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研究目的＝1999 年福岡県の安定型最終処分場において発生した高濃度の硫化水素ガスによる従業

員の死亡事故を契機に、各地で多発している有害ガス発生対策を目的として、その原因究明のた

めの土壌微生物叢の網羅的な遺伝子工学的検査法の確立を目指した。この網羅的検査法の確立は

硫化水素ガスのみならず、メタンガス、アンモニアガスなどの有害ガス発生メカニズムの解明に

も寄与することができ、処分場の危険度予測、安全対策のための指標になり、さらに微生物によ

る浄化作用の効力や、処分場の早期安定化への指標になると考えられる。このことによって廃棄

物処分場における廃棄物の適正処理のための調査手法として資することを目的とする。 

 

研究方法＝ 

（１）土壌のサンプリング；現場の管理職員の協力の元、重機（パワーショベル等）による掘削、

山、畑の対照土壌に関しては手動掘削機（ハンドオーガ）で、1地点につき表層、0.5m,1.5m,3.0m



の深度の異なるサンプルを採取した。得られた土壌サンプルはビニルバックに密閉し、可能な限

り４℃で保存した。水は 7～35mの深さの浸出水または内水ポンド水を現場の管理職員の協力によ

って採取した。（２）理化学的検査；理化学試験として、溶出試験、含有量試験及び成分分析を 22

項目行った。ダイオキシン類の濃度の検査も行った。（３）微生物学的検査；好気培養法（環境細

菌用寒天培地による平板稀釈法）により、菌数計測と 16SrDNA の塩基配列決定による菌種の同定

を行った。5 種類の薬剤に対する耐性菌の菌数を計測した。硫酸還元菌とメタン細菌については、

嫌気培養法の検討、菌数計測と 16SrDNA の塩基配列決定による菌種の同定を行った。全菌数は蛍

光染色法と real-time PCR 法により菌数の計測を行った。寄生虫の 1 種である環境線虫の生息状

況の検査法を検討した。（４）菌叢解析；遺伝子工学的検査法のため高純度 DNAの調製法を検討し

た。ダイレクト PCRによる土壌細菌の 16S rDNA の増幅及びクローニング、塩基配列の決定を行っ

た。細菌の分類の基準となる各菌種の基準株の 16S rDNA （4,386 件）のデータベースを構築し、

相同性検索を行い、菌種の分布および割合を調べた。（５）土壌細菌叢解析用 DNAチップの作成；

約１万クローンの土壌細菌由来 16S rDNA 塩基配列情報を基に、DNA チップに張り付けるオリゴヌ

クレオチドを選定し、DNA チップを作成した。土壌サンプルより抽出した DNA を鋳型にして PCR

で増幅し、16S rDNA 部分断片を蛍光色素で標識した。DNA チップとハイブリダイゼーションし、

反応条件を検討した。 

 

結果と考察＝（１）サンプル：不法投棄現場、安定型埋立処分場、一般廃棄物処分場、海面埋立

処分場、畑、大学構内の山土の 7都府県にわたり合計10箇所 19地点 85サンプルの土壌を採取し

た。水サンプルは 4 箇所 35 サンプルを採取した。（２）理化学的検査：廃棄物処分場の深層部は

強アルカリで、塩濃度が高かった。硫化水素ガス発生が問題になって１年後の復旧作業中の不法

投棄現場では、深度の深いサンプルで硫酸イオン濃度が高く、他の多くの土壌でも同様であった。

しかし海面埋立処分場では、深度の浅い土壌で硫酸イオン濃度が高く、表層が硫酸イオン濃度が

高い海水の影響を受けていることが示唆された。非汚染土壌（畑、大学構内の山土）では、鉄及

び硫酸イオンとも深度に無関係に低濃度であった。（３）微生物学的検査：蛍光染色法による全菌

数計測は、多くの土壌サンプルで 10７～10９cells/g が計測され、サンプル地点や、深さによる顕

著な違いは見られなかった。好気培養により検出される菌数は蛍光染色法に比べて少なく、しか

も、0～107cells/g とサンプルの地点や深度により大きく異なった。処分場土壌では過酷な条件で

も生き残る芽胞形成菌の Bacillus 属菌が多く検出された。嫌気培養による硫酸還元菌数計測法の

検討の結果、mDSMZ 培地による液体 3本法（MPN法）が有用であると考えられた。また、培養法の

実験の中で、寒天培地上で硫化水素を生成した証しである黒コロニーを形成するのは硫酸還元菌

だけでなく、Clostridium 属菌も含まれることが明らかになった。このことからClostridium 属菌

も硫酸還元能を有する菌として評価する必要が示唆された。メタン生成菌は硫酸還元菌が検出さ

れるサンプルで同時に検出される傾向が見られた。メタンガス発生が硫化水素ガス発生に伴うと



言う結果と一致するものであった。遺伝子工学的手法の基盤となる高純度の DNA を抽出する手法

を考案し、幅広い汎用性を実証した。さらにその DNA を用いて real-time PCR 法による全菌数の

計測が可能となった。蛍光染色法とならび、菌数計測手法としての利用が期待される。水サンプ

ルの全菌数は土壌に比べ1～2桁少なく、硫酸還元菌数は培養法でも遺伝子レベルでも少なかった。

土壌のほうが細菌叢を正確に反映する結果であった。水サンプルについては更なる解析が必要で

ある。近年社会問題になっている薬剤耐性菌の検出頻度を調べた結果、ペニシリン系薬剤に耐性

を示す菌がいずれの土壌にも約 1割検出されたが、顕著な差は無かった。（４）16S rDNA 塩基配列

の解析：Bergey’s Manual に記載されている phylum、class で約 70％、order、family で約 80％、

属でも約 40％の細菌種が検出され、本研究で用いた遺伝子工学的手法により幅広い菌種を検出し

ていることが明らかになった。Phylum のレベルでも菌叢の違いを見ることが可能であることや、

その土壌を特徴付ける菌叢を見ることができることが明らかになった。硫化水素ガス発生におい

ては硫酸イオンを硫化水素に還元する硫酸還元菌や Clostridium 属菌と、逆に硫化水素を硫酸イ

オンに酸化するイオウ酸化細菌および光合成菌や、それ以外の菌とのバランスが重要であると考

えられる。ダイレクト PCR 法ではそれらの菌種の検出頻度が高いこと、検査に要する日数が短い

こと、菌種の同定、全体に対する頻度も同時に算出できること、VBNC 状態の菌も検出できること

等、培養法に比べての利点が明らかになった。また、不法投棄現場と廃棄物処分場では、硫化水

素ガス発生に関わる硫酸還元菌の種類が異なることや、海面埋立処分場では、表土に多く含まれ

る硫酸イオンが硫酸還元菌の多い深層に流入すると、硫酸還元菌の割合が急激に増加し、硫化水

素ガス発生が起きる危険性が極めて高いことを示唆する結果も得られた。この解析結果は、理化

学検査に微生物学的評価を加えることによって、処分場における有毒ガスによる労災事故防止の

ための危険度予測のみならず、土壌の再利用の際の安定化評価に必須の情報を提供し得ることを

強く示すものであった。水素、炭素、及び窒素循環に関与する菌種について解析を行なうことも

可能であり、硫化水素ガス発生に関する菌叢解析手法にとどまらず、環境サンプルの解析手法と

して幅広く利用出来ると考えられた。非汚染土壌のサンプルについては、深度による菌叢の変化

が汚染土壌よりも少なく、また全菌数に対する硫酸還元菌及びイオウ酸化細菌の割合が少ない特

徴が見られた。この結果は、汚染土壌の浄化後の指標として有用になると考えられる。（５）DNA

チップ：科（family）レベルで約 100種類を検出可能であり、2塩基以上のミスマッチを含む配列

を検出しない反応条件を選定した。各土壌サンプルから調製したDNAを用いて反応を行った結果、

各土壌サンプルを特徴付ける反応パターンを得ることが可能であった。土壌サンプルのような未

知の菌種を含み、なおかつ多様な菌種を含むサンプルの菌叢を解析する為の DNA チップは例が無

く、大量の土壌サンプルの菌叢について迅速にスクリーニングする為の手法として可能性が窺わ

れた。 

 

結論＝平成14年度には1地点の深度の異なる4サンプルを用いて解析法全体の流れ（DNA抽出法、



real-time PCR 法による全菌数計測、ダイレクト PCR 法による 16S rDNA 塩基配列による詳細な菌

叢解析）を構築し、従来法（染色法による全菌数計測、培養法による生きた硫酸還元菌、メタン

細菌の計測）により検証した。平成 15 年度にはこの手法を多サンプルに応用し、平成 16 年度に

は DNA チップの構築と、理化学性状と細菌叢との関係によりガス発生予測の可能性を検証した。

硫化水素、メタン、アンモニアガスなどは微生物のうち、特に細菌が、混在する有機物や化学物

質を栄養源として利用した代謝産物である。その生成反応は複数の細菌種の複雑な酸化還元反応

によるものであり、その反応の不均衡によって大量のガスが発生する。そのためこれらのガス発

生の原因究明のためには、多種の細菌の定性的、定量的検査を行わなければならない。硫化水素

ガス産生に関与する細菌の研究は他のガスに比べ進んでおり、比較的単純である。この利点を用

い、硫酸イオン濃度とその酸化還元に関与する細菌の検出率との関係を指標にし、検査法の精度

がガス発生予測に十分有用であることを強く示唆する結果を得た。また細菌叢解析結果は、その

土壌に特徴的な細菌叢を再現性良く捕らえており、細菌叢が土壌の性状の一つとして評価指標に

なり得ることを示した。さらに本研究はイオウ循環のみならず、他の元素循環に関与する多菌種

を同時に網羅的に検出可能であった。本手法は、理化学検査結果と併用することで、硫化水素ガ

ス発生を含む有害事象と菌叢の相関を考察する上で有益な情報を提供し、新たな土壌評価を可能

にすると考える。 

 

 


