
（0050）原位置由来微生物コンソーシアを利用するバイオオーグメンテーション法の開発 

 

○小松大祐 1・佐藤万仁 2・平野隆 2・栗原裕子 3・田村紀義 4・養王田正文 5
 

1株式会社アイ・エス・ソリューション・2一般社団法人沖縄綜合科学研究所 

・3オーピーバイオファクトリー株式会社・4
PaGE Science株式会社・5東京農工大学 

 

 

 

1. はじめに 

1.1 バイオスティムレーションとバイオオーグメンテーション 

土壌汚染対策法における対策工法の一つにバイオレメディエーションがある。バイオレメディエーションは、

低環境負荷、かつ低コストな工法の一つであり、優れた浄化工法の一つである。しかしながら、汚染物質を分

解する主体が微生物であることから、微生物の存在量や微生物の活性を左右する環境要件によって、分解が進

まないことや、基準適合まで長期間を要する等その性能が大きく影響されてしまう不安定な側面を持つ。その

ため、バイオレメディエーションを上手く進めるためには、微生物の存在量や様々な環境パラメータ等をモニ

タリングしながら、適切に管理していくことが重要である。 

バイオレメディエーションにはバイオスティムレーションとバイオオーグメンテーションの 2つの手法があ

る。バイオスティムレーションは薬剤のみを投入することで、土着の微生物活性化させる手法である。一方、

バイオオーグメンテーションは分解性能が優れた微生物を薬剤と一緒に投入する手法である。バイオオーグメ

ンテーションは、近年のDNA解析技術が進歩により、分解菌の全ゲノム解析等も行われており(Yohdaら 2017)、

安全性や高い分解能力がわかっている微生物等を投入することが可能であることから、バイオスティムレーシ

ョンと比較し、工期を短くできる可能性がある反面、投入した微生物が現場に適応できず、十分にその分解活

性を維持できない場合がある。 

考えられる原因として、投入する微生物の栄養要

求性や適用できる環境がサイトとあっていないこと

で、分解微生物が生残できずに死滅してしまうこと

や、土着の微生物と基質の競合が起こることで、投

入した微生物が基質を十分取り込むことができず、

死滅してしまうことが考えられる。 

 

1.2 バイオオーグメンテーションの新手法 

そこで、バイオオーグメンテーションの短所を克

服し、かつ、長所を活かすために、我々は元々サイ

トに生息している微生物を利用してオーグメンテー

ションを行う手法を試みた。 

サイトから土壌・地下水を採取し、分解微生物およびその分解微生物に関わる微生物群（コンソーシア）を

順化培養し、分解に関わる可能性がある微生物コンソーシアを増殖させ、VOCsの分解活性を高めた後に、サ

イトに戻す手法を試みた（図 1）。本手法のメリットは、①微生物を元々サイトから取得しているため、その

環境に合った生残性が高い微生物が取得できること、②バイオオーグメンテーションの特長である基準適合ま

でに要する期間が短いこと、③元々サイト由来の微生物のため、生態系に与える影響が最小限、である。 

本研究においては、沖縄県のあるサイトにおいて、微生物コンソーシアの取得と構築、解析、また、実サイ

トにおける実証試験の実施を行い、微生物コンソーシアの有用性について、確認することができたことから、

以下にその結果を報告する。 
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図 1 本報告で用いる手法 
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2. 材料と方法 

2.1 分解微生物コンソーシアの取得とサイトの探索 

沖縄県内において、様々な地点の湧水や土壌についてサンプリングを行った。サンプリングは湧水を中心に、

一部ボーリングマシーンによる土壌サンプリングも行った。サンプリング後は、速やかに実験室に持ち帰り、

試験に用いた。 

 

2.2 分解微生物コンソーシアの構築とその培養方法 

嫌気的に塩素化 VOCsの分解が促進される条件で培養をおこなった。気相はアルゴンで置換し、炭素源や微

量ミネラル、アミノ酸類、そして水素を添加し、TCEもしくは PCEを添加して培養を行った。定期的に VOCs

の濃度測定を行い、分解が確認された場合、培養液の一部を新しい培地に接種し、継代を行った。数代継代後、

あるサイト由来のサンプルから、安定して塩素化 VOCsを分解

できるコンソーシアが入手できた。 

 

2.3 事前の室内試験 

 実証試験の実施サイトが決定した後、取得した塩素化 VOCs

分解コンソーシアについて、実際の土壌に対する効果の有無や、

コンソーシアの添加率、また、使用する薬剤の検討を行うため

の事前検討を行った。事前検討において、実証試験を実施するサ

イトの土壌・地下水を 100mL容バイアルに入れ、そこに VOCs

や浄化薬剤、そしてコンソーシアを添加し、ラボスケールにおけ

る塩素化 VOCsの分解試験を行った。 

 

2.4 実証試験の実施 

 実証試験は沖縄県内のあるサイトにおいて、関係者に合意をと

った後に行った。汚染の詳細な原因などは不明であるが、当該サ

イトは地下水において環境基準を超えない濃度ではあるものの、

PCEや TCE、その分解生成物が検出されていることが事前のモニ

タリングからわかっている。 

実証試験は井戸注入によって実施した。井戸の配置と深度方向を

図 2に示す。井戸は周囲の観測井戸と中心の注入井戸からなる。反応区においては、ポリ乳酸系の薬剤を予め

コンソーシアを注入する試験施工範囲全体に注入した。ポリ乳酸系の

薬剤注入 2週間後、VOCsの分解が終了し、VOCsが検出されないこ

とを確認した培養後のコンソーシアを注入井戸からおよそ 5L程度注

入した。対照区においてはポリ乳酸系の薬剤を注入した 2週間後に約

5Lのミネラルウォーターを注入した。注入後は約 120日間にわたっ

て地下水のモニタリングを継続した。 

 

3. 結果と考察 

3.1 コンソーシアの分解活性など 

 取得した塩素化VOCs分解コンソーシアについて培養系における分

解活性を図 3に示す。取得した塩素化 VOCs分解コンソーシアは PCE

や TCEを速やかに脱塩素化し、エチレンにまで分解する。また、

Dehalococcoides属細菌は非常に高い密度(1.0×109copies/100mL以

上)でコンソーシア内に存在していることもわかった。 

 

3.2 事前の室内試験 

結果を図 4に示す。結果から、土壌の体積に対して 0.1%程度の

添加で分解活性を十分に示すことが分かった。また、使用する薬剤についても水素等は必要なく、ポリ乳酸系

の薬剤で問題ない事が確認された。 
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図 3 コンソーシアの塩素化 VOCs分解 
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3.3 実証試験結果 

3.3.1 VOCs濃度について 

注入井戸における地下水モニタリング結果を図 5に示す。

対照区においては、濃度にばらつきがあり、突発的に検出

下限値未満となる日もあるが、基本的には TCE濃度が緩や

かに減少していき、80日後以降、TCEが検出下限値未満と

なった後、cis-DCE濃度が上昇し、およそ 120日目でピー

クとなった。このことは、ポリ乳酸系の薬剤により、土着

の Dehalococcoides属細菌をはじめとする分解微生物が

徐々に増えていき、TCEの脱塩素化反応が進行したことを

示すと考えられる。なお、120日目の時点においても TCE

の分解生成物である cis-DCEはほとんど分解されていないと考えら

れる。また、CE（クロロエチレン）は期間中、検出されなかったことから、対照区における脱塩素化反応は

120日間において、cis-DCEで止まっている可能性が高い。一方、反応区においては、TCEが速やかに減少し

ていき、30日前後で定量下限値未満となった。cis-DCEは 20日前後でピークを迎え、CEも 30日後にピークを

迎えた。その後は、cis-DCEが定量下限値前後で検出された。このことは、反応区においては、投入されたコ

ンソーシアにおいて速やかに VOCsの脱塩素化反応が起きたことを示すと考えられる。 

 

3.3.2 Dehalococcoides属細菌について 

16SrRNA遺伝子を基にした Dehalococcoides属細菌のコピー数を図 5に示す。Dehalococcoides属細菌は、

モニタリング期間中、対照区においては検出下限値前後のコピー数を維持していた一方、反応区においては、

投入したコンソーシアの影響により、投入直後に Dehalococcoides属細菌が 1.0×109copies/100mLの密度で存

在し、最大値を示している。その後、1.0×108copies/100mL程度で約 50日間にわたりその密度は維持された。

VOCs濃度も 50日以内に CEの発生まで確認されていることから、VOCsの脱塩素化反応は、Dehalococcoides

属細菌が 1.0×108copies/100mL程度を維持している 50日間において特に活発であると考えられる。その後、

VOCs濃度が低下した、60日目以降は徐々に密度は減少傾向となり、100日目でほとんど検出下限値近くにま

で Dehalococcoides属細菌の密度はさがった。本サイトは VOCs濃度が低いことから、はっきりしたことは言

えないが、投入されたコンソーシア中の Dehalococcoides属細菌は地下水中の VOCsを脱塩素することで、密

度を維持していた一方、VOCs濃度が十分下がった後には、基質がなくなったことで徐々にその密度を減らし

ていった可能性が考えられる。そのことは、投入された Dehalococcoides属細菌は VOCsが脱塩素化されて役

目を終えた後に、すみやかにその密度を減らすことを示唆している。 
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図 5 試験施工における注入井戸の VOCs濃度の変化と Dehalococcoides属細菌コピー数 

（0日はコンソーシア注入日を示す。-14日前後で薬剤を注入） 

 

4. まとめ 

土壌汚染対策法の改正があり、2017年度から CEが新たに対象物質に追加された。CEは塩素化 VOCsの嫌

気的なバイオレメディエーションにおいて、最終的な分解生成物であるエチレンの一段階前の物質であり、エ

チレンまで脱塩素化される前に必ず生成する物質である。そのため、今後、嫌気的なバイオレメディエーショ

図 4 事前室内試験の結果 
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ンを行う場合には、CEが分解されるまで対策が完了せず、これまでと比較し、分解全物質基準適合となるま

でに長期間を要してしまう可能性が高い。 

そこで、筆者らは、初期からより分解スピードが速いバイオオーグメンテーションが有効と考えている。た

だし、バイオオーグメンテーションは Dehalococcoides属細菌単独で投入した場合、生残性が悪いことや、脱塩

素化反応の活性が十分発揮できない等により、浄化がうまくいかないことがある。原因の一つとして、

Dehalococcoides属細菌の特殊な栄養要求性（Heら 2007）や適応できる環境が特殊なこと挙げられる。しかし

ながら、本報告のコンソーシアを用いる手法を適用すれば、Dehalococcoides属細菌の生残性や活性を栄養面や

環境面からサポートする微生物を同時に投入するため、投入された Dehalococcoides属細菌の生残性や活性が保

たれ、脱塩素化反応がより確実に、速やかに行われると考えられる。過去の報告において、Dehalococcoides属

細菌が他の細菌類と培養することで、その活性や生残性が促進されるという報告（Menら 2012）もこのことを

支持する。また、元々サイトにいた微生物群しか含まれていないため、生態系に及ぼす影響は外部から微生物

を投入するのと比較すれば、少ないと考えられる。 

今後は、さらにスケールの大きい試験施工や、実施工に向けた大量培養法の確立等を視野に検討する予定で

ある。また、コンソーシアの適用範囲について、同一サイトでなくても、地質や水質が似ている他サイトにお

いて適用できる可能性についても検討する必要があると考えられる。 
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