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1.　は じ め に

2011年 3月 11日に発生した東日本大震災では，東北
地方の太平洋沿岸部を襲った津波が壊滅的な被害を与え
たが，臨海部に設置されていた漁船用の燃料油タンク，
石油コンビナート，火力発電所も甚大な被害を受け 1)，
石油・重油の流出や炎上という二次災害を引き起こし
た。
海外では 2010年 4月にメキシコ湾で海底油田採掘基
地が爆発炎上し，海底から暴墳した莫大な量の原油が漏
れ，その量は 78万キロリットルにも達したとされてい
る2)。さらに同じ年 7月に中国は大連の石油パイプライ
ン爆発事故が起こり，9万トン近くの原油が流出したと
されている3)。また 2011年 11月には，ブラジルのリオ
デジャネイロ沖の海底油田から 2,400バレルの原油が流
出する事故が発生した。
世界的にみてタンカーによる流出油事故は着実に減少
しつつあるが 4)，上記のように海底油田や臨海部の石油
関連施設による流出油事故が顕在化している。
流出油で汚染された海岸の浄化法としては，汲み取り
や拭き取り，汚染箇所の直接掘削，または高圧熱水洗浄
等による物理・化学的回収方法が主要な手段であり，短
時間の内に大きな浄化効果が期待出来る。しかし，人力
による方法では多大の労力が必要であり作業上の危険が

伴うこと，物理・化学的浄化方法では沿岸生態系に与え
る影響が大きい場合が有ることや，使用する資器材や運
用費用がかさむという問題がある。
流出油が海岸に漂着した場合の浄化法の一つとしてバ
イオレメディエーションが挙げられ，1989年に米国ア
ラスカ州でエクソン－ヴァルディズ号タンカーから大量
の原油が流出した際に大規模に実施されたが 5)，流出油
事故が非常に少ない我が国沿岸部では未だに本格的には
実用化されていないのが現状である。
海洋流出油のバイオレメディエーションにおいては，
油分解微生物を培養・調製したものを外部から汚染現場
に散布するバイオオーグメンテーションではなく，元
来，汚染現場に存在する石油分解微生物が炭化水素の分
解を行う際に，濃度が低いために制限（律速）因子と
なっている窒素・リン等の栄養塩を外部から付与するこ
とにより，原油の分解を促進させるバイオスティミュ
レーションを主に採用しているが，その効果については
室内実験ではほぼ一貫して認められているものの6)，開
放系である野外実現場においては一様ではないことがこ
れまで報告されている7)。
我々はこれまで，1997年に起こったナホトカ号タン
カー事故により流出した重油が漂着した日本海沿岸部
（兵庫県北部）と，太平洋側ではしばしば廃油タール
ボールが漂着している種子島沿岸部においては中東産原
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油を用いた小規模のバイオレメディエーション現場実験
を実施してきた8–11)。さらに北海道オホーツク沿岸では，
現在，油田開発と採掘が盛んになりつつあるサハリン島
沖海底油田産原油を用いた寒冷域での現場実験も行って
きた12,13)。
以上のように，実験現場の海水温・地温，波浪，栄養
塩濃度，礫や砂等の構成要素のみならず，実験に供試し
た原油の種類も様々であり，それぞれの現場と原油の特
性固有の知見を得ることが出来たので本稿で紹介した
い。

2.　日本海と太平洋沿岸域における中東産原油を用いた

バイオレメディエーション現場試験

日本海側では，兵庫県香住町の佐古谷海岸部（図 1．
以下，香住町海岸部という）にて現場試験を行った。潮
汐差は小さく 0.1 m 程度である。この海岸には 1997年
1月に発生したナホトカ号事故に由来する流出重油が漂
着し，一時はかなりの量の漂着重油が見られた。試験は
2000年度の 6～ 9月8) と，2001年度の 5～ 10月9) にか
けて実施した。
太平洋側では，鹿児島県種子島の東海岸部（図 1．西
之表市立山地区舞床浜．以下，種子島東海岸部という）
にて現場試験を行った10,11)。ここには，起源は不明なが
ら大小さまざまな廃油ボールが間欠的に打ち上げられ，
潮汐差は約 1.3 m と日本海側に比べて非常に大きくなっ
ている。試験は 2001年度の 11～ 2月にかけて行った。
供試原油としては，我が国が中東より大量に輸入して
いるアラビアンライト原油をバットに入れて室温で 3日
間ゆっくり往復振とう・撹拌して揮発性成分を留去し，
重量が約 20％減少したものと，試験現場の海砂（湿潤
のまま）と混合したものを使用した。これを，原油の外
部への漏出を最小限にとどめるために，孔経 70 μm の
テフロン製網により作製した小袋に一袋当たり約 10～
25 g 充填した（図 2左）。海砂に含まれる原油含量は約

図 1．小規模原油バイオレメディエーション現場試験実施地点

1.8～ 2.3％（重量比）であった。
栄養塩付与のために，農業用に市販されている汎用型
の緩効（徐放）性合成窒素肥料であるイソブチリデン二
尿素（架橋型尿素，商品名：スーパー IB，三菱化学製）
を主として用い，香住町海岸部における現場試験（2001
年）では窒素形態による原油分解促進効果を評価するた
めに別途，表 2に示すように合成樹脂被覆型硝酸アンモ
ニア（硝安コート），硫酸アンモニア（硫安コート），尿
素肥料（LP コート：以上，チッソ旭肥料製）を窒素源
として用いた。リン源としては，リン酸マグネシウム・
カルシウムの顆粒（リンスター 30，三菱化学製）を使
用した。
前述の原油混合海砂を調製した時と同様に，これらを
一定量ポリエステル製の網袋に充填し，原油混合海砂入
り網袋と共に以下に述べる試験装置内に設えた。対照と
して肥料を添加しない試験区を設けた。なお肥料の添加
は試験開始時のみに行い，試験期間中途での追加施肥は
行わなかった。2000年に香住町海岸部で行った現場試
験では，表 1のように肥料量を三段階に変えて添加し
た。
試験装置は二種類のものを用いた。香住町海岸部で
は，側面に多数の小孔を有する円筒型のアクリル容器
（図 2右）を使用し，内部に原油混合海砂の入ったテフ
ロン製網を複数個入れたアクリル容器三個を一組として
プラスチック製の網籠に固定し，現場海岸部で波が緩衝
されている礫・岩礁帯の浅場に設置した（図 3）。種子
島東海岸部においては，網目 1 cm のステンレス製網か
らなる40 cm×40 cm×10 cmの角形の網籠（図4）を使
用し，これに原油混合海砂充填テフロン製網を適当数入
れ，内部の隙間を現場付近の小石，礫，砂利で埋め合わ
せ，汀線に沿って約 2 m 間隔で，一日二回冠水と干出

図 2．現場試験供試原油試料と香住町海岸部において使用した
実験用アクリル容器

表 1．2000年香住町海岸部における現場試験に添加した肥料量

試験区 窒素肥料 リン肥料
① 非添加 非添加
② 1 g（窒素換算 0.32 g） 0.2 g（リン換算 0.07 g）
③ 3 g（窒素換算 1 g） 0.6 g（リン換算 0.21 g）
④ 15 g（窒素換算 5.3 g） 3 g（リン換算 1 g）
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を繰り返すような位置に埋設した（図 5）。なお，肥料
添加試験区，非添加（対照）試験区共に，重複検体数
n=3～ 6となるように原油混合海砂入り網袋と試験装
置を設置した。
肥料は表 3のように添加量を二段階（②少量施肥，③
大量施肥）に分けて，原油混合海砂の入ったテフロン製
網に入れた。
以上，設置したアクリル容器，ステンレス籠それぞれ
から，試験期間中約 2～ 3週間毎に，原油混合海砂入り
網袋を適当数取り出し，残存原油分の分析を行った。
残存原油分は，前述のように経時的に試験現場より採
取した原油を含んだ海砂試料を風乾させたものからジク
ロロメタンで抽出を行い，孔経 0.45 μm の PTFE フィ
ルターにてろ過し，溶媒を留去させた後に全抽出物を秤

表 2．2001年香住町海岸部における現場試験に添加した
窒素肥料内訳

窒素肥料

試験区 種類 アクリル容器 1個当たり
の添加量 *窒素換算 42 g

① 無添加 ―

② 被覆型硝酸
（硝酸アンモニア） *152 g

③ 被覆型硫安
（硫酸アンモニア） *224 g

④ 被覆型尿素 *96 g
⑤ 架橋型（IBDU） *120 g

図 3．香住町海岸部における試験装置設置模式図
 試験区の番号については表 1，2を参照

図 4．種子島東岸部とサロマ湖岸東岸部における試験現場に埋設したステンレス網籠

図 5．種子島東海岸部試験現場におけるステンレス製網籠の配置模式図
 ①は肥料非添加（対照）試験区，②，③は肥料添加試験区（詳細は表 3を参照）
 図中 a，bは同一肥料条件の重複した網籠を表す。
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量した。次に原油中に含まれる半揮発性の脂肪族，芳香
族それぞれの炭化水素化合物を質量分析器付きガスクロ
マトグラフ（GC-MS）を用いて選択イオンモードにて
分析した。アルカン類については炭素数 13～ 35の直鎖
型のものの他に，分岐型のプリスタンとフィタン，芳香
族炭化水素ではナフタレン（置換アルキル基炭素数 0～
4），フルオレン（0～ 2），ジベンゾチオフェン（0～
3），フェナンスレン（0～ 3）のアルキル基非置換体と
原油に含まれる特徴的な一連のアルキル基置換体につい
て定性・定量を行った。
各成分の残存率は，供試原油に含まれる化合物の中で
微生物による分解をほとんど受けないことから使われる
ホパンとの相対比から計算した14)。
海砂からの原油分の物理的除去，実質上の微生物分解
の寄与率は以下のように見積もった。すなわち，海砂中
の残存原油含量は，抽出・乾固した原油分の重量を抽出
後の海砂の乾燥重量で割って求め，試験初期（分解前）
と任意時間経過後（分解後）の比より海砂からの原油分
の総除去率を算定した。実質上の原油の微生物分解率
は，前述のホパンの残存原油分中の含量濃度の濃縮率の

逆数として求めた。GC-MS にてホパンを分析する際に
は，上記の抽出・乾固した原油塊を溶媒に定溶した試料
を供しているので，原油分の分解に伴い，ホパンの濃度
がどのくらい増加するのかを把握することが出来る。
従って，分解前と分解後の原油塊中のホパン濃度の比を
算定し，その逆数から微生物分解率を求めることが可能
である。

2.1.　個々の炭化水素化合物の分解

図 6に種子島東海岸部における原油分解の過程を
GC-MS のクロマトグラムにて示した。クロマトグラム
中に規則的に並んで見られるピークは，炭素数 13～ 35
程度の直鎖アルカンであり，肥料添加試験区では，これ
らのピークが試験開始後約 3週間で速やかに消失された
のに対して，肥料非添加（対照）試験区ではまだかなり
残存していることが判る。
各炭化水素類の分解の経日変化を図 7（香住町海岸部）
および 8（種子島東岸部）に示した。上記 GC-MS のク
ロマトグラムでも示した種子島東海岸部においては肥料
添加試験区で速やかな分解が見られるが，香住町海岸部
では試験開始後 94日後でも約半分近くのアルカン類が
残存しており，肥料添加試験区では非添加（対照）試験
区と比較して初期段階では分解促進効果がみられたが，
結果的に分解程度の差異は小さかった。しかし，芳香族
化合物の中でも易分解性であるナフタレン類に関して
は，香住町海岸部でも肥料添加による分解促進効果は大
きかった。香住町海岸部と種子島東海岸部では前述のよ
うに試験区の設置方法や使用器材が異なり，必ずしも厳

表 3．2000年種子島東海岸部における現場試験に
添加した肥料量

試験区 窒素肥料（IBDU） リン肥料（リンスター）
① 無添加 無添加
② 2 g（窒素換算 0.64 g） 0.2 g（リン換算 0.07 g）
③ 20 g（窒素換算 6.4 g） 2 g（リン換算 0.7 g）

図 6．種子島東海岸部での現場試験における原油分解過程を GC-MS クロマトグラムにて示したもの。a が試験初期（0日目），b，c
が試験開始後 22日目，b：肥料非添加（対照）試験区，c：肥料添加試験区

 クロマトグラム中のピーク I と II は内部標準物質
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密な比較は出来ないが，現場により原油中の炭化水素化
合物の分解活性・様式が異なることが示され，潮汐や波
浪による海水の動きや，土着の分解微生物の相違が大き
く影響をおよぼすことが考えられた。因みに海水温（平
均）は，香住町海岸部では 2000年度が 26°C，2001年
度が 24.4°C，種子島東海岸部では 19.2°C と，実施時期
を反映して香住町海岸部の方がかなり高かった。また，
原油中に含まれる他の芳香族炭化水素化合物についても
分解がみられ，ナフタレン類の次にはフルオレン類が速
く消失し，ジベンゾチオフェン類，フェナンスレン類の

順で分解性が低くなっていた。最終的な分解率は，アル
カン類で 37～ 76％（香住町海岸部），85～ 95％（種子
島東海岸部），ナフタレン類で 36～ 94％（香住町海岸部），
93～ 98％（種子島東海岸部），フルオレン類で 35～
98％（香住町海岸部），83～ 95％（種子島東海岸部），
ジベンゾチオフェン類で 30～ 78％（香住町海岸部），
59～ 92％（種子島東海岸部），フェナンスレン類で 35～
78％（香住町海岸部），66～ 92％（種子島東海岸部）で
あった。
肥料添加量が及ぼす影響を香住町海岸部における

2000年に実施した現場試験において評価したところ，
図 9に示す通りアクリル容器内部海水中の栄養塩濃度
は，試験開始時に添加した肥料初量に応じた増加が見ら
れた。試験開始後 1週間目では肥料を添加した試験区に
おいて高い栄養塩濃度が持続されていたが，その後は非
添加（対照）試験区の濃度との差が小さくなった。
実験に供した原油海砂混合物に付着している土着菌数
も肥料添加量に応じて多くなっており，肥料添加量の大
小にかかわらず，非添加（対照）試験区に比べてほぼ一
桁高い菌数が試験期間中維持されていた（図 10）。肥料
添加量が最大の試験区（試験区④）では，菌数も最大と
なっていた。
原油中に含まれる各化合物の初期段階における分解に
ついても，添加肥料量の増加に伴い分解速度が向上する
効果が認められた（図 7）。ただし，最終分解率は肥料
添加試験区，非添加（対照）試験区ともに，ほぼ同様の
値となった。
また異なった形態の窒素肥料添加による原油中の炭化
水素分解促進効果について香住町海岸部で 2001年に
行った現場試験において検討したところ，アルカン類の
分解については肥料非添加（対照）試験区との明瞭な差
は無かったが，ナフタレン類，フルオレン類，ジベンゾ
チオフェン類，フェナンスレン類といった芳香族化合物
については，実験終了時に肥料非添加（対照）試験区で
はどの化合物も 50％以上が残存していたのに対し，硝

図 9．2000年香住町海岸部における現場試験に用いたアクリル
容器内の栄養塩濃度の経時変化

 ①は肥料非添加（対照）試験区，②～④は肥料添加試験区
 肥料添加については表 1を参照

図 7．2000年香住町海岸部現場試験における原油中の炭化水素
類の分解

 ①は肥料非添加（対照）試験区，②～④は肥料添加試験区
（詳細は表 1を参照）

図 8．種子島東海岸部現場試験における原油中の炭化水素類の
分解

 ①は肥料非添加（対照）試験区，②，③は肥料添加試験区
（詳細は表 3を参照）
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酸アンモニア添加試験区（試験区②）以外の肥料添加試
験区では 70～ 90％の分解が見られた（図 11）。無機態
窒素肥料である硝酸アンモニア（試験区②），硫酸アン
モニア（試験区③）添加試験区では，試験開始 3週間ま
での初期には，各原油成分の分解促進効果が，他の有機
態窒素肥料添加試験区（④，⑤）よりも顕著であった。
しかし試験中～後期においては，硝酸アンモニア添加試
験区での原油成分分解促進効果は鈍化し，他はみな同程
度だった。

2.2.　原油除去の収支

図 12に種子島東海岸部における試験に供した原油混
合海砂中の原油含有量の経日変化を示した。図 8に示し
た個々の炭化水素化合物の分解と同様に，試験開始後
50日目くらいまでには肥料添加試験区において原油含
有量の減少の度合いが大きくなっている。最終的な原油

含有量の残存率（総除去率）は，肥料添加試験区で
28％（72％），非添加（対照）試験区で 23％（77％）で
あった。除去された分の内，微生物分解が占める割合を
ホパン濃度の濃縮率の逆数から見積もったところ，試験
開始後 39日目の時点では，肥料添加試験区で 33％，非
添加（対照）試験区で 0％，102日目では，肥料添加・
非添加（対照）試験区共に 26％であった。これより，
大凡の海砂中の原油分の収支を見積もると，残存が約
25％，物理的除去が 45％，そして実質上の微生物分解
が 30％と算定された（図 13）。
この原油の微生物分解，物理的除去，そして残存の収
支に添加肥料の窒素形態がおよぼす影響を評価したとこ
ろ，実質上の微生物による生分解の寄与率が，硝酸アン
モニア添加試験区でほぼ 0％，硫酸アンモニア添加試験
区，および尿素と架橋型尿素添加試験区で約 10～ 20％
となっており，硝酸を含んでいるものでは原油の生分
解，物理的除去共に効果は低く，逆に尿素のように，有
機態窒素の方が効果が大きいことが示された（図 14）。
肥料を添加した試験区のすべてについて，剥離による
物理的な除去が 4～ 6割程度と大きな割合を占めていた
が，これはバイオレメディエーションの作用の一つとし
て，微生物による実質的な炭化水素の分解の活性化に加
えて，バイオサーファクタント生産に伴う汚染担体（海
砂）からの原油分の剥離促進作用が大きいと推測された。

3.　微生物（細菌）群集構造の変化

近年，ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）による増幅した
細菌の持つ 16S rDNAを対象としたクローンライブラリ
法や変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）法が，微生
物の群集構造の解析によく用いられるようになった。こ
れらの手法により，小規模バイオレメディエーション試
験を行った香住町海岸部現場の土着細菌相に原油分解促
進のために添加した肥料（栄養塩付与）のおよぼした影
響や，原油中の炭化水素の分解進行度合との関係を調べ
た。
方法としては，肥料添加を行った現場試験区周辺の間
隙水，もしくは現場試験に供試した原油混合海砂から混
合細菌群の全 DNA を抽出し，それを鋳型にして 16S 
rDNA の一部領域を PCR で増幅したものをクローンラ

図 10．2000年香住町海岸部現場試験における原油混合海砂付
着菌数の経時変化（フィルター浸潤原油の揮発蒸気を曝し
た無機海水平板培地による培養法による）。

 ①は肥料非添加（対照）試験区，②～④は肥料添加試験区
 肥料添加については表 1を参照

図 12．種子島東海岸部での現場試験における原油混合海砂中
に含まれる原油含量の変化。◇肥料非添加（対照）試験
区，●肥料添加試験区

図 11．2001年香住町海岸部現場試験における異なる窒素形態
の肥料添加による原油中の炭化水素類の微生物分解促進効
果の比較

 ①は肥料非添加（対照）試験区，②～⑤は肥料添加試験区
 添加肥料については表 2を参照
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イブラリ解析と DGGE に供試した。クローンライブラ
リ解析では，得られたクローンの塩基配列を決定し，ラ
イブラリに含まれている細菌相の門，または亜門を同定
し，その構成比（組成）を調べた。DGGE では分離・
検出された DNA バンドの濃淡をデンシトメーターで測
定し，同じ泳動距離を有する DNA バンドの濃淡を定量
化したデータを各同一試験区毎に主成分分析により解析
した。

3.1.　クローンライブラリ解析によるバイオレメディ

エーション実施が土着細菌相に与える影響とその

回復の評価 15)

図 15に示すように現場試験途中では，肥料を添加し
た試験区の全クローンの内，約 90％が γ-プロテオバク
テリア網で占められていたのに対し，肥料非添加（対
照）試験区においては γ-プロテオバクテリア網が半分程

度を占め，4分の 1が δ-プロテオバクテリア網，残り
が α-プロテオバクテリア網や β-プロテオバクテリア網
や放線菌となり，肥料添加試験区より多様な細菌相が保
たれていた。なお肥料添加試験区の全クローンの大部分
を占めていた γ-プロテオバクテリア網で種レベルまで同
定したところ，Pseudomonas putida の近縁種であるこ
とがわかった。現場試験を終了して原油試料を撤去し肥
料添加の影響が無くなってから 3ヶ月後には，肥料添加
試験区と非添加（対照）試験区共に最早 γ-プロテオバク
テリア網は優占しておらず，代わりに低 G+C グラム陽

図 15．現場試験における肥料添加試験区（a），および肥料非
添加（対照）試験区（b），試験終了後 3か月が経過した肥
料添加試験区（c），および肥料非添加（対照）試験区（d）
の細菌相を 16S rDNAクローンライブラリーを門レベルで
解析し，その組成を示したもの。解析クローン総数は，（a）
46，（b）48，（c）43，（d）42である。

図 13．原油被汚染担体（海砂・礫）からの原油分の剥離・分解量の収支
 種子島東海岸部における現場試験結果（肥料添加試験区における試験終了時）から算定したもの。

図 14．原油油除去の物質収支と実質上の生分解の寄与，およ
び異なる窒素形態の肥料添加の効果の比較（2001年香住
町海岸部現場試験における結果に基づく）
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性菌や緑色非硫黄細菌，亜硝酸酸化細菌である Nitro-
spira 属等が増大し，多様性が増していた。さらに肥料
を添加していた試験区の細菌相の 16S rDNAのクローン
の組成が肥料非添加（対照）試験区のそれと相似するよ
うになり，肥料添加による栄養塩付与が土着の微生物細
菌群集構造におよぼしていた影響が消失していたことが
示された。
原油混合海砂から抽出した混合細菌群の全 DNA を鋳

型として PCR で増幅された 16S rDNA の DGGE で分
離されたバンドパターンの変化を図 16上に示した。
肥料添加量の最も多い試験区の試験開始後 73日目

（最終日）の箇所で顕著なように，肥料添加試験区の
DGGE で分離・検出される DNA バンドパターンでは，
ある特定のものの濃さが増加する傾向があり，その結
果，検出される DNA バンドの多様性を減じていた。こ
の DGGE で分離・検出される DNA バンドパターンの
主成分分析結果を図 16下に示したが，肥料非添加（対
照）試験区に比べ添加試験区では経時的な変化が大きく
なっており，またその度合は添加肥料量が増えるほど大
きくなる傾向が明確に見られた。前述の添加肥料量と栄
養塩濃度（図 9）と原油混合海砂に付着している細菌数
（図 10）との関係，および原油中の各炭化水素分解促進
効果（図 7）との関係を考え併せると，肥料添加量を増
して栄養塩濃度が高くなることにより原油混合海砂に付
着している原油分解に係わる細菌群が優占化した（土着
細菌相が大幅に変化した）結果，原油中の各炭化水素の
分解が促進されたと考えられる。言い換えると，原油中
の炭化水素の微生物分解を促進させるためには，肥料添
加による充分な栄養塩付与を行って土着細菌の群集構造
を大きく変化させる必要があると考えられた。

3.2.　炭化水素代謝に関わる酵素遺伝子存在量の変化 11)

原油に含まれる比較的低分子の炭化水素の微生物によ
る分解・代謝経路は，ある程度解明されており，その
内，幾つかの経路に係わる酸化酵素の遺伝子も特定され
塩基配列も報告されている。脂肪族の炭化水素を酸化す
る代表的な酸化酵素遺伝子であるアルカン-1-モノオキ
シゲナーゼ（アルカンヒドロキシラーゼ）遺伝子
（alkB）と，代表的な芳香族炭化水素代謝に関わる酸化
酵素のカテコール-1,2-ジオキシゲナーゼ（C12O），カテ
コール-2,3-ジオキシゲナーゼ（C23O）の遺伝子に関し
ては，比較的多くの塩基配列情報が報告されており，い
ずれも高い相同性を有している 16,17)。
そこでこれらの炭化水素酸化酵素遺伝子に共通な配列
を見出し，設計した PCR 増幅用プライマーを用いて，
2000年に香住町海岸部で実施した現場試験に供試した
原油混合海砂試料より抽出した混合細菌相の DNA 試料
を対象にして，alkB，C12O，C23O 遺伝子量の経時変
化をリアルタイム PCRを用いて調べた。
まず試験開始時には alkBは検出限界以下であったが，

10日目にはわずかに増幅し，31日目には顕著な増幅が
見られた（図 17a）。その後 73日目には，31日目の 3分
の 2程度まで減少した。このことから，本試験では
alkB を保持するアルカン分解菌が原油の存在と肥料添
加による栄養塩増加によって試験初期の短期間に増殖
し，アルカンの分解を促進させたものと考えられる。こ

れはアルカン類の分解の結果（図 7）と一致している。
また，C12O 遺伝子は，試験開始前と開始後 10日目に
は検出限界以下であったが，31日目には DNA 量が急
激に増幅した（図 17b）。これは，10日目から 31日目に
C12O 遺伝子を保有する微生物が増殖し，芳香族炭化水
素の分解を促したものと考えられる。芳香族炭化水素の
ナフタレン類，ジベンゾチオフェン類，フルオレン類，
フェナンスレン類は 31日目までに 50％以上分解される
ことが示されており（図 7），本解析結果と一致してい
る。いずれの場合も肥料非添加試験区では alkBも C12O
遺伝子も肥料添加試験区より存在量は少なかった。
興味深いことに C23O 遺伝子は alkB 及び C12O 遺伝
子とは異なり，遺伝子量の増加は見られなかった。本現
場試験において C23O 遺伝子を保有する微生物はあま
り存在せず，原油中の芳香族炭化水素の代謝・分解に対
する寄与が小さいと考えられた。

4.　北海道オホーツク沿岸における

サハリン沖油田産原油を用いた現場試験

現在，サハリン周辺海域では大規模な海底天然ガス

図 16．2000年香住町海岸部における現場試験試料の混合細菌
相の 16S rDNAの PCR-DGGE 結果（上）とそのバンドパ
ターンの主成分分析による解析結果（下：PC1は第 1主成
分，PC2は第 2主成分を表す）。肥料添加については表 1
を参照
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田・油田開発が行われている。最初に採掘が進められた
サハリン 2では年々産油量が増加し，2007年には約 170
万トンの原油が産出される一方，パイプラインによるサ
ハリン島内の不凍港への送油により通年操業が開始され
ている。さらに，サハリン 2より原油埋蔵量が多いとさ
れるサハリン 1産原油に関しても我が国への輸入が開始
されるという状況を鑑み，想定されるタンカー事故等に
よる油流出事故に対応するために，我が国でも有数の水

揚げ高を誇るオホーツク沿岸を含む北海道北部沿岸海域
を対象とした緊急時計画が 2007年末に策定された 18,19)。
後述するようにサハリン 1，2それぞれから産出される
原油は，その性状が中東産のものと違い，特にサハリン
2産のヴィーチャーズ原油は脂肪族炭化水素の組成が著
しく異なっている。そのため，微生物による分解性につ
いては不明であり，寒冷地である北海道沿岸部における
原油分解の進行度合についても未知であるため，実際の
現場試験において評価される必要があると考えられる。
以上のことから，オホーツク沿岸の最大の海跡湖であ
るサロマ湖岸において，湖面が結氷する冬季を挟んだ寒
冷期と温暖期に分けて，サハリン 1産原油と 2産ヴィー
チャーズ原油を供試した小規模バイオレメディエーショ
ン現場試験を実施した。
中東産のアラビアンライト原油とサハリン 1産原油と

2産ヴィーチャーズ原油の性状を表 4に，GC-MS 分析
における全イオンクロマトグラムを図 18に示した。サ
ハリン 1産原油，2産ヴィーチャーズ原油共に際立った
特徴は，その粘性の低さであり，アラビアンライト原油
の約 3分の 1であった。また硫黄含量もアラビアンライ
ト原油より大幅に低く（約 8分の 1），工業利用の観点
からはサハリン産原油は良質な原油であることが示され
た。薄層クロマトグラフィーによる分画分析の結果，サ

図 18．アラビアンライト原油（a），サハリン 2産ヴィーチャーズ原油（b），サハリン 1産原油（c）の GC-MS 分析における全イオ
ンクロマトグラムの比較

表 4．中東産アラビアンライト原油とサハリン産原油の
性状比較

アラビアンライト サハリン 2
ヴィーチャーズ サハリン 1

粘度（cSt） 7.98（30°C） 2.8（30°C） 1.87（50°C）
硫黄含量
（％重量比） 1.98 0.24 0.31

比重 0.861 0.849 0.827

図 17．リアルタイム PCR による 2000年香住町海岸部におけ
る現場試験試料の混合細菌相中の alkB（a）と C12O（b）
それぞれの遺伝子量の経時的解析
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ハリン 2産ヴィーチャーズ原油は極性成分であるレジン
分の含量がアラビアンライト原油のそれの半分以下であ
り，アスファルテン分については検出限界以下であった
（データ未発表）。図 18に示すように，これら 3種の原
油の GC-MS 分析により得られたクロマトグラムの中
で，サハリン 2産ヴィーチャーズが他の二種と比べて相
当に異なっていることが判る。アラビアンライト以外の
中東産，あるいは中国やブルネイ産の原油でも，粘度や
硫黄含量等の性状は相当異なっていても，ガスクロマト
グラフィー分析で規則的に連続したピークが現れるよう
な直鎖状の n-アルカン（パラフィン）が検出される場
合が多く，サハリン 1産原油では検出されたが，ヴィー
チャーズ原油では検出されず，直鎖状ではない未知のア
ルカンが含まれていることが示唆された。また，アラビ
アンライト原油に比べて，シクロヘキシルアルカン類と
アルキル基が置換されたフェナンスレン類が多く含まれ
るのもヴィーチャーズ原油の特徴であった。
サロマ湖東岸部（図 1）における現場試験には，前述
の香住町海岸部や種子島東岸部における現場試験で用
いたアラビアンライト原油と同様に風化させたサハリ
ン 1産原油，並びにサハリン 2産ヴィーチャーズ原油と
試験現場の砂とを混合させたものを供試材料として，前
述の種子島東海岸部における現場試験と同様のステンレ
ス製網からなる角形の網籠を用い，汀線沿いにおよそ 2 
m 間隔で湖岸に埋設した。原油混合海砂試料と肥料顆
粒の添加についても，種子島東海岸部における現場試験
と同様の方法で行った。肥料は窒素肥料顆粒（スーパー
IB）10 g とリン肥料顆粒（リンスター）1 g が入った網
製袋を原油混合砂試料が入った網製袋に入れて添加し
た。肥料を添加した原油混合砂試料と肥料を添加しな
かったものそれぞれを設えた実験用ステンレス製籠はそ
れぞれ二個ずつ設け，潮汐により一日二回，海水に冠水
するように湖岸に設置した（以上図 19）。
原油混合砂試料の採取や残存原油分の抽出，前処理と
秤量，代表的な炭化水素類の分析も，香住町海岸部と種
子島東海岸部において実施した現場試験と同様にして
行った。試験期間中，併せて試験用ステンレス籠内の地
温や間隙水中の栄養塩濃度も測定した。
試験期間は，サハリン 2産ヴィーチャーズ原油を用い
た寒冷期の試験として 2006年 10月から 2007年 6月ま
でと，同じ原油を用いた温暖期の試験として 2007年 6
月から同年 11月までの二回，サハリン 1産原油を用い
た温暖期の試験を 2008年 6月から同年 11月までの一回
の計三回実施した。

4.1. サハリン 2 産ヴィーチャーズ原油を用いた現場試

験結果 12,13)

2006年 10月開始の寒冷期の試験期間中の地温は –5.7
～ 20.4°C であったが，全期間の約 6割を占める 10月中
旬から 3月中旬までの平均地温は 2.8°C であった。2007
年 6月開始の温暖期の試験における平均地温は 18.4°C
であった。

2006年 10月開始の寒冷期の試験期間中のステンレス
籠内の間隙水中の窒素・リン共に，肥料非添加（対照）
試験区においても高い濃度で検出されており（全溶存態
窒素：DTN［平均］2.44 mg/L，全溶存態リン：DTP［平
均］0.10 mg/L），試験現場における海砂の間隙水中の栄
養塩濃度が元々高いことが示された。窒素については，
概ね肥料添加試験区の方が非添加（対照）試験区より高
い濃度（平均 3.74 mg/L）を保っており非添加（対照）
試験区より 1 mg/L 以上高くなっていたが，特に試験初
期段階におけるその差は顕著だった。一方，リンはむし
ろ非添加（対照）試験区（平均 0.1 mg/L）より肥料添
加試験区の方（平均 0.09 mg/L）が低くなっていた 13)。

2007年 6月開始の温暖期の試験においても窒素・リ
ン共に，肥料添加による濃度上昇効果が顕著に現れてお
り，DTN が最高 45.8 mg/L，DTP が最高 1.1 mg/L に達
し，試験期間中の DTN の平均濃度が 17.2 mg/L，DTP
の平均濃度が 0.37 mg/Lとなり，肥料非添加（対照）試
験区における DTN の平均濃度 4.9 mg/L，DTP の平均
濃度 0.14 mg/Lを上回っていた 13)。
原油混合海砂に付着している全細菌数は，概ね 107～

108/g 乾重だったが，肥料添加試験区では非添加（対照）
試験区共よりも約 2倍高かった（データ未発表）。

図 19．サロマ湖東岸部における原油分解現場試験用ステンレ
ス籠の埋設配置

図 20．2006～ 2007年寒冷期のサロマ湖東岸部での現場試験に
おけるサハリン 2産ヴィーチャーズ原油に含まれる各炭化
水素の分解

 （a）シクロヘキシルアルカン類，（b）ナフタレン類，（c）
アルカン類，（d）フルオレン類，（e）ジベンゾチオフェン
類，（f）フェナンスレン類

 ◇肥料非添加（対照）試験区，□肥料添加試験区
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ヴィーチャーズ原油に含まれる各炭化水素種ごとの分
解（消失）を図 20（2006～ 2007年寒冷期）と 21（2007
年温暖期）に示す。2006年 10月開始の寒冷期の試験で
も，2007年 6月開始の温暖期の試験においても，ナフ
タレン類とシクロヘキシルアルカン類の分解が肥料添加
試験区において顕著であり，一回目の試料採取を行った
4～ 5週間目に 75～ 98％分解されていた。肥料添加に
よる分解促進効果は，2007年 6月開始の試験より 2006
年 10月開始の試験におけるこれらの炭化水素の初期消
失において顕著であり，寒冷期における比較的易分解性
である炭化水素の微生物分解促進に有効であることが示
された。ナフタレン類とシクロヘキシルアルカン類の次
にはアルカン類とフルオレン類がよく分解されていた
が，既往の事例においては通常の直鎖状アルカン類であ
ればナフタレン類と同等，もしくはそれ以上に早期に分
解される場合が多く見られるが，前述のように今回現場
試験に用いたヴィーチャーズ原油には通常の直鎖状アル
カン類が余り含まれず，詳細な構造は不明ながら分解が
遅いことが予想される未知の分岐型アルカンが主成分で
あることが推測され，結果的に分解され難くなったと思
われた。

2006年 10月開始の寒冷期の現場試験での肥料添加試
験区においてはアルカン類の分解は 50％以下にとど
まっていたが，2007年 6月開始の温暖期の試験での肥
料添加試験区においては最終的に 80％以上の分解率が
得られていた。比較的難分解性であり高分子の芳香族炭
化水素のフェナンスレン類とジベンゾチオフェン類の分
解程度は，2006年 10月開始の試験，2007年 6月開始の
試験双方の肥料添加試験区においても低く，試験最終時
点においても 60～ 70％以上が残留していた。特にフェ
ナンスレン類はヴィーチャーズ原油に比較的多く含まれ
る芳香族炭化水素であるため，流出油が漂着した場合の
環境中における残留性が懸念される。
肥料添加による分解促進効果は炭化水素の種類によっ
て異なっていたが，易分解性のシクロヘキシルアルカン
類やナフタレン類，フルオレン類のように，肥料非添加
（対照）試験区においてその残存率の変動（振れ幅）が
非常に大きくなっている一方，肥料添加試験区における
それは小さくなっている傾向が見られた。これは栄養塩
の供給により各炭化水素の微生物分解が促進されると共
に，分解の進行度合が平滑化されることによるものと推
察された。
冬期に氷点下に達する当現場においても，ヴィー
チャーズ原油中に含まれるフェナンスレン類とジベンゾ
チオフェン類以外の炭化水素の分解に対する肥料添加
（栄養塩付与）による明確な促進効果が観られた一方，
肥料非添加（対照）試験区においても相当の分解が見ら
れたのは，前述のように，試験現場の海砂の間隙水に含
まれる栄養塩濃度が元々高いためだと思われた。
前述のように，他の海域でこれまで行ってきたアラビ
アンライト原油を用いた現場分解試験においては，肥料
を添加した場合に分解を評価した全ての炭化水素につい
て 80～ 90％以上の分解が見られたが，それらに比べて
本現場試験では大幅に分解率が低く，北海道オホーツク
沿岸サロマ湖という寒冷水域での微生物による原油の分
解活性の低さと，ヴィーチャーズ原油に含まれる特異な

構造を有するアルカン類と含有量の多いフェナンスレン
類とジベンゾチオフェン類といった比較的高分子の芳香
族炭化水素の難分解性（残留性）が示唆された。

2007年 6月開始の温暖期の試験における，実験に供
試した原油混合海砂試料中の原油含量の経日変化につい
て肥料添加試験区と非添加（対照）試験区との間で比較
したところ（図 22），肥料非添加（対照）試験区におい
ても試験を開始してから二週間後には初期原油含有量の
約三分の一に減少していたが，肥料添加試験区の原油含
量は非添加（対照）試験区のそれのさらに半分ぐらいに
まで減少しており，原油に含まれる個々の炭化水素の分
解のみならず，現場試験に用いた原油混合海砂に含まれ
る原油全体量の減少促進効果ももたらすことが示され
た。

4.2. サハリン 1 産原油を用いた現場試験結果

平均地温は 18.4°C であった。サハリン 2産ヴィー
チャーズ原油を用いた 2006～ 2007年に実施した試験時
のように，試験に用いたステンレス籠内の間隙水中の平
均栄養塩濃度は肥料添加試験区で DTN が 19.9 mg/L，

図 22．2007年温暖期のサロマ湖東岸部での現場試験における
原油混合海砂中の全抽出原油量の推移

 ◇肥料非添加（対照）試験区，□肥料添加試験区

図 21．2007年温暖期のサロマ湖東岸部での現場試験における
サハリン 2産ヴィーチャーズ原油に含まれる各炭化水素の
分解

 （a）シクロヘキシルアルカン類，（b）ナフタレン類，（c）
アルカン類，（d）フルオレン類，（e）ジベンゾチオフェン
類，（f）フェナンスレン類

 ◇肥料非添加（対照）試験区，□肥料添加試験区
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DTP が 0.49 mg/L，非添加（対照）試験区で DTN が
2.8 mg/L，DTP が 0.13 mg/L となり，肥料添加により
窒素は約 7倍，リンは約 4倍高くなっていた。しかしな
がら，原油混合海砂に付着している全細菌数は，肥料添
加試験区と非添加（対照）試験区共に概ね 108/g 乾重で
推移しており，両者間で有意な差は見られなかった
（データ未発表）。
現場試験に供試した原油混合海砂に含まれる残存原油
は，試験開始後一週間後に初期含量の 60％（肥料非添
加［対照］試験区）～ 85％（肥料添加試験区）が消失
しており，サハリン 2産ヴィーチャーズ原油を用いた
2007年に実施した試験時の結果に似ていた。炭化水素
の種類により程度は異なるものの，肥料添加による分解
促進効果が見られた。興味深いことにサハリン 2産
ヴィーチャーズ原油を用いた現場試験では，肥料添加試
験区でも試験終了時に半分以上が残存していたジベンゾ
チオフェン類とフェナンスレン類について，サハリン 1
産原油の場合，肥料添加試験区では最終的に 50％近く
が分解されていた。またその重複試験区間での分解程度
の振れ幅も低くなっていた。このことから，サハリン 2
産ヴィーチャーズ原油では残留性が懸念された芳香族炭
化水素のジベンゾチオフェン類とフェナンスレン類につ
いて，サハリン 1産原油に含まれるものはアルキル基置
換体の異性体の組成等が異なっており，結果的にサハリ
ン 2産ヴィーチャーズ原油に含まれるものより分解性が
高くなったと推察された。

5.　お わ り に

1997年に日本海で起こったナホトカ号事故と東京湾
におけるダイヤモンド・グレース号事故以来，我が国の
沿岸海域では原油・重油を運搬しているタンカーからの
大規模な油流出事故は生じていない。しかしながら，大

型貨物船の座礁等による燃料重油の流出事故は度々発生
しており，規模は大きくないながらも漂着油による沿岸
域の汚染は絶えることなく起こっている。冒頭に述べた
ように 2011年 3月に発生した東日本大震災では，地震
動と東北太平洋沿岸部を襲った大津波が臨海部の石油コ
ンビナートや船舶用や火力発電所の燃料油のタンクを破
壊し，周辺沿岸部における石油流出を引き起こした。特
に津波の被害が甚大だった宮城県沿岸部では，津波で巻
き上げられた土砂堆積物と流出した燃料油が混合し，そ
のまま沿岸部に再堆積した結果，底泥には相当の石油分
が含まれ採取された底泥が石油臭を放つことが関係者か
ら報告されている。このような油汚染は例がなく，また
底層環境ということで海水温・地温，並びに溶存酸素量
も比較的低く，微生物分解の活性も高くないことが予想
される。しかしながら本稿で述べたように，サハリン産
原油のような低粘性で揮発性成分が多いものでは寒冷域
でも炭化水素類の分解が期待できることから，今後，津
波の被害を受け油流出の起こった東北地方太平洋沿岸域
では，底泥中の栄養塩濃度や温度等の石油の微生物分解
に影響をおよぼす環境因子と共に，外部からの栄養塩付
与や分解微生物の供給を行わない石油の自然分解・浄化
過程と微生物群集の変化の経過観察を併せたモニタリン
グ（いわゆる “monitored natural attenuation” [MNA]）
の実施が望ましいと考えられる。
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