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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

環 境 保 全 へ の 認 識 が 高 まる 中 で 、畜 産 学界 と して排 泄 物 の処 理 は極 め

て 大 きな 問 題 と な って い る。 そ の う ち周 辺 社 会 か ら最 も苦 情 件 数 の 多 い

の は悪 臭 に関す る もので あ る。排 泄物 の悪臭 は複 数 の物 質 に 由来 す るが 、

そ の 一 構 成 分 で あ るス カ トー ル と イ ン ドール は飼 料 中 の トリ プ トフ ァ ン

が 動 物 消 化 管 で微 生 物 分 解 を受 け て生 成す る。 ス カ トー ル が体 内 に吸 収

され る とブ タ の脂 肪 の 不 快 化 や 反 翁動 物 の呼 吸 器 疾 患 を招 くた め 、動 物

生 産 その もの に も悪 影 響 を及 ぼす こ とが知 られ て い る。 イ ン ドー ル の 消

去 能 を有 す る細 菌 は種 々 知 られ て い るが 、 ス カ トー ル を無 臭 化 す る微 生

物 はBaof11囎 種 な どわず かに報 告 が あ る にす ぎず 、難 分 解 性 物 質 とみ な さ

れて い る 。

そ こ で 本 研 究 で は 家畜 排 泄 物 処 理 施 設 に お け るス カ トール ・イ ン ドー

ル 消 臭 微 生 物 の 動 態 調 査 をお こ な い、 分 離 株 中 これ ま で知 られ て い な い

偏 性 嫌 気 性 消 臭 菌 の 同定 、消 臭代 謝 経 路 の解 析 お よ び経 口 接種 時 の糞 便

消 臭 作用 につ い て 評価 す る こ とに した。

第2章 家 畜 排 泄 物処 理過 程 にお け る イ ン ドー ルお よび ス カ トー ル の消 長

と消 臭 微 生物 の検 索

各 種 の 家畜 排 泄 物 処 理 過 程 に お け る両 イ ン ドー ル系 化 合 物 の 量 的 変 化

お よ び 消 臭 に関 わ る微 生 物 叢 を調 べ 、 その うち従 来知 られ て い ない イ ン

ドー ル或 い は ス カ トール を代 謝 す る偏 性 嫌気 性 菌 の分 離 ・同定 を試 み た。

1。 コ ン ポ ス ト化 過 程

コ ン ポ ス ト化 は 家 畜 排 泄 物 と畜 舎 敷 料 や 戻 し堆 肥 な ど を 混 合 し、 定 期

的 な 切 り返 し を お こ な い な が ら微 生 物 の 発 酵 に よ っ て 進 行 す る 。 ブ タ 排

泄 物 で は コ ン ポ ス ト化 の 進 行 と と も に 明 らか に イ ン ドー ル お よ び ス カ トー

ル が 減 少 した が 、 処 理 後 も完 全 に は 消 去 さ れ て い な か っ た(図1)。 コ ン

ポ ス ト中 の イ ン ドー ル お よ び ス カ トー ル 消 去 菌 は 、25℃ 或 い は37℃ い ず

れ で 培 養 して も総 菌 数 と 同 様 に 発 酵 期 に 減 少 した(図2)。 発 酵 期 に は 温

度 力『上 昇 す る た め 、 好 熱 性 菌 が 増 殖 して い る 可 能 性 も考 え られ る が 、 好

熱 性 の 消 去 菌 は 検 出 さ れ な か っ た 。 分 離 さ れ る消 去 菌 の 菌 群 構 成 は 好 気

一90一



或 い は 嫌 気 条 件 で 異 な り、 処 理 段 階 で も変 動 し て い た が 、 い ず れ の 場 合

も グ ラ ム 陽 性 通 性 嫌 気 性 菌 が 高 率 に 分 布 して い た(図3、4)。

2.汚 水 処 理 過 程

自 然 浄 化 方 式 の ス ラ リ ー処 理 、 ラ グ ー ン方 式 の 尿 汚 水 処 理 施 設 に つ い

て も 同 様 な 調 査 を お こ な っ た 。 コ ン ポ ス ト化 過 程 に較 べ 、 両 施 設 で は イ

ン ドー ル 、 ス カ トー ル の 濃 度 は 低 か っ た が 、 最 終 処 理 水 で も悪 臭 を 放 つ

濃 度 で 残 存 し て い た 。

い ず れ の 施 設 に お い て も各 処 理 段 階 で の 消 去 菌 数 の 変 動 パ タ ー ン は 総

菌 数 の そ れ と相 関 して い た 。 な お 、 汚 水 処 理 過 程 で は コ ン ポ ス ト化 過 程

よ り も菌 叢 が 複 雑 で 放 線 菌 や 糸 状 菌 も検 出 さ れ た 。

3.イ ン ドー ル お よ び ス カ トー ル の 消 去 活 性 を有 す る偏 性 嫌 気 性 菌 の 分 離

・同 定

こ れ ま で ス カ トー ル を 分 解 代 謝 す る 偏 性 嫌 気 性 菌 に つ い て の 報 告 は な

い 。 そ こ で 、 前 章 で 得 た ス カ トー ル 消 去 能 を有 す る偏 性 嫌 気 性 菌 群 に 注

目 し、 イ ン ドー ル を 消 去 す る 偏 性 嫌 気 性 菌 と と も に 同 定 を 試 み た 。 分 離

さ れ た 偏 性 嫌 気 性 菌 は す べ て グ ラ ム 陽 性 芽 胞 桿 菌 で あ る こ と か ら

αo∫ 餌4加 〃嘱 に 分 類 さ れ た 。 イ ン ドー ル も し く は ス カ トー ル の 代 謝 活 性

を有 す る15株 を 生 化 学 性 状 試 験 お よ びDNA相 同 性 試 験 に よ'っ て 解 析 した

結 果 、6種(C.4〃1'πovσ'εr`cμ 〃1、C.砿rη,5、C.8ゐoηf、C.

雇 ∫foJy'∫c翼〃2、C.〃24∫8πo〃1加 α魏 醜 、C.ρr6p'oπ'cμ 〃2)の 既 知 菌 種 と 同

定 さ れ た 。

同 定 され た 分 離 株 に対 応 す る 標 準 株 は イ ン ドー ル ま た は ス カ トー ル の

消 去 活 性 を 有 し て い な か っ た こ と か ら 、 本 研 究 で 取 得 した 分 離 株 は 菌 特

異 的 に 消 去 能 を有 して い る こ とが 明 らか と な っ た 。

第3章C'o舘r'4蝕 〃嘱 分 離 株 の ス カ トー ル 代 謝

ス カ トー ル は代 謝 の 初 期 に無 臭 化 され るが 、無 毒 化 され る こ と も処 理

過 程 に お い て は重 要 で あ る。 そ こで本 章 で は 同定 され た ス カ トール の 代

謝 変 換 活 性 を有 す る4菌 株 を選 び、 そ れ らの変 換 活 性 を詳 細 に評 価 し、

代 謝 経 路 の解 析 をお こな った。
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1.ス カ トー ル の 消 去 活 性 試 験

い ず れ の 分 離 菌 株 に お い て も ス カ トー ル の 消 去 は 培 地 条 件 で 影 響 さ れ

な か っ た 。C.〃1副8πo〃2'π α,μ〃2A。3株 の 増 殖 にお い て 、 ス カ トー ル を 添 加

した 場 合 に 菌 体 増 殖 の 誘 導 期 に遅 延 が 認 め ら れ た(図5)。 ま た 、 培 地 中

に 他 の 炭 素 源 が 豊 富 に 存 在 して も、 ス カ トー ル を増 殖 初 期 か ら消 去 し た

(図6)。 イ ン ドー ル に 対 す る消 去 活 性 もほ ぼ 同様 の 傾 向 で あ っ た 。

2.ス カ トー ル 代 謝 経 路 の 解 析

,ス カ トー ル 代 謝 時 の 代 謝 産 物 を 検 索 した と こ ろ 数 種 の 派 生 物 が 得 ら れ

た 。 こ れ らの 派 生 物 を分 離 同 定 し、 さ ら に そ れ ら を添 加 培 養 し た と き の

代 謝 産 物 を調 べ る こ と に よ っ て 代 謝 経 路 を 推 定 した 。 こ の 時 、 添 加 物 の

消 失 量 と 代 謝 産 物 の 蓄 積 量 は ほ ぼ 等 し か っ た(図10)。C.

α〃;5ηovα'8r∫c翼〃2A・4株 、C.ゐ ∫5∫o'y∫'o翼〃21AI・4株 、C.〃3α'ε πo〃2∫π飢 鵬

A-3株 は3一 メ チ ル オ キ シ イ ン ドー ル か らオ キ シ イ ン ドー ル を経 て イ サ チ ン

へ 変 換 さ れ る 経 路(図7)で 、C .c47π ∫5A1・6株 は イ ン ドー ル か ら オ キ シ

イ ン ドー ル を経 て イ サ チ ンへ 変 換 さ れ る経 路(図8)で 代 謝 す る こ とが 明

ら か と な っ た 。 両 者 の 脱 メ チ ル 化 反 応 を 経 る 経 路 は 純 粋 分 離 さ れ た 微 生

物 に よ る ス カ トー ル 代 謝 と して は 初 め て 明 ら か に さ れ る もの で あ る 。

5.代 謝 変 換 酵 素 活 性

C。 〃星αZθπo〃廟 α傭 〃lA-3株 お よ びC.cαrπ ぎ5A1-6株 由 来 ス カ トー ル 代 謝

酵 素 は 基 質 添 加 時 に 誘 導 さ れ た(表1、 図9)。C.〃;α ∫εηo〃;加4傭 配A。3

株 に お い て 代 謝 酵 素 は 生 育 初 期 の10時 間 以 内 に 誘 導 さ れ 、 比 活 性 は 対 数

増 殖 期 で あ る20～25時 間 で 最 大 と な っ た(図11)。C.cαrπ ∫5A1-6株 で

も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た(図12)。 ま た 、 最 終 代 謝 産 物 イ サ チ ン に よ る

活 性 阻 害 は 認 め ら れ な か っ た(表2)。

6。 オ キ シ イ ン ドー ル お よ び イ サ チ ンの 菌 体 増 殖 に及 ぼ す 影 響

イ ン ドー ル も し くは ス カ トー ル 消 去 能 を有 す る α03∫rf4加 配分 離 株 と 同

属 非 消 去 株 の イ ン ドー ル 系 化 合 物 に対 す る 最 大 発 育 許 容 濃 度(MAC)を

調 琴 た(表3)・ 。 オ キ シ イ ン ドー ル お よ び イ サ チ ン に 対 す るMACの 方 が

イ ン ドー ル や ス カ トー ル に対 す るMACよ り も高 い 濃 度 を 示 し、 こ れ らの
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化 合 物 は代 謝 され る と毒 性 が 低 くな る と考 え ら れ た 。

第4章 コ ン ポ ス ト化 過 程 に お け る ス カ トー ル代 謝 産 物 の 測 定

C・ α耀'πovα16r'側 彫A。4株 、C。 ゐ'∫∫o'y∫'c川 ηIAI。4株 、C .

鷹α'εηo〃2'肥fμ 〃3A・3株 、C .cαrπ'3Al・6株 は ス カ ト ー ル を 代 謝 変 換 し 、

オ キ シ イ ン ドー ル を 経 て イ サ チ ン を 産 生 し た 。 家 畜 排 泄 物 コ ン ポ ス ト化

過 程 に お け る こ れ ら の 物 質 の 存 在 と イ サ チ ン を 代 謝 変 換 す る 微 生 物 の 存

否 を 検 索 し た 。

イ ン ドー ル 系 化 合 物 濃 度 は コ ン ポ ス ト化 の 進 行 に伴 い 減 少 傾 向 を 示 し

た 。 高 濃 度 の オ キ シ イ ン ドー ル が 前 処 理 過 程 で 検 出 さ れ(図13)、 イ ン

ドー ル 或 い は ス カ トー ル 消 去 菌 が 前 処 理 過 程 で イ ン ドー ル 系 化 合 物 の 消

去 に 関 与 して い る こ とが 示 唆 さ れ た 。 しか し、 イ サ チ ンの 蓄 積 は 認 め ら

れ ず 、 別 の 菌 群 が こ の 化 合 物 の 消 去 に 関 与 して い る と 示 唆 され た 。 そ こ

で イ サ チ ン を 消 去 す る微 生 物 の検 索 を お こ な っ た と こ ろ 、 嫌 気 条 件 下 で

102～103の レベ ル で検 出 され た ー(図14)。

イ サ チ ン 消 去 能 を 有 す る 微 生 物 を 分 離 し、 イ ン ドー ル 或 い は ス カ トー

ル の 消 去 能 を 試 験 した 結 果 、 そ の 一 部 は イ ン ドー ル を 消 失 させ た が 、 ス

カ トー ル を 消 失 させ る もの は存 在 し な か っ た 。 こ れ は イ ン ドー ル 代 謝 は

環 の 開 裂 ま で 進 む が 、 ス カ トー ル 代 謝 は 環 を 開 裂 で きな い こ と を 示 して

い る 。 し た が っ て 、 嫌 気 状 態 で ベ ンゼ ン環 お よ び ピ ロ ー ル 環 を 開 裂 す る

代 謝 に は2種 以 上 の 菌 の 関 与 が 必 要 で あ る と推 察 され る 。

第5章-分 離 菌 株 の経 口 接 種 に よ る マ ウ ス 排 泄 物 中 の ス カ トー ル 消 去 効 果

微 生 物 を 用 い た 糞 便 消 臭 剤 は 、 現 在 ま で 好 気 性 菌 を 中 心 に 開 発 さ れ て

お り嫌 気 性 菌 を 用 い た もの は 少 な い 。C.1加 陀 πo〃2痂α加 〃1種 は 偏 性 嫌 気

性 菌 で ヒ ト消 化 管 内 や ニ ワ ト リ盲 腸 内 か ら分 離 さ れ てお り 、 飼 料 添 加 消

臭 剤 と して 利 用 で きる 可 能 性 が あ る。 そ こ でC.閲〃磁 朋o〃 伽 α躍 〃2A・3株 を

マ ウ ス に経 口 接 種 し、 排 泄 物 中 の イ ン ドー ル系 化 合 物 の低 減 を観 察 した5
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1.排 泄 物 中 の イ ン ドー ル 系 化 合 物 濃 度

ス カ トー ル を経 口 接 種 した マ ウス と未 接 種 マ ウ ス に つ い て 、 同 時 にA-3

株 を経 口 投 与 した と きの 排 泄 物 中 の イ ン ドー ル 系 化 合 物 の 量 を測 定 した 。

ス カ トー ル 未 接 種 区 に つ い て はA.3株 を投 与 した 場 合 と し な い 場 合 で 排 泄

物 中 の イ ン ドー ル 系 化 合 物 の 量 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た(図15)。

一 方 、 ス カ トー ル 接 種 区 に お い て は1×105の 菌 体 投 与 時 に 、 ス カ トー ル

の 有 意 な 減 少(P<0.01)が 観 察 され た(図16)。

2.排 泄 物 中 の ス カ トー ル 消 去 能 を有 す る α05垣4加 〃3の菌 数

排 泄 物 中 の ス カ トー ル 消 去 能 を有 す るαo訂 ア'4加 〃1の菌 数 は 無 接 種 対 照

区 で は 検 出 限 界 値 未 満 で あ っ た が 、1×104接 種 区 、1×105接 種 区 で 排 泄

物 中 か ら こ の 菌 群 が 検 出 さ れ た(表4)。

第6章 総 括

家 畜 排 泄 物 処 理 施 設 に お け る イ ン ドー ル 系 化 合 物 無 臭 化 微 生 物 の 動 態

を解 析 し、 グ ラ ム 陽 性 通 性 嫌 気 性 菌 が 優 勢 群 で あ る こ と を 明 らか に した 。

そ の 中 か ら 、 こ れ ま で に 報 告 の な い イ ン ドー ル お よ び ス カ トー ル の代 謝

変 換 活 性 を 有 す る偏 性 嫌 気 性 芽 胞 桿 菌C'05∫r'4加 〃;属新 菌 株4種 を分 離 ・

同 定 し た 。 こ れ ら 分 離 株 に よ っ て ス カ トー ル は異 な る2種 の 軽 路 で 代 謝 さ

れ た が 、 い ず れ も オ キ シ イ ン ドー ル を 経 て イ サ チ ンへ 変 換 さ れ る こ と を

明 らか に し た 。 こ の 経 路 で 起 こ る 脱 メ チ ル 化 は 、 純 粋 分 離 さ れ た 微 生 物

に よ る 代 謝 経 路 で は 初 め て の も の で あ る 。 変 換 代 謝 は 基 質 添 加 時 に加 速

さ れ 、 そ れ は 代 謝 酵 素 の 誘 導 合 成 に 基 づ く こ と を検 証 し た 。 そ の 酵 素 レ

ベ ル は 対 数 増 殖 期 に 最 大 と な り そ の 後 減 少 した 。 こ の 活 性 低 下 は 蓄 積 物

イ サ チ ン に よ る 阻 害 に よ る も の で は な か っ た 。 ス カ トー ル の 中 間 代 謝 産

物 が 家 畜 排 泄 物 処 理 過 程 に お い て も検 出 さ れ る こ と か ら、 分 離 株 は 野 外

で 実 際 に 悪 臭 の 消 去 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 支 持 さ れ た 。 さ ら にC.

蹴α'8πo履 η4加 〃2A-3株 は マ ウ ス に対 す る経 口 接 種 試 験 に お い て 糞 便 中 の

ス カ トー ル 濃 度 を 下 げ る 効 果 を 有 す る こ とか ら、 消 臭 生 菌 剤 と して 利 用

し得 る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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図3.ブ タ排泄物コンポス ト化過程におけるインドール消去能 を

有する菌群の構成
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図5。異 なるーイン ドールお よびスカ トール濃度 によるCmaたnom加 血mA.3株 の生育 阻害
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図7.α α3π」πouα∫erゴ偲 鵬A4株,α ゐ語如ら・漉 麗mL虹 ・4株,C㎜ 蝕π07π加α如7πA・3株 の
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表1.ス カ トール分解α05面伽m分 離株の菌体抽出物中における酵素の比活性

比 活性(mU)・,

酵素
無添加 イ ン ドー ル添 加 ス カ トー ル添 加

C.ma/enominatumA-3

酵 素x切

オ キ シ イ ン ドー ル ヒ ドロキ シ ラ ーゼ

C,cam愈A1緬

酵 素Y

酵 棄Z

オ キ シ イ ン ドー ル ヒ ドロ キ シ ラ ーゼ

0.08

0.73

0.04

0.43

0.is

13.56

3.90

6.29

io.ao

2so

18.66

4.87

9.21

ii.is

3.42

a)1分 当た りに1μmoiの 基質の消失 もしくは産生するものを1"nitと 定義 した

活性は1mgの タンパク質当た りのmUで 表示 した

b)酵 素の名称は代謝経路図に表示
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図10.σ.㎜ σ惚πoπBjπα如 ～πA.3株 の培 養 中 にお け る

ス カ トー ルの 消 失 お よび 中 間代 謝産 物 の 蓄積
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表2.Cma1θ ηoπ血a㎝A・3株 の対 数増殖期 終了時 の酵素 の比活性

比活性(mU)・)

酵素
イサチン添加 無添加

酵 素X

オキ シイ ン ドール ヒ ドロキシラーゼ

17.54土3.04

10.67士4.10

16.02t3.89

11.2913.72

a)1分 当た りに1μmo1の 基質の消失 もしくは産生す る ものを1unhと 定義 した。

活性 は1mgの タンパ ク質当た りのmUを 平均値 ±標準偏差 で表示 した。

表3.嫌 気条件におけるインドール系化合物に対する最大発育許容濃度

菌株 ス カ トー ル イ ン ドー ル オ キ シ イ ン ドー ル イ サ チ ン

イ ン ドー ル 消 去 菌

C舳OV訂 ㎝ めロπ1凪 塗

C8hα ゴA14

Cm訂eロ α加8如mA.13

C.propfonicumAI-2

ス カ トー ル 消 去 菌

Caロ 血ov副 己ロlcロmA4

C.carnisA2-6

Chf5ω 卵 σロ綴LU4

C.malenominatumA-3

イ ン ドー ル お よ び ス カ トー ル 非 消 去 菌

C.aπ 血ov滋1㎝b凹mATcci3725T

C・ 翻
、ATCC箔77ブ

C8加 」ロfATCC25757『

α 血f5如贋cロ のATCC19401T

CIma1朗om加8如mATCC25776τ

C.pmpionicumATCC25522T

最 発 はmg〃 で 示 した 。
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図13.コ ンポス ト化 過程 におけ るオキ シイ ン ドール

お よびイサチ ン濃度 の推移
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図15.ス カ トール未 接種 試 験 にお け るマ ウス排泄:物中の イ ン ドール 系 化合 物 の含 量
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表4.マ ウ ス 排 泄 物 中 の ス カ トー ル 代 謝 変 換 活 性 を 有 す る σ㎞ ㎡4`麗7π の 菌 数

試験区 菌数

ス カ トー ル 未 接 種 試 験

1-1.無 接 種 対 照 区

1-2.1.0×104接 種 区

1・3.1.0×106接 種 区

ズ カ トー ル 接 種 試 験

2-1.無 接 種 対 照 区

2・2.1.0×1び 接 種 区

2・3.1.0×105接 種 区

<2.36

4.08tO.30

4.75士0.53

<2.44

4.42tO.61

6.06tO.30

a)糞 便1g(乾 燥重量)当 た りの菌数 の対数伯の

平均伯 ±標準偏差
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論 文 審 査 結 果 要 旨

畜産事業に伴 う環境汚染の中で排泄物に由来する悪臭は大きな問題となっている。家畜排泄物処理

は微生物作用を利用 した開放系施設で行われているが,緩 慢ながら臭気も減少していくことが知られ

る。この事実は消臭微生物の存在を示竣 してお り,そ の検証は処理システムの改善に向けて有益な知

見を与えるものと考えられる。本研究は悪臭成分の うちインドールとスカ トールに対象を絞 り,排 泄

物処理における消臭微生物の動態解析,分 離微生物の同定 と機能解析を 目的に行ったものである。

処理方式の異なる家畜排泄物処理施設について調査 したところ,い ずれも処理過程で両インドール

系化合物は減少す ることが認められた。処理中の排泄物からイン ドールまたはスカ トール含有寒天培

地を用いた好気或いは嫌気培養条件下で各化合物に対する非感受性菌が分離され,そ の殆どが各イン

ドール系化合物の消去能を有 していた。嫌気性菌のうち常に高頻度で分離される偏性嫌気性 グラム陽

性芽胞桿菌15株 について調べた結果,σZo∫師4f撚 属の6菌 種と同定された。両物質の消去能は対応

する標準株にはなく,分 離株の固有形質であ り,特 にスカ トール消去能は偏性嫌気性菌では初めて検

出されたものである。

スカ トール消去菌は,代 謝産物の同定,そ れら中間体の添加培養時の蓄積産物の解析から,い ずれ

もスカ トールをオキシイン ドール経由でイサチンへ変換することがわか り,好 気性菌で知られている

スカトール代謝経路とは異なっていた。その代謝系の酵素群はスカ トール或いはインドールで誘導さ

れた。分離源の処理中排泄物にはオキシイン ドールやイサチンの蓄積は認められず,ま たイサチン分

解菌が分離 された ことから,処 理過程でイン ドールおよびスカ トールは複数の菌種の共同作用に よっ

て完全に分解されているものと考えられる。

分離株の一つσ.鋭αzθπo而πα伽㎜株をマウスに経 口接種 したところ,ス カトール投与マウスの死亡

率は低下 し,糞 中のインドールおよびスカ トール量は減少 した ことから,動 物消化管内でも消去作用

を示すことが確認された。

以上のように本研究により今まで研究されていなかった家畜排泄物処理過程における悪臭成分イン

ドールとスカ トールの消長,無 臭化に関与する微生物の動態,そ の うちの偏性嫌気性菌の特性が明ら

かにされ,さ らにこれら微生物の応用の可能性 も示 された。この ような新たな知見を得た ことに対

し,審 査員一同は本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと認定した。
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