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緒論

活性汚泥法は、細菌、真菌類、原生動物、後生動物など多積多機な微生物の代謝活動を利用して、

下排水中の汚濁物質を分解・除去する生物学的処理法の一つであり、その高い処理性能と経済性か

ら広〈世界に普及し、水域の保全に重要な役割を担ってきた.しかし、近年の産業活動の多様化や

生活水準の向上に伴って、より高度な水質管理へのニーズが高まる中、表ー 1に示すような種々の

問題が顕在化し、処理技術の本質的な改良が必要となってきた.

活性汚泥法の技術改良は従来、 袋一 1 活性汚泥法の問題点

プロセスの設計、操作条件の最適

化、設備装置の性能向上など、処

理環境の制御法を対象に検討され

てきた.この績のアプローチは、

浄化反応に関与する微生物につい

てはブラックポ "17スとしたまま

活性汚泥を一つの生体触媒として

①急激な流入水の水量・水質変動に対応しきれない
②余剰汚泥が大量に発生する
③蜜紫・燐等の栄養纏類の除去率が低い

@難分解性物質の十分な処理ができない
⑤毒物・重金属等の流入で汚泥がダメージを受ける
⑥膨化現象の発生で汚泥の周波分離が悪化する

②発泡・只カム生成により固液分離障害と悪臭問題が起こる

取扱い、その機能を発婦させることに主眼をおいており、動力学理論が体系化され日、計装機器を

用いた自動制御システムが実用化に移されるなど回目大きな成果をあげている.

これに加えて最近では、活性汚泥を微生物サイドからとらえた研究が数多く行われ、その成果に

基づいた技術改良の方向がクローズアvプされるようになった.活性汚泥法の微生物学的側面から

の研究を分類すると表ー2のようになる.このうち、生態学的見地にたった微生物相の変化や有用

・降客微生物の挙動に関する研究(例えば表-2の②~⑥〉は、活性汚泥生態系の合理的管理に役

立つ種々の知見を提供している.中でも、蜜索・燐除去プロセスの開発<4)-7) や糸状性パルキング

あるいは発泡の抑制技術8)-10)などは、このような知見が有効に活用された好例である.

表-2 活性汚泥法に関する微生物学的研究

①病原微生物の消長に関する衛生学的研究
② フロヲク形成微生物の探索・分雌とフロヲク形成城嶋の解明に関する研究
③膨化・発泡原因微生物の探索・分離とその制御申告に関する研究
@ SRT等処理制限聞の変滑に伴う微生物相の変遷と優占微生物の挙動解明に

関する研究
⑤ 杏4彊微生物の相互作用と基質利用特性に関する研究
⑥特殊機能〈硝化・脱窟，脱燐，化学物質分解，重金属蓄積等)を持つ微生

物の探索とその機時持解明に関する研究
①特殊微生物の活性汚泥への組み込みによる処理怯能の向上に関する研究

- 1ー



他方、研究例は僅かではあるが、難分解性物質分解や重金属蓄積など特殊機能を持つ微生物を探

索・育種し、これを処理系に組み込む試みも行われている 11>凶.これは、活性汚泥の触媒として

の能力そのものを高める新しい技術改良のアプローチを示しているが、その成否は、一義的には、

すぐれた機能をもっ微生物を選択し、育種できるか否かにかかっている.

この観点から、 1970年代以降、応用微生物学の分野で著しい発展を遂げた遺伝子操作技術の

水処理分野への活用が提案されている1剖叶的。遺伝子操作は、変異の誘発と選択を繰り返す従来

の育種法とは異なり、計画的かつ意図的な微生物

育種を可能にした。即ち、理論上は、微生物機能

を目的通りに改変・噌強することができる。遺伝

子操作によって、表-3に示すような水処理微生

物の持つ各種有用機能を強化した微生物、あるい

はこれらの機能を数多〈併せ持つ微生物を育種し、

活用することができれば、処理性能の飛腿的向上

が望める.例えば、高負荷運転に耐え、有害物質

に強〈、難分解性物質を効率よく分解し、しかも

汚泥の沈降性が良好で、有価物の回収さえも可能

な商機能・多機能型の活性汚泥法の開発も十分に

期待できる.

表-3 水処理微生物の持つ有用機能

① フロック形成・生物際付着促進能

②難分解性物質(芳香族、塩素化化合物・

合成高分子等〉分解能

③碕化・脱室能
@燐M蓄積飽

⑤重金属耐性・蓄積能
⑥毒物耐性・分解解毒能
①低pH・低温高温耐性

③悪臭分解能

⑨ メ主ン生成能

⑪光合成・化学合成能

遺伝子操作により育種された微生物、いわゆる遺伝子組換え体の活用は、発酵工業など物質生産

の分野では慨に実用の段階に遣しており、培養プロセスの最適制御や安定管理についての知見が体

系化されている173. また、組換え体の野外利用に伴うバイオハザードのリスクアセスメントの立

場から、土壌や水系における組換え体の挙動についての研究が行われ、その生態特性についての知

見が集積されつつある1副司U 。 しかし、活性汚泥法を始めとする排水処理分野での組換え体の活

用については、その高い有用性が示唆されているにもかかわらず、机上での論議がなされているに

とどまり、実用的検討はほとんど行われていないのが現状である。この原因は主に、組換え体の開

放系利用が現段階で制約を受けていることにあるが、これに加えて、活用の場となる活性汚泥につ

いての微生物学的・遺伝学的知織が十分にまとめられておらず、そのため、排水処理系内での組換

え体の挙動に関する情報が欠如していることも重要な要因となっている。従って、今後、活性汚泥

法における組換え体の挙動についての理論的・実験的研究を行い、その活用法を検討しておくこと

が極めて重要である。

本論文は、活性汚泥法の高度化・効率化に高いポテンシャルを持つ遺伝子紐換え体の活用に注目

し、その実用化を目的として、活性汚泥法における組換え体の挙動解明を中心に基礎的検討を行っ

たものである。

本研究を3編に分け、各編・各章の研究内容をまとめると以下のようになる。

第1編では、まず、組換え体活用の場としての活性汚泥法の特性を明らかにするために、処理系

2 ー



における細菌群とプラスミドの挙動を調べ、その微生物学的・遺伝学的知見の集積と体系化を試み

た.第1章では、各種活性汚泥から優占細菌を分離し、同定試験の成績から細菌相の特徴付けを行

うとともに、処理の最も重要な操作因子である活性汚泥滞留時間との関連について考察を加えた.

また、分離された優占蘭の遺伝子操作材料としての有用性について論じた。第2*では、下水およ

び活性汚泥から優占菌および薬剤耐性菌を分離し、そのプラスミドの検索により、処理系のプラス

ミド・プロファイルを調べた。との結果から、組換えプラスミドの導入が活性汚泥に及ぼす影響を

考察した.

第2舗では、芳害事族化合物分解遺伝子を用いた水処理微生物の育種とその培養特性の検討を通じ、

組換え体を利用した活性汚泥法の効率化について論じた.第U;tでは、フェノール分解菌 Pseudo-

8/0n8S put i da P凶1064株にサリチル菌室オキシダーゼ遺伝子を導入して、サリチル敵の分解能を賦与

し、両基質を同時分解できる組換え体を育種した.また、この組換え体と野性株の分解特性を比較

し、本育種の利点を示した.第2章では、 Pseudom<叩'8Sputida BH株のフェノール代謝経路のうち、

カテコール2.3オキシグナーゼにより触媒される反応を強化L、その分解速度を増大させた.こ

れにより、中間代謝経路の強化という新しい育種法の概念を提案した.

第8舗では、組換え体の活用において最も麗要な安定性の問題を、遺伝的・生餓学的両側面から

検討し、この知見を基に、活性汚泥法における紐換え体の有効な活用法を検討した。第1章では、

芳香族化合物分解遺伝子を組み込んだ組換えプラスミドの各種宿主菌株内での安定性を、連続継代

培養により調べた.さらに、その解析結果から、遺伝的に安定な遺伝子組換え体の特性を明らかに

した.第2*では、活性汚泥に組換え体を添加し、その挙動を追うことによって、生態学的安定性

を評価した.特にここでは、回分・連続両紙験を通じて、組換え体の生態学的安定性に及ぼす各積

因子の影響について検討した.第S寧では、これらの情報を基に、組換え体を活用した活性汚泥処

理プロセスについて種々検討を加えた.また、これにより、活性汚泥法における組換え体活用の指

針を示した。

← 3 



第l編 活性汚泥法における出現細菌およびプラスミドに関する研究

第l寧 活性汚泥法における出現細菌根に関する研究

第1節緒言

活性汚泥微生物集団の中で最大のポピュレーションを占めるのは、好気性の従属栄養細菌群であ

る.これら細菌群は、下排水中の汚濁物質を直接摂取・分解するなど、最も重要な役割を担ってお

り、その生態特性が活性汚泥の格化機能を決定しているといっても過言ではない.一方、細菌宿主

を用いた遺伝子組換え系は、大鵬首、枯草菌から、 Pseudoronas属を始めとする各種細菌にまで拡

大されており 1ド刷、水処理分野でもその活用が期待できるものとなっている.従って、活性汚泥

法への遺伝子操作の適用は、細菌群を対象とするのが最も効果的かっ実用的であるといえる。この

場合、遺伝子組換え体を活用する生態系としての特性を明らかにしておく上でも、また有用な育種

材料を探索・選択する上でも、活性汚泥中の細菌群の数や種構成を、詳細に検討しておくことが重

要である.

活性汚泥の細菌学的研究については多数の報告がある剖叶目。中には、優占薗の検索や細菌相の

変化などを取り扱ったものも少なくないが、これらの研究から得られた結果はそれぞれ異なってお

り、体系的な知見の提出には至っていない。この主な原因は、対象とした献が}の流入水質、温度、

活性汚泥滞留時間 (SRT)などの運転条件が各々遣っているために、その成果が互いに比較でき

ない点にある。従って今後は、各種汚泥の優占菌や細菌相が個々の例としてではなく、処理の操作

因子との関連から解明されていくととが必要である。

そこで本章では、活性汚泥の細菌相を、処理の最も重要な操作因子であるSRTとの相関から競

べた.llPち、異なるSRT制御下で培養された活性汚泥の細菌構成を明らかにし、その比較から活

性汚泥の細菌学的・生態学的特性について考察した。

第2節 実験材料および方法

1.実験材料

(J)活性汚泥: 各種SRT活性汚泥調製のための種

汚泥には、肉エキス、ベプトンを主成分とする合成下

水(表1-1-1の原被を水道水にて希釈したもの〉

にfi II and draw方式で長期間馴致された活性汚泥を

用いた。また、参考のため、大阪府下のT住宅問地合

併処理場およびS下水処理場かち採取した実処理場汚

泥についても細菌相を鯛査した。 T住宅団地合併処理

場は住宅団地の生活排水のみを処理しており、 SRT

4 -

表1-1-1 合成下水原液の組成

成分 浪度 (g，メ1)

肉エキス 20 
ベプトン 30 
NaCl 1.5 
KC 1 O. 7 
CaCl. 0.7 
MgSO. 0.5 
NaHCO. 10.5 

* C 0 Dcr=50. 000 mg/l 



を極めて長期に設定した全般化型の運転がなされていた。

一方、 S下水処理場は合流式都市型下水処理場であり、

SRTは約5日に保たれていた.

(2)使用堵地: 活性汚泥細菌の分離および培養には、

寝 1-1-2に組成を示した CGY寒天培地'的、およ

びこれから寒天を除いて調製したCGY液体培地を用い

た.

表1-1-2 CGY培地の組成

成 分 浪 度(glJ)

カシトン

グリセリン
酵母エキス

寒天

5
5
1
5
 

唱

A

* pH=7.2 

2.実験方法

(J)各種SRT活性汚泥の調製: 図1-1-1の連続式活性汚泥処理装置を図中に示した条件で

運転し、各種SRT活性汚泥を鋼製した。 SRTは1日当たりに引き抜かれる余剰汚泥量に対する

処理系内の全汚泥量の比率であり、活性汚泥の比増殖速度の逆数を表す重要な操作因子である。流

入水は、表1-1-1の原液を水道水にて 100倍希釈した合成下水を使用し、これを定量ポンプで

lOI/dayとなるように連続的に供給した.流入水の水質は全有機炭素濃度T0 C= 157mg/I、化学的

政索要求量C0 Dcr=500m.〆iであったため、全実験を通じて曝気槽(容量61)への負荷量は5.0g-

CODcr/d8Yに保たれていた。 SRTは、 2B、5目、 10目、 15日の4段階に変化させて運転し、

各々の定常期間に試料を採取した。図に示した通り固液分離は7ィルター・セパレータ(住友スリ

ーエム製、工業用パ、yド・主イプAベリー77イン〕にて行われ、処理水SS濃度は極めて低かっ

たため、 SRT(day) は次のように定義した.

SRT=V/Qw または Qw=V/SRT 

ここで、 Vは曝気構容量(J)、 Qwは引き抜き汚泥量 (I/daρを示す。従って、 Qw値を変化さ

せることにより SRTを設定した。また、表1-1-3に示した汚泥分析および水質分析を行った。

空気ー

表1-1-3 汚泥・水質分析項目

流入水

曝気槽容量
流入水流量
通気量
設定温度

水理学的滞留時間
C ODcr容積負荷

6 1 
10 1/d8Y 
0.6 vvm 
25土 1・c
14.4 hr 
0.83 g-CODcr/m'lday 

分析項目

箆翠金主E
MLSS 
SVI 

率重金量E
TOC 
TKN 
NH，-N 
N03-N 
T-P 

方法

遠心分離法
30分間静置沈降

燃焼ー赤外線分析法
ケルダール法
インドフェノール法
プルシン法
モリブデン青法

図1-1-1 連続式活性汚泥処型装置

- 5 
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(2)活性汚泥細菌の分離: 活性汚泥の生菌数測定および細菌株の分離は、図 1-1-2に示した

平板培養法3酎で行った.この方法によれば、活性汚泥中の大部分の細菌にコロニーを形成させる

ことができる.この平板培養で 10・希

釈平板の任意の1枚に出現したコロユ

ーのうち、他と隣接あるいは混合して

いない全コロニーを釣菌し、その各々

をCGY液体培地に2困植え継いだ後、

再びCGY培地平板上にコロユーを形

成させ、活性汚泥細菌の分離株を得た.

この過程で形態の奥なったコロニーが

出現した場合には、その各々を分離株

とLた.なお、破砕したフロヲクある

いは菌体細胞の再凝集を防止するため、

希釈水には分散効果の優れた 5mg/Jト

リポリ燐酸ナトリウム水溶液'引を使

用した.

(3)活性汚泥細菌の同窓試験: 分離

された活性汚泥分離株について、表1

-1-4に示した項目の形態学的・生

理学的試験を行い、その結果を基に、

Steel and Cowanの第l次緩別表20)

およびBergey・smanua 1 of syst叩

atic bacteriology21)の記載に従って、

およそ属レベルまでの同定を行った。

第3節 実験結果および考察

1.活性汚泥の性状および処理性能

措仲i号混の挽捧・経駅

4 

・活性i号泥試料適量を述心卦離 (4・C.1仏000X8'.5分〉
・希釈水で洗博 (4'C. 10. OOOX 8'. 5卦〉
・10v01の希釈水に魁濁

之旦ヱ之虫垂

4 

・10倍希釈試料50.Lを超音波発振機〈日本精機製作所
GTZOO)で振動指示ZOOμAにて Z.5骨間処理

塗盆呈韮盈~
・試料を逓減希釈L、0.101をCGY培地に塗抹

• ZZ'Cにて10-1Z日間培養

図1-1-2 活性汚泥の平板培養法

表1-1-4 細菌同定試験項目および方法

鼠験項目 方法

グラム染色

細胞形態
運動性
胞子

オキシ~ーゼ
カタラーゼ

OFテスト

Huckerの変法10)

光学顕微鏡観察 (X1 • 5 0 0) 10) 20) 

光学顕微鏡観察 (X1. 500)川

位相差顕微鏡観察20)
Kovacsのオキシ~ーゼ試験紙3回目〉
3%H.O.による発泡観察'剖.0)

Hugh and Leifsonの方法10)20) 

SRTを2目、 5目、 10目、 15日の4段階に設定して調製された各種活性汚泥の、定常運転期間

における平均的な性状を表1-1-5に示した.SRTの増加に伴って、曝気構内の微生物濃度を

示すMLSS濃度は、 lまぼ直線的に増大した。一方、汚泥容量指標 (30分静置した活性汚泥Ig.の占

める容量をmJで示す)SV 1は、 SRT2目、 108の活性汚泥で各々 195、107と高く、やや沈降

性が悪かったが、 SRT5目、 15日では各々、師、 56と低い値を示し、極めて沈降性が良好であっ

た.

表 1-1-6には、各SRTの定常状態における活性汚泥処理装置の処理成績を示した。概して、

SRTの増加に伴って処理水質は良好となったが、 TOCおよび全ケルダール窒素〔有機性窒素お
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表1-1-5 各種SRT活性汚泥の性状

SRT 
項 目

2日 5日 10日 15日

MLSS (mglJ) 309 784 1.078 1. 473 

SV 1 (m8ゾ'1) 195 65 107 56 

色調 淡褐色 賞褐色 掲色 暗褐色

30分静置後の上澄 ss多い ssやや多い 僅かにss有り 澄明

7ロック性状 線状フロ";9 微粧状フロック 粒状フロック 粒状フロック
圧密性に乏しい沈降速度が遅い 綿状フロック 沈降性・圧密性

が潜在 良好

ホ定常期間約1週間の平均性状

よぴアンモニアf生窒紫)TKN 表 1-1-6 各種SRTにおける活性汚泥処理成績

濃度は、 SRT5日以上ではそ
SRT 

れぞれ6.5-7.61Dg/1および5.4 項目

-8.7mg/lの値でほぼ安定した。 2日 5日 10日 15日

TOC除去率は、 SRT2日~ 遼}..7.長
15日を通じて90%以上と寓〈保 TOC (mgI1) 157.0 157.0 157.0 157.0 

TKN (mgI1) 43.0 43.0 43.0 43.0 
たれていたが、 TKN除去率は、 T-P ("gll) 3.8 3.8 3.8 3.8 

SRT5日以上で80%以上であ
盤翠Z長

ったのに対し、 SRT2日では TOC (mgl!) 12.0 7.4 7.6 6.5 

44%と低くなった.他方、全蜜 TKN (mgI1) 24.0 8.7 8.2 5.4 

紫T-N除去率は、 SRTの増
NH.-N (mgl!) 15.8 6.1 7.8 4.7 
N O.-N (mgll) 2.6 17. 1 23.9 31. 0 

加につれて40%から15%に低下 T-N (mgl!) 26.6 25.8 32. 1 36.4 

した。本実験では、曝気摘は常
TOC (mgI1) 2. 7 3.5 2.2 3.1 

に好気的に保たれていたので、 墜圭笠
TOC (%) 92.4 95.3 95.2 95.9 

T-Nの除去は硝化一脱窒では TKN (%) 44.2 79.8 80.9 87.4 

なく、活性汚泥への取り込みと T-N (%) 38. 1 42.4 25.3 15.3 

汚泥引き抜きによると考えられ *定常期間約1週間の平均水質

る。

以上のように、 SRT制御に伴って活性汚泥の性状および処理性能が変化したことから、それぞ

れの活性汚泥の細菌相にも何らかの相違のあることが推測された。ここで、活性汚泥の機能は、一

義的にはその細菌相によって決まると考えられるが、 TOC除去率がSRTの変化に影響を受けな
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かったことは興味深い.一方、 TKN除去、即ち硝酸生成がSRT2日で急激に低下したことは、

場気構から硝化細菌が流出したためと推測され、 SRT制御によって一部の細菌が重要な選択を受

けることを示している.

2.活性汚泥細菌の分離および同定試験

各種SRT活性汚泥の平板培養により得られた生菌数を表1-1-7に示した.MLSSIg当

たりの生菌数は、 SRT5日以上でほぼ一定となったが、 SRT2日では他の2-3倍の高い値と

なった.しかし、活性汚泥混合液 111/当たりの生菌数は、 MLSS濃度と同様にSRTが大きくな

るにつれて増大した.表中には実処理場汚泥の生菌数についても併記した.SRT約5日で運転さ

れているS下水処理場汚泥が、ここで調製したSRT5日活性汚泥とほぼ同じ生菌数を示したのに

対し、全政化型運転のT住宅団地合併処理場汚泥のMLSSIg当たりの生菌数はかなり低い儲を

示し、 SRTが長くなるにつれて生菌数が減少することが明らかとなった@

各試料の 100希釈平板上には 30-150

のコロニーが出現し、分雌に適当であっ

たため、任意の 1枚を選ぴ細菌検の分離

に供した.平仮上でコロニー相互を区別

できたものは、全コロニーの約70-90%

で、これらをもれなく釣菌し、分離菌と

した。分離の過程で増濯しなくなったコ

ロニーや、 2種の細菌から構成されてい

た混成コロニーが若干認められたが、最

車寄的にSRT2目、 5目、 10目、 15日の

活性汚泥からそれぞれ36、60、68、90の

分離株を得た.また、 T処理場汚泥から

32株、 S処理場汚泥から30株を分服した。

表1-1-7 書種SRT活性汚泥および
実処理場汚泥の生菌数

生菌数
活性汚泥

(Cfiめ命。 (cfu/g-NLSSJ 

各種SRT汚泥
SRT 2日 4. 9x J08 2. ox 1012 

SRT 5日 6. 6x 10' 7.6xlO" 
SRT10日 8. 2x 10' 9.7xlO" 
SRT15日 1. 1x 10・ 8.6xlO" 

塞!iI)，翠撞透泥
T団地処理場 4.6x10・ 5.9xlO" 
s下水処理場 6.8X1Q・ 7.ZXlO" 

これらの活性汚泥分離株を、各種形態並びに生理試験の成績から分類すると表 1-1-8のよう

になった.分離された細菌株の多くはグラム陰性の梓菌であり、オキシダーゼ、カタラーゼ活性を

示したが、 OFテストでグルコースから磁を生成するものは約10%と比較的少なかった。特に、嫌

気的に酸を生成する通性嫌気性細菌は1株も認めらなかった。グルコースから酸を生じる活性汚泥

細菌が全体の約10%にすぎなかった観察は、 DiasandBhat'引によっても報告されている。表1-1

-8に記載した各分類はBergey's manua 12' )に従って、以下のように同定される.ただしここで、

OFテストでは培地に酵母エキスを加えるなどの修Eを加えたのにも関わらず、細菌株が増殖を示

さなかった場合も多々あったため、"一"の結果がでた株についてはこれを考慮した。また、一部の

株にはさらに詳細な生理試験を行い、同定の助けと Lた.

分類 1-1-2は、グラム陽性球菌でカタラーゼ活性を有することから 11i croCOCCUs.属に同定した

が、分類 1-3-4は、グラム陽性球菌に該当する属がなく未同定とした.グラム陽性梓菌のうち、
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表 1-1-8 活性汚泥細菌の同定試験成績による分類

書種SRT活性汚泥 実処理場汚泥

グラム 細胞 運動 オヰシ 妙 胞子 色 OF 分類

染色 形態 性 ~'-t・ ラ-t' 形成 テ1ト 2日 5日 10日 15日 T団地 S下水

+ + 賛 ] -1 。。。 。 。
球状 + 赤 ]-2 。。 。 。 。

鐙 ]-3 。 4 。 。 。
]-4 。。。。 。

+ + ÷ + + E 。 l 。 。
拝状

+ E 。。。。 。 2 

ミ。 + 黄 町一 1 。。 2 。 。 。
不規則状 + 町一2 。 6 。17 2 。

百-3 4 3 10 l 2 。
+ + 黄 O V-1 。z 。。 。 。

+ ÷ + 賛 Y-2 3 3 4 。 4 。
+ + O Y-3 12 2 5 5 3 2 
+ + Y-4 12 41 33 37 14 24 

拝状

+ + 賛 O 百一 1 2 。。。 。
+ + 賛 ¥{-2 8 28 4 2 
+ + ¥{-3 。。 。 。

+ 百一4 。。。。 l 。
〈合計〕 36 60 68 90 32 30 

*同定試験結果を株数で表示

+.陽性;ー，陰性



胞子を形成する分類EはぬciJJus属としたが、分類Eの2株は同定し得なかった.分類N-1-3は、

グラム陽性の不規則状の縛首でCoryneformgroupの細菌と推測できた.このうち半数以上は培養に

つれて形態が変化するため、 Arthrobacter:属の細菌と考えられる。運動性を示すグラム陰性梓菌で

オキシダーゼ、カタラーゼ陽性の分類V-1-4は、活性汚泥から分離されたことおよび各種有機物

の資化性試験から Pseudomonas.属に同定した。分類"1-1-2は、運動性がなく黄色色素をもっグラ

ム険性梓菌であることからこれをFlavobacteriuDl属とした。また、分類VI-3-4は Acinetobacter

またはめ'raxellaの類縁属細菌と思われたが、同定できなかった.これをまとめると表1-1-9

のようになる.ととで試験した活性汚泥中の細菌の大部分は Pseudomonas，属、 FlavobacteriuDl属、

Coryneform groupに属していたが、 8acilJus.属、 Hicr，即 即cus，属の細菌も少数ながら確認された.

活性汚泥細菌の同定結果表1-1-9

実処理場汚泥各種SRT活性汚泥
同定(属〉

s下水T団地15日10日5日2日

n
U
《

U
n
v
n
4
n
v

0
0
4
0
1
 

1
1
8
0
0
 

l
 

1
1
2
0
4
 

1
 

1
0
9
0
0
 

の
H
v
n
H
v
a
a
z
n
H》

'E

グラム陽性菌
且国ciJ1us
Hicrococcus 
Coryreform group 
来同定(梓菌〕

(球菌)

Fn》
の
λ
“

内

u

η
，ι
 

白1
4
F
h
u
'
A
 

η
&
 

q
t
u
n
n
w
a
u
 

a
u
z
n
L
 

nd
“
a
u
a
U
 

BAを8
1
1
 

a
“. 幻

3
l

グラム陰性菌
Pseudollonas 
Flavobacteriul1 
未同定。早箇)

30 32 90 68 60 36 (総数)

3 .活性汚泥の細菌相

表1-1一白より各緩SRT活性汚泥別に細菌の構成比率を求め、図示すると図1-1-3のよ

うになった。 Pseudomonas，属と Flavobacterium属を合わせたグラム険性菌が、全体の73-83%とほ

とんどを占めたが、 Coryneformgroupを中心とするグラム陽性蘭も、 SRTに関わらず14-27%の

割合で認めちれた。 A1caligenes.属を含め、ここで認められたグラム陰性菌は、多くの研究者によ

ってかなりの頻度で分離されており叫ー川、活性汚泥の優占菌種であると考えられているが、ここ

での結果はこれを裏付けるものとなった。一方、 Coryneformgroupのようなグラム陽性菌は、活性

汚泥中で優占薗となるととは少ないが、本研究ではArthrobacter療を中心とするCoryneformgroup 

の細菌が比較的多数分離された。グラム陽性菌が優占菌として分離された例には、 vanGils' 引が

グルコースと硫酸アンモニウムを含む合成下水で培養した活性汚泥の梅成細菌のうち24%がHicro
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図1-1-3 各種SRT活性汚泥および処理場汚泥の細菌櫛成

汚泥細菌相に重要な膨響を与える因子であることを示唆している.

SRTによる細菌相の変化をさらに詳細に検討するため、活性汚泥混合液 lm/あるいはMLSS

は当たりの生菌数と各種構成細菌の比率から、 SRTと活性汚泥中の各種構成細菌数の関係を図示

Lたところ、図 1-1-4および図 1-1-5が得られた.図 1-1-4から明らかなように、
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SRTの増加に伴って混合液lml当たりの会細菌数は増加するのに対しPseudom，四回展細菌はSRT

5日以上ではほとんど増加せず、一定に保たれていた.一方、 FJavobacterium属細菌はSRTlO日

から15日の問で著しく増加し、 Coryneformgroupの細菌はSRTの増加とともにほぼ一定の割合で

姻加した.従って、 SRTの瑚加に{半う Pseudomonas.嵐の構成比率の減少は Pseudo/!Jonas.属細菌の

減少ではなく、他の細菌の増加に起因することが解った.また、図 1-1-5に示す通り、 SRT

5日以上ではMLSSlg当たりの Pseudomonas.原細菌は減少し、 FJavobacterゴ朋属細菌がそれを補

うようにして増加して、全細菌数が一定に保たれていた。ここで、 Coryneformgroup細菌はSRT

に関わらず、 MLSSlg当たりでは一定数を示した.Mckinney22l によれば Pseudo/!Jonas.属細菌は

基質の分解に竃接関与する l次的優占細菌、 FlavobacteriuDl属細菌は1次的優占細菌の自己分解生

成物をよく利用し糟殖する2次的優占菌に位置付けられている。この知見と図に示された構成細菌

数の変化を考え合わせると、 SRTによる選択は間接的に、代謝産物を介しての細菌聞の相互作用

に大きく自信響を及ぼしているものと推測される.
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図1-1-4 SRT!:活性汚泥構成細菌数 図1-1-5 SRT!:活性汚泥構成細菌数

の関係 Ccfu/IJJ) の関係 Ccfu/g-HLSS)

4.各種SRT活性汚泥の出現細菌の性質

SRT制御lに伴い活性汚泥の細菌相が変化することが明らかになったが、汚泥の↑生状や処理性能

との明確な関連は認められなかった.しかし、実験を通じて出現細菌の性質について調べ、以下の

ような興味ある知見が得られた。

254の分離株について、 CODcr=500mg/lの合成下水を基質としたL字管による振渥培養を行っ

たところ、特にSRT15日の活性汚泥から分離されたFlavobacteriuDl属細菌の多くが、他の細菌に
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R T活性汚泥の代表菌榛の特性各種 s表 1-1-10
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比べて粘着性に富む壁面への旺盛な付着成長を示した.SRT15日の汚泥のSVIが低く、沈降性

が極めて良好であったことは、このような付着性細菌の存在によるものと考えられ、構成細菌の培

養・増殖特性が活性汚泥の性状に影響を及ぼすことが示唆された。

また、 SRT制御によって活性汚泥を構成する細菌の属組成が変化したのみならず、出現細菌の

性質も異なっていた.表1-1-10に、各種SRT活性汚泥から分雌された代表菌株の詳細な生理

賦験の結果を示Lた.ただしここで、代表菌株は、コロニー形状の観察から、平板上に比較的高い

比率で認められたものを選択した.表示した通り、悶じ種汚泥を用いたにも関わらず、各種SRT

活性汚泥の代表菌株の性質はそれぞれ異なっており、どの汚泥からも共通して分離された菌株はな

かったといえる.このことは、活性汚泥中では優占菌種の変遷が絶えず起こっていること、および

常に優占種となる特定箇種は存在しないことを示唆している.

以上のような知見を含め、ここでの研究の結果は、活性汚泥法に遺伝子組換え体を活用する上で

量要な意味を持つものと考えられる.例えば、遺伝子組換えの対象菌株として、活性汚泥の優占属

となりやすい PseudolDonas属の細菌を選択することは有効であるといえる.Ps，剖 dOlDonas.属細菌の

遺伝子組換え系については、近年研究が進み、 RSF1010由来のレプリコンを利用した有用なベクタ

ー叫引が開発されるなど、その活用が十分に期待できる.一方、活性汚泥中では常に構成細菌の変

遷が起こっているとの示唆から Pseudolllonas属のみならず、 F1avobacteriulII，属やCoryneformgroup 

の細菌についても、遺伝子組換え技術を開発しておくことが望まれる。また、ことで検討したよう

に、 SRTなどの操作因子が活怯汚泥の細菌相に及ぼす影響についての知見を集積し、処理系に導

入した組換え体の挙動を予測することも重要な課題である.

第4節要約

遺伝子組換え体活用の場として、活性汚泥細菌相の特性を明らかにすることを目的として、 SR

Tの異なる活性汚泥の細菌相を調べ、以下の知見を得た.

1) 各種SRT活性汚泥の優占菌として Pseudolllonas属、 F1avobacteriul1l属、およびCoryneform

groupの細菌が分離された.また、少数ではあるがHicn即 'occus，属、 Bacillus，属、およびグラム険性

.陽性の来同定菌が認められた。

2) SRT制御によって活性汚泥の細菌構成が変化した.SRT2日および5日では、大部分が

Pseud.四onas.麗細菌であったのに対し、 SRTlO日および15日では F1avobacteriul1l属とCoryneform

groupの細菌の構成比率が増加し、多様な細菌相の形成が見られた。

3) 各種SRT活性汚泥の細菌相や分離された優占菌株の性質と汚泥性状・処理性能の関連につ

いて検討し、組換え体活用上参考となる若干の興味ある知見を得た。
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第21震 活性汚泥法における細菌プラスミドの分布に関する研究

第1節緒 言

土壊や水系などの自然生態系中には、抗生物質産生プラスミドや分解系プラスミドを始めとする、

いわゆる野生型プラスミドを保持する細菌が多数存在している"司》。 これらプラスミドは、同一

宿主内に安定に共存できない不和合性群に分かれ、他の細菌聞を移動する自己伝達能・可動化能や、

遺伝子交換による組換え能を示すものも少なくないため、各種遺伝子の消長・伝播や適応進化に対

して重要な役割を果たしているkいわれている.従って、遺伝子組換え体が導入された生態系にお

いては、外来遺伝子の挙動は、土着細菌およびそれらの保持する野生型プラスミドに多大な影響を

与えるとともに、逆にその存在が大きく影響されるといえる.，引。

排水処理系における組換え遺伝子の移動については、パイオハザードの評価を目的とした Gealt

et 81.による一連の研究。)-8)が、興味深い知見を提供している。これらの研究では、下水中に存

在する野生製薬剤耐性プラスミドの介在により、活性汚泥に添加された組換え体の持つ非伝達性プ

ラスミドが、処理系の土着細菌に転移することが明らかにされた。また、とのことから、組換え体

に導入された外来遺伝子が、 2次的な宿主となる土着細菌中で定着することが示唆され、組換え体

が排水処理系内で生態学的・遺伝学的に安定化し得ることが指摘された。特に、ここで示された導

入遺伝子の定着は、組換え体に賦与された有用機能を活性汚泥法に積極的に活用する観点からも注

目に値するものである。即ち、有用外来遺伝子が活性汚泥中の種々の細菌に伝播L、安定に保持さ

れれば、自ずと処理機能の向上が期待できる.従って、外来遺伝子の安定化に影響を及ぼす野生型

プラスミドの活性汚泥プロセス内での分布、およびその動態を明らかにしておくことは、極めて重

要な意義を持つ.

そこで本章では、概して自己伝達能とリンクしている可能性の高い薬剤耐性マ一方ーに着目して、

下水および活性汚泥中の細菌からプラスミドを検索し、活性汚泥法におけるプラスミド分布を調査

した。また、この結果から、組換え体活用の場としての活性汚泥法の特性について検討を加えた。

第2節 実験材料および方法

1.実験材料

(1)対象下水処理場: 大板府下のS下水処理場を対象として細菌プラスミドの検索を行った。 S

下水処理場における水処理工程を図 1-2-1に示した。本処理場への流入下水は、主に家庭排水

であるが、一部食品工業を中心とする工場排水も流入している。また、降水時には雨水の流入する

合流式処理場である.図中には、プラスミド検索を行った試料の採取点を併記している。図示した

通り、流入下水〈流入水〉は沈砂池出口から、曝気槽混合液(活性汚泥〉は曝気槽の出口付近から、

また2次処理水〈処理涼)は最終沈澱池越流口から、それぞれ縁取した.

(2)使用培地: 優占菌の分離にはCGY培地を用いた(第1章:表1-1-2)。ここで、優占

菌とは活性汚泥中では10・-1O'cfu//IIl以上、流入水および処理米中ではlO'-1O・cfu/ml以上存在し
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雨水排除

②一一③一服
最初枕澱池

j 
| ¥ / 混和池へ

最終枕澱池

返送汚泥
p 

余剰汚泥 余剰汚泥

*試料探取点: ①流入水(SS'62.3mg/1) (i)活性汚泥 (M凶S'944mg/1)! 
③処漫水(SS'9.2mg/1)

並並並 翠塁盟
水面積負荷(雨水〉

(j雪氷〉

滞留時間【雨水〉

3.600.'1周り日

1. 800 .'1.'1日
24.l 回り抄

BOD-SS負荷

曝気時間

垣送比

0.3 kg/kgl日
5.3-6.0時間

25-50 % 
〈汚水〉 4.68. .'1静 空気量 40 .'/800-駄d目

量盟主車並 量盆並重油
水面積負荷

枕報時間

35 ，.3/.2/目 水面積負荷

2 時間 枕澱時間

25 113/"，2/日
2.5 時間

図1-2-1 S下水処理場の概要

ている、即ち高い比率で存在している細菌と定義した。 表1-2 -1 j"A料金J-トト培地の組成

大腸菌群は、デスオキシコーレイト培地(栄研化学製〉

を用いて分離した(表1-2-1).また、各種抗生物

質耐性曹は、 CGY培地に抗生物質を加えた培地にて分

厳した.使用した抗生物質はアンピシリン (Ap)、カ

ナマイシン (Km)、テトラサイ J;!リン (Tc)、およ

びストレプトマイシン (Sm)で、各々表1-2-2に

示した終濃度となるように添加した。抗生物質は単独で

成分

ベプトン
乳政
T・2オキシコ-Mlttトリ?A

NaC1 
K.H P 0， 
9I~酸鉄7ンモニ払
寒天

使用したが、 Ap、Km、およびTcの3重耐性菌検索 *栄研化学製

濃度 (ι11)

10 
10 
1 
5 
2 

0.033 
15 

のため、この3者を全て含む培地も用いた。さらに、分離株の治養にはL培地(表1-2-3)を

使用した。ただし、抗生物質耐性菌の培養では、適宜抗生物質を添加した培地を用いた。

表1-2-2 抗生物質の使用漫度 袋1-2-3 L培地の組成

抗生物質 使用濃度 (mg/J) 成分 濃度(g/J)

アンピシリン (Ap) 100 ベプトン 10 
カナマイシン (Km) 80 酵母エキス 5 
テトラサイクリン (Tc) 25 NaC1 5 
ストレプトマイシン (Sm) 50 
Ap+Km+Tc 100+80+25 *pH=7.4 
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2.実験方法

(1)活性汚泥細菌の分離: 流入水、活性汚泥、および処理水からプラスミド検索に供する細菌を

分離した.試料は遠心分離にて固形物を洗浄した後、これを適宜希釈して先に示した各種地地に平

仮精獲し、優占菌、大腸菌群、および各種抗生物質耐性薗の生菌数を計測した.この培養により出

現したコロニーを形態から分類し、各培地上での代表的なコロニーを釣菌して細菌株を得た.なお、

活性汚泥試料については、第Utの図1-1-2に示した生菌数測定法に車じたフロック破砕を行

い、平板治餐に供した。ただし、抗生物質耐性菌を正しく計数・分離するため、埼養は30'Cで5-

7日間の短時間とした.また、試料の洗浄、希釈には、一貫して 5mg!Jトリポリ燐磁ナトリウム水

溶液を使用した.

(2)粗プラスミドの抽出: 分離株から

の組プラスミド抽出液の調製はKadoand 

Liuの方法引に一部修正を加えた図 1-

2-2の手順山に従って行った。原法

に加えた修正は主に、プラスミド検索の

作業効率を高めるため反応系を6分の l

スケールとし 1.5mJ容のマイクロチュー

プで操作を行ったこと、および検出感度

を上げるためプラスミドDNAを約20倍

に濃縮するエタノール沈澱の工程を設け

たこと、の2点である。

(3)プラスミドの検索: 粗プラスミド

抽出液の 1-3μlを Meyerset a J.の方

法け》に準じてアガロースゲル電気泳動

に供し、プラスミド検索を行った。ただ

し、泳動用緩衝液には、 40mMTris、2mM

EDTA、20mM酢酸の組成を使用し、泳動

装置には水平型サブマリン電気泳動装置

Mupid-2 (アドバンス製〕 を使用して、

100Vで20-30分の泳動を行った.泳動後、

ゲJレを 0.5pg/mJのエチジウムブロマイ

ド溶液で染色し、紫外線照射装置 Tレ33

(フナコシ薬品製〕下で可視化し、プラ

スミド・バンドの有無を調べた.また、

車生旦隻息ム並塗

4 

・靖襲被 (OD"，=0.8)1.5.1を遠心分躍にて提薗

(4・C.10.000X... 10骨〉
・50.M燐酸銭前液で続博 (4・C.10.000x... 10分X2) 

量豊盈翠

4 

・ベレツトをE緩彊ii世(40副 Tris.2.M EOTA. pH~7. 9) 
165p 1に懸濁

-溶菌液 (31SOS.印刷 Tris.pH~12.6) 330pIを添加、

捜持

• 50-60' Cで20卦問加勲

高分子DNA、タシパクの聖性酷去

↓ 

・フェノールークロロホルム溶櫨(1: 1) 1./を添加、
捜梓

・遠心分離 (4'C.10.000X... 15分〕で水相を採取

プラスミドDNAの揖縮 fエタノール枕抑】

-ν10 ，ol.3M酢酸ナトリウム措液 (pH~4しのおよび
Zvol.エタノールを添加、捜梓

• -20'Cで40分間揮持

・遠心分離 (4'C.25.000Xg. 10卦)で上控除去

ベレヲトを乾燥

.TE鑓掴f液〈印刷 Tris.10M EOTA. pH~8. 0) 25μl 
に溶解

図1-2-2 Kado and Liuの修正法による

プラ兄ミド抽出

プラスミドのサイズをλ-Hindill断片を標準とし、別途求めた cc-formDNAとの泳動距離の相関

から推定した.
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第8節 実験結果および考察

1.抗生物質耐性酋の分布

生菌数測定によって得られた流入水、活性汚泥、および処理水中の全細菌、大腸菌群、各種抗生

物質耐性菌の数を表1-2-4に示した.とこで、全細菌はCGY培地で、大腸菌群はデスオキシ

コーレイト培地を用いて計数した.表示された通り、流入水中には、今回試験された抗生物質の少

な〈とも 1つに耐性を示す細菌が6.4Xl0"-4.3XlQ'cfulml存在していた。 Tc耐性菌は流入水

中の全細菌の0.15%にすぎなかったが、それ以外の抗生物質に耐性を示す細菌は、 4.53-8.11%と

かなり商い比率を占めていることが明らかとなった.また、代表的な薬剤耐性・自己伝達プラスミ

ドである RP4と同様に、 Ap、Km、Tcへの3重耐性を示す菌も 0.015%の比率で認められた.

Mcpherson and Gealt 7)は、 Philadelphia下水処理場の流入水中の抗生物質耐性菌を調べ、全細菌

2.4XlQ・cfu/slのうち、 Ap耐性菌は9.96%と多数存在していたが、他の抗生物質耐性菌 CKm、

Tc 、Smを含む〉は0.12-0.87%であったと報告している.これと比較すれば、ここで試験した

S処理場の流入水にはかなり多〈の耐性菌が存在しているものといえる.なお、大腸菌群について

は、他の下水処理場の流入水，2>と大きな差はなかった.

抗生物質耐性菌の比率は、活性汚泥中では 0.01-1.40%(3重耐性菌は0.003%)と低かった。

表から明らかなように、流入水および活性汚泥中の耐性菌数にはさほど差がなかったが、全細菌数

が活性汚泥中で高くなったために、耐性菌の比率が低く表れたものといえる。逆に、処理水では抗

生物質耐位菌の比率が高くなり、流入水とほぼ同等となった.

表1-2-4 S下水処理場における抗生物質耐性菌の分布

試 料

計数培地
流入水 活性汚泥 処理水

CGY培地 5.3XI0・ 1.0XlO・ 1.3X10' 
r'Mキシトレイト培地 3. 2X 10' (6. 04) 9. 8 X 10' (0. 10) 3. OX 10" (2. 31) 

CGY+Ap 2. 4X 10' (4. 53) 1. 3X 10' (0.13) 3. 8X10"(2. 92) 
CGY+Km 4.3X10・(8.11) 2. 2X 10' (0.22) 6. OX 10" (4. 62) 
CGY+Tc 6. 4x 10" (0.12) 1. 2X 10' (0. 01) 1.8X102(0.14) 
CGY+Sm 2. 5X10'(4. 72) 1.4X10・(1.40) 5. 2X 10" (4. 00) 
C G Y +Ap. Km. Tc 7. 8x102(0. 015) 3. 2 X 103 (0. 003) 7. 7xlO' (0. 06) 

*生菌数(cfu/IIJ)で表示.()内はCGY培地での計数に対する比率(%)
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2.プラ兄ミド検索成績

流入水、活性汚泥、および処理水の平仮培養により出現したコロニ」から、それぞれ培地ごとに

典型的な10の優占コロニーを選択し、表1-2-5に示す番号を付し、プラス ミドを検索した.こ

の電気泳動の例を写真1-2-1に示Lた.ここで明確なDNAパンドの認められた株をプラスミ

ド保持株とした.

表1-2-5 プラスミド検索に供した分限捺の命名

試料

流入水

活性汚泥

処理水

。:λ -Hindm消化物

t宮地

CGyt音地
i" ~~キyコーレイトf宮地
CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 
♀立主土Ap.K..Tc
CGY培地
T~~キショーレ4ト培地
CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 
立主主土生p.Km.Tc 
CGYl音1!T.
T~Hシコーレイト1音I也

CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 
C G Y +Ap. Km. Tc 

19 -

菌株命名

I CGY- l ~lO 

IDES-l~lO 

IA-l~lO 

IK - l~lO 

1 T-l~lO 
IS-l~lO 

IAKT-l~lO 

SCGY- l~lO 

SD ES-l~lO 

SA - l~lO 

SK-l~lO 

ST-l~lO 

SS-I~lO 

SAKT-l~lO 

E CGY-l~lO 

EDES-l~lO 

EA - l ~lO 

EK-l~lO 

ET-l~lO 

ES - l~lO 

旦ム五エニよこ盟

写真1-2-1 プラスミド検索の例

(J AKTl~10) 



この結果をまとめ、表1-2

-6に示した。また、ここで検

出された保持株について、その

プラスミド数およびサイズを、

表 1-2-7に示した.

表1-2-8 S下水処理場におけるプラスミド検索結果

試験された合計 210株のうち

25%に当たる52株が保持株であ

試料 培地

流入水 CGY培地
ず対キ;J-Hト培地
CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 

保持株(数3・非保持株

4 (24) 8 
4 (11) 8 
2(ωB  
S(め 7
3 (13) 7 
3(ω7  

り、総数150のプラスミド・パ

ンドが検出された.これを試料

別に見ると、それぞれ試験され

豆豆主土Ap.Km.Tc 4( 8) 8 
活性汚泥 CGY培地

た70株のうち、流入水ではお株、

j" M紗J-~イト培地

CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 
C GY+AP. Km， Tc 活性汚泥では 9株、処理水では

20株がプラスミドを有していた.
処理水 CGY培地

また、分離培地別にこの結果

をまとめると図 1-2-3にな

る。一般に、抗生物質耐性はプ

T・~~おコ-Hト培Z也

CGY+Ap 
CGY+Km 
CGY+Tc 
CGY+Sm 

ラスミド上にコードされている

ケースが多いため、耐性菌がプ

ラスミドを保持している確率は

C G Y +AP. Km. Tc 

*警護量れたプラ旦ミド保持株数

高いと予想される。しかし、図

に示された通り、抗生物質耐性とプラスミ

ド保持には特に相関が認められず、むしろ

抗生物質を含まないCGY培地およびデス

オキシコーレイト培地で分離された、優占

菌および大腸菌群の方が、保持菌の比率が

高かった.優占菌の30%がプラスミドを保

持していたことは、活性汚泥処理系におい

てプラスミドが普通的に存在しているとと

を示唆している。

1貴 Z噛

CGY 

デスヨfキシ
コーレイト

CGY+Ap 

CGY+Tc 

。

l( 2) 9 
3 (10) 7 
1 ( 1) 9 
3 ( 7) 7 
o ( 0) 1 0 
1 ( 1) 9 
0( 0) 10 
4 (11) 8 
8 (22) 4 

2 ( 5) 8 
2 ( 2) 8 
2 ( 4) 8 
2 ( 2) 8 
2( 5) 8 

()内は検索されたプラスミド

プラスミ

各2脅地で分離された30株
からの倹察結果.

Gmプヲスミド保持緯世
m!iIプラスミド散

〈練〕

プラスミド敏 〈個〕

J 
50 

一方、検出された保持株をそのプラスミ

ド数から分類し、図1-2-4を得た。図

から、プラスミドを lつだけ保持するもの

が52株中16株 (32.5%)と最も高い比率を

占めるものの、複数個保持する株も多数存

在していたことが解る。
図1-2-3 各種培地で分離されたプラスミド

保持株およびプラ2ミド数

← 20 



検索されたプラスミド保持株およびそ四プラスミド表 1-2ー 7
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また、検出されたプラスミドをサイズで分類し、

図1-2-5に示した.ここでプラスミドは、微

小 (5kb以下〉、小 (5-10kb)、中C!0-30kb)、

大 (30-100kb)、および巨大C!OOkb以上)の5

段階に類別した。微小プラスミドは、複製に必要

な領域以外には僅かな構造遺伝子しか保持し得な

い。また、大プラスミドは、自己伝達性をコード

する tra領域を含み得るサイズと意味付けること

ができる引.図から明らかなように、分離された

プラスミドのうち約40%は微小プラスミドであっ

たが、 30kb以上の大および巨大プラスミドも、

約30%の比事を占めた。このことは、活性汚泥処

理系には自己伝達能(または可動化能〉をコード

し得る、大分子量のプラスミドが比較的多数存在

していることを示唆している.一方、微小プラス

ミドは、細菌の生存に有利な遺伝子の取得や、不

利な遺伝子の削除など、処理系内で起こっている

遺伝子再編成1別によって生じたものとも考えら

れる.

サイズ

流入水 活性汚泥

巨大OOOkb<)慰安1

大 (30-100kb)陸部

中(lO-30kb) 防空

小 (5-10k凶 E型m百

世小(O-5kb)

? ' ラ コ ミミド袈交 亡f固コ

。 40 0 

幽
l
悶

ス
世

9

8

7

ラ一ド
プ
ミ

全210株からの検索結果

(158樟はプラスミド非保持株〉

6 臨 璃 翻

3陣函翠翠

。 10 

彬長 髭1< C務長コ

20 

図1-2-4 保持株の持つプラスミド数

処理水 合計

烹詰弘!ill

帝京事l

民訴十王:~:告主1 ili:;型塾生盟並立円持活正札枯渇丈:~::主主牛

30 百0亙00 ヰσ。

図1-2-5 各試料から分離されたプラスミドのサイズ
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図1-2-6にはプラスミドのサイズによる分類を培地>>IJに示したが、分離培地により保持菌の

もつプラスミドのサイズがかなり異なっている様子が伺える.このような観察から、細菌種や薬剤

耐性とプラスミドに何らかの関係があるとも考えられるが、検出されたプラスミドの機能について

は、今後の研究を要する.

培地

CGY 

デスオキシ

コーレイト

CGY+Ap 

CGY+Km 

CGY+Tc 

CGY+Sm 

CGY 
+ Ap. Km. Tc 

合計

o 

上色

5.0..1<;>0 

尋' "ζ %)

亡ゴ微小(O-5kb): !iW小(5-10kb):匡ヨ中 (!O-30kb): 
C;;J大 (30-100kb);区冨巨大(100kbく)

図1-2一白 書種培地から分蔵されたプラユミドのサイズ
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3.活性汚泥t去におけるプラスミドの分布

流入水、活性汚泥、処理水から分離されたプラスミド保持株およびプラスミドの数を、図 1-2

-7に図化した.これは、 S下水処理場におけるプラスミドの分布、即ちプラスミド・プロファイ

ルを示したものといえる.

CGY培地で分離された菌株は、各試料中の優占菌であることから、図は処理場におけるプラス

ミド保持菌の存在頻度を大まかに表しているといえる.これより、細菌プラスミドは流入水中にか

なり高い比率で存在しているが、場気構内では存在比率が低下することが明らかである.また、処

理水中では再びその比率が高まることが解る.このプラスミド分布の様子は、大腸菌群およびKm

耐性酋を除く各種抗生物質耐性菌についても認められた。活性汚泥中でプラスミド保持菌の比率が

低下することは、保持菌が曝気糟内で淘汰されやすいことを示唆している.
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一般に、プラスミドにコードされている物質分解や抗生物質・重金属耐性などは、ある環境下に

おいては街主細菌の生存に有利に働くといわれているが目、場気消内においてはプラスミド保持の

効用がなかったことになる。活性汚泥法に組換えプラスミドを導入した組換え体を活用する場合、

この現象は重要な問題と考えられ、今後この機械の解明が望まれる。例えば、活性汚泥中において

宿主の生存に有利に作用するプラスミドの機能・特性を明らかにすることができれば、水処理微生

物の育種に有効な遺伝子組換え系(ベク昌一系〉の開発が期待できる.このような観点から見れば、

ここで活性汚泥の優占菌橡から分雌されたプラスミド巳は、有用な遺伝子組換え材料となるものが

含まれていると考えられる.プラスミド保持菌の多くは複数のプラスミドを有していたが、とのよ

うな不和合性群の異なるプラスミドを分難し、それぞれベク揖ーとして活用することができれば、

下水処理系由来の材料によって幅広い水処理微生物の育種が可能になる.

一方、処理水中で保持菌の比率が増加することは、プラスミド保持株の方が沈降性の良い活性汚

泥フロヲクK取り込まれに<<処理水中に流出しやすいこと、あるいは最終沈澱池でプラスミドを

持つ細菌の方が増加したことを意味している.一般的には、前者のような現象が起こることは考え

にくいが、後者については、 Manciniet 81.酎がベンチスケールの活性汚泥処理装置におけるプラ

スミドの挙動を鯛べ、最初および最終沈澱池でプラスミド伝過が起こることを示した報告や、 Mach

and Grimes'4lが両沈澱池において商頒度でRプラスミドが伝達されることを認めた報告から、 S

下水処理場においても最終沈澱池でプラスミドの伝達が起こり、保持菌の比率が増加したと考えれ

ば理解できる.

第4節要約

活性汚泥法において、遺伝子組換え体およびその遺伝子の挙動に多大な影響を及ぼすと考えられ

る、野生型プラスミドの分布を明らかにすることを目的として、 S下水処理場の流入水、活性汚泥、

および処理水中の細菌からプラスミドを検索し、以下の知見を得た.

1) 流入水、活性汚泥、処理水から分離した優占菌、大腸菌群、各種抗生物質耐性菌、合計 210

株のうち、 25%に当たる52株から総数 150のプラスミドが検索された。ここで、プラスミド保持株

の約3分の2は複数のプラスミドを保持していた。

2) 検出されたプラスミドの約40%は 5kb以下の微小なプラスミドであったが、自己伝達能をコ

ードし得る30kb以上のサイズを持つ大きいプラスミドも約30%を占めた.

3) プラスミドを保持する細菌は、流入水中ではかなり高い比率 (30-40%)で存在するが、曝

気槽内ではその比率が低下した。また、処理水中ではその比率が再び高くなり、沈澱池でのプラス

ミド保持薗の増加が示唆された.

4) 組換え体活用の立場から、活性汚泥処理系におけるプラスミドの挙動について考察した。ま

た、ここで検索されたプラスミドが、水処理微生物育種の材料として有用であることを示唆した.
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第2編 遺伝子操作による水処理微生物の育種に関する研究

第1* サリチル磁ヒドロキシラーゼ遺伝子を用いた多成分基質分解薗の育鍾に関する研究

.1節緒言

活性汚泥法に遺伝子操作を適用する目的は、物質分解効率の向上、毒性物質に対する耐性の獲得、

フロヲク形成の促進、特殊環境下での処理など多岐に渡っている.中でも、難分解性物質の分解は、

近年における最も盆要な問題の一つであるが、各種分解菌に関する生化学的・遺伝学的知見が比較

的多く得られているため、有用組換え体育種の可能性が高く、遺伝子操作による問題解決に大きな

期待が寄せられている.

既に、ナフ書レン、トルエンなど芳香族化合物の分解遺伝子を取り扱った応用研究では、 2泊以

上の代鮒経路の組み合わせや広範な基質特異性を持つ分解酵素の付加によって、一つの細菌に幾つ

かの新たな化合物の分解能を賦与する、いわゆる多成分基質分解菌の育種も報告され1)-8> その環

境浄化への適用が提案されている。特に、多様な難分解性物質が混入する排水処理系においては、

このような多成分基質分解菌の利用価値は極めて高いものと考えられる。しかし、既住研究の多く

は、物質分解域の拡大という現象の解明に焦点を当てているため、育種菌の水処理微生物としての

特怯とその有用性については十分な検討がなされていない.このため、 I首位汚泥法への活用を図る

上では、育種された多成分基質分解菌の増殖・基質除去特性を明らかにし、実用的側面からその機

能の評価を行っておく必要がある.

本章では、 7:r.ノール分解菌Pseudomonasputida PpGI064にサリチル酸ヒドロキシラーゼ遺伝子

を組み込むことで、フェノール、サリチル駿両基質を分解することのできる組換え体を育種し、基

質除去特性を種々検討することを通じて、その有用性を評価した。また、分解遺伝子の発現制静pに

関する考察を加え、排水処理に有効な多成分基質分解菌の育種法を論じた.

第2節 実験材料および方法

1 .実験材料

(1)供2式首橡およびプラスミド: 表2-1-1に、本章の実験に用いた細菌株およびプラスミド

を益還した.遺伝子操作の対象菌株には、図2-1-1に示した or幼曜路でフェノールおよび安

息香'Bを分解・資化するPseudomonasputida P凶1064を使用した。本菌株は、ナフ主レン、サリチ

ル践のmetd呈路での分解(図2-1-1に併記)をコードしたプラスミドNAHを有する野生株P.

putida P凶1064(NAH)叫を 1.5pg/mlマイトマイシンCおよびO.05%SDSを含むL培地(第l

編第2*:表1-2-3)にて約48時間培養 (30・のして得たプラスミド消去株である。本株への

サリチル殴資化能の賦与に用いたサリチル酸ヒドロキシラーゼ〔サリチル酸からカテコールへの変

換反応を触媒する)遺伝子 (nahG) は、 NAHプラスミJ-'DNAからクローニングした。クロー
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ニング用ベクターにはp関325")、 受容

菌にはE町 'herichiscoli C600'引を用い、

さらに広宿主域ベク~ーとしてpKT230'剖

を用いた。ヘルパープラスミドRP4'剖

はE. coli C600に保持されていた.一方、

pHFI00およびpHF400は nahGのクローユ

ングの結果得られた組換えプラスミドで

ある.

…レ磁ぴH 67zj-Jb 

(2)使用培地: 菌株の培養には第1編

第2章表1-2-3に示したL培地を使

用した.'7:r.ノールおよびサリチル践の

分解試験では、表2-1-2の無機塩培

地にフsノールを 500mg/lの濃度で加え

たフェノール培地、サリチル磁を400mg/J

の濃度で加えたサリチル政培地、および

両基質を各々、 300mg〆lの濃度で加えた

フェノールーサリチル酸培地を用いた.

n…、/
。::カテコール

M 峰路/¥or雌路

qz 
λ、

玄海。-

C23: 

ωσ 
~OO 

0合;;:
一ー NAH;ーーpHF400なお本培地にはトリプトファン (20m.ι!J).~ .. ..... -" 
居時λ putidaPpGI064染色体;

を捕っている.また、形質転換株および

接合伝達株の選択培地は、培地に適宜、

抗生物質 (Ap25m，〆l、Sm50mg/J)を

加え、1.5%寒天で固化して調製した.

図2-1 -1 P. putida P凶1064(NAH)

表2-1-1 供試菌株およびプラユミド

および P.putida PpGI064(pHF400)による

フェノールおよびサリチル酸分解経路

菌株/プラスミ F 表現型f迫伝子型 文献 表2-1-2 無線塩培地の組成

監J圭
P. putida P凶1064
E. coli C600 

プラスミド
NAH 
pBR325 
pKT230 
RP4 
pHFI00 
pHF400 

trP. Phe七Ben'(or幼0)
Jeu.幼乃幼i.hsd/1， hsdH 

Nah'.Sal'(meω • nahG 
Ap'. Tc.，伽P

Smr，Kmr， l110b 
Ap.. Kg{. Tc.. tra 

pBR325-nahG; ApヘTc..Cmr 

pKT230ー皿hG: Smヘ K.・ • lIob 

ω 
10) 

9) 

11) 
12) 
13) 
14) 
14) 

*Phe'. 7xJ-~分解;除nヘ安息香酸; Nah・-ナ7~~ン;お 1'. 判刈酸.
(ortho). *例経路 (me臼).月経路.
Ap.7ンピ刈ン Km.量ナマ4をン Tc.テトラFイ抑ン:Cm. ~D7A7ェエコール;
Sm.Aトレフ・トマイ沙
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成分

K，HPO. 
(NH.)，SO. 
MgSO，・ 7H，O
F e C 1， 
NaCI 
CaC 1. 

*pH=7.4 

濃度 (g!J)

1.0 
1. 0 
0.2 
0.02 
O. 1 
O. 1 



2.実験方法

(l)DNAの分離、切断、結合: プラスミドDNAは、 Birnboimand Dolyの方法15'で分離し、

必要に応じて塩化セシウムーエチジウムブロマイド平衡密度勾配遠心分離1引により純化した。制

限酵素 (Hindill)は室酒造より購入し、使用説明書に従って37"C、90分の反応により DNAの切断

を行った.切断したDNAは第1編第2'韓同様のアガロースグル電気泳動によって分析した。また、

DNA断片を回収する場合には低融点アガロースグル〈ベセスダ製〉を用い、目的DNA断片を含

むグルを6S'C、15分温浴で保持した後、フェノール抽出およびエ指ノール沈澱を行った。 DNA切

断末端の燐隊基除去およびDNAの結合はそれぞれ、 CIAPおよびT4DNAリガーゼを用いる

ライグーションキvト(いずれも宝酒造製〕を使用し、使用説明書に準じて反応を行った.ここで

反応に用いた緩衝液などは、Molecularcloningl71 に従って調製した.

(Z)形質転袋、接合伝達 E.coli C600へのプラスミドの導入は、Morisonの方法問で調製した

コンピテントセルを用いた形質転換m により行った.一方、 P.putid8 P凶1064への組換えプラス

ミドの導入は、ヘルパ- E. coli C600(RP4)を用いたBradleyet 81.の方法3・3による三貌接合

伝達によった.ただしここで、回tingは供与菌、ヘルパ一、および受容薗の培養液 (L培地、 30'C、

一晩培養〉を5:5:1の比率で混合し、 L培地平板上30'C、4時間の条件で行った。

(3) nah Gのクローニング nahGは、 pBR325をベクター、 E.coli C600を受容菌に用いたNAH

プラスミドDNAのショットガン・クローニングにより単離した.即ち、 Hindillで消化したNAH

およびpBR325各々 0.1μgを 50plの反応系で結合させ、且 coliC600に形質転換し、サリチル敵お

よびApを含むL培地に平板培養した.この選択培地では nahGをもっクローンはサリチル酸から

カテコールを生成し、これが空気磁化により褐色を呈するため容易に検出できる.

{心フェノールおよびサリチル酸分解試験: 菌株のl白金耳をし培地にて一晩往復振漫培養 (30

'C、ストローク長40mm、SOrpm)したものを前培養液とし、この181/を 300811容の三角フラスコに分

注した 12081/の試験培地に縫菌して、 30'C、160rpmで回転振漫培養した。培養開始後から経時的に

サンプリングを行い、菌体濃度および遠心分離上i畳液 05.OOOx g 、10分〉の基質濃度を測定した。

とこで、菌体濃度は OD判。で、また基質濃度としてフェノール濃度を4-アミノアンチピリン変法

問〉で、サリチル敵濃度をShellの方法21>で測定した。

(5)酵素活性の測定: 適宜菌体のカテコール 1.2オキシグナーゼ (C120)活性およびカテ

コール2.3オキシゲナーゼ (C230)活性を、以下の方法で調製した組酵素液について測定し

た。麓体培養液を50mM燐酸緩衝液 (pH 7.5)で2回洗涛した後、ベレットを再びこの緩衝液に懸

濁して超音波発振機(日本精機製作所 GT200)で細胞を破砕し、これを遠心分離して (25.OOOx g、

20分、 4・C) 上澄を粗酵素液とした.C 120およびC230活性は Nakazawa加 dYokotaの方法

目》で測定した.とこで酵素活性は、 C120については1分間にカテコールからcis.cis-ムコン殿

が生成される速度 (μmole/min)、C230については2-ヒドロキシムコシ駿セミアルデヒドが生

成される速度 (μmole/81in)を粗酵素液タンパク質重量当たりについて求め、 Uni t/ g-prote i nの単

位で表した。なお、粗酵素液のタンパク質濃度は、牛血清アルブミンを標準としたLowryet 81.の
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方法20)で測定した.

第3節 実験結果および考察

1 • n8hGのクローニング

pBR325をベク担ーとして用いた、 NAHのプラスミドHindm消化物の受容菌E.coli C600へのク

ローニングにより選択培地上で褐色を呈したコロニーを選択した。Lehrbachet 81.制》は、 NAH

プラスミドHindm消化16断片のうち、 3.lkb断片にnahGが存在していることを示している。そこで、

本クローンの組換えプラスミドに挿入されたDNA断片を調べたところ、そのサイズは 3.lkbであ

り、また、本クローンをサリチル酸を含むL培地で培養したところ、培地中のサリチル政濃度が減

少したことから、 nahGを含むNAHの3.1kbHindM断片がクローニングされたことが確認された。

この組換えプラスミドをpHF100とL、その構造を図2-1-2に示した。

2.多成分基質分解菌 P.putida PpG1064(PHF400)の育種

pHFI00は大腸菌専用のベクタ-pBR325で構築されたため λputidaPpG1064にそのまま導入する

ことができない.そこでP.putida PpG1064にnahGを導入するために、 pHF100から切り出した 3.1

kb Hindm断片と広宿主域ベクタ-pKT230のHindm消化物を結合し、これを ιcoliC600に形質転

換し、先と同様の選択により組換えプラスミドpHF400を得た.この構造を図2-1-3に示した。

この組換えプラスミドを持つ供与菌E.col i C600 (PHF400)とヘルパ-E.coli C600(RP4)およ

び受容菌P.putida P凶1064による三親機合伝達でpHF400をP.putida P凶1064に導入したところ、

得られた接合伝達株はサリチル酸培地〈無機温培地にサリチル殿、トリプト 7アン、およびSmを

添加した培地〉上で増殖することができた。即ち、接合株P.putida PpGI064 (pHF400)は、宿主の

有していたフェノールおよび安息香磁の資化能に加えて、サリチルMの資化能を賦与された多成分

基質分解菌である.λ putidaPpG1064は、先に述べたように染色体にコードされた orth唯路で

フェノールおよび安息香厳を分解する.ここで育緩された P.putiぬ PpG1064 (pHF 400)は、 pHF400

にコードされた nahGの発現でサリチル磁をカテコールに変換し、これを宿主の持つ orthc経路に

より完全分解・資化するものといえる〈図2-1-1参照) 0 

Pst! 

Pst 1 

Pst 1 

""'-一----
n8h G N A H 3. lkb断片

NAH 3.1kb断片

図2-1-2 pHF100の構造 図2-1-3 pHF400の構造
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3.フェノールおよびサリチル政分解試験成績

振湿培養試験により P.putida Pj凶1064匂HF400)のフェノール、サリチル殻分解および両基貨の

同時分解特性を調べ、野生株P.putida PpG1064(N AH)との比較を行った.

(])フェノール分解: 組換え体 P.

putida PpGl064(pHF400)、および宿主

菌 P.putida PpG1064 (N AHプラス

ミド消去株〕による7エノール分解試

験の結果を、図2-1-4に比較した。

これは、組換えプラスミドの導入が宿

主のフェノール分解に及ぼす影響を示

したものといえる.図示したように、

組換え体の増殖およびフェノール分解

は宿主より僅かに退くなった.pHF400 

は、フェノール分解に関しては何等の

情報もコードしていないため、この場

合、組換えプラスミドの保持は、むし

ろ組換え体にとって負担となることが

示された。また、 P. putida PpGl064 

(NAH)について同様の試験を行った

ところ、 t首殖速度およびフェノール分

解速度は、組換え体よりもさらに低く

なり、野生株についてもプラスミド保

持の負荷が確認された.

(Z)サリチル酸分解: 組換え体 R

putida PpGl064(pHF400)および野生

株 P.putid8 PpGl064(N AH)による

サリチル酸分解剖員の様子を、図2-

1-5に示した.両株ともにサリチル

酸を分解して増殖したが、野生株の方がやや速い楢殖および基質除去を示した.サリチル滋の分解

において、組換え体は、 pHF400上のnahGによりサリチル酸をカテコールに変換し、これを宿主の

orth，経絡で完全分解する。一方、野生株は、 NAHプラスミド上の一連の分解遺伝子により主に

即 t縫路での分解を行う(図2-1-3参照:野生株がカテコ-)レ分解において81eta経路を選択す

ることは、との試験におけるC120およびC230活性の測定により確認した).ととで、野生

株ではサリチル駿分解遺伝子群はlつのオベロンを成L、効率よ〈発現の制御が行われているが、

組換え体では nahGがベク主ーのプロモ一身ーの制御下におかれているのに対し、カテコール以下

X 

600 

nu 
nu 

内

d

制
第
、
て

l
「
u
n
h
H

ハ
「
¥
切
廼
U

0.5 

円

) 

。。.口

O

(h r) 

P. putida PpGI064(pHF400):ーOーフヱノール濃度;
ーロー OD問。
λputida PpGI064:ー一.-.フェノール潰度;
ー薗‘ o Dooo 

間時

図2-1 -4 P. putida P凶1064および

P. putid8 PpGl064(pHF400)による
7:r.ノーノレ分解試験成績
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の分解経路 Corthol革路〕の遺伝子群は宿主染色体上でオベロンを栂成しており、サリチル酸分解

は異なる2つの制御機滑による調節を受けることになる.従って、ここでの試験結果は、分解遺伝

子群が統一された全体の調節制御系を持つ方が分解効率が商くなることを示唆している。しかし、

経換え体のサリチル酸分解能が野生株とほぼ同等に高かったことから、ここで示したような宿主の

分解経路を活用した物質分解域の拡大は、水処理微生物育種の有効な方法のーっといえる。

(3)フzノール、サリチル砲の同時分解: 図2-1一日に、フェノールーサリチル敵培地を用い

た培養試験での組換え体P.putida PPG1064(pHF400)および野生株P.putida P凶1064(NAH)の基

質分解の様子を示した。図に示された通り、 7ェノールとサリチル政はほぼ同時に分解されたが、

野生株ではサリチル菌室の方がフェノールよりも早〈分解が開始されたのに対し、組換え体ではフェ

ノール分解が先行した。一般にmeta経路は基質誘導、 orthcit輔は代謝物誘導といわれているため、

この両経路を持つ野生株では、 meta経路で代謝されるサリチル酸分解が先行したものと考えられる。
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-.. --00000 

同時

図2-1-8 P. putid8 P凶1064(NAH) 
および P.putid8 PpGl064(pHF400)による
7:0ノール、サリチル敵同時分解試験成績
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とのように両株のフェノールおよびサリチル酸の分解開始時期は異なっていたが、菌体増殖および

基質分解速度は組換え体の方が速かった。図にはC120およびC230活性の変化を併記してい

る。これより、組換え体では orth必路 CC1 20)が極めて高いレベルまで誘導され、同基質の

分解を行っていたのに対し、野生株はフェノール、サリチノレ酸から生成されたカテコールを ortho、

metaの両経路で分解し、その誘導レベルが低〈抑えられていたことが伺える。両株の基質分解特性

の差は、このようなカテコール代謝経路の義に依存しているものと考えられ、ことでは orth~霊路

のみによる代謝が両経路によるよりも有効であることが示されたといえる.

4. P. putida PPGl064(pHF400)の増殖および基質除去特性

試験成績からP.putida PpG1064 (pHF400)の増殖、基質分解特性を、下式で定義される比増殖速

度μ および基質除去速度KCフェノールに対してKp、サリチルMに対してKs)で表し、野生株

P. putida PI凶1064(NAH)と比較して表2-1-3にまとめた.また、各実験におけるC120

およびC230活性(最大活性〕を表2-1-4に示した.

ρ= CdX/d t) /X  

K= C-dS/d t) / S 

ここで、 Xは菌体濃度 COD伺。〕、 Sはフェノーんまたはザリチルft~濃度 Cmg/J) 、 tは時間

Chrうである。

表2-1-3 フェノールおよびサリチル酸分解試験における P.putid8 PpG1064(pHF400) 
および P.putida PpG1064(N A H)の比滑殖速度μおよび基質分解速度K

試 E主 培 t也

菌 株 jJ/K  7x1-~ー仰向酸培地

(hr") 7ェI-~培地 利子晶E主培地
Kp Ks 

jJ 0.179 N. T. 
P. putida PpG1064 

K 0.663 N. i. 

jJ O. 163 O. 173 0.172 
P. putida PpG1064(NAH) 

K 0.562 0.254 0.455 0.190 

jJ 0.167 O. 166 0.198 
P. putida PpG1064(pHF400) 

K 0.574 0.201 0.614 0.437 

*一，分解能な¥.，;N. i..試験せず
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表2-1-4 フェノールおよびサリチル酸分解試験における P.putida PpGI064(pHF400) 
および P.putida PpG1064(N AH)のC120およびC230活性

拭 車員 t吉 地
菌 株 酵素

?ェl-~培地 仰向酸培地 7ェl-~-~I)f~酪培地

ClZO 1.360 N. T. N. T. 
P. putida Pj凶1064

C230 

CIZO 778 155 383 
P. putida PpGI064(NAH) 

C230 12 2.060 324 

CI20 1.280 1.420 1. 310 
P. putida P凶1064(pIlF400) 

CZ30 

*-.分解能なし;N. T..試験せず.酵素活性は Ulg-proteinで表示

表2-1-3に示されたようにP.putida PpGl064 (pHF400)は、野生株とほぼ同等のサリチノレ酸

分解速度を示し、またフエノール、サリチル酸の同時分解では野生株に比べかなり培漏・基質分解

速度が高くなった.従って、本組換え体は、多様な芳香族化合物が混入する排水処理系への活用に

有用な特性を持つことが明らかになった。

また、表2-1-4から、との基質分解速度の向上は、野生株がフェノール、サリチル酸から生

成されたカテコーんを ortho、metaの間経路で分解したのに対し、組換え体が orthol韮路のみを使

用したためと考えられた.一般に、芳香族化合物の分解遺伝子群は精綴な誘導・抑制システムによ

って制御されているが、カテコールの2つの代謝経路の誘導システムは異なっている。即ち、カテ

コールの ortho開裂酵素は低レベルで得成的に生産されており、カテコール存在下においてその代

謝物 Ccis.cis-ムコン敵、 s-ケトアジピン敵など〕により誘導を受けるのに対し、 meta開裂酵素

は上位の特定基質(サリチル殴、フェノールなど)の存在下でのみ誘導されることが知られている。

従って、 meta経路は特定基質に対する専用経路、 orthrJ，霊路liカテコールに変換される全ての基質

に対する共用経路といえる.ここで試験した野生株では ortho、meud霊路が共存しており、これら

が同時に誘導された場合、到すコール分解において競合して両経路の分解活性がともに低下してし

まう現象が認められた。このことから、一方のカテコール代蹴経路による分解の方が効率が高くな

ることが示唆された.従って、どちらか一方のみのカテコール代謝経路を持つ細菌を宿主とした分

解菌の育種は、基質の分解速度を向上させる上で有効といえる.またさらに、即t8経路は基質によ

っては誘導されないため、多成分基質分解菌の育種においては、 ortho経路の活用が有効であると

結論できる.
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第4節要約

NAHプラスミドからクローニングしたサリチル酸ヒドロキシラーゼ遺伝子 nahGを用いて多成

分基質分解簡を育種し、その基質分解特性を種々検討して以下の結果を得た.

1) 7"，ノールおよび安怠香酸を orth必路で分解する P.putida PpGI064に nahGを導入し、

さらにサリチル殴を資化することのできる多成分基質分解菌 P.putida PpGI064(pHF400)を育種し

た.

2) 組換え体 P.putida Pj凶1064(PHF400)はサリチル磁をlJeta経路で分解する野生株P.putida 

P凶1064(NAH)とほぼ同等のサリチル酸分解能を示した.また、フヱノールおよびサリチル敵の

混合培地を用いた分解試験では、両基質を野生株よりも速〈分解したため、多様な化合物の混入す

る排水の処理に有効であると考えられた.

3) 組換え体および野生株のフェノールおよびサリチル酸分解経路に関する考察から、芳香族化

合物分解域の拡大には、カテコーんの ortho分解経路を持つ宿主菌を活用することが有効であると

結論した.

34ー



第2章 カテコール2.3オキシグナーゼ遺伝子を用いた7エノール分解菌の育種に関する研究

第1節 緒言

活性汚泥法における難分解性物質除去の効率を高めるためには、目的物質の分解速度が速い組換

え体を作成することが重要である.微生物による物質分解の速度は、代謝系路上の律速反応に依存

して決まるものであるから、分解速度の向上を図るためには、一連の分解酵素によって触媒される

反応の中から最も速度の遅い反応ステvプを同定し、その分解酵素活性を増強する必要がある。

芳香主主化合物の分解に関しては、一般に、 7ェノールあるいはサリチル酸からカテコールへの変

換のように、芳香環に水酸基を付加する、いわば第lステ、yプの反応が律速と考えられているが、

一部のフェノール分解微生物ではカテコールを著しく蓄積する例が報告されており))サヘ下流の

代謝経路の反応も律速となり得ることが示唆されている。また、先輩で述べたように、遺伝子操作

により新たな芳香族化合物の分解能を賦与したり、その分解制御機携を改変した菌株では、下流の

分解反応がこれに同調せず、カテコール様の中間代謝物を蓄積する場合も多々あると推測される。

従って、このような菌株に対しては、カテコールなどの中間代謝物の分解経路を強化すれば、フェ

ノール、サリチルfi~など目的物質自体の分解効率を商めることができると考えられる。

以上のような観点から、本章では、フェノール分解菌P.putida BH株の染色体からクローニング

されたカテコール2.3オキシグナーゼ遺伝子を、組換えプラスミドの形で多コピー化して元株に

戻し、フェノール代謝経路のうちカテコール酸化の反応を補強した組換え体を育種した。また、こ

の組換え体のフェノール分解特性を元株と比較することにより、遺伝子増幅の効果を評価し、中間

代鮒経路の強化という新しい分解微生物育種法の概念を示した.

第2節 実験材料および方法

1.実験材料

(!)供試菌株およびプラスミド:

表2-2-1に、本章で使用し

た細菌株およびプラスミドを示し

た.遺伝子操作の対象に使用した

Pseudomonas putida BH叫は、活

性汚泥より分離された7ェノール

分解菌である。本株のフェノーノレ

分解経路を図2-2-1に示した.

7:<.ノールはカテコールに変換さ

れた後、 met;4革路で完全分解され

る.図中には、分解反応の各ステ

vプに関与する酵素および遺伝子

表2-2-1 供試菌株およびプラスミド

菌株/プラスミド 表現型パ宣伝子型

藍J圭
P. putida BH Phe' (meta). Ben' (ortho). phel/ 

E. coJi JM1ω Sm'. thi. hsd/l 
ιcoJi C600 leu.幼口 thi.hsd/l. hsdH 

プラA ミド
pUC19 Ap'・.lacplo 
pKT230 SDl r.Km~. 即b

RP4 Apr. Kmf. Tcr• tra 
pBH100 pUCI9-phel/; Ap'. lacplo 
pBH500 pKT230-phel/; Sm九 K.・ • mob 

*Pheヘ7ェI-~分解 Ben+，安息香酸 (or幼0) .*州経路，
(meta) ，対経路.

文献

4) 
5) 
6) 

7) 
8) 

9) 
10) 
11) 

Ap.7ンピシ1)ン;Km.hrマイシン Tc.テトラ判灼ン;伽.̂トレ7・，，{!o.
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〈遺伝子〕

pheA 

pheB 

pheC→ 

アセトアルデヒド

+ 
ピルピン酸

-1-2の無機塩培地にフェノールを所定濃度で加えて調製し、接合伝達株の選択 (Smを添加し

1.5%寒天で固化〉および7ェノール分解試験に用いたe

2.実験方法

(1)DNAの分離、切断、結合 P.putida BHからの染色体DNAの分離はSaitoand Miuraの

方法1目によった。プラスミドDNAの分離、制限酵素によるDNAの切断、 DNAの結合などの

操作は、第l章第2節に準じて行った。

(2)~質転換、接合伝達: 第l章第2節に準じた。ただし、 E.col i JM103のコンピテントセノレ

はKushunerの方法，3)で調製した。

(3)pheBのクローニング: 以下のように、クローニングベク担-pUCI9を用いて受容菌 E.col i 

JM103中にP.putida BH染色体DNAの遺伝子ライブラリを構築し、 pheBを単車量した。 λ putida

BHの染色体DNAを、制限酵素 (Pst1 、Sa/I、 EcoR1およびHindill)により部分消化した後、

低融点アガロースゲノレ電気泳動で約 5-lOkbの断片を回収し、適当な制限酵素で切断したpUCl9と

1 : 3の比率で混合して、 0・C、20分の結合を行った。これを E.coli JMlO3に形質転換し、 Ap、

X-gal 、IPTGを含むl次選択培地に平板培養した。 11欠選択培地上で白色を呈する形質転換株

を断片挿入株として選択し、 Apおよびフェノール (400mg//) を含むL培地にレプリカして目的
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クローンの検出を行った.即ち、培地上のコロニーにカテコール溶液C1g/J)を噴窃すれば pheB

保持株は2-HMSを生成し、蛍光的な黄色を呈することで検出される.

(4)フzノール分解試験: フェノール分解試験は、以下の援温培養にて行った。菌株の l白金耳

をL培地にて30'Cで一晩往復振塗培養(ストローク長40mm、80rpm) し、この 1m!をさらに新しい

L培地 100m!に植え継ぎ、 300m!容三角7ラスコ中30・C、160rpmで約18時間回転振温猪饗したもの

を試験の前培養液とした.この前培養液 1m!を 5∞ml容三角フラスコに分注した 200m!の試験培地

に植菌し、先と同様の回転披漫培養を行い、経時的に菌体濃度、および遠心分離上澄液 05.000X

g 、10分〉のフェノール、 TOC、および2-HMS濃度を測定した。ここで菌体濃度は ODoooで、

2-HMS は OD.75で C1mM2-HMSの OD.刊は41.1)、 TOC濃度は島津TOC分析機 TOC-

500で、またフェノール濃度は TS Kgel ODS-80TM CT 0 S 0製〉を用いたHPLC分析(移動相

水:アセトニトリル=1:1、流量lmil加in) により測定した.

(5) C2 3 0活性の測定: 第1章第2節に準じた.

第S節 実験結果および考察

1. pheBのクローニング

制限酵素 Pst1によって作成した

P. putida BHの染色体の遺伝子ライ

ブラリのスクリーニングの結果、約

2.300株の 1次選択されたクローン

CDNA断片縛入株〕のうち、カテ

コール噴努により黄色を呈した2株

を目的の pheB保持株として選択し

た。両クローンの保持していた組換

えプラスミドは同じであり、ベク揖

-pUC19に5.65kbの PstI断片が掃

入されていたため、これをpBHI001:

命名し、各組制限酵素によるサプク

ローニング実験に供した。解析より

明らかになった本DNA断片の制限

酵素地図およひ1pheBの推定位置を、

図2-2-2に示した。また、図に

はpBHI00の構造も示している.C2 

30をコードする遺伝子については、

これまでナフタレン(サリチル酸〕

分解菌、トルエン分解菌、およびジ

転写方向

H
Z
H
J
]
 

• 苫 一む 温註-E

4 

" 
6 kb 
且

BH染色体 5.7kb断片

図2-2-2 !JローニングされたDNA断片の

制限酵素地図およびpBHIOOの構造
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メチル7:<.}ール〈フェノール〉分解菌の持つプラスミドからそれぞれ、 xyJE'“、 nahH'5l、お

よびdmpB川が?ローニングされ、その高い相向性が示されている.これに対して pheBは、染色

体から分離されたが、図示したDNA断片の制限酵素地図は、特に dmpBのものと酷似しており、

本遺伝子もこれらの遺伝子と高い相向性を持つものと考えられる。こ ζでpheBのサイズをdmpBと

同じ約0.95kbと仮定すれば、今回クローニングされたDNA断片上には、 pheB以外の情報をコー

ドした領域が約4.7kb存在していることになる.一連のフエノール分解関与遺伝子はクラス主ーを

成していると考えられるため、この領域には他の分解遺伝子が存在している可能性が示唆された。

そこで、との領減について他の7:<.ノール分解遺伝子を検索Lたが、その存在は認められなかった。

本遺伝子に関する勝細な検討は今後の課題である.

2.中間代関経路強化首P.putida BH(pBH5∞}の育種

pl応19は大腸菌専用のベク主ーなので、これ

で構築されたpBHI00をP.putida BHに理事入する

ことはできない.そこで、 pBHI00をHindillおよ

び BamH1で二重量消化して pheBを含むDNA

断片を切り出し、問様に二重消化した広宿主域

ベク9-pKT230と結合させてE.co1i C600に形

質転換し、カテコール噴霧にて黄色を呈するク

ローンから組換えプラスミドpBH500を得た。こ

のp8H500の構造を図2-2-3に示した.

この級換えプラスミドを供与菌E.co1i C600 

(p耳H500)から、前章と同様にへんパ- E. coJi 

C600(RP4)を介した三貌接合伝達にて、元練

P. puti.ぬ BHに導入し、 P.putida 8H (pBH500) 

Pst 1 

pBH100 5.7kb断片

図2-2-3 pBH500の構造

を育種した.本株は、 P.putida BHが染色体上に持つ1コピーの pheBに加え、 pBH500により10-

20コピーの pheBを賦与された組換え体であり、フェノール代謝経路のうちC230触媒反応が強

化されたものといえる.

このpheB遺伝子相帽の効果を評価するため、異なる濃度で7ェノールを含む (0-400mg/J) L 

培地で培養したP.putida BH (pBH500)のC230活性を測定し、 P.putida BHと比較した。結果を

表2-2-2に示した.元株P.putida BHが誘導基質であるフェノール存在下でのみ、染色体上の

pheBを発現してC230活性を示したのに対し、組換え体P.putida BH(pBH50日)はフzーノール

誘導の有無に関わらず、 pBH500上の pheBを構成的に発現した。また、元株のC230活性はフェ

ノール濃度にほぼ比例していたが、組換え体はいずれの濃度でも元株より約20日nits/g--protein高

い健となった。従って、 pheB増幅の効果は認められたが、フェノール濃度が寓〈なるほどその効

果は減少するものといえる(表2-2-2"比率"欄参照)0 
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表2-2 -2 P. putida BH(pBH500)および P.putida BHのC230活性

C230活性 ω/g-prote i n) 
培 t由 差奪t 比率・2

P. putida BH P. putida BH (pBH500) 

L培地 く 1 23.9 23. 9 (23.9く}

L + 100"g/1 '>I-/. 29.2 49.0 19.8 1. 68 
L+200mg/l 'xl-1， 54.4 75.8 21.4 1. 39 
L+300mg/l ，ェ1-" 62.8 80.6 17.8 1. 28 
L +400mg!J 7xJ-晶 100.4 121.2 20.8 1.21 

*1 BH (pBH500)のC2鈎活性一 BHのC230活性
*2 BH (pBH500)のC230活性/BHのC230活性

3.フaノール分解紙験成績

録湿培養試験によりP.putida BH(pBH500)の噌殖およびフェノール、 TOC分解特性を調べ、元

株P.putida BHと比較した.ととで培養は、 7ェノール濃度を100、200、300、400mg/1の4段階に

変化させて行った.両首株はフエノ-)レを完全分解して増殖したが、その様子は、培地フェノール

濃度によって異なっていた.この結果の例を図2-2-4および図2-2-5に示した.両図はそ

れぞれ、培地フェノール浪度が 100mg/1、および 300mg/lの場合を示している.

培地フェノール濃度が 100m，ι/1では、組換え体が元株に比べてかなり速い増殖を示し、速くフエ

ノールおよびTOCを分解・除去した(図2-2-4)。また、培地フェノール濃度が初Omg/I、

30Qmg/1においては組換え体と元株の増殖・基質除去特性に大きな差はなかったが、培養初期では

僅かに組換え体が速<7:<.ノールを分解し、増殖する傾向が伺えた〈図2-2-5)。一方、フェ

ノール濃度 400m，ι/1での試験では、逆に元株が組換え体よりもやや速い増殖を示した。

4. P. putida BH(PBH500)の増殖および7ェノール分解特性

概して、回分培養における微生物の増殖および基質分解は、 2段階の対数的増加および減少期に

分かれることが知られ、初期は分解酵素の誘導が徐々に起こりはじめる期間(適応凋問)、後期は

分解酵素が完全な誘溝レベルに適した期間(適応後の期間〉と説明されている.そこで、菌体浪度

および基質濃度の経時変化を対数プロットしたところ、本試験の結果も2段階の対数的変化になっ

たため、以下の各式で定義される比増殖速度μおよび7エノール分解速度Kp、TOC分解速度Kt

を、それぞれ適応期間〈μハ Kp，、 Kt，)および適応後 (μ2、Kp，、Kt，) について求めた。

μ= (dX/d t) /X 

Kp= (-dPhe/d t) / Phe 

Kt= (-dTOC/d t) /TOC 

ここでXは菌体濃度 (OD問。〉、 Pheはフェノール濃度 (1118〆1)、 TOCはTOC濃度 (mgメ1)、

tは時間 (hrうを表す。
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図2-2-4 p， putida BHおよび
p， putida BH(pBH500)による7:<.ノール分解

試験成績(培地7ェノール濃度=IOO"g/D 

これらの値を、初期縫地7:<.ノール濃度に対し

てプロ ν 卜したところ、図2-2-6~図2-2

-8のようになった。図示された通り、組換え体

の適応期間の増殖・基質分解特性値 (p，、Kp，、
Kt，)は、フヱノール演度が低い場合(ととでは

特に100"g/J) に元株より高くなり、フェノール

濃度が高くなるにつれて、その差が減少する傾向

が認められた.一方、適応後の{直 (μp、Kp，、
Kt，)については、両者の差は明確には表れなか

った.

以上より、 pheBの欄帽による代謝経路強化の

効果は、比較的フェノール濃度が低い場合の、特
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に適応期間に表れ、フェノールの分解効率を向上させたkいえる。従って、久 putidaBHの7"，ノ

ール分解においては、低濃度基質下での分解酵素誘導期にC230の触媒反応が律速となっており、

組換え体では pheB遺伝子の増幅で、この律速が取り払われたため、フェノール分解が活性化され

たことが示唆された.

0.3， 
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。 200-- 400 
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この中間代鮒経路強化の概念を図2-2ー自に示した.一方、高濃度基質下ではC230が比較

的速く高いレベルにまで誘導されたため、 pheB導入による活性強化の効果が軽減されたものと考

えられる。また、培地フェノール濃度 400mg/1での逆転の傾向は、 7"，ノールの阻害がプラスミド

保持という負担を持つ組換え体に、より大きい影響を及ぼした結果と理解できる。実際の下排水処

理系においては、流入水中のフェノールなどの難分解物質濃度は比較的低く、しかも絶えず変動す

る.従って、ここで明らかにされたP.putida BH(pBH500)の7"，ノール分解特性(低濃度域での高

い分解活性、短い適応/誘導期間〕は、排水処理への活用に非常に有用であると考えられる。

現在、芳香族化合物分解菌の育種に関する研究のほとんどは、カテコール以下の分解経路を持つ

細菌宿主に、カテコールまでの代謝をコードする第1ステップの分解遺伝子を導入して新たな物質

の分解能を与え、また高発現ベク主ーによりその活性を高めることに集中している.これに対して、

ととで紹介した育樋は、野生株の代謝経路の増強により律速反応を取り払い、分解速度を向上させ

ようという試みであり、既住の研究とは異なる新しい育種の方向を与えるものkいえる.このよう

な中間代謝経路の強化は、遺伝子操作により一連の分解酵素の反応のパランスが崩れ、カテコール

などを著しく蓄積するようになった育種菌の基質分解効率を向上させる上でも有効な手段と考えら

れ、第1章で示した多成分基質分解菌の育績との併用によって、排水処理に有効に活用できる強力

な分解菌を生み出す可能性を有している.

- 41 



P'. /Jutida BHのフェノール代蹴経路

7エノール。カテ川凸ZHMSoo(>酬

7"，-" 
ヒドロキーラ-t・

C230 
律速反応

7エjゆ山長msoo(>酬

pBH500による

C230 の5~化

矢印の太さは反応速度を表す

図2-2-9 P. putida BHの7x}ール分解代樹経路強化の綴念

第4節要約

P. putida BHの染色体からクローニングしたカテコール2，3オキシグナ}ゼ (C230)遺伝

子 pheBを用いて、本株のフェノール代謝経路を強化し、その分解特性について検討した結果、以

下の知見を得た。

1) P. putida BHの染色体から pheB遺伝子をクローニングし、その制限酵素地図を作成した結

果、本遺伝は PseudolJOI1assp. CF600から分離されたC230遺伝子 dlJpBと酷似していることが

明らかとなった.

2) pheBを組換えプラスミドの形でP.putida BHに導入し、フェノール代謝経路のうちC23

0によって触媒される反応を強化した組換え体P.putida BH(pBH500)を育種した。この組換え体は

pheBを構成的に発現し、元株よりも高いC230活性を示した.

3) 尺 putidaBH (pBH500)のフェノール分解特性を元株と比較し、培地フェノール濃度が低い培

養の誘導期に、元株よりも速く 7"，，)-)レを分解・除去し、増殖することを示した。この組換え体

の特性は、排水処理系への適用に有効であると考えられる.

4) 中間代謝経路の補強という新しい分解菌育種の方法について解説し、水処理微生物育種への

活用の有用性について論じた。
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第3編 活性汚泥法における遺伝子組換え体の活用法に関する基礎的研究

第1:41: 組換え体の遺伝的安定性に関する研究

第1節緒 言

遺伝子組換え体を利用する際の最も重要な問題の一つは、組換え遺伝子の安定性である。難分解

性物質分解遺伝子を導入した組換え体を、活性汚泥法に組み込むことができたとしても、百的遺伝

子が不安定であれば、高い処理効率を維持することはできない。これは、導入された遺伝子が、宿

主細胞内で変化したり欠落したりすることなく、どれだけ畏い期間生理的に安定に保持され発現す

るかの問題であり、組換え体の遺伝的安定性と呼ぶことができる。

組換え体の遺伝的安定性については、工業分野への活用を目的として、特に組換えプラスミドを

持つ育種菌を中心に詳細な研究が行われている.その中で、プラスミドの脱落や部分的欠失、脱議

・欠失株の優勢な増殖など、目的遺伝子の宿主内での保持と発現を不安定にする各種現象に関する

解析が進んだ結果リー川、プラスミド脱落頻度を低下させる分配関与遺伝子1肘・20'や宿主・プラ

スミド問の栄養要求相補性21>を利用した安定な組換え体の育種など、遺伝的安定性を高める方策

が開発されている.しかし、ここで開発された安定化法は、一定組成の培地を使用し、安定制御下

におかれる純粋培養系を対象としたものであるため、流入水質・水量や処理条件が絶えず変動し、

しかも他の微生物との相互作用の彫響が無視できない活性汚泥法にそのまま適用することができな

い。従って、活性汚泥法への活用では、この特殊な培養系においてもその遺伝的安定性が高い組換

え体を選択・育種し、処理環境の変化に影響されない安定化手法を確立することが重要である。

本章では、活性汚泥法に適した、遺伝的に安定な組換え体の選択を目的として、 pheBを組み込

んだ組換えプラスミドの各種宿主細菌内での安定住を、選択圧のない栄養培地を用いた連続継代培

養により調べた。また、結果の解析から、遺伝的安定性の高い組換え体の特性を明らかにし、との

観点から有効な組換え体の活用法を検討した。

第2節 実験材料および方法

1.実験材料

(1)供試組換え体: 表3-1-1に、本章で安定性試験に供した遺伝子組換え体を示した.組換

え体は、第2編第2*で構築した pheBを持つ組換えプラス ξ ドpBH100およびpBH500を且 coli

および P.putidaの各種菌株に導入して作成した。また、第2銅第l章で構築した組換えプラスミ

ドpHF400を潜入したP.putida BH-1 (pHF400)を対照実験に用いた.宿主に用いたP.putida BH-1は、

第2編第2:1韓で使用LたP.putida BHへの紫外線照射によって得られたフェノール分解能欠失変異

株である.組換えプラスミドの宿主への灘入は、 E.coliについては形質転換法、 P.puti，ぬには

形質転換法またはへルパ- E. coli C600(RP4)を介した三親接合伝違法によった.ここで行った
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形質転換法および接合伝違法は、第2編第l章第2節で示した方法に準じている.

(2)使用培地: 菌株の培養、プラスミド安定性試験には、第1編第2章表1-2-3に示したL

培地を用いた.ただし、組換え体の前培養およびプラスミド・マーカーの試験では、適宜プラスミ

ドに応じた抗生物質 (pBH100に対してはAp、pBH500、pHF400に対してはSm)を加え、また固形

培地は1.5%の寒天を加えて調製した。

2.実験方法

(1)プラスミド安定性試験: 組換え体1白金耳をL字管中で30・Cにて一晩培養したものを前培養

液とし、との O.lmlを、抗生物質を含まないL培地lOmlに植菌して30・Cで往復振温培養〈ストロー

ク長40mm、90rpm) を行い、 20~30時間毎に新しい培地に同様の植え継ぎ培養を繰り返してプラス

ミド安定性試験を行った.この連続継代培養において、適宜培養液を採取してL培地に平板培養し、

30・ C 、 2日間の培養で出現したコロニーから任意に約IOO~300備を選択し、そのプラスミド・マー

カーを調べた.ここで、組換えプラスミドのベクターにコードされた抗生物質耐性は、コロニーを

抗生物質を含む培地にレプリカして培養し (30'C 、 1~2日間)、増殖の有無により調べた。また、

組換え遺伝子 pheBの発現 (C230活性〕は、コロニーへのカテコール噴霧による貧変により鯛

ベた(賛変するものがC230活性保持性株〉。なお、植え継ぎに際して OD.ooにより培養液の

菌体濃度を測定し、下式で定義した 1図の継代における世代数nを求めた。試験開始からの継代世

代数はこの総和で表される。

2"=ODe/ODi 

とこで、 ODiは培養開始時のOD."、ODeは培養終了時のOD.ooである。

また、 1音養液のC230活性を、第2編第l章第2節に準じて祖tl定した。

(~)プラスミドの検索および解析: 必要に応むて、安定性試験中に選択したコロニーからプラス

ミドを抽出し、その解析を行った。プラスミドの抽出は Birnboimand Oolyの方法で行い、第 l編

第2*第2節に準じてアガロースグル電気泳動に供して解析した。この際使用した制限酵素は宝酒

造より購入し、使用説明書に従ってプラスミドDNAの切断を行った。

表3-1-1 供試組換え体

菌株

E. coli JMI03(pBH100) 
E. coli C600(pBHIOO) 
E. coli C600(pBH500) 
P. putida KT2440'" (pBH500) 
P. putida PpG1064(pBH500) 
P. putida BH-I(pBH500) 
P. putida BH-l(pHF400) 

表現型/遺伝子型

Sm'， thi，hsdll (pheB， Ap') 
Jeu. thr. thi. hsdll. hsdN (pheB. Ap') 
Jeu. thr. thi. hsdll. hsdN (pheB， Sm，) 
Ben'， hsdJ/， (pheB. Sm') 
PheヘBen'.trp (pheB， Sm') 
Ben" pheB (pheB， Sm') 
Ben" pheB (nahG， Sm') 

*Phe\7ェI-~分解 Ben\ 安息香M.
Ap.nピ刈ン;伽.~トレ7' トマィーン.
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第3節 実験結果および考察

1.プラスミド安定性試験成績

各循組換え体の安定性試験におけるプラスミド・マーカーの検索結果を、表3-1-2にまとめ

た.表中の検索株数は、全試験期聞を通じての総数を示している.表示したように、全試験におい

て検索された株のほとんどは、抗生物質耐性およびC230活性の岡マー力ーをもっ供試組換え体、

あるいは両マーカーを失った株であった。即ちベク書一部分のマーカー〈抗生物質耐性〉と組換え

遺伝子節分のマーカー (C230活性〉の安定住は、高い相関を示した.ここで、両表現形質を示

すコロニーを任意に選択し、プラスミドを検索したところ、前者は完全な形で組換えプラスミドを

待つ保持株、後者は、プラスミドを持たない脱落様であることが確認された.またこれに加えて、

且 doliC600(pBH500)を用いた試験では、 Sm耐性は示すがC230活性を示さない株も少数なが

ら検出された.この株はプラスミドを保持していたため、何らかの遺伝的変化により pheBの発現

がなくなった変異株と考えられた.即ち、試験を通じて、プラスミドの脱落(または消滅〕と変異

という、組換え体の遺伝的安定性に関わる2つの現象が認められた.

プラスミド安定性試験におけるマーカーの検索結果表3-1-2

型事1現表

株菌

(Ap' /Sm'. 
C230-) 

(Ap' /Sm'. 
C230令)

(Ap' /Sm'. 
C230-) 

(Ap' /Sm'. 
C230') 

234 
271 

1. 458 
606 

1.674 
223 

0
0
0
0
0
0
 

O
D
M
O
O
O
 

466 
149 

1. 455 
1.180 
1.159 
2.024 

coJi JM103(pBH100) 
coJi C600(pBH100) 
coJi C600(pBH500) 
putida KT2440(pBH500) 
putida PpG1064(pBH500) 
putida BH-1(pBH500) 

E
E
E
p
h
p
h
R
 
*試験を通じて検出されたコロニー数で表現.
*1 Ap'.7ンピシリン耐性;Apヘ7ンt'，リン感受性 Sm r • ~ト ~7・トマイシン耐性;

Sm'.1.トW・トマイシン感受性;C230'. C230活性有;C230-. C230活性無

(J)プラスミドの脱落 2つのプラスミド・マーカーを発現している株をプラスミド保持株とみ

なし、その全体に対する比率をプラスミド保持率と定義して、この変化をC230活性の変化と併

せ、図3-1 -1 (pBH1001果持株〉および図3-1 -2 (pBH500保持株〕に示した。なお E.coli 

C600 (pBH500)の試験については先に述べた変異株の比率も示している。図から明らかなように、出

現時期は異なるものの、いずれの組換え体においても、プラスミドを失った脱落株が出現し、世代

〈継代〉を重ねるに従って、プラスミド保持率が急激に低下した.また、これにほぼ向調して治養

液のC230活性も低下した。従って、組換え体の機能を活用する上で、プラスミドの脱落が極め

て重要な閑題であることが確認された。

45ー



ハ
H
H
堂
寝
室
)
刻
印
措
O
回

目

。

811 10 

50 

1.1 

00、・0

¥O 、
、
可ミ
・‘.

G ・".)0
100 

A 
1日目

50 

円

咽

仇

)

M
宵
骨
骨
臨
し

L

M

円
恥

h

• 
a 
日

袈li:

ベコープラスミド保持率・C230活性

t詑 f吃

coli JMI03 (pBHI00) 
coll C600(pBHI00) 

50 
。。

A. E. 
B. E. 

O 

pBHI0日の安定住試験成績図3-1-1

(
H
H
世
咽
4
E
)
主5
l~ 

1.2 

~
 

O
 

A
M
 

n吹.。
。¥

内
V

門

V

-

O
、

nvて
ぬ

C 

50 

A 

j.一也

問。令。¥

.~ 
0 

.む。
許

100 

50 
ハ
渓
)

時
救
出
剛
弘 O 

回

目

。

• 
1.1 

D 11 

200 

50 

-=1.0 400 

611 

.. 
1009~" Q-.Q ‘ 

、q

o 

、Q

E而一一一

Oo 

川
川
同

m

h

O 

400 200 喝4OOO 00 

プラ 2ミド保持率
変異株の比率
C230活性

ん

V
A

・

書自足イ吃t生

co/i C600(pBH500) 
putida KT2440(pBH500) 
putida PpGI064(pBH500) 
putida BH-l(pBH500) 

A. E. 
B. f. 
C. f. 
D. f. 

pBH500の安定性試験成績

46ー

図3-1-2



一般に、プラスミドにコードさ

れた遺伝子の発現が強くなるほど

その安定性は低下すると考えられ

ている.表3-1-3に示した供

賦組換え体のC230活性〈組換

えプラスミドの遺伝子発現〉およ

び図3-1-1、図3-1-2か

ら概ねこの傾向が確認された.即

ち、商発現べ9~- pUC19により

表3-1-3 供試組換え体のC230活性

菌 株

且 coJiJMI03(pBHI00) 
且 coliC600(pB旧100)
E. coli C6日o(pBH500) 
P. puti，由 KTZ440(PBH500)
P. putida PpG1064(pBH500) 
P. putida BH-l(pBH500) 

C230活性(U/g-.protein)

233.7 
854.6 
73.0 
23.9 
60.8 
25. 1 

構築されたpBH100の宿主内安定性は、遺伝子発現がさほど高くないpBH500に比べて非常に低いこと

が示された.しかし、 pBH500保持株間の比較では遺伝子発現 (C230)が C600>PpGI064>BH-1

孟KT2440であったのに対し、プラスミドの安定位は、 BH-1>P凶1064>KT2440孟C600となり、必ず

しもこの傾向は伺われなかった。このことは、遺伝子の発現が比較的高い上に、プラスミド安定性

の高い組換え体を育積することが可能なことを示しており、興味深い。ここでは、 P.putidaPpG1 

064 (pBH500)が、かなり商いC230活性とプラスミドの安定性を示したことから、有効な組換え

体といえる.一方、 P.putida BH-!(pBH500)は 300世代後でもプラスミド保持率が80%以上であり、

同等のC230活性を示したλputidaKT2440(pBH500)に比べて極めて高い安定性を示した.排水

処理では目僚の水質基準を維持することが目的であることから、遺伝子の商発現も重要ではあるが、

水質・水量変動に左右されない安定性がさらにE重要であり、これらの組換え体は有効な活用が期待

できる。以上のように、目的遺伝子を様々なベク担ーに組み込み各種宿主菌株内での安定性を調べ

れば、有用な組換え体の選択が可能であるといえる。

(2)プラスミドの変異 E.coli C600 (pBH500)の安定性試験で出現した変異株(表3-1-2に

示Lた(Sm'，C230-)の表現型を持つ24株のうちの1株)を、瓦 coliC600-W304と名付け、その詳締

を調べた.本株は、組換え遺伝子の発現がプラスミドの脱落以外の原因で低下あるいは欠失してし

まう現象として量要である.

先に述べたように、本変異株はアガロースグル電気泳動によりプラスミドを保持することが確認

された(写真3-1-1)。しかし、ここでのアガロースグル電気泳動による解析からは、本プラ

スミドとpBH500の制限酵素切断パターンに差はなく、プラスミド上の変異は明らかにならなかった。

また宿主菌についても性質を種々調べたが、明確な変異を見いだすことはできなかった。 Mizutani

et aJ.4'は、 α-7ミラーゼ遺伝子を含む組換えプラスミドの8acilJud{首主内での安定性を調べ、

ケモス担 vト培養で出現したαーアミラーゼ活性欠失株が、プラスミド上の組換え遺伝子断片が、

2kbに及ぶ欠損を受けた変異株であったことを報告している.これを参考にすれば C60u-W304は、

pBH500上の微小な部分に挿入、欠失などの変異を生じたものとも考えられる。

さらに、 C60Q-W304からC230活性復帰株が形成されるかを確認し、またそのプラスミドの安

定性を評価するため、本株についても連続継代培養による安定性試験を行った.結果を図3-1ー
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3に示した.ことでもプラスミド脱落株が出現し、保持率の急激な低下が確認されたが、 C230

活性を示す復帰株は得られなかった.また、本株では元株E. coli C600よりも若干プラスミドの安

定性が高くなった.このことは、組換え体で生じた自然突然変異が、プラスミドの安定性を向上さ

せる可能性を示唆している.
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写真3-1-1

2.プラスミド安定性のモデル解析

プラス ミドの安定性は一般的には、保持株から脱落株が形成される頻度と、保持株と脱落株の増

殖速度の差に依存する o Imanaka and Aiba23) は、プラスミドを持つ細菌が因分培養で指数1首殖し

ている場合、 n回細胞分裂後 (n世代後〉のプラスミド保持率Pnが下式で表されることを示した。

Pn= (1一α-p)/ (1 -α_p.2" 1 • -t P - I>) 

ただし、 pはl聞の細胞分裂当たりにプラス ミド脱港株が形成される確率、 αはプラス ミド脱港株

の保持株に対する比増殖速度μの比である。ここで、通常、プラスミドによる負荷を持つ保持株の

μは、脱滞株のμに比べて小さく、 αは1以上の{直となる.

本試験の条件は、 lまぼこのモデル式の仮定を満たすため、実験デー担を本式に適用し、最小自乗

近似により各組換え体の pf直およびα{直を推定した。この解析結果を表3-1-4に示した。また、

図 3-1-1~図 3-1 - 3 に示した幽線は、本式に推定されたパラメータを代入して求めている。

図示したように、他の菌株と異なるプラスミド保持率の低下パ担ーンを示した P

(pslj500)を除き、モデル式は実験デー担とよく一致した.

putida PpG1064 

一 時 一



表3~1-4 プラスミド安定性に関するパラメー主推定値

推定パラメー担
菌 株 デー主数 誤差自乗和

p α 

E. coli J町1103(pBHI00) 0.0009 1. 13 7 0.0039 
ιcoJi C600(pBHI00) 0.0004 2.96 3 0.0008 
E. coJi C600(pBH500) 0.000日6 1. 06 13 0.0249 
P. putid8 KT2440(pBH5∞) 0.00006 1. 05 8 0.0022 
P. PUtid8 P凶1064(pBH500) 0.003 1.01 13 0.0336 
P. putida BH-l(pBH500) 0.00007 1. 02 13 0.0163 

推定されたp値はいずれの組換え体に対しても小さい値となり、プラスミドにより異なっていた

が、宿主による差はさほどなかった.また、安定性との明確な相関は認められなかった。一般に、

p8HlOOやp8H500など特別な宿主内安定化機構を持たないプラスミドは、細胞分裂時、両娘細胞にラ

ンダム配分される。この場合、 pはプラスミド・コピー数Nに依存し、下式で示される 11)。

p = 2 )-N 

これによれば、 pBHIOOおよひIp8H500の宿主内でのコピー数はそれぞれ、 ll~IZ個および14~15個

と紋算される。通常 pUC19は宿主細胞当たり約50~60個、 pKT230は約15~20個存在し、とれにより

構築された組換えプラスミドでは、コピー数が若干低下するといわれている。従って、 pBH500に対

して推定されたp値は妥当といえるが、 p8HlO0に対するp値はかなり商く推定されたことになり、

p8HI00保持株ではランダム配分による脱落株の形成以外に、例えばプラスミドの消滅のような、iJlJ

な脱落株の形成過程があったものと考えられる。よって、 puC19のような寓発現ベクターを組換え

体構築に使用する場合には、特にその安定伎について十分注意を払う必要があるといえる。

一方、 α値は予想通り 1以上とt量定されたが、このf直が高くt量定された組換え体ほどプラスミド

の安定性が低くなる傾向が認められた。従って、脱落株が保持株よりも大きいμで培殖し、優勢に

なることがプラスミド保持率低下の主因と考えられる.また、とのことから、安定性の寓い組換え

体を育種するためには、プラスミド保持が宿主の増殖に及ぼす彫響の少ない宿主ープラスミド系を

選択することが重要であるといえる.

本試験で、特に安定性の高かったP.putida BH-l(pBH500)は、 α=1.02と推定され、組換えプラ

スミドpBH500の導入が宿主の増殖に及ぼす影響が少ない組換え体であると推測された。そこで、 μ

を実験的に求め、宿主P.putida BH-ll::比較したところ、プラスミド脱落株の保持株に対するμの

比、 α=1.003という実測値を得た.他のpBH500保持菌株について問機に実視H直を求めたととろ、

α=1. 04~1.おとなり、 P. putida 88-Jが他の宿主に比べ、 pBH500保持により増殖速度が低下しに

くいことが確認された。 pheBは、 P.putida BHの染色体からクローニングされた遺伝子であり、

P. putida BH-1はBHの派生株である。このことは、宿主由来の遺伝子を元株に導入した場合組換え

プラスミドの安定性が高くなることを示唆しているものともいえ、興味深い。そこで、 pBH500:を構
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策したベク担-pKT230にnahGを組み

込んだプラスミドpHF400を P.putida 

B8-1に導入し、その安定住を調べたと

ころ、図3-1-4のようになった.

図示した通り、プラスミド保持率の低

下は極めて速くなり、上記の推測を裏

付ける結果となった.このことから、

第2編第2章で示したような、染色体

からクローニングした遺伝子を組換え

プラスミドの形で元株に戻す中間代謝

経路の強化は、遺伝的に安定な組換え

体を得る上でも有効な育種法と考えら

。o 2日目

れる.

第4節要約

遺伝的安定性の商い組換え体の特性を明らかにすることを目的として、 pheBを組み込んだ組換

えプラスミドの各種宿主内での安定性を連続継代培養によって調べ、以下の知見を得た。

1) 試験した企組換え体の培養において、プラスミドを失った脱落株が出現し、培養につれてプ

ラスミド保持株の比率は低下した。従って、選択圧のない条件下でプラスミドの安定性が重要な問

題であることが確認された。

2) E. coJ i C600 (PBH500)の試験では、プラスミドは保持するが、組換え遺伝子の発現がない変

異株が出現した.この変異株は元株よりもプラスミドの安定性がやや高かった.

3) 安定性試験の結果と組換え体の遺伝子発現 (C230活性)の比較から、遺伝子発現が比較

的寓〈、しかもプラスミドの安定性が高い組換え体や、遺伝子発現は低いが、極めて安定性の高い

組換え体の存在を示し、これらが排水処理への活用に有効であると考察した。

4) 安定性試験のモデル解析から、各試験におけるプラスミド、の脱落頻度P、および脱落株の保

持株に対する比増殖速度μの比率αを求めた.この結果から、安定性の商い組換え体はα{直が小さ

い、即ち、プラスミド保持が宿主の増殖速度を低下させないことを示唆した。また、染色体からク

ローニシグされた遺伝子を、先株に導入した場合αの小さい株が得られ、安定性の高い組換え体の

育種が可能であることを示唆した.
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第U~ 組換え体の生態学的安定住に関する研究

第1節 緒 言

活性汚泥法は多種多様な微生物の混合系であるため、遺伝子組換え体の活用においては、その遺

伝的安定住に加えて、生懸学的安定性が重要な閑題となる。ただし、ここで、生態学的安定性とは、

難分解性物質分解などの有用機能を有している組換え体が、生態系においてどれだけ安定にその個

体君事を維持することができるかを意味している。即ち、生態学的に不安定な組換え体は、活性汚泥

処理系から淘汰され、消滅してしまうため、いくら目的遺伝子の発現と遺伝的安定性が高くとも、

その機能を生かして処理性能を向上させることができない.

組換え体の生態学的安定性を取り扱った研究としては、近年、湖水、土壌やミクロコズムでの残

存性について比較的多くの検討がなされている 1)-8) が、活性汚泥中での生態挙動に関してはほと

んど報告がない.僅かに、 McClureet 8J.的叩》がモデル活性汚泥処理装置に3ークロロ安息香li!1分

解遺伝子を導入した組換え体 P.putida UWCl(pDlO)を投入し、その生存と遺伝子発現を追跡した

例が目をひくのみである.この報告では、 UWCl(pOlO)の個体群は投入直後の急激な減少に引き続き、

さらに減衰し、 3ークロロ安息香駿の除去効率も向よしなかったことから、生態学的安定性の重要さ

が確認された.一方で、組換え遺伝子が転移したと考えられる土着の活性汚泥細菌が、比較的高い

安定性を持つことが示されるなど、興味深い知見も得られており、今後さらに詳細な検討が望まれ

ている.

本章では、 pheBを導入した組換え体の活性汚泥中における挙動を、因分および連続雨試験によ

って翻ベた。また、その生懸学的安定性に及ぼす、組換え体の槌種量、 SRT、選択圧となる基質

の添加などの影響を種々検討した.

第2節 実験材料および方法

1.実験材料

(1)供試組換え体および活性汚泥: 第l編第2章で構築された組換えプラスミドpBH500を持つ2

種の組換え体旦 putjdaBH(pBH500)およびιcoJjC600(pBH500)を用い、その活性汚泥内挙動を調

べた。また、活性汚泥には第1絹第1章同様、肉エキス、ベプトンを主成分とする合成下水に長期

間馴致されていたものを用いた。

(2)使用培地: ここで使用した組換え体P.putjda BH (pBH500)は安息香磁を単一炭素源として増

殖し、且 coJjC600(pBH500)は大腸菌群検出用培地で潜殖することができる。また、雨株ともに、

pBH500由来のSm耐性を示す.このことから、 P.putjda BH (pBH500) :およびE.coJj C600(pBH500) 

の選択培地には、無機泡高音地(第2領第1章:表2-1-2)に安息香酸ナトリウム (500mg/J)

およびSm(50mg!J)を加えて周化した安息香酸培地、およびデスオキシコーレイト培地(第1編

第2*:表1-2-1)にSm C100mg/J) を加え固化した培地を使用した.なお、活性汚泥を絶

換え体の選択渚地に平板培養したところ、 30・C、2日の培養では、生菌数は lQOcfu/mJ以下となっ
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た.また、活性汚泥および処理水の全生菌数の計数には、 CGY治地(第1編第l寧:表1-1-

2)を用いた.組換え体の培養はL培地(第1編第2:1韓:表1-2-3)を用い、 30'C、100rpm、

一晩の回転振漫により行った.

2.実験方法

(!)個分培養活性汚泥内における組換え体の残存試験(回分試験) : 組換え体培養液を遠心分離

ClO.OOOX g 、15分〉して菌体を回収し、その適量をMLSS濃 度 約2.000mgバの活性汚泥 100m/

と混合して、 300m/容三角フラスコ中、 25・C、100rpmの回転援温培養を行い、組換え体残存試験を

行った.フラスコはl日ザイタルの fi11 and draw方式で培養した.即ち、毎日一定量の活性汚泥

を引き抜昔、約30分の静置沈降により周波分離を行って上i畳を排除した後、表3-2-1の合成下

水 211/を供給し、滅菌したイオン交換水で水位を 100m/に

戻す操作を繰り返した.ここで引き抜かれた汚泥を第u圏

第1章図1-1-2に準じて、 CGY培地および組換え体

の選tR培地に平板培養し、活性汚泥中の全生菌数および組

換え体数を測定した。ただし、組換え体数は30'C、2日の

培養により得られたコロニー計数から算出した.なお、汚

泥引き抜き量 Qw(mJ)を変化させて、下式で定義される

S RT (dajう を設定した.

表3-2-1 合成下水の組成

成分

肉エキス
ベプトン

尿素
NaCl 
KCl 
C a C 12 

MgSO， 

濃度 (g/J)

20 
30 
5 

SRT=V/Qw Na2HPO， 

1. 5 
0.7 
0.7 
0.5 
2.4 

ここで、 Vは活性汚泥培養量 (=100ml)である。

(2)連続式活性汚泥処理装置内における組換え体の残存試験(連続試験〕

2-1に示した連続式活性汚泥処理装置の曝気 空気+

流入水

曝曳槽容量

沈澱槽容量

流入水流量

湿気量

設定温度

返送汚泥量

返送汚泥

*理学的滞留時間

C ODcr容積負荷

組換え体を、図3-

P 

1 

1 
Ilday 

0.4 VVIl 

25土 1• C 

4.3 Ilday 
24.0 hr 
0.83 g-COOcrl.' Iday 

槽に投入し、その残存を調べた.処理装置は、

容量51の曝気槽と 11の沈澱捕から成り、沈澱槽

底部から定量ポンプにて汚泥返送が行われる。

流入水には表3-2-1の合成下水を水道水で

約60倍に希釈して用い、図中に示した処理条件

の維持につとめた。ここで因分試験同様に、装

置運転開始から経時的に曝気槽から引き抜いた

汚泥の平板培養を行い、金生菌数および組換え

体数を調べた。また、本試験では処理水につい

ても全生菌数及び組換え体数を測定した。なお、

SRT (d，勾うは下式で定義し、処理水SS濃

度を考慮して、曝気槽からの余剰防泥の引き抜

きにより制御した. 図3-2-1 連続式活性汚泥処理装置
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SRT=V. S/ {QwS+ (Qs-Qw) Se} 

とこで、 Vは理事気槽容量 (=6])、Sは曝気槽内MLSS濃度 (mg/])、Seは処理水SS濃度

(mg/])、Qwは余剰汚泥引き抜き量 (J/d8jう、 Qsは流入水流量 (J/day)である。

表8-2-2に、連続式活性汚泥処理装置を用いて行ったー速の実験の目的、および実験条件・

方法をまとめた.

表3-2-2 連続式活性汚泥処理装置を用いた組換え体の残存試験の目的および実験条件

実験条件
Run No. 菌株 自 的

植種 SRT その他

Run.C-l E. coli C600 開始時 15日 C600 (pBH500)残存の
(pBH500) 基本特性の把握

Run.B-l P.putida BH 開始時 15日 BH(pBH500)残存の
(pBH500) 基本特性の把握

Run.B-2 P. putida BH 開始時 15日 繰り返し植種の効果
(pBH500) 2.4.6.20日目 の評価

Run.B-3 P. putida BH 開始時 301ヨ SRTの影響の評価
(pBH500) 13日目

Run.B-4 P.putida BH 開始時 5日 SRTの影響の評価
(pBH500) 22日目

Run.B-5 P. putida BH 開始時 15日 21日目から 増殖基質添加の影響
(pBH500) 8.20日目 7x/-~添加 の評価

(10081g/1) 

第3節 実験結果および考察

1.因分試験成績

回分試験では活性汚泥内における組換え体残存の基本パターンを明らかにし、さらに組換え体の

植1重量およびSRT制御が及ぼす影響について検討した。

(1)回分試験における組換え体の残存: 図分試験によって得られたE.coli C600 (PBH500)および

λputida BH(pBH500)の活性汚泥中での残存の様子を、図8-2-2に示した。図は、 SRTを20

日に殺定した場合の一例である.図示された通り、同組換え体とも、活性汚泥への添加直後から急

激に減少した後、比較的安定な個体群を維持して汚泥生態系内にとどまることが明らかになった。

即ち、活性汚泥内での組換え体の残存曲線は、初期の急激な減少の期間(急減期〉と、個体群が安
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定化する、あるいは緩やかな減少をみせる

期間(安定期〉に分かれた.

との試験では且 coJiC600(pBH500)は、

10日目までに3.5X10・cfu/mJから2.OX 10・
cfu/IIJに減少し、 30日目まで約1.5x 10・
cfu/mJで安定に保持された.

一方、 P.putida BH (pBH500)は、 2.3x

10・cfu!IIJで添加され、培養21日目までに、

約1000分の lに減少した後、さらに緩やか

に減少したが、 50日目まで乱5XlQ'cfu/mJ

のレベルで残存していた.従って、組換え

体は、活性汚泥内で減少するものの完全に

は淘汰されず、長期間残存できるものとい

える.なお、 filland draw方式による培

養において、静置沈降後の上澄液は2日目

以降は極めて澄明であったことから、組換

え体は分散状態ではなく、活性汚泥フロッ

クに取り込まれた形で残存していたと推測

される.

(2)槌種量の影響: 図3-2-3に槌種量を種々変化させた場合の組換え体の残存曲線を比較し

た.図から、且 coJiC600(pBH500)、P.put i da BH (pBH500)ともに、急減した後安定化 o斬減〉す

る残存曲線を示すが、纏種量が多いほど安定後の残存級換え体数が高〈なる傾向が認められた。従

って、回分権養においては、組換え体の植種量は、生態学的安定性に重要な影響を及ぼす要因の一

つであるといえる。

(3) SRTの影響: 活性汚泥の培養SRTを変化させて行った組換え体残存試験の結果を、図3

-2-4に示した。図には、植種菌体が増殖しないと仮定した場合の汚泥引き抜きによる組換え体

の単純な減少速度を併せて示している。図の通り、 E.coJi C600(pBH500)、P.putida BH(pBH500) 

kもに、制御SRTを短くするほど組換え体が高いレベルで残存し、安定化することが明らかにな

った.また、この安定性の向上は、 E.coli C6∞(pBH500)では、 SRTを短〈するほど急減期の期

間が短縮され、さらにまた安定期の組換え体の漸減が起こりにくくなったことに、また P.putida 

BH(pBH500)では、急減・安定両期間における組換え体の減少速度が低下したと tに、それぞれ起因

していることが伺える.ここで、 SRTが短くなるほど、汚泥引き抜きによる組換え体の減少速度

が高くなることかち、 SRTの減少に伴って組換え体の増殖速度が高くなっていることが明らかで

ある.
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(4) E. coIi C600(pBH500)およびP.putida BH (pBH500)の比較: 図分試験では、活性汚泥の優占

属である Pseudomonasを宿主とした組換え体P.putida BH(pBH500)と、活性汚泥中ではほとんど検

出されない大腸菌を宿主としたE.coIi C600(pBH500)を使用して、種々の試験を行ったが、ほぼ同

じ条件下では両者の活性汚泥中での残存に大きな差は認められなかった.McClure et 81.川は、

モデル活性汚泥内での組換え体挙動を調べた研究で、組換え遺伝子が転移したと考えられる土着細

菌が比較的高い安定住を持っていたことから、処理環境に適合した宿主の選択が重要であることを

指摘している.一般的に考えれば、活性汚泥の優占菌樋を宿主とした組換え体は、非優占菌種を宿

主と Lた場合より、その生態学的安定性は高くなるものといえるが、そうならなかったことは興喋

深い.
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2.遠鏡試験成績

連続式活性汚泥処理装置による組換え体残存試験の結果を図3-2 -5 (E. coli C600(p8H500) 

Run. C-J)および図3-2 -6 (P. putida BH (pBH500) : Run.トl-Bーのに示した.一連の連続

試験は、因分試験で得られた知見が実際の処理条件下にも適用できるかを確認し、活性汚泥内にお

ける組換え体の安定化法を模索することを目的とした.特に、 Run.B-2-B-5では、 P.putida BH 

(p8H500)を処理装置内に商い生菌数レベルに保持するための検討を行った(表3-2-2参照〕。

(I)逮続試験における組換え体の残存 Run.C-l(図3-2-5)およひ・Run.B-l(図3-2-6

(A) )は、活性汚泥処理装置内におけるE.co Ii C600 (pBH500)およびP.putida BH (pBH500)の残

存の基本パ担ーンを犯湿するために行った試験である.曝気槽内においてはE.coIi C600(pBH500)、

P. putida BH(p8H500)ともに、運転開始後から急激に減少したが、その後は明らかな減少がなくな

り、各々 103-J04cfulIlJおよび約103cfu/mJで安定化した.従って、連続処理系においても組換え

体は完全に淘汰されず、ある一定レベルで維持できることが明らかになった.この残存パターンは、

因分試験で認められたものと類似するが、同様の植種量での結果と比べると、安定化した組換え体

数はやや低くなった.また連続試験でも、同組換え体の残存数には大差はなかった。

(2)繰り返し植種の効果: 植種量を高くすると組換え体の残存数が高まるという因分試験の結果

から、 Run.8-2 (図3-2-6(B))ではP.puti da BH (p8H500)の繰り返し繍種を行った。試験

開始後、 2、4、6日目に繰り返し植種を行ったが、組換え体の残存数を高めることはできなかった。

試験開始時には植種後約24時間流入水の供給を停Jl:L，、活性汚泥7口、yクへの組換え体の取り込み

を図ったが、この繰り返し植種では流入停止を約1時間としたことが原因とも考えられた.そこで

20日目に再び植種を行い、 24時間の混和を行ったが、やはり効果は認められなかった。連続式処理

装置への組換え体の効果的な添加方法については、さらに検討が必要である.また、繰り返し植鍾

直後にも処理水中の組換え体数はさほど高くならなかったことから、添加された組換え体は曝気構

内で淘汰されたものと推測される。

(3) S RTの彫響 Run.8-3、8-4(図3-2-6(C) (D))ではSRTを30日および5日に

変化させた。これらと SRT15日のRun.B-l 、8-2を比較し、 SRTの影響を検討した。図から、回

分試験と同様にSRTを短くするほど組換え体の残存数が高くなる (SRT5日ではJ04-105cfu/ 

m1、15日では約10'cfu/1II1、30日では約1Q2cfu/mJ)ことが解る。従って、組換え体を活性汚泥処

理系において高いレベルに維持するためには、 SRTを短くする運転が有効であることが明らかと

なった。なお、ここでも繰り返し植種を行ったが、その効果は認められなかった。

(4)流入水へのフェノール添加の彫響: 組換え体が特異的に資化できる基質の流入は、その残存

に多大な彫響を及ぼすものと考えられる。 Run.8-5 (図3-2一日 (E))では、 21日目から流入

水に組換え体が資化できるフエノールを添加し、その彫響を調べた。図から、フェノールを添加し

た直後には、組換え体数がややt首加したが、明確な影響は認められなかった.多種多様な基質利用

性を持つ微生物が混在する活性汚泥中においては、このような増殖基質の添加は、必ずしも組換え

体の残存に影響を及ぼさないものといえる。
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(5)処理水中の組換え体数: 一連の試験を通じて、処漣水中から曝気構内の約10分の 1-100分

のlの組換え体が検出され、系外への流出が示された.従って、組換え体の活用に際しては、 21X

処理水の滅菌や限外ろ過膜による細菌除去など、ハザード対策の必要性が確認された.

3 .活性汚泥中における組換え体の湖汰・残存機構に関する考察

図分・連続両試験の結果から、活性汚泥に添加された組換え体は急激に減少するが、その後かな

り安定な個体群を保ち、活性汚泥処理系に長期間残存し得ることが明らかになった。このことは、

組換え体を活性汚泥に投入し、その機能を利用することができることを示唆している。しかし、モ

デル処理装置内で組換え体P.putida BH (pBH500)の生態学的安定性が最も高かったRun.B-4でも、

その残存数は1O.-10'cfu/mJであり、組換え体を活性汚泥の優占細菌として維持することはできな

かった.従って、組換え体を高いレベルに維持するために、活性汚泥中における淘汰や定着のメカ

ニズムを解明することが重要であると考えられる.本実験で得られた組換え体の残存特佳からは、

淘汰機構の一部を以下のように推測することができる.

一般に、活性汚泥中における特定細菌数の増減は、主にそのt首殖と系外への排出によって決まる

といわれる.しかし、本拭験における組換え体の活性汚泥への添加直後の減少は、余剰汚泥の引き

抜きによる排出では説明できないほど急激であったため、念、減期には組換え体に対する他の強い淘

汰圧が働いていたといえる.ここで、この淘汰圧には、原生動物による捕食、他の微生物との競合、

種々の環境因子による致死効果などがあげられ、ひとまとめにして活性汚泥生態系の淘汰圧と表現

すると kができる.ー方、安定期では生態系の淘汰圧が小さかったものといえる。即ち、急減期で

は、組換え体の添加によってパランスの崩れた活性汚泥生態系が安定化するために、強い淘汰圧が

作用したのに対し、安定期では、組換え体が一定の生態学的地位を獲得した比較的安定した生態系

が形成され、淘汰圧が弱かったものと解釈できる.また、本章の検討では、 SRTを短〈設定する

ことが、組換え体の残存性を高める上で有効であることが明らかとなった.とのことは、第l調第

l章で示されたように、 SRTを短くすると活性汚泥細菌相の多様性が低下し、種々の環境因子を

めぐって組換え体と競合する土着細菌群が減少するため、組換え体への淘汰圧が軽減された結果と

考えられる。

第4節要約

活性汚泥に級換え体P.putida BH(pBH500)およびE.coli C600 (pBH500)を添加し、回分振塗培養

および連続式処理装置じよる紋験でその残存を調べ、組換え体の生態学的安定性に関する以下の知

見を得た。

1) 回分・連続両試験において、活性汚泥に添加された組換え体は急激な対数減少を示した後、

比較的安定な生菌数を維持し系内に長期間とどまった。従って、組換え体を活性汚泥に投入し、活

用するととは可能といえるが、残存数を高める工夫が必要である.とこで、 λputidaBH (pBH500) 

と且 coJiC600(pBH500)の残存数に大きな差はなかった。

2) 回分培養試験で、組換え体植種量を多くし、またSRTを短く設定すると、組換え体が高い
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レベルで残存することを示した。

3) 連続式処理装置によるP.putida BH(pBH500)の残存試験でも、 SRTを短くすると組換え体

の残存数が高くなったが、植種の繰り返しゃ増殖基質であるフェノールの添加による明確な影響は

認められなかった.また、処理水からは曝気槽内の10分の 1-100分のlの組換え体が検出された。

4) 組換え体の活性汚泥法への活用では生態系の淘汰圧が重要な問題であり、これが活性汚泥の

微生物相に依存すると考察した。
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第3* 組換え体の活性汚泥法への活用に闘する検討

第1節緒言

近年、著しい進歩を遂げたパイオ関連周辺技術は、微生物を多様な形で、しかも効率よく活用す

る種々の方法を提供している.微生物の固定化、限外ろ過膜を用いた回液分離、計装機器によるプ

ロセスの自動制御などは、既に水処理分野にも転用されており 3ト刷、活性汚泥法に組換え体を活

用する上でも有用と考えられる.この場合、使用する組換え体の特性を考慮して適用技術を選択す

ることが重要である。特に、良好な処理水質を常に維持することを目標とする排水処理においては、

組換え体の機能と安定性を十分に考慮した活用法の検討が必須となる。

本編第1章、第2章では、組換え体の安定性について遺伝的・生態学的両面から検討し、この問

題の解決が極めて麗要な課題であることを確認した。しかし一方、第1章では遺伝的安定性の商い

組換え体の存在が示され、第2寧では生態学的安定性に大きな形響を及lます要因の一部が明らかに

なり、活性汚泥法における組換え体活用の可能性が示唆された。即ち、目的に合った機能と安定性

をもっ組換え体に、適切な周辺技術を適用すれば、処理の効率化・高度化を達成することができる

と考えられる.

本章では、第u柱、第2章で得られた知見をふまえて、活性汚泥法における組換え体の有効な活

用方法を模索した.即ち、活性汚泥法における組換え体の活用を、混合培養系および純粋場養系で

の利用に分けて、実用プロセスの提案と評価を行っている.

第2節 組換え体の混合系利用と純粋系利用

活性汚泥法における組換え体の活用には主に、混合培養系および純粋培養系の2つの利用形態が

想定できる(混合系利用および純粋系利用〕。混合系利用は、組換え体を活性汚泥に添加して両者

の能力を一つの処理槽内で発揮させる方法であり、純粋系利用は、組換え体を活性汚泥とは別の処

理槽で純粋培養の形で活用する方法である。

多様な微生物が混在する活性汚泥処理槽内で組換え体を活用する混合系利用では、第2章で示し

たように生態学的安定性の問題があり、また合理的な運転制御が困難であることから、組換え体の

持つ有用機能を十分に発揮させることが容易ではない反面、半自然生態系の特徴を生かした安定か

っ経済的な処理が行えるメリットがある。一方、純粋系利用では、合理的な培養系の管理によって

組換え体の機能を効率的に活用できるが、処理が不安定になりやすく、複数の処理系列を設ける必

要があるため高コストとなる可能性がある.従って、両者にはそれぞれの得失があるといえ、処理

の目的にかなった活用方法を採用することが重要である。後節では、混合系利用、純粋系利用の各

々について、いくつかの実用的プロセスを提案し、これを種々検討することを通じて、活性汚泥法

への組換え体活用法について考察した。
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第S節 混合系利用法の検討

組換え体の混合系利用の中で、最も単純な方法は、経換え体を直接活性汚泥に添加する方法であ

る.組換え体の定着により活性汚泥の機能が高められれば、現在の標準的なプロセス、装置をその

まま利用した経済的な処理の効率化・高度化が望め、ある意味で理想的である〈図3-3-1). 

しかし、第2章で示されたように、活性汚泥中に投入した組換え体は急激に減少し、その数は高い

レベルに維持されにくいため、遺伝子発現が低ければ処理性能の大幅な向上は期待できない。また、

曝気捕の運転においては、必ずしも

総換え体の活用に有利な処理〈培養)

条件を保つことができない欠点があ

る.従って、この利用形態でも有効

に使用することのできる組換え体の

育種が重要な課題である.例として、

微量有害物質の分解、燐除去の効率

化、フロック形成能の湘強などがあ

げられる.これらの例では、活性汚

泥に定着し得る少数の組換え体によ

っても、処理の目標が達成できる可

能性がある。

一方、組換え体を回分式反応槽で

別途培養しておき、とれを曝気捕に

添加して混合系利用を行う図3-3

-2のプロセス CEnricherReactor 

SystemOつの適用が提案できる。こ

のプロセスでは、曝気嫡に絶えず組

換え体が供給されるため、その濃度

が高く保たれる.従って、曝気構内

で組換え体の機能を商いレベルで活

用することが可能となり、難分解性

物質を比較的高い濃度で含む排水の

処理などに有効であると考えられる。

この方法では組換え体の地養基質を

使用するという経済面での問題があ

るが、生態学的安定性の問題を回避

できる利用形態として期待できる.

流入水

処理水

図3-3-1 標単活性汚泥プロセスにおける

橋建基質

組換え体

培養槽

(連続四分)

組換え体の混合系利用

流入水

処理水

図3-3 -2 Enricher Reactor Systemによる

組換え体の混合系華Ij用

61 



また、組換え体を活性汚泥内で安定保持する一つの方策として、国定化の利用があげられる.on 
ち、組換え体を固定化し、これを曝気槽に添加して活性汚泥との併用処理を行う混合系利用形態で

ある.固定化は、組換え体を他の活性汚泥微生物と隔離し、その生存空間 crすみかJ)を与える

手段であるが、細胞を高濃度に保ち、温度、 pHなど環境因子の変動によるシヨヲクを緩和する上、

組換えプラスミドの安定性を高めるとの報告10)-12) もあり、非常に多くのメリットがある.さら

に、活性汚泥との分離が容易であるため、曝気槽から固定化菌体を回収し、別槽で活性化を図るこ

ともできる。このプロセスの概念を図3-3-3に示した.間定化法には、活性炭のような担体に

微生物を固着させる結合固定化と、高分子材料のベレットで微生物を包み込む包括固定化があるが

1)-3) .13)、鏑広い微生物に適用が可能な後者が実用的である.固定化には材料費が高いという欠

点があるが、近年ではPVAを用いた安価で耐久性のよい方法目別も開発され、実用性が高まって

いる.従って、固定化法は極めて有効な混合系利用法であり、多様な目的への適用が可能と考えら

れる.しかし、活性汚泥中での回定化組換え体の機能発現については僅かに橋本と藤田川による

フラスコ試験の報告があるのみで、今後の詳細な検討が必要とされている.

題|
流入水

ヒ
体

申山
4

h
え換

国
組

1
1
1
1
b
m自
制

-
i
l
i
-
-

制

一一罰法

処理水
組換え体
活性化構

曝気槽

図3-3-3 固定化組換え体を使用した組換え体の混合系利用

以上から、混合系利用は、処理構内に高濃度に組換え体を維持する技術の実用的検討が必要であ

るが、一般下水処理から産業排水の処理まで広範な活用が期待でき、活性汚泥法の高機能化に高い

ポテシシャルを持つものといえる。

62 一一



第4節 純粋系利用法の検討

産業排水処理の分野で、特定の化学物質を多量に含む排水を、高い分解能を持つ微生物の純粋培

養系を用いて処理するいわゆる「純粋菌培養法3引」が提案され一部実用化されている(図3-3

-4)。この方式では、微生物による処理

効率を著しく向上させることが可能であり、

これに組換え体を活用すればさらに処理性

能は高まると考えられる.しかし、特定の

微生物あるいは組換え体のみでは、活性汚

泥に匹敵する良好な処理水質を得ることは

できないため、組換え体利用槽を処理プロ

セスにいかにうまく組み込むか、が重要で

ある.

流入水

純粋菌培養楢
(連続〉

処理水

菌体

図3-3-4 純粋菌培養法による排水処理

図3-8-6に、組換え体利用槽を暖気構の前段に設置した純粋系利用プロセスを例示した.本

プロセスは、処理に有害な難分解性物質や毒性物質を含む特殊産業排水を組換え体利用槽で処理し、

この処理水を他系列の一般排水とともに曝気槽に送り、活性汚泥処理することを想定している.組

換え体に持たせる機能には他に、栄養塩類の効率的取り込み、重金属類の除去、廃水pHの適正化

などが考えられ、特に活性汚泥処理に悪彫響を及lます排水を前処理するために有効である.ここで、

特殊排水と一般排水を分別せずに組換え体利用槽に導者合併処理する形式では、目的とする物質の

濃度が低下し、水理学的滞留時間も短くなるため、処理効率が低下するものといえる.従って、こ

のプロセスは、分別収集された特殊産業排水の処理への適用が有効であると考えられる.また、同

一系統の化学物質を含む排水を混合L、第2編第1章で育種したような多成分基質分解箇で処理す

ることも可能である.一方、組換え体利用植においては長期間の連続培養が行われることになるの

で、組換え体を遺伝的にも、生懸学的にも安定に維持するために、培養系を適正な環境条件に保ち、

他の微生物の汚染を防止する工夫が必要である.このためには、先に示した組換え体の固定化、計

装機器による猪養系の自動制御、オゾン処理や限外ろ過膜による流入水の滅菌・除菌などの周辺技

術が活用できる.また、第1:lItで示したように遺伝的安定性の高い組換え体を活用することも重要

である.

組換え体利用檎を活性汚泥処理構の後段に設けるプロセスも、図3-3-自のような形態で怨定

することができる.通常、活性汚泥処理槽で除去しきれない物質 CCOD成分、色度など〉を対象

とした高度処理を、組換え体利用槽で行う方式である.しかし、図示したように、この方式で組換

え体の純粋系利用を行うためには、曝気穂、組換え体利用摘の両者に対して国液分離の工程が必要

であり、割高なIlt備・運転費用に見合ったメリットがない限り、現実的なプロセスとはなり得ない。

また、組換え体利用槽への流入水中には、ほとんど有機物が含まれていないため、組換え体の増殖

基質の供給も必要となる.

以上より、純粋系利用では、分別収集された特殊排水の処理工程として、活性汚泥処理の前段に
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組換え体利用槽を設置する形式が有望であり、難分解性物質・有害物質除去の効率化を図れる実用

プロセス構築の可能性は高いといえる.

前処理

(SS除去.滅菌等}

処理水

図3-3-5 組換え体の純粋系利用プロセλ (1)

流入水

〈基質〉
処理水

活性汚泥

濃縮菌体

図3-3一日 組換え体の純粋系利用プロセス (2)

第5節要約

活性汚泥法への組換え体の有効な活用法について検討し、以下のように考察した。

1) 組換え体の利用形態を、活性汚泥処理構内で使用する混合系利用、および別途組換え体利用

糟を設ける純粋系利用に分類した.

2) 混合系利用では、活性汚泥内での組換え体の生態学的安定性が重要な問題であるが、組換え

体の培養糟を設ける EnricherReactor Systemの適用や国定化法の活用によってこの問題を解決す

れば、経済的かつ安定な高機能型処理が行えるものと考えられる。

3) 純粋系利用では、分別収集された特殊排水の処理工程として、活性汚泥処理の前段に組換え

体利用槽を設置する形式が有望であり、効率的な難分解性物質・有害物質の除去が行える実用プロ

セスを構築できる可能性が高いといえる.
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総 括並びに結鎗

活性汚泥法は、下排水処理の中心技術として、長年水域の汚濁防止に重要な役割を担ってきた。

しかし近年、生活様式や産業活動の多様化・高度化に伴って、難分解性物質の分解、栄養壇類の除

去、急激な水質・水量変動への対応など、従来の処理では対処しきれない種々の問題が顕在化して

いる.このような問題の解決には本法の本質的な改良が必要とされるが、一方策として、 1970

年代以降急速な発展を遂げた遺伝子操作技術の適用が提案できる。有用な機能を付加あるいは強化

した遺伝子組換え体を育種し、これを活用すれば、処理性能の飛隠的な向上が望める。

本論文は、活性汚泥法の高度化・効率化に高いポテンシャルを持つ遺伝子組換え体の活用に注目

し、その実用化を目的として行った基礎的研究をまとめたものである。

第1舗では、組換え体活用の場としての活性汚泥の微生物学的、遺伝学的特性の把握を目的とし、

活性汚泥法における出現細菌およびそのプラスミドに関する実験・調査を行った。

第 l編第 U~では、最も重要な操作因子である活性汚泥滞留時間 (SRT) を種々変化させて培

養した活性汚泥から、優占細菌を分離し、細菌相の変化を調べた.各種活性汚泥の優占菌として、

Pseudomonas.属、 F1a vobacter i um.属、および Coryneformgroupの細菌が分離されたが、 SRT制御

によって活性汚泥の細菌構成が変化した.NPちSRT2日および5日では大部分がPseudomonas.属

細菌であったのに対し、 SRT10日および15日では、 F1avobacteri四属およびCoryneformgroupの

細菌の構成比皐が増加し、構成細菌相が多様化した.また、細菌相の変化や代表菌株の性質と汚泥

性状・処理性能の関連から、若干の興味ある知見が得られた.活性汚泥細菌相の変化は、組換え体

の挙動にも多大な影響を及ぼすものと考えられ、今後さらなる研究が必要とされる.

第1編第2*では、下水処理場の流入水、活性汚泥、および処理水中の細菌株からプラスミドを

検索し、その処理場内での分布を調べた.分離された優占菌、大腸菌群、および各種抗生物質耐性

菌、合計 210の分離株のうち、 25%に当たる52株から総数 150のプラスミドが検索された。ここで、

検出されたプラスミドの約40%は 5kb以下の微小プラスミドであったが、自己伝達能をコードし得

る30kb以上のサイズを持つ大きいプラスミドも約30%を占めた.プラスミドを保持する細菌は、流

入水中ではかなり高い比率 (30-40%)で存在していたが、曝気槽内ではその比率が低下し、処理

水中ではその比率が再び高くなる傾向が示された。野生型プラスミドは、活性汚泥処理系における

組換え体の消長や組換え遺伝子の転移に関わる重要な因子であり、その機能についての解明が望ま

れる。

第2編では、活性汚泥法の機能向上に有効な組換え体の育種を取り上げ、芳香族化合物分解遺伝

子を材料とした遺伝子操作を紹介した.

第2絹第u転では、 NAHプラスミドからクローニングしたサリチル酸ヒドロキシラーゼ遺伝子

nahGを用いて多成分基質分解菌を育種した.フェノールおよび安息香酸を分解する P.putida 
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PpG1064に nahGを導入し、さらにサリチル酸資化能の賦与されたP.putida PI凶1064(pHF400)が得

られた。本組換え体は、野生株 P.puti da PpGl064 (N A H)とほぼ同等のサリチル政分解能を示し

た.また、フェノールおよびサリチル酸の共存下では、両基質を野生株よりも速く分解し、庇盛に

増殖したことから、多様な化合物の混入する排水の処理に有効であることが示された。さらに、組

換え体および野生株の基質分解経路に関する考察から、遺伝子操作による芳香族化合物分解域の拡

大には、カテコーんの ortho分解経路を持つ宿主菌を活用することが有利であることを示唆した。

第2編第2:1ーでは、 P.putida BHの染色体からクローニングしたカテコール2，3オキシグナー

ゼ (C2 3 0)遺伝子pheBを用いて本株の7"，ノール代謝経路を強化した。まず、 P.putida BH 

の染色体からpheBをクローニングし、その制限酵素解析から、 Pseudomonassp. CF600のフェノー

ル分解プラスミドから分離されたC230遺伝子dmpBとの高い相同性を認めた.このpheBを組換

えプラスミドの形で元株に戻し、フェノール代謝経路のうちC230触媒反応を強化した組換え体

P. putida BH(pBH500)を育種した。本組換え体は pheBの構成的発現により、元株よりも高いC2

30活性を示し、低フェノール濃度下での誘導期に速くフェノールを分解・除去した。排水処理で

は流入水に含まれる7"，ノール等の物質の濃度は低〈、しかも絶えず変動するため、この組換え体

の特性は非常に有用であるといえる。この例により、中間代謝経路の補強という新しい分解菌育種

の概念を示した.

第3絹では、組換え体の活用において最も重要な安定性の問題について、実験的に検討し、この

結果をふまえて活性汚泥法への組換え体の有効な活用法を模索した。

第3編第Utでは、 pheBを組み込んだ組換えプラスミドの各種宿主内での安定性を、プラスミ

ドへの選択圧を持たない培地を使用した連続継代培養によって調べた。試験した全組換え体の培養

において、プラスミド脱港株の出現による急激なプラスミド保持株の比率の低下が認められ、選択

庄のない条件下でプラスミドの安定性が重要な問題であることが示された.一方で、 E.coJ i C600 

(pBH500)の試験では、プラスミドは保持するが、組換え遺伝子の発現がない変異株が出現した。ま

た、遺伝子発現が比較的高く、しかもプラスミドの安定性が高い組換え体や、遺伝子発現は低いが、

極めて安定性の高い組換え体の存在が示され、これらが排水処理への活用に有効であると考察した。

次に、安定性試験のモデル解析から、プラスミドの脱落頻度p、および脱落株の保持株に対する比

猶殖速度の比率aを推定し、安定性の高い組換え体はα値が小さい、即ち、プラスミド保持が宿主

の場殖速度を低下させないことを示した。さらに、染色体からクローニングされた遺伝子を、元株

に導入した場合、プラスミド安定性の商い組換え体が得られることを示唆した。これらより、活性

汚泥法への適用に有効な、遺伝的安定性の高い組換え体の選択が可能であると結論した。

第3編第2章では、 2種の組換え体P.putida BH (pBH500)および且 coliC600 (pBH500)の活性汚

泥内での残存を、国分培養および連続式処理装置により調べ、生態学的安定性について検討した。

活性汚泥に添加された組換え体は急激な対数減少を示した後、低レベルではあるが比較的安定な生

菌数を維持し、長期間残存した。従って、組換え体を活性汚泥に投入し活用することは可能ではあ

るが、残存数を高める工夫が必要であると考えられた。そこで、回分培養試験では、植種量を多く
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し、あるいはSRTを短〈設定したところ、組換え体が比較的高いレベルに維持された。連続式処

理装置によるP.putida BH(pBH500)の残存試験でも、 SRTを短くすると、組換え体の残存数が高

くなったが、植種の繰り返しゃ指殖基質であるフェノールの添加では、明確な効果は認められなか

った.またここで、処理水からは曝気槽内の10分の1-100分のlの組換え体が検出され、ハザード

対策の必要性が示唆された.活性汚泥内における組換え体の淘汰、残存のメカニズムについては、

さらに検討が望まれる。

第8編第3:1ーでは、ここまでの研究で得られた知見を考慮して、活性汚泥法への組換え体の有効

な活用法について検討した.まず、組換え体の利用形態を、活性汚泥処理槽内で使用する混合系利

用、および別途組換え体利用槽を設ける純粋系利用に分類し、想定される処理プロセスの評価を行

った.混合系利用では、組換え体の生態学的安定性が重要な問題となるが、組換え体培養槽を設け

る EnricherReactor Syst聞や固定化法を活用すれば、高機能型処理も可能であることを提案した。

一方、純粋系利用では、分別収集された特殊排水の処理工程として、活性汚泥処理の前段に組換え

体利用槽を設置する形式が有望であり、翼草分解f生物質・有害物質の除去を目的とした実用プロセス

が構築できることを明らかにした.

以上の総括から、組換え体供給システム、安定化法や、組換え体用リアクターの開発などの実用

的検討が進めば、組換え体を活用した活性汚泥法の効率化、高機能化が達成されるものと結論でき

る。特に、中小規模の産業排水処理プラントやコミュニティプラントでは、プロセスの変更、設備

.装置の新設、処理制御の合理化などが比較的容易であるため、組換え体を有効に利用Lた各種プ

ロセス構築の可能性は高い。また、とのようなプラントでは特定の排水あるいは水質項目に目擦を

定めて処理を行えるため、目的にあった組換え体を育種・選択することができ、有効な活用が期待

できる。一方、一般の都市型下水処理場への組換え体の適用は、設備・装置の変更、新設が大規模

な工事を必要とする点、あるいは固定化などでは材料コストがかかる点で、組換え体の曝気槽への

直接添加以外に有効な活用法は提案できない。 Lかしことで、 SRTを短〈設定するほど組換え体

の残存数が高まるという本研究の知見は、一つの示唆を与えるものである。近年、流入水の増大に

より下水処湿の高速化が進み、 SRTを短く殻定せざるを得ない反面、室索や難分解f生物質の除去

のためにはSRTを長く殻定せねばならないというジレンマが生じているが、アンモニアの硝化や

難分解性物質分解の能力を賦与した組換え体を活用し、 SRTを短期にとった運転を行えば、この

問題を解決できる可能性がある.今後さらに曝気槽内における組換え体の生態学的安定性について

の検討が進めば、本例のように、一般的な下水処理場における組換え体の有効な活用法が種々提案

され、処理の効率化に大いに寄与するものと考えられる。
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