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要 旨

混合培養系において化学物質の分解に関与する微生物を特定するために，キノンプロファイ
ル法と PCR-DGGE法（PCR-denaturing gradient gel electrophoresis）から得られる微生物の時
系列的な数値データとそのときの化学物質の除去速度とを統合し，統計学的に解析する手法
を開発した．キノン種については，それぞれの存在比率を求めた．DGGEバンドについては，
それぞれの濃淡をバンド強度率として定量した．これらは，キノン総量や総バンド強度に対す
る比率であることから，除去速度は総微生物量あたりの速度とした．それぞれの時系列データ
は次元が異なることから，標準化を行った．そして，すべての組み合わせのユークリッド距離
を求め，Ward法によるクラスター解析を行った．比除去速度付近に位置するバイオマーカー
は，分解に関与する微生物のものである可能性がある．この手法を用い生物的に難分解なジメ
チルホルムアミド（DMF）を含有する廃水の浸漬濾床処理過程における DMF分解微生物の追跡
を行った．その結果，メチルアミンの分解能を有する Aminomonas aminovorus，これまでに
DMF分解能に関する報告がされていない Bacteriovorax stolpii が本装置内において DMFの分
解に関与している可能性が示された．これにより統計学的に分解菌を特定する本手法の有用性
が確かめられた．

キーワード： クラスター解析，ジメチルホルムアミド，浸漬濾床装置，キノンプロ
ファイル，微生物群集構造，DGGE．

1. はじめに

生物機能を利用した汚染環境の修復を促進するための最適条件を探索するためには，その場
に棲息する微生物群集と汚染物質の分解・資化を担う特定微生物の挙動を定量的に把握すると
ともに，それらと環境条件との関係を明らかにする必要がある．
しかし，環境中に棲息する微生物は多様な種から構成されているため，それらの構成種を逐

一把握することは困難である．特定微生物を追跡する手法として近年多くの研究者らに用いら
れている FISH法，in situ PCR法，定量 PCR法などの遺伝子学的手法は，標的とする微生物
種の塩基配列の情報が必要であり，またその情報が得られたとしても，その塩基配列に他の微
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生物種にはない標的微生物種固有の特徴がなければ標的微生物種の特定および正確な定量は不
可能である．また，環境条件の変化により汚染物質の分解に関わる微生物種も変化する場合に
は，原理的に追跡が困難となる．したがって，このような環境中の未知の特定微生物を追跡で
きる手法が求められる．
未知の微生物群集を解析する手法として，化学分析的手法であるキノンプロファイル法や遺

伝子学的手法である PCR-DGGE法が提案されている．キノンプロファイル法は，化学分析に
基づいていることから，定量性に優れた簡易な手法である．しかしながら，混合培養系では，
複数の微生物種が同一キノン種を持つことが多いので，微生物種レベルでの解析は困難である．
それに対して PCR-DGGE法は，電気泳動によって分離されたバンドから，その塩基配列を持
つ微生物種の特定が可能になる．しかし，1）微生物からの DNAの抽出効率，2）DNAの抽出率
が極端に低いと再現性の低下を招く，3）PCRによるキメラの生成や増幅のバイアス，4）rDNA

を標的とする際には微生物によりコピー数が異なる，という点に注意する必要がある．また時
系列的な DGGE解析が表現するバンドパターンは，優占する構成微生物種の遷移パターンで
あることを認識しなければならない．
したがって環境中の未知の特定微生物を追跡するには，個々の微生物群集構造解析手法によ

り得られる結果を正しく解釈し，その信頼性を向上することが求められる．それには複数の手
法を相補的に併用して得られた結果について，個々のデータについて解釈するのではなく，全
てのデータについて統計学的な処理をすることで客観的且つ総合的に判断する必要がある．
そこで本研究では，キノンプロファイル法と PCR-DGGE法を相補的に併用することによっ

て，汚染物質分解微生物の増殖に伴って変化するキノン種および DGGEバンドを推定し，キ
ノンと DNAの 2種のバイオマーカーを指標として汚染物質の分解に関与する微生物種の特定
を行う手法の確立を目指した．
この手法を生物学的に難分解な物質であるジメチルホルムアミド（Dimethylformamide; HCON

(CH3)2，DMF）の浸漬濾床処理過程における微生物群集構造の解析に適用した．
難分解性物質として取り上げたジメチルホルムアミド（DMF）は，無色透明でわずかに粘性の

ある液体（融点：−60◦C，沸点：153◦C，比重：0.94）であり，水とは任意の割合で混合する．多
くの無機物や有機化合物に対する溶解能力が強く，熱的および化学的にも安定であるため，ポ
リウレタン系人工皮革製造用溶剤，ウレタン繊維とアクリル繊維の紡糸溶剤，医薬や農薬など
の反応溶剤などに広く利用されている．DMFは 2001年 4月に実施された環境汚染物質排出・
移動登録（Pollutant Release and Transfer Register，PRTR）対象物質に指定されており，第三
回経団連 PRTR調査により公共用水域への排出が最も多い化学物質であると報告されている．
DMFはまずジメチルアミン（DMA）と蟻酸に分解され，DMAはモノメチルアミン（MMA）を経
てアンモニアを生成する．自動酸素消費量測定装置（クーロメーター）を用いた生分解性試験か
ら，DMFは馴致された微生物によってほぼ完全に分解されるが，分解速度が遅いことが報告さ
れている．DMFおよび DMA分解菌として，Methylobacterium sp. TH-15，Mycobacterium sp.

TH-35が報告され，それぞれユビキノン（UQ）-10とメナキノン（MK）-9（H2）を有する（Urakami

et al.（1990a, 1990b））．

2. キノンプロファイルと PCR-DGGEについて

2.1 キノンプロファイル
キノンは，微生物の呼吸鎖における電子伝達物質の一つであり，ユビキノン（UQ），メナキ

ノン（MK），プラストキノン（PQ），ビタミン（V）K1（フィロキノン）等がある．一般に UQは
主に好気呼吸，MKは主に嫌気呼吸，PQと VK1は光合成に用いられている．それぞれの微生
物種が特有なキノン構造をもっており，ある混合微生物系のキノン種の分布（各キノン分子種
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の存在比），すなわちキノンプロファイルを測定すれば，その微生物系の構成微生物種を大ま
かに推測することが可能である．キノン分子種の数は微生物群集構造の多様性，キノン量はそ
こに棲息する微生物量をそれぞれ反映していると判断できる．微生物群集に関する詳細な情報
を得ることは困難であるが，キノン分析は化学分析であるため再現性・定量性に優れていると
いうこと（Hu et al.（2001）），多くの微生物が一優占キノン種を持つためキノン組成の変化は微
生物群集構造の変化とみなせるという点で，微生物群集構造の解析にはキノンプロファイル法
が有用と考えられる．キノンプロファイルの特徴を表す指標には 1）キノン種の数（n），種類，
2）優占キノン種とその存在比 (fd)，3）キノン種の多様性（DQ）と分布の均一性（EQ），4）UQと
MKのモル比（UQ/MK），5）キノン量が挙げられる．これらの指標を基に統計処理を行うこと
で，環境中の微生物動態に関する様々な知見が得られる．

2.2 PCR-DGGE

DGGE法による微生物群集構造の解析には，試料から DNAを抽出し，16S（18S）rRNA遺
伝子の可変領域を PCR増幅して，その増幅断片を泳動する PCR-DGGE法が用いられている．
PCR-DGGE法は，各微生物種由来の DNA断片を分離できるため，バンド数は微生物種の多
様性を反映する．DGGEゲル上のバンドの位置や本数の比較により，場所，培養前後，時間経
過等のサンプル間での微生物群集構造の比較が容易にできるが，多くの微生物種が存在する試
料の場合は，電気泳動時の各断片の識別限界から，特定の属・種レベルに限定される．しかし，
ある微生物種に特異的な PCRプライマーを用いることで，キノンプロファイルでは見ること
ができない群集構造を可視化することができる．また，DGGEバンド確認後のゲルは，バンド
を切り出して塩基配列を解読することで微生物種の特定が行え，微生物種の性状などの情報を
知ることが出来る．

DGGEは上述のように PCRを利用することによる様々なバイアスを有するために，DGGE

の結果に影響を与える危険がある．そのため DGGEの結果の解釈については，バンドの有無
だけを考慮した定性的な解釈が一般的である．しかし，ある試料中の微生物種の時系列的な解
析，つまりゲル上の同じ位置に現れるバンドについては，同一の種と考えられるため，DNA抽
出効率および増幅効率には再現性があると考えられる．したがって，DGGEにより同じ系にお
ける微生物群集構造の時系列の変化を解析する場合，ゲル上の同じ位置に現れるバンドについ
ては，その濃淡の変動が該当種の菌体量の変動を反映すると考えられる．本研究では，DGGE

バンドパターンを客観的に評価するために，バンドの濃淡を強度として数値化し，DGGEプロ
ファイルデータを作成した．このようにして作成した DGGEプロファイルデータはキノンプ
ロファイルと同様の統計的な解析が行え，対象系における微生物群集構造の変化に関する知見
が得られる．

3. 方法

3.1 装置および運転条件
実験装置の概略を図 1に示す．この円筒カラム内に生物膜を付着形成させるために充填した

担体には直径 8∼10 mmのセラミック製発泡状粒子を用いた．装置有効容積は 2.8 Lであり，充
填付着体積は 2.4 Lとした．充填空隙率は 54％であった．大学内生活廃水処理施設から採取し
た活性汚泥をグルコース・ペプトン（GP）を主成分とする人工廃水で長期間培養したものを植
種し，ここに溶存有機炭素（DOC）500 mg/Lの GP廃水を連続的に供給して担体表面に生物膜
を形成させた．
運転条件を表 1に示す．Run-0において，処理水質が安定していることを確認した後，運転

条件を Run-1に変更し，この日を実験開始 0日として処理水質および装置内微生物のモニタリ
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図 1. 装置概略（円筒形カラム: 直径 11 cm, 高さ 60 cm）．

表 1. 運転条件．

ングを開始した．実験期間における曝気用空気の流量は毎分 1 Lとし，溶存酸素濃度を 4mg/L

以上に維持した．

3.2 分析方法

3.2.1 溶存有機炭素濃度（DOC）とジメチルホルムアミド（DMF）
細孔径 0.45 µmのメンブレンフィルターで濾過した試料を DOCおよび DMFの測定に供し

た．DOC 測定には，全有機炭素計（TOC-VE，Shimadzu 社）を用いた．流入および処理水中
の DMF濃度の測定には，FID検出器付きガスクロマトグラフ（GC-14B，Shimadzu社）を用い
た．カラムは PEG6000+KOHを使用した．キャリアガス（窒素）流量は 60mL/min，注入口温
度 200◦C，検出器温度 200◦C，カラム温度 140◦C，に設定し，試料の注入量は 10 µLであった．
試料水は細孔径 0.45 µmのメンブレンフィルターで濾過して測定に供試した．

3.2.2 微生物保持濃度
装置内微生物は，担体に付着しているものを付着微生物，カラム内の液体に懸濁しているも

のを浮遊微生物として，それぞれ分析に供した．試料の採取は以下のように行った．
カラム内の液体を静かに抜き取り，懸濁液と担体とに分けた．遠沈管に生物膜の付着した担

体を任意の個数採取し，担体から生物膜を剥離しやすくするために 0.03 Mピロリン酸ナトリ
ウム溶液 50 mLを加えて 10分間，手で激しく混合し，回収した溶液中に懸濁したものを付着
微生物とした．また，カラム内の懸濁液の総体積を測定した後，ここから任意量の微生物懸濁
液を採取し，これを浮遊微生物とした．
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装置内微生物保持濃度の測定は，ガラス繊維濾紙法により行った．直径 47mmの GF/Cガ
ラス繊維濾紙（Whatman社）を用いて任意量の試料を吸引ろ過し，110◦Cで 24時間乾燥して濾
紙上の残留物の質量を測定した．さらにその濾紙の 600◦Cでの強熱減量分から試料中の付着お
よび浮遊微生物量を決定した．
装置内の全付着微生物量は，採取した担体の体積および測定したその担体の付着微生物量と

装置の担体充填体積から算出した．装置内の全浮遊微生物量は，採取した懸濁液の体積とその
微生物量および装置内の液体の総体積から算出した．装置内の全付着微生物量と装置内の全浮
遊微生物量をカラム有効容積で割ることで装置容積あたりの微生物保持濃度（X）を求めた．

3.2.3 菌体キノン
菌体キノンの測定はHu et al.（2001）の方法に従って分析した．すなわち，微生物試料からク

ロロホルム・メタノール混合液（2:1, v/v, C-M溶液）によりキノンを抽出した．抽出したキノン
をヘキサン再抽出した後，Sep-Pak plus silicaR©（Waters社）を用いて，UQとMKを分離，精製
した．フォトダイオードアレイ検出器付きの高速液体クロマトグラフ（SPD-M10Avp，Shimadzu

社）を用い，逆相分配型の ODSカラム（島津デュポン製，ZORBAX-ODS φ4.6mm×250 mm）を
使用し，移動相にはメタノール・ジイソプロピルエーテル（9:2, v/v）を用い，流量を 1 mL/min

とし，カラム温度を 35◦Cとした．キノンの定量には，定量標準物質としてUQ-10を用いた．各
キノンの定量のために吸収極大波長の検出面積を用い，UQとMKでそれぞれ 275 nm，270 nm

に設定した．分子種の同定は，種々の微生物から抽出した既知の UQ，MKなどの混合液の溶
出時間との比較と，スペクトルの確認によって行った．

3.2.4 DNA抽出
DNA抽出は Zhou et al.（1996）の方法を元に改良し，以下の手順で行った．
1.5 mLマイクロチューブに分析試料を 1 mL加え，遠心分離（8,000×g, 10min）した後，0.05 M

ピロリン酸ナトリウム溶液（pH 7.0）で洗浄し上清を捨て，すぐに使用しない場合は 0.05 Mピロ
リン酸ナトリウム溶液に再懸濁して −20◦C で保存した．DNA抽出緩衝液（1.5 M NaCl，1％臭
化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム（CTAB），0.1 M Tris-HCl（pH 8.0），0.1 M EDTA（pH

8.0），0.1 M リン酸緩衝液（pH 8.0））を 145 µL，20％ SDSを 10 µL加えた．5分間ボルテックス
ミキサーで攪拌し，10分間ウォーターバスで約 65◦Cに移し細胞壁膜を溶かすと共に核酸を分
解しうる酵素類を変性させた．1000 µLの C-M溶液（2:1, v/v）を加え，5分間ボルテックスミ
キサーで攪拌し，10分間放置後に再度 5分間攪拌した．C-M溶液は，Mycobacterium 属細菌
などの溶菌処理が困難な細菌からの DNA抽出に用いられている（Mve-Obiang, et al.（2001））．
そのため，この操作によってグラム陰性細菌からの DNA抽出率が向上すると考えられる．そ
の後，遠心（14,000×g, 10 min）して上清を回収し新しいチューブに回収した．水層 1に対して
1.2∼1.4倍のイソプロパノールを入れて混合し，室温で 90分放置した．遠心（14,000×g, 15 min）
して上清を捨て，2倍体積の 99.5％エタノールを加えた後に，遠心（14,000×g, 15 min, 4◦C）して
上清を捨て，2倍体積の 70％エタノールを加えて遠心（14,000×g, 15min, 4◦C）して上清を捨て
た．DNAペレットを真空乾燥デシケータ内で残存エタノールを揮発させ，この DNAペレット
を TE buffer（10 mM Tris-HCl（pH 8.0），1mM EDTA（pH 8.0））50 µLに溶かし，これを溶菌
液（cell lysate）とした．
紫外可視分光光度計（V-550，Jasco 製）を用い A260 を測定し，DNA濃度を算出した．A260

が 1のとき，DNA濃度は 50 µg/mLとして算出した（Crecchio and Stotzky（1998））．

3.2.5 PCR

真正細菌の 16S rDNA V3領域を増幅するために，PCRプライマーとして GC-341f（5′-（GC
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clamp）-CCTACGGGAGGCAGCAG-3′）および 517r（5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′）を用い，
PCRを行った．DNAポリメラーゼにはAmpliTaq Gold（Applied Biosystems社）を用いた．2.5

U/reaction Taq Polymerase，1×buffer，0.2 mM dNTP，3.5 mM MgCl2 solution，100 µg/mL

Bovine serum albumin special quality for molecular biology solution（Roche Applied Science

Biochemicals社），0.25 µM 各プライマー，テンプレート DNA（50 ng）という組成の PCR反応
溶液を調整し，94◦C：9 min→（94◦C：1 min 65◦C：1min 72◦C：1min）→ 3 cycle 毎にアニー
リング温度を 1◦C 下げて 60◦C で 20 cycle（全体で 35 cycle）→ 72◦C：10 min の温度条件下で
PCRを行った．

PCR終了後，重層したミネラルオイルをピペットで取り除き，吸光度測定により DNA濃度
を確認した．DGGEに供試するまで −20◦Cで保存した．

3.2.6 DGGE

DGGEには D-code system（Bio-Rad社）を用い，同社のプロトコルに準拠した．6％アクリ
ルアミド中の変性剤の濃度勾配は 35∼60％（ここで変性剤 100％とは，7M 尿素，40％ホルムア
ミドに相当する．）に設定し，60◦C，130 V，4時間の条件で PCR産物の電気泳動を行った．
泳動終了後，VistraGreen（Amersham-Pharmashia社）を用いてゲルを 30分間染色し，染色

後に暗所で観察し，写真撮影を行った．

3.2.7 塩基配列解読
目的のバンドをフナ・ゲルチップ�（フナコシ）で切り出し，滅菌水を入れて洗浄を 3回繰り

返し，ゲルを残して水を取り除き，使用時まで凍結保存（−20◦C）した．回収した DNAを含む
ゲルを PCR反応液に入れて，PCRを行った．得られた PCR産物に対して再度 DGGEを行い
（サンプル DNA量は 5µg），単一性を確認した．この PCR産物を QIAquick PCR Purification

Kitを用いて精製した後にシークエンスを行った．
シークエンス反応には SequiThermTM EXCEL II Long ReadTM cycle sequencing Kit-ALFTM

（Epicentre，Wisconsin，USA）と Cy-5標識シークエンスプライマーを用いてサイクルシークエ
ンス反応を行った．シークエンサーには ALF DNA sequencer（Pharmacia，Upsala，Sweden）
を使用し，塩基配列を決定した．
解読した塩基配列については，DDBJホームページ（DNA Data Bank of Japan: http://www.

ddbj.nig.ac.jp）上の検索項目の中から相同性検索プログラム BLASTを選択し，データベース
は GenBankを用いて既知種の中から相同性の高い配列を検索した．

3.3 解析方法

3.3.1 微生物量あたりのDOCとDMF除去速度
微生物量あたりの DOCおよび DMF除去速度 −νDOC,−νDMF は，以下の式により求めた．

−ν =
(Ci − Ce) · Q

V
· 1

X
(3.1)

ここで，Ciと Ceはそれぞれ流入濃度と流出濃度を表し，Qと V はそれぞれ流量と装置有効容
積を表す．

3.3.2 キノンおよび DGGEバンドパターンの数値化
キノンの定量は，UQとMKのモル分子吸光係数がそれぞれ 14.4 mM−1cm−1，17.4 mM−1cm−1

と側鎖数に関係なく一定なため，ピーク面積から濃度を算出した．
DGGEバンドパターンの数値化は，バンドのピクセル強度を読み取ることで行った．DGGE

の画像をスキャナで PCに jpegファイルとして取り込み，画像解析ソフトウェアWinROOF

（MITANI社）を用い全レーンのバンドピークとバックグラウンドの強度を読み取った．次に全
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レーンについて同じ位置のバンドを同定し，上から全レーン共通のバンド番号を付け，バンド
が無い位置の相対強度には 0を割り当てた．
サンプル i，つまり DGGEゲル上のレーン iにおけるバンド kのバンド強度を Hk,i とする

と，バンド強度率 Pk,i はレーンの総数が N，検出されたバンドの総数が Lのとき，（3.2）式に
よりバンド強度率のマトリクスが得られる．

Pk,i =
Hk,i

L�
k=1

Hk,i

(3.2)

3.3.3 標準化とマトリクス表示
環境中で汚染物質の除去を担う微生物の特定を行うために，汚染物質の分解速度の経時変化

と類似した変化を示すキノン種および DGGEバンドの特定をクラスター解析により行う．そ
の方法を以下に示す．
分解速度データ，キノンプロファイルとDGGEバンドの関係を定量的にクラスター解析を行

う上で，キノンや DGGE，分解速度の時系列の変化の傾向を一様に取り扱うには，それぞれの
単位が対象間の類似度に影響しうるため，単位の影響を除く必要がある．例えば，第一属性の数
値の範囲が第二属性の数値の範囲よりもずっと大きいならば，対象間の類似度を決定する際に，
第一属性の方が大きな重みを持つ．したがって，任意の影響を回避するためには，分解速度，キ
ノン種，DGGEバンドを無次元単位で計算し直すことによって，標準化（standardization）する
必要がある．標準化すれば，各属性は全体の類似性に一層一様に寄与するようになる．標準化
により算出された結果は，数値の量的な側面は反映されないものの，質的な側面は表現される．
標準化関数として，最も一般的な（3.3）式を用いる．

Zj,i =
Pj,i − P̄j

Sj
P̄j =

N�
i=1

Pj,i

N
, Sj =

�
�����

N�
i=1

(Pj,i − P̄j)

N − 1

�
�����

1/2

(3.3)

標準化することでバンド強度率マトリクスから，標準化バンド強度率マトリクスが得られる．
このとき，標準化マトリクスの行の平均値 Z̄k は，Z̄k = 0 となり，標準偏差 S′

k は S′
k = 1 と

なる．

3.3.4 非類似度
分解速度，キノン種と DGGEバンドのそれぞれのユークリッド距離を算出すれば，任意の

対象と類似した挙動を示す分解速度，キノン種と DGGEバンドを客観的に判断することがで
きる．これにより時系列での変化の傾向が類似している対象同士をクラスターに結合すること
ができる．
上記の手順により標準化した Z に基づき，（3.4）式によりユークリッド距離を算出すれば，対

象間の類似性を統計学的に判断することができる．

Dj =

���	 N�
i=1

(Zj,i − Zrj)
2(3.4)

ユークリッド距離は，（3.4）式に示されているように，両者の差の平方根が累積されるため，
算出されたユークリッド距離の値が高いほど両者の類似性は低く，逆に値が低いほど両者の類
似性は高くなる．
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3.3.5 クラスター解析
汚染物質の分解に関与する微生物種は，比除去速度とキノン種の時系列の変化に類似した変

化を示す DGGEバンドの DNAと同じ配列を有する微生物種と考えられる．そのようなDGGE

バンドを客観的且つ総合的に選定するために，似通った変数のグループ化を行うための手法で
あるクラスター解析を利用した．
本研究ではクラスターの結合方法にWard法を用いた．クラスターの結合方法とは，類似し

ている対象同士をまとめる方法だが，これは二つのクラスター間の距離（非類似度）をどのよう
に決めるのか，ということである．Ward法は，新たに統合されるクラスター内の平方和を最
も小さくするという基準でクラスターを形成していく．この方法は，小さいクラスターを作り
やすい傾向にあるため，本研究では結合方法にWard法を利用した．（3.5）式で与えられる．

Zwt =
Nu + Nt

Nw + Nt
Zut +

Nv + Nt

Nw + Nt
Zvt − Nt

Nw + Nt
Zuv(3.5)

クラスター uとクラスター vからクラスター wをつくるとき，クラスター wと任意のクラ
スター tとの非類似度を Zwt とした．クラスター u及びクラスター vの任意のクラスター tと
の非類似度は Zut，Zvt とした．クラスター uとクラスター v の非類似度を Zuv とした．Nu，
Nv，Nw，Nt はそれぞれのグループに含まれる対象の数である．解析には，統計解析ソフト
StatPartner/V4フルパック for Excel（O-ha社）を用いた．

4. 結果と考察

4.1 DMF，DOC除去率の経日変化
流入水の DOC 濃度と流出水の DOC および DMF 濃度の経日変化を図 2 に示す．流出水

中 DOCおよび DMF濃度は，Run-0から Run-1移行後 5日目にはそれぞれ約 290 mg/L，約
530 mg/Lまで上昇した．DMFの分子量の約半分が炭素であることから DMFはほとんど分解
されずにGPのみが分解されたと見なせる．実験開始 25日から 32日にかけて流出水中のDOC

と DMF濃度は急激に減少した．
DMFおよび DOC除去率の経日変化を図 3に示す．Run-0において DOC除去率は約 90％で

あったが，DMF供給開始直後（Run-1）では約 50％まで低下した．25日頃までは DOCと DMF

の除去率は，それぞれ約 50，約 10％と供給直後から変化は見られなかったが，32日目以降に
それぞれ 90％前後まで急激に上昇した．運転条件を Run-2に移行した直後，DOCの除去率が

図 2. 流入水の DOC 濃度，流出水の DOC と
DMF濃度の経日変化．

図 3. DOC と DMF除去率の経日変化．
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80％程度まで低下したものの，DMFの除去率は約 90％以上と安定していた．この時に処理水
中に DMF中間代謝物であるジメチルアミン，モノメチルアミンなどが検出されたことから，
DOC除去率の低下は DMF中間代謝物によるものと考えられる．

4.2 装置内微生物量と比DMF除去速度の変化
装置内の付着および浮遊微生物量の経日変化を図 4に示す．DMFの分解が始まった 30日頃

より付着および浮遊微生物量の増加が見られる．DMFのみを供給する Run-2移行後に微生物
量は減少したが，DMFの除去率は約 90％以上と安定していた．Run-2移行後に DOC除去率
が 80％程度まで低下したことからも，装置内の GPを基質として生育していた微生物が廃水組
成の変化に耐えられず流出していると判断できる．
装置内微生物の中で浮遊微生物の占める割合がRun-1では 15％程度であったのに対し，Run-2

では約 5％以下まで減少した．Run-2移行後も DMF除去率が 90％以上と安定していたことと，
装置内で付着微生物に比べて浮遊微生物の割合は約 5％以下であることから，本装置内では
DMFの除去は主に付着微生物が担っていると考えられる．

DOCおよび DMFの比除去速度-νDOC，-νDMF の経日変化を図 5に示す．DMF供給開始直
前の-νDOCは，約 0.14 mg-C/mg-MLVSS·dayであったが，供給開始 1日目には 0.08 mg-C/mg-

MLVSS·day程度まで減少し，その後 DMF除去率が 90％以上になった 30日以降には 0.13 mg-

C/mg-MLVSS·day程度まで上昇した．この結果は DMF分解微生物の増殖に伴い装置内の微生
物中のDMF分解微生物の割合が増加したためと考えられる．-νDOCはDMF供給開始 50日目に
は低下し，60日目には 0.05 mg-C/mg-MLVSS·day程度まで低下した．Run-1における-νDMFの
最大値は，0.06 mg-C/mg-MLVSS·dayであり，その際の装置内微生物量は 5300 g/m3 であった．

4.3 装置内の微生物群集構造の変化
DMFの供給を開始してからの付着微生物のキノンプロファイルの変化を表 2に示す．DMF

供給開始直後には付着および浮遊微生物共に優占キノン種は UQ-8であった．前述したように，
25日から 30日にかけて比 DMF除去速度が急激に増加していたが，この間に存在比率が顕著
に増加したキノン種は，MK-7，MK-8（H2）およびMK-9（H2）であった．しかしながら，MK-7

は 40日以降に存在比率が減少し続けたことから，DMFの分解に関与しているとは考えにくい．
一方，MK-8（H2）は，この間に 3倍程度存在比率が増加していた．また，MK-9（H2）は 20日以
前には検出されていなかったものの，30日で初めて検出された．そして，50日目，60日目に
は，それまで優占していた UQ-8に替わり，優占種となった．また，MK-9（H2）の割合が上昇

図 4. 装置内の浮遊および付着微生物量の経日変化． 図 5. DOC と DMFの比除去速度の経日変化．
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表 2. キノンプロファイルの経日変化．

したことはこれまでの報告（胡 他（1992））と一致する結果であった．したがって，MK-8（H2）ま
たはMK-9（H2）を持つ微生物が DMF分解に関与していることが推測される．DMFのみを供
給する Run-2移行後に，DMF供給量が Run-1に比べて 2倍になっているにも関わらず DMF

分解微生物が有すると推測された MK-8（H2）と MK-9（H2）の存在比にあまり変化は見られな
かった．また 100日目を除き UQ-8が優占していた．装置内の微生物量は減少し，DMF分解
微生物が有すると推測されたMK-8（H2）とMK-9（H2）の存在比に変化が見られないのに対し，
比 DMF分解速度は一定になっていることから，DMF分解微生物の DMF分解活性が上昇した
と推測される．
付着微生物のDGGEのバンドパターンを図 6に示す．DGGEバンド強度に基づいて，DGGE

によって馴致過程のそれぞれのサンプル中に少なくとも 7∼17 のバンドが現れた．Run-1 と
Run-2ではバンドはそれぞれ 13∼17，7∼16現れた．Run-1において DMF除去率が 90％以上
になった 30日以降に，新たに B21，B27が現れた．Run-2移行後に微生物量の減少に伴い，95

日のバンド数は 16であったが 110日には 7まで減少していた．Run-2移行後の比 DMF分解速



キノンプロファイルと PCR-DGGE を併用した汚染修復細菌の特定と微生物群集の挙動解析 339

図 6. 付着微生物の DGGE バンドパターンの変化．

表 3. 標準化マトリクス．

度の上昇に伴い新たに B5，B10が現れた．

4.4 DMF分解菌の特定
表 3に示したマトリクスをもとに，クラスター解析を行った結果を図 7に示す．算出した非

類似度の値が低いほど両者の類似性は高いことを意味する．
比 DMF分解速度と同じクラスターに連結されたのは MK-9であった．DMF分解に関与す

る微生物のキノン種である可能性があるが，その存在比率が非常に小さいことから，本装置内
で DMFの分解を担っている主要な微生物のものであるとは考えにくい．
前述で DMF分解に関与する微生物が有すると推測されたMK-8（H2）とMK-9（H2）は，同一

のクラスターに含まれており，比 DMF分解速度とも近いクラスターに分類された．したがっ
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図 7. 比 DMF 分解速度とキノン種と対応した挙動を示す DGGE バンドのグループ化．
（B：DGGE バンドを表す．）

表 4. DGGE バンドの相同性検索結果．

て，MK-8（H2）とMK-9（H2）を含有する微生物は，DMFの分解に係わっている可能性が高い
と判断される．また，比 DMF分解速度とこれらのキノン種が分類されたクラスター内に含ま
れる DGGEバンドは，DMF分解菌のものである可能性がある．このような DGGEバンドは，
B2，B5，B10，B21および B27であった．しかしながら，B2や B5はバンド強度が明らかに
低いことから，DMF分解に主として関与している微生物のものであるとは考えにくい．B10，
B21および B27の DNAフラグメントを有する微生物が装置内で DMFの分解に主として関与
しているものと判断される．
そこで，見出された 3種類の DGGEバンドの塩基配列を解読した．結果を表 4に示す．B10

の Aminomonas aminovorus C2A1株は，低G+Cグラム陽性細菌に属することから，有するキ
ノン種はMK-n（n ≤ 8）と推測できる（Hiraishi（1999））．B10の Aminomonas aminovorus はメ
タノールやメチルアミンを資化する細菌であることと，DMFのみを供給するRun-2に移行して
から出現したことから，Aminomonas aminovorus は本装置内において DMF中間代謝物の除去
に関与している可能性が示唆された．B21の Bacteriovorax stolpii Uki2株は，δ-Proteobacteria

属細菌に属すことから，有するキノン種は MK-n（n ≤ 8），MK-n（Hx）と推測できる（Hiraishi

（1999））．この菌種がこれまでに DMFの分解に関与しているという報告は見当たらなかった
が，比 DMF分解速度と同様の挙動を示すことから DMFの分解に何らかの役割を担っている
と考えられる．DMF分解に関与する微生物が有すると推測されたMK-8（H2）とMK-9（H2）と
同じクラスターに結合された B27の Uncultured bacteriumが DMFの分解に関与していると推
測できる．
目的とする DGGEバンドを選定するにあたり，クラスター結合方法として，Ward法に加え

て，最短距離法および最長距離法も適用してみたが，蛍光強度が比較的低い DGGEバンドを
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除きすべてWard法と同様の結果であった．

5. おわりに

本研究では，分解速度とキノンプロファイルおよびDGGEバンドパターンの経時変化データ
を用いてクラスター解析を行うことで，分解速度の変化と類似性があるキノン種および DGGE

バンドをクラスターに分類することで，分解菌が有するキノン種および DNAフラグメントを
客観的に特定する手法を提案した．これにより，特定された DNAフラグメントと相同性の高
い菌種を特定し，その菌種の有するキノン種を確認することで分解菌としての可能性を評価す
ることを目指した．
分解微生物を特定する本手法を生物学的に難分解な物質であるジメチルホルムアミド（DMF）

の浸漬濾床処理過程における微生物群集構造の解析に適用し，その有用性を検討した．その結
果，DMF中間代謝物であるメチルアミンを分解する能力を有する Aminomonas aminovorus，
DMF分解能の報告例がない Bacteriovorax stolpii およびUncultured bacteriumが DMFの分解
に関与している可能性が示され，本手法が有用であることが示唆された．
微生物生態学に関する研究手法は培養や反応検出に時間を要し多大な労力を要する手法が多

いために，簡易且つ迅速に行える手法が求められている．実験により得られるデータ群に対し
て統計学的な手法をより取り入れることで労力を減らすと共に時間を節約し，より多くの有益
な情報が得られる事を期待する．
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Dynamic Analysis of Microbial Community Structure and Identification of

Refractory Chemical-decomposing Bacteria by Combination of

Quinone-profiling Method and PCR-DGGE Technique
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A simple method for finding target refractory chemical-degrading bacteria statistically
from a mixed culture system was developed by combination of quinone profiling and
DGGE banding pattern.

Techniques for identifying degrading bacteria species by applying two kinds of
biomarker (16S rRNA and microbial quinone) are still limited. To statistically evalu-
ate the change of DGGE band pattern, a matrix based on DGGE band intensities has
been made by digitalizing DGGE band pattern. Refractory chemical-degrading bacteria
species were identified by cluster analysis with repeatedly measured data such as spe-
cific degradation rate, mole fraction of quinone species and DGGE band intensity. This
approach has been applied to analysis of microbial acclimation to dimethylformamide
(DMF) in biological wastewater treatment experiments.

Key words: Cluster analysis, DGGE, dimethylformamide, microbial community structure, quinone
profile, submerged biofilter reactor.


