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1. Introduction 

a) 市販されている非イオン系界面活性剤
（APEO）は、種々の長さのエチレングリコール
unitからなる混合物である。この混合物を分解試験
の基質として用いると、結果の解釈が非常に困難で

ある。本研究においては、長鎖単一鎖長をもつホモ

ローグの利用が有効であると考え、その簡便な合成

法を開発した。得られたホモローグを用いた分解試

験の結果（光分解を含む）について報告する。また、

昨年度、APEO 分解菌のスクリーニングに 本研究
費で導入したMALDI-MS装置が有効であることを
報告したが、今年度は新規な適用事例として、植物

病原菌の分類・同定を目指した研究を行ったので報

告する。 
b) 焼酎蒸溜廃液について有効利用のための試験
を続けてきたが、今年度以降、廃液をそのまま微生

物用培地として使用し、植物保護に使えるような手

法につき研究方針を述べる。 
 
2. Results  
 
 2-1. Skip synthesis 
得られた APnEO (n=1, 2, 3,・・・) を dry THF
中で CBr4と、（Ph）3Pを用いた臭素化を行った。
得られた臭素化物と tetraethylene glycolの混合液
に、BTEAC を添加した後、粉砕した NaOH を加
え室温で撹拌した。この反応では 4EO unit鎖長の
伸びたホモローグを 40％の収率で得ることができ
た。（図 1）この合成法では 4EO unit長いホモロー
グを合成でき、かつ臭素化物の段階での分離が容易

な ため 、 ア ルキ ル 基 に 多く の 異 性を も つ

Nonylphenol 由来の化合物群を得るのに有効であ
った。 

 

 
 

図 1 APEOのスキップ合成法 

 
 2-2. Synthesis of deuterium labeled APEO 
重水素ラベル化された AP1EO-d2を原料として、

One-pot 合成、Skip 合成を組み合わせることで、
重水素ラベル化された長鎖 APEO ホモローグ合成
を可能とした。得られたホモローグのMALDI-MS
スペクトルを図 2に示す。これらの重水素化ホモロ
ーグは環境分析時のサロゲートとして極めて重要

な化合物群である。 
 

 
 

図2 OP7EO-d2およびNP9EO-d2のMALDI-MSのスペク
トル 

 
 2-3. Application to biodegradation analysis 
先の方法で得られた長鎖単一鎖長をもつホモロ

ーグを用いて、単離された APEO 分解菌や集積培
養時からの APEO の分解メカニズムの検討を行っ
た。その結果を下に示す。(図 3)  

     
 
図 3 Pseudomonas putida S-5を用いた OP10EOの分

解試験結果 
 

単一鎖長ホモローグを用いることで、単離した分解

菌の分解様式のみでなく、土壌に分布する菌の分解
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様式を単離することなく推定できた。我々が採取し

ていた全ての菌は、末端から順にポリエチレングリ

コール鎖を短鎖化する exo 型 fissionを行うことが
簡単に証明できた 
 
2-4. MALDI-MS application to identify the   
  phytopathogenic bacteria 
 
 Xanthomonas. oryzae pv. oryzae と分類されている
イネ白葉枯病菌、17菌株を用いて MALDI-MSの識
別能を検討した。図 4 に示すように、17 つの病原
型をもつ菌の中で、H 8904を除く 16菌は、7143 Da
と 7442 Da付近に特徴的なピークをもち、よく似た
ピークパターンを示した。 
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図 4 X. oryzae pv. oryzaeのMALDI-MSスペクトル 

 
H 8904においては、7143 Daと 7442 Daの特徴的な
ピークが見られないだけでなく、全体的なピークパ

ターンも、他の 16 菌とは異なっていた。これらの
菌株に対し 16S rDNA約 1000 bpを制限酵素である
AluⅠ、HaeⅢ、HhaⅠ を用いて制限分解を行った。
MALDI-MS で異なったマスプロファイルを示した
H 8904、H 8910および、T 7133株が明らかに異な
った RFLPを与えた。さらに Gyrase B遺伝子の塩
基配列より作成した系統樹と MALDI-MS で得られ
るピークの相同性を比較すると、MALDI-MS によ
る解析結果はよく一致した。H 8904 は、Gyrase B
遺伝子の塩基配列から、X. oryzae ではなく、
Pseudomonas putidaであると同定された。この結果
は、MALDI-MS により菌株レベルでの識別できる
ことを示しており、MALDI-MS スペクトルデータ
ベースの充実により、迅速な同定が可能になると思

われる。 
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