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研究成果の概要（和文）：リン酸カルシウムを含む未利用リン資源である製鋼スラグや、農耕地に蓄積した不活性なリ
ン酸鉄やリン酸アルミニウムを溶解する微生物を自然界から単離することに成功した。単離した溶解微生物が細胞外に
生産するグルコン酸などの有機酸が、これらの不活性のリン酸金属塩を溶解しリンを放出することがわかった。また国
内に豊富にあるカルシウムやケイ酸から合成した非晶質ケイ酸カルシウムを用いることで、画期的にシンプルなリン回
収方法を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To recycle phosphate (Pi) that is immobilized in steelmaking slag and farm soils, 
bacterial strains capable of mobilizing Pi salts with calcium, iron or aluminum, were isolated from 
steelmaking slag and soil samples. Organic acids, including gluconic acid, citric acid, and acetic acid, 
which were extracellularly released from the isolated strains, were responsible for releasing phosphate 
from insoluble Pi salts. A simple, new technology for phosphate recovery was developed using amorphous 
calcium silicate hydrates which were chemically synthesized using unlimitedly available inexpensive 
materials such as calcium and silicates. The technologies developed in this study could potentially be 
used for recycling Pi immobilized in steelmaking slag and farm soils.

研究分野：生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
リンがなければ、食料はもとより再生可能
資源と言われるバイオマスもバイオ燃料も
生産できない。言うまでもなく、バイオ産業
もまた、リンに絶対的に依存している。人間
が使うリンのほとんどは、有限の天然資源で
あるリン鉱石から得られている。しかし、地
球規模でリン鉱石は、品質の良いものから枯
渇を始めており、リン資源の持続的な利用と
管理の問題は、人類の新たな地球的課題とな
りつつある。わが国は、世界第 8位のリン消
費大国でありながら、リン鉱石を産出せず総
てのリン資源を海外に依存している。しかし、
国民はまだ事の重大さに気が付いておらず、
国の施策も EU諸国に較べ立ち遅れている。 
 
２．研究の目的 
人類が持続的かつ安定的にリン資源を利
用するには、人間活動にともなうリンの流れ
を閉鎖循環系に変換する必要がある。本研究
の目的は、枯渇する天然リン鉱石への依存度
を減らすために、国内の多様な未利用資源か
らリンを分離回収し農業や工業に再利用す
るための、新しいバイオプロセス技術の開発
に挑むことである。 

 
３．研究の方法 
① 未利用資源からリンを分離できる微生物
株の取得と溶解機構の解明 
リン酸カルシウムを含む未利用リン資源
である製鋼スラグや、農耕地に蓄積したリン
酸鉄やリン酸アルミニウムを溶解する微生
物の単離を行った。リン酸カルシウムの溶解
微生物の候補株については、粉砕した製鋼ス
ラグを生理食塩水に懸濁させ、その上澄みを
ヒドロキシアパタイト ([Ca3(PO4)2]3・
Ca(OH)2: HAP)を単一リン源とする MOPS
寒天培地に塗布し 30℃で終夜培養すること
で取得した。リン酸鉄、リン酸アルミニウム
の溶解微生物の候補株は、土壌サンプルを生
理食塩水に懸濁させ、その上澄みを CAS-Fe
または CAS-Alを含む寒天培地に塗布し、黄
色のハローを形成する微生物を単離するこ
とで取得した。本培地は金属キレーターであ
る Chrome Azurol S (CAS)と鉄やアルミニ
ウムとの青色の金属錯体を含み、鉄やアルミ
ニウムが微生物の作用により遊離すること
で、遊離 CAS の黄色へと変色する培地であ
る。 
得られた候補株を HAP、FePO4、AlPO4

を単一リン源とする MOPS 液体培地に植菌
し 30℃で 24時間培養を行い、培養上清の遊
離リン酸濃度の高い株を選抜した。選抜した
株の同定は 16 S rRNA遺伝子解析によって
行った。難溶性リン酸塩の溶解に起因する物
質はHPLCにより同定した。また通気条件や
基質の種類など、難溶性リン酸塩の溶解を最
大化する培養条件の検討を行った。 

 
② 未利用資源から溶出させたリンの回収方

法の開発 
珪質頁岩を NaOH 溶液に添加し、60℃で

10 分間加熱することで、ケイ酸を抽出した。
抽出したケイ酸溶液に Ca(OH)2 を添加し、
60℃で3時間加熱することで得られた固形物
をろ過・乾燥することで非晶質ケイ酸カルシ
ウム水和物（A-CSHs）を得た。A-CSHs の
構造解析は熱重量示差熱分析（TG-DTA）、粉
末 X線回折法（P-XRD）、29Si 核磁気共鳴法
（29Si NMR）を用いて行った。A-CSHsを用
いたリン回収は A-CSHs を 392 mg/L の
KH2PO4、1.89 g/L の NH4Cl、3.36 g/L の
NaHCO3 を含む溶液（リン酸モデル液）に
Ca/Pモル比が 3.0となるように添加し、室温
で 20 分間反応することで行った。リンを吸
着した A-CSHs（A-CSHs-P）の回収は、リ
ン回収反応後に攪拌を停止し、10分間自然沈
降を行いA-CSHs-Pを反応器下部に沈降させ、
反応液の上部 90%をサイフォンにより除去
し、A-CSHs-Pを含む下部 10%を吸引ろ過す
ることで行った。 
 
４．研究成果 
① 製鋼スラグからリンを分離できる微生物
株の取得と溶解機構の解明 
製鋼スラグからゲノム抽出を行い T-RFLP
法を用いて微生物群衆構造解析を行った結
果、数十種のピークが検出され、様々な属の
微生物が存在することが示唆された。更に次
世代シーケンサー解析を行い、これらの主要
な 属 と し て Arthrobacter 、 Bacillus 、
Enterobacter、そして Pseudomonas属が生
息していることが明らかとなった。製鋼スラ
グは低栄養かつ高 pHの環境であるが、菌叢
解析によって明らかとなったスラグ菌は、こ
のような環境に適応可能な微生物でると考
えられる。 
そこでスラグ菌はスラグ中の HAP を溶解
しリン酸を利用できる可能性が高いと考え、
製鋼スラグよりリン酸カルシウム溶解微生
物のスクリーニングを行った。単離した約
1,500株から選抜した結果、sl-29株が最も高
い溶解活性を示した。Sl-29株は 3.33 mMの
HAPを単一リン源とする培地で約 5 mMの
リン酸を培養上清に溶出した。16 S rRNA遺
伝子解析の結果、sl-29 株は Enterobacter 
cloacaeと最も高い相同性を示した。 
次にsl-29株のHAPの溶解メカニズム解明
のために有機酸解析を行った結果、酢酸、乳
酸、ギ酸、そしてピルビン酸が検出された。
これらの有機酸は嫌気条件下で生産される
ことから、好気条件下で培養を行った結果、
有機酸生産量の低下とリン酸溶出量の減少
が確認された。以上の結果から、有機酸が溶
解に寄与していることが明らかとなった。最
後に sl-29 株が製鋼スラグよりリン酸を溶出
できるかを確認するために 50 g/L の製鋼ス
ラグを単一リン源とする培地で培養を行っ
たところ、6 M のリン酸を培養上清に溶出
し、製鋼スラグ中のリンの溶解が可能であっ



た。 
 
② 土壌中のリン酸鉄、リン酸アルミニウム
からリンを分離できる微生物株の取得と溶
解機構の解明 

HAP が有機酸によって溶解可能であるこ
とから、リン酸鉄、リン酸アルミニウムも同
様に酸で溶解可能であるか検討を行った。そ
の結果、HAPが酸の種類によらず pH依存的
に溶解したのに対して FePO4や AlPO4は無
機酸や乳酸、酢酸、ギ酸などの有機酸にはほ
とんど溶解しなかった。一方、クエン酸やリ
ンゴ酸、マロン酸などのキレート効果を有す
る多価の有機酸には溶解することがわかっ
た。 
そこで鉄やアルミニウムのキレートを産
生する微生物はFePO4やAlPO4を効率的に
溶解できると考え、大学構内の土壌より
CAS-Fe や CAS-Al を含む寒天培地上でハロ
ーを形成する微生物を単離したところ、それ
ぞれ数十種の微生物を単離することができ
た。単離した微生物を FePO4または AlPO4

を単一リン源とする MOPS 培地で培養し、
培養上清中のリン酸濃度を測定したところ、
FePO4については 26株中 23株、AlPO4につ
いては 29株中 14株についてリン酸の溶出が
確認でき、本スクリーニング法の有効性が示
された。これらの株の内、FePO4については
Soil-Fe-20 株が最も高い溶解活性を示し、2 
mMのFePO4から約600 Mのリン酸を溶出
した。AlPO4についてはSoil-Al-2株が、2 mM
のAlPO4から約 850 Mのリン酸を溶出した
ものの、継代培養により溶解活性の低下が見
られた。一方で Soil-Al-13 株は、2 mM の
AlPO4から安定して約 600 Mのリン酸を溶
出できたことから、以後の実験には本株を用
いることとした。16 S rRNA遺伝子解析の結
果、Soil-Fe-20株は Enterobacter aerogenes
と 、 Soil-Al-13 株 は Acinetobacter 
calcoaceticusと最も高い相同性を示した。 
次に Soil-Fe-20 株および Soil-Al-13 株の

FePO4 や AlPO4 の溶解メカニズム解明のた
めに有機酸解析を結果、Soil-Fe-20株はグル
コン酸（11 mM）と 2-ケトグルコン酸（26 
mM）を、Soil-Al-13株はグルコン酸（35 mM）
を生産していることがわかった。これらの酸
により両株の難溶性リン酸塩の溶解を説明
できるかを検証するために、Soil-Fe-20株が
生産する酸と同濃度のグルコン酸、2-ケトグ
ルコン酸を FePO4 と単一リン源とする
MOPS培地に添加し、30℃で 24時間攪拌を
行ったところ、550 Mのリン酸が遊離し、
Soil-Fe-20 株による FePO4 と同等の溶解を
示した。また AlPO4についても Soil-Al-13株
を用いて同様の実験を行ったところ、同様の
結果が得られたことから、これらの微生物は
グルコン酸や 2-ケトグルコン酸などキレー
ト効果を有する有機酸を生産することで
FePO4 や AlPO4 を溶解していることが示唆
された。 

最後にSoil-Fe-20株およびSoil-Al-13株の
難溶性リン酸塩の溶解を最大化する培養条
件の検討を行った。Soil-Fe-20株については
有機酸の生産が遊離の Fe濃度や P濃度には
影響を受けず、酸素濃度に影響を受けること
が明らかとなった。そこで好気条件で FePO4

の溶解実験を行った結果、2 mM の FePO4

より約1 mMのリン酸を溶出させることに成
功した。また Soil-Al-13株についてはグルコ
ースを生育に用いずグルコン酸の生産にの
み使用することが明らかとなり、キシロース
などのペントースを増殖のための炭素源と
して利用することが示された。そこで炭素源
にグルコースとキシロースの両方を用いて
AlPO4の溶解実験を行ったところ、グルコー
スのみを用いた時と比較して菌体量の有意
な増加が見られ、グルコン酸生産速度の向上
が見られた。その結果 2 mMの AlPO4より約
1 mMのリン酸を溶出させることに成功した。 
 
③ 未利用資源から溶出させたリンの回収方
法の開発 
種々の機器分析によりA-CSHsの構造解析
を行った。TG-DTA による分析の結果、
A-CSHs は Ca(OH)2や CaCO3に由来する吸
熱ピークを示さず、これらの化合物を含まな
いことが示された。また P-XRD による解析
においても Ca(OH)2や CaCO3のピークを示
さず、非晶質ケイ酸カルシウムの回折ピーク
のみを示した。更に 29Si NMRによる解析の
結果から、A-CSHs中のケイ酸鎖の平均鎖長
は 3.5 であること、これらが Ca を介して架
橋した構造を有することが明らかとなった。 
 続いてA-CSHsを用いたリン酸モデル液か
らのリン回収試験を行ったところ、A-CSHs
は反応わずか20分で82%のリンを吸着した。
その後、10 分間の自然沈降により 78%のリ
ンが A-CSHsと共に沈降し、高い沈降性を示
した。沈降した A-CSHs-Pをろ過、乾燥した
後、コマツナを用いたポット試験に供したと
ころ、市販のリン酸肥料と同等の性能が得ら
れ、肥料として再利用できることが明らかと
なった。 
 
④ 総括 
以上のように、リン酸カルシウムを含む未
利用リン資源である製鋼スラグや、農耕地に
蓄積したリン酸鉄やリン酸アルミニウムを
溶解する微生物を単離し、難溶性リンを効率
的に溶解する技術の開発に成功した。また
A-CSHsを用いることで溶液中のリン酸をわ
ずか 20分の反応と 10分の自然沈降、ろ過に
より回収できるという画期的にシンプルな
リン回収方法の開発に成功し、回収物を肥料
として再利用できることも示した。本研究で
開発した未利用資源からのリンの分離技術
と、溶液からのリン回収技術を組み合わせる
ことで未利用リン資源の肥料としての利用
が可能となり、枯渇する天然リン鉱石への依
存度を減らすことが可能になると考えられ



る。 
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