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　総　　説（特集）

1．は じ め に

土壌汚染分野では，微生物を利用した浄化，バイオレ
メディエーションが進められている。バイオレメディ
エーションでは微生物は開放系で利用され，人との接触
機会が増すため，安全性の確保に向けて慎重な取り扱い
が求められる。バイオレメディエーションには大きく分
けて 2種類の方法がある。1種類は，土着の微生物を活
性化させて浄化を行うバイオスティミュレーション，も
う 1種類は，特定の微生物を土壌に注入して処理を行う
バイオオーグメンテーションである。前者では土着微生
物が利用されるため，浄化作業によって自然生態系が著
しく破壊されるという危険性は小さいと考えられてい
る。しかしながら，後者では外来の特定微生物が，土壌・
地下水中に注入されるため，自然生態系に及ぼす影響を
評価することが求められ，経済産業省と環境省が 2005
年 3月 30日に告示した「微生物によるバイオレメディ
エーション利用指針」1) の中に生態系への影響評価の項
目が存在する。
本研究では，複数の特定細菌を利用して，室内規模の
回分実験による環境影響評価を検討した。影響を受ける
自然生態系としては，一般的な自然環境である河川水お
よび地下水を選択し，そこに生息する細菌群集への影響
を Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism
（T-RFLP）法で評価した。また，添加細菌の減少に寄与
していると考えられる細菌捕食性の原生動物に関しても
解析を行った。

2．河川細菌群集への影響

本実験では，影響を受ける環境水として宮城県仙台市
内を流れる広瀬川の中流域にある開成橋で 2006年 11月

8日に採水した河川水（採水温 10.9°C，pH 7.1，TOC 
1.5 mg/L）を利用した。本河川水の微生物群集は中流域
から比較的安定しており4)，評価の検討には適している
と判断した。実験手法は，既報の論文 6) に示すとおりで，
河川水中の全菌数を蛍光顕微鏡にて直接計測した後，そ
の全菌数（1.1×106 cells/mL）に対して，特定細菌とし
て利用したグラム陰性細菌 Cupriavidus necator KT1株
（以下，KT1株）を 1％，10％，50％の割合で添加した。
サンプルは新品のプラスチックチューブ（FALCON社
製，50 mLポリプロピレンコニカルチューブ）に 50 mL
ずつ分注し，密栓をした。分注サンプルは，1系列につき，
5本用意し，20℃で静置培養，実験開始後 0，5，10，
20，30日目に 1本ずつ開封し，微生物群集の分析を行っ
た。密栓したチューブには約 10 mLの気相部分があり，
試験期間中，好気的条件（溶存酸素濃度 6 mg/L以上）
が維持された。KT1株は，千葉県内にあるトリクロロエ
チレン（TCE）汚染サイトより単離されたフェノールお
よびトルエンを資化できる細菌であり，これらの基質で
誘導された酵素によってTCEを分解することができる3)。
蛍光標識プライマーで PCR 増幅した 16S rRNA 遺伝
子を基に細菌群集構造の T-RFLP解析を行い，図 1に示
す T-RF プロファイルを得た。図中の A は無添加の対
照系，B は 1％添加系，C は 10％添加系，D は 50％添
加系である。C，D では添加された KT1株の初期ピー
ク（202 bases）を確認できたが，Bでは小さすぎて確認
できない。また，C，D での KT1株ピークは 5日目に
はほとんど認識できないレベル（1％以下）にまで低下
した。5日目での全ての T-RF プロファイルは極めて似
ており，細菌群集の相似性が維持されつつ，KT1株の
みが特異的に減少した事がわかる。その後，相似性は経
過日数と共に小さくなった。
この様な視覚的に把握した細菌群集の変化を統計学的
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に評価するため，多次元尺度法による解析を行い6)，図
2に示す結果を得た。決定係数 RSQ 値は 0.964，Stress
値は 0.099であり，解析結果が良好であることを示して
いる。図 2では，経過日数毎に 4つの系全てを楕円で囲
んである。0日目では，50％添加系は多量の KT1株添
加によって他の系から大きく離れた。5日目は 4つの系
が最も近づき，その後，日数の結果に伴って徐々に相似
性が失われた。本影響評価を行う場合，全く同じ河川水
を培養しても，日数の経過に伴って細菌群集の相似性は
徐々に低下することが明らかになっており6)，この様な
自然変化は避けられないものと判断する。
これらの解析データから，KT1株が広瀬川河川水に
添加されても，短期間にその数が減少すると共に，土着
の細菌群集に与える影響は低いと判断できる。この様な
回分実験による評価は簡便に，短期間に行うことができ，
環境水に特定細菌を添加する際の第 1段階の評価として
利用可能であると判断できる。

3．地下水細菌群集への影響

前項では，河川水を利用し，土着細菌群集構造への影
響を評価した，本項では土壌・地下水浄化を想定し，都
内地下水により，同様の評価を行った結果を示す 5)。
通常，地下水は河川水の様に空気に十分暴露された状
態で存在していない。それゆえ，評価試験で地下水を試

験容器に移す際，空気にさらされ環境が大きく変化し，
対照系の微生物群集構造の変化は河川水のそれと比較し
て著しい。しかしながら，自然変化が著しい場合でも，
本評価手法における対照系と添加系の自然変化が同様で
あれば，評価は可能であると考えた。
東京都内の 2ヶ所の井戸（深さ 20 m）から，それぞ
れ地下水サンプル GW1（pH 7.37, TOC 5.8 mg/L，全菌
数 3.0×105 cells/mL）および GW2（pH 7.68, TOC 1.7 mg/
L，全菌数 3.0×105 cells/mL）を採水し，前項同様に全

図 1．KT1株 添加系での T-RF プロファイルの経時変化。
（各 TR-F プロファイルは制限酵素 BstUI切断によるもの。右端の数字は経過日数。）

図 2．河川水に KT1株を添加した系の解析。
（4つの系の，経過日数毎の変動範囲を楕円で示す。）
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菌数に対して，50％の KT1株およびグラム陽性細菌
Rhodococcus erythropolis IAM1399株（以下，IAM1399
株）の 2種類の細菌をそれぞれ添加し，その挙動および
土着細菌群集への影響を評価した。
以下の図 3，4に，蛍光標識したプライマーにより

PCR 増幅した 16S rRNA 遺伝子の BstUI 切断により得
られた T-RF プロファイルを基に，多次元尺度法による
解析を行った結果を示す。
地下水 GW1に KT1株および IAM1399株を添加した

場合の結果を図 3の A, B にそれぞれ示す。添加された
2種類の細菌は 5日目（5d）までに速やかに減少した。
一方，他の細菌群集は残存し，相似性は回復した。それ
ぞれの系で，一時的に相似性が低下することはあったが，
概ね高い相似性は維持され，30日目でも高い相似性が
維持された。
地下水GW2に 2種類の菌株を添加した場合の結果は，
図 4に示すとおりである。先の GW1の場合と異なり，
添加した 2種類の菌株はどちらも低下することなく，地
下水中に残存したことが，T-RF プロファイルから確認
できた（データ示さず）。それゆえ，細菌群集構造の相
似性は図 4の A, B に示すとおり，10日目で若干増すも
のの，概ね全実験期間を通して低かった。
これらの結果から，KT1株および IAM1399株を，

GW1の地下水系に添加しても，添加細菌は短期間に減

少し，土着細菌群集に与える影響は小さいと評価できる。
一方，これらの細菌を GW2の地下水系に添加した場合
は，添加細菌は長期にわたって残存するため，土着の細
菌群集に何らかの影響を与える可能性があることが示唆
される。この様に，簡単な回分実験により，前項の河川
環境に加えて，地下水環境への添加細菌の影響も同様に
評価できる見通しが得られた。

4．細菌捕食性原生動物の解析

これまでの評価実験から，評価対象の水系によって，
添加細菌が速やかに減少する場合と，ほとんど減少しな
い場合があることが明らかとなった。添加細菌減少は図
1に示すように，T-RF プロファイルによって確認でき
ることから，添加細菌（の DNA）そのものが減少して
いることが分かる。この様に菌体成分が減少する原因と
しては，原生動物による捕食が考えられる。捕食では，
菌体成分全てが減少するため DNA レベルの低下現象と
矛盾は無い。
そこで，細菌捕食性の原生動物の存在を調査するため
に，2. で環境影響評価を行うために使用した広瀬川の
開成橋地点の河川水（2. の実験とは採水日が異なる）を
利用して，河川水中に細菌捕食性の原生動物が生息して
いるか否かを検討した6)。河川水に KT1株を添加し，

図 3．地下水 GW1に細菌を添加した系の解析。
（0，5，30日目の差異度を矢印で示す。）

図 4．地下水 GW2に細菌を添加した系の解析。
（0，5，30日目の差異度を矢印で示す。）
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600 nm での吸光度 A600で 0.2（6.2×108 cells/mL）に調
整した KT1株添加河川水 5 mL を試験管に入れ，20°C，
180 rpm で培養，吸光度の経時変化を図 5に示すように
測定した。培養を開始して 3日目には吸光度は急激に低
下し，顕微鏡により図中に示す 1種類の原生動物，鞭毛
虫，が数多く観察された。また，本実験で，KT1株添
加前，および捕食後のサンプルから抽出した DNA を基
に 18S rRNA 遺伝子を PCR 増幅し，図 6に示すように
T-RFLP 解析を行った。KT1株を添加する前の河川水は
複数のピークが観察されたが，捕食後のサンプルでは，1
種類の原生動物の増殖，優占化によって，ピークは 1本
（342 basesの位置）となった。本 18S rRNA遺伝子の塩
基配列を決定した所，（Accession Number: AB455149），
Chrysophyceae（黄金色藻網）の中の Unclassifi ed Chryso-
phyceae と位置付けられている，Spumella-like fl agellate 
JBC07株2)（Accession Number: AY651097）と配列は
100％一致した。
広瀬川河川水中には本原生動物が生息しており，添加
された KT1株を捕食したと考えられる。また，広瀬川
河川水や地下水を使って行った環境影響評価試験では
T-RF プロファイルの中の添加細菌のピーク減少が 5日
目で起きているが，本捕食実験での添加 KT1株の著し
い減少が 3日目で観察されたことと，時間的に矛盾は無
い。さらに詳細な解析による証明が必要であるが，環境
影響評価試験における添加細菌の減少の理由として，細
菌捕食性の原生動物の存在が示唆された。
本実験で観察された捕食現象が，使用した KT1株で
の特異的な現象ではないことを確認するために，Bacil-
lus subtilis 168，Pseudomonas aeruginosa PAO1，
IAM1399株，および市販の微生物製剤から単離された 2
種の Bacillus属細菌を使って同様の試験を行った5,7)。そ
の結果，他の細菌種でも吸光度（＝細菌数）の低下と，

それに対応する原生動物の増加が観察され，KT1株で
の特別な現象ではないことが確認された。

5．ま と め

これまでの実験結果から，簡単な回分試験によって，
河川水や地下水等の自然環境水に特定細菌を添加した場
合の影響評価を行うことが可能であることが示唆された。
環境影響評価については，様々な意見があり，全ての
意見に対応できるような具体的な手法は，残念ながら存
在しない。土壌・地下水浄化に適用する処理手法，細菌
種，場所，範囲によっては，さらに詳細な評価を行う必
要性がある場合も想定される。本研究の手法は，あくま
で第 1段階の影響評価として，客観的な判断データを得
ることが可能であることを示しているに過ぎず，継続的
に改良を重ねる必要があることは明白である。
また，本研究では，添加細菌の残存に細菌捕食性の原
生動物が関与している可能性が示唆された。本現象を詳
細に解析するため，我々は定量 PCR等の分子生物学的
な手法の適用を試みると共に7)，原生動物を単離して，捕
食現象の解析を開始したところである8)。今後は，添加細
菌と原生動物に関する詳細なデータを取得し，自然界に
放出された特定細菌の挙動に，どの様な種類の原生動物
が，どの様な機構によって関わりを持っているのかを調
査し，さらなる評価手法の改良に取り組んで行きたい。
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図 5．KT 株添加河川水の吸光度変化。
（図中の写真は観察された原生動物。）

図 6．捕食前後の 18S rRNA遺伝子 T-RF プロファイル変化。


