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従 来 の 微 生 物 学 研 究 は 環 境 中 か ら 採 取 し た 微 生 物 の 分 離 ・ 培 養 を 基 盤 に 行 わ れ

て き た が ， 近 年 ， 急 速 に 発 展 し て き た 分 子 生 物 学 的 手 法 に よ り ， 培 養 を 伴 わ ず に

複 合 微 生 物 生 態 系 の 解 析 が 可 能 に な っ て き た 。 分 子 生 物 学 的 手 法 に よ っ て 環 境 微

生 物 の 分 類 学 的 な 同 定 が 行 わ れ た 結 果 ， 微 生 物 は 複 雑 に 相 互 作 用 し て お り ， 環 境

中 で の 一 連 の 物 質 代 謝 が 複 数 の 菌 株 の 共 代 謝 に よ っ て 行 わ れ て い る ケ ー ス が 多 い

こ と な ど が 明 ら か に な っ て き た 。 さ ら に ， 現 在 の 技 術 で 培 養 可 能 な 微 生 物 は 実 際

に 環 境 中 に 存 在 す る 微 生 物 の 1 %程 度 に 過 ぎ な い こ と も 明 ら か に な っ て き た 。 こ

の よ う な 複 合 微 生 物 生 態 系 は 多 岐 に わ た っ て 活 用 さ れ る 可 能 性 を 秘 め て お り ， 特

に ２ つ の 観 点 で 着 目 で き る 。 一 つ は ， 生 物 機 能 と し て 活 用 す る 場 合 で あ り ， そ の

機 能 を 活 か す た め に は 複 合 微 生 物 叢 の 理 解 が 必 要 不 可 欠 で あ る 。 特 に ， 反 応 を 担

う 微 生 物 群 の 挙 動 を 把 握 す る こ と ， す な わ ち モ ニ タ リ ン グ す る こ と が 極 め て 重 要

で あ る 。 も う 一 つ は ， 培 養 可 能 な 微 生 物 は 僅 か で あ る た め ， 生 物 資 源 と し て 活 用

す る 場 合 で あ る 。 最 近 ， 環 境 中 か ら 取 得 し た D N A の 解 析 ， い わ ゆ る メ タ ゲ ノ ム

解 析 が 注 目 さ れ て い る が ， メ タ ゲ ノ ム 解 析 を 網 羅 的 に 行 う こ と は コ ス ト や 時 間 を

要 す る た め ， 効 率 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 系 を 構 築 す る 必 要 が あ る 。 よ っ て ， 両 観 点

に お い て 複 合 微 生 物 叢 を 簡 易 に 把 握 ， す な わ ち プ ロ フ ァ イ ル し ， モ ニ タ リ ン グ も

し く は ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 で き る 手 法 が 求 め ら れ て い る 。  

 本 論 文 で は ， 微 生 物 叢 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 手 法 と し て T e r mi n a l  R e s t r i c t i o n  

F r ag me n t  L e n g t h  P o l y mo r p h i s m ( T - R F L P )法 に 着 目 し た 。T - R F L P 法 は 蛍 光 標 識 し た

プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た P C R 産 物 を 制 限 酵 素 で 断 片 化 し ，そ の 断 片 を 電 気 泳

動 に よ っ て 分 離 す る 手 法 で あ り ， 簡 便 か つ 迅 速 に 微 生 物 種 と そ の 存 在 比 を 解 析 で

き る た め に 微 生 物 叢 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 有 効 で あ る 。 そ こ で ， 本 手 法 を 用 い て

複 合 微 生 物 叢 を 簡 易 に 把 握 し ， モ ニ タ リ ン グ や ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 し ， そ の 有

効 性 を 検 討 し た 。具 体 的 に は ，生 物 機 能 の 観 点 か ら は 生 物 学 的 排 水 処 理 に 着 目 し ，

硝 化 工 程 ， 脱 窒 工 程 ， お よ び 長 期 間 連 続 運 転 時 の 排 水 処 理 微 生 物 叢 を そ れ ぞ れ

T - R F L P 法 に よ っ て 解 析 し ， そ の 変 遷 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 ま た ， 排 水 処 理 能 と

微 生 物 叢 と の 関 係 お よ び 外 部 環 境 因 子 の 変 動 に 対 す る 微 生 物 叢 の 変 遷 を 解 析 す る

こ と に よ り ， 複 合 微 生 物 叢 の モ ニ タ リ ン グ に T - R F L P 法 を 適 用 す る こ と の 有 効 性

を 示 し た 。一 方 ，生 物 資 源 の 観 点 か ら は 環 境 試 料 を 未 利 用 遺 伝 子 資 源 と 位 置 づ け ，

T - R F L P 法 に よ っ て 遺 伝 子 の 多 様 性 を 解 析 し ， 環 境 試 料 か ら の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ

ン グ へ の 適 用 に つ い て 検 討 し た 。 具 体 的 に は ， T - R F L P 法 と ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用

い て 土 壌 中 の キ チ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 多 様 性 を 解 析 ・ 比 較 し ， T - R F L P 法 に よ っ て 遺

伝 子 の 多 様 性 を 概 ね 把 握 で き る こ と を 示 し た 。 ま た ， T - R F L P 法 に よ る リ パ ー ゼ

遺 伝 子 の 多 様 性 と 環 境 試 料 か ら 取 得 し た 新 規 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 多 様 性 に 基 づ き ，

環 境 試 料 を そ れ ぞ れ グ ル ー プ 分 け し た 結 果 に 対 応 関 係 が あ る こ と を 見 出 し ， 環 境

試 料 か ら の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ に T - R F L P 法 を 適 用 す る こ と の 有 効 性 を 示 し た 。 

本 論 文 は 7 章 で 構 成 さ れ て い る 。 以 下 に 各 章 の 概 要 を 述 べ る 。  

 



Ｎｏ.1  
  

第 1 章 で は ，分 子 生 物 学 的 手 法 の 特 徴 や そ れ ら を 活 用 し た 微 生 物 生 態 解 析 の 現

状 に つ い て ， 既 往 の 研 究 動 向 を 整 理 し て 本 論 文 の 研 究 背 景 を ま と め る と と も に ，

意 義 お よ び 目 的 を 述 べ た 。  

第 ２ ～ ４ 章 で は 複 合 微 生 物 叢 の モ ニ タ リ ン グ へ の T - R F L P 法 の 適 用 を 検 討 し た 。

第 ２ 章 で は ， 生 物 学 的 排 水 処 理 能 と 微 生 物 叢 と の 関 係 に つ い て 調 べ る た め に ， 排

水 処 理 槽 内 の 微 生 物 叢 を T - R F L P 法 に て モ ニ タ リ ン グ す る こ と が 有 効 で あ る こ と

を 示 し た 。間 欠 曝 気 方 式 の 排 水 処 理 槽 を 運 転 し ，1 6 S  r D N A お よ び r R N A 遺 伝 子 に

基 づ い て T - R F L P 法 に よ っ て 微 生 物 叢 の 変 遷 を モ ニ タ リ ン グ し た 結 果 ， 硝 化 反 応

の 開 始 時 に 特 定 の T e r mi n a l  R e s t r i c t i o n  F r a g me n t s ( T - R F s )が 変 化 し ， 微 生 物 叢 が 大

き く 変 遷 す る こ と が わ か っ た 。 デ ー タ ベ ー ス を 基 に 微 生 物 種 を 同 定 し た と こ ろ ，

大 き く 変 化 し た T - R F s は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 由 来 で あ る こ と が 推 察 さ れ ，硝 化 反

応 に 関 わ る ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 が 微 生 物 叢 内 で 優 占 し て い た こ と を 明 ら か に し た 。

ま た ，ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 1 6 S  r R N A は 1 6 S  r D N A に 先 ん じ て 微 生 物 叢 内 で の 割

合 が 増 加 し て い た こ と が 確 認 さ れ ， 多 次 元 尺 度 法 に て 解 析 し た 結 果 ， 微 生 物 叢 全

体 で 1 6 S  r R N A は 1 6 S  r D N A よ り 環 境 変 動 に 鋭 敏 に 応 答 す る こ と が 示 さ れ た 。以 上

の 結 果 か ら ， T - R F L P 法 と 多 次 元 尺 度 法 を 組 み 合 わ せ ， 視 覚 化 す る 方 法 が 有 効 で

あ る こ と を 示 し た 。  

第 ３ 章 で は ，生 物 学 的 排 水 処 理 に お け る 脱 窒 工 程 に 着 目 し ，T - R F L P法 に よ っ て

排 水 処 理 槽 内 の 微 生 物 叢 の 変 遷 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 間 欠 曝 気 方 式 の 排 水 処 理 槽

を 運 転 し ，微 生 物 叢 を 1 6 S  r R N A遺 伝 子 に 基 づ い て T - R F L P法 お よ び ク ロ ー ニ ン グ 法

に よ っ て 解 析 し た 。 そ の 結 果 ， 脱 窒 反 応 の 開 始 時 に 増 加 し た T - R F sは ク ロ ー ニ ン

グ 法 に よ り H y d ro g e n o p h a g aと A c i d o vo r a x属 細 菌 で あ る こ と が 示 さ れ ， そ れ ら が 微

生 物 叢 内 で 優 占 し て い た こ と を 明 ら か に し た 。 両 細 菌 は 既 往 の 研 究 で 脱 窒 細 菌 で

あ る と 報 告 さ れ て い る こ と か ら ， 本 実 験 結 果 の 妥 当 性 が 示 さ れ た 。 ま た ， 主 な

T - R F sに 相 当 す る 微 生 物 の 優 占 度 を T - R F L P法 と ク ロ ー ニ ン グ 法 か ら そ れ ぞ れ 算 出

し た 。そ の 結 果 ，微 生 物 の 優 占 度 は 両 手 法 で ほ ぼ 一 致 し ，T - R F L P法 が ク ロ ー ニ ン

グ 法 と 同 程 度 に 微 生 物 叢 を 把 握 で き る 上 ， モ ニ タ リ ン グ に 適 し て い る こ と が 示 さ

れ た 。  

第 ４ 章 で は ， 第 ２ ， ３ 章 で 示 さ れ た 成 果 に 基 づ き ， 循 環 型 水 洗 ト イ レ の 開 発 に

向 け ，長 期 間 に わ た っ て 循 環 型 水 洗 ト イ レ の 活 性 汚 泥 の 微 生 物 叢 を T - R F L P法 に よ

っ て モ ニ タ リ ン グ し た 。運 転 期 間 は 2 0 0日 で ，1～ 2週 間 に 一 度 サ ン プ リ ン グ を 行 い ，

計 2 1サ ン プ ル を T - R F L P法 に よ っ て 解 析 し た 。 ま ず ， 1 0 0日 間 は ア ン モ ニ ア お よ び

硝 酸 態 窒 素 が 蓄 積 し 硝 化・脱 窒 反 応 は 進 行 し て い な か っ た が ，1 0 0日 目 に 曝 気 条 件

を 変 更 し た 後 は 速 や か に 硝 化 ・ 脱 窒 反 応 が 進 行 す る こ と を 確 認 し た 。 そ し て ， 3

日 目 と 1 2 7日 目 の 活 性 汚 泥 サ ン プ ル を 用 い ， ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 約 1 0 0個 の ク

ロ ー ン を そ れ ぞ れ 解 析 し た 。 そ の 結 果 ， 3 日 目 の 微 生 物 叢 は P r o t e o b a c t e r i a と

B a c t e r o i d e t e s が 各 々 2 7 % と 4 5 % を 占 め て い た が ， 1 2 7 日 目 の 微 生 物 叢 で は
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P ro t e o b a c t e r i aは 4 3 %に 増 加 し た 一 方 で B a c t e r o i d e t e sは 2 6 %に 減 少 し た こ と が わ か

っ た 。つ ぎ に T - R F L P法 に よ っ て 詳 細 な モ ニ タ リ ン グ を 行 っ た 結 果 ，硝 化・脱 窒 反

応 の 進 行 に 伴 い P r o t e o b a c t e r i aの N i t ro s o mo n a s属 が 1 %か ら 6 %に ， X a n t h o m o n a s属 が

3 %か ら 1 0 %に そ れ ぞ れ 増 加 し て お り ， ク ロ ー ニ ン グ 法 の デ ー タ で P ro t e o b a c t e r i a

の 割 合 が 増 加 し て い た こ と が 裏 付 け ら れ た 。N i t ro s o m o n a s属 は 代 表 的 な 硝 化 細 菌 ，

X a n t h o mo n a s属 は 脱 窒 細 菌 と し て 報 告 さ れ て お り ，こ れ ら の 微 生 物 が 循 環 型 水 洗 ト

イ レ の 主 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に ， 循 環 型 水 洗 ト イ レ の

性 能 と 微 生 物 叢 と の 関 連 に つ い て 調 べ る た め に ，多 次 元 尺 度 法 に よ っ て T - R F L P法

の 結 果 を 視 覚 化 し た 。そ の 結 果 ，硝 化・脱 窒 反 応 が 進 行 し て い な か っ た 1 0 0日 後 ま

で の 微 生 物 叢 は 激 し く 変 遷 し て い た が ， 硝 化 ・ 脱 窒 反 応 進 行 後 は 比 較 的 安 定 し て

い た こ と が 示 さ れ た 。  

第 ５ ， ６ 章 で は 環 境 試 料 か ら の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ へ の T - R F L P 法 の 適 用 を

検 討 し た 。第 ５ 章 で は ，1 5 種 類 の 土 壌 試 料 中 の キ チ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 多 様 性 に つ い

て ，T - RF L P 法 と ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ る 解 析 結 果 を 比 較・検 討 し た 。ま ず ，T - R F L P

法 の デ ー タ を 多 次 元 尺 度 法 に よ っ て 解 析 し た 結 果 ，1 5 種 類 の 土 壌 試 料 は 3 つ の グ

ル ー プ に 分 け ら れ た 。一 方 ，ク ロ ー ニ ン グ 法 で は 各 土 壌 試 料 か ら 3 0～ 4 0 個 ほ ど の

ク ロ ー ン を 取 得 し ， 合 計 5 0 1 個 を 解 析 し て ， 系 統 樹 を 作 成 し た 。 さ ら に ， ソ フ ト

ウ ェ ア U n i F r a c に よ っ て 統 計 解 析 し た 結 果 ， 土 壌 粒 子 の 性 状 や p H に よ っ て ， 1 5

種 類 の 土 壌 試 料 は 5 個 の グ ル ー プ に 分 け ら れ た 。 T - R F L P 法 に 比 べ ， ク ロ ー ニ ン

グ 法 で は よ り 詳 細 な グ ル ー プ に 分 け ら れ た が ， 大 局 的 に は 概 ね 一 致 し て お り ， 複

数 の 環 境 試 料 中 の 遺 伝 子 の 多 様 性 を T - R F L P 法 と 多 次 元 尺 度 法 に よ る 解 析 に よ っ

て 簡 易 に 把 握 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
第 ６ 章 で は ， 第 ５ 章 で 示 さ れ た 成 果 に 基 づ き ， 環 境 試 料 か ら 新 規 遺 伝 子 を 効 率

的 に 取 得 す る た め ，環 境 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ へ の T - R F L P 法 の 適 用 を 検 討 し た 。

活 性 汚 泥 ， 土 壌 ， 堆 肥 な ど の 環 境 試 料 中 に お け る リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 多 様 性 は ，

T - R F L P 法 の デ ー タ を 多 次 元 尺 度 法 に て 解 析 し た 結 果 ，3 つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ

た 。 ま た ， 各 種 環 境 試 料 か ら 取 得 し た 新 規 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 多 様 性 も

同 様 に 3 つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ ， 対 応 関 係 が あ る こ と を 見 出 し た 。 よ っ て ，

T - R F L P 法 を 環 境 試 料 か ら の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 す る こ と は 有 効 で あ り ，

環 境 試 料 か ら 効 率 よ く 新 規 な 有 用 遺 伝 子 を 取 得 す る た め の 基 盤 技 術 に な り 得 る こ

と が 示 唆 さ れ た 。  

 第 7 章 で は ， 本 論 文 の 統 括 お よ び 展 望 を 記 述 し た 。  

 以 上 ， 本 論 文 で は ， T - R F L P 法 を 用 い て 複 合 微 生 物 叢 を 簡 易 に 把 握 す る こ と が

モ ニ タ リ ン グ や ス ク リ ー ニ ン グ へ の 適 用 に 有 効 で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 研

究 成 果 は 生 物 学 的 排 水 処 理 プ ロ セ ス の 向 上 の み な ら ず 環 境 浄 化 技 術 お よ び メ タ ゲ

ノ ム 解 析 の 効 率 化 な ど の 環 境 微 生 物 を 利 用 し た バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 発 展 に 大 い

に 寄 与 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
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