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努ぎ工茸主 糸者言命

現在最も広範に普及している廃水の生物学的処理法は、活性汚泥を利用し

た浄化法である。活性汚泥による廃水処理は、可溶性有機物の微生物細胞へ

の変換、すなわち固定プロセスと微生物の凝集位を利用した自然枕障による

処理水からの微生物の除去、すなわち分離プロセスというふたつの行程から

成るといえる。そして、エネルギーを消費することなく、単に静置すること

によって処理水が得られるという分離プロセスの簡便さが、活性汚泥法の普

及を促した一つの要因であった。活性汚泥の凝集は、汚泥を構成する微生物

によって分泌された細胞外高分子物質による微生物細胞の連結、あるいは高

分子物質によって形成されたマトリックス内への細胞の包括によってもたら

されるという説が最も有力視されている o

ところが実際の廃水処理現場においては、活性汚泥の凝集性、沈降性に異

変が生じて固液分離に支障をきたすという異常現象にみまわれることがある

1 .2】。それらの発生機構については未解明の部分が多く残されており、それ

らの発生機作の解明と、障害を未然に防ぐ廃水処理プラントの運転管理技術

の確立とが、廃水処理法の主輸として定着した活性汚泥法の円滑な運用のた

めに残された課題である。

分離プロセスにおける異常現象は、汚泥の膨化と汚泥の浮上とに大別され

る。これらの異常現象は、何等かの要因によって活性汚泥を構成する微生物

相に異変が起こることに起因すると理解されている。活性汚泥の膨化は糸状

性細菌の異常増殖によって、汚泥の綴密性が低下することが原因であると考

えられている 3)。一方、活性汚泥の浮上は放線菌の増加との関連性が指摘さ

れている 4)。この異常現象は、活性汚泥の一部が油脂状の発泡物となって浮

上し国液分離ができなくなるという障害であって、その発泡物中からは放線



菌が高い頻度で検出される 4-6)。放線菌の細胞表面は疎水性を示すため、そ

の占有率が高まると活性汚泥全体の疎水度が上昇し、気泡や油滴を保持し易

くなって浮上がもたらされると考えられている 7・8)。廃水処理プラント内に

おける放線菌の異常増殖は、疎水性物質の流入と密接な関係があると考えら

れている。炭化水素はもとより、全く代謝されないシリコンオイルのような

疎水性物質でも、廃水処理プラント内での放線菌の滞留時間を増大させ、そ

のバイオマスを選択的に高める効果のあることが報告されている引。

このように、放線菌は活性汚泥の沈降性を妨げる有害微生物とみなされて

いるのである。ところが、放線菌 Rhodococcus erythropoli s S-lを組込ん

だ活性汚泥は、同菌株を樋菌しない活性汚泥よりも優れた凝集性を維持した

ことが報告された 10)。さらに、 R. e rythropolis S-lの培養液中には、微生

物細胞をはじめとする懸濁粒子の凝集を引起こす能力のあることが示された

1 1 )。そこで、著者は R. e rythropoli S によって産生されるブロキユラント

の組成を明らかにするとともに、浮上汚泥より単離された放線菌 Nocardia

amara e 7)についてフロキユラントの検索を行うこととした。

本論文においては、放線菌の細胞外ないし細胞表層に分泌される蛋白質が、

ブロキユラントとして機能し得ることを論証し、活性汚泥凝集における放線

菌の役割について考察する。また、疎水性物質の供給による放線菌の浮上と

凝集促進作用をもっ細胞外蛋白質との関連性についても言及し、浮上汚泥の

発生機構について考察する。

第 2章においては、型. a maraeの細胞表層成分が凝集促進作用をもつこと

を論証する。 N. a mara eを洗浄することによって得られた溶脱物には、分散

性の細菌を凝集させる能力のあることが判明し、細胞表面に存在する物質が

凝集促進作用を持つものと予想された。 N. a ma日空を酸及びアルカリ溶液で

洗浄すると 3種類のペプチドが回収され、そのうち最も多量に得られる細胞



表層ペプチドは凝集促進作用を発揮した。その作用はイオン強度や多価カチ

オン添加重の上昇によって高められた。しかし、鉄イオンの過剰添加は作用

を阻害した。また、ペプチドの添加濃度が上昇しすぎると凝集作用は低下し

た。

第 3章においては、各種炭素源の N. amara eの増殖に及ぼす影響について

論述する。中性脂質を炭素源として N.amara eを培養すると、培養液表面に

フロックが形成され急速な増殖がもたらされた。このとき菌体は培養液中に

分散せず、培養液表面のみに認められた。さらに、細胞表層蛋白質は中性脂

質に対して高い親和性を示した。

第 4章では、 R. erythropoli s S-lによって分泌されるバイオフロキュラ

ントの組成と、その凝集作用発現に及ぼす諸因子の影響について論述する。

まず、 R.erythropoli S の培養液中に分泌されるフロキュラントの回収手段

を考案した。得られたフロキユラントは、雑多なペプチドから構成されてい

た。培養液の渡液は凝集促進能を持たないことより、その物質は微粒子を形

成していることが判明した。凝集作用は多価カチオンの添加によって促進さ

れたが、鉄イオンを過剰に添加すると凝集は阻害された。フロキュラントの

濃度が増大し過ぎてもやはり、作用は低下することが明かとなった。

第 5章においては、疎水性基質による R.erythropoli S の培養時に起こる

菌体の浮上と、バイオフロキユラントの細胞表面への蓄積について論述する。

炭素源には通常グルコースを用いたが、炭化水素を用いるとより速やかな増

殖が起こり、菌体は凝集体を形成して気液界面に浮上した。そのとき凝集作

用を持つ蛋白質は、培養液中には拡散せず細胞表面に蓄積された。

第 6章においては、以上のような結果を総括し、放線菌の生産するバイオ

フロキユラントの性状と作用発現に及ぼす諸国子の影響、疎水性基質による

放線菌の念、速な増殖と浮上について論ずる。
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第雪~2 重量 Nocardia amara e YKl の菌体表層蛋白質の凝集促進作用

第 1節緒言

活性汚泥の表面は蛋白質、核酸、多糠によって覆われており 12・13】、活性

汚泥中から抽出された雑多な高分子物質が、凝集作用を持っていることもす

でに確認されている。例えば、活性汚泥をアルカリ性溶液によって溶脱して

得られた物質は、蛋白質、核酸、糖を含み、酸性条件下でカオリンその他の

懸濁粒子を凝集できたと報告されている 14・15)。また、 Tenneyらは活性汚泥

から水酸化アンモニウム溶液によって抽出した多糖、蛋白質、核酸の複合体

が凝集作用を示したとしている 16.17)。

純粋培養された微生物の産生する細胞外高分子物質も、凝集能をもつこと

が報告されている。糸状菌の一種である Paecilomyces Sp.の分治するポリガ

ラクトサミンは、懸濁粒子を凝集させる能力を有していた 18.19)。同じく糸

状菌の Aspergillus sojaeによって細胞外に分泌されたポリヘキソサミンと

蛋白質の複合体も、凝集作用を持っていた 20)。さらに、シアノバクテリア

の一種である Phormidiumの産生する菌体外高分子物質は、糖、脂質、蛋白質

の混合物であって、カチオン共存下でブロキユラントとしての能力を有して

いた報告されている 21)。このように、生物由来の多糖ないし糖を含む高分

子物質は、懸濁粒子に凝集をもたらすことが証明されているのである。蛋白

質が作用の発現に寄与していたという例もあるが 20)、その場合にも蛋白質

が直接粒子関の連結を成すとは考えられていなかった o

本章では、 N. a marae YKlの細胞表面に繊維状の細胞外構造が存在し、そ

の構築に関与する蛋白質が、凝集促進作用を発揮することを論証し、活性汚

泥凝集における蛋白質の重要性について考察する。
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第 2節 実験方法

1 .菌株および培養方法

実験に使用した菌株は、廃水処理プラントに発生した異常発泡物より単離

された Nocardia amara e YK1 である。本菌株は通産省工業技術院微生物工

業技術研究所内の菌株保存施設において、識別番号 FERMP-9347 として登

録、保存されている。

本菌株の培養には、グルコース 7%.. 酵母エキス (Difco)0.5%、NaCl 0.5%を

含む培地 (LG7培地)、あるいはグルコース 1%、酵母エキス 0.4%、 (NH4)2S04

0.5%.. Na2HP04 0.6%.. MgS04・7H200.02認を含む培地を用いた。そして、 300C

で1-3週間静置培養を行った。

このほか、菌株の保存にはグルコース 1%、ペプトン 0.5%，肉エキス 1% .. 

NaC1 0.3%.. 寒天 2%を含む放線菌保存周囲体培地を用いた。 300Cで4・5日間培

養した後、 40Cで保存した。

2. Nocardia amarae YK1菌体洗浄液の回収法

グルコースを炭素源とする培地 21から回収した N. a marae の菌俸を渡紙

(アドパンテック No.5A) 上に集菌し、蒸留水で緩やかに洗浄した。つぎに、

300mlの蒸留水に菌体を懸濁し激しく振湿した。蒸留水を入替えてこの操作

を再度行った。得られた 600m1洗浄液を菌体洗浄液とした。

3. N. a marae の細胞表層成分の抽出方法

培養液 21から渡紙上に回収した菌体(乾燥重量約 10g) を約 600m1の蒸留水

で洗浄した。洗浄した菌体を 600mlの O.lNHC1および0.05NNaOHに懸濁し、 4

OC ，....，.，室温で、 1-3時間撹持した。その後、遠心分離 (lO，OOOXG 15分)を行い
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菌体を取除いた。得られた上澄液をそれぞれHCl溶脱液、 NaOH溶脱液として

回収した。

4. N. a maraeの細胞表層成分の分画法

細胞表層成分の分画法は、 Figure2・1のフローチャートに示した。 上記 の

ようにして得たそれぞれの溶脱液は、 pH4(B) および pH8(B -)で沈殿物

を生じた。 NaOH溶脱液から得られた沈殿物は、酸性条件下でジエチルエーテ

ルを加え乳化させた(c )。遠心分離によって、このエマルジョンは 3層に

分れ、ジエチルエーテル可溶画分と水溶性画分は取除いた (D)。残った不

溶函分は nープチルアルコールとともに乳化させた(E )。遠心分離後、 n

ーブチルアルコール可溶画分と不溶画分を回収し、水溶性画分は除去した

( F) 0 nーブチルアルコール可溶画分は乾回した後、希薄なアルカリ溶液

に可溶な成分のみを回収した。そして、この画分をフラクシヨン aとした。

n -ブチルアルコ}ルにも不溶であった画分をブラクション bとした。フラ

クション C はHCl溶脱液から得られた沈殿物である (B-) 

5. 電子顕微鏡観察

観察に供する N.a mara e菌体を、 0.3%の塩化ナトリウムを含む O.OlMリン

酸緩衝液 (pH7.0) で 3~4 回洗浄した。洗浄菌体を 2%のグルタールアルデヒ

ドを添加した 0.0111リン酸緩衝液 (pH7.0)中に 18時間浸潰して菌体を固定した。

固定操作の後、 O.OlMリン酸緩衝液 (pH7.0)で 3""'4回洗浄し、過剰なグルタ

ールアルデヒドを取除いた。つぎに 50，60，70，80，85，90，95，99.5，100誕のエチ

ルアルコールにそれぞれ 30分間浸演し、脱水を行った。脱水後、エチルアル

コールと酢酸イソペンチルの 1 1、 1 3の混合液、さらに 100%の酢酸イ

ソペンチルに 30分間ずつ浸潰し、溶媒置換を行った。以上までの操作は 40C
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N. amarae YKl cells (10 g-dry weight) 

harvested on a fil ter paper (mean pore size 7ドm)
washed with 300 ml of distilled water ー (A)

suspended in 600 m I of 0.05N NaOH solution suspended in 600 m I of 0.1 N HCI solution 

Cell suspension 

iStirred … 
centrifuged at 10，000 x 9 for 15 min 

Supernatant 

I acidi fied to pH 4 wi tli 1 N HCI 
Coagulum ー(B)

I centrifuged at 10，000 x 9 for 15 min 
Precipi tate 

(a) I dissolved in 100 m I of仏州 NaOH
recoagulated with lN HCl 
emulsifjed with 100 m I of diethyl ether 

Emulsion ー (C)

icentrifuged at 1仰 ox 9 for 15 m in 

Cell suspension 

I stirred for 2 h 
I filtrated through a filter membrane (0.45ドm)
Filtrate 

I alkalifjed to pH 8 with lN NaOH 
Coagulum ---(B') 

I cemrifuged at 10，000 x 9 for 15 min 
Precipitate 

I washed with 0.02N NaOH 

Fraction c 

Die!hyl ether layer CreLm layer waAr layer 一 (0)
(discarded) ~~~~~. r_~~ I~\ ...._ .，____ (discarded) 一一一一-一一一-一一一-一一一-ー--'--repeatfrom (a) two times--一一一-一一一一一一一一一-一一一-一

(b) I dissolved in 100 ml of 0.05N NaOH 
recoagulated wlth lN HCl 
emulsified with 100 m 1 of n-.butyl alcohol 

Emulsion ー (E)

i…ifuged at 1仰 ox 9 for 15 min 
BJi alcohol lmr Crふ layer watLr layer 一(F)

(discarded) 一一一一一一一一ー一一一一一一-一一一一repeatfrom (b) tw'o tlmes-一一ー一一一一一一一一一一一一一一
evaporated to dryness I evaporated to dryness 
dissolved in 20 m I of 0.02N NaOH 

filtrated through a filter membrane (0.2ドm) Fraction b 
Filtrate 

I recoagulated with 1 N HCI 
I centrifuged at 10，000 x 9 for 15 min 
Pree:ipi tate 

I washed with acetone 

Fraction a 

Figure 2・1

Preparation procedure of Fraction a， b and c. 
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において行った。このような前処理の後、磁界点乾燥を行い、金蒸着を施し

て目立 S-4 5 0走査型電子顕微鏡を用いて細胞表面の観察を行った。

6 .微生物細胞の凝集実験

N. a marae菌体洗浄液 10ml由来の乾固物を、 6mlの L一培地(トリプトン

1%、酵母エキス 0.5%， NaCl 0.5%) に溶解し、オートクレーブないしメンプラ

ンフィルターによって滅菌又は除菌した。菌体洗浄成分を含むこの培地に細

菌を植菌して、 300Cで18・24時間培養した。培養後、凝集の有無を観察した。

なお、使用した細菌は活性汚泥中に見出されるもので下記に示した。

Achromobacter cycloclastus IAM1013 

Acinetobacter calcoaceticus IAM1517 

B acillu s cereus IAM1029 

Bacillus subtilis IAMI069 

Escherichia coli IAM123 

F lavobacterium lutecen s IAM1667 

k lebsiell a pneumoniae IAM1102 

Micrococcus luteus IAM1313 

P seudomonas putid a IAM1002 

このほかEscherichi a coli C600・1については、詳細な凝集実験を行った。

培養開始後2・4時間おきに培養液を回収し、渡紙(アドパンテック No.5A)

を通過させた。漉紙上に残った菌体を凝集菌体とみなし、渡液中の菌体を分

散菌体とした。培養液およびその漉液 1mlから菌体を回収し、生理食塩水で

洗浄した。洗浄した菌体を 2NNaOH 2mlに懸濁して溶菌させた後、 HClを加え
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て中和した。その後、ローリ一法によって蛋自室を測定し、菌体重に換算し

た。なお凝集した菌体の霊は、培養液中の菌体重と濯液中の菌体重との差と

して算出した。

7 .カオリンによる凝集能の判定法

カオリン(和光)を 50mM酢酸ナトリウム -HCl緩衝液 (pH2.0・5.0)、 50mMリ

ン酸緩衝液 (pH5.5・7.0)、及び50mMTris-HCl緩衝液 (pH7.5-9.0)に19/1の濃度

で懸濁した。これらの懸濁液5mlに N. a mara e細胞表面から調製した各フラ

クションを 0.5mg/mlになるよう添加し混和した。その後、 5・30分静置し凝集

の有無を観察した。

8. 凝集活性の定量法

蒸留水ないし緩衝液に、 5g/1の濃度でカオリンを懸濁した。懸濁液 1mlに

試料を含む試料溶液および温溶液を添加し、混和した後、緩やかな遠心分離

(40XG，15秒)を行った。液相を回収し、 660nmにおける吸光度を測定した。

そして、次のような式に従って凝集活性を算出した。

o D blank 0 D samPle 

凝集活性=

ODblank  

ここで、 ODblankは試料溶液ないし塩溶液を加えない対照区の吸光度で

あり、 ODsamPleはそれらを添加した試験区の吸光度を表している。
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9 .蛋白質分解酵素処理

lユニットのプロナーゼE (Protease， Type XXV: Sigma) を含む 50m11

Tris-HCl緩衝液 (pH7.2) 10mlに、ブラクション a，b， cをそれぞれ 10mg

溶解した。その後、 300Cで18時間インキュベートした。水に対して透析後、

各透析液の凝集活性を測定した。

1 0 .ゲル渡過クロマトグラフィー

フラクション aおよび b10mgを2-3mlの0.02N NaOHに溶解し、これを試料

溶液として、 トヨパール HW-60Fによるゲル渡過クロマトグラブイーを行った。

移動相は 0.02N NaOH、カラムは直径 2.5cm、長さ 90cmで、溶出液の検出は 280

nmにおける吸光度を測定することによって行った。

ブラクション C は移動相を 0.02N HClとして、 トヨパール HW-60Fによるゲ

ル渡過クロマトグラフィーを行った。使用したカラムは直径 1cm、長さ 40cm

で、溶出液の検出は 280nmにおける吸光度を測定することによって行った。

1 1 . SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

SDS-PAGEはLaemmliの方法 22)に準じて行った。フラクシヨン a，b， c 、

それぞれ約 1mgを650μlの蒸留水に懸濁した。これらの懸濁液に 10%のSDS溶

液を 100μl、 2ーメルカプトエタノールを 10μ1、0.511Tris-HCl緩衝液 (pH 

6.8)を20μlを加え、密栓を施して 1000Cで2-3分加熱した。その後、 0.1%の

プロムブエノールブルーを含む 40%グリセリン溶液 0.8mlを加え、これを泳動

用の試料溶液とした。

フラクション aの分析には 20%のゲルを用い、 15mAの定電流で泳動した。

この場合の分子量マーカーは、 BRL製 Protein MW Standards-Lows である。

ブラクション bおよび C の泳動には 12.5%のゲルを用いた。そして、 25mA
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の定電流下で泳動を行った。分子量マーカーとしては、 MW-markers(SDS)(オ

リエンタル醇母製)を使用した。

泳動後、ゲルを 0.25%のクーマシーブリリアントブルー (CBB)R-250を含む

染色液(酢酸:エチルアルコール:蒸留水=1 : 4 5 )に 18・24時間浸演

し、染色した。つぎに、脱色液(酢酸:メチルアルコール:蒸留水=7 

2 5 6 8) に浸潰し、過剰な色素を除いた。

1 2 .セルロースアセテート膜電気泳動

セルロースアセテート膜(ゲルマンサイエンス、 SepraphoreIII) を50mM

Tris-HCl緩衝液 (pH8.9)、あるいは50mMリン酸緩衝液 (pH4.0)に浸演した。緩

衝液を含ませた膜に試料液をスポットし、浸演に使用したものと同じ緩衝液

を電解質として、 500Vの定電圧下で電気泳動を行った。泳動後、膜を 0.5%の

CBB G-250を含む10%の酢酸溶液に浸潰し染色した。その後、 5%酢酸溶液で洗

浄して過剰な色素を取除いた。

1 3 .その他の分析方法

脂肪酸の分析はつぎのような方法によって行った。各フラクション 10mgを

1mlの1NNaOHに溶解ないし懸濁し、窒素置換を行い密栓を施した。 1000Cで1

時間加熱した後、 HClを加え pHを2・3に調整した。その後、石油エーテル1ml

を加え混和し、静置した。エーテル層を回収し、ガスクロマトグラフイーに

よって脂肪酸の分析、定量を行った。使用したガスクロマトグラフ装置は、

島津GC-15A、移動相はヘリウム、カラムは GLサイエンス社製Fu s e d S i 1 i ca 

Capillary Column FFAP Bonded (25m)、検出はFIDによって行った。

各フラクションの赤外吸収スペクトルは日本分光A-302型赤外分光光度計

および島津DR-8000型フーリエ変換赤外分光光度計を用い、 KBr錠剤法によっ
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て分析した。

アミノ酸組成の分析には、目立 835型自動アミノ酸分析装置を使用した。

各ブラクシヨンを 5.7NHClに溶解ないし懸濁し、脱気後封管した。 110
0Cで

24時間加熱することによって完全加水分解を行った。加水分解後、減圧下で

乾回し、乾因物を少量の蒸留水に溶解させて分析に供した。

第 3節 実験結果と考察

1. N. a marae YK1細胞洗浄液の凝集作用

E. coli C600・1は通常の Lー培地中で培養すると全くブロックを生じず、

分散して増殖した。しかし、 N.amara e YK1の細胞洗浄液中の成分を添加し

たL一培地では、増殖に伴ってフロック化がもたらされた o 凝集は培養開始

の後、 4-6時間で起こり始めた (Figure2・2，3) 。ブロック化が起こってか

らは菌体の増殖はほとんど停止し、最終的な菌体収量もコントロールより少

量であった (Figure2・2) 。フロックは一旦形成されるとその後も維持され

続けた o 菌体は激しく振塗することにより分散したが、 5-10分静置すること

により再凝集した。

E. coli C600・1以外に活性汚泥より単離された 9種の細菌についても同様

に、 N. a marae YK1の細胞洗浄液中の成分を添加した L一培地での凝集試験

を行った。それらの結果は Table2-1に示しである。 Bacillus cereu s以外に

対しては、いずれも幾分かの効果が認められた。

以上のような結果から、 N. a mara eの細胞表面には、細菌細胞の凝集を誘

発する物質の存在することが示された。

2. N. a marae YK1細胞表面の電子顕微鏡観察

N. a mara e YK1を液体培地を用いて静置培養すると、菌体は培養液の表面
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に浮上して増殖し、やがて数mmの厚さの膜を成して培地の表面を覆いつくし

た (Figure 2・4) 。この浮上菌体は僅かな物理的衝撃で沈降することより、

細胞表層の疎水的な性質により辛うじて浮上していたものと考えられた。一

方、同じ培地で振漫培養を行うと、菌体の一部は分散したものの 1・2mm程度

の菌体グラニュールも存在していた。このような菌体膜及びグラニュールの

形成は、 N.amara eの細胞が相互に連結されていることを示唆していると考

えられた。

そして、 N.a mara eの細胞は繊維状の物質で囲まれていることが、電子顕

微鏡による観察の結果判明した (Figure 2-5) 。この繊維状構造体は細胞の

最表層にあって、疎水性の維持と菌体の連結を成し、静置培養時の菌体の浮

上や、振塗培養時における菌体のグラニュール形態の形成に関与するものと

予想された o さらに、この構造体の構成成分が凝集促進作用をもっと考え、

構成成分の回収とそれらの凝集促進能について検討を加えることとした a

3 .細胞表層成分の溶脱

静置培養によって得た菌体は、グラニュールを形成しており、渡紙(アド

パンテック、 No.5A 、平均孔径7μm) でも充分回収可能だった。さらにその

菌体グラニュールは、ヘキサン、ベンゼン、エチルアルコール、アセトンで

洗浄しても全く破壊されなかった。したがって、菌体の連結は疎水的な相互

作用のみによるのではないことが示され、 Figure 2・5に観られる菌体外の網

目状構造によって、物理的に連結されている可能性が高いと考えられた。

O.lNのHClに菌体を懸濁し、 1-3時間撹拝したところ、菌体グラニュールの

一部が破壊された。また、 O.1 NのNaOHに菌体を懸濁し、 1・3時間撹持した場

合、菌体グラニュールはほぼ完全に破壊され、菌体は分散した。なお、 NaOH

の濃度はO.05Nでも充分に効果があった。
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電子顕微鏡観察を行ったところ、酸およびアルカリでの洗浄をしていない

菌体の表面には多量の繊維状構造体が観察された (Figure 2-6A) のに対し、

HClおよびNaOHによって洗浄した菌体の表面には、そのような構造体が全く

観察されなかった (Figure 2・6B，C) 。

したがって、 N. a mara eの細胞表層にある繊維状構造体は HClおよびNaOHに

よって溶脱され、同時に菌体の連結も解除されて菌体の分散が起こることが

判明した。

4 .細胞表層成分の分画方法の確立

NaOH溶脱液の pHをHClを添加することによって低下させ、生じた沈殿物を

回収した。得られた沈殿物を希薄な NaOH溶液に溶解した後、 HClを加えて酸

性とし、さらにジエチルエーテルを加えて混和した o 混合液は粘椀なエマル

ジョンとなり、これを遠心分離すると混合液は 3層に分れた。すなわち、エ

ーテル層と水層の境界面に不溶物の膜が現われた。エーテル層を回収し乾回

して得られた物質は、水に不溶で収量も少なかった(乾重約 10gの菌体から

数回g) 。そこで、収量の多い不溶物を主要な溶脱成分として回収した。

エーテルによって脱脂されたこの不溶函分を、エーテルの場合と同じ要領

で酸性下においてブチルアルコールに可溶な画分と不溶な函分とに分画した。

プチルアルコール層を乾回して得られた乾因物のうち 0.02N NaOHに可溶であ

る部分を回収した。この画分の収量は菌体 10gから 10-40mgであって、中性か

らアルカリ性域で水に溶解し、酸性域 (pH4・5以下)で沈殿した o この画分

をフラクション aとした。

ブチルアルコールに溶解しなかった残りの函分は、 pH3-5で沈殿しその範

囲以外の pH領域では水に溶解した。この画分の収量は菌体 10gから 100-400 mg 

であり、ブラクション bとした。
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Figure 2・2

Cell proliferation and flocculation of E. coli. 

Closed circles in the figure show cell concentration in L 

medium， whereas open circles and diamonds show cells in 

dispersion and those flocculating in L medium containing 

extracellular products of N. amarae. 

- 15 -



A 

B 

Figure 2・3

Floc formation for the duration of ~. ~oll cell proliferation. 

The photographs of cultures were arranged with the elapse of 

time. A; L medium， B; L mediun with extracellular products of 

amarae YK1. 
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Table 2-1 

Floc forming function of extracellular products of N. 
a marae 

on various bacterial strains 

Strains 
Floc 

Formation 

Achromobacter cycloclastus IAMI013 + 

Acinetobacter calcoaceticus IAM1517 + 

Bacillus cereus IAMI029 

Bacillus subtilis IAMI069 
+ 

Escherichia三込iIAM1239 + 

Flavobacterium lutescens IAM1667 + 

klebsiella pneumoniae IAMII02 + 

Micrococcus luteus IAM1313 + 

Pseudomonas putida IAMI002 + 
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Figure 2・4

Ten days culture of N. amarae grown on glucose. 
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Figure 2・5

Cell surface structure of N. amarae YKl. 



A B c 

Figure 2・6

Removal of fibrous cell surface material with HCl 

and NaOH solution. 

A; non-treated N. a mara e cells， B; eells washed with 

0.1 N HCl， C; cells washed with 0.05 N NaOH. 
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一方、 HCl溶脱液をアルカリ性に調整すると沈殿が生じたので、これを回

収した。 NaOH溶脱液からの沈殿と同様に、有機浴媒に対する溶解性の差異に

より分画することを試みたが、この沈殿は全く有機溶媒に溶解しなかった。

したがって、さらなる分画は不可能であった。 HCl溶脱液よりの沈殿物の収

量は、菌体10gから 40・100皿gであり、これをフラクション cとした。

以上のような検討結果から、細胞表層成分の分画法として Figure2・1に示

したような方法を確立するに至った。そして、電子顕微鏡による観察で明か

となった細胞表面の繊維状構造体は、 Figure2・1の方法によって回収される

各画分によって構築されているものと予想した。

5 .各ブラクションの混合による細胞表層構造の再構成

フラクション a，b， cのうち、細胞表層の構造体の構築に関与するもの

を明らかにするため、細胞表層構造体の再構成実験を行った。

まず、各ブラクションを、 2.8mg/mlの濃度で 50mMリン酸緩衝液 (pH7.0)に

溶解した。そして、それらの溶液を混合することにより、沈殿が生ずるか否

かを調べた。プラクション aと bの溶液を混合しでも全く沈殿は生じなかっ

た。しかし、フラクション bと C の溶液を混合すると、直ちに白濁が起こっ

た (Figure2・7A) 0 5分経過の後には肉眼で認められるほどの大きさの沈殿

が生じ (Figure2-7B) 、30分経過すると沈殿はさらに (200聞 300μm)成長し

た (Figure2・7C) 。この実験は室温において行った。一方、フラクション

aと C を混合しても、何等急激な変化は起こらなかった。しかし、混合後室

温で 18時間放置し続けると若干の沈殿が生じた。また、混合液を熱水中で加

熱すると、数分間で沈殿が生じることがわかった。以上のような結果から、

N. a mara eの細胞表層構造体は、細胞洗浄液から回収したブラクション a及

びbとブラクション C との混合によって生じる沈殿として再構成されるので
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はないかと考えられた。

6 .各フラクションの組成

前章において示した分画方法に従って得た三つのフラクションに対して、

ブエノールー硫酸法による糖の定量を行ったところ、いずれのフラクシヨン

の糠含量も 0.1%に満たない(グルコース換算)ことが明かとなり、糖を主な

構成要素とはしないと判断された。ガスクロマトグラブイーによる脂肪酸

(炭素数 10以上の脂肪酸)含量の定量の結果、ブラクション aのみが数%の

脂肪酸を含み、フラクシヨン bおよび C の脂肪酸含量は 0.1%以下であること

が判明した o フラクション aから検出された脂肪酸は炭素数 16と18のものが

大半であった。ブラクション aは、酸性条件下で nーブチルアルコールに溶

解するため、脂肪酸の混入する可能性は高い o したがって、検出された脂肪

酸が、構成要素として含まれていたものであるか、単に混入したものである

のかは、この段階では判断できなかった。

7 .各フラクションのプロテアーゼ感受性

各ブラクションの赤外吸収スペクトルは類似しており、いずれもアミド基

に由来する 1540および1650cm-1付近の吸収帯を有していた (Figure2・8) 。

また、ブラクシヨン aの吸収スペクトルには、メチレン基による 2925cm-1の

吸収が他のフラクシヨンよりも強く、これは脂肪酸を含むことを示すものと

考えられた (Figure2・8A)

各ブラクションはそれぞれ特定の pH領域において沈殿するという特徴を有

していたが、プロナーゼ Eによる処理の後にはこのような性質は失われ、沈

殿を生じなくなった o また、酵素処理後に各フラクシヨンを混合しても沈殿

は形成されなかった。したがって、全てのブラクシヨンがプロナーゼ Eによ
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り分解されることが示唆された。

各フラクションとも糖、脂肪酸の含量は低く、赤外吸収スペクトルではア

ミ ド基に由来する吸収帯が検出されたこと、さらにプロナーゼ Eによって分

解されたと考えられることから、いずれも主として蛋白質から成るものと予

想された。

8 .各ブラクシヨンの溶液中における分子量分布

フラクシヨン aおよび bはアルカリ域で、ブラクシヨン C は酸性域でそれ

ぞれ水に溶解した o そこで、そうした可溶条件下でゲル渡過を行い、各ブラ

クションの溶液中における分子量分布を明らかにするとともに、可能であれ

ば分子量の差異によってさらに分画することとした。なお、各ブラクシヨン

は蛋白質より構成されているという可能性がすでに示されていたので、検出

は280nmにおける吸光度を測定することによって行った。

フラクシヨン aの溶出プロフイールは、 Figure 2・9に示しであり、三つの

ピークと一つのショルダーが検出された。最初のピークはボ.イドのピークで

あり、溶け残った試料が溶出したためと考えられた。孔径0.45μmのメンプ

ランフィルターで波過した試料溶液を分画に用いれば、このピークは検出さ

れなくなった。ショルダーは検出されない場合もあった。このような結果か

ら、ブラクション aは分子の大きさの違いにより、 2種類ないし 3種類にさ

らに分別できると考えた。ところが、一つのピークを回収し、再度同じカラ

ムで涜過したところピークは一つにはならず、その前の溶出プロフイールと

ほとんど同じになった。すなわち、 Figure 2・9のように複数のピークが再度

検出されたのである。したがって、ブラクション aは比較的分子量の小さい

単位から構成され、その単位は水溶液中で何種類かの大きさの異なった会合

体を形成する。さらに、それらの会合体の聞には平衡関係があり、ある条件
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A 8 C 

Figure 2・7

Emergence of aggregates of fraction b and c. 

T h e s 0 1 u t i 0 n 0 f f r a c t i 0 n b ( 0 . 2 8 m.g I m 1) w a s i n j e c t e d i n t 0 

a droplet of fraction c (0.28 mg/ml) on a slide glass ・

Photographs of A， B and C were taken at 0， 5 and 30 min， 

respectively. Open bar indicates 0.12 mm. 
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Figure 2・8

Infrared spectra of fraction a (A)， b (B) and c (C) 
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下では一定の濃度比が保たれる、と解釈せざるを得なかった。

ブラクション bのピークは単ーだった (Figure2-10) ロそのピークの溶

出時期は、牛血清アルブミンとほぼ同じであったことから、ブラクション b

は分子量60，000・70，000の大きさで溶解していると考えられた。さらに、ピ

ークに相当する溶出液を回収し、 pH4に調整すると沈殿を生じたことより、

それがブラクシヨン bの溶出によるピークであることが確認された。

ブラクション C も単一のピークとして検出され (Figure2・11) 、その溶

出液を回収し、 pH8・9以上に調整すると沈殿が生じた白ピークの位置はリゾ

チームよりやや後であることから、分子量としては 10，000・14，000に相当す

ると考えられた。したがって、フラクション C は分子量 10，000-14，000の分

子あるいは会合体として溶解していると予想された。

なお、以上のような結果から、フラクション a，b， cともゲル議過によ

ってさらに分画することは不可能であると判断された。

9. SDS-PAGEによる分析

それぞれのブラクションを構成するペプチドの数と分子量を明らかにする

ため、 SDS-PAGEによる分析を行った。

ブラクシヨン aの泳動には 20%のポリアクリルアミドゲルを固定相として

用いた。泳動の結果検出されたバンドは一つだけで、その分子量は分子量マ

ーカーとの比較から、 4，000前後と判断された (Figure2-12) 。ブラクショ

ン aのバンドの検出は非常に困難で、検出できないこともあった。写真では

解らないが、バンドは染色された微粒子の集合である。泳動後ゲルを染色液

ではなく直接脱色液に浸 j賞し静置しておくと、バンドが検出されるべき位置

が白濁した。この白濁は微粒子の出現によるものであって、その大半はゲル

の表面に付着しており少量がゲル内に留っていた。緩やかな動揺により表面
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にあった粒子は取り去られた。おそらく、染色を行った場合にも同様に微粒

子が析出し、偶々ゲル内に残った粒子が多かった時に、バンドとして認めら

れるものと考えられた。染色液、脱色液とも酢酸を含みpHが低いため、ブラ

クション aが不溶化したものと思われる。つまり、フラクション aはSDSと

2ーメルカプトエタノールの存在下で加熱処理しでも、本来の性質を失わな

いのである。ゲル濠過の結果と併せて考えると、ブラクション aは分子量約

七000の単一のペプチドから成り、溶液中では何種類かの大きさの異なった

会合体として溶解していると判断された。

フラクション bは12.5%のゲルで泳動した結果、分子量約 12，600の位置に

主要なバンドが認められた D しかし、レーンのほぼ全域に渡って淡く染色さ

れた (Figure2-13， lane a) 。分子量約 12，600のペプチドがフラクション

bの本来の成分であるが、精製が不完全であるために他のペプチドが混入し

ているものと思われた。ゲル涜過のデータよりフラクシヨン bは、水溶液中

で4""6個の単位ペプチドが会合して存在していると判断された。

フラクション C は容易に染色され、バンドは分子量約 12，600の位置に唯一

認められた (Figure2-13， lane b) 。したがって、特別な精製操作を行わ

なくても、フラクシヨン C は純度の高い標品として得られることがわかった。

ゲル濯過では分子量10，000-14，000の位置にピークが検出されたことより、

ブラクション C は単分子のままで溶解していることが判明した。

1 0 .各ブラクションの荷電状態とアミノ酸組成

すでにのベたようにブラクシヨン bと C とを混合すると、速やかに沈殿が

生じた。ブラクション aと C では加温することにより沈殿が生じた。また、

フラクシヨン aおよび bは酸性条件下で沈殿することから、等電点は酸性域

にあると考えられた。一方、それらと相互作用を示すフラクション C はアル

- 27 -
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Figure 2・12

SDS-PAGE of fraction a. 

Fraction a was incubated at 100可::::: for 2 min in the 

presence of 1 % 2-mercaptoethanol and 1 % SDS. The 

denatured fraction a solution thus prepared was supplied 

on 20 % polyacrylamide gel and electrophresed at the 

constant current of 15 mA. Lane a; fraction a. Lane b; 

molecular size markers， MW 43，000 (1)， MW 29，000 (2)， 

MW 18，400 (3)， I1W 14，300 (4)， I1W 6，200 (5) and MW 3，000 (6). 
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a b C 

Figure 2-13 

SDS-PAGE of fraction b and c. 

2 

3 

4 

5 

Fraction b and c was incubated at 100 oc for 2 田in in 

the presence of 1 % 2-mercaptoethanol and 1 % SDS. The 

denatured fraction b and c solution thus prepared were 

supplied on 12.5 X polyacrylamide gel and electrophresed 

at the constant current of 15 mA. Lane a; fraction b . 

Lane b; fraction c. Lane c; molecular size markers， MW 

74，400 (1)，円W49，600 (2)， MW 37，2100 (3)， MW 24，800 (4) 

and MW 12，400 (5). 
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カリ条件下で沈殿し、アルカリ域に等電点を持っと予想、された。そこで、そ

れらの相互作用には電気的な引力が重要な要因のーっとなっているのではな

いかと考え、各フラクションの荷電状態を調べるため、セルロースアセテー

トを支持体とする電気泳動を行った。

フラクシヨン aおよび bはpH8.9において陽極側に泳動され、その移動度

は、比較のために泳動した牛血清アルブミンとブラクション bが同程度であ

って、フラクション aはそれらよりも移動度が大きかった (Figure2・14A)。

したがって、ブラクシヨン aおよび bは、アルブミンと同様酸性蛋白質であ

り、中性域においてマイナスに帯電しているものと予想された。フラクシヨ

ン C はpH4.0において陰極側に泳動され、移動距離はリソチームとほとんど

同じであった (Figure2・14B) 。そこで、リゾチームと同様に塩基性であっ

て、ブラクション C は中性下でプラスに帯電していると予想された。以上の

ような結果から、ブラクション aおよび bとフラクション C とは、中性域で

お互に相反する電荷を帯びており、電気的な相互作用が働くと考えられた。

各ブラクシヨンに塩酸による加水分解を施して、それらのアミノ酸組成の

分析を行った。結果はTable2・2に表した。塩基性のアミノ酸であるアルギ

ニンとヒスチジンの含量の合計をそれぞれのブラクションで比較すると、ブ

ラクション aでは 1.0%，フラクション bでは 6.9%、.ブラクション G では 14.0

gとなっており、電気泳動の結果と矛盾しなかった。

このように、電気的な引力がブラクション間の相互作用の重要な要因であ

ると考えられた。しかしながら、ブラクション bと C との混合による沈殿が、

ブラクション aと C との混合による沈殿よりも容易に生じるということがそ

れだけでは説明できず、他にも要因があることが示唆された。
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1 1 .フラクション aのHPLCによる分析

ブラクション aは収量が他のブラクシヨンよりも少ないので、細胞表層構

造の構成要素としての役割は、他のフラクシヨンと比較すれば大きくないと

予想された。しかしながら、ブラクション aは水溶液中で相互に変換可能な

幾つかの異なった会合形態を取ったり、 SDS-PAGEの後も低pH下において不溶

化するという特徴を保持したり、グリシンを 25%以上も含むなど特異な物質

であった。さらにフラクション aは分子量約七 000と低分子だったので、ア

ミノ酸の配列も比較的容易に決定できると予想された。そこで、まずアミノ

費支配列の分析に供するための純度の高い標品を得るため、 HPLCによる精製を

行うこととした。

精製は通常ペプチドの分離によく用いられる逆相吸着系で行った。使用し

たカラムは TSK gel ODS -120T (0. 5mm X 25cm)であり、 0.1%のトリクロロ酢酸

を含む 80%アセトニトリル溶液を移動相とした。ペプチドの検出は 230nmにお

ける吸光度を測定することによって行った。その結果、 Figure2・15Aに示し

たような溶出パターンが得られた。 12分過ぎの大きなピークがブラクション

aではないかと考えた。また、ブラクション a1 mgを10μgのペプシンを含む

Q.01N HCl 1mlに懸濁しょ 370Cで24時間インキュベートした。そして、その

反応液を HPLC分析に供した。その時の溶出パターンは、 Figure2・15Bのとお

りであって、 12分過ぎのピークが消失しており、ペプチドであったことが示

された。さらに、このピークに相当する溶出液を回収し、再度分析したとこ

ろ完全に単一のピークとなった。また、回収した溶出液を乾回し希アルカリ

溶液に溶解後 HClを加えて酸性にすると沈殿した。そこで、これをアミノ酸

配列分析の試料とした。ところが配列はやj読できず、 N末端のアミノ酸がア

シル化などの修飾を受けているのではないかと考えられた。なお、 HPLCによ

って精製したフラクション aの脂肪酸(炭素数 10以上)含量は 0.1%に満たず、
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A 

a b 

Figure 2・14

Cellulose acetate membrane electrophoresis of fraction a， 

b a nd c. 

Membranes of A and B were soaked with 0.2 M Tris-HCl buffer 

(pH 8.9) and 0.2 M acetate buffer (pH 4.0)， respectively. 

Fraction a and b were applied to lane b and c on the membrane 

A， respectively. Fraction c was applied to lane b on membrane 

B. Bovine serum albumin (lane a on A) or lysozyme (lane a on B) 

ere prepared as typical protein charged negatively or 

positively. A constant current of 2.5 mA was supplied from 

bottom to top. 
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Table 2・2

Anino acid cOllposi tion of fraction a， b and c . 

fract ion 
Tmino acid 

a b C 

Ala 13.8 13. 1 8. 1 
Arg 0.8 5.2 10.9 
Asp+Asn 11.2 10.3 10. 1 
GI u+Gl n 5.4 8.3 5.3 
Gly 25.6 12.5 12.5 
Hi s 0.2 1.7 3. 1 
1 1 e 5.3 4.0 3. 1 
Leu 6.6 7.4 4.9 
Lys 1.4 3.2 4.4 
恥生三t 0.5 1.7 0.4 
Phe 1.2 3. 1 2.5 
Pro 2.5 5.0 6. 1 
Ser 12.3 7.6 6.6 
η1r 2.8 6.8 10.0 
Tyr 1.3 2.9 3.2 
Val 9. 1 7.2 8.8 

100.0 100.0 100.0 

The data of Cys and Trp were αnitted frαn the 
table， because the hydrolysis rrethod used here 
decαnposed them. 
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Figure 2-15 

HPLC analysis of fraction a. 

Non-treated (A) and pre-treated (B) fraction a with pepsin 

were analyzed on reverse phase HPLC. Peptides were detected 

by monitoring the absorbance at 230 nm. 
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脂肪酸はフラクション aの構成要素ではないことが明かとなった。

1 2 .各ブラクションの共同作業によるカオリンの凝集

N. a marae の細胞表層物質は 3画分(ブラクシヨン a，b， c) に分画す

ることが可能で、それらはいずれもペプチドだった。そして、フラクシヨン

aはpH4以下で、ブラクション bはpH4付近で、フラクション C はpH8以上で

それぞれ沈殿した。さらに、それらのブラクションを混合すると中性下でも

沈殿の生じることが判明し、それが本放線菌の細胞表面にある網目状の構造

体の再構成されたものではないかと予想した。

N. a mara eの細胞は網目状の細胞外構造体によって相互に連結されている

ため、静置培養においては気液界面に菌体が膜をなして集合するものと考え

られる。したがって、細胞表層から回収した各フラクションの混合によって

生じる沈殿が、細胞表層構造体の再構成されたのもであるとすれば、粒子を

沈殿内に取込んで凝集させることが可能なはずである。そこで、この沈殿に

懸濁粒子が取込まれることにより凝集がもたらされるか否かを、カオリンを

懸濁粒子として調べることとした。

まず、各フラクシヨン単独で凝集がもたらされるか検討した。その結果、

フラクション aはpH4以下でカオリンの凝集をもたらし、生じた凝集体の体

積は pHの低下に伴い減少した (Figure 2-16) 。ブラクシヨン bを添加した

懸濁液では、 pH4のみで凝集が観察された (Figure 2・17) 。このように、特

定の pH下で生じる各ブラクションの沈殿に懸濁粒子が取込まれることによっ

て凝集がもたらされることが示された。しかし、ブラクション cは沈殿の起

こる pH8以上でも凝集を引起こせなかった。これはアルカリ域では、カオリ

ン粒子自体の電気的な反発カが強くなるためではないかと予想した。

ブラクション bと C との混合によって中性下で生じる沈殿でカオリンを凝
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Figure 2・16

Flocculation of Kaolin suspension by fraction a. 

Numerals on test tubes indicate pH values of the suspensjons. 

0.5 mg/ml of fraction a was added to each test tubes containing 

0.1 % kaolin， then settled for 30 min. 
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Figure 2・17

Flocculation of Kaolin suspension by fraction b. 

Numerals on test tubes indicate pH values of the suspensions. 

0.5 mg/ml of fraction b was added to each test tubes containing 

0.1 % kaolin， then settled for 30 min. 
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集させることができるか否かについては、次のような方法によって検討した。

まず、フラクション bと C を別々に 2.8mg/mlの濃度で、 50mMリン酸緩衝液

(pH7.0)に溶解した。つぎに、両溶液を同量ずつ混合し、さらに同時に 19/1

の濃度でカオリンを懸濁した。その結果、カオリン粒子は生じた沈殿に取込

まれ凝集がもたらされた。

以上のような結果から、 N.amara e細胞表層から回収した各ブラクション

を混合して生じさせた沈殿が、中性下で粒子を保持することが可能であり、

それがN.amara eの細胞を取囲んで細胞間の連結をもたらしていることが示

唆された。

1 3 .ブラクション bの中性における凝集能

いずれのフラクシヨンも単独では、中性域で懸濁粒子の凝集を引起こすこ

とはできなかった。しかし、これは各ブラクションの濃度が、 O.5mg/mlとい

う高濃度下においての結果である。また、最初に;示したように本放線菌の細

胞表層成分中には、分散性細菌の凝集をもたらす作用があった。そこで、中

性条件下での各フラクションの凝集能を、より低濃度下で定量的に検討する

こととした。

50mMのリン酸緩衝液 (pH6.8)に、 5g/1のカオリンを懸濁した。ここに各ブ

ラクシヨンを O.5mg/ml以下の濃度で添加し、凝集活性を定量した。その結果、

ブラクション aと C には活性が認められなかったものの、フラクション bは、

その添加濃度が 56mg/l以下であれば、中性下でも充分な凝集能を持つことが

明かとなった (Figure2-18) 0 50mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.0)を用いた

場合には、ブラクション bの添加重が多くなっても凝集の起こらなくなるこ

とはなかった (Figure2-18) 。これは生じた沈殿に粒子を取込むためであ

る。しかし、中性域ではブラクション bは沈殿しない。したがって、こうし
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た結果は、ブラクション bが単に酸性条件下で生じる沈殿に懸濁粒子を取込

むことによって凝集させるだけでなく、中性下で粒子間を連結することよっ

て、凝集をもたらす可能性のあることを示唆するものである。

1 4 .フラクシヨン bの凝集能に及ぼす塩強度の影響

中性下におけるフラクション bの凝集活性に及ぼす諸条件を検討した。ま

ず、温強度の影響について論述する。 1mM，10mM，50凶と濃度の異なる三種類

のリン酸緩衝液 (pH6.8)で、フラクシヨン bの凝集活性を比較した。それら

の結果は Figure 2-19に示したとおりである。 1mMの緩衝液中では、いかなる

濃度下においても充分な凝集活性は発揮されなかった。 10mMの緩衝液中では、

2.8-14mg/1のブラクシヨン bを添加したときに凝集が起こった。 50mMの緩衝

液を用いると、 2.8・56mg/1の濃度範囲にまで凝集の起こる領域が拡大した。

以上のような結果より、フラクション bの中性条件下における凝集促進能は、

塩強度の上昇によって促進されることが判明した o

1 5 .金属イオンの影響

ブラクシヨン b5.6mg/1を含む蒸留水に、カオリンを 5g/1の濃度で懸濁し

た。この懸濁液に環境中に普遍的に存在する数種の金属塩を添加して、凝集

活性に及ぼす影響を検討した。

一価のカチオンとしては Na+(NaCl)を使用した。 Na+をブラクシヨン bを含

むカオリン懸濁液に添加したときには、 5m円以上の濃度で添加すれば凝集を

もたらす効果があった (Figure 2-20) 。二価カチオンとしては Ca 2+ (C a C 12) 

を選択し、この場合には、 2mM以上であれば効果が認められた (Figure 2・21)。

三価のカチオンになると、添加効果はさらに低濃度下においても認められる

ようになった。 A13+(A12(S04)3)は0.2mM添加すれば充分であった (Figure2-

- 42 -



22) 。また、 Fe3+(FeC13)はO.lmliでは凝集を促進し、それ以上に添加すると

阻害することが判明した (Figure2・23)。

以上のようにフラクション bは、その添加重が適正な範囲にあり、しかも

ある程度以上のイオン強度下やカチオンの共存下において、懸濁粒子の凝集

をもたらすことが判明した。

N. a maraeの洗浄液には、微生物細胞の凝集を引起こす作用があった。凝

集は菌体濃度がある程度以上上昇してからもたらされた。洗浄液中にブラク

ション bが溶脱されている可能性は充分にある。培養当初はフラクション b

が過剰であるために凝集は起こらないが、懸濁粒子濃度の上昇に伴い相対的

にフラクション bの濃度が低下すれば、凝集作用を発揮するはずである。し

たがって、洗浄液の凝集能はフラクション bによるものであると考えられた。
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Figure 2・18

Effects of the flocculant concentration on flocculating 

activity. 

Various amounts of fraction b were added to 50mM acetate 

buffer (pH 4.0，・)and phospha te buffer (pH6. 8， ~) 

containing 0.5 % kaolin. 
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Figure 2・19

Effects of ion strength on flocculating activity. 

Flocculating activities were measured at different fraction 

b concentrations in 1 (A)， 10 (・)， 50 (・) mM phosphate 

buffer (pH6.8) suspended with 0.5 % of kaolin. 
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Effects of Na+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Na+ (NaCl) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions. containing 5.6 mg/l of fraction b . 
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Effects of Ca2+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Ca2+ (CaC12) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions containing 5.6 mg/l of fraction b . 
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Effects of Fe3+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Fe3+ (FeC13) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions containing 5.6 mg/l of fraction b . 
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第 4節要約

N ocardia amara e YKlの菌体洗浄中の成分を添加した培地で、分散性細菌

を培養するとブロック化した。ブロック化は培養後比較的早い時期に起こり

始め、その後もフロックは維持された。フロック化の後にはほとんど増殖は

起こらなくなった。菌体のブロックは激しく振塗することにより一旦は分散

したが、静置することにより復元した。

以上のような結果から、 N.a mara e YKlの菌体洗浄液中には、微生物の凝

集を引起こす物質の存在することが判明し、細胞表層に凝集能を持つ物質が

含まれていることが示唆された。

N. amarae YKlの細胞表面は、繊維状物質によって覆われていることが判

明した o そして、この繊維状構造体の構成成分が、凝集促進能をもっと予想

された。細胞表面の繊維状物質は、希薄なHCl溶液およびNaOH溶液による洗

浄によって取除かれ、凝集促進作用を担う物質もいずれかの溶液中に溶脱さ

れたものと考えた。

NaOH溶脱液を酸性に調整すると沈殿が生じた。得られた沈殿物は、プチル

アルコールに可溶な画分(フラクシヨン a)と不溶な画分(ブラクション b)

との 2画分に分けることができた。一方、 HCl溶脱液からは、塩基性条件下

で沈殿物が生じたが、この沈殿物はこのような分画はできず、一つの画分と

みなした(ブラクション c)。ブラクシヨン bとブラクシヨン C とを中性下

で混合すると速やかに沈殿が生じた。この沈殿は細胞表面を取囲む繊維状構

造体の再溝成されたものであると考えられた。したがって、 N.a maraeの細

胞表層構造は、主としてこれら二つの画分の相互作用によって形成されてい

るものと考えられた。

HCl溶液およびNaOH溶液によって溶脱される細胞表層成分、ブラクション
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a， b， cはいずれもペプチドから構成されることがわかった。

ブラクシヨン aは分子量約七000の酸性ペプチ ドであり、グリシンを 25出含

むという特徴を有していた。水溶液中では幾つかの大きさの異なった会合体

を形成していた。

フラクション bは主として分子量約 12，600の酸性ペプチドが構成単位にな

っていると予想された。水溶液中では 4""'6重体として溶解しているものと

考えられた。

ブラクシヨン C は塩基性アミノ酸を比較的多く含む分子量約 12，600の塩基

性ペプチドであり、水溶液中でも単重体となっていると判断された。

相互作用を示すブラクシヨン aおよび bとフラクション C が中性条件下で

相反する荷電を持つことから、相互作用においては電気的な引力が重要な要

因となっていることが予想された o

N. a mara e YK1の細胞表層蛋白質の各ブラクションのうち、ブラクション

aとbは酸性下で沈殿する際、カオリンを取込んで凝集させることができた。

また、フラクション bと C との混合によって中性下で生じる沈殿によっても、

同様に凝集をもたらすことが可能だった。 N. amarae細胞間の連結は、この

ような複数の表層蛋白質の相互作用によって形成される三次元マトリクスに

細胞が取込まれることによってもたらされると考えられた。

このほか、フラクション bは5，000mg/lの懸濁粒子を含む懸濁液に対して

数~数十 mg/lといった少量添加した場合には、中性下でも凝集をもたらすこ

とが判明した。添加重を上げすぎると効果は失われた。また、復強度の上昇

や金属イオンの添加により、凝集作用は促進された。 Na+(NaCl)は5m円以上の

濃度で添加すれば効果があった。 Ca2+(CaC12)は2mM以上であれば効果が認め

られた。 A13+(A12(S04)3)は0.2mM添加すれば充分であった。 Fe3+(FeC13)の

場合は O.lmMでも有効であるけれども、過剰に加えると逆に凝集を妨げるこ
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とが判明した白そこで、本放線菌の洗浄液による微生物の増殖に伴う凝集は、

洗浄液に含まれていたフラクション bによるものであると考えられた。

Brown and Lesterは世界各地の廃水処理プラントへの流入水中に検出され

る主な金属の種類と濃度についての報告をまとめており 23)、それによれば

カルシウムが99・112mg/l(2.3-2.6mH)、アルミニウムが0.25-1.75mg/l(0.009・

0.065mH)、鉄が0.457・2.95mg/l(0.008・0.05mH)の範囲内にあるとしている。

したがって、フラクション bの凝集能が発揮され得るカチオン濃度範囲にあ

り、実際に活性汚泥のフロック化に関与することが予想されたロ
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第雪~3 重量 疎水性物質による Nocardi a amarae YKlの浮上と細胞表面

蛋白質の疎水性

第 l節緒言

放線菌の異常増殖が原因の活性汚泥の浮上現象は、世界各地の廃水処理プ

ラントにおいて発生の報告がなされている 7・8.24-28)。本研究の対象とした

Nocardia amara e YKlは、圏内の廃水処理施設で発生した浮上汚泥から単離

された放線菌であってわ、浮上汚泥の原因微生物のひとつと考えられている。

N ocardi a属をはじめとする異常発泡物発生の原因とされる放線菌は、疎水性

の細胞壁を持ち、疎水性物質に対して高い親和性を示すことが知られている

7.8)。それゆえ、廃水中に含まれる疎水性物質の濃度が上昇すると、気液界

面への放線菌の濃縮と装置の内壁への付着が起こりやすくなり、プラントに

おける放線菌の滞留時聞が増大することが予想されている D そして、ベンチ

スケールの活性汚泥処理装置を用いた実験では、疎水性物質の添加によって

放線菌濃度が高まることが実証されている 9】。しかし、このような機構によ

ってもたらされる放線菌のバイオマス増加は緩慢なものであり、突如として

発生する放線菌障害を矛盾なく説明することはできない。そこで、著者は特

定の基質によって、放線菌の急速な増殖がもたらされるのではないかと考え、

種々の炭素源の放線菌増殖に及ぼす影響を検討することとした。

また前章において、 N. a maraeの細胞表面には蛋白質から構成される網状

の菌体外構造が存在することを論証した。細胞の疎水的な性質は、細胞壁よ

りもむしろ、その表層構造を構成する物質の性質が反映されたものであると

考えられる。そこで本章においては、細胞表層構造体が疎水性物質に対して

高い親和性を示すことを論証し、表層蛋白質の菌体浮上における重要性につ
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いて考察する。

第 2節 実験方法

1 . 培養方法

本放線菌の培養には、炭素源 1%、酵母エキス (Difco)0.4%、 (NH4)2S040.5 

%.. Na2HP04 0.6%.. MgS04・7H200.02%を含む培地を用いた。そして、 30't:で

振塗培養を行った。

水溶性炭素源としては、グルコースと酢酸ナトリウムとプロピオン酸ナト

リウムを、疎水性の炭素源としては、 nーペンタデカン、大豆油、リノレン

酸あるいはリノール酸を用いた。

2. 細胞表層構造体の再構成

前章において示したような方法で、細胞表層にある主要なペプチド、フラ

クション b及び cを調製した。各ペプチドを 50mMリン酸緩衝液 (pH6.8)に2.8

mg/mlで溶解した後、等霊ずつ混合して細胞表層構造体を再構成した。

再構成した構造体を含む緩衝液 7mlに対して、大豆油 1mlを加えて混和し、

静置後構造体がどちらの層に集合するかを観察した D

第 3節 実験結果と考察

1 .疎水性炭素源による培養

疎水性物質の供給によって、活性汚泥中の放線菌濃度の上昇がもたらされ、

浮上汚泥の原因になるのではないかと考えられている。そこで、疎水性物質

を炭素源として、 Nocardia amarae YK1の培養を行うこととした。
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通常の培養に使用している培地のうち、炭素源であるグルコースをぺンタ

デカンに置き換えて N. a mara e を振塗培養したところ、 7日間経過しても増

殖はほとんど認められなかった (Figure3-1)。しかし、さらに培養を続ける

と、 10日目ごろから Figure3-2のように、培養液表面にグラニュール化した

菌体が現われはじめた。培養開始後 14日目での菌体収量は、培養液 100mlか

ら100・150mgであった (Figure3-1)。このように、 N.a mara eの炭化水素資

化能は低く、増殖開始までには 1週間以上を要することが判明した o

同じ培地で大豆油を炭素源として N. a mara e を培養したところ、 2・3日目

で培養液表面に菌体フロックが形成された (Figure3-3)。顕微鏡による観察

では、細胞は水層中にはほとんど見出されず、培養液上層中にのみ多量に存

在していた 3 このように中性脂質は急速に資化され、速やかに菌体の浮上を

もたらす。培養開始後4日目の培養液 100mlからは 150-170mgの菌体が得られ

た(Figure3・1)。一週間程度経過すると、 600mg以上の菌体が得られ、中性

脂質が非常に適した炭素源であることが明かとなった o 培養3日目の菌体を

光学顕微鏡によって観察すると、それらの細胞中には複数の光学的密度の高

い頼粒が存在していた (Figure3-4)。この頼粒はスダンブラック Bによって

染色されることから、 PHB粒子であると判断された。 PHB粒子はその後培養時

間の経過とともに減少していった。これは中性脂質が消費され炭素源が、細

胞内に蓄えられた PHBに転換されたためであろうと考えられた。

つぎに、脂肪酸による培養を試みた。ところが、 リノレン酸、 リノール酸

といった脂肪酸を基質として、二週間から一箇月間培養しでも菌体は回収さ

れないことから、増殖はほとんど起こっていないと判断された。

中性脂質の資化能は非常に高いことから、 N.amaraeのリバーゼ活性及び

戸酸化酵素系の活性は高いと考えられる。それにもかかわらず、脂肪酸での

増殖が起こらないのは、脂肪酸が細胞内に取込まれないからであると考えら
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れた 。 ところが、脂肪酸と中性脂質を 1%ずつ添加して培養したところ、 一週

間経過しでも菌体の増殖はほとんど認められなかった。これは脂肪酸が中性

脂質の代謝を阻害することを示しており、本菌株にとって脂肪酸は有害であ

ると判断された。

グルコースを炭素源として振塗培養したときには、培養液 100mlから 3日目

で7・10mg、10日目で 250・260mgの菌体が得られた (Figure3・1)。酢酸ナトリ

ウム、プロピオン酸ナトリウムを炭素源とした場合にも、グルコースと同じ

ような増殖プロフィールとなった (Figure3・1)。最終的な菌体収量は、グル

コースを用いた場合よりも若干減少しているが、これは有機酸の消費に伴っ

てナトリウムイオンが蓄積し、培地の pHを上昇させるためであると思われる。

有機酸塩を添加して培養すると最終的な pHは9.0以上となった。また、この

ような水溶性炭素源を用いたときには、菌体は気液界面にはほとんど浮上せ

ず、培養液中に分散するかグラニュールを形成して沈殿するかであった。

以上のような結果より、 N.amara eに最も適した炭素源は中性脂質であり、

中性脂質の供給によって活性汚泥中のN.a mara eの占有率の増大と浮上が急

速にもたらされることが予想された。

2 .細胞表層物質の疎水性

これまでのところで、疎水性の炭素源を用いると増殖した N.a maraeは、

油層ないし気液界面に濃縮されることを論述した。こうした現象は、細胞表

面が疎水的で、疎水性物質に対する親和性が高いということを示している。

前章において示したように、 N.a mara eの細胞表面には網目状の構造体があ

って、必ずしも細胞壁が露出しているわけではない。さらに、この構造体は

主としてブラクション bとフラクション C との二種類の蛋白質の相互作用に

よって形成されていることが示唆された。そこで、これら二種の蛋白質によ
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って形成された沈殿物を細胞表層構造体の再構成されたものとみなし、疎水

性物質に対する親和性を調べることとした。

50mMリン酸緩衝液 (pH6.8)に2.8mg/mlの濃度でブラクション bと cを別々

に溶解した後、両溶液を等量ずつ混合して表層構造体を再構成させた。両蛋

白質の相互作用によって生じた沈殿を含むこの混合液7mlに大豆油 1mlを加え、

混和した後静置し、沈殿がどちらの層に移行するかを観察した。その結果、

沈殿は速やかに中性脂質層に気泡を含むエマルジョンとなって濃縮された

(Figure 3・5) 。この状態は少なくとも一週間は維持され続けた。さらに、

炭化水素や有機酸といった他の疎水性物質によっても同僚な分配が起こった。

このような結果は、細胞表層構造体の疎水性の高さを示すものであり、 N.

a ma ra e 細胞の疎水性の決定に深く関与していることを示唆するものである。

なお、酸及びアルカリ溶液によって細胞表面構造体を取り去った細胞も、

疎水性物質と水との二相系での分配では両相の境界ないし疎水相に濃縮され

ることから、従来から指摘されていたように細胞壁も疎水的な性質を持って

いることが示された。
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Figure 3-2 

Floatation and granulation of N. amarae grown on 

n-pentadecane. 

amarae was cultivated for 14 days using 100 ml of culture 

medium containing 1 % n-pentadecane， 0.4 % yeast eKtract， 

0.5 % (NH4)2S04， 0.6 % Na εHP04， 0.02 % MgSU4"7H20. 
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Figure 3-3 

Floatation of cell flocs at the surface of culture broth. 

N. amarae was cu1tivated for 3 days using 100 ml of culture 

medlum containing 1 % soy bean oi1， 0#4 % yeast extract， 

0.5 % (NH4)2S0.， 0.6 % Na2HP04， 0.02 % HgSO.・7H20.
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Figure 3・4

Phase contrast microscopic observation of N. 呈旦主主主主

grown on soy bean oi1. 

a mara e was cultivated for 3 days 10 the medium containing 

1% soy bean oil. 
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a b 

Figure 3・5

Hydrophobicity of the cell surface protein of型・ a marae . 

Seven ml of 50 mM phosphate buffer (pH6.8) with or without 2.8 

mg/m1 of the coagu1um of fraction b .and c were mixed with 1 

m1 of soy bean oi1 and sett1ed for 5 min. Test tube a; with 

oi1， test tube b; without oi1. 
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第 4節要約

N. a mara e YKlは中性脂質を炭素源として添加したときに急速に増殖し、

多量の菌体が回収された。培養開始後、数日で菌体はブロックを形成して培

養液表面に浮上した。これは N.amaraeが高い中性脂質資化能を有すると

ともに、疎水的な細胞表面構造を持つためであると予想された。第 2章にお

いてすでに論述したように、 N.amara e細胞表面は、蛋白質から構成される

繊維状構造によって覆われており、この構造体が細胞表面の疎水性を決定づ

ける重要な要因となっていると考えられた。

実際、再構成された細胞表層構造体は、疎水性物質に対して高い親和性を

示し、疎水性物質による菌体の浮上に細胞表層蛋白質が重要な役割を担って

いることが証明された。細胞壁の疎水性のみならず、そのさらに外側にある

細胞表層蛋白質も疎水性物質に対する親和性を確保するために貢献している

と考えられた o

中性脂質を代謝することによって増殖した菌俸は、細胞内に多量の PHBを

蓄積していた。したがって、中性脂質の消費後にも PHBの代謝によって増殖

が継続する可能性のあることが示された。

以上のような実験結果から、廃水処理プラントで発生する放線菌由来の浮

上汚泥の発生原因として中性脂質を注目すべきであるという結論に至った。
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祭主 4 主主 R hodococcus erythropoli s S-lの産生する菌体外蛋白質の

凝集促進作用

第 1節緒言

活性汚泥中には自己凝集する性質を持った細菌が存在し、それらの細菌の

凝集に関与する細胞外高分子物質に関する研究がなされている。最初に注目

された凝集性細菌は Zoogloea ramiger a である。この細菌は菌体外に粘質性

の多糖を分泌してフロック化する 29)。この細菌以外にも、自ら凝集する性

質を有する凝集性細菌が単離され、その凝集機構が検討されている。その中

には、デキストラン 30)、セルロース 31・32】、ムコ多糖 33)といった細胞外多

糖によって菌体の包括ないし連結がもたらされるもののほか、細胞表面の蛋

白質が重要な働きを担っている例もある。

Flavobacteriu m sp.、 kluyvera cryocerosce nsは、いずれもカルシウムの

添加によりフロック化した 34・35)。そして、蛋白質分解酵素による処理の後

には凝集は起こらなくなり、細胞表面の蛋白質が細胞間の連結には不可欠で

あると考えられた D また、同じく活性汚泥から単離された Pseudomonas sp. 

は、 DNAの添加によりブロック化し、蛋白質分解酵素によりフロック化能を

失った 36-38】。このように、個々の微生物の凝集機構に蛋白質が関与するこ

とは明確にに示されているのである。にもかかわらず、それらの混合培養系

である活性汚泥においての蛋白質の重要性はほとんど注目されていなかった。

R hodococcus erythropoli s S-lはフタル酸エステル資化性菌として土壌か

ら単離された放線菌である 10.39)。活性汚泥法によるフタル酸エステル分解

実験の際、本菌株を植菌しておいた活性汚泥が高いブタル酸分解効率ととも

に良好な沈降性を維持したのに対し、植菌しなかった汚泥ではデフロック化

が起こったことより、本菌株がなんらかの凝集促進物質を生産しているので
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はないかと推察された 10】。その後の研究の結果、本菌株の培養液は、多価

カチオンの共存下で微生物菌体を含む様々な懸濁粒子の凝集を引き起こすこ

とが判明した 11)。しかし、培養液中に含まれるいかなる成分が凝集促進能

を担っているのかは不明であった。そこで本章では、培養液から凝集促進作

用をもっ物質を回収する方法と、その物質の組成や凝集促進作用に及ぼす諸

因子の影響について検討した結果について報告し、本菌株の分泌する菌体外

蛋白質が、 N.a marae YK1の表在住蛋白質と同様に、懸濁粒子の凝集をもた

らすことを論証する。

第 2節 実験方法

1 .培地および培養法

R hodococcus erythropoli s S-lの培養には、グルコース 1%..酵母エキス

(Difco)0.05%、尿素0.05%、K2HP04 0.5%、 KH2P04 0.2%、MgS04・7H200.02% 

を含む液体培地を用いた。培養液 100mlを500ml容三角フラスコに入れ、 4・5

日振漫培養を行った。

菌株の保存にはグルコース 1%..ぺプトン (Difco)0.5%，肉エキス (Difco)l語、

NaCIO.3%、寒天 2認を含む保存周囲体培地を用い、 300Cで4・5日培養した後、 4

。Cで保存したロ

2. 培養液の分画法

R. e rythropoli sを培養後、遠心分離 (10，OOOXG、 15分)によって菌体を

取除いた。得られた培養液 100mlに対し、硫酸アンモニウム 40gと水飽和 n ー

ブチルアルコール 100mlを加え粘禰なエマルジョンとなるまで混和した。そ

の後、遠心分離 (10，OOOXG、15分)を行い有機溶媒層と水層に分離させた。
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両層はそれぞれ保存し、両層の境界面に出現した固形物を回収し 20mlの蒸留

水に懸濁した。この懸濁液に、 8gの硫酸アンモニウムと 20mlの水飽和ブチル

アルコールを加え混和した。遠心分離の後、再び図形物を回収し同様な操作

を繰返した。このようにして培養液は沈殿画分、ブチルアルコール可溶(脂

溶性)画分 (116ml)、水溶性画分 (116ml)に分けられた。固形物画分は蒸留水

に懸濁後、透析した。ブチルアルコール可溶画分は乾国後、蒸留水に懸濁し

透析した。水溶性画分はそのまま透析した。

3 .凝集能の判定法

懸濁粒子としてはカオリン(和光)を用いた。 5g/1の濃度でカオリンを蒸

留水に懸濁し、この懸濁液5mlに上記のような方法によって得た各函分を添

加したロさらに、 0.1%の硫酸アルミニウム溶液0.2mlを加え、混和して静置

した。試料を加えていない懸濁液を対照とし、これよりも液相の濁りが少な

かったときに凝集作用があったものと判断した o

4. 凝集活性の定霊法

第 2章第 2節において示した方法と同様である。

5. 酵素処理

ブロキユラント標品 3mgを60μgのプロナーゼ E (Sigma，Type XXV)を含む

0.041Mリン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.5)および、 60μgのペプシンを含む0.01

N HCl溶液、それぞれ 10mlに懸濁した。 300Cで18時間加温した後、透析した。

6 .ゲル渡過クロマトグラフィー

フロキユラント標品 4mgを0.3mlの50%ピリジン溶液に溶解した。この溶液
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を試料液として、 トヨパール HW-75Fによるゲル漉過を行った。移動相は蒸

留水、ジオキサン、ピリジン (20 10 1)の混合液とし、ブロキユラ

ントの検出は 280nmの吸光度を測定することによって行った。使用したカラ

ムのサイズは内径 1cm、長さ 45cmである。

7 .涜紙電気泳動

渡紙(アドパンテック No.6) を長さ 10.0cm、幡 2.0cmに成形した。これに、

0.2M Tris-HCl緩衝液 (pH8.4)とピリジンの混合液(9 1 )で溶解したフロ

キュラント標品をスポットし、同混合液を電解質として 500Vの定電圧下で電

気泳動を行った。泳動後、渡紙を 0.5%のCBBG-250を含む 10%の酢酸溶液に浸

演し染色した。その後、 5%酢酸溶液で脱色した。

8. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

SDS-PAGEはLaemmli22)の方法に準じて行った o フロキュラント標品約 1mg

を650μlの蒸留水に懸濁した。この懸濁液に 10%のSDS溶液を 100μl、 2ーメ

ルカプトエタノールを 10μl、0.5MTris-HCl緩衝液 (pH6.8)を20μlを加え、

密栓を施して 1000Cで2・3分加熱した。その後、 0.1%のブロムフエノールブル

ーを含む 40%グリセリン溶液 0.8mlを加え、これを泳動用の試料溶液とした。

25mAの定電流下で、 5・20%の濃度勾配を施したポリアクリルアミドゲルを支

持体として泳動を行った。分子量マーカーとしては MW-markers(SDS) (オリ

エンタル酵母)を用いた。

詠動後、ゲルを 0.25%のCBBR-250を含む染色液(酢酸:エチルアルコール

:蒸留水=1 4 5 )に 18-24時間浸潰し、染色した。つぎに、脱色液(酢

酸:メチルアルコール:蒸留水 =7 25  68) に浸潰し過剰な色素を除

いた。
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9 .その他の分析方法

脂肪酸の分析はつぎのような方法によって行った。ブロキュラント標品 10

mgを1mlの 1NNaOHに溶解ないし懸濁し、窒素置換を行い密栓を施した。 100

℃で 1時間加熱した後、 HClを加え pHを2-3に調整した。その後、石油エーテ

ル 1mlを加え混和し、静置した。エーテル層を回収し、ガスクロマトグラフ

イーによって脂肪酸の分析、定量を行った。使用したガスクロマトグラフ装

置は島津GC-15Aであり、移動相はヘリウムガス、カラムには GLサイエンス

製 FusedSilica Capillary Column FFAP Bonded (25m)を用い、検出は FID

によって行った。

赤外吸収スペクトルは日本分光 A-302型赤外分光光度計を用いて、 KBr錠剤

法によって分析した。

アミノ酸組成の分析には目立 835型自動アミノ酸分析装置を使用した o ブ

ロキユラント標品を 5.7NHClに溶解ないし懸濁し、脱気後封管した。 1100C

で24時間加熱することによって完全加水分解を行ったロ加水分解後、減圧下

で乾回し乾因物を少量の蒸留水に溶解させて分析に供した。

第 3節 実験結果と考察

1 .フロキュラント画分の培養液中での存在状態i

R. e rythropoli S の培養液を孔径の異なったフィルターによって涜過し、

培養液 0.2ml由来の濯液の凝集能を前章に示した方法により 1.2mMのA13+の存

在下で定量した。培養液を平均孔径が5μmの漬紙(アドパンテック N0 • 2) 

によって濠過した場合には、凝集作用は渡過前の培養液とほとんど変らなか

った (Figure4-1)。しかしながら、平均孔径 0.8μmのメンプランフィルター

(MF type， Millipore) によって濯過すると凝集活性は培養液が保持してい
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た活性の約半分に低下した (Figure4-1)。また、平均孔径0.45μmのメンプ

ランプイルター (HFtype， Hillipore) による議過では当初の活性の約 1/3に

低下した (Figure4・1) 0 さらに、平均孔径0.22μmのメンプランフィルター

(HF type， Hillipore) の澄液はもはやほとんど活性を保持していなかった

(Figure 4・1)。

以上のような結果から、凝集促進作用を持つ物質は培養液中で直径0.22・5

μmの微粒子として存在していることが示された。

2 .培養液からの凝集促進能を有する画分の回収

培養液に対して数倍量のアセトンないしエチルアルコールを加えても沈殿

は生じず、多糖類や核酸はほとんど分泌されていないことが示唆された。ま

た、培養液の pHを変化させても特定の領域で沈殿の生成することはなかった。

ところが、数十%の滋度になるよう硫酸アンモニウムを加えると沈殿が生じ

た。

沈殿と上澄液とを遠心分離によって分け、上澄液はそのまま透析し、沈殿

は一旦蒸留水に懸濁した後透析した。両透析液の凝集能を調べたところ、沈

殿画分のみに活性が認められた。沈殿には赤色ないし黄色の着色物質が混入

していた。この物質はブチルアルコールに溶解することが判明したので、実

験方法に記述したようにブチルアルコール存在下で塩析を行い、ブチルアル

コール中にこの脂溶性成分を抽出して分離することとした。その方法によっ

て培養液は 3函分(水溶性画分、脂溶性画分、沈殿画分)に分画された。そ

れぞれの画分を蒸留水に対して透析し、凝集試験を行ったところ各画分のう

ち、凝集能を示したのは沈殿函分のみであった。そこで、この沈殿画分をブ

ロキユラント標品として分析を進めることとした。
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3 .ブロキュラント標品の組成

回収したフロキュラント標品をさらにアセトンによって充分洗浄し、混入

している脂溶性物質を取除いた。これを試料として元素組成を検討した結果、

炭素、水素、窒素の含有量はそれぞれ、 50.3見，7.6%，11.0%であることが判明

した。赤外吸収スペクトルでは 1500・1700cm-1にかけての領域でアミド基に

よると考えられるこつの強い吸収帯が観察された (Figere4-2)。これらの結

果からフロキユラント標品は、窒素を含みアミド基を持つ物質であると判断

された。したがって、仮に糖を主成分とする物質であればアミノ糖が構成要

素となっているはずである。しかし、ブエノールー硫酸法による糖の定量を

行ったところ、その含量は全体の 1%に満たなかった。そこで、蛋白質である

可能性が示唆された。ブロキユラント標品を蛋白質分解酵素によって処理す

ると凝集活性は処理前の試料に比べ 1/10以下に低下した。なお、ブロキユラ

ント標品の加水分解物の脂肪酸(炭素数10以上の脂肪酸)の含量は0.1%以下

であった。以上のような結果から、ブロキュラント標品の主成分であり凝集

能の発現に不可欠な成分は蛋白質であることが結論された。ブロキュラント

標品のアミノ酸組成を Table4・1に示した。

4. ゲル渡過による分析

前述したようにブロキユラント標品は水中で微粒子となっており、完全に

は溶解していない。さらに、ブロキュラント標品を一旦乾燥させるともはや

容易には再懸濁することができなかった。そこで、乾燥させた標品でも溶解

し、透明な溶液をもたらす溶液を検索した。その結果、ビリジンと水ないし

ピリジン、ジオキサン、水の混合液には容易に溶解し、溶液も透明になるこ

とが判明した。そこで、このような両親媒性溶媒と水との混合液を移動相と

してゲル渡過を行い、標品をさらに精製しようと試みた。充填剤にはこのよ
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Figure 4・1

Flocculating activity of culture broth and its filtrates. 

The dialysates derived from 15μ1 0 f c u 1 t u r e b r 0 t h (A) a n d i ts 

filtrates (B-E) were added to 1 ml of 0.5 % kaolin suspensions 

and flocculating activities were measured. The mean pore sizes 

of filters were 0.22 (B)， 0.45 (C)， 0.8 (D) and 5μm  (E). 
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Figure 4-2 

Infrared spectrum of the flocculant preparation. 

The dryness of the flocculant preparation was milled 

and prepared to KBr tablet. 
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Lysine 3.2 Glycine ユ0.4

His七idine 1.6 Alanine ユ5.3

Arginine 7.4 Valine 7.0 

Aspar七icacid 8.2 Me七hionine 0.9 

Threonine 6.8 工soleucinε 2.8 

Serine 6.7 Leucine 8.4 

Gユutamicacid 10 .6 Tyrosine 2.5 

Proline 5.1 Phenylalanine 3.1 
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うな溶媒に耐えるよう、ポリビニルを基材とするトヨパールHW系を使用した。

トヨパール H~-75F を使用した場合、 Figure 4・3のような分離パターンとな

った。最初の小さなピークはボイドの位置であり、溶け残った試料が溶出し

たものであると推察される。残る二つのピークをそれぞれ回収し、透析の後

凝集能を調べた。その結果、 30mlのピークに活性が認められ、 38mlのピーク

には活性が認められなかったロ 38mlのピークに相当する溶出液には強いピリ

ジン臭があったことより、試料液に含まれていたピリジンによるピークと予

想された o 同じカラムで蒸留水を移動相としてブルーデキストラン(平均分

子量 2X 106) を分画すると、矢印で示した位置がピークであった。また、 ト

ヨパールHW-65F(排除限界分子量 1X 106、デキストラン換算)を充填剤とし

た場合には、凝集活性を有するピークはボイドの位置に現れた。

以上のような結果から、両親媒性溶媒と水との混合液中でもフロキュラン

ト標品は lXl06-2Xl06 (デキストラン換算)という高分子量状態にあるこ

とがわかった。また、ピークは単ーだったことからゲル渡過によるより以上

の精製は不可能であると考えられた。

5 .電気泳動

ブロキュラント標品をビリジンと水の混合液に易溶であることを利用して、

ピリジンと Tris-HCl緩衝液の混合液を電解質とする涜紙電気泳動を行った。

泳動後、 CBBによって蛋白質を検出すると、 Figure4-4のようにバンドは一

つであった。したがって、ピリジンと水の混合液に高分子量状態で溶解して

いる本標品は、荷電的にもあまりばらつきがなく、電気泳動によるさらなる

精製も困難であると判断された。

つぎに、ブロキユラント標品を SDS-PAGEによって分析した。標品はゲル読ま

過、議紙電気泳動では均ーであったものの、 SDS-PAGEでは分子量約 1X 105以
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Figure 4-4 

Filter paper electrophoresis of the flocculant preparation. 

The flocculant preparation was spotted on the filter paper 

(TOYO No. 6) soaked with a mixture of Tris-HCl buffer (pH 8.4) 

and pyridine (9:1) and electrophoresed at a constant voltage 

of 500 V. After the electrophoresis， the filter paper was 

stained with Coomassie Brilliant Blue G-250. 
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SDS-PAGE of the flocculant preparation. 

The flocculant preparation was incubated at 100 oc 

for 2 min in the presence of 1 % 2-mercaptoethanol 

and 1 % SDS. The denatured flocculant preparation 

was electrophoresed with 5・20% polyacrylamide gel 

at the constant current of 15 mA. Lane a; molecular 

size markers， MW 74，400 (1)， MW 49，600 (2)， MW 37，200 

( 3) ，月W24，800 (4) and MW 12，400 (5). Lane b; the 

flocculant preparation. 
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下の範囲に多くのバンドが検出された (Figure4・5) 。このような結果から、

R. erythropoli S により産生されるブロキユラントは、分子量約 1X 105以下

の雑多なペプチドから構成されており、その構成ペプチドが集合して、水中

で微粒子を形成していると推察された。

6 .ブロキュラント標品の添加濃度と凝集活性との関係

これまでのところでは、培養液からのブロキュラント標品の回収と得られ

た標品の組成について論述した。つぎに、フロキユラント標品の凝集作用に

及ぼす諸因子の影響について検討した結果を報告する。

まず、ブロキユラント標品の濃度の影響について検討した o カオリンの濃

度を 5g/1とし、 A13+(硫酸塩)の濃度を 1.2mMとして、添加するブロキュラ

ント標品の濃度を変化させて凝集活性を測定した。

親水位ポリマーによる懸濁粒子の凝集においては、凝集のためのポリマー

添加重にはある適正値があり、それ以上に添加すると粒子を核とする親水性

保護コロイドを形成して逆に分散を促してしまうことが知られている。本ブ

ロキュラント標品についても同様な傾向が認められ、良好な凝集は標品の濃

度が5・25mg/lの範囲にあるときであって、それ以上の濃度では凝集の度合い

は低下した (Figure4・6) 。添加する A13+濃度を0.6mMにすると凝集のもた

らされる範囲は、 5・10mg/lとなった。すなわち、フロキユラント標品の添加

重が増加すると、それに対応してさらに多くのカチオンを添加することが必

要であると判明した。

7 .カチオンの添加効果

つぎに、環境中に一般的に存在する種々のカチオンの凝集作用に対する添

加効果を検討した。
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懸濁粒子として 5g/1のカオリンを含む懸濁液に 5.6mg/mlの濃度でフロキユ

ラント標品を加えた。これにカチオンを様々な濃度で添加して凝集試験を行

った。一価のカチオンとしては Na+を添加した。 Na+(NaCl)を添加した場合、

8mM加えても充分な添加効果は認められなかった (Figure4・7) 。二価カチ

オンとしては Ca2+を選択した。 Ca2+(CaC12)を添加すると、 2.0mM以上の濃度

においてフロキュラント標品の作用を促進する効果が認められた (Figure4・

8) 0 三価のカチオンとしては A13+とFe3+を使用した。 A13+(A12(S04)3)の場

合には、 Ca2+よりも低い濃度でも添加効果が認められ、 O.6mM添加すれば充

分有効であった (Figure4・9) 。さらに、 Fe3+(FeC13)はO.3mMでも充分な添

加効果があった。しかしながら、それ以上に添加するとかえって凝集を妨げ

るようになった (Figure4・10)

フロキユラント標品は渡紙電気泳動において陽極側に移動したことより酸

性物質と予想される。したがって、カチオンの添加によってフロキュラント

微粒子の電気的な反発カが減少して、フロキユラント微粒子間の結合やフロ

キユラント微粒子と懸濁粒子との結合が起こり、凝集体が形成され懸濁粒子

の沈殿がもたらされると考えられる。
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Effects of the flocculant concentration on flocculating 

activity. 

Different amounts of the flocculant preparation were added to 

0.5出kaolinsuspensions containing 0.6 (・) or 1.2 (0) mM 

A13+. 

- 80 -



入
門
川
ザ
叶
〉
叶
川

V
0
4
び
ロ
パ
パ
ザ
河
川
叶

5
0
0
0
叶

h

• 

8 16 
Concentra七ion (mM) 

Figure 4-7 

Effects of Na+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Na+ (NaCl) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions containing 5.6 mg/l of the flocculant 

preparation. 
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Figure 4・8
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Effects of Ca2+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Ca2+ (CaC12) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions containing 5.6 mg/l of the flocculant 

preparation. 
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Figure 4・10

Effects of Fe3+ concentration on flocculating activity. 

Different amounts of Fe3+ (FeC13) were added to 0.5 % kaolin 

suspensions containing 5.6 mg/l of the flocculant 

preparation. 
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第 4節要約

R hodococcus erythropo1is シ1の培養液に硫酸アンモニウムと nープチル

アルコールを加えることによって、それを脂溶性画分、水溶性画分、沈殿画

分の 3函分に分けた。凝集促進作用は沈殿画分のみに認められたので、この

函分をブロキュラント標品として分析することとした。

R. e rythropo1i s S-lの培養液に分泌されるブロキュラントは、直径0.22・

5μmの微粒子を形成していた o また、元素分析および赤外吸収スペクトルの

分析の結果、窒素が多く含まれていることが判明した。ブロキュラントの脂

質および糖の含有量は少なく、蛋白質分解酵素によって凝集活性が失われた

ことより蛋白質を主成分とすることが予想された。さらに、標品の加水分解

物中からは分析可能な全てのアミノ酸が検出されたロ

フロキユラント標品は両親媒性溶媒と水の混合液に可溶であることが判明

し、その混合液系を移動相および電解液としてゲル濠過クロマトグラブイー

および濯紙電気泳動をおこなった。その結果、フロキユラント標品は混合液

中で荷電的にほとんど均一な分子量 1X 106-2 X 106 (デキストラン換算)の

高分子の状態となっていることが予想された。

SDS-PAGEでは分子量約 1X 105以下の多くのバンドが検出された。以上のよ

うな結果から、本フロキュラントは多くの異なったペプチドが会合しあって

微粒子を形成しているという結論に至った。

ブロキユラント標品の添加濃度の凝集活性に及ぼす影響を調べたところ、

添加濃度には適正値があって、過剰の添加はかえって凝集を阻害することが

示された o このほかブロキユラント標品の濃度を 5.6mg/1に保ち、種々のカ

チオンの添加効果について検討した。 Na+(NaC1)はほとんど添加効果が認め

られなかった。 Ca2+(CaC12)は2.0m円以上、 A13+(A12(S04)3)は0.6m円以上の濃
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度でそれぞれ添加すると効果があった。 Fe3+(FeC13)は0.3mM前後が最も有効

であり、それ以上に加えると効果は低下した。

廃水処理プラントの流入水中に検出される主な金属の濃度は、カルシウム

が99・112mg/l(2.3-2.6mM)、アルミニウムが0.25・1.75mg/l(0.009・0.065mM)、

鉄が0.457・2.95mg/l(0.008・0.05mM)の範囲内にあるとされている 23)。した

がって、 Rhodococcuserythropoli s S-lの産生するブロキユラントの機能が

発揮され得るカチオン濃度範囲にあり、 1・豆旦全raeYKlの表在性蛋白質(フ

ラクシヨン b)と同様に、実際に活性汚泥のフロック化に関与することが予

想された。

鉄イオンや蛋白質自体の過剰添加によって凝集作用が妨げられるという傾

向は、フラクシヨン bと同じであった。また、どちらのフロキユラントも添

加重が数~数十 mg/lの範囲でのみ凝集促進能を発揮するということも類似し

ていた。しかし、フラクション bによる凝集が塩強度や一価カチオン濃度の

上昇によってもたらされるのに対して、 1・三ry t~hropoli sのブロキユラント

にはそのような効果が認められないという点においては異なっていた。
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第ぎ 5 主主 疎水性物質による Rhodococcuserythropoli s S-lの浮上と

細胞表面への蛋白質の蓄積

第 l節緒言

第 3章においては、 N. amara eが中性脂質を炭素源とした場合、気液界

面に浮上して急速に増殖することと、細胞表面に存在する蛋白質が疎水性物

質に対する細胞の親和性を確保する上で重要であることを論証した。

そこで、 R.e rythropoli s S-lについても疎水性基質による培養を試みる

こととした。また、第 4章において論証したように、 R. erythropoli s S-l 

は凝集促進作用をもっ蛋白質を分泌するが、この細胞外蛋白質の疎水性基質

資化時における役割についても検討したロ

R. e rythropoli s S-lを炭化水素を基賓として培養すると、菌体は急速に

増殖し、フロックを形成して培養液表面に浮上した。これは、本放線菌が高

い炭化水素資化能を有するとともに、炭化水素資化時に細胞聞を連結しブロ

ック化をもたらす疎水性の細胞外高分子物質を分泌しているためであると予

想した。

本章においては、疎水性基質を炭素源として R. erythropoli s S-lを培養

したときにおこるフロック化が、凝集促進作用をもっ細胞外蛋白質の細胞表

面への蓄積によってもたらされていることを論証し、同蛋白質が細胞表面の

疎水性の向上に寄与することについて考察する。

第 2節 実験方法

1 .培養方法
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培養には、グルコースあるいは nーペンタデカン 1%、酵母エキス 0.05%，

尿素 0.05%、 K2HP04 0.5%， KH2P04 0.2%、 MgS04・7H200.02%を含む液体培地

を用いた。培養液 100mlを500ml容三角フラスコに入れ、 4・5日間振塗培養を

行った。なお、グルコースを炭素源とする培地をグルコース培地、 n-ぺン

タデカンを炭素源とする培地をぺンタデカン培地とした。

2 .菌体収量の測定

それぞれの培地で培養後、遠心分離 (8，000XG、 10分)を行ったところ、グ

ルコース培地では菌体は沈殿したが、ぺンタデカン培地では表面に膜を成し

て浮上した。菌体を沈殿あるいは膜として回収し蒸留水とアセトンで洗浄し

た後、 1050Cで乾回して重量を測定した。

3 .細胞外蛋白質の回収法と SDS-PAGEによる分析

細胞表面に付着した蛋白質は、ピリジンと水との混合液によって溶脱した。

培地 100mlから回収した菌体を 50%のピリジン溶液40mlで 3回洗浄して、合計

120mlの洗浄液を回収した。これに飽和硫酸アンモニウム溶液と水飽和 n-

ブチルアルコール、それぞれ 120mlを加えた。混和した後遠心分離を行って、

水層とブチルアルコール層との境界に現れた図形物を細胞表面由来の蛋白質

として回収した。これを蒸留水に対して透析し、温及び有機溶媒を除去した。

一方、培養液中の蛋白質は前章で示した方法によって回収した。さらに、

前章と同様な方法で回収した両蛋白質を SDS-PAGEによる分析に供した。

4. 凝集能の判定法

懸濁粒子としてはカオリンを用いた。 5g/1の濃度でカオリンを蒸留水に懸

濁し、この懸濁液 5mlに培養液 0.2mlないし培養液0.2ml由来の菌体を添加し
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した。さらに、 0.1%の硫酸アルミニウム溶液0.2mlを加え、静置した。試料

を加えていない懸濁液を対照とし、これよりも液相の濁りが少なかったとき

に凝集作用があったものと判断した。

第 3節 実験結果と考察

1 .ぺンタデカン培地における菌体フロックの形成

多くの放線菌は炭化水素などの疎水性物質を代謝する能力を有するとされ

ている。 R. erythropoli s S-lも脂肪酸(リノール酸、 リノレン酸)、中性

脂質(大豆油)、炭化水素(n -ヘキサデカン、 n-ぺンタデカン)を炭素源と

して増殖することができた。

n -ぺンタデカンを炭素源とした場合、培地 100mlからの菌体収量は、培養

2日目で 0.07・0.15g、 4日目で 0.38・0.44gあった (Figure5・1)。一方、グル

コースを炭素源とした場合には、それぞれ0.02-0.04gと0.31・0.37gであった

(Figure 5・1)。すなわち、グルコースよりもぺンタデカンを炭素源としたと

きの方が、菌体はより速やかに増殖することが判明し、したがって、糖より

も炭化水素の方が適した基質であると判断された。

Figure 5・2は培養 5日目の培養液の状態である。ペンタデカン培地で培養

した菌体は静置するとただちに培養液表面に浮上し、しかも浮上した菌体は

繊維状のブロックを形成していた (Figure5-2A) 。このような菌体の凝集

と浮上はヘキサデカンを炭素源に加えたときにも観察された。さらに、脂肪

酸や中性脂質を炭素源としたときにも菌体の浮上はもたらされた。一方、グ

ルコース培地で培養した菌体は培養液全体に均一に分散していた (Figure5・

2B) 0 R. erythropoli S は疎水性物質を資化する能力に優れていると同時に、

その細胞表層は疎水性物質に対して親和性を持つことにより菌体の浮上が起
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こるものと考えられる 。

2 .菌体および培養液の凝集能

グルコース培地およびぺンタデカン培地で、lR. erythropoli s S-lを培養

して得られた培養液を透析し、両透析液の凝集能の比較を行ったところ、ぺ

ンタデカン培地から得た培養液にはほとんど凝集促進作用が認められなかっ

た (Figure5・3) 。しかし、得られた菌体をカオリン感濁液に加え、カチオ

ンの共存下で凝集促進作用を比較したところ、培養液のときとは逆にぺンタ

デカンを炭素源として得た菌体の方が高い効果を示した (Figure5・4) 。こ

のような結果は、グルコースを炭素源としたときには培養液中に分散するブ

ロキュラントが、ぺンタデカンを炭素源としたときには細胞の表面に付着し

て留まっているためではないかと推察された。

すでに論述したように、グルコース培地由来の培養液 100mlからは 20・50mg

のフロキユラントが回収された。ぺンタデカン培地由来の培養液からも同様

の回収方法でブロキユラントを得ることを試みたが、その物質は全く回収で

きなかった。そこで、つぎに細胞表面に付着しているフロキュラントを溶脱

し、収量を比較することとした。ブロキュラントはビリジンと水の混合液に

易溶であることから、この混合液によって菌体を洗浄すれば溶脱できるであ

ろうと考えた。

ぺンタデカンを炭素源とした場合、菌体はフロックを形成していたがこれ

はピリジン溶液 (50%，v/v) による洗浄で破壊され菌体は分散した。そして、

培地 100mlから回収した菌体の洗浄液 (120ml)からは約 5mgの蛋白質が回収さ

れた。グルコース培地 (100ml)から得られた菌体の洗浄液からでは 1mg以下の

収量であった。

さらに、グルコースを炭素源とし培養したときに培養液中に分散した蛋白
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質(フロキユラント)とぺンタデカンを炭素源としたときに細胞表面に留っ

た蛋白質の SDS-PAGEにおける泳動パターンを比較したところ、それらは完全

に一致した (Figure5・5) 。したがって、両物質は同じペプチドから構成さ

れていると判断された。

以上のような結果から、疎水性基質を資化する際に凝集促進作用を持つ蛋

白質は、細胞表面に蓄積されることが確認された。すなわち、疎水性基質を

資化している放線菌細胞は、細胞外蛋白質によって相互に連結されて凝集体

を形成しているのである。そして、放線菌の細胞外に分泌される蛋白質は望

ましい基質である疎水性基質に対する細胞の親和性を高める働きがあるので

はないかと考えられた。
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Figure 5・2

Floatation and flocculation of R. er ythropoli s S-l grown on 

n-pentadecane. 

Five days cultures of R. ~rythropo1is S-l with n-pentadecane 

(A) and glucose medium (8). 

- 93 -



a b ~C 

Figure 5・3

Flocculating activity of culture broth. 

Flocculating activity of culture broth (0.2 mJ) was measured 

ith 5 ml of kaolin suspension containing 0.1 % of A12(S04)s・

a; without culture broth， b; with culture broth derived fro口

glucose medium， c; with culture broth derived from 

n-pentadecane medium. 

4 -



a b c 

Figure 5・4

F1occu1ating activity of ce11s. 

Cells col1ected from 0.2 ml of culture was suspended in 5 ml 

of kaolin suspension containing 0.1 % of A12(S04)3 and 

f 1 0 c c u 1 a t i n g a c t i v i t y w a s m e a s u r e d . a; w i t h 0 u t c e 11 s ， b ; w i th 

cells grown 00 glucose， c; with cells grown on n-pentadecane. 
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Figure 5-5 

SDS-PAGE of released and cell surface protein. 

S a m p 1 e s w e r e i n c u b a t e d a t 1 0 0 oc f 0 r 2 m i n i n t h e p r e s e n c e 0 f 

l混 2-mercaptoethanol and 1 % SDS. The denatured sample 

solutions were supplied on 5・20% polyacrylamide gel and 

electrophresed at the constant current of 15 mA. Lane a; 

molecular size markers， MW 74，400 (1)，円W49，600 (2)， MW 37，200 

(3)， MW 24，800 (4) and M'A 12，400 (5). Lane b; protein prepared 

from culture broth. Lane c; protein eluted from cell surface. 
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第4節要約

n -ぺンタデカンを炭素源として用いて R. er ythropoli s S-lを培養した

ところ、グルコースを用いた場合よりも速やかな増殖が起こった。そのとき、

菌体はフロックを形成するとともに気液界面に浮上した。また、カオリンを

凝集させる能力は培養液には存在せず菌体にのみ認められた。菌体ブロック

はピリジン溶液による洗浄で破壊され、洗浄液からは蛋白質が回収された。

一方、培養液からは回収できなかった。

細胞表面より回収された蛋白質のSDS-PAGEにおける泳動パターンは、グル

コースを炭素源として培養したときに培養液中に分散したフロキユラントの

それと一致した。

以上のような結果より、 R. erythropolisが分治する蛋白質(フロキュラ

ント)は、炭化水素を資化する際、菌体表面に蓄積しフロック化をもたらす

ことが判明した。こうした蛋白質(フロキユラント)の菌体表層への蓄積と

それにともなうフロック化は、基質となる炭化水素との親和性を高め、その

油滴を保持し易くするなどの利点があるのではないかと考えられる o

本章と第 3章での実験結果を総合すると、放 j線菌によって分泌される蛋白

質には、細胞の疎水性物質に対する親和性を向上させる働きがあり、単に細

胞壁中のミコール酸の疎水性 8.9)によってのみそうした佐賀が維持されてい

るのではないという結論に至った o
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第雪~ 6 主主主 批主主ヂ舌

活性汚泥の凝集機構は Zoogloearamigera の凝集機構をモデルとして研究

され始めたという歴史的な経緯があり、多糖類が凝集の原因である 40)とす

る考え方が大勢を占めている。活性汚泥から抽出される蛋白質は、抽出操作

の際に起こる溶菌によって放出されるものであって、本来活性汚泥のフロッ

ク形態維持には関与しないとされている 41】。しかし、溶菌によらなくても

蛋白質を菌体外に多量に分秘する微生物は存在する 42九また、活性汚泥表

面の多糖の量が増加しすぎると、沈降性はむしろ低下することが報告されて

いる 2B.42-47)。さらに、 Goodwinらは活性汚泥の表面に働く相互作用にはイ

オン的なものだけでなく疎水的な要素もあることを指摘し、細胞外の蛋白質

や脂質の役割は従来予想、されていたよりも大きいのではないかとする報告を

行っている 4B)。

放線菌は疎水的な細胞壁を持ち 7.B)、そのため占有率が増大すると活性汚

泥の疎水性が過度に高まり沈降性を低下させる有害微生物とされている。そ

して、活性汚泥への疎水性物質の供給によって放線菌の廃水処理プラント内

での蓄積が起こり、回液分離を妨げる浮上汚泥障害の原因となることが予想

されている 9)。しかし、この機構によってもたらされる放線菌の増加は緩慢

なものであり、突如として起こる放線菌障害を矛盾無く説明することはでき

ない。

そして、本研究ににおいてはつぎのような知見が得られた。

1 .二種類の放線菌 Nocardia amara e YK1、Rhodococcus erythropoli s S-l 

は、細胞表面ないしは細胞外に蛋白質バイオフロキュラントを産生する。

2 .これらのハイオフロキュラントの作用は、環境中に存在する程度のカチ

オンの添加によって促進された。
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3 .疎水性炭素源によってこれらの放線菌を培養すると、水溶性基質を用い

た場合よりも急速な増殖がもたらされた。しかもそのとき放線菌は、気

液界面にフロックを形成して浮上した o

4. N. a marae細胞表面には網目状の構造体があり、再構成された細胞表層

構造体は疎水性物質に対して高い親和性を示した。

5. 水溶性基質による培養時には培養液中に拡散する R. erythropoli Sのパ

イオフロキュラントは、疎水位基質による培養時には細胞表面に蓄積し

た。

以上のような知見を総合すると、従来の活性汚泥凝集機構や放線菌障害に

関する認識を次のような点において改める必要のあることが示唆される。

1 .放線菌は蛋白質性バイオフロキュラントを産生する。したがって、占有

率が過剰でない限りにおいては活性汚泥の凝集、沈降性を向上させる作

用がある。

2 .多糖のみならず蛋白質もバイオフロキュラントとして機能する o

3 .特定の疎水性基質によって放線菌の占有率の迅速な増大がもたらされる。

4. 細胞壁のみならず細胞外蛋白質も放線菌細胞の疎水性の向上に寄与するロ

活性汚泥法の凝集機構を解明するため、また活性汚泥法の運用上の問題で

ある放線菌障害の発生機構を理解するために、本研究において得られた知見

が活かされることを期待する。
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