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（要旨）長野市北部を流れる裾花川の川底の石油湧出地点から採取した砂より ,石油を分解するバ

クテリアを単離することに成功した . その球菌は唯一の炭素源として A 重油を用いた培地で培養

が可能であった . 16S rDNA による系統解析 , 形態観察 , 細菌学的特性試験から , そのバクテリアは  

Acinetobacter beijerinckii  の近縁種であることが明らかになった . また , Acinetobacter beijerinckii の

標準株と形状およびいくつかの生理・生化学的性状試験の結果が異なっていたこと , さらに次世代

DNA シーケンスの結果から , このバクテリアを Acinetobacter beijerinckii の新株であると結論づけ , 

Aceinetobacter beijerinckii  susohanaR 株  (SHR)とした . 軽油を加えた培地において 6 日間 , SHR を培

養したところ , 軽油中の n-アルカンを 81%分解した . また , SHR は高い乳化活性を有しており , バ

イオサーファクタントを産生していると考えられた . 

 

１．はじめに  

水環境や土壌環境における油汚染は生態系に悪影

響をおよぼす深刻な環境問題である 1). 油汚染はタ

ンカーの座礁, 工場からの油の漏洩といった様々な

事故により引き起こされる 2). 油汚染が起こった際, 

その対策として, 油を除去する技術が必要となる.主

な油の除去法として, ポンプによる油の吸引, 油吸

着材による油の吸着除去などがある 3).近年になって, 

油汚染の浄化技術として油の微生物分解を利用した

手法の開発に大きな注目が集まっている. 微生物分

解を利用した油浄化法は合成ポリマーを用いる油吸

着法と比較して, 生物資源を応用したクリーンな浄

化手法であると言える 4,5). 

長野市西部を流れる裾花川は, 千曲川の支流のひ

とつである (図-1). 興味深いことにこの川岸あるい

は川底に石油が湧出している地点がある (図-2). 裾

花川流域はフォッサマグナの北端に位置し, 周辺の

地層は泥岩層と凝灰岩層からなる地層構造を有して
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おり, 石油の産生, 滞留しやすい地点であるといえ

る 6). この石油湧出地点は 1871 年に石坂周造が設立

した日本初の石油会社である長野石炭油会社 (1872

年に長野石油会社に改名)が開発を試みて失敗して

以降, 放置されている.ちなみに石坂周造は「石油」

という言葉の命名者でもあり, 日本の石油産業に大

きな功績を残した人物である. 

我々は裾花川の石油湧出地点の土壌に石油を分解

するバクテリアが存在するのではないかと考えた. 

そこで, 石油を分解するバクテリアを単離すること

を目的として, 裾花川の川底にある石油湧出地点よ

り砂を採取し, その砂の抽出液から集積培養を行っ

た. 結果, 唯一の炭素源として A 重油を含む培地で

生育したバクテリアの単離に成功した. 本研究では

このバクテリアについて 16S rDNA 解析による系統

解析を行い, 種の特定を行った. また, 次世代 DNA

シーケンス解析により得られた遺伝子配列から石油

分解に関連する酵素を推定した. さらに, このバク

テリアの石油分解能を明らかにすることを目的とし, 

軽油に含まれる n-アルカンの分解率を測定した. 

 

 

２．実験 

2-1 試薬 

ポリペプトンは日本製薬株式会社製を用いた .

酵母エキスはベクトン・ディッキンソン社から購

入した . 塩化ナトリウムは純正化学株式会社か

ら, リン酸水素二ナトリウム , リン酸二水素カリ

ウム , 塩化アンモニウム , 塩化カリウム , 硫酸マ

グネシウム, 塩化カルシウム, n-ヘキサン, n-オク

タン, スクアラン, 硫酸ナトリウムは富士フィル

ム和光純薬株式会社より購入した . 塩化ナトリ

ウムは純正化学株式会社より得た . 軽油は関東

化学株式会社製を用いた. n-アルカン混合標準液

は林純薬工業株式会社から購入した. 

 

2-2 サンプリング  

2016 年 7 月 10 日に裾花川の川底にある石油湧

出地点から砂を採取した . サンプリングポイン

トの周辺地図を図-1に示す. 油膜がサンプリング

地点周辺の淀みで確認された. また, 採取地点付

近の石の底部が黒色を呈していた  (図 -2). この

変色は湧出する原油の影響であると考えられる . 

採取した砂試料は培養試験を開始するまで冷蔵

庫で保存した. 

 

 

図-2  サンプリング地点の写真  

水面に油膜が観察される(I). また, 石の底部が

黒変しているのが確認できる(II). 

 

2-3 バクテリアの単離 

滅菌水 100 mLに砂 1 gを懸濁させ, 静置するこ

とで上澄み液を得た . 坂口フラスコに無機塩培

地 200 mL と A 重油 6 mL を入れ, A 重油が単一炭

素源の培地を作った. そこに上澄み液 1 mL を混

合し, 30℃, 200 rpm の条件で振盪培養を 3 日間行

った. 培養後, 再度, 坂口フラスコに A 重油が単

一炭素源となる液体培地を作り, 菌液を 1 mL 加

えて 30℃, 200 rpm の条件で振盪培養を 3 日間行

った. これらの操作方法 7)にて集積培養を一ヶ月

間繰り返した (3 日×10 回). さらに, プレーティ

ングにより得られたコロニーからバクテリアを

単離した. この株を SusohanaR (SHR)とした. 単

離 し た バ ク テ リ ア を 走 査 型 電 子 顕 微 鏡  

  

図-1 サンプリング地点の地図 
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(JSM-6010LA, 日本電子 )にて観察し , さらに生

理・生化学的性状試験, 16S rDNA 解析および次世

代 DNA シーケンス解析を行った. これらの解析

はテクノスルガ・ラボに委託した. 

 

2-4 増殖曲線 

オートクレーブにて滅菌した LB 培地に冷凍保

存しておいた SHR 菌液を添加 (0.02 v/v)し, OD600

が 1.5 になるまで 30 ℃, 200 rpm にて前培養した.

この前培養した菌液を, LB 培地に 200 µL (1/100) 

添加し, 振盪培養器にて 30℃, 200 rpm の条件で

振盪培養した. 培養開始から培養液を適宜, 1 mL

ずつ分取し, OD600 を測定して経時変化を観察し

た 7). 

 

2-5 軽油添加無機塩培地での増殖  

500 mL 容の坂口フラスコに無機塩培地を 200 

mL 入れ , オートクレーブにて滅菌した . 滅菌済

みの培地に軽油と前培養した菌液を 1 mL ずつ添

加し, 振盪培養機にて 30 ℃, 120 rpm で旋回培養

した. 坂口フラスコから 5 mL ずつ適宜, 試料を

分取し, OD600 の経時的な変化を観察した. 

無機塩培地＋軽油＋菌液のサンプルについて ,

濁度の変化から試料中の菌体量を推定した . 坂

口フラスコから採取した培養液をよく混合させ

て, エッペンチューブに 200 µLを分取した. 蓋を

開けた状態のエッペンチューブをサーモアルミ

バスで 98 ℃, 2 時間静置することで水分と油分

を完全に蒸発させた. ここに 200 µL の PBS(-)を

添加し , よく振り混ぜて再分散させた . この

OD600 値が菌体由来であると見なした. 

 

2-6 油分解能の検討 

 試験管に無機塩培地を 10 mL 添加し, シリコセ

ンで蓋をしてオートクレーブにて 120 ℃, 21 分

間滅菌した . 室温まで冷却した後 , 軽油と前培養

した菌液を 50 µL ずつ添加した (1/200). 本培養

は振盪培養機にて 30 ℃, 200 rpm で振盪培養し, 

試料ごとに振盪時間を変化させて培養液を分析

に供した. 培養後の試料は 30 mL ファルコンチュ

ーブに移し替え, スクアラン 78 ppm を含むヘキ

サン 10 mL で油分の等量抽出を一晩行った. なお, 

スクアランは内部標準物質として用いるため添

加した . 培養液をファルコンチューブに移し替

える際 , 試験管に残った油分残渣は少量のアセ

トンで洗い落とし , 抽出溶媒に加えた . 120 rpm

でこの混合溶液を一晩振盪後 , 水層を取り除き , 

残りの有機層に無水硫酸ナトリウムを適量加え

て 10 分間振盪することにより脱水した. 脱水後,  

有機層をバイアル瓶に適量取り , GC (島津製作所, 

GC-2400)により分析した 8).なお , コントロール

として菌体未添加の試料についても同様の作業

を行い, 培養期間中の環境損失を推定した.  

GC による測定の結果, C9 までの短鎖アルカン

は長時間培養することにより揮散のためにコン

トロールにおいてもピーク強度が顕著に減少す

ることが分かった. また, C23 以上のアルカンは

軽油中のマトリックスによる影響により , 定量

が困難であった . これらのことから , 本研究にお

いては, C10-C22 の n-アルカンについて定量を行

った. 

  バクテリアによる油分解率 (%)は培養後の

C10-C22 の n-アルカン量をコントロール中の

C10-C22 の n-アルカン量（培養時間と同時間、振

盪操作を行ったもの）で割ることにより算出し

た. 

 

３．結果と考察 

3-1 SHR のキャラクタリゼーション 

 16S rDNA 解析により, 得られたバクテリア株

は Acinetobacteir beijerinckii と 99%の相同性があ

る球菌(図-3, 図-4)であることが分かった . また , 

Acinetobacter beijerinckii 標準株と今回単離した

SHR についての生理・生化学的性状試験結果を表  

1 にまとめた. Acinetobacter beijerinckii は, 1980 年

にヒトの臨床サンプルから単離された非運動性

の球桿菌である. 本実験で得られた SHR は球菌

であり , 溶血性を持たず , -Alanine, L-Arginine, 

DL-Lactate, citrate を利用できず, Malonate を利用

できるという点で標準株と異なっていた. 

以 上 の 結 果 か ら , SHR は Acinetobacter 

beijerinckii の同族同種であることが示唆された . 

また, 細胞形態解析および生理・生化学的性状試

験の結果が標準株といくつかの相違点があるこ

とから, SHR を Acinetobacter beijerinckii に属する

新株であると結論づけた. 
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図-4 SHR 株の走査型電子顕微鏡写真 

 

 

生理・生化学的性状 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-3 16S rDNA 解析に基づく簡易分子系統樹  
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Characteristics SHR strain
Acinetobacter beijerinckii

strain CIP 110307
T
 (NIPH 838

T
)

Colony:  Color creamy nd

Diameter (mm) (24 hours) ≤ 1.0 1.0–2.0

Elevation low convex convex

Margin entire entire

Opacity opaque slightly opaque

Shape circlar circlar

Surface smooth smooth

Texture butyrous nd

Cell:       Gram stain negative negative

Motility - -

Shape cocci (round) cocobacilli (ovoid)

Size (µm) φ1.0–1.2 nd

Spore - -

Catalase reaction + +

Oxidation/Fermentation test  (D-Glucose) - / - nd

Hemolytic activity - +

Oxygen preference strictly aerobic strictly aerobic

Temperature at 30ºC + +

37ºC + +

45ºC - -

Utilization of  β-Alanine + -

L-Arginine w -

DL-Lactate + -

Malonate - +

Nitrate reduction (NO3 )* - -

Indorle production (TRP )* - -

D-Glucose fermentation (GLUf )* - -

Alginie dihydolase (ADH )* - -

Urease (URE )* - -

Hydrolysis of Esculin (β-Glucosidase) (ESC )* - -

Geratin (Protease) (GEL )* - -

PNPG** (β-Galactosidase) (PNPG )* - -

Utilization of  D-Glucose (GLU )* - -

L-Arabinose (ARA )* - -

D-Mannose (MNE )* - -

D-Mannitol (MAN )* - -

N-Acetyl-D-glucosamine (NAG )* - -

Maltose (MAL )* - -

Gluconate (GNT )* - -

n-Caprate (CAP )* + +

Adipate (ADI )* - -

DL-Malate (MLT )* + +

Citrate (CIT )* - +

Phenylacetate (PAC )* - -

Oxidase reaction (Cytochrome oxidase) (OX )* - -

Genomic DNA G+C content (mol %) 38.20 38.26

Genomic DNA size (Mb) 3.48 3.56

* API 20 NE test (abbreviation of each test is indicated as italic characters)

** p-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside

表 1  Acinetobacter bejerinckeii (CIP110307T)および SHR の生理・生化学的性状 
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図-4 SHR の走査型電子顕微鏡写真 

 

3-2 BLAST 検索による石油代謝関連酵素の探索 

次世代 DNA シーケンスの結果を基に , BLAST

検索により解析を行ったところ , SHR には

Alkane-1 monooxygenase (EC 1.14.15.3), 

Rubredoxin,  Rubredoxin-NAD(+)reductase (EC 

1.18.1.1), Alkanesulfonate monooxygenase (EC 

1.14.14.5), Cyclohexanone monooxygenase (EC 

1.14.13.22)という油分解に関わると推測される酵

素をコードする 5 つの遺伝子があることが分か

った. これらの酵素は, カプロラクタム分解経路

や脂肪酸分解経路および硫黄代謝で機能する . 

この結果は SHR が石油分解性を有することを強

く示唆する. 

 Acinetobacter 属細菌は多様な炭素化合物の資

化能を有し , アルカン分解性を有する株の報告

例もある 9). 

以上のことから, SHR も石油分解能を有してい

る可能性が高いと考え, SHR の軽油中の n-アルカ

ン分解能について検討を行った. 

 

3-3 SHR の増殖特性 

LB 培地での増殖曲線を図-5 に示す. 培養 2-4

時間で対数増殖期となり, 24 時間後に静止期とな

った. 

無機塩培地に軽油を添加して SHRを培養した際

の OD600 の経時変化を図-6 に示す. 培養三日後に

は培養液は白色の濁りを示した . この培養液の

濁りは菌体の増殖によるものと油がバイオサー

ファクタントの作用で乳化することによるもの

の双方が原因となって発生すると考えられる.  

図-5  LB 培地における SHR の増殖曲線  

 

2-5 に記した手法により菌体の増殖による濁度

を求めた. 菌体の増殖によると考えられる OD600

値の経時変化はロジスティック型の曲線が得ら

れたことから軽油を炭素源として SHR が増殖し

ていると考えられる . また, バイオサーファクタ

ントによる乳化が培養液の OD600値に大きく寄与

していることが示唆された. Acinetobacter 属細菌

はエマルザンと総称される乳化物質を産生する

ことが報告されている 9). SHR についても同様の

バイオサーファクタントが産生されたと予想さ

れる. 

LB 培地では 2-4 時間で対数増殖期となったが,

炭素源が軽油の場合は, 0~24 時間が誘導期で, 1-4

日が対数増殖期となった. この結果は, SHR は軽

油に含まれるアルカン類と比較して LB 培地に含

まれるグルコースなどの易分解性炭素を優先的

に栄養源とすることを示唆している. 
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図-6 無機塩培地に軽油と SHR 菌液を加えて培養

した試料の OD600 値の経時変化  

 

3-4 SHR の石油分解能 

軽油中の n-アルカンの分解について GC により

経時変化を観察した. 培養 6 日後の培養液からヘ

キサン抽出した試料のガスクロマトグラムを図

-7 に示す. 

図-7 のガスクロマトグラムにおいて各 n-アル
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カンのピーク強度がコントロールと比較して

SHR 株存在下では大きく減少している。C10 から

C22 までの n-アルカンが SHR により分解される

ことが分かった. 

n-アルカンの分解率の経時変化を図-8 に示す.

軽油中の n-アルカンは培養開始後 2日まではほと

んど分解されなかった (分解率は 4.7%). 4 日後に

なって分解率は 62%と著しく増加した. 6 日目は

81%だった.  

 

 

図-7 無機塩培地に軽油と SHR 菌液を加えて 6 日

間培養した試料のヘキサン抽出液のガスク

ロマトグラム(a)と無機塩培地に軽油を加え

て 6 日間,振盪した試料（コントロール）の

ガスクロマトグラム(b) 

 

４.結論 

 裾花川の石油湧出地点から単離したバクテリ

アが Acinetobacter bejerinckeii の新株であり, n-ア

ルカン分解能を有することを明らかにした . 生

物多様性条約により , 遺伝子資源の重要性に注

目が集まっている現在において , 石油分解能を

有するバクテリア新株を長野県下で単離したこ

とは意義がある. 

表 2 にこれまで報告されている石油分解バク

テリアの分解率をまとめた . 培養条件 , 分解率の

算出法が報告により異なるため単純に比較でき

ないが, SHR の n-アルカン分解率は他の株と比較

して高いレベルにあると考えられる. SHR はバイ

オセーフティーレベルが 1 であることも確認し

ており , 実際の油汚染サイトにおける環境浄化

への適用が期待できる. 
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図-8 SHR による軽油中の n-アルカン(C10-C22)分

解率の培養時間による変化 (n=3) 
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表2　 種々の油分解バクテリアの分解率

Strain Oil Initial conc.(%) Incubation time(h) Decomposition rate(%) Ref.

Acinetobacter beijerinckii SusohanaR Light oil 0.5(v/v ) 144 81 this work

Acinetobacter beijerinckii  ZRS Light oil 0.5(w/v ) 168 20 [10]

Acinetobacter sp. M-1 n -alcane(C16) 0.1(w/v ) 36 <97＊1 [11]

Acinetobacter sp. A3 Bombay High crude oil 0.5(v/v ) 120 60 [12]

Acinetobacter baumannii crude oil 1(w/v) 120 40 [13]

Acinetobacter sp. ODDK71 waste oil of car engine 1(w/v ) 96 20 [14]

n -alcane 1(w/v ) 96 100 [14]

Acinetoobacter calcoaceticus  S30 Gujarat crude oil 1(v/v ) 360 29 [15]

Bombay High crude oil 1(v/v ) 360 50 [15]

Alcaligenes odorans P20 Gujarat crude oil 1(v/v ) 360 37 [15]

Bombay High crude oil 1(v/v ) 360 45 [15]

Acinetoobacter calcoaceticus S30

and

Alcaligenes odoran sP20

Gujarat crude oil 1(v/v ) 360 40 [15]

Bombay High crude oil 1(v/v ) 360 58 [15]

Rhodococcus erythropolis Diesel oil 1(w/v) 192 50 [16]

＊1: 界面活性剤を添加.
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