
The Japanese Geotechnical Society

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Geotechnlcal 　Soclety

論　　文

ダイオキシ ン類汚染土壌の嫌気性微生物を利用 した分解処理技術の 開発

Development　of 　the　Anaerobic　Bioremediation　Techniques　for　Soil　Contaminated　with 　Dioxins

畠 　 　 俊 郎 （はた と しろ う）

東京大学受託研究 員　水 環壙制 御 研 究 セ ソ タ ー

桑 野 玲 子 （くわ の れ い の

　　　  ⊥ 木 研 究 所 　主 任研究 員

栗 栖 　 太 （くりす ふ と し ）

東京大学 講師　水 環境制 御研究セ ン タ
ー

矢 木 修 身 〔や ぎ 謎 み ）

東京大学教授 　水環境制御研 究セ ン タ
ー

1． は じ め に

　平成 11年 に 公布され た ダ イ オキ シ ン 類対策特別措置

法で は，多塩素化 ジベ ン ゾ
ー
p
一
ジ オ キ シ ン （PCDDs ），

多塩 素化ジ ベ ン ゾフ ラ ン （PCDFs ）お よび コ プ ラ ナ
ー

PCB （Co −PCBs ）を ダイオ キ シ ソ 類 と定義 して い る 。

　ダ イオ キシ ン 類は，微量 で も非常に強い 毒性 を持 つ こ

とと と もに，生殖機能，甲状腺機能，およ び免疫機能 へ

の 影響 も疑 わ れ て い る。そ の た め ，ダ イ オ キ シ ン 類 に 汚

染さ れ た 土壌 の 対 策 で は汚 染 物 質の 拡散 を防 ぎつ つ 安 全

に処 理 す る と と もに ，作業員を 含め た住 民 の 健康確保 が

強く求め られて い る 。

　著者 らは，ダ イオ キ シ ン 類 に 汚染 さ れ た土 壌 を安 企 に

処理 す る技術 と して バ イ オ レ メ デ ィ エ
ー

シ ョ ン 技術 に 着

目 した。修 復工 法 とし て ，現位置微生物の 活性 を 高め る

こ とで分解 を促進 す る バ イオ ス テ ィ ミ ュ レー
シ ョ ン 技術

を選定 した 。 本論文 で は，提案す る修復工 法の 概要 を説

明 し，実汚染土を用 い て 行 っ た 室内評価試 験の 結果 か ら，

提 案 す る技 術 の 有効性 に つ い て 報告す る。

2． ダイオ キシ ン 類の 微生物分解

　ダ イ オキ シ ン 類を対象 とした 微生物分解で は，ジ オ キ

シ ゲナ
ー

ゼ に よ る好気的 酸化分解お よび 還元 的脱塩素反

応 に よ る低塩 素化が 知 られ て い る 。 ジ オ キ シ ゲ ナーゼ を

使 っ た 好気分 解は，高塩 素化ダ イオ キ シ ン 類の 分解が困

難 とされ る 。 還 元的脱塩素反応で は，高塩素化ダイオ キ

シ ン 類の 低塩素化 に伴 っ て，一
時的に 毒性の 高い 中間生

成物が 蓄積す る 可能性が 指摘 され て い る。本 件 で は，毒

性 等量 （TEQ 値） の 低 下 を 目的 と した 処 理 を 行 うた め，

毒性 等価係 数 （TEF ） を持 つ ダイ オ キ シ ン 類を低塩素

化で きる還元的脱塩素反応に 着 冖す る こ と と した。還尢

的脱塩素反応は ，t に ダ イオ キ シ ン 類 お よ び PCB 類 に

汚染 され た 湖沼や 河川 の 底泥 か ら得 られ た 複 合 微 生 物群

集 に よ り報告 さ れ て い る 1）
。 近年，ク ロ ロ ベ ン ゼ ン の 脱

塩素 化 細 菌 と し て 知 ら れ て い た Dehalococcoides　 sp ．

CBDB1 株 が PCDDs の 脱塩素化能を持 つ こ とが 報告 さ

れ た 2〕
。 CBDB1 株 の 脱塩素化速度 は 非常 に 遅 い が ，人

為的に 環境 を整 え る こ とで，脱塩素化を促進 す る こ とが

で きれ ば 現位 置 で 安 全 に処 理 す る効 果 が期 待 で き る。

図
一1　 修 復工 法 の

　 　 　 手 順

栄 養塩 供給 ソ ス ラ ム

3． 修復工法の概要
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図一2　 修復二1．法の 概念

　提案す る修 復 工 法 の 手 順を 図
一 1に ，修復 シ ス テム の

概念図を図
一2 に示 す。

　対策の 実施 に先 立 っ て ， ダイ オ キシ ン 類の 移動性 評 価

を行う。地
．
ド水位 が高 い ，も し くは透 水 係 数 が 高 い 等 に

よ りダイオ キ シ ン 類 の 移 動性 が高 く，人の 健康を害す る

可 能 性 が 高 い と判断 さ れ る 場合に は，事前に 拡散防止 対

策を実施す る。次 に，栄養塩 類 と炭素源 の 組み 含わせ に

関 す る分解評価試験 を行う。こ の際，ダ イオ キ シ ン 類濃

度の 推移 とともに，微生物群集解析 と分解微生 物 （De −

halococcoides　sp．　CBDB1 株） を 対象 と した 遺伝 子モ ニ

タ リ ン グ を実施す る。

　 こ れ に よ り，ダイ オキ シ ン 類の 還元的脱塩素反応 に適

した 条件が 整 っ て い る か どうか を⊥ 壌微生物 か ら精度良

く評価す る こ とが 囗∫能 とな る。そ の 後，評価試験 の 結果

を 踏ま え て 選定 した 栄養塩類 と炭素源 の組 み 合わ せ を 用

い て ，栄 養塩 供 給 シ ス テ ム に よ り地 盤内に 注入 す る こ と

で 浄化を 行 う 。 浄化 期間中は ， 土 壌 もしくは地下水の サ

ソ プル か ら DNA を抽 出し，微生物群集 と，分解微生物

を 遺伝
．
ゴ情報に 某 つ い て モ ニ タ リ ン グ す る。こ れ に よ り，

ダ イオ キ シ ン 類の 分 析 に 比 べ て 安 価 で，しか も短 時 間 に

対象地 盤を 評価す る こ とが 口∫能 とな る。
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表
一1　 試 験土の 物 性

項 目 単位 測 定 値 試験方法

ダイ オ キ シ ン 類

　　 濃度
Pg−TEQ1928000 一

7，4 土質 試験 法

　
一4．1水 素 イ オ ン 濃度

一」
（23．8℃ ）

含水率 ％ 27．3
土質 試 験 法

　
一4．1

強熱 咸量 ％ 4．3
一h質試 験法

　
．−4．1

酸化還 元電 位 mV 328
下水道試験法
一2．35 （1997）

表
一2　 試 験 区

一一覧

翁 30000
δ

畔28。 

匿

亟
憩

26000

八

る
24000

k22
    0

ヤF
黙

一
●
一
酢 酸

一〇 一
乳 酸

一
▽
一
糖蜜

試験区名 炭素源 炭素源濃度 培養 条件

1 酢酸 1000ppm30DC 　 120rpm

2 乳 酸 1000ppm30 ℃　120rpm

3 糖蜜 1000ppm30 ℃ 　 k20rpm

4．　 室内評価試験

　3．に 示 す 修復工 法の 適用に 先立 っ て ，室 内 評 価試験

に よ る効果 の確認 を 実施 した 。 ダ イ オ キ シ ン 類 に 汚染 さ

れ た サ イ トで採取 した 土壌サ ン プル を用 い ，栄養塩類 と

炭素源 に よ り構成 さ れ る培地 を添加 した培養バ ッ チ 試験

を 実 施 し た。土 壌 と培 地 そ れ ぞ れ 15g ず つ を 等量混合

し，バ イア ル 瓶中 に密栓した 条件 で 培養 を行 っ た 。 試 験

土 の 物性 を表
一 1 に ，試験区の 設 定 と培 養条件 を 表

一 2

に 示す。培養期 間 は 3 カ月 と し，1 カ月後 と 3 カ月後そ

れ ぞ れ の サ ン プル か ら DNA モ ニ タ リン グ用 に 2．Og 取

りわ け た 残 り全 量 か らの抽出に よ りダ イ オ キ シ ン 類濃度

を 求める こ と と した 。
DNA モ ニ タ リン グ試験 で は ，土

壌抽 出 DNA を も とに PCR −DGGE 法 に よ る微生物群集

解析 と，Dehalococcoides　sp ．　CBDB1 株 を特異的 に 検出

す る プラ イマ
ー

を 用い た PCR 法 に よ る検出 を 行 っ た。

0　　 1　　 2　　 3　　 4
　　経 過 月数 （月）

図一3　 ダ イオ キ シ ン 類 濃度 （TEQ 値）の推移
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図一4　 酢酸試験区の PCDDs 変化率

経過 月数 （月）

図一5　 士壌 pH の 推移

5．　 試験結果お よび考察

　5．1 ダ イオ キ シ ン類濃度 の推移

　試験期間中の TEQ 値の 推移 を 図
一3 に 示 す。1カ 月

後 に は，酢 酸 試験 区 に お い て 顕著な TEQ 値 の 低 ドが 確

認 さ れ た。3 カ月 後 で は ，乳酸試験区の 濃度低 下 は 認め

られ な か っ た が，酢 酸試験区 お よ び 糖蜜試験区 で 濃 度 低

下 が確認 さ れ た 。 濃度 低 下 が 確 認 され た 酢酸試験区 に お

け る，TEF 値 を持 つ PCDDs の 変化率 を 図
一 4 に 示 す。

高塩素化 ダ イ オ キ シ ン 類 の 低 塩 素 化 が 確 認 さ れ た 。

1，3，6，8 お よび 1，3，7，9−T ，CDD は 速 や か に 分 解 さ れ る も

の の ，最 も毒 性 の 高 い 2，3，7，8−T4CDD が 1 カ 月 後 に
一

時的 に 蓄 積 す る傾 向 が 示 さ れ た。3 カ 月 後に は 分 解 が進

ん で い る こ とか ら ，長 期 的 に は 2，3，7，8−T ，CDD の 蓄 積

を抑 え な が ら分解 が進 む と考 え ら れ る。

ヱ6

　5、2 土 壌 pH の 推移

　試験開始か ら 3 カ月間の 各試験区に お け る土壌pH の

推移 を 図
一 5に 示 す。試験開始 か ら 1 カ 月に かけ て pH

が上 昇 し，そ の 後 も pH ‘8．0付近で 安定 して 推移す る傾

向 が 示 され た。以 丘よ り，今回 用 い た 培地 は長期に わた

っ て土 壌 pH を維持す る 効果が確認 され た。

　5．3　微生物群 集構造 の推移

　DNA モ ニ タ リン グ用 に 採取 した 2．O　g の 土 壌か ら抽 出

し た DNA を 鋳 型 と し て ，ユ ニ バ ー
サ ル プ ラ イ マ

ー

（GC −341f，534r） を 用 い た 微生物群集解析 （PCR −

DGGE 法） を 実施 し た。解 析 結 果 を図
一 6 に示す。培

養試 験 開始 前 と比べ て ，検出さ れ るパ ン ドの 顕 著な増加

が 認 め られ る こ とか ら，土 壌微生物 の 増殖 が確認 され た。

　土 と基礎，52− 10 （561）
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図一6　 PCR −DGGE 法に よ る微 生物群集モ ニ タ リソ グ 結
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一

ア　 CBDB1 株 の モ ニ タ リ ソ グ結 果

1 カ月 後 と 3 カ 月後の 比較か ら，微 生 物相 の シ フ トが 確

認 され た。ダ イオ キ シン 類濃度の 低下が 認め られ な か っ

た 3 カ月 後 の 乳酸試験 区 は，酢酸 お よび糖蜜試験区 と

比 べ て 検 出 され るバ ン ド数 が少 な い こ とが確認 さ れ た。

こ の 原因に つ い て は 今後検討を進 め た い。

　5．4Deh αtococcoides　sp ．　CBDB1 株の推移

　DNA モ ニ タ リン グ用 に採取 した 2．Og の 十一壌 か ら抽出

し た DNA を 用 い て ，　 Dehalococcoides　sp ．　CBDB1 株 の

検出を行 っ た。検 出 に あた っ て は，ユ ニ バ ーサ ル プラ イ

マ ー （MI ，
　rP2 ） で 増幅 し た PCR 産物を 鋳型 と し ，

CBDB1 株 を 特 異 的 に 検 出 す る プ ラ イ マ ー
（DET730 ，

1350）に よ る Nested　PCR 法 を用 い た
2）。

　 1カ 月 後 の サ ン プル を用 い た 解析結果 を図
一 7に 示 す。

3 試験区の 中 で 最 も ダ イオ キ シ ソ 類濃度 が低下 した 酢酸

添 加 区 に お い て ，CBDB1 株を 特異 的 に検 出 す る プ ラ イ

マ
ーで検出で き る 菌が検出された。試験前土 壌 で は検出

さ れ て い ない こ とか ら，酢酸を添加 した条件 で培養 し た

こ とに よ っ て検 出可 能 な レベ ル ま で 増殖 した と考 え られ

る。CBDB1 株 が 検出 され て い な い 乳酸お よび 糖蜜試験

区 に おい て も ，
TEQ 濃度 の 低 下 が認 め られ て い る こ と

か ら，乳酸お よび 糖蜜試験 区 で は CBDB1 株 以 外の 微 生

物が 分解 に 寄与 して い る可能性 が 示 され た 。こ ち ら に つ

October．20e4
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い て は，さ らな る 研 究 が 必 要で あ る。

　5．5 考察

　以下，試験区毎 に考察す る こ と とす る。

　酢酸を 添加 した場合，ユカ月 で 3000pg−TEQ 〆g の 低

「が 認 め られ る と と も に，1）ehalococcoides 　sp ，　CBDB1

株 の 増殖 が確認 され た。以 上 よ り，酢酸 の 添 加 が ダ イオ

キ シ ン類 の分 解促進 に有効 で ある と考 え られ る 。

　乳酸 を 添加 し た 場 合，1 カ 月 か ら 3 カ 月 に か け て

TEQ 濃度の 低下を確認 す る こ とが で きな か っ た。微生

物群集構造解析 の 結 果 か ら，対象
一L壌内 に 生 育 す る微生

物種 の 多様性 が 減少 し て い る こ とが 確 認 され た 。こ の 原

因に つ い て は ， 今後検討を 進め たい 。

　糖蜜を 添加した場合 ， 3 カ月 か け て ゆ っ く り と分解 が

進む こ とが 確認 さ れ た。微生物群集構造 の 解析 か ら，3

カ月後の サ ン プル に お い て集 積 が進 ん で い る こ とが 確認

され て お り，共 代謝 な ど に よ り長 期 的 に ゆ っく り とし た

分解能力を維持 す る可能性 が示 さ れたと考 え られ る 。

6．　 ま　 と　め

　ダイオ キ シ ン 類 に 汚染 され た 土 壌 を対 象 と し，バ イ オ

ス テ ィ ミ ュ レー
シ ョ ン の 実施 に 先立 っ て 室 内試 験 に よ る

効果の 検証を行 っ た。本論文 の 主 要 な結論は 以下の とお

りで あ る。

　（D　ダイ オ キ シ ン 類 に 汚 染さ れ た．上壌 にす で に 生 息 し

　　　て い る微生物の 活性 を高 漣）る こ とで TEQ 濃度 を

　　　低下させ る効果が 得 られ る 。

　（2） 栄養塩類を 含む培地 に 炭素源 （酢酸，乳酸 お よび

　　　糖蜜） を1000ppm の 濃度で 添加す る こ と に よ り，

　　　3 カ 月 間 で 最人4000pg −TEQ ！g の 濃度低下 を確

　　　認す る こ とが で きた。

　（3〕 対象土壌 か ら抽出 した DNA を用 い て ，微生 物群

　　　集 の 推移 を モ ニ タ リン グするこ とで 土 壌微 生物の

　　　状 況 を評価 す る こ とが 可 能 とな る。

　  　栄養塩 類 を 含む培 地 に 酢酸 を 1000ppm の 濃度で

　　　添加 して 培養 す る こ とで，PCDDs の 脱塩素化能

　　　を 持 つ Dehalococcoides　sp ．　CBDB1 株 の 増殖 を 促

　　　進 す る効果 を確認 す る こ とがで きた。
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