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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

実環境中には多種多様な微生物が存在しているが，そ
れらは単独で生育しているのではなく，様々な菌種が混
在する“複合微生物系”と呼ばれる状態で生育してい
る。このような複合微生物系は我々の生活，社会，環境
にも深く関わっており，土壌・地下水のバイオレメディ
エーションや生物学的排水処理プロセスはその代表的な
利用例である。しかしながら様々な菌種が混沌と存在し
ている中から，我々人間にとって有用な特定の細菌群の
みの制御を行うことは非常に困難である。そのため，こ
のような複合微生物系の中から有用な能力を持つ微生物
の代謝を活性化させて上手く利用していくことは，より
効率的な環境浄化の実現のために必要不可欠な課題とい
える。
また一方で着目すべきは，近年の研究によって明らか
になってきた「微生物細胞間シグナル物質」である。こ
れは微生物間のコミュニケーションに用いられる低分子
化合物であり，微生物はこのシグナル物質を受け取るこ
とにより自身の遺伝子発現を変化させ，個々の生育や代
謝，さらには集団としての挙動を変えることが報告され
ている 7,15,16,22,23)。さらに，このシグナル物質は特異的な
受容体を介して遺伝子発現調節を行うため，その特異性
を利用して目的の細菌群を制御できる可能性が，複合微
生物系である硝化活性汚泥を用いた実験で明らかとなっ
てきている 9)。
そこで本稿では，この活性汚泥における硝化活性の制
御とそのメカニズムの解明を目的とした実験結果を報告

し，微生物細胞間シグナル物質を用いた複合微生物系へ
の新規制御法確立について記していく。

2.　複合微生物系における 
生物細胞間コミュニケーション

従来，微生物の挙動は pH，温度，栄養などの物理化
学的な条件によって決定されると考えられてきたが，近
年は微生物細胞間シグナル物質と呼ばれる低分子化合物
を介した細胞間コミュニケーションによる制御が明らか
となり研究が進められている。前述したように微生物細
胞間シグナル物質を介した細胞間コミュニケーションと
は，細胞外に排出された低分子化合物が，その特異的な
受容体を介して転写レベルでの遺伝子発現調節を行うこ
とであり，これまでに様々な構造を持つシグナル物質が
報告されている 7,15,16,22,23)。グラム陰性菌においては
N-acyl-L-homoserine lactone（AHL）が代表的なシグナ
ル物質であり，図 1に AHL の基本構造を示す。そして
一般的にシグナル物質の作用機構は受容体を介してお
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図 1．AHLの基本構造
 ラクトン環に炭素数 4～ 14のアシル鎖がつき，3位には

Hや OH，Oが置換される。これら炭素数や置換基の違い
により AHLの特異性が決定している。
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り，微生物が環境中に分泌したシグナル物質は，蓄積し
て濃度が増すと他細胞の受容体タンパクに結合し，活性
化した受容体タンパクが標的遺伝子群の転写を調節する
ことが知られている 5,10,21,24)。この遺伝子調節機構は細胞
の形態変化や毒素などの物質生産に影響するだけではな
く，挙動やいくつかの細菌においては細胞間シグナル物
質がエネルギー獲得機構，つまりはその代謝と生育にま
で影響を与えることが観察されている 6,8)。当研究室の
先行研究においても，P. aeruginosa においては，自身
が生産する AHL の一種である C4-HSL および 3-oxo-
C12HSLが，窒素酸化物を電子受容体とした嫌気呼吸で
ある脱窒を抑制し，さらに，P. aeruginosa が生産する
もう一種類のシグナル物質である PQS（Pseudomonas 
Quinolone Signal）は AHL とは別の機構で脱窒を抑制す
ることが明らかとなっている 18,19)。
こうした微生物細胞間シグナルとそれを用いた細胞間
コミュニケーションの研究において，現在までに詳しく
検証されているのは P. aeruginosa や V. fischeri などの
すでに単離され純粋培養できるバクテリアのみである。
しかしながら実環境中において微生物は単独で生育して
いるのではなく，様々な微生物種が混在する複合系とし
て生育している。その微生物複合系の一例として廃水処
理に用いられる活性汚泥も挙げられる。そしてこのよう
な複合微生物系においてもシグナル物質を介した細胞間
コミュニケーションが行われていることが予想される。
これは活性汚泥から単離された細菌において AHL の生
産が観察されており 12)，活性汚泥の細胞外成分を対象と
したメタボローム解析から多数の既知微生物細胞間シグ
ナル物質様物質が検出されたこと等が理由である。加え
て，活性汚泥中に広く存在するアンモニア酸化細菌の代
表的な菌 Nitrosomonas europaeaにおいては少なくとも
C6-HSL，C8-HSL，C10-HSL を生産することが報告さ
れており 4)，さらには 3-oxo-C6-HSL が飢餓状態からの
早期回復に関与するという報告も存在している 3)。
細胞間コミュニケーションの研究の発展として，純粋
培養が可能な微生物種では微生物細胞間シグナルを用い
た微生物の新規の制御方法へ応用がなされてきてい
る 5,24)。しかしながら，同じように細胞間コミュニケー
ションの存在が示唆される複合系に関しては，その制御
方法にこの細胞間シグナルが応用されている例はほとん
ど存在していない。そのため，この機構を利用すること
で実環境中に存在している微生物複合系を制御していく
新たな方法が確立できるかもしれない。

3.　活性汚泥の生物学的窒素除去プロセスとその課題

現在，日本の排水処理現場では主に標準活性汚泥法に
よる生物処理プロセスが用いられている。活性汚泥は前
述したとおり，様々な種の菌が凝集体を形成している微
生物複合系の代表例である。この活性汚泥に含まれる微
生物の代謝機能を利用し，排水中に含まれる有機性汚濁
物質を分解処理しているのである 13)。
排水に含まれる有機性汚濁物質のなかでも，生活排水
や工業排水に由来する窒素は排水中に非常に多く含まれ
ており，生物学的窒素除去プロセスは排水処理工程にお
いて重要な位置付けにある。しかしながら，この窒素除

去プロセスは不安定である場合が多く，しばしば処理能
力が低下するなど，排水処理現場における問題点となっ
ている。一般に，排水からの窒素除去は図 2のように進
行し，アンモニアがアンモニア酸化細菌及び，亜硝酸酸
化細菌により硝酸へ酸化され，続いて脱窒菌により硝酸
は窒素ガスへ還元される。これらの硝化・脱窒反応を担
う細菌群の中で，アンモニア酸化細菌群は他の従属栄養
微生物に比べ，環境変化に対する感受性が高く，温度や
pH 変化等の物理的因子や排水中に存在する低濃度の化
学物質によって影響を受けるため，その活性維持および
向上が難しい。そのため「アンモニアの酸化」が一連の
処理反応の律速段階となっており，活性の向上が求めら
れている。
従来は汚泥活性化のため，温度や溶存酸素濃度，pH
の条件検討といった物理化学的な手法が用いられてきた
が，これらの物理化学的な手法では特定の菌のみへのア
プローチができないため，複合微生物系の一部として存
在する有用微生物の活性化には限界があると指摘されて
いた。そこで前述した細胞間コミュニケーションの知見
を利用し，この活性汚泥に対して微生物細胞間シグナル
物質を投与することで，汚泥中の有用微生物つまり硝化
活性を担うアンモニア酸化細菌を特異的に活性化させる
新規の制御方法の開発を試みた。

4.　微生物細胞間シグナル物質を用いた硝化汚泥活性化

まず，本研究では微生物細胞間シグナル物質が活性汚
泥の硝化活性に影響するかどうかを調べるために，シグ
ナル物質添加・非添加の系における硝化課程で生じる反
応産物量を比較した。本実験ではシグナル物質として短
鎖のアシル基をもつ AHL の一種である C4-HSL を用い
た。
この C4-HSL は硝化反応と密接な反応である脱窒反
応が制御されることが先行研究において明らかとなって
いる 18)。硝化培地に反応基質であるアンモニアを 50 
mM加え，活性汚泥と混合して培養を行った。なお，培
養はバッチ系で 30℃・振とう条件で行った。この培養
系は C4-HSL の添加・非添加の系を作成して，培養後

図 2．硝化・脱窒反応におけるアンモニア酸化
 活性汚泥における生物学的窒素除去プロセス。アンモニア

から亜硝酸，硝酸への酸化反応である硝化反応と硝酸から
窒素ガスへの還元反応である脱窒反応によって構成されて
いる。またアンモニア酸化の 1段階目の酸化反応を担う酸
化酵素 AmoA と，2段階目の酸化反応を担う酸化酵素
HAOを示す。
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にそれぞれの系からアンモニアの酸化産物である亜硝酸
と硝酸を測定した。
この結果，硝酸・亜硝酸濃度共にシグナル物質 C4-

HSL を添加した系の方が高い値を示した（図 3・図 4）。
さらに，この活性汚泥の培養を 7日間続けて継時的にサ
ンプリングを行った。その結果，亜硝酸に関しては C4-
HSL を添加した系の方が短時間でピーク値に到達し，
そのピーク濃度も高い値であった。このピークを過ぎる
と亜硝酸の検出濃度は急激に減少するが，減少もまたシ
グナル物質添加の系のほうが早いことが確認された。一
方硝酸に関しては検出濃度が上昇し続け，培養 5日目あ
たりからシグナル添加・非添加の差が生じ始めて次第に
その差が大きくなる様子が確認された（図省略）。以上
の結果より，本実験で用いた活性汚泥に関しては，シグ
ナル物質を添加することで硝化活性が向上することが示
唆された。

5.　複合微生物系からの RNA・DNA 抽出

硝化反応産物測定により，シグナル物質の添加によっ
て活性汚泥の硝化活性が向上することが明らかとなっ
た。しかしながら，添加したシグナル物質が実際に活性
汚泥中で硝化反応のアンモニア酸化に影響を与えている

かは分からない。つまり，このシグナル物質が硝化活性
向上へどのように作用しているかは不明なままである。
そこで本研究では，図 3の結果より亜硝酸の生産に差異
が生じていたため，硝化反応の第一段階目である亜硝酸
生産反応，つまりアンモニア酸化を担っている酵素
Amoとそれをコードしている amoA 遺伝子に着目した
（図 2）。この AmoA はアンモニアを酸化する細菌には
必要不可欠な酵素であるため，その遺伝子の DNA 量の
定量値は活性汚泥中のアンモニア酸化細菌数を表す指標
として用いられる。また，この amoA遺伝子の RNA を
定量することで，この amoA 遺伝子がどれだけ転写さ
れているか，アンモニア酸化が転写レベルでどのような
影響を受けているかが明らかとなる。すなわち，これら
アンモニア酸化細菌数やアンモニア酸化酵素遺伝子の転
写に対するシグナル物質添加の影響がわかれば，前述し
た活性汚泥の硝化活性向上のメカニズムに迫ることがで
きる。
そこで，我々はシグナル物質を介した硝化活性化のメ
カニズムを解明するために，活性汚泥からの DNA と
RNA の抽出を試みた。活性汚泥からの DNA の抽出は
報告例も多数存在しており，土壌用から DNA 抽出，精
製 が 可 能 で あ る FastDNA® SPIN Kit for Soil（MP 
Biomedicals）を用いることで，本汚泥からも DNA を抽
出することができた。しかしながら，活性汚泥のような
複合微生物系からの RNA の抽出は容易ではなかった。
それは様々な微生物の代謝産物が混在しているため，分
解されやすい RNA は抽出しにくいためと考えられる。
活性汚泥から RNA を抽出している報告はいくつか存在
するが 1,2,11)，複合系の活性汚泥はその由来が異なれば生
息する微生物種やその性質も大きく異なるため，各汚泥
に合った抽出方法の確立が好ましいようである。そこ
で，他の報告で用いられていた抽出方法を組み合わせて
条件検討を行った。その結果，ガラスビーズとフェノー
ルを用いて菌体を物理化学的に破砕した後，エタノール
沈殿により高分子を落とすリチウム沈殿を併用すること
で，本実験で用いた活性汚泥から RNA を効率的に抽出
することに成功した（図 5）。

6.　微生物細胞間シグナル物質による 
アンモニア酸化細菌への影響

微生物細胞間シグナル物質を介した硝化活性向上のメ
カニズムを明らかにするために硝化活性を測定した活性
汚泥のシグナル物質添加・非添加の系それぞれから
DNA と RNA を前述の方法で抽出した。その後リアル
タイム PCRを用いて amoA DNAと RNAの測定をして
値を比較した。なお，RNA は cDNA 化した後にリアル
タイム PCR に供し，DNA・cDNA の増幅には同様の
amoAプライマーを用いた 14)。
まず，活性汚泥中にシグナル物質である C4-HSL を
添加すると amoA DNAの量が増加していることが確認
された。これは，アンモニア酸化酵素の遺伝子をもつア
ンモニア酸化菌の割合が活性汚泥中で増加したことを示
唆する。つまり，シグナル物質を活性汚泥に添加すると
アンモニア酸化細菌の細菌数に影響を与えていると考え
られる。さらに，amoA RNA の量に関しても，シグナ

図 4．微生物シグナル物質添加・非添加における硝酸濃度の比較
 50 mM のアンモニアを基質として加えた硝化培地で活性

汚泥を 7日間培養後，C4-HSL（10 mM）添加と非添加の
系で硝酸濃度比較をした。

図 3．微生物シグナル物質添加・非添加における亜硝酸濃度の
比較

 50 mM のアンモニアを基質として加えた硝化培地で活性
汚泥を 24 h 培養後，C4-HSL（10 mM）添加と非添加の系
で亜硝酸濃度比較をした。
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ル物質非添加の系に比べてシグナル物質を添加した系で
は，著しくその値が上昇していた。このことから，シグ
ナル物質の添加によってアンモニア酸化酵素をコードす
る amoA 遺伝子の転写にも影響を与えていることが示
唆される。
この AmoA 酵素は，アンモニア酸化細菌にとっては
呼吸代謝に必要な酵素である。以上のことから硝化活性
向上のメカニズムを考察すると，活性汚泥にシグナル物
質を添加することでアンモニア酸化酵素 amoA の発現
が活性化されて，その割合が上昇し，結果として活性汚
泥全体の硝化活性が向上したのではないかと考えられ
る。

7.　お わ り に

本実験によって，シグナル物質を活性汚泥に添加する
と硝化活性と amoA の DNA と RNA 量が上昇すること
が示唆された。これらの結果は，前述したようにシグナ
ル物質がアンモニア酸化細菌に作用して amoA の転写
活性をあげることで代謝を活性化させて菌体の割合を増
加させること。そしてその結果として汚泥全体としての
硝化活性が向上するというシグナル物質の作用メカニズ
ムの可能性も示す。しかしながら実際の酵素 AmoA の
活性や，ターゲットとなる菌種は未だに不明なままであ
る。そのため今後は，酵素タンパクの活性測定や
DGGE によるシグナル物質添加・非添加区の菌叢比較
を行う予定である。この研究がより発展していけば，シ
グナル物質のより詳細な作用メカニズムが明らかとな
り，シグナル物質添加を介した硝化活性の更なる向上に
つながると期待している。
さらに本研究は硝化汚泥のみならず，微生物複合系の

新規制御法確立のためにも重要な知見となるだろう。近
年では，シグナル物質を添加すると複合微生物系におい
て微生物相が変化し，フェノール分解能が安定的に維持
されたとの報告もされている 20)。また，シグナル物質が
異種細菌の生育を抑制するということも明らかとなって
きている 17)。そのため実環境中に広く存在し，我々の生
活に深く関係をしている複合微生物系を，特異的に制御
できる新たな制御法への応用としても，微生物細胞間シ
グナル物質と細胞間コミュニケーションの分野はさらな
る発展をしていくことだろう。
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