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研究成果の概要（和文）： Acidithiobacillus ferrooxidans MON-1 は，無機水銀だけでなく有機水

銀化合物に対しても非常に高い水銀耐性であり，NADPH 依存性の水銀気化活性及び二価鉄依

存性の水銀気化活性を有する。MON-1 から精製した cytochrome c oxidase が，無機水銀及び有

機水銀について Hg0としての気化に関与しており，その活性は MON-1 株由来の cyt. c oxidas に

対して調製した抗体あるいは NaCN を添加することによって完全に阻害した。CH3HgCl の分解

及び Hg0気化活性は，MON-1 の細胞質基質でなく細胞膜画分の中に存在していることを確かめ

た。一方，実際の環境浄化として応用するための技術検討を行った。 

研究成果の概要（英文）：Acidithiobacillus ferrooxidans MON-1 is highly resistant not only to mercuric 
chloride but also to organomercurials. It have a novel ferrous iron-dependent mercury volatilization 
activity as well as an NADPH-dependent mercury reductase activity, We have found that cytochrome c 
oxidase, purified from strain MON-1, reduces HgCl2 to volatilizable metal mercury (Hg0) with reduced 
mammalian cyt. c or Fe2+ as an electron donor. In this study we found that cyt. c oxidase can volatilize 
Hg0 from CH3HgCl (MMC) as well as from HgCl2 with reduced mammalian cyt. c or c-type cyt. c 
oxidase purified from strain MON-1 as an electron donor. We also found that MMC volatilization 
activity is present in the MON-1 plasma membrane but not in the cytosol. These activities were strongly 
inhibited by NaCN and the antibody produced against purified MON-1 cyt. c oxidase.  
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１．研究開始当初の背景 

鉄酸化細菌 A. ferrooxidans は，二価鉄ある

いは還元型無機硫黄化合物を唯一のエネルギ

ー源とし，空気中の二酸化炭酸を唯一の炭素

源として酸性環境下で増殖する絶対化学合成

独立栄養細菌である。本菌は銅などのバクテ

リアリーチングや酸性鉱山排水処理などのバ

イオレメデェーションに利用されており，応

用微生物学的にも非常に重要な細菌である。

しかし，鉄酸化細菌を活用した水銀について

のバイオレメデェーションに関する研究例は

国内外では例がなく，応用微生物学的にも注

目されている。本菌は増殖速度が著しく遅い

という問題点があり生化学的な解析が困難な

状況であった。 

一方我々は自然界より単離した 150 株の

鉄酸化細菌に対してスクリーニングを行い，6 

μMの無機水銀に対して強い耐性を示すA. 

ferrooxidans SUG 2-2 株を選択した。さらに

SUG 2-2 株を調整し 20 μMの Hg2+ 含む二価

鉄無機塩培地でも生育する高度水銀耐性能を

示す A. ferrooxidans MON-1 株を得ている。本

株の生化学的解析と実際の水銀含有排水，水

銀汚染土壌から Hg0 として気化させて，回収

することが可能であるが，高濃度な菌液を得

ることが必要であった。これまでの洗浄細胞，

細胞膜画分による研究に続き，関連酵素の解

明が学問的にも重要な課題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，以下のとおりである。 

(1) 本菌の生化学的解析と応用技術開発を進

めるためには，高濃度培養液を得ることが重

要であるために電気培養装置を開発する。 

(2) 高濃度培養液から本株の細胞膜に存在す

る cyt. c oxidase を精製し，この酵素及びその

サブユニットが，水銀気化にどの様に関与し

ているかを確かめる｡ 

(3) 電気培養で得られた高濃度培養液を継続

的に活用をするために微生物の固定化法につ

いて検討する。 
 
３．研究の方法 

研究方法の概要は，次のとおりである。 
(1) 電気培養法は，微弱な電位で酸化した三価

鉄を二価鉄への還元を繰り返しながら培養す

る方法である。多量の培養液，二価鉄の添加

が不要で沈殿物の発生量が少なくなる。装置

形状，液量，電位等制御値，酸素供給量，撹

拌条件，電極位置，イオン交換膜，電子供与

体以外の培地成分の濃度の影響，その他に初

期菌体濃度，Fe2+，Fe3+，pH について経時的

変化を調べる。 

(2) 本株の水銀気化活性の cyt. c oxidase によ

る関与について学術的な提案をしており，電

気培養で得た菌体，膜画分，精製酵素及びそ

のサブユニット，さらに，この酵素の抗体を

用いて解析を進め明確化する。Cyt. c oxidase 

活性の測定は，還元型 mammalian cyt. c の酸

化速度を A550 nm の減少で，一方，水銀気

化活性は，還元型 cyt. c の存在下，0.1 mM 塩

化水銀  (HgCl2) または  0.1 μM CH3HgCl 

(MMC) から，気化してくる金属水銀を 硫酸

酸性 KMnO4 にトラップし，還元気化原子吸

光法により定量する。 

(3) 本株の二価鉄添加培地による生育菌と硫

黄添加培地による生育菌について水銀気化活

性及び有機水銀分解活性などについて比較す

る。また，標準株 A. ferrooxidans ATCC 23270

との相異について検討にする。 

(4) 水銀に汚染された汚染土壌，廃液から水銀

を選択的に気化させて回収する工学的技術が

確立する。実際の環境修復における微生物固

定化等の技術的資料を得る。 
 
 
 



４．研究成果 
 本研究成果の概要は，次のとおりである。 
(1) 本研究では，増殖が遅い A. ferrooxidans 

MON-1 株を試作した電気培養装置で培養す

ることで通常の培養（振とう培養あるいは通

気培養）による方法と比べ，少容量の培地で，

300 倍以上の菌体収量を得ることができる運

転条件を得た。 

(2) 電気培養によって得られた高濃度菌液か

ら aa3 型 cyt. c oxidas の酵素を精製した。無

機水銀及び有機水銀分解・気化活性には，本

酵素が大きく係わっていることを確認した。

さらにMON-1 株由来の cyt. c oxidase に対し

て調製した抗体あるいは NaCN を添加する

ことによって，無機及び有機水銀から金属水

銀としての気化を完全に阻害した。 

(3) Cyt. c oxidase 精製酵素からサブユニット

の解離させた場合，α，βバンドが存在するサ

ブユニットは，βバンド単独のサブユニットに

比べると cyt. c oxidas 活性及び水銀気化活性

が高いことがわかった。 

(4) MON-1 株の aa3 から単離した α, β-サブ

ユニットは，解離前の aa3 より約 20 倍高い 

cyt.c oxidase 活性を示し，0.2 mM Hg2+ , 0.2 

mM Cu2+ によって特異的に活性化された。ま

た，1 mM SDS 存在下においても活性を示し，

他の鉄酸化細菌株に比較して SDS に対して

も高度耐性であった。 

(5) α, β-サブユニットによる 無機水（HgCl2 ）

及び有機水銀（MMC）からの Hg0 の気化は，

0.1～0.2 mMの Cu2+ によって約 2倍に活性

化された。 

(6) 本研究では，さらに，本菌の高濃度電気培

養液を活用することによって実際の水銀を含

有した廃液（地下水），土壌から水銀を気化

回収するための知見を得た。 
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