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１．はじめに 
 

キノコに代表される白色腐朽菌 1)は、リグニンペルオキ
シターゼ（LiP）、マンガンペルオキシターゼ（MnP）、ラ
ッカーゼ（Lac）などの分解酵素によって、木材の難分解
性物質（リグニン）を分解することが知られており、同様
に難分解性物質であるダイオキシン類についても、分解効
果が確認されている 2～4)。 

一方で、福井県内の一部河川で過去に確認されたダイオ
キシン類の環境基準値（1pg-TEQ/L）超過事案について、
我々は詳細な調査研究を行い、繊維染色事業所からの染色
排水（染料由来）が主要因であることを解明し、ダイオキ
シン類低減化対策として凝集沈殿法の有効性を確認した
5-11)。しかしながら、凝集沈殿法はダイオキシン類を回収
する手法であるため、排水汚泥の無害化処理が必要である。 
既存のダイオキシン処理技術としては、汚染土壌を対象

とした電極溶融法（ジオメルト工法）などが知られている。
当手法は短時間で分解処理が可能だが、汚染土壌を
1600℃以上に加熱するため、処理コストが高く、多量の
電気エネルギーを必要とし、処理後には新たな産業廃棄物
（ガラス固化体）が発生するといったデメリットもある。 
本研究では、低コストで環境負荷の小さな処理技術とし

て、白色腐朽菌の分解酵素を利用した分解処理システムを
確立し、汚染土壌や汚泥の処理技術として普及を図ること
を目的としている。今回、これまでの基礎試験で比較的良
好な結果が得られた食用キノコ株・変異株を対象に、ダイ
オキシン汚染土壌の液相分解試験、精製酵素液による散布
方式の分解試験を実施した。併せて、分解メカニズムに関
する検証と土壌の溶媒抽出処理に関する検討を行った。 

 

２．方法 
 
２．１ 白色腐朽菌の選定 
分解試験には、これまでの検討で分解効果が確認できた

以下の菌株を使用した。詳細は既報 12-14)のとおりである。 

 

①県内産食用キノコ株 

・福井県内で実際に収穫されているキノコ類として、県
総合グリーンセンターより提供を受けた「ふくひら１
号」、「ふくひら２号」を使用した。県内産キノコの分解
酵素はラッカーゼ（Lac）が主体的で、ダイオキシン分
解に活用できれば、栽培後の廃棄物（廃菌床）の有効活
用に繋がるメリットがある。 

 

②福井大学所有の変異株 

  ・野生株（L-25株）のイオンビーム照射により突然変異

させた新種の菌株である。分解酵素はマンガンペルオキ
シターゼ（MnP）が主体的で、酵素量は野生株の約 1.5

倍である。 

 

２．２ 分解方法 
ダイオキシン類の分解は、既報 12-14)の条件下で、(a)液

相分解、(b)固相分解にて行った。分解効果の確認のため、
植菌していないコントロール試料を調製し、試料間の比較
により低減化率(%)を求めた。分析誤差を考慮し、「低減化
率 30％以上」を分解効果の有無の判断基準とした。 

 分解対象試料として、ダイオキシン類（DXNs）標準物
質の 2,3,4,6,7,8-HxCDF（TEF=0.1）、OCDD/OCDF混合
液（TEF=0.0003）各 10,000pgを使用した。 

2,3,4,6,7,8-HxCDFは、染色排水由来に特徴的なダイオ
キシン類であり、今回の実験系における培養液中の毒性等
量は 10,000pg-TEQ/L、河川水の環境基準値（1pg-TEQ 

/L）の 10,000倍となる。OCDD/OCDFは使用が禁止され
ている農薬（PCP：ペンタクロロフェノール）に特徴的な
ダイオキシン類であり、現在でも水田土壌などに残留して
いる異性体である。 

 

２．３ 試料のダイオキシン類分析 
液相分解試料（約 100mL）にクリーンアップスパイク、

捕集剤（凝集剤に活性炭分散シリカゲル混合、pH5～6調
整）を添加し、１時間程度放置した後、吸引ろ過して一晩
風乾した。風乾試料を Gerhardt製ソックスサームにてト
ルエン抽出を２回行った。多層シリカゲルカラム、活性炭
分散シリカゲルカラムでmono-ortho PCBs画分と non- 

ortho PCBs/PCDDs/PCDFs画分に分画し、20μLまで最
終濃縮した。GC/HRMSでは SP-2331と RH-12msの２
種類の GCカラムを用いて、毒性等価係数（TEF）を持つ
29異性体を単独定量した。 

固相分解試料の場合、含水率の高いものは約 100mLの
純水を加えて液相分解試料と同様の処理を行った。含水率
の低いものは、ろ過操作を省略してソックスサーム抽出か
ら実施した。 

 

３．結果と考察 
 
３．１ 県内産キノコによる分解 
(1)DXNs 標準物質の液相分解 
ふくひら２号を用いた液相分解試験の結果、10,000pg

の 2,3,4,6,7,8-HxCDF について、１日間で約 30％、７日
間で約 80％、28日間で 90％弱の低減化が確認できた。ふ
くひら１号と２号の比較では、ふくひら２号のほうがやや
優位な結果が得られており、これは Lac メディエータ
（ABTS）添加時の変色度合（≒酵素濃度）の差異と対応
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する傾向であった。 

なお、櫻井らの酵素条件に関する基礎研究 15)では、白
色腐朽菌はグルコースなどの栄養源の添加直後から分解
酵素を放出して５日間程度で最大値に達し、同時にグルコ
ースもほぼ消費され、以降は自己消費や分解によって酵素
濃度が減少していく状況が報告されている。このことから
も、新たな栄養源の供給がない状況下での長期間の分解は
あまり効果が望めないものと推察され、バイオリアクタに
生きた菌を使用する場合は、定期的な栄養源の添加などで
菌の活性を高く保つ工夫が必要と考えられる。 

 

(2)汚染土壌の液相分解 
液相分解処理システム（回転型バイオリアクター）の実

用化に向けた検討として、土壌試料の液相分解試験を実施
した。 

ふくひら２号で、底質試料、水田農薬系汚染土壌試料に
ついて 28日間の液相分解を行ったが、どちらも明確な分
解効果は認められなかった。 

底質・土壌試料にはフミン酸などの有機腐敗物や金属元
素、雑菌類が存在しており、これらが酵素反応を妨害する
可能性も考えられたため、土壌試料の洗浄処理による液相
分解を検討した。土壌洗浄は、10ｇの試料に対し、蒸留
水１Lでの水洗・風乾処理、同じく水洗処理後のエタノー
ルすすぎ（200ｍL）・風乾処理、エタノール 300ｍLでの
洗浄・風乾処理を行った。底質 3.0gを 28日間液相分解し
た結果、水洗試料は誤差範囲内で明確な効果が認められな
かったものの、エタノールを使用した 2試料では、OCDD
など各異性体について４割前後の低減化が認められた（図
１）。後述の低極性溶媒（アセトン・トルエン）を用いた
超音波土壌洗浄試験の結果からも、土壌粒子からエタノー
ルへの移行率は十分低いと考えられるが、現在、ろ液成分
についても確認の分析を行っている。 
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図１ 底質洗浄後の液相分解試験（OCDD 濃度） 
 
(3)汚染土壌の固相分解 
木材チップ培養をベースとした固相分解を検討した。当

試験では菌の成長や酵素の分泌のため、３日毎に計 2mL

の、純水やグルコース水溶液、ABTS 水溶液を添加した。
60日間の分解の結果、9000pg前後のコントロール試料に
対し、低減化率は概ね 10～20％程度、最大でも 23％と、
分析誤差範囲内であった。 

３日毎の撹拌の際には菌糸が成長しており、ABTSの添
加の都度、濃い緑色を呈していたことを考慮すると、分解
酵素（Lac）自体は分泌されている可能性が高く、土壌粒
子に吸着したダイオキシン類と菌体・酵素の接触が十分で
ない可能性もある。 

 

(4)培地条件・分解メカニズムに関する検討 
分解効率の向上を目的に、３種類の Lac メディエータ

（ヒドロキシベンゾトリアゾール、ビオルル酸、ABTS）
を用いて分解試験を実施した。 

今回のメディエータ実験系における傾向としては、メデ
ィエータ非添加系の低減化率が 89～93％（n=3）と最も
良好であり、３種類のメディエータ添加系は非添加系より
１～３割ほど劣る結果となった。また、ふくひら１号と２
号で比較試験を行ったが、ふくひら１号に比べふくひら２
号の方が ABTS 添加系・無添加系とも低減化率は高くな
った。また、ふくひら１号・２号とも ABTS 添加系の方
が無添加系より２～３割程度劣る結果となった。 

培地成分による違いとして、PDB（ポテトデキストロ
ースブロス）に窒素成分（ポリペプトン）を添加した系で
は、菌は PDB培地と同程度成長したが分解効果は全く認
められなかった。服部ら 16)の P.chrysosporium を用いた
培養試験では、菌の生育とともに菌からメディエータ成分
（ベラトリアルアルコール）が分泌されること、さらに、
窒素添加培地の場合、菌は同様に成長する一方で LiP や
メディエータが全く生産されないことが確認されており、
本研究も同様の傾向ではないかと考えられる。菌体からも
天然型メディエータ 17)が分泌される状況を踏まえると、
今回のメディエータ実験系は供給過剰であった可能性が
考えられる。 

また、分解メカニズムに関する検証として、菌体内の代
謝酵素であるシトクローム P-450 の阻害物質（インヒビ
タ）の添加試験を行った 18-19)。分解開始時にシトクロー
ム P-450 阻害剤（ピペロニルブトキシド）を終端濃度で
0.01～10mM となるよう添加したところ、コントロール
試料に比べ 1mMで分解効率が３割程度低下し、10mMで
は分解がほぼ阻害されることが確認できた（図２）。仮に、
分解プロセスが菌体外酵素だけでなくシトクローム
P-450などの菌体内酵素も関与している場合、分解反応は
ダイオキシン類と菌体が接触する形で進行している可能
性が高い。汚染土壌からダイオキシン類を剥離して菌体に
吸着させるプロセスが分解の律速になっている場合には、
人為的に剥離・吸着させる手法を検討する必要がある。 
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図２ シトクローム P-450 インヒビタ添加試験 
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(5)土壌の溶媒抽出処理に関する検討 
土壌洗浄法の基礎試験として、常温条件下での有機溶媒

によるダイオキシン抽出法について検討した。 

底質 2.0g と溶媒 25ｍL（アセトン、トルエン）を遠心
分離管に入れ、300min

-1で 10分間振盪した後、超音波槽
で 10分間の抽出を行い、3000rpmで遠心分離して溶媒を
回収した。一連の抽出操作を３サイクル行い、溶媒による
違いや（アセトン３回、アセトン１回・トルエン２回）、
超音波照射の有無による差を検証した。試料中の濃度が高
い OCDDについて、残渣試料の分析結果を図３に示す。
各異性体について概ね３～４割が抽出できたが、アセト
ン・トルエンによる違いや超音波照射の有無による抽出差
は認められなかった。 
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図３ 土壌の溶媒抽出試験 
（残渣試料の OCDD 濃度） 

 
３．２ 福井大学所有の変異株による分解結果 

これまでの基礎試験 12-14)で比較的良好な結果が得られ
た変異株と、培養液から精製した粗酵素液を使用した。 

 
(1)試作型酵素製剤による固相分解 
 汚染土壌への散布形式による環境浄化を目的として、粗
酵素液による分解試験を実施した。 

 高濃度ばいじん試料を対象としたプレハブ倉庫での混
合試験では、夏季の半屋外・高温条件下という状況もあり、
28 日経過後の試料は腐臭が強く、分解効果は認められな
かった。このため実験室内で最適温度条件とH2O2添加・
撹拌を管理した形にて再試験を行ったが、同様に分解効果
は認められなかった。ばいじん試料には凝集沈殿に用いる
硫酸バンドや、金属成分が多く含まれていることから、こ
れらの成分が酵素反応を妨害している可能性も考えられ
る。 

 

(2)汚染土壌の液相分解 
液相分解処理システム（回転型バイオリアクタ）の実用

化に向けた検討として、土壌試料の液相分解試験を実施し
た。 

変異株６種を用いて、底質試料、水田農薬系汚染土壌試
料について 28日間の液相分解を行ったが、どちらも明確
な分解効果は認められなかった。 

土壌中の妨害成分の可能性を考慮し、汚染土壌をソック
スレー抽出したトルエン抽出液を濃縮してアセトンに転
溶し、培養液 100ｍLに対し汚染土壌抽出液を 1ｍL添加
して液相分解を行った結果、コントロール試料に比べ４種
類の変異株で３～７割弱の低減化が確認できた。 

 
４．まとめ 

 

ダイオキシン類分解処理システムの実証化に向けて、こ
れまでの基礎試験で比較的良好な結果が得られた食用キ
ノコ株・変異株を対象に、ダイオキシン汚染土壌の液相分
解試験、精製酵素液による散布方式の分解試験を実施した。
併せて、分解メカニズムに関する検証と土壌の溶媒抽出処
理に関する検討を行った。 

 

・汚染土壌や高濃度ばいじん試料の直接処理（液相分解、
固相分解、精製酵素液との混合処理）では、明確な分解
効果が得られなかった。 

・汚染土壌のトルエン抽出液をアセトン転溶し、変異株（４
種類）で液相分解した結果、３～７割弱の低減化が確認
できた。 

・ふくひら２号の液相分解で、シトクローム P-450 阻害
剤（ピペロニルブトキシド）を終端濃度で 0.01～10mM

となるよう添加したところ、コントロール試料に比べ
1mMで分解効率が３割程度低下し、10mMでは分解が
ほぼ阻害された。 

・土壌の溶媒抽出試験としてアセトン、トルエンによる３
回の振盪・超音波抽出を行った結果、抽出量は３～４割
程度で、溶媒の違いや超音波照射の有無による抽出効率
の差は認められなかった。 

 

今後はバイオリアクターの試作に向けて、土壌前処理や
土壌抽出条件の改善を行うとともに、酵素製剤についても
検証する予定である。 

 

なお、本研究は文部科学省「特別電源所在県科学技術振
興事業費補助金」により、「化学物質対策調査研究事業（平
成 23～25年度）」として実施した。 
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