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研究成果の概要（和文）：Mn酸化細菌を利用した低環境負荷の坑廃水処理技術の確立を目指して、代表者らが構
築してきたMn酸化集積培養系の有機物供給機構とMn酸化機能を明らかにすること、及びMn含有坑廃水処理への適
用性を評価することを目的として研究を実施した。有機性基質無添加条件において、集積培養系内では低栄養細
菌が有機物供給者としての役割を担い、従属栄養Mn酸化細菌の維持に関与することが示唆された。分離された低
栄養細菌は炭酸固定能力を有し、貧栄養環境での有機物生成への寄与も示された。有機性基質無添加条件で集積
されるMn酸化集積培養系は実坑廃水に対して十分機能し、坑廃水処理への適用性は高いと結論付けられた。

研究成果の概要（英文）：To establish an eco-friendly process for mine drainage remediation using Mn
(II)-oxidizing bacteria, this study investigated the supply of organic substrates for heterotrophs 
and Mn(II) oxidation in microbial cultures enriched without addition of organic substrates. The 
results suggested that oligotrophs actively grow in the cultures and serve as suppliers of organic 
substrates for heterotrophic Mn(II) oxidizers. The oligotroph strains isolated had the ability of 
carbon fixation, which was shown to contribute at least partly to the production of organic 
substances in the oligotrophs. Such microbial cultures enriched without addition of organic 
substrates could remove dissolved Mn(II) from actual mine drainage, so that we concluded that the 
cultures are highly applicable for treatment of Mn(II)-containing mine drainage.

研究分野：環境生物工学

キーワード： マンガン酸化細菌　低栄養細菌　坑廃水　炭酸固定

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
休廃止鉱山では有害金属を溶解した坑廃水が発生するため、半恒久的な対策が必要である。Mn酸化細菌はMnイオ
ンを酸化して不溶性酸化物を析出させるため、Mn含有坑廃水への適用が期待されている。しかしながら、利用可
能なMn酸化細菌は従属栄養性であるため、エネルギー源・炭素源となる有機性基質を供給する必要があった。本
研究により、低栄養細菌の働きで集積培養系内に有機物が供給され、Mn酸化細菌の維持に寄与し得ることが明ら
かになった。Mn酸化微生物系において低栄養細菌の機能を初めて提示することができた。また、微生物を利用し
たMn含有坑廃水処理の実用化を大きく前進させる成果を得ることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
全国約 100 箇所の休廃止鉱山では鉱業活動を停止しているが、坑道内で有害金属を溶解した
坑廃水が発生するため、半恒久的な坑廃水対策が必要である。現在、坑廃水対策として中和剤で
有害金属を不溶化する中和処理が適用されており、薬剤使用量の削減や省力化、省エネルギー化
が課題である。マンガン（Mn）は坑廃水の主要な有害金属の一つで、海外では Mn 酸化細菌を利
用した坑廃水処理の研究開発が活発に進められている。環境中に広く生息する Mn 酸化細菌は、
Mn2+イオンを酸化して不溶性酸化物（MnO2）を析出させる[1]。この反応は中性 pH で進行し、生成
した Mn 酸化物は沈降性に優れる。したがって、Mn 含有坑廃水に Mn 酸化細菌を適用できれば、
薬剤（中和剤、凝集剤）使用量の大幅な削減に加え、スラッジ発生量の削減、固液分離槽のコン
パクト化を通して、省力化や省エネルギー化に寄与できると期待される。しかしながら、Mn 酸
化細菌を利用する際の問題点として、現在利用可能な Mn 酸化細菌は従属栄養性であるため、エ
ネルギー源・炭素源となる有機性基質を供給する必要がある。したがって、有機性基質の供給を
必要としない Mn 酸化微生物系を構築できれば、Mn 含有坑廃水の生物処理技術の実用化に向けて
大きく前進させることができる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らはこれまでに、休鉱山の坑道内水路で採取した Mn 含有スラッジを植種源として
Mn 酸化集積培養系を取得し、有機性基質無添加条件において Mn 酸化活性を安定して維持できる
ことを見い出していた。本研究では、Mn 酸化細菌を利用した低環境負荷の坑廃水処理技術の確
立を目指し、集積培養系の有機物供給システムと Mn 酸化機能を明らかにすること、及び Mn 含有
坑廃水処理への適用性を評価することを目的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）Mn 酸化集積培養系の培養  滅菌した無機塩培地（表 1）にフィルター滅菌した重炭酸ナ
トリウム溶液及び硫酸 Mn 溶液を所定の濃度で添加し、暗所、20℃で穏やかに振とう培養した。
上清の溶存 Mn2+イオンの減少が確認された後、培養液を静置して Mn 酸化物を含む培養物を自然
沈降させた。デカンテーションにより上清を除去した後、培養物を新鮮な培地に再懸濁し、回分
培養を繰り返した。 
 
（2）炭酸固定の評価    
無機塩培地に所定濃度の硫酸 Mn
及び安定同位体で標識した重炭酸ナ
トリウム（NaH13CO3）を添加し、暗所
で培養した。なお培養器は、大気か
らの二酸化炭素の混入を最小限にす
るため密栓した。培養物は回収後、
1 N 塩酸及び脱イオン水で洗浄して
凍結乾燥し、13C 含量を安定同位体質
量分析計で定量して炭酸固定量を評
価した。 
 
（3）化学分析  Mn 等金属イオンの定量は ICP 質量分析計または ICP 発光分光分析計を用いて
定量した。Mn 酸化物中の Mn 酸化数は、あいちシンクロトロン光センター(愛知県瀬戸市)の BL5S1
ビームラインにて、X 線吸収分光法により Mn-K 吸収端 XANES を測定して求めた。坑廃水処理試
験で回収された Mn 酸化物の構造は粉末 X線結晶回折計（XRD）及び走査型電子顕微鏡（SE-SEM）
を用いて解析した。 
 
（4）細菌群集の解析  Mn 酸化集積培養系を 1 mM アスコルビン酸ナトリウム含有 HEPES 緩衝
液（pH7.0）に懸濁して Mn 酸化物を溶解させた。その後、ISOIL for Beads Beating（NIPPON GENE）
を用いて DNA を抽出し、真正細菌と古細菌の 16S rRNA 遺伝子 V4 領域をプライマー515 F、806R
を用いて PCR 増幅した。増幅産物の塩基配列は Miseq（illumina）を用いて決定した。さらに、
細菌群集内での発現遺伝子を明らかにするため、全RNAを抽出した後、RNA-seq解析を実施した。 
 
（5）低栄養細菌の分離及び培養法  以前に構築して研究室内で維持していた接触酸化槽の Mn
スラッジから低栄養細菌を分離培養した。この処理槽は、プラスチック製コンテナ（縦 19 cm、
横 33 cm、高さ 12 cm）を使用し、この中にエアポンプで曝気するために散気球を 2ヶ所設置し
た後、微生物付着担体として 20～40 mm 程度の石灰石を 9 kg 充填したものである。模擬廃水は
水道水に、硫酸 Mn 五水和物（80 mg/L）、硫酸亜鉛七水和物（35 mg/L）、硝酸ナトリウム（25 mg/L）、
リン酸水素二カリウム（5 mg/L）など、種々の無機塩を溶解させたものを使用した。なお植種源

表 1. 集積培養系の培養で使用した無機塩培地の組成 
培地の組成 含有量 

(蒸留水 1 L 当たり) 
硝酸ナトリウム 
リン酸水素二カリウム 
硫酸マグネシウム 
硫酸カリウム 
硫酸ナトリウム 
塩化カルシウム 
微量金属混合液 
HEPES 緩衝液(pH 7.5) 

8 mg 
5 mg 
220 mg 
10 mg 
200 mg 
155 mg 
5 mL 
40 mmol 



として坑道内水路で採取した Mn スラッジを投入していた。この処理槽では滞留時間 0.5 日～1
日でほぼ全量の溶存 Mn を除去できていた。石灰石上に沈積した Mn スラッジを有機性基質無添
加の無機塩培地で段階希釈した後、同プレート培地（3 g/L ゲランガム添加）に塗抹した。20℃
で静置し、生じた細菌コロニーを単離した。 
 
（6）低栄養細菌の増殖特性の評価  有機性基質無添加の無機塩培地、またはこれに低濃度の
酢酸 Na と酵母エキスを添加した 1/20 A2 培地（全有機炭素=4 mg/L）及び A2 培地（全有機炭素
=130 mg/L）を用いて 25 ℃で振盪培養した。菌体量はルミノメーター（3M, Clean-Trace）で ATP
濃度を測定して評価した。 
 
（7）ショットガンメタゲノム解析  分離株の培養菌体から全 DNA を抽出した後、PacBio 
Sequel lle システムを用いてシーケンス解析を行った。ゲノムアセンブルは Flye v.2.9.1 を用
いて行い、CheckM v.1.2.2 により各ゲノムデータの完全性を確認した。得られたゲノムデータ
について、アノテーションパイプライン DFAST、または eggNOG-mapper を用いて遺伝子予測を行
った。 
 
（8）坑廃水処理試験  上記（5）の処理槽から採取した Mn スラッジ付着石灰石を 1 L 容のジ
ャーファーメンターに充填した（有効容積 0.5 L）。これに休鉱山より採水した実坑廃水を添加
した後、回分式または連続式で処理試験を行った。
水温は 15℃とした。 
 
４．研究成果 
（1）集積培養系による有機性炭素の供給メカニズム 
① 集積培養系による Mn 酸化  集積培養系を有
機性基質無添加条件で回分培養すると、溶存 Mn 濃度
は時間経過とともに減少した（図 1）。培養開始時、
192時間後及び288時間後の培養物中のMn酸化数を
Mn-K 吸収端 XANES から算出した結果、何れも 3.7 以
上となり、Mn(II)は Mn(IV)を主とする酸化物として
析出していることが示された（表 2）。 
 
② 炭酸固定と Mn 除去への影響  重炭酸 Na を 0
～200 mg/L の濃度で添加して Mn 除去速度を測定し
た結果、無添加でも Mn は除去され、また各濃度間で
有意な差は認められなかったが、添加濃度の増加と
ともに除去速度が増加する傾向が見られた（図 2A）。
さらに重炭酸 Na の添加濃度に依存した炭酸固定が
起こっていることが明らかになった（図 2B）。これら
の結果から、限定的ではあるが炭酸固定の Mn 除去へ
の寄与が示された。 
 
③ 細菌群集構造と主要な発現遺伝子  16S rRNA
遺伝子アンプリコン解析の結果、集積培養系で存在
割合が高かったのは（2％以上）、Hyphomicrobium 
(34.1%) 、 Hydrogenophaga (4.2%) 、 Methylibium 
(2.8%)、Methyloversatilis (12.4%)、Rhodoferax 
(2.4%)、Rhodococcus (3.5%)、Ohtaekwangia (3.1%)、
Bacteroidetes bacterium (7.0%)の各近縁種であっ
た。Hyphomicrobium 属[2]及び Hydrogenophaga 属[3]に
は従属栄養 Mn 酸化細菌として報告されている種が
含まれるため、集積培養系の Mn 酸化を担っている可
能性がある。一方で、Hyphomicrobium 属は低栄養性
であることが報告され[2]、Rohodococcus 属にも低栄
養性のものが知られている[4]。 
 集積培養系の RNA-seq 解析の結果、メタノール/エ
タノール酸化酵素、水素酸化酵素、一酸化炭素酸化
酵素の発現量が多く、集積系内の細菌群が大気中か
ら供給される微量の基質を利用していると推察され
た。存在割合の高かった Hyphomicrobium 、
Methylibium 及び Methyloversatilis はメチル栄養
細菌、Hydrogenophaga は水素酸化細菌であるため、

図 1. 集積培養系による溶存 Mn 除去 

表2. 集積培養系の培養物中のMn酸化
数（XANES 分析） 

培養時間
(h) 
Mn 酸
化数 
Mn(IV) 
含有率(%) 

Mn(IV) 
含有率(%) 

0 3.73 26.74 73.26 
192 3.74 26.27 73.73 
288 3.79 20.65 79.35 

図 2. 集積培養系による溶存 Mn 除去
に及ぼす重炭酸塩の影響と炭酸固定 



集積培養系内でこれらの代謝系が高発現してい
た可能性が示された。貧栄養条件でこれらの細菌
が増殖することで、集積培養系内に菌体成分、分
泌物といった有機物がもたらされるため、有機物
供給の役割を担っていると考えられた。一方で、
カルビン回路の酵素遺伝子の発現も確認され、特
にRubiscoの発現量は他と比べて相当に高いこと
が明らかになった。有機物供給における炭酸固定
の寄与が窺えた。また発現量は多くなかったが、
多様なマルチ銅オキシダーゼの遺伝子発現が認
められ、Mn 酸化反応を担っていると考えられた。 
 
（2）集積培養系における低栄養細菌の有機物供
給者としての役割 
① 低栄養細菌の増殖特性  研究室で維持し
ていた接触酸化槽内の Mn スラッジから 6 株を単
離して実験に供した（表 3）。R1-5 (Methylibium)、
R1-7 (Methyloversatilis) 及 び R1-9 
(Rhodococcus)は、細菌叢解析から集積培養系の
主要な細菌種と位置付けられる。R1-3、R1-5、R1-
7、R1-9 の 4 株は、他の株と比較して、有機性基
質無添加の無機塩培地で高い比増殖速度を示し
た（図 3）。また、有機性基質を添加した 2種の培
地でも同等の比増殖速度であった。さらに、これ
ら 4株は菌体増殖量も多かったことから（図 4）、
貧栄養環境に適応した低栄養細菌であると判断
された。 
 
② 低栄養細菌による炭酸固定能力  分離株
の無機塩培地中での炭酸固定能力を調べた結果、
低栄養細菌（R1-5、R1-7、R1-9）では培養時間の
経過とともに菌体の 13C 存在比が高まった（図 5）。
増殖した菌体の総有機炭素の 3.5～6.0%は炭酸固
定によるものと見積もられ（図 5）、増殖時に一定
の無機炭素を取込むことが明らかになった。しか
し、菌体の炭素の大部分（94%以上）は 12C であり、
主要な炭素源は培地に極微量混入する有機物で
あると結論付けた。 
これらの結果から、集積培養系の主要細菌の幾
つかは有機性基質無添加条件で活発に増殖する
低栄養細菌であり、限定的な炭酸固定を伴う従属
栄養的な増殖特性をもつことが明らかになった。
有機物の乏しい坑廃水中で低栄養細菌が増殖す
ることで、菌体成分や分泌物が生産され、従属栄
養 Mn 酸化細菌に有機物が供給されるとの示唆を
支持する結果が得られた。 
 
③ 低栄養細菌のゲノム情報 
 低栄養細菌 R1-3、R1-5 及び R1-9 のゲノム解析
の結果（表 4）、3 株とも C1 化合物代謝経路を有
していた。また水素ガスの代謝系も存在してい
た。これらの代謝系の保持と低栄養性との関係は
不明であるが、大気から混入する微量ガス成分を
効率よく資化することで、無機塩培地で活発に増
殖している可能性がある。これらの低栄養細菌は
限定的であるが炭酸塩の取込み能力を有してい
た（図 5）。R1-3、R1-5 では C1 代謝がセリン経路
で行われていると推定され、炭酸固定へのセリン
経路の関与が示唆された。さらに両株ともカルビ
ン回路も見い出され、カルビン回路の関与も示唆
された。一方で、R1-9 はセリン経路やカルビン回
路を保持しておらず、炭酸固定には別の経路が関 

図 3.分離株の無機塩培地での比増殖速度
（U9-1i は研究室保有の Mn 酸化細菌） 

表 3. 本研究で分離した細菌株 
R1-3 Williamsia sp. 
R1-5 Methylibium sp. 
R1-7 Methyloversatilis sp. 
R1-9 Rhodococcus sp. 
R1-12 Afipia sp. 
R2-5 Sphingopyxis sp. 

図 4.分離株の無機塩培地での最大増殖量 

時間(h) 

図 5.分離株の無機塩培地での炭酸固定能力 



与すると推察された。これらの低栄養細
菌では、炭酸固定によって有機物が付加
的に生成することになるため、貧栄養条
件での活発な菌体増殖に炭酸固定が部
分的に寄与していると考えられた。 
 
（3）有機物無添加条件での坑廃水処理   
 Mn 酸化集積培養系を導入した接触酸
化槽を用いて、75 mg/L溶存Mn2+及び12 
mg/L 溶存 Zn2+を含む実坑廃水の処理を
検討した（図 6）。連続式、回分式ともに
水理学的滞留時間 0.5 日程度で溶存 Mn
をほぼ全量除去することができた。また
混在する溶存 Zn も除去できることが明
らかになった。FE-SEM 観察では、微生物
が形成するMn酸化物に特有のナノシー
ト構造が見られた（図 7）。XRD 解析で
は、バーネス鉱（-MnO2）及びウッドル
フ鉱（ZnMn3O7•2H2O）と一致する回折パ
ターンが得られ、これらの酸化物が生
成していることが示された。Zn2+は生成
するMn酸化物の結晶構造中に取り込ま
れることで廃水から除去されたと推察
された。以上より、有機性基質無添加条
件で集積されるMn酸化集積培養系は実
坑廃水に対しても十分機能することが
明らかになり、坑廃水処理への適用性
は高いといえる。 
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表 4. 低栄養細菌のゲノム解析で推定された代謝機能 
菌株 R1-5 R1-7 R1-9 
分類群（属） Methylibium Methylover-

satilis 
Rhodococcus 

ｹﾞﾉﾑｻｲｽﾞ (Mbp) 4.86 4.70 7.23 
DNA Scaffolds 5 1 4 
G+C 含量 (mol%) 68.9 66.2 62.3 
CDS 数 4,672 4,306 6,714 
RNA 遺伝子数 3 4 15 
炭酸固定能 
(ｶﾙﾋﾞﾝ回路) 

+ + - 

C1 化合物資化性 + (methanol 
 serine) 

+ (methanol 
 serine) 

+ (methanol 
aldehyde) 

CO 資化性 - - - 
H2資化性 + + + 

図 6.連続式(a)及び回分式(b,c)による坑廃水処理試験 

図7.連続式(a)及び回分式(b)の坑廃水処理で沈積したMn
スラッジの FE-SEM 観察 
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