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研究成果の概要（和文）：当研究室では、これまでに取得した細菌由来のキレート物質（メタロフォア）が、め
っき廃液中のニッケルイオンの回収に利用できることを見出している。この物質の特徴は既知のものとは一致せ
ず、新規化合物である可能性が高い。本研究ではこのメタロフォアについて、(1)高生産条件の検討、(2)精製と
構造解析、(3)固相抽出と組み合わせたニッケル回収の条件検討を行った。(1)の結果、メタロフォアの生産量を
当初の３倍に増やすことができた。(2)の結果、構造中に環状化オルニチン、アルギニン等を含むペプチドであ
ることが示唆された。(3)では、実際のめっき廃液から、ニッケルイオンを回収できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In our laboratory, we have found that the bacterial chelating substances 
(metallophores) can be used for the recovery of nickel ions in the plating waste liquid. The 
characteristics of this substance do not match those known and are likely to be novel compounds. In 
this study, we investigated (1) high production conditions, (2) purification and structural 
analysis, and (3) nickel recovery conditions combined with solid-phase extraction. As a result of 
(1), we were able to triple the production of metallophores . (2), it was suggested that the peptide
 contains cyclized ornithine, arginine, etc. in its structure. In (3), it was confirmed that nickel 
ions can be recovered from the actual plating waste liquid.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本国内におけるニッケル等のレアメタルの安定供給を確保するため、そのリサイクル法の開発は重要である。
本研究では、細菌由来のキレート物質（メタロフォア）を用いて、めっき廃液中のニッケルイオンの回収を検討
した。現状ではメタロフォア生産のコストがニッケルの価格に見合わないという問題はあるが、原理的には可能
であると示すことができた。また、このメタロフォアの特徴は既知の化合物とは一致せず、新規化合物の可能性
があり学術的にも興味深い。その構造について調べることは、メタロフォアの金属選択性と構造との関係を知る
ための一助となることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

本研究では、効率的な分離回収が難しい無電解ニッケルめっきの排水・廃液に着目している。
めっきの水洗工程において発生する比較的低濃度のニッケルを含む排水は、めっき工場内の排
水処理施設において、苛性ソーダや消石灰に加えて高分子凝集剤などの薬剤を投入する中和沈
殿により処理されている。その際に大量に生成する汚泥（スラッジ）は、専門の処理業者によっ
て回収され、ニッケル含有スラッジとして海外に輸出されるか、あるいはニッケルが回収されな
いまま埋め立て処分されており、日本国内ではスラッジからのニッケルの回収は殆ど行われて
いない。 

一方、高濃度のニッケルを含むめっき液の廃液については、一部の企業ではニッケルのリサイ
クルシステムが構築されているが、施設規模および初期投資費用が大きい。そのため、中小規模
のめっき工場において現状では、自社でめっき廃液を処理せず専門の処理業者に処分を依頼し
ている。このように、現段階では中小企業のめっき排水・廃液の大部分は、ニッケルが回収され
ないまま有償で処分されている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、細菌が生産するキレート物質に着目し、これを利用しためっき排水・廃液からの
ニッケル回収法の開発を最終目的とする。多くの細菌は、鉄欠乏下において、シデロフォアと総
称される鉄キレート物質を種特異的に生産し、生育に必要な鉄イオンを効率よく取り込むこと
が知られている（ギリシャ語でシデロは鉄を、フォアは運搬体を意味する）（Schalk IJ et al., 

Environ. Microbiol., 13, 2844–2854, 2011）。これまでシデロフォアは、3 価の鉄イオンに対し
ては高いキレート作用を示すが、鉄以外の 2 価の金属イオンに対するキレート作用は低いと考
えられてきた。しかし近年、鉄以外の金属もキレートするシデロフォアが見出され、細菌の重金
属耐性など鉄運搬以外の機能が着目されている。このような鉄以外の金属をキレートする細菌
生産物は、メタロフォアとも呼ばれる（Johnstone and Nolan, Dalton Trans., 44, 6320–6339, 

2015）。 

当研究室ではこれまでに、水溶液中のニッケルイオンと結合するメタロフォアの生産菌を取
得している。本研究ではこのメタロフォアについて、(1)高生産条件の検討、(2)精製と構造解析、
(3)固相抽出と組み合わせたニッケル回収の条件検討を行った。 

 

３．研究の方法 

 

(1)メタロフォア高生産条件の検討 

 ニッケル結合メタロフォアの生産菌として、当研究室で過去に単離した Delftia sp. No.10株
を用いた。また、当初はコバルト結合メタロフォアの生産菌として過去に単離した Pandoraea 
sp. HCo-4B 株のメタロフォアが、ニッケルイオンとも結合することが分かり、この菌株も用い
ることとした。 

 培地成分として数種類の炭素源を検討し、窒素源およびリン源の濃度を変えて培養を行い、培
養液中のメタロフォアの濃度をFe-CASアッセイ（Schwyn and Neilands, Anal., Biochem., 160: 

47–56, 1987）により推定した。培養液と Fe-CAS 溶液を１：１で混合し、30 分後の 630nm の
吸光度の低下より、Fe-CASからメタロフォアが鉄イオンを奪い取った量として算出した。 

また、遺伝子組換えによるメタロフォアの大量生産を目指すため、メタロフォアの生合成遺伝
子の取得と解析を試みた。Delftia acidovorans のメタロフォア生合成遺伝子として既に報告の
ある del G（C W Johnston et al., Nature Chem Biol, 9, 241-243, 2013）の塩基配列を基にプラ
イマーを作製し、Delftia sp. No.10株または Pandoraea sp. HCo-4B 株から抽出した DNAを
鋳型として PCR による増幅を行った。 

 

(2)精製と構造解析 

No.10 株を培養し、遠心分離、ろ過滅菌にて菌体を除去し、エ
バポレーターで培養液を濃縮したのち、6 種類の担体(ルアーデバ
イス型 C18、シリンジバレル型 C18, C8, Silica, HLB, MCX)を用い
て固相抽出の担体検討を行った。抽出したメタロフォアを濃縮し
た後、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）にて分画・精製を行
った。精製したメタロフォアを用いて核磁気共鳴(NMR)装置で測
定を行い、構造を推定した。また、エドマン分解法によるペプチ
ドシーケンス解析（依頼分析）を行った。 

 

(3)固相抽出と組み合わせたニッケル回収の条件検討 

 精製したメタロフォアを用い、図１に示す方法で、希釈した無
電解ニッケルめっき廃液からニッケルイオンを回収できるか再度確認を行った。Ni2+ 濃度は、
ジメチルグリオキシムを用いた比色定量法にて測定した。 



 また、ニッケル以外の金属イオンの影響を調べるため、FeCl3または PbCl2を添加して、同様
の実験を行った。さらに、安定剤として鉛が含まれている実際のめっき廃液を用いて、同様の検
討を行った。各溶液中の金属イオン濃度は、高周波誘導結合プラズマ発光分光法（ICP-OES）で
測定した。 

 

４．研究成果 

 

(1)メタロフォア高生産条件の検討 

培地成分として数種類の炭素源を用い、経時的に培養液中のメタロフォアの濃度を調べた結
果、Delftia sp. No.10株と Pandoraea sp. HCo-4B 株ともに、炭素源としてコハク酸またはア
スパラギン酸が適しており、グルコースやフルクトースは生育に適さないことが分かった。炭素
源をコハク酸として濃度を検討し、窒素源およびリン源の濃度も変えて培養を行い、どちらの菌
株も、当初（約 30 µmol/L）の約３倍までメタロフォアの生産量を増やすことができた。 

 また、del G プライマーを用いた PCRの結果、Delftia sp. No.10 株では多数の DNA断片が
増幅したが、Pandoraea sp. HCo-4B 株では約 1500 塩基と約 500 塩基の DNA 断片の増幅が
見られた。今後はこれらの DNA断片の塩基配列の解析を行いたいと考えている。 

 

(2)精製と構造解析 

Delftia sp. No.10株について、固相抽出の担体検討より、ルアーデバイス型の C18カラム(Sep-

Pak Plus C18)が回収率が最も高く約 90%となった。HPLC で分画・精製した結果、培養上清 1.8L

から 36 mg の精製メタロフォアを得た。各種 NMRを測定した結果、溶媒 D2O による 13C-NMR

では、文献値（C W Johnston et al., Nature Chem Biol, 9, 241-243, 2013）と近似している 165.2, 

51.4, 19.4, 25.4, 172.4 ppm にシグナルを示したことから、環状化オルニチンが含まれているこ
とが示唆された。ペプチドシーケンス解析の結果、アラニン、アスパラギン酸、バリンの側鎖を
含むペプチドであることが示唆された。全体の構造決定のために、引き続き解析を行っている。 

 

(3)固相抽出と組み合わせたニッケル回収の条件検討 

精製した Delftia sp. No.10 株のメタロフォアを用いて最終濃度が 120 µMとなるように添加
し、ニッケル回収を行った。HCl 溶出液の Ni2+濃度の平均値は 121 µM であり、添加したメタ
ロフォアの濃度と同程度のニッケルが回収できた。試薬の NiCl2と FeCl3または PbCl2を各 200 

µＭとなるよう添加して、同様の方法で検討したところ、HCl 溶出液の Ni2+濃度は殆ど変わらず、
Fe3+または Pb2+添加による影響を受けないことが分かった。しかしこの HCl 溶出液には、Fe3+

または Pb2+も含まれていた。メタロフォア非添加の対照実験には Ni は含まれていなかったが、
Feと Pbは含まれていたため、Feと Pbは担体へ非特異的に吸着している可能性が考えられる。   

また、安定剤として鉛が含まれている実際のめっき廃液を用いて同様の実験を行った結果、
HCl溶出液中の鉛は検出限界（20 ppb）以下であった。一方、Pandoraea sp. HCo-4B株のメタ
ロフォアを用いた場合、同様の方法で、コバルトイオンとニッケルイオンの両方が回収されたた
め、金属選択性は高くないと考えられる。今後は、それぞれのメタロフォアの構造解析を進め、
金属選択性と構造との関係を検討したいと考えている。また、メタロフォアを固定化した担体の
作製を試みる。 
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