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研究成果の概要（和文）：ヒ素化合物は深刻な健康被害を起こす環境汚染物質であり、その環境中での挙動に大
きな影響を及ぼすと考えられるのが、嫌気性ヒ素酸化細菌である。環境中での嫌気性ヒ素酸化細菌の多様性と分
布を解析するための手法を開発し、実際に野外から得られた試料に適用した。その結果、効率的な手法が確立さ
れ、それを用いることによって環境中には従来知られていたよりも多様な嫌気性ヒ素酸化細菌が生息しているこ
とを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Arsenic is a pollutant causing serious public health problem, and anaerobic 
arsenite-oxidizing bacteria are thought to have a great influence on dynamics of arsenic in 
environment. In this study, new methods to analyze distribution and diversity of anaerobic 
arsenite-oxidizing bacteria in environments were developed and applied. The obtained results 
suggested that arsenite-oxidizing bacteria in environments are more diverse than previously thought.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒ素は毒性の高い環境汚染物質であり、飲

料水等の汚染を通して世界各地で甚大な健

康被害を及ぼしている。自然環境中でのヒ素

の存在形態は主に As(Ⅲ)と As(Ⅴ)であり、毒

性は前者でより高い。両者の間での変換には、

エネルギー獲得にヒ素化合物を利用する微

生物群の活動が大きく関与している。これら

の微生物の中には、無酸素条件下（嫌気条件）

においてAs(Ⅴ)からAs(Ⅲ)への還元を行うヒ

素還元菌と、逆向きの反応を担うヒ素酸化細

菌が含まれ、それぞれついて様々な研究がな

されている。このうち環境中のヒ素酸化細菌

については、酸素を利用して As(Ⅲ)を酸化す

る微生物についての研究が大多数である。無

酸素条件下で As(Ⅲ)を酸化する能力を持つ

微生物（嫌気性ヒ素酸化細菌）の存在は知ら

れているものの、これらの微生物の多様性や

環境中での分布、存在量になどについてはほ

とんど解明されていない。As(Ⅲ)と同様に嫌

気条件下で微生物が生成する化合物につい

ては、無酸素条件下で酸化する微生物がその

消費に大きく寄与していることが示されて

いる。これらのことは、環境中のヒ素動態を

把握するうえで、またヒ素汚染に対処するう

えでも、嫌気性ヒ素酸化細菌の生態を明らか

にすることが重要な課題であること示して

いる。 

 一般に、環境中の微生物は培養が困難であ

る。したがって、特定の機能を持つ微生物の

多様性や現存量を培養法によって明らかに

することはほぼ不可能であり、その推定には

着目する機能に関わる遺伝子をマーカーと

する培養非依存的手法がより広く用いられ

る。これはヒ素酸化細菌についても同様で、

ヒ素酸化酵素の遺伝子を対象とした解析が

行われている。しかし嫌気性ヒ素酸化細菌は、

他のヒ素酸化細菌とは異なる特徴的な嫌気

的ヒ素酸化酵素 ArxA によってヒ素を酸化す

ることが示されている。嫌気的ヒ素酸化酵素

の遺伝子（arxA 遺伝子）を持つことが示さ

れている生物はわずかに数種しか知られて

おらず、その全てが硫黄酸化細菌あるいはそ

の近縁種であるという共通点がある。また、

それらの多くは特定の系統群に集中してい

る。環境中から arxA 遺伝子を検出するため

のプライマーについても報告例があるが、限

られた生物の情報をもとに設計されたもの

であるため、その検出能力は限定的なもので

あると予想される。 
 
２．研究の目的 
環境中における嫌気性ヒ素酸化細菌の多

様性と分布を解析するためのツールの開発、

基盤の整備を行い、実際の解析を数件程度行

うことでその有用性を確認することを期間

内における最終的な目的とした。具体的には

arxA 遺伝子用の汎用プライマー設計、なら

びに遺伝子配列と菌の性質を関連付けるた

めのデータベースの充実化を行う。この目的

の達成に向け、可能な限り多様な嫌気性ヒ素

酸化細菌の培養を試みる。得られた菌株につ

いては生理学的特性を明らかにするととも

に、ゲノム配列の決定によって arxA 遺伝子

の全長配列を得る。収集した遺伝子配列をも

とに新規プライマーを設計、環境試料に適用

してその有効性を検証しつつ、環境中での嫌

気性ヒ素酸化細菌の多様性の一端を明らか

にする。 
 
３．研究の方法 
これまでに知られている arxA 遺伝子を持

つ微生物の多くが硫黄酸化細菌であること

に注目し、新たな硫黄酸化細菌の純粋培養化

を試みた。得られた菌株についてはその基礎

的な性質を明らかにするとともに、全ゲノム

配列を決定して arxA 遺伝子を探索した。ま

た、公共データベース上から arxA 遺伝子配

列を収集し、これをもとに多様な arxA 遺伝

子を検出可能なPCRプライマーを設計した。

設計したプライマーを用いた PCR 増幅によ



って環境試料から arxA 遺伝子の断片を取得

した。得られた断片についてはクローニング

ののちに配列を決定し、系統解析を行った。 
 
４．研究成果 

培養による探索の結果、それぞれが新種を

代表すると考えられられる硫黄酸化細菌５

株を新たに得た。うち３株については新属新

種として記載、報告した。既に得られていた

菌株と合わせ、８株のゲノム解析を行った。

結果として、うち３株のゲノム上から arxA

遺伝子を見出した。これらの株が持つ arxA

遺伝子には、特徴的な挿入配列が認められた。

また近縁種との比較ゲノム解析等により、系

統関係その他の情報から事前に arxA 遺伝子

の存在を予測することが不可能に近いこと

が改めて確認された。既知の細菌に占める

arxA 遺伝子保有菌の割合から考えると、本

研究における検出率は非常に高く、ここで用

いられたアプローチが目的を達成するうえ

で極めて有用であったことが示された。 

公共データベース上の配列を利用し、多様

な arxA遺伝子を増幅するための新たなPCR

プライマーを設計した。大量の環境試料への

適用を想定し、その後のクローニングを利用

した解析が効率的に行われるような改変も

行った。設計したプライマーの有効性は、菌

株保存機関から取り寄せた arxA 遺伝子保有

菌株のゲノム DNA を用いて事前に確認した。

解析の対象としたのは、ダム湖湖水、温泉水、

温泉バイオマットの試料であり、これらはい

ずれも比較的高いヒ素濃度の環境から得ら

れた。PCR 増幅後にクローニング解析を実施

し、合計 146 クローンの配列を決定した。系

統解析の結果、これらの配列はそれまでに知

られていた arxA 遺伝子の多くとは系統的に

大きく隔たっていた。その一方で、本研究で

新たに得られた菌株の arxA 遺伝子とより近

縁であることが明らかとなった。これらの配

列はまた、公共データベース上に登録された

メタゲノム配列中に含まれていたもののい

くつかともまた近縁であった。これらに共通

するのは、中性に近い pH の環境に由来して

いることである。これは、本研究開始以前に

知られていた arxA 遺伝子のほとんどが高い

塩濃度と高い pH で特徴づけられる環境から

得られたものであったことと対照的である。 

研究期間中に、メタゲノム配列を中心に公

共データベースで利用可能なの微生物ゲノ

ム情報が大幅に増大した。これらの中から改

めて arxA 遺伝子が含まれるゲノム配列を収

集、整理した。arxA 遺伝子を含むゲノムは

研究計画立案時よりも大幅に増大していた

が、その多くは以前から知られていた高 pH

環境を好む系統に属す細菌のものか、メタゲ

ノムから再構成されたもののいずれかであ

った。それらはまた、いずれもProteobacteria

門に属す細菌のものであった。収集した arxA

遺伝子を含むゲノムについては、各種の系統

解析や、関連する遺伝子の在不在の解析を実

施した。各微生物の基礎的な性質、メタゲノ

ムについては得られた環境条件などの情報

を文献上から収集、集約した。これにより、

環境から得られた部分的な arxA 遺伝子配列

が持つ意味を解釈するための基盤が大幅に

増強された。また、上記の特徴的な挿入配列

については、arxA 遺伝子のなかでも特定の

系統に属すもののみが例外的に持つことが

示唆された。この配列について詳細な解析を

行うため、挿入配列を挟む形でこの系統に特

異的なプライマーを新たに設計し、湖水と温

泉バイオマット試料に適用した。その結果、

arxA 遺伝子全体を対象としたプライマーセ

ットでは得られなかった配列が新たに検出

されたほか、同系統内にも挿入配列を持つも

のと持たないものが存在することが確認さ

れた。 

研究期間中に純粋培養化するに至らなか

ったものの、さらに別の arxA 遺伝子保有菌

の集積培養にも成功した。目的とする微生物

が培養系に含まれているかどうかの判定手



法として、本研究で設計したプライマーによ

る PCR が有効であることが確認された。今

後、この手法を利用して培養条件の最適化を

図り、この微生物についても純粋培養化して

ゲノム解析を実施する予定である。 
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