
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

］329 月 27 日 C 会場／ D 会場

2Cp19 モ エ ジ マ シ ダ にお け る ヒ素排出 と輸送の 検討

○菅原
一

輝，畑 山 正美，井上 千弘

〔東北大院
・
環境〕

　 hatayama ＠er．kankyo ．tohoku ．ac ．jp

2Cp20　 気生微細 藻類利用型 バ イオ リア クターの ア ン モ ニ ウム イ

　　　　　 オ ン除去能向上に伴 う藻細胞の 代謝活性の検 討

　　　　　 ○尾藤 友裕，油井 信 弘，阿部 克 Lf
　　 　 　　 　（〔二学院大

・．L ・応化）

　　 　 　　 　 btlO335＠ ns．kQgakuin．ac，ip

【背景
・目 的】環境中の ヒ素汚染浄化法 と して ヒ 素超集積植物で ある モ エ ジマ シ

ダ （Pteris　vittata 　L．）を 用い た フ ァ イ トレ メ デ ィ エ
ーシ ョ ン が 注 目され て い る ．私

た ちは ，．一咋年度大 会で モ エ ジマ シ ダ根か ら
一

部 の ヒ 素 の 排 出 と蓄積後の ヒ 素

転流 に つ い て 報告 し た ．ヒ 素 蓄積 後の 排出は 除染 に大 きな影響 を与える と考 え

られ る もの の ，詳細 な検 討は こ れ まで されて い なかった 、そ こ で ，本研究で は 根

か らの 取 り込み で は な く，葉面吸 収〔foliar　application ）に よ る ヒ 素取 り込み 後の 根

か らの ヒ素排 出 と蓄積後 の ヒ素の 移送 につ い て 検討 を行った ．
【方法

・
結果】水 耕栽培 ドの モ エ ジマ シ ダの 羽片の ．半数 にヒ 酸

・
亜 ヒ 酸 をそれぞ

れ噴霧 し，培養液 と羽 片（葉 ）の ヒ 素濃 度の 経時変化 （24 時聞）を測定 した，ヒ 素噴

霧 24 時間後に 根 と地上 部 を採取 し，それぞれの ヒ 素濃度 を誘導結合プ ラズ マ 質

量 分析 装置 を用い て 測定 した ．ヒ 素は 噴霧 され た羽片か ら未 噴霧 の 羽片や 根 に

移行 して い た ．しか しなが ら，前回報告 された 根か ら培養液中へ の 排出は観察 さ

れ なか った ．前 同報告 し た根 の ヒ 素濃度 と大 きな違 い は無 い もの の 排出は 確認

され なか った ．従って ，羽 片か ら根 へ 輸送 された ヒ 素は 根か ら取 り込 まれた ヒ 素

と異 な り排 出経路 を 経ない と考え られた 、また，上壌栽培下 で ヒ 酸
・
犯 ヒ 酸の 葉

面吸収 実験 を行 い ，各羽片 よ り小羽片 を採取 しヒ 素濃 度の 経時変化 を測定 した ．
その 結 果，新 生 羽片の ヒ 素濃度の 増加 と時間経過後の 減少が観察 され た 、

旧 的1演者 らは、気生微細藻類 隔 π即 o肋 αα  α（Taurea ）をガ ラ ス 繊維 ろ 紙に

着生 させ る こ とで バ イt フ ィル ターを作製 し、バ イオ リア ク ターに よる 水質浄

化を検討 して い る。本報告で は、バ イオ リア ク タ
ー

の ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 除去

能向．E を目的 とする 前処理時の 藻細胞の 代謝活性 に つ い て 検討 した 結果 を述べ

る。
【方法 】改変 BB 培地〔N 源 ：NH4Cl）で

．
前培養 した Taureaの 細胞 懸濁 液 とガ ラス 繊

維ろ 紙で バ イオ フ ィル タ
ー

を作製 し、それをガ ラス カラ ム に 充填 した バ イオ リ

ア ク タ
ー

を構 築 した。合 成廃水 は リア ク タ
ー

内で 循環 させ 、ア ン モ ニ ウ ム イオ

ン 濃度 を経時的に 測定 した。また、N 源無添加BB 培 地を リア ク タ
ー

内で循 環 さ

せ た。こ の 操 作 を循環型 前処理と呼ぶ。その 際、フ ィル タ
ー

か ら藻体 を採取 し、
凍結乾燥 後 に全窒素量な どの 成分 分析を行った 。
【縞果】各光 強度 に おける循 環型前処理 を行った結果、ア ン モ ニ ウ ム イオ ン の 除

去率は 光強度57 μ
Efm2ts で 高い 値 を示 し、光強度 監00 μE 〆m2 〆sお よ び O　uEJmi ／s は

ほ ぼ 同様に低 下 した 。したがって 、循環型前処理 は Taureaの 細胞胞 内の 窒素消

費な ど を促 し、廃水 中の ア ン モ ニ ウ ム イオ ン 除去能を高め た と考 え られる 。こ

れに 対 して 、光強度 57 μE／m2 ／s にお けるバ イオフ ィル タ
ー

の 全窒素量 は前処 理

期間48 時間後 まで 減少が認め られた 。
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【目的 】海藻な どの 海 洋バ イ オ マ ス 資源 は ．大 規 模 な栽培 が 可 能で あ り、繁殖 力

が 強 い ため 栽培 自体 も容易 で ある な どの利点 を 持つ こ とか ら、バ イ オ マ ス エ ネ

ル ギ ーの原 料 と して 近 年注 目さ れ て きて い る。本研 究で は この よ うな 海藻の 主

要な 多糖の 且つ で あ り、イ オ ン 交 換反応 に よ る抽 出精製 が容 易で ある ア ル ギ ン

酸を バ イ オマ ス と して利用 する こ と を最 終の 目 的 と し、Stenotrophomonas 　maito −
philiaNo ．43 株 由来 ア ル ギ ン 酸分解酵素（ア ル ギ ン 酸 リ ア

ーゼ ）の 諸性 質の 検討を

行った 。

【実験 及 び 結 果 】S．　maltephilia 　No ．43 株 由来 の ア ルギ ン 酸 リ アーゼ に つ い て、ア

ル ギ ン酸 分 解 に伴 う吸 光 度 235   の士曽大 及 び粘 度低 下 の 測 定 す る こ とで 活
‘
齢

評 価 を行 っ た。そ の 結 果 、本酵 素 は ア ル ギ ン酸 に対 し エ キ ソ型 に作用 し、分 解

物 と し て ア ルギ ン酸 オ リ ゴ 糖 を生産 す る こ とが推 定 され た。ま た、2一メ ル カ プ

トエ タ ノール な どの 還 元 剤 存在 下 に お い て、活性 の低 下 及 び 失活 が 確認 され た

た め 、本 酵素に は ジ ス ル フ ィ ド結合 が存在す る こ とが示 唆 され た。さ らに 、基

質特異 性 に つ い て検討 した 結果 ，本酵素は ポ リ マ ンヌ ロ ン酸 及 び マ ンヌ ロ ン酸

とグ ル ロ ン 酸の ヘ テ ロ ボ リ マ
ー

領域 に対 し分解性 を 有する こ とが わ か っ た 。現

在本酵 素の ク ロ ーニ ン グ を 目的 と して N 末端 ア ミ ノ酸配 列解 析 等、詳細 な性 質

の 検討 を行って い る。

【緒言1 ホ ス ホ リパ ーゼ Al 〔以 下 PLA1 と略す）は 、グ リセ ロ リ ン脂質の sn −1位
の 脂肪酸 エ ス テ ル結合 の 加水分解 を触媒す る酵素 で あ り、油脂精製や 食 品加工

分野 へ の 応 用が 期待 され て い る。これ ま で に 、糸状 藩由 来お よ び Serratia属細菌

由来 PLAI が報告 され 、唯
一

浸．　oryxae 　ta来PLAI が 実用化 され て い る 。しか しな

が ら、依 然 と し て触 媒特性 に 課題 が ある こ と か ら、さ ら に優 れ た特 性 を 持 つ

PLA ］の 開発が 望 ま れ て い る 。本発表で は、ス ク リーニ ン グ に よ り見 出 した有 用

な特性 を持つ Sfrei丿tomJces 　albidoflavus 由 来 新 規 PLAI の 精 製 、特 性 解 明、遺 伝 子

ク ロ ーニ ン グ に つ い て報 告 す る。
【結 果 と考 察 】土壌 か ら放 線菌 約 1，seo 株 を分 離 し、目的 酵素活性 を示 す菌株 と

して S．　aibidoflavus 　NA297 を 選 抜 した 。培養．上清 か ら硫安分画、ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー精 製に よ ［，、精製PLAI （2873　U／mg ＞を彳＃た。本酵素 は分子質量約28　kDa

の単 量体 タ ン パ ク質 で あ っ た。卵黄ボ ス フ ァ チ ジル コ リ ン を基質 と した場合、
pH 　5．6お よ び50℃付近 に お い て最大活性 を示 した。本酵素 は、金属塩 の 有無 に

かか わ らず触媒活性 を示 し、主要 なグ リ セ ロ リ ン 脂質すべ て に作用可能で あ っ

た。GC 分析の 結果、本酵 素は sn−1，2位の 脂肪 酸 エ ス テ ル 結合を約7：3 （モ ル 比）

で加 水分 解す る こ と が わ か っ た。遣伝予 ク ロ ーニ ン グ の結果、本酵素 の構造遺

伝子 は 807bpか ら な り、N 末端33ア ミノ酸残基が 分泌 シ グ ナ ル ペ プチ ドで ．成

熟型 酵 素は 236 ア ミ ノ酸残基か ら な る こ とが わ か っ た。成熟型酵素の ア ミノ 酸

配列 は、S，　aibus 　J且074ゲ ノ ム 解析で 見出 され た推定 タ ン パ ク質 Lipase＿GDSL の

ア ミノ 酸配列 と 100％
一

致 した 。
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