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研究成果の概要（和文）：金属代謝微生物の金属呼吸機構を解明することで、微生物を用いたレ

アメタル汚染の浄化や汚染土壌からのレアメタル資源回収への応用を目指した。中国内モンゴ

ル自治区の草原地域やオーストリア氷河域より採取した土壌から、低温での生育能に秀でた菌

株を単離した。これらは、低温地域での汚染浄化への応用が期待される。金属還元能を有する

特殊環境微生物 Shewanella livingstonensis Ac10 の金属呼吸機構の解明に取り組み、特定の
チャンネルタンパク質が本菌の鉄呼吸における三価鉄の取込に関与していることを明らかとし

た。 
 
研究成果の概要（英文）：To develop the microbial purification and recovery system for rare 
metal, we explored novel metal metabolizing bacteria from cold environments, such as 
grass area in Inner Mongolia, China, and glacier area in Austria, and analyzed metal 
respiration mechanism of a metal-reducing bacterium, Shewanella livingstonensis Ac10.  
We successfully obtained various cold-adapted stains, and application of these strains is 
expected to develop the soil purification and rare metal-recovery system at cold 
environments.  We also identified that S. livingstonensis Ac10, a cold-adapted 
metal-reducing bacterium, inducibly synthesized a specific channel proteins in the 
presence of trivalent iron, which is involved in iron transport during its iron respiration.   
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2009年度 5,700,000	
 1,710,000	
 7,410,000	
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 6,500,000	
 

2011年度 3,300,000	
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総	
 計 14,000,000	
 4,200,000	
 18,200,000	
 

	
 

 
研究分野：農学 A 
科研費の分科・細目：環境農学 
キーワード：バイオテクノロジー、応用微生物、生体機能利用 
 
１．研究開始当初の背景 
ニッケル、クロム、タングステン、モリブデ
ン、コバルト、マンガン、バナジウム、セレ
ンなどの希少金属 (レアメタル) は自動車産
業、半導体産業をはじめとするほとんどの製

造業で不可欠である。レアメタルはアジアを
中心に世界規模で急激な需要拡大が進み、こ
の 10 年ほどで価格が 2〜8 倍にまで高騰し
たものもあり、産出国の輸出規制により「レ
アメタルパニック」とも呼ばれている状況に
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ある。特に日本は全世界のレアメタルの 30% 
を消費し、そのほとんどを輸入に頼っている
ため、レアメタルの確保と安定供給が国策の
急務となっている。しかし、日本には莫大な
量のレアメタルが電子機器等の廃棄物中に
存在することから、このような廃棄物は「都
市鉱山」と呼ばれている。そこで、都市鉱山
から安価かつ低環境負荷にレアメタルを回
収する技術の開発に多くの期待が寄せられ
ている。また一方で、レアメタル資源開発が
一層盛んになるにつれ、鉱山抗や工場の排水
に含まれるレアメタルによる環境汚染が懸
念されている。資源開発と環境負荷は表裏一
体であり、技術と環境の調和を進める必要が
ある。このような中、細菌、カビ、コケ、ホ
ヤなどを使ってレアメタルを体内に取り込
ませたり代謝物に吸着させたりする研究が
なされている。 
 
２．研究の目的 
	
 生物の生態機能を利用するレアメタルの
回収や環境浄化の研究の歴史はまだ浅く、既
知生物のレアメタルの吸収、吸着、代謝など
の分子機序の多くは不明である。また、微生
物の驚くべき多様性・適応性を考えると、新
たな観点からの探索・調査により未知の有用
金属代微生物が見つかる可能性は非常に高
い。本研究では、レアメタル汚染の浄化およ
びレアメタル資源の回収に関わる問題を克
服し、優れたレアメタル代謝機能を持つ微生
物の開発を飛躍的に促進するために、中国や
チベット自治区、米国などの銅鉱山から微生
物を採集し、レアメタルの吸着、吸収、蓄積、
代謝能に秀でた金属代謝微生物を選抜する。
特に、レアメタル同士、レアメタルと他の元
素との相互作用を基軸とする金属代謝経路
といった観点で新たな微生物の系統探索を
行うことによる、優れた環境浄化および資源
回収システムの開発を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 特殊環境からの新規低温適応性微生物群
の探索と MALDI-TOF 質量分析による系統
分類 
	
 汚染土壌の浄化、および汚染土壌からの
レアメタル回収システム開発の基盤技術と
なる異化的金属代謝能を有する新規微生物
群の獲得を目的とし、中国内蒙古自治区ハ
イラル区草原地域、およびオーストリアチ
ロル地方の高山地域、氷河域の土壌調査を
行った。採取した土壌から、低温 (4˚C-18˚C) 
での生育能を指標に、耐冷性微生物群を選
抜した。4˚C もしくは 18˚C で増殖性の高
い菌株を単離し、MALDI-TOF/MS による
リボゾームタンパク質群の質量パターンか
ら系統解析を行った。 
 

（2）金属還元微生物 Shewanella 
livingstonensis Ac10 の金属呼吸機構の解明 
（2-1）S. livingstonensis Ac10の金属還元能の
評価 
S. livingstonensis Ac10の金属還元能を評価す
るために電子受容体として三価鉄 (15 mMク
エン酸鉄)、三価コバルト (5 mM コバルト
(Ⅲ)アセチルアセトナート)、もしくはフマル
酸 (15mM ) を含む合成培地を調製した。
18˚C で前培養した S. livingstonensis Ac10を、
金属含有培地に植菌し、18℃と、4℃で嫌気
的に静置培養した。 
（2-2）三価鉄誘導タンパク質の探索と転写レ
ベルの解析 
	
 本菌の金属還元に関与するタンパク質を
同定するために、三価鉄存在下で生産量が増
加する膜タンパク質を網羅的に解析した。ク
エン酸鉄、もしくはフマル酸含有培地で培養
した本菌の内膜タンパク質と外膜タンパク
質をショ糖密度勾配遠心法で分離し、2次元
電気泳動に供し、MALDI-TOF MS により同
定した。三価鉄誘導的に生産されるタンパク
質をコードする遺伝子群について、リアルタ
イム RT-PCR による転写量解析を行った。 
（2-3）S. livingstonensis Ac10 の金属還元にお
ける PhoE の生理機能 
	
 外膜ポーリンタンパク質 PhoE は、大腸菌
においてリン酸欠乏時に発現誘導されるリ
ン酸選択的ポーリンタンパク質として知ら
れている。本菌において、PhoE は三価鉄存
在下で誘導生産されたことから、本菌の三価
鉄の還元に関与していることが示唆された。
本菌の金属還元における PhoE の生理的役
割を解析するために、phoE 遺伝子破壊株を
作製することとした。本菌の phoE 遺伝子の
相同領域を有する遺伝子破壊用ベクターを
構築し、ゲノム上の phoE 遺伝子との相同組
換えによって遺伝子破壊株 (∆phoE) を獲得
した。∆phoE を三価鉄、三価コバルト、もし
くはフマル酸を最終電子受容体として含む
合成培地に植菌し、嫌気下での金属還元能を
解析した。 
 
４．研究成果 
（4-1）中国内モンゴル自治区の草原地域を調
査し、沙漠化が進行した退化地域、および草
原域より採取した土壌試料を希釈度の異な
る LB 寒天培地に塗布し、4 ˚C と 18˚C で
形成されたコロニーを単離した。採取された
菌株のうち、4˚C での生育速度を指標に、2
次選抜した。得られた低温での生育能に秀で
た菌株について、MALDI-TOF 質量分析をも
ちい、分子量 1 万以下のリボソームタンパ
ク質を含む可溶性低分子タンパク質群の生
産パターンに基づいて系統解析を行った。そ
の結果、上述の低温環境から 4˚C で良好に
生育する Pseudomonas属細菌（130 株） と、



Geobater 属、Enterobacter 属細菌を単離する
ことができた。以上の菌株は、低温での増殖
能に秀でたことから、寒冷地での金属汚染土
壌の浄化、および金属回収に応用できる有用
微生物群であると期待された。 
 
（ 4-2 ） 南 極 海 水 か ら 単 離 さ れ た S. 
livingstonensis  Ac10 は４℃から 25℃で良好
に生育できる低温適応性のグラム陰性桿菌
である . 本菌のゲノム解析の結果 ,  他の 
Shewanella 属 細 菌 同 様 , 約  40 種 の 
cytochrome 関連遺伝子が存在したことから, 
多様な金属元素の還元的代謝能を有する低
温適応細菌であることが示唆された. 本菌に
ついて, 嫌気環境下での異化的金属還元能を
評価するために, 種々の金属イオンを含む合
成培地を用いて培養した結果, 三価鉄, 六価
クロム, 三価コバルト, 四価マンガンを最終
電子受容体として生育可能であることが示
された. 
 
（4-3）クエン酸鉄 (III) 存在下で生産量が増
加するタンパク質を見出し, MALDI-TOF MS 
を用いたペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法で 8種のタンパク質を同定すること
ができた (Table １). 遺伝子の転写や翻訳に
関与する RpsA, Tsf, PheT, 翻訳後の修飾や
輸送に関与する Tig, TufB, PpsA, 外膜を介し
た可溶性分子の輸送に関与する Omp, PhoE 
が三価鉄存在下で誘導生産されることが示
された. これらのタンパク質群が, 本菌の異
化的金属還元機構に重要であることが示唆
された.  
 
Table 1 三価鉄誘導タンパク質 

 
	
 三価鉄、もしくはフマル酸含有培地で培養
した本菌から、全 RNA を抽出し、三価鉄誘
導性タンパク質をコードする遺伝子につい
て、それぞれの転写量をリアルタイム 

RT-PCR で解析した。その結果、三価鉄存在
下で RpsA と TufB の発現は転写レベルで誘
導されていることがわかった。 
（4-4）三価鉄誘導タンパク質の網羅的解析の
結果, グラム陰性細菌の外膜に存在するチャ
ンネルタンパク質である  PhoE の生産量が
三価鉄存在下で増加していることがわかっ
た. PhoE は, 大腸菌や Pseudomonas 属細菌
においてリン酸欠乏時に発現が誘導される
膜タンパク質として知られている. PhoE は
正電荷を有するアミノ酸が局在する親水的
な筒型構造を生体膜上で形成することで, リ
ン酸イオン (H2PO4

2-, HPO4
2-, PO4

3-) を特異的
に取り込む輸送体と考えられているが, 嫌気
環境下での金属代謝との関連は報告されて
いない. 本菌の異化的金属代謝機構における 
PhoE の生理的役割を明らかにするために , 
phoE 遺伝子破壊株  (∆phoE) を作製した . 
∆phoE は , フマル酸存在下では野生株と同
様に生育したことから, フマル酸を電子受容
体とした嫌気呼吸には PhoE は関与していな
いことが示された (Fig. 1 上段). 一方, 三価
鉄を最終電子受容体としたとき, ∆phoE は野
生株に比べて顕著に生育速度が低下したこ
とから (Fig. 1下段), PhoE は三価鉄を用いた
異化的金属還元において重要な機能を担う
ことが示された.  
	
 PhoE は, その 1 次配列から本菌の外膜に
おいて筒型構造を形成し, 可溶性分子, 特に
陰イオン性の分子を基質とする輸送体とし
て機能することが予想されることから, 本菌
の三価鉄の異化的金属還元において, 三価鉄
は陰イオン性の媒介物質と結合することで 
PhoE の親水的ドメインを介して積極時に細
胞内に取り込まれていることが示唆された. 
また, 三価鉄と同様に, 三価コバルト含有培
地においても, ∆phoE の生育速度が低下して
いたことから, PhoE は三価鉄以外の異化的
金属還元にも関与しており, 三価コバルトは
三価鉄と同様に PhoE を介して細胞内に取
り込まれ, 最終電子受容体として利用されて
いることが示唆された.  

 

Protein Putative function 
RpsA Translation, ribosomal 

structure and biogenesis 
Tig Posttranslational 

modification, protein 
turnover 

TufB Translation, ribosomal 
structure and biogenesis, 
Amino acid transport and 
metabolism 

Tsf Translation, ribosomal 
structure and biogenesis 

PpsA Carbohydrate transport and 
metabolism 

PhoE Phosphate-selective porin 
Omp Outer membrane protein 
PheT Translation, ribosomal 

structure and biogenesis 



Fig. 1 PhoE 欠損株の異化的金属還元能 
フマル酸, 三価鉄, 三価コバルト含有培地に

おける野生株と ∆phoE の生育曲線.  
 
 以上の結果から、本菌の異化的金属還元機
構における外膜を介した金属イオンの輸送
を担うことが予想されるタンパク質の同定
に成功した。本タンパク質について、タンパ
ク質工学的な機能強化を図ることで、本菌を
用いた金属回収システムの効率化が可能と
なり、微生物を用いた環境負荷の小さいレア
メタル回収系の開発が期待された。 
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