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　＜特集＞

地下水中の塩素化エチレン分解細菌の検出
Detection of Chlorinated Ethene-Dehalogenating Bacteria in Groundwater
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Abstract

　 Chlorinated ethenes such as tetrachloroethene (PCE) and trichloroethene (TCE) were
widely used for dry-cleaning and degreasing, respectively. Resultantly they have become
main contaminants in groundwater. Under the anaerobic conditions, these compounds are
gradually dechlorinated by some bacteria producing their daughter products such as cis-
dichloroethene (c-DCE), vinyl chloride (VC) and ethene (ETH). However, this process does
not always proceed to the end product of ETH. We sometimes observe the accumulation
of c-DCE or VC, which is a carcinogen. Our study showed that Dehalococcoides bacteria
capable of promoting the dechlorination steps beyond c-DCE were essential for complete
dechlorination. It is known that Dehalococcoides bacteria are difficult to cultivate and isolate.
Therefore we decided to apply a molecular technique, real-time PCR, to the detection of the
bacteria. The real-time PCR method developed was successfully used for the detection of
the bacteria in groundwater. The new method was used for the judgment of the feasibility
of the biostimulation using indigenous Dehalococcoides population. Also the method was
successfully applied to the monitoring of the whole bioremediation process.

1 はじめに

塩素化エチレンのテトラクロロエチレン (PCE)やトリ
クロロエチレン (TCE)は長期にわたってドライクリーニ
ングの溶剤や金属の洗浄剤として使用されてきた．しか

しながら，それらの物質が貯蔵タンク等から漏出し，日

本各地で土壌，地下水を汚染している．PCE，TCEは，
発ガン性や肝機能障害を誘発する可能性が指摘されてお

り，早急な処理が望まれている．

PCEはFig.1に示す様に，嫌気性条件下で微生物の作
用により，TCE，シスジクロロエチレン (c-DCE) ，ビニ
ルクロライド (VC)を経て，エチレン (ETH)に還元分解
されることが知られている 1）,2）．本反応においては，水素

は電子供与体，塩素化エチレンは電子受容体として働く．

本反応のために，水素を直に使用する必要はなく，有機
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Fig.1 塩素化エチレンの嫌気分解経路

物が嫌気的に分解される過程で発生する水素を利用でき

る．また，1997年には，Maymo-Gatellらによって PCE
から ETH までの完全な脱塩素化反応が一種類の細菌，
Dehalococcoides ethenogenes 195，によって行われること
が明らかとなった 3）．最近の研究では，Dehalococcoides
属細菌が汚染サイト（北アメリカ，ヨーロッパ）に存在す

る場合は，有機物を注入すると塩素化エチレンの完全な

脱塩素化が進むことが報告されており 4），塩素化エチレ

ン分解の鍵となる微生物として注目を集めている．我々
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Tab.1　 PCRプライマーおよびハイブリダイゼーションプローブ

名前 塩基配列 (5′ to 3′) 文献
De624f CAGCAGGAGAAAACGGAATT 6)
De1232r GACAGCTTTGGGGATTAGC 6)
De971fL GTAGTGAACTGAAAGGGGAACGACC 9)
De997fR GTTAAGTCAGGAACTTGCACAGGTG 9)

Dehalococcoides用のプライマーはフォワードプライマー
fの場合は 5′ 末端の E. coliポジションで，リバースプラ
イマー rは 3′ 末端の E. coliポジションで示されている

のこれまでの研究でも，流動床型リアクターを利用した

PCEの連続分解試験で，Dehalococcoides属細菌の存在
を確認している 5）．また，複数の汚染サイトの土壌，地

下水を用いて行ったバイアルビンによる TCE分解試験
では，エチレン化が観察された場合のみDehalococcoides
属細菌が検出された 6）．この様に，国内由来のサンプル

でも Dehalococcoides属細菌の脱塩素化反応への関与を
示すデータが得られている．

塩素化エチレン汚染土壌の生物学的浄化，バイオレメデ

ィエーション，特に土着細菌を活性化させて浄化するバイ

オスティミュレーションにおいては，この様な分解微生物

の存在，挙動を知ることは，浄化開始の判断とそれに続く

浄化プロセスの管理には欠かせなくなる．Dehalococcoides
属細菌は寒天培地にコロニーを形成せず，従来の培養に

よる方法では検出できない．そこで，本報告では，分子生

物学的な手法である Polymerase Chain Reaction (PCR)
を利用した検出を紹介する．

一般的な PCR法は，標的とするDNAに特異的なプラ
イマーペアを利用して，そのプライマーによって挟まれた

DNA部分を増幅し，標的DNAの存在を検出，確認でき
る方法であり，我々も PCR法によって Dehalococcoides
属細菌の 16S rDNAを検出している 6）．しかしながら，

PCR法での検出では，増幅されたDNAの最終的な濃度
しか分からないため，標的 DNAの初期濃度を推定する
ことは極めて難しい．

一方，Real-Time PCR法は標的DNAのサンプル中で
の濃度を測定するために開発された手法であり，PCRの
過程で増幅される DNAの濃度を Real-Timeで逐次検出
する方法（最初は検出できないが PCRのサイクル数の
増加と共に検出される）である．本方法では標的 DNA
の初期濃度が高いほど少ないサイクル数で標的 DNAの
合成が検出される．その結果，標的 DNAの初期濃度と，
検出されるサイクル数には一定の関係が認められ，それ

を利用してサンプル中の標的 DNAの初期濃度を算出す
ることが可能となる．本研究では，このReal-Time PCR
法を利用した．

2 国内の汚染サイトに生息する塩素化エチレ
ン分解菌の解析

我々が塩素化エチレン分解にDehalococcoides属細菌が
関与していることを見出したのは 2000年であり，連続処
理を行っていた流動床式リアクターのグラニュールでそ

の存在が確認された 5）．この研究では，グラニュールから

抽出されたDNAをテンプレートに，ユニバーサルプライ
マー (Bact0011f, Bact1492r) 7）を利用して 16S rDNAク
ローンの取得を行い，ランダムに取得された 16S rDNA
クローンの中に Dehalococcoides属細菌に近縁なクロー
ンが存在した（本クローンの塩基配列は 2003年に報告
されたビニルクロライド分解菌 D. ethenogenes BAV18）

の 16S rDNA 塩基配列と全く同じである）．当時は D.
ethenogenes 195 として 1997 年に世界で初めて単離さ
れた Dehalococcoides属細菌 3）の 16S rDNA (Accession
Number: AF004928) しか比較できる塩基配列はなかっ
た．取得クローンとD. ethenogenes 195の 16S rDNAの
相同性は 97.6%であった．比較によってコンセンサスな
部分を特定し，Tab.1中の De624fと De1232rのプライ
マーペアをデザインした 6）,9）．

本プライマーを利用して，バイアル試験で TCEの分
解を検討した 14種類（14ヶ所の異なる現場の汚染土壌と
地下水を植種）のサンプルから抽出された DNAをテン
プレートに PCRを行った結果，Tab.2に示す結果が得
られた（バイアル試験の詳細は文献 6を参照されたい）．

PCR反応は Pre-heating 94◦C–2分に続き，第 1段階
94◦C–20秒，第 2段階 54◦C–30秒，第 3段階 72◦C–1分
を 30サイクル繰り返し，Post extension 72◦C–7分を行っ
た．14種類のサンプル中，7種類のサンプルで完全な脱
塩素化が起こり，そのバイアルにおいてのみPCRの増幅
産物が検出された．また，PCR増幅部分の塩基配列は，
前述のリアクターから取得された 16S rDNAクローンと
全く同じ配列であった．さらに，DNA増幅が確認された
サンプルに関しては，その上下流の領域も PCR増幅し
9），塩基配列を決定した．その結果，Bact0011fから 148
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Tab.2　 TCE分解バイアルでの Dehalococcoides属細菌 16S rDNA検出結果

番号 サイト名 最終生産物 PCR検出結果 No.148 DNA塩基
1 A ETH 検出 A
2 B ETH 検出 G
3 C ETH 検出 G
4 D ETH 検出 G
5 E ETH 検出 R
6 F ETH 検出 A
8 G ETH 検出 A
7 H DCE 未検出 —
9 I DCE 未検出 —
10 J DCE 未検出 —
11 K DCE 未検出 —
12 L TCE 未検出 —
13 M TCE 未検出 —
14 N TCE 未検出 —

R=A：G

番目の塩基がAあるいはGである以外は全く同じ塩基配
列を示した（D. ethenogenes BAV1の 16S rDNAは 148
番目の塩基はA）．Tab.2には各々のバイアルでA, Gあ
るいはR（A, G両方のピークが検出された場合）のどれ
が検出されたかを示してある．AとGの出現頻度はほぼ
半々であった．これらの塩基配列の差と分解性と間に関

係は見出せなかった．

以上の結果から，TCE のエチレン化には Dehalococ-
coides属細菌が必要であると共に，国内の汚染サイトに
はD. ethenogenes BAV1の 16S rDNAと同じ，あるいは
1ベースのみ異なる 16S rDNAを持ったDehalococcoides
属細菌が広く分布していることが明らかとなった．

3 Real-Time PCR による Dehalococ-

coides 16S rDNAの定量検出

Real-Time PCRを行うため，ロシュ・ダイアグノスティ
ック製LightCyclerを使用した．検出には，PCR合成され
る特異的なDNAの内部の塩基配列を利用してデザインさ
れた 2つの連続する蛍光標識プローブが，DNAに並んで
結合した場合のみ検出される方法，ハイブリダイゼーショ

ンプローブ法を適用した．反応液の全容量は 20µLとし，
サンプル 1µLに対して，0.5UのEx Taq DNAポリメラー
ゼ（宝酒造製），添付緩衝液（MgCl2含まず）2µLおよび
10pmolのプライマーを使用した．その他，dNTP200µM，
DMSO5% (v/v)，MgCl23mM，BSA250µg/mL，蛍光標
識プライマー 2種類（3′ FITC標識，5′ LC Red 640標
識および 3′ リン酸化）をそれぞれ 4pmolの濃度になる
ように添加した．Real-Time PCRに使用したプライマー
（De624f, De1232r）およびハイブリダイゼーションプロー

ブ（De971fL-3′ FITC標識, De997fR-5′ LC Red 640標
識および 3′ リン酸化）は Tab.1に示す通りである．ま
た，前述の流動床式リアクターのグラニュールから得ら

れた Dehalococcoides属細菌の 16S rDNAクローン 5）を

Real-Time PCRのスタンダードとして利用した．

ハイブリダイゼーションプローブ法では，プライマー

セット（De624f, De1232r）および 2種類のハイブリダイ
ゼーションプローブ（De971fL, De997fR）が必要となる．
これらに関しては，相互に反応して，ダイマー等を作ら

ないことを確認した．その後，MgCl2濃度およびアニー
リング温度を検討し，それぞれ，3mM，54◦Cが最適で
あることを確認した（詳しい測定条件は文献 9を参照さ
れたい）．本条件で，16S rDNAスタンダードの濃度を
101∼107copies/PCR-tubeに変化させて測定した場合の，
濃度と PCRのサイクル数（蛍光強度が一定のレベルに
達した点，Crossing Pointでのサイクル数）との関係を
Fig.2に示す．16S rDNA濃度の上昇に伴って Crossing
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Fig.2 Real-Time PCRによる検出結果
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Pointでのサイクル数は減少し，設定した条件で良好な
検量関係が得られることが明らかとなった．また，この

時，PCRチューブ当たりに添加する 16S rDNAのコピー
数を 10以下の範囲でも検討したが，検出されない場合が
あったため，定量下限値は 10copies/PCR-tubeとした．

4 地下水中の Dehalococcoides 属細菌
16S rDNAの検出

検出に当たっては，100mL 地下水から DNA を抽出
し，50%の回収率で，最終的に 50µLのTE（10mM Tris-
HCl[pH 8.0], 1mM EDTA）に溶解した 9）．それゆえ，

測定時に使用する 1µL のサンプルには 1mL 地下水
由来の DNA が含まれ，定量下限値は上記の結果から
10copies/mL-地下水となる．

Real-Time PCR 検出法を利用して，塩素化エチレン
類で汚染された Aサイト地下水中に Dehalococcoides属
細菌が生息するか否かを検討した．対象地下水は汚染サ

イト内の 8ヶ所のモニタリング井戸MW1からMW8由
来とした．検出結果をFig.3に示す．8ヶ所のモニタリン
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Fig.3 Dehalococcoides属細菌 16S rDNA検出結果
（MW3, MW4, MW6, MW7 は定量下限値
10copies/mL以下）

グ井戸の内，半数の 4ヶ所からDehalococcoides属細菌の
16S rDNAが検出され，最も濃度が高かったのはMW1，
5.6×103 (copies/mL) であった．また，本検出で増幅さ
れた 16S rDNAはその塩基配列を決定したが，前述のリ
アクターから取得された 16S rDNAクローンの該当部分
の塩基配列と同一であった．残り半分の 4ヶ所のモニタリ
ング井戸では検出されなかったが，本汚染サイト内には

Dehalococcoides属細菌が生息することが明らかとなった．

以上の結果から，Aサイトでは土着のDehalococcoides

属細菌を利用したバイオスティミュレーションが可能と判

断，有機源として有機酸を窒素/リン源と共に地下水中に
注入した．注入は間欠的に汚染サイト全域で行われた（地

下水の循環はない）．本サイトの主要な汚染物質は c-DCE
（TCEから自然条件下で変換された）であり，浄化開始
時，地下水中の濃度は約 1mg/Lであった．Fig.3に示し

たモニタリング井戸MW2では，地下水中の c-DCE濃度
は，浄化開始後約 100日間は約 1mg/Lで変化が無かった
が，その後徐々に濃度が低下し，140日目で約 600µg/L，
200日目で約 300µg/L，300日目で 10µg/L（定量下限値）
以下となった．しかしながら，370日目から 440日目ま
で再び約 50µg/Lとなり，その後は 10µg/L以下で安定
した．c-DCEの中間代謝産物であるVCは浄化開始時に
は約 10µg/Lの濃度で地下水中に存在し，170日目まで
は徐々に上昇，約 70µg/Lに達した．その後は減少傾向
に転じ，340日目で 5µg/L（定量下限値）以下となった．

480 日間の浄化期間中の MW2 での Dehalococcoides
属細菌 16S rDNA の地下水中での濃度変化を Fig.4
に示す．浄化開始時には 101copies/mL レベルであった
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Fig.4 MW2 地下水中の Dehalococcoides 属細菌
16S rDNA濃度変化

16S rDNA 濃度は，浄化開始後急激に上昇し，100 日
目までに 105copies/mL レベルまで達した．その後は
1×106copies/mL付近で安定し，400日目以降は若干低下
傾向を示した．この様に，浄化の進行，つまり c-DCEの
分解に伴って Dehalococcoides属細菌 16S rDNAの濃度
が上昇することが明らかとなった．Fig.3に示した他の 7
本のモニタリング井戸もMW2と同様に，浄化の進行と
それに伴う地下水中のDehalococcoides属細菌 16S rDNA
の濃度上昇が観察された．本結果より，Dehalococcoides
属細菌が現場での塩素化エチレン分解で主要な役割を果

たしていることが示された．また，Dehalococcoides属細
菌 16S rDNA が，塩素化エチレン汚染現場での浄化進
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行において有効な指標として利用できることが明らかと

なった．

5 まとめ

本研究では，塩素化エチレン分解能を有する Dehalo-
coccoides属細菌がTCE，c-DCE，VCの脱塩素化反応に
深く関与していることを示すと共に，Dehalococcoides属
細菌の 16S rDNAを標的とした Real-Time PCRによる
定量検出法を紹介した．また，本検出法を汚染現場に適

用して，初期段階での土着Dehalococcoides属細菌存在の
確認，つまり土着細菌によるバイオスティミュレーショ

ン適用の可否判断が可能であることを示した．さらに浄

化開始後，地下水中のDehalococcoides属細菌 16S rDNA
濃度をモニタリングすることによって，Dehalococcoides
属細菌の現場での増殖（=分解）挙動を把握できること
を明らかにした．以上の結果から，Dehalococcoides属細
菌を利用するバイオスティミュレーション技術が，管理

可能なプロセスとして汚染現場で適用できる目処が得ら

れた．

このように，従来の培養を基にした微生物検出法で対

象微生物が検出できなくとも，DNAを標的とした Real-
Time PCR により，対象微生物の挙動が把握できるこ
とが示された．本手法はサンプル処理から検出まで約 1
日で完了し，培養を基本とした従来の検出法よりはるか

に迅速である．また，対象微生物の DNAに関する情報
（16S rDNAが利用されることが多い）が得られていれば，
どの様な種類の微生物に対しても適用可能である．今後，

環境微生物の分野で様々な分解微生物に関する研究が進

み，遺伝情報がさらに整備，蓄積されれば，適用例はさ

らに増え，Real-Time PCRの利用範囲は益々広がると考
えられる．
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