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研究成果の概要（和文）：真菌が形成するマンガン酸化物（BMO）は、様々な元素を高い効率で吸着できるた
め、排水等からの多元素同時回収が期待できる。単離したMn酸化真菌10株について調べたところ、Mn酸化のpH依
存性は多様であることが示された。弱酸性（pH5.5）では、Pleosporales目KK1-2株によるMn2+の酸化速度が最も
速かった。既存のAcremonium strictum KR21-2が形成したBMOによる希土類元素イオンの濃縮機構を詳細に調べ
たところ、Ce3+は、CeO2として不溶化濃縮できること、それ以外の希土類元素イオンは、BMOの形成とともに連
続的に吸着回収できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Biogenic manganese oxides accumulate various inorganic elements and 
consequently may be applicable for recovering them from waste waters. This study investigated the Mn
(II) oxidizing abilities of Mn(II) oxidizing fungi (ten strains) at various pH conditions and showed
 the highest Mn(II) oxidizing ability of KK1-2 (Pleosporales) at pH 5.5. Acremonium strain KR21-2 
indirectly oxidize Ce3+ to insoluble CeO2 through BMO formation. This study also demonstrated that 
A. strain KR21-2 can recover rare earth element ions (other than Ce3+) by a sorption process on BMO 
surfaces which is continuously formed when exogenous Mn2+ is supplemented.

研究分野：環境化学

キーワード： マンガン酸化真菌　マンガン酸化物　レアメタル資源回収　重金属除去

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々なMn(II)酸化真菌が、溶存態Mn2+を酵素によって不溶なバイオマンガン酸化物（BMO）に変換できること、
また、このBMOを形成させることで、重金属イオン以外にも、微生物との相互作用が少ないと考えられる希土類
元素（レアアース）イオンを効率的に酸化や吸着により、濃縮回収することができることが明らかとなった。Mn
(II)酸化真菌による連続的なBMOの形成を利用することで、廃電子基板等に含まれる多種類の無機元素を連続的
に回収できるシステムを低コストで構築できる可能性を示したことは、社会的な意義が高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
地下資源の涸渇から、近代産業に不可欠なレアメタル（希少金属）の国際的な争奪戦が起き
ており、「都市鉱山」等からレアメタルを回収・再使用することが緊急課題となっている。多種
多様な元素に対する低コストの元素回収システムの構築は、「元素戦略」や「環境保全」の立場
から最も重要な課題の一つである。微生物による無機化合物の変換能を利用した低コスト・低
エネルギー型の元素回収技術の基礎研究が盛んに行なわれてきている。近年、微生物のMn(II)
酸化作用によって形成する BMOが、様々な元素類に対して高い親和性と収容能力があること
が報告されている。例えば、Mn(II)酸化バクテリアが形成した BMOにおいて、固相Mnに対
するモル比で Pb2+は 0.5、Cd2+は 0.68、UO22+は 0.32といった高い濃縮率で吸着する。申請者
は、マンガン酸化真菌 Acremonium strictum KR21-2が産生する BMOに対する Ni2+, Zn2+, 
Co2+の高い吸着能力（例えば、Zn/Mn比で 0.3）(1)、希土類イオン(2)やアクチノイド(3)の吸着挙
動が報告され、BMOを利用することで多元素同時回収の可能性を提言されている(4)。BMOの
高い元素吸着能力は、①MnO6 による二次元状シート構造のナノサイズ粒子であること、②構
造中のMn(IV)の結晶欠陥密度が高いことが理由としてあげられる。 
このようにMn(II)酸化微生物による BMOの形成を利用することで、多元素同時回収が原理
的には可能と考えられるが、重金属イオンをはじめとする無機元素は、微生物への毒性を示す
ものが多い。研究代表者らは一連の研究の中で、阻害を与える重金属イオンを含まない培地で
A. strictum KR21-2を培養して BMOを形成させた場合、発現したMn(II)酸化酵素が、形成し
た BMOの内部に安定的に保持され、追加で添加したMn2+を効率的に BMOへと変換できるこ
とを明らかにした(5)。このMn(II)酸化酵素を保持した BMO（以下『活性 BMO』）を用いるこ
とで、mMオーダー濃度の重金属陽イオン（Zn2+, Co2+, Ni2+, Cd2+等）を含む模擬排水中にお
いて、添加したMn2+から BMOを連続的に形成することができ、また、その過程においてこれ
らの重金属イオンを、吸着（Ni2+, Cd2+）(6)、Mnとの複合酸化物形成による取り込み（Zn2+）
(7)、酸化による不溶化（Co2+）(8)などの様々な様式で固相へ連続的に濃集できることを示して
きた。これらの活性 BMO を用いることで、As(III)の BMO による連続酸化も可能である(9)。
これらの研究成果に基づき、あらかじめ形成させた活性 BMOを元素回収処理に適応すること
で、処理水の質に依存しない安定な処理運転が期待できるシステムを新規に提言している(10, 11)。 
      
２．研究の目的 
本研究課題は、Mn(II)酸化真菌に由来する『活性 BMO』を用いる新しい多元素同時回収シ
ステムを、より実用的にするために、単離した Mn(II)酸化真菌(Pleosporales 目 5 株、
Phyllachorales目 1株、Diaporthales目 1株、Hypocreales目 3株)によって活性 BMOを形
成させ、Mn2+からの BMOへの酸化能力に対する pH依存性を調べることを目的とした。 
希土類元素(REEs)は様々な産業を支える重要な元素群である。水環境中において、REEsはマ
ンガン酸化物相に濃縮される傾向にあり、廃水中の希土類元素イオン(REE3+)に対する捕集媒体
としてマンガン酸化物の利用が期待されている。このことから、微生物によるマンガン酸化物
の形成過程における REEsの収着プロセスを解明することは、REEs資源回収への応用する上で
重要である。A. strictum KR21-2が形成した BMOには、Mn(II)酸化酵素が安定的に保持され、
溶存酸素を最終電子受容体として溶存 Mn2+から Mn(III/IV)へと酸化でき、連続的に BMO を形
成できることが知られている。この BMO の高い Mn(II)酸化能を利用し、Ce3+を Ce(IV)へ連続
酸化するプロセス、および収着媒体として BMO 相を形成しながら REE3+を連続的に収着する
プロセスの詳細を調べ、廃水等からの REE3+の効率的な回収への応用性を検討した。 
 
３．研究の方法 
 対象とした Mn(Ⅱ)酸化真菌 10 株は、いずれも静岡県の河川床石の酸化被膜から単離したも
のである。これらの分類は 18S rRNA 遺伝子の部分塩基配列に基づいており、その内訳は
Pleosporales 目が 5 株（KK1-1 株、KK1-2 株、KK1-3 株、KK1-6 株と KK1-8 株）、Hypocreales
目が 3株（KK1-4株、KK1-5株とKK1-9株）、Phyllachorales目が 1株（KK1-7株）およびDiaporthales
目が 1株（KK1-10株）である。各株の培養時における各Mn(II)酸化真菌の pH依存性は、以下
の方法で調べた。20 mMのMESバッファーで pH 5.5, 6.0, 6.5に、および 20 mMの HEPESバッ
ファーで pH 7.0に調整した、AY液体培地を作製した。これら 4つの pHの培地を 100mlの三
角フラスコに 50mlずつ分注し（n=3）、121℃で 15分間滅菌した後、別に滅菌した 30 µM K2HPO4

および孔径 0.20 µmのセルロースフィルターで滅菌した 1 mM MnSO4・5H2Oを添加した。その
後、10株の菌糸懸濁液（pH 7.0の AY液体培地で形成させた菌体を、ミキサー型式で 30秒間
粉砕した）を 300 µl添加し、25 ℃、105 stroke/minで数日から二週間（KK1-6株：132時間、
KK1-7株：168時間、KK1-4株：216時間、KK1-1株、KK1-5株、KK1-8株および KK1-9株：
240時間、KK1-2株および KK1-10株：264時間、KK1-3株：336時間）振とう培養した。数時
間から一日おきに培養液を採取し、2% HNO3で希釈した後、ICP-AES により溶存 Mn2+濃度を
測定した。比較として、KR21-2株についても同様の実験を行った（168時間振とう培養）。 
 各真菌目から一株を選び、それらが形成した「活性 BMO」による Mn(Ⅱ)酸化の pH 依存性
を調べた。20 mMのMESバッファーで pH 5.5, 6.0, 6.5に、および 20 mMの HEPESバッファー
で pH 7.0に調整し、0.2 mMのMn2+を添加した溶液を作製した。これら 4つの pHの溶液を、
100 mlの三角フラスコに 50 mlずつ分注した（n=3）。1 mMのMn2+を添加した AY液体培地で



前培養（KK1-2株：pH 5.5で 4日間、KK1-10株：pH 6.0で 4日間、KK1-7株：pH 6.5で 5日間
および KR21-2株：pH 7.0で 3日間）して形成させた、上記 4株の BMOをセルストレイナーで
回収し、各 pH の溶液に添加した。培養時の Mn(Ⅱ)酸化の pH依存性を調べる実験において、
各株が最も高いMn(Ⅱ)酸化活性を示した pHを前培養時の pHとし、各株がその pHにおいて 1 
mMのMn2+を酸化し切るのに要した時間を、前培養時間とした。BMOを添加した溶液を 25℃、
105 stroke/minで 72時間振とうし、0, 2, 8, 24時間後に溶液を採取した。24時間後おきに、新規
に調製した溶液に BMO を移し替え、同様の時間間隔で溶液を採取した。採取した溶液を 2 %
の硝酸で 1:1に希釈し、ICP-AESにより溶存Mn2+濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) Mn(II)酸化真菌の培養と BMO形成に対する pH依存性を調べたところ、全ての菌株が、調
べた全 pHの培地で生育し、菌体を形成した。KK1-4株と KR21-2株は pH 5.5では BMOを形成
しなかったが、その他の菌株は全ての pHで BMOを形成した。それらの BMO（または菌体）
の形状は、真菌目ごとにおおよそ共通した傾向がみられた。Pleosporales目に属する菌株（KK1-1
株、KK1-2株、KK1-3株、KK1-6株および KK1-8株）では、丸い形状のものが形成され、その
大きさや数は株ごとに異なっていた。Hypocreales目に属する菌株（KK1-4株、KK1-5株、KK1-9
株および KR21-2株）では、細かく薄い形状のものが多数形成された。Phyllachorales目（KK1-7
株）では、Hypocreales目に属する菌株に似た形状のものが少数形成され、Diaporthales目（KK1-10
株）では、Pleosporales 目に属する菌株よりも大きな丸い形状のものが形成された。KK1-1 株
（Pleosporales目）の Mn(Ⅱ)酸化開始時間は pH 6.0で最短（102時間）であり、Mn(Ⅱ)酸化速
度は pH 6.5で最速（12.5 µM/h）であった。KK1-2株（Pleosporales目）の pH 5.5, 6.0および 6.5
での酸化開始時間は 60時間以内、酸化速度は 40 µM/h前後であり、pH 7.0に比べて短い酸化開
始時間および速い酸化速度を示した。KK1-3株（Pleosporales目）は、pH 7.0で最も短い酸化開
始時間（78時間）および最も速い酸化速度（14.3 µM/h）を示した。KK1-4株（Hypocreales目）
は、pH 6.5および 7.0で速い酸化速度（80 µM/h以上）を示したが、pH 5.5ではMn2+の酸化が
みられなかった。KK1-5株（Hypocreales目）の pH 6.0, 6.5および 7.0での酸化速度は 100 µM/h
以上と特に速かったが、pH 5.5ではその 10分の 1以下であった。KK1-6株（Pleosporales目）
の酸化開始時間は pH 6.0で最短（60時間）であり、酸化速度は pH 5.5で最速（37.5 µM/h）で
あった。KK1-7株（Phyllachorales目）は、pH 6.5で比較的短い酸化開始時間（36時間）を示し
た一方で、酸化速度はいずれの pH でも 10 µM/h であり、比較的遅い傾向がみられた。KK1-8
株（Pleosporales目）の酸化開始時間は pH 6.0で最短（60時間）であり、酸化速度は pH 6.5で
最速（33.3 µM/h）であった。KK1-9株（Hypocreales目）の pH 5.5での酸化速度は比較的遅か
った（10 µM/h以下）が、pH 6.0, 6.5および 7.0では 100 µM/h以上であり、特に速かった。KK1-10
株（Diaporthales 目）は、pH 6.0 での酸化開始時間が最短（78 時間）であり、酸化速度も最速
（50.0 µM/h）であった。比較として用いた KR21-2株（Hypocreales目）は、pH 7.0で最も速い
酸化速度（120 µM/h）を示したが、pH 5.5では溶存Mn2+濃度が減少しなかった。これらの結果
から、真菌 10株におけるMn(Ⅱ)酸化の pH依存性は株ごとに異なる傾向を見出した。 
 初期Mn2+濃度が 5%減少した時間をMn(Ⅱ)酸化開始時間[h]と定義し、その前後の 2点間を直
線とした際に、初期の 95%濃度となる時間を算出した。これらの株間における酸化開始時間の
差は大きく、短いもので 30時間以内、長いもので数日間と、多岐に渡っていた。これら 10株
におけるMn(Ⅱ)酸化開始時間の pH依存性を比較すると、Pleosporales目 4株（KK1-1株、KK1-2
株、KK1-6株と KK1-8株）および Diaporthales目 1株（KK1-10株）は、中性側よりも酸性側で
短い傾向がみられた。また、Hypocreales目 4株（KK1-4株、KK1-5株、KK1-9株と KR21-2株）
は、その他の真菌目に属する菌株に比べて、いずれの pH でも短く、中性側で特に短い傾向が
認められた。Hypocreales目に属する 4菌株は、他の菌株とは異なり、胞子を形成するため、培
地への植菌量が他の菌株よりも多く、菌体の生育が早いことが推測された。菌体の対数増殖期
後期から定常期にかけてMn2+の酸化が進むことからすると、菌体の生育に要する時間が短いた
めに、他の真菌目に属する菌株に比べて短い酸化開始時間を示したことが考えられた。 
溶存Mn2+濃度が初期の 8割から 2割まで減少するときの平均の速さをMn(Ⅱ)酸化速度[µM/h]
と定義し算出した。酸化速度においても株間の差は大きく、速いもので 100 µM/h以上、遅いも
ので 10 µM/h以下であった。これら 10株におけるMn(Ⅱ)酸化速度の pH依存性を比較すると、
Pleosporales目 2株（KK1-2株と KK1-6株）および Diaporthales目 1株（KK1-10株）は、中性
側よりも酸性側で速い傾向がみられた。特に、pH 5.5では KK1-2株が最速（42.9 µM/h）であっ
た。また、Hypocreales目 4株（KK1-4株、KK1-5株、KK1-9株と KR21-2株）は、その他の真
菌目に属する菌株よりも、中性側で特に速い傾向が認められた。一方で、酸性側では酸化速度
が大幅に低下した（あるいは Mn2+が全く酸化されなかった）ことから、Hypocreales 目に属す
る 4 菌株の産生する Mn(Ⅱ)酸化酵素は、中性側の比較的狭い範囲でのみ高い Mn(Ⅱ)酸化活性
を示すことが考えられた。これに対し、Pleosporales目に属する 5菌株では、いずれの pHでも
Mn2+の酸化が確認できたことから、それらの産生する Mn(Ⅱ)酸化酵素は、比較的広い範囲の
pHでMn(Ⅱ)酸化活性を示すことが推測された。以上の結果から、真菌 10株の培養時における
Mn(Ⅱ)酸化の pH 依存性は多様であることが示された。各株の Mn(Ⅱ)酸化開始時間と Mn(Ⅱ)
酸化速度との間には必ずしも相関はみられなかったが、真菌目別におおよその傾向が確認でき
た。Hypocreales 目に属する菌株は、その他の真菌目に属する菌株よりも酸化開始時間が短く、



中性側での酸化速度が特に速いものの、酸性側では酸化速度が著しく遅くなる傾向がみられた。
一方、Pleosporales目に属する菌株は、Hypocreales目に属する菌株よりも酸化開始時間が長く、
酸化速度も比較的遅いものの、酸性側でも中性側でも一定以上の酸化速度を示す傾向がみられ
た。このように、pHによって各株のMn(Ⅱ)酸化活性が異なるため、各株に適する pHを選択し、
BMOを形成させることが重要だと考えられた。 
(2) あらかじめ形成させた活性 BMO による Mn(Ⅱ)酸化の pH 依存性を調べたところ、KK1-2
株（Pleosporales目）は、いずれの pHでも、溶液を交換してから 8時間以内に初期Mn2+のほと
んどを酸化しており、溶存Mn2+の減少速度が他の菌株よりも速い傾向がみられた。Mn2+を含む
培地で培養した場合には、中性側よりも酸性側でMn(Ⅱ)酸化活性が高い傾向を示したが、あら
かじめ形成させた BMOをMn2+を含む緩衝溶液に添加した場合には、それと逆の傾向を示した。
また、いずれの pHでも、一回目から三回目まで減少速度はほとんど変わらなかった。KK1-10
株（Diaporthales目）でも、酸性側よりも中性側の方がMn(Ⅱ)酸化活性が高い傾向がみられた。
また、他の菌株に比べて、処理回数が増えるにつれて活性が低下する傾向が強かった。24時間
後の溶存Mn2+濃度の減少率は、pH 6.0, 6.5および 7.0では一回目が 90 %程度であったのに対し、
三回目は 50 %程度にまで低下した。pH 5.5では一回目が 50 %程度であり、三回目は 10 %程度
しか減少しなかった。KK1-7 株（Phyllachorales 目）も、酸性側よりも中性側の方が溶存 Mn2+

の減少速度が速かった。24 時間後の溶存 Mn2+濃度の減少率（三回の平均値）は、pH 7.0 で約
95 %、pH 6.0および 6.5で約 80 %、pH5.5で約 30%であった。このように、いずれの菌株が形
成した BMOでも、各 pHで溶存 Mn2+濃度の減少が確認され、その減少速度は、酸性側よりも
中性側の方が速い傾向が認められた。 
各株の培養時のMn(Ⅱ)酸化活性の pH依存性に多様性がみられた一方で、培養時に形成した

BMO による Mn(Ⅱ)酸化活性はいずれの菌株も中性側で高いことが、明らかになった。この原
因としては、培養時の Mn(Ⅱ)酸化活性には Mn(Ⅱ)酸化酵素の発現が関係しており、その至適
pH が株ごとに異なるのに対し、BMO の Mn(Ⅱ)酸化活性には培養時に発現した Mn(Ⅱ)酸化酵
素の活性が関係しており、その至適 pH はいずれの菌株も中性側で高いことが考えられる。特
に、KK1-2株の BMOによる酸性側での溶存 Mn2+濃度の減少率は、他の 3株の BMOに比べて
高く、一回目から三回目まで、いずれの pH でも高い値を示した。このことから、KK1-2 株の
形成する BMO は、他の 3 株が形成する BMO よりも（特に酸性側の）排水に応用できると考
えられた。 
(3) A. strictum KR21-2による活性BMOの高いMn(II)酸化能を利用したCe3+からCe(IV)へ連続酸
化回収プロセスを調べた。無酸素条件下(N2パージ)で、新規形成した BMO(酵素活性を持つ)を
Ce3+溶液で処理した場合には、化学量論的な Ce3+の酸化とMnO2の還元(2Ce3+ + MnIV → 2CeIV + 
Mn2+)が観測された。一方、溶存酸素(Mn2+酸化反応に対する最終電子受容体)を含む系(大気平衡
条件)において、同様な実験を行ったところ、Ce3+酸化量/Mn溶出量のモル比が一時的に 200以
上になるような過剰な Ce3+の酸化が観察された。NaN3添加や加熱処理により酵素活性を失活さ
せた BMO では、過剰に酸化される Ce3+量は低く、新規形成 BMO の Mn(II)酸化酵素によって
還元溶出されたMn2+の再酸化が、過剰な Ce3+の酸化量に大きく寄与することが示された。この
BMOによる Ce3+酸化の一次反応速度は、共存 La3+によって低下し、BMO上への共存 La3+の競
合吸着によることが示唆された。X 線結晶回折の結果から、BMO による Ce3+酸化によって形
成された固体相は、ナノサイズの結晶子を有する cerianite であり、Ce3+酸化の自己触媒として
も働くことも明らかとなった。 
(4) 活性 BMO による水溶液中からの La3+収着特性、及び Mn2+添加による BMO 相の追加形成
にともなう La3+の連続収着プロセスを調べた。大気平衡条件下で、新規形成 BMOを La(NO3)3

溶液で処理すると、Mn2+が溶出せず、La3+の効果的な収着(Mn 酸化物に対して 23.5mol%)が観
察された。一方、無酸素条件下では、高い Mn2+溶出と低い La3+収着が認められ、BMO 表面上
で BMOに吸着していたMn2+と添加した La3+との間に競合吸着が生じることが示された。新規
形成 BMO に La3+と Mn2+を共添加し、溶液を 24 時間毎に交換しながら連続処理をおこなった
結果、Mn2+は新しい BMO 相へと連続的に酸化され、La3+に対する新しい収着サイトを提供す
ることが実証された。NaN3 添加によって Mn(II)酵素を失活させた場合、Mn2+は酸化されず、
BMOへの La3+収着を大きく阻害することが明らかとなった。これらの結果から BMOのMn(II)
酸化酵素活性は、共存Mn2+からの競合吸着を避けるためにも非常に重要であることが明らかと
なった。模擬混合廃水(Cd2+、La3+、Ni2+と Zn2+を含む)を用いた実験から、BMO は La3+に対し
て Cd2+と同等、Zn2+と Ni2+より高い選択性で回収できることが示された。 
(5) A. strictum KR21-2を用いてMn2+と REE3+を共添加し(24時間毎、10回処理まで)、BMOの連
続形成過程における全 REE3+(Ce3+及び放射性 Pmは除く)収着効率を調べた。各 REE3+の共存下
において Mn(II)酸化能を持つ BMOによる Mn2+酸化が進行し、新たな BMO相を追加形成する
こと、また、溶存Mn2+からの競合吸着を回避することによって、各 REE3+を連続的に収着回収
できることが明らかとなった。また、溶存 Mn2+が共存する条件では、BMO による各 REE3+収
着選択性の差が見かけ上小さく、一方、溶存 Mn2+が速やかに除かれる(酸化される)系では、軽
REE3+が重 REE3+より高い収着選択性を有することが明らかとなった。以上の知見から、多種の
REE3+を含む廃水において、BMOのMn(II)酸化能を利用することによって、選択性を変えなが
ら REE3+を回収できる可能性が提示された。BMOのMn(II)酸化能に対する REE3+の影響とその
要因について調べたところ、Mn2+と REE3+共添加系(24時間毎、10回処理まで)において、添加



Mn2+に対する積算酸化率は平均 89.6%であり、REE3+未添加系(57.8%)に比較して有意に高いこ
とが示された。粗 Mn(II)酸化酵素抽出液を用いた実験により、溶存 La3+は遊離状態の Mn(II)酸
化酵素の活性を高めることはなく、むしろ活性を阻害することが明らかとなった。一方、Mn(II)
酸化酵素を BMO 相に取り込ませた場合には、溶存 La3+によって見かけの Mn(II)酸化率が高ま
ることが見出された。BMO の Mn(II)酸化に対する共存 La3+濃度の依存性を調べた結果、La3+

の共存によって Mn(II)酸化率が高く維持されることが明らかとなった。BMO 結晶端面の La3+

収着サイトとしての寄与率が高いことから、La3+存在によって二次元シート構造結晶ドメイン
サイズの微細な BMO が形成されると推察された。一方、La3+非存在の場合、結晶ドメインサ
イズが連続形成過程において結晶ドメインサイズは大きくなるため、結晶端面割合が相対的に
低くなり、低い La3+収着率、低いMn(II)酸化率の原因となると推察した。BMOの連続形成によ
る Cd2+収着率は、La3+の有無により大きく影響を受けることが明らかとなった。これらの研究
から、真菌が形成した Mn(II)酸化酵素活性を有する BMO を利用して、Ce3+から Ce(IV)への連
続酸化プロセスやREE3+の連続収着プロセス(収着媒体であるBMO相の連続形成とMn2+からの
競合吸着の低減、REE3+共存による高い Mn(II)酸化効率の維持と構造特性の差異など)の詳細を
明らかにすることができた。これらの結果は、廃水などからの REE3+回収法の開発や水環境中
における REE3+の動態予測に新しい知見を与えると考えられる。 
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