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　原　　著（技術論文）

1.　は じ め に

油による土壌汚染は現在では世界中に広がっており，
地球規模での環境問題として注目されている 13)。我が国
においても油汚染が顕在化してきており 10)，その対策が
求められている。油汚染土壌の対策技術は掘削土壌処理
と原位置処理に大別されるが，前者では莫大な掘削及び
運搬のコストが必要となり，また汚染土壌の処理を現場
外で実施しなければならず根本的な浄化対策ではない。
原位置処理の手法としては，揮発及び土壌洗浄などが挙
げられるが 7)，概して専用の設備導入等によるランニン
グコストが発生する。
上述のような，いわゆる物理化学的対策技術に対し
て，比較的低コスト，汚染油の分解除去が可能といった
長所から，主に微生物の機能により油汚染土壌を浄化す
る技術（バイオレメディエーション）が注目されてい
る 14)。バイオレメディエーションにおいても，微生物の
活性維持に必要な空気（酸素）の吹き込みや栄養を添加
するための設備，土壌の切り返しなどが必要となり，や
はりランニングコストが必要となる場合が多い。そのた
め近年では，より低コストでの浄化を目指して，油分解
細菌を植物によって活性化させるファイトレメディエー
ションが注目されている（図 1）。油汚染土壌に対する
ファイトレメディエーションに関しては，油に対して高
い耐性を持つマメ科及びイネ科の植物を中心に研究が行
われてきており，根圏中の細菌が油の分解に主要な役割
をはたしていると考えられている 1,4,5,8,11,12)。本技術を用

いた油汚染土壌の浄化速度は植物根圏などに生息する土
壌細菌による油分解活性に依存するため，物理化学的対
策技術と比較して浄化完了まで長期間を要することが多
く，また浄化期間の予測も難しいのが現状である。こう
した理由などがファイトレメディエーションを油汚染土
壌対策技術として採用する際の障壁の一つとなってい
る。長い工期や浄化期間の予測の難しさといったファイ
トレメディエーションの欠点を克服するためには，例え
ば，浄化時における油汚染土壌中の細菌群集構造及びそ
れらと油分解効果との関連性という，より詳細な浄化機
構の解明が求められる。現在までに，いくつかの研究に
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図 1．油汚染土壌のファイトレメディエーション模式図
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おいて油汚染土壌中の根圏細菌群集について，門レベル
での解析が進められてきている．例えば，Kimら（2006）
は土壌にディーゼル油を添加し，植物の有無による土壌
および根圏細菌群集を比較した 9)。その結果，彼らは
ディーゼル油汚染土壌の根圏では Alphaproteobacteria
や Epsilonproteobacteria 等の特有の細菌群が優占した
ことを報告した 9)。しかしながら，油汚染土壌中の植物
根圏における細菌群集構造が明らかとなっても，それら
と油分解効果との関係性は調べられてきておらず，優占
する細菌群集の油分解に関する役割に関して未だ情報不
足であると言える。また，植物を用いた浄化技術は油汚
染土壌における植物の栽培が避けられず，発芽及び成長
までの期間が必要である。そこで本研究では既に十分生
育しており，迅速な浄化が期待される市販のマット状シ
バを用いた浄化効果の検証及び根圏細菌群集構造と油分
解効果との関係性を調べることにした。

2.　材料と方法

2.1　栽培試験

油汚染土壌は，山口県下松の油汚染現場より採取した
浸出油を市販の川砂と混合して作成した。乾燥土壌あた
りの油分濃度 0 ppm，5,000 ppm，10,000 ppm に調整し
た 3種類の土壌を園芸用大型ポット（直径 33 cm, 高さ
38.5 cm）にそれぞれ充填し（乾燥重量 33.8 kg），マッ
ト状のバーニングフィールド（約 30 cm×30 cm）を土
壌表面に敷き詰め油分解試験を実施した。各ポットには
試験開始時に市販の無機肥料としてマイクロパワー 8号
（多木化学：保証成分　窒素 8％，リン酸 8％，カリウム
8％，マグネシウム 2％）を 50 g/m2（ポットあたり
4.28 g）になるように施肥した。さらに 818日目，1,015
日目にはそれぞれ 30 g/m2（ポットあたり 2.57 g）にな
るように無機肥料を与えた。栽培試験は，独立行政法人
国立環境研究所構内の野外試験圃場（茨城県つくば市）
のビニール屋根の付いた一角において，適宜散水しつつ
実施した。なお，バーニングフィールドは，鹿児島県で
収集したノシバ系統から選抜された市販の固定品種であ
り，秋の草勢が非常に良好で耐旱性が極強の芝生向きの
品種とされている。
油分濃度測定及び細菌叢解析用土壌のサンプリングは
以下の方法で実施した。ブルーシート上に栽培試験ポッ
ト内のシバ及び土壌を全て取り出した後，シバの根を必
要以上に分断しないように注意して土壌をよく混合して
から，土壌試料を 50 ml プラスチックチューブに採取
し，一部を除いて以降の操作まで –20°C で保存した。
取り出した土壌はシバとともに全て同じポットに戻して
栽培試験を継続した。採取した土壌試料の一部を使用し
て，常法により油分濃度計 OCMA-350（堀場製作所）
を用いた赤外吸収法により油分濃度測定を行った。ま
た，土壌試料の土壌含水量の測定結果から，ポット全体
の乾燥土壌あたりの油分濃度を求めた。

2.2　土壌細菌叢の解析

前述の土壌試料から全 DNAを抽出し細菌の 16S rRNA
遺伝子を標的とした遺伝子増幅（Polymerase chain reac-
tion：PCR 法）及び DNA 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動

（Denaturing gradient gel electrophoresis：DGGE 法）に
よる解析を行った。また，取得した DGGE 画像に対し
て多次元尺度法（Multidimensional scaling：MDS 法）に
よる統計解析を行い，各土壌試料の細菌叢の類似度を
評価した。さらに，84日目及び 827日目の土壌試料に
ついて，非汚染（0 ppm）及び油汚染（5,000 ppm 及び
10,000 ppm）の各条件での DGGE バンドパターンの比
較を行い，特徴的なバンドの切り出しとその DNA 塩基
配列の解析を実施した。非植栽の油汚染土壌
（10,000 ppm）では 827日目の土壌試料について DGGE
法による解析を実施し，細菌叢に及ぼすシバ植栽の影響
を比較した。
土壌試料からの全 DNA の抽出には市販のキット，

Fast DNA Spin Kit for Soil（BIO 101; Qbiogene），Extrap 
Soil DNA Kit Plus ver. 2（日鉄環境エンジニアリング），
ISOIL for Beads Beating（和光純薬工業）のいずれかを
使用した。抽出した DNA の PCR には Ampdirect® Plus
酵素セット（島津製作所）及び 16S rRNA 遺伝子上の
V3領域を含む約 570 bpを標的としたユニバーサルプラ
イマー gc-16S350F（5’gc-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’），
16S920R（5’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’）を用い，
60°C から 50°C までプライマーと標的 DNA との結合
（アニーリング）温度を段階的に下げるタッチダウン条
件での増幅を実施した。
得られた PCR 産物の DGGE 法による解析には，

16 cm×16 cm，ゲル厚 1.00 mm，変性剤濃度勾配 35％– 
55％のポリアクリルアミドゲルを用いた。電気泳動
（60°C，70 V，17時間）後，ゲルを SYBR safe DNA Gel 
Stain（Invitrogen）で染色し，Typhoon 9400（Amersham 
Biosciences）を用いて DGGE バンドの検出を行った。
さらに Image Quant（Amersham Biosciences）により各
バンドの相対強度を求め，SPSS 12.0（SPSS）を用いた
MDS 法による統計処理により各試料間の類似性を解析
した。

DGGE 法により得られる各バンドには，しばしば複
数の細菌由来の PCR 産物が含まれるため，標的バンド
から抽出した DNA を PCR 及び Mighty TA-cloning Kit
（タカラバイオ）を用いたクローニングを実施すること
により DNA 塩基配列の決定を試みた。なお，PCR-
DGGE 解析を再度実施して，クローニングによって得
られた DNA 断片が目的の DGGE バンド由来であるこ
とを確認している。DNA 塩基配列の解析には，ABI 
Prism 3730 DNA Analyzer（Applied Biosystems）を用い，
塩基配列決定後は BLAST を用いた相同性検索を実施し
た。

3.　結果及び考察

3.1　油汚染浄化効果

ファイトレメディエーションによる土壌油濃度の変化
を図 2に示す。シバを植えていない非植栽の対照系（試
験開始時油濃度：10,000 ppm）と比較して，ファイトレ
メディエーションを実施したポットでは顕著な油濃度の
減少が認められた。試験 1,189日後には，開始時
5,000 ppm 及び 10,000 ppm の土壌油濃度はそれぞれ
675 ppm 及び 1,792 ppm まで低下し，マット状シバを用
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いたファイトレメディエーションによって実汚染現場か
ら回収した汚染油による模擬汚染土壌での浄化効果が確
認された。
シバの地上部生育状況の写真を図 3に示す。栽培試験
の経過とともに，シバ地上部の生育状況は不良（葉の減
少，褐変等）となることが認められたが，油の有無によ
る明確な地上部生育の違いは観察されなかった。一方，
生育が不良となった 827日目において，非汚染及び油汚
染いずれのポットでも土壌試料サンプリング時に大量の
根が観察された。地上部の生育状況が不良の時期におい
ても，シバの根が残存して主に根圏の細菌群による油分
解活性が維持されていたのではないかと推察された。

3.2　土壌細菌叢の解析

試験期間中のポット土壌の DGGE 画像を図 4に，そ
の MDS 法による解析結果を図 5に示す。非汚染土壌と
油汚染土壌の各試料での DGGE バンドパターンは大き
く異なっていたが，油汚染土壌における油濃度の違い

（5,000 ppm と 10,000 ppm）はバンドパターンに大きな
影響を与えないことが示された（図 4）。

DGGE で得られた画像を統計処理した結果（図 5），
実験開始時の 0日目では非汚染土壌（0 ppm）と油汚染
土壌（10,000 ppm）では比較的近くにプロットされ，こ
れらの土壌細菌群集がよく類似していることが示され
た。非汚染土壌では，本研究での試験期間中においてそ
の土壌細菌叢はほとんど変化していなかったことが示さ
れた。一方，油汚染土壌ではいずれの油濃度でも 84日
目までに細菌群集が大きく変化し，84日目以降は比較
的安定している，すなわち汚染油の存在によって変化し
た細菌叢が長期間維持されていることが認められた。次
いで，こうした根圏等の土壌細菌の油分解に及ぼす役割
を詳細に解析するために，DGGE で得られた特徴的な
バンドの DNA塩基配列の決定を試みた。

827日目のマット状シバ植栽系と非植栽系の10,000 ppm
の DGGE バンドパターンを比較すると，両者に大きな
違いが確認され，植栽によって細菌群集構造が変動した

図 3．ファイトレメディエーション試験期間のシバ地上部生育状況

図 2．ファイトレメディエーションによる油汚染土壌の浄化
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と考えられる（図 6）。また，試験開始後 84日目及び
827日目の各土壌試料の DGGE 解析結果から特徴的に
検出されたバンドを特定して（図 6），その DNA 塩基
配列を解析した（表 1）。84日目の土壌試料での解析結
果からバンド Dはバンド Hと，バンド Eはバンド Iと，
またバンド G はバンド K とそれぞれほとんど同じ塩基
配列であり，すなわち同じ細菌種由来であると考えられ
た（表 1）。油汚染土壌で特徴的に検出されたバンド D
（H）は，軽油をエマルジョン化させる菌体外多糖を生
産することが報告 6) されている細菌種と高い相同性を示
した。一方，827日目の結果（表 1）からはバンド L と
バンド O が同じ細菌種由来であると推測された。バン
ド M はヘキサン分解細菌と高い相同性を示し 2)，バン
ド N は油汚染土壌中における存在や石油分解が多数報
告されている Paenibacillus 属細菌と高い相同性を示し

た 3,15)。本研究のシバによるファイトレメディエーショ
ンにおいても，詳細な遺伝子解析で検出されたこれらの
根圏土壌中の細菌が油汚染の分解に関与しているものと
考えられる。今回の一連の解析により DGGE の DNA
塩基配列を決定できたのは全細菌叢の一部の細菌由来の
それであるが，各土壌試料の細菌叢解析の結果（図 5）
から油汚染土壌においては 84日目以降では類似した細
菌叢を示すことが認められている。従って，マット状シ
バを植栽した実験系でのみに見られ，本研究で検出でき
た油分解に直接関与すると考えられる細菌種が，ファイ
トレメディエーション試験期間を通じて優占化している
のではないかと推察される。以上の結果は，マット状シ
バを植栽することによって，土中の油が効果的に分解さ
れた大きな理由であろう。こうした油汚染土壌での細菌
群集の変化は，508日目以降にシバ地上部の生育が不良
となった（図 3）後も土壌中の油濃度が減少し続けたこ
と（図 1）と一致した結果となった。また，827日目と
いうシバ地上部の生育が不良の状態でも油分解に関与し
ていると推察される細菌が検出された（表 1）ことか
ら，土壌中にシバの根が残っていたことにより油分解細
菌が生息可能となり，油分解効果が持続していたのでは
ないかと考えられる。

4.　ま と め

長期間にわたって実際の油汚染現場から回収した汚染
油を用いた汚染土壌に対してファイトレメディエーショ
ン試験を実施した結果，マット状シバの植栽は油汚染土
壌中の細菌群集構造に大きな影響を与えることによっ
て，油汚染土壌の浄化に高い効果を発揮したと考えられ
た。また，マット状シバは張替えを行わなくとも長期間
その根圏土壌での油分解活性を維持し，10,000 ppm と
いった高濃度の油汚染土壌の浄化が可能であることを確
認した。また，根圏土壌からは油分解に直接関与してい

図 4．ファイトレメディエーション土壌の DGGE 法による解析
 207-1と 207-2は 207日目のサンプリングにおける，それ

ぞれポット上部，下部のサンプルを表す。

図 5．DGGE 画像の多次元尺度法による細菌群集類似度の評価
 図中の各数字（0d，84d など）は試験日数を表す。207-1

と 207-2は 207日目のサンプリングにおける，それぞれ
ポット上部，下部のサンプルを表す。

図 6．DGGE 解析で得られた特徴的なバンドの特定
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ると思われる細菌種を特定することができた。例えば，
マット状シバに付着しているシバ畑土壌は油分解に関与
する細菌のソースになると考えられ，今後さらに浄化期
間の短縮を目指して，根圏細菌叢の解析を進めるととも
にシバの供給源となる畑土壌と油浄化効果との関係につ
いても検討していきたい。
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表 1．栽培試験において見られた特徴的な DGGE バンドの DNA塩基配列の解析

栽培日数 油濃度（ppm） バンド 最も相同性の高かった菌株 アクセッション
No.

相同性
（％）

84

0
A Leifsonia sp. SAP711.6 JX067673 99.8
B Kouleothrix aurantiaca AB079640 92.6
C Lechevalieria aerocolonigenes FJ887954 99.2

5,000

D(H) Burkholderia seminalis JN896363 99.6
E(I) Duganella sp. Sac-36 FJ423638 98.8

F Mitsuaria sp. PhRB004 AB560607 99.2
G(K) Dyella ginsengisoli GU809978 95.7

10,000

H(D) Burkholderia seminalis JN896363 99.4
I(E) Duganella sp. Sac-36 FJ423638 98.8

J Burkholderia sp. AR22 HM027906 99.4
K(G) Dyella ginsengisoli GU809978 95.9

827

5,000
L(O)

beta proteobacterium Schreyahn 
AOB SSU Aster 2

AY795686 94.3

M Singularimonas variicoloris AJ555478 97.5
N Paenibacillus sp. 27-9 EU571199 86.9

10,000
O(L)

beta proteobacterium Schreyahn 
AOB SSU Aster 2

AY795686 94.1

P Acidobacteriaceae bacterium 307 HQ995660 98.6




