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研究成果の概要（和文）：本研究では、1,4-ジオキサン汚染地下水の効率的な浄化を達成するバイオレメディエ
ーション技術の基礎を確立することを目指し、環境中において1,4-ジオキサン分解菌の浄化活性を特異的に維持
する活性化剤の探索を試みた。その結果、ジエチレングリコールが既知の1,4-ジオキサン分解菌の特異的増殖基
質であること、また、テトラヒドロフランが多様な微生物群の共存下で1,4-ジオキサン分解菌を集積し分解能を
向上させるために有効な基質であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study attempted to explore specific stimulants for 1,
4-dioxane-degrading bacteria present in the environment, as a fundamental study for developing 
efficient bioremediation technology for 1,4-dioxane-contaminated groundwater. The results obtained 
in this study clarified that diethylene glycol is a specific growth substrate for known 1,
4-dioxane-degrading bacterial strains, and that tetrahydrofuran can enrich 1,4-dioxane-degrading 
bacteria among diverse environmental bacteria and resultantly enhance the 1,4-dioxane-degrading 
ability.

研究分野： 生物環境工学

キーワード： 1,4-ジオキサン　バイオレメディエーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
各地で地下水汚染が顕在化しつつある1,4-ジオキサンに対する実用的な浄化技術の開発は喫緊の課題である。本
研究では、効率的かつ低コストな新たな浄化技術になり得ると期待される分解菌を活用したバイオレメディエー
ションに着目し、1,4-ジオキサン分解菌の特異的増殖及び環境中からの集積に有望な炭素源を見出すことができ
た。本研究の成果は、1,4-ジオキサン分解菌の生物学的特性の理解深化や環境中における1,4-ジオキサン分解菌
の合理的制御法の確立に資する基礎的知見であり、学術的にも社会的にも重要な意義を有している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 1,4-ジオキサンは、主に有機合成反応溶剤として、化学工業等において広く使用されている
環状エーテル化合物である。また、エチレンオキサイドやエチレングリコール、界面活性剤の
製造過程において非意図的かつ不可避的に生成される副産物でもある。一方、1,4-ジオキサン
は、生物に対して急性毒性および慢性毒性を有する上、国際がん研究機関（IARC）においてグ
ループ 2Bに分類され、ヒトに対する発がん性が疑われている。さらに、物理化学的に極めて安
定であることから加水分解や光分解を受けず、また、一般的に生物難分解性であることから、
一度環境中に放出されると長期にわたり水相部に残留する可能性がある。そのため、2003 年に
は世界保健機関（WHO）により飲料水水質ガイドラインが設定され、日本では、2004 年に水道
水質基準（0.05 mg/L）、2009 年に水質環境基準および地下水環境基準（0.05 mg/L）がそれぞ
れ定められたが、廃棄物最終処分場の浸出水や産業廃棄物不法投棄現場の地下水において汚染
が顕在化しており、その汚染の浄化が重要な課題である。 
 しかし、1,4-ジオキサンは極めて安定な物性を有するために現存する浄化技術のほとんどが
除去効果を示さない。また、オゾン処理等の複数の酸化処理を組み合わせた促進酸化法におい
て唯一明確な除去効果が認められているが、非常に高コストかつ高エネルギー消費である上、
フミン質等の被酸化物質が共存する地下水においては、酸化剤が無効消費されるため、除去効
率が大幅に低下してしまう。これらのことから、現状では現実的に適用可能な浄化技術がなく、
除去効果と経済性の両面で有効な、新たな浄化技術の開発が急務である。 
 他方、近年では、一般的に生物難分解性とされる 1,4-ジオキサンを分解可能な微生物が国内
外で複数分離され、1,4-ジオキサンの生分解経路や分解に関与する遺伝子・酵素も徐々に明ら
かにされてきている。これらの新たな知見から、1,4-ジオキサン分解菌を活用したバイオレメ
ディエーションが低コストかつ効率的な浄化技術になり得ると期待されている。一般に、バイ
オレメディエーションを達成するためには、多種多様な土着微生物が存在する環境下において
浄化微生物を特異的に制御し、浄化活性を維持することが最も重要なポイントとなるが、現状
では 1,4-ジオキサン分解菌の特異的活性化については検討例がみられない。 
 
２．研究の目的 
 上で述べた背景から、本研究では、1,4-ジオキサン汚染の効率的な浄化を達成するバイオレ
メディエーション技術の基礎を確立することを目指し、環境中において 1,4-ジオキサン分解菌
の浄化活性を特異的に維持する活性化剤の探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 1,4-ジオキサン分解菌の炭素源資化性の評価 
 1,4-ジオキサン分解菌を特異的に活性化する炭素源を見出すため、まず、7種類の 1,4-ジオ
キサン分解菌（Mycobacterium sp. D6、Mycobacterium sp. D11、Pseudonocardia sp. D17、
Pseudonocardia sp. N23、Pseudonocardia dioxanivorans CB1190、Rhodococcus sp. T1、
Rhodococcus aetherivorans JCM 14343）を用いて、13 種類の炭素源（1,4-ジオキサン、グリ
オキシル酸、グリコール酸、グリオキサール、エチレングリコール、ジエチレングリコール、
トリエチレングリコール、1,4-ブタンジオール、1-ブタノール、フェノール、テトラヒドロフ
ラン、グルコース、酢酸）の資化性を調査した。これらは、一般的に微生物に利用されやすい
炭素源（グルコース、酢酸）の他、1,4-ジオキサン分解の中間代謝物とその関連物質、1,4-ジ
オキサンの構造類似物質などを含んでいる。前培養した各 1,4-ジオキサン分解菌を、各炭素源
を添加した無機塩培地に植種し、7日間の回転振盪培養による菌体乾燥重量（TSS）の増加と溶
存有機性炭素（DOC）濃度の減少に基づき、炭素源の資化性を評価した。また、1,4-ジオキサン
分解菌による炭素源資化性の特徴を明らかにするための比較対照として、幅広い炭素源を資化
可能な活性汚泥を用いた。 
 また、特異的増殖基質となり得ることが見出された炭素源を対象として、それらで培養した
Mycobacterium sp. D6 及び Pseudonocardia sp. D17 を用い、1,4-ジオキサンで培養した菌体
との 1,4-ジオキサン分解活性の比較により、特異的増殖基質の 1,4-ジオキサン分解活性に対す
る効果を検討した。 
 
(2) 環境中の 1,4-ジオキサン分解菌の集積・優占化に利用可能な炭素源の探索 
 1,4-ジオキサン分解が環状エーテル結合を開裂する特殊な分解経路で行われることに着目し、
6 種類の炭素源（1,4-ジオキサン、テトラヒドロフラン、1,3,5-トリオキサン、エチレングリ
コール、ジエチレングリコール、1,4-ブタンジオール）を用いて、環境中に生息する 1,4-ジオ
キサン分解菌の集積・優占化の可能性について検討した。ここでは、廃棄物最終処分場の浸出
水処理施設から採取した懸濁物質、及び都市下水処理場の活性汚泥を植種源として用いた。各
炭素源を添加した無機塩培地に植種源を投入して連続回分式で集積培養を行い、集積中の培養
液を用いて 1,4-ジオキサン分解試験を実施することにより、1,4-ジオキサン分解菌の集積状況
を評価した。さらに、16S rRNA 遺伝子及び可溶性鉄（II）モノオキシゲナーゼ（SDIMO）遺伝
子のアンプリコンシーケンス解析を行い、集積過程における全細菌群及び SDIMO 保有細菌群の
構成の遷移を解析した。 
 



CB1190 D17 JCM14343 N23 D6 D11 T1 活性汚泥

1,4-ジオキサン + ++ + ++ - + + -

グリオキシル酸 - - - + ++ + + ++

グリコール酸 - + - ++ ++ + ++ ++

グリオキサール ++ - + - - - - -

エチレングリコール - + - ++ ++ ++ +++ +

ジエチレングリコール - ++ - + ++ + + -

トリエチレングリコール - - - - - + - -

1,4-ブタンジオール +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++

1-ブタノール ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

フェノール +++ - +++ - - - ++ ++

テトラヒドロフラン - - - - - - - -

グルコース + +++ +++ ++ +++ ++ ++ +++

酢酸 +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++

４．研究成果 
(1) 1,4-ジオキサン分解菌の特異的増殖基質 
 7 種類の 1,4-ジオキサン分解菌及び活性汚泥による炭素源 13種の資化性を表 1に示す。検討
した 13種の炭素源の内、グリオキシル酸、グリコール酸、エチレングリコール、フェノール、
1,4-ブタンジオール、1-ブタノール、グルコース、及び酢酸は、活性汚泥により資化されるこ
とが確認されたことから、環境微生物により非特異的に資化されるものと考えられた。一方、
ジエチレングリコールは、P. dioxanivorans CB1190、R. aetherivorans JCM 14343 には資化
されなかったが、他の 1,4-ジオキサン分解菌はすべて資化することができ、特に Mycobacterium 
sp. D6 と Pseudonocardia sp. D17 において良好な増殖が確認された。また、トリエチレング
リコール及びグリオキサールは、それぞれ Mycobacterium sp. D11 及び R. aetherivorans JCM 
14343 でのみ資化が認められ、他の 1,4-ジオキサン分解菌及び活性汚泥には資化されなかった。
以上の結果から、ジエチレングリコール、トリエチレングリコール及びグリオキサールにより
1,4-ジオキサン分解菌の特異的増殖が可能であり、中でもジエチレングリコールが多様な 1,4-
ジオキサン分解菌の特異的増殖に有効であることが見出された。 
 そこで、次に、ジエチレングリコール及び 1,4-ジオキサンで培養した Mycobacterium sp. D6
及び Pseudonocardia sp. D17 による 1,4-ジオキサン分解活性について検討した。その結果、
いずれの菌株においても、ジエチレングリコールで培養した場合にも 1,4-ジオキサンを分解可
能であったが、1,4-ジオキサンで培養した場合に比べて分解が遅かった。このことから、ジエ
チレングリコールによって特異的増殖させた 1,4-ジオキサン分解菌の分解酵素の誘導・活性化
について、さらなる検討が必要であると考えられた。 
 

表 1 1,4-ジオキサン分解菌及び活性汚泥による炭素源 13 種の資化性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++ : DOC 減少 50mg/L 以上かつ TSS 増加 100mg/L 以上 
++ : DOC 減少 25mg/L 以上かつ TSS 増加 50mg/L 以上 
+ : DOC 減少 10mg/L 以上かつ TSS 増加 20mg/L 以上 
- : DOC 減少 10mg/L 未満または TSS 増加 20mg/L 未満 
 
 
(2) 環境中の 1,4-ジオキサン分解菌の集積・優占化に利用可能な炭素源の探索 
 廃棄物最終処分場浸出水中の懸濁物質を植種源とし、6 種類の炭素源を用いて集積培養を実
施したところ、1,3,5-トリオキサンでは集積培養終了時まで分解は見られなかったが、エチレ
ングリコール、ジエチレングリコール、1,4-ブタンジオールでは 1回目の回分培養、1,4-ジオ
キサン及びテトラヒドロフランではそれぞれ 6回目及び 3回目の回分培養から分解が見られる
ようになり、各炭素源を資化可能な微生物の集積が示唆された。集積過程の培養液を用いて
1,4-ジオキサン分解能を評価したところ、エチレングリコール、ジエチレングリコール、1,4-
ブタンジオールを用いた集積培養系では、植種源よりも 1,4-ジオキサン分解能が低くなること
が観察され、1,4-ジオキサン分解能をもたない微生物が優占化することで 1,4-ジオキサン分解
能の悪化・喪失につながったものと考えられた。一方、1,4-ジオキサンあるいはテトラヒドロ
フランを用いた集積培養系においては、集積に伴って 1,4-ジオキサン分解能が向上することが
観察され（図 1）、1,4-ジオキサン分解菌の集積・優占化が示唆された。また、SDIMO 遺伝子の
アンプリコンシーケンス解析の結果から、1,4-ジオキサン及びテトラヒドロフランを用いた集
積培養系では、特定の SDIMO 遺伝子が顕著に優占化していることが確認された。 
 そこで、テトラヒドロフランによる 1,4-ジオキサン分解菌集積の汎用性を明らかにするため、
都市下水処理場より採取した活性汚泥を植種源に用い、同様に集積培養を実施した。その結果、
上述の検討と同様に、テトラヒドロフランを用いた集積培養系において 1,4-ジオキサン分解能



の向上が観察されたことから、テトラヒドロフランが環境中の 1,4-ジオキサン分解菌集積に有
効な炭素源であることが示唆された。しかし、活性汚泥集積培養を継続すると、1,4-ジオキサ
ン分解能が低下することが観察された。また、16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケンスによ
る微生物叢解析の結果、その時期に 1,4-ジオキサン分解能をもたないと推測される細菌群が優
占化することが確認された。以上のことから、詳細なメカニズム解明には至らなかったものの、
非 1,4-ジオキサン分解菌との共生が集積培養系の 1,4-ジオキサン分解能の低下につながった
ものと推察された。すなわち、地下水浄化において想定される複合微生物群集内において 1,4-
ジオキサン分解能を安定して発揮させるためには、1,4-ジオキサン分解菌の優占化・活性化の
みに着目して制御するのではなく、非 1,4-ジオキサン分解菌との共生関係も踏まえて制御を行
うことが重要であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 廃棄物最終処分場浸出水の懸濁物質を植種源とし、1,4-ジオキサン（左）及びテトラヒド
ロフラン（右）を炭素源として集積した微生物群集による 1,4-ジオキサン分解．凡例：〇，植
種源；▲，回分培養 4回目；□，回分培養 8回目． 
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