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研究成果の概要：鉄酸化細菌 Acidithiobacillus ferrooxidans は無機水銀を還元気化する水銀

還元酵素 mercuric reductase（MerA）を持つが、有機水銀の炭素-水銀結合(C-Hg bond) を切

断する水銀分解酵素 mercuric  lyase（MerB）を持たない事が知られている。高度水銀耐性

鉄酸化細菌 A. ferrooxidans MON-1 株が MerA 及び MerB の関与しない新規な水銀分解機構

で無機及び有機水銀から金属水銀を還元気化する事を新たに明らかにした。即ち、MON-1 株

は、水銀耐性の aa3型 cytochrome c oxidase (aa3)を持ち、aa3中の α –及び β-subunits が C-Hg 

bond の切断と Hg2+の Hg0への還元の両方を触媒することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

It has been known that iron-oxidizing bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans has a 

mercuric reductase (MerA) which reduces Hg2+ to a volatilizable metal mercury (Hg0), but 

not has a mercuric lyase (MerB) which cleaves a C-Hg bond in organomercurials. Author 

newly found a novel Hg0 volatilizing enzyme system in a highly mercury resistant A. 

ferrooxidans MON-1. Namely, strain MON-1 has a mercury resistant aa3-type cytochrome c 

oxidase (aa3) and α- and β-subunits in aa3 has activities to cleave C-Hg bond in 

organomercurials and to reduce Hg2+ to Hg0. 
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１．研究開始当初の背景 

地球の環境浄化・保全は、21世紀人類に果た

せられた最も重要な課題の一つである。環境

ホルモンや重金属などの化学物質は、生物の

適正な機能の維持と生命の存続に重大な影

響を及ぼす。水銀による水俣病やカドミュウ

ムによるイタイイタイ病の発症は世界に重

金属公害の恐ろしさを強く印象付けた。重金

属のなかでも特に水銀は人体を含め生物体

に容易に蓄積されるため人々の健康に重大

な影響を及ぼす。火力発電所や金の採掘現場、

化学工場や廃棄物など、水銀の汚染源は多岐

に渡っており、しかも水銀化合物は気化し易

く大気などを通じて地球規模で移動するた

め、世界規模での水銀汚染問題の解決が急務

とされている。2007年2月にはナイロビの国

連環境計画本部で水銀規制を検討する国際

会議が開かれている。 

 

２．研究の目的 

水溶性の無機および有機水銀をガス状の金

属水銀に変換できる高度水銀耐性鉄酸化細

菌 Acidithiobacillus ferrooxidans MON-1

株の特徴ある水銀還元酵素活性を分子生物

学的に解析し、得られた知見を水銀汚染土壌

から微生物的に水銀を気化・回収するバイオ

レメディエ－ション技術へ導いていこうと

するものである。 

 

３．研究の方法 

水銀分解酵素を精製するための鉄酸化細菌 

A. ferrooxidans MON-1株の大量培養は、培

養条件の検討後、２価鉄をエネルギー源とし

た電気培養法によって行った。無機水銀ある

いは有機水銀から細胞外へ気化放出される

金属水銀は、還元気化原子吸光法で定量した。

培養液中の有機水銀濃度はECDガスクロマト

グラフィーを用いて定量した。細胞膜に存在

する新規水銀還元酵素（aa3型チトクローム 

c オキシダーゼであることを今回明にした）

は、界面活性剤オクチルグルコシド（1-O-n-

octyl-β-D-glucopyranoside）で可溶化した

後、硫安分画、及び各種カラムクロマトグラ

フィーを用いて精製した。精製の純度は、SD

S-PAGEで決定した。aa3型チトクローム c オ

キシダーゼに対する抗体はウサギを用いて

調製した。チトクローム c オキシダーゼ活

性は還元型mammalian cytochrome c、 及び 

MON-1株から精製したcytochrome c を基質

にして分光光学的に測定した。 

 

４．研究成果 

（1）電気培養法を用いた大量培養法の確立 

水 銀 気 化 酵 素 の 精 製 を 行 う た め 、 A. 

ferrooxidans MON-1 株を 2 価鉄と無機塩類

を組成とする培養液(pH2.5) を用い電気培

養法で培養した。電気培養条件の最適化を試

み、14 日間の培養で 1 リットル当たり 400 

mg の菌体を得ることに成功した。なお、通

常の回分培養法では 1 リットル当たり 10 mg

の菌体収量である。 

 

(2) 有機水銀分解酵素(MerB 様タンパク質)

の精製 

MON-1 株の洗浄細胞を 2%のオクチルグル

コシドと 1.0 M の硫酸アンモニウムを含む

pH 2.0 の buffer 中で可溶化した後、45% 硫

安分画、Phnylchromatography, Shephadex 

G-100 chromatography 、 Superdex 

chromatography を用いて有機水銀、及び無

機水銀還元酵素を SDS-PAGE で均一に精製



した。精製酵素は、無機水銀あるいは有機水

銀と還元剤（還元型 mammalian cytochrome 

c あ る い は MON-1 株 か ら 精 製 し た

cytochrome c の還元型）とインキュベートす

ると酵素濃度に比例して金属水銀を気化さ

せた。 

 

3) 精製した有機水銀分解酵素が aa3 型の

cytochrome c oxidase であることの決定 

精製酵素のSDS-PAGEは、aa型 cytochrome 

c oxidase に特徴的な 3 種類の subunits の存

在を示した[α-subunit (59 kDa)、 β-subunit 

(26 kDa)、γ-subunit (22 kDa)]。また精製酵

素 の 可 視 還 元 ス ペ ク ト ル は aa3 型

cytochrome c oxidase に特徴的な 2 種類のピ

ークを 596 nm (α-bund) と 440 nm (γ-band)

を示した。精製酵素は、無機水銀及び有機水

銀 (methylmercurychloride, MMC) からの

金属水銀の気化を触媒したが、この気化反応

は aa3 cytochrome c oxidase に対してあらか

じめ調製しておいた抗体によって完全に阻

害された。 

 

(4) 有 機 水 銀 分 解 に 関 与 す る aa3 型

cytochrome c oxidase 中の subunits の決定 

aa3 には、３種類の subunits（α-、β-、及

びγ-subunits）が存在している。3 種類のう

ち、どの subunit が水銀の気化に関与してい

るかを検討した。精製 aa3を 0.1% メルカプ

トエタノールを含む 5% SDS で処理し

suunits に解離させた後、G-100 カラムグラ

フィーを用いて各 subunits の単離を試みた。

G-100カラムクロマトグラフィー分画により

２つのタンパク質溶出ピーク（ピーク A 及び

ピーク B）が観察された。G-100 カラムクロ

マトグラフィー分画を 2回繰り返すことによ

ってAピーク及びBピークを別々に単離する

ことができた。A ピークは cytochrome c 

oxidase 活性を持ち、SDS-PAGE の結果２本

のタンパク質バンド(59 KDa, 24 kDa)を示

した。分子量よりα-及びβ-subunits が存在

する画分であることが明らかになった。一方、

B ピークは、SDS-PAGE の結果１本のタンパ

ク質バンド(59 KDa)を示し、分子量よりα

-subunits のみを含んでいる画分であった。B

ピークは cytochrome c oxidase活性を示さな

かった。α-及びβ-subunits を含む A ピーク

の cytochrome c oxidase活性は解離前の未変

成 aa3より約 10 倍高い活性を示した。この

結果より aa3 の水銀還元触媒部位はα-及び

β-subunitsにありγ-subunitは cytochrome 

c oxidase 活性の制御を行っていることが推

定された。 

無機水銀及び有機水銀（MMC）を電子受容

体にし、還元型 mammalian cytochrome c

を電子供与体にして金属水銀の気化活性の

有無を検討した。G-100 カラムクロマトグラ

フィー後のAピーク及びBピークのみではわ

ずかな金属水銀気化活性しか示さなかった。

しかし、A ピークに B ピークを加えると B ピ

ークの添加濃度に比例して顕著な金属水銀

の 気 化 活 性 の 増 大 が 観 察 さ れ た 。

Cytochrome c oxidase 活性を持つα-及びβ 

-subunits 以外にα-subunit のみを含む B ピ

ークも金属水銀気化反応に必要であると言

える。A ピークによる無機水銀あるいは

MMC からの金属水銀の気化活性は 0.1 mM 

の Cu2+の添加によって約 2 倍活性化された。 

B ピーク添加による水銀気化活性の活性化は 

この画分に存在するα-subunit 中の銅成分

（CuB）に原因するかもしれない。 

 

(5) MON-1 株の aa3型 cytochorme c oxidase

の特徴 

MON-1 株は他の A. ferrooxidans 株（ATCC 

23270 や AP19-3 株）に比較して aa3 



cytochrome c oxidase (aa3) が水銀に耐性で 

ある特徴を有していた。更に MON-1 株 aa3 

は SDS に耐性であるばかりでなく aa3はド 

デシル硫酸ナトリュウム(SDS)に対しても耐 

性であった。A. ferrooxidans ACC 23270 

株由来精製 aa3は 0.05 mM SDS 存在下で完 

全に阻害されたが、MON-1 株の aa3は 0.05  

mM SDS 存在下でも約 80%の活性を保持し 

ていた。MON-1 株由来 aa3は 0.2 mM のカ 

ドミュウム（Cd2+)、亜鉛(Zn2+)、ニッケル 

(Ni2+) などによって阻害、あるいは活性化さ 

れないが、0.2 mM の Cu2+存在下で約 3 倍活 

性化される特徴を持っていた。 

 

(6) 硫 黄 で 増 殖 し た  A. ferrooxidans 

MON-1 株の水銀還元機構 

硫黄で増殖した A. ferrooxidans の水銀還元

機構に関する報告例はこれまでなかった。元

素硫黄で増殖した MON-1 株より水銀還元

気化酵素の精製を試み、２価鉄生育菌と同様

に aa3型 cytochrome c oxidase が、無機水銀

からの金属水銀の気化を触媒することを明

らかにした。 

また、硫黄生育鉄酸化細菌に鉄生育鉄酸化細

菌と同じ鉄酸化酵素系が存在しているかど

うか不明であったが、上記硫黄生育 MON-1

株から精製した aa3 を、2 価鉄生育菌から精

製した aa3以外の鉄酸化酵素系の成分、即ち

rusticyanin 及び２種類の c 型 cytochrome 

（Cyc1 及び Cyc2）と混合すると、鉄酸化酵

素系を再構成できることを示すことができ

た。 

 

以上、本研究から明らかになった知見を基礎

にして高度水銀耐性鉄酸化細菌 A. ferro- 

oxidans MON-1 株の水銀還元気化機構を下

図のように表すことができる。A. ferro- 

oxidans には、中性 pH で増殖する従属栄養

細菌で明らかにされていた水銀還元酵素

(MerA)が存在していることが報告されてい

た。一方、鉄酸化細菌の標準菌株である A. 

ferrooxidans ATCC 23270 株ゲノム中には

C-Hg 結合を切断する酵素 MerB は存在しな

いことが報告されている。このような歴史的

背景のなかで有機水銀にも耐性である

MON-1 株がどのような機構で有機水銀を分

解するか興味深い重要な問題点であった。 

水銀耐性鉄酸化細菌 A. ferrooxidans は、高

濃度（多分 5 μM 以上）の無機水銀が存在す

る特殊環境下では、鉄酸化酵素系の末端酸化

酵素として通常機能している aa3 型 cyto- 

crhome c oxidase を用い、2 価水銀を電子受

容体にして水銀を還元しているものと推定

している。MON-1 株 aa3 は無機水銀ばかり

でなく有機水銀の C-Hg 結合も分解できるこ

とが本研究で新たに明らかにされた。興味深

い点は、MON-1 株の cytochrome c oxidase

は水銀感受性鉄酸化細菌（ATCC 23270 株や

AP19-3 株）の aa3型 cytochrome c oxidase

とは異なり水銀耐性、 SDS 耐性という特殊

な性質を持っていることである。Cyto- 

chrome c oxidase 活性及び水銀気化及び

C-Hg 結合分解活性発現の最小単位は aa3 中

のα-、β-subunits であり、活性発現には

Cu2+の存在が必須であった。 

鉄酸化酵素系

NADPH依存性の水銀還元酵素 (MerA)

NADPH

NADP＋
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