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「微生物を活用する汚染土壌修復の基盤研究」

１．研究実施の概要

　微生物を活用してトリクロロエチレン（TCE）、テトラクロロエチレン（PCE）、

トリクロロエタン（TCA）、PCB、有機及び無機水銀化合物等で汚染した土壌を修復

するバイオレメディエーション技術の確立を目的として研究を実施した。分解微生

物の探索を行い、分解能を有する新たな種々の微生物を発見すると共に、組換え技

術を用いて機能を強化した微生物を創生した。これらの微生物の分解機構及び分解

酵素遺伝子を解析すると共に、分解微生物の生態系への影響を調べ、バイオレメディ

エーション技術が有効であることを明らかにした。今後は、本技術の実用化を目指

しパイロットスケールでの浄化効果を検討する。

２．研究実施内容

　世界各地で問題となっているＴＣＥ、ＰＣＥ、ＴＣＡ及びＰＣＢ等の有機塩素化

合物並びに水銀等の重金属による土壌汚染を、微生物を用いて修復するバイオレメ

ディエーション技術の実用に際しての重要な課題である、微生物の修復機能の向上

化と修復技術の安全性評価手法の開発研究を行った。これらの問題を解決するため

　�分解能強化微生物の開発　�土壌中における微生物の挙動解析　�微生物セン

サー機能を活用する有害物質モニタリング手法の開発　�分子生態学的手法を用い

る生態影響評価システムの開発　�土壌・地下水シミュレータおよび現場における

修復技術の適応性の５課題について検討した。

�　分解能強化微生物の開発

　ＴＣＥ、ＰＣＥ、ＴＣＡ、トリクロロ酢酸、ＰＣＢ及び水銀化合物を分解する

各種の微生物を単離・同定すると共に分解機構及び分解酵素の諸性質を調べた。

好気的ＴＣＡ分解菌Mycobacterium sp .　ＴＡ２７株は、エタン、プロパン及びブタ

ノールを炭素源として増殖し、種々の有機塩素化合物を分解でき、特にブタノー

ルで培養したときに高いＴＣＥ分解活性を示した。分解酵素は、ヒドロキシラー

ゼとリダクターゼからなるマルチコンポーネントの新しい種類の酵素であった。

嫌気的ＰＣＥ分解菌Ｙ５１株は、16SrRNA解析よりDesufitobacterium属類縁菌と考

えられた。本菌は、100mg/lのPCEを数時間で完全にジクロロエチレンに分解でき
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た。好気的トリクロロ酢酸分解菌ＳＳ－１株は、Pseudomonas属の細菌であり、

100mg/lのトリクロロ酢酸を９日間でほぼ完全に分解した。水俣湾海水及び底質よ

り４５株の水銀耐性細菌を分離した。特に強い水銀耐性を示したＭ－１株は、塩化

第二水銀、塩化メチル水銀、塩化エチル水銀、酢酸フェニール水銀、パラクロロ

安息香酸水銀、およびフルオレッセイン酢酸水銀等の各種の水銀化合物を分解で

きた。水銀還元酵素及びその遺伝学的特性を調べた結果、従来の菌とＮ末端にお

いて相違が認められた。自然界には有害物質を分解できる多くの未知の微生物が

存在していることが示唆された。

�　土壌中における微生物の挙動解析

　汚染環境中に導入された微生物の安全性の評価項目として、環境中における生

残・増殖性は重要である。それゆえ、培養を必要とせずかつ短期間で検出が可能

な導入微生物の検出法を検討した。ＴＣＥ分解能を有するメタン資化性菌 

Methylocystis sp . M（Ｍ株）のメタンモノオキシゲナーゼ遺伝子の特異的な部分を

PCR法で増幅し、Ｍ株を特異的に検出する手法を開発した。ＰＣＲ法は地下水中

のフミン物質により妨害され感度が低下するため、フィルター洗浄法を開発する

ことにより、反応液中に５細胞までの検出が可能となった。従来の計数法では１ヶ

月を要したものが数時間で計数が可能となった。また土壌中のＭ株の検出法を目

的として抗体を用いる検出法を試みた結果、103cells/ml以上の濃度で検出が可能と

なった。さらに、Mycobacterium sp .　ＴＡ２７株についても。16SrRNA遺伝子の特

異的な部分を検索し、ＰＣＲ法による検出が可能となった。ＰＣＲ法を活用する

計数法により微生物の挙動解析が可能となった。

�　微生物センサー機能を活用する有害物質モニタリング手法の開発

　バイオレメディエーションによる有害代謝生産物の生成の有無を明らかにする

ため、運動性を有する微生物のセンサー機能に着目し、迅速高感度毒性試験法の

開発を試みた。Pseudomonas aeruginosa ＰＡＯ１株は、ＴＣＥ、ＰＣＥ、クロロ

ホルムを忌避物質として認識すること、さらにこれらの物質に対する閾値は、

０.１５、3、10ｍＭであることが判明した。また、緑色蛍光を発する大腸菌を用い

て、化学物質対する細菌の挙動を簡便に計測できる蛍光プレートリーダ法を開発

した。運動性細菌を活用する迅速簡便有害性試験法を確立することができた。

�　分子生態学的手法を用いる生態影響評価システムの開発

　バイオレメディエーション技術の土壌生態系への影響を評価するため、微生物

生態系に着目し、生態系の保全に関与する微生物のポピュレーションダイナミッ

クスによる生態系影響評価法を検討した。アンモニア酸化細菌、亜硝酸酸化細菌、

メタノール資化性菌、メタン酸化細菌、タンパク質分解細菌、脱窒菌を簡便で再

現性よく計数できるマイクロプレートＭＰＮ法を開発した。本手法を用いてＴＣ
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Ｅの微生物相への影響を調べた。ＴＣＥが100mg/l以上で微生物相への影響が認め

られたが、ＴＣＥの除去により微生物相は元の状態に戻ることが確認された。　

�　土壌・地下水シミュレータおよび現場における修復技術の適応性の評価

　ステンレス製カラムからなるモデル土壌・地下水系を作成し、ＴＣＥ汚染地下

水を通水し、Ｍ株の浄化能を調べた。Ｍ株は、メタン、酸素、窒素、リン添加に

より土壌・地下水中で増殖できること、Ｍ株の添加量の増大に伴い、ＴＣＥの除

去率が向上すること、メタン濃度が浄化能に大きく関与していることが明かと

なった。大型土壌シュミュレータを用いて、水不飽和帯土壌におけるＭ株のＴＣ

Ｅ除去効果を調べた。ＴＣＥ１mg/lの汚染土壌へＭ株を添加すると、数時間で浄

化されることが判明した。Ｍ株の有効性が確認された。

　水銀還元酵素遺伝子群（merオペロン）を組み込んだ組換え細菌Pseudomonas　

putidaを用いて、バイオリアクターによる土壌スラリー中からの水銀除去条件を

検討した。チオール及び塩化ナトリウムの添加により７０％の水銀が除去された。

塩化ナトリウム溶液を用いる繰り返し洗浄により、９０％以上の除去が可能となっ

た。組換え微生物を用いる汚染土壌の浄化の有効性が確認された。
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