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論 文 の 内 容 の 要 旨

近年､ゴミ処理問題がクローズアップされ､また､埋立処分場をま増加の十途をたどっ

ている｡廃棄物の安財ヒ(有機物→ヨ封射出では､微生物が大いに関与する｡しかし､
埋立地の表層･ガス抜き用(又はエアレーション用)パイプ付近を除け組常時､嫌気

的な環境が保たれており､有機物i柳生態系により鮒ヒされていくと考えられる｡

嫌気的生態系は､いくつかに類如される生理的に異なった細菌で構成されており､有機
物の分解臥各代謝のレープの細菌の鱒能が組み合わさることに皐り進行し､最終的に
メタン生成菌群によってqもとCO2へと変換される｡本論文では､大阪市北港廃棄物

海面埋立地をフィールドとし､メタン生成菌量を定量するとともに､メタン生成菌を単

離し､諸性質の検討を行った｡さらに､重金属存在下における硫酸塩還元菌との共生系

について検討し､廃棄物埋立地での廃棄物安定化への嫌気的微生物群の役割を研究した｡

1999ヰ11月に廃棄物埋立地において､サンプリング及び調査を行った｡浸担水に
関して､分子生物学的な手法によるメタン生成菌数及び匪占種の特定を試みた｡血

の16SI票NA連伝子に特異的なプライマー仏Ⅲ『prirrw､ARC915Rprhner)

を使用した定量的m法により､浸出水から抽出したm当たりに含まれる血d由

の割合を概算した｡この結果､浸出水1L当たり3-7〝gのDNAが抽出され､この

うち2-3%がA血盟に相当することが判功した｡2つの浸出水サンプル㊥㌻G､
醐から抽出したDNAについてクローニング解析を行い､それぞれ､防と46ク

ローンについて配列を決定し､種の特定を行フた｡サンプル瑛トG中に存在する血盟

の多くはメタン生成菌であった｡サンプル舶については∠蛤クローン中9クローン

がαeI血ぬに属し､全A元始ea中の約半分がメタン生成菌であったこ
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分子生物学的方法によって確認されたメタン生成菌について､抗生物質を用いた連

続的希釈法により単離を行った｡アンピシリン(1,∝0〟g仙を用い､罰又は370C

にて連続希釈を行った結果､中温性の水素資化性メタン生成菌､M肝-r株を単車し

た｡また､ストレプトマイシン(1∝)〟g/mUを用い､700Cにて連続希釈を行った

結果､高温性の水素資化性メタン生成菌､m株を単離した｡それぞれのメタン生

成菌について諸性質を検討し､1応戒NA逸伝子による系統解析を行う.ことにより同

定を行った｡K別棟は地ぬd力地坪.mとした｡M汀トr株は､

故地αぬ』描属の新種､j比p血5M町-1Tと命名できた｡

単離したメタン生成菌について重金属感受性の検討を行った｡M描トビ株について､

1mMのαq､喝αq､alSqをそれぞれ添加↓て培養した結果､Cdq､伽弧
については､増殖した｡｢方､m殊についてほ､同濃度の重金属存在下において

増殖は全く見られなかった｡埋立地より溶出すると考えられる重金属は､敗気的策境下

に生育する硫酸塩還元菌のⅠ草生成によって不酎ヒすることが明らかとなっている｡
このことから､埋立処分地では､硫酸塩還元菌による重金属不溶化がメタン生成菌の存

在に寄与していることが示唆された｡浸出水中より単離された硫酸塩還元菌

飴伽α血爪印･mを重傘属存在下においてメタン生成菌m株と共
生培養した｡この結果､3mM以下のαq､又は2mM以下のGl鞄存在下で､

凸凱此如m氾血m印.mの重金属不軌ヒに伴って重金属感受性のメタン生成菌

m株の増殖が確認された｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は廃棄物埋立地におけるメタン生成菌を中心とした嫌気的微生物生態革を解析
したもので､1)廃棄物哩立地におけるメタン生成歯の分子生物学的解析､2)廃棄物

埋立地からの新規メタン生成菌と硫酸塩還元菌の単離､3)癒酸塩還元菌共存下でのメ
タン生成菌に対する重金属の影響､から成り､主として､廃棄物埋立地中の重金属類の

安定化への妖気性徴生物の役割を研究したものである｡

1)では1996年6月と1999年11月の調査‡3臣づいて､廃棄物埋立地に存在す

るメタン生成菌数及び匪占種の特定を分子生物学的な手法によって行らた｡血血紀a

の1岱虎NÅ遺伝子に特異的なプライマーを使用した定量的RR準により､浸出水か
ら抽出したDNA当たりに早まれる血d通eaの割合を概算した｡この結果､浸出水1L
当たり3-.7〝gのDNAが抽出され､このうち2-3%がA血に相当することを

明らかにレた｡次に､2つの浸出水サンプル郎､鍋1㊤から抽出したDNAにつ
いてクロ十ニング解析を行い､それ軌65とく蛤クローンについて配列を決定し､

種の特定を行った｡この結果､サンプル部トG中に存在するA血盟の多くはメタンー

生成菌であることが判明した｡サンプル部トGにおいて､ほとんどが臆肋ユα道eね
属に近縁であり､これら‡瀾ヒ性のメタン生成菌と考えられるクローンであった｡
サンプル99現については亜クローン中9クローンが細江血妃daに属し､全

血d迫ea中の約半分がメタン生成菌であることが示された｡

2)では､メタン生成菌について､抗生物質を点いた連続的希釈法により単離を行

った｡アンピシリン(1,(氾0〟g/mUを用い,:氾又は370Cにて連続希釈を行った
結果､中温性の水素資化性メタン生成菌､M肝r株を単離した｡また､ストレプト
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マイシン(100〝g/mUを用い､700Cにて連続希釈を行った結果､高温性の水素資

化性メタン生成菌､m株を単離した｡各メタン生成菌について諸性質を検討し､

16S戊NA遺伝子による系統解析で同定を行った｡KHTゼ株は利用基質が鴫/Cqと

ギ酸塩であり､至適増殖条件が650C､初期pH7.5､N如コ濃度2%であった｡16SrRNA

遺伝子は､1,327b決定し､故地鱒(ガ】e打刀d沼Cぬ･印.Kmト亭とした｡M汀トf株
は､利用基質がⅠち/CChとギ酸塩であり､至適増殖条件が350C､初期pH7.5､N如コ

濃度1%であった｡本棟の形状は不定型であり､細胞膜外にS加を有していた｡.1岱

戊NA遺伝子の系統解析の結果∴M汀トr株は臆ぬα感b』び属の新種とし､j比

p血MHT-rと命名した｡
3)では､単離したメタン生成菌について重金属感受性の検討を行った｡M汀トr殊

について､1汀】Mのαq､ちαq､Gl勘をそれぞれ添加して培養した結果､職､

叫については増殖した｡一方､m殊については､増殖iま全く見られなかっ

た｡埋立地より溶出すると考えられる重金属は､硫酸塩還元菌のH声生成によって不

溶化することが明らかとなっている｡このことから､埋立処分地では､硫酸塩還元菌に

よる重金属不溶化がメタシ生成菌の存在に寄与していることが示唆された｡浸出水中よ

り単離された硫酸塩還元菌n執政加m氾血爪印.m左重金属存在下において
メタン生成菌m株と共生培養した｡そして､3mM以下のαq､又は2mM

以下のai勘存在下で､瓜訊此加m灯血咋⑪.R王{F3による重金属不醇化と共に､

m株の増殖を確認した｡

本論文では､廃棄物の革終的安定化に対して極めて重要な役割を果たしているメタン
生成菌を中心に研究をすすめ､廃棄物処分場のメタン生成菌量及び存在種についてはじ

めて明らかにした｡

審査委員会は､本論文について､研究の進め方､論文の構成､内容､図表並びに引

用文献などについて慎重に審議すると共に､公表されている論文についても検討した｡

その結果､審査委員一同は､本論文を岐阜大学大学院連合農学研究科の博士論文として

価値あるものと認め､｢合格｣と判定した｡
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