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研究成果の概要（和文）：マンガン酸化真菌Acremonium. strictum KR21-2が形成した酵素活性BMOを用いることで、Mn
(II)の溶出を控えながら、重金属イオン(Co(II), Zn(II), Ni(II), Cd(II))、希土類元素イオン（Ce(III))の収着を大
幅に高めることが可能となり、Mn(II)酸化活性を有するBMOを多種類の重金属イオンに対する除去・回収に応用できる
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrates the efficient ability of biogenic manganese oxides (BMO) 
produced by Acremonium strictum KR21-2 to sequester heavy metal ions (Mn(II), Co(II), Zn(II), Ni(II), 
Cd(II)) and rare earth element (Ce(III)). BMOs produced by A. strictum KR21-2 maintains Mn(II) oxidase 
activity and consequently can continue to oxidize Mn(II) to insoluble Mn(IV). This reduces the effect of 
competing Mn(II) on sequestration and provides new sorption site for heavy mental ions, resulting in 
enhanced sequestration efficiency. BMO can oxidize Co(II) to Co(III), and Ce(III) to Ce(IV). If BMOs is 
enzymatically active, reduced Mn(II) is readily reoxidized, resulting in a continuous oxidative 
sequestration of Co(II) and Ce(III) by BMOs.

研究分野： 環境科学

キーワード： マンガン酸化真菌　元素回収　水処理

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
世界的な産業発展に伴う需要拡大から金属
資源の枯渇が顕著化しており、発展途上国
での無秩序な金属回収や鉱山の開発による
大規模な環境破壊が危惧されている。この
ような背景から、特に生体に影響が大きい
重金属イオンに対する低コスト・低エネル
ギー型の除去・回収方法が必要となってき
ている。Mn 酸化物は、水環境における最も
反応性の高い化学物質の一つであり、微生
物による Mn(II)の酸化は、素早く進行する
ため、自然環境中に存在するほとんどの Mn
酸化物形成には、微生物が関与していると
考えられている。ここで、微生物によって
形成された Mn 酸化物を Biogenic Mn oxide 
（以下；BMO）とする。BMO は、ナノサ
イズであるため、高い結晶端面の割合を有
し、また、高密度の結晶欠陥を持ち、これ
らは様々な無機元素類に対する主要な吸着
サイトとして作用することが知られている。
また、BMO は酸化力を有し、種々の無機化
合物を酸化することができる。Acremonium 
strictum KR21-2 が形成した BMO は、活性
を有する Mn(II)酸化酵素をその内部に保持
し、Mn(II)イオンを Mn(III/IV)へと効果的に
酸化できることが示された。BMO 中に保持
された Mn(II)酸化酵素によって、還元溶解
した Mn(II)イオンが速やかに再酸化（つま
り、BMO は自己再生能を持つ）されること
を示している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Mn(II)酸化活性を有する

BMO による重金属イオンおよび希土類元
素イオンの回収について調べた。本研究で
は、菌体外 Mn(II)酸化酵素によって BMO
を産生する Mn(II)酸化真菌 A. strictum 
KR21-2 を利用し、多種類の重金属イオンに
応用可能な除去・回収法を開発することを
目的とした。 

 
３．研究の方法 

Mn(II)酸化真菌 A. strictum KR21-2 胞子懸
濁液を 1 mM Mn(II)を含む HAY 液体培地
(50mL)に植菌し、25℃で 72 時間振とう培養
し、BMO を形成させた。洗浄後、1 mM 
Mn(II) と Co(II), Cd(II), Ni(II), Zn(II)を含む
20 mM HEPES(pH 7.0)溶液(50 mL)を加え、
振とうした。これを 24 時間ごと３回繰り返
し、そのときの Mn(II)酸化率及び Co(II), 
Cd(II), Ni(II), Zn(II)の吸着量を調べた。
Co(II), Cd(II), Ni(II), Zn(II)の吸着量は、上清
中 の 溶 存 Cd(II), Ni(II), Zn(II) 濃 度 を

ICP-AES で測定し、初期濃度との濃度差で
求めた。Ce の場合、20 mM MES buffer（pH 
6.0）溶液で BMO を洗浄し、Ce(NO3)3を含
んだ 50 mL の 20 mM MES buffer（pH 6.0）
溶液中（大気平衡条件；酸素分圧 0.2 atm）
でしんとうした。上清を経時的に採取し、
溶存Ce3+イオンと溶出Mn2+イオンの濃度を
ICP-AES で測定した。対照として窒素ガス
で脱酸素した条件で同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 
活性 BMO による Co(II)の収着 
 溶存酸素存在下で、新規調製した BMO（1 
mM の Mn）を Co(II)溶液と接触させると、
溶存 Co(II)の濃度は、時間とともに減少し
た。24 時間で収着された Co(II)の量は、見
かけ上に Langmuir 吸着等温線（n = 15, R2 = 
0.964）に従うことが明らかとなった。収着
された Co（Coseq）を酸化物態（塩酸ヒドロ
キシルアミン可抽出態）Mn（Mnoxide）に対
するモル比で表すと、最大値 Pmax は 0.763
に達することが明らかとなった。Mn(II)を含
まない HAY 液体培地で培養した菌体は、ご
く少量の Co(II)のみが収着され、BMO への
吸着量より一桁小さかった（Pmax = 0.021 
mM Co(II), n =15, R2 = 0.954）。このことから、
BMO 相が、Co(II)収着に対する主要なサイ
トであることが示された。溶存酸素を除い
た系では、Co(II)の収着量は Pmax=0.484
（Coseq/Mnoxideのモル比）に減少した。興味
深いことに、溶存酸素存在下では、反応の
全期間で溶存 Mn(II)が観測されなかった。
一方、溶存酸素を除いた場合、Mn(II)の溶出
が認められ、その溶出量と Co(II)の収着量
との間に、正の相関が認められた（n=18, 
R2=0.964）。この時の Mndiss/Coseq比は、モル
比で 0.42 であった。 
溶存酸素存在下において、Co(II)の収着実

験に通して有意な Mn(II)の溶出が観測され
なかったことから、BMO 中に保持された
Mn(II)酸化酵素が、Co(II)の収着によって溶
出された Mn(II)を速やかに再酸化したと推
察された。BMOへのCo収着に対するMn(II)
酸化酵素の役割を調べるために、BMO 中の
Mn(II)酸化酵素を、50 mM アジ化 Na 添加
又は 85℃で 1 時間の加熱によって不活化し、
溶存酸素存在下で Co 収着実験を行った。ア
ジ化 Na 添加 BMO や加熱した BMO は、溶
存酸素を除いた場合と同等の Co(II)収着量
を示した。ここでは溶存酸素を除去してい
ないので、先の新規調製した BMO で観測
された高い Co(II)の収着には、非生物的（化
学的）な Mn(II)酸化が関与していないこと



が示された。得られた Pmaxの値は、それぞ
れ 、 ア ジ 化 Na 添 加 BMO で 0.374
（Coseq/Mnoxideのモル比で）（n=15, R2=0.980）
と加熱 BMO で 0.361（n=15, R2=0.993）であ
った。Mn(II)イオンの溶出は、収着した Co
に対するモル比でそれぞれ 0.53（n=18, 
R2=0.977）と 0.41（n=18, R2=0.978）で一次
に相関した。Co(II)が存在しない場合の溶出
Mn(II)の濃度は、0.02 mM に満たなかったこ
とから、Co(II)の収着（酸化とイオン交換）
が BMO 相から Mn(II)の溶出に対する唯一
の要因であると結論付けられた。これらの
条件で処理した BMO から Mn と Co を二段
階抽出した結果は、溶存酸素を除いた系で
処理された BMO の結果と同様であった。
これらの結果から、BMO 中に包埋されてい
る Mn(II)酸化酵素の活性による Mn(II)の再
酸化によって、新規調製した BMO から見
かけ上 Mn(II)の溶出が観測されなかった要
因であることが強く示唆された。Mn(II)の
BMO 相への再酸化は、Co(II)の酸化と Co(II)
の吸着に対する新しい反応サイトを提供す
るので、これによって BMO の不動態化を
回避し、より高い Co 収着効率をもたらして
いると考えられた。 
 
活性 BMO による Zn(II)の収着 
 新規調製したBMOをZn(II)イオンのみを
含む 20 mM HEPES 水溶液（pH 7.0）に処理
した場合、溶存酸素有無のかかわらず、溶
存 Zn(II)イオンの濃度は時間とともに減少
した。Zn(II)イオンは振とう 24 時間後で、
最高 30 mol% Zn（酸化 Mn に対する）で固
相に収着した。真菌菌体による Zn(II)イオン
の収着は、かなり低く、BMO 相が Zn(II)イ
オンの収着に対して重要な貢献しているこ
とを示している。二段階抽出の結果から、
酸化物態 Mn（塩酸ヒドロキシルアミン可抽
出態）は一定濃度に維持されている一方で、
イオン交換態Mn濃度がZn(II)の収着の増加
とともに減少したことが示された。これら
の結果から、BMO に電荷中性カチオン
(charge-balancing cation)として吸着されてい
た Mn(II)イオンが、添加された Zn(II)イオン
とイオン交換し、BMO への Zn(II)イオンの
収着に部分的に関与したことが示唆された。 
固相から溶出された Mn の濃度は、溶存

酸素を除去した Zn(II)溶液中で有意に高く
であり、その量は、Zn(II)イオン収着量と正
に一次相関した。この一次相関式から、収
着された Zn(II)イオンの 17%が、イオン交
換反応を介して BMO 上に存在していた
Mn(II)イオンを溶出させたと推察された。一

方、溶存酸素存在下においては、溶出 Mn
の濃度は、反応全期間にわたって極めて低
かった。BMO に保持された Mn(II)酸化酵素
によって、BMO の Mn(II)酸化活性が維持さ
れることが明らかとなっている。溶存酸素
存在下では、イオン交換によって溶出され
た Mn(II)が、BMO 中の Mn(II)酸化酵素によ
って速やかに酸化され、見かけ上の Mn(II)
イオンの溶出がほとんどなく、また、固相
中のイオン交換態 Mn 濃度が減少したと推
察された。85℃、1 時間の加熱により Mn(II)
酸化酵素を不活化した場合には、酸素存在
下でも Mn の有意な溶出が観測された。こ
のことから、Mn(II)酸化酵素による Mn(II)
イオンの酸化が生じることが示された。よ
って、溶存酸素存在下における Mn(II)酸化
酵素活性BMOによるZn(II)イオンの収着過
程の全反応は、次式で表すことができる。 

 
>Mn2+

ads + Zn2+
aq + H2O + 1/2 O2 → 

>MnIVO2 + >Zn2+
ads + 2H+

aq   
 
 最終電子受容体である溶存酸素が存在し
ない条件では、Mn(II)酸化酵素による Mn(II)
酸化は進行しないので、溶存 Mn(II)とイオ
ン交換態 Mn(II)は、酸化によって減少しな
い。この Mn(II)イオンは、Zn(II)イオンと
BMO への吸着を競争し、Zn(II)収着率を減
少させると考えられる。溶存酸素を除去し
た場合には、特に低濃度 Zn(II)イオンにおい
て Zn(II)イオンの収着量は低く、この Mn(II)
イオンによる吸着競合の影響が大きいため
と考えられた。 

0.2 mM の Zn(II)イオン溶液で BMO（新規
調製・加熱処理の両方）を連続的に処理し
た場合、処理回数が増加するにつれて、
Zn(II)イオン収着量が大幅に減少した。この
結果は、BMO 上の Zn(II)イオンに対する吸
着サイトが飽和したことを示している。加
熱処理した BMO では、Zn(II)の収着に伴っ
て Mn(II)イオンの溶出が認められたが、新
規調製した BMO では、連続処理において
有意な Mn の溶出は観測されなかった。
Zn(II)イオンの収着効率は、新規調製した
BMO に比べて、加熱処理した BMO の方が
低かった。1 mM Zn(II)イオン溶液中では、
溶存酸素除去した条件下で、溶出 Mn(II)の
増加は観測されたが、溶存酸素有無による
Zn(II)イオンの収着効率の有意な違いが見
られなかった。これは、より高い Zn(II)イオ
ン濃度では、還元溶出した Mn(II)イオンか
らの吸着競合が相対的に低下するためであ
ると推察された。これらの結果から、Mn(II)



酸化酵素によって、溶出 Mn(II)イオンが酸
化することによって、BMO からの Mn の損
失が防げること、また、特に低濃度の Zn(II)
イオンに対する溶出 Mn(II)の吸着競合を低
下させ、Zn(II)イオンの収着率を上げられる
ことが明らかとなった。 
 
活性 BMO の形成と Ni(II) イオンおよび

Cd(II)イオン収着 
 0.21.2 mM の Ni(II)もしくは Cd(II)を含
む 20 mM HEPES 緩衝溶液に新規調製の
BMO を添加した場合、これらのイオン濃度
は反応時間とともに減少し、BMO への収着
を示した。このときの Ni(II)と Cd(II)イオン
の収着は、Langmuir 吸着等温線に従った。
最大吸着量は、Ni(II)で 25.8 mol%（二段階
抽出時の塩酸ヒドロキシルアミン可抽出態
Mn（酸化物態 Mn）に対するモル%）、Cd(II) 
で 25.0 mol%と算出された。Mn(II)を添加し
ないで培養した菌体への吸着は、溶存酸素
存在下で、0.03 mM 未満であり、BMO 相へ
の収着が主であることが示された。溶存酸
素除去条件下では、Langmuir 吸着等温線か
ら算出した最大吸着量は、Ni(II)で 23.4 
mol%と Cd(II)で 27.7 mol%となり、溶存酸
素存在下の場合とほぼ同等であった。しか
し、吸着平衡濃度が低い条件では、溶存酸
素を除去した場合の方が、より低い収着量
を示した。溶存酸素除去条件では、有意な
濃度の Mn(II)の溶出が認められた。収着さ
れたイオン濃度と溶出 Mn 濃度の間の正の
相関関係（R2 > 0.97; p < 0.01）が認められ、
一次相関式の傾きから、収着した Ni(II)と
Cd(II)のそれぞれ 37%と 29%が、BMO の結
晶欠陥の上下に電荷中和イオンとして吸着
されていた Mn(II)イオンとイオン交換して
いることが示された。加熱処理した BMO
は、溶存酸素が存在しても同程度の Mn(II)
を溶出した。二段階抽出から求めたイオン
交換態（吸着態）Mn(II)の濃度は、新規調製
した BMO の溶存酸素存在条件の収着実験
で最も低く、Mn(II)酸化酵素によって溶出
Mn(II)が効率的に Mn 酸化物へ変換したこ
とが示唆された。溶出 Mn(II)イオンが酸化
することで、Mn(II)イオンによる吸着競合が
弱められ、また、同時に新たな吸着サイト
が形成されると考えられる。溶出 Mn(II)イ
オンによる吸着競合が相対的に高いと考え
られる低平衡濃度での Ni(II)もしくは Cd(II)
イオンの収着が、溶存酸素を含む条件で高
くなるのは、この機構によると推察された。
BMO に Mn(II)酸化酵素が保持された場合
には、これらイオンが高い濃度（例えば、

～0.8 mM までに）に存在していても、Mn(II)
酸化反応が進行し、その溶出を抑制したこ
とを示している。新規調製および加熱処理
したBMOをNi(II)もしくはCd(II)水溶液で、
溶液を更新しながら連続的に処理した場合、
一回目処理で、その収着はほとんど飽和に
達した。新規調製の BMO による積算収着
率（3 回連続処理における全添加量に対す
る全収着量の割合）は、Ni(II)（添加濃度、
約 0.9 mM）で～10%、Cd(II) （添加濃度、
約 0.9 mM）で 11.3% ± 0.6%であった。加熱
処理した BMO の積算収着率は、新規調製
BMO よりも低かった（Ni(II) 6.8% ± 0.5%、
Cd(II) 7.0% ± 1.0%）。Mn(II)の溶出は、加熱
処理した BMO から高い濃度で検出され、
新規調製 BMO では、競合吸着する Mn(II)
イオンが酸化されるため、高い収着効率を
示すと考えられた。ここで新規調製した
BMO 中に保持された Mn(II)酸化酵素によ
って添加 Mn(II)から連続的に BMO 相を形
成することで、Ni(II)や Cd(II)の連続収着が
可能であると考えた。これを確かめるため
に、溶存酸素存在下、新規調製した BMO
を Mn(II)イオン共存下、Ni(II)もしくは
Cd(II)イオンを含む水溶液で連続的に処理
した。添加濃度約0.9 mM Ni(II)と溶存Mn(II)
（約 0.9 mM）の混合溶液中において、溶存
態 Mn(II)濃度は、時間とともに減少し、各
回処理（24 時間毎）の終了までには、ほぼ
全量が（添加した Mn(II)の> 99%）溶液中か
ら除かれた。二段階抽出の結果から、溶存
Mn(II)イオンの大部分が、酸化物相へ変換さ
れたことが確認された。この時、溶存 Ni(II)
イオン濃度は、連続的に減少し、積算 Ni(II)
収着率は 37.6% ± 0.3%に達した。Langmuir
吸着等温式から算出した最大収着量（25.8 
mol%）よりも、Ni(II)の負荷を低くした（0.9 
mM Mn(II)の添加に対して約 0.2 mM Ni(II)）
場合の積算収着率は非常に高く（92.2% ± 
1.9%）、また、この時、溶存 Mn(II)の 99%以
上が酸化物相へ変換した。従って、添加し
た溶存 Mn(II)イオンが、BMO 相（Mn 酸化
物）へ変換され、それが、Ni(II)イオンに対
する新たな吸着サイトになることが示され
た。一方、加熱処理した BMO では、添加
した溶存 Mn(II)の酸化の進行は認められず、
わずかな Mn(II)イオンの減少（2.7% ± 0.5%
（Ni(II)添加濃度約 0.9 mM 時）と 3.3% ± 
2.8%（Ni(II)添加濃度約 0.2 mM 時））しか観
察されなかった。また、この時の積算 Ni(II)
収着率は、11.3% ± 0.4%（添加濃度約 0.9 mM 
Ni(II)）と 13.9% ± 1.1%（添加濃度約 0.2 mM 
Ni(II)）であり、かなり低い値であった。溶



存 Mn(II)を添加しない場合の積算 Ni(II)収
着率（約 0.2 mM Ni(II)添加時、25.3% ± 1.8%）
に比較して、有意に低い積算 Ni(II)収着率
（13.9% ± 1.1%）は、添加した Mn(II)イオン
による競合によるものである可能性が高い。
これらの結果は、特に溶存 Mn(II)が共存す
る場合には、Mn(II)酸化による Mn(II)の酸化
が、Ni(II)の収着効率に大きく影響を与える
ことを示している。得られた BMO 相を二
段階抽出したところ、塩酸ヒドロキシルア
ミン可抽出態 Ni(II)は、新規調製した BMO
と加熱した BMO に対して収着された全
Ni(II)の 61%～67%と 63%～84%を占めた。 
 
活性 BMO による Ce(III)イオン収着 
新規形成した BMO を、脱酸素条件下で
Ce(III)水溶液で処理した場合、溶存 Ce(III)
の減少と Mn(II)の溶出が認められた。溶出
Mn(II)に対する減少 Ce(III)のモル比(減少
Ce/溶出Mn比)は、約 2を保持していること、
二段階抽出によって固相 Ce は酸化物態と
して抽出されることから、MnO2 による
Ce(III)の化学量論的酸化(2Ce(III) + MnIV → 
2CeIV + Mn(II))が示された。一方、新規形成
した BMO を大気平衡条件下において
Ce(III)水溶液で処理した場合、溶存 Ce(III)
の減少が認められるものの、Mn(II)の溶出は
大幅に少なく、減少 Ce/溶出 Mn 比は一時的
に 200 以上に達した。一方、加熱して Mn(II)
酸化酵素を失活させた BMO を用いた場合
には、溶存 Ce(III)の減少とともに、Mn(II)
イオンの溶出が認められた。以上の結果か
ら、新規形成した BMO は、溶出 Mn(II)を
Mn(II)酸化酵素作用により再酸化している
と結論付けられた。溶存酸素が存在した場
合、加熱 BMO の場合でも、減少 Ce/溶出
Mn 比は、脱酸素条件（約 2）に比べ、高い
値（4.3）を取った。X 線結晶回析から、BMO
による Ce(III) 酸化によりナノサイズ
cerianite が形成することが明らかとなった。
無酸素存在下でナノサイズ cerianite を形成
し、これを溶存酸素存在下で Ce(III)イオン
と反応させたところ、Ce(III)の酸化が認め
られたことから、BMO の Ce(III)酸化によっ
て形成したナノサイズ cerianite が自己触媒
として働くことで Ce(III)の酸化（溶存酸素
による）が継続すると結論付けられた。こ
のような BMO による二つの Ce(III)酸化過
程を利用することで効率的な Ce(III)酸化が
可能であることが示された。 
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