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平成 21 年 6 月 1 日 
 

新規の油分解菌を用いた土壌浄化事業計画で 

「微生物によるバイオレメディエーション利用指針」への適合が確認された 

― アルカンを主成分とする石油類による汚染土壌の浄化事業ではわが国初 ―  株式会社  奥 村 組  株式会社 アイアイビー  【はじめに】 株式会社奥村組（社長：奥村太加典）は、株式会社アイアイビー（社長：高松邦明）と共同で、高い油分解能力を持つ新規の微生物（油分解菌）を見出し、この油分解菌を用いたアルカンを主成分とする石油類による汚染土壌の浄化事業計画について経済産業省と環境省が共同策定した「微生物によるバイオレメディエーション注１」利用指針」注２）への適合の確認を平成 21 年 5 月 29日に受けました。今回の本指針に対して適合の確認を受けた事は、アルカンを主成分とする石油類による汚染土壌浄化事業ではわが国初となるものです。 本浄化事業計画では、京都大学名誉教授で株式会社アイアイビーのＣＥＯを務める立命館大学生命科学部 今中忠行教授注３）らによって油含有土壌から単離された約 200 株におよぶ土着菌のうち、特に炭化水素分解に優れた３種類の菌株を用います。  【背景】 近年、問題となっている油汚染土壌を浄化するためには、様々な工法注４）が適用されています。その中で、バイオレメディエーション工法の一つであるバイオスティミュレーション注５）は、汚染サイトに生息している微生物（土着菌）を活性化させる方法で、環境にやさしく、費用も安いことから現在まで幅広く採用されています。しかし、この方法は土着菌の油分分解能力に依存するため、工事が長期化するという短所がありました。 そこで、株式会社奥村組と株式会社アイアイビーは共同で、外部から油分分解能力の優れた微生物を汚染サイトに投入し、浄化を安全に速く確実に行うことのできるバイオオーグメンテーション注６）によるアルカンを主成分とする石油類による汚染土壌浄化技術を新たに開発し、本技術を用いた土壌浄化事業計画を策定しました。その事業計画に関する国の審議を経て、「微生物によるバイオレメディエーション利用指針」への適合の確認を受けました。   
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【油分解に優れた菌の分離、選抜】 まず、種々の油含有土壌に棲息する微生物のうち、油分分解の可能性がある約 200 株を単離しました。次に、これらの微生物について、油分分解実験、および動物への安全試験等を行い、油分分解に優れ、かつ安全性の高い微生物を、複数株選定しました。最終的に特性の異なる３種類の微生物注７）を選抜するとともに、等量混合して使用することで、分解可能な油種および地質条件等の適用範囲が広がり、より効果的な土壌浄化ができることを確認しました。  【選抜した３菌株の安全性確認】 選抜した３菌株の安全性は以下の調査・試験により確認しました。 ①文献調査による安全性の確認注８） ②動物実験による安全性の確認注９） ③他の微生物への影響注１０） ④選抜した単離菌の挙動把握注１１）  【３菌株を導入した油汚染土壌浄化実験】 試験用に採取した実際の油汚染土壌（軽質油を主体とし、油分濃度は 0.45～0.49％）を用いて油分分解実験を行った結果、選抜した３菌株を混合投入したバイオオーグメンテーションの方が栄養塩のみを添加したバイオスティミュレーションより効率よく油分を分解しました注１２）。  【アルカン系石油類による汚染土壌浄化への適用法】  今回見出した油分解菌は、以下の２通りの工法に適用する事を想定しています。 ①掘削した汚染土壌を重機で攪拌混合し、常時、油分解菌に酸素が供給される状態を保つことにより、油分分解を促進するランドファーミング工法注１３）。 ②土壌を掘削せずに、外部から注入井戸等を介して菌及び栄養塩を注入し、油分分解を促進する注入工法注１４）。注入井戸を水平に設置することで、建物直下部の土壌も浄化可能です。  【まとめ】 今回、指針への適合が確認されたことを受け、株式会社奥村組と株式会社アイアイビーは、今後、ガソリン、軽油、重油等が存在する可能性が高い油槽所、ガソリンスタンド、及び自動車関連業、電機機器製造業、化学工場等が立地する敷地等の油汚染土壌の浄化工事において、本技術を積極的に適用して普及展開を図っていく所存です。 なお、本技術については、株式会社奥村組と株式会社アイアイビーが共同で特許出願中です。  
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【お問い合せ先】                                  株式会社奥村組 東日本支社 環境技術部                                           宮北 憲治                                      TEL 03-5427-8574   FAX 03-5427-8113                株式会社アイアイビー                                          山津 敦史                                                                                                                TEL 06-6305-9370   FAX 06-6305-7170                  
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 ﾊﾞｲｵﾚﾒﾃﾞｲｴｰｼｮﾝ工法 加熱工法 掘削場外搬出 ﾊﾞｲｵｵｰｸﾞﾒﾝﾃｰｼｮﾝ ﾊﾞｲｵｽﾃｨﾐｭﾚｰｼｮﾝ 適用性  （油種、濃度）   ○ △ ○ ◎ 工期  ○ △ ○ ○ 費用 ◎ ◎ × × 周辺環境影響 
(CO２発生等) ◎ ◎ × × 
 

  注１） バイオレメディエーション（生物による環境修復技術；Bioremediation） 微生物、植物、動物などの生物が持っている化学物質の分解能力や蓄積能力などを利用して、有機塩素化合物や重金属などの有害物質で汚染された土壌や水環境を修復する技術。微生物を活用したバイオレメディエーションは、微生物の活用の仕方によってバイオスティミュレーションとバイオオーグメンテーションの２つに分類される。  注２） 微生物によるバイオレメディエーション利用指針 バイオレメディエーションの中でも特に、バイオオーグメンテーションを実施する際の安全性の確保に万全を期すための指針。生態系への影響及び人への健康影響に配慮した適正な安全性評価手法及び管理手法のための基本的要件の考え方を示し、バイオレメディエーション事業の一層の健全な発展及びバイオレメディエーションの利用の拡大を通じた環境保全に資することを目的とする。 注３） 今中忠行（立命館大学生命科学部生物工学科教授、京都大学名誉教授） 95℃以上の高熱環境で生息する超好熱菌の発見や、第 46 次南極地域観測隊員として南極に生息する微生物を探索する等、微生物学の分野で精力的に活動をすると共に、これら極限環境微生物学を専門とした幅広い研究活動を続けている。また、南極往来時の観測船｢しらせ｣船内では、｢しらせ大学｣｢南極大学｣の学長を務め、2005 年からは日本学術会議環境学委員会の副委員長も務めている。 注４） アルカン系石油類による汚染土壌の浄化工法の比較   バイオレメディエーション工法は加熱工法や場外搬出より安価で環境に優しい浄化工法である。 表―１ 油汚染土壌浄化各工法の特徴比較           注５） バイオスティミュレーション（微生物活性化法；biostimulation） 汚染サイトに生息している微生物を活性化させる方法。窒素やリン等を添加し、浄化を行う。 注６） バイオオーグメンテーション（微生物添加法；bioaugmentation） 汚染サイトに効率的な分解菌自体を注入する方法。汚染現場にもともと存在する微生物を外部で培養し後に
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添加する方法、汚染現場以外から単離された分解微生物を導入する方法、さらに汚染物質を効率よく分解するように遺伝子を組換えた微生物を加え浄化を行う方法などがある。 注７）選抜した３種類の菌株の特徴 ①Novosphingobium sp. No.2株 （ノボスフィンゴビウム属細菌） Novosphingobium 属の細菌は、好気性のグラム陰性＊１の桿菌＊２であり、様々な環境から分離されていることから、地球上に広範囲に生息する微生物であると考えられている。No.2株自身は、グルコース＊３やピルビン酸＊４等の代表的な糖、有機酸を資化できるほか、Ｃ18、Ｃ19 あるいはＣ27 以上の長鎖アルカン＊５を分解・資化することができる。 ②Pseudomonas sp. No.5 株 （シュードモナス属細菌） Pseudomonas 属の細菌は、通性好気性、グラム陰性の桿菌であり、種類が多く、幅広い特徴を持ち、様々な環境から分離されていることから、地球上に広範囲に生息する微生物であると考えられている。No.5株自身は、グルコースやピルビン酸等の代表的な糖、有機酸を資化できるほか、Ｃ19 以上の長鎖アルカンを分解・資化することができる。 ③Rhodococcus sp. No.10 株 （ロドコッカス属細菌） Rhodococcus 属の細菌は、通性好気性、グラム陽性の球菌または桿菌であり、様々な環境から分離されていることから、地球上に広範囲に生息する微生物であると考えられている。No.10 株自身は、グルコースやピルビン酸等の代表的な糖、有機酸を資化できるほか、Ｃ10 以上の長鎖アルカンを非常によく分解・資化することができる。       写真―１ 使用する単離菌  ＊１ グラム染色（陽性、陰性） 細菌を選択的に染めだす染色法。その染色性は細菌の重要な分類学的特徴の１つである。赤色に染まる菌をグラム陰性菌、紫色に染まる菌をグラム陽性菌と呼ぶ。染色機構は未解明の部分が多いが、細胞壁の構造の相違によると考えられている。 ＊２ 桿菌 細菌を形状で分類した際に、円筒状（桿状）の細長い形をしたものをいう。対して、丸い形をしたものを球菌という。 

Novosphingobium sp. No.2株 Pseudomonas sp. No.5株 Rhodococcus sp. No.10株 
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＊３ グルコース ブドウ糖のこと。甘い果実、その他の植物組織に多量に存在するなど天然に最も広く分布している単糖。 ＊４ ピルビン酸 有機酸の一種。生体内でグルコースが分解される経路の重要な中間体。 ＊５ アルカン 脂肪族飽和炭化水素のこと。Ｃｘと記述することが多く、この場合炭素原子がｘ個連なった脂肪族飽和炭化水素を指す。石油の主な成分のひとつ。  注８）文献調査による安全性の確認 ３菌株の近縁種は、いずれも安全性に問題の無いバイオセーフティレベル１＊６に分類される。 ＊６ バイオセーフティレベル（ＢＳＬ） 病原性微生物等をヒトへの病原性の観点から分類した基準。バイオセーフティレベル１～４までの分類があり、レベル１は「ヒト又は動物に重要な疾患を起こす可能性のないもの。」と分類され、病原性のない一般的な微生物がこれに当てはまる。レベル２以上は病原性を有するとされる。  注９）動物実験による安全性の確認 ・動物への投与試験 供試哺乳動物に選抜した３菌株の等量混合物を投与し、体重変化等の観察及び解剖を行った。 ・魚類を用いた水中暴露試験 供試魚の入った水槽に、３菌株の等量混合物を添加し、供試魚の状態に変化があるかどうかを数週間観察した。 ・試験結果 供試哺乳動物、供試魚ともに、３菌株の等量混合物投与による影響は観察されず、３菌の動物に対する病原性、毒性等は認められなかった。 注１０）他の微生物への影響 砂質系、粘土質系の２種類の油汚染土壌で、３菌株の等量混合物投与・添加による他の微生物群への影響を評価した。３菌株の投与前後の土壌中微生物の遺伝子解析の結果、病原菌に相当する有害微生物の増加は認められなかった。 注１１）選抜した単離菌の挙動把握 選抜した３菌株はいずれも単離された菌であり、それぞれの菌を検出する方法を確立しているため、挙動を容易に把握できる。 
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注１２） 試験用に採取した実際の油汚染土壌（軽質油を主体とし、油分濃度は 0.45～0.49％）を用いて油分分解実験では、選抜した３菌株を混合投入したバイオオーグメンテーションの方が、栄養塩のみを添加したバイオスティミュレーションより 28日経過時点の油分残存率が、３０％程度低くなっている。            図－１ 実油汚染土壌における油分分解結果  注１３）ランドファーミング工法は以下の施工順序で実施する。 ⅰ．油含有土壌を掘削し、地上に盛土（高さ 1～1.5m程度）する。    ⅱ．所定量の３菌株、栄養塩を散布する。    ⅲ．定期的に重機で土壌を攪拌して、土壌中を好気的条件に保ち、微生物の活性を促し、油分の分解を図る。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 図―２ ランドファーミング工法 
利用微生物利用微生物利用微生物利用微生物＋＋＋＋栄養塩栄養塩栄養塩栄養塩＋＋＋＋攪拌攪拌攪拌攪拌 （（（（微生物導入量微生物導入量微生物導入量微生物導入量はははは土壌土壌土壌土壌1g当当当当りりりり106個個個個をををを基本基本基本基本とするとするとするとする）））） 
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注１４）注入工法は以下の施工順序で実施する。    ⅰ．垂直又は水平ボーリングを用いて、複数の注入孔を設けた注入井戸を設置する。    ⅱ．注入機等を用いて、注入井戸より、所定量の３菌株、栄養塩を注入する    ⅲ．注入された３菌株、栄養塩が対象土壌中に浸透することにより、広範囲に渡る油分分解を行う。 
 

 

 

 

      図－３ 注入工法 
 

油含有土壌油含有土壌油含有土壌油含有土壌 

注入機注入機注入機注入機    利用微生物利用微生物利用微生物利用微生物＋＋＋＋栄養塩栄養塩栄養塩栄養塩＋（＋（＋（＋（酸素酸素酸素酸素）））） （（（（微生物導入量微生物導入量微生物導入量微生物導入量はははは土壌土壌土壌土壌1g当当当当りりりり106個個個個をををを基本基本基本基本とするとするとするとする）））） 


