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研究成果の概要（和文）：本研究では難分解性化学物質を塩分含有環境下で分解可能な微生物の取得および実環
境中での分解ポテンシャルの把握を目的とした。好気および嫌気の両条件とも、分解は温度に大きく影響を受け
る結果であった。また、物質によっては塩分濃度の増加によって分解活性が大きく低下することを確認した。残
念ながら、塩分含有環境下での分解微生物の特定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, enrichment of salt resistant microorganisms capable of
 decomposing persistent toxic substances and investigation of the degradation potential for toxic 
substances under natural environmental condition was conducted. Temperature influenced on the 
degradation activity under both aerobic and anaerobic condition. Some of the toxic substances was 
not decomposed so much under salinity condition. Unfortunately, the enrichment and identification of
 salt resistant microorganisms was not attained.

研究分野：土木工学、環境微生物学

キーワード： 難分解性化学物質　微生物分解　環境因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 種々の化学物質を取り扱う工場の敷地内
をはじめとし、様々な環境中において特定有
害物質による汚染が明らかとなっている。こ
のようなサイトは、油、重金属、さらにハロ
ゲン系有機化合物でも汚染されているよう
な複合的汚染例が多く、土壌汚染対策法が施
行された後も判明件数は年々増加傾向にあ
る(H25 環境省)。難分解性化学物質を対象に
製造・使用を禁止するストックホルム条約で
は、1950-60 年代に用いられた農薬や PCB
等の物質に加え、近年では界面活性剤にしば
しば含まれるフッ素系有機化合物や難燃剤
として用いられる臭素系有機化合物などの
処理技術が急務となっている。また、殺菌剤
として利用されたペンタクロロフェノール
(PCP)や難燃剤として利用されたテトラブロ
モビスフェノール A(TBBPA)をはじめとする
便利な化学物質は難分解性であることが多
く、人体に対する健康被害も懸念されており、
実環境汚染への対応が急務である。 
 土壌汚染に対する物理的な手法で汚染源
の除去を行うことは可能であるが、低濃度汚
染の場合にコストに対して効果が低く、土地
の価値を上回ることも少なくないことから、
安価で確実に汚染除去可能である技術が求
められている。この問題を解決し得る技術と
して微生物による汚染除去技術(バイオレメ
ディエーション)が注目されている。バイオレ
メディエーションの中でも、近年、日本での
実施例が増加している、基質となる栄養剤を
注入することで汚染サイトに存在する嫌気
性脱ハロゲン化微生物の活性を増加させ、汚
染物質の分解を促進させる(バイオスティミ
ュレーション)手法が注目されている。しかし
ながら、汚染サイトの脱ハロゲン化微生物の
存在量が少ない場合、汚染除去効率は大きく
低下する。そのような場合は、有効な脱ハロ
ゲン化微生物を選定し、汚染サイトに注入す
ることで汚染除去を促進させる(バイオオー
グメンテーション)手法が注目されている。バ
イオオーグメンテーションの実施では、注入
微生物は単一またはそれらを混合したもの
である必要があり、さらにはその詳細な特徴
や病原性の有無など様々な項目をクリアす
る必要があり、注入後の生態系回復なども考
慮する必要があることから、実施例が少なく、
知見も少ないのが現状である。 
 一般的に有機塩素化化合物の脱ハロゲン
を行う微生物は偏性嫌気微生物であり、
Chloroflexi門、Firmicutes門、δ-Proteobacteria
門に属する微生物である。現在、脱ハロゲン
化微生物のゲノム情報は多く公開されつつ
あるが、脱ハロゲン化に寄与する酵素遺伝子
の機能同定は残念ながら進んでいない
(Seshadri et al., 2005; Kube et al., 2005; Nonaka 
et al., 2006)。脱ハロゲン化微生物の遺伝子情
報を含む多様な知見を蓄積することは、バイ
オレメディエーション技術の進歩に欠かせ
ないものである。 

 バイオスティミュレーション、バイオオー
グメンテーション共に現地試験によってそ
の分解特性の調査は行われているが、適用で
きる環境は限られている。例えば海洋環境や
汽水域など塩分含有環境に対しての知見は
ほとんど無いのが現状である。さらに海洋環
境における油分解についての研究は行われ
ているものの、難分解性有機物質を対象とし
た研究は少ない。難分解性化学物質を分解可
能な塩分耐性型微生物を取得することはバ
イオレメディエーションの適用拡大に直接
寄与することは言うまでもないが、既存ゲノ
ムデータや生理学的特性などの比較により、
生物多様性、生物進化、環境微生物学などの
分野発展にも寄与することが予想される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、塩分耐性かつ難分解性化学物質
の除去に貢献できる微生物の集積培養、分離
培養を目的とし、詳細な生理学的特性の把握
を行うことを目的とした。微生物の培養と同
時に、実環境中で難分解性化学物質が分解さ
れるかどうかを明らかにするとともに、微生
物分解に環境中のどの因子が大きく影響す
るかを明らかにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)サンプリング 
 愛知県内の1級河川において、河口(海水)、
河口から 2km地点(汽水)、河口から 15km地
点(淡水)の 3 箇所において季節ごとにサンプ
リングを行った。サンプルは底泥および水を
ポリ軟こう瓶に空気が入らないように入れ、
冷蔵保存して実験室まで持ち帰った。サンプ
リング時の現地環境を把握するために、マル
チ水質チェッカーを用いて温度、pH、酸化還
元電位、電気伝導率、溶存酸素濃度、塩分濃
度の測定を行った。 
 持ち帰った水サンプルはすぐに 0.2μｍフィ
ルターでろ過し、全炭素、無機炭素濃度の測
定を行い、有機炭素濃度を算出した。また、
陽イオンおよび陰イオン濃度の測定を行っ
た。底泥サンプルは DNA 解析用に一部冷凍
保存し、一部を乾燥させて CHN 分析用とし
た。 
 
(2)好気および嫌気分解試験 
 好気および嫌気分解試験において、油のモ
デルとしてアントラセン、農薬のモデルとし
てフェニトロチオン、殺菌剤のモデルとして
ペンタクロロフェノール、難燃剤のモデルと
してテトラブロモビスフェノール A を対象
物質とした。好気分解試験では腰高ガラスシ
ャーレ(90×60mm)に 30ｇの前培養した底泥
とサンプリング水を 30mL添加した。嫌気分
解試験では 100mL のバイアル瓶に 30ｇの前
培養した底泥とサンプリング水 30mLを添加
した。滅菌風乾土 1ｇにアセトンに溶解させ
た対象物質を添加し、アセトンが蒸発するま
で混合した。対象物質の最終濃度は



図 1 門レベル微生物群集構造 

0.01mg/g-soil となるように添加した。嫌気分
解試験は密栓後に窒素ガスで気相部を置換
した。これらを 3反復で行った。また、対照
系として、オートクレーブ滅菌(121℃、30分
を1日おきに3回)した底泥とサンプリング水
を用い、3 反復で行った。分解試験温度はサ
ンプリング時と同じ温度で行った。対象物質
の抽出はアセトンへキサンで行い、全量抽出
によって測定を行った。測定には GC/MS を
用いた。 
 
(3)統計解析 
 好気分解試験および嫌気分解試験で得ら
れた結果と現地測定および水質測定で得ら
れたデータとの関連性を調べるために SPSS 
version21 を用いた統計解析を行った。解析
は重回帰分析でステップワイズ法を用いた。
ステップワイズ法の独立変数の投入基準は
有意確率 0.05 以下で、除去基準は 0.1 以下
とした。従属変数を分解試験で得られた分解
率とし、独立変数として培養温度、pH、塩分
濃度、全炭素、無機炭素、底泥中の炭素、水
素および窒素量を用いた。統計解析を行う際
には、独立変数の独立性を調べ、それぞれに
共線性がないことを確認したパラメータを
独立変数とした。 
 
(4)微生物群集構造解析 
 サンプリング時に冷凍保存しておいた底
泥サンプルから DNA 抽出を行った。DNA サン
プルを用いて PCR 増幅を行った。プライマー
セットは V4 領域を特異的な 515F-806R を用
いた。PCR 産物をアガロースゲル電気泳動を
行い、目的の DNA 断片が増幅されていること
を確認した。電気泳動確認後に残りの PCR 産
物の精製を行った。次世代シーケンサーでの
微生物群集構造解析に必要なタグを付加す
るためのセカンド PCR を行った後、解析を行
った。得られた OTU テーブルを基に統計ソフ
ト R version3.4.3 を用いて NMDS(Non metric 
multidimensional scaling)による各サンプ
リング地点の微生物群集構造の類似性を確
認した。また、各サンプリング地点の環境因
子(水温、塩分、pH、全炭素、無機炭素)のデ
ータをプロットし、どの要因が地点間におけ
る群集構造の違いに影響を及ぼしているか
を視覚化した。 
 
４．研究成果 
 サンプリング地点の塩分濃度は河口にお
いて 1～2.3％、河口から 2km 地点において
0.04～0.7％、河口から15km地点において0％
であった。また、河口に近づくにつれて炭素
濃度が増加しており、様々な排水の影響が強
くなることが示唆された。上記のことから同
一河川において少なくとも3種類の地点でサ
ンプリングができたことを確認した。 
 対象物質の抽出の際に回収率についての
確認を行ったところ、アントラセン、フェニ
トロチオン、ペンタクロロフェノール、トリ

ブチルビスフェノールAの回収率はそれぞれ、
89、92、89、65％であった。テトラブロモビ
スフェノール Aの回収率が低かったが、対照
系に対する分解率で評価するため測定可能
であるとした。 
 好気分解試験の結果、フェニトロチオンは
季節に関わらず上流へ行くほど分解率が高
くなり、テトラブロモビスフェノール Aは年
間を通して高い分解率が確認された。一方で、
アントラセンおよびペンタクロロフェノー
ルの河口での分解率は低く、環境中へ放出さ
れた場合、河口付近に堆積する可能性が示唆
された。嫌気試験分解試験の結果、フェニト
ロチオンは好気試験の結果と同様に、季節に
関わらず、上流へ行くほど分解率が高くなる
傾向が観察された。テトラブロモビスフェノ
ール Aは好気試験の結果とは異なり、季節に
よって分解率が異なり、さらに上流へ行くほ
ど分解率が高くなる傾向が示唆された。一方
で、アントラセン、ペンタクロロフェノール
は嫌気条件ではほとんど分解が確認できず、
底泥中での分解はほとんど起こらないと考
えられる。環境因子と分解率の関係を統計解
析によって解析を行ったところ、好気条件お
よび嫌気条件において分解率と培養温度に
高い相関が確認された。また、好気条件にお
いて、アントラセンの分解と pH、フェニトロ
チオンの分解と塩分および有機炭素量、ペン
タクロロフェノールの分解と塩分濃度に相
関があった。嫌気条件において、アントラセ
ンの分解と pH、ペンタクロロフェノールの分
解と全有機炭素量、テトラブロモビスフェノ
ール Aと pH、全有機炭素量、および底泥中の
炭素量に相関が見られた。 
 微生物解析の結果を図 1に示す。水環境で
はグラム陰性菌が優占化することが多く、各
サンプルにおいてもグラム陽性菌が占める
割合は非常に小さい結果であった。
Pseudomonas 属はペンタクロロフェノールの
分解(Kao et a., 2005)、Mycobacterium はア
ントラセンの分解(Doddamani et a., 2000)
が報告され、さらにフェニトロチオンの分解
微 生 物 が Bartonella, Rhizobium, 
Burkholderia, Cupriaridus, Rseudomonas に
分類された(Tago et al., 2005)と報告され
ている。上記の細菌群がサンプル中に含まれ
るかどうかを確認したところ、Bacillus 属細
菌 は 全 て の サ ン プ ル に 含 ま れ 、



図 2 NMSD解析結果 

Mycobacterium も 1 サンプルを除く全てのサ
ンプルに含まれていることを確認した。また、
Pseudomonas は PCP 分解率が比較的高かった
2015 年 10 月の汽水サンプルに比較的多く含
まれており、何らかの関係があることが示唆
された。しかしながら、サンプル中の全微生
物量の把握が出来ておらず、リード数のみで
の評価のため、今後は絶対量および相対量を
考慮した再検討が必要である。 
 微生物群集構造と環境因子の関係性を明
らかにするために NMSD 解析を行った(図 2)。
図中の 1-5 は河口サンプル、6-10 は汽水域サ
ンプル、11-15 は淡水サンプルを示す。様々
な環境因子の中から塩分濃度、無機炭素濃度、
pH が各サンプリング地点間の微生物群集構
造の違いを説明する要因であることが確認
できた。また、河口および汽水域サンプル中
の微生物群集構造は比較的類似度が高く、流
れ込む海水の影響があったと考えられる。一
方で、場所ごとの微生物群集構造は季節によ
って大きく変化することなく、四季の水温変
動の影響をあまりうけないことが示唆され
た。一方で、上述したように、分解活性と微
生物量の関係が確認できておらず、微生物群
集よりも微生物量が分解率に寄与するかど
うかを明らかにする必要があり、今後の課題
である。 
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