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研究成果の概要：クロムは耐摩耗性、強酸化性など優れた特徴を有し、代替のできない必要不可欠な

機能性材料として多くの産業に利用されている。本研究では、生物由来（体内にクロムを集積する性

質をもつ原生生物ミドリゾウリムシ）のクロム吸着性物質を同定および精製する事を目的とした。本研究

の成果として、クロム未処理と処理ミドリゾウリムシから各々抽出したタンパク質を電気泳動法により比

較した結果、両者の泳動パターンに相違が見られた。今後、発現量に差のあるタンパク質のアミノ酸配

列・遺伝子配列の解析を行う必要がある。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：環境農学 
キーワード：微生物、環境汚染、環境浄化、バイオアッセイ 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）クロムの有用性と有害性 

クロムは耐摩耗性、強酸化性など優れた特

徴を有し、必要不可欠な機能性材料として多く

の産業に利用されている。自然界でクロムは複

数の電価状態で存在するが、その中でも６価ク

ロムはガンや肝機能障害を誘発するという毒性

をもつ。産業利用されたクロムは、排水処理の

過程で、クロムを含む大量の廃棄物（スラッジ）

を生じる。さらに、クロムメッキに使用された６価

クロムが、酸性雨により環境中に漏出する事も

報告されており、環境保全の面から大きな問題

となっている。 

一方、現在、本国のクロムの需要を本国だけ

で完全供給できておらず、そのほとんどを輸入

に頼っている。また、近年、新興国の経済成長

に伴い、今後、クロムの需要増加が予想される

ため、クロムは、タングステン・コバルト・バナジ

ウムなどと同様にレアメタルとして国家備蓄の対

象となっている。  

 

（２）研究開始当初までの研究成果と本実施研

究の着想に至った経緯 

我々は、河川や湖などの環境水の汚染や

各種毒性物質の生物への影響を評価する有

効な方法である『指標生物を用いた生物検定

法 』 の 開 発 を 行 っ て き た （ Miyoshi et al., 
Journal of Health Science, 2003; Tanaka et al., 
In: Environmental Chemistry, 2005; Kawano et 
al., In: Environmental Chemistry, 2005; 
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Takahashi （本研究代表者）et al., Toxicology 
in Vitro, 2005; Takahashi （本研究代表者）et 
al., ITE Letters on Batteries, New 
Technologies & Medicine, 2005; 高橋 （本研

究代表者）他, 原生動物学雑誌, 2006）。この

研究過程で、原生動物ミドリゾウリムシを用い

て６価クロムに対する影響を調べた結果、ミドリ

ゾウリムシが体内にクロムを集積するという興

味深い現象を発見した。この事は、ミドリゾウリ

ムシが単に環境中のクロムを検出する目的だ

けでなく、ミドリゾウリムシに吸着させる事で環

境中のクロムを除去し、環境浄化にも貢献でき

る事を示唆している。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、クロムを体内に集積する事がで

きる原生生物ミドリゾウリムシからクロム吸着性の

タンパク質フィルターを作製し、６価クロムを回

収し、さらにリサイクル可能なシステムの構築を

目標とした。特に、今回の実施研究期間では、

最も重要となるミドリゾウリムシ由来のクロム吸着

性タンパク質の同定および精製を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）６価クロムのバイオアッセイ： 
ミドリゾウリムシへのクロム吸着量が最
も多く、かつ、ミドリゾウリムシの生存個体
数が多い条件を検討した。 
 
（２）細胞内クロムの局在の解析： 
金属イオン依存的に蛍光を消失する金属
プローブを用いて、ミドリゾウリムシ内のク
ロム吸着部位の可視化を蛍光顕微鏡解析に
より試みた。 

 
（３）クロム吸着性タンパク質の探索： 
クロム未処理と処理サンプルから各々タ
ンパク質を抽出し、電気泳動法により、その
泳動パターンを比較した。 

 
 
４．研究成果 
（１）６価クロムのバイオアッセイ： 
ミドリゾウリムシに 7日間 6価クロム
（K2Cr2O7）処理を行い（処理開始時のミドリ
ゾウリムシ個体数密度：1000 cells/ml）、
その形態的な変化や細胞増殖への影響を解
析した。その結果、6価クロムが図１の赤色
の濃度幅の時、ミドリゾウリムシの増殖も致
死も起こらなかった。また、細胞増殖への影
響が見られなかった濃度でも、クロム未処理
のコントロールよりも有意に体長の減少し
た個体が現れるなど、形態的な影響も観察さ
れた。一方、上記濃度で、クロムの集積が起

こる事を既に明らかにしている（図２）。以
上の事から、上記濃度幅でクロムを処理する
事により、ミドリゾウリムシの個体数を減ら
すことなく、効率的に目的タンパク質を得ら
れる可能性がある。 
 
（２）細胞内クロムの局在の解析： 
金属イオン依存的に蛍光を消失する金属
プローブを用いて、ミドリゾウリムシ内のク
ロム吸着部位の可視化を蛍光顕微鏡解析に
より試みた。今回、金属プローブとしてカル
セインブルー（図３）を用い、クロム処理は、
図１の結果からミドリゾウリムシの死滅を
避け、かつ、十分なミドリゾウリムシ個体数
の解析を可能とする 40 μMのK2Cr2O7で 7日間
行った。その結果、クロム処理特異的な蛍光 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：ミドリゾウリムシに対する6価クロム
の感受性 
 ミドリゾウリムシに6価クロム（K2Cr2O7）
を明暗条件下で処理し、7日後の生存個体数
を実体顕微鏡下で計測した。クロム未処理の
コントロールでは、7日後までにミドリゾウ
リムシ数が約3倍に増加しているが、低濃度
の6価クロム存在下では、ミドリゾウリムシ
の増殖が抑制された。一方で、100 μM 以上
の6価クロム存在下では、ミドリゾウリムシ
が死滅した。 
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図２：ミドリゾウリムシによるクロムの集積

原子吸光光度計
を用いてミドリゾウリ
ムシ内に集積したク
ロム量の測定を
行ったところ、有意
なクロムの集積が
確認できた。



 

 

局在は観察されなかった。この理由として、
金属プローブとして用いたカルセインブル
ーは、必ずしもクロム特異的ではないため、
有意な結果を得ることが出来なかった可能
性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）クロム吸着性タンパク質の探索： 
クロム未処理と処理サンプルから各々タ
ンパク質を抽出し、電気泳動法により、その
泳動パターンを比較した。クロム未処理と処
理サンプルを電気泳動法により比較した結
果、両者の泳動パターンに相違が見られた。
しかし、今回は、特異的なバンドの検出を重
視したため、既知のタンパク質染色法の中で
最もタンパク質の検出感度が高い銀染色法
で染色を行った。したがって、両者の電気泳
動像を定量的に解析するには十分なデータ
とはいえない。今後、検出感度のみならず、
タンパク質の定量比較も可能な染色法を用
いて再度解析する必要がある。その上で、発
現量に差のあるタンパク質のアミノ酸配
列・遺伝子配列の同定を行う必要がある。 
 
 以上研究成果（１）～（３）より、本実施
研究期間において、クロム特異的なタンパク
質解析のための培養条件を確立した。目的と
していたクロム吸着性タンパク質の同定と
精製までには至らなかったものの、クロム処
理により、コントロールとは異なるタンパク
質発現が起きている事が示唆され、今後のク
ロム吸着性タンパク質の同定・精製への展望
が十分に期待できる結果を得られたと考え
ている。 
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図3：金属プローブカルセインブルー  
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〔その他〕 
（１）招待講演など（計 ２件） 

① 高橋利幸 「微生物研究からみえてきたも

の～環境問題やヒト繊毛病から若返りの秘術

まで～」、慶應義塾大学通信教育部 講演会

（長野県 松本）（2009 年 1 月 25 日） 
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（２）報道（計 １件） 

①細谷浩史、高橋利幸、科学新聞「原生動物

の原形質流動の役割 細胞内部共生藻の増

殖を制御」（2008 年 3 月 14 日 第 3186 号） 
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