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研究成果の概要（和文）：　アルカリ化酵母はアンモニウムを生成することで強酸性水を中和する能力を持つ。
酵母を酸性・中性・塩基性水で培養したが、細胞内タンパク質の合成に大きな変化は無かった。また各pH下でア
ンモニウムを生成していた。中性～塩基性水になると、有機酸の生成能が高まった。酵母はアンモニウムと有機
酸の生成量を変化させて、pHを調節していることがわかった。
　アルカリ化酵母は酸性・中性・塩基性いずれの自然水圏にも生息していた。これらの酵母は酵母種がほぼ同一
であり、酸性～塩基性のいずれの環境でも増殖可能な、広域pH耐性を持っていた。
　固定化酵母により強酸性水を中和してアンモニウムを吸着するバイオリアクタを構築した。

研究成果の概要（英文）： Alkalinization yeasts have neutralizing activities of strongly acidified 
water by producing anmonium ions. The yeasts were cultivated in acid, neutral, or basic water and 
their protein biosynthesis in the cells changed little. The yeasts produced anmonium ions in each 
water. Production of organic acids by the yeasts increased in both neutral and basic water. 
Therefore, they were found to regulate pH by changing the pruductions of anmonium ions and organic 
acids accoding to environmental pH.
 Alkalinization yeasts were found to live in natural acid, neutral or basic environments. The yeast 
species were almost same, had broad range of pH tolerance, and lived in the environments from acid 
to basic.
 Continous neutralization of strongly acidified water and removal of surplus anmonium ions were 
attained by a bioreactor with immobilized yeasts and zeolite.  

研究分野：環境微生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　日本にはpH1-3の強酸性の第1級河川が幾つか存在する。こうした河川では魚介類が生息せず、農業用水や養殖
水にも使用できない死の川と言われてきた。石灰投与による中和事業が進み、中和工場に下流からは、河川に中
和水が流れるようになった。一方で石灰による2次汚染も発生して、あるレベルでの石灰耐性を持つ魚介類しか
生息できない水圏環境となっている。
　アルカリ化酵母は、アンモニウムイオンを生成することで強酸性水を中和する能力を持つ。当該酵母により強
酸性水を中和して、過剰な案もアンモニウムイオンを吸着除去することで、環境に優しい中和が実現できる。本
研究成果は生活水や農業用水の製造に利用可能と考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

日本は火山が多いため強酸性泉が各地に点在している。例えば秋田県の玉川温泉(pH 1.2) や
群馬県の草津温泉(pH 2.1)があり、玉川温泉が流入する玉川上流域は塩酸性河川、草津温泉と
白根山の鉱山廃水が流入する吾妻川上流は硫酸性河川が形成されている。これらの強酸性水圏
では魚介類や水棲植物などの生息が見られず、周辺住民が河川水を農業用水や生活用水として
使用することが難しい上、鉄やコンクリートまでもが短期間で劣化するなどの諸問題が生じる。
1940 年、玉川水を田沢湖に流入させたため、湖全体が酸性化して漁獲高や農作高が激減し、と
りわけ天然記念物のクニマスが絶滅するなど、酸性水による負の影響が拡大した。戦後、秋田
県や群馬県では酸性水の改善策として、河川上流域に石灰の投入工場を建設して、河川水の中
和事業を開始した。その結果、中和地点より下流では pH が上昇して、一部の魚介類の生息が認
められるようになったが、クニマスなど石灰に対して敏感な生き物の田沢湖での回帰は、今日
まで報告されていない。 

筆者は河川の中和地点前後の微生物調査を中心に環境モニタリングを試みた。中和地点上流
の強酸性河川中では酵母群が主たる微生物相を形成していること、中和地点下流の中和水の主
たる微生物相は一般河川と同様に細菌群であることがわかった。また、中和点前後から単離し
た酵母は全て酸性培地(pH1-3)で増殖し、耐酸性能を持つことが確認された。これらの耐酸性酵
母中からアルカリ化酵母（アンモニウムイオン NH4+を放出して強酸性水を中和する活性を持
つ酵母）を発見した。また、強酸性河川水は当然のこと、石灰による中和河川水も、飲料水や
生活水、農業・養殖などの産業水としての使用は困難である。そこで、筆者は強酸性水の有効
利用を目指して、アルカリ化酵母による環境に優しい中和水の製造を試みた。 
 
２．研究の目的 
 
強酸性水圏由来の耐酸性酵母の中に存在するアルカリ化酵母は、酸性環境下でバイオフィル
ム等を形成し自らの細胞周囲を中和する生存戦略を持っている可能性が高い。アルカリ化酵母
はアミノ酸のアミノ基を切断して NH4+を生成することで酸性水を中和しているが、その機構
の詳細は不明である。特に、強酸性環境をもたらす酸は硫酸、塩酸など異なっているため、酵
母の中和活性に及ぼす酸種の影響を解析する。また、酵母が酸性水中で誘導させるタンパク質
やアミノ酸を解析して、アルカリ化酵母の中和機構を分子レベルから解明することを目的とす
る。 
 次ぎに、アルカリ化酵母は強酸性水圏にて発見されたが、中性水圏や塩基性水圏に生息する
か否かは不明であった。そこでアルカリ化酵母の中性及び塩基性水圏での生態を解明して、当
該酵母が中和活性能を持つことの意義を解明する。  
 最後に、アルカリ化酵母を利用した強酸性水の中和を試みる。草津地方など強酸性水が存在
する環境はアルミニウムイオン等が高濃度に含有していて、微生物活性を阻害している。そこ
で、アルミニウムイオンの影響を最小限にて、アルカリ化酵母が生成する NH4+が環境にとっ
て有害でないレベルに低減しつつ、中和水を連続生産するバイオリアクターの構築を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 中和活性に及ぼす酸種の影響 
  無機酸（硫酸、塩酸、硝酸、リン酸）や有機酸（酢酸、乳酸、クエン酸、プロピオン酸、
ギ酸）で pH3.0～4.5 下における、アルカリ化酵母による中和活性を解析した。 
(2) 培養 pH による細胞内タンパク質・アミノ酸の変化 
  アルカリ化酵母を酸性(pH3.0)、中性(pH6.5)の環境下で培養した際に、細胞内で誘導され        
るタンパク質とアミノ酸の変化を解析した。  

(3) 水圏環境からのアルカリ化酵母の単離 
  酸性水圏から単離されたアルカリ化酵母の生態を調べるため、中性水圏と塩基性水圏にお
いて、アルカリ化酵母の単離を行った。 
(4) 中和リアクターの構築 
  アルカリ化酵母を固定化してカラム充填し、酸性水の連続中和バイオリアクターシステム
を構築した。 
 
４．研究成果 
(1) 中和活性に及ぼす酸種の影響 
無機酸（硫酸、塩酸、硝酸、リン酸）や有機酸（酢酸、乳酸、クエン酸、プロピオン酸、ギ
酸）で、pH3.0～4.5 下におけるアルカリ化酵母による中和活性を解析した。硫酸・硝酸・リン
酸（図 1）及び塩酸などの無機酸では、アルカリ化酵母の中和活性に及ぼす酸種の影響は無か
った。クエン酸（図 2）・乳酸（図 3）・酢酸（図 4）及びプロピオン酸・ギ酸で、pH3.0～4.5
下におけるアルカリ化酵母の中和活性は酸種により大きく影響を受けた。 
 細胞外で有機酸のカルボキシル基が解離して、カルボキシルイオンが細胞膜に吸着して、細



胞内 pHを低下させて酵母を死滅させる、そして各有機酸の解離度は pHにより異なるため、ア
ルカリ化酵母の中和活性に影響を及ぼすと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 各種酸(pH3.0)の中和試験        図 2 クエン酸の中和試験 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     図 3 乳酸の中和試験            図 4 酢酸の中和試験 
 
(2) 培養 pH による細胞内タンパク質・アミノ酸の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 アルカリ化酵母による中和機構        図 6 カザミノ酸溶液の中和 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 細胞内タンパク質に及ぼす pHの影響   図 8 細胞内アミノ酸に及ぼす pH の影響 
 
アルカリ化酵母はカザミノ酸（アミノ酸）のアミノ基を切断して、NH4+を生成することで酸
性水を中和する（図 5）。pH3.0下でのカザミノ酸液は 6時間後の pHが 6近傍まで上昇したが、
pH6.5下では pH上昇がほとんど無かった（図 6）。 



pH3.0 と pH6.5 のカザミノ酸溶液で培養後の細胞内タンパク質を電気泳動解析した（図 7）。
２つの泳動パターンに差が無く、pH3.0 下でも特殊なタンパク質が発現して、pHの上昇に影響
を及ぼす可能性は低いと考えられた。 
次ぎに各培養液下における細胞内アミノ酸の変動を調べた（図 8）。特に pH6.5 下でアスパラ
ギン酸 Asp とグルタミン酸 Glu の蓄積が顕著であった（図 9）。そこで Asp と Glu を添加して培
養したところ、pH6.5 液の pH 上昇が抑制されることがわかった。 
以上の結果から、アルカリ化酵母は酸性下で特定タンパク質を誘導して、NH4+を生成するの
では無く、酸性下～中性下のいずれでも NH4+を生成するが、中性下では Asp/Gluを細胞内に
蓄積することで、pH上昇を抑制している可能性が高いと考えられる（図 10）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 pH6.5 における Asp/Glu の蓄積     図 10 Asp/Glu 添加が pH上昇に及ぼす影響 
 
(3) 水圏環境からのアルカリ化酵母の単離 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
横浜市周辺の中性水圏からアルカリ化酵母を単離することができた。それらの菌種同定を行
ったところ、多様性に富んでいた（表 1, 2）。黄色の細菌は以前に私が強酸性水圏から単離し
た株であり、酸性水圏と中性水圏で同一種が生息していた。 
 中性水圏由来のアルカリ化酵母の中和活性は、酸性水圏由来の酵母のそれと大きな差が無か
った。よって、アルカリ化酵母は酸性～中性環境に生息している。中性条件下では大きな特徴
を示さないが、酸性条件下に置かれると中和活性を発揮して、自らの細胞を保護して生存して
いるものと推定された。 
 
塩基性水圏由来にアルカリ化酵母の菌種は、酸性水圏や中性水圏由来のそれと類似していた（表
3,4）。よって、アルカリ化酵母は酸性～中性～塩基性の水圏にまたがって広く生息しているこ
とがわかった。次ぎにアルカリ化酵母の増殖に及ぼす pH の影響を解析したところ、アルカリ化
酵母は広域pH耐性を持っていることがわかった（図11）。またアルカリ化酵母は塩基性下では、



リンゴ酸やクエン酸を細胞外へ放出して、pHの増大を抑制していることがわかった（図 12）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 11 アルカリ化酵母の増殖に及ぼす pHの影響 図 12 有機酸生成に及ぼす pHの影響 
 
(4) 中和リアクターの構築 
酸性水中和用バイオリアクターを構築した。特に吾妻川流域はアルミニウムイオン濃度が高
いため、第 1リアクター（ゼオライト）によりアルミニウムイオンを低減化した。中和後の第
3リアクター（ゼオライト）により、NH4+を低減化した（図 13）。アルカリ化酵母は生菌体だ
けでなく、菌体酵素系でも強酸性水の中和バイオリアクターを構築することができた（図 14）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 13 強酸性水中和用バイオリアクター    図 14 菌体酵素系バイオリアクター 
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