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第 1章 序論 

 

1.1. 酸性環境の形成 

 

地球を構成する元素の中で微生物がエネルギー源として利用できる無機化合物と

して、硫化水素（H2S）、元素硫黄(S0)、チオ硫酸(S2O3
2-)、テトラチオン酸(S4O6

2+)

などの還元型硫黄化合物、二価鉄(Fe2+)、アンモニア(NH3)、亜硝酸(NO2
-)や水素な

どがこれまでに知られている[1]。鉄や硫黄は、黄鉄鉱(FeS2)、黄銅鉱(CuFeS2)、輝

銅鉱(Cu2S)、閃亜鉛鉱(ZnS)、方鉛鉱(PbS)などの硫化鉱石として地殻に存在している。

酸素と水分が存在する酸化的な環境中では、Fe3+によって触媒される化学的酸化反応

によって、S0や Fe2+がこれらの鉱石から溶出する。S0や Fe2+は、化学合成独立栄養

細菌である硫黄酸化細菌(sulfur-oxidizing bacteria)や鉄酸化細菌(iron-oxidizing 

bacteria)によって酸化され、Fe3+や硫酸を生じるため、pH 2～3 の酸性環境が形成さ

れる[2]。黄銅鉱（CuFeS2）を例に金属イオンの溶出機構を模式的に Fig. 1-1 に示し

た。黄銅鉱の銅は Fe3+による強力な化学的酸化作用によって硫酸銅となって溶け出

す。鉄酸化細菌は、Fe2+を Fe3+に再酸化することによって、黄銅鉱から銅を酸化・

溶出する触媒となる Fe3+を再生成する段階で間接的に作用する。この機構は間接機

構として知られているが、鉄酸化細菌が直接硫化鉱石に作用して金属イオンを溶出す

る直接機構も報告されている[3]。これらの作用は、バクテリアリーチング(bacterial 

leaching)という微生物を用いた鉱石からの銅、金、ウランなどの金属回収技術に応

用されている[4, 5]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1. Model for bacterial leaching catalyzed by iron-ozidizing and 

sulfur-ozidizing bacteria. 
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バクテリアリーチングについては、これまで多くの研究がそのメカニズムはほぼ解

明されている[4]。バクテリアリーチング主要なメカニズムは三価鉄（Fe3+）やプロ

トン（H+）が関与する化学的なプロセスによる金属溶出である。Rohwerder らは、

鉱石の硫黄成分の酸化機構として、チオ硫酸の関与するチオ硫酸経路とポリサルファ

イドと元素硫黄の関与するポリサルファイド経路について詳細に述べている[4]。チ

オ硫酸酸化経路は酸に不溶な金属硫化物（FeS2、MoS2 および WS2）の酸化に利用

され（Fig. 1-2 A）、ポリサルファイド経路は、酸可溶性金属硫化物（ZnS、PbS、FeAsS、

CuFeS2 および MnS2）の酸化に利用される（Fig. 1-2 B）[6]。パイライト（FeS2）

のような金属硫化物は、三価鉄によって酸化される時、電子を受け取った三価鉄が二

価鉄(Fe2+)に還元されて、硫黄部分がチオ硫酸として遊離する。金属硫化物がこの酸

化される経路は、最初に遊離してくる硫黄化合物がチオ硫酸であるため、チオ硫酸経

路と呼ばれている。この経路で生じたチオ硫酸は、テトラチオン酸（S4O6
2-）などの

ポリチオン酸（SnO6
2-）を経て、最終的に硫酸にまで酸化される。このリーチング作

用は、硫化鉱石の存在する環境では自然に生じており、特に閉山された鉱山などから

は重金属を含んだ酸性鉱山廃水(acid mine drainage あるいは acid rock drainage)が

流出し、河川や湖の酸性化・重金属汚染などの環境問題の原因となっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fig. 1-2. Bioleaching processes by two different mechanisms via thiosulfate 

(A) and polysulfide (B).  
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1.2. バクテリアリーチングの微生物 

 

1.2.1. 鉄酸化細菌 

 

Fe2+Fe3+に酸化した際に得られるエネルギーを用いて増殖する細菌を鉄酸化細菌

という。化学合成独立栄養性の鉄酸化細菌は、二価鉄を酸化して得られるエネルギー

を用いて、CO2を炭素源として固定して増殖する。一方、従属栄養細菌の中にも鉄を

酸化することができるものが存在する。それらの細菌は、鉄を酸化してエネルギーを

獲得するが、酵母エキスのような有機物を炭素源に用いる。Fe2+は、pH 5 以上にな

ると酸素によって自動的に酸化されて Fe3+に変換される。従って、鉄酸化細菌の多

くは、Fe2+が安定に存在する環境、すなわち pH 5 以下の酸性環境、あるいはそれ以

上の pH では酸素の極めて少ない環境でないと生息できないことになる。Table 1-1

にこれまでに鉄を酸化して増殖することが確認されているいくつかの鉄酸化細菌を

示した。鉄酸化活性を持つ好酸性の細菌は、系統分類学的に幅広い属の細菌を含んで

いる。 

   酸性鉱山廃水やリーチングプラントから容易に分離できる最も代表的な鉄酸化細

菌は、Acidithiobacillus(At) ferrooxidans である。この細菌は、Fe2+以外に無機硫黄

化合物や黄鉄鉱（FeS2）でも生育できることから、微生物による硫化鉱石からの金

属溶出の機構を説明するためのモデル微生物として使用され、極めて多くの生理的・

遺伝的な研究が行われてきた。これまでに分離されている At. ferrooxidans は、40℃

以上および pH 1.3 以下の酸性環境では増殖できない。鉄と硫黄化合物の両方を酸化

することができるという性質に加えて、この細菌は、高濃度の重金属(300 mM 以上

の Cu2+、Zn2+、Fe2+など)の存在下で増殖可能である。バクテリアリーチングでは、

硫化鉱石に含まれている重金属が溶出する。したがって、このような環境下で鉄を酸

化して増殖するためには、重金属耐性は不可欠であり、この性質は At. ferrooxidans

が高濃度の重金属環境へ適応してきた結果と考えることができる。なお、At. 

ferrooxidans には、窒素固定能があることが報告されている。 

 1972 年に銅鉱山の酸性鉱山廃水から At. ferrooxidans と異なる鉄酸化細菌が分離

され、Leptospirillum(L)と名づけられた。この細菌は、鉄は酸化することができる

が、硫黄化合物を酸化することができない。しかし、At. ferrooxidans と異なり、Fe2+

に対する親和性が非常に高く（At. ferrooxidans が 500 mg/l 以上を好むのに対して、

10 mg/l でも良好に増殖する）、40℃以上でも増殖できる。これまで L. ferrooxidans

と L. ferriphilum の２種が知られていた[7]。16S rDNA を用いた酸性鉱山廃水の微

生物生態系の解析によって、この属に分類される新たな種の存在が示唆されていたが、

その正体が明らかにされ、L. ferrodiazotrophum と命名された[8]。その他に、鉄や

硫黄化合物を食べながら独立栄養的に、またグルコースを酸化して従属栄養的にも生

育できる中温性(40～60℃)のグラム陽性の細菌である Sulfobacillus 属の細菌や、鉄

を酸化するが従属栄養性の Acidimicrobium ferrooxidans などがいる。 
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Table 1-1. Iron- and sulfur-oxidizing bacteria and archaea. 

 

 

 好酸性の古細菌として最初に分離されたのが、Sulfolobus acidocaldarius である。

この属の古細菌は、60℃以上の環境で、無機硫黄化合物を食べながら独立栄養的に、

また酵母エキスのような複合基質や糖、アミノ酸を食べながら従属栄養的にも増殖す

る[9]。Sulfolobus属の細菌で、鉄や黄鉄鉱を食べながら生育できる S. metallicusは、

高温環境下でのバクテリアリーチングで中心的な役割を演じることになる。比較的最

近、鉄を酸化する古細菌が新たに発見され、Ferroplasma(F)と命名された[10]。この

属の細菌は細胞壁を持たず、pH 0 でも生育できる。鉄や黄鉄鉱は酸化することがで

きるが、硫黄化合物は食べない。Acidianus 属の細菌は、一般的に、好気条件下では

S0を SO4
2-に酸化し、嫌気条件下では H2で S0を H2S に還元して増殖する硫黄酸化・

還元細菌である。その中で Acidianus brierleyi は、Fe2+と硫黄を酸化して独立栄養

Gram positive bacteria Gram positive bacteria Arcaea 

Iron-oxidizing bacteria   

Leptospirillum 

ferrooxidans 

 Acidimicrobium 

ferrooxidans 

Ferroplasma acidiphilum 

L. ferriphilum  F. acidarmanus 

L. ferrodiazotrophum   

Ferrimicrobium 

acidiphilum 

  

     

Sulfur-oxidizing bacteria   

Acidithiobacillus 

thiooxidans 

Sulfobacillus 

disulfidooxidans 

Sulfolobus hakonensis 

At. caldus  S. yangmingensis 

Thiomonus cuprina  Metallospaera spp. 

Hydrogenobacter 

acidophilus 

  

   

Iron and sulfur oxidizing 

bacteria 

  

Acidithiobacillus 

ferrooxidans 

Sulfobacillus acidophilus Sulfolobus metallicus 

Thiobacillus prosperus Sb. thermosulfidooxidans Acidianus brierleyi 

 Sb. monterratensis  

 Alicyclobacillus spp.  
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的に、また、様々な有機基質培地で従属栄養的にも生育できる[8]。 

 

1.2.2. 硫黄酸化細菌 

 

S0、H2S、S4O6
2-、S2O3

2-、SO3
2-などの無機硫黄化合物を酸化して、独立栄養的あ

るいは従属栄養的に増殖する微生物を硫黄酸化細菌という。硫黄酸化細菌は、酸性か

らアルカリまでの広い pH 域に生息している[10]。その中で好酸性の硫黄酸化細菌の

主なものを Table 1-1 に示した。 

Fig. 1-3 に示したように鉄酸化細菌 At. ferrooxidans と同じ属に、絶対独立栄養性

の At. thiooxidans と At. caldus が存在する。At. thiooxidans は、分離された好酸性

の細菌の中で最も古いものの一つで、pH 0.5～5.5 の範囲で無機硫黄化合物を食べな

がら生育する。35℃以上では増殖できない。At. thiooxidans と同定されたものの中

に 40℃あるいはそれ以上の温度でも増殖できる比較的耐熱性の細菌が含まれていた。

最適増殖温度の違いを除いては生理的性質が At. thiooxidans と類似しているが、

52℃あるいはそれ以上の温度でも生育できる硫黄酸化細菌が、At. caldus として新た

に分類された[12]。At. thiooxidans と At. caldus は、16S rDNA の塩基配列も類似

しているため（Fig.1-3）、バクテリアリーチング環境や酸性鉱山廃水中の

Acidithiobacillus 様の硫黄酸化細菌は、At. thiooxidans と考えられていた。しかし、

最近では At. caldus が優勢な硫黄酸化細菌である酸性環境が多いことがわかってき

た。 

これまでに知られている好酸性の硫黄細菌の中で最も高温で生息できるのが、

Hydrogenobacter acidophilus である。この細菌は、中等度高温性の At. caldus (40

～50℃)と異なり、低い pH 環境では生育できないため（最適増殖 pH が 3～4）バク

テリアリーチング環境や強酸性の鉱山廃水中では優勢ではない。また、Thiomonas

属の多くの種は一般に好酸性ではないが、Thiomonas cuprina が好酸性の種として

知られており、S0や黄鉄鉱を酸化する。pH 3 付近では生育できるが、pH 2 では増

殖できない。従って、この細菌もバイオリーチング環境や酸性鉱山排水中では優勢で

はない。その他に、硫黄を酸化するために酵母エキスのような有機物を必要とする

Alicyclobacillus 属の細菌もいる。 

 Sulfolobus や Acidianus 属の古細菌が硫黄を酸化して生育できることは、鉄を酸

化する古細菌の項で述べた。その他に、Metallosphaera（M）属の古細菌は、元素

硫黄、硫化鉱石や水素を食べながら独立栄養的に、あるいは酵母エキスのような有機

基質を酸化して従属的に生育する。M. sedula は、80℃の好気的条件下で FeS2、

CuFeS2、ZnS などの硫化金属から金属を溶出させることができる。高温の酸性鉱山

廃水が生成される現場では、この古細菌が主役となりそうであるが、この古細菌の性

質はよくわかっていない。 
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Fig. 1-3. Phylogenetic relationship of acidophilic bacteria. 
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1.3. 酸性環境の微生物生態系の解析 

 

 環境中の微生物生態系を解析する手法として、培養による方法と DNA 等の解析に

よる方法とがある。しかし、環境中の微生物の大部分が培養困難であることが明らか

になってきているので、培養に基づく微生物生態系の解析には限界があることは明ら

かである。微生物に特異的なオリゴヌクレオチドを用いる in situ ハイブリダイゼー

ション法（FISH 法）や環境から抽出した DNA を用いて微生物生態系を解析する手

法は、その限界を打ち破るものである。多くの微生物種が酸性環境下で生息している

が、その種類はほかの環境に比べて少ないほうである。酸性鉱山廃水中の微生物生態

系が DNA 主に 16S rDNA で解析された結果、これまで中心的な役割を演じていると

考えられていた At. ferrooxidans が、鉱石から Fe2+の溶出や硫酸生成が起こってい

る環境であるにもかかわらず、場合によってはほとんど検出されず、L. ferrooxidans

が優勢である環境が多く存在することが報告された[13, 14, 15, 16, 17]。さらに、Fe2+

が酸化されている（鉄酸化細菌が存在すると考えられる）強酸性環境下（pH 1.3 以

下）で、それまでに鉄酸化細菌として知られていた At. ferrooxidans や L. 

ferrooxidans がほとんど検出されず、古細菌特有のプローブによって検出される微生

物が高い濃度で存在することも明らかとなった[13]。好酸性で鉄酸化能を持つ古細菌

として、それまでは Acidianus 属や Sulfolobus 属の古細菌が知られているのみであ

ったが、細胞壁を持たない Thermoplasma 科に属する古細菌が新たに発見された 

[14]。Ferroplasma と命名されたこの細菌は、高濃度の Fe2+や重金属に耐性を持って

いた。鉄酸化細菌や硫黄酸化細菌の研究は、50 年以上の古い歴史を持っているが、

Ferroplasma の発見は、硫化鉱石を食べながら酸性環境を作り出す微生物に関する

これまでの固定概念を大きく変えるものであった。分離には従来の方法に少し工夫を

凝らした方法が用いられたが、この細菌の発見は、FISH 法や 16S rDNA の解析とい

った分子生物学な手法を導入することによって初めて成し遂げられたものである。古

典的な培養手法だけではこの古細菌は決して分離されなかったかもしれない。このよ

うに、16S rDNA を用いた微生物生態系の解析は、そのデータがきわめて豊富なこと

から、主要な解析手法となっている。 

 

1.4. 中等度酸性環境の微生物の解析の意義 

 

 バクテリアリーチングは、鉱石から有用金属を回収する技術として古くから使用さ

れている。そのため、リーチング環境の微生物生態系の解析に関する報告は極めて多

い。また、さらに強酸性の環境中の微生物についても、新たに Ferroplasma が発見

されたように、特殊環境下の微生物機能の利用の観点から、精力的に研究がされてい

る。しかし、中等度酸性環境（pH 3～5）の微生物生態系の解析は極めて少ない。こ

れは，リーチング環境の pH が一般に 1.5～2.5 であることに起因し、リーチング効

率の改善のために，その環境の生態系の解析に重点が置かれたことによるのかもしれ
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ない。しかし、自然環境中には，中等度酸性環境は普遍的に存在し，特殊な微生物が

その環境に適応して生息しているものと考えられる。そこで、本研究では、岡山県柵

原鉱山近辺の中等度酸性の鉱山廃水中の微生物生態系を 16S rDNA によって解析す

ることとした。 
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第 2 章 酸性鉱山廃水微生物叢の解析 

 

2.1. 緒言 

 鉄や硫黄は、黄鉄鉱（FeS2）、黄銅鉱（CuFeS2）、輝銅鉱（Cu2S）、閃亜鉛鉱（ZnS）、

方鉛鉱（PbS）などの硫化鉱石として地殻に存在している。酸素と水が存在する酸化

的な環境中では、Fe3+によって触媒される化学的酸化反応によって、S0 や Fe2+がこ

れらの鉱石から溶出される。S0 や Fe2+は、化学合成独立栄養細菌である硫黄酸化細

菌（sulfur-oxidizing bacteria）や鉄酸化細菌（iron-oxidizing bacteria）によって酸

化され、Fe3+や硫酸を生じるため、pH 2～3 の酸性環境が形成される[2]。 

岡山県の北西部にある柵原鉱山は、かつて東洋一の黄鉄鉱の産出量を誇っていた鉱

山である。戦後は化学肥料（硫安）の原料として、高度成長期には化学工業に必要な

硫酸の原料として、鉱石が利用されていた。現在は廃鉱となっているが、地下の鉱床

には未だに黄鉄鉱が残存しており、地下水が滲み出すことによって、酸性鉱山廃水が

流出している。酸性鉱山廃水は、前述のように、鉄酸化細菌や硫黄酸化細菌の作用で

生成する。これまでは、Acidithiobacillus ferrooxidans、Leptospirillum ferrooxidans、

L.ferriphilum、Ferrimicrobium acidiphilum、Acidimicrobium ferrooxidans や

Ferroplasma acidiphiium などの鉄酸化細菌や Acidithiobacillus thiooxidans、

At.caldus 、 Hydrogenobacter acidophilus 、 Sulfobacillus disalfidooxidans 、

Sulfolobus hakonensis などの硫黄酸化細菌が、酸性鉱山水の形成に関与しているこ

とが報告されている[18]。我々は、柵原鉱山の酸性鉱山廃水処理システム中の微生物

相の解析を行ってきた。処理システムからは鉄酸化細菌 A.ferrooxidans や A. 

thiooxidans が検出されたが、鉱山廃水からは、鉄酸化に関与する微生物は検出され

ず、酸性鉱山廃水の形成に関与する微生物を特定することはできなかった[19, 20]。

柵原鉱山の酸性廃水の pH は 4 付近であり、これまでに報告されている酸性鉱山廃水

と比較して、酸性度は高くない。従って、柵原鉱山の酸性排水がどのような機構で形

成されるかを明らかにすることは、酸性水の生成の防止方法の開発や、処理システム

の維持・管理方法の検討にとって重要である。また、鉱山廃水の生成に関与する新た

な鉄酸化細菌の分離は、新たな鉄酸化物の材料の開発にもつながると考えられる。そ

こで本研究では、柵原鉱山の酸性鉱山廃水の微生物群集を 16S rDNA を用いて解析

し、酸性水の形成に関与する微生物を明らかにすることをした。 

 

2.2. 実験材料と方法 

2.2.1. 試料 

 

黄鉄鉱(FeS2)を産出していた岡山県久米郡美咲町柵原鉱山の坑道から流れる酸性

鉱山水を試料とした。休石坑道は、Fig. 2-1 および Fig. 2-2 に示すように、柵原鉱山
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の主坑道に近くにあり、吉井川からの河川水の混入が無い場所である。酸性の鉱山廃

水は Fig. 2-3 に示したように洞窟の岩の隙間から流れ出ており、坑道口入口に溜まっ

ている。Fig. 2-3B に示した場所から、赤色の沈殿物を含んだ廃水を採取して、分析

試料とした。試料の採取時期は、2009 年 7 月 (夏 DNA)であり、pH は 4.7 で、水温

は 23℃であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1.  Location of sampling site of acid mine drainage. 

 

Japan

Okayama prefecture

Okayama city

Yanahara mine

 

Fig. 2-2. Location of Yasumi-ishi tunnel in Yanahara mine. 

ARD treatment system

Yoshii river
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2.2.2. 酸性鉱山水からの細菌の調製（その 1） 

 

酸性鉱山水は、静置すると鉄の沈殿を生じる。この沈殿を一度再懸濁し、再び静置

することによって鉄を沈殿させてから、その上清およそ 4 L を、1,000 rpm で 2 分間

遠心分離して、処理水に含まれる鉄を沈殿させた。上清を回収し、7,000 rpm で 10

分間遠心した。沈殿物を DW に懸濁し、10,000 rpm で 10 分間遠心分離して、上清

を取り除いた。沈殿物を DW に再懸濁し、10,000 rpm で 10 分間遠心分離して、上

清を取り除き、沈殿を洗浄菌体とした。調製方法の概略を Fig. 2-4 に示した。 

 

2.2.3. シュウ酸アンモニウム処理した試料からの菌体の調製（その 2） 

 

 酸性鉱山水の沈殿は一度再懸濁し、再び静置することによって鉄を沈殿させてから、

その沈殿およそ 5 ml に 5 ml の 0.3 M シュウ酸アンモニウムを加え、10,000 rpm で

10 分間遠心分離して、上清を取り除いた。沈殿物を再びシュウ酸アンモニウムに懸

濁し、氷上に 20 分間静置したのち、10,000 rpm で 10 分間遠心分離して、上清を取

り除いた。上述の手順は 4 回繰り返したのち、沈殿物を DW に懸濁し、氷上に 20 分 

 

Fig. 2-3. Photographs of a sampling site (Yasumi-ishi tunnel). A, 

Yasumi-ishi tunnel; B, ARD seeps through the hole of tunnel. 

Precipitates of iron hydroxides are formed in the pond.; C, arrows 

indicate the hole from which ARD sample for an analysis of 

physicochemical properties was collected; D, RAD-containing sediments 

were collected to analyze microbial community structure. 

A

B

C

D
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Fig. 2-4 Preparation of bacteria from acid mining water. 

 

間静置したのち、10,000 rpm で 10 分間遠心分離して、上清を取り除いた。上述の手

順は 3 回繰り返した。沈殿を洗浄菌体とした。 

 

2.2.4. DNA の抽出 

 

 回収した菌体からの DNA の抽出には UltraCleanTM Soil DNA Kit (TMO BIO)を

用いた。Bead Solution tube に酸性鉱山水の洗浄菌体を加え、Voltex でよく懸濁し

た。60 l の Solution S1 を加えて数回チューブを転倒混和し、200 l の Solution IRS

を加え、Voltex では最大スピードで 10 分間撹拌した。12,000 rpm で 30 秒間遠心分

離し上清を新しい遠心チューブに移した。250 l の Solution S2 を加え、Voltex で 5

秒間攪拌し、4℃で 5 分間静置したのち、12,000 rpm で 1 分間遠心分離した。沈殿

を取らないようにし、上清を新しい遠心チューブに移し、1.3 ml の Solution S3 を加

えて Voltex で 5 秒間攪拌し、約 700 l をスピンフィルターに乗せて 12,000 rpm で

1 分間遠心を行った。ろ液を捨てて、スピンフィルターに 300 l の Solution S4 を加

え、12,000 rpm で 30 秒間遠心を行った。ろ液を捨て、さらに 12,000 rpm で 1 分間

遠心を行った後、スピンフィルターを新しいチューブに取り付け、50 l の Solution 

S5 をフィルター膜の中央に加えた。12,000 rpm で 30 秒間遠心を行い、スピンフィ

ルターを除去し、ろ液中に含まれる DNA を‐20℃で保存した。 

 

 

 

10,000rpm  2min

上清沈殿

上清 沈殿

沈殿

洗浄菌体

7,000rpm  10min

10,000rpm  10min
滅菌蒸留水

酸性鉱山水のDNA精製　方法1（UltraClean Soil DNA Kit 抽出）

広範囲な細菌のDNA

上清

上清

精製
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2.2.5. PCR 法による 16S rDNA の増幅 

 

酸性鉱山水から抽出、精製した DNA を鋳型に用いて、16S rDNA を PCR によっ

て増幅させた。PCR に用いたプライマーは、全細菌を対象とする 16S rDNA 全長

27F-1492R プライマーセット及び塩基配列が決定されている大腸菌(Escherichia 

coli)の 16S rDNA において保存性の高い領域を選択して合成した Forward primer 

341F-GC (E. coli のヌクレオチド番号：341)、と Reverse primer 518R-DGGE (518)

を用いた。まず、Forward primer 27F と Reverse primer 1492R を用いて、Touch 

Down 法によって長さ約 1465bp の断片を増幅し（1 段階目）、この PCR 産物を鋳型

にして Forward primer 341F-GC と Reverse primer 518R-DGGE を用いて長さ約

217bp の断片を増幅した（2 段階目）。 

 増幅した PCR 産物は 3%アガロースゲル上で電気泳動により確認した。泳動バッ

ファーは、Tris-acetate EDTA (TAE) バッファー[40 mM Tris, 40 mM acetate, 1 mM 

EDTA (pH 8.0)]を用いた。分子量マーカーとして、100bp DNA ladder marker(Bio 

Labs)を用いた。 

 それぞれの PCR の反応溶液組成、反応条件および使用したプライマーの塩基配列

組成は、下記に示したとおりである。 

 

 

＜1 段階目の PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 µl 

10 mM Forward primer 27F 0.5 µl 

10 mM Reverse primer 1492R 0.5 µl 

Template DNA 1.0 µl 

滅菌蒸留水 3.0 µl 

Total Volume 10.0 µl 

 

 

＜1 段階目の PCR 反応条件＞ 

95℃ 10 min 1 cycle 

95℃ 15 sec   

55℃ 15 sec 30 cycles 

72℃ 1 min   

72℃ 7 min 1 cycle 
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＜2 段階目の PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 µl 

10 mM Forward primer 341F-GC 0.5 µl 

10 mM Reverse primer 518R-DGGE 0.5 µl 

Template DNA 1.0 µl 

滅菌蒸留水 3.0 µl 

Total Volume 10.0 µl 

 

＜2 段階目の PCR 反応条件＞ 

95℃ 10 min 1 cycle 

95℃ 15 sec   

55℃ 15 sec 30 cycles 

72℃ 30 sec   

72℃ 7 min 1 cycle 

 

＜16S rDNA の増幅に用いたプライマー＞ 

Primer Sequence (5’-3’) Tm(℃) 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 59 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 48 

341F-GC GC clump*CCTACGGGAGGCAGCAG 103 

518R-DGGE ATTACCGCGGCTGCTGG 67 

*GCclump:CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 

 

2.2.6. PCR 産物のエタノール沈殿 

 

PCR 産物を DGGE に供試するため、PCR 産物の 1/10 量の 3 M 酢酸ナトリウム溶

液及び 2 倍量の 100％冷エタノールを加え、均一になるまでよく混ぜて、氷上で 2～

10 分間静置したのち、12,000 rpm、10 分間の遠心分離を行った。核酸の沈殿を確認

したのち、上清を捨て、沈殿に70％冷エタノールを500 l加え軽く振り、12,000 rpm、

5 分間の遠心分離によって得た沈殿を乾燥させて滅菌水 10 l に懸濁し、DGGE に供

試した。濃縮産物のうち 0.5 l をとり、滅菌水で 20 倍に希釈して、3%アガロースゲ

ルでの電気泳動により濃度を確認した。泳動バッファーは、TAE バッファーを用い、
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分子量マーカーとして、100bp DNA ラダーマーカー(Bio Labs)を用いた。 

 

2.2.7. DGGE 解析 

 

DGGE に用いる 10％アクリルアミドゲルを作成した。その組成は、下記に示した

通りである。変性剤(Urea と Formamide)の濃度勾配は経験的に決定し、16S rDNA

では 30-60％が最適であった。DGGE は D-Code System (Bio-Rad)を用いて行なった。

サンプルは 10.0l の PCR で増幅させた DNA を用いて、等量の 2×loading バッフ

ァーにより loading した。7 L の 0.5×TAE バッファー [20 mM Tris, 10 mM Acetic 

acid, 0.5 mM  EDTA(pH 8.0)]中で温度を 60℃に設定し、定電圧 130 V で 12 時間泳

動した。その後、ゲルを取り出し 10 ml の滅菌蒸留水に SYBR Green Ⅰ (Cambrex 

Bio Science Rockland, Inc.USA)を 10 l 加えたもので 10 分間染色し、トランスイル

ミネータで発光させ、写真撮影を行なった。 

 

＜10%アクリルアミド変性剤濃度勾配ゲル組成＞ 

変性剤濃度 30% 60% 

40% Acrylamide/ Bis (37.5:1) 5.0 ml 5.0 ml 

50×TAE buffer 400 l 400 l 

Formamide 2.4 ml 4.8 ml 

Urea 2.52 g 5.04 g 

TEMED  18 l  18 l 

Dye Solution* － 400 l 

滅菌蒸留水 to 20 ml to 20 ml 

ゲル作成直前に 10% 過硫酸アンモニウム 50 l を加える。 

*0.5% Bromophenol blue, 0.5% Xylene cyanol, 1×TAE バッファー 

 

2.2.8. PCR による DGGE ゲルに得た DNA の増幅  

 

DGGE ゲル上の主要な DNA バンド計 12 本を切り出し、25 l の滅菌水で抽出し

た DNA 断片を鋳型に用いて 16S rDNA を PCR によって増幅させた。PCR に用いた

プライマーは塩基配列が決定されている E. coli の 16S rDNA において保存性の高い

領域を選択して合成した Forward primer 341F-GC(E. coli のヌクレオチド番号：

341)と Reverse primer 518R (518)を用いた。反応溶液組成、反応条件および使用し

たプライマーの塩基配列は下記に示した通りである。 
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＜PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 l 

10 mM Forward primer 27F 0.5 l 

10 mM Reverse primer 1492R 0.5 l 

Template DNA 1.0 l 

滅菌蒸留水 3.0 l 

Total Volume 10.0 l 

 

＜PCR 反応条件＞ 

95℃ 10 min 1 cycle 

95℃ 15 sec   

55℃ 15 sec 30 cycles 

72℃ 30 sec   

72℃ 7 min 1 cycle 

 

＜16S rDNA の増幅に用いたプライマー＞ 

Primer Sequence (5’-3’) Tm(℃) 

341F-GC GC clump*CCTACGGGAGGCAGCAG 103 

518R-DGGE ATTACCGCGGCTGCTGG 67 

*GCclump:CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 

 

2.2.9. シークエンス解析 

 

PCRによって増幅したDNAの濃度検定には3％アガロースゲル電気泳動法を用い

た。泳動バッファーは、1×TAE バッファーを用い、分子量マーカーとして、100bp 

DNA ラダーマーカー(Bio Labs)を用いた。マーカーの濃度は 4.5 ng/l で、電気泳動

後、UV 照射時におけるマーカーのバンドの蛍光度とサンプルの蛍光度とを視覚で比

較し、サンプルの DNA の濃度を決定した。 

 PCR 産物からプライマーやその他の余分な成分を取り除くために、illustraTM 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)を用いて抽出・

精製した。PCR 産物に 1/5 量の 6×試料用バッファーを加え、3％アガロースゲル上

で電気泳動をし、目的のバンドをゲルから切り出した。切り出したゲルは 1.5 ml チ

ューブに入れ、ゲルの重さを測定した後、ゲル 10 µg あたり 10 l の Capture buffer 
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type2 を加えた。60℃のウォーターバス中で時々撹拌し、ゲルを完全に溶解させた。

GFX MicroSpinTM column と Collection tube を組み立て、溶液 600 l を

MicroSpinTM column に乗せて 60 秒間室温放置したのち、13,200 rpm で 30 秒間遠

心を行った。ろ液を捨て、500 l の Wash buffer type1 を加え、13,200 rpm で 1 分

間遠心を行った。ろ液を捨て、さらに 13,200rpm で 1 分間遠心を行い、カラム内に

残留するエタノールを除去した。MicroSpinTM column を DNase-free の 1.5 ml チュ

ーブに移し、10 l の Elution buffer type6 を加え、60 秒間室温で放置した後、13,200 

rpm で 1 分間遠心を行い、ろ液を精製 DNA とした。その後、回収した DNA の濃度

検定を 3％アガロースゲル電気泳動により行なった。 

回収した DNA の塩基配列を決定するために、ABI PRISM® Big Dye® Terminater 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Pty Ltd.)および 341F primer を用

いた。反応産物 10 l につき、125 mM EDTA を 2.5 l 加え混合し、100% 冷エタノ

ールを 30 µl 添加した。よく混合し、15 分間室温放置した後、13,200 rpm,15 分間の

遠心を行った。上清を捨て、沈殿に 70%冷エタノールを 60 l 添加し、13,200 rpm,15

分間の遠心を行った。上清を捨て、アスピレーターで減圧乾燥し、ホルムアミド HiDi 

15 l に溶解させ、遮光し 4℃で保存した。シークエンスの直前に 98℃で 5 分間イン

キュベート後、急冷し、供試した。シークエンサーは、ABI PRISM™ 3130NT Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems Co.,Ltd.)を用いた。 

 シークエンスに用いた反応溶液組成、反応条件および使用したプライマーの塩基配

列は下記に示したとおりである。 

 

＜シークエンス反応の反応液組成＞ 

5×Sequencing Buffer 0.5 µl 

Cycle Sequencing Mix 1.75 µl 

3.2 pmol Forward primer 341F 1.0 µl 

Template DNA 5.0 µl 

滅菌蒸留水 1.75 µl 

Total volume 10.0 µl 

 

＜シークエンス反応の反応条件＞ 

96℃ 1 min  1 cycle 

96℃ 10 sec   

50℃ 5 sec  30 cycles 

60℃ 4 min    
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＜シークエンス反応に用いたプライマー＞ 

Primer Sequence (5’-3’) Tm(℃) 

341F CCTACGGGAGGCAGCAG 103 

 

2.2.10. 16S rDNA 塩基配列に基づく微生物の同定 

 

シークエンスによって決定された 16S rDNA の塩基配列を用いて、Blast 解析

（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を行い、微生物を同定した。 

 

2.2.11. 特異的なプライマーによる 16S rDNA の増幅 

 

 酸性鉱山水の中の特定の微生物を検出するために、 Acidithiobacillus 

ferrooxidans 、 Acidiphilium 、 Archaea 、 Acidithiobacillus caldus 、

Leptospirillum 、Sulfobacillus 、Acidithiobacillus thiooxidans に特徴的な 16S 

rDNA 部位を用いて 7 対プライマーを設計した。夏に採取した試料から調製した

DNA および、その DNA を使って 27F-1492R のプライマーを用いて増幅した 16S 

rDNAを鋳型に用いて、それぞれのプライマーを用いて特定な16S rDNA領域をPCR

増幅した。PCR の反応溶液組成、反応条件および使用したプライマーの塩基配列は

下記のとおりである。 

＜PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 µl 

10 mM Forward primer 0.5 µl 

10 mM Reverse primer 0.5 µl 

Template DNA 1.0 µl 

滅菌蒸留水 3.0 µl 

Total Volume 10.0 µl 
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  ＜主要な細菌の確定ために 7 対 Primer＞ 

Group specificity Primer Nucleotide sequence (5’-3’) 

At.ferrooxidans FERR1473R TACCGTGGTAACCGCCCT 

At.ferrooxidans FERR458F-GC GGGTTCTAATACAATCTGCT 

Acidiphilium ACIDO1150R AGAGTGCCCACCCAAACAT 

Acidiphilium ACIDO594F-GC ACAGTCAGGCGTGAAATTCCTG 

Archaea ARC519R TTACCGCGGCKGCTG 

Archaea ARC344F-GC ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA 

At. caldus CALD1475R TATACCGTGGTCGTCGCC 

At. caldus CALD460F-GC ATTACGGTCTGCTACCGAA 

Leptospirillum LEPTO679R AAATTCCGCTTCCCTCTCC 

Leptospirillum LEPTO176F-GC CGAATAGTATCCGGTTCCG 

Sulfobacillus SULFO606R AAACCGCTACGTATCGCAC 

Sulfobacillus SULFO170F-GC CAATCCCGCATACGTTCC 

At.thiooxidans THIO1473R TACCGTGGTCATCGCCCT 

At.thiooxidans THIO458F-GC GGGTGCTAATAWCGCCTGCTG 

*GC clump: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 
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2.3. 結果 

2.3.1 鉱山廃水の物理・化学的性質 

 

 柵原の鉱山廃水の生成に関与している微生物を明らかにするため、柵原鉱山の主坑

道から鉱山廃水を採取して，その微生物叢を解析した結果、鉱山廃水には吉井川の河

川水の混入が推測され，酸性環境での生息が報告されていない微生物が主要な微生物

として検出された。従って、本研究では吉井川の河川水の影響がないと考えられる石

水坑道からの試料を分析に用いた。物理化学的性質を Table 2-1 に示した。pH は柵

原鉱山の主坑道の排水と同様に中程度の酸性であった。主坑道の排水中の鉄含量が

1200 mg/ml であったのに対して休石坑道の排水の鉄含量は非常に低かった。 

 

Table 2-1. The composition of the ARD sample of Yasumi-ishi tunnel. 

pH Total Fe Total N Cu Zn Ca Mn Cd Pb As Se 

4.2 51 0.45 0.16 0.38 55 0.99 ND ND ND ND 

All concentrations are in mg/L.  

ND, not detected. 

 

2.3.2. 酸性鉱山廃水からの DNA の抽出 

 

酸性鉱山水中の微生物の多様性を解析するためにDNAを前で述べた方法により回

収し、抽出した DNA を 3%アガロースゲル電気泳動で確認した。その結果を Fig. 2-5

に示した。 

 シュウ酸アンモニウム処理によって、鉄の沈殿物に吸着している細菌が回収できる

との報告があるが、回収されたDNAは、無処理のものより量的に少なかった（Fig. 2-5, 

レーン 2）。 

         M     1     2 

        (bp) 

 

 

 

     23,130 

 

       9,416 

 

 

 

 

Fig. 2-5. Agarose gel electrophoresis of 

DNA extracted from acid mine water of 

Yasumi-ishi tunnel. 

Lane M; λ-HindIII digest, Lane 1; DNA 

extracted UltraClean Soil DNA Kit, 

Lane 2; DNA extracted from samples 

treated with ammonium oxalate. 
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2.3.3. 鉱山廃水からの 16S rDNA の増幅 

 

プライマー 341F-GC と 518R-DGGE を用いて、PCR を行った。最終的に長さ約

200bp の断片を増幅し、エタノール沈殿法により濃縮した。3％アガロースゲル電気

泳動により PCR 産物の増幅を確認した。 

 図 3-2 に示したように、通常の方法で抽出した DNA、シュウ酸アンモニウム処理

した試料から抽出した DNA を鋳型にした場合 2 本のバンドが増幅された。 

 

              M  1  2 

                (bp)      

          

 

                500 

                  300 

                  200 

         100 

 

 

 

 

 

Fig. 2-6. 16S rDNA fragments amplified from DNA of acid mining water  

Lane M; 100 bp DNA ladder marker, Lane 1; DNA extracted UltraClean Soil DNA 

Kit, Lane 2; DNA extracted from samples treated with ammonium oxalate. 

 

2.3.4. DGGE 解析 

 

夏の酸性鉱山水から抽出した DNA から PCR により 16S rDNA を増幅させ、DGGE

に供試した。Fig. 2-7 には夏に採集した酸性鉱山水由来の 16S rDNA の DGGE 写真

を示した。通常のシュウ酸アンモニウム処理をしていない試料のもの（Fig. 2-7、レ

ーン 2）と比較して、シュウ酸アンモニウム処理したもの（Fig. 2-7、レーン 1）で

はバンドの数が非常に少なかった。このことは、シュウ酸アンモニウム処理によって、

細菌の溶菌等が生じている可能性が示唆された。しかし、通常の処理では観察されな

いバンドが検出されたことから、両方法を用いて調製した DNA を共に解析に用いた

方が、微生物群集の解析に有効であると考えられた。図中の Yasu1～Yasu8 の番号を

振った主要な DNA バンドを DGGE ゲルから切り取り、次のシークエンス分析に供

試した。 
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              1     2 

 

Fig. 2-7. DGGE analysis of 16S rDNA amplified from DNA of acid mining water 

obtained from Yasumiishi tunnel in summer. 

Lane 1; DNA extracted from samples treated with ammonium oxalate, Lane 2; 

DNA extracted UltraClean Soil DNA Kit. 

 

2.3.5 シークエンス解析 

  

 Fig. 2-7 の DDGE によって検出されるすべての 16S rDNA バンドの塩基配列の決

定を試みたが，非常に薄いバンドや十分に分離していないバンドの塩基配列は決定す

ることが出来なかった。塩基配列が決定された８つのバンドについて、BLAST 解析

によって微生物を同定した。それぞれのクローンと最も近縁なものを Table 3-2 にま

とめて示した。また、相同性の高いクローンとの系統的解析結果を Fig. 2-8 に示した。 

 DGGE 分析の結果、鉱山廃水中で最も主要な微生物と考えられる Yasu-4 は、 

アメリカのカリフォルニア海岸の酸性鉱山排水中に検出された

BioPlates2-D01(HE587166; 99%)、鉱山排水からヒ素を取り除く実験室反応装置中から
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検出された LOP-83(DQ241393; 99%)[21]、およびアメリカのイリノイ州、カーボンデ

ールの近くに位置する Tab-Simco 炭鉱（pH 3.09）の酸性鉱山廃水中に検出された

AMD-B1-20B（JN127457; 99%）[22]などの難培養性細菌のクローンと高い相同性を示

した。また、Yasu-4 は、フランスの山地本部地域のペービン湖（低硫酸塩を含む湖）

から検出された Gallionella sp. clone eub62A12（GQ390167; 98%）[23]と比較的高い相

同性を示すことから、Gallionella に近縁の細菌であると考えられた。 

Yasu-3 は細菌コミュニティの中で 2 番目に支配的なクローンであった。このクロー

ンは、日本三宅島の火山性堆積物 (pH 3.0～3.6) における細菌群集に検出された難培

養性細菌のクローン OY07 C183 (AB552454; 100%)[24]と同一の塩基配列を示した。ま

た， Ferrovum myxofaciens EHS8 (KC155322、96%)とも低いながら相同性を示した。 

Yasu-2 は Yasu-3 と 96%の同一性を示し、Fig. 3-4 に示したように同一のクラスター

に属した。Yasu-2 はアメリカのイリノイ州、カーボンデールの近くにある Tab-Simco

石炭鉱の鉱山廃水中 (pH 3.12, Fe 33.5 mg/L)から検出されたクローン(JN127416、99%)

と高い相同性を示した[22]。また，イギリスの北ウエールズの酸性で金属を多く含む

水から検出された F. myxofaciens PSTR (EF133508; 95%)や F. myxofaciens EHS8 

(KC155322, 95%)と低いながら相同性を示した [25]。 

Yasu-1 はドイツの中東部の Lusatian 鉱区の酸性湖(pH 3.3~4.0)の iron snow に検出さ

れた Geobacter sp. clone (HE604057) 、採炭にによって形成された湖の弱酸性沈殿物

(pH 5)に検出された Geobacter sp. clone (AM712149; 99%) [26]と高い相同性を示した。

Geobacter 属の細菌は、広い pH 領域（pH 5.5～8.1）で、三価鉄イオンを還元すること

が知られている[27]。 

Yasu-5 は、フランス南部の Carnoulès Pb-Zn 鉱山の酸性鉱山廃水(pH 2.39-5.5, Fe 

12-25 mM)中に検出された Acidocella sp. D7 (HF568984; 100%) [28]、フィンランドのオ

ストロボタニアの Risöfladan 実験場から採取された酸性硫酸土（pH 3.7~4.2）から検

出された B10H8 (JX869438, 100%)[29]と同一の塩基配列を示した。 

Yasu-6 は、微生物燃料電池陽極の濃縮微生物集団中に検出された Magnetospirillum 

sp. clone MFC63G03 (FJ823930, 98%)と高い相同性を示した [30]。また、同じく微生物

燃料電池の微生物相中に検出された可培養 bacterium clone (KC481497, 98%)、鉄還元

微生物の集積培養液に検出された Rhodospirillales bacterium MFC-1-L1 (JX944514, 

98%)、などと密接な関連性を示した。 

 Yasu-7 は、小麦わらとミミズの存在下で 16 日実験的にインキュベーションした土

壌サンプルに検出された clone (FQ788966; 99%)に関連があった。Fig. 3-4 に示したよ

うに Fermicutes bacterium clone (FJ475352; 99%)がこのクラスターに関連図を蹴られて

いるが、Yasu-7 に高い塩基配列の相同性を示すほぼすべてのクローンが Fermicutes

と関連付けされていないので、Fermicutes との関連付けは疑わしい。 

Yasu-8 は、中性環境に存在する従属栄養細菌である Staphylococcus hominis strain 

88BP (KC865282; 100%)と密接に関係がありました。 
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Table 2-2 BLAST results of the bacterial 16S rRNA gene sequences from the acid 

mine drainage of Yasumi-ishi tunnel.  

Group DDBJ 

accession no. 

Physiological class Closest cultivated 

relative (NCBI 

accession no.) 

Identity(%) 

Yasu-1 AB858435 Fe(III)-reducing 

heterotroph 

Geobacter 

sp.(AM712149) 

99 

Yasu-2 AB858436 Iron-oxidizing 

autotroph 

Ferrovum myxofaciens 

strain EHS8(KC155322) 

95 

Yasu-3 AB858437 Iron-oxidizing 

autotroph 

Ferrovum myxofaciens 

strain P3G(HM044161 ) 

96 

Yasu-4 AB858438 Iron-oxidizing 

autotroph 

Gallionella sp. 

(GQ390167) 

98 

Yasu-5 AB858439 Acidophilic Acidocella facilis 

strain(KC924945) 

100 

Yasu-6 AB858440 Microaerophilic Magnetospirillum 

sp.(FJ823930) 

98 

Yasu-7 AB858441 Obligate anaerobe Firmicutes 

bacterium(FJ475352) 

99 

Yasu-8 AB858442 Facultative 

anaerobic 

Staphylococcus sp.

（JX104071） 

100 
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Fig. 2-8.  Phylogenetic relationships of bacterial 16S rRNA gene sequences from 

the Acid mine drainage of the Yasumi-ishi tunnel to closely related sequences 

from GenBank. 

 

2.3.6. 特異的なプライマーによる解析 

 

 採取した試料から抽出した DNA を鋳型に用いて解析した結果、これまでに酸性鉱

山廃水中に存在することが報告されている。鉄酸化細菌である At. ferrooxidans、

Leptospirillus sp、硫黄酸化細菌である At. thiooxidans、At. caldus は検出されなか

った。そこで、これらの細菌が本当に存在しないのかどうかを明らかにするために、

これらの細菌を特異的に増幅できるプライマーを用いて解析を行った。 

Acidithiobacillus thiooxidans ATCC 19377 [AF512812]

Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 [AF512808]

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 [FM177944]

Leptospirillum ferrooxidans ATCC 29047 [AH001683]

Staphylococcus hominis strain 88BP [KC865282]

Staphylococcus hominis F74 [HF985351]

Staphylococcus sp. CS9 [KC492525]

Staphylococcus sp. 16S-84 [JX103469]

Yasu-8 [AB858442]

Staphylococcus sp. clone 25f05 [JX104071]

Uncultured bacterium clone OGT-B2-13[AB583333]

Uncultured bacterium clone186 [HE604067]

Uncultured soil bacterium clone 341F-907R-1[EU703543]

Geobacter sp. clone Geo4-Geo825R [AM712149]

Yasu-1 [AB858435]

Uncultured bacterium clone163 [HE604057]

Uncultured bacterium from a soil sample [FQ788966]

Firmicutes bacterium clone AhedenS3 [FJ475352]

Uncultured bacterium clone S1-C05-2[FJ888948]

Uncultured bacterium clone ss5G10 [HM563464]

Uncultured bacterium clone bar-b76 [JN024079]

Yasu-7 [AB858441]

Uncultured bacterium clone N1-96[JF301125]

Yasu-2 [AB858436]

Uncultured bacterium clone WB1-Plate4-B03 [JN127416]

Uncultured bacterium clone F54 [KC683343]

Yasu-3 [AB858437]

Uncultured bacterium clone OY07-C183 [AB552454]

Ferrovum myxofaciens strain PSTR [EF133508]

Ferrovum myxofaciens strain EHS8 [KC155322]

Ferrovum myxofaciens strain P3G [HM044161]

Uncultured bacterium clone AMD-B1-69B [JN127486]

Yasu-4 [AB858438]

Gallionella sp. clone eub62A12 [GQ390167]

Uncultured bacterium clone 081202-OL-PP69 [FJ823160]

Uncultured bacterium clone BioPlate2-D01 [HE587166]

Uncultured bacterium clone AMD-B1-20B [JN127457]

Uncultured bacterium clone LOP-83 [DQ241393]

Uncultured bacterium clone FL10h1 [JQ386847]

Bacterium B10H8 [JX869438]

Acidocella sp. D7 [HF568984]

Acidocella sp. PFBC [KC590088]

Yasu-5 [AB858439]

Acidocella sp. CFR23 [KC662252]

Yasu-6 [AB858440]

Magnetospirillum sp. clone MFC63G03 [FJ823930]

Uncultured bacterium clone D155 [JX271926]

Rhodospirillales bacterium clone MFC-1-L1 [JX944514]

Uncultured bacterium clone M-86[KC481497]

Uncultured bacterium clone NBBSP0409-71[JQ072834]
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2.3.6.1. At. ferrooxidans に特異的なプライマーによる解析 

 

夏サンプルを鋳型 DNA に使って、異なる PCR 伸長温度で PCR を行った。増幅し

た反応液は 3%アガロースゲル電気泳動で確認した。その結果を Fig. 2-9 に示した。

その結果、抽出した DNA を直接鋳型に用いた時には、バンドが検出されなかった（レ

ーン 1～5）。そこで、抽出した DNA を鋳型にして増幅した 27F-1492R の 16S rDNA

を鋳型に用いて、増幅を試みたが、増幅バンドは検出できなかった（レーン 7）。At. 

ferrooxidans の DNA を鋳型に用いた時には期待された長さ（約 1060 bp）が増幅さ

れた（レーン 6）ので、夏サンプル DNA の試料中には At. ferrooxidans は存在しな

いものと考えられた。 

 

         M  1  2  3   4   5   M   6      7 

 

Fig. 2-9. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using 

A.ferrooxidans primers (FERRO1473R and FERRO458F-GC). 

Lane M, 1000 bp DNA ladder marker; Prodocts amplified by PCR with extension 

temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C; Lane 6, Product amprified from 

A. ferrooxidans DNA; Lane 7, PCR product amplified from 16S rDNA amplified 

from extracted DNA (extension temperature of 55 ℃). 

 

2.3.6.2. Acidiphilium に特異的なプライマーによる解析 

 酸性環境の微生物生態系からは Acidiphilium や Acidocella などの従属栄養細菌が

検出される。抽出した DNA を直接用いた解析で Acidocella が検出された。

Acidiphilium がいるかどうかが特異的なプライマーを用いて解析した。 

 Fig. 2-10 に示したように、目的の長さのバンド（600bp）が増幅され、Acidiphilium

属の細菌が存在することが示唆された。 
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          M   1  2  3  4   5 

       

Fig. 2-10. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using 

Acidiphilium primers (ACIDO1150R and ACIDO594F-GC). 

Lane M, 100 bp DNA ladder marker; Lane 1~5: Prodocts amplified by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C. 

 

2.3.6.3. 古細菌に特異的なプライマーによる解析 

 

 古細菌の中にも、鉄や硫黄の酸化・還元をするものがいる。341F-518R のプライ

マーは古細菌の解析には、不適切であったため、古細菌特異的なプライマーを用いて

解析を行った。 

 Fig. 2-11 に示したように、抽出した DNA を鋳型に用いて、目的とする長さのバン

ド（200bp）が検出され、古細菌の存在が示唆された。 

 

            M  1   2  3  4  5 

          (bp) 

 

 

 

           200 

 

 

 

Fig. 2-11. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using 

archaea primers (ARC519R and ARC344F-GC). 

 Lane M, 100 bp DNA ladder marker; Lane 1~5, Prodocts amplified by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C. 

 

 

600 
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2.3.6.4. Acidithiobacillus caldus に特異的なプライマーによる解析 

 

 Table 2-2 に示したように、抽出した DNA を鋳型に 341F-518R のプライマーで解

析すると、酸性鉱山水中からは硫黄酸化細菌である At. caldus は検出されなかった。

そこで、特異的なプライマーを用いて解析した。その結果、Fig. 2-12 に示したよう

に、増幅バンドは検出されなかった。抽出した DNA を鋳型に用いて増幅した

27F-1492R の 16S rDNA を鋳型に用いても、レーン 7 に示したようにバンドは増幅

できなかった。したがって、試料中には At. caldus は存在しないものと考えられた。 

 

2.3.6.5. Leptospirillum に特異的なプライマーによる解析 

 

 Leptospirillum 属の細菌は鉄酸化細菌として知られている。Table 2-2 に示したよ

うに。抽出した DNA を用いて直接解析した時には、この細菌は検出されなかった。

そこで、Leptospirillum に特異的なプライマーを用いて解析した。その結果を Fig. 

2-12 に示した。本来なら約 550bp の断片が増幅されるはずであるが（レーン 6）、

700bp 付近に増幅されたバンドが検出された（レーン 7）。予想された長さと異なる

こともあり、Leptospirillum の新しい菌である可能性も考えられるので、今後検討す

る必要がある。 

 

      M  1  2  3  4  5  M   6  7 

 

Fig. 2-12. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using At. 

caldus primers (CALD1475R and CALD460F-GC). 

Lane M, 1000 bp DNA ladder marker; Lane 1~5, Prodocts amplified by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C; Lane 6, PCR product 

amplified from A. ferrooxidans DNA; Lane 7, PCR product amplified from 16S 

rDNA of 27F-1492R amplified from extracted DNA (extension temperature of 

55 °C). 
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          M   1   2   3   4   5 

        (bp) 

 

 

700 

       500 

 

 

 

Fig. 2-13. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using 

Leptospirillum primers (LEPTO679R and LEPTO176F-GC). 

 Lane M, 100 bp DNA ladder marker; Lane 1~5, Amplified DNA by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C. 

 

2.3.6.6. Sulfobacillus に特異的なプライマーによる解析 

 

 酸性環境で硫黄を酸化する細菌に Sulfobacillus などグラム陽性の細菌が存在する。

Table3-1 に示したように、抽出した DNA を鋳型に用いた時には、硫黄細菌は検出で

きなかった。そこで、硫黄細菌である Sulfobacillus 属の細菌を特異的なプライマー

で解析した。その結果、Fig. 2-14 に示したように、目的とする 480bp 付近にはバン

ドが検出されず、200bp 付近に増幅バンドが検出された。新しい Sulfobacillus であ

る可能性も考えられるが、このバンドの塩基配列はまだ解析していない。今後の検討

が必要である。 

               M   1   2   3   4   5 

          (bp) 

 

 

 

 

              200 

 

    

 

Fig. 2-14. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using 

Sulfobacilium primers (SULFO606R and SULFO170F-GC). 

 Lane M: 100 bp DNA ladder marker. Lane 1~5, Amplified DNA by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C. 
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2.3.6.7. At. thiooxidans に特異的なプライマーによる解析 

 

 酸性環境で硫黄を酸化する細菌に、At. thiooxidans などグラム陰性の細菌が存在

する。Table 2-2 に示したように、抽出した DNA を鋳型に用いた時には、硫黄細菌

は検出できなかった。そこで、硫黄細菌である At. thiooxidans を特異的なプライマ

ーで解析した。その結果、Fig. 2-15 に示したように、抽出した DNA を直接鋳型に

用いた場合（レーン 1～5）、抽出した DNA を鋳型にして増幅した 27F-1492R の 16S 

rDNA を鋳型に用いた場合（レーン 7）、両方とも増幅バンドは検出できなかった。

At. Thiooxidans の DNA を鋳型に用いると期待された長さの断片（約 1060bp）が増

幅できた。したがって、At. thiooxidans は試料中に存在しないものと考えられた。 

 

2.3.7 古細菌に特異的プライマーによる解析 

 

 PCR による DNA の増幅の結果からアーキアのプライマーだけ目的とする長さの

DNA が増幅された。A.ferrooxidans、A.caldus、Leptospirillum、Sulfobacilium、

A.thiooxidans のプライマーでは目的とする長さの DNA が増幅できなかった。アー

キアのプライマー（ARC344F-GCとARC519R）を使ってPCR増幅させた 16S rDNA

を DGGE に供試した結果を Fig. 2-16 に示した。4 本のバンドが検出され、アーキア

の種類は、非常に少ないことが明らかとなった。図中の番号を振った主要な DNA バ

ンドを DGGE ゲルから切り取り、次のシークエンス分析に供試した。 

 

M  1  2  3  4  5 M  6  7 

 

Fig. 2-15. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using At. 

thiooxidans primers (THIO1473R and THIO458F-GC). 

Lane M, 100 bp DNA ladder marker; Lane 1~5, Amplified DNA by PCR with 

extension temperature of 42 °C, 48 °C, 52 °C, 55 °C, or 58 °C; Lane 6, PCR product 

from A. ferrooxidans DNA; Lane 7, PCR product amplified from 16S rDNA of 

27F-1492R amplified from extracted DNA (extension temperature of 55 °C). 
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Fig. 2-16. DGGE analysis of 16S rDNA amplified by the Archaea specific primer 

pair.  

 

2.3.7.1 古細菌クローンのシークエンス解析 

 

Yarch1－4 塩基配列を決定し，BLAST 解析によって近縁なアーキアを同定した。

Table 3-3 にそれぞれのクローンともっとも近縁のアーキアをまとめて記載した。ま

た，類縁関係を Fig. 3-12 に示した。古細菌を  

 主要なアーキアのクローン Yarch 4 は、中国の安徽省銅陵黄鉄鉱鉱山の酸性鉱山

排水から検出された uncultured archaeon chone (KC537594; 100%)、廃棄された地

下銅山から流れ出す酸性金属汚染水に検出された clone DAAP3A2 (KC208501; 

100%) [31]、フランスの Carnoulès 鉱山のヒ素に富んだ小川の沈殿物で検出された

clone ArCoSdN9H67 (HE653795; 100%) [32]、と同一の塩基配列を示した。これら

のアーキアは，Thermoplasmatales に属すると同定されている。 

Yarch-2 は、二番目に優勢なアーキアであり，中国の安徽省銅陵黄鉄鉱鉱山の廃水

から検出された AMD-archF30 (KC537602; 98%)、フランスの Carnoulès 鉱山のヒ

素に富んだ小川の沈殿物で検出された ArCoSdN9H43 (HE653791; 98%) [32]、タイ

の廃棄された水田の酸性硫酸土(pH 3.5)から検出された SDW_G32622(AB427084; 

98%) [33]などのアーキアと高い相同性を示した。これらのクローンも Yarck-4 同様

に Thermoplasmatales と関連付けられている。 

Yarch-1 は、前述のフランスの Carnoulès 鉱山のヒ素に富んだ小川の沈殿物で検出

された clone ArCMSdJ9A29 (HE653803; 100%) [32]、中国中南部の強酸性の農地土
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壌(pH 4.20-4.47)に検出された clone HF13 (JF91255; 100%) [34]、コロンビアのア

ンデス山脈の酸性温泉から検出された GBX-ACOQ1-14 (JF280342; 100%) [35]と密

接に関連があった。これらのクローンはいずれも既知のアーキアとは関連付けられて

いない。 

 

 

Table 2-3.3.  BLAST results of the archaeal 16S rRNA gene sequences from the 

ARD of Yasumi-ishi tunnel. 

Group DDBJ 

accession 

no. 

Physiological 

class 

Closest cultivated 

relative (NCBI 

accession no.) 

Identity 

(%) 

Yarch-1 AB858447 Thermoacidophile Thermoprotei 

（HQ671250） 

100 

Yarch-2 AB858448 Thermoacidophile Thermoplasmatales

（JX989254） 

96 

Yarch-3 AB858449 Thermoacidophile Thermoplasmatales

（JN982116） 

100 

Yarch-4 AB858450 Thermoacidophile Thermoplasmatales

（FJ228398） 

100 
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Fig. 2-17. Phylogenetic relationships of archaeal 16S rRNA gene sequences from the ARD 

sample of the Yasumi-ishi tunnel to closely related sequences from GenBank.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Uncultured Thermoprotei archaeon clone ArcMA49 [HQ671250]

Uncultured archaeon clone ARC-3-3 [JF817249]

Uncultured archaeon clone HF 13 [JF917255]

Yarch-1 [AB858447]

Uncultured archaeon clone ArCMSdJ9A29 [HE653803]

Uncultured Thermoplasmatales archaeon clone arch f6 [JX989254]

Yarch-2 [AB858448]

Uncultured archaeon clone SDW-G32622 [AB427084]

Uncultured archaeon clone AMD-archF30 [KC537602]

Uncultured archaeon clone ArCoSdN9H43 [HE653791]

Yarch-4 [AB858450]

Uncultured archaeon clone AMD-archF22 [KC537594]

Uncultured archaeon clone S72-07-448bp [JX984817]

Uncultured archaeon clone ArCoSdN9H67 [HE653795]

Uncultured Thermoplasmatales archaeon clone AS3-arch-g11 [JN982116]

Yarch-3 [AB858449]

Uncultured archaeon clone DAAP3A2 [KC208501]

Picrophilus oshimae [X84901]

Ferroplasma thermophilum strain L1 [EF062309]

Ferroplasma acidarmanus fer1 [AF145441]

Ferroplasma acidiphilum strain DSM 12658[AJ224936]

Thermoplasmatales archaeon JCM 13583 [AB269873]

Uncultured Thermoplasmatales archaeon clone ORCL3.3 [EF396244]

Thermoplasma volcanium DSM 4299 [AF339746]

Thermoplasma acidophilum clone pTH2-2 [M20822]

Uncultured Thermoplasmatales archaeon clone ORCMO.26 [EF396247]

Uncultured Thermoplasmatales archaeon clone ORCMO.1 [EF396246]

Uncultured archaeon clone ARCP1-30 [AF523939]
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2.3.8  堆積物の顕微鏡観察 

 上述の石水坑道からの鉱山廃水中の微生物叢の解析によって、Gallionella 様の細

菌が主要な細菌として検出された。Gallionella は鉄酸化物で覆われたらせん状の鞘

を形成することが知られている [  ]。そこで、鉱山廃水が溜まっている箇所から，

堆積物を採取して顕微鏡観察した。その結果、非常に数は少ないものの、Fig. 2-18

に示したように，らせん状の構造物が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-18. Micrographs of sediment sample from the pond. Some twisted 

stark-like structures were observed. 

 

2.4. 考察 

 

柵原鉱山の酸性廃水の生成に関与する微生物を明らかにするため、これまでの解析

には廃坑になった柵原鉱山の主坑道中の廃水を用いてきた。16S rDNA を指標に解析

した結果、酸性環境に存在するという報告がない微生物が多く検出されたため、近く

を流れる吉井川の河川水の微生物相を反映している可能性が示唆された。そこで、河

川水の流入は起こらない場所から採取した鉱山廃水を解析に用いた。石水坑道は、柵

原鉱山の一部で、山肌から染み出た地下水を坑口付近に一時貯留している。貯留池に

は赤色の鉄化合物が沈殿しており、採取した試料の pH は 4.2、水温は 23℃であっ

た。鉄の沈殿を含む採取試料から Soil DNA 抽出キットを用いて DNA を抽出し、特

異的なプライマーを用いて増幅した 16S rDNA を変性剤濃度勾配ゲル電気泳動

（DGGE）法で解析した。すべての微生物の 16S rDNA が増幅できるプライマーを

用いて解析した結果、独立栄養性の鉄酸化細菌である Gallionella や Ferrovum に属

する細菌が検出された。さらに鉄を還元し、マグネタイトを形成する従属栄養細菌

Geobacter や Magnetosprillum に属する細菌、同じく鉄還元能を持つ好酸性の従属

栄養細菌である Acidocella 属の細菌が検出された。 

鉱山廃水からは、鉄酸化細菌である Acidithiobacillus ferrooxidans と 

Leptospirillum、硫黄酸化細菌である Acidithiobacillus thiooxidans、
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Acidithiobacillus caldus などの細菌が主要な微生物種として検出されている。しか

し、DGGE 解析ではこれらの細菌は検出できなかった。存在しているが濃度が低い

ため検出されなかった可能性と、解析が出来なかった DNA バンドに含まれていた可

能性が考えられる。DGGE 解析には、ユニバーサルなプライマーを用いて増幅した

16S rDNA を用いたので、低濃度存在する微生物の 16SrDNA を効率よく増幅できな

かった可能性がある。そこで特異的なプライマーを用いて、さらに分析を行った。そ

の結果、酸性鉱山廃水にしばしば検出される、A. ferrooxidans や Leptospirillum 属

の鉄酸化細菌や A. thiooxidans や A. caldus は検出されなかった。これらの細菌は、

抽出したDNAおよびそれから増幅した16S rDNAを鋳型に用いて解析した際にも検

出されなかったことから、採取した酸性水には存在しないものと考えられた。検出さ

れなかった理由として、鉱山廃水の pH が 4.7 であったことが原因だと考えられた。

At. ferrooxidans や At. thiooxidans は pH 2～3 で増殖し、Ferrovum はそれより高

い pH でよく増殖することが報告されている[36]。一方、鉄還元に関与することが報

告されている好酸性の従属栄養細菌である Acidiphilium 属の細菌と古細菌のクロー

ンが検出された。古細菌のクローンにいついては、鉄の酸化・還元あるいは硫黄の酸

化・還元との関連は不明である。 

相同検索の結果、優勢な細菌であった Gallionella や Ferrovum と相同性の高い細

菌（あるいはクローン）は、pH 3～4 の環境から検出されていた。このことは，この

環境には，Ferrovum や Gallionella に関連付けられる、鉄酸化細菌と推測される細

菌が優勢な環境が形成されていることを示唆した。 

アーキアを分析した結果，いずれのアーキアも難培養クローンに関連付けられ，そ

の機能を推測することが出来なかった。相同性の高いクローンが検出された場所は、

やはり pH 4 付近の酸性鉱山廃水であった。このことは、pH 4 付近の pH 環境に特

異的なアーキアの生態系があることを強く示唆した。 

以上の解析の結果から、試料採取現場の酸性鉱山水の生成機構ならびに鉄や硫黄を

エネルギーとした微生物生態系を推測した（Fig. 2-19）。1) 黄鉄鉱に Fe3+がケミカ

ルに反応して Fe2+とチオ硫酸が形成される。2) Fe2+は Ferrovum 属の細菌によって

酸化され黄鉄鉱に作用できる Fe3+を再生し、黄鉄鉱からのチオ硫酸とプロトンの連

続的な溶出を可能にする。3) 一方、独立栄養性の Ferrovum の生成した有機物によ

って生育する Acidiphilium や Acidocella の細菌は Fe3+を還元し、Ferrovum 属細菌

に利用可能な Fe2+を供給する。研究では、硫黄の代謝に関与する微生物を検出でき

なかったが、検出された古細菌がその機能を担っているのかもしれない。今後さらに

詳細な検討が必要である。 

 Ferrovum 属細菌は、最近その存在が検出された鉄細菌である[36]。また、詳細な

生理学的な性質は明らかにされていないため、鉱山廃水からこの菌を分離して、その

性質、特に鉄酸化に関与する因子を明らかにしたい。また、さらに詳細に微生物群落

の構成、微生物の解析を行って、柵原鉱山の酸性廃水の形成機構を明らかにしたい。 
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Fig. 2-19. Model for iron and sulfur element cycling pathways occurring in the 

microbial community structure in the pond of the Yasumi-ishi tunnel. 
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第３章 Gallionella の単離培養 

3.1. 緒言 

 

DGGE 解析結果では、Ferrovam と Gallionella に属する鉄酸化細菌と推測される

細菌が優勢な細菌として検出された。鉱山廃水には、濃度が低いものの鉄イオンが検

出され、鉄酸化細菌が鉱山廃水の形成に関与していることが推測された。しかし、一

般的にこれまでに報告されている鉄酸化細菌は検出されなかったので、休石坑道の鉱

山廃水の形成にはこれらの細菌が、関与していることが推測された。 

Gallionella 属細菌は、pH 中性付近を好み、無機物のみを主要な栄養として利用し

て、微好気条件下で二価鉄を酸化して生育する化学合成独立栄養細菌である。この種

の細菌は、特徴的な繊維状の構造体を産出することでしられている。このような微好

気性の鉄酸化細菌は我々の身近な環境に存在する。例えば、田んぼや湧水池などに見

られるオレンジ色の酸化鉄沈殿物を顕微鏡で観察すると、Gallionella 属細菌が産出

するような繊維状構造体がしばしば確認できる。鉄酸化細菌に関する研究の歴史は古

く、150 年以上前にはすでに Gallionella ferruginea の記載報告がなされている。G. 

ferruginea は、いろいろな異なる水生の生息地で見つかった鉄を酸化させている化学

合成無機栄養性のバクテリアである。G. ferruginea は、第一鉄を酸化して大量の水

酸化第二鉄の沈殿を作る。獲得エネルギーが小さいので炭酸同化の効率は悪いが，菌

体量の数百倍の水酸化第二鉄が形成される。淡水性の微好気性鉄酸化独立栄養細菌の

分離報告例はいくつかあるが、正式に新種として認められている株は現在一つもない。

鉄酸化細菌は、身近に存在することが分かっているにも関わらず実験室内で培養でき

ない。いわゆる「難培養性微生物」の代表の一つと言える。休石坑道の入り口にたま

っている酸性鉱山廃水は pH が 4 付近であり、これまで Gallionella が生息している

とされているpHよりも低いpHである。従って、鉱山廃水中で検出されるGallionella

属細菌は、これまでに報告されているものとは異なる新種であると考えられている。 

同様に Ferrovam 属細菌は、最近その存在が認識され、前章で述べたように pH 3-4

付近に生育する化学合成独立栄養細菌であり、2 価鉄の酸化によってエネルギーを獲

得しているとされているが、この細菌もまだ分離株を用いた性質検討はされていない。 

これらの細菌が、酸性鉱山廃水の形成にどのように関与しているかを明らかにするた

めには、単離株の最適増殖 pH, 最適増殖温度や鉄酸化能、等の生理生化学的解析を

欠かすことはできない。そこで、ここでは Gallionella の単離培養について述べる。 
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3.2. 実験材料と方法 

3.2.1. 試料サンプル 

 

黄鉄鉱(FeS2)を産出していた岡山県久米郡美咲町柵原鉱山の近くの休石坑道の岩

盤の排出口から流れ出している廃水と坑道口の貯留池から試料を採集した。試料は

2011 年夏に 2 種類のサンプルを採取した。排出口サンプルの pH は 3.9 で、貯留池

サンプルの pH は 3.5 である。 

 

3.2.2. 実験器具と培地溶液の製作 

 

 本実験の培養容器は口径 16.5 mm、胴長 135 mm の円底ネジ口試験管を使った。

Gallionella の培養には完全合成培地 Modified Wolfe’s Mineral Medium (MWMM)

を用いて行う。完全合成培地の中にビタミンを添加する。それらの組成は下記に示し

た通りである。MWMM は 1 倍溶液として超純水で作製し、ビタミンは、規定量を測

り取りそれぞれ超純水に溶解させ、1000 倍ストック溶液として作製した。ビタミン

水溶液の調製には、遮光、室温にて攪拌し、試薬を完全に溶解させた。また、1 M 

NaCO3水溶液をストック溶液として調製した。NaCO3水溶液、ビタミン水溶液はフ

ィルター滅菌し、分注して MWMM 培地と共に冷蔵庫で保存した。ビタミン水溶液

はアルミホイルで遮光した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

         硫酸で pH を 4 に調製する 

＜MWMM 培地（pH 無調整）＞  

NH4CI 1.00 g 

MgSO4・7H2O 0.02 g 

CaCI2・2H2O 0.10 g 

K2HPO4 0.05 g 

Distilled water 1.00 L 
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3.2.3. MWMM の溶存酸素グラジェント培地の作製 

 

分離培養には溶存酸素グラジェント法を用いた。その方法の概略を Fig. 3-1 に示す。

本培地は Bottom agar と Top agar の 2 層から成る培地で、下層に鉄源となる FeS

包埋寒天[1%(w/v)]、上層に 0.15%の軟寒天培地を重層した。以下に、口径 16.5 mm、

胴長 135 mm のねじ口試験管 10 本分の作製手順を記した。 

Top 培地は、100 ml の MWMM と 0.15 g の Bacto agar(DIFCO)、攪拌子を 200 ml

三角フラスコに入れ、121℃、15 分間オートクレーブ滅菌した。Bottom 培地は、50 

ml の MWMM、乳鉢で粉砕した 1 g の硫化鉄、0.5 g Bacto agar を三角フラスコに混

合し、Top 培地と同様にオートクレーブ滅菌した。同時に、バイアル管 10 本、CO2

注入用の針をオートクレーブにかけた。 

以下の操作はクリーンベンチで行った。初めに、オートクレーブから出した Bottom

培地が冷めないうちに、4 ml ずつバイアル管に分注した。この操作では、硫化鉄が

三角フラスコ内で沈殿しているため十分にピペッティングながら分注した。分注した

Bottom 培地が冷え固まったところで、室温まで冷ました Top 培地をマグネチックス

ターラーで攪拌しながら、100 μl のビタミンストック溶液及（培地量の 1/1000 量）、

500 μl の 1 M NaCO3水溶液（終濃度 5 mM）を添加し、Bottom 培地を入れたバイ

アル管に 8 ml ずつ分注した。その後、フィルター滅菌した CO2をバイアル管一本あ

たり 15 秒間通気させた。すべてのバイアル管（15 本）に CO2をガスボンベから注

入した後で蓋を閉めると、バイアル管の中程でコロニー帯が形成させる酸素グラジエ

ントができた。蓋を閉めたバイアル管は、Top 培地に Fe2+を十分に分散させるために

＜ビタミン液組成（mg/L）＞ 

Folic acid 2.0 

Pyridoxine hydrochloride 10.0 

Thiamine hydrochloride  5.0 

D-Biotin 2.0 

Riboflavin(Vitamin B2 ) 5.0 

Nicotinic acid 5.0 

Calcium pantothenate (D-pantothenic Acid Calcium Salt) 5.0 

Vitamin B12  0.1 

ϸ-Aminobenzoic acid  5.0 

Lipoic acid 5.0 

Monopotassium phosphate 900.0 
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室温で 24 時間置いた。その後、Top 培地の 1%(v/v)すなわち 80 μl の鉱山廃水試料を

Top 培地と Bottom 培地の間に稙菌し、30 ℃のインキュベータ―で静置培養した。 

 

＜勾配管中培地組成＞ 

Top 層 

8 ml MWMM 培地  

8 𝜇l ビタミン液 

5 mM NaHCO3 

0.15% アガロース 

Bottom 層 

4 ml MWMM 培地  

0.02 g FeS 

1% アガロース 

 

 

 

 

Fig. 3-1. Procedures used for cultivation and isolation of Gallionella. 
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3.2.4. 培養条件の検討 

 

分離源として、休石坑道の岩盤の排出口から流れ出している廃水と坑道口の貯留池か

ら採集したものを用いた。滅菌水を対照として、室温(25℃)で、培地が無調整(pH6.7)

と調整後(pH4)を使って、2 週間に培養した。 

 pH は微生物の増殖ばかりでなく、代謝生産物の種類や量にも重要な影響を及ぼす。

Gallionella は、一般的に、pH 中性付近を好むとされているが、柵原鉱山の酸性水の

pH を考慮して、pH 4、5、 6 三つの pH 値で増殖を検討した。 

 

3.2.5. 鉄酸化細菌の培養過程中試験管中での増殖の検出方法 

 

 試料を接種した試験管に鉄酸化細菌が増殖すると、試験管の Top 培地中に鉄の酸

化に由来する茶色の層が観察される。その層では、Bottom 培地から供給された二価

鉄を細菌が酸化して三価鉄を生じ、それが酸素と反応して水酸化鉄の沈殿が形成され

ている。試験管中では、Bottom 培地に含まれている二価鉄が、Top 培地へ供給され

ることによって、二価鉄の濃度勾配が形成される。一方、Top 培地には上層から下層

に向かって酸素の濃度勾配が形成される。鉄酸化細菌が鉄を利用して生育するために

は、鉄が酸化されない低 pH 環境か、酸素が極めて少ない環境である。鉄を酸化する

ためには酸素が必要であるため、Gallionella は、鉄の酸化速度が低い酸素濃度存在

下で鉄を利用すると考えられており、茶色層の形成は鉄酸化細菌の存在を示している。

30 ℃で培養し、この茶色層の形成を指標に菌の増殖を検討した。 

 

3.2.6. 鉄酸化細菌の分離 

 

 培養した試験管中にいくつかの層が形成された。この層中の細菌を PCR 分析する

ために、層を分離する必要が生じた。そのため、上層から順にそれぞれの層を分取し

て、新しい試験管に接種して再培養した。同一の操作を繰り返して、最終的に試験管

に単一層が形成されれば、細菌が純粋に分離されたものと考えて、分離実験を行った。

その手順を Fig. 3-2 に示した。 
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Fig. 3-2. Procedures used for the isolation of Gallionella.  

 

3.2.7. DNA の抽出と PCR 分析 

 

 単一層になった試験管から、茶色層だけをマイクロピペットを使って採取し、DNA

の抽出を行った。DNAの抽出にはUltraCleanTM Soil DNA Kit (TMO BIO)を用いた。

Bead Solution tube に回収した菌体を加え、Voltex でよく懸濁した。60 μl の Solution 

S1 を加えて数回チューブを転倒混和し、200 μl Solution IRS を加え、Voltex では最

大スピードで 10 分間撹拌した。12,000 rpm で 30 秒間遠心分離し上清を新しい遠心

チューブに移した。250 μl の Solution S2 を加え、Voltex で 5 秒間攪拌し、4℃で 5

分間静置したのち、12,000 rpm で 1 分間遠心分離した。沈殿を取らないようにし、

上清を新しい遠心チューブに移し、1.3 ml の Solution S3 を加えて Voltex で 5 秒間

攪拌し、約 700 l をスピンフィルターに乗せて 12,000 rpm で 1 分間遠心を行った。

ろ液を捨てて、スピンフィルターに 300 μl の Solution S4 を加え、12,000 rpm で 30

秒間遠心を行った。ろ液を捨て、さらに 12,000 rpm で 1 分間遠心を行った後、スピ

ンフィルターを新しいチューブに取り付け、50 μl の Solution S5 をフィルター膜の

中央に加えた。12,000 rpm で 30 秒間遠心を行い、スピンフィルターを除去し、ろ液

中に含まれる DNA を‐20℃で保存した。 

抽出、精製した DNA を鋳型に用いて、16S rDNA を PCR によって増幅させた。

PCR に用いたプライマーは、塩基配列が決定されている大腸菌(Escherichia coli)の

16S rDNA において保存性の高い領域を選択して合成した Forward primer 

341F-GC (E. coli のヌクレオチド番号：341)、と Reverse primer 518R-DGGE (518)

を用いて、長さ約 217bp の断片を増幅した。 

増幅した PCR 産物は 3%アガロースゲル上で電気泳動により確認した。泳動バッ

ファーは、Tris-acetate EDTA (TAE) バッファー[40 mM Tris, 40 mM acetate, 1 mM 

EDTA (pH 8.0)]を用いた。分子量マーカーとして、100bp DNA ladder marker(Bio 
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Labs)を用いた。反応液組成および条件は下記のとおりで、プライマーの塩基配列は

前章で述べた。 

 

＜PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 µl 

10 mM Forward primer 341F-GC 0.5 µl 

10 mM Reverse primer 518R 0.5 µl 

Template DNA 1.0 µl 

滅菌蒸留水 3.0 µl 

Total Volume 10.0 µl 

 

＜PCR 反応条件＞ 

95℃ 10 min 1 cycle 

95℃ 15 sec   

55℃ 15 sec 40 cycles 

72℃ 1 min   

72℃ 7 min 1 cycle 

 

 

3.2.8. 試験管から抽出方法の検討 

 

 前の培養容器は、口径 16.5 mm、胴長 135 mm の円底ネジ口試験管を用いた。培

養後の試験管内壁に茶色の沈殿を付いており、この水酸化鉄の沈殿に微生物が存在す

ることが考えられた。そこで、口径 32 mm、胴長 106 mm の円底ネジ口遠心沈殿管

を用い、その管内壁に濾紙を巻いたものを用いて、30℃で培養した。濾紙を採取し、

そこから DNA の抽出を行った。操作方法の概略は、Fig. 3-3 に示した。 
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Fig. 3-3. Cultivation equipment used for recovery of cells grown on filter paper. 

 

3.2.9. 細菌 DNA の濾紙からの回収と PCR 分析 

 

 2 週間に培養した濾紙から存在の細菌の DNA を提取することを行った。まず、濾

紙を切って、小さい破片をチューブに入れて、DNA の抽出を行った。DNA の抽出

には UltraCleanTM Soil DNA Kit (TMO BIO)を用いた。Bead Solution tube に回収

した菌体を加え、Voltex でよく懸濁した。60 μl の Solution S1 を加えて数回チュー

ブを転倒混和し、200 μl の Solution IRS を加え、Voltex では最大スピードで 10 分

間撹拌した。12,000 rpm で 30 秒間遠心分離し上清を新しい遠心チューブに移した。

250 μl の Solution S2 を加え、Voltex で 5 秒間攪拌し、4℃で 5 分間静置したのち、

12,000 rpm で 1 分間遠心分離した。沈殿を取らないようにし、上清を新しい遠心チ

ューブに移し、1.3 ml の Solution S3 を加えて Voltex で 5 秒間攪拌し、約 700 l を

スピンフィルターに乗せて 12,000 rpm で 1 分間遠心を行った。ろ液を捨てて、スピ

ンフィルターに 300 μl の Solution S4 を加え、12,000 rpm で 30 秒間遠心を行った。

ろ液を捨て、さらに 12,000 rpm で 1 分間遠心を行った後、スピンフィルターを新し

いチューブに取り付け、50 μl の Solution S5 をフィルター膜の中央に加えた。12,000 

rpm で 30 秒間遠心を行い、スピンフィルターを除去し、ろ液中に含まれる DNA を

‐20℃で保存した。 

濾紙から抽出、精製した DNA を鋳型に用いて、16S rDNA を PCR によって増幅

させた。PCR に用いたプライマーは、塩基配列が決定されている大腸菌(Escherichia 

coli)の 16S rDNA において保存性の高い領域を選択して合成した Forward primer 

341F-GC (E. coli のヌクレオチド番号：341)、と Reverse primer 518R-DGGE (518)

を用いて、長さ約 217bp の断片を増幅した。 

増幅した PCR 産物は 3%アガロースゲル上で電気泳動により確認した。泳動バッ

ファーは、Tris-acetate EDTA (TAE) バッファー[40 mM Tris, 40 mM acetate, 1 mM 

EDTA (pH 8.0)]を用いた。分子量マーカーとして、100bp DNA ladder marker(Bio 

Labs)を用いた。反応溶液組成と反応条件は下記の通りである。 

 



45 

 

＜PCR 反応液組成＞ 

AmpliTaq buffer 5.0 µl 

10 mM Forward primer 341F-GC 0.5 µl 

10 mM Reverse primer 518R 0.5 µl 

Template DNA 1.0 µl 

滅菌蒸留水 3.0 µl 

Total Volume 10.0 µl 

 

＜PCR 反応条件＞ 

95℃ 10 min 1 cycle 

95℃ 15 sec   

55℃ 15 sec 40 cycles 

72℃ 1 min   

72℃ 7 min 1 cycle 
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3.3. 結果および考察 

3.3.1. 溶存酸素グラジェント培地による培養 

 

排出口(1)および貯留池(2)のサンプルを、pH 6.7 (W)と pH 4.0 (P)の蓋付寒天二重

層試験管に接種して、25℃で 2 週間、保温した。結果を Fig. 3-1 に示した。pH 6.7

の培地を用いた場合には、無接種試験管(W0)では培地の色の変化は観察できなかっ

た。排水口試料を接種した試験管(W1)では、上層寒天に幅の広い褐色のバンドが観

察できたが、貯留地サンプルを接種した試験管(W2)には、シャープな褐色バンドが

形成された。同様の試料を pH 4 の試料に接種すると、無接種試験管(P0)では上層寒

天がわずかに褐変した。排水口サンプル(P1)および貯留地サンプル(P2)を接種した試

験管では、ほぼ同じ高さに褐色のシャープなバンドが形成された。褐色のバンドは、

下層から供給された二価鉄が酸化され、三価鉄になったものが試験管内に残存してい

る酸素と反応して水酸化鉄を形成したものだと考えられた。 

培地調製の際には、上層培地調整後に試験管内を二酸化炭素置換している。従って、

上層寒天内には、若干酸素が残っているが、微好気環境が形成されていると考えられ

る。シャープな褐色バンドが形成されたことは、このバンドの中で鉄が酸化された結

果であると考えられた。試料を接種していない試験管内にはシャープなバンドが検出

されないことから、このバンドは鉄酸化細菌が鉄を酸化したことによって形成された

ものだと考えられた。 

                 

 

Fig. 3-1. Photographs of test tubes with double layer agar inoculated with an acid 

mine drainage and a sediment. W, medium adjusted at pH 6.7; P, medium 

adjusted at pH 4.0; 0, without inoculum; 1, inoculated with the acid mine 

drainage from Yasumi-ishi tunnel; 2, inoculated with the sediment from 

Yasumi-ishi tunnel. Test tubes were incubated at 25 °C for 2 weeks. 
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3.3.2. 褐色バンド形成に及ぼす pH の影響の検討 

 

前項で述べたように、pH 6.7 と pH 4.0 では、検出される褐色バンドが異なった。

そこで、褐色バンド形成と pH の関係を検討した。pH 4 (Y)、pH 5 (G)、pH 6 (R)

の培養液に、排出口サンプル (H) および貯留池サンプル (T) を接種して、30℃で

10 日間培養した。その結果を Fig. 3-2 に示した。前項と同様に貯留池サンプル (T)

では、上層培地に一本薄い褐色のバンドが pH5 および pH6 の培地で検出された。

このバンドは pH 5 と pH 6 の排水口サンプル (H) では観察できなかった。pH 4(Y)

の培地では、排水口サンプル (H) と貯留池サンプル (T) の両方で、シャープな褐色

バンドが検出された。排水口サンプル(YH)では 5 本のバンドが観察され、貯留池サ

ンプル(YT)では少なくとも 2 本のバンドが検出された。これらの結果は、排水口サン

プルには、pH 6 でも増殖可能な鉄酸化細菌が存在しているが、貯留池にはこの細菌

は存在しないものと考えられた。また、pH 4 で増殖する鉄酸化細菌が排水口サンプ

ルや貯留池サンプル中に複数存在することが示唆された。なお、pH 4 で多くの褐色

バンドが検出されたことから、以下の実験には、pH 4 の培養液を用いることとした。 

 

 

 

Fig.3-2. Photographs of test tubes with double layer agar inoculated with acid 

mine drainages. W, medium adjusted at pH 4.0; G, medium adjusted at pH 5.0; R, 

medium adjusted at 6.0; 0, without inoculum; H, inoculated with the acid mine 

drainage from Yasumi-ishi tunnel; T, inoculated with the sediment from 

Yasumi-ishi tunnel. Test tubes were incubated at 30 °C for 10 days. 
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Fig.3-4. Time-dependent appearance of brown bands in the test tube inoculated 

with acid mine drainage from Yasumi-ishi tunnel.  

 

3.3.3. 褐色バンド形成に及ぼす培養日数の影響の検討 

 

排出口サンプルを pH 4 の培地に接種し、30℃で培養した時の褐色バンド形成の経

時変化を観察した。結果を Fig. 3-4 に示した。培養 4 日目から、上層培地の中部に薄

い褐色バンドが現れ、徐々にそのバンドが濃くなった。6 日目になるとそのバンドの

すぐ下部に新たなバンドが出現した。7 日目にはさらにそのバンドが濃くなるととも

に、10 日間の培養によって少なくとも 5 本の褐色バンドが形成された。以上の結果

は、増殖速度の異なる鉄酸化細菌が少なくとも 5 種類排水口サンプル中に存在するこ

とを示唆している。 

 

3.3.4. 上層培養液からの褐色バンドの分離 

 

 排出口サンプルを用いて、30 ℃で 7 日間に培養し、4 本の褐色のバンドを形成し

ている試験管（YH2）を用いて、褐色バンドの分離を試みた。マイクロピペットを使

って、4 本の褐色バンドの層を別々に 20 μl 採取して、新しい培地試験管に稙菌し、

30 ℃で 7 日間に培養した。その結果を Fig. 3-5 に示した。YH2-2 と YH2-3 が単一

のバンドを形成し、YH2-1 と YH2-4 では複数のバンドが形成された。Fig. 3-5 に示

したように、同様の分離実験を繰り返した結果、第三段階の分離操作で 5 本の試験管

に単一のバンドを形成させることができた。バンドの位置がほぼ同じである 2-1-1 と

2-1-3、2-1-2 と 2-4-2 は同じ菌である可能性があるが、この手法で菌の分離が可能で

あると考えられた。 
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Fig. 3-5. Separation of brown bands formed in test tubes inoculated with acid 

mine drainage from Yasumi-ishi tunnel.  

 

3.3.5. 褐色バンドの顕微鏡観察 

  

 単一になった褐色バンドの試料を採取し、微生物の存在を調べるために顕微鏡観察

を行った。Fig. 3-6 に示したように、位相差顕微鏡観察では明確に細菌の存在を確認

することができなかったので、同一視野を DAPI 染色して蛍光顕微鏡で観察した。そ

の結果、寒天に埋まった状態で細菌の存在が検出された。既に述べたように、

Gallionella はねじれた細胞外構造物を形成する。その構造物は、細胞から分泌され

た多糖で構成された繊維状の構造物に鉄酸化物が沈着して形成されると考えられて

いる。蛍光顕微鏡観察の結果、Fig. 3-6 に示したように、細胞分泌されたと考えられ

る繊維状の構造物が観察された。 

以上の結果は、褐色バンドは細菌によって形成され、その細菌は鉄酸化能を持つ

Gallionella であることを示唆した。 

 

 

3.3.6. DNA の抽出と PCR 分析 

 

 試験管中の褐色バンドを採取し、方法に述べた方法で DNA を抽出した。その DNA

を鋳型に用いてプライマー 341F-GC と 518R-DGGE により、16S rDNA を増幅し

た。3％アガロースゲル電気泳動により PCR 産物の検出を行った結果、Fig. 3-7 に示

したように抽出した DNA から期待される長さのバンドは増幅できなかった。原因と

しては、褐色の形成に関与する細菌の数が低いこと、あるいは抽出の際に同時に採取

したアガロースが DNA の抽出を阻害した可能性が考えられた。 
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Fig. 3-6. Photo-micrographs of brown band formed in culture tube. A and C, phase 

contrast micrographs; B, D, and E, fluorescence micrographs; E, photograph 

enlarged an image enclosed with white line in photograph D.  

      

 

Fig. 3-7. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using primers, 

341F-GC and 518R-DGGE, and DNA extracted from medium in test tube. 

 Lane M, 100 bp DNA ladder marker; 1, PCR product form DNA extracted from 

medium; 2, At. ferrooxidans 16S rDNA. 

 

 

 

A B 

C D 

E 
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Fig. 3-8. Large scale cultivation of bacteria forming a brown band. Test tubes (32 

mm × 106 mm) were used for the cultivation. 

 

3.3.7. 遠心沈殿管による培養 

 

 前項で述べたように，試験管からの DNA の抽出はできなかった。培養終了後の試

験管を観察すると，試験管表面に褐色の沈殿物が付着していた。微生物がこの沈着物

の中に存在する可能性が考えられたため，新たの培養方法を考案した。前項で用いた

口径 16.5 mm、胴長 135 mm の試験管に変えて、口径 32 mm、胴長 106 mm の円底

ネジ口遠心沈殿管を用いた。試験管表面に沈着が観察されたことから，この沈着物を

採取するために、Fig. 3-7 に示したように，その管内壁に濾紙を巻いた。単一の褐色

バンドの試料を植菌して、30 ℃で、3 週間に培養した。Fig. 3-8 に示したように，

濾紙を巻いたものも巻いていないもも幅の広い褐色バンドが観察された。  

 

3.3.8. 濾紙から細菌の DNA の抽出と PCR 分析 

 

 濾紙を遠心沈殿管から取り出して、深い茶色の部分を細い破片に切って、遠心チュ

ープに入れて、DNA を抽出することを行った。 

 遠心沈殿管中の濾紙から抽出した DNA を使って、プライマー 341F-GC と

518R-DGGE を用いて、3％アガロースゲル電気泳動により PCR 産物の増幅を行っ

た。しかし、Fig. 3-8 に示したように、試料から調製した DNA を鋳型に用いた PCR

で増幅バンドを検出することはできなかった。 

 

3.3.9. 結論 

寒天二重層で、褐色のバンドが形成された。この部分の寒天を顕微鏡観察すると細

菌の存在が観察できたので、バンドは鉄酸化細菌によって形成されたものと考えられ

る。顕微鏡観察によって、Gallionella が作ることが知られているねじれた構造物に

似た構造物が観察されたため、褐色バンドを形成した細菌が Gallionella である可能
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性があるとかんがえている。しかし、その細菌が Gallionella かどうかを確認するこ

とは出来なかった。今後、抽出方法や融点の低い寒天を使う等の検討を行い，増殖し

てきた微生物の同定を行う必要がある。 

 

 

 

 

Fig. 3-8. Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA amplified by PCR using primers, 

341F-GC and 518R-DGGE, and DNA extracted from filter papers immersed in 

culture medium in test tube. 

 Lane M, 100 bp DNA ladder marker; 1, PCR product form DNA extracted from 

medium; 2, At. ferrooxidans 16S rDNA. 
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第 4 章 総論 

 

酸性鉱山廃水は、世界的に深刻な環境問題である。日本では、特に大きな問題とし

て取り上げられていないのは、我々の先駆者がこの問題に真剣に取り組み、解決方法

を見いだしてくれているからである。日本の鉱山は、既にほとんど閉山されているが、

低品位の鉱石は依然として鉱山内に存在している。このような場所は、好酸性微生物

の格好の住みかで、いまだにそれらの微生物の作用で酸性鉱山廃水が流出している。

この処理法の研究は、今井らによって精力的に研究された[1]。日本ではこのような

酸性鉱山廃水は、鉄や重金属を除去した後、中和して放流されている。鉱山廃水中に

多量に含まれている Fe2+は、鉄酸化細菌の作用で Fe3+に酸化された後、炭酸カルシ

ウムの添加によって沈殿除去される。岡山県の中部に位置する柵原鉱山は、高品位の

黄鉄鉱を産出していた。この鉱山からの酸性廃水もこの方法で処理されている。この

システムの構築には、当初、鉱山廃水から単離された鉄酸化細菌 At. ferrooxidans 株

が使用された。現在もこの処理システムは、良好に酸性鉱山廃水を処理しており、

At. ferrooxidans が鉄の酸化に関与している[20]。しかし、鉱山廃水処理は、残存す

る鉱石がなくなるまで続けなくてはならないため、経済的に安価な処理システムの開

発が必要である。pH 2.5 付近での微生物処理に代えて、pH 4 付近で微生物処理が出

来れば、廃水処理の中和に使用する薬品の費用を大幅に低減できる。 

本研究で見出した Ferrovum や Gallionella は、pH 4 付近の酸性環境で鉄を酸化

する細菌であると考えられるため、これらの細菌が、安価な処理システムの開発のた

めの救世主になるものと考えている。そのためには、細菌の培養法の確立が不可欠で

ある。古くから硫酸酸性の環境を作り出す微生物は、鉄酸化細菌や硫黄酸化細菌であ

ることがよく知られていた。酸性環境を作り出す微生物として、これまで最も詳細に

その性質が研究されてきた微生物は、Thiobacillus ferrooxidans と Thiobacillus 

thiooxidans (現在は再分類されて At. ferrooxidans および At. thiooxidans と呼ばれ

ている)である。鉄酸化細菌や硫黄酸化細菌の分離には、Silverman と Lundgren に

よって開発された 9K 基本塩をベースに用いる液体や固体培地が使用されてきた 

[37]。この 9K 基本塩培地は、At. ferrooxidans が増殖しやすいように最適化された

ものなので、pH 2～3 で 20～30℃の酸性環境からは、Fe2+、硫黄化合物、黄鉄鉱を

酸化して独立栄養的に増殖する At. ferrooxidans や、元素硫黄や硫黄化合物を酸化し

て独立栄養的に増殖する At. thiooxidans が、ある意味では選択的に分離されてきた。

酸性環境で鉄や硫黄を酸化している細菌は At. ferrooxidans や At. thiooxidans ばか

りではない。酸性環境中から DNA レベルで頻繁に検出される L. ferrooxidans は、

At. ferrooxidans より 9K 培地での増殖が遅いため、9K 培地を用いると At. 

ferrooxidans しか分離されないことになる[38]。また、L. ferrooxidans は、固体培地

での増殖率も低い。増殖速度の違いは、固体培地での細菌の検出や分離効率に大きな

影響を及ぼす。これらの問題を克服し、好酸性で鉄や硫黄を酸化する細菌の分離効率
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を向上させるために、分離用固体培地の改良が行われた[39]。この方法は、これまで

問題視されていた、寒天やアガロースに含まれている増殖阻害物質（寒天やアガロー

スの加水分解物）を、従属栄養細菌によって分解・除去し、独立栄養細菌の分離効率

を向上させようというものである。好酸性の従属栄養細菌である Acidiphilium を含

んだ固体培地を下層に調製し、その上層に Acidiphilium を含まない固体培地を重層

する分離用培地が開発された。この培地は、ある意味では自然の酸性微生物生態系を

培養に反映させたものである。つまり、酸性環境では独立栄養細菌と従属栄養細菌が

共存している。独立栄養細菌は、従属栄養細菌に栄養を与えており、従属栄養細菌は

独立栄養細菌の増殖を阻害する有機物を除去している。この方法で、これまでとは全

く性質の異なる多くの好酸性菌の鉄・硫黄酸化細菌が分離されるようになった[40]。

これまで、9K 基本塩をベースに用いて頻繁に分離される At. ferrooxidans や At. 

thiooxidans が、酸性環境を作り出す微生物の主役であると考えられてきたが、酸性

環境の詳細な化学的解析、培養手法の改良や微生物生態系の分子生物学的な解析手法

の導入によって、その主役が大きく変わろうとしている。 

 本研究で検出された Ferrovum や Gallionella、あるいはアキーアはこれまでに存

在が報告されていなかった微生物である。培養を可能にするためには、新たな培地や

培養法の開発が必要であると考えている。今回培養に使用した、試験管を用いた寒天

二重層の培養違法は、菌の検出には有効であるが，菌の分離や大量培養には，更なる

培地や培養法の改良が必要である。培養法の確立には、メタゲノム解析等の手法を用

いて、微生物の機能に関する情報を取得することも、有効であると考えている。鉄酸

化細菌や硫黄酸化細菌は、その極めて基本的な原則に基づいて生きており、地球規模

での鉄や硫黄の循環において無くてはならない微生物である。人類は、金属資源の枯

渇や重金属汚染などの環境問題に直面している。鉄酸化細菌や硫黄酸化細菌のニュー

フェイスの発掘が、資源利用や環境修復に新たな展開をもたらすといっても良いかも

しれない。 
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