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研究成果の概要（和文）：本研究は新たなPCE分解菌（Propionibacterium sp. HK-1）を探索して発見し､その分解機構
の一端を解明したものである｡　PCEによる地下水や土壌汚染は世界的な問題であり､その浄化方法の構築が社会的に要
求されている｡　本菌は､　PCEばかりでなく､多種の脂肪属有機塩素化合物を分解する｡　地下水や土壌汚染は複合汚染
であり､　バイオレメディエーションの実施には多種の化合物を分解する微生物が要求される｡本菌はその候補の一つと
考えられ､また､　PCE分解機構の一部を明らかにしたことは学問的及び応用上大きいと考えられる｡

研究成果の概要（英文）：This research was performed to clarify the tetrachloroethylene (PCE) degradation m
echanism using the new isolate, designated as strain Propionibacterium sp. HK-1. Groundwater and soil cont
amination by PCE are a global issue, and the creation of removal method is demanded socially. Strain HK-1 
could dechlorinate not only PCE but also other various chlorinated aliphatic compounds. Groundwater and so
il contaminations are combined contamination and the microbe which degrades various compounds is required 
for the implementation of bioremediation. Strain HK-1 has been considered to be one of candidates for the 
purpose and obtained academic results through this study are considered to be large on the application of 
PCE bioremediation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまでにテトラクロロエチレン（PCE）

脱塩素化菌は世界で十数株が単離され、脱塩
素化酵素および遺伝子の解析が行われてい
る。このうち、PCE をエチレンへ完全脱塩
素化する菌属は Dehalococcoides 菌属のみ
であり、エチレンが検出された汚染サイトの
サンプルからも Dehalococcoides 属細菌が
検出されたことからこの菌属が PCE 分解に
おいて重要な役割をしていることが示唆さ
れた。しかし、この菌属は単独では育たない
ため、他の菌もまじって育てるコンソーシア
ムの形で汚染現場の浄化に利用されている。
しかし、わが国では生態系への安全性および
処理速度の観点からその使用が懸念されて
いる。一般に、炭化水素の分解には様々な異
なる微生物による生物分解が報告されてい
る。PCE のシス -1,2-ジクロロエチレン
（cis-DCE; PCE の主な中間代謝産物）への
分解も同様のことがいえる。しかし、20 年以
上の世界各地での活発な実験室並び実地調
査にもかかわらず未だに PCE の完全分解菌
として Dehalococcoides 菌属のみが報告さ
れている。しかし、我らは Dehalococcoides 
菌属のみが PCE の完全分解のできる唯一な
菌属であると生半可に断言してはならない。
なぜならば自然環境中には Dehalococcoides 
菌属以外にも PCE の完全分解のできる微生
物が存在する可能性が依然として存在して
いるからである。実際に、最近これを裏付け
るように茂野らによって Dehalococcoides 
属が存在しなくても PCE の完全脱塩素化の
できる汚染現場が存在したことが発表され
ている。他方、我らは２年間の長時間に亘り、
北海道の某ドライクリーニング店周辺の下
水溝汚泥から PCE および cis-DCE の分解能
の高い菌を分離することに成功し、この菌を
HK-1 株と名づけた。この HK-1 菌株は微量
の酵母エキスを含む無機塩培地の中で高濃
度(50ppm)の PCE および cis-DCE を図に示
したような毒性の中間代謝産物（cis-DCE お
よび塩化ビニル）を生成せず部分的な転換で
はあるが、エチレンにまで脱塩素化するとの
知見を得ている。また、Propionibacterium
属と同定された HK-1 菌種は非病原性菌であ
ることがよく知られており、浄化操作の際懸
念されるヒトへの安全性の面においても安
心して利用できる。さらに、無細胞を用いた
実験では PCE だけではなく様々な有機塩素
化 合 物 （ 1,1-dichloroethane, 
1,2-dichloroethane, 1,2-dichloropropane, 
1,1,2-trichloroethane）の分解も可能である
ことが確認されている。 
 
２．研究の目的 
PCE などの有機塩素化合物の浄化に関して
は、活性炭吸着や土着微生物の活性化法が、
主に実施されてきている。しかし、より積極
的な修復手法である生物添加法（バイオオー
ギュメンテーション）については、処理の確

実性および処理後の中間代謝産物による２
次汚染、コンソーシアムの場合生態系に及ぼ
す影響が大きい等の課題があり、実用化例は
ほとんどない。本申請では、実用化の可能性
を見出す上で、最も重要な項目の新規の PCE
分解菌の特性を調べ、菌を使ったオーギュメ
ンテーションをする際の最適操作条件を求
めることにより土壌浄化の実用化の見通し
を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）PCE 分解菌の分解における諸性質の検
討(平成２３年度)： 
① 分解促進因子および阻害因子の明確化 
他の電子受容体の影響、炭素源の影響、酸素
の影響、ORP の影響、硝酸塩濃度の影響、至
適初発温度および pH の検討を行なう。 
② 分解機構解明 
GC および GC/MS 分析、Ｃ14で標識した PCE の
分解実験と分解産物である CO2から PCE 由来
の CO2量を算出する（参考文献：Freedman, D. 
L. and J. M. Gossett. Appl. Environ. 
Microbiol. 55, 2144-2151, 1989）。なお、
分解産物の同定がうまく行かない場合は、
NMR および LC/MS 分析装置による分析も行な
う。 
③ PCE および他の揮発性有機塩素化合物の
最 大 分 解 濃 度 確 認 （ 対 象 化 合 物 ；
trichloroethylene, cis-DCE ， trans-DCE, 
vinyl chloride, 1,2-dichloroethane, 
1,1-dichloroethane, dichloromethane, 
1,3-dichloropropene, 1,2-dichloropropene, 
and 1,1,2-trichloroethane 等）。 
（２）PCE 分解酵素の精製(平成２３～２４年
度上期)： 
分解酵素の精製は、伝統的なカラムを用いた
精製方法で行なう。酵素の精製中の酸化防止
のため、DTT（dithiothreitol）を加え、限
外濾過ユニットにて濃縮したあと、陰イオン
交換カラム（DEAE Toyopearl 650）、ゲル濾
過カラム（Superdex pg 75）、さらに陰イオ
ン交換カラム（Poros HQ）を用いて精製を行
なう（参考文献：Benedict C. Okeke, Young 
C. Chang, Masahiro Hatsu, Tohru Suzuki, 
and KazuhiroTakamizawa, Canadian Journal 
of Microbiology, 47, 448-456, 2001)。 
（３）模擬土壌を用いた分解実験(平成２４
～２５年度上期)： 
研究結果に詳細に述べる。 
（４）分子生物学的な手法による模擬土壌中
の群集構造確認(平成２４～２５年度)： 
研究結果に詳細に述べる。 
 
４．研究成果 
H23 年度（初年度）においては分解活性制御
因子の検討及び分解機構の解明を行い、さら
に 分 解 酵 素 の 部 分 精 製 を 行 っ た 。
Propionibacterium sp. HK-1 株は PCE 分解に
おいてトリクロロエチレン（TCE ）などの中
間代謝産物を蓄積せずに、PCE (0.3 mM) を



速やかに分解した。様々な電子供与体の供与
によって分解率の向上が確認された。粗酵素
液を用いた実験では Titanium citrate によ
る還元後に Propyl iodide を供することによ
って不活性化されたことから、PCE デハロゲ
ナーゼは膜酵素であることが示唆された。反
応液中の塩化物イオン(0.094 mM)濃度が
PCE(0.026 mM)の分解によって生じる化学量
論値の 91％と一致したため、ほとんどの PCE
は脱塩素化されたことが分かった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、 [1,2-14C]でラベルした PCE を用い
た実験では全放射能活性の 17％のみが回復
されたが、7％のエチレンが検出されたため、
Propionibacterium sp. HK-1 株は PCE を部分
的にエチレンにまで転換したと考えられる。 
 H24 年度においては、分解酵素である PCE
デ ハ ロ ゲ ナ ー ゼ を 精 製 す る た め 、
DEAE-Toyopear1650、Superdexpg-75、PorosHQ
の順で精製を行ったが、完全な精製にまでは
至らなかった｡PorosHQ カラムによる部分精
製において PCE 分解活性を示した画分(３８
番)の主なバンドは分子量 20、30、70kDa で
あった(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その後、限外ろ過膜を用いて 30kDa 以下の

バンドを除去し 70kDa 付近の一本バンドの
酵素を精製した。この精製酵素液を用いて
PCEの分解に供した結果、微量ではあるがTCE 
と cis-DCEなどの中間代謝産物が確認できた。
一方、分子量 20、30kDa の分画が混在した酵

素溶液ではTCE とcis-DCEなどの中間代謝産
物が確認できなくエチレンの生成が確認で
きた。この結果から PCE の完全分解には二つ
以上の酵素が関与していることが示唆され
た。現在、30kDa の分画の酵素を精製してい
る。 
 本研究は新たなPCE分解菌を探索して発見
し､その分解機構の一端を解明したものであ
る｡PCE による地下水や土壌汚染は世界的な
問題であり､その浄化方法の構築が社会的に
要求されている｡本菌は､PCE ばかりでなく､
多種の脂肪属有機塩素化合物を分解する｡地
下水や土壌汚染は複合汚染であり､バイオレ
メディエーションの応用には多種の化合物
を分解する微生物が要求される｡本菌はその
候補の一つと考えられ､また､PCE 分解機構の
一部を明らかにしたことは学問的及び応用
上大きいと考えられる｡ 
一方、モデル汚染土壌から DNA を抽出し、

16S rDNA 領域の PCR 増幅及び DGGE 解析を行
った。DNA抽出には QIAGEN 社の Fast DNA SPIN 
Kit for Soil を使用した。抽出した DNA をテ
ンプレートDNAとしてポリメラーゼ連鎖反応
(PCR)に用いた。PCR ではプライマー（341FGC
と 518R）を用いて 16S rDNA の 177bp 領域の
DNA を増幅した。これらの PCR 産物を DGGE に
より解析すると数本のバンドが得られた。そ
の後、そのバンドを精製（5回 DGGE を繰り返
す）し、シークエンス解析及び BLAST 検索を
行った。 
H25 年度においては汚染前後の土壌試料中の
優占種を把握することと、HK-1 株の投入前後
の微生物群集を把握した。試料は、PCE 非汚
染土壌と汚染地域からの土壌を獲得し、模擬
土壌の分解実験と併用する予定だったが、汚
染土壌の入手が困難であったため、人為的に
研究室で土壌試料を作成し分析を行った。 
実験に用いた土壌は室蘭工業大学キャンパ
ス内から採取し、その非滅菌土壌 20 g に PCE
溶液を加え、50 mg/Lの汚染土壌を作製した。
そこへ HK-1 株の初発菌体濃度[吸光度
（OD600）]が 0.2 となるよう土壌に供し、密
閉した 120－ｍL 用のバイアルの中で反応を
観察した。0, 1, 2, 3, 5, 7 日後に Most 
probable number（MPN）法を用いて PCE 分解
菌数の定量、及びガスクロマトグラフィーを
用いて PCE 濃度の測定を行った。また、0 及
び 30日後に PCR-DGGE 法により土壌中の微生
物の群集構造の解析を行った。 
経時変化に伴う PCE 濃度は、HK-1 株を加え

ていない非滅菌土壌に比べ、加えた土壌の方
が PCE の減少が大きく、30日後にはほとんど
の PCE が分解された。また、HK-1 株を加えな
かった土壌（非滅菌土壌）においても PCE が
初期濃度のおよそ 30％にまで減少したこと
から HK-1 株以外にも土壌中に PCE 分解菌が
内在することが示唆された。一方、１日目を
ピークにPCE分解菌の急激な減少が見られた。
その後、菌の増殖が確認されたが菌の増殖速
度は液体培養とは違いかなり遅いことが分

 



かった。分解産物は主にcis-DCEであったが、
分解産物の 10％に相当するエチレンが検出
されたことから、部分的な完全分解ができた
ことと判断した。今後、他の脱塩素化菌との
併用による完全分解を試みる予定である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
一方、0日目の HK-1 株を接種していなかっ

たコントロール土壌で見られたバンドが、
HK-1 株を接種した 30 日目の土壌では見られ
なかった。その理由として、土壌に PCE を加
えたことによって菌の増殖阻害が生じたた
めであると考えられる。しかし、30 日目では
0 日目では見られなかった新たなバンドが見
られた。これより、内在微生物には PCE に影
響されずに増殖できる菌が存在したことが
分かった。また、HK-1 株は内在微生物と競合
することなくPCEを効率よく分解することが
できるという知見を得た(図３)。 
他方、モデル汚染土壌にグルコース溶液

（1.0g/L）を添加し、分解能を比較•検討し
た。HK-1 菌株を加えなかった条件に比べ、PCE
の除去速度の向上が見られた。これはグルコ
ースが HK-1 菌株の増殖を促進した結果によ
るものであることが考えられる。 
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