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研究成果の概要（和文）：効率的なトリクロロエテン(TCE)脱塩素化を可能とする種間水素伝達系の特徴について解析
した。非効率的TCE脱塩素化系では、脱塩素化条件下においてメタンの発生が確認された一方で、効率的TCE脱塩素化系
では脱塩素化終了後からメタンの急激な発生が確認された。分子生物学的解析の結果、酢酸利用性メタン生成アーキア
が脱塩素化と競合し、水素利用性メタン生成アーキアはDehalococcoidesと水素を巡る競合を生じないことが示唆され
た。効率的脱塩素化には、嫌気的酢酸酸化細菌の活性が重要である。嫌気条件下で酢酸を分解するMoraxella osloensi
sに近縁の微生物の分離に成功した。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of hydrogen interspecies transfer which enables to dechlorinate tric
hloroethene (TCE) effectively was characterized.  Methane production was observed during TCE-dechlorinatio
n in the non-effective dechlorinating culture, while methane was produced rapidly after TCE-dechlorination
 in the effective dechlorinating culture.  Molecular techniques revealed that aceticlastic methanogens com
peted with Dechlorinator, on the other hand, hydrogenotrophic methanogens did not.  These results suggeste
d that the activity of anaerobic acetate oxidizing bacteria play a key role for efficient dechlorination. 
 We succeeded to isolate anaerobic acetate oxidizing bacteria, closely related to Moraxella osloensis.
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（１）研究開始当初の背景 
 テトラクロロエテン（PCE）やトリクロロ
エテン（TCE）などのクロロエテン類は土壌
および地下水の代表的な難分解性の有害汚
染物質である。既に、これらの汚染浄化に
は”Dehalococcoides”細菌群を活用したバイ
オレメディエーションが活用されている。し
かし、還元的脱塩素化反応がエテンまでの完
全無害化に至らず、cis-1,2-dichloroethene
（cDCE）、trans-1,2-DCE（tDCE）あるい
は vinyl chloride（VC）で止まる事例も多く
報告されている 1）。これらの問題を解決する
には、汚染現場の持つ分解能力の評価あるい
は効果的な脱塩素化を推進する微生物生態
系の特徴を理解することが重要となる。しか
し、これらの知見は非常に限られているのが
現状である 2), 3), 4), 5)。 
 効率的な脱塩素化を図る上で重要なこと
は、電子供与体から最終電子受容体であるク
ロロエテン類までの電子フローを滞り無く
構築することにある。即ち、脱塩素化の種間
水素伝達系に関わる微生物生態系を構築し
その活性を発揮させることである。ここで無
視できない微生物としてメタン生成アーキ
ア（Methanogens）がある。Methanogens
は”Dehalococcoides”と電子供与体である水
素を巡る競合による脱塩素化の競合阻害を
引き起こすため、methanogenの活性をでき
るだけ抑える方がよいとする報告や、
Methanogensの生育阻害物質BESの添加に
よって、”Dehalococcoides”の増殖と脱塩素化
が抑制されること、その原因として脱塩素化
酵 素 の 補 酵 素 で あ る コ リ ノ イ ド を
Methanogens が供給している可能性も指摘
されている。”Dehalococcoides”が未検出の培
養物中において生じている脱塩素化（共代謝
と し て い る ） を 担 っ て い る の は
Methanosarcina sp.であるとする報告もあ
り 6, 7）、不明瞭な状況となっている。 
 
（２）研究の目的 
 そこで本研究では、効率的な脱塩素化を可
能とする微生物生態系構築を理解するため、
継代培養過程で異なる分解特性を示した集
積培養物の微生物群集構造を解析し、競合阻
害の実態あるいはどのような微生物に着目
すべきかに関する知見の取得を目的とした。 
 
（３）研究の方法 
①集積培養物の構築および脱塩素化能評価 
 本研究では、”Dehalococcoides”と近縁
のクローンが検出された佐鳴湖（静岡県浜松
市）の底泥を接種源とし DHE2 培地 8)に
cis-1,2-dichloroethene（cDCE）を初期濃度
約 10 μM となる様添加し、継代培養を３回
行った。その後、初期クロロエテンを TCE に
変更し、継代培養により構築した集積培養物
LS-TCE を用いた。25°Cで静置培養し、適時
ガスクロマトグラフによりヘッドスペース
中のガスを分析した。また、培養液を採取し、

上清をフィルター濾過した後に HPLC によっ
て有機酸を分析し、回収した菌体からは DNA
を抽出し以下の解析に使用した。 
 
②微生物群集構造解析 
 優占微生物の群集構造を解析するため 16S 
rRNA遺伝子のV3領域を標的としたDGGE解析
を実施した。プライマーP2 および P3（40 bp
の GC クランプを含む）を用いて PCR 増幅し
た遺伝子断片を DGGE 解析した。また、バク
テリアおよび Methanogens の 16S rRNA 遺伝
子を標的としたクローンライブラリー解析
を実施した。バクテリアにはプライマーセッ
ト 27f/1525r 9)を用い、Methanogens には、
全アーキア、水素資化性 Methanogens および
酢酸資化性 Methanogens の 16S rRNA 遺伝子
を増幅するため、それぞれプライマーセット
A20f/Arch958r 10)、MMB282f/MMB832r および
Mst702f/Mst862r 11)を用いた。 
 ”Dehalococcoides”細菌の 16S rRNA 遺伝
子を標的とした Real-time PCR 解析を
LightCycler FastStart DNA Master SYBR 
GREEN I kit（Roche Diagnostics）を用いて
実施した。遠心分離により得られたペレット
からフェノールおよびクロロホルムを用い
て DNA を抽出精製した。特異的プライマーと
してDHC793fおよびDHC946rを用いた 12)。PCR
は、95°C で 15 秒間の変性、60°C で 10 秒
間のアニーリング、72°C で 20 秒間の伸長
反応後、シグナルを 81°C で検出した 8)。増
幅されたコピー数は、LightCycler software 
v3.52（Roche Diagnostics）を用いて解析さ
れた。 
 
（４）研究成果 
①脱塩素化特性 
 LS-TCE 初代（cDCE を用いた継代培養３代
目を親培養物とする）では、初期 TCE 濃度が
約 120 μMであったにも関わらず、エテンま
での完全脱塩素化に成功した。その間メタン
は約 0.4 mM 生成された。完全な脱塩素化に
は約 130 日を要した（データ未表示）。LS-TCE
２代目では 50%植継を行い、初期 TCE 濃度を
約 20 μMとした。その結果、TCE、cDCE およ
び VC をそれぞれ 3.0 ± 1.4 µM day-1、0.7 ± 
0.2 µM day-1および 1.0 ± 0.3 µM day-1で脱
塩素化し約25日で無害化した。この結果は、
この集積培養物が極めて高い完全脱塩素か
能力を有していることを示している。この
間”Dehalococcoides”は、約 4 × 108 cells 
mL-1から 1011 cells mL-1にまで増加し、その
後 1010 cells mL-1まで減少した（図１）。 
 また、メタンの発生が培養初期から観察さ
れた。全体の傾向として脱塩素化が終了する
までは約 22 ± 0.2 μM day-1の発生速度で
約 0.5 ± 0.06 mM の発生量であった。しか
し VC が完全にエテンに変換された後では、
150 ± 16 μM day-1 と加速し約 3.4 ± 0.2 mM
にまで蓄積した。 
 



 有機酸の変化を見ると、この培養系の電子
供与体であるクエン酸が減少し、酢酸の蓄積
が約 6 mM 蓄積した。脱塩素化と関連させる
と、TCE および cDCE の脱塩素化には、クエン
酸由来の還元力が利用されていると考えら
れる。蓄積した酢酸は、脱塩素化が終了する
までほとんど変化無く、脱塩素化終了後のメ
タンの急激な増加とリンクして酢酸の急激
な減少が観察された。 
 以上の結果から、継代２代目の LS-TCE に
おいては、脱塩素化が生じている間は、
Methanogens による”Dehalococcoides”脱
塩素化に対する競合阻害は非常に小さかっ
たと判断された。また、培養後期における、
酢酸の減少とメタンの発生がリンクしてい
たことから、酢酸資化性 Methanogens の関与
が示唆された。 
 一方、２代目 LS-TCE を 30%植継いだ３代目
LS-TCE では、脱塩素化活性が大きく異なった。
即ち、TCE および cDCE は速やかに脱塩素化さ
れたものの、VC の脱塩素化速度は極めて遅く
完全脱塩素化に至っていない。また、メタン
の発生と蓄積した酢酸の減少はリンクして
いたものの、メタンの発生時期が脱塩素化の
時 点 か ら 急 激 に 増 加 し た 。 一 方
で、”Dehalococcoides”は 3 × 109 cells 
mL-1から 4× 1011 cells mL-1へ増加していた
こと（図１）から、３代目 LS-TCE における
脱 塩 素 化 活 性 の 低 下
は、”Dehalococcoides”の菌数減少による
ものではなく活性の低下、すなわち
Methanogens との水素を巡る競合阻害と考え
られた。 

図１.Dehalococcoides の菌密度変化 
 
②微生物群集構造解析の解析 
 集積培養物 LS-TCE の２代目および３代目
の脱塩素化活性の違いが何に起因するのか
を調べるため、微生物群集構造の解析を行っ
た。２代目の培養 21 日目および３代目の培
養 18 日目を試料とした。バクテリアを対象
としたクローンライブラリーの結果、優占種
の構成に大きな変化は見られなかった。両サ
ン プ ル に お い て 検 出 さ れ
た”Dehalococcoides”のクローンはGT株と
99%以上の相同性を示した。 
 ”Dehalococcoides” sp. GT 株は、TCE、
cDCE、1,1-DCE および VCを共代謝に依らず脱
塩素化し最終産物としてエテンを生成する

ことが知られている 13)。Real-time PCR およ
びクローンライブラリーの結果から、２代目
および３代目において脱塩素化能を担って
いるのは”Dehalococcoides” sp. GT 株に近
縁の細菌であると考えられる。 
 興味深いことに、Methanogens の 16S rRNA
遺伝子を標的としたクローンライブライリ
ーの結果、２代目で優占化していたのは水素
資 化 性 メ タ ン 生 成 ア ー キ ア で あ る
Methanocorpusculum labreanum Z 株に近縁の
クローン（相同性 100%）であった（約 82%を
占めた）。M. labreanum Z 株は、CO2あるいは
酢酸を炭素源としエネルギー源として H2 お
よび CO2、あるいは蟻酸を利用する

14)。これ
らの特徴からも本株に近縁の微生物が継代
培養２代目中に生息していたと推察される。
しかし、３代目で優占化していたのは酢酸資
化性メタン生成アーキアの Methanosaeta 
concilii GP-6 株に近縁のクローンであった
（79%）。Methanosaeta 属アーキアは酢酸での
み生育することが知られている。 
 ２代目におけるメタン生成は、脱塩素化が
生じていた間は水素資化性メタン生成アー
キアによるもので、それ以降の酢酸の減少を
伴うメタンの発生には酢酸資化性メタン生
成アーキアが関与していたことが示唆され
た。３代目 LS-TCE は、２代目 LS-TCE の培養
60 日目を接種源としているため、すでに酢酸
資化性メタン生成アーキアが優占化したと
考えられる。このことは、結果として早い時
期からのメタン発生を招いたと推察される。 
 
 以上の結果から、全ての Methanogens が深
刻な競合阻害を引き起こす訳でなく、少なく
とも水素資化性メタン生成アーキアの
Methanocorpusculum labreanum あ るいは
Methanofollis Liminatans に 近 縁 の
Methanogens は”Dehalococcoides”の脱塩
素化を強く阻害するものでないことが示さ
れた。LS-TCE における電子供与体は最初クエ
ン酸であり、その次に酢酸にシフトする。脱
塩素化が阻害された３代目では酢酸が速や
かに消費され、２代目では脱塩素化の間では
酢酸は一期間を除いてほとんど変化しなか
った。”Dehalococcoides”および水素資化
性メタン生成アーキアが直接酢酸を利用で
きないとするならば、嫌気的に酢酸を酸化す
る細菌の存在とそれとの種間水素伝達によ
る脱塩素化とメタン生成という電子フロー
が示唆される。その場合、最も重要なのは酢
酸を巡る酢酸資化性メタン生成アーキアと
嫌気的酢酸酸化細菌との競合であり、嫌気的
酢酸酸化細菌が有利となった場合に効率的
脱塩素化が可能になると考えられる。競合阻
害 の 本 質 は 、 ”Dehalococcoides” と
Methanogens との直接的なものではなく、嫌
気的酢酸酸化細菌とMethanogensの酢酸を巡
る競合であることが示唆された。嫌気的に微
生物を分離後、70 余コロニーに関して調べた
結果、Moraxella osloensis に近縁の酢酸を



嫌気的に分解する微生物の取得に成功した。
今後、嫌気的酢酸酸化細菌をどのようして選
択的に活性化させるのか、あるいは酢酸資化
性メタン生成アーキアを選択的に抑制でき
るのか、が効率的脱塩素化にとって極めて重
要な課題になると考えられる。 
 
（５）総括 
 一連の継代培養物を用いて、脱塩素化活性
の差異を微生物生態学的に解析した。その結
果 、 こ れ ま で 水 素 を 巡
る、”Dehalococcoides”と Methanogens の
競合が脱塩素化活性に影響すると考えられ
てきたが、実は、嫌気的酢酸酸化細菌と
Methanogens の酢酸を巡る競合が重要である
こ と が 示 唆 さ れ た 。 加 え
て、”Dehalococcoides”と嫌気的酢酸酸化
細菌の種間水素伝達系をどのようにして構
築するかが今後の重要な課題になるといえ
るだろう。本件に関して現在更なる研究を進
展中である。 
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