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論文の内容の要旨

　排水処理施設における窒素除去法は，一般に生物学的な硝化反応と脱窒反応の組合わせからなる。この一連の

反応において，硝化反応に携わるアンモニア酸化細菌や亜硝酸酸化細菌といった硝化細菌の増殖が律速因子とな

ることから，水量，水質の急激な負荷変動等に伴う硝化細菌の活性低下，個体数減少を迅速に評価する手法の開

発は極めて重要である。そうした手法は処理施設の管理や設計のみならず，土壌や湖沼等の生態系における窒素

循環経路を知る上でも有効である。

　本研究では，代表的なアンモニア酸化細菌，亜硝酸酸化細菌である，〃赦030刎o舳鮒oμωおよびM加o5αo伽

〃加o帥ゐ妙に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを作製し，モノクローナル抗体を用いた硝化細菌の

簡便かつ迅速な検出および定量化手法の開発を行った。

　最初に，硝化細菌に対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの開発を行った。その結果，

N鮒oψ蜘．に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマはIgG産生ののもが1種，IgM産生のものが5種，

N〃加o駆αゐ似に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマは玉gG産生のものが7種，玉gM産生のものが3種

それぞれ獲得された。なお，得られた抗体には，他の細菌に対する顕著な交差反応性は見られなかった。

　ついで，硝化細菌の簡便かつ迅速な検出・定量化手法として，「競合EuSA法」，「2抗体サンドイッチEuSA

法」，「mu吐we肚i1terati㎝ELISA法」および「蛍光抗体法を用いた直接計数法」のモノクローナル抗体を用いた4

つの手法による評価，検討を行った。その結果，4つの手法ともに，硝化細菌濃度に対し，一定の定量性を示し

た。中でもmび吐wenf趾erati㎝EuSA法は定量域が広く，迅速かつ簡便な手法であり，実際の排水処理施設にお

いても使用が可能なものであった。また，蛍光抗体法を用いた直接計数法は，定量下限が低く，菌体濃度が低い

湖沼等の環境においての適応が可能なものであった。

　さらに，従来の硝化細菌の定量化手法であるMPN法と新規の手法であるmu1ti－we11趾rarionELISA法およびDCC－

F玉SH法の原理が全く異なる3つの手法を用いて活性汚泥中のアンモニア酸化細菌の定量を経時的に行い，その定

量特性を把握し，今後の排水処理における運転管理や装置設計に役立てることを目的として，実験を行った。そ

の結果，活性汚泥中の硝化活性が高いときにおけるmu1t1珊11fi1trarionEuSA法によるアンモニア酸化細菌数は

MPN法よりもわずかに低い値を示すものの，その定量特性は，DCC珊SH法と対照的に極めてMPN法に近いこと

が明らかとなった。
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　最後に，モノクローナル抗体を用いて，加∫伽蛍光抗体法によるPEG包括固定化担体および付着型PEG担体に

おける硝化細菌の経日的な挙動解析を行った結果，両担体共に運転開始後に何らかの要因で硝化細菌が減少して

いることが観察された。これは包括固定時のショックや供試排水の変化によるストレス，更に高密度に存在して

いる細菌に対して，基質の供給が足りない等の要因が考えられた。今後，種特異性の高い抗体と組み合わせて解

析を行うことにより，異なる環境条件・処理状況における優占種の変遷および種聞の分布特性についても把握す

ることができるものと考えられた。

　以上の結果から，硝化細菌の定量は，本研究で得られたモノクローナル抗体を用いることにより，迅速かつ簡

便に行えることが明らかとなった。

審査の結果の要旨

　排水処理施設における窒素除去法は，一般に生物学的な硝化反応と脱窒反応の組合わせからなる。この一連の

反応において，硝化反応に携わるアンモニア酸化細菌や亜硝酸酸化細菌といった硝化細菌の増殖が律速因子とな

ることから，負荷変動等に伴う硝化細菌の活性低下，個体数減少を迅速に評価する手法の開発は極めて重要であ

る。

　本研究では以上のことを鑑み，代表的なアンモニア酸化細菌，亜硝酸酸化細菌である，Nε〃oμωおよび

N〃加ogπαゐ妙に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを作製し，モノクローナル抗体を用いた硝化細菌

の簡便かつ迅速な検出および定量化手法の開発を行った。

　その結果，2抗体サンドイッチEuSA法は，1．O×ユ06N・㎜1－1以上の菌体濃度の迅速かつ簡便な測定が可能な

手法であることを明らかにすると共に，「蛍光抗体法を用いた直接計数法」を応用することにより，実際の排水処

理装置内における生物膜内および包括固定化担体内の加∫伽における硝化細菌の分布特性の解析が可能であるこ

とも明らかとなった。

　以上の結果から，本研究で得られたモノクローナル抗体は，混合微生物系においても，特異的に〃鮒妙脇お

よびN〃加ogκαゐ伽と結合しており，硝化細菌の簡便かつ迅速な検出および定量化手法が確立され，その成果は極

めて大きい。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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