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能登半島沿岸の海水中のトリブチルスズ濃度測定と

海洋細菌によるトリブチルスズの浄化の試み

鈴木信雄’・小林史尚２．又多政博’・服部淳彦３・伊藤靖４・大嶋雄治４
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Abstract

Tributyltin(TBT)hasbeenextensivelyusedinantifbulingpaintsonshipsandHshnets・Thiscauseswidespread

contaminationofthemarineenvironment・However,thereislittleinfbrmationaboutcontaminationofTBTinthe

JapanSea・Inthepresentstudy,theTBTconcentrationinseawateroftheseacoastofNotoPeninsulawasanalyzed

WefbundthattheTBTlevelsinseawateratseverallocationsoftheseacoastofNotoPeninsulaweretemporarily

high(29-41,9/L)onDecelnber6,2006,butdecreasedtoundetectableleveｌｓｏｎＭａｙ９,2007.TBTwasalso

detectedintheoystersthatinhabitthecoastalwatersofNotoPeninsula・Therefbre，wethinkthatTBT

contaminationhasspreadtotbeseacoastinNotoPeninsulaJnaddition,biodegradationofTBTusingamarine

bacteriumwasexaminedAsaresult,fburstrainsofTBTresistantbacteria(SK-1,SK-2,SK-3,andSK-4)were

isolatedfromthese｡imentinTmkumoBayofNotoPeninsula・StrainsSK-2(片e"cﾉbαﾉﾉe、碗o"αSSP.)andSK-3

(片e"cﾉＭｊｅｍｍｏ"“Sp.)wereshowntopossiblydegradeTBTwhenthesebactenawereculturedinaseawater

mediumcontainingTBT(１０ｍｇ/L),peptone(０．１％),andyeastextract(0.05％)Plansareunderwaytoexamine

indetailthebiodegradationprocessofTBTbythesemarinebacteriaanddeterminetheirculmreconditions．

Keywords:Tributyltin,NotoPeninsula,Seawater，OysteLMarinebacterium,Biodegradation

１．はじめに

トリブチルスズ（TBT）は，船・漁網に対する貝類や海

藻類の付着を防ぐために日本でも大量に使用されてきた

物質であり，主に防汚剤として船底塗料に入れて使われて

きた.また多量に使用していたときに海底に堆積したＴＢＴ

が徐々に溶出しているという例が日本でも報告されてお

り（１，２)，日本近海においてもＴＢＴにより確実に汚染さ

れている．

ＴＢＴには内分泌撹乱作用があり，貝類や魚のオス化を

誘導したり（3,4)，免疫系にも毒性を示す（5,6)．さらに

SuzukietaL（7）は，低濃度（10-8Ｍ）のＴＢＴがメジナと

ベラの骨芽細胞（骨を作る細胞）の活性を抑制することを

初めて証明した．したがって，低濃度のＴＢＴでも日本海

に生息する生物に影響を及ぼす可能`|生が高い．この物質は，

生物濃縮によりイルカ等の哺乳類の肝臓に高濃度（110-

11,340,9/g-wet）で蓄積されており(8)，さらにアメリカ

ではヒトの血液中に10-8ＭのＴＢＴが検出されたという報

告があり(9)，世界規模で問題になっている汚染物質であ

る．今後日本海でも問題になる可能性が非常に高いしか

し日本海側のＴＢＴの研究は少なく，汚染状況を把握でき

ていない
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そこで本研究では，日本海におけるＴＢＴ汚染の現状を

把握するため，海水及びカキに含まれるＴＢＴの含量を測

定し，さらにＴＢＴを分解する海洋細菌を海底から単離し，

微生物を利用した環境修復を目指す．

水質試料は同位体標識した有機スズ化合物をサロゲー

ト物質として添加後，塩酸酸性下へキサンで抽出して脱

水･濃縮後,臭化プロピルマグネシウムでプロピル化した．

次に，プロピル化体を有機溶媒で抽出し，フロリジルカラ

ムでクリーンアップ後，濃縮してGC-MS-SIM法で定量し

た．なお，ＧＣはAgilent社（6890Ｎ型)，ＭＳはMicromass

社（QuattrOmiCrOTM型）を使用した．

一方カキの分析は，InoueetaL（10）の方法で行った．

ヘキサンで抽出後，エチル化・アルカリ分解し，フロリジ

ルでクリーンアップを行った.ＴＢＴ濃度はGC-MS(Agilent；

HP5973＆ＨＰ6890）により測定した．

２実験材料及び方法

２－１．調査地点及び時期

２００６年１２月６日に能登半島の①富来（とぎ)，②曽々

木（そそぎ)，③蛸島（たこじま)，④小木（おぎ)，⑤根

木（ねき）の５ヶ所（Ｆｉｇｌ参照）で分析用の海水を採取

した．海水は水深約３０ｃｍの層からｌＬのガラス瓶に直接

採取し，実験室へ持ち帰り，４℃で保管した．なおガラス

瓶は，洗剤，水，１Ｍ塩酸を含むメタノール，水，アセト

ンの順で洗浄した瓶を用いた．

２００７年２月６日に③蛸島及び⑤根木で海岸の岩に付着

したカキを採取した．採取したカキは，分析するまで

-20℃で保管した．

２００７年５月９日に②曽々木，③蛸島，⑤根木の３ケ所

で前述と同様の方法により再度海水を採取し，ＴＢＴを分

析した．

２－３海底の砂泥の採取及び海洋細菌の培養

能登町小木の九十九湾の沿岸，水深１２ｍの砂泥を採泥

器（大起理化工業（株)，DIK-l90-Al型）で採取した．

最近,著者らはフェノール分解能を有する海洋細菌を単

離した（11）．本研究では，この方法を応用して，菌のス

クリーニングには，ＴＢＴのみを栄養源とした培地を用い

て実験した．即ち，ろ過滅菌した海水に１０ｍｇ/Ｌになるよ

うにＴＢＴ（塩化トリブチルスズ，和光純薬工業（株)）を

添加し，その海水５０ｍlに採取した砂泥（１９）を加えた．

なお，ＴＢＴを海水に添加するときは，まず少量のアセト

ンで溶解し，その後ジメチルスルホキシドに溶かし，海水

に添加した．

ＴＢＴ入りの海水で砂泥に含まれる細菌を４℃で１週間

静地培養した後，ＴＢＴ（１０ｍｇ/L）を含む寒天培地（TBT

入りの海水に１５％の寒天を加えた培地）に塗抹し，さら

に１週間培養（１５℃）した．

その後寒天培地から海洋細菌のコロニーを釣り上げ，

TBTの浄化試験を行った．即ち，培地（ペプトン０．１％，

酵母エキス0.05％及びＴＢＴ（１０ｍｇ/L）を含む海水培地）

にコロニーを懸濁して培養した．４℃で２週間静地培養し

た後，菌体濃度は波長６１０，ｍの菌体光学密度として分光

光度計（島津製作所，UVL1200型）を用いて測定した．菌

体密度を測定後，遠心により菌体を除き，その上清中の

TBTの濃度を（株）テクノスルガ・ラボに分析を依頼し

た．

ＴＢＴは培養中にチューブに付着する可能性がある．そ

こでＴＢＴの分解率は，菌を植菌していない培地（コント

ロール培地）から回収されたＴＢＴの濃度に対する割合で

算出した．

２－２海水及びカキに含まれるＴＢＴの分析

海水中のＴＢＴの分析は，（株）テクノスルガ・ラボに委

託した．環境省が推薦している公定法により測定した．以

下にその概要を示す．

２－４海洋細菌の同定方法

単離した菌体は，培地と等量のグリセロールを加え，一

部は-80℃で保管して，残りを（株）テクノスルガ・ラボ

に依頼し，l6SRibosomalRNA遺伝子（l6SrDNA）の配列

FigurelSamplinglocationofseawaterandoystersinNoto

Peninsula．
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解析により菌体の同定を行った．その詳細を以下に示す．

単離された菌体をペプトン１％，酵母エキス0.5％の海

水培地に植菌し，３０℃で振とう培養（２４時間）した．ゲ

ノムＤＮＡの抽出は，PepManMethod（AppliedBiosystems）

を使用した．抽出したゲノムＤＮＡを鋳型として，ＰＣＲに

より１６ＳｒＤＮＡの５，末端側約５００ｂｐの領域を増幅した．

その後，増幅されたＤＮＡをシーケンスし，１６ＳｒＤＮＡ部

分塩基配列を得た．ＰＣＲ産物の増幅及びサイクルシーケ

ンスの一連の操作はMicroSeq50016SrDNABacterial

SequencingKit（AppliedBiosystems）を使用して実験を進

めた．相同性検索にはMicroSeqMicrobialldentification

SystemSoftwareVL4.1を用い，データベースとしてはア

ポロンＤＢ細菌基準株データベース（株式会社テクノスル

ガ・ラボ）を使用して解析した．

と根木のカキを用いてＴＢＴの分析を行った．その結果，

蛸島では17-36,9/g-wetのＴＢＴが検出され，根木では３

個体中１個体においてＴＢＴが検出された（27,9/g-wet)．

３－２海洋細菌の単離

ＴＢＴ（１０ｍｇ/L）入り海水で培養後，寒天培地で培養し

た結果，多数のＴＢＴ耐性細菌のコロニーが検出できた．

その中で大きなコロニーを２０個釣り上げ,ＴＢＴ(１０ｍｇ/L)，

ペプトン及び酵母エキスを含む海水培地に懸濁した．

２週間培養後,菌体の増殖が良い株を４種類選び,SK-L

SK-2，SK-3及びSK-4株と命名した．

これらの菌体濃度の測定結果をｎｌｂｌｅ２に示す．菌の増

殖は，ＳＫ１，SK-2，SK-4，SK-3株の順だったが，ＴＢＴの

分解率はSK-2及びSK-3株が高く，SK-1株は低い値を示

した．

そこで，ＴＢＴの分解率の高いＳＫ－２及びＳＫ－３株の同定

を行った．

３．実験結果

３－１．海水及びカキに含まれるＴＢＴの分析

実験結果をTablelに示す．２００６年１２月６日に能登半

島の沿岸部で海水を採取し，その海水に含まれるＴＢＴ濃

度を測定した結果,富来では29,9/L,曽々木では４１，９/L，

蛸島では３５，９/L，小木では３５，９/L，根木では２９，９/Ｌで

あった．しかし，２００７年５月９日にサンプリングした場

合は，曽々木，蛸島及び根木で採取した海水中のＴＢＴは

検出限界以下（＜2,9/Ｌ）だった．

一方カキは，日本海側では採取できず，富山湾側の蛸島

３－３．海洋細菌の同定

菌体からＤＮＡを抽出し，ＰＣＲ法により１６SrDNA断片

を増幅し，シークエンスした結果，SK-2及びSK-3株は別

種の細菌であることがわかった．

さらに近隣接合法により，系統解析を行った結果，両種

は町e"c/Ｍｊｅｍ腕o"“属に属することは判明したが，菌の

同定はできなかった（Figs,２，３)．

TablelTBTconcentrationsofseawater(､g/L)andoysteres(ng/g-wet)inthe
seacoastofNotoPeninsula

Seawater Ovsters

Dec､６，２００６Ｍａｙ９，２００７ Ｆｅｂ６,２００７

Ｎ０．１ＮＯ２Ｎｏ．３

Togi

Sosogi

TakOiima

Ogi

Neki

９
１
５
５
９

２
４
３
３
２

Ｎ,、

Ｎ、． 1７２３３６

Ｎ、． Ｎｐ．２．７Ｎ､，．

Ｎｐ.：Notdetectable

Table2GrowthandTBTdegradation(％)ｉｎTBT-resistantmarinebacteria

Opticaldensity(A61onm） TBTdegradation(％）

１
２
３
４

Ｋ
Ｋ
Ｋ
Ｋ

Ｓ
Ｓ
Ｓ
Ｓ

0.758

0.750

0.692

0.742

５
●

５
５
５
５

１
５
５
２

TBTdegradation(％)＝100‐(TBTconcinexpe｢imentaImedium/TBTconcincontroImediumxlOO）
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（ATCC12662）（98％）であり，相同性は96.8％だったが

系統解析の結果では片e"ｄＭｊｅ,,omo"“／、"s/"c伽

（ＫＭＭ520）が最も近かった（Ｆｉｇ２)．またSK-3株にお

いても，相同`性が最も高い菌は，片e"伽α/ｊｅｍｍｏ"αs

carmgee"ＯＶＯ、（ATCC12662）（98％）であり，系統解析

の結果では八e"｡bα"ｅｍｍｏ"“rrzJ"s/"c肋（ＫＭＭ520）が

最も近かったが,相同`性は96.6％だった(Fig3)．今回は，

500ｂｐのみの解析なので，ＳＫ－２及びＳＫ－３株が

片e"｡bα"e、腕o"“ｃα,mgee"ovomとRSe"｡bα/ｉｅｍ腕o"ａｓ

かα"s/"c伽のどちらに近縁かは判断できない．しかしS00

bPという非常に短い断片の解析でも一致する菌株が見つ

からず，系統解析のブートストラップ値から判断すると，

SK-2及びＳＫ－３株は片e"｡bαﾉﾉｅｍｍｏ"“ｃａ７ｍｇｃｅ"oyomと

Ａｅ"｡bα/rem腕。"“／、"ｓｍｃｊｄｂとは別種の新種の海洋細菌

である可能性が高い．

ＴＢＴを分解する細菌に関しては，淡水産の報告が多く

（13,14,15)，海洋細菌の報告は少ないさらに最近報告

された海洋細菌では，ＴＢＴを完全に分解するには３週間

かかり，細菌によりＴＢＴを浄化する技術は確立されてい

るとは言い難い(2)．本研究では，低温で静地培養したに

もかかわらず,半分以上のＴＢＴが減少していた(Table2)．

今後詳細な培養条件の検討やＴＢＴの分解過程を調べ，

SK-2あるいはＳＫ－３株を用いた海洋細菌による浄化法を

４考察

ＴＢＴは，船底や漁網への貝類や海藻類の付着防御の目

的で，1960年代半ばから広範囲かつ大量に使用されてき

た．しかし，ＴＢＴには内分泌撹乱作用（3,4,7）や毒`性が

あり（5,6)，日本では製造が禁止もしくは制限され，有機

スズ系漁網防汚剤及び漁船防汚剤の全面使用禁止がなさ

れている（12)．一方，現在でもＴＢＴを規制していない国

が多数あり，規制している国でも２５ｍ以上の大型船舶に

はＴＢＴの使用が認められ，海水へのＴＢＴの流出と汚染は

依然として続いている．

本研究において，2006年１２月６日にサンプリングした

海水中にＴＢＴが検出され，能登半島の先端に近い場所の

方が高い値を示した．さらにカキの分析において，根木で

は３個体中１個体しか検出できなかったのに対し,能登半

島の先端に近い蛸島の方では，３個体全てにおいて検出さ

れ，根木よりも高い値を示した（Tableｌ)．また，２００７

年５月９日にサンプリングした場合は，曽々木，蛸島及び

根木で採取した海水中のＴＢＴは検出限界以下（＜2,9/Ｌ）

だったことから，今回のＴＢＴの汚染は，局所的で一時的

なものだと考えられる．この汚染を究明するために，今後

継続的な調査が必要である．

本研究において，ＴＢＴ耐性を持ち，ＴＢＴ分解能を有す

る可能`性の高い菌株（SK-2及びSKS株）を海水の砂泥か

ら単雛することができた（Tnble2)．SK-2株において，相

同性が最も高い菌は，片e"｡bαﾉﾉｅｍｍｏ"“ｃα"αg巴e"ＯＶＯ、

確立していく予定である．

ＯＴ(AYO40230）

(X82136）

9）２ｒＯｍＯｎ紐SiDiirRnⅢ【､「Ｈ１心Ｃｌ己

DC

ﾄｰｰｰｰｰｰ－－ｆ

0.O1

Figure2Phylogeneticanalysisofl6SrDNAinalnarinebacterium(SK-2)．

Ｔ(AYO40230）

(X82136）

。Ｕロ

9）

－

０診O1

Figure3Phylogeneticanalysisofl6SrDNAinalnarinebacterium(SK-3)．
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