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研究成果の概要（和文）：ウラン鉱山の鉱さいたいせき場で自生している湿生植物のヨシは根の周囲に鉄プラー
クを発達させ、鉄、マンガン及びウランを蓄積している。細菌の産生する代表的なシデロフォアにはカテコール
骨格を有するものが多く存在するが、カテコール骨格を有する化合物はFeと沈殿を生じることが知られている。
鉄プラークの形成に内生細菌のシデロフォアが関与する可能性を考え、内生細菌のシデロフォア産生能を確認し
たところ、分離された837菌株のうち88.6%に相当する742菌株がシデロフォア産生能を有していた。また、細菌
の代謝産物がFeとの沈殿を形成させることが明らかとなり、シデロフォアと考えられるフェノール性化合物も検
出された。

研究成果の概要（英文）：Phragmites australis, a wetland plant native to uranium mine tailings sites,
 developed iron plaques around their roots and accumulated Fe, manganese, and uranium. Many typical 
siderophores produced by bacteria have a catechol skeleton, but compounds with a catechol skeleton 
are known to precipitate with Fe. Considering the possibility that endophytic bacterial siderophores
 may be involved in the formation of Fe plaques, we confirmed the siderophore-producing ability of 
endophytic bacteria and found that 742 strains, or 88.6% of the 837 strains isolated, had the 
ability to produce siderophores. It was also found that bacterial metabolites precipitated with Fe, 
and phenolic compounds thought to be siderophores were also detected.

研究分野：環境生態化学

キーワード： ヨシ　鉄プラーク　内生細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鉱山跡地で生育する植物と微生物の複合共生系における元素吸収機構を総合的に解明する研究事例は、国内にお
いてはほとんどなく国際的にも決して多いとは言えない。ヨシは水質浄化能力が高い植物として知られるが、根
に形成される鉄プラークが重要な役割を果たしていることが知られている。実際の現場に生育するヨシの根に生
息する内生細菌がシデロフォアを産生し、鉄プラークの形成に関与する可能性を示した本成果は、実際の現場に
おける植物を用いた浄化処理技術の発展に利用できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本列島は豊かな鉱物資源に恵まれ、日本各地では多数の鉱山開発が行われてきた。長年に渡
り日本の経済発展に貢献してきたが、高度経済成長期に次々と閉山した。現在も鉱山跡地には
坑水や鉱さいに高濃度の重金属が存在するため、浄化処理が連綿と続けられている。しかし、
化学的な浄化処理技術には多大なコストがかかるため、長期的な浄化を視野に入れると、植物
や微生物を利用した浄化方法が環境負荷低減策としては有効と考えられており、国内・海外で
注目されている。 
現在、植物を利用した浄化方法で期待されている植物の一つにヨシ Phragmites australis (Cav.) 

Trin. ex Steud. がある。ヨシは重金属やウランを吸収するという報告（Peverly et al., 1995; 荻野
ら, 2001; Shitaka et al., 2002; Weis and Weis, 2004; Wang and Dudel, 2017; Rezania et al., 2019）が多
数あり、水質浄化を行うことが可能な植物種であることが報告されてきた。ヨシのウラン・重

金属蓄積機能を明らかにするためには、植物の元素吸収機構において寄与度が高い微生物を考

慮に入れ、植物単体ではなく微生物との共生系を考慮する必要がある。原子力研究開発機構の

人形峠環境技術センター内にある鉱さいたいせき場に自生するヨシを対象としたこれまでの研

究により、1）ヨシの根にはウランや重金属元素が高濃度蓄積していること、2）根に生息する
細菌がつくるシデロフォア（鉄と錯形成をする有機化合物）によってヨシ根圏で鉄プラークが

形成される可能性があること、が判明した。重金属元素を吸着する性質がある鉄プラークの形

成機構を明らかにすることは、ヨシを水質浄化に利用する際に重要な知見を提供すると考える。 
 
２．研究の目的 
原子力研究開発機構の人形峠環境技術センター内にある鉱さいたいせき場に自生しているヨ
シの根から分離した内生細菌を使用して、内生細菌が産生するシデロフォアによる鉄プラーク
の形成を解析することにより、ヨシにおける重金属やウランの蓄積要因となる鉄プラークが微
生物の関与により形成される可能性について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヨシにおけるウラン及び重金属の蓄積特性 
成長期の 7月及び 9月に、ヨシを調査地から採取した。採取した植物体は葉、茎、節根、穂の

4 部位に分け、水道水と脱塩水を用いて洗浄した後、80 ℃、48 時間乾燥させた。粉砕した乾燥
試料は酸分解後、誘導結合プラズマ発光分光分析装置で鉄、マンガンを測定した。また、500 ℃
で灰化させた試料は酸分解後、誘導結合プラズマ質量分析装置でウラン濃度を測定した。また、
鉄プラークが付着したヨシの節根については、SPring-8の BL37XUによって鉄およびウランの
局在部位を観察した。さらに、鉄の化学形態を明らかにするために、高エネルギー加速器研究
機構の BL4Aにおいて鉄プラークの XANESを測定した。 
 
（２）シデロフォアを産生する内生細菌の同定 
微生物が産生する化合物の中には、鉄と錯体構造を形成する有機化合物であるシデロフォアが
知られている（Varma and Chincholkar, 2007）。CASアッセイ（Alexander and Zuberer, 1991）によ
り、ヨシの根から分離された内生細菌のシデロフォア産生能を調べたところ、ヨシの根から分
離した細菌 837 菌株のうち、60.8%に相当する 509 菌株に顕著なシデロフォア産生能が確認さ
れた（図 1）。特に産生能が高かった上位 10菌株については DNA 同定を行い、 以下の（３）
の実験に使用した。 

 

 
図 1 ヨシの根から分離された内生細菌のシデロフォア産生能 
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（３）細菌培養濾液による鉄沈殿形成実験 
内生細菌の培養にはrhizosphere medium（RSM培地; Buyer et al., 1989）を用いた。シデロフォア産
生能が高かった上位10菌株をRSM液体培地で 23 ℃、60時間振とう培養した。培養後、滅菌フィ
ルターで培養濾液を濾過し、減圧条件下で濃縮後、4倍濃縮液を調製した。カップ法により、4
倍濃縮した培養濾液のシデロフォア活性をCAS-Fe寒天培地上で確認した。その後、4倍濃縮した
培養濾液（500 µL）を2 mM 硫酸鉄（Fe2+）（500 µL in 40 mM MES; pH 5.5）または 2 mM 塩化
鉄（Fe3+）（500 µL in 40 mM MES; pH 5.5）と混合した。比較としてFe2+及びFe3+を含まない40 mM 
MES（500 µL）と4倍濃縮した培養濾液（500 µL）を混合したものを準備した。Controlには、4
倍濃縮したRSM培養液を使用した。3時間静置後、鉄との沈殿物の有無を確認した。 
 
（４）内生細菌の代謝産物分析 
内生細菌の培養濾液に含まれるフェノール性化合物を高速液体クロマトグラフィー及びダイ
オードアレイ検出器により測定した（Yamaji and Ichihara, 2012）。 4 倍濃縮した培養濾液（10 µL） 
を HPLC-DAD に導入し, 各ピークの 220–400 nm の UV スペクトルを確認した. 各ピークの
UV スペクトルは本研究室の HPLC システムのライブラリに保存されている catechol, coniferyl 
alcohol, chlorogenic acid, resorcinol, protocatechuic acid, cinnamic acid, gallic acid, catechins, 
flavonoids, 及び ellagic acidなどの一般的なフェノール性化合物の UVスペクトルと比較した。 
 
４．研究成果 
（１）ヨシにおけるウラン及び重金属の蓄積 
鉄及びマンガンは全ての植物部位で検出された。鉄の濃度は節根で有意に高く、マンガン濃度
は茎や穂よりも節根で有意に高かった。ウランは主に節根で検出された。鉄プラークが確認さ
れた節根では、鉄、マンガン、ウランが検出され、中でも鉄が最も高濃度であった。 
 
 
 

 

 
図 2 ヨシの各組織における鉄、マンガン及びウランの分析結果 

（a）鉄濃度 （b）マンガン濃度 （c）ウラン濃度 
エラーバーは標準誤差を示す。図中のアルファベットは月ごとの各部位における 
one-factor ANOVA （Sheffé法）による検定を行った結果を示す （p<0.05 n=5）。定量下限未満
の結果については NDとして示した。 
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 SPring-8 の BL37XU によってヨシの鉄プラークにおける鉄およびウランの局在部位を観察
した結果、鉄プラークには鉄と共にウランやマンガンが局在していることが確認された。鉄プ
ラークが付着したヨシの節根の XANES を測定した結果、約 90%が ferrihydrite であった。
Ferrihydrite 等の水酸化鉄は金属に対する親和性が高く, 金属を吸着する能力を有することが知
られている（Greipsson and Crowder, 1992; Tripathi et al., 2014）ことから、節根において鉄プラー
クはマンガン及びウランを高濃度に蓄積する場所として機能していると考えられた。 
 
（２）シデロフォアを産生する内生細菌の同定 
内生細菌の DNA 解析より、高いシデロフォア産生能を示した上位 10 菌株は、Pseudomonas
属、Herbaspirillum属及び Rhizobium属細菌と同定された。特に Pseudomonas属細菌にはシデロ
フォア産生に関する報告が多く報告されている（Varma and Chincholkar, 2007）。 
 
（３）細菌培養濾液による鉄沈殿形成細菌及び内生細菌の代謝産物分析 
Pseudomonas属細菌及びN1-76, Rhizobium属細菌の培養濾液において、鉄を添加した際に沈殿が
確認された。シデロフォア活性を示した内生細菌の代謝産物をHPLC-DADで分析した結果、対
照区と比較して2つのフェノール性化合物のピークが確認された。本研究室のライブラリデータ
の一般的なフェノール性化合物のUVスペクトルとは一致しなかったため、シデロフォアを単
離・精製し、機器分析による同定が必要である。 
 

 

図3 シデロフォア活性を示した内生細菌の培養濾液による鉄沈殿形成 
T1-66、T1-42、N5-48、T4-20、T1-11、N1-76：Pseudomonas属細菌 

T5-48、N2-80、T4-45：Herbaspirillum属細菌 N4-46：Rhizobium属細菌 
Controlには、4倍濃縮したRSM培養液を使用した。 

 
（４）まとめ 
ウラン鉱山の鉱さいたいせき場で自生しているヨシは、鉄、マンガン及びウランを蓄積してお
り、ウランや鉄、マンガンの蓄積部位として根の周囲に鉄プラークが存在していた。調査地のヨ
シに確認された鉄プラークの形成に内生細菌の産生するシデロフォアが関与する可能性を考え、
実験を行った。ヨシの根から分離した細菌837菌株のうち、60.8%に相当する509菌株に顕著なシ
デロフォア産生能が確認された。DNA解析による同定の結果、高いシデロフォア活性を示した
上位10菌株はPseudomonas属細菌、Herbaspirillum属細菌、Rhizobium属細菌であった。これら上位
10菌株の内生細菌が産生するシデロフォアが鉄プラーク形成に寄与するか確認するため、鉄イオ
ン（Fe2+及びFe3+）と、内生細菌の培養濾液を混合させたところ、Pseudomonas属細菌及びRhizobium
属細菌の代謝産物が鉄との沈殿を形成させることが明らかとなった。また、HPLC-DAD分析の
結果、Pseudomonas 属細菌4株、Rhizobium 属細菌 1株のシデロフォア活性を示した培養濾液か
らはフェノール性化合物が検出された。細菌の産生する代表的なシデロフォアにはカテコール骨
格を有するものが多く存在するが、カテコール骨格を有する化合物は鉄と沈殿を生じるというこ
とが知られている（Ejima and Richardson, 2017）。以上のことから、内生細菌が産生するシデロ
フォアがヨシの鉄プラークの形成に関与する可能性が示唆された。本報告では詳細は示していな
いが、同じ調査地の上流域に自生するヨシに着目し、同様の調査・実験を行なったところ、同じ
調査地でも、酸化・還元状態が多少異なる水環境においては、1）鉄プラークの発達には顕著な
差があること、2）ヨシの重金属蓄積にも差があること、3）根における微生物相にも差があるこ
と、3）などが明らかになった。本結果は、同じ調査地内であってもヨシの生育環境によっては
植物の蓄積特性や微生物の機能には差があることを示しており、今後の継続調査が必要とされる。 
本報告は発表論文 Nakamoto et al.（2021）の成果を基にまとめた。 
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