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Enrichment culture and microbial flora analysis of the tetrachloroethylene 
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土壌・地下水汚染の主要な原因物質であるクロロエテン類の除去法として、嫌
気性微生物による分解を利用したバイオレメディエーションが注目されてい
る。中でも、外部で培養した微生物を汚染土壌に添加するバイオオーグメンテー
ションは、高い浄化効果が期待される汚染除去法である。そこで本研究では、
安全で効率的にテトラクロロエチレン（PCE）を分解できる培養系の構築を目
的とし、PCE汚染土壌よりコンソーシアを採取して集積培養を行った。その
結果、PCEからシスジクロロエチレン（cis-DCE）への分解と、それに伴う
メタン発酵が見られた。メタン発酵阻害剤（BES）を加えて培養を行ったとこ
ろ、PCEの分解能に影響は見られなかったことから、PCEと BESを添加し
て集積培養を続けた。その結果、700 μMの PCEを cis-DCEへ 7日間という
短い期間で分解できる培養系が構築された。
更に、構築された培養系の菌叢解析を目的とし、コンソーシアより抽出したゲ
ノム DNAの 16S rRNA遺伝子解析を行った結果、11種類の菌が同定された。
同定された菌のうち Geobacterが持つ脱塩素化酵素遺伝子がゲノム DNA中に
存在していたため、real-time PCRによる定量を行ったところ、培養に伴い遺
伝子量が減少していることが示唆された。しかし培養系が持つクロロエテン類
分解能は変化しなかったため、Dehalobacterが分解に寄与していると考え検
証している。本発表においてはその現状も併せて報告する。
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Dehalococcoides属細菌は、有機塩素化合物を最終電子受容体とするエネル
ギー生産と共役した嫌気的代謝系を有する微生物の中で、唯一クロロエテン類
をエテンまで完全に脱塩素化する能力があり、バイオレメディエーションに
よる浄化において重要な役割を担っている。しかし、Dehalococcoides属細菌
は単離培養が困難であることから、その研究は余り進んでいない。これまで、
我々は、トリクロロエテンで汚染された地下水からシスジクロロエテンを完全
に脱塩素化する種々の細菌混合培養系を構築し、そのメタゲノムを次世代シー
ケンサー SOLiD 3で解析することで、新規 Dehalococcoides属細菌の存在と
その特徴を明らかにしてきた。本研究では、SOLiD 3に加え、5500 SOLiD、
Ion torrent PGM及び PacBio RSで得られたデータを用いて、混合培養系中の
Dehalococcoides属細菌のゲノム解析を行ったので、報告する。
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film on soil fungal flora
○Yuka Sameshima-Yamashita1,2, Takashi Watanabe1,3, Motoo Koitabashi1, 
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農業用マルチフィルム（マルチ）は、作物栽培過程で、保温、雑草防除などの
ために畑を被覆するフィルムである。現在普及が図られている生分解性マルチ
（生プラマルチ）は、畑土壌中に鋤き込むと土壌微生物に完全分解される。と
ころが、生プラマルチの分解は環境条件に依存するため、分解が不十分で、鋤
き込みが難しい場合がある。そこで我々は、生プラマルチの分解を促進する酵
素の処理で、使用済みマルチの強度を急速劣化できることを示した 1)。
 この処理法の実用化のために、酵素処理した生プラマルチを畑土壌中に鋤き
込んだ後、土壌真菌相に与える影響を実験室で検討した。圃場から採った土壌
に生プラマルチ断片を埋設し、埋設箇所の土壌を経時的に採集した。各土壌
DNAを抽出後、PCR-DGGE法により土壌真菌相の解析を行った結果、真菌
相は生プラマルチ埋設により速やかに変化した。無処理の生プラマルチ埋設土
壌では半年後も菌相が変化したままだったのに対し、酵素処理した生プラマル
チ埋設土壌の真菌相は、半年以内にほぼ埋設前の状態に戻った。このことから、
土壌真菌相は生プラマルチ埋設によって影響を受けるものの、酵素を用いた生
プラマルチの分解促進処理により、土壌真菌相へ与える影響を軽減する効果が
期待できる。
 1) 山下（鮫島）ら：日本農芸化学会 2013年度大会 講演要旨集 3C32p09 (2013)
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Changes of Microbial Ecosystem by Zinc Oxide Nanoparticles
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酸化亜鉛ナノ粒子（ZnO-NP）は広く市販品に使用される一方、微生物に対す
る毒性があるとされる。そのため、ZnO-NPが土壌中へ放出されると、微生物
生態系に変化が生じると考えられる。本研究では、嫌気性微生物が共生する消
化発酵汚泥を生態系モデルとして用い、この菌叢が生産する発酵ガスである水
素・メタン・二酸化炭素量を測定し、ZnO-NPによる生態系変化の解析を行った。
培養実験の炭素源には炭水化物を用いた。まず汚泥を体積比 10%で培地中へ
植菌し、そこへZnO-NPを最終濃度 50 mg/Lとなるように投与した。その結果、
培養 1日目の水素発生量が対照の 2倍となった。しかし、このとき優勢となっ
た微生物に対し、2回の集積培養を行い、この集積菌を体積比 10%、ZnO-NP
を最終濃度 50 mg/Lで投与して培養実験を行うと、全ての発酵ガスの発生が
見られなくなった。この結果より、集積された菌叢は、ZnO-NPにより増殖
を抑制されているのではないかということが示唆された。ここで、同様の性状
を持つと思われる土壌微生物の中から、Clostridium butyricumを選択し検討
を加えた。その結果、ZnO-NPを最終濃度 25 mg/Lとなるように投与すると、
培養後の増殖が抑制されることがわかった。他の土壌微生物では、大腸菌が
276 mg/L、ブドウ球菌が 81 mg/Lで増殖が抑制されるとの報告があることか
ら、本研究の結果と合わせて、土壌中の微生物は ZnO-NPの投与濃度に依存
して増殖を抑制されるのではないかということが示唆された。
以上より、土壌微生物は ZnO-NPが存在すると増殖を抑制されやすく、ZnO-
NPが環境中に放出されると土壌中の微生物生態系が変化すると考えられる。
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