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秋田県内土壌からの石油分解細菌の検索
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ScreeningofPetroleum-decomposingBacteriainthe
SoilofAkitaPrefecture

ToshihikoWATANABE,HajimeFuNAKI,andYusukeSATo

(1998年11月24日受理）

Forty-onestrainsofpetroleumresistantbacteriawereisolatedfromthesoilsamplesin

Akitaprefecture.Amongthem,6strainswereshowntodecomposepetroleum,andyieldedthe

bacterialcellmass. Inthesimplifiedfieldexperiments,aboutahalfweightofaddedheavyoil

ofAdegreewasdisappearedbyincubationwiththesebacteriainamonthperiod.Moreover,

severalstrainsofthemcouldgrowunderbothoxygenandoxygen-freeatmospheres.These

findingswouldcontributetopromotemoredetailedstudiesonhydrocarbonmetabolismin

petroleum-decomposingbacteria

はじめに 数の油井がある。また中には未だに石油の自噴する

露頭も存在する。この様な環境には当然石油を分解

して， これをエネルギー源として生育している微生

物の存在が推定される。これ力ざ秋田県に範囲を限定

した理由である。石油による汚染というような全く

人工的な極限状態に於て， どのような微生物が生育

しているかについては既に幾つかの報告力ぎなされて

いる。 1番目は、-パラフィン資化性の酵母，細菌に

ついてである （文献1)。これはsinglecellprotein

として，将来の食料問題の解決を目指したものであ

った。 2番目はHorikoshi〃αノらの報告（文献2,

3， 4）に示されているように，高濃度の有機溶媒

（トルエン）中でハg"伽沈0"as属細菌が生育可能

であることが示されたことである。 3番目にKato

""/ (文献5)は界面活性剤添加により長鎖炭化水

素の分解が促進されるAci"g加加c"γ属細菌の存在

を報告している。 4番目に辻，千野らは湾岸戦争で

原油に著しく汚染されたクエートの油田地帯で，石

油分解性細菌の積極的な増殖,活性化を試みており，

微生物の栄養源を与えることで, 1年間で約1/4まで

石油の炭化水素を分解することに成功している （文

献6)。また,石油分解細菌として凡g"血沈0"“属，

Acj"e加加c花γ属,Aﾉaz/鞍"2S属細菌などの存在も

報告しているが，酸素の重要性についても暗示して

いるようである。我々は上記の結果を踏まえ， より

嫌気的条件を好む石油分解性細菌の単離についても

1

地球上の環境汚染は21世紀へ向けて人類の生存を

脅かす存在となっている。地球上の汚染物質は， そ

の始まりより主に微生物あるいは微小動物（原生動

物）の働きにより分解，利用されてきた。微生物の

このような性質は広く活性汚泥の利用という形で，

都市廃水，産業廃水， また特殊な産業廃水（例えば

メッキ廃液のシアン化ソーダや屠殺場の含脂肪廃液

など）に馴養させた微生物によって環境は浄化され

てきた。

しかしながら，近年の化学工業の発展， 中でも石

油化学工業の発展により生産された製品は微生物に

よる分解を受け難く，環境汚染の大きな原因となっ

ている。更に，それらの原料である石油も同様に微

生物による分解は通常困難とされている。近年日本

海沿岸でのタンカー事故による石油流出は我々の記

憶に新しい。

我々はこれら石油により汚染された環境の浄化に

適する微生物を身近な所から検索，単離を試み， そ

の単離菌株を用いた原油の分解活性の測定を行っ

た。さらに単離菌株の部分的な性質も検討した。秋

田県はわが国有数の石油生産県であり，県内には多
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検討を行なった。石油による汚染事故現場の多くが

必ずしも好気的条件にある訳でないことを考える

と，その期待される効果は大きいものと考えられる。

量の試料を夫々の試験管に添加し，更に石油成分と

してのケロシン（灯油）を培地上面約5mmに重層

してブチルゴム栓で密閉する。30｡Cで数日間振とう

培養した後，ケロシン層及び培養液部分を新規培地

に少量添加して目的とする細菌の増殖を図った（集

積培養,Enrichmentculture)。これを2～3回繰り

返した後,白濁した培養液の少量を寒天平板培地(ガ

ラス製シャーレ，培地入り）に接種し， その上面を

薄くケロシンで重層する。ビニールテープで開口部

をふさぎ30｡Cで培養する。生育した菌体は雑多な種

類の細菌群であるので， その純化を新しい寒天平板

培地により行い，単一コロニーをブイヨンスラント

に生育させ，保存する。

上記の方法で単離された細菌類の石油資化（分解

と利用）能力の検定には2つの方法を行った。

第一の方法は前記の液体培地を試験管に分注し，

滅菌後被検菌を夫々接種する。ケロシンを添加した

ものと，無添加のものについて培養を行い, それら

の菌体の生育量を比較する。 もしケロシンを炭素源

として利用する細菌がいた場合，ケロシン無添加の

2 実験方法

2－1 供試試料

(A)秋田県八橋油田油井周辺の土壌

⑧秋田県黒川油田油井および露頭周辺の土壌

｡秋田県船川港の海水

⑨秋田県秋田市郊外の山砂

試料(A)および⑧は現在も採油中であり，oは巨大

タンカーの出入りする原油貯蔵基地である。⑪は有

機物の少ない場所として選んだ。

2－2 石油資化菌の単離

2－1に述べた秋田県内の場所から，現在までに

約30試料を採取した。以下Tablelに示す方法によ

り行った｡外径18mm,長さ180mmの試験管に液体

培地を15ml宛注入し, 115｡C, 10分間滅菌する。少

Tablel 実験方法

液体培地＊ ＋ケロシン（灯油）

l…”
振とう培養（試験管、30.c)

上口凱て=た&肌い培地に-滴接”
2～3回繰り返す

J
ガラスシャーレ中の固体培地（ケロシン、上層）上で生育させる

、1，
生育したコロニーを採取

＊培地組成 (1L中）

ポリペプトン

酵母エキス

ブドウ糖

0.05

0.025

0.01 、

９
ｇ
ｇ pH7．0
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場合と比較して，菌体の生育が促進されると考えら

れることより，生育量がより大きい菌株を石油資化

菌候補とする。第二の方法は，純化の際に用いた方

法と同様にして培地入りシャーレに細菌を接種した

のち， ’滴ケロシンを落とし表面に拡散させ, 30｡C

で生育させる。菌体が生育後実体顕微鏡で観察し，

ケロシンの薄膜に変化が生じたものを石油資化菌候

補とする。海水を試料とした場合は，海水をそのま

ま培養液とし，ケロシンを添加した。

2－3 単離菌株による原油の分解

自然状態における石油の分解実験へのアプローチ

として，単純化した系を構築し,Table3に示した。

即ち，実験室内のドラフト中に小型振とう培養機を

設置し， フィールド実験を模して解放系（前培養以

外は滅菌操作は行わない）において，三角フラスコ

を緩く振とうを行い，中の原油(A重油）の変化を

追跡した。約一か月後に反応を停止し，残存原油を

ヘキサンで抽出し，比濁法および乾燥物重量法にて

測定した。

Table2単離菌株の性質
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Fig. 1ケロシン添加による生育（濁度）の促進

平成11年2月

菌株名 グラム染色 形 大きさ 鞭毛

20 陰性 桿菌 1．44x0．52 あり

35 陰性 桿菌 1.63x0．72 あり

菌
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球
球
球

性
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性

陽
陽
陽

７
９
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未確認
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2－4 分子状酸素非存在下における生育 3 実験結果および考察

菌株単離に用いたと同様の固形培地（ガラスシャ

ーレ） 2個に単離した菌株を塗沫し，ケロシンを重 3－1 ケロシン資化菌株の取得

層する。 1個は開口部をビニールテープで密閉し，

30｡Cで培養する。あとの1個はデシケーターに入 現在迄に試料(A)及び⑥からケロシン存在下で生育

れ，真空ポンプ。にて脱気後,Arガスを注入する。こ する菌株として41株を単離した。試料(C)については

れを数回繰り返し,最後にArガス注入後,デシケー 培養液の白濁化が見られたが，単離には至っていな

夕（シャーレ入り）を30｡Cのインキュベーターに入 い。試料Dは目下検討中である。

れ培養する。 単離した41株についてケロシンを炭素源として利

x 109/m,
No.35

8

6
鍬
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Fig.2ケロシン添加による生育（生菌数）の促進
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用するかを第一の実験方法により検討した。ケロシ

ンを利用する菌株は，利用しない菌株より当然その

生育量（培養液の濁度および生菌数）は大きいと考

えられる。その結果を濁度についてはFig. 1に，生

菌数についてはFig.2に示した。生育が促進された

5株のうち, No.35株は特に濁度における促進効果

が大きいようである。なお，本実験以降に単離され

た菌株のうち,No.18株についてはNo.35株と同程

度の促進効果が見られたことよりこれ以降の実験に

供した。 また第二の実験方法については， ケロシン

の粘度が低いためか未だ成功していない。

しても細胞内へ入ったケロシンについては，分解，

利用していると考えられる。

3－2－2 菌学的性質

Table2に示した通り， グラム染色での挙動，菌

の形態などより，幾つかの種類の細菌が取得された。

このことは文献(6)などに示されているように多くの

属にまたがって広く石油分解細菌が存在しており，

我々もそれらの幾つかの細菌を取得した可能性が高

いが，未だ同定にはいたっていない。

3－3 単離細菌による原油の分解

Table3に示した単純化した系で行ったフィー

ルド実験の結果をFig.5に示した。未分解の重油の

定量は2つの方法を用いた。第1法はヘキサンで抽

出した重油を一定量に希釈し，光度計にてその濁度

を測定（比濁法） し，対照実験の値に対する百分率

で示した。分解が進めば当然その濁度は低下する。

用いた菌株はNo.35,No. 18ともほぼ50%の分解率

が得られた。第2法は抽出液のヘキサンを含む揮発

性成分を除去した後の重量を測定し，最初に添加し

た重油の値に対する百分率で示した。 この場合も第

1法とほぼ類似の結果がえられた。重油中の揮発性

成分はいずれの場合も同じ値であり， また自然界か

らの雑菌汚染などもいずれの場合も同じ値と考えら

れるから， ここで得られた結果は，真の分解率を示

していると考えられる。

対照実験lの結果は大変興味ある現象と考えられ

る。すなわち， 自然系においては特定の菌株を添加

しなくとも， ある程度の栄養物があれば， そこに存

3－2 単離菌株の性質

3－2－1 電子顕微鏡写真での観察

単離菌株はケロシン存在下および非存在下で培養

した後，常法に従い処理し，走査型電子顕微鏡によ

り観察した。代表としてNo.35株を選び，その写真

をFig.3およびFig.4に示した。興味深いことに

は，本菌はFig.3より桿閑である力烹， ケロシン存在

下(Fig.4)では短桿菌あるいは球菌に近い変化が見

られることである。ケロシンが細胞には毒物と考え

られることから， この現象は表面積を極力小さくし

てケロシンの細胞内への侵入を防いでいるためと考

えられる。さらに興味深いことは,Fig.4より細胞の

表面から多量の物質が出ていることである。本物質

については， これを酵素などで切断，抽出し，構成

成分の検討が必要であるが,現在考えられることは，

粘質物のように見えるこの物質を菌体外に出すこと

により， これもケロシンの細胞内への侵入を防いで

いるのではないかと思われることである。 この様に

l
▲

賭

－a

一

二K

笛や角■ ｡ ﾔ ﾛ ､ ■ ■ ■

1．29脚淀
蝉

Fig.3No.35株の走査型電子顕微鏡写真

（ケロシン非存在下培養）

Fig.4No.35株の走査型電子顕微鏡写真

（ケロシン存在下培養）
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TableS単離細菌による原油分解

供試菌株 ５
８
１
２

３
１・
・
区
区

０
０
照
照

Ｎ
Ｎ
対
対

培養液添加

蒸留水添加

1夜、 30oCで液体培養(40ml )前培養

500ml容三角フラスコ中、細かい海砂利約3009、

培養液40ml (対照区は培養液または蒸留水40ml添加）

A重油 1 . 59， 9月～10月、 26日間、室温、振とう

本培養

原油分解の検出ヘキサン可溶部を取り、比濁法および乾燥物重量法

比濁法

分解比（比対照2）

50 1 00 （％）0

、 、

Fig.5単離細菌による原油分解
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ノ

空気中で生育

(No.35株）

Arガス中で生育

(No.35株）
皇

匙

Fig.6分子状酸素の必要性

在した微生物あるいは別の場所に由来する微生物に

より石油の分解が進むということである。 この結果

はクエートにおける原油汚染砂漠の回復の報告（文

献6） とよく一致している。なお完全な無菌系にお

ける実験は2つの理由から行わなかった。 1つは技

術的な面であり，他方はフィールドにおける結果こ

そが大切であるからである。

4．要 約

(A) 秋田県内より採取した土壌試料よI), ケロシン

（灯油）存在下で生育する菌株41株を取得した。

(B) これらの菌株より， ケロシンを資化して生育に

利用する菌株6株を得た。

(C) 自然環境を模したフィールド実験において，試

みた2株は， 1か月で，添加したA重油の約50%を

分解した。

(D単離菌株のうち5株は，嫌気条件下でも生育す

ることが示され，細菌による炭化水素の分解系に新

しい可能性が示された。

3－4 分子状酸素存在下，非存在下における生育

ケロシン存在下， 固体培地により，空気中および

Arガス中でNo.35株の培養を行った。Fig.6に示

す通り，両培養ともほぼ同様の生育が見られた。従

来，細菌による石油の分解経路は好気的条件におい

てのみ研究されている。石油(-(CH2)n-)は一般

に分子内に酸素が無いか， あまり含まれていないこ

とより， その利川には，炭水化物(CH20)の利用の

場合に比べ約3倍量の分子状酸素力、必要と言われて

いる(文献7）。そして最終的には脂肪酸の分解経路

であるβ酸化により酸化されていると考えられる。

本実験において分子状酸素非存在下においても，酸

素存在下とほぼ同様な結果が得られたことは，従来

考えられていた経路以外にも，石油（ケロシン）の

炭化水素の分解系が存在する可能性が示されたこと

であり，今後この分野での研究に対し，本菌株およ

び同様の結果がえられた菌株の重要性は大きいもの

と考えられる。なお結果（写真）は省略したが， そ

の他の菌株(Nos.40, 20, 37&39株）についても，

ほぼ同様な結果が得られている。
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