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研究成果の概要（和文）：ジフェニルアルシン酸（DPAA）のチオ化に関与する嫌気微生物としてDesulfotomaculum ace
toxidans DEA14株を単離した。既知の酸還元菌であるDesulfovibrio aerotolerans JCM 12613TもDPAAをチオ化したこ
とから、フェニルヒ素化合物のチオ化は硫酸還元菌によるH2S生成に伴う反応と推定された。DPAA以外の様々なフェニ
ルヒ素化合物もH2Sと反応し、チオ化物が生成することを明らかにした。イネをDPAA模擬汚染土壌で栽培した結果、ジ
フェニルチオアルシン酸は土壌や根でのみ認められ、イネ地上部では部位毎に異なるフェニルヒ素化合物が検出された
。

研究成果の概要（英文）：In this study, we isolated Desulfotomaculum acetoxidans strain DEA14, which could 
anaerobically transform diphenylarsinic acid (DPAA) to diphenylthioarsinic acid (DPTA). A known 
sulfate-reducing bacterial strain, Desulfovibrio aerotolerans JCM 12613T could also transform DPAA to 
DPTA. The findings suggest that H2S produced by sulfate-reducing bacteria has a role in thionation of 
DPAA under anaerobic soil conditions. In addition, we confirmed that other phenylarsenicals, such as 
diphenylmethylarsine oxide and phenylarsonic acid, could be thionated by reaction with H2S. Uptake of 
phenylarsenicals in rice was also investigated under flooded conditions. At the harvest, DPTA was found 
in the soil and root samples. In the leaf, stem and brown rice samples, As(V), DPMAO, PMAA and/or DPAA 
were detected. The results indicate that arsenical species found in rice vary at different parts and the 
aerial parts of rice contain no DPTA.

研究分野： 土壌学、土壌微生物学

キーワード： ジフェニルアルシン酸　チオ化　硫酸還元菌　嫌気的微生物変換　水稲
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１．研究開始当初の背景 
ジフェニルアルシン酸(DPAA)は、遺棄化学

兵器に含まれるジフェニルクロロアルシン
(CLARK I)やジフェニルシアノアルシン
(CLARK II)の合成原料であるとともに、これ
らのフェニルヒ素化合物から環境中で容易
に生成される代謝産物でもある。そのため、
これら化学兵器の遺棄現場周辺の地下水や
土壌、堆積物中では、加水分解や酸化を経て
生成した DPAA がよく検出される[1]。これは
DPAAが中程度の難分解性物質であり、DPAA
の形態で環境中に留まりやすいことを示し
ている。日本においても、2003 年に茨城県神
栖市の飲用井戸水から高濃度のDPAAが検出
され、近隣住民に健康被害を与えた[2]他、地
下水を灌漑水とした周辺水田で栽培された
イネのヒ素汚染も判明した。 
フェニルヒ素化合物の土壌中での代謝経

路については、上記の神栖市での中毒事件の
後、主に DPAA を中心に調べられた[3-6]。現
地土壌調査ではDPAAの他、phenylarsonic acid 
(PAA)や bis(diphenylarsine)oxide (BDPAO)が検
出 さ れ 、 さ ら に methylphenylarsinic acid 
(MPAA)、dimethylphenylarsine oxide (DMPAO)、
diphenylmethylarsine oxide (DPMAO)及び無機
ヒ素も検出された。神栖市の汚染水田土壌を
用いたポット実験や室内モデル実験の結果
から、DPAA が土壌中で脱フェニル及びメチ
ル化し、上記の代謝物が生成すること、嫌気
条件では好気条件よりDPAAが速く変換され
ることが示された。 
我々の最近の研究において、嫌気条件にお

けるDPAAの代謝は土壌に易分解性有機物を
添加することで促進されるが、その効果は土
壌によって大きく異なること、SO4

2－を有機
物と共に添加して硫酸還元を誘導すると
DPAA 濃度が著しく減少し、主たる代謝物と
して未知ヒ素化合物が生成することを明ら
かにした[7]。その後、この未知ヒ素化合物を
diphenylthioarsinic acid (DPTA)と同定し、土壌
環境中でフェニルヒ素化合物がチオ化され
る現象を初めて見出した[8]。 
フェニルヒ素化合物の変換を担う微生物

としては、DPAA を好気的に脱フェニルし無
機化する Kytococcus sedentarius NK0508 株[9]
や Shinorhyzobium sp. L2406 株[10]が DPAA 汚
染土壌から単離されている。一方、嫌気条件
では好気条件より容易にDPAAの微生物変換
が起きるが、チオ化を担う微生物についての
報告はまだない。また、チオ化したヒ素は元
化合物より毒性が高いとされることから、
様々なフェニルヒ素化合物からのチオ化物
生成の有無とその植物への影響について検
討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、(1)嫌気条件における DPAA 変
換微生物の単離、及び(2)フェニルヒ素化合物
のチオ化物生成の可能性の検証、及び(3)フェ
ニルヒ素化合物の水稲への吸収について明

らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DPAA のチオ化に関与する嫌気性微生
物の単離と同定 
①土壌及び稲わら 
新潟大学五十嵐キャンパス内の圃場（休耕

地）から表層 10 cm の土壌（砂丘未熟土）を
採取して風乾し、2 mm メッシュの篩を通し
た後に実験に供した。稲わらは新潟大学農学
部附属フィールド科学教育研究センター新
通ステーション（新通 ST）で採取したものを
粉末化して用いた。 
②土壌培養 

100 mL 容三角フラスコに風乾土 20 g、脱イ
オン水 30 mL、K2SO4 425 μg-S g-乾土-1、の他、
炭素源として 3.5 mg-C g-乾土-1相当の稲わら
粉末を加えた。これに 10 μg-As g-乾土-1相当
の DPAA を添加して封をした。 
③DPAA の定量とヒ素種の同定 
培養土壌中の DPAA 濃度は Guan et al. [7]

の方法に従って求めた。 
有機ヒ素の化学形態分析には LC-ICP-MS 

（Prominence series, Shimadzu＋X series 2, 
Thermo Fisher Scientific）を用い、その詳細は
Hisatomi et al. [8]と同様とした。 
④DPAA 変換微生物の獲得 
 五十嵐土壌から、DPAA の嫌気的変換に関
与する微生物の単離を限界希釈法と嫌気平
板培養法を用いて試みた。まずは DPAA を
DPTA に変換可能な微生物コンソーシアを複
数獲得し、これらから DPAA のチオ化に関与
する単離株のコロニー分離を行った。コンソ
ーシアや単離株の DPAA 変換能の検定は
DPAA を加えた MM 培地（pH7.0）で嫌気培
養して行った。なお、MM 培地の組成は次の
通りであった：1 l あたり、1.2 g Na2HPO4• 
12H2O、0.5 g KH2PO4、0.5 g (NH4) 2SO4、0.2 g 
MgSO4•7H2O、10 ml 微量元素溶液及び 10 ml
ビタミン溶液。 
 単離した DPAA 変換株については、遺伝子
分類学的同定に供した。 
（２）フェニルヒ素化合物のチオ化物生成の
可能性の検証 

DPMAO、DMPAO、PMAA および PAA の
100 ppm 溶液を作製した。バイアル瓶に 2–2.5 
mlの各ヒ素化合物溶液と 1 mLの 50 mM硫化
ナトリウム溶液、及び 6.5～7.0 mL の超純水
を加えた後、少量の硝酸を添加して pH7 とし、
H2S を発生させた。これを密封して 4 日間放
置し、フェニルヒ素化合物と H2S の反応液を
得た。それぞれの反応液をメンブレンフィル
ター（0.45 μm）で濾過後、LC/TOF-MS を用
いて得られたピークの精密質量分析を行い、
反応生成物の構造推定を行った。分離に用い
た溶離液の条件を表 1 に示す。 
（３）フェニルヒ素化合物の水稲への吸収 
①模擬汚染土壌の調製 
新通 ST の水田圃場より採取したグライ

土に適当な濃度の DPAA溶液を添加して模 



 
 
 
 
 
 
 

擬汚染土壌を作製した（0.5-0.6 mg-As /kg-
土壌）。 
②水稲栽培 

2.5 kg の模擬汚染土壌（DPAA 添加区）
あるいは健全土壌（対照区）を 1/5000 a ワ
グネルポットに入れ、基肥として硫酸アン
モニウム（0.08 g-N）とリン酸一水素カリウ
ム（0.15 g-K、0.06 g-P）を添加した。これに
水道水を加えて湛水し、よく混合後、イネ幼
苗（品種：コシヒカリ）を 2 本移植した。
ポットは各条件について n=3 で用意し、温
室で栽培した。なおポットの内にメッシュで
底に蓋をした塩ビ管に土壌を充填したもの
を三本用意し、これらを垂直に埋め込んで非
根圏区とした。サンプリングまでの期間は常
に湛水状態を維持した。 
③試料採取 
 栽培期間終了後、イネは水面から約 5 cm
上部から切断し収穫した。その後、玄米、モ
ミ殻、葉、茎の部位に分け、4℃暗所にて保
存した。非根圏土壌は塩ビ管内から採取し、
根圏土壌は根と混合した状態で採取した。土
壌試料は直ちに空気が入らないようビニー
ル袋に詰め、さらにアネロパックに入れて窒
素パージした状態で 4℃の暗所において保存
した。また、イネ根は収穫後に移植ごてを用
いて株ごと掘り出し、水道水で洗浄した後ビ
ニール袋に詰め、4℃の暗所にて保存した。  
④総ヒ素濃度の定量 
 土壌は 180 µm のふるいに通した後、根お
よび茎、葉は 5 mm 程度に切断後、また玄米
および籾殻はそのまま分析に供試した。土壌、
根、玄米、籾殻は 0.3 g、茎及び葉は 0.1 g 用
いてマイクロウェーブ法によって硝酸分解
した後、ICP-MS を用いて分解液中のヒ素濃
度を求め、各試料の総ヒ素濃度を算出した。 
⑤有機ヒ素の抽出と定量 
 分析サンプルの調製作業は、空気中の酸素
による酸化を防ぐため、窒素ガスでパージし
た嫌気グローブバック内で行った。根圏土壌
と非根圏土壌は 180 µm のふるいに通して土
壌中の根や大きめの土壌粒子などを取り除
いた。玄米は乳鉢と乳棒を用いて粉砕し、粉
末状とした。葉及び茎ははさみで 3 mm 角程
度に切断し、液体窒素をかけながら乳棒です
りつぶした後に 300 µm のふるいに通した。  
 これらの試料から 70%メタノールを用い
て試料中のヒ素化合物を抽出した。作業はす
べて窒素パージしたグローブバッグ内で嫌
気的に行った。土壌試料は 1～2 g、根は約 1 g、
葉、茎、玄米は約 0.5 g を 30 mL 容マイクロ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
波・試料分解用の PFA 容器に取り、70% (v/v)
メタノール 5 mL を加えて軽く撹拌した。PFA
容器を超音波洗浄器にて 3 時間、ヒ素化合物
を抽出した。抽出開始時の超音波洗浄器の湯
浴温度は 50℃程度とした。抽出後、グローブ
バッグ内で PFA 容器内の抽出液をメンブレ
ンフィルター（ADVANTEC, Tokyo, Japan）に
てろ過（植物体試料は 0.45 μm、土壌試料は
0.2 μm）し、ろ液をヒ素形態分析用試料とし
た。 
 
４．研究成果 
（１）DPAA のチオ化に関与する嫌気性微生
物の単離と同定 
嫌気培養装置を用いた単コロニー分離の

結果、DPAA をチオ化してジフェニルチオア
ルシン酸(DPTA)を生成する DEA14 株を得た
（図 1c）。DEA14 株は遺伝子分類学的な検討
の結果、Desulfotomaculum acetoxidans と同定
さ れ た 。 硫 酸 還 元 菌 の 既 知 株 で あ る
Desulfovibrio aerotolerans JCM 12613Tについ
てその DPAA の嫌気的変換能を調べた結果、
DEA14 株同様に DPAA を DPTA に変換した
（図 1d）。 
以上のことからフェニルヒ素化合物のチ

オ化は硫酸還元菌による硫化水素の生成に
伴って生じる反応であることが明らかとな
った。 
（２）フェニルヒ素化合物のチオ化物生成の
可能性の検証 
①DPMASO の場合 

DPMAO–H2S 反応液を LC/TOF-MS で分析
した結果、DPMAO 及び DPMAO のチオ化物

図 1 LC-ICPMS を用いて得られたクロマト
グラム。 (a)標準試料 (5 μg-As/L AsV, 2 
μg-As/L PMAA, 5 μg-As/L PAA, 4 μg-As/L 
DPMAO, 5 μg-As/L DPAA)、(b) DPTA 標準
試 料 、 (c)Desulfotomaculum acetoxidans 
DEA14 株 培 養 液 、 (d)Desulfovibrio 
aerotolerans JCM12613T株培養液 

表 1 LC-ICPMS の溶離液条件 



の H+付加物と推定されるピークがそれぞれ
保持時間(tR)=3.7 分及び 9.2 分に認められ、後
者は質量電荷比（m/z）=277 に主イオンを有
するスペクトルを有した。精密質量分析の結
果、このピークの精密質量は m/z= 277.00386
と、推定組成式 12C131H1475As132S1 との差は
0.64 mmu とわずかであった。よって、
DPMAO は H2S と反応してチオ化し、ジフ
ェニルメチルチオアルシンオキシドを生成
すると結論付けられた。 
②DMPAO の場合 
 DMPAO–H2S 反応液を LC/TOF-MS で分
析した結果、DMPAO 及び DMPAO のチオ化
物の H+付加物と推定されるピークがそれぞ
れ tR=6.9 分及び 3.4 分に認められ、後者は
m/z=215 に主イオンを有するスペクトルを
有 し た 。 こ の ピ ー ク の 精 密 質 量 は
m/z=214.98728 と 、 推 定 組 成 式
12C81H1275As132S1との差は 0.29 mmu とわず
かであった。よって、DPMAO は H2S と反
応してチオ化し、ジメチルフェニルチオアル
シンを生成すると結論付けられた。 
③PMAA の場合 

PMAA–H2S 反応液を LC/TOF-MS で分析し
た結果、PMAA 及び PMAA のチオ化物、ジ
チオ化物の H+付加物と推定されるピークが
それぞれ tR=1.8、1.9及び2.2 分に認められた。
tR=1.9 及び 2.2 分のピークはそれぞれ
m/z=217 及び 233 に主イオンを有するスペク
トルを有した。精密質量分析の結果、これら
のピークの精密質量は m/z=216.96501 及び
232.94320 と な り 、 前 者 と 推 定 組 成 式
12C7

1H10
75As1

16O1
32S1との差は 1.82 mmu、後者

と 12C7
1H10

75As1
32S2との差は 0.79 mmu とわず 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

かであった。よって、PMAA は H2S と反応し
てチオ化してフェニルメチルチオアルシン
酸を生成し、さらにその一部はジチオ化して
フェニルメチルジチオアルシンが生成され
ると結論付けられた。 
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図 3 栽培後の水稲試料に含まれるヒ素種の
化学形態分析（LC-ICPMS）。(a)根試料、(b)
茎試料、(c)葉試料及び(d)玄米試料。いずれ
も、1)対照区、2)DPAA 添加区 
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図 2 栽培後の土壌試料に含まれるヒ素種の
化学形態分析（LC-ICPMS）。(a)標準試料(図
1 と同じ)、(b)対照区、(c)DPAA 添加区 



④PAA 
PAA–H2S 反応液を LC/TOF-MS で分析し

た結果、PAA 及び PAA のチオ化物の H+付加
物と推定されるピークは tR=1.4及び 1.8分に
認められ、後者は m/z=219 に主イオンを有す
るスペクトルを有した。精密質量分析の結果、
このピークの精密質量は m/z=218.94610 と
なり、推定組成式 12C61H875As116O232S1 との
差は 1.04 mmu とわずかであった。よって、
PAA は H2S と反応してチオ化し、フェニル
チオアルシン酸を生成すると結論付けられ
た。 
（３）フェニルヒ素化合物の水稲への吸収  
①土壌中の総ヒ素濃度と形態分析 
 イネ収穫後の土壌中の総ヒ素濃度を表 2 に
示す。根圏土壌では非根圏土壌と比較して総
ヒ素濃度が小さい傾向が見られた。また、イ
ネ栽培後の DPAA 汚染土壌の主たるフェ
ニルヒ素化合物は DPMAO であったこと
が報告されている[5]が、本研究の結果、
DPMAO に加えて DPTA も生成すること
が明らかとなった（図 2）。 
②イネ植物体中の総ヒ素濃度と形態分析 
イネ植物体中の総ヒ素濃度は表 2 に示す

とおり、根＞葉＞茎＞玄米の順となった。 
図 3 に示す通り、根では主に As(V)、

DPMAO、DPTA 及び DPAA が検出された。
茎では As(V)が、葉では As(V)に加えて
DPMAO が、玄米では As(V)に加えて低濃
度の DPAA と PMAA が検出された。この
ようにイネ植物体で検出されるフェニルヒ
素化合物の種類は部位によって異なった。
また、土壌中で生成する DPTA は根のみで
検出され、地上部では認められなかった。 

 
表 2 ポット試験:土壌及びイネ植物体の
総ヒ素濃度(mg-As・kg-1) 

 汚染区 対照区 

根圏土壌 11.0±0.3 10.4±0.3 

非根圏土壌 13.1±0.5 13.3±0.7 

根 282±3 213±29 

葉 29.1±1.3 34.5±7.8 

茎 9.7±0.2 12.0±2.8 

玄米 1.3±0.6 1.4±0.1 
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