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論 文 の 内 容 の 要 旨

日本で大量に使用されている農薬の1つである有機リン系農薬､フユニトロチオンを資

化することができるフェニトロチオン分解菌助rたゎJ虎rねSp.NF100を用い､フェニトロチ

オン分解酵素遺伝子の特徴と本分解菌の国内耕地土壌における多様性ならびiキ優占種決定

過程を検討した｡

まず､NF100が持つフユニトロチオン分解酵素遺伝子カdを解析したところ､本菌の♪d

が新規の有機リン加水分解酵素遺伝子であることを明らかにした｡また､本酵素がFed A

とFedBの2つのタンパクより成ることと､FedBが膜結合に関与し､細胞膜に局在してい

ることを示した｡さらに､本酵素の分子量は約55kDa､等電点はpI5.8であり､幅広い基

質特異性を有していることを明らかにした｡一方､フユニトロチオンの中間代謝産物であ

るメチルヒドロキノンの分解に関与する2つの酵素遺伝子椚ゐすd､椚ゐ曾βについても解析を

行い､MhqAがNAD(P)H依存性のモノオキシゲナーゼ､MhqBがエクストラジオールジオ

キシゲナーゼと高い相同性を示し､両遺伝子ともアミノ酸配列に保存配列が存在している

ことを明らかにした｡

また､茨城県､栃木県､静岡県､熊本県より採取した4種類の耕地土壌から170のフェ

ニトロチオン分解菌を分離し､これらをプロテオバクテリアの5属(助r抽oJderね属､

鮎r加e侮属､C岬r血励∫属､属地0抽"属､朗e〟do椚0乃α∫属)に分類した｡このうち助r加e侮

属､C王画dV励∫属および月ゐfzo鋸∽乃属の細菌は､本研究で初めて有機リン系農薬分解菌と

して分離された｡また､加r加e地属はフェニトロチオンを共代謝により分解したが､他

の属の細菌はフユニトロチオンを資化したことから､日本の土壌に棲息するフェニトロチ

オン分解細菌が共代謝と資化という2つの分解様式を有することが明らかとなった｡これ
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らの結果は､フユニトロチオン分解菌の多様性が非常に高いことを示した｡

次に､最も優占的なフユニトロチオン分解菌である助r肋肋rね属を用いて､フェニト

ロチオン施用下での分解菌群集の構造変化の過程を調査した｡フェニトロチオンを継続的

に散布すると､供試した3種類全ての土壌で分癖菌数が急激に増加し､助r拗0肋rね属のl

種類の細菌が分解菌群集の優占種となったことを示した｡またPCR-DGGE解析の結果から､

増加した分解菌が属内の優占種と寧ったことも明らかにした｡さらにフェニトロチオンの

添加による分解菌増加過程での動r抽oJderね属細菌の菌数と多様性の変化を助r肋0肋rfα

属の選択培地を用いて調査した｡■フェニトロチオンの継続散布により､分解菌は急激に増

加したが､非分解菌数は変化しないことが示された｡また､分解菌数が急激に増加した期

間に分離した約500の菌株をARDRAにより解析したところ､分解菌の優占種が分解菌の

増加にともない8種類から1種類に収束するととも'に､非分解菌の優占種は特定の種に偏

ることを明らかにした｡

以上のことから､土壌中においてフユニトロチオン分解能を持つ細菌が多様性を有して

いることやフェニトロチオンの選択圧下での分解菌の優占種の形成過程を明らかにした｡

これらの研究成果は､土壌微生物による農薬分解のメカニズムや農薬分解の加速や細菌の

適応機構の解明など農薬動態と微生物生態を理解する上で重要な基礎データである｡

審`査 結 果 の 要 旨

本研究は､農薬分解能を持つ細菌の多様性と群集構造の変化を明らかにすることを目

的に､有機リン系農薬フユニトロチオンを対象農薬として用い行った｡

まず､既に申請者らが分離したフェニトロチオン資化性菌血涙力oJゐrおSp.NFlOOが持

っフェニトロチオン加水分解酵素遺伝子擁功とその中間代謝物メ≠ルヒドロキノンの
分解酵素遺伝子(椚力如,椚力曾β)を解析した｡その結果､♪dが新規の有機リン加水分解酵

素遺伝子であることが明らかとなった｡また､本酵素については､2つのタンパクにより

構成され､そのうちlつは膜結合に関与している可能性が高いこと､存在部位としては細

胞膜に局在していること､さらに幅広い基質特異性を有していていることを明らかにし

た｡一方､メチルヒドロキノン分解酵素遺伝子については､椚点画がNAD(P)H依存型の

モノオキシゲナーゼであり､〝‡カ9j=まエクストラジオールジオキシゲナーゼであることを

示した｡

次に､土壌生態系におけるフユニトロチオン分解細菌の多様性を明らかにするため､国

内4地点の耕地土壌より合計170のフユニトロチオン分解菌を分離し､系統的な多様性と

それらが持つ分解能の特徴を調べた｡また､上記の結果をもとに､既知の有機リン系農薬

加水分解酵素遺伝子と有機リン系農薬中間代謝物分解酵素遺伝子の分布についても検討

を行った｡その結果､分離した分解菌はプロテオバクテリアの5属に分類され､フェニト

ロチオン分解菌が高い多様性を有していることを明らかにした｡またこのうち3属の細菌

は､本研究で初めて有機リン系農薬分解菌として分離されたものであった｡5属の分解菌

の､フユニトロチオン分解過程を検討したところ､日本の耕地土壌中の細菌によるフェニ

トロチオン分解様式には資化と共代謝の2つがあることを明らかにした｡さらに､有機リ

ン農薬加水分解酵素遺伝子と中間代謝物分解酵素遺伝子の分布が異なっていたことから､

土壌には多様な分解酵素遺伝子の組み合わせが存在する可能性があることを示した｡
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また､フェニトロチオンを選択圧として土壌に与えたときの分解菌群集内での優占種決

定過程と､その過程における分解能を持たない近縁種の群集構造の変化を調べた｡土壌へ

フェニトロチオンを継続散布することで土壌中の分解菌数が急激に増加し､β以r肋0んおrね

属の単一種が分解菌群集の優占種となり､さらに､増加した分解菌群集の優占種が属内に

おける優占種ともなることを示した｡また､分解菌の増加過程において､属内の分解菌の

優占種の多様性は分解菌数の増加に伴い複数種からl種類に収束することを明らかにし

た｡このとき同属の非分解菌数は変化しなかったが､非分解菌の優占種の多様性は特定の

種に偏ったことも明らかにした｡

以上のように､本論文は､フェニトロチオン資化性菌Burkhohおri云sp.NF100が持つフ

ェニトロチオン分解関連遺伝子の特性を明らかにするとともに､日本の土壌に生息するフ

ユニトロチオン分解能を持つ細菌が系統的な多様性を有し､多様な分解酵素遺伝子の組み

合わせを持つ可能性を示した｡また､フェニトロチオン選択圧下では､土壌中の分解菌数

が急激に増加し､助r肋oJ滋rね属の単一種が分解菌群集の優占種となる一方､同属の非分

解菌数は変化しないが､非分解菌の優占種の多様性は特定の種に偏るという群集構造の変

化過程も明らかにした｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文

として十分価値あるものと認めた｡
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