る ア シ ル 化 ホ モ セ リン ラ ク トン 分解機 構 の 解 析
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多 く の グ ラ ム 陰性 細 菌 は 、Qu。 rum 　Sensing と 呼 ばれ る 細 胞 密 度 依 存 性

の 遺 伝 子 制御 機構 を 有 して お り、シグ ナ ル物 質 で ある ア シル 化 ホモ セ

リ ン ラ ク トン （AHL ） を 介 し て 周 囲 の 菌 体 密 度 を 感 知 し 、様 々 な 遺 伝

子 の 発 現 を制御 し て い る 。活性 汚 泥 は 細 菌 を 含 む 多 数 の 微 生 物 の 集 合

体 で あ り、活 性汚 泥 フ ロ ッ ク は 高 菌体 密 度で 構 成 さ れ て い る た め、活

性 汚 泥 内 に お け る Quorum　Sensingシ グ ナ リ ン グ が廃 水 処 理 活性 に 影 響

を 及 ぼ し て い る 可能 性が 考 え られ る 。本 研 究 で は 、栃 木 県 下 の 7ヶ 所 の

浄化 セ ン タ
ー

よ り採 取 した活 性汚 泥 か ら細 菌 を単 離 し、AHL 分 解細 菌

の ス ク リ
ー

ニ ン グ を 試 み た 。AHL 分 解 細 菌 の ス ク リ ーニ ン グ に は 、
AHL レ ポ

ー
タ
ー

株 で あ る Chromobacterium　viotaceum 　CVO26 株 及 び

VIRD7 株 を 用 い た 。　 AHL を 混 合 し た培 地 で 活 性汚 泥単 離菌 株 を24 時 間培

養 し 、培 養 上 清 中 の 残 存AHL をAHL レ ポ
ータ ー

株 を 用 い て 検 出 し 、
AHL レ ポータ ー株 の 応 答 が 見 ら れ な くな っ た 菌株 をAHL 分 解 細 菌 と し

て 選 択 した。菌種 の 同定 を行 っ た 結果 、す べ て の 浄化 セ ン タ ー由束 の

活 性 汚 泥 か ら Acinetobacterfi 細 菌 がAHL 分 解細 菌 と して 検 出され た。こ

れ らの AcinetobacterrrM 細菌 を 用 い て 、ア シ ル 鎖 長 の 異 な る AHL に 対 す る

分解 活性 を調 べ た と こ 6 、すべ て のAcinetobacterrrRme菌 が ア シル 鎖 長の

長 い AHL に対 して 高 い 分 解活性 を 有 ず る こ とが 明 ら か と な っ た 。ま た 、
AHL 分解 産物 の 構 造解 析 を行 っ た と こ ろ、　Acinetobacter属 細 菌は AHL の

ア ミ ド結 合 を切断 するAHL アシ ラ
ーゼ 活性を有する可 能性が 示 唆され

た 。現 在 、こ れ ら の AHL 分解 活 性 を 有 す る Acinetobacterfi 細 菌か ら

AHL 分 解 遺 伝 子 の ク 囗 一ニ ン グ を 試 み て い る 。
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