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１．背景と目的 

 近年、土壌・地下水汚染の中で、低濃度・広範囲の汚染に対する

有効な浄化手法として「Monitored Natural Attenuation (科学的自然減

衰、MNA)」が注目されている。いくつかの自然減衰メカニズムの

中で、微生物分解が主要なものとされているが、地下地盤環境に生

息する微生物群の特性は殆ど明らかにされていない。そこで本研究

では、実際の油汚染サイトを対象とし、地下水のサンプリングを行

い、キノンプロファイル法を用いて汚染・非汚染地下水中の微生物

量、微生物群集構造の変化を捉えることを目的とした。 

２．サイトの概要と地下水中微生物群の分析法 

(1)サイトの概要 

汚染サイトは、ガソリンスタンドの埋設タンクから漏洩したガソ

リンが地下水域に拡散したため、約 10 年にわたって揚水曝気処理が

実施された後、揚水曝気装置を停止して MNA に移行したものであ

る。Fig.1 における 12 ヶ所の井戸が観測井として選抜され、No.14, 16, 

17, 29 は現在も汚染が確認される井戸であり、No.21, 31, 92, 116 は汚

染履歴があるが現在は汚染のない井戸であり、No.7, 24, 35 が汚染履

歴もない井戸である。 

(2)地下水のサンプリング 

地下水試料は、揚水曝気装置停止後、約１年 2 ヵ月たってからサ

ンプリングを開始した。サンプリングは 3 ヶ月に 1 度の頻度で行っ

た（3 月、6 月、9 月、12 月）。No.7, 14, 29 の井戸から 20L ずつ、その他の井戸からは 10L ずつ採取した。 
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Fig.1 汚染サイトの概要 
No.14,16,17,29 : 現在も汚染

No.21,31,60,92,116 : 汚染履歴あり

No.7,24,35 : 汚染履歴なし

No.14,16,17,29 : 現在も汚染

No.21,31,60,92,116 : 汚染履歴あり

No.7,24,35 : 汚染履歴なし

(3)キノンプロファイル法 

準備として、サンプリングした地下水を吸引濾過し、地下水中の微生物を 0.2μmメンブレンフィルターに回

収した。このフィルターごとキノン抽出に用いた。呼吸鎖に含まれるメナキノン（Mk-n）、ユビキノン（Q-n）

をクロロホルム：メタノール（2：1）で抽出し、減圧エバポレーターで濃縮後、ｎ-hexaneに転溶し、セップ

パックプラスシリカカラムでクリーンアップし、N2乾固させ、-35℃で冷凍保存した。その後、アセトン 210μL

に溶かしてHPLCで分析した。得られたクロマトグラムのピークの持つスペクトルから、呼吸鎖キノンと不純

物を区別し定量した。1)

３．実験結果と考察 
(1)各観測井におけるキノン量 

Fig.2 に、2004 年 6 月、9 月、12 月に測定した 1m3中のキノン量の 3 回分の合計を観測井ごとに示す。汚

染地下水（No.14, 16, 17, 29）では、検出キノン量が非汚染地下水に比べ多いことがわかった。キノン量と微生

物量には正の相関があるため、汚染地下水では油の分解によって微生物が増殖していると考えられた。 
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(2)各観測井におけるキノン組成 

 地下水中のキノン分析結果の一例としてNo.29とNo.35の

キノン組成を示す（Fig.3）。汚染地下水中には Q-8, Q-10, Mk-8

のキノン種が優占的に存在することが多かった。Q-8, Mk-8

は、主にβ-サブクラスプロテオバクテリアに由来し、また

Q-10 はα-サブクラスプロテオバクテリアに由来するものと

推定される。過去、この地下水には、トルエン分解能を持つ

Azoarcus 属（Q-8 のキノン種を持つ）の存在が報告されてい

る。これらのことから、上記のキノン種 Q-8, Q-10, Mk-8 を

持つ微生物群が油の分解に関与していると考えられた。また、

汚染地下水には Mk-7 も検出されたことから、δ,ε-サブクラ

スプロテオバクテリア等の嫌気性微生物の関与の可能性も推

測された。一方、非汚染域の地下水中では、呼吸鎖キノンは

殆どが検出限界以下であったが、No.35 地下水のように検出

できた場合は、Q-8 と Q-10 のキノン種が検出された。この結

果から、元々このサイトの地下水中に Q-8 や Q-10 のキノン種

を持つ微生物群が優占種として存在しており、これらの微生

物群が油の分解に関与し増殖するのではないかと推測された。 

Fig.2 各観測井のキノン量

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

14 29 17 16 35 60 21 31 7 24 92 116

μ
m

ol
/m

3 汚染地下水

非汚染地下水

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

14 29 17 16 35 60 21 31 7 24 92 116

μ
m

ol
/m

3 汚染地下水

非汚染地下水

Fig.3 キノン組成 
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(3)キノン量の変化 

  Fig.4 にNo.29 とNo.35 の地下水 1m3中のキノン量変化を示

す。No.29 の地下水中のキノン量は、9 月から 12 月にかけて

増加し、12 月から 6 月にかけて徐々に減少していることが確

認された。年間を通してこの季節変動を繰り返していること

が推測された。過去に発表されている地下水中の油濃度2)にも

増減がみられた。地下水中には他に炭素源がないことを考え

ると、キノン量の増加は油分解によるものと考えられる。キ

ノン量の増減から油濃度の増減を予測することが期待される。 
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Fig.4 キノン量変化 
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４．結論 

1)汚染地下水中では、非汚染地下水に比べ、キノン濃度も種類 

 数も高かった。 

2)サイトの地下水中には、Q-8, Q-10, Mk-8 のキノン種を持つ微生 

物群が優占種として存在していることが明らかとなった。汚 

染地下水中からはこれらのキノン種の量が多く検出された。 

3)汚染地下水中のキノン量と種類数は、季節変動をしているこ 

とが明らかになった。 
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