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研究成果の概要（和文）：天然から単離した石油分解能を持つ木材腐朽菌を用いて、石油汚染土

壌の浄化法を開発するため、まず始めに数種の PAH（多環芳香属炭化水素）の生分解を行うと

ともに、その分解機構を解明した。そして、その結果を基に、PAH 汚染土壌の浄化法を明らか

にした。さらに、開発した PAH 汚染土壌浄化法を基に、分解菌を培養した培養物と油吸収材

を併用する原油(C 重油)汚染土壌の浄化法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Method for purification of crude oil (C heavy oil)-contaminated soil was tried 
to develop using a newly natural wood-rotting fungal isolate having ability for degradation of petroleum. 
For the first time, biodegradation of several kinds of PAH (polyaromatic hydrocarbon) with the fungus 
was conducted and found the degradation pathway of PAH by the fungus. On the basis of the results, the 
method for purification of PAH-contaminated soil was found by use of the fungus. And furthermore, on 
the basis of the developed method, the method for purification of crude oil (C heavy oil) –contaminated 
soil was developed by the combined use of the solid medium prepared from the fungus and a kind of oil 
absorber.   
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１．研究開始当初の背景 
  近年、石油精製施設や給油所などから漏れ

た石油(特に原油や重油)による土壌汚染が

大きな社会問題となっておりその対策が急

務とされている。しかし、石油汚染土壌問題

への対応の必要性が指摘されている 1)にもか

かわらず石油中の有害物質は対象外とされ

ている。しかしながら、これらを分解除去し

ないかぎり、何時までも土壌中に残留し続け、

農作物への悪影響や農作物を通じての人体

汚染並びに、地下水を汚染し周辺住民の健康

被害を発生させる。そのため、石油中の有害

物質を効率よく分解する微生物の単離及び、

それを用いた石油汚染土壌の効率的な浄化
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法の開発が強く望まれていた。  
 
２．研究の目的 
 本研究では、天然から石油分解菌を選抜す

るとともに、石油分解能を有する新規な木材

腐朽菌を用いて、(1)石油中の難分解性で有

毒な多環芳香族炭化水素(PAH)の分解機構及

び分解に関与する酵素の解明、(2)分解菌及

び分解菌から調製した製剤(微生物製剤、酵

素製剤)を用いた PAH 汚染土壌浄化法及び重

油汚染土壌浄化法の研究開発、さらに(3)原

油(C 重油)汚染土壌の新規で効率的な浄化法

を研究開発することである。また、(4)酸性

条件下だけでなく、塩基性条件下でも PAH を

分解できる菌の選抜も試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 石油分解菌の選抜 

愛媛大学農学部周辺から採取した土壌及

びキノコからフェナントレンおよびクリセ

ン寒天培地上で成育できる菌を選抜した。さ

らに、クリセン液体培地で分解菌を選抜した。

選抜した PAH 分解能の高い菌、S133 及び数種

の PAH 分解能の高い菌を研究に用いた。 
(2) PAH の液体分解 

Mineral salt broth(MSB)培地および Malt 

extract 培地で 3 種の PAH(フェナントレン、

クリセン、ベンゾ[a]ピレン)を分解した。ま

た、分解に及ぼす栄養源、撹拌等の影響も調

べた。分解率は GC/MS で定量し、分解生成物

は GC/MSにおける標品とのマススペクトル及

び保持時間との比較から同定した。また、培

養液中の酵素、マンガンペルオキシダーゼ

(MnP)2)、リグニンペルオキシダーゼ

(LiP)3)、ラッカーゼ(Lac)4)、カテコ

ール-1,2-および-2,3-ジオキシゲナ

ーゼ(1,2-Dioxy)5)、 (2,3-Dixoy)5)の

活性を調べた。 

(3) PAH 汚染土壌の浄化 

固体培地（分解菌を木粉と栄養源で培養）

を PAH 汚染土壌(PAH 濃度:1, 10ppm)に 10%加

えて処理した(25℃暗所下 0～30日間)。また、

栄養源、界面活性剤添加等の浄化への影響も

調べた。所定期間処理後、土壌試料をソック

スレー抽出(ジクロロメタン)した後、抽出液

をシリカゲルカラムで精製して、GC/MS で分

析・定量した。分解率は処理前後の PAH の濃

度から算出した。 

(4) 微生物製剤及び酵素製剤の調製 

 微生物生材は分解菌の培養液に担体(粒状

活性炭等)を加えて調製した。酵素製剤は培

養液からの粗酵素をゲル包括剤(アルギン

酸)で固定化して作製した。 

(5) 植物を用いた PAH 汚染土壌の浄化 

 PAH(クリセン)汚染土壌にエニシダ、ハギ、

ユーカリ、スーダングラスを植栽してビニー

ルハイス内で栽培（20～25℃、0～8週間）し

た。所定期間培養後、処理土壌をソックスレ

ー抽出した後、(3)と同様にして分析・定量

した。 

土壌中のペルオキシダーゼ活性 6)はグアイ

ヤコール酸化物(470 nm)から、デヒドロゲナ

ー ゼ 活 性 7) は TPF(Triphenyl formazan) 

(492 nm)の吸光度の変化から測定した。 

(6) 原油(C 重油)汚染土壌の浄化 

(2)と同様にして液体培養で原油(C 重油)

の分解を行った(25℃、120rpm、15、30 日間)。 

(3)と同様に作製した固体培地を原油(C 重

油)汚染土壌(濃度 1000～15000ppm)に加えて

処理した(0～60 日間)。所定期間培養後、(2)

と同様にして汚染土壌をソックスレー抽出

した。濃縮後、Chainneau ら 8)の方法により、

アルカン部、芳香族部、NSO 部、ASP 部に分

画した。その値から THC(Total hydro carbon)

を算出し、処理前後の THC の変化から分解率

を算出した。なお、汚染土壌を(2)の培養液

に加えてスラリー状での分解も行った。 

(7) 新規の石油分解菌のスクリーニング 

 (1)と同様にして、愛媛大学農学部周辺か

ら採取した土壌及び腐朽材から PAHs 分解

能の高い菌を選抜した。さらに、人工海水

(pH8.3)で調製した PAH 寒天培地上で成育

できる菌を選抜した。そして、最終的に海

水で調製した PAH 液体培地で PAH(クリセ

ン)分解速度の速い菌を選抜した。 

 

４．研究成果 
(1) 石油分解菌の選抜及び PAH の分解 

① 石油分解菌の選抜 

124種の試料から PAH(フェナントレンおよ

びクリセン)を含む Malt Extract 寒天培地上

で成育速度の速い菌を選抜した結果、S133 菌

を含む 7種の分解能の高い菌を単離した。 

② 分解菌による PAH の分解 

S133 菌は 3種の PAH、フェナ、ントレン 9)、

クリセン 9)(Fig.1)、ベンゾ[a]ピレン 9)をそ

れぞれ 24%、36%、30%分解（1mM、30 日培養）

した。培養時に界面活性剤及び攪拌を行うと、

分解率は約 1.5～2.5 倍増加した。また、分

解に関与する酵素は、ジオキシゲナーゼとリ

グニナーゼであることも見出した。バクテリ

アによる PAH分解にはジオキシゲナーゼが関

与している 10)といわれている。しかし、木材

腐朽菌の一種である S133 菌を用いた本研究 
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での PAH分解にはジオキシゲナーゼとリグニ

ナーゼが関与していることを見出した。その

ため、本研究で用いた分解菌の PAH 分解力は

バクテリアのそれよりも強いと考えられた。 

S133菌によるクリセンの分解経路を Fig.2

に示した 11)。代謝物の同定から、ジオキシゲ

ナーゼがクリセンに作用し、ジオキシ化合物

が生成した後、この化合物は酸化されクリセ

ンキノンを生成する。さらにジオキシゲナー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ゼとリグニナーゼが作用して、1-ヒドロキシ

-2-ナフタレン酸、サリチル酸、カテコール

を経てクリセンが分解されると考えられた。

また、フェナントレン 12)、ベンゾ[a]ピレン

も S133 菌による分解機構の解明から、ジオ

キシゲナーゼが作用した後、リグニナーゼと

ジオキシゲナーゼが作用してこれらの PAHを

分解していることを明らかにした。 

 

(2) PAH 汚染土壌の浄化法 

 クリセン及びベンゾ[a]ピレン汚染土壌浄 

化時に固体培地を加えて処理した場合、30 日 

処理で各々最高 82%、42%浄化できた。また、 

浄化時に栄養源、界面活性剤を添加すると、 

浄化率は約 1.5 倍増加した。結果の一部を 

Fig.3 に示した。これらの結果から、汚染土 

壌に固体培地、栄養源、界面活性剤を添加し 

て PAH 汚染土壌を浄化する PAH 汚染土壌浄化 

法を開発した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 製剤による PAH 汚染土壌の浄化 

① 微生物製剤によるPAH汚染土壌浄化 

石油分解菌を3種の担体に担持させて微生 

物製剤を調製した。その製剤の菌糸成長率お

よび土壌中での酵素活性から評価した。担体

(粒状活性炭)に石油分解菌を担持させた微

生物製剤が最も性能が良いことを見出した。 

この製剤を用いたPAH汚染土壌浄化結果の一 

部をFig.4に示した。栄養源がグルコースの 

場合に最大分解率59%を示した。数種の栄養 

源の混合添加では分解率は低下した。これは、 

多量の栄養源添加により、S133のPAH分解酵 

素産出が抑制されたためと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 酵素製剤による PAH 汚染土壌浄化 

S133 菌からの粗酵素をアルギン酸で固定

化して作製した酵素製剤を用いた PAH汚染土

壌浄化処理により、7，15 日処理で各々クリ

センを 21%、24％分解できた。この酵素製剤

処理では、浄化時間を短縮することはできた

が、浄化率が低かった。今後、製剤中の酵素

量を増やすことやマンガンイオンを土壌に

添加して酵素処理を行いなどさらなる浄化

条件検討が必要と考えられた。 

 以上から、製剤によるPAH汚染土壌浄化法

 

Fig.1 Effect of agitation and kind of 
surfactants on degradation of chrysene 
by S133. 
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Fig.2 Degradation pathway of chrysene by 
S133. 
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Fig.4 Degradation of chrysene in soil by 
microbial preparation with or without  

      addition of nutrients during treatment. 
Notes: A: no addition; B: glucose + shiitake-no
     sato; C: shiitake-no-sato; D: glucose.  
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を開発したが、浄化条件の検討による浄化率

の向上が今後の検討課題と考えられた。 

 

(4) 植物を用いた PAH 汚染土壌の浄化 

クリセンは、ハギ植栽土壌およびスーダン

グラス植栽土壌で8週間処理後それぞれ23％、

17％分解された（Fig.5）。土壌中のペルオキ

シダーゼ、デヒドロゲナーゼ活性の変化から、

植物の根から微生物を活性化させる物質が

放出され、これにより微生物がペルオキシダ

ーゼを産出して土壌中の PAHが分解されるこ

とが推察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上の結果から、植物を用いる PAH 汚染土

壌浄化法として、PAH 汚染土壌に石油分解能

のある植物を植栽して分解浄化する方法を

見出した。そして、この浄化時に土壌中のペ

ルオキシダーゼ、デヒドロゲナーゼ活性を高

める方法を検討すれば、植物により PAH 汚染

土壌は浄化できると考えられた。浄化能の高

い植物を見出すことが今後の課題である。 

 

(5) 原油(C 重油)汚染土壌の浄化 

① 分解菌による C重油の液体分解 
液体培養により高濃度の原油(C 重油)を分

解できることを見出した。しかし、添加濃度

が増加する程、分解率は低下した。 
② 分解菌による C 重油汚染土壌の浄化   

 高濃度の原油(C 重油)汚染土壌の浄化に

ついて検討した。結果の一部を Fig.6 に示し

た。石油分解菌により原油(C 重油)汚染土壌

が浄化できることを明らかにした。しかし、

その浄化率は 2 ヶ月処理で約 4 割であった。

また、空気導入により分解率はさらに 20%増

加した。これは分解菌が好気性菌のため、空

気導入により成育及び活性が増加したため

と考えられた。また、栄養源の添加により原

油(C 重油)汚染土壌の浄化率も増加した。栄

養源添加や空気導入等により分解菌の活性

を増加させれば、原油(C 重油)汚染土壌を浄

化できるものと考えられた。なお、市販油分 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
解剤による原油(C 重油)分解率は栄養源添加

のそれとほぼ同等であった。市販油分解剤は

バクテリア製剤であるため、飽和炭化水素は

分解できても、NSO やアスファルト部は分

解し難いものと思慮された。 
③ 高濃度 C重油汚染土壌浄化法の開発 
 天然繊維２および１の添加により、高濃度

の C重油汚染土壌を各々60%、93%浄化できる

ことを見出した（Fig.7）。これらの結果から、

C 重油汚染土壌浄化時に石油分解菌を培養し

た固体培地および天然繊維１を加えること

により、高濃度 C重油汚染土壌を効率よく浄

化できる方法を開発した。この方法をさらに

発展させていけば、実用的な原油汚染土壌の

浄化法も開発されるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

④ C 重油汚染土壌のスラリー状態での 
  浄化の試み 

Fig. 5 Phytoremediation of chrysene- 
contaminated soil by several plants. 

Fig. 6 Effects of sterilization of soil and 
 aeration on purification of crude oil  
(C-heavy oil)-contaminated soil by  
the selected fungus. 

Notes: A: Untreated, B: non sterilized soil, C: 
sterilized soil, D: aeration 

Fig.７Effect of addition of natural fibers on  
purification of crude oil (C-heavy oil) 
by the selected fungus. 

Notes: M: Natural fiber 1; N: Natural fiber 2; 
H: Wood Meal (30% addition); D: 
Aeration 
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スラリー状態での C重油汚染土壌の浄化を

試みたが、浄化は殆ど進まなかった。これは、

石油分解菌の成育に必要な空気が充分に供

給されなかったためと考えられた。 
 
(6) 新規の石油分解菌のスクリーング 

愛媛大学農学部周辺土壌および腐朽材(62

試料)から、フェナントレンおよびクリセン

培地上で成育できる菌 20 種を選抜した。さ

らに、それらの選抜菌から海水条件下で成育

できる菌７種を選抜した。そして、7 種につ

いて海水で調製した液体培地(pH=8.3)での

クリセン分解能力を調べた。その結果、１種

の菌(F092 菌)が最もクリセン分解能が高か

った。これらの結果から海水下でも成育でき

る PAH 分解菌として、F092 菌を単離した。 

 選抜菌によるクリセン分解時の代謝物を

調べた。その結果、1-ヒドロキシ-2-ナフタ

レン酸、カテコールが代謝物として同定され

た。F092 菌によるクリセン分解経路は 4.1.2

で示した S133菌のそれと同様と考えられた。

選抜菌による海水上での原油分解について

は今後の検討課題と考えられた。 
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