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1. はじめに  二酸化炭素の310 倍の温室効果を示す亜酸化 

窒素 (N2O) は、ゴミの燃焼処理のような化学的な発生経路の

他に、硝化・脱窒反応のような生物学的な過程を介しても発

生する事が知られている。特に、産業廃水や家庭廃水などの

窒素成分を処理する硝化・脱窒処理反応槽では、液滞留時間

の影響、不適切な C/N 比を示す廃水の適用や溶存酸素濃度の

影響などにより不十分な硝化・脱窒反応が引き起こされ、N2O

が反応槽外へ放出される現象が顕著に報告されている1)。一般

に、脱窒細菌の持つ亜酸化窒素還元酵素は、酸素によって不

活化したり発現が制御されるため2)、間欠曝気硝化・脱窒反応

槽のように酸素-無酸素環境が交互に形成される環境では、溶

存酸素の影響によって亜酸化窒素還元酵素の失活や本酵素の

生産が抑制され、N2O の生成を促進することが予想されてい

る 3)。良好な硝化・脱窒廃水処理の達成および脱窒反応起源の

N2O の発生を抑止するためには、好気環境下でも脱窒能力を

有する特殊微生物 TR2 株を反応槽内へ適切な条件時に投入 

(バイオオーギュメンテーション) する微生物工学的な新規技

術の開発が必要に思われる。 

 しかしながら、本技術を確立するためには、まず、(1) バイ

オオーギュメンテーションする TR2株が反応槽内汚泥に定着

することを評価可能な技術と、(2) 導入された特殊微生物 

(TR2 株) の機能発現が行われていることを評価可能な技術の

開発が必要である。そのため本研究では、本細菌の16S rRNA

遺伝子、16S rRNAおよびnosZ-mRNA (亜酸化窒素還元酵素遺

伝子から転写されるmRNA) を標的としたリアルタイム PCR

法による定量的モニタリング技術の開発とその適用性につい

て評価する事を目的とした。 

 そこで、まず本報では、(1) TR2株の16S rRNA 遺伝子に特

異的なDNAプライマーを設計し、そのプライマーセットの特

異性の評価とリアルタイムPCR法の最適条件の検討を行った。

その後、(2) 添加した特殊微生物の割合の変動 (16S rRNA遺伝

子コピーレベルにおいて) をモニタリングすることを目的と

して、16S rRNA遺伝子を基にTR2株をリアルタイムPCR法

で検出するための測定範囲の検討を行った。次に、(3) TR2株

のnosZ遺伝子に特異的なプライマーセットを設計し、設計し

たプライマーのPCRにおける増幅の特異性および最適リアル

タイムPCR条件の検討を行った。その後、(4) in vitroで作成し
たTR2株由来の16S rRNAおよびnosZ-mRNAから cDNAを

作成した後、RNAを基にしたTR2株の「定着」と「機能」を 

 

評価する技術の可能性を検討したので報告する。 

2. 実験方法  TR2株の16S rRNA遺伝子に特異的なプライマ 

ーセットを設計するため、本細菌の 16S rRNA 遺伝子 (16S 

rRNA遺伝子の一部 (910 bp) はNCBIに登録されておりアク

セッション番号はAB096261である。) の全塩基配列の決定を

行った。その後、ARBプログラム 4) を用いて、得られた塩基

配列に特異的なプライマーセットの設計を行った (表1)。本細

菌に対して分子系統学的に近縁な細菌を含む数種の微生物か

らDNAを抽出し、各微生物の全16S rRNA遺伝子を PCR増

幅した。増幅したTR2株由来のPCR 産物は、希釈系列 (106-102 

コピー数) を作成した後、各微生物由来のPCR産物 (104 コピ

ー数) とともに設計したプライマーセットの特異性と最適リ

アルタイムPCR反応条件の検討に用いた。 

 TR2株の16S rRNA遺伝子を基にしたリアルタイムPCR法

の測定範囲は、TR2株が存在しない汚泥から抽出したDNAに

対して、純粋なTR2株から抽出したDNAを 50, 20, 10, 5, 2, 1, 

0.5および0.2 %の割合でそれぞれDNAを混合し、そのDNA

を用いたリアルタイムPCR法で評価した。上述した各微生物

由来の16S rRNA遺伝子のPCR増幅産物は、T7プロモーター

を持つプラスミドに組み込み、大腸菌に形質転換してクロー

ン化した。その後、各16S rRNA遺伝子を組み込んだプラスミ

ドを利用して、各微生物由来の16S rRNAを in vitroで合成し
た。合成した各16S rRNAは、1492rプライマー (表1) を用い

た逆転写反応により cDNA にして後の解析に使用した。作製

したTR2株由来のcDNAは、希釈系列 (106-102 コピー数) を

作製した後、各微生物由来の cDNA (104 コピー数) とともに

設計したプライマーセットの特異性と最適リアルタイム PCR

反応条件の検討に用いた。 

 TR2株の nosZ遺伝子 (非公開データ) に特異的なプライマ

ーセットの作製は、公的なデータベース上に登録されている

nosZ遺伝子を取得し、TR2株のnosZ遺伝子を特異的に検出可
能な領域を探索することで行った (表1)。設計したプライマー

セットの特異性およびその最適リアルタイムPCR条件の検討

は、数種の脱窒細菌由来のDNAを用いて行った。TR2株由来

の nosZ-mRNAを標的としたリアルタイム PCR法の条件の検

討をするために、まず上記で使用した脱窒細菌 TR2株由来の

DNAを利用し、上述した方法でRNA合成を行った。その後、

nosZ1MRプライマー (表1) を用いてcDNAを作成した。最適

リアルタイムPCR反応条件の検討は、作製したTR2株由来の



表1 本研究で使用した16S rRNA遺伝子およびnosZ遺伝子に特異的なDNAプライマー 

 

 

cDNA の希釈系列 (106-102 コピー数) と各微生物由来の

cDNA (104 コピー数) を用いて行った。 

3. 実験結果と考察  ARBプログラムを用いてTR2株の16S 

rRNA 遺伝子に特異的なプライマーセットの設計を行った結

果、TR2株の16S rRNA遺伝子の一部の領域をPCR増幅可能

なプライマーセット (pseu136fおよびpseu598r, 表1) を設計す

る事が可能であった。分子系統学的に TR2株に近縁な株を含

む数種の株 (脱窒細菌を含む) を用いて、設計したプライマー

セットの特異性の検討をリアルタイムPCR法により行った。

その結果、各プライマーセットは、TR2株の16S rRNA遺伝子

を特異的に検出することが可能であった。 

 硝化・脱窒反応槽内における添加した TR2株の割合を定量

的に評価するために、リアルタイムPCR法の測定範囲の検討

を行った。その結果、設計したプライマーセットを用いたリ

アルタイムPCR法は、硝化・脱窒反応槽内において0.2-50 %

の範囲で存在する TR2株の定量的なモニタリングが可能であ

ることを示した (図1)。 

 次に、ARBプログラムを用いてTR2株の nosZ遺伝子に特
異的なプライマーセットの設計とリアルタイムPCR法による

特異性の検討を行ったところ、TR2株のnosZ遺伝子(TR2nosZf

および TR2nosZr: 約 500 bp) の一部の領域を特異的に増幅可

能なプライマーセットの設計が可能であり、その最適リアル 

図1 16S rRNA遺伝子を標的としたリアルタイムPCR法によ
る硝化・脱窒反応槽内に添加された TR2 株の測定範囲 (A: 
5-50 %, B: 0.2-5 %) の検討。  

 

タイムPCR条件も決定することができた。さらに本研究では、

硝化・脱窒反応槽内におけるTR2株由来の16S rRNAおよび

nosZ-mRNA を標的としてリアルタイム PCR 法を適用するこ

とを想定して、まず合成したTR2株由来のRNA (16S rRNAお

よびnosZ-mRNA) から作製したcDNAを用いて、リアルタイ

ムPCR法の最適条件の検討を行った。その結果、以下の条件

下においてTR2株の16S rRNA (変性 95 °C, 5 秒, アニーリン

グ 65 °C, 20 秒, 伸長 72 °C, 15 秒: 45 cycle) および nosZ- 

mRNA (変性: 95 °C, 5 秒, アニーリング: 68 °C, 20 秒, 伸長: 

72 °C, 15 秒: 37 cycle) において、それぞれのRNAを標的とし

た定量的リアルタイム PCR法は、102コピーまでの cDNA数

を有意に測定する事が可能であった。 

 これらの結果は、N2Oの発生抑止を目的として添加するTR2

株の反応槽内汚泥における「定着」と「機能」を本技術によ

り定量的に評価することが可能である事を示唆していた。今

後、本研究で開発した定量的モニタリング技術により、N2O

の発生抑止を目的として反応槽内に添加された TR2株の「定

着」と「機能」を実際に評価できるかを調査していく予定で

ある。 
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