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緒論 

 

テトラクロロエチレン（PCE）やトリクロロエチレン（TCE）などのクロロエチレン類は、ドライク

リーニングの溶剤や機械部品・半導体などの洗浄剤として工業的に幅広く使用されてきた（Yoon et al., 

2002; Miyake et al., 2003; Rastkari et al., 2011）。クロロエチレン類は土壌環境中では地下に浸透しやすく、

また生物難分解性であることから（Dolinová et al., 2017）、産業利用に伴って漏出したクロロエチレン類

による土壌及び地下水の汚染が各地で確認されている（Burston et al., 1993; Carter et al., 2008; Jo et al., 

2010）。クロロエチレン類は発がん性や生殖毒性を有することから（Khattak et al., 1999; Wartenberg et al., 

2000; Boffetta et al., 2003）、その土壌・地下水汚染は大きな社会的問題となっており、適切な浄化対策が

求められている。特に近年では、PCE、TCE 等の代謝によって生成するジクロロエチレン（DCE）やク

ロロエチレン（VC）が土壌・地下水環境中で残存する事例が多く見られるようになり、VC が新たに土

壌汚染対策法の特定有害物質に追加されたことから、環境中に漏出した元の物質だけでなく、その代謝

物も含めたクロロエチレン類の包括的な浄化が求められるようになってきた。 

 クロロエチレン類汚染の浄化技術として、高濃度汚染に対しては掘削除去や地下水揚水処理などの物

理化学的手法の適用が有効であるが、比較的低濃度の汚染に対しては費用対効果が低いという問題があ

る。一方、クロロエチレン類は生物難分解性であるものの、一部の微生物により分解・無機化されるこ

とから、比較的低濃度のクロロエチレン類汚染の浄化技術には、地盤中に存在する微生物を利用したバ

イオレメディエーションが経済性の高い手法として実用化されている（Bradley, 2003; Pant and Pant, 

2010）。クロロエチレン類汚染のバイオレメディエーションには、嫌気性または好気性の微生物代謝を

利用する選択肢が存在するが（Mattes et al., 2010）、実際の浄化工事では、より経済性に優れた嫌気性の

バイオレメディエーションが主に用いられている（Tiehm and Schmidt, 2011）。図 0-1 に示す通り、土壌

や地下水中などの嫌気環境下においてPCEやTCEは、有機物の分解によって生じる水素を電子供与体、

クロロエチレン類を電子受容体とした逐次的な脱塩素化反応により、DCE、VC を経由して無害なエチ

レンやエタンへと変換される（Tiehm and Schmidt, 2011; Dolinová et al., 2017）。Dehalobacter 属や

Dehalococcoides 属、Dehalospirillum 属、Desulfitobacterium 属、Desulfuromonas 属、Geobacter 属、

Sulfurospirillum 属など様々な細菌がクロロエチレン類を嫌気的に脱塩素化することが知られているが、

DCE 以降を脱塩素化できるのは主に Dehalococcoides 属細菌に限られ、Dehalococcoides 属細菌が存在し

ない汚染地盤では DCE 以降の脱塩素化が停止してしまう（Dolinová et al., 2017; Saiyari et al., 2018）。そ

のため、嫌気的脱塩素化を利用した浄化においては Dehalococcoides 属細菌を含む脱塩素化微生物を効率

的に増殖・活性化させ、その機能を十分に発揮させることが重要である。 

 脱塩素化微生物を増殖・活性化させるためには、強い嫌気環境の形成に寄与し、クロロエチレン類脱

塩素化の水素供与体として働く有機物の投入が不可欠となる（Leeson et al., 2004; Aziz et al., 2013）。有機

物の種類により分解性及び 1 分子あたりの水素発生量が異なり、嫌気環境の形成や脱塩素化反応への寄

与が大きく異なることから（Thauer et al., 1977; Leeson et al., 2004）、投入する有機物の選択は浄化の成否

や効率を決定する重要な因子とされている。既往研究では、酢酸や酪酸などの有機酸、メタノールやエ

タノールなどのアルコール類、糖蜜、植物油など、様々な有機物の水素供与体としての利用が検討され

ているが（Bradley, 2003; Leeson et al., 2004; Schneidewind et al., 2014）、現状では、乳酸やポリ乳酸エステ

ル（商標名：HRC®（Regenesis 社））がクロロエチレン類の脱塩素化に有望な水素供与体として最も広
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く利用されている（Leeson et al., 2004; Aziz et al., 2013）。しかし、より安価で脱塩素化効果が高い水素供

与体のさらなる探索は、クロロエチレン類の嫌気性バイオレメディエーションの普及のために重要な永

遠の課題とも言える。 

 我々は、新たな水素供与体の候補としてグルコン酸に着目した。グルコン酸は化学式が C6H12O7で表

されるカルボン酸の一種である。天然には蜂蜜やワイン、酢、米、植物、果物など様々な食品に含まれ

ており、pH 調整剤などの食品添加物や金属の洗浄用として主に利用されている（Ramachandran et al., 

2006; Cañete-Rodríguez et al., 2016）。グルコン酸はこれまでにクロロエチレン類脱塩素化のための水素供

与体としての利用例はないが、その分解過程で乳酸を生成するため（Sokatch and Gunsalus, 1957; 

Tsukahara et al., 2002）、水素供与体として作用することができるうえ、乳酸よりも効果が長期間持続する

可能性がある。また、乳酸やポリ乳酸に比べて解離し得る電子当量あたりの価格が安価であるため

（Leeson et al., 2004; Singh and Kumar, 2007）、バイオレメディエーションを低コスト化できる可能性もあ

る有望な水素供与体の候補であると考えられる。 

 グルコン酸をクロロエチレン類脱塩素化の新たな水素供与体として実用化する上では、その有効性を

ラボスケールの実験やパイロットスケールの実証試験で事前に検証する必要がある。また、水素供与体

として酢酸や乳酸、HRC を用いて TCE の脱塩素化を行った場合、地下水によっては脱塩素化が

cis-1,2-DCEやVCで停止してしまうという報告もあることから（Carr and Hughes, 1998; Koenigsberg et al., 

2002; Mészáros et al., 2013; Miura et al., 2015）、グルコン酸についても性状の異なる様々な地下水に対して

も完全脱塩素化を達成させることができるか確認しておくことも極めて重要である。 

 そこで本研究では、クロロエチレン類のバイオレメディエーションのための新たな水素供与体として

のグルコン酸の有効性を明らかにすることを目的とした一連の検討を実施した。本論文は緒論、3 章か

らなる本論、及び総括ならびに結論で構成されている。この緒論においては、研究の背景と目的を明示

した。本論第 1 章では、グルコン酸を水素供与体として使用し、クロロエチレン類汚染現場で採取した

地下水から脱塩素化微生物集積系の構築を試み、集積系による TCE の脱塩素化能力の評価と菌叢解析を

行うことを通じて、水素供与体としてのグルコン酸の有効性を検証した。第 2 章では、クロロエチレン

類で汚染された複数のサイトから採取した地下水を微生物源とした TCE の脱塩素化実験を行い、グルコ

ン酸が多種多様な地下水に対してクロロエチレン類を完全に脱塩素化できるかを検討し、水素供与体と

しての汎用性を確認した。第 3 章では、TCE と cis-1,2-DCE、VC で汚染された地下水汚染サイトでグル

コン酸注入による浄化実証を行うことで、グルコン酸が実際の汚染現場においても水素供与体として利

用可能であることを検証した。総括ならびに結論では、本研究で得られた結果をもとに、水素供与体と

してのグルコン酸の適用可能性を考察し、今後の展望を述べた。 
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図 0-1 クロロエチレン類の脱塩素化経路と各段階に関与する脱塩素化酵素遺伝子及び微生物（Tiehm and Schmidt, 2011; Dolinová et al., 2017） 
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第 1 章 グルコン酸を水素供与体として用いたクロロエチレン類分解微生物集積系の構築 

 

1.1 はじめに 

 クロロエチレン類の嫌気性バイオレメディエーションの電子供与体には様々な有機物が用いられて

きたが、グルコン酸を利用する試みは本研究が初の事例である。そのため、グルコン酸がクロロエチレ

ン類の脱塩素化のための水素供与体として適用可能かを検討するにあたり、まずグルコン酸が

Dehalococcoides 属細菌を含むクロロエチレン類の脱塩素化に関与する微生物群の増殖・活性化、及びク

ロロエチレン類脱塩素化能力の誘導に有効かどうかを明らかにする必要がある。 

 そこで本章では、グルコン酸を唯一の水素供与体として使用して、クロロエチレン類汚染現場で採取

した Dehalococcoides 属細菌を含む地下水から TCE を脱塩素化する微生物集積系の構築を試み、その集

積系のクロロエチレン類脱塩素化能力の評価と菌叢解析を行った。 

 

1.2 実験材料及び方法 

1.2.1 集積系構築の植種源 

集積系構築のための植種源には、神奈川県某所にある機械工場敷地内の TCE 土壌・地下水汚染現場（地

下水の TCE 濃度 1.0 mg/L 程度）から 2008 年に採取した土壌と地下水を用いた。採取時に、地下水中に

Dehalococcoides 属細菌が存在することは確認済みである。この土壌と地下水の混合物 20 L を 20 L 容の

ポリ容器に入れ、飽和 TCE 水溶液 100 mL、グルコン酸ナトリウム 55.8 g、尿素 3.6 g、リン酸二水素ナ

トリウム 0.6 g、炭酸水素ナトリウム 20 g と、表 1-1 に示す組成の微量元素濃縮液 200 mL を添加し、22

～23℃に維持した部屋で静置培養した。 

 1～4 ヶ月おきに培養液の半量（10 L）を別の 20 L 容ポリ容器に移し、水道水を 10 L 加え、飽和 TCE

水溶液 100 mL、グルコン酸ナトリウム 55.8 g、尿素 3.6 g、リン酸二水素ナトリウム 0.6 g、炭酸水素ナ

トリウム 20 g と微量元素濃縮液を 100 mL 添加した。この植え継ぎ操作を約 10 年間繰り返したものを本

研究における集積系構築の植種源（種菌液）として用いた。 

 

表 1-1 微量元素濃縮液の組成（上木と遠藤, 1993 を一部改変） 

物質名 濃度（g/L） 

CaCl2･2H2O 10 

MgCl2･6H2O 20 

FeCl2･4H2O 40 

H3BO3 0.01 

ZnCl2 0.287 

CoCl2･6H2O 0.048 

Na2MoO4･2H2O 0.048 

CuSO4･5H2O 0.125 

MnSO4･4H2O 0.223 

NaI 0.83 
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1.2.2 集積系の構築 

 1.2.1で示した種菌液5 Lと水道水4.85 Lを10 L容のポリ容器に入れ、TCE濃度が9 mg/L（0.68 μmol/L）

となるように飽和 TCE 水溶液 100 mL を加えた。さらに、グルコン酸ナトリウム 18.6 g、尿素 1.2 g、リ

ン酸二水素ナトリウム 0.2 g、炭酸水素ナトリウム 10 g と微量元素濃縮液 50 mL を添加し、22～23℃に

維持した部屋内で静置培養した。 

週 1 回の頻度で培養液中のクロロエチレン類濃度（TCE、cis-1,2-DCE、VC）を測定し、TCE 濃度と

cis-1,2-DCE 濃度が定量下限値である 0.01 mg/L（TCE：0.076 μmol/L、cis-1,2-DCE：0.103 μmol/L）、VC

が 0.05 mg/L（0.8 μmol/L）を下回ったことが確認された場合に、培養液 5 L を別の 10 L 容ポリ容器に移

し、水道水 4.85 L と飽和 TCE 水溶液 100 mL、炭酸水素ナトリウム 10 g、微量元素濃縮液 50 mL を加え

た。さらに、添加後の全有機体炭素（TOC）濃度が 600 mg/L となるように、グルコン酸ナトリウム：

尿素：リン酸二水素ナトリウム＝9.3：0.6：0.1 の割合で加え、22～23℃の部屋内で静置培養を繰り返す

集積培養を行った。 

 

1.2.3 化学分析 

集積培養において、培養液中のクロロエチレン類濃度（TCE、cis-1,2-DCE、VC）は、光イオン化検出

器とカラム（NBW-310SS30、長さ 30 m、内径 0.53 mm、膜厚 3 μm、日本電子）を搭載したガスクロマ

トグラフ（GC-8610、日本電子）を用い、カラム温度 70℃（一定）の条件で測定した。pH はポータブ

ル pH メーター（B-212、堀場製作所）で測定した。また、培養液を孔径 0.45 µm のセルロースアセテー

ト製フィルター（Advantec）でろ過し、全有機体炭素計（TOC-V CPN、島津製作所）を用いて溶存性有

機体炭素（DOC）濃度を測定した。 

 

1.2.4 微生物群集解析 

1.2.4.1 DNA 抽出 

培養液中の微生物 DNA は、以下に示す方法（Zhou et al., 1996）を用いて培養液より抽出した。培養

液を孔径 0.2 μm のポリカーボネート製メンブレンフィルター（Merck）でろ過し、そのフィルターをマ

イクロチューブに入れ、直径 0.1 mm のジルコニア/シリカビーズ（BioSpec Products）と DNA 抽出緩衝

液を加えて Bead Beater（MS-100、トミー精工）を用いて 3,000 rpm で 30 秒間粉砕した。凍結融解を 3

回繰り返した後、ドデシル硫酸ナトリウムを 2%（w/v）となるように加えて 65℃で 60 分間保温し、再

び Bead Beater を用いて 3,000 rpm で 2 分間粉砕した。その後遠心分離（20,400 ×g、10 分、25℃）して得

た上清を再度遠心分離（20,400 ×g、5 分、25℃）して、その上清をクロロホルム抽出に供した。イソプ

ロパノールを添加後に静置、遠心分離（20,400 ×g、30 分、25℃）し、DNA を沈殿させた。沈殿は 70%

エタノールで洗浄後に乾燥させて TE Buffer に溶解させた後、PCR Clean-Up Mini Kit（チヨダサイエンス）

を用いて精製し、以下の各解析に使用した。 

 

1.2.4.2 リアルタイム PCR 

LightCycler 1.5（Roche）を用いたリアルタイム PCR 法により、Dehalococcoides 属細菌に特異な 16S 

rRNA 遺伝子、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子と真正細菌、古細菌の 16S rRNA 遺伝子を定量した。tceA は TCE

と cis-1,2-DCE の脱塩素化酵素を、vcrA と bvcA は cis-1,2-DCE と VC の脱塩素化酵素をコードする遺伝

子である（図 0-1、表 1-2）。 
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プライマーとプローブは表 1-3 に示すものを用いた。vcrA、bvcA 遺伝子増幅のためのプライマー及び

プローブは、それぞれ Dehalococcoides sp. VS 株及び Dehalococcoides sp. BAV1 株の VC 分解酵素遺伝子

配列（GenBank accession No. AY322364、AY563562）をもとに、DNASIS Pro（日立ソリューションズ）

を用いて設計した。 

PCR 反応液（20 μL）の調製には、LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS HybProbe（Roche）を使用し、

DNA サンプルは 2 μL、プライマー及びプローブはそれぞれ 0.5 及び 0.2 μM となるように添加した。PCR

は、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子については、初期変性：95℃･10 分の

後、変性：95℃･10 秒、アニーリング：60℃（16S rRNA 遺伝子のみ 58℃）･15 秒、伸長：72℃･25 秒を

45 サイクル繰り返して実行した。真正細菌、古細菌の 16S rRNA 遺伝子の PCR は、初期変性 95℃･10

分の後、変性：95℃･10 秒、アニーリングと伸長：52℃（古細菌は 60℃）･30 秒を 50 サイクル繰り返し

て実行した。 

 

表 1-2 クロロエチレン類の脱塩素化に関与する遺伝子の詳細（Saiyari et al., 2018） 

遺伝子 
遺伝子がコードする酵素により 

脱塩素化される物質 
遺伝子を保有する代表的な微生物 

tceA TCE、cis-1,2-DCE 

Dehalococcoides mccartyi 195 

Dehalococcoides mccartyi FL2 

Dehalococcoides mccartyi KB1/VC 

Dehalococcoides mccartyi BTF08 

Dehalococcoides mccartyi ANAS1 

Dehalococcoides mccartyi 11a5 

Dehalococcoides mccartyi UCH007 

vcrA cis-1,2-DCE、VC 

Dehalococcoides mccartyi VS 

Dehalococcoides mccartyi GT 

Dehalococcoides mccartyi BTF08 

Dehalococcoides mccartyi ANAS2 

Dehalococcoides mccartyi 11a 

Dehalococcoides mccartyi IBARAKI 

Dehalococcoides mccartyi UCH007 

bvcA cis-1,2-DCE、VC Dehalococcoides mccartyi BAV1 
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表 1-3 リアルタイム PCR で使用したプライマーとプローブ 

ターゲット 

遺伝子 

プライマー 

プローブ名 
塩基配列（5ʹ→3ʹ） 文献 

Dehalococcoides 

16S rRNA 

Dhc624F CAGCAGGAGAAAACGGAATT 

上野ら, 2010 
Dhc1232R GACAGCTTTGGGGATTAGC 

Dhc971Flu GTAGTGAACTGAAAGGGGAACGACC-Fluorescein 

Dhc997Lc Lc Red 640-GTTAAGTCAGGAACTTGCACAGGTG-Phosphate 

tceA 

tceA168F GGGTGACCACGCTAATAAAG 

中村ら, 2006 
tceA582R CATTCATGGTTCGCATAGAG 

tceA489Flu GGAAGATGCCCTAATATATGCCGCC-Fluorescein 

tceA515Lc Lc Red 640-CGAATGGCTCACATAATTGCTGGGA-Phosphate 

vcrA 

vcrA820F TACTACAATGATGCAGAGTGGG 

本研究 
vcrA984R AAAGCGTGATAACCTAGATACTTAATAAAC 

vcrA880Flu CTACCTCAACCACAAGAACTCAATAAGAGGACG-Fluorescein 

vcrA914Lc Lc Red 640-GTGGTATAGCAGGTGCTGGATCATATACTGTATACAAAG-Phosphate 

bvcA 

bvcA663F TATAGGTGTAATGCCAATCACCA 

本研究 
bvcA824R GGTCATTATAATACCCTTTATCGACTT 

bvcA760Flu GGAACGGGAAATGTGCAGTTTGATGTCC-Fluorescein 

bvcA789Lc Lc Red 640-GCTGCCAAAGACACCTGTTCCAATAGTCTG-Phosphate 

真正細菌 

16S rRNA 

Bac1055YF ATGGYTGTCGTCAGCT 
Ritalahti et al., 2006 

を改変 
Bac1392R ACGGGCGGTGTGTAC 

Bac1115Probe FAM-CAACGAGCGCAACCC-TAMRA 

古細菌 

16S rRNA 

ARC787F ATTAGATACCCSBGTAGTCC 
Yu et al., 2005 

を改変 
ARC1059R GCCATGCACCWCCTCT 

ARC915F FAM-AGGAATTGGCGGGGGAGCAC-TAMRA 
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1.2.4.3 T-RFLP（Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism）解析 

真正細菌及び古細菌の 16S rRNA 遺伝子を対象とした T-RFLP 解析を行った。PCR プライマーは、真

正細菌 16S rRNA 遺伝子には 27f と 1392r、古細菌 16S rRNA 遺伝子には Ar109f と Ar902r を用いた（Sang 

et al., 2009）。プライマーのうち 27f と Ar902r は 5ʹ末端を 6-carboxyfluorescein（FAM）で蛍光標識した。

反応液（50 μL）は TaKaRa Ex Taq Hot Start Version（タカラバイオ）を用いて調製し、DNA サンプルを 5 

μL、各プライマーを真正細菌の PCR では 1 μM、古細菌では 0.5 μM となるように添加した。PCR 条件

は、真正細菌では、初期変性：95℃･10 分の後、熱変性：95℃･1 分、アニーリング：57℃･1 分、伸長：

72℃･3 分を 18 サイクル繰り返し、最後に伸長を 72℃･10 分行った。古細菌では、初期変性：94℃･5 分

の後、熱変性：94℃･1 分、アニーリング：55℃･1 分、伸長：72℃･1.5 分を 30 サイクル繰り返し、最後

に伸長を 72℃･6分行った。PCR産物は PCR Clean-Up Mini Kitを用いて精製した。精製した PCR産物は、

HhaI（真正細菌と古細菌の両方）と TaqI（古細菌のみ）により、それぞれ 37℃と 65℃で 5 時間の制限

酵素処理を行った。HhaIと TaqIはタカラバイオ株式会社より購入した。制限酵素処理後の PCR産物は、

Hi-Di ホルムアミド（Applied Biosystems）、1200 LIZ Size Standard（Applied Biosystems）と混合し、95℃

で 3 分間変性させた後、キャピラリー電気泳動（ABI Prism 3130 Genetic Analyzer、Applied Biosystems）

に供し、付属のソフトウェア（GeneMapper. Software Version 4.0）を用いてデータ解析を行った。 

 

1.2.4.4 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析 

真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子 V4 領域を対象としたアンプリコンシーケンス解析は、株式会

社生物技研に委託して実施した。プライマーには 515f と 806r（Caporaso et al., 2011）を用いた。増幅産

物のシーケンシングは、illumina Miseq（Illumina）を用い、2×300 bp の条件で行った。解析で得た各リ

ー ド の う ち 低 ク オ リ テ ィ リ ー ド を 除 去 し た 後 、 USEARCH Version 10.0.240

（https://www.drive5.com/usearch/）を用いてキメラ配列のチェックを行った。フィルタリング後の配列は、

QIIME Version 1.9.0（http://qiime.org/）を用い、相同性 97%を閾値として Operational Taxonomic Unit（OTU）

に分類し、各 OTU の代表配列を出力した。取得した代表配列は、EzBioCloud 16S database

（https://www.ezbiocloud.net/）を参照し、系統推定を行った。得られたシーケンスデータは、DRA010105

のアクセッション番号で日本 DNA データバンク（DDBJ）のデータベースに登録した。 

 

1.3 実験結果 

1.3.1 集積系のクロロエチレン類脱塩素化特性 

 集積系の培養液中におけるクロロエチレン類濃度、pH、DOC 濃度の経時変化をそれぞれ図 1-1a、b、

c に示す。添加した TCE は速やかに減少し、それに伴いほぼ同モルの cis-1,2-DCE が生成した（図 1-1a）。

さらに、cis-1,2-DCE の減少に伴って VC が生成し、その後 VC も減少した。以上の TCE から VC までの

脱塩素化ならびに VC の消失は、植え継ぎを繰り返しても継続して確認された。実験初期の 1 度目の植

え継ぎでは VC の消失までに 42 日を要したが、その後は 35、29、20 日と徐々に短縮され、植え継ぎに

よる脱塩素化能力の向上が示された。また、水素供与体として添加したグルコン酸ナトリウム由来の

DOC 濃度は直線的に減少し（図 1-1c）、グルコン酸の分解がクロロエチレン類の脱塩素化と同時に進行

していることが観察された。さらに、DOC 濃度の減少速度は、1、2 度目の植え継ぎでは約 10.5 mg/L/

日、3 度目では 11.2 mg/L/日となり、植え継ぎに伴いわずかながら上昇したことから、クロロエチレン

類の脱塩素化と同様に、グルコン酸の分解能も植え継ぎにより高まったことが示唆された。培養液の pH
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は、TCE の脱塩素化過程において若干低下したが、おおむね中性付近で維持された（図 1-1b）。 

 

 

図 1-1 集積系の培養液中におけるクロロエチレン類濃度（a）、pH（b）、DOC 濃度（c）の経時変化 

（矢印は植え継ぎのタイミング） 
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1.3.2 集積系の微生物数の経時変化 

 培養液中の真正細菌及び古細菌の 16S rRNA 遺伝子数、ならびに Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA

遺伝子数、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子数の経時変化を図 1-2a、b に示す。真正細菌の 16S rRNA 遺伝子数

は 108～109 copies/mL、古細菌の 16S rRNA 遺伝子数は約 107 copies/mL でほぼ一定であり、集積系内の

微生物濃度に大きな変化は見られなかった（図 1-2a）。Dehalococcoides属細菌の 16S rRNA遺伝子数、tceA、

vcrA、bvcA 遺伝子数は植え継ぎの直後には減少するが、脱塩素化の進行に伴って増加する傾向が見られ

た（図 1-2b）。培養期間を通じて見ると、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数はおおむね 105～

106 copies/mL、tceAと vcrAは 106～108 copies/mLであったが、bvcAは培養期間の経過に伴い 103 copies/mL

から 105～106 copies/mL に増加した。 

 

 

図 1-2 集積系の培養液中における真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子数（a）、Dehalococcoides 属細

菌の 16S rRNA 遺伝子数、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子数（b）の経時変化（矢印は植え継ぎのタイミング） 
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1.3.3 集積系の微生物叢 

培養液の真正細菌、及び古細菌の 16S rRNA 遺伝子を対象とした T-RFLP 解析結果の経時変化を図 1-3

に示す。真正細菌 16S rRNA 遺伝子の HhaI 断片の解析では、578-581 bp の T-RF が常に全体の約 80%を

占め、最も優占した（図 1-3a）。古細菌 16S rRNA 遺伝子の解析においては、HhaI 断片では 47 bp と 525-527 

bp の T-RFs、TaqI 断片では 275-276 bp と 382-384 bp の T-RFs が全体の 80～98%を占めた（図 1-3b、c）。

真正細菌、古細菌ともに、残りの 2～20%を占める微生物群の構成は時間により変化したものの、約 130

日の実験期間を通じて微生物叢の構成に大きな変化は見られなかった。 

 そこで、77 日後の培養液に対して、16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析を実施し、集積系

を構成する主要な微生物群を特定した（図 1-4）。解析で得られた 47145 リードの 16S rRNA 遺伝子のう

ち、Trichococcus 属が 56.6%を占め、最も優占していた。次いで Malikia 属が 15.2%を占め、その他に真

正細菌では Azospira 属、Clostridium 属、Sulfurospirillum 属、Cloacamonas 属、Rectinema 属、古細菌では

Methanosaeta 属、Methanospirillum 属が主な構成種として検出された。ここで、Dehalococcoides 属の存

在割合は 0.01%であった。Dehalococcoides 属以外で脱塩素化に関与することが報告されている細菌の属

では、Geobacter 属、Sulfurospirillum 属がそれぞれ 0.6%、1.5%で検出された。一方、TCE を脱塩素化す

ることが知られている Dehalobacter 属や Desulfitobacterium 属は検出されなかった。 
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図 1-3 集積系における真正細菌 16S rRNA 遺伝子－HhaI 断片（a）、古細菌 16S rRNA 遺伝子－HhaI 断

片（b）、古細菌 16S rRNA 遺伝子－TaqI 断片（c）の T-RFLP 解析結果の経時変化 
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図 1-4 集積系（77 日後）の 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析に基づく微生物叢構成 

（菌叢に占める割合が 1%以上のものを個別に示し、1%未満のものはその他にまとめた） 

 

1.4 考察 

1.4.1 クロロエチレン類の脱塩素化に対するグルコン酸の水素供与体としての有用性 

本研究で使用した地下水を採取した汚染サイトでは、水素供与体を何も注入しておらず、有意な TCE

の脱塩素化は観察されていなかった。一方、本研究で構築した集積系では、植え継ぎ後に添加したグル

コン酸ナトリウムに由来する DOC が直線的に減少し、それに伴って TCE から VC への脱塩素化と VC

の消失が順次進行した（図 1-1a）。また、クロロエチレン類の脱塩素化能力が、DOC 減少速度の上昇と

同調して向上することが確認された。これらのことから、グルコン酸が嫌気的に分解される過程で発生

した水素が利用されてクロロエチレン類の脱塩素化が進行したものと示唆された。ここで、集積系の構

築の際にはグルコン酸だけでなく尿素も添加していたが、添加した全水素供与体由来の炭素と理論的水

素生成量のうち、尿素由来のものはそれぞれ 4%と 8%を占めるに過ぎないことから、尿素の水素供与体

としての寄与はほとんどなかったものと推察される。 

本研究と同様に、TCE を初発クロロエチレンとして脱塩素することができる様々な集積系の性能を表

1-4 に示す。既往研究では TCE 濃度が本研究よりも 1 オーダー高く、また、温度等の脱塩素化実験の各

種条件も異なるため、単純に比較することはできないが、既往研究の集積系による TCE の完全脱塩素化

に必要な期間は本研究の集積系と同程度かやや短い。本研究では 10 L のポリ容器を用いて集積系を構築

したため、気相を N2や CO2で置換しなかった。そのため、維持管理は簡便であるものの、植え継ぎ直

後には必ずしも集積系の全体で嫌気環境が構築されているとはいえず、脱塩素化微生物が機能するには

十分適切な環境が整っていたとは言い難い。このような条件でも安定的にクロロエチレン類の脱塩素化

が進行したのは、図 1-5 に示すように、グルコン酸が既往研究で汎用されてきた水素供与体（乳酸やメ

タノール等）に比べて分子量が大きく、その分解過程で水素や CO2が多く発生することが理由として挙

げられる。本研究では、直接培養液中で生じた水素や CO2を測定してはいないが、グルコン酸の速やか

な分解を通じて発生した多量の水素や CO2によって十分な嫌気環境が形成され、クロロエチレン類の脱

塩素化が促進されたと推測される。以上のことから、グルコン酸は、これまでにクロロエチレン類の脱

塩素化に汎用されてきた乳酸やメタノール等と同様に有用な水素供与体である可能性が示唆された。 
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Methanospirillum

Clostridium

Sulfurospirillum

Cloacamonas

Rectinema

その他

15.2%

15.9%

56.6%
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表 1-4 本研究及び既往研究の TCE を用いて構築した集積系のクロロエチレン類脱塩素化能力と優占種の比較 

水素供与体 
TCE の完全脱塩素化 

に要した日数（日） 

TCE 濃度 

（μM） 
気相 

液量 

（L） 

温度 

（℃） 
優占種 文献 

グルコン酸 20～42 22～33 空気 10 22～23 Trichococcus 属（57%）、Malikia 属（15%） 本研究 

乳酸 24 200 80% N2/20% CO2 0.5 室温 

Dehalococcoides 属（35%）、 

Clostridiaceae 科（20%）、 

Desulfovibrio 属（17%）、 

Eubacterium 属（12%） 

Richardson et al., 

2002 

乳酸 24 24～120 80% N2/20% CO2 0.05 25 Clostridium 属、Bacteroides 属、Citrobacter 属 
Freeborn et al., 

2005 

メタノール 

不明 

（TCE を 14 μmol/L/day 

で脱塩素化） 

100～300 
嫌気チャンバー中 

で培養 
不明 室温 

Dehalococcoides 属（約 60%）、 

Methanomethylovorans 属、 

Geobacter 属 

Duhamel and 

Edwards, 2006 

乳酸＋メタノール 10 320 96.5% N2/3.5% H2 0.01 30 

Acetobacterium 属（60%）、 

Dehalococcoides 属（10%）、 

Clostridium 属（10%） 

Ziv-El et al., 

2011 

酢酸＋マレイン酸 25 50 85% N2/5% CO2/10% H2 0.02 不明 不明 
Futagami et al., 

2011 

乳酸＋メタノール 4 500 N2 0.1 30 
Clostridia 綱、Bacteroidia 綱、 

Dehalococcoidea 綱（3～21%） 

Delgado et al., 

2014 

酢酸＋ピルビ

ン酸＋H2 で集

積後、右のうち

1 種を添加 

乳酸 20 

300 
空気 

（培地は N2で脱気） 
0.1 不明 

Petrimonas 属、Dehalococcoides 属（9%） 

Wen et al., 2015 
メタノール 40 Spirochaetaceae 科、Dehalococcoides 属（10%） 

酢酸 40 以上 Geobacter 属 

H2 40 以上 Pseudomonas 属 

乳酸 20 300 不明 不明 30 不明 Wen et al., 2016 
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図 1-5 グルコン酸と他の水素供与体の分解経路 

（Thauer et al., 1977; Aulenta et al., 2007; Zhang et al., 2009 をもとに作成） 

 

1.4.2 集積系の微生物叢の特徴 

本研究で構築した集積系では、真正細菌及び古細菌の 16S rRNA 遺伝子数は実験期間を通じて同程度

で推移し（図 1-2a）、その構成にも大きな変化は見られなかったことから（図 1-3）、安定した微生物群

集が構築されていることが示唆された。そこで、77 日後のサンプルを対象として 16S rRNA 遺伝子アン

プリコンシーケンス解析を実施したところ、Trichococcus 属と Malikia 属が最も優占していることが明ら

かとなった（図 1-4）。本研究と既往研究で構築されたクロロエチレン類分解微生物集積系を構成する主

要な微生物群を表 1-4 に比較しているが、他の水素供与体を用いた既往研究では Trichococcus 属や

Malikia 属が優占している集積系の報告例はなく、本研究で構築した集積系は独特の微生物構成を有して

いると考えられた。Trichococcus 属は嫌気条件でグルコン酸を利用可能な種が存在しており（Strepis et al., 

2016）、グルコースから乳酸、ギ酸、酢酸、エタノールを生成することが報告されている（Rainey, 2015）。

また、Malikia 属もグルコン酸を増殖に利用することが報告されている（Spring et al., 2005）。本研究では

水素供与体としてグルコン酸を使用したため、グルコン酸を利用可能なこれらの菌群が優占したものと

考えられた。そして、これらの優占菌群によるグルコン酸の分解を介して CO2と水素が供給されること

により（図 1-5）、集積系の嫌気環境が維持され、クロロエチレン類の脱塩素化が進行したものと推察さ

れた。 

 他方、本研究の集積系では、クロロエチレン類の脱塩素化に関与する菌として、Geobacter 属と

Sulfurospirillum 属がそれぞれ 0.6%、1.5%の存在割合で検出された（図 1-4）。代表的な脱塩素化微生物で

あり、既往研究の脱塩素化集積系でも優占的に検出されている Dehalococcoides 属（表 1-4）は、本研究

の集積系では微生物群集全体のわずか 0.01%しか存在しなかった（図 1-4）。リアルタイム PCR の結果よ

り、77 日後時点における真正細菌の 16S rRNA 遺伝子数に占める Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺

伝子数の割合も 0.02%であった。しかし、特異的なモニタリングにより、脱塩素化の進行とともに

Dehalococcoides 属が増加することが観察された（図 1-2b）。各脱塩素化微生物の存在割合と、それらが

      H2

H2、CO2

H2

        H2

        H2         CO2 H2、CO2

        CO2     H2         H2

    CO2 H2、CO2

H2、CO2

グルコン酸

酪酸

メタノール

プロピオン酸

乳酸

酢酸

ピルビン酸
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脱塩素化できるクロロエチレン類の種類を踏まえると、Geobacter 属と Sulfurospirillum 属が主に TCE か

ら cis-1,2-DCE への脱塩素化を担い、Dehalococcoides 属が cis-1,2-DCE 以降の脱塩素化を行ったものと考

えられた。また、脱塩素化微生物の存在割合が相対的に低かった理由として、本研究ではグルコン酸ナ

トリウムを高濃度で添加したため、グルコン酸を利用して増殖する Trichococcus 属や Malikia 属が優占

化したことが考えられた。このことは、グルコン酸ナトリウムの添加濃度を調整することにより、

Dehalococcoides 属や他の脱塩素化微生物の優占度を高められる可能性があることを示唆している。その

検証のためには、低濃度のグルコン酸を添加した実験を今後実施することも必要である。 

 

1.5 要約 

 本章では、グルコン酸のクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体としての有効性を検証するこ

とを目的として、グルコン酸を唯一の水素供与体として添加し、TCE を脱塩素化する微生物集積系の構

築を試みた。その結果、構築した集積系では、植え継ぎを繰り返しても TCE から VC への脱塩素化なら

びに VC の消失が安定して生じることが確認され、グルコン酸が TCE 脱塩素化の水素供与体として利用

可能であることが示された。他方、微生物叢の解析結果から、乳酸やメタノールなど、他の水素供与体

を用いた既往研究の集積系と比べ、本研究で構築した集積系は独特の微生物構成を有していることが明

らかとなった。微生物叢に占める Dehalococcoides 属や他の脱塩素化微生物の割合は少なかった一方、

Trichococcus 属と Malikia 属が最も優占しており、これらの微生物がグルコン酸を分解し、クロロエチレ

ン類の脱塩素化のための水素供給と嫌気環境の形成に大きく寄与していたと推察された。以上の結果か

ら、グルコン酸ナトリウムの添加濃度を最適化することにより、脱塩素化微生物の割合をさらに高め、

集積系のクロロエチレン類の脱塩素化能力を向上できる可能性があると考えられた。 
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第 2 章 クロロエチレン類の脱塩素化に用いる水素供与体としてのグルコン酸の汎用性 

 

2.1 はじめに 

 第 1 章では、グルコン酸を唯一の水素供与体として使用し、クロロエチレン類汚染現場で採取した

Dehalococcoides属細菌を含む地下水から TCEを脱塩素化する微生物集積系を構築することに成功した。

これにより、水素供与体としてのグルコン酸の有効性を確認することができたが、1 種類の地下水のみ

を対象とした結果であり、必ずしも一般化できる知見とは言えない。そのため、その実用化を進める上

では、微生物叢や共存汚染物質等の状況が異なる多種多様な地下水を対象として、最終的に cis-1,2-DCE

や VC を残存させることなく、クロロエチレン類を完全に脱塩素化可能であることを検証し、グルコン

酸の水素供与体としての汎用性を明らかにしておくことが必要である。 

 そこで本章では、クロロエチレン類で汚染された複数のサイトから採取した地下水を微生物源として

使用し、グルコン酸を唯一の水素供与体として添加するバイオスティミュレーション（汚染地域に元々

生息している微生物を活性化させて汚染物質の分解を促進させる手法）を模擬した TCE の脱塩素化試験

を行い、その結果に基づいてグルコン酸の水素供与体としての有用性を検証した。 

 

2.2 実験方法 

2.2.1 TCE 脱塩素化試験 

 本章では、クロロエチレン類で汚染された 5 箇所のサイトから採取した地下水を微生物源として使用

した。各地下水を採取したサイトは、機械工場、車両基地、または研究所の敷地内に位置している。汚

染サイトでは、いずれも未対策の状態で数年間に渡り複数のクロロエチレン類の濃度が基準値を超過し

ており、汚染範囲は約 900～2,200 m2に渡っている（表 2-1）。さらに、サイトによっては油や金属類に

よる汚染も確認されている。地下水は採取した後、ポリ容器に満水近くまで入れヘッドスペースがほと

んどない状態とし、本実験で使用するまで 5℃で冷蔵保存した。 

 各地下水を微生物源として用い、グルコン酸を水素供与体として添加した TCE の脱塩素化試験を以下

の手順で実施した。150 mL 容ガラス瓶に各地下水を 119.1 mL 入れ、表 2-2 に示す組成の栄養剤濃縮液

を 3 mL、5%酵母エキス（YP-21CM、富士食品工業）水溶液を 0.4 mL、表 1-1 の微量元素濃縮液を 1 mL、

5%炭酸水素ナトリウム水溶液を 10 mL、飽和 TCE 水溶液を 1.5 mL 添加した。ガラス瓶にブチルゴム栓

で蓋をし、上下逆さにして 22～23℃に維持した実験室内で静置し（試験体）、脱塩素化試験を開始した。

試験開始後は、1～2 週間に 1 回の頻度で培養液中のクロロエチレン類（TCE、cis-1,2-DCE、VC）濃度

を測定し、脱塩素化の進行状況を確認した。また、全てのクロロエチレン類が定量下限値である 0.01 mg/L

（TCE：0.076 μmol/L、cis-1,2-DCE：0.103 μmol/L、VC：0.160 μmol/L）未満に達したことが確認された

後、一部の試験系では培養液 27 mL を別の 150 mL 容ガラス瓶に移し、水道水を 92.1 mL、栄養剤濃縮

液（表 2-2）を 3 mL、5%酵母エキス水溶液を 0.4 mL、微量元素濃縮液（表 1-1）を 1 mL、5%炭酸水素

ナトリウム水溶液を 10 mL、飽和 TCE 水溶液を 1.5 mL 添加し、同様の条件で静置培養による試験を継

続した。 
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表 2-1 本研究で使用した地下水を採取した汚染サイトの詳細 

 所在地 敷地の用途 
汚染範囲 

（m2） 

クロロエチレン類の 

汚染物質と最大濃度 

（mg/L） 

その他の 

汚染物質 
土質 

汚染水位 

（m） 

A 埼玉県 機械工場 1,500 

TCE：3.2 

cis-1,2-DCE：0.56 

VC：0.036 

無 

0～3 m：粘性土 

3～9 m：粘土混じり砂礫 

9 m～：凝灰質シルト 

3～9 

B 千葉県 車両基地 2,200 

PCE：0.076 

TCE：0.054 

cis-1,2-DCE：38.9 

VC：未測定 

油 

0～4 m：盛土、砂、シルト 

4～10 m：シルト 

10 m～：砂 

0～4 

10～26 

C 福島県 機械工場 1,700 

TCE：0.01 未満 

cis-1,2-DCE：4.2 

VC：0.02 

無 

0～4 m：盛土、粘土、砂礫 

4～9 m：シルト質粘土 

9～13.5 m：砂 

13.5 m～：シルト 

9～13.5 

D 栃木県 機械工場 2,200 

PCE：4.7 

TCE：3,300 

cis-1,2-DCE：13 

VC：未測定 

As、B、Pb 

0～3.5 m：埋土、軽石 

3.5～9 m：凝灰質粘土 

9～23 m：粘土質砂礫 

23 m～：凝灰岩 

9～23 

E 神奈川県 研究所 900 

PCE：0.16 

TCE：0.037 

cis-1,2-DCE：0.048 

VC：未測定 

As、Pb 

0～4 m：埋土 

4～9 m：シルト混じり砂礫 

9～11 m：砂 

11 m～：シルト 

4.5～11 
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表 2-2 栄養剤濃縮液の組成 

物質名 濃度（g/L） 

グルコン酸ナトリウム 93 

尿素 6 

リン酸二水素ナトリウム 1 

 

2.2.2 化学分析 

培養液中のクロロエチレン類（TCE、cis-1,2-DCE、VC）濃度と DOC 濃度は、第 1 章 1.2.3 に準じた

方法で測定した。 

 

2.2.3 微生物群集解析 

2.2.3.1 DNA 抽出、リアルタイム PCR 

 TCE 脱塩素化試験に供した地下水と試験体の培養液中の微生物 DNA は、第 1 章 1.2.4.1 に準じた方法

で抽出及び精製を行った。精製後の DNA を使用し、真正細菌及び古細菌の 16S rRNA 遺伝子と、

Dehalococcoides 属細菌に特異な 16S rRNA 遺伝子、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子を第 1 章 1.2.4.2 に準じたリ

アルタイム PCR 法により定量した。 

 

2.2.3.2 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析 

 本研究で使用した地下水に対し、真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子 V4 領域を対象としたアンプ

リコンシーケンス解析を、株式会社生物技研に委託して実施した。プライマーには 515f と 806r（Caporaso 

et al., 2011）を用い、1st PCRは 4反復で実施した。増幅産物のシーケンシングは、illumina Miseq（Illumina）

を用い、2×300 bp の条件で行った。Qiime2 version 2020.2（https://qiime2.org/）を用いてプライマー配列

と 3ʹ末端の 50 bp、キメラ配列、ノイズ配列を除去した後、相同性 97%を閾値として OTU に分類し、各

OTU の代表配列を出力した。取得した代表配列は、EzBioCloud 16S database（https://www.ezbiocloud.net/）

を参照し、系統推定を行った。 

 

2.3 実験結果及び考察 

2.3.1 地下水の微生物叢の特徴 

 本研究で使用した地下水の 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析に基づく微生物叢構成（分

類単位は綱）を図 2-1 に示す。リード数は A が 60644、B が 53605、C が 58009、D が 51921、E が 58927

であった。A ではメタン生成菌である Methanomicrobia が 31.3%、β-Proteobacteria が 17.2%、Bacteroidia

が 12.2%を占めた。B では α-Proteobacteria が 38.7%と最も多く、次いで Bacilli が 22.7%を占めた。C で

は Clostridia が 50.1%、D では α-Proteobacteria が 44.3%とそれぞれ約半分を占めた。E は Ignavibacteriae

が 17.2%と最も多かったが、多様性が高く様々な微生物で構成された。 
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図 2-1 使用した地下水の 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析に基づく微生物叢構成 

（分類単位は綱。菌叢に占める割合が 1%以上のものを個別に示し、1%未満のものはその他にまとめた） 
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 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析により明らかとなった各地下水の微生物叢から、クロ

ロエチレン類の脱塩素化に関与することが知られている種を含む微生物を属レベルで抽出した。それら

の割合を図 2-2 に示す。Geobacter は全ての地下水で検出され、特に A では他の地下水より多く、微生

物叢の 2.5%を占めた。Sulfurospirillum は A でのみ検出され、その存在比は微生物叢の 0.5%であった。

また、Dehalobacter は C のみで検出されたが、その存在比は微生物叢のわずか 0.005%であった。 

 

 

図 2-2 使用した地下水の微生物叢に占める脱塩素化に関与する微生物の割合（分類単位は属） 

 

 地下水中の真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子の定量結果を図 2-3a に示す。真正細菌の 16S rRNA

遺伝子数は A で約 1010 copies/mL、B と C で約 109 copies/mL、D と E で約 107 copies/mL であり、試料に

より最大 3 オーダーの差があった。同様に、古細菌の 16S rRNA 遺伝子数も、A と C が約 108 copies/mL、

B、D、E は約 105 copies/mL と大きく異なった。 

また、16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析では Dehalococcoides はいずれの地下水でも検出

されなかった（図 2-1）。しかし、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子

を特異的に定量検出したところ、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子は A と C の地下水で検出さ

れ、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子は全ての地下水において検出された（図 2-3b）。B、D、E ではいずれの遺

伝子も 103 copies/mL 未満であったが、A では 16S rRNA 遺伝子と bvcA 遺伝子が 103～104 copies/mL、vcrA

遺伝子が約 105 copies/mL、C では tceA と vcrA 遺伝子が約 104 copies/mL 検出された。しかし、

Dehalococcoides属細菌の 16S rRNA遺伝子が比較的多かったAとCでも、真正細菌と古細菌の 16S rRNA

遺伝子数の合計に対する Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子の割合は 1/107～1/106と非常に少な

いため、5～6 万リードの 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーケンス解析では検出されなかったものと言

える。すなわち、地下水中における Dehalococcoides 属細菌の存在数の判定には同属の特異的定量が必要

であることが示唆された。 

 本研究で使用した 5 種類の地下水の微生物叢の解析から、地下水ごとに微生物群集全体の存在量及び

構成が大きく異なり、脱塩素化に関わる微生物の種類や存在量にも顕著な差のあることが明らかとなっ

た（図 2-1～2-3）。すなわち、グルコン酸がクロロエチレン類の脱塩素化のための水素供与体として、

汎用的に使用できるかどうかを評価する本研究の目的に適した、微生物叢の異なる様々な地下水を選定

することができたと言える。 
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図 2-3 使用した地下水の真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子数（a）、Dehalococcoides 属細菌の 16S 

rRNA 遺伝子数、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子数（b） 

 

2.3.2 クロロエチレン類の脱塩素化挙動 

各地下水を用いた TCE 脱塩素化試験におけるクロロエチレン類濃度と DOC 濃度の経時変化を図 2-4

に示す。クロロエチレン類の脱塩素化はAにおいて最も早く進行し、7日でTCEが全て脱塩素化された。

また、7 日後に蓄積が認められた cis-1,2-DCE も 14 日後には消失し、28 日までに TCE、cis-1,2-DCE、

VC が全て定量下限値未満に達した。B では TCE の脱塩素化に 48 日を要し、完全脱塩素化には 5 種類

の地下水の中で最も長い 104 日を必要とした。C では TCE と cis-1,2-DCE の脱塩素化は比較的早く進行

し、48 日で検出されるクロロエチレン類は VC のみとなったが、その後、VC の脱塩素化が開始される

までに長いラグ期が見られ、VC が定量下限値未満に達したのは 89 日後であった。D は、有意な TCE

の脱塩素化が認められるまでに 5 種類の中で最も長い 63 日間を要した。一方、cis-1,2-DCE 以降の脱塩

素化は速やかに進行し、89 日後に完全脱塩素化を達成した。E においても C、D と同様に、TCE は 89

日で完全に脱塩素化された。 

 以上の結果から、微生物叢の異なる 5 種類の地下水のいずれにおいてもクロロエチレン類の完全脱塩

素化が達成されたが、その速度は地下水ごとに顕著に異なることが明らかとなった。全体としては A に

おいて脱塩素化が最も早く進行した。特に TCE に関しては、A における脱塩素化は 7 日で完了したのに

対し、C では 28 日、B と E では 48 日を要し、最も遅い D では 63 日もの時間が必要であり、地下水ご

とに大きな差が見られた。本研究の TCE 脱塩素化試験では気相部の窒素置換等による嫌気化を行ってい

ないため、各地下水の微生物によるグルコン酸の利用やクロロエチレン類に対する分解ポテンシャル等

の特性が脱塩素化能力の差異に顕著に反映されたものとも考えられた。すなわち、A の地下水はメタン

生成菌である Methanomicrobia が微生物叢の約 1/3 を占め（図 2-1）、クロロエチレン類の嫌気的脱塩素

化に適した嫌気的な微生物叢が構築されており、さらに、クロロエチレン類の脱塩素化に関与する

Geobacter や Sulfurospirillum が他の地下水よりも高濃度で存在したことから（図 2-2）、クロロエチレン

類の脱塩素化が他より速やかに進行したものと示唆された。 

 実験開始時の DOC 濃度は、B 以外では約 520～720 mg/L であったが、B では約 1,000 mg/L と他の地

下水に比べて高かった（図 2-4）。試験系に添加したグルコン酸由来の DOC 濃度は 600 mg/L 程度である

ことから、B 以外の地下水の実験開始時の DOC 濃度はおおむね妥当な値であったと言える。一方、B

はクロロエチレン類に加えて油による汚染も確認されていたサイトであることから（表 2-1）、地下水に
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油が残留していたために DOC 濃度が他より高濃度であったものと推察された。脱塩素化試験中には、

いずれの地下水でも脱塩素化の進行に伴って DOC 濃度も減少し、完全脱塩素化が完了した時点では、A

は 100 mg/L 程度減少して約 500 mg/L になった。また、それ以外では 200～650 mg/L 減少して 350 mg/L

程度にまで低下した。これに加え、各地下水を採取したサイトでは未対策の状態で数年間に渡り、クロ

ロエチレン類の脱塩素化がほとんど観察されていなかったことも踏まえると、添加したグルコン酸が水

素供与体として消費され、クロロエチレン類の脱塩素化が進行したことが強く支持される。ここで、理

論的には 1 mol の TCE をエチレンまで脱塩素化するために必要な水素は 3 mol である（図 0-1）。グルコ

ン酸ナトリウムの分子式が C6H11NaO7であることを踏まえると、水素 3 mol の生成に必要なグルコン酸

は 0.27 mol であることから、本実験の初期 TCE（約 0.076 mmol/L）を全てエチレンまで脱塩素化するた

めに必要なグルコン酸は 0.021 mmol/L となる。これを炭素に換算すると約 1.5 mg-C/L となり、本実験に

おける DOC 濃度の減少量に比べ非常に少ない。グルコン酸の一部は、酸化により水素を生成せずに分

解された可能性がある。また、嫌気分解で生成した水素は、メタン生成や硫酸還元など別の反応でも消

費される他、気相への揮発や土粒子への吸着などによっても利用可能量が減少することが想定される。

これらの種々の要因のため、脱塩素化での必要量よりも多量のグルコン酸が消費されたものと考えられ

る。前述の通り、A ではメタン生成菌を中心とした嫌気的な微生物叢が構築されていたのに対し、B～E

ではメタン生成菌はほぼ存在せず、Aに比べて好気的な微生物叢が構築されていたものと考えられる（図

2-1）。そのため、B～E では、グルコン酸の好気分解が多く生じ、A に比べて DOC 濃度の低下が大きく

なった可能性が考えられた。ここで、グルコン酸は微生物により容易に分解される一方（Ramachandran 

et al., 2006）、油の分解には長い時間を必要とするため（Gros et al., 2014）、油由来の DOC の存在が推測

された B において観察された DOC 濃度の減少は、グルコン酸の分解によるものである可能性が高い。

第 1 章で構築した、グルコン酸を水素供与体とするクロロエチレン類分解微生物集積系では、本研究と

同程度の濃度の TCE 脱塩素化における DOC 濃度の減少量は約 450 mg/L であった（図 1-1c）。すなわち、

TCE を完全脱塩素化するために必要となるグルコン酸量は、他の水素供与体を用いた既往研究（Dolinová 

et al., 2017）でも報告されているように、対象となる地下水の嫌気度や微生物叢、特に水素を競合する

微生物の存在量により異なることが示唆された。このことから、クロロエチレン類の完全脱塩素化を達

成し、かつ、グルコン酸の残留に伴う副次的な影響を回避するためには、汚染サイトの物理化学的及び

生物学的特徴を事前に把握した上で、グルコン酸の添加量を決定する必要があると言える。 

 脱塩素化速度が最も速かった A と最も遅かった B を対象として、植え継ぎによる脱塩素化能力の変化

を調査した。これは実際の浄化現場においては、グルコン酸の繰り返し注入を行うことを模擬したもの

と言える。A では、TCE の完全脱塩素化に要する期間が 1 バッチ目から順に 28、55、37、34 日となり、

植え継ぎを繰り返しても安定して脱塩素化が進行した（図 2-4a）。4 バッチ目には生成した cis-1,2-DCE

が 26 日間で消失したが、cis-1,2-DCE が消失した時点で VC は検出されておらず、VC の脱塩素化も短時

間で進行した。一方、B では植え継ぎを繰り返すことで 104、35、19 日と徐々に短い期間で完全脱塩素

化を達成できるようになった（図 2-4b）。VC の脱塩素化には最初のバッチでは 41 日を要したものの、2

バッチ目には 14 日に短縮された。さらに 3 バッチ目には、TCE 添加から 19 日後に TCE と cis-1,2-DCE

だけでなく VC も検出されなくなり、cis-1,2-DCE と VC の生成、分解までを含めた TCE の完全脱塩素

化の逐次反応が非常に速やかに進行したことが確認された。すなわち、A と B 共に植え継ぎを繰り返す

ことにより、安定して速やかに脱塩素化が進むようになった。このことから、水素供与体としてグルコ

ン酸を用い、繰り返し注入等を行って脱塩素化に関与する微生物群集を馴致することで、異なる性状の
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地下水に対しても有害な VC を長期間残留させることなく、クロロエチレン類の浄化を進めることがで

きることが確認された。 

 

 

図 2-4 各地下水を用いた TCE 脱塩素化試験中のクロロエチレン類濃度と DOC 濃度の経時変化 

（矢印は植え継ぎのタイミング） 
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2.3.3 脱塩素化試験中の真正細菌・古細菌及び Dehalococcoides属細菌の挙動 

 TCE 脱塩素化試験中の真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子数の経時変化を図 2-5 に示す。真正細菌

の 16S rRNA 遺伝子数は、いずれの地下水を用いた試験系でも 7 日後以降に 1010 copies/mL 程度まで増加

し、その後は同程度の濃度で推移した。古細菌の 16S rRNA 遺伝子数は、いずれの地下水を用いた試験

系でも 28～34 日後に 2 オーダー増加して、A と C は約 1010 copies/mL、B、D、E は約 108 copies/mL に

達し、B、D、E はその後さらに増加して A、C と同様に約 1010 copies/mL に達した。 

 また、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子数の経時変化を図 2-6

に示す。TCE と cis-1,2-DCE が脱塩素化され VC が生成したのとほぼ同時期（A では 14 日後、B～E で

は 48 日後）に各遺伝子数が大きく増加した。このことから、Dehalococcoides 属細菌の活動によりクロ

ロエチレン類の脱塩素化が進行したことが示唆された。Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数は

最大 105 copies/mL 程度、vcrA 遺伝子数は最大 107 copies/mL 程度まで増加した。一方、tceA 遺伝子数の

増加は B と C のみで観察され、約 106 copies/mL まで達した。bvcA 遺伝子数は、A、B、D においては経

時的に増加して、A と D では最大で 105 copies/mL 程度に達したが、C と E では終始 103 copies/mL 未満

であった。このような tceA と bvcA 遺伝子の挙動から、各地下水中には、保有する機能遺伝子の異なる

Dehalococcoides 属細菌が元々存在しており、それらがグルコン酸添加後に増加したものと考えられた。

本研究では各機能遺伝子の保有微生物の推定は行っていないが、例えば、B と C の地下水では、

Dehalococcoides mccartyi FL2 株や 11a5 株のような tceA 遺伝子を保有する Dehalococcoides 属細菌が多く

存在し、A、B、D の地下水では Dehalococcoides mccartyi BAV1 株のような bvcA 遺伝子を保有する

Dehalococcoides 属細菌が多く存在していた可能性が考えられた（Saiyari et al., 2018）。 

植え継ぎを行い、TCE の脱塩素化を繰り返した A と B では、植え継ぎ直後には希釈により

Dehalococcoides 属細菌に関する各遺伝子数が減少したものの、脱塩素化の進行に伴い再び増加する傾向

が確認された（図 2-6a、b）。特に、元々Dehalococcoides 属細菌が少なく、クロロエチレン類の脱塩素化

能力が低かった B において、植え継ぎを重ねるたびに脱塩素化に関連する全ての遺伝子数が増加し続け、

Dehalococcoides 属細菌の集積効果が顕著に認められた（図 2-6b）。 

 

  



26 

 

 

図 2-5 各地下水を用いた TCE 脱塩素化試験中の真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子数の経時変化 

（矢印は植え継ぎのタイミング） 
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図 2-6 各地下水を用いた TCE 脱塩素化試験中の Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数、tceA、

vcrA、bvcA 遺伝子数の経時変化（矢印は植え継ぎのタイミング） 
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2.3.4 クロロエチレン類の脱塩素化におけるグルコン酸の水素供与体としての汎用性 

 本研究では、グルコン酸を唯一の水素供与体として用い、クロロエチレン類で汚染された様々なサイ

トから採取した微生物叢の異なる地下水を用いて TCE の脱塩素化試験を行った。その結果、脱塩素化速

度に差は見られたものの、全ての地下水で TCE の完全脱塩素化を達成することができた。また、元々は

脱塩素化能力が低く、完全脱塩素化に長期間を要した地下水であっても、植え継ぎとそれに伴うグルコ

ン酸の添加を繰り返すことにより、有害な代謝物である VC の長期間の蓄積を伴わず、TCE の完全脱塩

素化を速やかに進行させることが可能となった（試料 B）。また、全ての地下水で脱塩素化の進行に伴

い Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数と vcrA 遺伝子数が増加し、さらにグルコン酸を添加し

て植え継ぎを繰り返すことで脱塩素化に関連する全ての遺伝子数を大きく増加させることができた。こ

れらの結果より、グルコン酸は微生物叢の異なる多様な地下水においてクロロエチレン類の嫌気分解を

促進し得る、汎用性の高い水素供与体であると言える。 

酢酸や乳酸、HRC を水素供与体として用いたクロロエチレン類の脱塩素化では、長期間の浄化を行っ

た後も cis-1,2-DCE や VC が完全には除去されずに蓄積することが頻繁に報告されている（Carr and 

Hughes, 1998; Koenigsberg et al., 2002; Mészáros et al., 2013; Miura et al., 2015）。一方、グルコン酸を添加し

て集積した本研究では、異なる微生物群集を有する多様な地下水中においても、最終的に cis-1,2-DCE

や VC が残存することなく TCE の完全な脱塩素化が行われた（図 2-4）。今後さらに試験数を増やして確

認する必要はあるものの、グルコン酸は広範なサイトにおいて、cis-1,2-DCE や VC を残存させずにクロ

ロエチレン類の浄化を行うことのできる有用な水素供与体である可能性が考えられた。使用した土壌・

地下水や添加したクロロエチレン類の濃度が異なるため単純には比較できないものの、HRC を水素供与

体として用いて行われた既往研究の TCE 脱塩素化試験では、本研究の C、D の実験期間とほぼ同じ 88

日経過後でも、cis-1,2-DCE や VC が分解されずに残存することが確認されている（Miura et al., 2015）。

この既往研究では、HRC を添加しても地下水中の微生物叢はほとんど変化しておらず、Dehalococcoides

属細菌の 16S rRNA 遺伝子数も最大 102 copies/mL程度であった。また、HRC由来の DOC濃度が 115 mg/L

しか減少していないことから、微生物の総量もあまり増えていない可能性があり、クロロエチレン類の

脱塩素化に適した微生物叢が構築されなかったために cis-1,2-DCE や VC の蓄積に至ったものと推測さ

れる。一方、本研究では、A～E の全ての地下水でグルコン酸の添加により真正細菌と古細菌の 16S rRNA

遺伝子数が増加し（図 2-5）、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数も 105 copies/mL 程度まで増加

した（図 2-6）。また、第 1 章でグルコン酸を水素供与体に用いて構築したクロロエチレン類分解微生物

集積系では、グルコン酸を分解する Trichococcus や Malikia が優占化することが確認された（図 1-4）。

これらの比較から、グルコン酸を水素供与体として用いた場合、微生物の総量及び脱塩素化微生物群の

増殖を含む微生物叢の最適化が HRC を用いた場合よりも速やかに進行したため、cis-1,2-DCE や VC を

蓄積することなくクロロエチレン類の完全脱塩素化を安定的に達成できたものとも推察された。 

また、5 種類のいずれの地下水を用いた場合でも、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数と vcrA

遺伝子数が 103 copies/mL を上回った時点で TCE の脱塩素化が顕著に進み始めることが観察された（図

2-4、2-6）。そのため、グルコン酸は Dehalococcoides mccartyi VS 株や GT 株のような、vcrA 遺伝子を保

有する Dehalococcoides 属細菌の活性を特に高められる可能性がある（Saiyari et al., 2018）。このことか

ら、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子と vcrA 遺伝子はグルコン酸を用いた浄化の進行を判断す

るバイオマーカー（103 copies/mL に達すると脱塩素化が進行）として活用することができると示唆され

た。 
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2.4 要約 

 本章では、クロロエチレン類の嫌気分解を促進する水素供与体として、グルコン酸が多種多様な地下

水に対しても、cis-1,2-DCE や VC を残存させることなく完全に脱塩素化することが可能かどうか検証す

ることを目的とした実験的検討を行った。クロロエチレン類で汚染された異なるサイトから採取した

様々な微生物叢を持つ地下水を使用し、唯一の水素供与体としてグルコン酸を用いて TCE の脱塩素化試

験を実施した。その結果、脱塩素化速度は地下水により異なったものの、使用した 5 種類の地下水全て

においてクロロエチレン類の完全脱塩素化が達成された。全ての地下水で脱塩素化の進行に伴ってグル

コン酸由来の DOC 濃度が減少し、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数と vcrA 遺伝子数が大き

く増加したことから、グルコン酸の分解により発生した水素を Dehalococcoides が利用し、クロロエチレ

ン類の脱塩素化が進行したことが示唆された。また、元々は脱塩素化能力が低く、TCE の完全脱塩素化

に長い期間を要した地下水に対しても、グルコン酸の添加を繰り返すことで、脱塩素化に関連する全て

の遺伝子数が大きく増加し、有害な代謝物である VC を長期蓄積することなく、完全脱塩素化を速やか

に進行させることが可能となった。以上より、グルコン酸は異なる性状や微生物叢を持つ地下水に添加

しても、TCE をはじめとしたクロロエチレン類の嫌気分解を促進し、クロロエチレン類汚染環境の浄化

で求められている完全脱塩素化を可能とする、汎用性の高い有望な水素供与体であることが示された。 
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第 3 章 グルコン酸を用いた地下水汚染サイトにおけるクロロエチレン類浄化の実証試験 

 

3.1 はじめに 

 ここまで、第 1 章においてグルコン酸のクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体としての有効

性を確認し、第 2 章において多様な地下水における汎用性も確認することができた。ただし、これらは

あくまでラボスケールの実験による検証であり、グルコン酸を実際の土壌・地下水汚染現場で適用する

ためには、パイロットスケールの実証試験において十分な脱塩素化促進効果を発揮できるかを検証する

必要がある。 

 そこで本章では、TCE と cis-1,2-DCE、VC で汚染された実際の地下水汚染サイトにおいて、グルコン

酸の注入によるクロロエチレン類の浄化実証を行った。 

 

3.2 浄化サイトの概況と浄化工事の内容 

3.2.1 サイトの概況 

 本浄化実証は国内某所にある稼働中の機械工場敷地内で実施した。当サイトでは 1990 年代半ば頃か

ら TCE と cis-1,2-DCE、VC による地下水汚染が確認されていた。浄化範囲と注入井戸、観測井戸の配置

を図 3-1 に示す。対象地は地表面から深度 3 m 程度までは粘性土の盛土が施されており、盛土層の下部

には礫と細砂、中砂を主体とした粘土混じり砂礫層が深度 9 m 程度まで堆積し、さらにその下には均質

な凝灰質シルトが厚く堆積していた（図 3-2）。地下水位は深度 3 m 付近にあり、数地点の地下水位デー

タから、地下水は北東方向へ流れていると推定された。 

当サイトでは 2000 年から高濃度汚染域に揚水井戸を設置し、汚染地下水を揚水した後曝気してクロ

ロエチレン類を揮発させて除去するという処理を行ってきた。しかし、クロロエチレン類の濃度が低下

するに従って 2013 年頃から浄化がほとんど進行しなくなった。そのため、バイオレメディエーション

を実施して浄化を促進させる必要性が出てきた。 

 

 

図 3-1 浄化範囲と注入井戸、観測井戸の配置 
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図 3-2 対象地の土質構造 

 

3.2.2 工事の詳細 

 グルコン酸を用いた嫌気性バイオレメディエーションによる浄化工事は 2 回実施した。第 1 回工事で

は 2018 年 1 月 8 日～2 月 22 日にグルコン酸を主成分とする薬剤を注入し、その前後を含む 2017 年 11

月 10 日～2018 年 7 月 31 日に地下水質のモニタリングを行った。第 2 回工事では 2019 年 6 月 19 日～8

月 8 日に薬剤を注入し、2019 年 5 月 14 日～12 月 3 日にモニタリングを行った。 

 図 3-1 に示す通り、2016 年 7 月時点における TCE 及び cis-1,2-DCE の地下水環境基準不適合範囲を重

ね合わせた、約 620 m2の範囲を浄化対象エリアとした。薬剤の注入井戸は 14 箇所、観測井戸は A、B

の 2 箇所設置した。注入井戸は ϕ10 cm、深さ 9 m で有孔管を深度 3～9 m の位置に設置した構造とした。 

薬剤は主成分のグルコン酸ナトリウムと、窒素成分として尿素、リン成分としてリン酸二水素カリウ

ムを重量比 9.3：0.6：0.1 で含み、さらに pH 緩衝剤としてグルコン酸ナトリウムの 1/3 重量の炭酸水素

ナトリウムを混合したものとした。この薬剤を 0.5%の重量濃度となるように水道水で希釈して水槽に貯

留し、配管を通じて注入井戸から重力沈降により注入した。注入は休日を除く昼夜連続作業で実施した。

各注入井戸には水位センサーを設置し、既定の深度まで注入後自動的に止まるよう制御することで、薬

剤が井戸から溢れないようにした。結果として、第 1 回工事では各井戸 24～49 m3、合計 505 m3を注入

し、第 2 回工事では各井戸 29～56 m3、合計 534 m3を注入した。 

 

3.2.3 地下水モニタリング 

 第 1 回、第 2 回工事共に、薬剤注入前に 1 回、注入完了後に 8 回（2 回/月で 4 ヶ月間）の頻度で定期

モニタリングを実施した。2 箇所の観測井戸より地下水を採取し、以下に示す各種分析を行った。なお、

採取した試料は、分析まで 5℃で冷蔵保存した。 

 

3.2.3.1 化学分析 

 クロロエチレン類（TCE、cis-1,2-DCE、VC）濃度は、シングル四重極型質量選択検出器を搭載したガ

スクロマトグラフ（5977B、Agilent Technologies）を用い、公定法（ヘッドスペース-ガスクロマトグラ

フ質量分析法、JIS K 0125 5.2.1）で測定した。pH はマルチ水質計（MM-43X、東亜ディーケーケー）で、

酸化還元電位（ORP）は ORP 計（ORP Testr 10、ニッコー・ハンセン）で、全有機体炭素（TOC）濃度

は全有機体炭素計（TOC-V CPN、島津製作所）で測定した。 

 

粘性土
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粘土混じり砂礫
（φ3～20 mmの礫主体、
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3.2.3.2 DNA 抽出、リアルタイム PCR 

 地下水からの DNA 抽出及び精製は第 1 章 1.2.4.1 に準じた方法で行った。精製後の DNA を使用し、

Dehalococcoides 属細菌に特異な 16S rRNA 遺伝子、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子を第 1 章 1.2.4.2 に準じたリ

アルタイム PCR 法により定量した。 

 

3.3 浄化実証試験の結果 

3.3.1 クロロエチレン類の浄化 

 観測井戸 A と B におけるクロロエチレン類濃度の経時変化を図 3-3 に示す。井戸 A、B 共に 1 回目の

薬剤注入後に TCE 濃度が大きく低下し、基準値以下に達した。井戸 A ではそれに伴い cis-1,2-DCE と

VC の濃度が上昇したが、井戸 B では VC の一時的な増加を除き、cis-1,2-DCE と VC の濃度に顕著な変

化は見られなかった。その後、2 回目の注入前（浄化工事開始 491 日後）には井戸 B の TCE 以外が基準

値を上回っていたが、2 回目の注入後には両井戸において全物質の濃度が速やかに低下した。620 日後

には全ての物質が基準値以下となり、目標としたクロロエチレン類の浄化を達成した。 

 

 

図 3-3 観測井戸 A（a）と観測井戸 B（b）におけるクロロエチレン類濃度の経時変化 

（定量下限値は TCE：0.001 mg/L、cis-1,2-DCE：0.004 mg/L、VC：0.0002 mg/L） 
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3.3.2 地下水質の変化 

観測井戸 A と B における pH、ORP、TOC 濃度の経時変化をそれぞれ図 3-4a、b、c に示す。pH は 5.9

～8.4 であり、おおむね中性の範囲であったが、薬剤の注入後に上昇した（図 3-4a）。ORP は工事開始時

には約 100 mV であり、1 回目の注入後には上昇した（図 3-4b）。一方、2 回目の注入後には負の値に低

下した。TOC 濃度は薬剤注入前には約 0.5 mg/L であったが、薬剤注入後に一時的に大きく上昇し、2 回

目の注入後には最大 870 mg/L に達した（図 3-4c）。しかし、1 回目、2 回目共に、薬剤注入終了後に再

度低下し、注入終了後約 120 日が経過すると注入前と同程度まで低下した。 

 

 

図 3-4 観測井戸 A と B における pH（a）、ORP（b）、TOC 濃度（c）の経時変化 
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3.3.3 Dehalococcoides属細菌数の変動 

 観測井戸 A と B における Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数、tceA、vcrA、bvcA 遺伝子数

の経時変化を図 3-5 に示す。井戸 A、B 共に薬剤の注入に伴うクロロエチレン類の脱塩素化に対応して

各遺伝子数が増加する傾向が見られた。井戸 A では、薬剤注入前には全ての標的遺伝子が非検出であっ

たが、注入開始 120 日後に Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数、及び vcrA、bvcA 遺伝子数が

大きく増加し、194 日後には tceA 遺伝子数も増加した（図 3-5a）。注入 2 回目では、注入終了後間もな

く各遺伝子数が大幅に増加したが、クロロエチレン類濃度の低下（図 3-3a）に呼応して、速やかに減少

した。一方、井戸 B では注入 1 回目の後には各標的遺伝子数が徐々に増加した（図 3-5b）。2 回目の注

入後には、最も低濃度であった tceA 遺伝子数が顕著に増加し、注入終了後には他の遺伝子数も一時的に

増加したが、クロロエチレン類濃度の低下（図 3-3b）に伴い、全ての標的遺伝子数が減少した。 

 

 

図 3-5 観測井戸 A（a）と観測井戸 B（b）における Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数、tceA、

vcrA、bvcA 遺伝子数の経時変化 
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3.4 考察 

3.4.1 クロロエチレン類汚染地下水の原位置浄化におけるグルコン酸の水素供与体としての有効性 

2 回の薬剤注入による浄化実証の結果、冬季（1 月～2 月）に実施した 1 回目の薬剤注入では、TCE

は一時的に基準値以下まで低下したものの、cis-1,2-DCEとVCの十分な低減には至らなかった（図 3-3a）。

直接測定は行っていないが、冬季は外気温が低く、野外試験であるために注入薬剤の水温は外気温に近

かったものと推測される。ORP の上昇（図 3-4b）にも反映されているように、水温が低かった冬季には

注入薬剤中の溶存酸素（DO）濃度が高く、微生物の活性も低かったため、クロロエチレン類の脱塩素

化に必要な嫌気状態が十分維持されず、完全には浄化が進行しなかった可能性がある。一方、夏季（6

月～8 月）に実施した 2 回目の薬剤注入では、希釈水の温度が高く、薬剤中の DO の量が少なく、さら

に高水温で好気微生物の活動が活発化したために DO が消費されて ORP が低下し（図 3-4b）、十分な嫌

気条件が維持されたと考えられる。その結果、cis-1,2-DCE と VC の脱塩素化も進行し、全てのクロロエ

チレン類が基準値以下となり、目標とした浄化が達成された。これらのことから、嫌気状態を維持しや

すい夏季など暖かい時期を中心に薬剤注入を行うことにより、グルコン酸を主成分とする薬剤を用いた

クロロエチレン類汚染地下水の浄化が可能であることが実証された。 

浄化期間中、薬剤の注入後には A、B 両観測井戸共に、一時的に TOC 濃度が大きく上昇し、その後急

激に減少した（図 3-4c）。観測井戸 B では上流側に多くの注入井戸があることから（図 3-1）、注入され

た薬剤の微生物による効率的な消費が行われなかったとすれば、複数の注入井戸、特に近傍の井戸から

注入された薬剤が多少の拡散はあったとしても流下し、順次到達すると想定される。その場合は、観測

井戸 A よりも長期に渡り TOC 濃度の上昇が継続するものと考えられる。しかし、A、B 両観測井戸で一

時的に TOC 濃度の上昇が認められた期間はほぼ同じであったことから、主に地盤中の微生物による薬

剤の分解で TOC 濃度が低下したものと考えられる。グルコン酸が嫌気的に微生物分解される過程では

多くの水素が生成することから（図 1-5）、本浄化実証のモニタリングでは直接測定してはいないものの、

注入した薬剤中のグルコン酸が分解され、水素が生成したものと考えられる。さらに、クロロエチレン

類と Dehalococcoides 属細菌の挙動から（図 3-3、3-5）、グルコン酸由来の水素を電子供与体として利用

し、Dehalococcoides 属細菌がクロロエチレン類を脱塩素化することで、浄化が達成されたものと推察さ

れた。本浄化実証では他の微生物の挙動解析は実施していないため詳細は不明であるが、通常の地盤中

には Dehalococcoides属細菌以外にもクロロエチレン類を脱塩素化する微生物（図 0-1）が存在しており、

それらも浄化に関与していた可能性は十分にある。第 1 章でグルコン酸を水素供与体として用いて構築

した脱塩素化微生物集積系と、第 2 章で使用したクロロエチレン類で汚染されたサイトから採取した地

下水では、Dehalococcoides 属に加えて、TCE の脱塩素化能力を有する Dehalobacter 属や Geobacter 属、

Sulfurospirillum 属（Dolinová et al., 2017）も検出されている。本浄化実証でもこれらの微生物群が TCE

から cis-1,2-DCE への脱塩素化に関与した可能性があることから、今後、クロロエチレン類の脱塩素化

に対する各種微生物群の寄与を明らかにすることも必要である。 

 

3.4.2 グルコン酸が地下水質に与える影響 

本浄化実証では pH は薬剤の注入後に上昇したが（図 3-4a）、これはグルコン酸の注入で予想される

pH 低下を緩和するために緩衝剤として添加した、炭酸水素ナトリウムの影響であると考えられた。た

だし、2 回目の注入前には初期と同程度の pH まで低下したことから、少なくともグルコン酸と pH 緩衝

剤を共に使用した場合、薬剤由来の pH 変化は時間経過により回復するものと考えられる。 
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 ORP は 1 回目の注入後に上昇し、2 回目の注入後に低下した（図 3-4b）。上述の通り、これらの変化

には実施時期（1 回目：冬季（1 月～2 月）、2 回目：夏季（6 月～8 月））が関わっていることが示唆さ

れた。また、2 回目の注入後には何度か ORP が急上昇することがあったが、これらは台風の通過により

大量の雨水が井戸に流入したことに起因すると考えられた。1 回目の注入後にグルコン酸由来の TOC 成

分がほぼ完全に消費された後、時間経過と共に OPR が正の値に転じたため、2 回目の注入後ももう少し

長期間モニタリングを継続すれば、ORP が注入前と同程度に戻る可能性はある。 

また、TOC 濃度の測定結果と井戸の配置に関する前述の考察から、注入したグルコン酸が地盤中の微

生物によって分解されたことが示唆された。そのため、地下水中にグルコン酸を注入しても長期間残留

して地下水質に悪影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。 

 以上のことを総合すると、グルコン酸を主成分とする薬剤の注入が地下水質に与える影響は一時的な

ものであり、時間経過により元の状態に回復可能なことが明らかになった。ただし、本浄化実証では地

下水中の微生物群集の変化は調査しておらず、グルコン酸が微生物群集の構造や機能に与える影響に関

しては更なる調査が必要である。 

 

3.4.3 他の水素供与体に対するグルコン酸の優位性 

クロロエチレン類汚染浄化のための水素供与体として用いられる、グルコン酸を含む様々な有機物が

嫌気分解される際の、生成水素 1 kmol あたりの価格と効果持続期間を表 3-1 に示す。本浄化実証で使用

したグルコン酸ナトリウムは、既往の浄化工事で実績のある乳酸ナトリウム、プロピオン酸ナトリウム、

酪酸ナトリウムなどのカルボン酸塩に比べて生成水素 1 kmol あたりの価格が安価である。また、浄化工

事で非常に多くの実績がある HRC と比較しても生成水素 1 kmol あたりの価格が約 1/5～1/3 と非常に安

価である。一方、メタノールやエタノールなどのアルコール類はグルコン酸ナトリウムと比べて生成水

素 1 kmol あたりの価格が約 1/20～1/10 とさらに安価であるが、これらの物質は地盤中での分解が速く、

水素供与体としての寿命が 1～7 日と非常に短い。それらと比較して乳酸ナトリウムは地盤中における

寿命が約 7 倍長く、またグルコン酸はその分解過程で乳酸を生成する（Sokatch and Gunsalus, 1957）。そ

のため、グルコン酸ナトリウムは乳酸ナトリウムと同等以上、すなわちアルコール類の 7 倍以上の寿命

を有すると推測される。メタノールやエタノールは寿命が短いがゆえに拡散範囲が非常に狭く、注入井

戸の数や注入回数が多くなる。寿命の差の約半分が拡散範囲の差であると仮定すると、注入井戸の数が

3 倍、注入回数が 7 倍になると想定されるため、注入作業に要するコストも含めると結果的にグルコン

酸ナトリウムの方が安価になると見積もられる。以上のことから、本浄化実証で使用したグルコン酸は

コスト面で他の水素供与体に比べて優位性を有する可能性が十分にあると考えられる。 

 様々な水素供与体を用いたクロロエチレン類汚染地下水の浄化実証における実績の比較を表 3-2 に示

す。クロロエチレン類の初期濃度や汚染の範囲、サイトの地盤・地下水の状況などが各々の実証で異な

るため一概には比較できないものの、HRC や植物油などを水素供与体に使用した場合は、本浄化実証と

同程度あるいはそれ以上の期間が経過しても、全てのクロロエチレン類が基準値以下となるまでには浄

化を達成できていない（中島ら, 2002; 本間ら, 2006; 上野ら, 2009; 鶴岡ら, 2017）。そのため、本浄化実

証で使用したグルコン酸は浄化速度や効果の持続期間の面でも、他の水素供与体に比べて優位性を有す

る可能性が高いと考えられる。 
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表 3-1 様々な水素供与体が嫌気分解される際の生成水素 1 kmol あたりの価格と効果持続期間 

（Leeson et al., 2004; Singh and Kumar, 2007） 

物質名 分子式 価格（$/kg） 
生成水素 1 kmol あたり 

の価格（$/kmol-H） 

水素供与体 

としての寿命 

グルコン酸ナトリウム C6H11NaO7 2.0 19.8 不明 

乳酸ナトリウム C3H5NaO3 2.2～4.4 20.6～41.2 7～60 日 

ポリ乳酸エステル（HRC） (C3H4O2)n 11.0～15.4 66.1～92.6 9～18 ヶ月 

プロピオン酸ナトリウム C3H5NaO2 4.4～6.6 30.2～45.4 不明 

酪酸ナトリウム C4H7NaO2 4.4～6.6 24.3～36.4 7～60 日 

メタノール CH3OH 0.2 1.2 1～7 日 

エタノール C2H5OH 0.4～0.6 1.7～2.1 1～7 日 

 

表 3-2 様々な水素供与体を用いた浄化実証における実績の比較 

（地下水環境基準値は PCE：0.01 mg/L、TCE：0.01 mg/L、cis-1,2-DCE：0.04 mg/L、VC：0.002 mg/L） 

水素供与体 汚染物質 
濃度（mg/L） 浄化期間 

（日） 
文献 

浄化前 浄化後 

グルコン酸 

ナトリウム 

PCE 非検出 

地下水環境 

基準適合 
620 本研究 

TCE 0.24～3.2 

cis-1,2-DCE 0.01～0.28 

VC 0.0002～0.0053 

HRC 

PCE 0.28 0.01～0.1 

約 550 
中島ら, 

2002 

TCE 0.1 0.01～0.1 

cis-1,2-DCE 0.37 0.1～1 

VC 0.001 データ不掲載 

植物油 

PCE 0.49～2.4 地下水環境 

基準適合 
770 

本間ら, 

2006 

TCE 0.49～0.64 

cis-1,2-DCE 0.56～1.9 0.37～1.6 

VC 0～0.03 0.03～0.27 

有機酸主体 

栄養剤 

PCE 非検出 
地下水環境 

基準適合 約 910 
上野ら, 

2009 

TCE 約 10 

cis-1,2-DCE 約 10 

VC 約 0.01 0.01～0.1 

ポリ乳酸系 

ポリマー 

PCE 約 0.01 地下水環境 

基準適合 
570 

鶴岡ら, 

2017 

TCE 約 0.01 

cis-1,2-DCE 0.1～1 0.01～0.1 

VC 0.1～1 0.01～0.1 
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3.5 要約 

 本章では、グルコン酸が実地下水汚染サイトにおけるクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体

として利用可能かを検証するため、TCE と cis-1,2-DCE、VC で汚染された地下水汚染サイトでグルコン

酸注入による浄化実証と地下水質のモニタリングを行った。その結果、グルコン酸の注入により、クロ

ロエチレン類の脱塩素化を進める主要な微生物である Dehalococcoides 属細菌が増殖し、620 日でクロロ

エチレン類濃度が全て基準値以下となり、浄化が達成された。グルコン酸の注入後には地下水質（pH、

ORP、TOC 濃度）の変化が見られたが、その影響は一時的なものであり、時間経過により地下水質は元

の状態に回帰した。グルコン酸は、水素供与体として用いられる他のカルボン酸塩と比べて生成水素 1 

kmol あたりの価格が安価であり、アルコール類よりも寿命が長いため、コスト面で優位性を有する可能

性が十分にある。また、サイトの状況が異なるため一概には比較できないものの、本浄化実証では他の

水素供与体を使用した事例に比べて短期間で浄化を達成したことから、グルコン酸は浄化速度や効果の

持続性の面でも他の水素供与体に対して優位性を有する可能性が高い。すなわち、グルコン酸は、パイ

ロットスケールの浄化実証でもクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体として有効であり、他の

水素供与体に対して優位性を有することが示された。 
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総括ならびに結論 

 

産業利用に伴って漏出したクロロエチレン類による土壌及び地下水の汚染が各地で確認されている。

クロロエチレン類は発がん性や生殖毒性を有することから、その土壌・地下水汚染は大きな社会的問題

となっており、適切な浄化対策が求められている。クロロエチレン類汚染の浄化技術としては、地盤中

に存在する微生物を利用したバイオレメディエーションが実用化されている。特に経済性に優れた嫌気

性のバイオレメディエーションにおいては、土壌や地下水中の PCE や TCE は、嫌気環境下で有機物の

分解によって生じる水素を電子供与体、クロロエチレン類を電子受容体とした逐次的な脱塩素化反応に

より、DCE、VC を経由して無害なエチレンやエタンへと変換される。様々な細菌がクロロエチレン類

を嫌気的に脱塩素化することが知られているが、DCE 以降を脱塩素化できるのは主に Dehalococcoides

属細菌に限られるため、脱塩素化を利用した浄化においては Dehalococcoides 属細菌を中心とした脱塩素

化微生物を効率的に増殖・活性化させ、その機能を十分に発揮させることが重要である。脱塩素化微生

物を増殖・活性化させるためには、強い嫌気環境の形成に寄与し、クロロエチレン類脱塩素化の水素供

与体として働く有機物の投入が不可欠となる。既往研究では乳酸やポリ乳酸など様々な有機物の利用が

検討されているが、我々は、新たな水素供与体の候補としてグルコン酸に着目した。グルコン酸はこれ

までにクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体としての利用例はないが、その分解過程で乳酸を

生成するため、水素供与体として作用することができ、乳酸よりも効果が長期間持続する可能性がある。

また、乳酸やポリ乳酸に比べて解離し得る電子当量あたりの価格が安価であるため、バイオレメディエ

ーションを低コスト化できる可能性もある有望な水素供与体の候補である。 

 本研究では、クロロエチレン類のバイオレメディエーションのための新たな水素供与体として、グル

コン酸の有効性を明らかにすることを目的とした一連の検討を実施した。その過程で得られた結果をも

とに、水素供与体としてのグルコン酸の適用可能性を考察した。 

 

 第 1 章では、グルコン酸のクロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体としての有効性を検証する

ことを目的として、グルコン酸を唯一の水素供与体として添加し、TCE を脱塩素化する微生物集積系の

構築を試みた。その結果、構築した集積系では、植え継ぎを繰り返しても TCE から VC への脱塩素化な

らびに VC の消失が安定して生じることが確認され、グルコン酸が TCE 脱塩素化の水素供与体として利

用可能であることが示された。他方、微生物叢の解析結果から、本研究で構築した集積系は、乳酸やメ

タノールなど、他の水素供与体を用いた既往研究の集積系とは異なる独特の微生物構成を有しているこ

とが明らかとなった。微生物叢に占める Dehalococcoides 属や他の脱塩素化微生物の割合は少なかった一

方、Trichococcus 属と Malikia 属が最も優占しており、これらの微生物がグルコン酸を分解し、クロロエ

チレン類の脱塩素化のための嫌気環境の形成と水素供給に大きく寄与していたと推察された。また、グ

ルコン酸ナトリウムの添加濃度を最適化することにより、脱塩素化微生物の割合をさらに高め、集積系

のクロロエチレン類の脱塩素化能力を向上できる可能性があると考えられた。 

 

第 2 章では、グルコン酸を水素供与体として用いて、多種多様な地下水に対してもクロロエチレン類

の嫌気分解を促進し、cis-1,2-DCE や VC を残存させることなく完全に脱塩素化することが可能かどうか

検証することで、その汎用性を評価した。クロロエチレン類で汚染された異なるサイトから採取した
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様々な微生物叢を持つ地下水を使用し、唯一の水素供与体としてグルコン酸を用いて TCE の脱塩素化試

験を実施した結果、脱塩素化速度は地下水により異なったものの、使用した 5 種類の地下水全てにおい

てクロロエチレン類の完全脱塩素化が達成された。全ての地下水で脱塩素化の進行に伴ってグルコン酸

由来の DOC 濃度が減少し、Dehalococcoides 属細菌の 16S rRNA 遺伝子数と vcrA 遺伝子数が大きく増加

したことから、グルコン酸の分解により発生した水素を Dehalococcoides が利用し、クロロエチレン類の

脱塩素化が進行したことが示唆された。また、元々は脱塩素化能力が低く、TCE の完全脱塩素化に長い

期間を要した地下水に対しても、グルコン酸の添加を繰り返すことで、脱塩素化に関連する全ての遺伝

子数が大きく増加し、有害な代謝物である VC を長期蓄積することなく、完全脱塩素化を速やかに進行

させることが可能となった。以上より、グルコン酸は異なる性状や微生物叢を持つ地下水に添加しても、

TCE をはじめとしたクロロエチレン類の嫌気分解を促進し、クロロエチレン類汚染環境の浄化で求めら

れている完全脱塩素化を可能とする、汎用性の高い有望な水素供与体であることが示された。 

 

第 3 章では、グルコン酸が実地下水汚染サイトにおいてもクロロエチレン類脱塩素化のための水素供

与体として利用可能かを検証するため、TCE と cis-1,2-DCE、VC で汚染された地下水汚染サイトでグル

コン酸注入による浄化実証と地下水質のモニタリングを行った。その結果、グルコン酸の注入により、

クロロエチレン類の脱塩素化を担う主要な微生物である Dehalococcoides 属細菌の増殖が認められ、620

日でクロロエチレン類濃度が全て基準値以下となる浄化目標が達成された。グルコン酸の注入後には地

下水質（pH、ORP、TOC 濃度）の変化が見られたが、その影響は一時的なものであり、時間の経過に

伴って地下水質は元の状態に回帰した。すなわち、グルコン酸は、パイロットスケールの浄化実証でも、

クロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体として有効であることが検証された。サイトの状況が異

なるため一概には比較できないものの、本浄化実証では他の水素供与体を使用した事例に比べて短期間

で浄化を達成したことから、浄化速度や効果の持続性の面でも他の水素供与体に対して優位性を有する

可能性が高いものと考えられた。 

 

 以上の一連の研究から、グルコン酸は、異なる性状や微生物叢を持つ地下水に対して、Dehalococcoides

属細菌をはじめとしたクロロエチレン類の脱塩素化に関与する微生物群を増殖・活性化させ、完全脱塩

素化を可能とする効果的な水素供与体であることが示された。そして、実地下水汚染サイトにおいてグ

ルコン酸注入による浄化実証を行った結果、既往の水素供与体と比較して短期間でクロロエチレン類の

浄化を達成し、実工事における有効性や優位性も確認することができた。これらのことから、グルコン

酸を用いることでクロロエチレン類のバイオレメディエーションの工期を短縮し、低コスト化できる可

能性が高く、水素供与体としての適用可能性は大きいと考えられる。また、グルコン酸の添加により地

下水中の微生物叢は、クロロエチレン類の脱塩素化に適した特有の構成に変化することが判明した。こ

のように、これまでに検討されたことがなかった、クロロエチレン類脱塩素化のための水素供与体とし

てのグルコン酸の性能を定量的に評価し、その効果が発揮されるメカニズムの一端を解明することがで

きたという点で、非常に有用な知見が得られたと言える。 

 一方、本研究においてはグルコン酸の添加量に関する詳細な検討は実施できていない。地下水中の微

生物叢や含まれる有機物、他の電子受容体、共存汚染物質といった、各サイトの条件に応じた適切なグ

ルコン酸の添加量を更なる研究により見出すことができれば、Dehalococcoides 属細菌を含む脱塩素化に

関与する微生物の割合をさらに高め、より効率的なクロロエチレン類汚染の浄化を達成できると考えら
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れる。第 1 章ではグルコン酸を水素供与体として構築した集積系の微生物叢を詳細に解析したが、他の

地下水を用いた場合や、実汚染サイトにおける微生物叢の動態についても今後調査を行い、グルコン酸

による浄化促進のメカニズムをより詳細に理解していくことも重要であろう。また、近年はバイオオー

グメンテーション（外部で予め培養した分解微生物を汚染地域に導入して浄化を行う手法）の実用化に

向けた研究が進められていることから、Dehalococcoides 属細菌の導入によるバイオオーグメンテーショ

ンにおいてもグルコン酸が有効であるか検証していくことも、今後の研究課題である。今後も、実汚染

現場においてグルコン酸の注入によるクロロエチレン類の浄化実績を積み重ねていくことで、より安

全・安心な土地の利用や人間の健康な生活に貢献できる技術の確立が期待できる。 
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ました、株式会社大林組 エンジニアリング本部 環境技術第一部 佐藤祐輔氏に深く感謝致します。 

 本研究の遂行および本論文作成にあたり、絶えず御配慮と御援助を頂き、貴重な御助言を賜りました、

株式会社大林組 技術研究所 千野裕之博士に心より御礼申し上げます。 

 本研究の遂行および本論文作成にあたり、数々の有益な御助言を賜りました、株式会社大林組 エン

ジニアリング本部 環境技術第一部 西田憲司氏、技術研究所 自然環境技術研究部 四本瑞世氏、技

術本部 未来技術創造部 大島義徳氏に厚く御礼申し上げます。 

 研究活動全般に渡って懇切なる御指導、御協力を賜りました、株式会社大林組の皆様に心より感謝の

意を表します。 

 また、研究活動を支え常に暖かい激励を下さいました、池研究室の諸兄・諸姉と、良き刺激を与えて

くれた友人達に深く感謝致します。 

最後に、研究生活に深い理解を示し、終始多大なるご支援を賜りました家族に心より感謝致します。 

 


