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白色腐朽菌を用いたダイオキシン類低減化に関する研究 
－実証化に向けた検討－（第２報） 
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Degradation of Dioxins by White Rot Fungi  

－Test Toward The Practical Application－ （2） 

 

Takashi MIKI，Masanori YOSHIKAWA 

 

ダイオキシン類分解処理システムの実証化に向けて、フラスコ内での基礎試験、バイオリア
クターの設計検討、分解効率の改善、分解メカニズムの検討およびリアクター試験などを行っ
た。実証化に近い条件として、ダイオキシン類以外の汚染物も含む実際の汚染土壌抽出液に対
して、変異菌のフラスコ試験で 4～7割、ふくひら 2号のリアクター試験で 6割程度の分解効
率を確認した。また、リアクター試験では染料など高濃度の多環芳香族化合物に対する分解処
理能力も確認できた。リアクター槽の材質など分解条件に改善の余地が認められたが、難分解
性有機物等に対する分解処理技術としての応用は十分可能であると考えられる。 

 

 

１．はじめに 
 

キノコに代表される白色腐朽菌 1,2)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 3－17)。 

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
18－21)。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
22－26)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 27－30)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。ダイオキシン分解に使用で
きれば、収穫後の廃棄物（廃菌床）の有効活用に繋がるメ
リットがある。同時期に提供を受けた「マイタケ」、「エノ
キタケ」については酵素分泌量や RBBR 退色試験の反応
が薄く、分解用途には不向きと考えられた。酵素測定の結
果、県内産キノコの分解酵素は Lacが主体的であった。 

② 福井大学所有の変異株 

  変異株は、若狭湾エネルギー研究センターのイオンビー
ム照射装置を利用して野生株（L-25 株）を品種改良した
ものである。分解酵素はMnPが主体的で、酵素量は野生
株の約 1.5倍である。 

 

２．２ 分解試験 
ダイオキシン類の分解は、既報 27－30)の条件下で、菌培

養液の振盪培養による「液相分解」、土壌粒子等への直接
培養（もしくは試作型粗酵素液の散布）による「固相分解」
の形で行った。液相分解については、三角フラスコでの
100mL培養と、卓上型培養装置での 1.5L培養を検証した。 

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、コントロール試料と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。 

 ダイオキシン類（DXNs）標準物質として、2,3,4,6,7,8- 

HxCDF（TEF=0.1）、OCDD/OCDF（TEF=0.0003）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、OCDD/OCDFは PCP農薬に特徴的
なダイオキシン類である。 

また、処理システムの大型化のための検証として、市販
の卓上型培養装置を購入し、高濃度の染料分解試験と汚染
土壌抽出液の直接分解試験を行った。 

(1) フラスコ分解 
 500mLの培養用三角フラスコ内に 24g/Lの PDB（ポテ
トデキストロースブロス）培養液 100mLをオートクレー
ブ処理（121℃）し、シャーレ培養した菌を添加して
150rpmで振盪培養した。2週間程度の培養によって多数
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の粒子状の菌体が成長した後、分解対象物の汚染抽出液や
標準物質をアセトン 1～2mLに溶解させて添加し、28 日
間の振盪培養を行った。 

(2) リアクタ分解（卓上型培養装置） 
 卓上型培養装置（丸菱バイオエンジ製 MDL300 型
D-3L）をダイオキシン類分解試験に使用した。PDB培養
液濃度 24g/L、液量 1.5L、撹拌速度 150rpm である。培
養液のオートクレーブ後、予めフラスコ培養した菌培養液
200mLを添加して 1～2日撹拌し、さらに分解対象となる
汚染土壌抽出液や染料溶液を添加した。試料溶液の培養液
中への均一な分散のため、溶媒は全てアセトン系に転溶し
た。また、培養液を好気的条件とするため、液面に均一な
発泡が生ずる程度の通気量を確保した。 

 
２．３ 試料のダイオキシン類分析 

液相分解試料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 1g（リ
アクター分解は 1.5g）添加して撹拌し、１時間静置した
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
カゲルカラム処理後、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、20～40μLまで最終濃縮した。
GC/HRMS測定では SP-2331、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。 

 

３．結果と考察 
 
３．１ 県内産キノコによる分解 
３．１．１ 液体試料（ＤＸＮｓ標準物質）／液相分解 

ふくひら 2 号を用いて、フラスコ内で DXNs 標準物質
の液相分解試験を行った。詳細は既報 27－30)のとおりであ
る。 

2,3,4,6,7,8-HxCDF 10,000pg について、低減化率の経
時変化は、1日間（n=2）で 36％、3日間で 55％、7日間
で 81％、28日間で 87％であった（図 1）。 

また、同様の分解条件で、OCDD/OCDF 10,000pgを検
証した結果、28日間で 93%の分解効果が認められた。 
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図 1 2,3,4,6,7,8-HxCDF 液相分解（経時変化） 

 
３．１．２ 固形試料（汚染土壌）／液相分解 
回転型バイオリアクターの実用化に向けた検討として、

フラスコ内で土壌試料の液相分解試験を行った。詳細は既

報 27－30)のとおりである。 

ふくひら 2号で、底質試料 3g、高濃度汚染土壌 2gにつ
いて 28日間の液相分解を行ったが、いずれも明確な分解
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、土壌試料に簡易洗浄を行い、そ
の後同様の液相分解を行った。 

水・エタノールを用いた常温条件の 1回のすすぎ操作で、
底質 3gを簡易洗浄し、28日間液相分解を行った。その結
果、水洗試料の低減化率は 3割未満で目立った効果が認め
られなかったが、水洗浄‐エタノール洗浄系とエタノール
洗浄系の 2試料では、各異性体について 35％、45％の低
減化が認められた。酵素の阻害成分が除去された可能性や、
アルコール洗浄によって易溶性の夾雑物・有機物成分が減
少したことで、分解対象となる有機物の全体量が減少し、
相対的にダイオキシン類との反応効率が改善された可能
性が考えられる。 

なお、土壌の簡易洗浄分解試験とは別に、常温常圧条件
下における汚染土壌中ダイオキシン類の簡易抽出法とし
て、アセトン、トルエンによる超音波抽出を行った。しか
し、3サイクルの超音波抽出－遠心分離回収後も、いずれ
の系でも 6 割以上のダイオキシン類が土壌中に残留して
おり、常温条件下における全量回収は困難であることが確
認された。 

３．１．３ 固形試料／固相分解 
（ＤＸＮｓ標準物質‐木材チップ、模擬汚染土壌） 

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、
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い。分解後
は木材チップが白く干乾びて、針状に痩せ細った状態であ
った。木材チップ自体が多量の有機物であるため、ダイオ
キシン類に対するラジカル分解効果が相対的に減少した
可能性や、土壌粒子表面のダイオキシン類に対して菌体や
酵素の接触が不十分であった可能性が考えられる。 

 

３．２ 福井大学所有の変異株による分解 
分解試験においては、品種改良操作で得られた多数の候

補から、その都度性能の良さそうな 4～5品種を選定して
分解試験に使用した。 

また、酵素製剤の実用化を目標に、無菌大量培養液から
粗酵素精製液を作製し、模擬汚染土壌への散布・撹拌処理
による分解試験を検証した。 

３．２．１ 液体試料（ＤＸＮｓ標準物質）／液相分解 
 4種類の変異株で DXN標準試料(OCDD,OCDF)の液相
分解を行った結果、OCDD で 51～82％、OCDF で 40～
83％の低減化が確認できた。詳細は既報 27－30)のとおりで
ある。 

３．２．２ 固形試料（汚染土壌）／液相分解 
回転型バイオリアクターの実用化に向けた検討として、

土壌試料の直接処理（液相分解）試験を実施した。 

変異株 6 種を用いて、底質試料 4g、水田農薬系汚染土
壌 2gをフラスコ内で、28日間の液相分解を行った。いず
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れのケースも低減化率は 3割未満であり、良好な結果は得
られなかった。菌体の生育状況に特段異常は認められず、
土壌中の金属類・フミン酸等による酵素阻害影響の可能性
も考えられた。 

３．２．３ 液体試料（汚染土壌抽出液）／液相分解 
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 に水田農薬系汚染土壌抽出液 1mL

を添加して液相分解を行った。28 日間の分解の結果、変
異株 4種で 35～66％の低減化が確認できた。 

 また、高濃度汚染土壌抽出液（320pg-TEQ/mL）につ
いて分解試験を行った結果、変異株 4種で 41～69％の低
減化が確認できた（図 2）。実際の汚染土壌にはダイオキ
シン類以外の夾雑物（PAHs など）も多く含まれており、
実用化に近い条件でも分解が進行することが確認できた。 
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図 2 高濃度汚染土壌抽出液／液相分解 
（福井大学 変異株） 

 
 
３．２．４ 固形試料（汚染土壌）／試作型粗酵素液 
 汚染土壌への酵素散布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。 

 高濃度ばいじんを含む模擬汚染土壌試料を対象に、プレ
ハブ倉庫の一角でH2O2添加・撹拌処理を行った。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・撹拌頻
度を管理しながら再試験を行ったが、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用の硫酸バン
ドや金属成分が多く含まれているため、これらの成分が酵
素反応を妨害している可能性がある。 

 

３．３ 分解メカニズムに関する検討 
３．３．１ 分解効率の改善に関する検討 

分解効率の向上を目的に、ふくひら 2号で 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。 

Lac メディエータ添加試験（1mM）の結果、低減化率
はメディエータ無添加系が 89～93％（n=3）と最も良好
であり、メディエータ添加系はいずれも無添加系より１～
3割程度劣る結果となった（図 3）。 

なお、ふくひら 1 号と 2 号の比較では、低減化率はふ
くひら 2号のほうが 1～2割程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）と一致する傾向であった。また、ふくひら 1

号・2号の両者で、前述の試験同様、ABTS添加系の方が
非添加系より 3割前後劣る結果となった（図 4）。 

また、培地成分について、PDB に窒素成分（ポリペプ
トン）を添加した系では、菌体は PDB培地と同程度成長
するものの、分解効果は全く認められなかった。服部らの
P.chrysosporiumを用いた培養試験では、菌の生育ととも
に菌から天然型のメディエータ成分（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 31)、ふくひら 2 号も同
様の傾向ではないかと考えられる。生育中の菌体からもメ
ディエータ 32)が分泌されることから、今回のメディエー
タ添加試験は過剰供給であったものと考えられる。 
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図 3 Lac メディエータ添加分解試験（ふくひら 2号）
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図 4 ABTS 添加分解試験（ふくひら 1号、2号） 

 
 
 
３．３．２ 菌体内代謝酵素に関する検討 

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 33,34)。分解開始時にシトクローム P-450
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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 5）。また、イ
ンヒビタ濃度が高い系ほど、菌体の成長が鈍く、液面の発
泡もほぼ消失している状態であった。ダイオキシン類が菌
体吸着している場合は、シトクローム P-450 も分解に寄
与する可能性が考えられる 2,9,10,13)。 
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図 5 シトクローム P-450 インヒビタ添加試験 
 

 

３．４ 基礎試験総括 
３．４．１ 各種試験系と培地条件に関する検討 
 液体試料／液相分解の系で良好な分解効果が認められ
たが、他の系では目立った分解効果は得られなかった（図
6、7）。また、ふくひら 2号の培地条件は、低窒素培地を
用いることが必須条件で、ポリペプトン等の窒素成分を含
む培地では分解が進行しないことが確認された。白色腐朽
菌の菌体外酵素としては、過酸化水素存在下で基質を一電
子酸化する LiPとMnP、同様に分子状酸素を電子受容体
とする Lac が知られている。分解機構は、酵素の酸化還
元反応を起点に有機物ラジカルを生成して難分解性有機
物の開裂反応を行うものであり、分解対象物の基質特異性
はないと考えられる。なお、MnP の反応機構は図 8 のと
おりである。 

また、ダイオキシン類の分解は、シトクローム酵素阻害
剤によっても妨害される傾向が確認された。菌体表面への
ダイオキシン類の吸着・取り込みを経ることで、菌体内酵
素も分解に寄与している可能性が考えられる。 

 

 

白色腐朽菌
固相分解 液相分解

土壌粒子
（固体）
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図 6 各種試験系 結果概要 

   

 

   

 

 

 

 

図 7 各種分解試験の様子 
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図 8  MnP の触媒サイクル 

 

 

３．４．２ ラジカル分解処理の検討（超音波分解試験） 
本研究の分解プロセスは白色腐朽菌によるフリーラジ

カル生成を利用したものだが、高周波の超音波照射によっ
てもラジカル生成が誘起されることが報告されている 35)。
機械的に多量のフリーラジカルを生成出来れば同様の分
解をより短時間で行うことが可能と考えられる。また、汚
染試料の下処理に活用できれば、粗処理によって有機物を
減少させ、リアクターの分解処理時間をその分短縮するこ
とが可能となる。超音波照射によるラジカル生成－有機物
分解の文献報告を参考に、福井大学の超音波照射装置を使
用して光触媒／超音波照射試験を行った。（ラジカルの生
成による分解効果と、キャビテーション生成・圧壊による
分解効果が期待できる。） 

土壌／木材チップ 土壌／直接培養 

試作型粗酵素液 分解試験前の菌体 

DXNs土壌／液相分解 

DXNs溶液／液相分解 
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一般的に排気ガス処理などで用いられる光酸化触媒は
粒子径の小さなアナターゼ型 TiO2だが、水の酸化反応は
4 電子反応であるため、結晶性が高いルチル型 TiO2のほ
うが、正孔が表面拡散しやすく、触媒活性が高いことが報
告 36)されている。 

ビーカ内に汚染土壌試料 2g、ルチル型 TiO2 0.1g、もし
くは FeCl3（フェントン反応試薬）0.1gを混合し、照射槽
内で 429kHz の高周波超音波を 2～6h 照射した。ダイオ
キシン類分析の結果、触媒無添加系も含め、いずれも分解
効果は認められなかった。 

分解効果が得られなかった原因は不明だが、森田らの
200kHz超音波照射試験においても、溶存ダイオキシン類
に対しては分解が緩やかに進行するが、焼却飛灰中のダイ
オキシン類に対しては分解が進行しないことが報告され
ている 37)。可能性の一つとしては、文献のように水溶液
系への直接照射ではないため、ビーカや土壌粒子などの重
量物によって超音波波長が減衰した可能性が考えられる。
しかしながら実用化の際には多量の汚染土壌を処理する
ため、少量の重量物で影響を受けるようであれば、実用化
への適用は困難といえる。 
 

３．５ バイオリアクターの設計検討 
３．５．１ リアクター設計 

これまでの基礎試験の傾向を踏まえ、固形試料・液体試
料の両方を液相分解可能なシステムとして、メーカに基本
設計を依頼した。設計条件としては、①培養条件：回転中
に培養液の無菌曝気が可能であること、②撹拌条件：多量
の固形試料撹拌のため、ミキサー車のような横置きドラム
回転型であること、の 2点である。 

 メーカ設計案は角度を任意に調整できる可倒式のドラ
ム回転型で、回転軸の中心部に空気管を通す設計であった
が、実用化に際しては以下の課題が考えられた。 

1つは漏えいの問題であり、設計案では培養液と接する
回転軸シール部に消耗部品のメカニカルシールが採用さ
れている点である。土壌など細かな粒子の多い試料などは
軸封止部の摺動面に傷が付きやすく、高濃度汚染液の漏え
いに至る可能性が高い。 

もう 1つはコスト面の課題である。消耗部品のメカニカ
ルシール自体も安価ではないことと、横置きドラム回転型
の場合、同サイズの縦型容器／スクリュー撹拌型（液体試
料のみ処理可能）の簡易な構造に比べ、製造コストが 3

倍以上となり、イニシャルコスト・ランニングコストの面
でかなり割高となる。 

これまでの基礎試験で良好な結果が得られた系は液体
試料のみであることから、固形試料の処理は対象外とし、
市販の卓上型微生物培養装置を購入して汚染溶液／液相
分解の実証化試験に使用することとした。 

３．５．２ リアクター培養条件の検討 
 卓上型培養装置を使用して培養分解試験を行った。 

分解前の予備培養の際、当初は、シャーレ培養した菌体
を数mm角で20～30枚投入して多数の菌粒子が成長する
まで撹拌培養したが、事前培養に 20日間近く要しており
培養液が古くなってしまうこと、撹拌培養中に一部の菌体
が塊状になり、生育ムラが生じやすいことなどの問題点が
あった。 

このため、培養条件の見直しを行い、事前にフラスコ培
養した菌培養液 200mLを投入することとした。その結果、
分解に最適な成長段階の菌体を大量培養することが可能
となり、培養液も調整後 1～2日の新しい状態で分解試験

を開始することができた。同様の手順で更なる大量培養も
十分可能であると考えられる。 

 

３．６ リアクター染料分解試験 
多量の有機物に対する分解処理能力の確認や有機物の

吸着挙動の評価を目的として、染料分解試験を行った 38)。 

染料など多環芳香族類の多くは親水性が低いため、加工
用途に合わせて分散剤が添加してあるものもあるが、水溶
液系では沈殿物が生ずる製品も多い。培養液系での分解試
験のため個々の製品について水溶性の高い染料を確認し、
アゾ系染料 1種類（赤色系）、アントラキノン系染料 1種
類（青色系）を選定した。 

また、櫻井らの酵素分泌条件に関する研究報告 39,40)で
は、白色腐朽菌はグルコースなど栄養源の添加後 5日間程
度で分解酵素量が最大となり、同時に栄養源もほぼ消費さ
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。このため、新たな栄養源の供給がない状況下での長期
間の分解はあまり分解効果を望めないと思われる。当該培
養装置では自然蒸発に伴う液面低下も起こるため、定期的
に水分・栄養分の追加補給を行うこととした。 

３．６．１ アゾ系染料の分解 
 培養液中（ふくひら 2号）の染料濃度が約 70ppmとな
るよう、アゾ系染料（赤色系）を添加し、14日目、21日
目に培養液を 100mL追加添加した。 

 菌培養液に染料を添加した直後は透視度が 1cm 程度と、
培養液中の菌体が殆ど視認できない状態であったが、20

日間程度の培養により、培養液は僅かに赤みが残った透明
な液へ変化した。回転軸に付着して団子状に成長した菌体
には多少の着色が認められるが、培養液中の粒子状の菌体
や外壁に付着成長した菌体など、総じて無色に近い状態で
あった（図 9）。 

 28日間の分解後、70ppm染料培養液と分解後培養液の
吸光度を比較した結果、染料に起因する吸収波長ピーク強
度（493nm）は 8.3％に減少しており、染料の約 9割が培
養液中から分解・除去されたと考えられる（図 10）。 

今回用いた染料は水溶性の高い製品であるが、菌体の一
部は培養液と比べて若干赤みが強いことから、培養液中で
は染料など多環芳香族類の菌体への吸着や取り込みが起
こっている可能性が高い。汚染土壌抽出液に含まれるダイ
オキシン類は疎水性が極めて高い化学物質であり、菌体へ
の吸着・取り込みは染料以上に起こりやすい状況であると
考えられる。 

分解後の染料のダイオキシン類濃度を測定した結果、
Total-TEQ の減少は 2 割程度だが、当該試料にはほとん
ど含まれない異性体が高濃度で検出され、過去のHxCDF

分解試験、高濃度汚染土壌抽出液分解試験の異性体パター
ンの特徴と一致する結果となった。Total-TEQに関しては
約半分が明らかなコンタミ影響だが、コンタミ影響をあま
り受けていない異性体 3 種はいずれも 7 割以上減少して
おり、染料同様に良好な分解効果が示唆された。 

３．６．２ アントラキノン系染料の分解 
 前述の分解試験と同様、培養液中（ふくひら 2号）の染
料濃度が約 100ppm となるよう、アントラキノン系染料
（青色系）を添加し、14日目、21日目に培養液を 100mL

追加添加した。 

 染料投入直後は透視度が 1cm 程度と、培養液中の菌体
が殆ど視認できない状態であったが、20 日間程度の培養
によって、培養液は透明な茶褐色気味の液へと変化した
（図 11）。 
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図 9 アゾ系染料分解試験（Red 70ppm） 
 

 

 

   

 

   

 

 

図 11 アントラキノン系染料分解試験 
（Blue 100ppm） 

 

 

  

 

 

図 12 アントラキノン系染料分解試験の 
吸収スペクトル 

（上：Blue 100ppm 培養液、下：28 日分解後） 
 

  

 

 

図 10 アゾ系染料分解試験の吸収スペクトル 
（上：Red 70ppm 培養液、下：28 日分解後） 

添加前 0日目 

15日目 28日目 

PDB培養液、Red70ppm、分解液(28日)

添加前 0日目 

13日目 28日目 

PDB培養液、Blue100ppm、分解液(28日)
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28 日間の分解後、100ppm 染料培養液と分解後培養液
の吸光度を比較した結果、染料の吸収波長（572nm）は
ピーク強度が 6.6％まで減少しており、染料の約 9割が培
養液中から分解・除去されたものと考えられる（図 12）。 
また、分解後は槽内全ての菌体が淡い紫色を呈しており、

完全脱色の一歩手前のような印象であった。アゾ系試験と
比べ菌体への着色度合いが大きいように見受けられるが、
この要因としては、初期濃度が 100ppm と高いことや、
青色が菌培養液の対照色で目立ちやすいためと思われる。 
 

なお、今回の染料分解試験では、界面活性剤入りの染料
の添加の際、加熱殺菌処理（121℃）に伴う熱変性を避け
るため、殺菌のため染料水溶液の調製時にエタノール水
（30％）を用い、アセトンもやや過剰気味に使用した。 

このためか、通常は 1～2日経過後から培養液界面近傍
で菌が付着成長するがその兆候が認められず、3～4 日経
過後から培養液の揮発臭が消えて菌生育時の特有の臭い
が感じられるようになった。したがって、今回の 28日間
の分解期間のうち、最初の数日間は生育ロスが発生してい
た可能性がある。 

また、培養液の追加添加から数日間は白色腐朽菌特有の
臭いが強くなることから、菌が活発な成長状態にあると思
われる。今回の培養液濃度条件は簡易的なものであり、培
養液初期濃度と追加添加の頻度や添加量を改良すること
で、菌の成長を促し酵素生産性をより高い状態で維持でき
るものと思われる。 

 
３．７ ダイオキシン類標準物質の分解 
卓上型培養装置により、2,3,4,6,7,8-HxCDF 10,000pg

の分解試験を行った。分解期間は、基礎試験の結果を基に
7日間とした。 

コントロール試料として、加熱殺菌済の菌体による 7

日間の添加回収試験を行ったが、ダイオキシン類の回収率
が非常に悪く、平均 3,100pg （n=3、2,500～3,800 pg）
であった。従来のフラスコ試験では系内がガラス壁と菌
体・培養液だけであり、親油性のダイオキシン類は大部分
が菌体に吸着しているものと考えられるが、今回の培養装
置はガラスと金属の間に樹脂製のパッキンが使用されて
おり、菌体よりパッキン側へ優先的に吸着している可能性
が高い。実験後には超音波洗浄、実験開始前には槽内の有
機溶媒洗浄を入念に行っており、吸着ロスの多くはこれら
の過程で洗い流されているか、一部はパッキンに強固に吸
着しているものと推定される。 

同一の分析条件で、生育中の菌体による分解試験を行っ
た結果、回収量は 440pg（n=1）であった。添加回収試験
（コントロール系）との比較は 86％の低減化であり、フ
ラスコ試験とほぼ同程度の結果が確認された（図 13）。 

槽内や撹拌構造物のアセトン脱脂綿拭き取り操作だけ
では十分な回収率が得られなかったため、通常の拭き取り
回収後にアセトン 1.8L を入れ、1 時間超音波洗浄して全
量を濃縮して固形物抽出液と合わせ、分析試料とした。そ
の結果、回収率は 6割程度まで改善されたことから、以降
の分析はこの方法で行うこととした。 
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図 13 2,3,4,6,7,8-HxCDF リアクター分解試験 
 
 
３．８ 汚染土壌抽出液の分解 
卓上型培養装置により、高濃度汚染土壌抽出液の分解試

験を行った。標準物質と異なり、ダイオキシン以外の夾雑
物・有機ハロゲン化合物も多く含まれていると考えられる
ことから、分解期間は 14日間とした。 

培養槽に 270pg-TEQ/mL の汚染土壌抽出液を 1mL 添
加して分解試験を行った結果、添加回収試験の平均値が
154pg-TEQ（n=3）、分解試験の平均値が 58pg-TEQ（n=2）
であり、低減化率は 62％となった（図 14）。 

汚染土壌にはダイオキシン類以外の夾雑物（PAHs な
ど）も多く含まれており、実用化に近い条件で分解効果が
確認された。 
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図 14 汚染土壌抽出液 リアクター分解試験 
 
 

 
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、フ
ラスコ内での基礎試験、バイオリアクターの設計検討、分
解効率の改善、分解メカニズムの検討およびリアクター試
験（卓上型培養装置分解試験）などを行った。 

 
４．１ 基礎試験（フラスコ分解 他） 
・液体試料／液相分解の系で、良好な分解効果が確認でき
た。ふくひら 2号を用いた HxCDF分解試験では、7日
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間で約 8 割、28 日間で約 9 割の分解が認められた。ま
た、ふくひら 2号、変異株の OCDD/OCDF分解試験で
も、28 日間で最大で約 8～9 割の低減化が確認できた。
ふくひら 2号に関しては低窒素培地が必須条件である。 

・変異株（4種類）を用いた汚染土壌抽出液／液相分解試
験では、28日間で約 4～7割の低減化が確認できた。 

・固形試料／液相分解、固形試料／固相分解に関して様々
な系を試したが、固形試料を対象とした系では良好な分
解効果は得られなかった。また、試作型粗酵素液をばい
じん系模擬汚染土壌に撹拌する形で検証したが、この系
も良好な結果は得られなかった。 

 

４．２ 分解機構の検証 
・分解効率の向上を目的に、ふくひら 2号で 3種類の Lac

メディエータを用いた分解試験を実施した。メディエー
タ添加系は無添加系より 1～3 割程度劣る結果となった。
また、ふくひら 1号と 2号の比較では、低減化率はふく
ひら２号の方が 1～2 割程優位な結果が得られており、
ABTS添加時の変色度合（≒Lac濃度）と一致する傾向
であった。生育中の菌体からは天然型のメディエータが
分泌されるため、今回の添加試験は過剰供給であったも
のと考えられる。 

・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、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。ダイオキ
シン類の分解は、シトクローム酵素阻害剤によっても妨
害される傾向が確認された。 

 

４．３ 実証化試験（卓上型培養装置） 
・事前に液相培養した菌培養液を用いることで、分解に適
した成長段階の菌体を大量培養することができた。更な
る大容量化も十分可能と考えられる。 

・ふくひら 2号の染料分解試験により、高濃度の有機物に
対する分解処理能力を確認した。また、着色状況から染
料（多環芳香族）の菌体への吸着・取り込みが起こって
いることを確認した。ダイオキシン類は Kowが約 6～8

と疎水性が非常に高い物質であり、分解過程は染料と同
様に、菌体への吸着・取り込みを経て進行しているもの
と考えられる。 

・ふくひら 2号の分解試験で、標準物質（HxCDF）につ
いて 86％、実際の汚染土壌の抽出液について 62％の低
減化を確認した。フラスコ試験の分析結果と異なりコン
トロール試料の回収率が非常に悪いが、主な原因は、ダ
イオキシン類が樹脂製のパッキンへ優先的に吸着し、回
収ロスが発生したものと推察される。槽内のアセトン超
音波洗浄（1.8L、1h）による回収操作を追加したことで、
回収率は 3～4割から 6割程度へと改善された。 

・ダイオキシン類の一部がパッキンに吸着していると仮定
すると、これらは分解試験終了後のアセトン超音波洗浄
までパッキンに保持されている可能性が高い。言い換え
れば、パッキンに吸着したダイオキシン類は分解試験に
おいて固形試料と同様の条件下にあり、分解が進行しに
くいものと考えられる。したがって、今回のリアクター
分解試験に関して、培養槽をパッキン不使用の構造に変
更することで、ダイオキシン類が培養液中で効率的に菌
体に吸着することとなり、分解効率もある程度改善され
ることが期待される。 

 

４．４ 総括 
・液体試料のダイオキシン類に対しては総じて良好な分解
結果が得られたが、固形試料のダイオキシン類について
は、良好な分解効果は得られなかった。 

・液体試料で良好な結果が得られた要因としては、染料の
分解試験の挙動からも、菌体へ多環芳香族類の吸着・取
り込みが起こっている可能性が高い。ダイオキシン類が
菌体表面に吸着している場合、バルク溶液と比べて分解
酵素との接触が増えるものと考えられる。また菌体吸着
の場合は、菌体内代謝酵素（シトクローム P-450）も分
解に寄与する可能性が考えられる。 

・酸化還元型 3酵素によるラジカル反応は、ダイオキシン
類に対する基質特異性がある訳ではなく、有機物を無作
為に分解する。固形試料のダイオキシン類について目立
った分解効果が得られなかった要因は、培地成分や木材
チップなど多量の有機物が存在する環境下によって、ダ
イオキシン類に対するラジカル分解効果が相対的に減
少したためではないかと考えられる。 

・実証化に近い条件として、ダイオキシン類以外の汚染物
質も含む実際の汚染土壌抽出液に対して、変異菌のフラ
スコ試験で 4～7 割、ふくひら 2 号のリアクター試験で
6割程度の分解効率を確認した。 

・白色腐朽菌が難分解性物質以外にも高濃度の有機物に対
して分解処理能力を有することが確認できた。リアクタ
ーの材質や対象物質の試料形態を考慮することによっ
て、有効な分解処理技術としての応用は十分可能である
と考えられる。 
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