
氏 名

授 与 した 学 位

専攻分野の名称

学 位 授 与 番 号

学位授与の 日付

学位授与の要件

学位論文の題 目

張

博

弦

士

学 術

博甲第4236号

平成22年 9月30日

自然科学研究科 バイオサイエンス専攻

(学位規則第5条第1項該当)

SpecificdetectionandassessmentofthephysiologlCalactivltyOfananaerobicbenzene

degrader,Azoarcussp.StrainDNl1incontaminatedundergroundwater

(汚染地下水における嫌気的ベンゼン分解菌Azoarcussp.DNll株の特異的検出と生理

活性評価)

論 文 審 査 委 員 教授 鈴木 信弘 准教授 園田 昌司 教授 金原 和秀 (静岡大学)

学位論文内容の要旨

Thephysiologicalactivityandcellnumberarethemostimportantdeterminantsthataffecttheefnciencyofbioremediationof

benzeneincontaminatedundergroundwaterwithananaerobicbenzenedegrader,Azowcussp.StrainDNl1.Inthisstudy,various

methodsareappliedtoassessthephysiologicalactivityofthestrainunderanaerobiccondition.

MPNIPCRmethodwasappliedtoquantifycellconcentrationsofstrainDNlIinenvironmentalsamples,whichartificially

inoculatedwithstrainDNlI.As aresult,thedetectionofPCRproductsdidnotcorrelatetothedilutionseriesofundergroundwater

samples.Thetechniquewassofarsuccessfullyappliedtomanycases,butfurtherconsiderationonexperimentalConditionshouldbe

necessarytoapplythetechniquetothesamples.

An enumerationprotocolofAzoayeussp.strainDNllwith瓜uorescentprobeswasdeveloped.Theeffectofbenzene

concentrationontheviabilityofstrainDNl1wasevaluatedwiththeprotocol.SeveralGFP-labeledstrainDNl1wereconstructedto

monitoritsactivityunderanaerobiccondition.TheresultshowedthatalthoughtheaerobicgrowthofstrainDNl1onbenzenewas

rapid,itsanaerobicgrowthwouldbehighlystressfu)conditionsasrevealedbythisexperiment.Thepossiblecausesforthisdecrease

inphysiologiCalactivitywereunknown,buttechmiquesforevaluatingphysiologicalactivitywerethusestablished.

AmethodtoanalyzephysiologlCalstatus ofamodeltargetbacteriumwasestablished.Auniquemethodthatenables

identincationandmonitorlngOfphysiologicalstatusofindjvidualtargetbacterialcellswasestablished.Thekeystrategyofthis

methodistheusageofglue,whichcanimmobilizethecellsonmembranefilterswithoutaffectingtheirviabilityandmicroscopic

observation.TogetherwithimprovedFISHprocedure,mostofcellswerelabeledwithhigh elRciency.Themethodenablesboth

identiGcationoftargetbacteriainamixtureofvariousbacteriaandanalysisofitsphysiologicalactivlty.

ThemethodwasappliedtoanalyzestrainDNllgrowninanaerobiccontaminatedundergroundwater.Atthesametime,

degradationofbenzenewastraced･Theresultssuggestedthatbenzenedegradationoccurredbuttheenergygeneratedbythe

degradationwasusedforsurvivalbutnotfortheirgrowth.TheresllltsalsosuggestedthatinordertogainCellmassande氏cient

benzenedegradationinanaerobiccondition,SomemoremodiRcationsoncultWeconditionsincludingitscompositionshouldbe

furtherinvestigated.

Byapplbngthemethoddescribedinthisstudy,thephysiologlCalactivltyOfatargetbacteriuminamixedpopulationcanbe

evaluated,toknowwhethertheinoculated(orintroduced)bacterium aree氏cientlydegradingthecontaminantsinenvironments.The

combinedtechniquecanbeusedinmonitoringbacterialcellviabilityforbioremediation･Wh entheirphysiologicalactivityislowas

foundinthisstudy,thebioremediationconditionscanbechangedtofacilitatedegradation.Theinformationisveryusefulforbetter

understandingforactualbioremediationprocessandwillbeappliedforpracticalmanagementofbioremediation.



論文審査結果の要旨

8月17日に行われた博士論文発表会での発表ならびに質疑応答を受けて､本論文の学位審査を行った｡本論

文では､地下水の汚染を処理するバイオレメディェ-ションでの分解活性の維持をモニタリングするため､

生理活性の計測を行う手法の構築を嫌気的ベンゼン分解菌､Azoarcussp.DNll株を用いて行ったOまず､DNll

株のベンゼン分解性を解析した結果､一般的な汚染濃度である1mg/1のベンゼンを12週間で分解可能なことを

確認した｡また､生細菌の計測法を確立し､高濃度のベンゼン存在下では､生存率が著しく減少することを

見出した｡次に､地下水中でのDNll株のベンゼン分解と生残性を解析するため､生存活性とFluorescencelnSitu

Hybridization(FISH)法を組み合わせた､新規の解析手法の構築を行ったoFISH法は細菌を固定化して行うた

め､生細菌の計測を行った後に､菌体をメンブラン上に固定してFISHを行う､新規の手法の構築を試みた｡

様々な試行錯誤の結果､希釈した接着剤を用いることで､菌体のメンブラン上-の固定と､効率的なFISH検

出法の構築に成功し､地下水環境の複合微生物系の中から､特定の生きた分解菌を計測することを可能にし

た｡次に､実際の地下水サンプルにDNll株を添加し､ベンゼン分解と生残性のモニタリングを行った｡その

結果､ベンゼンの分解は達成するが､DNll株の総菌数は減少し､生残性も著しく減少することが認められたC

この結果は､分解の過程で分解菌が死滅することを示しており､今後､分解活性を維持するには､栄養塩や

電子供与体の添加が必要であることを示唆し､モニタリングの重要性を示す結果が得られた｡また､本論文

で開発した手法の重要性に関して質疑応答を行い､見出した現象の重要性を認識することができた｡その結

果､行った研究は学位論文として十分価値があると評価された｡また､論文で行った研究の周辺分野に関し

て､質疑応答を行った｡学力については､当該分野の知識は十分であり､今後の研究の展開に関して意義あ

る議論をすることができ､博士号取得者として十分なレベルであることを確認した｡論文作成能力に関して

は､英語で1編の投稿論文を書いていることから､十分な英語能力を有していることを確認した｡以上の結果

から､論文は博士 (学術)として十分価値があり､学力は博士課程修了者として十分なレベルであるものと

判定した｡




