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研究成果の概要（和文）：除草剤２,４-Ｄおよび２,４,５-Ｔに高度に汚染された経歴を持
つベトナム土壌の分解菌群集は遺伝的にも地理的にも多様であった。土壌中の分解菌を含む
微生物群集の挙動を培養法と非培養法で調べ、両方法の重要性を明らかにした。微小な土壌
粒子からはその形状によっても異なる多様な微生物群集が集積され、土壌の微小環境には従
来の方法では集積されなかった多様な分解菌が生息することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Herbicide 2,4-D- and 2,4,5-T-degrading bacteria were 
genetically and geographically diverse in Vietnamese soils which have a history of 
heavy pollution of these chemicals. Microbial community structures in the soils were 
examined by culture-dependent and independent methods and showed importance of both 
approaches. Diverse microbial communities were observed among soil particles 
indicating novel degraders may present in the soil microenvironments. 
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１．研究開始当初の背景 

生態系における分解者として微生物は重
要な役割を果たしており、地球上の物質循
環のためにはなくてはならないものであ
る。その分解能力は広範囲に及び、微生物
は天然由来の化学物質に限らず、人間が新
たに作り出した多くの非生体物質をも分
解できることが知られ、様々な人工化学物

質にさらされた自然環境の保全に大きく
寄与している。しかしながら、中には微生
物によって分解が困難な化学物質も存在
し、それらは結果として環境中に長期間残
留するため、生態系に悪影響を及ぼすこと
が懸念されている。このような問題を解決
するための方法の一つとして、難分解性の
人工化学物質を分解できる微生物を探
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索・利用することが試みられている。これ
までにも多数の分解菌が報告されている
が、それらのほとんどは汚染された環境試
料を用いた集積培養により単離されてい
る。しかし、この方法では、用いた集積条
件において優占したものだけを単離する
ことになり、結果として単離された分解菌
以外の分解菌がいても優占しないものは
単離されず、また、集積過程における分解
菌群集の動態も把握することができない。
一方、人工化学物質を分解できる微生物を
利用して環境修復を行う場合に、汚染環境
に生息している土着の分解菌を活用した
り、非土着の分解菌を導入して利用したり
するいずれの場合においても、その場にお
ける分解菌群集の動態を把握することは、
その動態に影響する環境因子や分解菌の
生理・生態学的性質との関係さらには分解
菌個体群間の相互作用を解明するために
必要であり、微生物を利用した環境修復を
有効にするための科学的根拠を提供する。 
 人工化合物の分解菌としては、除草剤２,
４-Ｄの分解菌が最も研究されており、こ
れまで世界各地で単離された分解菌の進
化系統学的および分解酵素の生理学的性
質の違いから、それらは３つのグループに
分類されている。これまでのほとんどの研
究は単離された分解菌に関するものであ
り、環境中の動態についても個々の分解菌
に関するものであり、分解菌群集に着目し
たものはほとんどない。 
 一方、微生物の生息場所としての土壌環
境を考えるとき、その構成成分や構造の不
均一性のために多様な微小環境が存在し
ている。また、人工化合物の分解菌のよう
に特定の機能を持った微生物群集を考え
る場合にも、それぞれの個体群の分布は不
均一であることが予想される。分解菌群集
の土壌中での相互作用を研究対象にする
場合には、これらの不均一性について考慮
する必要がある。 
 
２．研究の目的 

本研究では、土壌に２,４-Ｄを添加した後
の２,４-Ｄ分解菌群集の挙動に着目し、土
壌環境と分解菌群集の分布の不均一性を
考慮して、２,４-Ｄ分解菌の集積過程にお
ける分解菌群集構造とそれに影響する生
物学的および物理化学的要因の解明を目
的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)土壌における２,４-Ｄ分解菌の多様性
の解明 
これまでに２,４-Ｄで汚染された経歴を
持つベトナムの中南部の８箇所および汚
染歴のない北部の２箇所方土壌を採取し、

その土壌けんだく液に２,４-Ｄを１００
ｐｐｍとなるように添加し、２５℃の暗所
で好気的に培養した。経時的に土壌けんだ
く液の一部をサンプリングして２,４-Ｄ
の濃度を測定し、分解が確認できたときに
は再度２,４-Ｄを１００ｐｐｍとなるよ
うに添加し引き続き培養した。１および２
回目の分解時に土壌けんだく液の一部を
取り、２,４-Ｄを唯一の炭素源とした無機
塩寒天培地を用いた希釈平板法により細
菌を分離した。出現したコロニーのすべて
について２,４-Ｄおよび２,４,５-Ｔの分
解能をそれらを１００ｐｐｍで含む無機
塩液体培地で調べた。 
得られたすべての分解菌からＤＮＡを

抽出し、１６ＳｒＤＮＡ遺伝子および２,
４-Ｄ分解に関与するｔｆｄＡ、ｔｆｄＢ，
ｔｆｔＡ、ｔｆｔＣ、ｃａｄＡ遺伝子をＰ
ＣＲで増幅し、それらの塩基配列から分解
菌および分解遺伝子の多様性を調べた。 
 
(2)２,４-Ｄ分解菌の集積過程における分
解菌群集構造の動態の解明 
(1)の実験で、土壌けんだく液に２,４-Ｄ
を１００ｐｐｍとなるように添加、培養し、
細菌の分離のために採取した土壌けんだ
く液の一部を用いて、土壌ＤＮＡ抽出キッ
トＩＳＯＩＬによりＤＮＡを抽出した。こ
れを鋳型として、１６ＳｒＤＮＡ遺伝子を
対象に、ＧＣクランプ付ユニバーサルプラ
イマーでＰＣＲ増幅し、ＤＧＧＥ（変性剤
濃度勾配ゲル電気泳動）により、土壌けん
だく液中の細菌群集構造を調べた。 
 ２,４-Ｄの添加により出現した主要な
ＤＧＧＥバンドの塩基配列を決定し、デー
タベース検索により最近縁種を決定する
とともに、(1)の実験で単離した２,４-Ｄ
分解菌から抽出したＤＮＡについても同
時にＤＧＧＥを行い、土壌けんだく液由来
のバンドとの対応を行なった。 
 
(3)土壌の微小環境が分解菌の集積過程に
おける群集構造の動態に及ぼす影響の解
明 
(1)(2)の実験で、多様な分解菌の存在が確
認された土壌を用いた。直径約１.０ｍｍ
の団粒状粒子と直径１.６～２.０ｍｍの
鉱物状粒子のそれぞれ一粒ずつを９６穴
マイクロプレートに取り、また、土壌２０
０ｍｇを２４穴マイクロプレートの各ウ
ェルに入れ、２,４-Ｄの濃度が１００ｐｐ
ｍの無機塩液体培地をそれぞれ２００μ
ｌおよび１.５ｍｌ添加し、２５℃の暗所
で静置培養した。土壌粒子の大きさは、お
よそ半数のウェルで２,４-Ｄが分解する
よう設定した。 
培養液中の２,４-Ｄの分解を吸光度の測



 

 

定により判定し、２,４-Ｄが分解した個々
のウェルからＩＳＯＩＬによりＤＮＡを
抽出し、１６ＳｒＤＮＡ－ＰＣＲ－ＤＧＧ
Ｅ法を用いて微生物群集構造を調べた。そ
れぞれのＤＧＧＥのバンドパターンから
微生物群集構造を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)土壌における２,４-Ｄ分解菌の多様性
の解明 
１０種類の土壌から３５３株の分解菌が
でき、３つの主要なグループBurkholderia
 (４３％)、Sphingomonas (４０％)、 
Ralstonia (１５％)と２つの尐数のグル
ープ Bradyrhizobium (０.８％)、Nocardi
oides (０.３％)からなることを明らかに
した。Burkholderia に属する分解菌はベ
トナムの中部および南部で単離されたの
に対し、Ralstonia に属する分解菌は北部
でのみ単離された。また、Sphingomonas 
に属する分解菌はベトナムの全土で単離
され、それらは地理的に特徴ある分布を示
した。さらに、一つの土壌中に複数種の分
解菌が共存しる場合や、同じ分解菌が多数
の土壌から単離される場合があった。２,
４,５-Ｔの分解菌は全体の６５％で、すべ
ての土壌から単離された。ｔｆｄＡは 
Sphingomonas を除くすべての分解菌に、
ｔｆｄＢはすべての分解菌に，ｔｆｔＡは 
S p h i n g o m o n a s、 B u r k h o l d e r i a、 
Bradyrhizobium に属する分解菌に、 
ｔｆｔＣはBurkholderia のみで検出され
た。 
 以上の結果は２,４-Ｄおよび２,４,５-
Ｔの分解菌群集はベトナム全土に生息し、
遺伝的にも地理的にも多様であることを
示している。このような分解菌の多様性
はこれまでに報告されたことがなく、土
壌がこれらの除草剤に高度に汚染された
経歴を持つことが原因であると示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2)２,４-Ｄ分解菌の集積過程における
分解菌群集構造の動態の解明 
土壌けんだく液から直接ＤＮＡを抽出して、
１６ＳｒＤＮＡ－ＰＣＲ－ＤＧＧＥ法によ
り微生物の群集構造を解析した結果、単離
した分解菌のバンドが優占していた場合が
多かったが、同じ土壌から単離された複数
種の分解菌の中には優占するものとしない
ものがあった。また、それらの群集構造は
培養に伴い遷移していた。単離した分解菌
以外でバンドが優占した微生物の単離を試
みた結果、Ｆｒａｔｅｕｒｉａ ｓｐ．に
近縁な細菌が単離できたが、この菌は２,
４-Ｄおよび２,４,５-Ｔのいずれも分解で
きなかった。 
 土壌中の分解菌を含む微生物群集の挙動
を非培養法により把握することができた結
果、分解菌でも優占する菌としない菌がい
ること、分解菌でなくても優占する菌がい
ることが分かり、さらに、それらの一部に
ついては単離することができたので、今後、
これらの菌を用いることにより、土壌中に
おけるそれらの相互作用や環境因子の影響
を調べることが可能となる。また、土壌中
の分解菌の群集構造を調べるときには培養
法と非培養法のいずれの手法も重要である
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VN1, 2

VN4

VN5

VN3

VN6-10

VN1, 2

VN4

VN5

VN3

VN6-10

Ralstonia sp.

Sphingomonas sp.

Burkholderia sp.

Bradyrhizobium sp.

Nocardioides sp.

ベトナム土壌の 2,4-D・2,4,5-T分解菌と分解遺伝子の多様性

2,4-D 2,4,5-T tfdA tftA

Ralstonia sp. ● × ● ×

Sphingomonas sp. ● ● × ● ×

Burkholderia sp. ● × ● × ●

Burkholderia sp. ● ● ● ● ●

Burkholderia sp. ● ● ● × ×

Bradyrhizobium sp. ● ● ● ● ×

Nocardioides sp. ● × ● × ×

tftCtfdB

●

●

●

●

●

●

●

×

VN1, 2

VN4

VN5

VN3

VN6-10

VN1, 2

VN4

VN5

VN3

VN6-10

Ralstonia sp.

Sphingomonas sp.

Burkholderia sp.

Bradyrhizobium sp.

Nocardioides sp.

ベトナム土壌の 2,4-D・2,4,5-T分解菌と分解遺伝子の多様性

2,4-D 2,4,5-T tfdA tftA

Ralstonia sp. ● × ● ×

Sphingomonas sp. ● ● × ● ×

Burkholderia sp. ● × ● × ●

Burkholderia sp. ● ● ● ● ●

Burkholderia sp. ● ● ● × ×

Bradyrhizobium sp. ● ● ● ● ×

Nocardioides sp. ● × ● × ×

tftCtfdB

●

●

●

●

●

●

●

×

0.1

Bacillus subtilis B432 [DQ523502 ]

116-VN10-1W

Nocardioides dubius KSL-104 [AY928902]

M5-VN4-5W

M4-VN1-10W

M5-VN5-4W

52-VN6-1W

99-VN2-1W

Sphingomonas chungbukensis VM0440 [AY151392]

M37-VN10-2W

Sphingomonas agestis MP24 [DQ374100]

M30-VN10-1W

Sphingomonas herbicidovorans FA3g [AY544996]

M41-VN10-2W

Sphingomonas paucimobilis Sg6 [AY367016]

M60-VN10-2W

Sphingomonas yabuuchiae GTC868 [AB071955]

M75-VN10-2W

Bradyrhizobium elkanii SEMIA 695 [AY904735]

3-VN9-1W

M1-VN1-7W

M10-VN2-1W

Ralstonia taiwanensis LMG 19424 [AF300324]

10-VN1-1W

Ralstonia eutropha JMP134 [AF139729]

Burkholderia glathei Hg11 [AY154374]

77-VN7-2W

70-VN5-1W

27-VN4-2W

M38-VN3-2W

M22-VN8-1W

36-VN9-2W

Burkholderia cepacia AC1100 [AY435213 ]

59-VN4-1W

Burkholderia kururiensis KP23T [AB024310]

64-VN9-2W

M26-VN8-1W

47-VN3-1W

51-VN6-1W

58-VN7-1W

M27-VN8-1W

Burkholderia sacchari IPT101T [AF263278]

124-VN3-1W

62-VN9-1W

M3-VN6-5W

M36-VN10-2W

M10-VN8-1W

51-VN3-2W

Burkholderia sp. JS150 [AF262932]

M1-VN7-4W

S(I)

S(II)

S(III)

S(IV)

S(V)

R(I)

R(II)

B(I)

B(III)

B(IV)

B(V)

B(II)

Bradyrhizobium sp. RD5-C2 [AB035489 ]

0.1

Bacillus subtilis B432 [DQ523502 ]

116-VN10-1W

Nocardioides dubius KSL-104 [AY928902]

M5-VN4-5W

M4-VN1-10W

M5-VN5-4W

52-VN6-1W

99-VN2-1W

Sphingomonas chungbukensis VM0440 [AY151392]

M37-VN10-2W

Sphingomonas agestis MP24 [DQ374100]

M30-VN10-1W

Sphingomonas herbicidovorans FA3g [AY544996]

M41-VN10-2W

Sphingomonas paucimobilis Sg6 [AY367016]

M60-VN10-2W

Sphingomonas yabuuchiae GTC868 [AB071955]

M75-VN10-2W

Bradyrhizobium elkanii SEMIA 695 [AY904735]

3-VN9-1W

M1-VN1-7W

M10-VN2-1W

Ralstonia taiwanensis LMG 19424 [AF300324]

10-VN1-1W

Ralstonia eutropha JMP134 [AF139729]

Burkholderia glathei Hg11 [AY154374]

77-VN7-2W

70-VN5-1W

27-VN4-2W

M38-VN3-2W

M22-VN8-1W

36-VN9-2W

Burkholderia cepacia AC1100 [AY435213 ]

59-VN4-1W

Burkholderia kururiensis KP23T [AB024310]Burkholderia kururiensis KP23T [AB024310]

64-VN9-2W

M26-VN8-1W

47-VN3-1W

64-VN9-2W

M26-VN8-1W

47-VN3-1W

51-VN6-1W

58-VN7-1W

M27-VN8-1W

Burkholderia sacchari IPT101T [AF263278]Burkholderia sacchari IPT101T [AF263278]

124-VN3-1W

62-VN9-1W

124-VN3-1W

62-VN9-1W

M3-VN6-5W

M36-VN10-2W

M10-VN8-1W

51-VN3-2W

Burkholderia sp. JS150 [AF262932]

M1-VN7-4W

S(I)

S(II)

S(III)

S(IV)

S(V)

R(I)

R(II)

B(I)

B(III)

B(IV)

B(V)

B(II)

Bradyrhizobium sp. RD5-C2 [AB035489 ]

ベトナム土壌から単離された2,4-D・2,4,5-T分解菌の16S rDNA

Sphingomonas (132)

Burkholderia (153)

Ralstonia (91)

Bradyrhizobium (3)

Nocardioides (1)

●

●
●
●
●

●

●

●
● 2,4,5-T 分解菌

0.1

Bacillus subtilis B432 [DQ523502 ]

116-VN10-1W

Nocardioides dubius KSL-104 [AY928902]

M5-VN4-5W

M4-VN1-10W

M5-VN5-4W

52-VN6-1W

99-VN2-1W

Sphingomonas chungbukensis VM0440 [AY151392]

M37-VN10-2W

Sphingomonas agestis MP24 [DQ374100]

M30-VN10-1W

Sphingomonas herbicidovorans FA3g [AY544996]

M41-VN10-2W

Sphingomonas paucimobilis Sg6 [AY367016]

M60-VN10-2W

Sphingomonas yabuuchiae GTC868 [AB071955]

M75-VN10-2W

Bradyrhizobium elkanii SEMIA 695 [AY904735]

3-VN9-1W

M1-VN1-7W

M10-VN2-1W

Ralstonia taiwanensis LMG 19424 [AF300324]

10-VN1-1W

Ralstonia eutropha JMP134 [AF139729]

Burkholderia glathei Hg11 [AY154374]

77-VN7-2W

70-VN5-1W

27-VN4-2W

M38-VN3-2W

M22-VN8-1W

36-VN9-2W

Burkholderia cepacia AC1100 [AY435213 ]

59-VN4-1W

Burkholderia kururiensis KP23T [AB024310]
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58-VN7-1W
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M1-VN7-4W

S(I)

S(II)

S(III)

S(IV)

S(V)

R(I)

R(II)

B(I)

B(III)

B(IV)

B(V)

B(II)

Bradyrhizobium sp. RD5-C2 [AB035489 ]

0.1

Bacillus subtilis B432 [DQ523502 ]

116-VN10-1W
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99-VN2-1W
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M30-VN10-1W
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M41-VN10-2W

Sphingomonas paucimobilis Sg6 [AY367016]

M60-VN10-2W

Sphingomonas yabuuchiae GTC868 [AB071955]

M75-VN10-2W
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M1-VN1-7W
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ベトナム土壌から単離された2,4-D・2,4,5-T分解菌の16S rDNA
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(3)土壌の微小環境が分解菌の集積過程に
おける群集構造の動態に及ぼす影響の解
明 
土壌粒子から集積培養したマイクロウェ
ルプレートの各ウェル内からは多様なＤ
ＧＧＥバンドが確認され、土壌粒子上には
多様な微生物が生存していることが明ら
かとなった。土壌２００ｍｇから集積培養
された微生物群集のＤＧＧＥバンドパタ
ーンは土壌粒子からのものと比較して一
様であり、各ウェル間での多様性は低かっ

た。団粒状と鉱物状の土壌粒子を比較する
と、団粒状粒子では鉱物状粒子の約半分の
大きさであってもほぼ同数のウェルで２,

４-Ｄが分解し、団粒状粒子にはより多くの
２,４-Ｄ分解菌が生息していることが示唆
された。２,４-Ｄ分解菌は細かな粒子が集
まった団粒内に多く存在しており、鉱物状
と団粒状との土壌粒子の表面積の違いが
分解菌の数に影響したと考えられた。また、
団粒内では多様な微小環境が形成されて
いるため多様な微生物が生息していると
一般的に考えられているが、ＤＧＧＥバン
ドパターンは鉱物状粒子の方が多様であ
った。これは団粒の内部は鉱物表面とは異
なり安定した環境が維持されているため
限られた菌のみが優占しやすいと考えら
れた。 
以上の結果から、土壌２００ｍｇを使用し

た場合には比較的均一な微生物群集が集積
されるのに対して、土壌粒子から集積培養し
た場合にはより多様な微生物群集が集積さ
れることが明らかとなった。また、土壌粒子
の形状によっても微生物群集構造が異なっ
た。これより、土壌粒子から集積培養を行う
ことで従来の方法では集積されなかった多
様な分解菌が優占し、分離できる可能性が示
唆された。 
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