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研究成果の概要（和文）：

本研究では、水銀で汚染された士壊試料を用いて、水銀iliil性細菌が保有すると考えられる

水銀耐性遺伝子のうち、水銀イオン還元酵素遺伝子であるmez凸4遺伝子群の解析を行った。

次に、遺伝子水平伝播による微生物間の水銀除去能の拡散をメーテイング実験によって直

接検証し、水銀耐性を示したコロニーを得た。しかし、水銀入りの液体培地に植え継いで

も増殖は見られなかった。したがって、水銀除去遺伝子の水平伝播においては、何らかの
水平伝達媒体が必要とされることが知られた。

研究成果の概要（英文川

InthisstudyIweanalyzed〃7ＧF鉦ｇｅｎｅｓｆｉｏｍｔｈｅｓｏｉｌｓａｍｌ〕leofamercurycontaminatedsite・Theresult
showedthatthereisbigdiversitybetween/7?G/zlgenes・Secondstudywasconductedtowiderangeof

/"e/翅geneanalysis・Theresultsshowedthattherearema】ｌｙｎｅｗ}77e/翅genesinthemercury
contaminatedsoilsample・InthefInalstageofthisresearch，directinterspeciesgenetransferwas
investigatedbyusingfilter-matmgmethodandsandwich-metillgmethodThemercuryresiStantand
tetracyclineresistantbacterialcolonieswere（)bservedon(hecultureplates・However，thoseresistant

bacteriawerenotstableilltheliquidcu1ture､Fromtheseresults,itwasconcludedthatinterspeciesgene
Iransferofmercury1℃sistancegeneneedsspecialvectorS化rthehoriziontalgenetransibr．
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1．研究開始当初の背景

水銀による広範|〕Mな環境汚染とそれによ

る健康被害は、わが国においては「水俣病」

として出現しきわめて甚大な公害問題を引
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き起こした。この水銀中毒による環境問題は

わが国では解決に近づき、少なくとも大規模

な水銀環境汚染は埋め立て処分等により一

応の安定した状態となり拡大が避けられる

状況に至っている。しかしながら、世界的に

見れば水俣病と同じ広範IJIlな環境汚染と健

康被害が出現する可能性はむしろ高まって

きている。特に、産業の工業化が近年瀞しく

進行している発展途上国において、その出現

リスクの高まりが明確に｣Ｌられるようにな

り、将来重大な環境問題として出現すること

が高い確度で予測されている。このような状

況の下で、世界において二度と水俣病を引き

起こさないようにするためには、環境の水銀

汚染を適切にかつ経済的に浄化する技術の

開発と活用が必要とされている。

の水俣湾から採取した底質サンプルから、有

槻水銀変換機能を有する水銀耐性細菌を分

離し、その遺,伝的形質を徹底的に解明した結

果、染色体'二に存在する水銀浄化遮敞伝子群を

明らかにすることができた。さらに、このよ

うな水銀浄化遣・伝子聯は環境における遺伝

子の水平伝達の媒体となるトランスポゾン

や細菌性イントロンと併存していることを

発見することができた。

本研究計li1iiでは、最近明らかにされた台湾

台南市安順地区にある化学工場跡地の高濃

度水銀汚染土壊および貯水池から水銀浄化

細菌を分離することを試みた。さらに、その

水銀浄化遺伝子群を解析し、水俣湾分離細菌

の水銀浄化遺伝子群との比較を行い、水平伝

播の可能性について調べた。次に、安順工場

ｌｌＷ地における水銀汚染浄化遺伝子及び伝達

性媒体の分布を明らかにし、水銀浄化遺伝子

の水平･伝播による土着微生物群集の水銀浄

化機能の強化を目的とする新規な環境浄化

技術の開発に挑戦した。

２．研究の目的

環境中には、水俣病の原lkl物資である有機

水銀等の水銀化合物を分解し金属水銀に変

換する微生物が存在することが知られてい

る。このような微生物を高度に活用して環境

の水銀汚染を浄化するために、本科学研究費

の交付を希望する期間において以下の研究

に挑戦することを目的とした。

（１）これまで生物環境浄化技術として提案

されることがなかった微化物造`伝子の自然

伝搬機能を、水銀による水域・土壌汚染の浄

化に活用するための新規な環境保全と修復

のための技術を確立すること。

（２）自然界においてなされている環境浄化

道･伝子の自然･伝播の媒体および伝達のメカ

ニズムについて科学的な解明を行うととも

に、環境浄化遺,伝子の自然`伝播を利)１}した微

と'三物の現場環境における青INｉ（以下、これを

「原,位置分子育種」と呼ぶことにする）のた

めの遺伝形質rl然伝播の人為的促進法を提

案すること。

（３）水銀耐性遮伽伝子の環境中での伝達媒体

および`伝達メカニズムがどのようなもので

あるかを明らかにし、次に水銀によって汚染

された環境の浄化に有用な遺伝子機能を原

位１門分子育種によって強化する技術を提案

すること。

４．研究成果

世界的に見れば広範ullな水銀の環境汚染

による水俣病と同じような健康被害が出現

する可能性は高まってきている。このような

状況の下で、世界において二度と水俣病を引

き起こさないようにするためには、環境の水

銀汚染を適切にかつ経済的に浄化する技術

の開発と括川が必要とされている。

平成２１年度の研究においては、水銀で汚

染された台湾台南市安順地区工場跡地から

採集した土壌試料を用いて、水銀Iiiillﾘﾐ細菌が

保有すると考えられる水銀耐性遺伝子のう

ち、水銀イオン還元酵素遺蹴伝子であるmer2A

遺伝子群の解析を行った。その結果、mEuTA

道･伝子には多様性があることが明らかにな

るとともに、その多様性は水銀汚染濃度が高

いほど大きいことが明らかになった。また、

水銀汚染経歴のある水俣湾海底砂サンプル

から分離した細菌がトランスポゾン上に持

つ有機水銀分解遺伝子のｍａＺＥ遺伝子と、他

の地域で分離された細麟がトランスポゾン

およびプラスミド上に持つznezTB遺伝子の各

種有機水銀に対する分解活性の付与の違い

を調べた。その結果、各細菌が持っている

ｍｅｚＢ遺伝「は有機水銀分子種ごとに異なる

分解活性を示すなどの多様性があることが

３．研究の方法

以前の研究において、水銀により汚染され

た海底の唆喋と埋め立て処分工事をする前



た。また転移したpLS20catは受容菌株にお

いて遺伝形質を発現していることが確認で

きた。

これらの結果より、水銀化合物除去遺伝子

の水平･伝播においても、接合伝達性プラスミ

ドやバクテリオファージ等の何らかの水平

伝達媒体が必要とされることが知られた。

知られた。

遺伝子転移媒体としてのトランスポゾン

等については、,保存水俣湾底泥試料について

洲べたが、水銀耐性オペロンを持つ複数のタ

イプのトランスポゾンの存在が確認され、そ

れらトランスポゾンを介しての自然環境に

おける遺伝子伝播の可能性が示唆された。

平成２２年度の研究においては、汚染土壌

中の水銀還元酵素遺伝子ｍａＩ２Ａに焦点を当て、

この遺伝子の分布および多様性の状態を調

べた。まず、土壌サンプルからＤＮＡを抽出

し､抽卜ⅡしたＤＮＡを鋳型として､Firmicutes，

β/γ-Proteobacteria,Actinobacteria，a

-Proteobacteriaの４つの微生物門または亜

１１１]が保有するそれぞれのmer2Ａに特異的なプ

ライマーを用いて､ＰＣＲによる増幅を行った。

次に、各プライマーセットで増幅されたＰＣＲ

産物をl1id列決定し、決定した塩基配列を

ＭｅｒＡ酵素のアミノ酸配列に置き換えてアラ

イメント解析によって調べ、系統IMiilを作成し

た。その結果、既知のＭｅｒＡ酵素と相同性が

商いものが存圧するとともに、新規のＭｅ〕【1Ａ

酵素も多く含まれており、Ｍｅ]nＡ酵素は多様

であることが明らかになった。さらに、」ﾆ嬢

サンプル中に存在する水銀耐性細菌の単離

培養を､塩化水銀濃度がＯ/LLM,２５/LLM,５０LLM

の条件下で行った。単離した水銀耐性細菌の

ゲノムＤＮＡを抽出し、１６ＳｒＲＮＡ遺伝子の

｣:W幅及び塩基配列決定により、単離細菌の同

定を行った。

平成２３年度における研究においては、遺

伝子水平伝播による微生物間の水銀除去能

の拡散を、フィルターおよびサンドウィッチ

メーティング実験によって直接的に検証し

た。その結果、フィルターおよびサンドウィ

ッチメーテイング実験とも水銀耐性および

Ｔｃ耐性を示したコロニーが得られた。また、

それらのコロニー出現頻度は、遺伝子供与細

菌あたりそれぞれ2.2×10-6と６．７×1010であ

った。しかし、これらのlIll現コロニーをＨｇ

及びJIb入りの液体ＬＢ培地において植え継い

でも増殖は見られなかった。したがって、最

終的な水銀耐性形質の水平伝播を確認する

ことはできなかった。一方、塗GnYLJssZJ6ibZi冑

RM125株間で既知の接合伝達性プラスミド

pLS20catを用いた,伝達実験を行ったところ、
Cｍ耐性およびＴｂ耐性を示すコロニーが得

られ、その接合伝達頻度は８０×１０４であっ
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