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論 文 内 容 要 旨

序 論:

1935年,8酬 匙編 性 汚 泥 か ら純

勅r歩多凌 τ凝 集!体.(プロヅク)を形 成 す る細 菌 で・あ

る 馳 準 を分 離 レ傷 ま た/タ詣

鮨 〃・勧 らによ尻準 』以外κ拶 屯

粋 捲養 て・・ブロ ヅ クを形,成 す ろ細 菌8漁.

三麟.一.∠ 攣.
脚 一.7一 レ,∠魑

な ソ の,落荏 が 柔 され た 。 規 在 で ば さ ら に多 く

の歪田菌の噸 屯癖 タ吉養 で・ブ ロ ・ソク を疲形威 ・才る こ と

ヵゴ災ロられ て い る 。

二 れ.ら ≦田菌 の ブ で7ッ ク行多ノ構 と レ て 雍.

以 乍 の4'フ の2弟 が 瀞 昌ざ 才して い る 。

①ぜリー籾細刀乞間物賀説(攣)

②鋤電力説(∠蜂)

③重台説(≦ 幽)

④/fオ ン6多含 説(一)

以 上 の様 に純 粋 姥 差iで ブ ロ ・ソク を彫 威 す る細

菌 の ク ロ ツ ク彬 成 機 構 は 菌 殺 に よ リ カ・な ウ 冥

な っ て い る と弓考 え ら れ る ◎:ち・そ ら く い く つ が
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・の講 が)複 含 す る 二 と}こ よ ウ活 ノL生ク考ク尼 の フ ロ

ヅ ク が 形 威:さ れ て い る と老 え る の が'匂,然 て'あ

ろ づ 。

さ て.衡i7質'を.媒 体 と レ ・て ク ロ ・ソ ク を 形

成 す る 細 菌 がi右 ノ}庄渚 泥 申 に 蒋 在 す る こ'ど は す

で'に カロ藤 ら に よ ウ 糸 さ れ た が',分 畜鰍4よ ク てフ

・ソ ク・形 ヌ戎 に つ い て ネ・安 定 で あ っ た た め .私 は

こ ・ク)様 な ノ陛 質 唖を,;涛 ち.か っ 安::定.な:ク てコヅ クr形

威 菌 を二頒 重.)司 定 レ そ 《の フ・て7ッ クr牙多磁 を

明 ら が に す る ご と を 日 的 と.レ て 石牙多εを 行 ・なbつ

た:,σ

フ・ロ ナ ー ゼ 感 受 ・陛 細 薗 の 分 離 。 同 定,.

菌 分 離 の教 、料 と な る 活 性 汚 泥 ぱ 蒲 生 の 汚

水 処:須1施 説 の も の を 当1研 究 室:に お い て 訳 り ペ

ブ・ト ゾ で・劇 養 ・し な φぐらノ呆 落 レ ナ`。 こ の 保 存 痘

泥,を 蛋 匂 質:乏分r解 湧蓼r素で あ る ワ。ロ ナ ノ ぜ ど男…に

イ ソ キ4べ 一 ト レ た 時 に:遊 離 レ て く る 細 薗 の

中 ヵ、ら,目 的 と す る ブ・ロ ナ ー ゼ'`に よ ク プ ロ ヅ

ク が 崩 壊 ず る フ ロ ッ ク形 成 細 菌 を 分 離:し た.
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夷o数 回 の雑 実 験 の 盛多象.6蒜 が4尋 られ.

い ず れ わ 一 と;同'」定=三 れ た 。

ブ ロ ヅ ク の ノ}生質

分 離 レ た,β 株 に つ い て ま に 袈:;験 を行 な ク

た 。 本 菌 ば 久3轟 層 の ζ滋㌔が'拷 ≧也中 に 存 杉」す る

と ・ク て=7ヅ ク を 膏多成 レ な が ら 生 秀・す る 。 この フ

ロ ッ ク は 建 常 期 申 期 に 髭 す る ま で 堵 凌 中 に 屍

ら れ る が.そ れ 以 働 よ崩 壊 レ始 め 約/〃 跨 間 て・●

'%全 ・に 消 失:,す る 。rま た 二 の フ ロ ヅ ク の 彫 威 と

崩 壊 の 時 期 は 姥 地 申 の 罐 や濃 度 κ%傭 レ て 麦

化 レ た(π:らr・1)・ ブ・ロ ナ ー ゼ 処 理 に よ り 焙 養

の0.a660伽 励 の 吸 収 瑠 加 を 峰 っ て フ ロ ッ ク

が 崩 メ裏 さ れ.ニ ソ ヒ ド リ ソ 発 色 齢 の麹多齋監.

封 数 期≡ に お げ る 生 育 速 彦 の 上 昇(π 夢・£),ま

た に 細 刃乞か ら げ が':洗 浄 徐 去 さ れ'々 す く な る

な とノ・の 勇見象 が 玄冠占6ら れ'た.堵 養 ・→7の 《二諾†灘

が θ.1伽 〃 以 下 て・・は 黍 薗 は1ま と ん ど フ ロ ッ ク を

形 威 該 ず に 俵 育 し'二 。 ま た αタ厩 〃 以 よ の0謹

を'含 む 堵 地 ・中 で・1よよ く ブ ロ ツ ク 牙多,威;畜～i起,二 る
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治ぐ牙多双 さ れ ノζ:ク とコ ツ ク1ま フ。ロ ナ ー セ;"処 理}cよ

つ て こよ 崩 壊 し な い'ト生 質 の む の で あ つ た 。

ソ¥コ ヅ ク の 再 オ養i威:

菌4挙 を 凝 集 ぎ せ る イ乍用 を 才奇つ 物 須r(ン 疑,集

凶 手)の 分 離,纏 裂 を 行 な う た め に は そ め 凝

:象囚 手 の 活,撚 を 測 定,す る 系 を 組 み 立 て る 必 要

が あ る 。 こ の 回 釣 の た め}ζ 薗 体 ・ψ・ら柚 出 レ た

凝 集 因:子 を 再 び'菌 体 と混 合 す る 二 と に よ ク 菌

ろ本 を 再 霧乏集.さ イζる 系(再 構 威}謙)を 閉 発 し た 。

α,柚 松 菌 体 の 調 裂 一 〇.a∠8の 対 数 生 育

期 に 濁伽 川 εP7フ へ を 痂 カワレ ブ ℃:7ック を 崩;腹 さ・

ぜ た 綾1に6≧1%ホ ル ム ア ノレヂ ヒ ド を 含 む 緩 衝

液 肩7で ◎/{動 分 ●ヌ&碧Zレ た 。1回1洗,浄 後1に:夕 〃 グ

ア ム ジ ン 塩 酸 で/0・ 分 間 菌 体 を 柚 出 レ た.こ

の 歯 体 懸 燭 疲,/伽zず っ を 遠 心 チ ユ ー ブ に入 れ

ンク〃 〃x5/よ 分 遠'げ を 行 な レ・そ の 沈 澱 レ た 菌

体 を 柚 広 菌 棒 ど レ た 。

b.凝 集 囚 尋 の 柚 出 一(ユaみ5'の 対 数 生 …育

期 に 、2卿〃 三Z)7フ4を 糸 力σレ ・フ ロ・ッ ク を;賄 巖 さ
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ぜ た 。 菌 体 を数 回 洗:浄 レ 汽 後 に よ1》グ ア ニ ジ

ソ て・'/0分 間 才由出 勉 理 を;イそ'な)、/{② 〃oxξr30

分 φ 遠 ・じ・で 菌外 を 沈 殿 さ せ た.こ の よ.ラ青 を 凝

集 固3を 含 む 組 抽 出 液,ど レ た 。

C.・ 再 横 成 ラ去 一一一柚 出 菌 体 に/泌 の 柚 出 液{舞

た は そ の 分 画 液 を 混 合 レ 伽 〆〃 ト リ ス 鯨 鍛P月

久 £ て・1夜 幽%灸0.3伽 〃 《9鳥α,2を ・参 む1司 じ緩

衡 液 で ニ ロ 間 透 新 レ た 。 二 の 跨,柚 俵 夜 藩 た

は そ の 分 画 液 中 κ:縦 集 因 子 が 存 社 す る と0譜

に 將 裏 的 で 凝 集 因 子 の 量1く 比 例 レ た 量 の フ ワ

ヅ ク を形 威 す る σ 惣.3)・ ま た 再 構 威 さ れ だ

ブ ロ ・ソク はZヨP芳4と ブθロ ナ ー セ:・に よ ウ 崩;壊 す

る 。

d・ フ ロ ヅ ク形 成 率(π 亨,の 一一　 再 騰 成'し た

歯 体 を30'分 静 霊 レ た 碕 に沈 殿 す る ツ ロ ヅ ク

の蛋 一白質 量 を 全 体 の 蛋 匂 質 量 に 対 す る パ ーセ

ン ト で表,規 レ た9

e・ 凝 寡 単 位(梅.3)再 構 成 レ た 菌体 を

2跨 闇 静 蓋 レ た と き に沈 殿 す る フ ロ ツ ク の量

が λ〃%の ブ ロ ッ ク形 成 率 とな る ラ香・性 を1凝 集
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攣 イ立 と レ た.

凝 集 因 各 の新 製 と性 質

上 記 の粗 袖 出;液,Lよ全 く 再 撚 活電Lを 示 さ

な φ、つ たoレ か レ組 柚 出 瓶 を ヌ汐 〃 グ ァ ニジ ソ

タ鰍 の イ落杉 ■ζでψセ=フ ァ ・ヂ ッ ク ズ(孚 一/5「〃乞 用 い

分 画 す る と.そ の 溶 弘 液,中 に 強 い 再 構 成 活 ノ陛

が 出 現 し た(π:タ4)・ こ の 浄 陛 巴 分 を6〃 尿

素 を 含 むo・ ・/〃 ト り ズ 蘇 酸P〃 城 て"透 祈 レ 充

分 に グ ア ニ ジ ン癌 酸 を除 去 レ た 後.6〃 尿 素

・で乎 衡 しレ ノニ・C"一セ;ノレロ ー ラくて・分r画 レ ノこ9熔

ム レ た 活 ・腔 部 を さ ら に,焦 点 電 気 泳 動 で 精 製 を ・

行 な っ た ・ そ め 結 累,セ フ ラ ヂ ツ ク ス 熔 玖 都

の 秀 性 を 基 拳 と レ た 爵 の 活 性 の 回 収 率 は9% 、

比 タ多小生己広4図'倍 に 精{製:さ'れ た(ア 訪 たブ)。 こ の

凝 』集 因 子 の 活 弦 は ト ワ:プ シ ン ヌ&獲 に よ り 失 浩

レ.薯 電 点 に ρκa3で,浄 騰 水 中 で の3・ 分 の

タ羅 に よ っ て わ 全 く!タヒ活 され な か っ たoiま た

えよ〃 グ ァ ニ ジ ソ;蜘 祖」下 で セ フ ア ヂ ヅ ク ス、

を 用 い て 測 定 レ た 分 争 量 は6汐 〆勿 ク〃・で あ っ た 。
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他 の 囚:各 の 関 与

プ ロ ヅ ク を 形 成 レ な い 麦 累 株(〃3ノ 昭 乙

〃 弓㌧ 〃11,ハ イ,、几)と 〃 〃 弓乞累 黍朱・か ら の ク ロ ヅ

ク をr形 威 す る4夏1移 愛 異 塔朱(ノ ヒ〃)を 分 ・難.し た 。

二汐しら 麦 累 株 ど擁 朱 さ ら}こ ト リ フ・シ'ン 処 理 菌

の 抽 飲 菌 体 を 考 れ ぞ れ 調 製 レ た.こ れ に暑β分

精 型 レ た 凝 集 困 子/ク 厚 を 添 加 レ そ の 再 騰 成

箔 ・性 を 測 完 レ た(7諺 厄2).そ の 緒 果.凝 集 囚

手 の 添 カロに よ り孝見:株.R11,!∀3さ ら に!∀ ん之

走朱勇ぐク ロ ッ ク を二角・構 成 レ た 。 レか レ ト リ フ・シ

γ タ吾擢 菌./∀'7,!▽9,〃17株 は 凝 集 因 名 の 旛

な 下 で む プ ロ ツ ク を 再 構 威 す る 二 ど は で・き な

か っ ノζ。 二 の こ ど こま ト リ プ シ ソ に よ ク 消 ろヒさ

れ イも成 分 は 柚 出 菌 体 の:再 繕 成 κ 必 須 の 威}分 で

あ ウ.ま た 〃 ケ.〃r・9.!》771毛 添 加 さ れ,た 凝 集

因 手 以 外 の 必 須 成 分 を 欠 如 レ て い る む の ど 考

え られ,る ◎

次,に 二 れ ら の 才由歩、菌 体 か ら細 刀乞表 層 画 分

を 調 製 レ ∫1)S踊 ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル!電
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気 泳 動 で そ の'蛋 向 質 組 成 を 比 敢,レ た 。 そ の 緒

集.ト リ プ シ'ソ に よ ウ 消 化 さ れ る物 質 と!耽

〃9.!∀11変,異 株 に つ い て 減 少 レ て い る 威 分 ・

は 同 じ わ ⑦ で 分 子 量ga〃ooと 鬼 〃〃oの 蛋 白 繁

で'あ る 二 と;rが示 峻 され たo

げ の 結 含 部 位

柚 出 菌 体 と粗 柚 広 夜 捗 ノニは そ の ラ昆!鋤 吻 に

封 す る 貫6、♂を の 猪 令 能 を 翻 季 衡 法 て・測 定 レ

ノζ{緒累.粗 柚 分ミ糸乞に`よ 全 く4舵 ン」+5壱 含r省巳・が な

い こ じ.ま た 柚 出 箇 体 が'イ全 て の4夕(:読 町を6{5!含一す

る 二 ど やで明 ら ・々、と な つ デこ。 ま た 窃 シ分『精 弓製 レ ノζ'

凝 集 因:子 に ψ 全 く 結 含 活 樵 は 見 ら れ な か っ た 。

一 芳
,親 株.変 異 株 さ ら に ト り ブ・シ ン 処

理 菌 の 抽 出 菌 ・体 か ら調 製 レ た 細 耳乞表 層 颪 分 に

タ才 す る4授)菰 ナ の き多ぞ>1よ 分 考・受 タβ)o〃oと:9ミoρo

の 蛋 匂 質 を 多 量.1ζ ・含 ん て"い る ∂.揮3、 尺11、

〃 ノ£オ朱 の ψ の が よ 記 蛋 白 質 を ケ 量1含 ん で い る

ト リ プ シ ソ 処 多里菌.〃 ケ,〃9,〃11の も の よ ク

毛・多 量 の 好(ノ を 結 合 す る 二 と ・が 示 さ れ た 。
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総 倉 考 察

細 」吃 表 層 後 臼 質 の 関 与 に よ ウ安 定 な:ク ロ

ヅ ク を形 成 す る 細 菌 を;r分・離 ル ナζ,雛 株 が'

一 と 周 完 さ れ ノニニ と、 菌 棒 の

凝;集1《 は(箆 をが 必 要 で・あ る 二 と な どか ら.与

塚 らが'7傭 伽 レ の ク ロ ッ ク→移磁

と し て提 ワ昌レ た イ オ'ソ 鮎 合 説 をi乏 拷 ・す るノ}俵質

を椅 っ て:い る 。 レ カ、レを 塚 ら は4皮 ら の 便 用 レ

た株 に対 レ:ト リ プ シ ソ 処 理 を行 な っ た が 全 く

クY7ッ ク形;成 に1ま影 響 が'見 られ な か っ た と報

告 レ て い る の で,本 裏 験 で分 離 さ れ'た 獅 ヅ

ー 株 は:手塚 ら の株 と 異 な る フ ロ ヅ ク

1形威 灘 を祷 っ て い る と,ラ考 え,ら れ る 。

従 来 細 菌 の ブ ロ ッ ク が 再 構 威 さ れ,,そ れ

1く{ψ要・な 滋ン分》が●明 ら ガ・1こされ た趣れまな い 。 プ

ロ ツ ク形 磁4)駕 翔 の た め に は 再 構 成 法 が

有 効 で あ る 二 とが 本 実,験 で 勅 め て 明 らカ、に さ

れ ・た 。 レが レ.二 の 再 構 成 率 の測:定=法 は 経 験

釣 に 誤 差 が5一 ～7%と メ乙き い こ と・.グ ア ニ ジ
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ソ峰 確 鰯 割 勤 凝隼 因 手 の精 製 竜とφ た って.鴎

収 孝=が';現 在.の 方 法.てコよ 大 凌:ン修 い こ と な げ の ノニ..
ら

め 、 二 の 凶 子.の 完 全.な 精 禦 を・行 な ラ ニ と は で

き な か っ た 。 ま た.細 筋 表 層 画 分 中 の ブ ウ ・ソ.ク1

形 成 ∂こ関 イ系す るi些,思 ・わ れ る 」威」㌧≒分㌧に.つ)、 て む.司「.

溶 化 κ:威 切 レ て い な い 。 こ れ ら .の煮、..を解 決 す

る た め}¢ は 今 後 新 レ い お乞術'の 閉 発 が'必 要 で・あ
P

ろ う 。
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審 査 結 果 の 要 旨

活 性 汚 泥法 は 生活 廃 水,工 業 廃 水 の生 物 的浄 化 処理 法 と して広 く用 い られ てい る。 活性 汚泥 とは 細

菌,原 生 動 物 な どを含 む 微 生 物 の凝 集体 で あ り,こ の よ うな凝 集体 の生成 が 固液分 離 を 容 易 にす る た

め活 性 汚 泥 の管理,運 転 上 もっ と も重 要 で あ る。 微生 物 凝 集体 の 生成 の 原因 は細 菌 に よ る フ ロ ツクの

形成 の た めで あ り,従 来 純 培養 に お い て フ ロツクを形 成 す る 細菌種 にっ いて は多 数 の報 告 が あ る・ し

か しフ ロツ ク形 成機 構 につ い ての 詳 細 な研 究は これ迄 行 なわ れ てい な か った6

本 論 文は タ ンパ ク質分 解酵 素,プ ロナー ゼ に よ り フ ロツクが 崩壊 す る一 細 菌の フロ ツク形 成 機構 を

再 構成 法 に よ り明 か に した もの で あ る。

著 者 は まず 活性 汚 泥 よ りプ ロナー ゼ 処理 に よ りフ ロッ クが 崩壊 す るフ ロツ ク形 成 細 菌の 分離 を試 み,

6株 を 得 て これ らは 何れ も 翅 ⑳ ・ろα・ま¢γ勧 那 に属す る こ とを 明か に した 。以 下 主 として 分 離株 の一

つB株 に つ いて 実験 を行 った。 著 者 はB株 の フ ロック形成 の 条件 につ いて 検討 し,フ ロックの 形 成 に

は培 地 中 に適 当量 のカ ル シ ウム イ オ ンが存 在す る こ とが必 要 であ る こと を明か に した。 また フ ロッ ク

はEDTA処 理 によ って も崩 壊 す る。

次 い で 著者 は フ ロッ クの 再 構成 実 験 を行 った 。 す なわ ち,フ ロッ クをEDTA処 理 に よ り崩壊 させ

た後,ホ ル ム アル デ ヒ ドに よ り固定 した菌 体 を5Mグ ア ニジ ン塩 酸 に よ り抽 出 した残 澄(抽 出 菌体)

と,EDTAに よ りフ ロツ クを崩 壊 させた 菌体 の5Mグ アニ ジ ン塩 酸 抽 出物 を セ プ アデ ック スG-

150に よ り分 画 した 成分 を合 せ,グ ア ニ ジ ソ塩 酸 を透 析 に よ り除 去 した 後,0.3mMの カ ル シ ウム

イ オ ンに 対 し透析 す る とフ ロツクが再 構 成 され る ことを 明か に した 。再 構 成 された フ ロ ツクは 天然 の

もの と 同様にEDTAあ るい は プ冒ナー ゼ処理 に よ り崩壊 す る。

次 に著 者は グ アニ ジン塩 酸抽 出物 中 に存 在 す る凝 集 因子 の 精製 を試 み,CM一 セル ローズ,集 点電

気 泳動 に よ り約42倍 の比活 性 まで精 製 した 。 この凝 集因子 は トリプシ ソ処理 に よ り失 活 し,等 電点

はpH8.3で 加 熱に 対 し安 定 で あ り,分 子量 は約14万 と推定 され た。 精 製凝 集因 子 に よ り再 構成 さ

れ た フロ ッ クはEDTA,プ ロナ ー ゼに対 し感受 性 であ る 。

最後 に 著者 は フ ロツ ク形 成 に 関 して この 凝集 因子 以外 の成 分 が 関与 す る可 能性 を 調べ るため,フ ロ

ックを形 成 しな い変 異 株5株 を分 離 し,そ れ らの抽 出菌体 を 得 て,こ れ に精 製 した凝 集 因子 を 添加 し

再構 成実 験 を 行った 。変 異株 の 内2株 は フ ロ ツクが再 構成 され たの で,こ れ ら変異 株 は こ の凝 集 因 子

の生合 成 に欠 陥 が あるた め フ ロツ クが 形 成 され ない もの と考 え られ た。 残 りの3株 は 精 製 した凝 集 因

子 を添 加 して も フ ロツ クが 再 構成 され ず,・他 の因 子 もフ 戸ツ ク形 成 に関与 す る可 能性 が 示 され た。 こ

れ ら3株 の 細胞 表 層に含 まれ る タ ンパ ク質 は電 気 泳 動に よ る分 析 で親 株に 比 べか な りの差 が あ るこ と

が示 され,ま たカ ル シ ウムイ ォンの結 合 性 につ いて も親株 に比べ 有 意 に低 い ことが 明か とな った。

以上 の よ うに本論 文 は細 菌にお け る フ ロッ クの形成 機 構 につ い て始 め て再構 成 法 に よ る解 析 を行 っ

た もの であ り,微 生物 学の 学 理 お よび 応用 に 貢献す る と ころが 大 きい 。 よ って 三審 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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