
1. は じ め に

MEOR（Microbial Enhanced Oil Recovery: 微生物 EOR）は，

石油の増進回収に有用な性質や機能を有する微生物を油層内で

培養し，増殖する際の微生物反応を利用して石油の増進回収を

図る方法である。一般に MEORでは，増殖した微生物細胞自

体による油層内高浸透領域の閉そく効果，石油資化性微生物に

よる石油粘度の低下効果，ならびに微生物の代謝産物（ガス，

ポリマー，有機酸，界面活性物質など）による油や水の流動性

の改善効果などが期待されている。したがって，異なる機能を

有する微生物を対象油層の状況に応じて使い分けることによ

り，幅広い様々な油層において増進回収が可能であることが利

点の一つとして挙げられる。そのため，MEORの適用を検討

する際には，対象油層の微生物学的および油層工学的条件なら

びに残油状況を把握し，その油層に最も効果的な微生物を選定

して研究を進めることが重要となる。

筆者らの研究グループが参画した石油公団と中国石油天然气

股 有限公司吉林油田分公司との MEOR国際共同研究1),2) で

は，バイオフィルム（非水溶性ポリマー）を生産する Entero-

bacter sp. CJF-002（以下，CJF-002と略称する）を用いた

MEORフィールドテストが行われた。この MEORフィールド

テストの実施と増油効果については既に報告3) されているので

詳細な説明を省略するが，CJF-002とモラセス（中国吉林省産

の甜菜由来，Table 1）とを油層内に圧入して油層内培養し，

生産された非水溶性ポリマーが，当該フィールドである同分公

司の扶余油田で顕著に発達しているフラクチャーやたい積環境

によって生じた高浸透領域を閉そくし，油層内流体の流れのプ
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In the MEOR field test project conducted in Fuyu Oilfield, Jilin Province, China, Enterobacter sp. CJF-002
which produces water-insoluble polymer was injected into the reservoir. As a result, the volume of oil produc-
tion in the test area increased by more than twice because the high permeable zones were plugged with the water-
insoluble polymer produced by CJF-002, and the water channeling in the reservoir was reduced.

CJF-002 is a facultative anaerobe isolated from the rock of the oil reservoir in the Fuyu Oilfield. This
microbe was identified as belonging to the genus Enterobacter based on 16S rRNA gene phylogenetic analysis.
Cells are gram-negative, motile rods. The isolate was grown with 1% Chinese molasses as substrate and pro-
duced water-insoluble polymer ca. 180 mg･dw/l. This water-insoluble polymer could absorb water at 200 times
the dry weight, and formed a gel in the culture medium. This water-insoluble polymer was a cellulose derivative
which consisted mainly of glucose.

The effect of cultivation conditions, such as concentration of molasses, temperature, pH, salinity, sugar, oxy-
gen, pressure and initial concentration of bacterium, were evaluated for the growth and production of water-in-
soluble polymer by CJF-002. CJF-002 was suitable for the MEOR process in the Fuyu Oilfield, because this
microbe could grow and produce adequate polymer under the conditions of the test field. Moreover, CJF-002
could be applied widely to a broad range of reservoirs, because growth and production of the water-insoluble
polymer were observed under various reservoir conditions except the condition of greater than 1% salinity.

Keywords
MEOR, Enterobacter sp., Cellulose derivative, Reservoir environment, Field test

* To whom correspondence should be addressed.
* E-mail: ysugai@ipc.akita-u.ac.jp



ロファイル・モディフィケーションをもたらした結果，オイル

カットが試験前に比べて 2倍以上にまで回復するという極めて

高い石油増進回収効果が得られている。

筆者らの研究グループのほかにも，非水溶性ポリマーを生産

する微生物を利用した MEORに関する研究は数例報告されて

いる。Jennemanら4)は，油層内に栄養源のみを圧入して，油層

内に棲息（せいそく）している土着の微生物を活性化させ，菌

体自身ならびに微生物が生産する非水溶性ポリマーによって，

特に垂直方向の圧入プロファイルの改善を図るフィールドテス

トを行っている。この研究では，栄養源の圧入後，油層内の微

生物が生産したと見られる有機物（アセテート）を生産井から

検出しており，圧入プロファイルの改善も認められている。し

かし，油層内には多くの微生物が棲息しているにもかかわらず，

同一油層であっても全体に広く棲息する微生物は予想外に少な

い5)。したがって，ある特定の機能を発揮させる場合に油層内

の微生物相を変化させずに広く効果を発揮させるのは極めて困

難であると考えられる。また，油層内の微生物が生産した有機

物の分析結果と圧入プロファイルの改善との関連が明確にされ

ていない。一方，Leeら6) は，地上から非水溶性ポリマー生産

微生物（Bacillus licheniformis）を胞子の状態で油層に圧入し，

その後栄養源を圧入して油層内で発芽，増殖ならびに非水溶性

ポリマーを生産させるMEORプロセスについて検討している。

この研究では，室内実験による圧入条件の検討からフィールド

テストまでを行っており，特にフィールドテストでは極めて効

果的な圧入プロファイルの改善が実証されている。しかし，多

くの土着微生物が棲息する油層内で，圧入した胞子の発芽，増

殖，ポリマー生産が期待通りに進行したことの証明が不十分で，

それらの挙動解析と圧入プロファイルの改善との関連が明確で

ない。

これらの研究に対し，前述した筆者らの MEORフィールド

テストは，油層内における圧入微生物やその他の微生物の挙

動，特にそれらの競合関係を把握し，油層のプロファイル・モ

ディフィケーションと圧入微生物ならびにその微生物が油層内

で生産した非水溶性ポリマーとの関連性を明らかにすることに

重点をおいた研究である。すなわち，油層内に棲息する土着の

微生物相の調査5),7)，当該フィールドへの適用を目的とした有

用微生物の選択と土着微生物との競合に関する検討，CJF-002

の効果的な利用を目的とした圧入操作条件の検討，油層内にお

ける CJF-002の増殖・代謝挙動の追跡，ならびに非水溶性ポリ

マーの生産に伴う油層内流体の流動挙動変化の解析などを行

い，最終的に油層内における微生物の挙動と石油増進回収との

関連性を明らかにすることを目的としたものである。

このうち本報では，CJF-002に関する基礎的特性について検

討を行った結果を報告する。まず，CJF-002の微生物学的な特

徴と CJF-002が生産する非水溶性ポリマーの化学的特徴を明ら

かにした。また，培養温度や培地の初期 pHなどの基本的な培

養条件が CJF-002の増殖ならびに非水溶性ポリマーの生産に及

ぼす影響を明らかにして，CJF-002を MEORに用いる場合に

考慮すべき基本的な条件に関して検討した。

なお，本研究で得られた成果は，前述した MEORフィール

ドテストにおける CJF-002の圧入操作条件を決定する際に，極

めて重要な役割を果たした。

2. 実 験 方 法

2. 1. CJF-002の微生物学的特徴に関する解析

2. 1. 1. 生理学的性状の判定方法

各種の生理学的性状の判定にはブドウ糖発酵性桿菌（かんき

ん）の同定キットである IDテスト・EB-20（日水製薬製）を

用いた。

2. 1. 2. 16S rRNA配列による解析方法

16S rRNA遺伝子のクローニングを行い，CJF-002の塩基配

列を解析した。まず，InstaGene Matrix法8)（BIO-RAD社製）

を用いて CJF-002の染色体 DNAを抽出し，鋳型 DNAとした。

ま た ， 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ と 5’-AAAG-

GAGGTGATCCAGCC-3’ を各々上流側および下流側プライマ

ーに用い，Taq DNA ポリメラーゼ（宝酒造製）で PCR増幅し

た。PCR反応はサーマルサイクラー（Perkin-Elmer製）を用い，

Denaturation（94℃×1分），Annealing（52℃×2分）ならびに

Extension（72℃×2分）の反応サイクルを 30回繰り返した。

プラスミドベクターへの PCR増幅断片のクローニングには

pMOS Blue T-vector Kit（Amersham International plc製）を，宿

主菌には大腸菌（Escherichia coli）JM109を用いた。大腸菌の

形質転換は Sambrook らの方法10) により，L培地（トリプトン

10 g/l，酵母エキス 5 g/l，NaCl 5 g/l，グルコース 1 g/l，pH 7.2）

を用い，抗生物質を添加する場合は 100 µg/mlアンピシリンを

用いた。クローニングした 16S rRNA遺伝子は自動解析装置

ABI DNA Sequencerと ABI PRISM Dye Cycle Sequencing Kit（い

ずれも Perkin-Elmer社製）を用いて解析した。相同性解析には

BLAST search program11) を使用し，また解読した CJF-002の

16S rRNA遺伝子の塩基配列を日本 DNAデータバンク（DDBJ）
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Table 1 Contents of CMa)

Contents

Total nitrogen [％] 1.32
Ash [％] 7.2
Volite basic nitrogen [ppm] 200
P [ppm] 62
Fe [ppm] 366
Ca [ppm] 1458
Na [ppm] 11220
K [ppm] 23800
Mg [ppm] 286
Cl [ppm] 11020
Fructose [％] 0.54
Glucose [％] 0.96
Sucrose [％] 40
Direct reducing nitrogen [％] 2.3
Total sugar [％] 44.4
Amino nitrogen [ppm] 2600
Sulfur dioxide [ppm] 10
Nitrate [ppm] 3400
Cu [ppm] 0.62
Zn [ppm] 9.24
Mn [ppm] 12.72
SiO2 [ppm] 34
Al [ppm] 3

a) Lot. June 12, 1998.



に登録した（アクセッション番号: BD091017）。

2. 2. CJF-002が生産する非水溶性ポリマーの化学的性質の

分析

一般に，微生物が生産するポリマーは多糖であることが多

く，CJF-002が生産する非水溶性ポリマーも多糖であると考え

られる。そこで，このポリマーを構成する糖とその結合様式に

ついて把握するために以下の分析を行った。

2. 2. 1. 構成糖の分析方法

まず，CJF-002を中国産モラセス 4％ の培地（以下，この培

地を CM4％ 培地と略称する）で 3日間培養して生産された非

水溶性ポリマーを回収し，蒸留水で洗浄した後，凍結乾燥す

る。この凍結乾燥試料を，0.01 M（1 M = 1 mol･dm−3）のクエ

ン酸－リン酸二ナトリウム緩衝液（pH 5.0）中で懸濁し，セル

ラーゼ TRL（Tricoderma viride由来）を終濃度 0.1％ となるよ

うに添加して，50℃ で 3日間の加水分解処理を行った。処理

後の溶液を HPLC（high performance liquid chromatography）（島

津製作所製，LC-9A）分析に供し，構成糖を調べた。HPLCの

詳細な分析条件は Table 2に示す。

2. 2. 2. メチル化分析による構成糖の結合様式の分析

CJF-002が生産した非水溶性ポリマーの凍結乾燥試料を用い

て，粉末水酸化ナトリウム法により糖成分を完全メチル化し

て，生成したメチル化多糖をトリフルオロ酢酸で加水分解して

単糖にする。これを無水酢酸－ピリジン溶液で還元アセチル化

して，部分メチル化糖アルコールのアセチル誘導体（部分メチ

ル化アルジトールアセテート）とし，GC-MS（gas chromatog-

raphy mass spectroscopy）による分析を行った。GC-MSによる

分析条件も Table 2に示す。

2. 3. CJF-002の増殖と非水溶性ポリマーの生産に及ぼす培

養条件の影響に関する実験方法

CJF-002を MEORに適用する際に考慮すべき最も基本的な

条件として，原油の存在，モラセス濃度，温度，初期 pH，塩

分濃度，炭素源種，酸素，圧力ならびに初期菌体濃度を取り上

げ，これらの諸条件が CJF-002の増殖ならびに非水溶性ポリマ

ーの生産に及ぼす影響について検討した。以下にそれぞれの実

験における実験方法を述べる。

2. 3. 1. 基本的な培養条件

実験では，炭素源種の影響に関する実験を除いて，CM1％

培地を基本培地として用いた。前述した培地 30 mlを公称容量

50 mlのバイアル瓶に入れ密封し，高圧蒸気滅菌（121℃，20

分）後，気相部分を窒素置換する。この培地に，普通寒天培地

で培養して形成された CJF-002の 1コロニーを釣菌して植菌

し，30℃ で 2日間静置培養する。これを前培養とし，この前

培養液を新規の培地（中国産モラセス濃度は前培養と同じ）に

所定の初期菌体濃度となるように接種して，30℃ にて培養実

験を開始する。なお，この培地の初期 pHは 6.7であった。

2. 3. 2. 微生物数の計数方法および非水溶性ポリマー生産量

の測定方法

CJF-002の菌体濃度を CFU（colony forming unit）として算出

した。すなわち，培養液を滅菌蒸留水で 101～106倍などに段

階的に希釈後，その希釈液を普通寒天培地平板上に 100 µl塗

布する。これを 30℃で 24時間培養した後に平板上に形成され

たコロニーを計数し，培養液 1 ml中の菌体濃度を算出した。

また，非水溶性ポリマーの生産量は，実験後の培養液に浮遊す

る非水溶性ポリマーを回収し，蒸留水に浸漬して 121℃ で 15

分間の高圧蒸気滅菌処理を行った後，培地成分を水洗浄によっ

て除去し，凍結乾燥して重量を測定した。

2. 3. 3. 培養諸条件の設定

（1）原油の存在の影響に関する実験条件

培地に CJF-002を 6.0 × 105 cells/mlとなるように接種した後，

扶余油田産原油を 5 ml重層し，気相部を窒素置換して培養実

験を行った。なお，後述するが，本研究では油飽和率の低い領

域において CJF-002に非水溶性ポリマーの生産を行わせること

を目的としていることから，以降の実験では原油を重層しない

培地を用いることとした。

（2）モラセス濃度の影響に関する実験条件

培地のモラセス濃度を 0.01，0.1，1，5ならびに 10％に設定
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Table 2 Analysis Conditions

GC (Hewlett Packard, HP5890A)
Column SPB-5 (Supelco Japan Ltd., fused silica capillary, 25 m × 0.25 mm I.D.)
Carrier Helium
Oven 60℃ (1.0 min) to 280℃ (0 min) at 8℃/min
Injection Splitless, 1 µl; inlet at 250℃

MS (JEOL, JMS DX-303)
Ionization method EI

HPLC (Shimadzu Corp., LC-9A)
Column TSK-gel Sugar AXG (Tosoh Corp., 150 mm × 4.6 mm I.D., for analysis of neutral sugar)

Shimpak ISA-07 (Shimadzu Corp., 250 mm × 4.6 mm I.D., for analysis of uronic acid)
Eluent 0.5 mM (1 M = 1 mol･dm−3) K2B4O7 (pH = 8.7)
Flow rate of eluent 0.4 ml/min (for analysis of neutral sugar), 0.8 ml/min (for analysis of uronic acid)
Column temperature 70℃
Postcolumn marker 1％ arginine/3％ boric acid
Flow rate of postcolumn marker 0.5 ml/min
Reaction temperature 150℃
Injection 10 µl
Detector Fluorescence Recording Spectrophotometer (Shimadzu Corp., RF-535)
Wavelength Ex. 320 nm, Em. 430 nm



し，それぞれの培地に CJF-002を 1.0 × 106 cells/mlとなるよう

に植菌して実験を行った。

（3）温度の影響に関する実験条件

培養温度を 5～30℃ の間で 5段階に変化させて実験を行っ

た。また，CJF-002の初期菌体濃度は 8.5 × 106 cells/mlとした。

（4）初期 pHの影響に関する実験条件

CM1％ 培地に塩酸および水酸化ナトリウムを添加して，培

地の初期 pHを 3.0～12.0の間で 13段階に調整した。CJF-002

の初期菌体濃度は 1.0 × 106 cells/mlとした。

（5）塩分濃度の影響に関する実験条件

CM0.1％ 培地に NaClを 0（無添加），0.01，0.1，1，2％ と

なるように添加した。また，CJF-002の初期菌体濃度は 1.0 ×
106 cells/mlとした。

（6）炭素源種の影響に関する実験条件

ポリマー生産微生物の培養によく用いられる合成培地である

Polysaccharide production medium12)（以下，PPM培地と称する）

に，スクロース，グルコースならびにフルクトースを添加した

培地を用いた。PPM培地の組成を Table 3に示す。スクロー

ス，グルコースならびにフルクトースの添加濃度を，それぞれ

1，2，4，6％ に変化させた。CJF-002の初期菌体濃度は 1.2 ×
106 cells/mlとなるように接種した。

（7）酸素の影響に関する実験条件

酸素条件として，好気条件，微好気条件ならびに嫌気条件を

設定した。好気条件はバイアル瓶口にアルミホイルを被せて封

をすることで設定し，微好気条件は密封したバイアル瓶内の気

相部分のみを窒素置換することで設定した。また，嫌気条件は

密封したバイアル瓶内の水相部分に窒素を吹き込むことにより

設定した。CJF-002の初期菌体濃度は 1.0 × 105 cells/mlとした。

（8）圧力の影響に関する実験条件

耐圧シリンダーに CJF-002を植菌した培地を充填後，30 atm

に加圧して，圧力の影響を評価した。培地のモラセス濃度を

0.1％ および 1％ とし，CJF-002の初期菌体濃度を 5.0 × 105

cells/mlとした。

（9）初期菌体濃度の影響に関する実験条件

CJF-002の濃度が 1.0 × 103 cells/ml，1.0 × 106 cells/mlならび

に 1.0 × 108 cells/mlとなるように培地に接種して培養実験を行

った。

3. 結果と考察

3. 1. CJF-002の微生物学的特徴

CJF-002は，前述した MEOR国際共同研究における有用微

生物の探索の過程で，扶余油田の油層岩より分離された微生物

である。この CJF-002の主な特徴および IDテスト・EB-20に

よる生理学的性状の判定結果を Table 4に示す。これらの結果

を Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology9) に記載されてい

る Enterobacter cloacaeの生化学的性状と比較した結果，Table

4に示すように Strain CJF-002の性状は D-ラフィノースからの

酸生成能を欠くほかは Enterobacter cloacae ATCCと全く同様

の性状を示した。さらに，16S rRNA遺伝子の塩基配列（1533

bp）を解読し相同解析を行った結果，Enterobacter cloacae

ATCC1304Tとの相同性が 98.8％ であり，これらの結果から，

CJF-002は Enterobacter属に属することが示された。

CJF-002は油層内に広く棲息していた微生物ではないが，

元々油層内に棲息していた微生物であるため，MEORにおい

て油層内での増殖が可能であると考えられる。また，CJF-002

は普通寒天培地で培養すると，白色・しわ状の特徴的なコロニ

ーを形成するため（Fig. 1），複数種の微生物との混合の培養

において，他の微生物との判別が比較的容易であるという特徴

も有する。なお，実験動物を用いた安全性試験により，CJF-

002の安全性についても確認されている。

3. 2. CJF-002が生産する非水溶性ポリマーの特徴

CJF-002が生産する非水溶性ポリマーの写真を Fig. 2に示

す。Fig. 2(a) において横転させたバイアル瓶口から出ている

ゲル状の物質が，培養液を包含した非水溶性ポリマーである。

このポリマーを電子顕微鏡で観察すると，微細な網の目状の構

造が認められた（Fig. 2(b)）。これは，各菌体から産出される

ポリマーが相互に絡み合って形成されたものと考えられる。な

お，このポリマーを純水で洗浄し，凍結乾燥前後での重量変化

を評価することにより，このポリマーが自重の 200倍程度の水

を包含できることが分かった。このことは，CJF-002が生産す

る非水溶性ポリマーは油層内流体のプロファイルを改善するの

に必要な閉そく効果をもたらす可能性が高いことを示唆してい

る。

この非水溶性ポリマーについて分析した結果，その構成糖

は，大部分がグルコース（97.3％）であり，その他に，アラビ

ノース（1.3％），ガラクトース（1.0％）ならびにマンノース

（0.4％）が検出され，ウロン酸は検出されなかった。また，メ

チル化分析の結果，1,4,5-ジ-o-アセチル-2,3,6-トリ-o-メチルグ

ルシトールのピークが最も大きなピークとして検出された。こ

のピークの面積は，非還元末端グルコース（1,5-ジ-o-アセチ

ル-2,3,4,6-テトラ-o-メチルグルシトール）のピーク面積を 1と

した場合に 29.22であり，その他に検出されたピークの面積

（すべて 0.5未満）に比して極めて大きかった。この結果から，

非水溶性ポリマーの主要な結合様式は 1,4結合であると推定し

た。さらに，この非水溶性ポリマーは，α -1,4結合を切断する

アミラーゼでは分解されず，β-1,4結合を切断するセルラーゼ

で分解されることを確認しており，β-1,4結合であると推定さ

れる。

以上の分析結果から，CJF-002が生産する非水溶性ポリマー
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Table 3 Composition of Polysaccharide Production Medium

Contents [mg/l]

(NH4)2HPO4 1500
KH2PO4 1000
Sodium citrate 1000
MgSO4･7H2O 500
FeCl3･nH2O 10
NaCl 10
CaCl2･2H2O 10
CaCO3 3000
Thiamine_HCl 5
Biotin 5



はセルロースの誘導体であると考えられる。そのため，物理的

な強度も高いことが予想され，MEORにおいて油層内流体の

流れが卓越した部分に対しても強固な閉そく効果が期待でき

る。

3. 3. CJF-002の増殖と非水溶性ポリマーの生産に及ぼす培

養条件の影響

3. 3. 1. 基本的な培養条件下での増殖ならびに非水溶性ポリ

マーの生産挙動

まず，基本的な培養条件下における CJF-002の増殖ならびに

非水溶性ポリマーの生産挙動について検討した。培養実験結果

を Fig. 3に示す。

CJF-002は，通常の微生物の増殖時に認められる誘導期（初

期菌体濃度で推移する期間）が短く，培地に植菌後速やかに対
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Fig. 1 Colonies of CJF-002 on Nutrient Agar Plate

Table 4 Morphological, Biochemical, and Phenotypic Features of CJF-0029)

Characteristic CJF-002 Enterobacter cloacae

Morphology
Cell shape Straight rod Straight rod
Cell size [µm] 0.5-1.0 × 1.5-3.0 0.5-1.0 × 1.5-3.0
Color of colony White White
Gram stain − −
Motility + +
Temp. range for growth [℃] 4 >～45 20-30 (environmental strains)
Suitable temp. range for growth 25-35 37 (clinical strains)
pH range for growth 2.2-9.53 2.2-9.53
Suitable pH range for growth 4.11-9.30 4.11-9.30
Aerobic growth + +
Anaerobic growth + +

Fermentation analysis
Catalase + +
Oxidase − −
Urease − d

Cabon source utilization
O-F test (glucose fermentation) F F
Gas production from glucose + +
Acid production from glucose + +
Inositol − [−]
Sorbitol + +
Arabinose + +
Rhamnose + +
Mannitol + +
Adonitol − [−]
Raffinose − +
Sucrose + +
Lactose + +

Test for Enterobacter
Indole production − −
Citrate utilization + +
Lysine decarboxylase − −
Arginine dehydrolase + +
Ornithine decarboxylase + +
Phenylalanine deamination − −
H2S production − −

Additional properties
Gelatinase − −
Malonate + [+]
ONPG + +
Esclin + d

“+”: positive, “−”: negative, “[+]”: majority of strains positive (generally more than 89％), “[−]”: majority of strains negative (generally
more than 89％), “d”: differ among strains (generally from 11-89％ positive).



数増殖期へと移行する。培養開始から約 8時間で 108 cells/ml

オーダーに達した後，約 16時間程度で最大菌体濃度に達し，

以降一定の菌体濃度で推移する定常期となる。対数増殖期にお

ける CJF-002の平均倍加時間（細胞が次に分裂するまでの平均

時間）は約 40分であった。これは大腸菌の平均倍加時間（20～

30分）に匹敵するもので，CJF-002が増殖の速い微生物である

ことを示している。このことは，多種の微生物が共存する油層

内で，CJF-002はより優位に増殖・代謝活動を行う可能性が高

いことを示唆している。

一方，ポリマーの生産挙動についてみると，菌体濃度の増加

と同様に，培養開始から速やかに増加し，約 16時間で一定値

に収束している。本実験条件下では約 180 mg/lの非水溶性ポ

リマーが生産された。また，ポリマーの生産挙動から，CJF-

002は増殖する過程で非水溶性ポリマーを生産することも明ら

かになった。さらに，データには示していないが，室内実験に

よって，生産された非水溶性ポリマーは少なくとも CJF-002自

身によって分解されることはないことも明らかになっている。

一般に，微生物による代謝活動は対数増殖期（一次代謝）お

よび定常期以降（二次代謝）に行われるが，CJF-002のように

対数増殖期にポリマーが代謝生産されることは，CJF-002が油

層内で優占種にならずとも，必要な非水溶性ポリマーの生産が

終了することも考えられ，早期のプロファイル・モディフィケ

ーションを設計する立場からも有利な結果である。

3. 3. 2. 各培養条件の検討

（1）原油の存在の影響

原油の存在下における菌体濃度ならびに非水溶性ポリマー生

産量の変化を Fig. 4に示す。菌体濃度に関しては原油の有無

に関わらずほぼ同等であったが，非水溶性ポリマーの生産量に

ついては，原油を重層した培地の方が低く，基本的な培養条件

下の場合に比して培養 1日目で約 40％程度，培養 10日目で約

20％ 程度低い値であった。これは，原油を培地に重層するこ

とにより，原油中の揮発性成分が CJF-002の非水溶性ポリマー

の生産性に悪影響を及ぼしたためと考えられる。

以上の結果から考察すると，油層内において，油飽和率が高

い領域では非水溶性ポリマーの生産量が減少し，油飽和率が低

いほど非水溶性ポリマーの生産量が増加するものと考えられ

る。本研究では，油層内の水の流れが卓越した領域の閉そくを

目的としており，このような領域は一般に油飽和率が低いと考
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Fig. 2 (a) Polymer Production of CJF-002 with CM4％
Medium and (b) SEM Image of the Polymer Produced
by CJF-002

(a)

(b)

●: Viable cell number, ×: Polymer production.

Fig. 3 Growth Curve and Polymer Production of CJF-002
with CM4％Medium at 30℃

○ : Viable cell number (without oil), × : Viable cell number
(with oil), □ : Polymer production (without oil), ■ : Polymer
production (with oil).

Fig. 4 Effect of Oil Addition on Growth and Polymer Produc-
tion of CJF-002



えられるため，CJF-002の非水溶性ポリマー生産への原油の影

響は少ないものと考えられる。さらに，油飽和率の高い領域に

はより水を流れ込ませて油の回収を促進するため，この領域に

おける非水溶性ポリマーの生産量は少ない方が好ましい。した

がって，本実験結果から油層内の油飽和率の不均一性によっ

て，より選択的なプロファイル・モディフィケーションが生じ

る可能性が示唆された。

（2）モラセス濃度の影響

各モラセス濃度において 24時間培養した結果を Fig. 5に示

す。CJF-002はモラセス濃度が 0.1％ 以上の場合に増殖し，非

水溶性ポリマーの生産を行うことが分かった。菌体濃度につい

てはモラセス濃度が 5％以上の場合で特に高い値を示した。ま

た，非水溶性ポリマーの生産量については，モラセス濃度が

1％ まではモラセス濃度に比例してポリマー生産量も増加す

る。しかし，モラセス濃度が 1％以上ではモラセス濃度と非水

溶性ポリマーとの間の比例関係はなくなり，モラセス濃度を

10％としても 1％の場合の約 2.5倍の生産量に止まった。

以上の結果から，CJF-002の増殖性ならびに非水溶性ポリマ

ーの生産性はモラセス濃度により調整可能であることが分かっ

た。特に，油層内における他の微生物との競合を考慮して，モ

ラセス濃度の高い溶液を圧入し，CJF-002の増殖性を高めるこ

とが可能であることが示唆された。また，モラセス濃度が 1％

を超えると，非水溶性ポリマー生産性とモラセス濃度とが比例

関係でなくなることから，対象油層における経済性を考慮した

モラセス濃度の設定が重要であることが分かった。

（3）培養温度の影響

CJF-002が属する Enterobacter属は一般に 35℃付近に至適温

度を有する中温菌であるが，フィールドテストを予定している

扶余油田では，地下埋設パイプラインを利用して圧入井まで

CJF-002の懸濁液を輸送することを計画していることから，油

層内温度のみならず，圧入前の温度環境下における生育も検討

の対象になる。すなわち，地下埋設パイプライン内の温度は年

間を通じて 5～10℃程度であり，このような低温環境下での生

育状態も把握しておく必要がある。Fig. 6に示すように，CJF-

002は 5～30℃ の培養温度において初期菌体濃度よりも高い菌

体濃度を示したため，この温度範囲において生育が可能である

ことが示された。しかし，非水溶性ポリマーの生産についてみ

ると，5℃ および 10℃ ではその生産が認められず，30℃ で最

も高い生産量が認められた。このことは，当該フィールドにお

いて，温度の低い地下埋設パイプライン内や圧入井内では非水

溶性ポリマーの生産が抑制され，温度の高い油層内では活発に

生産されることを示している。特に，5～10℃ の低温下で非水

溶性ポリマーが生産されないという結果は，当該フィールドに

おける圧入障害（パイプライン内や圧入井内の閉そく）を避け

る点で有利な結果である。

（4）初期 pHの影響

培養液の初期 pHを変化させて 48時間培養した場合の菌体

濃度ならびに非水溶性ポリマー生産性を Table 5に示す。初期

pHが 3.0～9.0の場合，CJF-002は初期菌体濃度よりも高い濃

度にまで増殖したが，非水溶性ポリマーの生産は初期 pHが

5.0～9.0の間で観察された。特に，初期 pHが 5.5～9.0の範囲

では目視で概ね一定の非水溶性ポリマーが生産され，CJF-002

が非水溶性ポリマーを生産しうる初期 pHの範囲は比較的広範

囲であることが分かった。
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●: Viable cell number, : Polymer production.

Fig. 5 Effect of CM Concentration on Growth and Polymer
Production of CJF-002 after 24 h of Incubation at 30℃

●: Viable cell number, : Polymer production.

Fig. 6 Effect of Temperature on Growth and Polymer Produc-
tion of CJF-002

Table 5 Effect of pH on Growth and Polymer Production of
CJF-002

Setting pH
Viable cell number

Polymer
[CFU/ml]

3 1.0 × 107 −
4 1.0 × 107 −
5 5.0 × 107 +
5.4 1.0 × 108 +
6 1.0 × 108 +
6.64 2.2 × 108 +

(No regulation)
8.0 1.4 × 108 +
9.0 1.3 × 108 +
9.5 7.4 × 103 −

10.0 101 > −
12.0 101 > −

“+”: polymer present, “−”: no polymer.



扶余油田の油層水の pHは 7.0程度であることから，同油田

の pHは CJF-002の増殖ならびに非水溶性ポリマーの生産に影

響を及ぼさないものと考えられる。また，多くの油田の油層水

pHは概ね前述した pH範囲内にあり，CJF-002を MEORに利

用する際の pHによる適用制限は少ないものと考えられる。

（5）塩分濃度の影響

油層水中に含まれる主要無機物として塩分（NaCl）が CJF-

002の非水溶性ポリマーの生産に及ぼす影響を調べるために，

培地中の塩分濃度を変化させて CJF-002の培養実験を行った。

ここで，油層マトリックス内ではモラセスが油層水によって著

しく希釈されることを考慮して，実験ではモラセス濃度の低い

培地（CM0.1％ 培地）に NaClを添加した。各塩分濃度で 42

時間培養した後の各培地における非水溶性ポリマーの生産量を

Fig. 7に示す。NaCl無添加の場合において非水溶性ポリマー

生産量が最も多く，NaClを 0.01％ および 0.1％ 添加すると，

無添加の場合の約半分の生産量に減少した。さらに，NaClを

1％ 以上含む培地では，非水溶性ポリマーの生産が認められな

かった。これらの結果および扶余油田の油層水中には約 0.12％

の NaClが含まれていることを考慮すると，扶余油田の NaCl

濃度であれば CJF-002は非水溶性ポリマーを生産するものと考

えられるが，NaCl濃度が 1％ 以上の油層を対象とした場合に

は適用が困難であることが示唆された。

（6）炭素源種の影響

本研究で用いている中国産モラセスの主要炭素源であるスク

ロースと，そのスクロースを構成している単糖であるグルコー

スならびにフルクトースの 3種について検討した。各炭素源を

添加した培地で 3日間培養した後の菌体濃度と非水溶性ポリマ

ーの生産量を Fig. 8に示す。まず，CJF-002の増殖についてみ

ると，フルクトースを炭素源とした培地において最も高い菌体

濃度を示した。しかし，他の糖を炭素源とした培地における菌

体濃度も概ね 5.0 × 107 cells/ml以上に達している。また，非水

溶性ポリマーの生産性についても，すべての糖種において生産

が認められ，糖濃度が高いほどその生産量も増加する傾向であ

った。しかし，フルクトースを炭素源とした培地においては，

他の糖に比して半分程度のポリマーの生産量に止まった。この

ことから，CJF-002はグルコースを出発物質としてより多くの

非水溶性ポリマーを生産できるものと考えられる。さらに，

CJF-002はスクロースからもグルコースと同等以上の量のセル

ロース誘導体を生成可能である。このことは，CJF-002を用い

る MEORにおいて，利用可能な栄養源の選択範囲を広げるこ

とにつながり，本フィールドテストのように，安価で安定供給

が可能なモラセス（スクロースが主成分）の利用を可能として

いる。

（7）酸素条件の影響

各酸素条件下で 2日間および 6日間培養した後の菌体濃度な

らびに非水溶性ポリマーの生産量を Fig. 9に示す。いずれの

酸素条件下においても培養 2日目で 108 cells/ml以上に達して

おり，増殖に関しては酸素条件の影響は少ないものと考えられ

る。すなわち，CJF-002は通性嫌気性の微生物である。一方，

非水溶性ポリマーの生産量については，好気条件下で最も多

く，培養 6日目で 256 mg/lであった。微好気条件下では好気

条件の場合の 3/4程度であり，嫌気条件下では 33 mg/lと好気
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●: Viable cell number, : Polymer production.

Fig. 7 Effect of NaCl with CM0.1％ on Growth and Polymer
Production of CJF-002 at 30℃

Plot: Viable cell number, Bar: Polymer production.

Fig. 8 Effect of the Sugars on Growth and Polymer Produc-
tion of CJF-002 at 30℃

-●-: Viable cell number, : Polymer production

Fig. 9 CJF-002 Growth and Polymer Production under Aero-
bic or Anaerobic Condition at 30℃



条件に比して生産量が著しく低下した。

CJF-002は酸素の有無に関わらず良好に増殖することから，

フィールドテストにおける地上培養から油層内での培養までの

プロセスにおいて，酸素条件に留意する必要がなく，扱いやす

い微生物と考えられる。

また，当該フィールドにおいては，油層内に水を圧入する際

に圧入水の脱酸素処理を行っていないため，油層内の水中には

溶存酸素が存在するものと考えられる。したがって，当該フィ

ールドの油層内は本実験における微好気条件に近い環境にある

ものと思われる。本実験の結果，微好気条件下でも，好気条件

の場合に匹敵する量の非水溶性ポリマーの生産が認められたこ

とから，油層内において CJF-002の非水溶性ポリマーの生産が

十分に期待できると考えられる。

（8）圧力の影響

当該フィールドの油層内圧力と同様の 30 atmで実験を行っ

た。その結果，24時間および 72時間（CM1％ 培地の場合の

み）培養した後の CJF-002の増殖に関しては，CM0.1％培地な

らびに CM1％ 培地ともに良好な結果を示し，圧力の影響は少

ないものと考えられる。しかし，非水溶性ポリマーの生産量は

常圧下の場合と大きく異なる結果となった。CM1％ 培地の場

合で比較すると，Fig. 3に示したように常圧下では培養開始か

ら約 20時間で非水溶性ポリマーの生産が終了し，その量は約

180 mg/lであった。これに対して高圧下においては，増殖は

24時間で終了するものの，ポリマー生産は 24時間以降におい

ても行われており，24時間で 39 mg/l，72時間で 68 mg/lであ

った。これらの結果から，高圧下においては，増殖とポリマー

生産との関係が変化したと考えられる。すなわち，圧力の増加

によってポリマーの生産が遅れ，対数増殖期のみならず定常期

においてもポリマー生産が行われるものと考えられる。

また他方で，本実験の結果から，菌体細胞あたりの非水溶性

ポリマーの生産量が減少していることも考えられる。しかし，

これに関して油層内の状況はバイアル瓶内とは異なっており，

総量としては多量のポリマーを生産させることが可能と考えら

れる。すなわち，フィールドテストでは，油層内に新鮮な栄養

源を連続的に圧入し，かつそのモラセス濃度を増加させること

も可能である。さらに，CJF-002等の増殖に伴って生産される

老廃物による増殖抑制も，油層水による希釈等の作用により低

減することも期待できる。

本実験の結果から，当該フィールドの油層圧力下では CJF-

002の非水溶性ポリマーの生産速度が多少低下すると考えら

れ，実際のフィールドオペレーションでは前述のようにモラセ

ス溶液の圧入濃度を高くする，あるいは圧入期間を長くする等

の処置が必要と考えられる。しかし一方で，油層内に圧入され

た CJF-002が，圧入井からより離れた場所で非水溶性ポリマー

を生産するような制御も新たに期待できることになる。すなわ

ち，圧入井近傍の閉そくによる圧入障害を避けると同時に，よ

り選択的なプロファイル・モディフィケーションが可能となる

ことが示唆された。

（9）初期菌体濃度の影響

各初期菌体濃度で 24時間培養した後の菌体濃度については

初期菌体濃度が高いほど高くなり，非水溶性ポリマーの生産量

は初期菌体濃度が低いほど多くなった。特に，初期菌体濃度

1.0 × 103 cells/mlの場合において，初期菌体濃度 1.0 × 108

cells/mlの場合の約 1.8倍の非水溶性ポリマー生産量を示した。

前述したように，CJF-002は増殖する過程で非水溶性ポリマー

を生産するため，初期菌体濃度が低い方が定常期に達するまで

の時間が長く，ポリマー生産量が増加したものと考えられる。

また，各実験条件下で生産された非水溶性ポリマーを観察す

ると，初期菌体濃度が 1.0 × 106 cells/mlおよび 1.0 × 108 cells/ml

の場合は，これまでの実験でも見られたような，多量の水分を

包含したゼリー状の非水溶性ポリマーであった。しかし，

1.0 × 103 cells/mlの場合はこれとは異なり，直径 1～3 mmの粒

状および短繊維状の非水溶性ポリマーが培地中に分散している

という状態であった。この理由については明らかでないが，初

期菌体濃度が高い場合は菌体間の距離が近いため，個々の菌体

から産出された非水溶性ポリマーが絡み合って前述したゼリー

状の非水溶性ポリマーを形成したものと考えられる。一方，初

期菌体濃度が低い場合は，菌体間の距離が離れているため，各

菌体間での非水溶性ポリマーの絡まりは生じず，一つの菌体細

胞から産出された非水溶性ポリマーが菌体の自走やブラウン運

動などにより自身の菌体細胞に絡まり，粒状になったものと推

察した。

このように，初期菌体濃度によって生産される非水溶性ポリ

マーの量と形状が異なるということは，圧入水中の菌体濃度が

調整可能な油層の場合において，油層内における多様な場所で

の閉そくが可能であることを示している。たとえば，初期菌体

濃度を高くした場合に観察されるような非水溶性ポリマーは多

くの水を保持できるため，フラクチャーのような水の流れが極

めて卓越した部分の閉そくに有効であると考えられる。また，

初期菌体濃度が低い場合に観察された粒状の非水溶性ポリマー

は油層内で流動しやすい形状と考えられ，たい積環境による浸

透率の異方性の改善などに有効であると考えられる。

4. ま　と　め

本報では，非水溶性ポリマー生産微生物である CJF-002を

MEORに適用する際に必要な基礎データの取得を目的として，

その微生物学的特徴，CJF-002が生産する非水溶性ポリマーの

化学的特徴，ならびに基本的な培養諸条件が CJF-002の増殖な

らびに非水溶性ポリマーの生産に及ぼす影響を明らかした。そ

の結果をまとめると，以下のようである。

（1）CJF-002は長径 1.5～3.0 µm，短径 0.5～1.0 µmの桿菌であ

ること，グラム陰性であること，運動性を有しているなどの特

徴を有する微生物である。

（2）CJF-002が生産する非水溶性ポリマーは，グルコースが β-

1,4結合したセルロース誘導体であると推測され，極めて高い

水分保持能力を有していることから，油層内の高浸透率部の閉

そくに有効である。

（3）CJF-002は増殖速度の高い微生物であり，増殖する過程で

非水溶性ポリマーを生産する。このことから，油層内における

他の微生物との競合条件下において CJF-002が優占種となる可

能性が高いこと，ならびに早期のプロファイル・モディフィケ

ーションが可能であることが考えられる。

（4）原油の存在により CJF-002による非水溶性ポリマーの生産

量が低下する。このことは，油飽和率が不均一な油層内におい
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て，より選択的なプロファイル・モディフィケーションを生じ

させるのに有効である。

（5）モラセス濃度によって CJF-002の増殖性ならびに非水溶性

ポリマーの生産性を調整可能である。したがって，対象油層に

おける経済性を考慮したモラセス濃度の設定が重要である。

（6）CJF-002を MEORに適用する場合，適用油層温度は 30℃

程度が好ましい。また，5℃においても生存が認められたため，

当該フィールドにおける地上培養から油層への圧入に至るまで

のプロセスにおける温度変化に対しても適用可能である。

（7）CJF-002の非水溶性ポリマー生産に好ましい初期 pH範囲

は 5.5～9.0であり，生存可能な初期 pH範囲は 3.0～9.5であっ

た。非水溶性ポリマーを生産する初期 pH範囲が広いため，多

くの油層に対して適応可能である。

（8）CJF-002は NaCl濃度が 0.1％ までは増殖して非水溶性ポ

リマーを生産する。ただし，1.0％ 以上になると増殖しないた

め，CJF-002の適用にあたって油層の塩分濃度は重要である。

（9）CJF-002はグルコースならびにスクロースを出発物質とし

た代謝経路において多くの非水溶性ポリマーを生産する。した

がって，CJF-002を用いる MEORにおいては，これらの糖を

主成分とする栄養源を選択することが好ましい。

（10）CJF-002は酸素の有無に関わらず良好に増殖する通性嫌

気性微生物であるため，MEORの一連のプロセスにおいて酸

素条件に留意することなく，扱いやすい微生物である。また，

当該フィールドのように，微好気に近い油層環境下では，多量

の非水溶性ポリマーの生産が期待できる。

（11）当該フィールドの油層圧力下では，CJF-002による非水

溶性ポリマーの生産が遅くなる。このことから，圧入井よりも

離れた場所での非水溶性ポリマーの生産が予想され，より選択

的なプロファイル・モディフィケーションが可能である。

（12）初期菌体濃度が低い場合と高い場合で生産される非水溶

性ポリマーの形状が異なる。油層内の状況に応じた効率良いプ

ロファイル・モディフィケーションを生じさせるために，初期

菌体濃度を使い分ける方法も一つの可能性としてあり得る。
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要　　　旨

MEORに有用な非水溶性ポリマー生産微生物 CJF-002の特性
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中国吉林省扶余油田において実施された MEORフィールド

テストでは，非水溶性ポリマー生産微生物である Enterobacter

sp. CJF-002が用いられ，オイルカットを試験前の 2倍以上に

まで回復させるなど，極めて高い石油増進回収効果をもたらし

た。本研究では，この CJF-002の基礎的な特性について検討し

た。

CJF-002は，油層内より単離された通性嫌気性微生物である

ことから，MEOR（microbial enhanced oil recovery）に利用しや

すい微生物である。この微生物を中国産モラセスを基質として

培養すると非水溶性ポリマーを生産し，そのポリマーは自重の

約 200倍もの水を保持する能力を有し，グルコースを主構成糖

としたセルロース誘導体であった。

また，基本的な培養条件（モラセス濃度，温度，初期 pH，

塩分濃度，炭素源種，酸素，圧力，初期菌体濃度）について，

CJF-002の増殖と非水溶性ポリマーの生産に及ぼす影響を検討

した結果，MEORフィールドテストで想定されるプロセスに

おいては十分に増殖して非水溶性ポリマーの生産を行うことが

示唆された。また，塩分濃度を除けば，幅広い油層への適応性

も示された。


