KERREMAERES

TEOREVHEHALENORE

WIAATBIENKERERE - B bR
WAEMPIFEE - ZEE - BiHRE - HTE
ERR 124 ~14 4

#

i

TN HRICEIN S HEEYEIL, TREBRT 2B TFICIEEL THRINSZ LN
REINY?, FRIZEZFERNOTFSD A TEERHZZ L TWAEEDNS,

T/ - )VEEALEWIREEEFCHEFELEE U TUALFAINTVL SN, §ELHZ 2
FOHDONEWN, Sk INZIn oS PIMINC X VEIZNTHEITET SN, Zhsit+
RILEINT, T THRINNEBOERERRICH S ZENHES, I TEHEHFET
37/ - IVEEEEHORBRMNOE AT /—JVA (BPA) IKEHL, TOBPADOTFRET
DHREEZ BB O AN SHSMIL, THIRE> TRERLICBI S TFROERME 2
BSEMITL =0,

HEHE

ERX7x/—J)VA (BPA) 4BREEDOS B

BPA IZKIZRIET, ﬁ%ﬁuﬁAT%hmwf/Uﬁﬁ»k&%éﬁfﬂﬁ%ﬁ%btmo
ThbE U NS I Cosmosl C18 OPN (I8 S0 F A 7R &4k 1 g1 500 ppm BPA
MV KR 10 ml Z2MA 7%, AFH50ml2Mmi. BEenicERL, 5 SHBEL-.
FTDHE. MIVIAFY BEO0mM ZBODRE, 30 C~40 CTHRI 2, T ORRE
L7 RV - ANFHBEEMN5IE. BPAIRKRE S 17ah-> 7728, BPARTXRTIUNIZ
BEFELTWBEEZ N, LY I E2E D IR TEEEM 100 mliZmA, F—r2
L—T U7, . BPAIRFIAMETESKAHOb DAV,

DEMED DBEDT-D, HBIEDEZREL, INEHABULEHIC 10 ¥BETHEREL, 30
CTIREDEEREIT o/, BPAOBRDORSNEEERMNS 1HEEED, ZHE PPESP
R EREMICBA LT, DS 2080 7.

BPA D4R

BPA OfIHICBWTIX, BELENSIIFEOZ7OOFRIVLAEZFWTHH Uz, £V
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ATNNEIE, BERFOEBRIEEH0.01gD U BT IVE DIFIHNIT—TF )V T3 EHIH
L, O—FVJ—INRKRL—F—TEEIE, 7oaR)AImENA. ZO7O00KR)VAE
WEYTIINELE, 2B, H5HUHBPAORHSRIZ. 3EOEREMB T %A LTH
BHIEEBERLTNVWS,

BPAR (R¥UERHYME) 1. EHHPLC B X UEEEESHE TR N ERM
WEIE 277 nm TOWRNEN 5 KD 7=,

&.1 BSABRIRDI-H DEREM

KNO, 0.25 g
NH,CI 0.20 g
NaH,PQ,- 2H,0 0.03 g
Na,HPO, - 12H,0 0.07 g
COMB 0.10 ml
5%ferric citrate 0.20 ml
VB, I&# 1.00 ml
Tris 1.20 g
AT K 1000 ml

COMB ; ZnSO,-7H,0, 0.125g; MnCl,-4H,0, 0.157g;
H;BO,, 0.06g; CoCl, - 6H,0, 0.37g; NiCl, - 6Hy
0.02g; Na,MoO, - 2H,O, 0.04g; 25%HCI, 1.0ml; &K
7K, 1000ml

HEB DR
BB OME BUSHEN OB B E A W ERBEREEICX VAN, TRbEEEZ
IFIVILTOIAL R TRAEL, T4 F—LICEDTEELE,

BPA N MHMIBODO S HARE

M1ICRTHET, 7)) DV 2Fo7. SBEMAT, BEMEZERL, hz10
%. 1%. 0.1 BBET, FIRLEIUBFIVEBEH G0 ppomBPA) ICHEREL . 3B 3
AL TD MPN A TBPA MBI R Z KDz, &I3, 30CT21 HMIBESEEL =, M,
HHRBEPDBPAN 0% LB L EEEBEE L.

BPA S RO 5 MR E

NEEIN /- BPAOBMBEICDOWTIE, 16S IDNA OB LUV S LB, FF
VE—Y, hEZIT-VEHE, I5ITIXAPI20NE X 54BHERBREZT> -,
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B 1. fREEH

EX7zx/—-IVASBEAEROUTINIAAPCRICLDER

16S rRNA #iE T OBIRICE WTHMRENR Ao/ YY-1 BRICE RN THh B &b s 28
BROENTO—T2H 3 Uiz, £, COIBIUNSKFHICBWNT17RABI 15 R M
DTS4 —%HRELE (2) . TOPCRTIAY—tw hEHWNT, 108 D DNA
Wi sEE Ui s, chedt7o—7Eont TV FA4¥—ar (U7 INF1 ALAPCR
2727z UTIVZA LPCRDINEHEZZ 2I1TRT,

PCRIZABI prism 7700 & iy, 95°C, 10 7D 7' L E—

25001 7Nt 27,

Y

k2170, 95C, 16 & 60C, 1 5



#2 UTIWE A LPCRIEDHLL

10 x TagMan bufferA 200
MgCl (25 mM) 2.80 u |
BSA (4mg/ml 2.00 u 1
dATP (10 mM\D 0.40 u1
dCTP (10 mM) 0.40 ul
dGTP (10 mM) 0.40 u 1
dUTP (20 mM) 0.40 1
T+ 77— RTF4<—(100pmol/ u 1) 0.06 «1
UIN=ATS54<—100pmol/ 1 0.06 1
DNAZ7O—7(11.2 pmol/ & D 0.35
AmpliTaq Gold (65U / 1 1) 0.10 1
AmpliTaqg Erase (1U/x 1) 0.20 u1
Template 2.00 11

WEIDQAZMAZEZ20u1&LTE

TaJ—RISA 7~ DNAZ7O—7
e ALY
AGTA ACGCGTGGGA ACC AGGTACGGAA CAACAGTTGG AAACGACT

-

T AAGGATGGGC CCGCG

str.MBIC3865

str.MBIC3366

str.PTB-5

unnamed organism macronuclear
str.HTBO15

Moraxella sp.str.nr.4

str.MBIC3368

Mesorhizobium genosp.U str.BDVS5514
Mesorhizobium 'SH 15003" str.SH 15003
Brucella M2357/93 str.M2357/93
Brucella abortus str.544

Mesorhizobium genosp.T str.BDV5908

BM2. 7547 —-6LU0 70T

YY1
str.MBIC3865
str.MBIC3366
str.PTB-5
unnamed organism macronuclear
str.HTBO15
Moraxella sp.str.nr.4 A
str.MBIC3368 .
Mesorhizobium genosp.U str.BDV5514 ! TC
Mesorhizobium 'SH 15003 str.SH 15003 ‘ TC
Brucella M2357/93 str.M2357/93 A 1]
Brucella abortus str.544 A T
Mesorhizobium genosp.T str.BDV5308 TC
Y- IS4 7T~
A
C
C

T
T



DNAZ7O—7XICLDBPARREEO S HAE

5¢eDTFIRDOM %=, DNA #hH#BE#E ¥ (100mM Tris-HCl, 100 mM sodium EDTA
[pH8.0], 100 mM sodiumphosphate [pH8.0], 1.5M NaCl, 1% CTAB) , ProtenaseK &,
20%SDS, 7N OFRNVAETIEXNELTDNAZHEL, Zh2BLKKGHATNEZRBWT
BB /=, TODNAZBRDNA &L THW, %R LU7AZHPCR &kICH# U TE &% HPCR
2froTz.

AERER

1. RIGHMEMEICLDIERT7/ - IVADHR
M3RTHEHNEAERBMITCENS FRMS BBMUAMEREIC XS BPADI
[N BBEERL TS, KICRET NSHRIC 50 ppm B TBPA 23 M L 72 ## K
K1%EETTRODZERLEEAS, HEENBIZTIORMTI mlHizD 107K
FTHAL, " BPANIS0BEKDTYORETRAS LU, BPARYOIRETHE
HLEDR, MERECI > TREEMMIN LI EERT ., —HFMAEKNI0CET
LR LANS=Z &1F, PBENRBPAZELL TWREWIEERBLTWVS,
2. ER7x/—-IADREORH

BECEA T )~ VADBEOEENERRBRINZDT, EXT7x /) —IVAZRE
DA% MPNETHNE, M1ICRESH, X3CHEHRERT.

Z3CRT IO, HBER, WERBBICYENIIIATIHOO, TOMBER,
DODENC LT SAEED, 1H50ER0.1MELINTHo %,

3. ER7x/—/IANREOHK
MARTEGABRNMOOTRMASHBL~ME YY-1#%, BPA % 50ppm B E
TEHEMULAERT DN OEMCERLAROBBESBEREZRLTVS. ZOHTHL
EREMICER T OBEENTREOT, MEXIOREIEIETHENLIZIXSHIT
FTHML, ¥-BPARNIKCRELEZEALEDI, 2EENMNRZIEILERT,
YoirETtewmb Lz,
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—Hg- @mEs (/m)

___B/HM 0.20

# ERXZ7x/—IA (umo
®
# 0.10
108]
B :
w 0 50 100 150 s
B M

> —NHUNTM

3. FEMEBRICLBIEA T/ —ILADHR

#3. EX7x /= ARMKEOIHA
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Wb & 7 2Lk
s ik
AR

ERFOIif =~

TR i A

R e P
RREEA T ER A1 53R
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JEB AR
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—H T D%, EkIZ, 10 0.25
fFgmE LTEA 7 =

) ADHE T H

HizfHERELEED 5,

ARBE MO N T 1
NHLBEEI N o7,
LAt T, A,
EA7x/ -V A%
L0, ThbbE 2R
Tz /) —=IVADXLYE
CEEMRBILSLOD,
Ex7xz/)—-)VA%®HE
{EHEZVWHIETDH 5
ZEMbhhol, T

0.2

& A600 (M)
0.15
—+— BPA (umol)

.1

Bk =
wmol

0.05

0.00T
0 100 200

Hours

4. YY-1% 1858 /BPAST i dh %

4. ERZ7x/—IANBEOSBRICRETEHEETREOERS

WIRFRICIEZR 7 /- )VASMENEBWNICTFET2H500, TOSHREIETE
271/ - NVAEEILHERZY, TOLIREE, DRMRBEEINZICE, 2HE
DHEBENREZA T /)= IVAUNDODEEDICE > THEASNABERDAZMN, TOX
ARHEEAWEDPOGEYNRLEL TSI BDEELZSNTZ, T IT, HBRYIC
DNEEERAT /) —VAZHEERBLT, EX 7/ - VARSRINEZNITDODNT
AR, FORBRELAIWCRTEOKE, 1) BHTHBRENR T MEZ M
THEENMMAEDZE, 2) ZORIKAMENEH L TWE ZEADM> . ThH
FTRAMEEERA T2 /= IVAZEGAFMAKICERL TS, NMBME OB
BEERWIEZ2HERLTWSOT, HRDOREIX, SREOHEEZIITSENT,
EX7x/)—-)VADOHREHRILLERETSENOHZ ZENREINT,
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£4. EXT7x /I AR HEED O
WoOER MidEEERE (mhD 2f%E %) B (log

HR (A—-b7 L) 0.0 0 5.59
58 (F—-b2L—7) 1.0 8.3 6.25
H# b7 L—7) 2.0 10.9 6.94
5 (F—b7 L= 3.0 26.6 7.15
HR K-t L—7) 3.5 46.2 7.40
HH 0.0 0 7.23
HH 1.0 17.1 7.32
HR 2.0 16.9 7.30
H5R 3.0 30.1 7.32
E5R 3.5 47.4 7.53
REF A—r2L—7 ) 0.0 0 5.45
REBTF (A—F2L—7) 1.0 12.8 7.71
BT (F—k2L—7) 2.0 14.8 7.68
REF (FA—FrZL—7) 3.0 25.6 7.69
BEF (A—F2L—7) 35 46.3 7.83

5. BPASRIME Ol #

MPN T, BPARBHAEENBBEIZT 1 VSLA0FRBI-0, —HOMEEMN
/o, oM, EBREBKMKCTELAMEEM S RRT2DD BN, D
IPWEH E LT, BPADRMBEIC HEBPABLLENZV/DICERB LD HENED
BeonEBEIAENS, TIT, BUOTROWZEMLT, ITHXDDNAZHEL
TDNAT/O—-THRICX D BPASBHMBERERRD Z &2l BTk,

ETHOROBEYY- 1RO BRPHERERAR, COMBORKMWREEEZREANE
ETA, MS5IRTEIICYY-1%iIZa 7 OFF /N5 7D Stappia stelluata i
BB\ THBIENOMND, Stappiasp. YY-1 BERIRONZYFEELHKINT.

RIZZORMBMBIUOEER N Z2EICDNA T O —-THERLEZEZA, RE6IRT
X DIT, BAMIT Stappiasp. YY-1 fEHT 5 DNA T n— 7o i,

— 277 —



Cytophaga hutchinsonii
Acetobacter aceli

. | Wolbachia pipientis

Rickeltsia prowazekii

[ Terasakiella pusilla

Rhodospirillum rubrum

T Rhodothalassium salexigens

Rhodovibrio salinarum

Caulobacter vibricides

Azospirillum lipoferum
Erythrobacter longus

Sphingomonas yanoikuyae

Rhodobacter capsulatus
Kmue ‘ Antarctobacter heliothermus
002 s T ora
—t Roseobacter litoralis

Nitrobacter winogradskyi
Methylobacterium organophilum
Xanthobacter autotrophicus

YY1

Stappia stellulata

Rhodobium orientis

Devosia nboftavina
aPratssbactata Aminobacter aminovorans
Brucella melitensis
Agrobacterium tumefaciens

Rhizobium leguminosarum

5. YY-1BED LR (7 i

1001

10°0 \ ,:"H
:
| |

4 101

at:laxﬂ‘“""'""
: 3
»E

10%-2

| e T RS T o SRR D DR FE N L
D246810 14 1820 24 2830 34 3840 44 4850
| NEP1 Acinetobacter calcoaceticug,.,
NEPZ Aeromonas hydrophila
NEP3 Alteromonas macleodii
NEP4 Kliebsialla planticola
NEP17 Photobacterium damsela
NEP65 E.coli Sphingomonas cloac
NEP68 Salmonella typhimurium
Ps.putida Ps. chlororaphis
Ps.fluorescens Ps.saccharophila

K 6. DNAT O—7 D E

= g0 —



BT RPEAER N DNA 70— 7 20T & 5 (ST THBIZ D W T BRA 2 IR O 594 %
RfEZA, MTICETEID, HEOW 1 7544720, 107~ 10" 8K 0 BPA M st 181
DL TWBZ ENnor. BIZA LBEOMBYY E—FTH, 1RO HEBL MRICES 1
by BPA MR O iR S, A L B S AT EiEE T2 Z EAURE N,

®&5. FREWEE

18 i ®iR
 XBMNFE GREMED) 00 £
AENTFS GHITHR) SRR
HABTE (55 58) SRR

HAEETYY E—F (AI#E) ®
IKERFRARARSEEIER R

IKERFRAEY #
sk Bk BARAESHE E3 YY1 srEgiSeR

A ENFO
IKEXFRE B
KEXFRIZRBEEEY
MERYYE—F
HAEETE

KENFB

AENAO

102 103 104

cells/1g sediment

B 7. DNA 70— 73Tl & Hrs T-RBE le W= DERT = /— IVl

ERBLUVHEB
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FIRLBITRIVAD 7 =/ — )V EEAEYEIL, TOEWKEEDO EDICTREBRT
HZWHFICREBHE I NPT, JOBRIE, 1) WAKBECEEMEIRIVADZ &% 1{E
BTHEEDBIT, 2) BT ECAEMENBHRINTRASHD AWBEEZTSI L%
BHRLTWS, BETFEOFEYENEZRICEBRSI WL, AYEEZETARANOESE
RoEEhs L, —HFHECXoamInhnT, FRIIAEDEO BB E U TERIC %
BELTWBZ &3,

FITEMETIRT = /- NVEELEHORNDEZX T /—)VA (BPA) KEBEL, Z
? BPA DR TOREREEZ PBRME O HNSHOENITE I L2 AL TOHRL)
TIRMEBERIIBPAZ ZEMEL DB &, 2) FEPIZ 55 BPA LS OEEWHMIE O
BB, TOMEBPADHBIMEE INSZ &, 3) FiRLHEIERMDICIT BPA 2@
EZDOMED, 1 g% 10,000ilBHWNBZ ENSNMD, ZTHTE> THRERLICBY
5TFROENENHA S MR- =,

FROGEYWEFLENFASNICE->7DT, SR DB TFROREELEVEENZIDIRES
ETHRWN, ELTREZILTAVDHAT 22013, BERFEYMZ HRCEMLUTA
HYBEIRME 2 BNWICHEE (UM FF 2 R) 38, FROSRERZRENICEHD 5
FHEOBRBHFINS,

51 A 3K

1) R. Kvestak, M. Ahel (1994): Occurrence of toxic metabolites from nonionic surfactants in the
Krka River estuary. Ecotoxicol Environ Saf 28:25-34.

2) T. Shiba, M. Furushita, T. Maeda (2003): Degradation of Nonylphenol Polyethoxylate
(NPEOpoly) by a Mixed Marine Bacterial Population. Fisheries Science, 68, 609-612.

3) T. Shiba, Y. Yamaji, S. Murayama, M. Furushita, T. Maeda (2001): Development of a
Silica-Gel Suspended Medium for Culturing Nonylphenol Polyethoxylate-Degrading
Bacteria. ITE lett. Batt. New Tech. Med, 2 75-78.

4) N. Taga (1968): Some ecological aspects of marine bacteria in the Kuroshio current. Bull.
Misaki Mar. Biol. Kyoto Univ. 12, 56-76.

5) T. Someya (1995): Three-dimensional observation of soil bacteria in organic debris with a
confocal laser scanning microscope. Soil Microorganisms, 46, 61-69.
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　　　　　　　　　　水産基盤整備調査報告書　　　　　干潟の有害物質浄化能力の調査　　　　　　　　　　　　　　  　           　　　   独立行政法人水産大学校・食品化学科　　　　　　　　　　　　　　　              　   　微生物研究室・芝恒男・前田俊道・古下学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                         　平成12年〜14年　　　　　　　　　　　　　　　緒　　言河川から干潟に運ばれる有害物質は，干潟を構成する砂粒子に沈着して分解されることが示唆され1,2)，干潟は海を汚染から守るうえで重要な働きをしていると思われる。　フェノール関連化合物は界面活性剤や消毒薬として広く利用されているが，有害な働きを持つものが多い。排水されたこれら化合物は河川により運ばれて海に達するが，これらが干潟に沈着されて，そこで分解されれば海の汚染を未然に防ぐことが出来る。そこで本研究ではフェノール関連化合物のなかのピスフェノールA（BPA）に注目し，このBPAの干潟域での分解能を分解細菌の分布から明らかにし，これによって環境浄化における干潟の有効性を明らかにしたい。　　　　　　　　　　　　　　　調査方法　ビスフェノールA（BPA）分解細菌の分離BPAは水に不溶で、培養液に混合できないのでシリカゲルに吸着させて培地を作製した3)。すなわちシリカゲルCosmmsil C18 0PN（ナカライテスク株式会社）1gに500ppmBPAトルエン溶液10mlを加えた後、ヘキサン50mlを加え、緩やかに撹搾し、5分間静置した。その後、トルエン-ヘキサン溶液60mlを取り除き、30℃〜40℃で乾燥させた。この時除去したトルエンーヘキサン溶液からは、BPAは検出されなかったため、BPAはすべてシリカに吸着していると考えられた。乾燥したシリカを表1に示す無機培地100ｍｌに加え、オートクレーブした。尚、BPAは和光純薬工業株式会社のものを用いた。　分解細菌の分離のため、海浜砂を採集し，これを調整した培地に10％濃度で接種し、30℃で振とう培養を行った。BPAの減少の見られた培養液から1白金耳とり，これをPPES−�U3）寒天平板培地に塗布して，分解細菌を分離した。　BPAの分析　BPAの抽出においては，培養上清からは等量のクロロホルムを用いて抽出した。またシリ　　　　　　　　　　　　　　　ー270一カゲルからは、培養液中の乾燥させた約0．01gのシリカゲルをジエチルエーテルで3回抽出し、ロータリーエバポレーターで乾固させ、クロロホルム1ｍｌを加え、このクロロホルム溶液をサンプルとした。なお、あらかじめBPAの抽出効率は、3回の連続抽出で90％以上であることを確認している。　BPA量（ベンゼン環相当量）は、順相HPLCおよび吸光光度計法で調べた。ベンゼン環相当量は277nmでの吸光値から求めた。　　　　　　　　表・1　BSA分解分離のための基礎培地　　　　　　　　　KNO3　　　　　　　　　　025g　　　　　　　　　NH4C1　　　　　　　　　　　　　　　　020g　　　　　　　　　NaH2PO4・2H20　　　　　　　　　　　　　　0，03　g　　　　　　　　　Na2HPO4・12H20　　　　　　　　　　0．07g　　　　　　　　　COMB　　　　　　　　　　　　　　O．10ml　　　　　　　　　5％ferric　citrate　　　　　　　　　O．20ml　　　　　　　　　VB12溶液　　　　　　　　　　　　1．00ml　　　　　　　　　Tris　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．20g　　　　　　　　　人工海水　　　　　　　　　　　1000　　ml　　　　　　　　COMB；ZnSO4・7H20，0．125g；MnC12・4H20，0。157g；　　　　　　　　H3BO3，0．06g；CoCl2・6H20，0。37g；NiCl2・6H21　　　　　　　　0。02g；Na2MoO4・2H20，0，04g；25％HC1，1．Om1；蒸溜　　　　　　　　水，1000ml　細菌数の計測　培養液中の細菌数は落射蛍光顕微鏡を用いた直接顕微鏡法により調べた。すなわち菌体をエチジウムブロマイド4)で染色し、フィルター上に集めて観察した。　BPA分解細菌の分布調査　図1に示す地点で，サンプリングを行った。各採集地点で、海浜砂を採取し，これを10％、1％、0．1％濃度で、先に示したシリカゲル無機培地（50ppmBPA）に接種し、3段階3本立てのMPN法でBPA分解細菌数を求めた。培養は、30℃で21日間振とう培養した。尚、各試験管中のBPAが30％以上減少した管を陽性とした。BPA分解細菌の分類調査　分離されたBPA分解細菌については，16S　rDNAの解析およびグラム染色，オキシダーゼ，カタラーゼ活性，さらにはAPI20NEによる生理性状検査を行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　一271一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　山口県　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S13　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S”　S10　　　　　　　　　　　周防人橋　s14　　』　防府rl∫　　　　　　　　　　　　　　　　　秋穂1“l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S〜0：台道漁享崔横　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、S12S11汰海漁港横　　　　　　　　　・i・部1，1〕　　　　　　　　　　　　　　S12：秋穂石材採石場横　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S13：椹野川お1∫I　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S14：周匠与人：橘ド　　　　　　　　　S14　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S15＝ドj　L海水浴場　　　　　　　　　　　　　　　　　図1，採取地点　ビスフェノールA分解細菌のリアルタイムPCRによる定量　16SrRNＡ遺伝子の領域において分解能が見られたYＹ-1株に特異的であると思われる28残基の蛍光フローブを設計した。また，この3’および5’末端域において17残基および15残基のフライマーを設計した（図2）。このPＣＲフライマ一セットを用いて，108残基のDNＡ断片を増幅しながら，これと蛍光フロ一ブとのハイブリダイゼーション（リアルタイムPCR）を行った。リアルタイムＰＣRの反応液組成を表2に示す。　ＰＣRは．、ＡＢＩ　prism7700を用い，95℃，10分のフレヒ-ﾄを行い、95℃，15秒と60℃，1分を50サイクル行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一272表2　リアルタイムPCR液の組成1 O \.- ']'tl(1\iFIT~ 1)LlffL'T~,~ 2 {)() ,,J l \]g('J. (2~ Ill\1) '-.X(] !~ l I~~.\ ( Irll~~,,'rlll) 2.()(1 ,'! l ( \'1~ll(1(} ~l\1) ~}.1(1 !! l (1("]'1) (1() Ill\. 1) (]. 1() !~ l (1(]'1~1)(1() Ill\. 1) (). l[} !! 1 ( L "]~1) (2(] Ill\1) (). l() !L l 7 7t T) -- f~ 7 '~r rf 1( --( L()(] l}l~ll 'Jf !d 1) (].(Iti l! 1 IJ !~ -~~7 ;~rf -\7 -(1(]t) ITll"I! /! !) () ()~ !! J l)\.\7Ci -17(11.2 )I~llll/!f l) t).:}~ !i 1 .\Ill}}11'1'tl(i (;tT1(1 (,][ ! !i 1~ ()- l(} !! l .\I~ll)iiT;t(1 Lir;l~L' (1 1 /!t 1) (1.2(1 !! 1 ~J'Clll )lEltC' 2.()(i !1 1 ~~il~~j ~ IJ (~ IJkf~:'Jll~* l*JlllCt~- 2[) !' I (t L r~ 7 ;t 7 - F j~4 7- DNA7f[1 - j I~ \\~eTA ALCCCTGr,~A AC~ ACCTACG~AA CAACAGTTCG AAACGACT YYl str HBIC33S5 unnamed organism macronuclear A Horaxeila sp,str.nr 4 str "IBIC3368 ~lesorhizobLum genosp,T str.BDVS908 i i Mesorhizobium gen05p.U str BDVS5 1 4 T G eA cca TC Me50rhizobium 'SH I S003' str SH I S003 TGCA ccc TC Tt f BfLscella M23 S T/93 str.M 2357/93 T CA G T T G G Brucella abortus 5tr.544 CA C T T G ITC TCCG TCGA U/~-;~j~.f 7-T AACCATCGCC CCGCC YY l unnamed organisrTl macronuclear ~ A A hdtoraxella sp,str nr'4 GA hleserNzobium genoSP JJ 5tr.BOV SS 1 4 A GA T Mesorhizobium *SH i S003' str.SH ~ S003 A GA T Brucella h/Z3S7/93 str ~123S7/33 ~l~ T Brucella abortus str. 544 T i GAI T Hesorhizobium Enes .Tstr.BDvs908 A ~l 2 . 7f~4 7-~S~KCfi7rr! - j~~~~ - 273 -　DNAプローブ法によるBPA分解細菌の分布調査　5gの干潟の砂を，DNA抽出緩衝液（100mM　Tris−HCl，100mM　sodium　EDTA［pH8．0］，100mM　sodiumphosphate［pH8．0］，1．5M　NaC1，1％CTAB），ProtemaseＫ液，20％SDS，クロロホルム等で順次処理してDNAを抽出し，これを電気泳動用ゲルを持ちいて精製した。このDNAを鋳型DNAとして用い，先に示したHPCR法に準じて定量的HPCRを行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　調査結果　1．現場細菌群集によるビスフェノールAの分解　　　　　　　　　　　　　　　　　図3は下関市内長府扇橋付近に広がる干潟から採取した細菌群集によるBPAの好気的分解過程を示している。図に示される様に50ppm濃度でBPAを添加した海水に1％濃度で干潟の砂を接種したとろ，細菌数がおよそ30時間で1ｍｌあたり107にまで増大し，かつBPAが150時問余りでゼロにまで減少した。BPAがゼロにまで減少したのは，細菌群集によって完全分解されたことを示す。一方細菌数が107にまでしか増大しなかったことは，分解菌がBPAを資化していないことを示唆している。　2．ビスフェノールA分解菌の分布　海浜にビスフェノールA分解菌の存在が確認されたので，ビスフェノールA分解菌の分布をMPN法で調べた。図1に採集場所，表3に調査結果を示す。　表3に示すように，分解菌は，海浜環境に普遍的に分布するものの，その細菌数は，わずかに1グラム砂当たり，1あるいは0．1細胞レベルであった。　3・ビスフェノールA分解菌の単離　図4は下関市木屋川河口の干潟から分離した細菌YY−1株を，BPAを50ppm濃度で添加したペプトン培地に接種した時の増殖分解曲線を示している。この場合用いた培地にはペプトンが含まれているので，細菌は10時間ほどで濁度が1をこえるにまで増殖し，またBPAは図1に示したと同じように，2段階からなる減少を経て，ゼロにまでに減少した。　　　　　　　　　　　　　　　　　一274一　図3．干潟細菌群衆によるビスケノールＡの分解　　表3．ビスフェノールＡ分解菌の分布　　採集地点　　　　　分解菌数（細胞数／グラム）　ゆめタウン裏　　　　　　　　　2．3　　長府港　　　　　　　　　　　0．1　　　木屋川　　　　　　　　　　　0.9　長府の扇橋下　　　　　　　　2，3　台道漁港横　　　　　　　　0.3以下　　大海漁港横　　　　　　　　0.3以下秋穂石材採石場横　　　　　　　　0.4　　はしの川　　　　　　　　　　　　2．3　　周防友橋下　　　　　　　　0.3以下　白土海水浴場　　　　　　　　　　０．9　　　　　　　　　　　　−275一方この菌を，同様に有機物としてビスフェノールＡのみを含む培 地に接種したところ、 分解および増殖のいずれも観察されなかった したがって，本菌は、  ビスフェノルＡを完全分解，すなわちビスフェノールＡのベンゼン環を開環するものの，ビスフェノールＡを資　　　　　　　　　　   化出来ない細菌であることがわかった。　　　　　　　　　　　　　0．00　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　100　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hours　　　　　　　　　　　　　　　　図4．YY−1株増殖／BPA分解曲線　4．ビスフェノールA分解菌の分解に果たす海浜干潟の役割　海浜干潟にはビスフェノ−ルA分解菌が普遍的に存在するものの，その分解菌はビスフェノールＡを資化出来ない。このような場合，分解が促進されるには，分解菌の増殖がビスフェノ一ルA以外の有機物によって支えられる必要があるが．このような働きを海浜砂中の有機物が果たしているものと考えられた。そこで，海浜砂に分解菌とビスフェノールＡを接腫して，ビスフェノールＡが分解されるかについて調べた。その結果・表4に．示すように．　1）現場に分解菌がいなくても分解菌を接種すると分解が進むこと，2）この間に分解菌が増殖していることがわかった。これまでに分解菌をビスフェノールＡを含んだ海水に接種しても，分解も細菌の増殖も起きないことを確認しているので，海浜砂の環境は，分解菌の増殖を助けるなかで、ビスフェノ一ルＡの分解無機化を促進する作用のあることが示された，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　−2ア6　　　　　表4。ビスフェノールA分解に果す海浜砂の役割　　　　　　　砂の種類　　　細菌接種量（m1）　分解量（％）　菌数（Log）　　　　　　吉母（オートクレーブ）　　0．0　　　　0　　　　　5．59　　　　　　吉母（オートクレーブ）　　1．0　　　8．3　　　　　6．25　　　　　　吉母（オートクレーブ）　　2．0　　　10．9　　　　6．94　　　　　　吉母（オートクレーブ）　　3．0　　　26．6　　　　7．15　　　　　　吉母（オートクレーブ）　　3．5　　　46．2　　　　7．40　　　　　　吉母　　　　　　　　　　　0，0　　　　0　　　　　7．23　　　　　　吉母　　　　　　　　　　　1．0　　　17．1　　　　7．32　　　　　　吉母　　　　　　　　　　2．0　　　16．9　　　　7．30　　　　　　吉母　　　　　　　　　　　3．0　　　30，1　　　　7．32　　　　　　吉母　　　　　　　　　　　3．5　　　47．4　　　　7．53　　　　　　扇橋下（オートクレーブ　）0．0　　　　0　　　　　5．45　　　　　　扇橋下（オートクレーブ）　1，0　　　12．8　　　　7．71　　　　　　扇橋下（オートクレープ）　2．0　　　14．8　　　　7。68　　　　　　扇橋下（オートクレーブ）　3．0　　　25．6　　　　7．69　　　　　　扇橋下（オートクレーブ）　3．5　　　46．3　　　　7．83　5．BPA分解細菌の直接計数　MPN法で，BPA分解細菌数がおおよそ1グラムの干潟砂あたり，一桁の細菌数が得られたが，この値は，実験開始前に予想した細菌数から比べはるかに少ない。少ない理由として，BPA分解細菌に直接BPA資化能がないために実際よりも低い値が得られたと考えられる。そこで，再び干潟の砂を採取して，これよりDNAを抽出してDNAプローブ法によりBPA分解細菌数を調べることを試みた。　まず始めに分解菌YY−1株の遺伝学的性状を調べ，この細菌の系統的特性を調べたところ，図5に示すようにYY−1株はαプロテオバクテリアのStappia stelluateに近縁であることがわかり，Stappia sp.YY−1株と呼ぶのが妥当だと判断された。　次にこの系統樹および塩基配列を基にDNAプローブ作成したところ，図6に示すように，特異的にStappia sp.YY−1株検知するDNAプローブが得られた。　　　　　　　　　　　　　　　　一277一Cyiepttega hutc~~,~onii ll~,eb~er ace'l V~~eeb;~p~emj$ Rlekettsfo p,pb~aze~ii Tera5d,il~a~ pu5a~a Rbode~iri!,;,m ru!,nm Rh~cthalassium ~~~x,ge,,s ~lodbvibrfo sajnamm Oau'obe,:ter vib,1a~e$ Azo~pim,un, uee'etl'm EtyV,!obae$er ~,gus Spt,ir,ge,,wasya,10~kuY~e Rhe~acter~ps$"~,s I;ll9c Nn~toeae,efhe'mhe,7ruJe Q,e2 Reseobe,:tef '~o,~~s HH Nftiebacfer wfnqgrad$kyi Meshllebacte,~,m o,gerTop,Hum Xan"loeaG~r 8 Jte,r~l~ls yii Stappta 5te'iiu'~'~ RhocockJr'T af~nt~5 D8ve~ia n~enavlr~a Ntw,ot,aeter am~av~ans a -Proteoj.8e$eria Bruee"a ,1~'nef's~s AgroOee$e,~um tume~d~ns Rhlzob,um legunnt,o5~um ~I 5 . ~~!-lj~:(D~i~~~,~~~i~~~ ~~l6. DNA7fr:r-jq)~~~f~ - 278 -    　　　　　　図で特異性が確認されたDNAプロープを用いて表5に示す干潟についてBPA分解最近の分布を調　　　　　べたところ、図7に示すように干潟の砂1グラムあたり、103〜104細胞のBPA分解細菌が干潟に　　　　　分布していることが分かった。特に人工砂浜の油谷YYビーチでも、自然の干潟及び海浜に劣らな　　　　　いBPA分解細菌の分布が確認され、人工干潟も十分に環境浄化能を有することが示された。 　　　　　　　　　　表5.干潟砂採取                                　　　　　　　　図7.DPAプローブ法で測定された干潟砂泥1g当たりのビスフェノール分解細菌数     　　　　　　　　　　　　　　　　　　考察及び適用 　河川から海に流れ込むフェノール関連有害物質は，その低い水溶性のために干潟を構成する砂粒子に吸着濃縮されやすい。この過程は，1）海水環境に有害物質が流れ込むことを低減するとともに，2）砂粒子上に有害物質が濃縮されてなんらかの生物過程を受けることを意味している。砂粒子上の有害物質が直接貝に摂取されれば，食物連鎖を経て人間への影響が心配されるし，一方細菌により分解されれば，干潟は有害物質の浄化場所として有効に機能していることになる。　そこで本研究ではフェノール関連化合物のなかのビスフェノールA（BPA）に注目し，このBPAの干潟域での分解能を分解細菌の分布から明らかにすることを試みた。その結果1）干潟細菌群衆はBPAを完全分解しうること，2）干潟中にあるBPA以外の有機物が細菌の増殖を助け，その結果BPAの分解が促進されること，3）干潟や海浜砂にはBPAを分解飽きる細菌が，砂1g当たり10，000細胞もいることが分かり，これによって環境浄化における干潟の有効性が明らかになった。　干潟の有害物質浄化能が明らかになったので，今後も干潟の保全回復が望まれるのは言うまでもない。また干潟をさらに有効に利用するためには，無害な有機物を干潟に添加して有害物質分解細菌を選択的に増殖（プレバイオチクス）させ，干潟の分解能を飛躍的に高める手法の開発も期待される。　　　　　　　　　　　　　　　　引用文献1）R．Kvestak，M．Ahel（1994）：Occurrence of toxic metabolites from nonionic surfactants in the　Kfka　River　estuary．Ecotoxicol Environ Saf 28：25−34．2）T．Shiba，M　Furushita，T．Maeda（2003）：Degradadon　of　Nonylphenol　Polyethoxylate　　（NPEOpoly）by　a Mixed Marine Bacterial Population．fisheries Science ,68，609−612．3）T．Shiba，Y．Yamaji，S．Murayama ,M　Furushita，T．Maeda（2001）；Development　of　a　Silica−Gel　Suspended　Medium　for　Culturing　Nonylphenol　Polyethoxylate−Degrading　Bacteria．1TE lett.Batt.NewTech.med,2,75−78．4）N．Taga（1968）：Some eological　aspects　of　marine　bacteria　in　the　Kuroshio　current　Bull,　Misaki Mar.Biol.Kyoto Univ.12，56−76．5）T．Someya（1995）；Three一dimensional　observation　of　soil　bacteria　in　organic　debris　with　a　　confocal laser scaning microscope．Soil Microorganisms，46，61−69．　　　　　　　　　　　　　　　　　一280一

