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１．はじめに 

有機硫黄化合物は、石油の酸性雨原因物質に代

表されるように環境汚染にかかわるものが少なく

ない。バイオプロセス工学研究室では、酸性雨原因

物質ジベンゾチオフェン（DBT）、ベンゾチオフェン

(BT)などを効率的に分解する独自の微生物コレク

ションを有している。一方、1997 年発効の化学兵

器禁止条約では、日本が中国に遺棄した化学兵器

処分が義務付けられており、その一つであるイペ

リットは有機硫黄化合物である。本研究では、イペ

リットのモデル化合物クロロエチルフェニルスル

フィド(CEPS)の微生物分解の可能性を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．有機硫黄化合物の化学構造 

(1)DBT, (2)BT, (3)イペリット,(4)CEPS 

 

２．実験材料および方法 

使用菌株；バイオプロセス工学研究室にて分離し

た DBT 脱硫細菌及び BT 脱硫細菌を用いた。脱硫菌

とは、有機硫黄化合物を分解して亜硫酸イオンを

遊離する代謝反応を有する微生物のことをいう。 

培養方法；硫黄分を含まない AG 培地に CEPS を唯

一の硫黄源として添加して 30℃にて振とう培養し

た。これにより増殖が認められれば、CEPS を分解

して硫黄源として生育する能力があることがわか

る。 

  表 1. AG 培地組成 

Glucose  5 g 
KH2PO4   0.5 g 
K2HPO4  4 g 
NH4Cl           1 g 
MgCl2・6H2O 0.2 g 
CaCl2       0.02 g 
NaCl   0.01 g 
metal sol.  10  ml 
vitamin sol.  1 ml 
Sulfur source  
D.W.  Up to 1 L 
pH              7.5 

 

抽出方法：培養液を酸性条件下、酢酸エチルにより

抽出し、Na2SO4 添加により水分除去後、ロータリ

ーエバポレータにより濃縮したものを培養抽出液

とした。 

分析方法： 

分解代謝物解析：ガスクロマトグラフィー(GC)で

分析した。GC 分析でピークが確認されたサンプル

は GC/MS 分析にて代謝産物の構造を推定した。 

GC 分析条件 

 カラム：DB-5(Agilent Tecnologies) 

 カラム温度；80℃,4min～10℃/min～250℃，4min 

 注入口温度；300℃ 
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 検出器および検出温度；FID、250℃ 

 

３．結果及び考察 

・CEPS 分解微生物の選抜 

 研究室保存の脱硫菌 3 株 T09,T14,T20 株を硫黄

源を CEPS とした AG 培地で培養した。実験の結果

を図 2 に示す。その結果、T09,T14，T20 の 3 株す

べてにCEPSに資化性を持つことが確認された。T09, 

T14, T20 株をそれぞれ CEPS 有りの AG 培地と無し

の培地で培養した結果、CEPS を加えた培地では、

3 株すべてで菌が増殖した。それに対して、CEPS を

加えなかった培地で培養した 3 株では増殖が認め

られなかった。よって、この 3 株は CEPS を硫黄源

として増殖していることが明らかとなった。 

 

 

図２．CEPS を硫黄源とした場合の生育 

 

 

図３．16SrRNA 配列をもとにした系統樹 

 

資化性を示した脱硫菌 3 株について 16srRNA 解

析を行った。その結果をもとに系統樹を作成した。

系統樹は図 3 に示す。結果、T09,T14,T20 株は 3 株

とも Rhodococcus.jostii と近縁であることが明らか

となった。 

・選抜株による CEPS 分解経路 

 T09 株を用いて CEPS0.1 g/L を含む AG 培地で

30℃、7 日間振とう培養後、方法に従って培養抽出

液を調整した。培養抽出液のガスクロマトグラム

を図 4 に示す。基質である CEPS ピーク（保持時間

14.17 分）以外に分解代謝物と考えられる複数のピ

ークが認められた。 

 

 

図 4. T09 株培養抽出液のガスクロマトグラム 

 

４．まとめ 

 環境汚染に関連した有機硫黄化合物の微生物分

解の例として、遺棄化学兵器イペリットのモデル

化合物である 2-クロロエチルフェニルスルフィド

(CEPS)の微生物分解を検討した結果、以下のこと

が明らかになった。 

・BT 脱硫菌が CEPS を硫黄源としてよく生育した。 

・CEPS 分解菌はロドコッカス属に属していた。 

・培養抽出液の GC/MS 解析結果をもとに CEPS 分解

経路を推定した。 

 今後は、有機硫黄化合物の分解に関係する遺伝

子を発現するなどして分解と遺伝子の関係を明ら

かにし、分解効率の向上を目指していく。 
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T09-CEPS

T09-×

T14-×T20-×

T14-CEPS

T20-CEPS

CP000431 R.jostii RHA1

AB046357

R.jostii IFO16295

0.2000

T09
0.1700

T14
0.2300

T20
0.9000

AM497794 

R. koreensis Sedi2
0.5600

AF435009 R.opacus HL PM -1

0.5900

Y11893 R.opacus 1CP

X92114 R.percolatus MBS1

X80630 R.opacus DSM43205T
Z37138 R.wratislaviensis NCIMB 13082(type strain)

AY785742 R.wratislaviensis OUCZ59
0.7400

AY027585 R.opacus DNP14-5
0.5500

AB192962 R.opacus B -4

AF124342 R.koreensis DNP505

AY027583 R.opacus CB 24-1
0.6000

0.4000

0.5900

0.4800

0.3900

0.01


