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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒ素汚染土壌のカラム実験系を用いて、酸素濃度などの環境要因が引き
起こすヒ素挙動変動および微生物プロセスを明らかにした。好気的また冠水時を想定した嫌気的条件下において
継続的な三価から五価へのヒ素酸化活性が見られ、活性速度の上昇にともなってヒ素酸化遺伝子の発現量および
ヒ素酸化酵素の遺伝子型の多様性の増加が確認された。酸素供給量や共存汚染金属などの環境要因変動への応答
として、異なるヒ素代謝遺伝子型に反映される生理生態特性の異なるニッチに適応した細菌群が優占化している
ことを示唆しており、汚染土壌環境における潜在的な環境適応能力を評価する上で重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：In this study, the influence of environmental factors on biotransformation 
of arsenic by soil microbial community was investigated. Microbial arsenite oxidation was detected 
in the soil columns under oxic and anoxic conditions concomitant with the emergence of 
arsenite-oxidizing bacterial population and increase in arsenite oxidase gene diversity. Our results
 also indicated that the co-contamination of toxic metals along with arsenic imposed a selective 
pressure on the soil bacterial community and thus affecting the redox transformation of arsenic in 
natural environments.  

研究分野： 微生物生態学

キーワード： ヒ素　微生物ヒ素酸化　土壌微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒ素汚染の原因究明は世界的にも注視されているが、ヒ素と微生物の相互作用は未解明な部分が多いため、実際
の汚染土壌に有効な管理・浄化技術が確立されておらず、安全性を評価し二次汚染被害拡大を阻止する対策が求
められている。本研究の成果は、環境中ヒ素挙動における生物学的な関与を明らかにするとともに、汚染土壌中
でヒ素形態変化に関与する新規微生物群の取得により、ヒ素汚染リスク低減技術や評価技術への応用が期待でき
る。また、本研究で実施した環境中での微生物群の活性全体を定量的に検出・測定する手法はヒ素以外の化学物
質代謝へ応用も期待されることから、学術的な意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 猛毒のヒ素は、鉱山開発など人為的な汚染源の他に、鉱物や掘削ずりからの溶出など自然汚染
源からも環境中に放出され、現在、世界でもっとも深刻な被害を引き起こしている化学汚染物質
の一つである。我が国でも、ヒ素は土壌汚染対策法の基準超過値の検出頻度が高い汚染物質であ
り、不溶化や吸着による固定化を用いた浄化処理が一般的に行われている。しかし、ヒ素は一旦
固定化した土壌から再溶出する二次汚染を引き起こす事例が多く、より長期的な安全性の強化
が求められているが、ヒ素溶出の原因は不明な点が多く有効な解決策が得られていない(Welch 
and Stollenwerk 2002)。 
 重金属の毒性や移動性はその化学形態に大きく依存し、特に反応速度の高い微生物代謝によ
るヒ素の形態変化はヒ素溶出を引き起こし、汚染リスクを悪化させる要因と考えられている
（Oremland et al. 2003)。しかし、ヒ素と微生物の相互作用については不明な点が多く、固定化し
たヒ素の再溶出に影響する微生物代謝を予測・検出する手法が確立されていないことから、ヒ素
汚染リスクを適切に把握する際の障害となっている。近年、ヒ素代謝微生物が数多く分離され、
酸化還元反応によってヒ素溶出を駆動する微生物が環境中に広く分布していることが明らかに
なってきた（Inskeep et al. 2007, Hamamura et al. 2009)。しかし、微生物群集全体の機能・活性を
考慮した現場環境におけるヒ素動態を予測する総合的な研究は極めて稀少であり、ヒ素溶出予
測モデル構築の際の微生物要因の特定が急務となっている。また、ヒ素汚染の誘因については、
現場のモニタリング調査とともに、天然を模擬した複雑系の実験研究が実施されており、その結
果、季節変化にともなう酸素供給量（嫌気度）の変動、そして現場に共存する重金属や汚染物質
の性質によって、固定化されているヒ素の溶出促進が示されている（Itai 2011)。そこで、これら
環境要因の変動が微生物のヒ素代謝活性に影響する機構についても明らかにする必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、汚染土壌のヒ素汚染リスクを適切に予測し安全性の評価につなげるため、ヒ素溶
出に関与する微生物要因の定量的な検出手法を開発し、環境要因（酸素供給量・共存汚染重金属）
の変化が引き起こす微生物ヒ素代謝プロセスを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 本実験では、ヒ素溶出に関与する微生物要因を定量的に検出する手法を確立するため、ヒ素汚
染土壌のカラム実験系を用いて、特に微生物のヒ素酸化・還元反応を左右する土壌水分含量の変
動等による酸素供給量（嫌気度）の増減、また共存汚染重金属の有無が微生物ヒ素代謝に及ぼす
影響を調べた。土壌カラムの作成には、すでに申請者らにより土壌微生物のヒ素代謝が確認され
ている鉱山跡地のヒ素汚染土壌（Hamamura et al. 2013)を接種源に固相カラムを作成し（Macur et 
al. 2004)、それぞれ好気的条件下と冠水時の嫌気的条件下においてヒ素代謝活性と微生物群集の
推移をモニタリングするとともに、ヒ素代謝酵素遺伝子の定量発現解析を実施した。また、共存
汚染物質として、ヒ素と同族の毒性元素であるアンチモンの有無についても同様にカラム実験
によりその影響を明らかにした。さらに、土壌カラム実験で検出された主要なヒ素代謝細菌群を
分離培養し、16S rRNA 及びヒ素代謝遺伝子配列の同定による系統解析を行うとともに、液体培
養後の細胞懸濁液を用いて特異的ヒ素代謝活性速度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
 土壌カラム実験系において、酸化的条件下では三価から五価への継続的なヒ素酸化活性が測
定され、活性速度の増加にともなう細菌群集構造の推移が確認された。また、冠水時を想定した
嫌気的条件下の土壌カラム実験では、好気的条件下と比べてヒ素の酸化還元反応や細菌群集構
造に顕著な推移は検出されず、継続したヒ素酸化が通性嫌気性菌または嫌気的ヒ素酸化細菌群
によって行われていた可能性が示唆された。 
 近年 Aio 型のヒ素酸化酵素も嫌気的環境で活性を示すことが報告されている(Zhang et al. 2015)。
さらに、嫌気的ヒ素酸化酵素として新たに同定された Arx は、主にアルカリ塩湖や温泉などの
極限環境に分布する細菌群から同定されており、汚染土壌環境における分布は不明であった。そ
こでヒ素代謝遺伝子の定量検出手法として、ヒ素酸化酵素（Aio)とヒ素還元酵素(Arr)に加えて、
新規の嫌気的ヒ素酸化酵素 Arx（図１参照）についても検出できるプライマーを作成した。本プ
ライマーを用いることで、Arx 酵素遺伝子は極限環境のみならず、ヒ素汚染土壌中にも分布して
いることが確認された。これら嫌気的ヒ素代謝経路も含め、土壌カラム実験におけるヒ素代謝酵
素遺伝子群の継時的な検出を行ったところ、ヒ素酸化活性速度の増加にともなって Aio 型ヒ素
酸化遺伝子の発現量およびヒ素酸化酵素の遺伝子型の多様性の増加が確認された。 



 さらに、土壌カラム実験系からヒ
素代謝細菌の分離培養を実施した。
その結果、実験に用いた土壌カラム
においてヒ素代謝活性とともに増
加が見られたヒ素代謝細菌を含む、
プロテオバクテリア門に分布する
多様なヒ素酸化細菌群が分離培養
された。これら分離株のうち、主要
な３系統群に分布する 10 株につい
て、液体培養後の細胞懸濁液を用い
てヒ素代謝活性速度を測定したと
ころ、0.15-0.85 mM / day / cell の特
異的活性速度が検出され、ヒ素酸化
酵素遺伝子配列の相同性も高い系
統近縁株においてもヒ素代謝に関
与する生理活性の異なることが示
された。 
 実際の汚染現場では、季節変化に
ともなう温度や降水量の変化によ
る酸素供給量（嫌気度）の変動の他に、複数の重金属等と混在することによる複合暴露なども、
微生物代謝活性へと影響しヒ素挙動変化を引き起こす誘因となると考えられる。そこで本研究
では、ヒ素との複合汚染が報告されている同族毒性元素アンチモンがヒ素形態変化に及ぼす影
響を明らかにするとともに、ヒ素挙動に関与する土壌微生物群集の推移と遺伝子発現応答の定
量的検出を実施した。その結果、アンチモンの毒性は化学形態に依存し、毒性の高い三価態の共
存下ではヒ素酸化活性が阻害されるが、ヒ素酸化酵素 Aio を保有する細菌群の割合は増加する
傾向が見られた。三価態に比べ毒性の低い五価アンチモンの共存下ではヒ素酸化活性は変化し
ないが、アンチモンの複合暴露条件下ではいずれも細菌群集構造が推移し、異なるヒ素酸化細菌
群が優占化することが示された。複合汚染の際の共存元素が鉄など比較的毒性の低い重金属の
場合は、環境中ヒ素酸化活性やヒ素形態と、ヒ素酸化酵素遺伝子の定量解析は相関することが示
されている(Mitsunobu et al. 2013)。qRT-PCR によるヒ素酸化酵素遺伝子 aioAの定量発現解析の結
果、毒性の高い三価アンチモンとヒ素の複合曝露下において、ヒ素酸化酵素遺伝子の発現量は低
下しておらず、ヒ素単独暴露の系と同程度の発現量であった。また、分離培養された複数のヒ素
酸化土壌細菌群は、系統近縁種においてもアンチモン共存条件で異なるヒ素代謝速度を示し、ア
ンチモン耐性レベルも異なることが明らかとなった。これらの結果を総合して、毒性元素の共存
下では、複合汚染物質に耐性の高い微生物群が選択され、アンチモンに耐性を示すがヒ素代謝活
性速度の異なるヒ素酸化細菌が出現したためヒ素酸化効率が減少し、毒性元素代謝活性に影響
を及ぼしたと考えらえる。 
 本結果は、酸素供給量や共存汚染金属などの環境要因変動への応答として、異なるヒ素代謝遺
伝子型に反映される生理生態特性の異なるニッチに適応した細菌群が優占化していることを示
唆しており、汚染土壌環境における潜在的な環境適応能力を評価する上で重要な知見である。 
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