
(57)【要約】

【課題】　ＰＣＢ等の広範囲な同族体に対して長期的に

維持可能な分解活性を示す微生物群集と、この分解活性

を更に増強できる人工培地とを提供する。

【解決手段】　芳香族塩素化合物で汚染されていない湿

地還元層土壌、特に水田のグライ層土壌に芳香族塩素化

合物を投与し、嫌気的条件下で土壌中培養して得られる

、多環芳香族塩素化合物の２塩素化物ないし６塩素化物

に対する脱塩素活性が高い微生物群集。活性炭、無機質

材料製ビーズの集積体又は焼成土等の孔隙に富む多孔質

材料を主材とする人工培地。

【選択図】　　　　　　　図３
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ て い な い 湿 地 還 元 層 土 壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 に 芳 香 族 塩 素 化 合
物 を 投 与 し 、 嫌 気 的 条 件 下 で 土 壌 中 培 養 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 微 生 物 群 集 で あ っ て 、
下 記 の （ １ ） の 分 解 活 性 を 示 し 、 更 に 下 記 の （ ２ ） 及 び ／ 又 は （ ３ ） に 該 当 す る 分 解 活 性
維 持 能 力 を 示 す も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 群 集 。
（ １ ） 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解
活 性 を 示 す 。
（ ２ ） 殺 菌 土 壌 に 対 す る ５ 回 以 上 の 継 代 培 養 を 繰 り 返 し て も 初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性
を 維 持 で き る 。
（ ３ ） 初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以 上 維 持 で き る 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 土 壌 微 生 物 群 集 が 水 田 の グ ラ イ 層 土 壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ に 記 載 の 微 生 物 群 集 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 （ １ ） の 分 解 活 性 を 示 す 土 壌 微 生 物 群 集 が 前 記 土 壌 中 培 養 を ４ ケ 月 以 上 行 う こ と に よ
り 得 ら れ る も の で あ り 、 前 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の 分 解 活 性 及 び 分 解 活 性 維 持 能 力 を 示 す 土 壌
微 生 物 群 集 が 前 記 土 壌 中 培 養 を １ ０ ケ 月 以 上 行 う こ と に よ り 得 ら れ る も の で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ２ に 記 載 の 微 生 物 群 集 。
【 請 求 項 ４ 】
少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を
示 す 微 生 物 群 集 で あ っ て 、 優 占 種 と し て 少 な く と も  Clostridium属 の 嫌 気 的 微 生 物 を 含 み
、 か つ 、 以 下 の （ ４ ） 及 び ／ 又 は （ ５ ） に 該 当 す る こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 群 集 。
（ ４ ） キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル 法 に よ る 微 生 物 群 集 構 造 解 析 に お い て メ ナ キ ノ ン ６ ， ７ の み が
検 出 さ れ る 。
（ ５ ） 主 と し て 、 δ ， ε － サ ブ ク ラ ス の プ ロ テ オ バ ク テ リ ア に 属 す る 微 生 物 か ら な る 。
【 請 求 項 ５ 】
少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を
示 す 微 生 物 群 集 で あ っ て 、 そ の 分 解 反 応 の 主 反 応 と し て 芳 香 環 の メ タ 位 及 び パ ラ 位 に お け
る 脱 塩 素 反 応 を 起 こ し 、 か つ 、 汚 染 土 壌 中 で 検 出 さ れ る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 主 体 を な す ２
塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 の い ず れ に 対 し て も 脱 塩 素 活 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 群 集
。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の ２ 塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 に 対 す る 脱 塩 素 活 性 が 、 下 記 の 式 に 定 義
す る 脱 塩 素 化 率 と し て ５ ％ 以 上 の 値 を 示 す も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の
微 生 物 群 集 。
脱 塩 素 化 率 （ ％ ） ＝ 〔 １ － （ 培 養 後 全 塩 素 化 量 ／ 培 養 前 全 塩 素 化 量 ） 〕 × 100
（ 上 記 の 式 に お い て 、 「 全 塩 素 化 量 」 は 、 培 地 中 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、
６ 塩 素 化 物 の そ れ ぞ れ の 含 有 量 を 2P、 3P、 4P、 5P、 6Pで あ る と 規 定 し た 場 合 、 （ 2P× ２ ）
、 （ 3P× ３ ） 、 （ 4P× ４ ） 、 （ 5P× ５ ） 、 （ 6P× ６ ） の 総 和 で 与 え ら れ る 。 又 、 「 培 養 前
全 塩 素 化 量 」 、 「 培 養 後 全 塩 素 化 量 」 と は 、 そ れ ぞ れ 、 微 生 物 群 集 の 培 養 開 始 直 前 及 び ５
６ 日 間 の 培 養 後 に お け る 培 地 の 全 塩 素 化 量 を 言 う 。 ）
【 請 求 項 ７ 】
芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 接 種 す る た め に 調 製 さ れ る
人 工 培 地 で あ っ て 、 任 意 の 微 生 物 培 地 と 、 こ れ に 対 し て 添 加 さ れ る 、 孔 隙 に 富 む 多 孔 質 材
料 で あ る 人 工 生 息 場 材 と か ら な り 、 接 種 さ れ た 微 生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以
上 維 持 さ せ 、 及 び ／ 又 は 、 ２ 倍 以 上 に 増 強 さ せ る こ と が で き る も の で あ る こ と を 特 徴 と す
る 人 工 培 地 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 多 孔 質 材 料 が 、 活 性 炭 、 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 又 は 焼 成 土 で あ る こ と を 特 徴 と
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す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 人 工 培 地 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 多 孔 質 材 料 の 平 均 孔 隙 径 が １ ０ ～ ８ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 内 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
７ 又 は 請 求 項 ８ に 記 載 の 人 工 培 地 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 多 孔 質 材 料 に 金 属 粉 が 混 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ～ 請 求 項 ９ の い ず れ
か に 記 載 の 人 工 培 地 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 金 属 粉 が 鉄 粉 又 は チ タ ン 粉 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 人 工 培 地 。
【 請 求 項 １ ２ 】
少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を
示 す 微 生 物 群 集 を 、 請 求 項 ７ ～ 請 求 項 １ １ の い ず れ か に 記 載 の 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 条
件 下 で 培 養 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 群 集 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 微 生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 が 接 種 後 １ ０ ケ 月 以 上 維 持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 接 種 後 ２
倍 以 上 に 増 強 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 微 生 物 群 集 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 請 求 項 １ ２ 又 は 請 求 項 １ ３ に お い て 規 定 さ れ た 微 生 物 群 集 が 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ６ の い
ず れ か に 記 載 の 微 生 物 群 集 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ 又 は 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 微
生 物 群 集 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を
示 す 微 生 物 群 集 を 、 請 求 項 ７ ～ 請 求 項 １ １ の い ず れ か に 記 載 の 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 的
条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ り 、 接 種 前 に お け る 微 生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以
上 維 持 さ せ 、 及 び ／ 又 は 、 ２ 倍 以 上 に 増 強 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 群 集 の 活 性 維 持
・ 増 強 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 請 求 項 １ ５ に お い て 規 定 さ れ た 微 生 物 群 集 が 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ６ の い ず れ か に 記 載 の
微 生 物 群 集 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 微 生 物 群 集 の 活 性 維 持 ・ 増 強 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 に 対 し て 、 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ６ の い ず れ か に 記 載 の 微
生 物 群 集 又 は 請 求 項 １ ２ ～ 請 求 項 １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 微 生 物 群 集 組 成 物 を 散 布 又 は 混
合 す る こ と を 特 徴 と す る 汚 染 土 壌 の 浄 化 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 地 域 に 対 し て 、 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ６ の い ず れ か に 記 載
の 微 生 物 群 集 又 は 請 求 項 １ ２ ～ 請 求 項 １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 微 生 物 群 集 組 成 物 を 含 む バ
リ ヤ ー 層 を 、 当 該 土 壌 地 域 の 周 囲 の 土 壌 中 に 上 下 方 向 に 構 築 し 、 及 び ／ 又 は 、 当 該 土 壌 地
域 の 底 層 の 土 壌 中 に 水 平 方 向 に 構 築 し 、 前 記 バ リ ヤ ー 層 の 外 側 へ の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 拡
散 を 防 止 す る こ と を 特 徴 と す る 土 壌 汚 染 物 質 の 拡 散 防 止 方 法 。

　
　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 各 種 の Ｐ Ｃ Ｂ （ ポ リ 塩 化 ビ フ ェ ニ ル ） や い わ ゆ る ダ イ オ キ シ ン 類 等 の 芳 香 族
塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 に 関 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 こ の よ
う な 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 の 維 持 ・ 増 強 に 有 効 な 人 工 培 地 と 、 こ の 人 工 培 地 に 上 記 の 微 生
物 群 集 を 接 種 し て な る 微 生 物 群 集 組 成 物 と に 関 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物
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で 汚 染 さ れ た 土 壌 に 対 す る 上 記 の 微 生 物 群 集 や 微 生 物 群 集 組 成 物 の 有 効 な 利 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 な お 「 ダ イ オ キ シ ン 類 」 と は 、 社 会 通 念 に 従 い 、 ポ リ 塩 化 ベ ン ゾ パ ラ ジ オ キ シ ン （ 慣 用
名 ダ イ オ キ シ ン ） や ポ リ 塩 化 ベ ン ゾ フ ラ ン （ Ｐ Ｃ Ｄ Ｆ ） を 言 う 。 Ｐ Ｃ Ｂ の 内 、 コ プ ラ ナ ー
Ｐ Ｃ Ｂ （ Ｃ ｏ － Ｐ Ｃ Ｂ ：  2,6－ 位 に 塩 素 が 結 合 し て い な い 平 面 性 Ｐ Ｃ Ｂ ） も 「 ダ イ オ キ シ
ン 類 」 に 含 ま れ る 。 Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ シ ン 類 等 の 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 （ 芳 香 環 を ２ つ 又
は そ れ 以 上 持 つ 芳 香 族 塩 素 化 合 物 ） は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 内 で も 、 と り わ け 難 分 解 性 で
あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 周 知 の よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ シ ン 類 に よ っ て 代 表 さ れ る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 は 生 物 毒
性 の あ る 合 成 化 学 物 質 で あ る が 、 物 理 化 学 的 に 非 常 に 安 定 で あ る た め 、 環 境 中 に お け る 長
期 残 留 問 題 を 引 き 起 こ し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 近 年 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 高 濃 度 に 含 有 す る 土 砂 等 の 廃 棄 物 に 対 し て 、 物 理 ・ 化 学 的 方
法 を 中 心 に 各 種 の 処 理 技 術 の 開 発 が 進 め ら れ て い る 。 一 方 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 排 出 源 と
は 直 接 に 関 係 し な い 通 常 の 土 壌 中 に も 、 主 に 河 床 や 底 質 層 等 の 嫌 気 的 環 境 に お い て 、 低 濃
度 で は あ る が Ｐ Ｃ Ｂ 等 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 が 広 範 囲 に 残 留 し て い る 。 そ し て 、 こ れ ら が 種
々 の 経 路 を 通 じ て 生 物 体 へ 高 濃 度 に 蓄 積 す る こ と が 懸 念 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 土 壌 中 等 に 低 濃 度 に 残 留 す る Ｐ Ｃ Ｂ 等 の 浄 化 に 当 た っ て は 、 い わ ゆ る バ イ オ レ メ デ ィ エ
ー シ ョ ン 等 の 微 生 物 分 解 技 術 が 期 待 さ れ て い る 。 こ れ ら の 微 生 物 分 解 技 術 に お い て は 、 要
す る に 、 多 様 な 微 生 物 か ら な る 微 生 物 群 集 が 土 壌 中 で 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 嫌 気 的 分 解 （ 少
な く と も 脱 塩 素 反 応 ） を 行 う も の と 理 解 さ れ る 。 そ し て 、 土 壌 中 で の 低 濃 度 汚 染 物 質 の 浄
化 と 言 う 点 を 考 え た と き 、 原 位 置 浄 化 が 可 能 で 設 備 投 資 も 少 な く て 済 む 微 生 物 分 解 技 術 は
、 コ ス ト 的 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 微 生 物 分 解 技 術 に 関 す る 従 来 技 術 と し て は 、 例 え ば 以 下 の 非
特 許 文 献 １ ～ 非 特 許 文 献 ５ 又 は 特 許 文 献 １ を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 下 記 の 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ に は 嫌 気 性 Ｕ Ｓ Ａ Ｂ （  Upflow Anaerobic
Sludge Blanket） 反 応 装 置 に よ る Ｐ Ｃ Ｂ 嫌 気 性 分 解 の 報 告 が あ る 。 但 し 、 そ の 嫌 気 性 分 解
を 行 う 微 生 物 は 特 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Natarajan, M. et al.,  "Dechlorination of spikedPCBs in lake sed
iment by anaerobic microbial granules" Water Res, 32,3013-3020(1998)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nollet, H. et al.,  "Carbon/electron sourcedependense of polychl
orinated biphenyl dechlorination pathways foranaerobic granules"  Chemosphere, 5
8, 299-310(2005)　 下 記 の 非 特 許 文 献 ３ そ の 他 の 幾 つ か の 報 告 に お い て 、 芳 香 族 塩 素 化 合
物 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を 持 つ 微 生 物 群 集 が 報 告 さ れ て い る 。 但 し 、 い ず れ の 報 告 に お い て も
微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 の 安 定 的 な 維 持 に 関 し て は 困 難 を 伴 っ て い る 様 子 で あ り 、 そ の 後 の
発 表 が な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Mohn, N. W. et al.,   "Microbial reductivedehalogenation" Microb
ial Rev., 56, 482-507(1992)　 下 記 の 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 ５ に お い て は Ｐ Ｃ Ｅ （
テ ト ラ ク ロ ロ エ チ レ ン ） や ク ロ ロ ベ ン ゼ ン の 脱 塩 素 活 性 を 持 つ  Dehalococcoides属 細 菌 が
Ｐ Ｃ Ｂ の 幾 つ か の 同 族 体 を 脱 塩 素 す る こ と を 報 告 し て い る 。 但 し 、 そ れ ら の 同 族 体 は 、 例
え ば  2,3,4,5,6-PeCB 等 の 、 片 側 の フ ェ ニ ル 基 の み に 塩 素 が 結 合 し た タ イ プ の も の に 限 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 非 特 許 文 献 ４ 】 Fennel, D. E. et al.,   "Dehalococcoidesethanogenes Strain195 re
ductively dechlorinates diverse ChlorinatedAromatic pollutants"  Environ. Sci. T
echnol., 38, 2075-2081(2004)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Adrian, L. et al.,  "Bacterial dehaloresirationwith Chlorinated 
benzenes"  Nature, 408, 580-583(2000)　 下 記 の 特 許 文 献 １ に は 、 難 分 解 性 の 有 機 塩 素
農 薬 Ｐ Ｃ Ｎ Ｂ を 分 解 す る 好 気 性 細 菌 ブ ル ク ホ ル デ リ ア セ パ シ ア を 、 砕 片 化 多 孔 質 材 に 集 積
さ せ る 技 術 が 開 示 さ れ て い る 。 但 し 、 こ の 細 菌 が 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で あ る Ｐ Ｃ Ｂ や ダ
イ オ キ シ ン 類 の 分 解 に 有 効 か 否 か は 不 明 で あ る 。 又 、 好 気 性 細 菌 は 還 元 的 な 環 境 の 多 い 汚
染 土 壌 の 浄 化 に は 使 用 し 難 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平  11-318435（ 特 願 平  10-135156）
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 の 非 特 許 文 献 １ ～ 非 特 許 文 献 ５ や 特 許 文 献 １ か ら も 伺 わ れ る よ う に 、 芳 香 族 塩 素 化
合 物 の 微 生 物 分 解 技 術 に 関 し て は 、 嫌 気 性 微 生 物 に つ い て 不 明 な 点 が 多 く 、 脱 塩 素 反 応 の
詳 し い メ カ ニ ズ ム は 未 だ 明 ら か で な い 。 そ の た め 、 次 の よ う な 幾 つ か の 大 き な 問 題 点 が 指
摘 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 （ １ ） 芳 香 族 塩 素 化 合 物 、 と り わ け 難 分 解 性 で あ る Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ シ ン 類 等 の 多 環 芳
香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 、 単 独 で 十 分 な 分 解 活 性 を 示 す ス ー パ ー 菌 株 の 存 在 は 未 だ 報 告 さ
れ て い な い 。 こ の よ う な ス ー パ ー 菌 株 が 分 離 さ れ る 可 能 性 を 否 定 す る も の で は な い が 、 そ
の よ う な 菌 株 を 実 際 に 特 定 し 分 離 す る こ と は 、 容 易 で は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 （ ２ ） 従 っ て 、 差 し 当 た り 、 こ れ ら の 化 合 物 に 対 し て 全 体 と し て 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物
群 集 を 取 得 し て 利 用 す る こ と が 現 実 的 で あ る 。 そ の 場 合 で も 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 、 特 に 多
環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 十 分 な 分 解 活 性 を 持 つ 微 生 物 群 集 は ほ と ん ど 報 告 さ れ て い な
い 。 そ し て 、 こ の よ う な 微 生 物 群 集 を 取 得 で き た 場 合 に お い て も 、 恐 ら く は そ の 微 生 物 群
集 に お け る 個 々 の 微 生 物 種 の 経 時 的 な 消 長 等 の た め に 、 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 を 安 定 的 に
維 持 す る こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ ３ ） 更 に 、 汚 染 土 壌 中 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 と し て は 、 芳 香 族 骨 格 構 造 に 対 す る 結 合 塩
素 数 や 結 合 位 置 が 異 な る 多 様 な 同 族 体 が 混 在 し て い る の が 通 常 で あ る 。 例 え ば Ｐ Ｃ Ｂ に は
２ ０ ９ 種 類 の 同 族 体 が あ り 得 る 。 Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 が あ る と す る 微 生 物 群 集 の 従 来 の 報 告 例
は 、 塩 素 の 結 合 位 置 等 が 限 定 さ れ た 一 部 の 同 族 体 に つ い て の み の 分 解 活 性 の 報 告 で あ り 、
こ の よ う な 限 定 の な い 広 範 囲 な 同 族 体 に 対 し て 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 は 、 未 だ 報 告 さ
れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ こ で 本 発 明 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し 、 特 に 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し 、 更 に は
こ れ ら の 広 範 囲 な 同 族 体 に 対 し て 優 れ た 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 し 、 か つ 、 そ の 分 解 活 性 を 安
定 的 に 維 持 す る こ と が で き る 微 生 物 群 集 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 又 、 本 発 明 は 、 こ
の よ う な 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 の 更 な る 維 持 ・ 増 強 に 有 効 な 人 工 培 地 と 、 こ の 人 工 培 地 に
微 生 物 群 集 を 接 種 し て な る 微 生 物 群 集 組 成 物 と を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 更 に 、 本 発
明 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に よ り 汚 染 さ れ た 土 壌 に 対 す る 上 記 微 生 物 群 集 や 微 生 物 群 集 組 成
物 の 有 効 な 利 用 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ 第 １ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ 発 明 の 構 成 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ て い な
い 湿 地 還 元 層 土 壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 に 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 投 与 し 、 嫌 気 的 条 件 下 で 土 壌 中
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培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 微 生 物 群 集 で あ っ て 、 下 記 （ １ ） の 分 解 活 性 を 示 し 、 更 に 下
記 （ ２ ） 及 び ／ 又 は （ ３ ） に 該 当 す る 分 解 活 性 維 持 能 力 を 示 す も の で あ る 、 微 生 物 群 集 で
あ る 。
（ １ ） 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解
活 性 を 示 す 。
（ ２ ） 殺 菌 土 壌 に 対 す る ５ 回 以 上 の 継 代 培 養 を 繰 り 返 し て も 初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性
を 維 持 で き る 。
（ ３ ） 初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以 上 維 持 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 （ 第 ２ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ２ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 に 係 る 土 壌 微 生 物 群 集
が 水 田 の グ ラ イ 層 土 壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 で あ る 、 微 生 物 群 集 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ 第 ３ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ３ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 又 は 第 ２ 発 明 に 係 る （
１ ） の 分 解 活 性 を 示 す 土 壌 微 生 物 群 集 が 、 前 記 土 壌 中 培 養 を ４ ケ 月 以 上 行 う こ と に よ り 得
ら れ る も の で あ り 、 前 記 第 １ 発 明 又 は 第 ２ 発 明 に 係 る （ １ ） ～ （ ３ ） の 分 解 活 性 及 び 分 解
活 性 維 持 能 力 を 示 す 土 壌 微 生 物 群 集 が 、 前 記 土 壌 中 培 養 を １ ０ ケ 月 以 上 行 う こ と に よ り 得
ら れ る も の で あ る 、 微 生 物 群 集 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ 第 ４ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ４ 発 明 の 構 成 は 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を
包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 で あ っ て 、 優 占 種 と
し て 少 な く と も  Clostridium属 の 嫌 気 的 微 生 物 を 含 み 、 か つ 、 以 下 の （ ４ ） 及 び ／ 又 は （
５ ） に 該 当 す る 、 微 生 物 群 集 で あ る 。
（ ４ ） キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル 法 に よ る 微 生 物 群 集 構 造 解 析 に お い て メ ナ キ ノ ン ６ ， ７ の み が
検 出 さ れ る 。
（ ５ ） 主 と し て 、 δ ， ε － サ ブ ク ラ ス の プ ロ テ オ バ ク テ リ ア に 属 す る 微 生 物 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ 第 ５ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ５ 発 明 の 構 成 は 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を
包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 で あ っ て 、 そ の 分 解
反 応 の 主 反 応 と し て 芳 香 環 の メ タ 位 及 び パ ラ 位 に お け る 脱 塩 素 反 応 を 起 こ し 、 か つ 、 汚 染
土 壌 中 で 検 出 さ れ る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 主 体 を な す ２ 塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 の い ず れ に 対
し て も 脱 塩 素 活 性 を 示 す 、 微 生 物 群 集 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 （ 第 ６ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ６ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ５ 発 明 に 係 る 芳 香 族 塩 素 化 合
物 の ２ 塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 に 対 す る 脱 塩 素 活 性 が 、 下 記 の 式 に 定 義 す る 脱 塩 素 化 率 と し
て ５ ％ 以 上 の 値 を 示 す も の で あ る 、 微 生 物 群 集 で あ る 。
脱 塩 素 化 率 （ ％ ） ＝ 〔 １ － （ 培 養 後 全 塩 素 化 量 ／ 培 養 前 全 塩 素 化 量 ） 〕 × 100
（ 上 記 の 式 に お い て 、 「 全 塩 素 化 量 」 は 、 培 地 中 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、
６ 塩 素 化 物 の そ れ ぞ れ の 含 有 量 を 2P、 3P、 4P、 5P、 6Pで あ る と 規 定 し た 場 合 、 （ 2P× ２ ）
、 （ 3P× ３ ） 、 （ 4P× ４ ） 、 （ 5P× ５ ） 、 （ 6P× ６ ） の 総 和 で 与 え ら れ る 。 又 、 「 培 養 前
全 塩 素 化 量 」 、 「 培 養 後 全 塩 素 化 量 」 と は 、 そ れ ぞ れ 、 微 生 物 群 集 の 培 養 開 始 直 前 及 び ５
６ 日 間 の 培 養 後 に お け る 培 地 の 全 塩 素 化 量 を 言 う 。 ）
　 （ 第 ７ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ７ 発 明 の 構 成 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分
解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 接 種 す る た め に 調 製 さ れ る 人 工 培 地 で あ っ て 、 任 意 の 微 生 物 培
地 と 、 こ れ に 対 し て 添 加 さ れ る 、 孔 隙 に 富 む 多 孔 質 材 料 で あ る 人 工 生 息 場 材 と か ら な り 、
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接 種 さ れ た 微 生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以 上 維 持 さ せ 、 及 び ／ 又 は 、 ２ 倍 以 上
に 増 強 さ せ る こ と が で き る も の で あ る 、 人 工 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ 第 ８ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ８ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ７ 発 明 に 係 る 多 孔 質 材 料 が 、
活 性 炭 、 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 又 は 焼 成 土 で あ る 、 人 工 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ に お い て 、 「 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 」 と は 、 ガ ラ ス や セ ラ ミ ッ ク ス 等 の 無 機
質 材 料 か ら な る 球 状 又 は こ れ に 近 似 し た 形 状 の ビ ー ズ 粒 子 が 多 数 集 積 し た も の で 、 多 数 の
ビ ー ズ 粒 子 間 の 孔 隙 が 結 果 的 に 細 孔 を 構 成 し て い る 多 孔 質 体 を 言 う 。 そ の 際 、 多 数 の ビ ー
ズ 粒 子 は 流 動 可 能 に 集 積 し て い て も 構 わ な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 （ 第 ９ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ９ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ７ 発 明 又 は 第 ８ 発 明 に 係 る 多
孔 質 材 料 の 平 均 孔 隙 径 が １ ０ ～ ８ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 内 で あ る 、 人 工 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ 第 １ ０ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ０ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ７ 発 明 ～ 第 ９ 発 明 の い ず れ
か に 係 る 多 孔 質 材 料 に 金 属 粉 が 混 合 さ れ て い る 、 人 工 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ 第 １ １ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ １ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ ０ 発 明 に 係 る 金 属 粉 が 鉄
粉 又 は チ タ ン 粉 で あ る 、 人 工 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 （ 第 １ ２ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ２ 発 明 の 構 成 は 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物
を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 、 第 ７ 発 明 ～ 第
１ １ 発 明 の い ず れ か に 係 る 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 条 件 下 で 培 養 し た も の で あ る 、 微 生 物
群 集 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 （ 第 １ ３ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ３ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ ２ 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集
の 嫌 気 的 分 解 活 性 が 接 種 後 １ ０ ケ 月 以 上 維 持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 接 種 後 ２ 倍 以 上 に 増 強 さ
れ て い る 、 微 生 物 群 集 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 （ 第 １ ４ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ４ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ ２ 発 明 又 は 第 １ ３ 発 明 に
お い て 規 定 さ れ た 微 生 物 群 集 が 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 で あ る
、 微 生 物 群 集 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ 第 １ ５ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ５ 発 明 の 構 成 は 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物
を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 、 第 ７ 発 明 ～ 第
１ １ 発 明 の い ず れ か に 係 る 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 的 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ り 、 接 種
前 に お け る 微 生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以 上 維 持 さ せ 、 及 び ／ 又 は 、 ２ 倍 以 上
に 増 強 さ せ る 、 微 生 物 群 集 の 活 性 維 持 ・ 増 強 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 （ 第 １ ６ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ６ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ ５ 発 明 に お い て 規 定 さ れ
た 微 生 物 群 集 が 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 で あ る 、 微 生 物 群 集 の
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活 性 維 持 ・ 増 強 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 （ 第 １ ７ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ７ 発 明 の 構 成 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土
壌 に 対 し て 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 又 は 第 １ ２ 発 明 ～ 第 １ ４ 発
明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 組 成 物 を 散 布 又 は 混 合 す る 、 汚 染 土 壌 の 浄 化 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 （ 第 １ ８ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ８ 発 明 の 構 成 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土
壌 地 域 に 対 し て 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 又 は 第 １ ２ 発 明 ～ 第 １
４ 発 明 の い ず れ か に 係 る 微 生 物 群 集 組 成 物 を 含 む バ リ ヤ ー 層 を 、 当 該 土 壌 地 域 の 周 囲 の 土
壌 中 に 上 下 方 向 に 構 築 し 、 及 び ／ 又 は 、 当 該 土 壌 地 域 の 底 層 の 土 壌 中 に 水 平 方 向 に 構 築 し
、 前 記 バ リ ヤ ー 層 の 外 側 へ の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 拡 散 を 防 止 す る 、 土 壌 汚 染 物 質 の 拡 散 防
止 方 法 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 （ 第 １ 発 明 の 効 果 ）
　 第 １ 発 明 で は 、 ま ず 土 着 の 優 れ た 嫌 気 性 微 生 物 群 集 に 着 目 し 、 こ れ に 対 し て 嫌 気 的 条 件
下 に 芳 香 族 塩 素 化 合 物 培 地 を 提 供 し て 、 有 効 な 分 解 活 性 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 従 来 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 有 す る 微 生 物 又 は 微 生 物 群 集 を 採 取 し よ う と す る 場 合 に
は 、 Ｐ Ｃ Ｂ 高 濃 度 汚 染 土 壌 を 採 取 源 と す る の が 常 識 的 で あ る 。 し か し 、 例 え ば 水 田 の グ ラ
イ 層 土 壌 の よ う に 良 好 な 還 元 状 態 に あ る 土 壌 で あ っ て 、 し か も Ｐ Ｃ Ｂ 等 で 高 濃 度 に 汚 染 さ
れ た 土 壌 は 見 出 し 難 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の よ う な 点 か ら は 、 微 生 物 群 集 の 採 取 源 と し て 従 来 の よ う に Ｐ Ｃ Ｂ 高 濃 度 汚 染 土 壌 に
着 目 す る よ り も 、 む し ろ 、 非 汚 染 土 壌 で あ っ て も 良 好 な 還 元 状 態 に あ る 土 壌 の 微 生 物 群 集
（ 優 れ た 潜 在 能 力 を 有 す る 嫌 気 性 微 生 物 群 集 ） に 着 目 し 、 こ れ に 対 し て 芳 香 族 塩 素 化 合 物
の 分 解 活 性 を 誘 導 す る と 言 う 方 法 が 、 効 率 的 ／ 合 理 的 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。 本 願
発 明 者 は 、 第 １ 発 明 と し て 、 こ の よ う な 方 法 を 試 み た 結 果 、 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 含 む
種 々 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 優 れ た 分 解 活 性 を 示 す 土 壌 微 生 物 群 集 を 得 る こ と が で き
た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し か も 、 こ う し て 得 ら れ た 微 生 物 群 集 は 、 従 来 か ら の 大 き な 問 題 で あ っ た 嫌 気 的 分 解 活
性 の 獲 得 及 び そ の 分 解 活 性 の 長 期 的 維 持 に つ い て 、 第 １ 発 明 の （ １ ） 、 （ ２ ） 、 （ ３ ） に
示 す よ う に 非 常 に 優 れ た 特 性 を 有 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 第 ２ 発 明 の 効 果 ）
　 本 発 明 で は 微 生 物 群 集 の 採 取 源 と し て 湿 地 還 元 層 土 壌 を 用 い る が 、 そ の よ う な 土 壌 と し
て は 、 低 湿 地 や 沼 地 等 の グ ラ イ 層 土 壌 、 例 え ば 水 田 の グ ラ イ 層 土 壌 等 が 好 ま し く 例 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ 第 ３ 発 明 の 効 果 ）
　 湿 地 還 元 層 土 壌 の 微 生 物 群 集 に 対 し て 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 分 解 活 性 を 誘 導 す る に は 、 あ
る 程 度 の 誘 導 期 間 （ 土 壌 中 培 養 期 間 ） を 見 込 む こ と が 望 ま し い が 、 特 に Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ
シ ン 類 等 の 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 十 分 な 分 解 活 性 を 誘 導 す る た め に は 、 多 環 芳 香
族 塩 素 化 合 物 を 投 与 し て 嫌 気 的 条 件 下 で ４ ケ 月 以 上 の 期 間 を 見 込 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 更 に 、 上 記 の 分 解 活 性 を 獲 得 に 加 え 、 そ の 分 解 活 性 の 十 分 な 維 持 能 力 （ 経 時 的 維 持 能 力
及 び 継 代 に お け る 維 持 能 力 ） を も 示 す 土 壌 微 生 物 群 集 を 得 る に は 、 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物
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を 投 与 し て 、 嫌 気 的 条 件 下 で １ ０ ケ 月 以 上 （ 更 に 好 ま し く は 、 １ 年 以 上 ） の 期 間 を 見 込 む
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 （ 第 ４ 発 明 の 効 果 ）
　 本 願 発 明 者 が 得 た 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 の 一 例 に つ い て は 、 そ の 微 生 物
群 集 の 構 造 的 特 徴 と し て 、  Clostridium属 の 嫌 気 的 微 生 物 を 優 占 種 と し て 含 む こ と 、 第 ４
発 明 で 前 記 し た （ ４ ） 及 び ／ 又 は （ ５ ） に 該 当 す る こ と 、 等 が 判 明 し て い る 。 従 っ て こ の
微 生 物 群 集 は 、 専 ら  Dehalococcoides属 細 菌 （ 前 記 の 非 特 許 文 献 ４ 、 ５ で 報 告 さ れ た も の
） を 主 体 と す る 微 生 物 群 集 と は 異 な る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 （ 第 ５ 発 明 の 効 果 ）
　 本 願 発 明 者 が 得 た 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 の 一 例 に つ い て は 、 そ の 微 生 物
群 集 に お け る 分 解 反 応 メ カ ニ ズ ム 面 の 特 徴 と し て 、 主 反 応 が 芳 香 環 の メ タ 位 及 び パ ラ 位 に
お け る 脱 塩 素 反 応 で あ る こ と が 判 明 し て い る の で 、 コ プ ラ ナ ー Ｐ Ｃ Ｂ 等 の 脱 塩 素 反 応 に 好
適 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 又 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 、 特 に 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の ２ 塩 素 化 物 、 ３ 塩 素 化 物 、 ４ 塩 素
化 物 、 ５ 塩 素 化 物 及 び ６ 塩 素 化 物 の い ず れ に 対 し て も 有 効 な 脱 塩 素 活 性 を 示 す こ と が 判 明
し て い る 。 統 計 的 に 、 Ｐ Ｃ Ｂ 汚 染 土 壌 中 で は ２ ～ ６ 塩 素 化 Ｐ Ｃ Ｂ が 主 体 を な す こ と が 分 か
っ て い る の で 、 こ の 微 生 物 群 集 は 、 Ｐ Ｃ Ｂ 汚 染 土 壌 の 浄 化 に 極 め て 好 適 で あ る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ 第 ６ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 第 ５ 発 明 に 係 る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 は 、 よ り 具 体 的 に は 、 芳 香 族
塩 素 化 合 物 の ２ 塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 に 対 す る 脱 塩 素 活 性 が 、 第 ６ 発 明 に 定 義 す る 「 脱 塩
素 化 率 」 と し て 、 ５ ％ 以 上 の 値 を 示 す 。 こ の よ う に 広 範 囲 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 高
い 脱 塩 素 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 は 、 今 ま で に 報 告 さ れ た こ と が な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ 第 ７ 発 明 の 効 果 ）
　 本 願 発 明 者 は 、 湿 地 還 元 層 土 壌 の 嫌 気 性 微 生 物 群 集 に 対 す る 上 記 の よ う な 分 解 活 性 誘 導
法 に よ っ て 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 に 述 べ る よ う な 優 れ た 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 得 た
が 、 更 に そ の 分 解 活 性 を 増 強 し 、 か つ 安 定 的 に 維 持 さ せ る 手 段 を 研 究 す る 過 程 で 、 第 ７ 発
明 の 人 工 培 地 の 開 発 に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 第 ７ 発 明 の 人 工 培 地 は 、 孔 隙 に 富 む 多 孔 質 材 料 で あ る 人 工 生 息 場 材 を 、 適 宜 に 組 成 さ れ
た 任 意 の 微 生 物 培 地 に 添 加 す る も の で あ っ て 、 こ れ に 対 し て 接 種 さ れ た 微 生 物 群 集 に お け
る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 分 解 活 性 を 、 少 な く と も １ ０ ケ 月 以 上 維 持 さ せ る こ と が で き
る 。 実 際 に は ２ 年 半 以 上 維 持 さ せ る こ と に 成 功 し て い る 。 又 、 こ の 接 種 に よ り 、 芳 香 族 塩
素 化 合 物 に 対 す る 分 解 活 性 を ２ 倍 以 上 に 増 強 さ せ る こ と に 成 功 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ 第 ８ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 の 第 ７ 発 明 に お け る 人 工 生 息 場 材 を 構 成 す る 多 孔 質 材 料 と は 、 よ り 好 ま し く は 、 活
性 炭 、 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 又 は 焼 成 土 で あ る 。 現 在 ま で に 集 積 さ れ た 実 験 デ ー タ
か ら 言 え ば 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 分 解 活 性 を 有 す る 微 生 物 群 集 を こ の よ う な 人 工 培 地 に 接
種 し た 場 合 に 、 人 工 生 息 場 材 が 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 又 は 焼 成 土 で あ る 場 合 に は 微
生 物 群 集 の 分 解 活 性 を 約 ２ 倍 に 増 強 さ せ る こ と に 成 功 し 、 人 工 生 息 場 材 が 活 性 炭 （ 特 に 第
１ ０ 発 明 に 係 る 金 属 粉 混 合 活 性 炭 ） で あ る に は 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 を 約 ３ 倍 に 増 強 さ せ
る こ と に 成 功 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ 第 ９ 発 明 の 効 果 ）
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　 人 工 生 息 場 材 た る 多 孔 質 材 料 は 、 細 孔 の 平 均 孔 隙 径 が 、 １ ０ ～ ８ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 内 で あ
る こ と が 特 に 好 ま し い 。 平 均 孔 隙 径 が １ ０ μ ｍ 未 満 で あ る 場 合 に は 、 必 要 な 微 生 物 の 構 成
種 が 共 生 し 難 く な る こ と が 懸 念 さ れ る 。 一 方 、 平 均 孔 隙 径 が ８ ０ ０ μ ｍ を 超 え る 場 合 に は
、 必 要 な 微 生 物 の 構 成 種 以 外 の 微 生 物 群 に よ る 妨 害 が 起 こ り 易 く な る こ と が 懸 念 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 （ 第 １ ０ 発 明 の 効 果 ）
　 人 工 培 地 に 接 種 さ れ た 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 を 安 定 的 に 維 持 し 及 び ／ 又 は 増 強 す る 上 で
、 人 工 生 息 場 材 に は 金 属 粉 を 混 合 し て お く こ と が 、 特 に 好 ま し い 。 そ の よ う な 効 果 は 、 人
工 生 息 場 材 と し て の 活 性 炭 に 金 属 粉 を 混 合 し た 場 合 に 特 に 顕 著 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 金 属 粉 を 混 合 す る こ と の メ リ ッ ト は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 脱 塩 素 反 応 に 関 し て 、 人 工 生
息 場 材 の 表 面 で 電 子 を 供 給 す る こ と が で き る 点 に あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ 第 １ １ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 し た 理 由 か ら 、 人 工 生 息 場 材 に 混 合 す る 金 属 粉 と し て は 、 鉄 や チ タ ン 等 の 還 元 性 で
あ る 金 属 の 粉 が と り わ け 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ 第 １ ２ 発 明 の 効 果 ）
　 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を 有 す
る 微 生 物 群 集 を 、 第 ７ 発 明 ～ 第 １ １ 発 明 に 係 る 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 条 件 下 で 培 養 す る
と 、 上 記 し た 理 由 か ら 、 微 生 物 群 集 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 分 解 活 性 が 更 に 安 定 的 に
維 持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 増 強 さ れ た 微 生 物 群 集 組 成 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 （ 第 １ ３ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 し た 第 １ ２ 発 明 の 微 生 物 群 集 組 成 物 に お い て は 、 よ り 具 体 的 に は 、 接 種 前 に 微 生 物
群 集 が 示 し て い た 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 が 、 接 種 後 １ ０ ケ 月 以 上 （ 好
ま し い 場 合 に は ２ 年 半 以 上 ） 維 持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 接 種 後 ２ 倍 以 上 に 増 強 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ 第 １ ４ 発 明 の 効 果 ）
　 人 工 培 地 に 接 種 す る 微 生 物 群 集 は 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族
塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 を 有 す る 限 り に お い て 限 定 さ れ な い が 、 特 に 第 １ 発 明
～ 第 ６ 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 を 接 種 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 特 に 多 環 芳 香 族 塩 素
化 合 物 に 対 す る 優 れ た 嫌 気 的 分 解 活 性 が 、 良 好 に 維 持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 （ 第 １ ５ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 し た 第 １ ２ 発 明 の 場 合 と 同 じ 理 由 か ら 、 少 な く と も 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す
る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 、 第 ７ 発 明 ～ 第 １ １ 発 明
に 係 る 人 工 培 地 に 接 種 し て 嫌 気 的 条 件 下 で 培 養 す る と 言 う 方 法 に よ り 、 接 種 前 に お け る 微
生 物 群 集 の 嫌 気 的 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月 以 上 （ 好 ま し い 場 合 に は ２ 年 半 以 上 ） 維 持 さ せ 、 及
び ／ 又 は 、 ２ 倍 以 上 に 増 強 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ 第 １ ６ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 し た 第 １ ５ 発 明 の 方 法 に お い て 、 人 工 培 地 に 接 種 す る 微 生 物 群 集 は 、 少 な く と も 多
環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 包 含 す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 を 有 す る 限 り に
お い て 限 定 さ れ な い が 、 特 に 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 を 接 種 す る こ と が 好 ま
し い 。 こ の 場 合 、 特 に 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 優 れ た 嫌 気 的 分 解 活 性 が 、 良 好 に 維
持 さ れ 、 及 び ／ 又 は 、 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 （ 第 １ ７ 発 明 の 効 果 ）
　 以 上 に 述 べ た 点 か ら 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 に 対 し て 、 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発
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明 に 係 る 微 生 物 群 集 又 は 第 １ ２ 発 明 ～ 第 １ ４ 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 組 成 物 を 散 布 又 は 混 合
す る と 言 う 、 汚 染 土 壌 の 優 れ た 浄 化 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 方 法 は 、 特 に 、 Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ シ ン 類 の よ う な 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ
た 土 壌 に 対 し て 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 第 １ ８ 発 明 の 効 果 ）
　 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 を 浄 化 す る に 当 た り 、 上 記 し た 第 １ ７ 発 明 の よ う な
方 法 も 有 用 で あ る が 、 一 般 論 と し て 微 生 物 浄 化 法 に 共 通 す る 処 理 能 力 の 量 的 限 界 を 考 慮 し
た 場 合 、 第 １ ８ 発 明 の よ う に 当 該 汚 染 土 壌 地 域 の 周 囲 、 及 び ／ 又 は 、 底 層 に バ リ ヤ ー 層 を
構 築 し 、 少 な く と も バ リ ヤ ー 層 の 外 側 へ の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 拡 散 を 防 止 す る 、 と 言 う 方
法 も 極 め て 有 効 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 、 本 願 の 第 １ 発 明 ～ 第 １ ８ 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 を 、 そ の 最 良 の 形 態 を 含 め て
説 明 す る 。 以 下 に お い て 単 に 「 本 発 明 」 と 言 う 時 は 、 第 １ 発 明 ～ 第 １ ８ 発 明 の 内 の 該 当 す
る 発 明 群 を 一 括 し て 指 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 〔 微 生 物 群 集 の 取 得 方 法 〕
　 本 発 明 に お い て 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 を 取 得 す
る 方 法 は 、 微 生 物 群 集 の 採 取 源 と し て 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ て い な い 湿 地 還 元 層 土
壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 を 利 用 す る 点 、 及 び 、 こ の よ う な 湿 地 還 元 層 土 壌 に 芳 香 族 塩 素 化 合 物
を 投 与 し て 、 嫌 気 的 条 件 下 で 土 壌 中 培 養 す る 点 に 特 徴 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 説 明 の 全 体 に お い て 、 「 嫌 気 的 条 件 」 と は 、 要 す る に 酸 素 遮 断 条 件 で あ れ ば 足
り 、 こ の よ う な 嫌 気 的 条 件 を 維 持 す る た め の 手 段 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 密
封 培 養 す る こ と 、 培 地 環 境 の 気 相 を 嫌 気 性 ガ ス に 置 換 す る こ と 、 培 地 を 湛 水 す る こ と 、 等
を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 湿 地 還 元 層 土 壌 と し て は 、 水 田 の グ ラ イ 層 土 壌 が 特 に 好 ま し い が 、 そ の 他 に も 、 各 種 の
低 湿 地 、 沼 地 、 川 床 等 の グ ラ イ 層 土 壌 も 利 用 で き る 。 い わ ゆ る グ ラ イ 層 を 明 確 に 形 成 す る
に 到 っ て い な い 還 元 層 土 壌 も 利 用 可 能 で あ る 。 湿 地 還 元 層 土 壌 に 投 与 す る 芳 香 族 塩 素 化 合
物 の 種 類 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｂ 又 は ダ イ オ キ シ ン 類 を 分 解 タ ー ゲ ッ ト と す る 微
生 物 群 集 を 取 得 し た い 場 合 に は 、 こ れ ら を 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 湿 地 還 元 層 土 壌 に 対
す る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 投 与 量 は 適 宜 に 設 定 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 ０ ． １ ～ ５ ０
ｐ ｐ ｍ 程 度 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 非 汚 染 土 壌 で あ る 還 元 層 土 壌 の 土 壌 微 生 物 群 集 は 、 元 々 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 分
解 活 性 を 示 す 場 合 は 少 な い 。 し か し 、 こ れ に 芳 香 族 塩 素 化 合 物 を 投 与 し て 嫌 気 的 条 件 下 で
一 定 期 間 の 土 壌 中 培 養 を 行 う と 、 そ の 土 壌 微 生 物 群 集 に 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 す る 嫌 気 的
分 解 活 性 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 土 壌 中 培 養 を 行 う 期 間 は 、 良 好 な 分 解 活 性 の 誘 導 の た
め に は 、 ４ ケ 月 以 上 が 好 ま し い 。 更 に 、 そ の 分 解 活 性 の 長 期 的 な 経 時 的 維 持 能 力 及 び 継 代
の 繰 り 返 し に お け る 維 持 能 力 を も 獲 得 さ せ る 場 合 に は 、 １ ０ ケ 月 以 上 が 好 ま し く 、 １ 年 以
上 が 更 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 〔 取 得 さ れ る 微 生 物 群 集 〕
　 上 記 の 方 法 に よ り 本 発 明 に 係 る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 が 得 ら れ る が 、 こ
の 微 生 物 群 集 の 第 １ の 特 徴 点 は 、 Ｐ Ｃ Ｂ や ダ イ オ キ シ ン 類 の よ う な 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物
に も 有 効 な 分 解 活 性 を 示 す 点 で あ る 。 第 ２ の 特 徴 点 は 、 分 解 反 応 の 主 反 応 と し て 、 芳 香 環
の メ タ 位 及 び パ ラ 位 に お け る 脱 塩 素 反 応 を 起 こ す 点 で あ る 。 こ の よ う な 微 生 物 群 集 は 、 例
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え ば コ プ ラ ナ ー Ｐ Ｃ Ｂ の 分 解 に 有 利 で あ る と 考 え ら れ る 。 第 ３ の 特 徴 点 は 、 多 環 芳 香 族 塩
素 化 合 物 も 含 め た 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 多 様 な 同 族 体 に 対 し て 広 範 囲 な 脱 塩 素 活 性 を 示 す こ
と で あ っ て 、 よ り 具 体 的 に は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の ２ 塩 素 化 物 ～ ６ 塩 素 化 物 に 対 す る 脱 塩
素 活 性 が 、 前 記 し た 「 脱 塩 素 化 率 」 と し て ５ ％ 以 上 の 値 を 示 す と 言 う デ ー タ が 得 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 は 、 直 接 顕 微 鏡 法 に よ る 解 析 に お い
て 、 長 桿 菌 が 優 占 す る 共 生 微 生 物 群 集 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。 一 方 、 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 全 バ ン
ド に つ い て の ラ ン ダ ム ク ロ ー ニ ン グ に よ る シ ー ケ ン ス 解 析 に よ る と 、 少 な く と も  Clostri
dium属 の 嫌 気 的 微 生 物 を 、 優 占 種 と し て 含 む 。 そ の 他 に も 、  Dehalococcoides属 細 菌 、 Ps
eudomonas 属 細 菌 、 Sedimentbacter属 細 菌 、 Peptostreptococcaceas 属 細 菌 、 Acetoanaer
obacter 属 細 菌 等 も 検 出 さ れ る 場 合 が あ る が 、 こ れ ら は 培 養 条 件 に よ っ て も 異 な る 。 更 に
、 ク ロ ロ 安 息 香 酸 に よ る 嫌 気 的 集 積 物 中 や 、 嫌 気 的 Ｔ Ｃ Ｅ 脱 塩 素 微 生 物 集 積 物 中 か ら 得 ら
れ た 未 同 定 株 が 検 出 さ れ て い る 。 こ れ ら の 微 生 物 の 一 部 又 は 全 部 が 微 生 物 群 集 の 脱 塩 素 活
性 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 更 に キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル 法 に よ る 微 生 物 群 集 構 造 解 析 に
お い て は メ ナ キ ノ ン ６ ， ７ の み が 検 出 さ れ 、 主 と し て δ ， ε － サ ブ ク ラ ス の プ ロ テ オ バ ク
テ リ ア に 属 す る 微 生 物 か ら な る こ と が 判 明 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 次 に 、 本 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 活 性 を 長 期 的 に 維 持 で き る と
言 う 大 き な 特 徴 を 持 ち 、 具 体 的 に は 殺 菌 土 壌 に 対 す る ５ 回 以 上 の 継 代 培 養 を 繰 り 返 し て も
初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性 を 維 持 で き 、 実 際 に は １ ５ 回 の 継 代 培 養 を 繰 り 返 し て も 初 期
分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性 を 維 持 で き て お り 、 更 に 初 期 分 解 活 性 以 上 の 分 解 活 性 を １ ０ ケ 月
以 上 （ よ り 好 ま し い 場 合 に は ２ 年 半 以 上 ） 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 〔 人 工 培 地 〕
　 本 発 明 に 係 る 人 工 培 地 は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対 し て 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集
を 接 種 す る た め に 調 製 さ れ る も の で あ っ て 、 任 意 の 微 生 物 培 地 と 、 こ れ に 対 し て 添 加 さ れ
る 人 工 生 息 場 材 と か ら な る 。 人 工 生 息 場 材 と は 、 孔 隙 に 富 む 多 孔 質 材 料 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 多 孔 質 材 料 の 種 類 は 必 ず し も 限 定 さ れ な い が 、 活 性 炭 、 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 、
焼 成 土 等 を 代 表 的 に 例 示 で き る 。 そ の 他 、 ゼ オ ラ イ ト 等 の 多 孔 質 無 機 材 料 、 セ ピ オ ラ イ ト
等 の 多 孔 質 粘 土 鉱 物 等 も 例 示 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 多 孔 質 材 料 は 、 微 細 な 孔 隙 の 平
均 孔 隙 径 が １ ０ ～ ８ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 内 に あ る も の が 特 に 好 ま し く 、 ２ ０ ０ μ ｍ 前 後 の も の
が と り わ け 好 ま し い 。 そ の 点 か ら は 、 多 孔 質 材 料 が 無 機 質 材 料 製 ビ ー ズ の 集 積 体 で あ る 場
合 に は 、 ビ ー ズ の 平 均 粒 子 径 が ５ ０ ～ ２ ０ ０ ０ μ ｍ 程 度 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 発 明 の 効 果 」 欄 で 前 記 し た 理 由 か ら 、 人 工 生 息 場 材 た る 多 孔 質 材 料 に は 、 金 属 の 粉 粒
体 、 と り わ け 鉄 や チ タ ン 等 の 粉 粒 体 を 混 合 す る こ と が 更 に 好 ま し い 。 そ の 他 に も 、 マ ン ガ
ン 、 亜 鉛 、 ニ ッ ケ ル 、 銅 、 コ ボ ル ト 等 の い ず れ か の 金 属 の 粉 粒 体 を 混 合 す る こ と も 好 ま し
い 、 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 人 工 培 地 は 、 微 生 物 培 地 と 、 こ れ に 添 加 さ れ る 人 工 生 息 場 材 と か ら な る
が 、 培 地 は 目 的 に 応 じ て 適 宜 に 組 成 す れ ば 良 く 、 そ の 組 成 は 何 ら 限 定 さ れ な い 。 培 地 は 、
微 生 物 群 集 の 栄 養 源 と し て の 酢 酸 や ア ン モ ニ ア 塩 、 リ ン 酸 塩 、 無 機 窒 素 、 あ る い は 一 般 的
に こ の 種 の 目 的 の 培 地 に 添 加 さ れ る こ と が あ る ビ タ ミ ン 類 や 微 量 金 属 元 素 を 含 有 す る こ と
が で き る 。 以 下 に 、 人 工 生 息 場 材 た る 多 孔 質 材 料 が 平 均 粒 子 径 ５ ０ ０ μ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ
で あ る 場 合 に お け る 、 本 発 明 に 係 る 人 工 培 地 の 好 ま し い 組 成 の 一 例 を 示 す 。
（ 人 工 生 息 場 材 ）
　 ガ ラ ス ビ ー ズ 　 　 　 　 　 　 　 ４ ～ ８ ｇ （ 培 地 ２ ０ ｍ Ｌ あ た り ）
（ 培 地 ： ｐ Ｈ ７ ． ０ ）
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　 Ｋ ２ 　 Ｈ Ｐ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 （ Ｎ Ｈ ４ 　 ） ２ 　 Ｓ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． ０ ２ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Yeast extract 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-acetate　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-lactate　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 resazurin                 ０ ． ０ ０ １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 〔 微 生 物 群 集 組 成 物 及 び 微 生 物 群 集 の 活 性 維 持 ・ 増 強 方 法 〕
　 以 上 の よ う に 構 成 さ れ る 人 工 培 地 に 、 本 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 、 あ る い は 公 知 の も の も
含 め て そ の 他 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 適 宜 な 微 生 物 群 集 を 接 種 し 、 微 生 物 群 集 組 成 物
を 構 成 す る こ と に よ り 、 嫌 気 的 条 件 下 に お い て 、 そ の 微 生 物 群 集 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 に 対
す る 分 解 活 性 を 有 効 に 維 持 さ せ 、 及 び ／ 又 は 、 増 強 さ せ る こ と が で き る 。 微 生 物 群 集 の 接
種 法 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 微 生 物 群 集 の 培 養 物 の 土 壌 懸 濁 物 を 接 種 源 と す る 方 法 や 、
培 養 物 上 清 液 を 接 種 す る と 言 う 接 種 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 願 発 明 者 の 実 験 に よ れ ば 、 こ の 人 工 培 地 に 接 種 さ れ た 微 生 物 群 集 の 芳 香 族 塩 素 化 合 物
分 解 活 性 を 、 嫌 気 的 条 件 下 に お い て 、 １ ０ ケ 月 以 上 、 よ り 好 ま し い 場 合 に は １ 年 以 上 、 特
に 好 ま し い 場 合 に は ２ 年 半 以 上 維 持 さ せ 得 た 例 が あ り 、 更 に は 、 分 解 活 性 を ２ 倍 以 上 に 増
強 さ せ 得 た 例 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 〔 汚 染 土 壌 の 浄 化 方 法 又 は 汚 染 物 質 拡 散 防 止 方 法 〕
　 本 発 明 に よ れ ば 、 以 上 に 述 べ た 各 種 の 微 生 物 群 集 又 は 微 生 物 群 集 組 成 物 を 芳 香 族 塩 素 化
合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 に 対 し て 適 用 す る こ と に よ り 、 優 れ た 浄 化 効 果 を 期 待 す る こ と が で
き る 。 具 体 的 な 適 用 方 法 と し て は 、 例 え ば 微 生 物 群 集 又 は 微 生 物 群 集 組 成 物 を 汚 染 土 壌 に
対 し て 散 布 し 、 又 は 混 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 あ る い は 、 芳 香 族 塩 素 化 合 物 で 汚 染 さ れ た 土 壌 地 域 の 周 囲 の 土 壌 中 に 微 生 物 群 集 又 は 微
生 物 群 集 組 成 物 を 含 む 上 下 方 向 の バ リ ヤ ー 層 を 構 築 し 、 及 び ／ 又 は 汚 染 土 壌 地 域 の 底 層 の
土 壌 中 に 微 生 物 群 集 又 は 微 生 物 群 集 組 成 物 を 含 む 水 平 方 向 の バ リ ヤ ー 層 を 構 築 し 、 バ リ ヤ
ー 層 の 外 側 へ の 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 拡 散 を 防 止 す る こ と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 次 に 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る 。 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 〔 実 施 例 １ ： 芳 香 族 塩 素 化 合 物 分 解 性 の 微 生 物 群 集 の 取 得 〕
　 芳 香 族 塩 素 化 合 物 非 汚 染 水 田 よ り 中 粗 粒 強 グ ラ イ 土 壌 を 採 取 し た 。 採 取 直 後 の 土 壌 は Ｐ
Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 記 の 中 粗 粒 強 グ ラ イ 土 壌 に 対 し 、 鐘 淵 化 学 工 業 製 の Ｐ Ｃ Ｂ 剤 で あ る カ ネ ク ロ ー ル ３ ０
０ （ 商 標 ） 及 び カ ネ ク ロ ー ル ４ ０ ０ （ 商 標 ） の 重 量 比 １ ： １ の 混 合 物 を 、 Ｐ Ｃ Ｂ 全 体 で 約
５ ０ ｐ ｐ ｍ と な る よ う に 添 加 し た 。 上 記 の Ｐ Ｃ Ｂ 剤 混 合 物 に は 、 塩 素 結 合 数 が ２ ～ ７ に わ
た る 多 様 な Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 記 の Ｐ Ｃ Ｂ 添 加 土 壌 を 嫌 気 的 条 件 下 （ 窒 素 置 換 嫌 気 ボ ト ル 中 ） で 約 ４ ケ 月 間 の 長 期 液
体 培 養 に 供 し た と こ ろ 、 様 々 な Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 が 同 時 に 分 解 さ れ る 活 性 が 見 出 さ れ た 。 即 ち
、 上 記 の 嫌 気 的 条 件 下 で の 長 期 土 壌 培 養 に よ り 、 約 ４ ケ 月 の 経 過 時 点 で （ あ る い は そ れ 以
前 の 時 点 で ） 、 Ｐ Ｃ Ｂ の 多 様 な 同 族 体 に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 を 示 す 微 生 物 群 集 が 、 土 壌
中 微 生 物 群 と し て 得 ら れ た 。 こ の 微 生 物 群 集 の Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 図 １ に 示 す 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 １ 中 、 図 １ （ ａ ） に 示 す ３ 本 の 横 向 き の 棒 グ ラ フ の う ち 、 上 側 の 棒 グ ラ フ が 、 上 記 し
た 土 壌 中 微 生 物 群 が 殺 菌 土 壌 培 地 を 用 い た １ ５ 回 の 継 代 培 養 で 示 し た 脱 塩 素 化 率 の 平 均 値
（ ６ ． ８ ％ ） で あ る 。 図 １ （ ａ ） の 中 央 の 棒 グ ラ フ は 、 比 較 の た め に 示 し た も の で 、 上 記
し た 土 壌 中 微 生 物 群 が 、 焼 成 土 を 人 工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 を 用 い た １ ５ 回 の 継 代 培 養
で 示 し た 脱 塩 素 化 率 の 平 均 値 （ ３ ０ ． ８ ％ ） で あ る 。 図 １ （ ａ ） の 下 側 の 棒 グ ラ フ も 比 較
の た め に 示 し た も の で 、 上 記 し た 土 壌 中 微 生 物 群 が 、 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 人
工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 を 用 い た １ ５ 回 の 継 代 培 養 で 示 し た 脱 塩 素 化 率 の 平 均 値 （ ３ ７
． １ ％ ） で あ る 。 こ れ ら の 棒 グ ラ フ で は 、 エ ラ ー バ ー に よ る 全 変 動 も 併 せ て 示 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 図 １ 中 、 図 １ （ ｂ ） に 示 す 多 数 本 の 横 向 き の 棒 グ ラ フ は 、 上 記 の 図 １ （ ａ ） の 上 側 の 棒
グ ラ フ で 示 す 平 均 値 の オ リ ジ ナ ル デ ー タ で あ っ て 、 上 記 の 内 の 第 ３ 回 目 以 降 の 継 代 培 養 に
お け る そ れ ぞ れ の 脱 塩 素 化 率 を 上 側 よ り 順 に 示 し て い る 。 ほ ぼ 中 央 に 棒 グ ラ フ が 認 め ら れ
な い ス ペ ー ス が あ る が 、 こ れ は 第 ９ 回 目 の 継 代 培 養 に 相 当 し 、 各 Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 の 分 解 活 性
は 得 ら れ て い る が 、 幾 つ か の 低 塩 素 化 物 の 蓄 積 が 見 ら れ た た め 、 全 体 と し て 、 脱 塩 素 化 率
及 び 分 解 率 が 低 く 見 積 も ら れ て い る た め で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 実 施 例 及 び 後 述 の 各 実 施 例 に お け る Ｐ Ｃ Ｂ の 測 定 は 、 培 養 物 か ら Ｐ Ｃ Ｂ を 抽 出 し 、 電
子 捕 獲 型 検 出 器 付 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｇ Ｃ ／ Ｅ Ｃ Ｄ ） で 分 析 す る こ と に よ り 行 っ た
。 又 、 Ｐ Ｃ Ｂ の 分 解 活 性 は 、 培 養 物 に お け る 培 養 開 始 前 と 培 養 後 の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 回 収 量 の 対 比
に よ り 判 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 〔 実 施 例 ２ ： 微 生 物 群 集 の 継 代 培 養 〕
　 実 施 例 １ で 用 い た と 同 様 の 水 田 土 壌 ４ ｇ を 、 オ ー ト ク レ ー ブ 中 で １ ２ １ ° Ｃ × ３ ０ 分 の
熱 処 理 を 毎 日 １ 回 、 ３ 日 間 繰 り 返 す と 言 う 殺 菌 処 理 に 供 し 、 実 施 例 １ と 同 じ Ｐ Ｃ Ｂ 剤 混 合
物 を ５ ｐ ｐ ｍ 添 加 し た も と で 、 こ れ を 炭 素 源 を 含 む 液 体 培 地 で 飽 和 し た 全 ２ ０ ｍ Ｌ の 植 継
ぎ 用 培 地 を 準 備 し た 。 こ の 植 継 ぎ 用 培 地 に 対 し て 実 施 例 １ で 得 ら れ た 微 生 物 群 集 を 含 む 土
壌 培 地 １ ｍ Ｌ を 接 種 す る 植 継 ぎ を 行 っ た 後 、 実 施 例 １ と 同 様 の 条 件 で 嫌 気 培 養 し 、 Ｐ Ｃ Ｂ
に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 の 維 持 ・ 増 強 （ Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 性 微 生 物 の 集 積 ） を 検 討 し た 。 更 に 、
同 じ 要 領 で 、 新 た に 準 備 し た 上 記 と 同 様 の 全 ２ ０ ｍ Ｌ の Ｐ Ｃ Ｂ 添 加 植 継 ぎ 用 培 地 に 対 し て
前 培 養 物 の 一 部 を 接 種 す る 植 継 ぎ を 繰 り 返 す 継 代 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 そ れ ら の 植 継 ぎ 培 養 の 結 果 、 一 般 的 に 植 継 ぎ 後 ８ 週 間 を 経 過 し て も 植 継 ぎ 前 と 同 等 の Ｐ
Ｃ Ｂ 分 解 活 性 が 確 認 さ れ た 。 又 、 添 加 Ｐ Ｃ Ｂ 全 量 に 対 す る 減 少 量 も ほ ぼ 一 定 値 を 示 し た 。
更 に 、 特 定 の ２ 系 統 に つ い て は 、 現 在 の 処 、 １ ５ 回 の 継 代 培 養 で ほ ぼ ２ 年 半 の 間 の Ｐ Ｃ Ｂ
分 解 活 性 維 持 に 成 功 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 の 植 継 ぎ 培 養 に お い て は 、 下 記 １ ） ～ ６ ） の 条 件 を 種 々 に 変 化 さ せ た 場 合 に つ い て
検 討 し た 。
１ ） 植 継 ぎ 用 培 地 の 炭 素 源 と し て 乳 酸 、 酢 酸 又 は グ ル コ ー ス を 用 い た 場 合 。
２ ） 脱 塩 素 反 応 に 配 慮 し て 植 継 ぎ 用 培 地 の 性 質 （ 酸 化 還 元 電 位 ） を シ ス テ イ ン 塩 酸 塩 、 チ
オ グ リ コ ー ル 酸 又 は 硫 化 ナ ト リ ウ ム の 添 加 に よ り 変 化 さ せ た 場 合 。
３ ） 植 継 ぎ 用 培 地 に 対 す る 土 壌 中 微 生 物 群 の 接 種 量 を ０ ． １ ～ １ ０ ｍ Ｌ の 範 囲 内 で 変 更 し
た 場 合 。
４ ） 植 継 ぎ 後 の 培 養 温 度 を 、 ４ ～ ３ ０ ° Ｃ の 範 囲 内 で の 種 々 の 一 定 温 度 に 設 定 し た 場 合 。
５ ） 培 養 期 間 を そ れ ぞ れ １ ４ 日 、 ２ ８ 日 、 ５ ６ 日 に 設 定 し た 場 合 。
６ ） 培 養 条 件 と し て 、 振 と う 培 養 又 は 静 置 培 養 を 行 っ た 場 合 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 の １ ） ～ ６ ） の よ う に 各 種 の 条 件 を 変 化 さ せ て も 、 Ｐ Ｃ Ｂ に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性
は 基 本 的 に 大 差 な く 維 持 さ れ て い た 。 即 ち 、 種 々 の 植 継 ぎ 培 養 条 件 に お い て 、 実 施 例 １ に
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係 る 微 生 物 群 集 の Ｐ Ｃ Ｂ 嫌 気 的 分 解 活 性 を 維 持 す る こ と に 成 功 し た 。 上 記 の 植 継 ぎ 培 養 の
各 種 条 件 の 内 、 あ え て 最 適 な 条 件 を 幾 つ か 絞 り 込 む と 、 次 の ａ ） ～ ｃ ） の 通 り で あ っ た 。
ａ ） 植 継 ぎ 用 培 地 全 ２ ０ ｍ Ｌ に 対 し て 、 前 培 養 物 を １ ｍ Ｌ 程 度 接 種 す る 。
ｂ ） 植 継 ぎ 用 培 地 に 炭 素 源 は 必 要 で 、 特 に 乳 酸 及 び ／ 又 は 酢 酸 が 優 れ る 。
ｃ ） 還 元 剤 無 添 加 で 、 ３ ０ ° Ｃ 程 度 で の ８ 週 間 程 度 の 嫌 気 的 培 養 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 〔 実 施 例 ３ ： 実 施 例 ２ の 継 代 培 養 の 結 果 及 び 考 察 〕
　 実 施 例 ２ で １ ５ 回 の 継 代 培 養 （ 各 ８ 週 間 ） に よ り 約 ２ 年 半 近 い Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 維 持 に 成
功 し て い る 系 統 に つ い て 、 各 継 代 培 養 で の Ｐ Ｃ Ｂ の 分 解 活 性 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ に お い て
は 、 継 代 回 数 を 横 軸 に 示 し 、 縦 軸 に そ の 継 代 培 養 に お け る 培 養 後 の （ ８ 週 間 経 過 後 の ） 全
Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 を 示 し た 。 こ の 培 養 後 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 は 培 養 前 の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 回 収 量 に 対 す る 培
養 後 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 量 の パ ー セ ン テ ー ジ で 示 し た 。 培 養 期 間 中 、 Ｐ Ｃ Ｂ の １ ０ ％ 未 満 の 土 壌
吸 着 が 認 め ら れ た 。 図 ２ に お い て 、 第 ９ 回 目 の 継 代 培 養 で の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 が １ ０ ０ ％ 前
後 と な っ て い る の は 、 前 記 の 図 １ （ ｂ ） の 場 合 と 同 じ 理 由 で 、 分 解 は 起 こ っ て い る も の の
分 解 率 が 低 く 見 積 も ら れ て い る た め で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 図 ２ か ら 分 か る よ う に 、 全 体 と し て ２ 年 半 近 く に わ た り 、 か つ １ ５ 回 の 継 代 に わ た り 、
当 初 見 ら れ た Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 と 同 等 以 上 の 活 性 が 維 持 さ れ て い る 。 但 し 、 継 代 培 養 を 重 ね
る に つ れ て 分 解 活 性 が 向 上 し て 行 く 傾 向 は 見 ら れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 別 の 見 地 か ら は
、 植 継 ぎ に お け る 微 生 物 群 集 の 安 定 性 を 意 味 し て お り 、 環 境 接 種 の 際 に 土 着 菌 と の 競 合 に
耐 え て Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 安 定 的 に 再 現 で き る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 〔 実 施 例 ４ ： 微 生 物 群 集 の 構 造 解 析 〕
　 実 施 例 ２ に お け る 継 代 ８ 週 間 経 過 後 の 微 生 物 群 集 に つ き 、 キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル 法 に よ り
群 集 構 造 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 メ ナ キ ノ ン ６ ， ７ の み が 検 出 さ れ た 。 従 っ て 、 継 代 維 持 さ
れ て い る 微 生 物 群 集 は 、 主 と し て δ ， ε － サ ブ ク ラ ス の プ ロ テ オ バ ク テ リ ア に 属 す る 微 生
物 か ら な る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 同 時 に Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ （ polymerase chain reaction-denaturing gradient
gel electrophoresis ） 法 に よ る 解 析 も 行 い 、 各 バ ン ド に つ い て ラ ン ダ ム ク ロ ー ニ ン グ に
よ る シ ー ケ ン ス 解 析 を 行 い 、 微 生 物 群 集 の 解 析 も 行 っ た 。 そ れ に よ る と 、 少 な く と も  Clo
stridium属 の 嫌 気 的 微 生 物 を 優 占 種 と し て 含 み 、 そ の 他 に も 、  Dehalococcoides属 細 菌 、
Pseudomonas 属 細 菌 、 Sedimentbacter属 細 菌 、 Peptostreptococcaceas 属 細 菌 、 Acetoana
erobacter 属 細 菌 等 も 検 出 さ れ る 場 合 が あ っ た が 、 条 件 に よ っ て そ の 結 果 は 異 な っ た 。 更
に 、 ク ロ ロ 安 息 香 酸 に よ る 嫌 気 的 集 積 物 中 や 、 嫌 気 的 Ｔ Ｃ Ｅ 脱 塩 素 微 生 物 集 積 物 中 か ら 得
ら れ た 未 同 定 株 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 〔 実 施 例 ５ ： 微 生 物 群 集 用 人 工 培 地 〕
　 上 記 の 実 施 例 １ ～ 実 施 例 ４ で は 殺 菌 土 壌 を 用 い て 継 代 培 養 を 行 っ た が 、 微 生 物 群 集 の Ｐ
Ｃ Ｂ に 対 す る 嫌 気 的 分 解 活 性 が 長 期 安 定 的 に 維 持 さ れ る 一 方 、 そ の 分 解 活 性 が 顕 著 に 向 上
す る こ と は な か っ た 。 そ こ で 、 微 生 物 群 集 の Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 更 に 顕 著 に 向 上 さ せ る 人 工
培 地 の 開 発 を 試 み た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 （ 実 施 例 ５ － １ ： ガ ラ ス ビ ー ズ 及 び 焼 成 土 ）
　 人 工 培 地 の 人 工 生 息 場 材 と し て 、 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ （ の 集 積 体 ） と 、 実 施
例 １ で 用 い た と 同 様 の 水 田 土 壌 に 対 し て ５ ５ ０ ° Ｃ で ２ ４ 時 間 の 焼 成 を 行 っ た 焼 成 土 と を
用 い た 。 こ れ ら の 人 工 培 地 の 組 成 は 下 記 に 示 す 。 そ し て 、 前 記 し た 殺 菌 土 壌 と 同 量 の こ れ
ら 人 工 培 地 （ 液 体 培 地 ） に 対 し て 実 施 例 １ と 同 濃 度 に Ｐ Ｃ Ｂ 剤 混 合 物 を 添 加 し た も と で 、
前 記 し た 殺 菌 土 壌 の 場 合 と 同 様 に 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た 微 生 物 群 集 を 含 む 土 壌 の 一 部 を 接
種 す る 植 継 ぎ を 行 い 、 嫌 気 的 条 件 下 で の 継 代 培 養 を 繰 り 返 し た 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-320249 A 2006.11.30



【 ０ ０ ９ ３ 】
　 〔 工 生 息 場 材 と し て ガ ラ ス ビ ー ズ を 用 い た 人 工 培 地 の 組 成 〕
（ 人 工 生 息 場 材 ）
　 ガ ラ ス ビ ー ズ 　 　 　 　 　 　 　 ４ ～ ８ ｇ （ 培 地 ２ ０ ｍ Ｌ あ た り ）
（ 培 地 ： ｐ Ｈ ７ ． ０ ）
　 Ｋ ２ 　 Ｈ Ｐ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 （ Ｎ Ｈ ４ 　 ） ２ 　 Ｓ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． ０ ２ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Yeast extract 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-acetate　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-lactate　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 resazurin                 ０ ． ０ ０ １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 〔 人 工 生 息 場 材 と し て 焼 成 土 を 用 い た 人 工 培 地 の 組 成 〕
（ 人 工 生 息 場 材 ）
　 焼 成 土 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ～ ８ ｇ （ 培 地 ２ ０ ｍ Ｌ あ た り ）
（ 培 地 ： ｐ Ｈ ７ ． ０ ）
　 Ｋ ２ 　 Ｈ Ｐ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 （ Ｎ Ｈ ４ 　 ） ２ 　 Ｓ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ 　 ・ ７ Ｈ ２ 　 Ｏ 　 　 　 ０ ． ０ ２ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Yeast extract 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-acetate　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 Na-lactate　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ）
　 resazurin                 ０ ． ０ ０ １ ｇ （ 培 地 １ Ｌ あ た り ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 継 代 培 養 に お け る 培 養 期 間 を ５ ６ 日 （ ８ 週 間 ） と し た 場 合 に お け る 、 １ 回 目 及 び ６ ～ ８
回 目 の 継 代 培 養 で の Ｐ Ｃ Ｂ の 分 解 活 性 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ で は 継 代 回 数 を 横 軸 に 示 し 、 縦
軸 に そ の 継 代 培 養 に お け る 培 養 後 の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 を 示 し た 。 こ の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 は 培 養
前 の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 回 収 量 に 対 す る 培 養 後 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 量 の パ ー セ ン テ ー ジ で 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 な お 、 図 ３ に 示 す 各 回 の 継 代 培 養 に お い て 、 左 側 の 棒 グ ラ フ は 人 工 生 息 場 材 と し て ガ ラ
ス ビ ー ズ を 用 い た 場 合 の 、 中 央 の 棒 グ ラ フ は 人 工 生 息 場 材 と し て 焼 成 土 を 用 い た 場 合 の 、
そ れ ぞ れ 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 で あ る 。 又 、 右 側 の 棒 グ ラ フ は 比 較 と し て 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法
で 殺 菌 土 壌 を 用 い た 場 合 の デ ー タ を 再 度 示 し た も の で あ る 。 図 ３ か ら 、 継 代 培 養 の 培 地 と
し て 殺 菌 土 壌 を 用 い た 場 合 に 比 較 し て 、 人 工 培 地 を 用 い た 場 合 に は 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 が 著 し
く 低 い （ 微 生 物 群 集 の Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 が 著 し く 増 強 さ れ て い る ） こ と が 分 か る 。 な お 、 培
養 期 間 中 、 Ｐ Ｃ Ｂ の ガ ラ ス ビ ー ズ へ の 吸 着 率 は １ ５ ％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 次 に 、 図 ４ に 、 上 記 し た 第 １ 回 ～ 第 ８ 回 の 各 継 代 培 養 に お け る ８ 週 間 経 過 後 の 塩 素 結 合
数 別 Ｐ Ｃ Ｂ に 対 す る 分 解 活 性 の 平 均 値 を 示 す 。 図 ４ に お い て 、 左 側 の ブ ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ
は 継 代 培 養 の 培 地 と し て 実 施 例 ２ の よ う に 殺 菌 土 壌 を 用 い た 場 合 の も の で あ り 、 中 央 の ブ
ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ は 、 継 代 培 養 の 培 地 と し て 上 記 の 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 人 工
生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 を 用 い た 場 合 の も の で あ り 、 右 側 の ブ ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ は 、 継 代
培 養 の 培 地 と し て 上 記 の 焼 成 土 を 人 工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 を 用 い た 場 合 の も の で あ る
。 又 、 図 ４ に お い て 、 上 下 方 向 が 塩 素 結 合 数 別 Ｐ Ｃ Ｂ の 量 的 な 増 加 又 は 減 少 の パ ー セ ン テ
ー ジ を 示 し 、 各 ブ ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ は 、 左 側 か ら 順 に 、 結 合 塩 素 数 が そ れ ぞ れ ２ 、 ３ 、 ４
、 ５ 、 ６ 、 ７ で あ る Ｐ Ｃ Ｂ を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 図 ４ か ら 分 か る よ う に 、 中 央 及 び 右 側 の ブ ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ に お け る Ｐ Ｃ Ｂ の 減 少 は 、
左 側 の ブ ロ ッ ク の 棒 グ ラ フ に 比 較 し て 顕 著 で あ り 、 か つ 、 塩 素 結 合 数 ３ ～ ５ の Ｐ Ｃ Ｂ が 減
少 し 、 特 に 塩 素 結 合 数 ３ 、 ４ の Ｐ Ｃ Ｂ が 顕 著 に 減 少 し て い る 。 そ の 結 果 と し て 、 塩 素 結 合
数 ２ の Ｐ Ｃ Ｂ が 相 対 的 に 増 大 し て い る が 、 そ の 増 大 量 が 塩 素 結 合 数 ３ ～ ５ の Ｐ Ｃ Ｂ の 減 少
と 見 合 わ な い こ と か ら 、 ２ 塩 素 化 物 ～ ５ 塩 素 化 物 の い ず れ に 対 し て も 有 効 な 脱 塩 素 活 性 を
示 す こ と が 認 め ら れ た 。 又 、 ６ 塩 素 化 物 も 、 一 定 の 有 意 な 減 少 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 方 、 上 記 で 用 い た 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ の 他 に 、 粒 径 ０ ． ０ ５ ｍ ｍ 及 び 粒 径
２ ． ０ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 人 工 培 地 の 人 工 生 息 場 材 と し て 用 い 、 同 上 の 継 代 培 養 を 行 っ
た 。 し か し 、 こ れ ら ０ ． ５ ｍ ｍ 以 外 の 粒 径 の ガ ラ ス ビ ー ズ を 人 工 生 息 場 材 と し て 用 い た 人
工 培 地 で の 継 代 培 養 で は 、 継 代 を ３ ～ ４ 回 繰 り 返 す 内 に 活 性 が 次 第 に 低 減 す る 傾 向 が 見 ら
れ た 。 と こ ろ が 、 一 旦 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 人 工 生 息 場 材 と し て 用 い た 人 工 培
地 で 活 性 維 持 に 成 功 し た 培 養 物 を 、 異 な る 粒 径 （ ０ ． ０ ５ ｍ ｍ 及 び ２ ． ０ ｍ ｍ ） の ガ ラ ス
ビ ー ズ を 人 工 生 息 場 材 と し て 用 い た 人 工 培 地 へ 植 継 ぎ （ 異 径 ガ ラ ス ビ ー ズ 人 工 培 地 へ の 植
継 ぎ ） を 行 う と 、 活 性 を 低 減 さ せ る こ と な く 維 持 で き る こ と を 見 出 し た 。 又 、 こ れ ら の 異
径 ガ ラ ス ビ ー ズ 人 工 培 地 へ の 植 継 ぎ に お い て は 、 植 継 ぎ 後 ５ ６ 日 間 の 培 養 で も 、 植 継 ぎ 後
３ ２ 日 間 の 培 養 で も 、 同 等 に 高 い 活 性 を 維 持 で き る こ と が 分 か っ た 。 そ れ ら 異 径 ガ ラ ス ビ
ー ズ 人 工 培 地 へ の 植 継 ぎ の 場 合 の 、 図 ３ と 同 じ 計 算 方 法 及 び 表 記 方 法 に よ る 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留
率 を 、 図 ５ に 示 す 。 図 ５ に 示 す 各 棒 グ ラ フ は 、 左 端 の も の か ら 順 に 、 「 ガ ラ ス ビ ー ズ な し
（ 人 工 生 息 場 材 を 含 ま な い 培 地 ） で 培 養 期 間 が ３ ２ 日 」 の 場 合 （ 人 工 生 息 場 材 を 含 ま な い
培 地 ） 、 「 粒 径 ２ ． ０ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ 使 用 で 培 養 期 間 が ３ ２ 日 」 の 場 合 、 「 粒 径 ０ ．
５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ 使 用 で 培 養 期 間 が ３ ２ 日 」 の 場 合 、 「 粒 径 ０ ． ０ ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ
ー ズ 使 用 で 培 養 期 間 が ３ ２ 日 」 の 場 合 、 「 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ 使 用 で 培 養 期 間
が ５ ６ 日 」 の 場 合 、 を そ れ ぞ れ 示 す 。 机 上 の 計 算 上 、 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ の 集
積 体 に お い て 形 成 さ れ る 細 孔 の 平 均 孔 隙 径 は ２ ０ ０ μ ｍ で あ り 、 粒 径 ２ ． ０ ｍ ｍ の ガ ラ ス
ビ ー ズ の 集 積 体 に お い て 形 成 さ れ る 細 孔 の 平 均 孔 隙 径 は ８ ０ ０ μ ｍ で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 な お 、 こ れ ら の 人 工 培 地 を 用 い た 場 合 の 継 代 培 養 後 の 微 生 物 群 集 を キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル
法 で 解 析 す る と 、 ガ ラ ス ビ ー ズ を 人 工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 に お い て は 全 て の サ ン プ ル
で メ ナ キ ノ ン － ７ （ Ｈ ２ ） の み が 、 焼 成 土 を 人 工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 で は 全 て の サ ン
プ ル で メ ナ キ ノ ン － ７ の み が 、 そ れ ぞ れ 検 出 さ れ た 。 即 ち 、 実 施 例 ２ の 殺 菌 土 壌 で の 継 代
培 養 の 場 合 と は 、 微 生 物 群 集 の 構 成 に も 変 化 を 生 じ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 実 施 例 ５ － ２ ： 金 属 粉 混 合 活 性 炭 ）
　 人 工 培 地 の 人 工 生 息 場 材 と し て 、 金 属 粉 混 合 活 性 炭 を 用 い た 。 即 ち 、 活 性 炭 に 微 生 物 群
集 を 定 着 さ せ る た め 、 実 施 例 ５ － １ に 従 っ て 粒 径 ０ ． ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ の 集 積 体 を 人
工 生 息 場 材 と す る 人 工 培 地 に よ る 継 代 培 養 を 行 っ た 培 養 物 を 接 種 源 と し 、 鉄 粉 ５ ０ 重 量 ％
を 混 合 し た 固 形 の 鶏 糞 活 性 炭 １ 粒 （ 約 ３ ｃ ｍ ： Ｔ Ｙ Ｋ 株 式 会 社 製 ） を 前 記 の ガ ラ ス ビ ー ズ
集 積 体 人 工 培 地 に 入 れ た 後 、 こ の 培 地 に 実 施 例 １ と 同 濃 度 に 前 記 の Ｐ Ｃ Ｂ 剤 混 合 物 を 添 加
し た も と で 、 嫌 気 条 件 下 に ４ 週 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 継 代 培 養 は 、 培 養 後 の 前 記 固 形 活 性 炭 を 嫌 気 条 件 下 で ピ ン セ ッ ト を 用 い て 取 り 出 し 、 そ
の ま ま 新 し い ガ ラ ス ビ ー ズ 培 地 へ 再 添 加 す る こ と に よ り 行 っ た 。 な お 、 人 工 培 地 た る 活 性
炭 の 強 い Ｐ Ｃ Ｂ 吸 着 能 を 考 慮 し 、 微 生 物 群 集 を 含 ま な い 前 記 活 性 炭 粒 子 を 添 加 し た 継 代 培
地 を コ ン ト ロ ー ル と し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 実 施 例 及 び コ ン ト ロ ー ル に お け る 、 図 ３ と 同 じ 計 算 方 法 及 び 表 記 方 法 に よ る 全
Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 を 、 図 ６ に 示 す 。 図 ６ の 各 棒 グ ラ フ は 、 左 端 の も の か ら 順 に 、 コ ン ト ロ ー ル
の 場 合 、 本 実 施 例 の １ 継 代 目 の 場 合 、 本 実 施 例 の ３ 継 代 目 の 場 合 、 本 実 施 例 の ４ 継 代 目 の
場 合 及 び 本 実 施 例 の ５ 継 代 目 の 場 合 で あ る 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
　 ４ 継 代 目 及 び ５ 継 代 目 で の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 が 非 常 に 低 い こ と が 、 注 目 さ れ る 。 ４ 週 間 培
養 後 に お け る 活 性 炭 へ の Ｐ Ｃ Ｂ 吸 着 率 は ３ ７ ． ８ ％ と 高 い が 、 コ ン ト ロ ー ル で は 全 Ｐ Ｃ Ｂ
量 が 減 少 し て い た の に 対 し て 、 継 代 培 養 し た も の で は 下 記 の 図 ７ の よ う に Ｐ Ｃ Ｂ 種 も 異 な
る こ と か ら 、 微 生 物 活 性 が 集 積 し た も の と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 実 施 例 に お け る 結 合 塩 素 数 別 の Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 の 吸 着 率 と 残 留 率 の 比 較 を 図 ７ に 示 す 。
図 ７ に お い て 縦 軸 の 数 値 表 示 は Ｐ Ｃ Ｂ 量 （ ｎ ｇ ／ sample） を 示 す 。 図 の 下 方 の 「 ２ Ｃ ｌ 」
、 「 ３ Ｃ ｌ 」 等 の 表 記 は 結 合 塩 素 数 に よ る Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 の グ ル ー プ 区 別 を 示 す 。 各 グ ル ー
プ 区 別 内 に お け る 「 ６ 」 、 「 ８ 」 、 「 １ ２ 」 等 の 数 字 表 記 は Ｐ Ｃ Ｂ の 同 族 体 番 号 （ ＃ ） を
示 し 、 例 え ば 「 ２ ０ ／ ３ ３ ／ ４ ５ 」 と 言 う 数 字 表 記 は 、 ＃ ２ ０ 、 ＃ ３ ３ 、 ＃ ４ ５ の 混 合 ピ
ー ク で あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 各 数 字 表 記 ご と に 示 さ れ た 各 ３ 組 の 棒 グ ラ フ は 、 左 側 か
ら 順 に 、 「 通 常 の 場 合 」 、 「 コ ン ト ロ ー ル の 場 合 」 、 及 び 「 本 実 施 例 の 場 合 」 に お け る 結
果 を 示 す 。 図 ７ か ら 分 か る よ う に 、 結 合 塩 素 数 が ３ 又 は ４ で あ る Ｐ Ｃ Ｂ の 消 失 率 が 高 く 、
こ れ は 本 発 明 に 係 る 微 生 物 群 集 に 固 有 の 傾 向 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 実 施 例 に お い て 活 性 炭 に 鉄 粉 を 混 合 し た こ と の 影 響 に つ い て は 、 人 工 生 息 場 材 で あ る
活 性 炭 の 表 面 に お い て 鉄 粉 が 電 子 を 供 給 す る こ と で 、 脱 塩 素 反 応 に 有 利 で あ る 、 と 考 え る
こ と が で き る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 願 発 明 に よ っ て 、 多 環 芳 香 族 塩 素 化 合 物 の 広 範 囲 な 同 族 体 に 対 し て 優 れ た 嫌 気 的 分 解
活 性 を 示 し 、 し か も そ の 分 解 活 性 を 安 定 的 に 維 持 で き る 微 生 物 群 集 が 提 供 さ れ る 。 更 に 、
こ の よ う な 微 生 物 群 集 の 分 解 活 性 の 更 な る 維 持 ・ 増 強 に 有 効 な 人 工 培 地 も 提 供 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ８ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ に 係 る 微 生 物 群 集 の Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 ２ 】 実 施 例 ２ に 係 る 各 継 代 培 養 で の Ｐ Ｃ Ｂ の 分 解 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
【 図 ３ 】 実 施 例 ５ － １ に 係 る 継 代 培 養 で の Ｐ Ｃ Ｂ 分 解 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
【 図 ４ 】 実 施 例 ５ － １ に 係 る 継 代 培 養 で の Ｐ Ｃ Ｂ 脱 塩 素 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 ５ 】 実 施 例 ５ － １ に 係 る 継 代 培 養 で の ガ ラ ス ビ ー ズ の 粒 径 別 、 培 養 期 間 別 の 全 Ｐ Ｃ Ｂ
残 留 率 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
【 図 ６ 】 実 施 例 ５ － ２ に お け る 継 代 培 養 で の 全 Ｐ Ｃ Ｂ 残 留 率 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
【 図 ７ 】 実 施 例 ５ － ２ に お け る Ｐ Ｃ Ｂ 同 族 体 の 吸 着 率 と 残 留 率 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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