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論文内容の要旨

現在，様々な種類の化学物質が世界各国で合成され，利用されている。その多くは我々がより快適な生活を営むた

めに必要不可欠であるが，一部の化学物質の過度の使用は環境汚染などの問題を引き起こしている。ここで，環境中

に放出された化学物質の多くは生分解作用によって無機化されるため，環境保全のためには環境中における化学物質

の生分解性を評価することが重要である。同時に化学物質が既存の生態系に与える影響を明らかにしておかなければ

ならな L 、。

この化学物質の生分解過程においては微生物が重要な働きをするが，環境中に生息する微生物の多くは培養が困難

であるため， これまでの培養に依存した方法のみでは環境中に放出された化学物質に対する微生物の応答を知るには

限界がある O 今回，私は化学物質の生分解性試験法である阪大法ならびにTOC 阪大法の試験系を河川環境のモデル

系とし，化学物質に対する河川水中の微生物群集の応答を細菌数，アニリン分解菌数，細菌の活性および細菌群集構

造の変化から解析した。細菌数としては全菌数ならびに寒天平板培地法による従属栄養細菌数を測定した。また蛍光

染色剤CTC やCFDAを用いて細菌の呼吸活性，エステラーゼ活性をシングルセルレベルで測定した。さらに 168 rR 

NAを指標としてコロニーハイブリダイゼーション法を用いて培養可能な細菌群集構造， HNPP /Fast Red TR -

蛍光in situ ハイブリダイゼーション法を用いて培養困難な細菌も含めた細菌群集構造を解析した。なお，研究には

環境の異なる 4 地点から採取した河川水を用いた。箕面川の高山，滝上は汚染が進んでいない地点であるのに対し，

猪名川の桑津，寝屋川の北橋は汚染が進んでいる o

TOC 阪大法は河川水中での化学物質の生分解性を評価するためのriver die -away法の一つである。この方法は

簡便かっ迅速であり，評価対象の河川から採取した微生物による化学物質の完全分解を測定する。そこで， TOC 阪

大法を用いて 5 種の化学物質の生分解性を評価した。その結果，アニリンとpークレゾールは高山，北橋のどちらの

地点においても易分解性であると評価された。逆に N ーメチルアニリンは試料水採取地点の違いにかかわらずほとん

ど分解されず，難分解性であると評価され，これらの結果は従来の生分解試験法である阪大法， MITI法と同じであっ

た。しかしながら，ヘキサメチレンジアミンならび1こ 0- トルイジンは試料水採取地点によって生分解性が大きく変

化し，汚染の進んだ地点では易分解性を示したのに対し，汚染の見られない地点では難分解性を示した。したがって，

TOC 阪大法を用いることにより河川環境における化学物質の生分解性を地点特異的に評価できることがわかった。

次にアニリンをモデル化合物， TOC 阪大法の試験系を河川環境のモデル系として，河川細菌の中で特に培養可能
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な群集について化学物質に対する応答を見た。その結果，河川水中の細菌群集によるアニリンの生分解曲線は試験系

内の細菌数ならびに培養可能なアニリン分解菌の増減と相関していた。また，汚染の進んだ地点から採取した試料に

比べて汚染の進んでいない地点から採取した試料ではアニリンの添加による細菌数の大きな変化が見られ， これは汚

染の進んだ地点の細菌群集がすでに化学物質に適応している可能性を示唆するものであった。また，アニリン生分解

過程における培養可能な細菌群集ならびにアニリン分解細菌群集の変化をコロニーハイブリダイゼーション法により

解析した結果，アニリンの生分解が盛んな時期ではBurkholdería. Pseudomonαs rRNAIII型および、Alcalígenes に

属する細菌が優先種となった。

さらにアニリンをモデル化合物，阪大法ならびにTOC 阪大法の系を河川のモデル系として，アニリン生分解にと

もなう細菌数やその活性の変化を測定し，さらにHNPP/Fast Red TR 一蛍光in situ ハイブリダイゼーション法

を用いて培養困難な細菌も含めた細菌群集構造の変化を解析した。阪大法の系ではアニリン以外に炭素源を加えてい

るため，細菌の増殖が盛んであり，速やかにアニリンを生分解した。しかしながら，アニリンが単一炭素源である T

OC 阪大法の系ではアニリン生分解過程で・の細菌数やその活性には大きな変化はなかった。したがって，より貧栄養

な環境では流入した化学物質の生分解に時間がかかる可能性が示された。また細菌を培養することなく特定の核酸配

列を指標として検出するHNPP/Fast Red TR 一蛍光in situ ハイブリダイゼーション法を用いることによって，

従来のコロニーハイブリダイゼーション法に比べて多くの細菌を分類することができた。その結果，アニリン以外の

炭素源の有無にかかわらずアニリンの生分解が盛んな時期にはPseudomonαs rRNA 1 型および、Acinetobαcter に属

する細菌が優先種となった。また. Burkholderiα• Pseudomonαs rRNAIII型およびAlcαligenes に属する細菌はア

ニリン以外に炭素源がある場合に優先種となった。 Flαuobacteriumおよび、Cytophαgα に属する細菌はアニリンの生

分解が盛んな時期には減少した。

以上の結果より. TOC 阪大法を用いることにより河川環境における化学物質の生分解性を地点特異的に評価でき

ることがわかった。また. TOC 阪大法の実験系と全菌数計測法，活性染色法. HNPP /Fast Red TR -蛍光m

situ ハイブリダイゼーション法を組み合わせることにより，環境中に放出された化学物質がそこに生息する微生物

に与える影響を評価できることがわかった。さらにその評価結果より，アニリンの生分解にはアニリン以外の炭素源

の有無にかかわらずPseudomonαs rRNA 1 型および、Acinetobαcter に属する細菌が関与し，アニリン以外に炭素源

がある場合にはBurkholderiα• Pseudomonαs rRNAIII型および~Alcαligenes に属する細菌も関与する可能性が示唆

された。

論文審査の結果の要旨

本研究はアニリンをモデル化合物として，培養法ならび1こriver die-away法を用いて化学物質の生分解にともな

う細菌活性の変化を個体レベルで、検討し，さらにその群集構造を168 rRNAの配列をもとにした細菌のグループ特異

的遺伝子プロープを用いたHNPP/Fast Red TR -蛍光in situ ハイプリダイゼーション法により解析し，化学物

質の微生物生態系に対する影響を定量的に明らかにしたものである。その結果，化学物質の分解にともない特定の細

菌群が優占となり，分解の終了とともに再び群集構造は大きく変化することを示した。またその変化は河川の環境に

より大きく異なることを明らかにしている o 自然環境中の細菌の多くは通常の方法では培養が難しく， このような手

法が環境中に放出された化学物質の微生物群集に与える影響を客観的に評価できることを示すものである。このよう

な新しい手法は環境中での化学物質の生分解に中心的な役割を果たしている細菌の動態を明らかにするための基礎と

なるものであり，その成果は化学物質の環境中での運命予測にも貢献することより，博士(薬学)の学位論文に値す

るものと判断するo
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