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研究成果の概要（和文）：ヒ素の環境動態に深く関わる微生物によるヒ酸塩〔As(V)〕還元及び亜ヒ酸塩〔As(III)〕酸
化に着目し、それらに及ぼす抗生物質の影響を湖沼等の底泥を用いたマイクロコズム試験により評価した。その結果、
好気環境でのAs(V)還元を担うヒ素耐性細菌は、種々の抗生物質耐性を持ち、抗生物質存在下でも旺盛なAs(V)還元が生
じることが明らかとなった。一方で、As(III)酸化細菌は、クロラムフェニコールなどによって活動が阻害されること
が明らかとなった。従って、ある種の抗生物質が好気環境に流入した場合、ヒ素の酸化・還元のバランスが崩れ、その
動態が不溶化から可溶化へシフトする可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of antibiotics on microbial arsenate (As(V)) 
reduction and arsenite (As(III)) oxidation in sediments collected from a small pond and a eutrophic lake. 
The As(V)-reducing activities were less susceptible to chloramphenicol in aerobic conditions than in 
anaerobic conditions. Aerobic As(V) reduction proceeded in the presence of diverse types of antibiotics. 
In contrast, some antibiotics strongly inhibited aerobic As(III) oxidation. These results indicate that 
the aerobic As(III) oxidizers in the sediment are more sensitive to certain types of antibiotics than the 
aerobic As(V) reducers. Our results suggest that antibiotic disturbance of environmental microbial 
communities affects the biogeochemical cycle of As.

研究分野：環境工学、環境微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
抗生物質を含めた医薬品が広範な水環境
から検出されており、環境中における薬剤耐
性細菌の発生や耐性遺伝子の伝播・拡大など
が憂慮されている。一方、その影響は微生物
の群集構造にも及び、物質の挙動を大きく変
化させる可能性がある。 
ヒ素は、自然環境中に低濃度で広く存在し
ているが、一様に分布しているわけではなく、
高濃度で偏在している場合もある。ヒ素のよ
うな毒性を持つ微量元素の場合、微生物を介
した環境動態の変化がヒトの健康影響に直
結する恐れがある。即ち、抗生物質の環境中
への流入には、ヒ素による水環境汚染を副次
的に助長するリスクが潜在する。しかし、国
内外を問わず、その可能性を検討した研究例
はこれまでになく、実際に抗生物質がヒ素の
環境動態にどのような影響を与えるかにつ
いて、ほとんど知見が得られていない。 

 
２．研究の目的 
自然環境中のヒ素は、大部分が無機態であ
るヒ酸塩〔As(V)〕と亜ヒ酸塩〔As(III)〕の
形で存在するが、As(V)は吸着性が高いため、
土壌や底泥中では Fe(III)や Al酸化物によっ
て固相に保持され易い。地下帯水層や湖沼底
泥のような嫌気環境では、As(V)が吸着性の
低い As(III)へと還元されることによってヒ
素の可溶化、即ち水相への移動が生じ、As(V)
還元細菌が反応の中心的役割を果たしてい
る。しかし、著者らの最近の研究から、従来
はヒ素が固相に保持されやすいと考えられ
ていた好気環境においても、As(V)還元を介
した可溶化が起こり得ることが明らかとな
ってきた。一方、好気環境では、As(III)酸化
細菌が旺盛に活動しているため、ヒ素の可溶
化と不溶化が繰り返し起きることで、結果的
には固相に保持されている可能性も示され
ている。これは、抗生物質の流入により微生
物生態系が変遷した場合、ヒ素の動態が大き
くシフトする可能性を秘めているといえる。
そこで本研究では、環境中におけるヒ素の可
溶化／不溶化に大きく関与する As(V)還元及
び As(III)酸化に着目し、各種の抗生物質がこ
れらの微生物反応に及ぼす影響を評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) As(V)還元及び As(III)酸化試験 
国立環境研究所構内の池、霞ヶ浦及びその
流入河川の一つである恋瀬川から採取した
底泥サンプルを Tris-HCl バッファー(pH 
7.2)で 3 回洗浄し、固相と液相の容積比がほ
ぼ 1:1となるよう同バッファーと混和した底
泥懸濁液を微生物植種源として用いた。 
池底泥を用いた実験では、50mL容量バイ
アルビンに分注した As(V)もしくは As(III)
を含む乳酸無機塩培地 20mL(pH 7.2)にクロ
ラムフェニコール(CP)を終濃度 50mg/Lとな
るよう加え、底泥懸濁液 1mL を接種して好
気及び嫌気の両条件下において振盪培養を

行った。また、対照として、CP を加えずに
同様の実験を行った。 
霞ヶ浦及び恋瀬川底泥を用いた実験では、
三角フラスコに分注した As(V)を含む乳酸無
機塩培地 200mL にクロラムフェニコール
(CP)、テトラサイクリン(TC)、エリスロマイ
シン(EM)、リンコマイシン(LCM)、もしくは
アンピシリン(ABPC)を加え、底泥懸濁液
5mL を接種して好気条件下において振盪培
養を行った。また、対照として、抗生物質を
加えずに同様の実験を行った。 
実験期間中、適時サンプリングを行い、溶
液中のAs(V)及びAs(III)濃度をイオンクロマ
トグラフィーにより、全 As濃度を ICP-AES
により測定した。 
(2) 細菌群集構造の解析 
霞ヶ浦底泥を用いた実験サンプルから全

DNAを抽出した。抽出した DNA試料を鋳型
として、16S rRNA遺伝子の一部領域を対象
とするプライマーセット 341f / 911r 及び
As(III)酸化酵素遺伝子(aioA)の一部領域を対
象とするプライマーセット aoxBM1-2F / 
aoxBM3-2Rを用いて PCRを行った。得られ
た遺伝子断片をもとに、16S rRNA遺伝子及
び aioA 遺伝子のクローンライブラリを構築
した。各サンプルでそれぞれ 90 クローン程
度を無作為に抽出し、塩基配列を決定した。
決定した 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を
Ribosomal database project の RDP 
classifierにより系統分類し、各サンプルの細
菌叢を比較した。また、aioA 遺伝子は
MEGA5を用いて系統解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 好気及び嫌気環境における As(V)還元
/As(III)酸化に及ぼす CPの影響 
環境微生物によるヒ素の酸化還元に及ぼ
す抗生物質の影響を網羅的に調べるために、
池底泥を用いた活性試験を好気及び嫌気の
両条件下で行った。なお、ここでは、比較的
広い抗菌スペクトルを持つ CPを添加抗生物
質として用いた。 
好気条件下において As(V)還元試験を行っ
た結果を図 1 に示した。CP を加えていない
対照系では、実験開始直後に速やかな As(V)
の減少及び As(III)の生成が見られ、底泥微生
物による活発な As(V)還元が確認された。実
験後期には、As(V)濃度が増加へと転じ、そ
れに伴う As(III)の減少が認められたことか
ら、一旦還元されたヒ素が酸化される現象が
起きていた。これに対して CPを加えた実験
系では、As(V)の還元は認められたものの、
その後のAs(V)及びAs(III)濃度に変化はなか
った。同様の条件で行った As(III)酸化試験で
も、CPの添加によって As(III)酸化が強く阻
害されることが確認された。これらの結果か
ら、好気条件下では、CP によって As(V)還
元が起こり易くなることが示された。 
ここで、好気性細菌による As(V)還元には、
ヒ素耐性機構（Arsenic resistance system）



と呼ばれる耐性メカニズム中の遺伝子が関
わっていると考えられている。一般に、ヒ素
などの金属耐性遺伝子は、薬剤耐性プラスミ
ド(R プラスミド)に含まれる事が多いため、
金属耐性細菌は抗生物質に対する共耐性を
示す場合がある。実際に、ヒ素耐性遺伝子を
含む Rプラスミドの存在も知られている。従
って、ここで得られた結果は、CP が選択圧
となって、As(V)還元能を持つ好気性ヒ素耐
性細菌が、間接的に優先化されたことを示唆
している。また、CP耐性を持たない As(III)
酸化細菌が阻害を受け、結果として As(V)還
元のみが生じたものと考えられた。 
一方、嫌気条件での同様の実験では、好気
条件とは異なり CPを加えていない対照系で
のみ As(V)の還元が見られ、CP の添加で
As(V)還元が強く阻害された(図 2)。また、全
ての系において、As(III)の酸化は確認されな
かった。従って、嫌気条件では、As(V)還元
へのヒ素耐性細菌の寄与率は低く、CP によ
って As(V)を嫌気呼吸に用いる異化型 As(V)
還元細菌の活性が阻害された結果、As(V)還
元が起き難くなると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図1 好気条件下におけるAs(V)還元及びAs(III)
酸化に及ぼす CP の影響（A；CP なし，B；
CP あり） 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 嫌気条件下における As(V)還元に及ぼす
CPの影響（A；CP なし，B；CP あり） 

 
 
(2) 好気環境における As(V)還元/As(III)酸化
に及ぼす各種抗生物質の影響 
先の実験で、抗生物質によって好気環境で
のヒ素の酸化・還元のバランスが大きく崩れ
る可能性が示唆されたことから、構造の異な
る 5 種類の抗生物質を用いて、As(V)を含む
培地で好気条件下でのマイクロコズム試験
を行った。 
霞ヶ浦底泥を用いて試験を行った結果、抗
生物質を加えていない対照系では、開始直後
から大幅なAs(V)の減少とAs(III)の生成が見
られ、底泥微生物によって速やかに As(V)が
還元されていた(図 3)。実験開始 4日後には、
As(V)濃度が増加へと転じ、それに伴う
As(III)の消失が認められたことから、As(III)
の酸化も起きていた。抗生物質を加えた実験
系においても、As(V)の還元は全ての系で認
められた。従って、この結果から、ヒ素耐性
細菌が種々の抗生物質に対する共耐性を持
つことが示唆された。CP、TC及び ABPCを
添加した系では、その後の As(III)酸化の開始
に遅れが生じ、なかでも CPによって強く阻
害される結果となった(図 3)。このことから、
As(III)酸化細菌は As(V)還元能を持つヒ素耐
性細菌と異なり、抗生物質による影響を比較
的受けやすい可能性が示された。 
 恋瀬川底泥を用いた同様の実験でも、
As(V)還元は全ての系において認められた。
一方、生成した As(III)の酸化は、CP、TC及
び ABPC によって若干の阻害を受けたもの
の、霞ヶ浦底泥と比べて速やかに見られた。

A 

B 

A 
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従って、As(III)酸化細菌の抗生物質に対する
感受性は生息域によって異なり、より好気的
な河川底泥には、旺盛な As(III)酸化能を持つ
細菌群が生息している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3 好気条件下におけるAs(V)還元及びAs(III)
酸化に及ぼす各種抗生物質の影響 

 
 
(3) 細菌群集構造に及ぼす各種抗生物質の影
響 
 霞ヶ浦底泥を用いた実験の対照系及び CP
添加系を対象に、0, 2, 4日後のサンプルを用
いて16S rRNA遺伝子のクローンライブラリ
解析を行った。実験開始前(0 日)のサンプル
では、約半分のクローンが Proteobacteria門
に 分 類 さ れ 、 Betaproteobacteria 綱 、
Gammaproteobacteria 綱 、 及 び
Deltaprteobacteria綱が、それぞれ 16％、7％、
及び 28％の割合で検出された。2日後のサン
プ ル で は 、 ど ち ら の 系 で も
Gammaproteobacteria綱が 50％と優占し、
対照系では Betaproteobacteria 綱の割合も
増加していた。一方、4日後のサンプルでは、
それぞれの系で細菌相が大きく変遷し、対照
系では Betaproteobacteria 綱の割合が 75％
まで増加した。また、Alphaproteobacteria
綱に分類されるクローンもわずかに検出さ
れた。これに対して、CP 添加系では、
Proteobacteria 門の割合が大幅に減少し、
Bacteroidetes門が優占していた(82％)。また、
属レベルでの解析では、そのほとんど(96％)
が、Chryseobacterium に分類された。
Chryseobacterium は種々の抗生物質に耐性
を持つ多剤耐性細菌として知られており、ヒ
素耐性遺伝子(ars 遺伝子)を持つ単離菌株も
確認されている。これらの結果から、CP 添
加系では、共耐性によってヒ素耐性細菌が優
占化したことが示唆された。 

 また、全ての系を対象に、As(III)酸化酵素
遺伝子(aioA遺伝子)のPCRを行ったところ、
CP 添加系ではほとんど増幅が確認されなか
った(図 4)。さらに、aioA 遺伝子のクローン
ライブラリ解析では、CP 以外の抗生物質添
加系では、対照系(N)と同程度の aioA遺伝子
が得られ、そのほとんどが Proteobacteria門
由来の aioA 遺伝子と同じグループに分類さ
れた(図 5)。これまで知られている中温性の
As(III)酸化細菌は、多くが Proteobacteria門
に属することが知られている。また、As(III)
酸化にほとんど影響を及ぼさなかったEM及
び LCM は、グラム陽性細菌に抗菌スペクト
ルを持つことが知られている。従って、CP
添加系では、Proteobacteria門の増殖が阻害
されたことで、As(III)酸化の阻害が生じたも
のと考えられた。また、各ライブラリのα多
様性の解析から、抗生物質添加系では、対照
系と比べて aioA 遺伝子の多様性が減少して
いることが明らかとなり、β多様性の解析か
らそれぞれの系で優占種の変遷が起きてい
ることが示された。 
 本研究の結果から、抗生物質が環境中での
微生物反応を介したヒ素の酸化・還元に大き
く影響を及ぼすことが示された。特に、好気
環境での As(V)還元を担うヒ素耐性細菌は、
種々の抗生物質耐性を持つことから、抗生物
質存在下でも旺盛な As(V)還元が生じること
が明らかとなった。一方で、As(III)酸化細菌
はある種の抗生物質に対する感受性が高く、
CP などによってその活動が阻害されること
が明らかとなった。これらのことから、
Proteobacteria門に抗菌スペクトルを持つ抗
生物質が好気環境に流入した場合、ヒ素の酸
化・還元のバランスが崩れ、その動態が不溶
化から可溶化へシフトすることで、水環境中
にヒ素が流入する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 各実験系からの aioA 遺伝子の検出(N;対
照系, CP；クロラムフェニコール添加系, 
TC；テトラサイクリン添加系, EM；エリスロ
マイシン添加系, LCM；リンコマイシン添加
系, ABPC；アンピシリン添加系．M；DNA
分子量マーカー) 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 aioA 遺伝子のクローンライブラリ解析(N;対
照系, CP；クロラムフェニコール添加系, TC；
テトラサイクリン添加系, EM；エリスロマイシ
ン添加系, LCM；リンコマイシン添加系, 
ABPC；アンピシリン添加系．括弧内の数字
は相同性 97％以上のクローン数を示す．) 
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