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    学位論文題名

Eco-physiological Role of Sulfte‐ReducingBacteria

andSulfurCyClein丶 VaSteWaterBiofilmSAnalyZed

    byMOleCularBi010giCalTeChniqueS

    （分子生物学的手法を用いた生物膜内の

硫酸塩還元細菌の生態学的役割と硫黄循環の解析）

学位論文内容の要旨

  生物学的下排水処理プロセスにおいて、硫酸塩還元細菌によって生成される硫化水素は処理施設における臭
気、金属腐食、H2S酸化に伴う大量の溶存酸素の消費、バルキング等の原因となる一方で、その硫酸塩還元反応
は下水処理生物膜において相当量(50％以上）の有機物除去に貢献していると報告されており、硫酸塩還元は極め

て重要な反応である。しなしながら、生物膜内では硫黄の内部循環が存在するうえ、硫酸塩還元細菌は多様な代
謝能を有するため、生物膜内での硫酸塩還元細菌の多様性や機能、およひ硫黄の挙動に関する情報は皆無である。

この問題にアプローチするためには、僅か数mmの生物膜に対し空間的および時間的に高い分解能で測定でき
る技術の開発と、複雑な微生物ヨ羊集の生態学氈膵籔宣を機能に結てvt-tけた議論が必要となる。
  本研究は、このような背景の基に、微生物群集の構造と機能を高解像度で解析できる技術を開発し生物膜に

適用することにより、下水処理生物膜内における硫酸塩還元細菌の生態学的役割を明らかにし、生物膜内におけ
る硫黄循環を解明することを目的として行った。

  具体的には、FISH法、I）くX氾法、16Sr DNAクローンライブラリー法による微生物群集隣造の解析と生物膜
内in situにおける硫酸塩還元細菌の検出・同定、機能の解析として微小電極を用いたin situにおける硫酸塩還元
活性度分布の測定およびMAR-FISH法を用いた硫酸塩還元細菌の系統学的検出・同定と基質資化特陸の同時評価

を行った。得られた結果を総合的に評価し、生物膜内における硫黄循環機構、および衡萱ナる硫酸塩還元細菌の
基 質（ 有 機物 、 水 素、 酸 素、 硝 酸 ）に 対 する 利 用 特，陛お よび聾様 陛を明ら かにした。

  本論文の各章の内容は以下のようになっている。
  第1章では、一般的な硫黄循環および近年その多様性が明らかにされつっある硫酸塩還元細菌の特徴にっい
てまとめた上で、下水処理における硫黄循環の重要陸を指摘した。さらに、これまで研究が遅滞していた理由に

っいて言及し、現象解明のために有効な方法を概説、最後に本論文の目的と構成について述べた。
  第2章は、生物膜内の硫黄循環および硫酸塩還元細菌の空間分布にっいて、膜厚僅かl-2mm程度の柔脆で扱

いが難しい生物膜を、FISH法、微小電薩といった新しい手法と、マイクロスライシングや培養に基づく従来法
とを併用し、それぞれを総合的に比較検討ナることによって解沂した。このような手法の組み合わせによる生物
膜の解析ぼ世界的にも初めての試みであった。その結果、従来絶対嫌気陸菌と考えられていた硫酸塩還元細菌が

好気的な生物膜表層にも高密度に存在していることを明らかにした。また、数十岬の高い空間的分解能をもつ
微小電極を用いた測定により、生物膜表層の深さ300}.unの範囲内に硫酸塩還元活陛、硫黄酸化活陛ともに、非

常に高い活陸度で存在し、生物膜内の硫黄循環が海底のそれより1000-10000倍も速いことを示した。また、単
体硫黄(So)がH2S酸化における重要な中間生成物であること、下水中の溶解陸鉄濃度が低いためFe-S（鉄一
硫黄）循環が生物膜内の硫黄循環に占める割合が低い（1％以―nことを示した。
  第3章では、生物膜内での有機物分解における硫酸塩還元細菌の役割にっいて、硫酸塩還元細菌が属レベル
で利用できる電マ弔ぜ綱ミ異なることに注目し、検討した。硫酸臨還元細菌に対する活性阻害実験、16S r外jA
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クロ ー ン ラ イ ブラ リ ー 法 に よ る硫 酸 塩 還 元 細菌 の 群 集 構 造#i畢 rを 行い 、 っ づ く FISH法 では 群 集 構 造 解析 の 結 果

検出 さ れ た 硫 酸塩 還 元 細 菌 に 特異 的 な プ ロ ーブ を用い て生物 膜内の 空間彡 淘宥 を求め た。微 生物の 空間 分布は 基質

濃度 分 布 と 密 接で あ る こ と か ら、 こ れ を 異 なる 有 機 物 を 電子 供 与 体 と して 用 い て 測 定 した 微小電 極の 結果と 比較

した 。 硫 酸 塩 還元 細 菌 は 生 物 膜内 の 嫌 気 彡 瀬翠 におい てプロ ピオン 酸から 酢酸 への分 解に関 与し、 プロ ピオン 酸資

化 性 の Dendfobuめ 鯲 が 重 要 な SRBで あ る こ と を 明 ら か に し た 。 そ の 他 に も 糸 状 陸 の D闘 め 師 嫐 ロ を 含 む 5属 の

硫酸 塩 還 元 細 菌が 検 出 さ れ 、 水素 や 長 鎖 脂 肪酸 の 酸 化 へ の関 与 を 示 唆 した 。 ま た 、 生 物膜 内深さ 方向 の有機 物濃

度 分 布 を 考 慮 し 、 嫌 気 的 に 生 成 さ れ る 酢 酸 は 生 物 膜 表 層 で 脱 窒 反 応 に よ り 無 饑 化 さ れ る こ と を 示 し た 。

  第 4章 で は 、 好 気 的 な 領 域 に 硫 酸 塩 還 元 細 菌 が 高 密 度 に 存 荏 し た と い う 第 2章 の 結 果 を 受け て 、 好 気 条件 下

にお け る 硫 酸 塩還 元 細 菌 の 機 能に っ い て 、 どの 種 の 硫 酸 塩還 元 細 菌 が どの よ う な 有 機 物分 解を行 って いるの か解

析 し た 。 こ れ は 微 生 物 細 胞 レ ヾ ノ レ 翻 蚕 の 同 定 ・ 特 異 的 検 出 が で き る HSH法 と、 HSH法と 同 程 度 の 解像 度 で 微

生 物 の 基 質 利 用 特 陛 を 評 価 で き る マ イ ク ロ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー （ MAR） の組 み 合 わ せ （MAR． FISH法 ） に

より 初 め て 可 能に し た 。 そ の 結果 、 D鰮 舮 め甜 め 搬 が 酸 素や 硝 酸 塩 存住下 にお いても プロピ オン酸 を利 用し活 性を

示す と い う こ とを 証 明 した 。また 、硫 酸塩存 荏下に おいて は、n珊‘ ウめ甜 め船 は極め て特異 的にプ ロピ オン酸 を利

用す る こ と 、 これ ま で 利 用 不 可と さ れ て い た酢 酸 を 利 用 でき る こ と を 明ら か に し た 。 一方 、嫌気 条件 下で水 素を

利 用 し た 微 生 物 全 体 の 約 40％ を 硫 酸 塩還 元 細 菌 が 占め 、 嫌 気 分 解 過程 に お け る 水素 除 去 者 と して 重 要 で あ るこ

とを示した。

  第 5章 で は 、 生 物 膜 内 に お け る 硫 酸 塩 還 元 細 菌 の分 布 と 硫 酸 塩 還元 活 陛 の 発 達・ 形 成 過 程 を空 間 的 に 解 析し

た 結 果 に つ い て 述 べ た 。 生物 膜 の 成 長 と とも に 優 占 と なる 硫 酸 塩 還 元細 菌 を FISH法 と 以 ユ く葩 に よ り 解 析し 、

変イピ尹る稀睡魅節發元活t生およUマ舌陸領域と関連付けた。その結果、稀睡魅鹸靂元活陸領域は徐々に生物Jl寛表面の好

気嫌 気 境 界 面 に移 動 し 、 そ れ に伴 い 、 硫 酸 塩還 元 細 菌 の 菌体 密 度 も 表 層側 で 増 加 す る こと を示し た。 これは 生物

膜表 面 に 特 に 高密 度 に 存 在 す る他 栄 養 性 細 菌が 、 膜 内 に 侵入 す る 溶 存 酸素 を 急 激 に 消 費L尽 く す こ とに よ る も の

で あ る と 推 察 し た 。 さ ら に 、 生 物 膜 内 の 硫 酸 塩 還 元 細 菌群 集 に 関 す る詳 細 な 情 報 を 得る た め 16srDNAク ロ ー ン

角 翠 析 を 行 い 、 D昭 吻 ゆ zめ 船 、 卩 セ 舛 め 訪 め 廟 、 D鱈 め ら 所 切 口 ・ 6加 竹 の 存 在 を 確 認 し た 。

  第6章では、本論文の結論と今後の展望、課題にっいて述べた。

  本 研 究 は 、 僅 か 数 mmの 生 物 膜 の 内 部 で 硫 黄 循 環 が 生 じ て い る こ と を 明 らか に し た 。 ま た、 生 成 さ れ た硫 化

水 素 は 自 然 界 の 硫 黄 循 環 の1000倍 もの 速 度 で 、 中間 生 成 物 と して の S° を 経由 し S（ や へ酸 化 さ れ て いる と 推 定

され た 。 こ の よう な 生 物 膜 内 の硫 黄 循 環 は 、硫 酸 塩 還 元 細菌 の 種 お よ び懺 能 の 多 様 陸 によ って説 明で きた。 生物

膜内 に 存 在 す る硫 酸 塩 還 元 細 菌は 属 レ ヾ ′ レで も実に 多様で 、それ ぞれが 特徴 的な基 質代謝 能を有 する 。中で も硫

酸塩 還 元 細 菌 は、 プ ロ ピ オ ン 酸お よ ぴ 冰 素 利用 に 果 た す 役割 が 大 き い と考 え ら れ た 。 また 、硫酸 塩還 元細菌 は、

嫌気 条 件 下 の みな ら ず 、 好 気 的条 件 下 に お いて も 活 陸 を 示し 、 環 境 変 動に 強 い 微 生 物 群集 である こと が伺え る。

この よ う な 硫 酸塩 還 元 細 菌 の 多様 陸 が 、 好 気嫌 気 魔 界 に おい て 硫 酸 塩 還元 反 応 が 生 じ るこ とを可 能に し、そ の結

果、 生 成 さ れ た硫 化 水 素 が す ばや く 酸 素 や 硝酸 を 用 い た 生物 学 的 硫 黄 酸化 に よ り 硫 酸 塩へ 再酸化 され るよう にな

ると結諭づけた。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Eco-physiological Role of Sulfate-Reducing Bacteria
and Sulfur Cycle in Wastewater Biofilms Analyzed
    by-lvIolecular Biological Techniques

    （分子生物学的手法を用いた生物膜内の

硫酸塩還元細菌の生態学的役割と硫黄循環の解析）

  下 坿四 E勾セ スに 拭ナる 硫襲鑑 蔀蔀茄 簓壇 瞹陸と レdまヽ（1）有毒なH：ざの発虫(2)H2Sによる処瞬缶没

ザ隙轡欝微G）悪敷〕発盤のHざ瑚甜齢伴う梵静滴弼索微のノi)レキン宛〕蛎弧等

が 斟ずら れる ーフ与 でヽ硫 嚠擶断 莇af F7哦嗹 フロセ スにお しrて相当 量靹 ％以与ぴ餔鰯娜錨蝋蹴L／てお

り 、 1F蜘 ： 重 要 務 誌 で あ る 。 し な し な が 獣 T緇 鐓 臓 櫨 こ 存 在 す る 礎 離 譴 冠 噛 (SRB)斌 虫 鞘 謎 廟

よ ぴ 耐 汾 類 学 的 に 圃 択 多 様 磁 喝 こ と や ヽ 嚠 瀦 豹 d蜘 績 め 鳩 黼 淳 鮒 ・ る こ と 、 ま た Hざ ｜ 翰 1や マ

：／斌/審彊捻属煩孫拾・不ifヒ1幽黼こ蓄f一るた戡堂孀豹酉嚠酬攤断細麹瑚尚獸晦様牲

および飽粨出讃掘艢髑麺敵少胤丶鳳飜鞠でのS0およびH§嚠嬢熱魄Z励畉生弸彰襾

生じる櫞聡旆やゆ轌嚠―ことは甑めて―るoこ彿臓こアプローテするた8bCコよ働教

mm cま嬲戴謝1碕背的・蛮甜竕鰯惣〕蔵測崩矧吻開発とヽ禰幟嗣出鰯鵜め蛍蛸駒簡懿繊駐

結び咐けた議諭艶暖となる。

  以匝i~o-FLこ本謝端崗よ微均弼築備齔蝋能線瀬懺歎纈きる揃髄：開発1崖I卿勢こ適用

することにより、-R鰌凹型望搦講柧コ-jijる研髭嘴譴翫謙噛艶瑚！態学燃4を明らカ斗こし生物鵬き柵こおける硫

黄循環の解馳目的としたものである。具f4t6Jコよ異なる分子生戀鴫鏥筝我去（morescerlt血Srb Hylxidization

(FISID法 lDe洫 面 gGradiatGelEJedrophresis(DGGE)i~ 16SlAク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー崗 棚 jし 生 物

膜 内 面 如 に お け る 硫 製 錨 蔔 弼 缶 静 柮 ・ 同 も 空 間 鰰 粥 よ ぴ Rp血 ぬ ¢ mn血 を 解 听 U己 潟 ニ 各 種 微

り喟誌竄を作製・適田することにより、生物鄭ヨ訊5ぬにおける研睡銑鹸畳元拒推髟拘旨を洳定した。さらに、

洫 瑚 蜘 艫 蟹 肉 and珊 贓 鯔 1跏 珂 鹹 蹴 斑 叫 AR騷 呻 満 こ よ ル シ ン グ ´ レ セ ´ レ レ Nレ で 瑚 撒 塩 還 元

緬 郵 噺 毓 糊 搬 ・ 同 定 と 基 霞 謝 ― 同 簡 鰮 i樹 予 っ た こ れ ら 得 ら れ 繃 髞 を 統 ム ロ L総 舗 に 評 耐 一 る

ことによって、生揚弧幹檀こ存在すlる而纔鷲毎矗元細晧郵聾多継とR甲｜血血皿¢m皿五曙およて燧薗竃和弭蒭奇生を明ら

桝こしたうえでヽ催繃涜簡勲朔ら斛こLた。欄侖如ま6章舗職されnヽ る。
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  第 1章 d藷 ― り 、 r郊 噸 也 魄 謝 生 お よ て 厮 涜 循 畷 と 6靆 鱗 断 細 廓 畊 き 觀 こ ´ ー 九 ヽ て ま と め ヒ ま

た現講隅Hのた斟こ有効tc劇遜概殻最蝕こ本論文：の目的と樽撼ヱ九に述ぺた。

  第2~よ嚠瓣鞠伽結飜よび碗r蝋還謡暗緲聾紛稲こarてヽ l渺1を珊租麹姓贓

ISHi微 J欟マ イ クロ スラ イ シン グ法 や 暗養 に墓 多 く箚 鬪そ ・ 法と を併用 L^ そ加缶加を総合的 にnif彩 酎

することによって鰤したdこのような辱裂iの糸宙舛筆bせによる生粥蝣a埆豬鼎よ陛JCこも初めて¢由鰐灯ごあっ

た そ c従 澗 徴 蝦 陵 泄 薗 と 覩 ら tユ 丶 た 硫 靆 議 翫 細 教 廟 飼 珂 矧 鐓 膜 封 薗 こ も 高 密 度 1講 在 し て

いるこ とを明らカ斗こした。また数h珊の高しゼ泰讃彩弸黻もつfi~vJ嘆豹驪胡孔ヽた洳駐ユこより、生粥弼獺

a300pun瑚繊に硫靆縦断婚は硫き鍛f蹴駐ともに非簡こ高乳齬性度で存在し嚠孀鞠瀰嶺

循 E~jJ雛 鵝診 瓱れ よ り1000-10000倍も 遠いことを示した 。まな単体硫黄(So)がH2S酸 fbこ捌ナる重要な 中

颶 抵 髄 臓 bる こ と 丶 下 捌 め 湘 雛 鎖 離 め 澗 ′ 沈 め Fe-ilS猷 喃 も 軸 循 勦 生 棚 馨 め 硫黄 揖冩 こ 占め る害 9

合カ牴kヽ (1%以nことを示した

  第3章召ま、 生該珸尠弧c姥誰鷆形j角靄こおける硫 鬱臨鰭玩粢晒艶繊！Rご孔.-粥尉した。研醪臨鋸玩繊こ

対する 活性阻害勲16SrDNAクローン ライブラリ一滴こ よる研琵鼈譴斬湘 医¢輔舞薯蕎轡躡斤新予コた。F恆I

法 で ｜ 掘 艨 構 轡 鞦 め 織 黜 さ れ ね 謡 雛 遼 弼 缶 郵 珠 撰 的 な プ 口 ー ブ を 肌 に 弼 孀 鞠 理 聾 紛 布 を 求 め

た  Fl SH沸こ より 求 めら れた 微 封魍 控聞 分 布と 鍛Jマ 園璽 こ より 求められ噌讃随彭 掃功ゝ獣碗嬲謂テ 湘

菌 淵 鐓 臓 柚 瑚 気 分 解 こ お に プ ロ ヒ 呀 ヽ ＃ ら 酢 勢 、 弼 瀬 2讃 与 し フ ロ ヒ 貧 淵 日 § の ぬ 呼 轟 ぬ 6

カ笹轍鑷田ーであることを明らカ斗こした。その他にも糸彩狛めD四嚀溺帥餌を含む5屠紅瀦琵嘴譴梦辞H菌が険出

され水献堰蝴副皺Z職fbヘd難葹繊したまな堂瀦鞠深さ商簓府燃攤稜銅髄考慮し嫌気

的に生成される酢翻ま生物鵬甚誘すd撹窒反応により無珪鮒匕されることを示した。

  第4韋dよ娥荊ぬ領嚇瑚繊讎断潮勘織に存在し売出ヽう第2章Z探を受ナて丶娥孫舛下

におけ る研醇鑑譴玩細嶐紡郡萄顛蛤旨ご：乢に異なる電孑受容鉢の存在下でどの種の研蒔難譴玩粢尠どのよう

な有饑物分解を行っているのカ撕した。こ刈瑚饗封鰯硼包レベ´レで睡の1司走・特異的帙吐め遯きるH5H法と、

HSH法と同程度 の解像度で微生物の 輔帰特性をミ弼お できるマイクロオ ートラジオグラフイ ーm【AR）を阻

み合わ せることにより鰯鞆：できた。その縲D鹵締馳m弧カ魯講輯碕鬟鱗詳鋩E・Rこおいてもフロピオン酸を利

用L舶齠e示すことを明らカ牝したまた硼鱸純Wこ拭用よぬ蜘眦晦｜趨勢瞞黝こフロピオ

ン酸を 羽1田す ること、これまー酥 岨嗣とされていた酢鬱随雨弭托きることを明らかにした。一ず叉研弼議紙

細 薗 よ 嫌 覇 澣 卞 勘 嘯 錦 用 し た 縱 均 睦 贓 約 40％ を 占 蛾 燃 紛 鰯 固 揺 ＆ ヨ ナ る 菊 瀚 歯 昔 と し て 重 要

な鸚幢剽とレaヽ ることを明ら烈こした。

  第5韋なよ嚠嬲琺ヨナる碗灘譴瑠魅め分布と硫鐵譴元酬め髄・職攤駐齟繝9．省酣ヨ

に 鰤し た 。生 戀蝣 駿 垣覓 長と と もに 優占 とな る研醪鼈譴歩醐職HSH法とDGGE潟こより角新 L^ 発達する 硫

酎 撥 翫 刪 お よ て 囎 ピ 韻 喊 と 闘 削 ナ 也 そ 嚠 胡 も 硫 輔 譴 元 甜 繝 翁 ま 徐 々 Ia物 麟 湎 磁 孜 鎌 気 暁 界

面に｜！鋸珈L^ そオuこ伴し丶硫鬱藍甜翫謙暗艶）菌体密度も同顧翻溌増む田一ることを示した。さらに、生物麒内の硫

酸譴弼疇濮鍍黼輔ゆたぬ16srIMクロt／鯆〒齢丶ぬ蜘hぬは、聡駒励由、ぬ蜘励d翩

の南協繊した。

  第6車よ結諦であり、磽矯胡診轆括と今後の当誼形窃野綛葫織ご孔ヽて述ヘ．．た。

  以 ヒ 要 す るに 著者 tよ異 な る分 子生 戀 購鏥 蹴と 街 凵魎 マイ ク ロオ ート ラ ジオ グラ フ イー を蓬 併 田し

箇 暾 mm讎 勘 賦 瓠 こ 葡 鶚 一 る 施 麟 組 惑 疇 め 多 様 性 と 犠 靆 臉 齦 お よ 羽 搬 物 分 解 こ 栗 た す 従 ！ 隆 解

明 L虎 。 ま た そ 嚠 鰍 り 、 生 弸 掣 郵 で 生 じ る 硫 闘 醗 鞄 明 ら か lこ し た 。 こ れ ら の 顔 読 応 用 し て 嚠 孀 U

アクターの濺台師乳ヒおよぴF水箔藷彩蘋試ゆ鬣設計・維黐管理に1関するカ遥盪示すことにより、―R悩四哩の新たな

飃譲こ 向けての有用なt毒報を多く 提供しており、瓔 鋲紅為匆努鹹ヨ詩 欹するところブくなるものカ暢る。

  よって著者tよ北海道大学博士（工鞘の学位を授与される資陷あるものと認める。
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