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(大阪大学工学部環境工学科)
(Department of Environmental Engineering, liaculty of Engineering, Osaka University)

1.緒 言

生物学的廃水処理にお ける,芳 香族化 合物や合成高分

子化合物などのいわゆる難分解性物質の除去 は,特 定の

分解菌の代 謝活動に依存 している。従 って,難 分解 性物

質処理の高度化,効 率化 を図るため には,各 種分解菌の

生態挙 動 を詳細 に把握 ・検討 し,そ の動 態を左右す る要

因 を解 明 してお く必要が ある。また,近 年,強 力な分解

活性 を示 す細菌や,遺 伝 子組 換え によって分解能 を賦

与 ・強化 した育種菌 を,廃 水処理 に適用 し,処 理性 能を

向上 させ る試みが検 討 されつつあるが(1),こ の場 合,

その生 態学的安定性 を評価するため,目 的菌 の消長 を追

跡する ことが重要な課題 となる。

分:解菌の動態解 明を目的 とした研究においては,目 的

菌を正確 にしかも高感度 に検出で きる手法が必須である。

従来,分 解菌の検出 ・計数 は,単 一炭素源培地な どの選

択培 地を使用 した平板培養法やMPN法 によって行 われ

て きた。 しか し,こ の ような表現型を利用 した方法 には,

検 出の精度や感度が培地組成や培 養条件 に多大な影響 を

受 ける,ま た共代謝現象 に代表 されるような増殖 を伴わ

ない分解現象 に関与する細菌 をとらえることがで きない,

さらに選択培地 に出現 したコロニーから目的菌を選別す

ることが困難であるなどの問題があ り,必 ず しも有効 な

分解菌検出法 とはいえない。

一方
,遺 伝 子工学の分野で は,特 定細菌の新 しい検出

法 としてDNAプ ローブ法が開発 され,種 々の 目的 に適

用 されている。本法 は,特 異 的DNA塩 基 配列,即 ち遣

伝 子型 によって目的菌を判別する方法であ り,選 択培地

に よる培養を必要 としないことか ら,表 現型 を利用す る

従来の方法 とは全 く異なる技術 として,分 解菌検出 に有

効 に活用 で きるもの と考 えられる。 しか しなが ら,多 様

な微生物の混在す る廃水処理系 における分解菌の検出に

本法 を適用 した例はな く,現 状 ではその実用性 について

評価がな されていない。そのため,今 後 は,分 解菌検出

に有用 な各種DNAプ ローブを検索 し,そ の特異性 や感

度 に関する知見 を集積す ることによって,本 法 による分

解菌検 出の可能性を検討するこ とが望 まれる。

そこで本研 究では,フ ェノール分解菌 の染色体 より分

離 されたDNA断 片 を用いて作成 したDNAプ ローブの特

異性 を調べ,廃 水処理系における分解菌検出用 プローブ

としての有用性 について考察 した。
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2.材 料 及 び方 法

2.1DNAプ ローブ

本研究 で用い た分解菌 検 出用DNAプ ローブは,Pseu

domonas putida BH株 の染色体 由来 のカテ コール2,3

オキシゲナーゼ(C230)構 造遺伝子(pheB)を 含 むDNA

断片(組 換えプラス ミドpBH100(2)の5.7kbPstI断 片)

を,ラ ンダムプライム法 に よりジゴキシゲニンが付 加 し

たdUTPで 非放射性標 識 し,作 成 した(pheBプ ロー ブ)。

P.putida BH株 は,活 性汚泥か ら分 離されたフェノー

ル分解菌 で,フ ェノールをカテ コールに変換後,メ タ経

路 によって完全分 解す るが,C23Oは この一連の分解反

応の うちカテコールか ら2-ヒ ドロキシムコン酸 セミアル

デヒ ドへの変換 を触媒す る。 ブローブに使用 された5.7

kbDNA断 片の制 限酵素 地図上 において,pheB遺 伝 子

の位置 は図1の ように推定 されてお り,そ の上流 に約3.5

kb,下 流 に約1kbの 未 同定領域 が存在 してい るが,他 の

フェノール分解関与酵素 をコー ドす る構 造遺伝子 は検索

2.2使 用菌株及 びプラスミ ド

pheBプ ロー ブに よるハイブ リダイゼーシ ョンに供 し

た各 種典型菌株(プ ラス ミ ド)を表1に 示 した。使 用 した

され て い な い 。 なお,プ ロー ブ の作 成 及 び検 出 に は,

DNAラ ベ リ ング&デ ィテ ク シ ョ ンキ ッ ト(ベ ー リ ンガ

ー ・マ ンハ イ ム山之 内社 製)を 用 い た。

P;Psti S;Sali X;Xhoi D;Ddei

図1プ ロー ブ に用 いたP.putida BHの 染 色 体 由来 の5.7

kbDNA断 片

菌株 は,芳 香 族 化 合 物 分 解 能 を もた な いEscherichia

 coli菌 株,芳 香 族 化 合 物 分 解 能 を もつPseudomonas属

細 菌,ベ ク ター プラ ス ミ ド保持 株,野 生 型分 解 プ ラス ミ

表1供 試菌株の表現型及び遺伝子型

芳 書族化 合物分解:Phe+フ ェール,Ben+安 息香酸,Nah+ナ フタレン,Sal+サ リチル酸,BHC+ベ ンゼ ヘキサクロリド

プ ラス ミ ド:CVクロー ニング ベクター,MPモ ビライザー,RP組 換 えプラスミド/構 築ベ クター,NDP分 解 プラスミド

分解遺伝 子:pheB BH株 由来C230遺 伝子,nahA-J NAN由 来 ナフルン分解 遺伝 子,xylE pWWO由 来C230遺 伝子,*一 部 のみ
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ド保持株,及 び各種分解 遺伝子 をクローニ ング した組換

えプラス ミドの保持 株 に大別 される。ここで,pBH500

はpBH100の5.7kbHindIII-BamHI断 片 をpKT230に,

pHF1000及 びpHF400は それぞれNAHプ ラス ミド(3)の

3.1kb及 び16.3kbHindIII断 片 をpKT230に,ま たpHF

201はNAHプ ラス ミ ドの6.5kbPstI-EcoRI断 片 を

pUC19に 挿入 して作 成 した。 またpCF32は,広 宿 主域

ベク ターpKT240に トルエ ン分解 プラス ミ ドpWWO(4)

由来のC230遺 伝子(xylE)を 挿入 したプロモー ター検索

ベ クターである。

2.3活 性汚泥細菌コロニー

肉エキス,ペ プ トン,及 び尿素 を主成分 とす る合成下

水(5)で 馴養 された活性汚泥 の凍結乾燥標 品を,以 下 の

各種条件 で培養 した試料 を,既 報の生菌数測定法(6)に

準 じて平板培養 し,CGY寒 天培地(カ シ トン5g,グ リセ

リン5g,酵 母エキス1g,寒 天5g/L)上 に形成 されたコロ

ニーを,活 性汚泥細 菌株 としてハイブ リダイゼーシ ョン

に供 した。活性汚泥試料 は,凍 結乾燥標 品10mgをTOC

濃度が100mg/1と なるように希釈 した滅菌合成 下水120

mlに 植種 し,300m1容3角 フラス コ中,28℃,120rpmで

1晩 回転振盪培養 した もの(試 料1),試 料1の2m1を 同様

の滅菌合成 下水200mlに 植 え継 ぎ,500ml容3角 フラス コ

中で同様 の振盪培養 を行 ったもの(試料2),及 び500mg/1

の濃度 でサ リチル酸 を含む滅菌合成 下水 に同様 の植 え継

ぎ培養 を行 った もの(試料3)を 用 いた。

2.4コ ロニーハイブ リダイゼーシ ョン

2.4.1コ ロニープロ ッティング

供試菌株 を,L寒 天培地(ペ プ トン10g,酵 母エキス5g,

食塩59,寒 天59/L)上 にのせ たニ トロセル ロースフィル

ターに妻楊子 を使 って レプリカし,30℃ で1～2日 培養 し

た後,0.5MNaOH溶 液 で処理す るこ とによ り溶菌 し,

同時に1本鎖化 したDNAを フィルター上 に固定 した。 フ

ィルターは1MTris緩 衝液(pH7.4)で15分 間,さ らに1.5

MNaC1-0.5MTris緩 衝液(pH7.4)で5分 間洗浄 し,

2×SSC溶 液(0.3MNaCl,0.03Mク エ ン酸ナ トリウム)

を しみこ ませたろ紙上 で吸引乾燥後,70℃ で3時 間焼 き

つけてハ イブ リダイゼー シ ョンに供 した。

2.4.2ハ イブリダイゼーシ ョン及 び検出

プロー ブが フィル ター・自身に結合す ることを防止す る

プ レハイブ リダイゼー ション,プ ロー ブを目的DNAに

結合 させ るハ イブリダイゼーシ ョン,及 びDIG-ELISA

法 に よる免 疫学的検 出 は,DNAラ ベ リング&デ ィテク

シ ョンキ ッ トの取扱説明書 に従 って行 った。この一連の

操作 によ り,プ ロー ブは相同性 を示す プロッ トに結合 し,

ジゴキシゲニンに特異 的に結 合する抗体接合体(抗 ジ ゴ

キシゲニ ンーアルカ リフオスフオターゼ接合対)と5-プ ロ

モー4-クロロー3-イン ドリル1燐 酸及 びニ トロブルーテ ト

ラゾリウムの酵素反応 による発色(青 色)で検 出される。

3.結 果 及 び考 察

3.1典 型 菌株へのハイブリダイゼーション

表2典 型菌株へのハイブ リダイゼー ション成績

No.は表1の 供試菌株に対応.

nahH及び〓は それぞれNAH及 びpWWOに コー ドされたC230遺伝子.

表1に 示 した各種菌株 に対 するpheBプ ロー ブに よるハ

イブリダイゼーシ ョンの結果 を表2に示 した。

表 か ら明 らかな ように,染 色体 上にpheB遺 伝子 をも

つ株(No.1,No.22),及 びpheB遺 伝子の クローニング

によ り構築 された組換えプラス ミドpBH100又 はpBH500

を保持す る株(No.14,No.15,No.20)は,全 て明確 な

呈色反応 を示 した。即 ち,pheB遺 伝 子 をもつ株 は,そ

の宿主菌株及 びプラス ミ ドにかかわ らず,ま たそのコ ピ

ー数(BH株 は1コ ピー
,pBH100持 株 は50コ ピー,程度,

pBH500保 持株 は20コ ピー程度)に かかわ らず,本 コロ

ニーハ イブリダイゼーシ ョン法 により検 出で きることが

確認 された。

一方
,pheB遺 伝 子を もたない菌株 で は,い ずれの株

からも明確 なハ イブリダイズ反応 は認 められなかった。

従 って,pheBプ ローブは高い特 異性 をもつ プロー ブで

あることが示唆 された。 ただ しここで,P.putida PpG

1064株 及 びP.putida PpG1064(pHF400)株 には僅か な

呈色 の示 され るケースが あったが,こ の反応 には再現
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性がなかったこと,及 び宿主が同 じP.putida PpG1064

(NAH)に 対 しても,ま たプラス ミ ドpHF400(E.coli

C600株 に保持 されたもの)に対 して もプローブがハイブ

リダイズ しなかった ことか ら,陰 性 と判断 した。

HarayamaとRekik(7)は,2種 のC230遺 伝子(nahH,

xylE)を 含め,各 種芳香族化合物環開裂酵素の遺伝子 に

はかな りの相 同性 を示す部分 があることを指摘 している。

また,BartilsonとShingler(8)は,Pseudomonas sp.

CF600株 のもつ フェノー ル分解 プラス ミ ドpVI150か ら

クローニング したC230遺 伝子(dmpB)のDNA塩 基 配列

が,nahH及 びzylE遺 伝子 とそれぞれ,87%及 び83%の

非常に高い相 同性 をもつ ことを示 した。Saylerら(9)は,

分解 遺伝子 の この ような相 同性 に注 目 し,NAH及 び

TOLプ ラス ミ ドをニ ック トランス レイシ ョンに よ り放

射性ラベル した プローブを用 いてコロニーハイブ リダイ

ゼーシ ョンを行 い,両 プローブが芳香族化合物分解遺伝

子 をもつ細菌 コロニーにハ イブ リダイズする ことを確認

した。 これ らの知見か ら,研 究 当初,pheBプ ロー ブも

芳香族化合物分解菌,特 にメタ経路 による分解 を示す分

解菌の検 出に広 く利用で きるもの と予想 していたが,結

果 は異なっていた。このpheBプ ローブの高い特異性 は,

プロー ブの作成 に使用 したテ ンプ レー トDNAの 大 きさ

や標識方法に よるものとも考えられるが,本 プ ロー ブが

C230の 構造遺伝 子をコードす るnahHやxylE遺 伝子の保

持株 に対 してもハイブリダイズ しなか ったことは,pheB

遺伝 子が既に報告 されている他のC230遺 伝 子 と異なる

遺伝 的系統に属 してい ることを示唆 している ともいえ,

極 めて興味深 い。

以上の ことか ら,pheBプ ロー ブは,芳 香族化合 物を

メ タ経路 で分解 する細菌を広範 に検出す るこ とはで きな

いが,P.putida BH株 に類似 の遺伝 的性質 をもつ分解

菌を特異的に検 出す る上で有効 なプローブであると考え

られる。

3.2活 性汚泥細菌株へのハイブリダイゼーション

DNAプ ローブ法 を廃水処理系で の特定菌 の検 出に適

用する場合,そ の成否 はバ ックグラン ドとなる細菌の遺

伝子型 に多大 な影響 を受ける と考え られる。 そこで ここ

では,バ ックグラン ド菌の代表例 として活性汚泥 由来の

細 菌に対するphe Bプ ローブの特異性を調べ た。

各種活性汚泥試料の平板培養で,任 意 の1枚 の平板上

に形成 された全 コロニー(試料1か ら44個,試 料2か ら46

個,試 料3か ら17個)を採取 し,コ ロニーハイブ リダイゼ

ーシ ョンに供 した。各試 料よ りそれぞれ,外 観か ら判断

して5～6種 類 のコロニーが得 られたが,試 料1で は直径5

～7mmの クリーム色不透明 コロニー(A)が ,試 料2で は

直径7～10mmの 白色半透 明コロニー(B)が,ま た試料3

では直径5～7mmの 光沢のあるク リーム色 コロニー(C)

が,70～90%の 比率で優 占 していた。これらの優 占コロ

ニーを純化 し,分 類学上重要な性質 と主な芳香族化合物

の分解 能を調べ た結果 を表3に示 している。

表3各 種活性汚泥試料か ら分離され た優占菌の性質

〓コロニー形状は本文中に記載

表4活 性汚泥細菌へのハイブリダイゼーション成績

活 性 汚泥 細 菌 コ ロ ニー へ のハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョ ンの

様 子 を写 真1に,ま たそ の結 果 を表4に ま とめ た。 こ こで

反 応 の判 定 は,E.coli C600(pBH500)株 を陽 性,E.

coli C600株 を陰 性 の コ ン トロー ル と し,そ の呈 色 との

比 較 に よ り行 っ た。 優 占 コ ロニ ー を含 め,試 験 され た多

くの コ ロニ ー が,安 息香 酸,フ ェ ノー ル,及 びサ リチ ル

酸 の分 解 能 を も っ て い た に もか か わ らず,pheBプ ロー

ブ に対 して 明確 な呈 色 反応 を示 す コ ロニ ー は認 め られ な

か っ た 。 こ の こ とは,活 性 汚 泥 中 に も,pheBプ ロ ー ブ

に高 い 相 同性 を示 す 細 菌 が ほ とん ど存在 して い ない こ と

を示 して い る。 従 っ て,本 プ ロー ブ は,活 性 汚 泥細 菌 を

バ ック グ ラ ン ドと して も,pheB遺 伝 子 の保 持 菌 を特 異

的 に検 出 で きる こ とが示 唆 され た。
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写 真1活 性 汚泥 細 菌 コ ロ ニー へ の ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョ ン

(左)試 料2(右)試 料3か ら得 られた コ ロニ ー

 A:E.coil C600(pBH500),B:E.coil C600

なお,こ こで の検 出 にお い て,陽 性 株 よ り も弱 いが 陰

性 株 よ りもや や 強 い呈 色 反応 を示 す擬 陽性 株(± と判 定)

が若 干 数検 出 され た が,こ れ は プ ロ ッテ ィン グ の際 に フ

ィ ル ター 上 に付 着 した菌 体溶 出物(デ ブ リス)の 洗 浄 が 不

十 分 で あ ったた め と推 測 され た。 活性 汚泥 の よう に多様

3.3検 出感 度 の検 討

DNAプ ロー ブ法 で は,そ の 特 異 性 と とも に検 出感 度

が 重 要 な 問題 で あ る。 こ こで は,P.putidaBH株,及

び組 換 え体E.coli C600(pBH100)株 とE.coli C600

(pBH500)の 培 養 液 を段 階 希 釈(OD600を3,1,0.5,

0.1,0.05,0.01の 各 濃 度 に調 整)し,そ の50μ1を そ れ

ぞ れ フ ィ ル ター に プ ロ ッ トして ハ イ ブ リダ イ ゼー シ ョン

を行 い,phe8プロー ブの検 出感 度 を 評 価 した。 こ の検

な細菌 を含む試料 から得 られるコロニーには,こ の よう

な擬陽性反応 を示す ものが含 まれる可能性が高いため,

プロテナーゼ処 理などのデブリス除去操作 を行 うことが

望 ましい と考え られる。

出の様 子を写真2に 示 した。 この結果,組 換 え体で は吸

着 させ た菌体培養液のOD600が0.01以 上で,P.putida

 BH株 では0,05以 上で呈色反応 が認め られた。 これは,

別途行 った生菌数測定 の結果か ら,組 換 え体で約1×105

個以上,P.putidaBH株 で約5×106個 以上の細胞が ス

ポ ッ トとして固定 されれば,pheB遺 伝子保持株の検出

が可能であるこ とを示 してお り,本 法 の検出感度 の高さ

が確認 された。

写真2pheBプ ロープの検 出感度の検討
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4.ま とめ

フェノール分解 菌P.putidaBH株 の染色体か ら分離

されたpheB遺 伝 子を含むDNA断 片 をテンプ レー トとし

てプローブを作成 し,各 種 菌株への コロニーハ イブ リダ

イゼーシ ョンに よりその特 異性 を調べ た。プローブは,

pheB遺 伝 子 をもつ菌株 に対 してはハ イブリダイズ した

が,こ こで試験 された他 の菌株 には,活 性汚泥細菌を含

め,明 確 なハイブリダイズ反応 を示 さなかった。従 って,

本 プ ローブは,廃 水 処理系 におい てpheB遺 伝子 をもつ

株 を特異的に検 出す るの に有効 であることが示唆 された。

また,検 出感度 につ いて検討 し,本 プロー ブはpheB遺

伝 子をシングルコピーで もつP.putidaBH株 の細胞 が

5×106個 以上固定 されれば,十 分 に検出で きる高い感度

をもっていることがわかった。

本法 は,非 放射性 のプローブの使用 により,特 定の設

備 をもたない研 究室 でも容易に行 えることから,高 い特

異性 と感度 をもつ有力 な分解菌検出法 として有効である

と考 えられ るが,今 後 はさらに,廃 水 処理系 において分

解 菌の動態 をモニタ リングするための実用 的検討が必用

である。
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