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研究成果の概要（和文）：産業上重要なレアメタルを希薄水溶液から光合成細菌により濃縮し細胞の形で回収する技術
開発に取り組んだ。レアメタルの中でも、特にモリブデンは植物の硝酸還元酵素の働きにも必要不可欠な元素である。
本研究において、光合成細菌の培養時に無機態窒素の有無で細胞における金属含量組成比が大きく変化し、窒素制限に
より選択的にモリブデンを濃縮可能であることが示された。モリブデンを高含量で集積した光合成細菌の細胞は、農地
へのモリブデン供給のための生物資材としての利用が考えられる。

研究成果の概要（英文）：The technological development to concentrate industrially important rare metals fr
om solution with low concentrations by photosynthesis bacteria and to collect such metals in the form of b
acterial cells has been conducted. Among such rare metals, molybdenum is an element especially indispensab
le for the function of vegetable nitrate reductases. This study revealed that during cultivation of photos
ynthesis bacteria, the metal compositional ratio in cells changed markedly by the presence or absence of a
n inorganic form of nitrogen, and molybdenum could be specifically concentrated by removal of the nitrogen
 source. The photosynthetic bacterial cells that accumulated molybdenum with high contents could be valuab
le as a bio-material to provide molybdenum to agricultural land.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) レアメタルの供給源確保は、代替物質の
開発と共に日本が科学技術により解決しな
くてはならない最重要課題の一つである。こ
のような社会情勢を鑑み、メタロプロテイン
のような金属配位分子の生合成を制御でき
れば光合成細菌の生細胞を光で駆動される
レアメタル濃縮装置として利用することが
できるのではないかという発想に至った。採
算が合わないレアメタル資源が天然や事業
所廃水に多量に存在している。太陽光を駆動
力とする生物濃縮と、凝集による固液分離す
なわち水相からの細胞分離を組み合わせる
ことで、これら未利用資源の省エネルギー型
濃縮系を確立する（図 1）。これをメタロミク
ス解析により推し進め、外来の金属配位分子
が細胞内の総金属動態にどのような影響を
及ぼすかを明らかにする。 

 
図 1 研究の流れと予想される成果 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究の一つ目の課題として、モリブデ
ンのキレート作用を有するタンパク質をコ
ードする遺伝子を発現させることができる
ように組換え光合成細菌の育種を行う。その
上で、外来のキレート分子の遺伝子が光合成
細菌細胞内で機能しているか否か、さらには
キレート分子の生合成により、光合成細菌の
増殖が阻害されるか否かについても明らか
にする。 
 

(2) 二つ目の課題として、組換え細菌のレア
メタル濃縮能の増強を評価するために、培地
中に含まれる全ての金属元素のフローの中
で目的金属元素のフローを把握する必要が
ある。培養環境から細胞内への金属フローを
野生株で把握した上で、遺伝子組換えにより
合成されたレアメタル・キレート分子が物質
フローにどのように影響するのかを明らか
にする。キレート分子と他のタンパク質間で
の目的金属の競合や細胞内外への輸送に際
しての律速の出現、レアメタル以外の金属の
増減等の細胞内ネットワークが存在するこ
とが予測される。本研究では、従前に報告の

ないこれらの知見を得た上で、組換え菌株の
育種方法や培養方法を最適化する手順で研
究を推進させる。 
 
(3) 三つ目の課題は、光合成細菌細胞の固液
分離を光エネルギー駆動で行う系を構築す
ることである。このために、光合成細菌のレ
アメタル濃縮能を強化すると共に、レアメタ
ルを高濃度で含有する細胞の凝集塊として
回収することを試みる。具体的には、光合成
細菌 Rhodovulum sulfidophilum が細胞外マト
リックス間の相互作用を介して凝集体を形
成する性質を利用すべく検討を行う。これに
より、レアメタルを濃縮した細胞塊をプラン
クトンネットによりエネルギー的に負荷を
かけずに回収する。これにより、レアメタル
を希薄溶液から濃縮することが可能になる。
さらに、Rvu. sulfidophilumの細胞凝集に関与
する分子を明らかにすることで、他の光合成
細菌種でも同様の分子が生合成されるか否
か、そして同様の固液分離の手法が適用可能
か否かを知る手掛かりとする。 
 
(4) 研究計画の優位性は、光合成細菌を用い
ることで太陽光を駆動力として、レアメタル
濃縮が増殖と連動して自律的に行われる系
を開発する点である。したがって、光量ある
いは光合成活性に連動したレアメタル・キレ
ート分子の生合成が期待される。数ある生物
種の中でも光合成細菌は大量培養に必要な
技術が確立されているため、太陽光をエネル
ギー源としたレアメタル濃縮と、細胞凝集を
介したレアメタル高含有細胞の固液分離を
実現することで、レアメタル再資源化へと結
びつけることが最終目標である。 
 
３．研究の方法 
(1) レアメタル濃縮能を強化した組換え光合
成細菌育種のために、大腸菌由来のモリブデ
ン応答性の転写調節因子ModEの遺伝子全長、
あるいはモリブデン結合ドメインであるC末
端側ペプチドをコードする遺伝子領域を淡
水性光合成細菌である Rhodopseudomonas 
palustris に導入し、モリブデンの濃縮能が強
化された光合成細菌組換え株を育種した。ま
た、遺伝子を導入した組換え株との比較対照
のために、上記のいずれの遺伝子も含有しな
い空ベクターのみを導入した組換え株も同
時に育種した、 
 
(2) メタロミクスによる金属動態の解明とし
て、野生株と組換え株の各細胞について培地
中に含まれるナトリウム以外の金属（カルシ
ウム、マグネシウム、鉄、亜鉛、マンガン）
の細胞含量を誘導結合プラズマ（ICP）発光
分光分析法により測定した。また、低含量の
コバルトと銅に関しては黒鉛炉原子吸光分
析法により、モリブデンに関しては両方の手
法により定量を行った。野生株と組換え株に
ついて、酵素活性中心にモリブデンと鉄を配
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位する、ニトロゲナーゼの合成が抑制された
条件 N(+)と脱抑制された条件 N(−)にて培養
を行い、細胞の各金属含量の比較を行った。
野性株に関しては、淡水性の Rps. palustrisの
他に海水性のRvu. sulfidophilumについても試
験を行った。組換え株に関しては、転写調節
因子ModEの遺伝子全長、あるいはモリブデ
ン結合ドメインであるC末端側ペプチドをコ
ードする遺伝子領域、空ベクターをそれぞれ
導入した淡水性の Rps. palustris組換え株細胞
の各金属含量の比較を行った。 
 
(3) 導入した遺伝子が働いているか否かの確
認と、培養条件として設定したニトロゲナー
ゼ抑制条件と脱抑制条件の検証のために、菌
株から RNAを抽出し、逆転写―定量 PCRを
行った。ModE のモリブデン結合ドメインで
あるC末端側ペプチドをコードする領域の一
部と、ニトロゲナーゼの構造遺伝子の一つで
ある nifH の一部を増幅し発現量の指標とし
た。また、16S rRNA の遺伝子領域の一部を
増幅し、modEあるいは nifHの 16s rRNAに対
する量比を求めることで発現量とした。 
 
(4) 水相からの効率的なレアメタル回収法と
して、Rvu. sulfidophilum細胞を凝集塊として
プランクトンネットで回収する省エネ型回
収を試みた。また、その凝集性に関与する細
胞外高分子を明らかにするために、界面活性
剤 0.1% (w/v) Tween 20と 3% (w/v) NaClを含
む水溶液にて凝集塊を処理することで、細胞
を懸濁状態とし凝集に関与する細胞外高分
子を溶解させた。溶解液について、アガロー
スゲル電気泳動とエチジウムブロマイドに
よる核酸染色、ドデシル硫酸ナトリウム―ポ
リアクリリアミドゲル電気泳動と銀染色に
よるタンパク質染色、ならびに 3% (w/v) HCl
存在下、110℃、30 分間で得られた酸加水分
解産物の薄相クロマトグラフィーによる分
離とフェノール硫酸法による全糖の染色を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) モリブデンは産業上重要なレアメタルで
あるだけでなく、生物学的に重要なニトロゲ
ナーゼ等の働きを維持するためにも欠くこ
とのできない元素である。ニトロゲナーゼは、
大気中の窒素分子からアンモニアへの変換
過程である窒素固定反応を触媒する酵素で
あり、根粒細菌やシアノバクテリアといった
細菌においていくつかのサブタイプが報告
されている。それらの中で最も普遍的に存在
するタイプが、活性中心にモリブデンと鉄を
配位するものである。光合成細菌はこのタイ
プのニトロゲナーゼを有しており、また光エ
ネルギーを利用した増殖も可能である。 
ニトロゲナーゼの遺伝子はアンモニア等
の無機態窒素の存在しない条件下(N(−))で発
現する。このため、N(−)条件と、5 mM の塩
化アンモニウムを添加した N(+)条件でそれ

ぞれ培養して得られた細胞の乾燥重量当り
の各金属含量を測定した（図 2）。 

図 2 アンモニア存在下(N+)と非存在下(N−)

における光合成細菌野生株の金属含量 

 
N(−)条件ではニトロゲナーゼの遺伝子発現
が確認され、N(+)条件では遺伝子発現が認め
られなかったことから、N(−)条件でのみニト
ロゲナーゼタンパク質が生合成されている
ことが推察された。これらの条件で培養後に
回収された細胞の金属含量を比較したとこ
ろ、図 2に示すように含量の比較的高いカル
シウム、マグネシウムにおいては、活発な増
殖が行われる N(+)条件下で高い値を示した。
一方、含量が比較的低い元素においては、マ
ンガン以外で N(−)条件での値が高くなった。
特にモリブデンの増加が顕著であったこと
から、N(−)条件で培養を行うことで培地中の
モリブデンの細胞内への取り込み量が増大
することが示された。モリブデンと同様、ニ
トロゲナーゼの活性中心に配位する鉄でも
N(−)条件で含量の増加が認められたが、鉄の
含量がモリブデンの含量よりも桁違いに高
いため、ニトロゲナーゼの生合成が鉄の含量
増加に寄与する割合は少ないことが推察さ
れる。図 2では、淡水性の光合成細菌を用い
て金属濃縮を調べた結果を示したが、海水性
の光合成細菌を用いて同様の試験を行った。
その結果、含量が比較的高いカルシウムとマ
グネシウム、鉄においては N(+)条件下でより
高い値を示した。一方、モリブデンと銅、亜
鉛では N(−)条件での値が高くなった。これら
の傾向は 2つの異なる種で同様に認められて
おり、培養における窒素源の有無で細胞にお



ける金属含量組成比が大きく変化すること
が明らかとなった。特に、無機態窒素を含ま
ない、ニトロゲナーゼの脱抑制条件において、
モリブデンを配位するタンパク質が生合成
されたことにより、選択的にモリブデンの細
胞含量が高くなることが示された。 

 
(2) モリブデン応答性の転写調節因子 ModE
の遺伝子全長、あるいはモリブデン結合ドメ
インであるC末端側ペプチドをコードする遺
伝子領域をそれぞれ導入した光合成細菌組
換え株において、モリブデン濃縮に及ぼす遺
伝子導入の影響が、ニトロゲナーゼ脱抑制、
抑制の状態変化でどのように変化するかを
調べた。設定した実験条件の通りに遺伝子が
働いているか否かを確認するために、各組換
え株における遺伝子発現量を調べた（図 3）。
その結果、ニトロゲナーゼ脱抑制条件におい
て全ての組換え株で nifH の発現量の増加が
認められた。また、modE 遺伝子の発現は、
遺伝子を導入した組換え株においてのみ認
められ空ベクターを導入した組換え株にお
いては認められなかった。これらの結果から、
導入した遺伝子は機能しており、またニトロ
ゲナーゼの遺伝子は脱抑制条件においての
み働いていることが確認された。また、遺伝
子導入により細胞の増殖はほとんど影響を
受けなったことから、遺伝子導入により細胞
の収量が減少することはないと考えられる。 

 
図 3 遺伝子組換え株における遺伝子発現量 
 
(3) 培地中に含まれる金属元素について遺伝
子組換え株細胞の含有量を調べたところ、野
性株で得られた結果と同様に、N(−)条件で培
養を行うことで N(+)条件での培養と比較し
顕著なモリブデン含量の増加が認められた
（図 4）。一方、導入する遺伝子の種類に関わ
らず遺伝子導入によりモリブデン含量の増
加が認められたが、その効果はニトロゲナー
ゼ脱抑制条件下で培養したときに得られた
効果と比較し限定的であった。遺伝子導入の
モリブデン濃縮に対する効果がより顕著に

現れたのは、ニトロゲナーゼ脱抑制条件下に
おいてであった。カルシウムや鉄、マグネシ
ウムといった金属は、増殖が活発に行われる
N(+)条件下において高含量化しており、N(−)
条件下では比較的低い値であった。これらの
元素に関しても、野生株を用いた試験と同様
の傾向が認められたが、遺伝子導入がこれら
の元素の濃縮に関しては促進的に働くこと
はなかった。 

 
図 4 アンモニア存在下(N+)と非存在下(N−)

における光合成細菌組換え株の金属含量 

 



 コバルトと銅に関しても、modE の全長の
遺伝子を導入することで濃縮が亢進したが、
亜鉛において全長遺伝子の導入により最も
著しい含量の増加が認められた。ModE は転
写調節因子であるため、組換えタンパク質が
生合成されることにより、亜鉛やコバルト、
銅との親和性がある分子の生合成が増加し
たといった間接的な影響、あるいは生合成さ
れたModE自体の副次的な影響が考えられる。 
 これらの結果から、モリブデン結合タンパ
ク質をコードする遺伝子の導入がモリブデ
ン濃縮に及ぼす効果は、細胞内の状態により
その大きさが異なること、亜鉛等の他の金属
濃縮も間接的に促進させること、モリブンデ
ンの選択的濃縮においてはニトロゲナーゼ
の脱抑制条件での培養が最も効果的である
ことが明らかとなった。 
 
(4) 光合成細菌においてニトロゲナーゼの脱
抑制条件である N(−)条件にて培養を行うこ
とで、モリブデンの選択的濃縮能が高くなる
ことが示された。光合成細菌は単細胞生物で
あるため、細胞と培地の固液分離を容易にす
るためにはモリブデンを濃縮した細胞の凝
集塊を形成させる必要がある。 
 Rvu. sulfidophilumを、通常の 1/10濃度であ
る 0.05 mMの塩化アンモニウムを添加したN
制限培地で培養すると、効果的に凝集塊を形
成させることが可能であった。懸濁状態の細
胞のほとんどがプランクトンネットを通過
してしまったのに対して、凝集塊は容易に培
地との分離が可能であった（図 5） 

 
図 5 凝集細胞（左）と懸濁細胞のプランク

トンネットによる濾過 

 
形成された凝集塊は界面活性剤 0.1% (w/v) 

Tween 20 により懸濁状態へと分散させるこ
とが可能であった。この際に、遠心分離によ
り得られた上清について、核酸とタンパク質
の各々の電気泳動と染色を行ったところ、タ
ンパク質のいくつかのバンドが確認された
が、核酸は検出されなかった。また、酸加水
分解の結果、グルコースをモノマーとする多
糖が上清に含まれていることも明らかとな
った。懸濁細胞について同様の処理を行った
際には、これらの物質は検出されなかったこ
とから、細胞外に分泌されるタンパク質と多
糖が凝集塊の形成に関与することが示唆さ
れた。 
これらの結果から、Rvu. sulfidophilumの培
養においては N 制限をかけることにより細

胞のモリブデン含量が高まると同時に、凝集
塊の形成が促され培地からの細胞の分離が
容易に行われることが示唆された。また、Rvu. 
sulfidophilum の細胞凝集を支える物質として
細胞外に分泌されたタンパク質と多糖の関
与が明らかにされた。 

 
(5) 回収された光合成細菌細胞からの金属元
素の精製法としては、液体としての水分がほ
とんど除かれていることから、細胞の灰化等
の手法が考えられる。他方、モリブデンは植
物体内の硝酸還元酵素の働きにも必要不可
欠な元素であるため、モリブデンを高含量で
集積した光合成細菌の細胞は、そのままの形
で農地へのモリブデン供給のための生物資
材としての利用が考えられる。今後は、光合
成細菌細胞の効果的な凝集沈殿法を開発し、
生物資材としての有効性を検証するといっ
た課題が考えられる。 
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