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研究成果の概要： 
 テトラクロロエチレンおよび関連物質による土壌地下水汚染は、全体の汚染件数の約３７％

を占め、その汚染浄化が必要である。その方法として微生物学的浄化（バイオレメディエーシ

ョン）が効率的で経済的な手段であるが、汚染サイトに分解微生物が存在している必要がある。

そのため、分解微生物の網羅的検出方法（ＤＮＡマイクロアレイ法）を開発し、合わせて汚染

サイトの微生物相を分子生物学的方法で解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
テトラクロロエチレン（PCE）、トリクロロ
エチレン（TCE）、シス-1,2-ジクロロエチレ
ン（cDCE)による地下水・土壌汚染の箇所は
日本全体の地下水・土壌汚染の約 37％を占め
る（環境省 2000 年度）。各種の調査結果から
推定されている日本国内の地下水・土壌汚染
数は約 44 万箇所で、単純に計算すると 16 万
箇所が PCE,TCE,cDCE で汚染されているこ

とになる。この傾向は北アメリカやヨーロッ
パ で も 同 じ で あ り 、 そ の た め 、
PCE,TCE,cDCE 汚染サイトの修復基礎研究
や実際の修復事業が行われている。汚染され
ている区域が小規模の場合はたとえば、掘削
―熱処理や吸引―吸着などの物理化学的方
法で対処できる。しかし、汚染が広範囲に及
んでいる場合は現位置でのバイオレメディ
エーションを行うことになる。 
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 現位置バイオレメディエーションでは、汚
染サイトに除去対象物質の分解菌が存在す
るか否かで方法が 2 種類に分かれ、常在菌と
して分解菌が存在すればその分解菌を増殖
活性化させるために適切な栄養源を添加す
るバイオスティミュレーションを行うこと
になる。一方、存在しない場合は、あらたに
分解菌を添加しその増殖と活性化を図るた
めに添加する分解菌用の栄養源を加えるバ
イオオーギュメンテーションを行う。バイオ
オーギュメンテーションは、アメリカ合衆国
やヨーロッパでは盛んに利用されているが、
日本では、国の定める安全性指針に用いる微
生物が満足しないと利用できず、また、行政
や住民の微生物添加に対するアレルギーが
あり、容易ではない。日本国内での汚染サイ
トの修復にはしばらくはバイオスティミュ
レーションに頼らざるを得ない。 
 実際に汚染サイトにバイオスティミュレ
ーションを応用する際、通常は汚染サイトか
ら土壌や地下水を少量採取して各種栄養源
を添加して分解の可能性を調べるいわゆる
トリータビリティー試験を行い、バイオステ
ィミュレーションの適応可能性を検討する。
すなわちトリータビリティー試験で分解が
認められたら分解菌が存在していると判断
し、バイオスティミュレーションを汚染修復
方法として採用する。トリータビリティー試
験は合理的な方法であるが、いくつかの問題
点がある。それらは、①長期間かかること、
②対象物質の分解性は確認できるが分解最
終産物の同定や安全性の保証にはつながら
ないこと、③その間の微生物相の変遷は対象
とせず、いわゆる病原微生物の増殖は把握で
きないことなどである。 
 
２．研究の目的 
トリータビリティー試験の問題点として指
摘した①と③の課題の解決を行う。バイオス
ティミュレーションの適応可能性試験とし
て、トリータビリティー試験の前に PCE 分
解菌の存在を確かめるべきである。これまで
に開発してきた DNA マイクロアレイを強化
し、これまでにアレイに搭載していない他の
PCE 分解菌（6 種類）や 1,1,1,トリクロロエ
タン分解菌の検出システムを構築した。この
アレイでは、細菌の ITS 領域と 16SrDNA 領
域をプローブとし、競合ハイブリダイゼーシ
ョンにて擬陽性を排除する。定量化は
LATE(Linear-After-The-Exponential)-PCR
(Sanchez and Wangh, et al PNAS,2003)で
行った。 
 PCE 分解菌を網羅的に検出することはき
わめて大切であるが、PCE 分解に関与する同
種のデハロゲナーゼをかなり多くの PCE 分
解菌が保有することもだんだん明らかにな
ってきている。そこで、 Sufospirillum 

multivorans の PCE デハロゲナーゼ遺伝子
pceA、Dehalococcoides ethenogenes 195 の
tceAとClostridium bifermentans DPH-1が
保有する pceC も搭載した。 
 課題③に関しては、修復前、修復中、そし
て 修 復 後 の 優 占 微 生 物 相 を
DGGE(Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis)法と PCE 分解菌は DNA マ
イクロアレイを用いて追跡した。バイオステ
ィミュレーションでは、DNA マイクロアレ
イによる事前調査に基づいて存在する PCE
分解菌のみを増殖活性化することが理想的
である。そして、バイオスティミュレーショ
ンを実際のサイトに応用する場合は、行政と
住民の合意が不可欠である。すなわち、栄養
源を添加することによって病原菌が増殖す
ることを人は懸念する。日和見感染症原因菌
を含めた病原菌が増殖しないような栄養源
の開発とその確認が大切である。ここでは、
マイクロアレイによる事前調査で存在する
ことがわかっている PCE 分解菌の増殖培地
成分を添加し、修復中および修復後の土壌地
下水のPCE分解菌はDNAマイクロアレイで、
優占微生物は DGGE 法で追跡し、PCE およ
び関連物質の減少と関連付けて解析した。 
 
３．研究の方法 
サブテーマ① PCE分解菌検出用DNAマイ
クロアレイの強化 
 これまでにマイクロアレイに搭載してい
る PCE 等分解菌は、PCE 完全分解菌である
Dehalococcoides ethenogenes 195 株、PCE
を cDCE まで分解する Desulfitobacterium 
frappieri, Desulfitobacterium hafniense, 
Desulfitobacterium dehalogenans, 
Desulfitobacterium sp. strain PCE1, 
Desulfitobacterium frappieri TCE1, 
Desulfomonile tiedjei DCB-1,  
Desulfuromonas chloroethenica, 
Dehalobacter restrictus, Sufospirillum 
multivorans, Desulfomicrobium orvegicum
と Clostridium formicoaceticum, PCE を
TCEに脱塩素化するAcetobacterium woodii, 
Acetobacterium woodii, 好気性で cDCE を
完全分解する Rhodococcus sp. Sm-1, 
Rhodococcus rhodococcus, Xanthobacter 
flavus, 好気性で VC を完全分解する
Mycobacterium L1 の 18 種類である。 
 これらの細菌の検出用プローブの設計に
は、ITS 領域を使用し、基本ルールとして、
①40-mer で GC 50％、②センスプローブ、
③レスヘアピン構造、④ミスマッチはセンタ
ー部分でミスマッチの数として４以下、⑤
NCBI-BLAST でヒットしないこと、⑥AT も
しくは GC の連続は６塩基以下であることを
作成して競合ハイブリダイゼーションを行
うことで設計した。そして、定量化には



 

 

LATE-PCR を応用した。さらに、コスト低減
を 図 る た め 、 定 性 の 確 認 は Nissinbo 
CarboStation-U スライドグラスを用いて
UV 固定化で判断し、定量化の際のみ、プロ
ーブに修飾されたアミノ基が表面にコーテ
ィングされている活性エステルと共有結合
することによってきれいなスポットが得ら
れる TAKARA-Hubble スライドグラスを用
いた。 
 以上の方法を用いて、PCE 分解菌のライブ
ラリーを増強する。具体的には、PCE 分解菌
で最終産物が cDCE である、Clostridium 
bifermentans DPH-1, esulfitobacterium  
hafniense Y51, cDCE の完全分解菌である
Clostridium sp. KYT-1 と Clostridium sp. 
DC-1 である。 
 
サブテーマ② PCE デハロゲナーゼ遺伝子
検出用プローブの設計 
 DNA マイクロアレイ用のプローブ設計に
は、１）PRIMEROSE による TM と GC%の
チェック、２）表を用いる AAA、TTT、GGG、
CCC、の繰り返し配列のチェック、３）
LOCAL BLAST によるミスマッチの排除、
４）mFold によるヘアピンチェックと
Sequencher によるポジションチェックのス
テップで行ってきた。たとえば、500bpITS
領域から 3-5 種類のプローブを設計しようと
すれば、まず、460 種類の 40-mer プローブ
の候補を選び、PRIMEROSE にて 150 種類
に絞り、表から繰り返し配列を避けて 75 種
類を候補とする。その後、BLAST でミスマ
ッチを排除して 30 プローブに絞り、そして
mFold と Sequencher で最後の３－５種類を
選ぶことになり、設計するために必要な日数
は 1 週間から 1 ヶ月必要である。また、設計
者自身の判断にゆだねることが多いためミ
スもかなりあった。そこで、この時間の短縮
とプローブ設計の精度を高めるために、申請
者らは１）から５）のステップを包括するソ
フトウェアを開発した。これによって、100
遺伝子の検出プローブ設計（500-2500 プロ
ーブ）に要する日数は１－２日ですむことに
なった。 
 
 サブテーマ③ PCE汚染サイトのDGGE法に
よる微生物相解析  
 PCE 汚染サイト中の汚染されていない土壌
をレファレンスとする。汚染のホットスポッ
ト、比較的汚染濃度の低い箇所、これら３箇
所の地中 10ｍまでの１ｍごとの土壌ないし
地下水を試料とし、DGGE 法で微生物相解析を
行う。プライマーとしてはユーバクテリア用
のユニバーサルプライマーを用いる。DNA 抽
出は、キット（MO-BIO 製）を用いる。PCE 関
連物質の化学分析もあわせて行った。 
  

４．研究成果 
 ＰＣＥおよびその関連物質分解菌の網羅
的検出方法としてＤＮＡマイクロアレイを
作製して実際の汚染サイトに適応した。検出
対象細菌は、ＰＣＥを完全にエテンまで脱塩
素化する Dehaloccoides ethenogenes 195 は
じめＰＣＥ部分分解細菌２２株と２種類の
ＰＣＥデハロゲナーゼ遺伝子である。細菌検
出用アレイは、ＩＴＳ領域を用いてプローブ
を設計した。ハイブリダイゼーションは競合
ハイブリダイゼーションにて行い、必要に応
じて LATE-PＣR を応用した。検出限界は１０
コピーである。このＤＮＡマイクロアレイを
用いてＰＣＥ汚染サイト２２箇所、８７サン
プルを分析した結果、D. ethenogenes 195 は
１１汚染サイト１８サンプルから検出され
た。一番多く検出されたのはＰＣＥをＤＣＥ
に脱塩素化する Clostridium 
formicoaceticum で、１３汚染サイト２５サ
ンプルから検出された。 
 ＰＣＥ脱塩素化酵素遺伝子 pceA を検出す
るＤＮＡマイクロアレイの作成を行った。
pceA を検出するためのプルーブの設計は、
40mer と 30mer の２種類について行った。同
じ塩基または、A-T、G-C が５つ以上連続しな
いこと、プルーブが自己プライミングしない
こと、目的外の微生物野と相同性を持たない
こと、プローブ同士の配列が重複していない
ことなどの条件を設定し、非相同領域におけ
るミスマッチも考慮した。ターゲットの増幅
には１本鎖ＤＮＡを増幅できる LATE(linear 
After The Exponential)-PCR 法を用いた。Ｄ
ＮＡマイクロアレイでの検出限界試験を行
った結果、検出限界値は 10,000 コピーであ
ることが示された。シグナル強度は 40mer と
30mer のプローブで大差はなかった。pceA 遺
伝子を用いた TCE1 株と Y51 株の識別は、プ
ローブに対して 100%相同性のあるリファレ
ンスＤＮＡを用いる競合ハイブリダイゼー
ションによって区別できた。さらに、対象の
菌を混同した模擬土壌を用いて pceA 遺伝子
の検出の作動確認を行った。その結果、検出
限界はコピー数に換算して 600,000,000コピ
ーとなり、土壌中に含まれるフミン酸などの
有機物などが遺伝子増幅を阻害しているこ
とやターゲット以外の生物由来のＤＮＡの
影響などが考えられ、遺伝子抽出におけるバ
イアスの解除の必要性が示された。 
 あるサイトでのバイオレメディエーショ
ン前後の DGGE 解析では、、土壌地下水とも同
じ傾向を示し、栄養源注入後ＰＣＥ分解菌群
は飛躍的に増加した。特にＰＣＥをＤＣＥに
脱塩素化するSulfurospirillum multivorans, 
Desulfovibrio baculatus, Cl. 
formicoaceticum, Dehalobacter restricus
の増加が著しかった。また、ＤＧＧＥによる
汚染サイト微生物群集解析では特定の門に



 

 

属する微生物が栄養源注入で優占する傾向
が見られた。 
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