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研究成果の概要： 
バイオレメディエーション技術を新たに展開させるために必要とされる「浄化作業期間の正確

な推定技術の開発」及び「浄化能力の向上化」に取り組むため、本研究では、新たな解析手法

である SIP (stable isotope probing) 法を用いて、土壌地下水汚染物質であるテトラクロロエチ

レン等の揮発性有機塩素化合物及び油の分解を担う機能微生物を検索・同定し、それらの挙動

を把握する技術を開発した。また、分解微生物ネットワークの一端を解明した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 6,400,000 0 6,400,000 

２００７年度 4,500,000 1,350,000 5,850,000 

２００８年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

年度  

  年度  

総 計 14,700,000 2,490,000 17,190,000 

 
 
研究分野：環境微生物学 
科研費の分科・細目：環境学・環境技術・環境材料 
キーワード：揮発性有機塩素化合物、油汚染、バイオレメディエーション、安定同位体 
 
１．研究開始当初の背景 
バイオレメディエーション技術は有害化合
物を無害化するコストパフォーマンスの良
い技術として期待されているが、実際の浄化
ビジネスにおいてはバイオレメディエーシ
ョン技術の浄化に要する作業期間の設定が
不確実なことから作業コストの見積もりに
支障を来し、また、汚染サイト毎に浄化有効
性が異なる。その結果、物理化学的手法に次
いだ２次的な浄化対策手法として認識され
ている。一方では、バイオレメディエーショ
ン技術は汚染物質を根本的に無害化し、コス
トパフォーマンスの良い環境に優しい技術

であるため、経済産業省や環境省によってそ
の普及化が図られている。バイオレメディエ
ーション技術が新たな展開をするに必要な
課題は、（A）正確に浄化作業期間を推定する
技術の確立、（B）浄化技術としての有効性の
さらなる向上化、でありその対策が求められ
ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新たに開発された分子生物学的
手法を駆使して上記 2 つの課題を解決すること
により、現在のバイオレメディエーション技術が
置かれている閉塞的状況を打破し、新たな展開



を図ることを目的とした。 
３．研究の方法 
（1）ベンゼン分解実験：石油実汚染土壌に
無機塩培地を加えたマイクロコズムを作成
し、好気条件下でベンゼンの分解実験を行っ
た。ベンゼンを好気的に分解する微生物群集
を明らかにするため、Stable Isotope Probing
（SIP）法を用いてアクティブにベンゼンを同
化分解する微生物の特定を行なった。上記マ
イクロコズムに、13C-ベンゼンと 12C-ベンゼ
ンをそれぞれ添加した２つの系を作成し、経
時的に土壌をサンプリングした。12C-ベンゼ
ンを加えた系をコントロールとして作成し
た。サンプリングした土壌から Total DNA を
抽出し、密度勾配超遠心分離によって
13C-DNA バンドを回収し、精製した。16S 
rDNA の V3 領域の PCR-DGGE 分析を行い、
特異的バンドを切り出し、シークエンス解析
を行った。 
 
（2）テトラクロロエチレン分解実験：硫化
ナトリウムとシステイン塩酸塩により還元
条件にした蓮田土壌マイクロコズムを作成
した。蓮田土壌マイクロコズムにテトラクロ
ロエチレン（以下 PCE）を添加し分解を観察
した。 
 クロロエテン類に対してアクティブに同
化分解する微生物を探索するため、13C ラベ
ルされた PCE を用いた SIP 法によりマイク
ロコズムを用いて調査を行なった。13C-PCE
添加後、経時的に土壌をサンプリングし、土
壌から total DNA の抽出を行なった。Total 
DNA を密度勾配超遠心分離にかけ 13C-DNA
と 12C-DNA の分離を行なった。超遠心分離
後、UV ランプ下で DNA の存在を確認し、
比重の重い側から分画化した。各画分につい
て DNA を精製し、定量 PCR により 16S  
rDNA 量を測定した。 
 クロロエテン類に対してアクティブな異
化分解微生物を探索する手法として、目的微
生物が利用可能な炭素源を安定同位体標識
して用いる Stable Isotope Probing for 
Disimilation (SIP-D)を考案した（図 1）。
SIP-D 法の有効性を実証するため、既知脱ハ
ロ ゲ ン 分 解 微 生 物 Dehalococcoides 
ethenogenes 195 を含む絶対嫌気性コンソー
シアを用いて評価試験を行なった。目的微生
物の利用可能な炭素源には、予備実験により
資化性が示されたフマル酸を用いた。絶対嫌
気性コンソーシアについて PCE 添加区と
PCE 非添加区を作成し、それぞれに 13C-フマ
ル酸を添加した。また、コントロールとして
13C 非標識の 12C-フマル酸を添加した系を作
成した。フマル酸添加後に経時的にサンプリ
ングを行い、DNA を抽出した。密度勾配超
遠心分離後、分画化を行い、ユニバーサルプ
ライマーを用いて 16S rDNA 量を、特異的プ

ライマーにより Dehalococcoides 属の 16S 
rDNA を定量した。13C 画分の微生物叢解析
を PCR-DGGE により行ない、13C 画分に特
異的な DNA を特定し、シークエンス解析で
微生物種を特定した。 
 次いで、SIP-D 法により蓮田土壌マイクロ
コズム内のアクティブな異化分解微生物の
探索を行なった。前述と同様に PCE 添加お
よび PCE 非添加のマイクロコズムを作成し
て 13C-フマル酸を添加し、同様の手順で分画
化を行なった。各画分の 16S rDNA 量を定量
し、13C-DNA 画分を特定後、PCR-DGGE に
より微生物叢の解析を行い、PCE 添加区の
13C 画分に特異的な微生物種を特定した。 
 
（3）微生物間相互作用の解明：分解微生物
ネットワークを解明するため、微生物相互間
の情報伝達物質である PQS に着目し、実験
を行った。PQS 非生産株に対して PQS を添
加し、その脱窒素活性をガスクロマトグラフ
により定量した。また、PQS の受容体の PqsR
を欠損させた株を用いて、PQS が PqsR を介
して脱窒を抑制するか調べた。プロモーター
活性は xylE 遺伝子をレポーターとして用い
た。脱窒関連酵素活性の測定は、ベンジルビ
オロゲンなどの人工電子供与体を用いて調
べた。硝酸呼吸活性の測定に関しては、
NADH を電子供与体として用いた。 
 
４．研究成果 
（1）石油汚染土壌を用いたマイクロコズム
を作成し、ベンゼンを好気的に分解する系を
確立した。ベンゼン好気分解マイクロコズム
について、分解過程をSIPによって解析した。
密度勾配超遠心分離により、13C-DNA の出現
が確認された。出現した 13C-DNA バンドを
回収し、DGGE で菌叢解析を行うことで、ベ
ンゼンを直接的に分解する役割を担ってい
る微生物の DNA を特定し、シークエンス解
析によって微生物種を明らかにすることが
出来た。本実験に用いたマイクロコズムでは、
ベンゼンの好気分解に新たな Pseudomonas属
細菌が深く関与していることが明らかとな
った。 
 
（2）揮発性有機塩素化合物の分解に関与す
る微生物の検討を行った。蓮田土壌を用いて、
嫌気的条件下で揮発性有機塩素化合物の
PCE を cis-ジクロロエチレンおよび trans-
ジクロロエチレンにまで分解する模擬汚染
マイクロコズムを確立した。 
確立した模擬汚染マイクロコズムについ

て、揮発性有機塩素化合物の同化的分解に係
わる微生物の調査を SIP 法により行った。模
擬汚染マイクロコズムに対し、SIP による分
解微生物の調査を行った結果、安定同位体標
識された微生物は出現せず、揮発性有機塩素



SIP-D法が異化的分解反応の解析に有効であ
ることが明らかとなった。 

化合物を同化的に分解する微生物は存在し
ない、あるいはマイナーである事を明らかに
するとともに、分解は異化的分解により進行
する事を明らかにした。 
この結果、揮発性有機塩素化合物分解微生

物群集を理解するためには、異化的分解微生
物の解析が必要となった。しかし、同化的分
解微生物群集解析におけるSIP法のような有
効な解析方法は、異化的分解微生物解析には
存在していなかった。そこで、安定同位体で
標識した生育炭素源を用いる新たな手法
Stable Isotope Probing for 
Disimilation(SIP-D)法を考案した（図１）。
まず、SIP-D 法が脱ハロゲン分解微生物の解
析手法として適切である事を証明するため、
既知脱ハロゲン分解微生物 Dehalococcoides 
ethenogenes 195 を含む分解複合系に SIP-D
を適用し、手法の有効性評価を行った。PCE
添加コンソーシアに 13C-フマル酸を添加した
系において、培養 24h 後に重い DNA の出現
が確認された。この重い DNA は、PCE 添加
コンソーシアに 12C-フマル酸添加系では出現
しなかったことから 13C-DNA であると考え
られた。PCE 非添加系では 13C-DNA の画分
と 13C 標識前の同密度画分について全バクテ
リア 16S rDNA に占める Dehalococcoides 
ethenogenes 195の 16S rDNAを算出した結
果、標識後に Dehalococcoides ethenogenes 
195 の 割 合 が 増 加 し て い た こ と か ら
13C-DNA の 出 現 に Dehalococcoides 
ethenogenes 195 が関与していることが確認
された。PCR-DGGE 解析により、13C-画分
に特異的なバクテリアを特定しシークエン
ス解析を行なったところ、Dehalococcoides 
ethenogenes 195 と一致した。複合系の中か
ら確実に本菌株を検出出来たことから、 

次いで、有効性の示された SIP-D 法を模擬
汚染マイクロコズムに適用し、脱ハロゲン分
解菌の解析を行った。密度勾配超遠心分離後、
分画化と 16D rDNA の定量により、PCE 添
加区のフマル酸添加後 24時間に 13C-DNAの
出現が確認された（図 2）。PCE 非添加系で
は 13C-DNA は出現せず、PCE の存在により
スティミュレートされた微生物が 13C-DNA
の出現に関与していると予想された。PCE 添
加区の 13C-DNA 画分を PCR-DGGE により
菌叢解析し、特異的な微生物 DNA の特定に
成功した。シークエンス解析により、
Dehalobacter sp. MS に相同性の高い細菌で
ある事が明らかになった。Dehalobacter 属細
菌は脱ハロゲン分解を唯一エネルギー源と
して生育する細菌として報告されている。
我々は、Dehalobacter sp. MS に相同性の高
い細菌が脱ハロゲン分解菌として蓮田土壌
マイクロコズムの中で分解の主役として働
くことを初めて明らかにすることが出来た。
SIP-D 法により特定された Dehalobacter 属
細菌は系統樹内で、これまでに培養法により
報告されてきた Dehalobacter 属細菌とクラ
スターの根元で分岐し、異なる枝を形成して
いた（図 3）。培養法により報告された 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１SIP-D 法 

 

 
 
 

 
 

図 2 13C-DNA の出現 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

1.46 1.56 1.66

密度（mg/μl）

D
N

A
量

の
M

ax
に

対
す

る
割

合

+PCE, 13C添加0h +PCE, 13C添加24h

-PCE, 13C添加0h -PCE, 13C添加24h

 
Dehalobacter 属細菌は 1 つのクラスターに
集中しており、培養されやすいクラスターの
Dehalobacter 属細菌のみがこれまでにクロ
ーズアップされていた可能性がある。SIP-D
法は培養法を介していないため、分解微生物
群集の解析において培養法のバイアスを受
けることなく、難培養性微生物の解析に有効
であることが示唆された。 
 異化的分解として、ダイオキシン類の脱

ハロゲン分解、芳香族炭化水素の分解初期に
起きる開環反応など数多く存在している。汚
染物質の分解に異化的分解は様々な局面で
係わっており、SIP-D 法はそれに係わる微生 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 脱ハロゲン分解菌系統樹 
物を明らかにするためのツールとして有効
であると考えられる。 
 
（3）さらに、分解は複合系で行われること
から微生物間の相互作用の解明も行い、その
観察法及び細胞間コミュニケーション物質
による相互作用を明らかにした。 

P. aeruginosa が生産する微生物間細胞伝
達物質の一種が自身の脱窒活性を抑制する
ことを見出した（図 4）。ガスクロなどによっ
て窒素酸化物の生産を定量した他、各脱窒関
連酵素の酸素活性を測定した。その結果、
PQS はその受容体を介さずに、酵素活性に影
響を与えることが示された。この結果は、
PQS 受容体を保持しない細菌種に対しても
PQS が作用する事を示唆しており、微生物間
の相互作用においてその役割の解明が期待
される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図 4 PQS の脱窒抑制機構 
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