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第 一 章 緒

論 文 内 容 要 旨

言

微生物 の凝集現象 に蘭 して,細 菌の抗体 による凝集反応 を始め と して,酵 母の性的凝

集 および発酵過程 におけ る非性的凝集,細 胞性 粘菌の形態形 成にお ける集 合,口 内細菌 ・

によ る歯垢(dentalplaque)の 形成 な ど,広 い範 囲での研究が行なわれて いる。

一方 ,近 年,有 機物 を含 む産業廃水や家庭 排水の処理 に,活 性汚泥法が広 く用 い られ

てい る。活性汚泥法 は,細 菌 を主体 とす る微生物 の凝集 体(フ ロ ック)に よ り,廃 水 中

の有機物 を酸化的に分解 除去 した後,フ ロックを官然沈 降 させ ることによ って処理水 か

ら分 離す るとい う廃水処理法 である。 したが って,活 性 汚泥法 においては,沈 降性の良

い フロックを形 成す ることが最 も重要な点 と考 え られ る。この様な観 点か ら,活 性汚泥

細菌 の フロ ック形成機構 に関 して,主 として,単 離 された細菌の純粋 培養系での研究が

行 なわれ てい る。現在 までに,た んぱ く質,多 糖 な どに よる フロック形 成につ いて報告

され てお り,一 般 に,高 分子 物質 によ る細胞 間の架橋 とい う形で細胞が凝集す ると説明

されてい る。 しか し,活 性汚泥 中の フ ロックの構成ほ複雑で あ り,多 くの フロ ック形成

機構が関与 して お り,未 解 明の フロ ック形成機 構が存在す ると考 え られ る。本研究室 に

お いて活 性汚 泥か ら分 離,保 存 されていた細 菌の形成す るフ ロックが,デ オキ シリボヌ

クレァーゼ(DNase)に よ り崩壊す るこ とが,著 者 によ り,見 い出された 。本研究 は,

DNase感 受性 フロ ック形成菌の フロック形成機構 を明 らか にす る ことを目的 とした 。

なお,DNAに よる細菌lD凝 集現象 に関 して既 に,ペ ス ト菌 につ いて報告 されて い る。

しか し,こ の例 では,使 用 菌株が活性汚泥か ら分離 され た もの ではな く,病 原菌で あ っ

た。また,そ の凝集 の程度 は著 しく低 く,凝 集機構 につ いての詳細 な検 討は加 え られてい

なか った。

第 二 章Pseud・monasC-120株 の 生 育 と フ ロ ・ ク 形 成

本 研究で使用 した細菌C-120株 は,圓 尾 らによ り活性汚泥か ら分離 され,渡 辺 ら

によ り,Pseudomonasと 同定 された。同定の結 果 は,本 研究 にお いて も確認 された。

PseudomonasC-120株 を グ リセ ロール を含 むポ リペ プ トン培地で振盈培 養す る時 乳
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対数期後 期か ら定常期 にか けて,フ ロ ックを形成 した。(Fig.1)。

第 三 章C-120株 の フ ロ ・ク のDNaseに 対 す る感 受 性

お よ び そ の 他 の性 質

q-120株 の形成す るフロ ックは・電気泳動 的に単一 に精 製 したDNas61に よ り,

完全 に崩壊 したが,こ の反応 にはMg2+が 要求 され,ク エ ン酸 な どの キ レー ト剤 によ り

阻害 された(Table1)。 これはDNaseI固 有 の性質 を示す ものであ り,DNaseそ

の ものが,フ ロ ックの崩壊 に関与 して いると推定 された 。また,DNase皿 に よ って も

フ ロ ックは完全に崩壊 した 。DNaseと の反応の際,多 量のDNAを 共存 させ るこ とに

よ り,フ ロ ックの崩壊 は遅 延 された 。 これ らの結果 は,C-120株 の フロ ック形 成 に

DNAが 直接 関与 して いる可能 性 を強 く示 唆 した。DNase処 理に よる フロ ックの崩壊

に伴 ない,フ ロックか らのDNAの 遊離が認 められた。このDNAの 塩基組成 とMarmur法

によ り細胞か ら抽 出 したDNAの 塩基組成 との間に大 きな差 は認め られなか った(Table2)。

C一.120株 の フ ロックはDNase以 外の処理 によ って も崩壊 した 。 フロ ックをpH1

以下またはpH11以 上 の緩衝液,あ るいは2MNaCl溶 液 な どに懸濁す るこ とによ り

崩壊 した。 この結果 は,細 胞同志の結合 に イオ ン結合が 関与 してい るこ とを示唆 した。

また,フ ロ ックを蒸 留水 に対 して透析 して塩 を除 くとフロ ックは不 安定 となったが,こ

れ は,細 胞表層 およ びDNAが 負 に荷電 して いるため,細 胞 同志 または細胞 とDNAが

反発 しあ うた め と思 われた 。緩衝液 中な どで は,カ チ オンが負の電荷 を中和 し,反 発力

を減少 させ,フ ロ ックを安定 に保つ と推定 された 。 しか し,FIavobacteriumな どで

報 告 された様に,特 定 の金属 イ オンを要求 す ることはなか った。 フ ロ ックを走査型電子

顕微鏡で観察 したが,細 胞間 をつ な ぐ結合 物質 は検 出で きなか った。

第 四 章 凝 集 因子 の 抽 出 と フ ロ ・クの再 構 成

フロラクを3Mグ アニジ ン塩酸 中,30℃ に保温 す るこ とによ り,フ ロック形成 に直
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接関与す る物質(凝 集因子)は 抽 出 され・そ.の結果 フ ロ ックは崩壊 した。凝集 因子 を抽

出 された細胞(抽 出菌体)に 凝 集 因子 を加 えることによ り・ フロ ックは再 構 成 された

(Fig♂2)。 凝集 因子 と抽 出菌体 をそれぞれDNase処 理 した後 に フロ ックの再構成

実験 を行な った結果,凝 集 因子 をDNase処 理 した時の み,フ ロ ックは再 構成 されな く

な り,抽 出菌体 を処理 した場合 に は変化はなか った(Table3)。 したが って,凝 集因

子はDNa・eに 感 受性であ るが・抽出菌体上 にはDNa・e感 受性物 質はな い と結論 した ・

酵素感受性 か ら凝集因子はDNAで ある と推定 され たが,抽 出液中のDNA濃 度が低 く,

DNAを 低分子 化させることな く精製す る ことは困難 と思われた 。そ こで,大 腸 菌,枯 草

菌な どの細 菌か らDNAを 抽 出 し,精 製DNAに よ る抽出菌体の凝集の有無 にっ いて調

べ た(Table4)。 いずれの細菌か ら分離 したDNAに よ って も抽 出菌体 は凝集 し,凝

集因子はDNAそ の もので あ り,DNAに 関 して,C-120株 に由来す る特異 的な因

子は必要ない と推定 され た。DNAの 起源 によ り凝集活性 に差が見 られたが,こ れは,

調製 したDNAの 分子量の差 に基 づ くもの と推 定 された 。

第 五 章 大 腸 菌DNAに よ る フ ロ ・クの再構 成 と凝 集 因子

の性 質

大腸菌 か ら抽出 した高分子DNAを 機械 的に低分子化 し,DNAの 分子量 とその凝集

活性 の関係 を調べた(Table5)。 その結果,約6×106以 上 の分子量 を持つDNAの

みが,抽 出菌体 を凝集 させかつ抽 出菌体 に結合 した。DNAを100℃ で加 熱後急冷すr

ると,凝 集 活性 は失なわれ るが,IMNaCI存 在下での加熱 は,凝 集活性 を低下 させな

か った。 これ は,凝 集活性 を持つ のは2本 鎖DNAの みで,1本 鎖DNAは 凝集活性 を

持たな いこ とを示す 。抽 出菌体 と大腸 菌DNAか ら再構成 された フロ ックは肉眼的お よ

び電子顕微鏡 的に 自然の フロ ックに類似 してお り,DNaseに よ り崩壊 した。 また,あ

る範 囲のPH,加 熱 高濃度 の塩 の存在 な どは,フ ロックの再構成 を阻害 す ると同時 に,

抽出菌体へ のDNAの 結合 を阻害 した。 この事 実は,DNAと 抽出 菌体の結合 が イ オン

結合 によ ることを示唆 した。
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第 六 章 抽出菌体 のDNA結 合能

中性付近 のpHで は,C-120株 は細胞全体 として負の電 荷 を持つた め,同 じ負 の

電荷 を持 つDNAと 非 特異的 に結合す る可能 性は低 く,特 殊 なDNA受 容体が存在す る

と推定 された 。細胞表 面の ア ミン基 を トリニ トロベ ンゼ ンスル ホン酸(TNBS)で 修飾

す ることに よ り,細 胞 のDNA結 合能が失 なわれた ことか ら,DNAと の結合 にア ミノ,

基が関与 してい る可能 性が示唆 された 。DNAの りん酸基 と受容体 のア ミノ基が イオン

結合 す ると考 えると,凝 集 活性 を持つDNAに 特異 性が ない事 実 と も一致 す る。DNA

結合能 は プロテ アーゼ処理 によ り失なわれ る ことか ら,DNA受 容体 はたんぱ く質 であ

ると推定 された(Table6)。T、 フ ァー ジDNAを 用いた再構成実験 では,1細 胞あた

り,約10分 子 のDNAが 結合 し飽和 した(Fig.3)。

第 七 章 cellenvelopeのDNA結 合 能

DNA受 容体 を同定 す るため,DNA結 合能 を欠 く突 然 変 異 株 を分 離 した 。cen

envelopeを 調製 し,膜 たん ぱ く質組 成 につ いてlSDS一 ポ リア ク リルア ミドゲル電

気泳動(PAGE)に よ って分析 したが ・野生株 と突然変異株 の間 に明瞭な差 は認 め ら

れなか った 。cellenvelopeを1%SDSに よ り抽出 した残渣 にDNA結 合能が存 在

して お り,こ れ をSDS-PAGEで 分析 した 。しか し,た んぱ く質 の バン ドは検 出 さ

れず,DNA受 容体のたん ぱ く質量が 少な いか,あ るいは,ペ プチ ドグ リカンな どに結

合 してい るためにゲル内 に入 らな い もの と推定 した 。cellenvelopeのDNA結 合能

もTNBS,プ ロテアーゼ処理 な どに よ り消失 した。

第 八 章 フ ロ ・クの形 成 時 期 を決 定 す る因 子

C-120株 のDNA結 合能 は,フ ロック形成時期 のみな らず,生 育の各時期 を通 じ

て存在す る(Table7)。 一方,7ロ ックの形成 と平行 して培地へ のDNAの 蓄積が見
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られ るこ とか ら(Fig・4)・ この条件 では ・DNAの 遊 離が フ ロック形成 の重要な因子

で あると推定 された。 チ ミン要求株 な どの栄養要求突然 変異株 のあ る もので は ・フロ ッ

ク形成能が著 しく上昇 してお り,DNAに よ る細 胞の凝集性お よび培地へ のDNAの 遊

離の両方が上昇 して いた。 これ らの結果 は,フ ロック形 成するための条件 として,DNA・

受容体の形成 お よび細胞外 へのDNAの 遊 離が重要 な因子で あることを示唆 した 。

第 九 章 総 合 論 議

本研究 で得 た知見 は,次 の様 に要約 され る。

1.活 性汚泥か ら分離¥れ たPseudomonasC-120株 はDNaseに 感受性の フロ ッ

クを形成す る。

2フ ロックか ら3藍 グ ァニジ ン塩酸 によ り凝集因子が 抽出 され,凝 集因子 と抽 出菌体

によ りフ 由ックが再構成 され る。

3.凝 集 因子 は,6×106以 上 の分子量 を持っ2本 鎖DNAで あ る。

4.細 胞上 にDNAと 結合す るため のたんぱ く質 性のDNA受 容体 を持つ。

5.DNAとDNA受 容体 はイ オン結合 によ り結 合 し,DNAが 細胞間 を架橋す るこ と

によ り細胞 を凝集 させ る。

6.DNA受 容体 は常に細胞表面 に存在 し,細 胞外へのDNAの 遊離が起 こるとフ ロッ

クが形成 され る。

PseudomonasC-120株 の様な フロック形成菌の活性汚泥 中での重 要性 について

は明 らか でない。 しか し,活 性汚泥中 に含 まれ る核酸 の数十%は 細胞外 画分 に存在す る

とい う報 告 もあ り,何 らかの形で核酸が フ ロックの維持 に役割 を果 して い る可 能性は大

きい と思われ る。
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FIG.1.GrowthandFlocculationofPseudomonas

StrainO-120inTGMedium.

C山ivationswereca㎡edoutintesttubeS.Attime

indicated,cellgrowthandtheextentofflocculation

weredetermined.Thecxperimentalresults,

shown,aretheaverageoffourmeasurements.

TABLE1,SUSCEPTIBILITYOFFLOCS

TOVARIOUSENZYMES

FIocswereincubatedwithvariousreagentsat30ｰC

forsminandthentheextentofflocculationwas

determined.

Reagents Theextentof
flocculation(%)

ANone

O,1mHtMgClz

PurifiedDNaseI(2pug/ml)

PurifiedDNaseI一{一MgCI$

PurifiedDNaseI一}一MgCls

-1-citrate(5mM)

100

99

97

0

95

BDNaseII(20ｵg/ml)

PronaseE(20μglm1)

RibonudeascA(20μglml)

n
U

n
6

～
「

9

0
ノ

InexperimentB;flocswashedtwicewith50mM

Tris-HC!buffer(pH7.4)wereused.
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TABLε2BAsECoMPosmoNoFDNA

FROMSTRAING-120

Source

of
DNA

MolO

Adenine ThymineGuanine Cytosine

Cell16.9

Releasedby

DNaseI13.5

19.1

18.1

32.1

33.0

31.9

35.4
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O
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o
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⊃
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ω
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8

Φ
」

ち

芒

Φ
.藁
山

0.51.01.52 .O

Amountsoftheflocculationtactor(ugONA)

Fig.2Relationshipbetweenconcentrationsoftheflocculation

fac七 〇randtheex七entsofreconstitution●

一172一
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ExtentoS
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c+

E+

C+

E+

C+

E+

E

C

俺

舗

一

餌one

一

一

E

C

一

一

一

一

一

輌

E

C

86

う

89

84

85

81

80

・ £;d・a-HC1・ 鶏ract

aC;Extractedcells

T・bl・4Rec…tituti。nQf事1・c・ ・iむh・xt・a・t・d・ ・11・ ㎝dDNA・

　 　 ロ
fronvar■ousor工9■ns●

Reconstitutionexperimentswereperfoエrmedwithex七ractedcells

a溢d.variousam◎untsofD!晶.s,Arnoun七sofDNAr¢quired七 〇givethe

・衰 ・… 士 零ec。・・ti・・ti。・ 。f5(%・ ・r6d・ 七・蜘 ・4.

DNAfroIユ

ム。。㎜t。fD餌A必 閃 ・ir・dt・

耳iv・thee鶏e・t.。f「ec。 ρsti轍

tutionof54ｰt(pg)

Pseudb。。na。塗PA6286

Pseudooonasfluorescens6099

EscherichiacoliH3110

Bacillussubtilis一 一
Proteusmirabilis6292

Staohvlococcusaureus6243一 一
BacilluscereusT{一
StrainC-120

0.5

㌦9

2一?

1.4

r.5

1.5

0.4

3.2
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T。b1・5Eff・c七 。f・ 。1ecu1叙w・ight・ofDNA・onf1。cc・1・ti・n

activitiesandbindingofDNAstoextractedcells.

3Y
.一DNAswerepreparedwithorwithoutshearingthroughaneedle

withasyringe.Theiraveragemolecularweightsweredetermined

bythesucrQsegradientcen七rifugation・Amoun七 〇fDNAaddedto

eachreactionmixturewasO。5いg・?hebindingofDHA,wasexpressed

astheratioinpe1:℃entageofradioactivityofDI寺AbQundtoextracted

cellstototalradioactivityofDi1Aaddedtothereactionmixture.

riolecularweight

(x:り06)

Extentof

reconstitution(a)

BindingofDIJAto

extractedcells(a)

引

24

15

6.4

88

57

24

0

-

Q

8

1

Q
/

6

1

Table6EffectofproteasetreatmentofC-120cellson

reconstitutionofflocs.

Extractedcellswereincubatedwithindicatedenzymewithor

withoutchymotrypsininactivator(NCDC)at37`Cfor3hours.After

incubation,cellswerewashedtwicewith50mMTris-liClbuffer(pH7.4)

andsuspendedinthesamebuffertogiveA6600f6.Reconstitution

・xp,。i・ent・we・eca・ ・i・d・uし ・・i・g。 ・う・1・fceU・u・p・n5i。nsa唄

0.5・1(0.2ラFg)。f血 璽D可A・ 。1・ti。 ・s・

Enzymes
Ex七entof

reconstitution(%)

BindingofDNAto
extractedcells(%)

None

PronaseE(lmg/ml)

HeatedPronaseEα 疏9/ml)讐

PronaseP(lmg/ml)

Trypsin(img/ml)

Chymotrypsin(工 匝9/血D

Chymotrypsin(lmg/ml)

+NCDC(ラ0(り19/血1)

NCDC(ラ0(～ μ9/皿1).

?

2

5

ム
ー

4

2

0

1

L
.

鉢

4

2

4

5

エ

2

9

5

2

?

8

4

9

8

9

5

8

9

Heatedat100ｰCfor10min.
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Fig.4.. RelationshipbetweenflocculationofC-120cellsand

DNAaccumulatedin呂ro胃 ヒhロedlu国.
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審 査 結 果 の 要 旨

有機廃水の処理に活性汚泥法が広 く用い られているが,微 生物が凝集体(フ ロック)を 形成す

る機構についての研究は少ない。本論文は活性汚泥より分離 された細菌のフロックがデオキ シリ

ボヌクレァーゼ(DNase)処 理により崩壊するという発見に端を発した,こ の細菌のフロック形

成機構 に関するものである。

著者はまず,本 菌がP鋤 面脚脇 に属することを再確認 し,こ の菌が対数期後期か ら定常的に

かけてフロックを形成す ることを認めた。このフロックは精製 したDNaseIに より完全に崩壊

するが,こ の反応はMg什 を要求 し,ク エ ン酸により阻害されるなど,DNaseそ の ものが反応

に関与することを示 した。フロックの崩壊に伴ない,フ ロックか らDNAの 遊離が認め られたが

その塩基組成は細胞から抽出 したDNAと ほぼ同じであった。

つぎに著者はフロックをグァニジン塩酸で抽 出し,フ ロック形成に関与する物質(凝 集因子)

と,凝 集因子が抽出された細胞(抽 出菌体)を 得た。凝集因子と抽出菌体を合せるとフロックが

再構成される。凝集因子はDNase処 理により,フ ロック再構成能を失なった。数種類の細菌か

らDNAを 抽出精製 し,精 製DNAと 抽出菌体を合せて再構成実験を行った所 すべての場合フ

ロックが再構成 された。すなわち,凝 集因子はDNAで あることが証明された。

ついで著者は大腸菌DNAを 機械的に低分子化 し,DNAの 分子量 と凝集活性の関係を調べた。

その結果6×106以 上の分子量をもつDNAが 抽出菌体を凝集 させ,か っ菌体に結合することを

認めた。凝集活性を もつのは高分子2本 鎖DNAに 限られる。また再構成されたフロックは天然

の ものに類似 していた。

最後に著者は細胞表層 に存在するDNA受 容体について研究した。菌体をプロテアーゼにより

処理す るとDNA結 合能が失なわれるので,受 容体はたんぱく質であると考えた。ファージDNA

を用いた再構成実験により1細 胞あたり約10分 子のDNAが 結合することを明らかに した。 細

胞より調製 したエンベロープはDNA結 合性をもつが,さ らにSDS処 理 したエンベロープに

DNA結 合能を認めた。DNA結 合能は培養条件などにかかわらず,細 胞表層につねに存在 し,

細胞か らのDNAの 遊離が細胞の フロック形成を支配していることを明らかにした。

以上のように本論文はいくつかの新知見を含み,微 生物学に貢献する所が大きい。よって三論

文審査担当者とも著者は農学博士の学位を授与 される資格があると判定 した。
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