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第 1章 緒 言

1.1 El本における重金属土壌汚染の歴史と特徴

日本には各地に多くの鉱山が存在 し､古 くから鉱石の採取やそれらを原材料 とした

締練が行なわれてきた｡精練過程において排出される重金属を含んだ排煙は周辺地域

の農耕地に降下 し､あるいは鉱山排水が流入 した河川水を補職や飲料水に使うことに

より､農作物への被害や蝕康への被害が各地で発生 してきた｡鉱業生産高が急激に増

大した明治時代以降､特に､第二次世界大戦中から戦後の混乱期には､これら有害物

質の戯耕地への蓄横が進み､伽康被害が顕在化 した昭和40年代以降には公害問題に対

する社会的関心 も溺まり､ ｢巌耕地における土壌汚染の防止 と対策に関する法律 (土

壌汚染防止法)｣が制定される一方､土壌汚染に関する損術的研究も進められた｡

日本の鉱山は多様な鉱石を産出 してきたが､そのなかでも､鉱山の数 においても､

また､鉱業生産高においても､粥 (Cu)鉱山が重要な位置を占めてきた｡足尾や日立

など明治時代､日本の近代鉱業のnJJ生期において深刻な公害問題を引起 こしたのはこ

れらのCu鉱山とそれに由来する汚染地域においてであった｡土壌汚染防止法において

もCuは有苫汚染物質の一つに指定され､平成元年度 までに基準値以上の汚染が検出さ

れた地域は37地域 1,430haに及んでいる (表1-1)｡

一万､1968年にカ ドミウム (Cd)がイタイイタイ病の原因物質であるとの厚生省見

解が発表されて以来､Cdによる土壌汚染が問題視され､土壌汚染防止法による基準値

以上の汚染が見つかった地域は平成元年度 までに91地域 6,510haに及んだ (表1-1)｡

土壌汚染防止法による有害化学物質 としては､これまで､これらCu､Cdの 2元素に

ヒ素 (As)を加えた3元素が指定されている｡これらの化学物質による汚染地域とし

ての指定要件は土壌中渦度および玄米中の渦度を基経 としてお り､土壌中の渦度は､

それが水稲への生育障害を顕す渦度を根拠 としている｡この様に､日本の儲耕地にお
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ける土壌汚染が水稲への生育阿害及び水稲による元素吸収を基準としていることは､

これまでの土壌汚染が主として鉱山の排水などによる汚染物質が碓潮水等を通 して水

田を汚染 してきたものであり､また､健康被吉を考えた場合でも日本人の主食である

米を通 しての摂取が屯賓祝されたためと思われる.そのため､指定された対策地域も

殆どが鉱山および糊紋所に汚染源が由来する水田であり､重金属土壌汚染に関する研

究も､これまでは水稲を始めとする農作物の生育への直接的影響とこれらの作物によ

る汚染物質の吸収に中心がおかれてきた｡

現在でもこの様な鉱山に由来する土壌汚染の対策は必ず しも十分 とは言えず､これ

らの汚染物質が基堆伯以上に見出された全国128地域 7,050haのうち､510haは対策地

域の指定がなされておらず､指定地域のうち 1,280haは対策計画が立てられておらず､

また､対策計画が策定された地域においても 1,080haは対策事業が完了 していない

(平成元年11月現在 ;表1-1)｡しか し､新たな要対策地域の指定件数は年々減少の

傾向にあり､またこれら新たな指定地域も､その多くは､これまで知 られていなかっ

た汚染地が調査によって明 らかになったものであり､実際には公害問題に対する認識

が十分でなく技術的対策が十分なされていなかった時代に既に汚染されていたものと

思われる｡そ して今後は､廃水基準や排煙防止設備の普及等に伴い､鉱山や精練所周

辺で認められたような従来型の激甚的な重金属汚染の発生する機会は減少 していくと

思われる｡

この様に鉱山や揃紋所を中心 とした未処理廃水､排煙による局地的かつ激甚な被害

の新たな死生の可能性が減少 していくなかで､新たな形態の土壌汚染の発生の可能性

が増 しつつある｡すなわち､汚染源としては､都市化の進展 と消費生活の拡大に伴い

質的にも変化 しつつある廃棄物の増加や､農薬による汚染など､中程度で広範囲な汚

染が問題 となる一方､汚染物質 としては新素材の利用や生活､産業捕造の変化､新エ

ネルギー源の開発などにともない､重金属以外の汚染物質による土壌汚染も開延とな
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ると思われる｡

衆卜1 日本における重金属汚染儲排他両横 (環境庁企画調整局企画調空談 1990)
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平成元年11月30日現在､単位 ha｡

工申完了地域には県単独師弟等完了地域を含む.

1.2 ヒ糸による環境問題

Asは､Cu､Cdとともに土壌汚染防止法において特定有害化学物質に指定されている

元素の一つであ り､平成元年度 においては鉱山周辺地域を中心として14地域､390ha

から土壌汚染防止法による汚染対策指定地域に指定のための基準値以上のAsが検出さ

れている (表1-1)｡宮崎県および島根児のAs汚染地では住民に慢性 ヒ素中苛症が発

生 し間圧となったが､As汚染対策指定地域はCu､Cdによる汚染地域 (平成元年まで､

それぞれ 1,430haと 6,510ha)に比較すると面横的には少ない｡

しか し､Asは農薬の主要な原料物質のひ とつとして殺虫剤､抗菌剤あるいは防朽剤

として農林業分野で用いられ (酸性 ヒ酸鉛剤は作物残留性が強いため昭和46年 5月に

使用が規制されたが､現在でも有機 ヒ素農薬としてメタンアルソン酸鉄が用いられて

いる)､また､近年のハイテク産業においては半導体の原料物質 として並要であるこ

とから､社会生活の様々な分野での利用塁は増加 しており､これらは最終的に廃棄物
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として環境中に放出される (Shapiro 1971)｡また､Asは地熱発電所の排水中にも多

(含まれることから､これを新たに開発するに当っては､その環境影野予測評価 (潔

境アセスメン ト)において特に評価を要する微丑物質に挙げられている (エネルギ-

と環境 1992)｡この様に､従来より問題にされてきた鉱山周辺地域のAs汚染水田の

他にも､Asは､新たな環境問題を引起こす可能性のある元素の一つである｡実際､地

熱発電所の排水による虚業被害の事例も有 り (Tsutsuml1981)､また､兇樹園にお

いては多屯の含As戯薬が使用されており､これらの土地を住宅地等に転用する場合に

は､蓄威 したAsの挙動､影苛についても注意が払われねばならないであろう｡

しか し､環境中でのAs化合物の挙動は非常に複雑である｡それは､Asが様々な化学

形態をとり､それによって環境中での挙動も異なるためである｡そのため､Asによる

環境問題を考えるに当っては､Asの環境中での化学形態の変化 とその機欄を明らかに

することが非常に重要であると思われる｡

Asは無機態としては硫化物､ヒ酸 (Ass+)あるいは亜ヒ酸 (Asa◆)などで存在 し､

また､有機As化合物もモノメチルアルソン酸 (MMA)､ジメチルアルシン酸 (DHA)､

アルシン柿など様々な化学形態を取 り､これらのAs化合物はその化学形態により生物

に対する苛性や影響も異なる｡Asで汚染された土壌では､As化合物の形態と土壌環境

条件により､土壌微生物は様々な影智を受けると考えられるが､一方､As化合物の様

々な形態変化にも微生物が関与することが知 られている｡1890年代には既に､As3+か

ら揮発性のAs化合物を生成する異菌輔の存在が､人間の朗康影響との関わりで関心を

持たれてきた (GoslO 1893)｡環境中でのAs化合物の形態変化については､特に水圏

では微生物が関与 していると言われている (Johnsonand Pilson 1975;Freeman ら

1986など)が､土壌中でのAsの形態変化とこれに関与する微生物についての知見は

少ない (Quasteland Scholefield 1953 など)｡
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1.3 本研究のE]的

先に述べたような鉱山由来による高渦度の汚染を背景として､日本における重金属

汚染土壌あるいはヒ素汚染土壌に関する研究は､従来､激甚的汚染地における水稲の

生育への直接的影劉 こ重点がおかれてきた｡ しか し､これら汚染物質の環境影響を考

える時には植物への直接的影削 こ留 らず､土壌生態系､特に､その重要な偶成要素で

ある土壌微生物への影削 こ対する研究が不可欠であると思われるが､この様な研究は

限られている｡特にAsの様に自然界においてその存在形態が複雑に変化する物質にお

いては､As化合物の土壌中での形態変化にも関わると思われる土壌微生物との関係は

非常に重要である｡

本研究では､以上の様なAsによる環境汚染の重要性 と特殊性を背景として､As汚染

が土塊生態系､特に土壌徴生物相に及ぼす影響と､As化合物の微生物的形態変化を明

らかにすることを目的として研究を行なった｡すなわち､現地As汚染地において調査

を行ない･As汚染土壌の徴生物相の特徴を明らかにすることにより､As汚染が土壌徴

生物相に及ぼす影響を明らかに し (第 2章 )､As汚染土壌からAs耐性微生物を単離 し

(第3章)､そのAs化合物耐性能 (第 3章)とAs化合物代謝能 (第 4章)を調べた｡

さらに､As化合物代謝微生物の土壌中でのAs化合物代謝能を検討 し (第 5章)､最後

に･Asの土壌生態系への影響 とAs化合物の環境中での挙動に対する土壌微生物の寄与､

土鳩微生物のAs汚染土壌の環境改善への利用 と問題点についても考察 した (第6章)｡
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第 2草 ヒ素による汚染が土壌徴生物相に与える影や一現地調査-

Asによる土壌汚染が生物に及ぼす影削 こついては､水稲への苫作用 とその対策など

が詳細に研究され (例えば山根 1989;宮崎県総農試 1977､1981など)､上境条件や

Asの化学形態によって植物に対する苛性も大きく異なる事などが明 らかにされている｡

しか し､Asによる汚染が土壌生態系､特に､土壌徴生物相へ及ぼす影削 こついては､

土壌微生物が生態系における物質循環に重要な役割を果た しているにもかかわらず､

研究例は僅かであり (連山ら 1974; YangandGe 1984; MallSZeWSka ら 1985;

Nordgren ら 1986)､これらの研究においても､特には場条件でAs汚某日こより土壌微

生物がどのような影響を受けるのかについては十分には明 らかにされていない｡本章

では､Asによる土壌汚染が土壌生態系､特にその徴生物相に及ぼす影野を明らかにす

ることを目的として､Asで汚染された地域 において､土壌中の徴生物相 を調査 した｡

1) 方法

調査地､調査日時 :

宮崎県西臼杵郡高千穂町の岩戸川流域の ヒ素汚染地域およびその周辺地域において

調査を行った (図2-1)｡汚染地域では､岩戸川上流において1920年ごろより採掘を

開始 したAs鉱山および精錬所の排煙中に含 まれるAsが土壌表層に蓄威 したもので (川

原 1978､1980)､1979年に土壌汚染防止法に基づ く農用地土壌汚染対策地域 (Asに

よる汚染)に指定された｡

汚染対策指定地域内 (汚染区 ;No･1､2は場)および汚染対策指定地域外 (対照区

;No･3･4ほ場 )でそれぞれ隣接する水田 (No･1､3は場)と畑 (No.2､4は場 )､計

4ほ場で土壌試料を採取 した｡調査地はいずれも岩戸川および支流の傾斜地にある湿

性鞄ポク土壌である｡
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試料の採取は1982年 3月12日に行った｡水田は落水期であったが､対照区の水田で

は安を､畑ではイタリアンライグラスを栽培 していた｡

土壌試料採取方法 :

各は場内の任意の10カ所か ら表層約 5cmの土壌をフィルムケースで採取 した｡採取

した土壌は研究室に持ち帰 り､2mmのふるいを通 した後､各は場ごとに清浄などニー

ル袋内で混合 し､土壌分析および微生物数の測定に供 した｡

土壌成分分析法 :

全炭素 (T-C)および全窒素含量 (T-N)はCHNコーダー (Carlo-ErballO6型)で測

定 したO

土壌rPのAs､Cu､CdおよびZn含五日ま､風乾土壌を過塩素酸分解法 (渋谷ら 1978)

で分解 した後 ､AsおよびCdについてはフレーム レス原子吸光光度計 (i?,･津GFA-2/

AA640-12)で､CuおよびZnについてはフレーム原子吸光光度計 (島津AA640-12)で測

定 した｡

微生物数計数法および培地 :

土壌中の微生物数は希釈平板法 (土壌微生物研究会 1979)で計数 した｡細菌､放

線菌はアルブミン寒天培地 (付表)を用いて28oC､7日間培養後に､糸状歯数はロー

ズベンガル寒天培地 (付表)を用いて25oC､4日間培養後に平板上に生 じたコロニー

を計数 した｡

ヒ酸 (As5')および亜ヒ酸 (As3◆)に耐性を持つ細菌､放線菌および糸状菌数は､

アルブ ミン寒天培地およびローズベンガル寒天培地にヒ酸ナ トリウム (Na2日AsO.･

7日20)あるいは三酸化二ヒ素 (As20,)を添加 した培地を用いて希釈平板法で計数 し

た｡Na2HAsO4･7H20BよぴAs20｡は､予めオー トクレーブ滅菌 した培地にメンブ レンフ

ィルターで除菌 したNa2HAsO｡17H20あるいはAs20,酒液を､培地中のAs渦度が 1mMある

いは10mHとなるように凍加 した｡
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糸状菌相の多様性 :

ヒ素純株加の ローズベ ンガル寒天培地上 に形成 された糸状一菌 コロニ ーを､ 1ほ場 あ

たり35株ずつランダムにマーチ ン培地のスラン ト上 に分離 した｡分離 された糸状菌は

スラン ト上で十分に生育 させ た後､コロニ ーの色彩 と形態 を基準にグループ分 け した｡

各グループの菌の各 は場か らの分離頻度か ら以下の式によ り､各は場の糸状菌フロラ

の多様性 ､優 占度を求めた｡

多様性 H'=-∑Pi･lnPl (Shannon関数)

Pi=Ni/Nt

Nl; グル1 7'iに屈する株数

Nt; 全株数

優占座 D=トJ-

J'=H'/lnN

N ; 総グループ数

2) 結果

土壌中のAs含盈お よび他の屈性 :

各は場の水分含丑 ､pH(H20)､T-C､T-N､C/帖ヒ､Asおよび いくつかの垂金属台_q_杏

表2-1に示 した｡

汚染区土壌は高渦度のAs(391お よび459mg/kg)を含み ､対照区土壌 (32お よび43

mg/kg)の約 10倍のAs含丑であった｡ しか し､対照区土壌のAs含塵 も日本の農耕地の

平均的As含丑 (中央値 7.20iLg/g乾土 ､規何平均値 6.82JLg/g乾土 ;環境庁水質保全

局 1984)に比較 して高かった｡

各は鳩のCd､CuおよびZn含血 はそれぞれ､0.6-1.7mg/kg､89-118mg/kg､195-

‥ Hl一



377mg/kgであり､CdとZn含塁は汚染区土壌で対照区土壌よりも高かったが､CU含丑

は汚染区土壌 と対照区土塊の間で有意な差はなかった｡

T-C(4.94-5.95%)､T-N(0.48-0.58%)およびC/N比については調査を行なっ

た4ほ域の間では大きな差はなかった｡

衷 211 各調査地土壌の理化学性

pH(H20) T-C' T-N●

No.1汚染水田

No.2汚染畑

No.3非汚染水田

No.4非汚染畑

ICHNコーダー (Carlo-ErballO6型)による｡単位 mg/g章乞土｡

"過塩系醸分解法 (渋谷 ら 1978)による｡単位 JLg/g乾土｡

土壌中の細菌､放緑園および糸状菌数 :

各調査地の微生物数を表2-2に示 した｡細菌および放線菌数はそれぞれ､26.6-

115･4xlO6/g章乞土､6.3-19.2xlO6/g乾土であり､ほ場問で差が大きく､放線粥で

は磁市3倍､細菌では滋高4.3倍の差があった｡これらの菌数は畑地 (No.2､4は揚 )

の方が水田 (No･1､3は場)よりも高い傾向にあったが､汚染区と対照区の間では有

意な差は認められなかった｡

糸状菌数は1110-92.8xlO4/g乾土であり､汚染区土壌は対照区土壌よりも高 く､

特にN0.1は場で多かった｡

放線&-と細菌の菌数の比 (A/B比)は0･166から0.301の間であ り､汚染区土壌 と対

照区土壌の間には差がなかった｡細菌と糸状菌の菌数の比 (a/F比)はHO.1は域では

28･7で､他の3ほ場 (272･8-393･1)よりも明 らかに小さく､N0.1は甥では他の3ほ
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場に比較 して糸状菌の比率が訪かった｡

表 2-2 各調査地各土壌の微生物数 (CFU/g乾土 )

細菌 放線菌 糸状菌

No.1汚染水田 26.6xlO6 8.0xlO6 92.8xlO4

No.2汚染畑 115.4 19.2 42.3

No.3非汚染水田 33.3 6.3 11.0

No.4非汚染畑 68.0 17.9 17.3

土壌中のAs耐性菌数 :

各渦度のAsに耐性を持つ微生物数を､全菌数に対するAs耐性菌数の比率として図2-

2に示 した｡As3'流加培地で計数 した細菌､放線菌数はいずれのAs3◆涜加渦度でも同

浪度のAsいを法加 した培地による菌数 よりも少なかった｡細菌の場合､As非添加培地

で生育 した菌数の30%以上が10mHのAsS◆を添加 した培地で生育 したが､10nMのAsいに

耐性を示 したのは3%以下であった｡また､10mMのAs3'に耐性を示 した放線菌はなか

ったが､非法加増地上に生育 したものの20%以上が10mMのAs5+に耐性を示 した｡細菌

と放線菌に対 してはAs3'はAs5+よりも毒性が弓糾 ､と思われる｡

糸状菌については､いずれのほ場においても､As3◆耐性糸状菌数 とAsS◆耐性糸状菌

数の間の題は小 さかったが､ほ場間では差があり､10mHのAs3'添加培地上に形成され

るコロニー数は､N0.1は場では (生薗数の82%)佃の 3ほ場 (同 じく38-56%)のそれ

よりも高かった｡

As3'耐性糸状菌の全糸状菌に対する比率はAs3◆耐性細菌の全細菌に対する比率より

も高く､例えば､N0.1は場では､生菌数の82%の糸状菌が10mMのAs3･涜加培地上でコ

ロニーを形成 したが､細菌では生菌数の2.1%が同渦度のAs3◆涜加増地上でコロニ-

を形戒 したにすぎなかった｡
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土壌中の糸状菌相 :

4ほ場から35株ずつの糸状菌コロニ-を分離 したが､そのうち3株はスラン ト上で

生育 しなかったため､最終的に計137株が分離された.分離された糸状菌株はそのコ

ロニーの色彩 と形態か ら57グループに分けられた｡各グループに屈する糸状鶴の各ほ

域からの分離数を表2-3に示 した｡

No.2-4の3ほ場か らは20ないし21グループが得 られたが､H0.1は場からは14グル

ープしか得られず､No･1ほ場から得 られたグループ数は他の3ほ場よりも少なかった｡

未同定のグループ 1の糸状菌はN0.1は場から16株分離され､最も多く分離された糸

状菌グループであったが､他のは場か らは分離されなかった｡

多様性指数は No･1ほ域 (2.00)では他の3ほ場 (2.80-2.84)よりも小さく､N0.

1は場の糸状菌相は単純であった｡優占度指数は､N0.1は場 (0.24)はNo.2-4の3ほ

場 (0･07から0108)よりも高 く､N0.1は甥では特定の糸状菌グループが優占 していた

(表2-4)｡
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表 213 各グループの歯の特徴と各調査地土壌からの出現頻度

No.2 No.3 No.4

グループ 蒜 畠 汚染畑 非汚染田 非汚染畑 計 コロニー緬 (胞子)/菌糸/裏面 (色素城 )

1

2

3

4

5

6

7

8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

16

4 1 3 1

1 2 3 2

7

2 4

6

2 3

5

4 1

4

16 緑色胞子 (分生子)/白色長い気菌糸/炎色色素

9 /気韻糸殆どなし､基底菌糸延びる/熊褐色の色素少し

8 /基底菌糸のみ

7 /白色短菌糸

6 黄色のたま､緑無色の胞子/気菌糸が中程度/典褐色の色素

6 表面白～淡紫色/気菌糸短く密/色素無 し

5 type8に似る//色素僅か

5 表面に菌核?/短い気菌糸/黄褐色色素

5 白色/頬気菌糸/色素無し

4 白～淡斡色､分生子?/気菌糸僅か/袈面淡燕色

4 衆緑色分生子/白色長い気菌糸

3 /頬く密な気菌糸/赤色色素

3 /気菌糸短く基底菌糸延びる/黒褐色色素

3 白色/長い揃った気菌糸､寒天を通わない/発色色素

2 type14 に似る

2 弗色の塊､オレンジの液滴/短い気菌糸/オレンジの色素

2 /長く直線状の淡褐色気菌糸/赤褐色色糸

2 表面淡炎色､緑色分生子少し

2 線孤色カサブタ状分生子/矩気菌糸/色素無し



表 2-3 (続き 1)

グループ 蓑 畠 汚染畑 非汚染田 非汚染畑 計 コロニー細 (胞子'/菌糸/裏面 (色素生成'

No.2 No.3 No.4

20 2

21

22

23

24

1 1

2

1 1

2

2 /気菌糸僅か/黒褐色色素

2 表面桃色～緑褐色//赤褐色色素

2 灰緑色ビロー ド状//黄褐色色素

2 白色/長い気菌糸

2 表面淡褐色ビロード(粉?)樵//色素ナシ

1 /type2より長い気菌糸/赤色色素

1 type8に似る//色素が黒っぽい

1 type8に似る/気菌糸少し延びる

1 淡黄色ビロー ド状､生育悪い

1 灰緑色､分生子多数

1 短柄の先に灰色の分生子塊

1 白～淡桃色ビロード状

1 捌 母色菌核?CJZaetOmlum?/気菌糸短い/暗褐色色素

1 表面灰県色ビロード状//緑黒色

1 暗褐色綿状//暗褐色

1 無色ビロ-ド状//黒色

1 /気菌糸延びない

1 線鵜色分生子

1 /気菌糸少ない/褐色色素



表 2-3 (続き 2)

No.1 No.2

汚染田 汚染畑 計畑
.
4
染

NO
汚LE.

｣｣′
田

.
3
映

No
樗.-ド｣↓プ

コロニー表面 (胞子)/菌糸/裏面 (色素生成)

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

1 1 type12に似る/菌糸の形が異なる

1 1 白色綿状//褐色色素

1 1 表面黒色分生子塊//色素ナシ

1 1 白色表面発色の塊状が少し/気園糸短い

1 1 表面黄白色粉状//黄褐色色素

1 1 灰色

1 1 /白色園糸/黒褐色色素

1 1 卿 匂色/気菌糸少ない/黒褐色色素

1 1 灰黒色//黒色色素

1 1 緑色分生子多い

1 1 表面黒紫色/気菌糸棲短/黒褐色色素

1 1 線純色分生子が少し/白色気菌糸/色素ナシ

1 1 気菌糸ナシ

1 1 黒色ビロード状//黒褐色色素

1 1 灰鵜色ビロー ド状//裏面黒

1 1 /気菌糸ナシ､生育悪い

1 1 /気菌糸ナシ

1 1 淡桃色

1 1 灰色

総株数(Ht) 35 34 35 33 137



表 2-4 各調査地土壌の糸状菌相の多様度､優占度

No.1 No.2 No.3 Ho.4

(汚染水田) (汚染畑) (非汚染水田) (非汚染畑)

総株数(Nt)

タイプ数(～)

多様度(H')

優占座(D)

5

1

04

79

3

2

.
8

0

2

0

4

0

00

65

3

2

.
8

0

2

0

5

4

96

44

3

1

.
9

.
2

1

0

7

7

44

99

3

5

.
6

0

1

3

0

3

1

35

69

3

2

.
8

0

2

0

多様度 H'--∑Pi･lnPi (Shannon関数)

Pl- Ni/Nt

Nl; タイプ iの株数 Nt; 全株数

優占度 D=1-J'

Jl-H'/ln～

N; 総 タイプ数

3) 考察

これまで､土壌汚染が土壌微生物に及ぼす影響として､高渦度の重金属で汚染され

た土壌で土壌中の微生物数が減少 し (JordanandLechevaller1975; Williamsら

1977;Hirokl1992)､また､比較的低渦度の汚染においても土壌徴生物相の梢成が

変化 し､汚染物質に耐性を持つ微生物が優占する傾向にあること (JordanandLeche

valler1975;DoelmanandHaanstra1979;山本ら 1981;01sonandThornton1982)

などが知られている｡しか し､本研究におけるAs汚染地においては､汚染土壌の糸状

菌数は非汚染土壌のそれよりも高かったが､細菌と放線菌数には汚染土壌 と非汚染土

壌の間で差はなく､土壌微生物数に対するAs汚染の影響は明確には認め られなかった｡

これは､土壌中の細菌数は水分条件､基質 となる有機物､植栽など様々な土壌t環境

条件の影響を受け､Asなど土壌中の有害物質の影響よりもむ しろ､これらの環境条件

によって大きく変動するためであると思われる｡

一方､土壌中のこれら微生物数の比を求めると､A/B比は0.17から0.30の範囲にあ
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り､細菌や放線菌数の変動 (ほ場間の差はそれぞれ最高で4.3倍 と3.0倍)よりも小さ

かった｡このことは､土塊環境の変化が細菌や放線菌数に及ぼす影響よりも徽生物相

の捕成に及ぼす影響の方が小さいことを示 している｡また､B/F比もNo.1ほ場を除い

た3ほ場では270か ら390の間でFx前1.4倍の変動 しかなく､細菌や糸状緒数の変動よ

りも小さかった｡しか し､No.1ほ場でのB/F比は他の 3ほ場の1/10の29.0と特に小さ

な値であった｡これらの結果から､今回調査 した4ほ場のうちでN0.1は場の徴生物相

は糸状菌が特に優占 した徴生物相であると思われる｡

ところで､Asの生物毒性はその化学形態や土壌条件により異なり､一般に､As5'よ

りもAs3'の方が苛性が強いといわれている｡例えば､イネに対する障害は､畑条件の

酸化的な土壌よりも湛水条件下で還元の進んだ土壌の方が顕著に現れることが知られ

ており､これはAs5'が湛水条件では､毒性が強 く､溶解性のAs3'に還元されるためで

あると考えられている (前田､手代木 1957;ReedandSturgis1963)｡

土呂久As汚染土壌においても､As3◆耐性糸状菌数 とAs5'耐性糸状菌数の差は明確で

はなかったが､細菌および放線菌についてはAs3◆耐性菌数はAs5'耐性菌数よりも少な

く (図2-2)､As3+はAs5'より細菌および放線菌に対する苛性が弓糾 ､ことが示された｡

また､Ass+耐性菌数が全菌数に対 して占める比率は細菌､放線菌におけるよりも糸状

菌において高かった｡一般に重金属汚染土壌においては重金属耐性菌が優占してくる

傾 向 にあるが (JordanandLech evaller1975; Doelman and H aa ns tra1979; 0lson

andThornton1982;山本ら 1981)､As汚染土壌における調査結果において認められ

た様に､As3'に対する耐性､感受性に微生物間で差が認め られることは､As3◆泊度の

高い土壌中では感受性の高い細菌が抑えられ､比較的耐性の高い糸状鼠が優占してく

ることを予想させる｡すなわち､H0.1は域では高渦度のAsが夏期の湛水条件下で苛性

の強いAs3'に還元されるため､Ass+感受性の高い細菌､放線菌は抑制され､Asa+耐性

の弓削 ＼糸状菌が優占するであろう｡さらに､夏季に集郁 したこれらの糸状菌が､土壌
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が酸化的条件 となる冬季にも多く残存 していた可能性は高いと思われる｡一方､N0.3

は場のAs含9.はHO.1は場よりも低 く､No.2およびN0.4は場は畑状態で常に酸化的に保

たれるため土壌中のAs化合物は毒性の低いAs5'で存在すると思われ､これら3ほ域で

はHO.1は場の様 にAs3+耐性糸状菌は優占してくることはないと思われる｡実際､No.1

ほ域ではB/F比が他の 3ほ場よりも低 く (表2-2)､糸状菌相の中でも高渦度のAs3'に

耐性をもった糸状菌の比率が僧の3ほ場よりも高かった (図2-2)という調査結果は､

上述 したような推定を裏付けるものである｡さらに､No.1ほ甥で優占 していた糸状菌

類 (グループ 1)は他の3ほ場ではみられない特異的な菌であった｡このように､No.

1ほ甥において､高渦度のAs3'に耐性能を持つ特異的な糸状菌が集積 したことは､N0.

1は場の特徴的な徴生物相の形成にAs3'が大きく影響 したことを示唆する｡



第3車 ヒ素汚染上頓から分離されたヒ素耐性微生物

Asで汚染された土壌では高渦度のヒ素に耐性をもつ微生物が僅占 してくる傾向が認

められた (第 2章)｡このことは､As汚染土壌中での物質分解にAs両州生微生物が正賓

な役割を果た していることを示すとともに､これらのAs耐性微生物を汚染土壌より将

離し､その微生物学的な諸性質を明 らかにすることが､この様な汚染土壌の生態系を

理解する上で重要であることを示す｡一方､これらのAs耐性微生物のあるものはAs化

合物を代謝 し､生物的に不活性な化学形態に変換 したり､有害なAs化合物を生態系か

ら排除することにより､Asに対する耐性を発揮 していると考えられ､これらの微生物

のAs耐性能を明 らかにすることは､土壌中でのAsの形態変化､挙動を明 らかにするう

えでも重要であると考えられる｡本章では､As汚染土蟻か らAs3◆耐性能を持つ糸状菌

および細菌塀を単離 し､それぞれの種柿偶成と主要なグループの微生物的性質､As化

合物耐惟能を訴べた｡

3.1 土壌中のヒ素耐性糸状菌の種構成 とヒ素耐性能

3.1.1供試土壌および土壌中の微生物数

1)方法

大分県西臼杵郡高千穂町の ヒ素汚染対策指定地およびその附近の畑および水田､言f

4地点で採取 した土壌から細菌を分離 した｡A､Bの 2土壌は土壌汚染対策指定地域

内 (それぞれ第 2章のNo.2､N0.1は場)か ら採取された高渦度のAsを含む表土で､C､

Dの2土壌は指定地域外 (それぞれ第 2費のNo.4､N0.3は場)の比較的As含敬の少な

い表土である｡これらの土壌は採取後､国立環境研究所で風乾状態で保管されていた｡

土壌採取地の詳細および採取時の土壌中の微生物数等については第 2章で既に述べた

(表2-1､2-2)｡
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これらの供試土壌 を畑条件 (最大容水根の50%)または湛水条件 で25oC､4週間培

超 し､微生物数の計数 およびAs耐性菌の分離 に供 した｡

微生物数は希釈平板法 (土壌微生物研究会 1979)で計数 した｡細菌､放線菌 はア

ルブミン寒天培地を用 いて28oC､7E]間培養後 に､糸状菌数はローズベ ンガル寒天培

地を用いて25oC､4日間培老後 に平板上に生 じたコロニ- を計数 した｡

As耐性細菌お よび糸状菌は､As涜加 (亜 ヒ酸 ナ トリウムを10mH)アルブ ミン寒天培

地およびAs襟加 ローズベ ンガル寒天培地を用 いて希釈平板法で同様 に計数 した｡

2)結果

各供試土壌 を畑 または湖水条件で25OC､4週間培避 した後の細菌 ､糸状菌お よびそ

れぞれの10mHAs3◆耐性菌数を表3-1に示 した｡

土壌および培蕃条件 によって微生物数は異なったが ､畑条件で培養 した高渦度As汚

染土壌 (土壌A､B)には104CFU/gsoll以上のAs耐性糸状菌が認め られ､他の土

壌のAs耐性糸状菌数 よりも明 らかに多かった｡

衷 3-1 各土壌 中の生菌数及び10rnM亜 ヒ酸耐性菌数

土壌 培養
細菌(106/g) 糸状菌 (104/g)

生菌数 As耐性菌数 生菌数 As耐性函数

A 畑

水 田

B 畑 1

水 田

C 畑

水 田

I) 畑

水 田

0.12(0.0031)

0.34(0.018)

0.15(0.0014)

0.07(0.0041)

0.0 (0.0)

0.14(0.0044)

0.03(0.0014)

0.0 (0.0)

5.8 (0.753)

0.44(0.075)

4.34(0.668)

0.05(0.019)

0.6 (0.100)

0.06(0.046)

0.19(0.068)

0.22(0.169)

◆(As耐性菌数/生菌数 )
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3.1.2ヒ素耐性糸状菌の単離

1)方法

As耐性糸状菌を計数 したAs3十涜加ロ-ズベンガル寒天平板上の糸状菌コロニーをラ

ンダムに分離 し､As無禄加のマーチン寒天培地 (付表)の平板上で植継 いで純化 した｡

単離された糸状菌は 10mM As3◆添加培地で生再させ､As耐性能を保持 していることを

確認 した｡これらの単離された菌株はマーチン寒天培地およびツアベ ック寒天培地

(付表)上に形成するコロニーの色彩､形状などを基準としてグループ分け した｡こ

れらのグル-プのうちで､胞子､分生子等を形成 したものについては顕微鏡による形

態観察等により同定を試みた｡同定に際 しては Gilrnan(1957)､ Barnett(1960)､

宇四川 ら (1978)､Malloch(1983)を参考に した｡

2)結盟

各土壌から合計113株のAs耐性糸状菌が単離され､これらはそのコロニーの色彩お

よび形態から50グループに分けられた｡このうち､比較的分離頻度の高かったのはFGl

1(16株 )､FG-2(lo株)､FG-3(5株 )､FG-8(21株 )およびFG-9(7株 )の 5グ

ル17'で､これら5グループに屈する菌が全分離菌数の52%を占めていた (表3-2)｡

これらのグループのうち､FG18に屈する菌はいずれも灰 白色の短い気IA糸の密なコ

ロニーを形成 したが､マーチン培地およびツアベック寒天培地上では分生子や胞子を

形成 しなかったため､複数の種 または屈の混合群である可能性もある｡

FG-1に屈する蘭はマーチン増地上に形成 されたコロニー表面の色彩が郎炎色から赤

みを帯びた灰色に変化 し､赤褐色の色素を生成 し､少数の分岐を持つペニシリウム型

の分生子頭を形成 し (写実3-1)､表面に小さな突起をもつ子の う胞子を形成 し (写

真3-2)､これらの特徴から Talaromycessp.と判断 した｡FGllに屈する歯は末同定

のFG-8を除くと､虫も多く分離された｡
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FG-2に屈する菌は､円柱形の分生子頭 (写真3-3,4)の形態などから Aspergl'11us

fumlgatUSと判断 した｡FG12に属する菌は計10株分離されたが､汚染土壌の一つ (上

境A)からしか分離されなかった｡

FG-3およびFG-4に屈する蘭は合せて6株分離され､螺旋形の頂毛と子のう殻 (写弗

3-5)を持つことから､ChaetoJm'umsp.と考えられた｡

単褐色のコロニーを形成 し､直径 6-7/▲mの比較的大きな分生子のベニシリを形

成する (写共3-6,7)FG15は ScopulaL･10PSlSSp.と判断されたが､ 1探 しか分離され

なかった｡

FG-9に屈する菌は長い白色の密な気菌糸の特徴的なコロニ-の形態か ら同 じ種 と考

えらたが､これらの菌は分生子を形成 しなかったため､同定できなかった｡

3.1.3噂離されたヒ素耐性菌の亜ヒ酸添加培地における生育とヒ素吸収

1)方法

単離されたAs耐性糸状菌の うちFG-1､FG-2､FG-5,FG-7､FG-9､FG-28､FG-50に屈

する7株 (F-49､F-40､ド-35､F-1､F-2､F-32､F-83)について､液体増益における

生育とAsの吸収を説べた｡

マーチンの液体培地 (付表)100mlを入れた200ml容の三角フラスコに､滅菌メンブ

レンフィルターで除菌 したlM亜ヒ酸ナ トリウム (NaAsO2)酒液を無菌的にlml加えた｡

tween80を0.1%涜加 した滅菌水 50mlに供試糸状菌の分生子を懸濁分散させた後､先述

のAs添加マーチン液体培地に供試菌の分生子懸濁液を1mlづつ接種 し､25oCの暗所で

静削 吉超 した｡対照としてAs3'無凍加増地にも供試菌の分生子を同様に接種 し､暗所

で静避増要 した｡

分生子を接種 された培養液は､供試菌によって8日から48日間培養 した後､メンブ

レンフィルターで菌体をろ過､分離 した｡培養容雅､フィルタ-およびフィルター上
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表 3-2 各グループの糸状園の特徴と分離数

糸状菌
汚染土壌 非汚染土壌

グル_プ ⊥ 上 .__⊥ _ユ_ 計 特徴 (コロ=一色/色素生成/その他/分難)
湛水 畑 渇水

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0
1

2

3

4

5

6

7

㌻

1
1

1

1

1

1

1

1

F 6 1 16 鮮黄色､赤灰色/赤褐色/ベニシリ､子のう胞子/Talaronvcessp.

10 緑色//円柱形分生子頭/A.fuml'gatus

3 1 5 白色//螺旋形頂毛､子のう殻/Chaetomlumsp.1

1 白色/色素生成/螺旋形頂毛､子のう殻/ChaetomjuJWSp.2

1 淡褐色//比較的大きな分生子/Scopulaplopslssp.

1 緑色/樺色?//PeDICllJumsp.1

2 白色//単鎖状分生子/｣creJWOnl'umsp.?

1 21 灰色//

1 2 1 7 白色//長い気菌糸/

2 白色//長い気菌糸?/

2 白色//

3 男色//単球有色分生子/

2 黒色//単球有色分生子/

1 黄桃色､黒色菌核/赤色

1 3 黄桃色､黒色菌核/赤色/

1 //気菌糸生育悪い

1 //生育良く気菌糸まばら



表 3-2 (続き 1)

糸状菌
汚染土塊 非汚染土塊

グル_プ ｣ lH .__L _ 三.__ ____L 計 特徴 (コロニー色/色素生成/その他/分煩)
畑 湛水 畑 湖水 畑 湖水

1 1 //生育良く気菌糸まばら?

1 黒褐色

2 白色､灰色//球状分生子/

1 白色//球状分生子

1 白色､灰色//

1 白色､密綿毛//

1 灰色､粉状///Penl'cl'JJIumsp.2

1 白色､ビロード状///PeDIcllllumsp.3

1 1 白色//海技､房状分生子?

1 1 灰色､短密毛/

1 白色､短せん毛状

1 白色短綿毛

1 白色､密綿毛/淡黄色

1 渦緑色//円柱状分生子頭

1 白色/海技､球状の分生子頭?

1 淡褐色/褐色色素

1 1 白色/赤色色素



表 3-2 (続き 2)

糸状菌
汚染土壌 非汚染上場

グル_プ - 生 _ _____L _ JL _ ⊥ 計 特徴 (コロ=一色/色素生成/その他/分捕)
畑 湛水 畑 減水 畑 湖水 畑 や越水

FG-35

36

37 1

38

39

40

41

42

43

44

45 1

46 】

47 1

48

49 1

50 1

1 洩緑色ビロード粉状///Penl'cllJl'umsp.4

1 褐色､ビロー ド状//液滴/JsLqglllussp.1

1 短気菌糸､うす毛

1 白色､緑色//短毛

1 茶褐色ビロー ド状短綿毛///JsLqg111ussp.2

1 淡褐色､短綿毛//液滴

1 白色//球状分生子

1 灰緑色､ビロード状

1 白色､せん毛状

1 白色短毛

1 白色/短毛､ビロード状

1 黄緑､黄色､粉状 (90)

1 白色/短毛ビロード状

1 /黒色色素/気菌糸少ない

1 灰黒色//密毛

1 白色/気菌糸長い

Total 17 24 24 12 11 5 12 8 113





F

J jhL.

｣"一 声 二㌔ 二

写嚢3-1(前頁左上) FG-1(Talaronu'ces

sp･)の分生子頭 (ベニシリ) (200倍)

-ヂ 写頁3-2(前頁右上) FG-1(Talaro,w ees

sp･)の子のう胞子および分生子 (200倍)

写真3-3(前頁左下) FG-2(AspeL･9111us

fumlCatuS)の分生子靖 (50倍)

写頁3-4(前頁右下) FG-2(Asperglllus

fumlgatus)の分生子頭 (200倍)

写臭3-5(左上) FG-3(Chetomlumsp.)

の子のう殻 (20倍)

写臭3-6(右上) FG-5(ScopuJaZl'opsIs

sp･)の分生子 (100倍)

写真3-7(左下) FG-5(Scopu]aL･)'ops}'s

sp･)の分生子 (200倍)

巨 財 ｡ _._ ← _
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の菌体を蒸留水で2回洗浄 し､洗掛 まろ過 した培養液 と合わせた｡フィルター上の菌

体は105oCで乾燥 し､菌体の乾燥歪塵を求めた後､硝酸一過塩素酸で分解 し､フ レー

ムレス原子吸光光度計 (島津製作所 GFA-2/AA640-12)でAs含丑を求めた｡

2)結果

培養にともなう供試菌の生育丑および菌体に吸収されたAs丑､菌体中のAs渦度の変

化を表3-3に示 した.

F-35株 (FG-5; ScopulaLllopslssp.)およびF-2株 (FG-7)はAs3･凍加増地におけ

る生育は非添加培地に比較 して懇く､実験開始30日目以降もAs3･添加培地における生

田丑は非別 口培地における生育丑の 50%以下であ り､また菌体中のAs吸収虫も1000

〟g/g以下であった｡ F-83株 (FG-50)､ト32株 (FG-28)および F-49株 (FG-1;

TalaL.On'YCeSSP･)はAs3'涜加培地では非法加増地に比較 して生育はやや遅れるもの

の､実験後期の最大生育丑は非別 口培地の生育塁に匹敵 し､また､1500-4000〟g/g

以上のAsを吸収 した｡F-40株 (FG-2;A.fuml･gatus)､F-1株 (FG17;ACTeJWOnlumSp.)

はAs凍加培地では非涜加増地に比較 して生育亙はやや少なかったが､生育速度が遅 く

なる実験後期においてもAsの吸収は進み､菌体中のAs渦度は増加 し続けた｡



表 313 As3+涜加培地中での糸状菌糸の生育 とAs吸収丑

菌生育丑●(mg) As吸収塵(〟g)

As無法加 As涜加 給取込塁 菌体1g当り

株 No. 培養日数

4

6

d7

4

6

00

7

8

9

1

2

3

1▲
2

3

1

2

3

11

20

34

8

19

24

32

41

48

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

日

4

1

3

1

2

3

38〕_¶叫

日

日

HIl

目

HIl
m
3

日

日

日

白

目

El]

日

日

日

日

日

日

日

日

目

6 73(0.63) 34 457

2 244(0.97) 340 1371

9 269(0.87) 885 3491

2 18(0.35)

7 129(0.42)

8 182(0.47)

146(0.80)

298(1.34)

283(1.06)

27(0.60)‥

59(0.24)

66(0.15)

303(0.71)

573(0.88)

444(0.72)

295(0.66)

331(1.00)

373(1.26)

4

9

5

4

7

8

3

3

2

0

6

3

1

6

3

8

3

5

2

1

1

200(0.86) 47

249(0.87) 61

219 86

1

6

5

0

9

6

0

5

4

0

2

5

8

3

8

g

8

0

4

7

0

3

6

9

0

3

1

4

1

6

7

8

7

8

1

3

9

5

9

6

4

4

7

5

9

4

1

1

0

1

2

2

2

9

2

1

ー

.乾燥歪塁 ; ‥ (As涜加区生育丑/As無添加区生育丑)
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3.1.4考察

As汚染地では･汚染水田土鳩で特徴的な徴生物相が認め られ､高渦度 のAs-十に耐性

を持つ特異的な糸状菌が優 占 していることが現地調査で既 に明 らかになっている (罪

2車)｡ しか し､As汚染地か ら採取 したこれ らの土壌 を実験室内で培養 した本章の実

験では･高渦度 のAsを含む土壌 を渇水状態 で培養 した時にAs耐性糸状菌が特 に優 占す

るという傾向は認め られず･む しろ･畑条件 で培毒 した時 にAs耐性糸状&･数が高かっ

た｡この様 に､現地のAs汚染水 田土壌では優 占 していた特異的なAs耐性糸状菌が､実

験室内で脳水条件で培養 した土壌では優占 してこなかったのは､これ らの糸状菌類 が､

元来､好気的微生物 であ り､現地汚染水田土壌では湛水 と落水 を繰 り返 すことによっ

て媒概 してきたためであると思われる｡そのため､室 内で培養 した土壌 と現地汚染土

機の糸状菌相 とは必ず しも一致 しないかも しれない｡ しか し､室内培養土壌 において

優占 してきたAs耐性糸状菌は現地汚染土塊 か ら持込 まれたものであ り､室内で再培養

した土塊カlら単離 されたAs耐性糸状菌相 も現地汚染土壌の糸状菌相 をあ る程度 は反映

しているもの と思われる｡

GosIO(1893)がAsを含んだ壁紙 に生える一群のAs耐性臭菌類 について報告 して以

来､高浪度のAsを含む基質 に生える ｢ヒ素カビ｣ の代表的なもの と して知 られる

Scopularlopsl'S属の函掛 ま､土壌か らも普通 に分離 される菌類 であるとされている

(宇田川 ら 1978)｡ しか し､本研究 において自然条件下で長期 にわたって継続 的に

高渦度のAsで汚染 された土壌 を再び培着 した土壌か ら分離 されたAs耐性糸状菌の多 く

のグループのなかで､FG-1 (TaJarOmYCe掘 )､FG-2( Aspergl･11u掘 )お よび末同

定のFG18に屈す る菌が多く分離 されたが､Scopularlopsl堀 の菌類の分離頻度 は低 か

った｡かつて､Thomand又aper(1932)も実験室内で人為的にAsを襟加 した土壌の糸

状菌相 を調べ､ Penlc1111umspp･､ Aspergll lus sp･､ Fusarlum spp.､paecllonuces

sp･な どのAs耐性菌 を単離 したが､Scopu]allopsl堀 は分離 されなかった｡本研究
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において分離されたScopularlopslssp.は､同時に分離されたAsperglllusfumlgatus

や TaJaromycessp･に比較 して高渦度のAsa.津加 による生帝の阻害は大きく､耐性

が小さいことがAs3◆耐性試験の結果､示唆された｡ScopularlopsIS屈は節 4車で述べ

るようにAs化合物代謝能を持つが､As耐性能は A.fLtn71gaLusや TalaL･OJWCeSSP.よ

りも小さいために､As汚染土壌で優占 してこないのかも知れない｡本研究で多く分離

された TalaronlYCe与属の分生子世代は Penlcl'JJiu爪属であ り (宇田川 ら 1978)､As

耐性菌として Talat'Oの′CeS属や Aspez･glllus属が多く分離されたことは､Thom and

Raper(1932)のAs添加土壌の実験において Penl'cllllum屈あるいは AspeL･gl11us屈

のAs耐性菌が分離されたことと一致 し､自然条件下においてAsで汚染された土掛 こお

いても PeJ71cllllum屈や Talaronvces屈､JspeL･glllus屈が優占してくることを示唆

する｡

3･2 土壌中の ヒ素耐性細菌の種構成 とヒ素耐性能

3･2･1ヒ素汚染土壌からのヒ素耐性細菌の分離

1)方法

3･1節においてAs耐性糸状菌を単離 した土塊､すなわち､宮崎県西臼杵郡高千穂町

のAs汚染対策指定地か ら採取 した土壌を畑条件および淡水条件下で培養 した土壌から､

As耐性細菌を分離 した｡

供試土壌中のAs耐性細菌数を3･1･1で述べたように希釈平板法で測定 した後 ､As涜

加アルブミン寒天平板上に生 じた細菌のコロニーをランダムに分離 し､ヌ トリエン ト

ブロス寒天 (Difco)培地上で植え継 ぎ､純化 した｡単離された細菌株は10mHのAs3･

涜加ヌ トリエン トブロス培地 (付表)において培養 し､As耐性を確認 した｡

得られたAs耐性紺菌株は､Bergey-sManual(Sneath ら 1986)に基づき､形態観

察､生理試験などにより同定 を試みた｡試験の一部はNCIHB(Scotland,UK)に委託
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した｡

2)結果

10mHAs°+添加平板上に生 じた細菌 コロニーをランダムに単離 し､10mHAs3･涜加増

地中での増殖能を確認 し､最終的に71株のAs耐性細菌珠を得た｡

単離されたこれらのAs耐性細菌はその形態および生理的性質から11のグル-プに分

けられた｡それぞれの細菌群の形態および主要な生理的性質を表314に示 した｡

BG-1､BG-2､BG-3の3群の細菌はいずれもクリスタルバイオレット深加ヌ トリエン

トブロス寒天培地 (付表)でも生育 した｡クリスタルバイオレットに耐性を示す細菌

はいずれもグラム陰性細菌であることが知 られている (加藤､鈴木 1979)ので､こ

れら3群の細菌はいずれもグラム陰性細菌であると思われる｡BG-1群の細菌はOFテス

トで好気的に生育するがグルコースから酸を生成せず､また､周べん毛を持ち運動性

を有することか ら AIca11geL7eS属 と思われ､さらに､他の性質から A.faec811･Sと

判定された.BG-2群の細菌はOFテス トでグルコースから好気胸に酸を生成 し､極べん

毛と運動性を有することか ら PseudomoDaS屈 と思われた｡BG-3群は運動性の無い梓

菌であった｡

BG~1､BG-2､BG-3以外の細菌群はいずれもクリスタルバイオレット襟加培地では生

育できないことから､グラム陽性細菌と思われた｡このうち､BG-4群の 2株はカタラ

ーゼを持たず､好気条件でも生育できることか ら LactobacllJus属 または Spor0-

1actobaClllus属と思われたが､この群に屈する2株はいずれも運動性を持つことか

ら､これらは､SporoJactobacll]us属 と思われる｡単離された他のグラム陽性細菌群

はいずれもcatalaseを持っていた｡BG-5群は細胞の幅が1.1pn､長さが2.2-5.OFEm

の大型の梓菌で運動性はなかったoBG-6の&･群はそのコロニーが寒天平板上に薄 く拡

がることで特徴付けられる梓菌であり (写窮3-8,9)､内生胞子を形成することから

- 35-



BacJ'JJus属 と考えられ･また､コロニーが寒天上を移動するという性質や他の性質

(蓑3-5)か ら B･C1-rculanceまたはその近縁種 と考え られる｡BG-7およびBG-8の函

群はVPテス トで陽性であったが残 りの歯群 はいずれもVPテス トで陰性であった｡これ

らVPテス ト陰性の菌群は硝酸還元性､HRテス トか らさらに4つの歯群 (BG-9､BG-10､

86-11､BG-12)に分けられたが､運動性や細胞形態､その他の性質 に変異があ り､そ

れぞれ複数の蘭種の混群である可能性がある｡



衣 3-4 分離 され たAs耐性紺歯群の性TT

歯群 No.' BG-1 BG12 BG-3 BG-4 BGl5 BG-6 BG-7 BG-8 BG-9 BG110 BG-11 BG-12

形態‥ R R 氏 R R R 氏 良 R R 氏 R

幅(〟m) o･6 0･6 015 0･4-0.7 1.1 0.4-0.7 0.7 0.5 0.5-0.8 0.4-0 .9 0.5-0.7 0.6
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ん毛.…-N,酸を生成せず;0.好気的に酸を生成;F,嫌気的に酸を生成;～,生育せず.



表 3-5 As耐 性 8･cIL･CulaJ7S各 菌株 の形 態 的 ､生 理 的性質
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表 3-5 (続 き)

34RT97plT
36h凡T5LLJI

良TE04良T804良T

一
+

+

+

+

十

十

一

一
十

一

一
十

+

一

l
+

+

-
十

十

+

l

-

l
十

一

一
+

十

一

-
+

+

-
+

+

+

l

l

l
+

一

一
十

十

一

l
+

+

r
+

+

+

l

1

1
+

J

J
+

+

J

′■ヽ
(

+

+

+

-
+

十

+

-

I

l
+

一

一
+

十

一

J
+

+

l
+

+

+

r

l

I
+

.

J
+

+

r

pH5.7生育

5ウ川aCl生育

7馴aCl生育

10%NaCl生育

37oC
生

育

湿

度
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細胞内小球 亡

クロラムフェニコール感受性

ナrJyキシン酸感受性

ホ○リミキシンB感受性

スル7oトマイシン感受性

形態的記述 は､特 に記述がない限 り､LabMnutrientagaH こおける生育による｡

▲E･楕 円形 または円柱形 ｡ bT･凱 Cグルコース寒天培地 ｡ dペプ トン水砂臥
Andrade指示薬 ｡
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写真 3-8 寒天平板上の B.clrculans

コロニーの移動｡左列上から0､1､2､

4分後､右列上か ら5､6､8分後｡写虫

中央のコロニーは時間 と共に右周 りに

回転するように移動 している｡ (30倍)
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3.2.2.主要なヒ素耐性細菌の亜ヒ酸耐性能

分離されたAs耐性細菌のなかではBG-1､BG-5,BG-6の3群に属する細菌の分離数が

比較的多かった｡このうち､BG-5に属する菌はいずれも10mHAs3'添加培地で生育が認

められたが､その生育塁はAs無涼加培地に比較 して著 しく低かった.しか し､BG-1､

BG-6に屈する細菌はAs3'涜加増地中でも良好な生育が見られた｡そこで､単離 したAs

耐性細菌のうち比較的分離数が多く､また､As耐性能が高かったBG-1(A.faecalls)

とBG-6(B･Clrculans)の2群についてAs3◆耐性能を検討 した｡

1)方法

BG-1群 (A･faecallS) については･単離されたAs耐性株 (TR117株)および対照と

して非耐性株 (A･faecaJIsIAM12369株 )をAs3◆涜カロペプ トン水 (ITJ表)中で培養 し､

吸光度の変化か ら､増殖曲線を求めた｡測定にはバイオフォ トメーター (BIO-LOGII,

Jobin-Yvon社 )を用いた｡

BG-6群 (BIC,rCulaDS)については､各分離菌を亜ヒ酸ナ トリウムを10､15､20､

25､30､35および40mH涜加 したヌ トリエン トブロス培地 (付表)に接種 し､28｡Cで

増超 した後､培地の濁 りから増殖を判定 し､供試細菌が生育 し得るAsいの最高濁度を

求めた｡

2)結果

BGll群 (J･faecall'S)に属するAs耐性株は溶体静止培養では表面に厚い菌膜を作 り､

振とう培養においても増殖 した菌体がフロックを形成するため､培地中で均一に増殖

しない (写菓 3-10)｡As耐性TR-17株では､吸光度か らみた比増殖速度は一定せず､

As非別 口培地での培養の対数増利明においても培養時間の経過 と共に比増殖速度が

速くなる傾向にあった (図3-1)8この様に､比増殖速度が一定 しないため頗密な比

較はできないが､10mMのAs-凍加増地中でのTR-17株の増殖は､Asa･無流加増地中で
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の増殖に比較 して増殖開始が遅れるものの､その増殖速度 とAsa･無津加増地に別 する

増殖速度との差は明瞭でなかった (図3-1)｡TR-17株は最高20mHのAs3･添加培地中で

は増殖 したが･25mHのAs3◆添加培地中では増殖 しなかった｡一万､対照 としたAs非耐

性株 (IAH12369株)では､As3◆泊度の増加 に対 して比増殖速度は僅かに減少する傾向

にあった (表3-6)｡IAH12369株は10mHAs3･添加培地では増殖 しなかった｡

BGl6群 (B･clrculaDS)に屈する細菌の一部は純化の過程で失われたが､最終的に

得られたTR-40B､40E､43･55･63および 79の6株は高渦度のAs3･津加培地でも生

育が可能で､生育できるAs3◆の瀬高捌 口渦度はそれぞれ､TR-40B､25-30mM;TR140E､

25-30mM;TR-43､40mM以上 ;TR-55･20-25mM;TR-63､25mM;TR-79､30-35mHであっ

た｡

Asト) As(+) As(-) As(+)

As非耐性株 (IAH12369) As耐性株 (TR47)

写真 3-10 As3◆添加培地中での A.faecallsの増殖

As(†)･10mMAs3◆襟加ヌ トリエン トブロス培地

As(-),As非流加ヌ トリエン トブロス培地
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表 3-6 月･faecalls(IAH12369)のAs3+襟加増地中での比増殖速度 (〟)

菌株No. As渦度 A B FE(hr-1)

IAH12369 0ppm 0.209 -0.710 0.481

1pprn 0.187 -0.895 0.431

3ppm 0.183 -2.159 0.421

log(吸光度)= A ･(培茸時間 hr)+B

〟 - A / log(e)

3.2.3考察

高渦度のAsに耐性を持つ細菌はこれまでにもいくつか単離されている｡ 1918年に

Greenは高渦度のAs3+に耐性を持つTBaclJJusarSenOXydans'を単離 した｡しか し､こ

の菌株は今では失われて しまい (Turner1949)､現在では､A.faecallSのエコタ

イプの一つではないかと考えられてお り (PhlllipsandTaylor1976)､ Bergey's

Manual(Sneatheta1.1986)にも記載されていない｡その後､高渦度のAs3◆に耐性

を持つ JIcallgeL7eS Sp.(Osborneand Ehrlich1976;PhilllpSand Taylor1976)､

PseudomoJ7aS SPp･(Turner 1 954 ; Haeda et.al 1 990; Arlmaand Beppu 1964)､

Achromobactersp･､Xanthomonassp.(Tu川er1954)あるいは末同定の細菌 (Maeda

eLal1990;Wakaoetal･1988)が単離 されたが､これ らはいずれもグラム陰性細

菌であった｡一般にグラム陰性菌の方がグラム陽性菌よりも重金属､薬剤等への耐性

が強いと言われており (DuxburyandBICknell1983)､これは､その細胞壁がグラ

ム陰性闇と陽性菌では異なるため､グラム陰性菌ではこれら重金属元素の細胞透過性

が低いことや､プラスミドに由来する重金属耐性因子がグラム陰性菌の間ではグラム

陽性菌よりも互いに伝播 しやすいことなどがその理由と考えられている｡

今回単離されたAs耐性細菌のうち､BG-1､BG12､BG-3の 3群､16株がグラム陰性細

菌であり､特にBG-1(A.faecalls)が多く分離された｡A.faecallsの一部の株では
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高渦度のAsに耐性を持つことが既に報告されてお り (OsborneandEhrlich1976;

phllllpSandTaylor1976)､また､B.aL･SenOXYdans(Green1918)､AchE･OmObacteL･

arsenoxydans (Turner1954)も J.faecallsのエコタイプであると考えられてい

る (PhlllipsandTa･ylor1976)｡対照として培養 したIAH12369株が高渦度のAs3◆に

は耐性を示さなかった様に､全ての J.faecall'Sが高渦度のAs3+に耐性を示すわけで

は無いが､異なった地域で単離されたAs3+耐性菌のなかに同 じ種の細菌が高塀度で現

れることはA･faecal).SのAs3'耐性機梢がこの種の特徴 と言えるかもしれない｡

グラム陽性菌であるStap山′JococcusaUL･euSのある株はAsや重金属に対する耐性追

伝子プラスミドを持つ (NovICandRoth1968)｡ しか し､代表的なグラム陽性の土

壌細菌であるBaclllus屈では高渦度のAs3◆に耐性を持つ株は､現在では Bac111us属

に含まれるかどうか疑問が持たれる B.aL･SenOXydans(Green1918)の 1例を除 くと､

これまで自然界から殆 ど単離されておらず､その儀学的性質も明らかにされていなか

った｡しか し､今回単離された B.clrculal7Sの耐性As渦度は､これまでに知 られて

いる他のAs耐性 グ ラム陰性 菌のAs3'耐性能 (6-20mH)に匹敵する｡As耐性 B.

cL'rculaDSのAs耐性機構については未解明のままであるが､本研究で得 られた結果は

自然界に存在するグラム陽性菌も高渦度のAsに耐性を持ち得ることを示す｡

単離されたAs耐性 B.cl'rcuJansの特徴は､そのコロニーの形態にある｡このグル

ープの菌は､寒天の表面に非常に薄 く広がる半透明のコロニーを形成 し､その一部は

渦巻き状に見える小コロニーとなり､寒天表面を不規則に移動 し､コロニーの移動速

度は速いものでは 0･2mm/minに通 した (写異3-8)｡また､このグループの菌は､コ

｡ニーが寒天表面上をこの様に活発に移動するにもかかわ らず､個々の細胞の液体中

での運動性は小さく､細胞の周囲に細いべん毛を持つ (写兵319)が､寒天上のコロ

ニーの動きには別の機構も関与 している可能性がある｡

単離された BIC''lCulaDSの様に､寒天表同日こコロニーが薄 く広が り､また袋馴 生
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をもって移動することは､従属栄養滑走細菌 (Hyxobacteria､Cytophaga)の性質に

類似 している｡これらの滑走細馴 ま土壌中では個体基質の表面に密着 して高分子有機

化合物を分解 しながら生酒すると言われ､その場合､細菌細胞が個体表面を滑走する

性質は､個体表面に高密度で密暫 し､基質を効率良く分解することに有利であると考

えられている (RelChenbachandDworkin 1981)｡今回単離された B.clrculansの

土壌中での生態については末だ不明であるが､そのコロニーの特徴か ら朔推されるよ

うに､他の滑走細菌と同様､土壌中で高分子有機化合物の表面においてそれらを基質

として分解 しながら活動 している可能性があり､実際､ゼラチン､デンプンやセルロ

-ス等の高分子化合物の分解能を示 した｡Asや重金属で汚染された土塊では､この様

な有機物の表面は重金属が吸若 .油紙される均であり､また､高渦度に淵縮 されたAs

や重金属狐が土壌中での有機物の分解を妨げているならば､高渦度の重金属に耐性を

持つことは高分子の基質の表面で活動する細菌にとって､より有利な性質であると考

えられる｡

As5'を始め重金属や抗生物質に対する耐性にはプラスミ ドに由来するものがある

(中原 1988)｡グラム陽性細菌においても､StaphylococcusauL･euSのある株はAsや

電金属に対する耐性遺伝子プラスミドを持つが (NovICandBoth1968)､グラム陰

性細菌において重金属耐性菌が多い理由の一つとしてグラム陰性細菌間でこれらのプ

ラスミドが伝播 しやすいことが考えられている｡これらのプラスミドは細胞間の接触

により伝捕すると考えられている｡供試 した高渦度As耐性 B.cl'rcuJansが寒天平板

上で移動する時､互いに接触 してマイクロ柴薄を形成 し移動することは､もしこれら

の細菌のAs耐性がプラスミドに由来するならば､細胞が互いに接触することは､これ

らの7'ぅスミドの伝揃に非常に有利な形質であり､これらの細菌が高渦度の重金属に

耐性を示すのに好都合であるとも考えられる｡
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第4章 ヒ素耐性徴生物によるヒ素化合物の代謝

Asは､有機および無機態の様々な化学形態で存在 し､その形態によって環境中での

挙動や生物への毒性も異なる｡As化合物の化学形態の変化には微生物も関与 し､いわ

ゆる ｢ヒ素カビ｣と呼ばれる一群の莫菌類によって無機態のAs3'か らアルシン等のガ

ス状の有機As化合物が生成することなどは古くから知 られていた (Gosio 1893)｡こ

れらのAs代謝微生物は､その生理､代謝系については比較的良く研究が成されている

(例えば Bird etal･1948)のに比べ､生態に関 しては古 くか ら関心が持たれてい

たにもかかわらず研究例は多くない｡しか し､水圏においてAs3'をAsさ十に酸化する微

生物 (Turner 1954;Wakao ら 1988)の存在や､沖洋におけるAsS+のAs3◆への還元

(Johnsonand Pllson 1975)､湖沼の底泥でのAsの酸化還元 (Freeman 1986)には

微生物の寄与が大きいことなどが報告 されている｡また､土壌圏においても､Thom

andRaper(1932)は実験室内でAsを津加 した土壌か ら単離された糸状馴 こついてア

ルシン発生能を調べた｡しか し､実際の自然条件下でAsに汚染された土壌におけるAs

耐性微生物 とこれらのAs化合物代謝能についての調査例はこれまで殆 ど無い｡第2章

で述べたように自然条件下で長期間に渡ってAsで継続的に汚染された土壌ではAsに耐

性を持つ微生物が集積 してお り､これらのAs耐性微生物もAsの土壌中での形態変化に

関わっている可能性がある｡そこで､第4章ではAs耐性微生物によるこれらAs化合物

の形態変化を検討するために､As化合物の形態別定量法 (第 1節)､ガス状のAs化合

物の簡易検出法 (第 2節)について検討 した後､土壌から単離された細菌によるAs3･

の酸化 (第 3節 )と､糸状菌によるAs3'からのアルシン類の揮散 (第4m)について

検討 した｡
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4.1 ヒ素化合物の形態別走塁法

As化合物を形態別に定丑する方法には､薄層クロマ トあるいはベーパ-クロマ トに

より分離 し､比色法 によ り検 出､定立 す る方法 (OsbomeandEhrlich1976;

pblllipsandTaylor1976)､イオン交換カラムにより分離する方法 (Takamatsuら

1982)､As化合物を還元 してアルシン類に変え､その沸点の差により分離する方法

(神 1983)､高速液体クロマ トグラム (HPLC)とプラズマ発光分光光度計 (ICP)杏

組合せたシステムによる方法 (Horitaら 1981､1987)などがある｡ しか し､イオン

交換カラムによる分離 (Takamatsuら 1982)､アルシン類の沸点の差を利用する方

揺 (神 1983)は測定に時間がかか り､あるいは､特殊な装置を必要 とする｡HPLC-1C

Pシステムによる方法 (Morltaら 1981､1987)は､簡便かつ頬時間で洲定できる点で

有効な方法であると思われるが､検出装置 として用いられているICPは原子吸光光度

計に比較 して必ず しも一般的でない｡本節では､AsS◆とAs3'を簡便に分別定_nする方

法として､HPLCと原子吸光光度計を組合せて用いることとし､原子吸光光度計､高速

液体クロマ トグラムの分析条件について検討 した｡

4･1.1原子吸光分光光度計分析条件

HPLCで分離された試料を直接､原子吸光光度計で測定する際に､HPLCの移動相によ

って原子吸光の感度が影響を受けることも考えられる｡そこで､As標準液を蒸留水 と

リン酸綬衝液で希釈 し､希釈瀬の差が原子吸光分光光度計の吸光度に及ぼす影響を検

討した｡

1)装qtn､材料､および方法

装造 :原子吸光分光光度計､島津製作所 AA640-12型

燃焼ガスおよび助燃ガス流丑 :水素 15llter/min一空気 10liter/m上n

JT-ナー高さ :予備実験により最適条件 (1mm)に設定
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標準試料酒液 :ヒ酸ナ トリウムを (A)蒸留水または (B)pH6.8､10mH リン酸は衝液

に滴解 し､15ppmAs5'標準溶液を調製

方法 :標準液(A)および標準液(ち)の吸光度の3秒間の積算値を各20回ずつ繰 り返 し測

定し､各標準液の吸光度の繰 り返 し測定における平均値および変動を求めた｡

2)結果

(A)､(a)両標準液について各20回測定 した結果を表4-1に示 した｡両標準液の吸光

度の間には平均値では差は無かったが､(a)リン酸は衝液希釈標準液 (cv=2.8%)の方

が(A)蒸留水希釈標準液 (同 5.5%)よりも変動は小さかった｡

この結果は､試料を原子吸光分光光度計 により測定する際にはリン酸は簡液で希釈

して測定する方が蒸留水で希釈 した試料を洲定するよりも測定値の変動が小さい点で

有利であり､従って､HPLCと原子吸光分光光度計を直結 したシステム (HPLC-AAシス

テム)におけるHPLCの移動相にはリン酸揺価液を用いる方が有利であることを示 して

いる｡

4･112HPLC-AAシステムにおけるヒ酸および亜ヒ酸の分離および保持時間

(4･1･1節)において HPLC-AAシステムの移動相 として適当と思われたリン酸綬衝

液を用いた時の､HPLCIAAシステムにおけるAsHとAs3+の分離能､それぞれの感度お

よび検丑線の直線性に及ぼす影響を検討 した｡

1)装 盲壁､材料および方法

装IE : 高速液体クロマ トグラフ､島津製作所 LC-3A型

原子吸光分光光度計､由雄製作所 AA640-12型

カラム イオン排除カラム SCR-101H
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表 4-1 原子吸光分光光度計によりAsを測定する時に試料希釈液の

差が吸光度とその変動に及ぼす影響

No･ 蒸留水 揺衝液' No. 蒸留水 綬衝液

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

l

1

6

4
.
1▲

9

7

2

1

6

2

8

0

3

5

6

7

8

7

7

8

7

nU

6

7

7

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Ave. 172.25 174.0

C.V.(冗) 5.5 2.8

'10mH リン酸綬衝液 (pH6.8)

‥吸光度 (相対値)

運転条件 : 移動相､10mHリン酸接衝液 (pH6.8)､3.0ml/mュn

試料注入量､ 100/Jl

試料 As5'､As〇十を所定の渦度 となるように混合 し､蒸留水､50mHおよび10州

リン酸緩衝液 (pH6.8)､マ-チン培地 (付表)で希釈 して標準格液を調

製 した｡

方法 AsB+､As3◆混合標準液をHPLC-AAシステムで分離定塵 し､各 ピークの高

さを求めた｡
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2)結果

AsいおよびAs3'の保持時間 :

10mHリン酸緩衝液 によって希釈 したAsS十､As3◆混合標準液 (各750ppm)をHPLC-AA

システムで測定 した時のチャー トの例 を図411に示 した｡As3'の保持時間 (4.1min.)

はAs5'の保持時間 (1.65min.)よりも長 く､この 2つの物質 は明確 に分離 された｡

試料希釈液の差がAs5'とAs3'の感度 に及ぼす影響 :

蒸留水､ リン酸綬衡液お よびHartin培地 で希釈 したAs標準液 中のAs5'およびAs3◆の

ど-ク高を衷412に示 した｡リン酸は衡液で希釈 した試料では リン酸渦度が高 まるに

つれビ-ク高 さが低 くな り､分離能が怒 くなる傾向にあった｡Martln培地で希釈 した

試料では リン酸綬衡液希釈試料 よりもさらにピーク高 さは低かった｡

表 4-2 試料希釈液が ピーク高さに及ぼす影響

希釈液 AsS◆ As3◆

蒸留水

10mH綬簡液

50mH綬衡頼

Hartin培地

試料中のAs渦度はAs5'､As3◆それぞれ750ppmずつ
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図 4-1 日PLCによるAs54とAs3'の分離
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検Eと線の直線性 :

図4-2に示 したように､As5◆､As3◆ともに750ppmまで検量線はほぼ虐組であった｡

しか し､測定 に際 してのノイズが大きいため (図4-1)検出限界はFSく､HPLC-AAシス

テムで徴囁渦度のAs5'あるいはAs3◆を測定することは純度が落ちると思われた｡その

ため､徴塁渦度のAsの定見を行なうにはAs5'およびAs3'の各流出画分を別個に採取 し､

各画分中のAs洩度をフ レームレス原子吸光光度計 (FAA)で定見する邪が適当と思わ

れる｡

仙
伸
6

-
.7

0 200 400 600 800

Asconcentration(mg/l)

図 1-2 蒸留!水 およびMarLLn析地で希釈 した標叩三枚の検 iTt一級
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4.1.3.本研究において用いたヒ酸/亜ヒ敢分離定量システム

以上の実験結果からHPLC-AAシステムでAsを分離定盤する場合の問超点として､次

の部が明らかとなった｡(1)原子吸光分光光度計によるAsの測定においては､リン酸

頒衝液で希釈 された試料は蒸留水で希釈された試料 より吸光度の変動は小さい｡(2)

HPLC-AAシステムにおいて移動相にリン酸緩衝液を用いた時､HPLCに注入される試料

はは衝液によって希釈されたものの万が蒸留水で希釈 したものより分離能はやや悪い｡

また､HPLCにより分離された試料を直接原子吸光光度計で測定すると､ノイズが大き

いため､微塵のAsの定見はFAAで測定するのが適当である｡

これらの予備実験の結果を踏まえ､本研究では図4-3に示 したような､HPLCと原子

吸光光度計を接続 したシステム (HPLCIAAシステム)でAs6+とAs3'を分別定立するこ

ととした｡ (4.1.1節)で述べたように､原子吸光光度計による洲定ではリン酸は価

液で希釈 した試料の方が比較的ノイズが小さいため､リン酸緩衝液を移動相に用いる

こととした｡しか し､リン酸趨衝液を移動相に用いた場合でも (4.1.2節)に述べた

ように､原子吸光光度計による直接測定では低渦度のAsの走塁にはノイズが大きいた

め､低渦度のAs5◆の測定においては予め標準液から求めたAsS◆の流出画分を分散 し､

その画分中のAs渦度をFAAで測定することとした｡FAAによるAsの測定では試料中の リ

ン蕨等が干渉 し､また､硝酸マグネシウムの凍加はこれらの干渉を抑制する (小田中

1979)｡そのため､本システムにおいてもFAAによりAs泊度を測定する場合にはリン

酸による妨害を抑えるために､HPLCの移動相には蒸留水を用いることとした｡さらに､

培遜液などの試料に由来するリン酸の影野を抑えるために､FAAでの測定に当っては

さらに0.25%のHg(NO,)2を添加 した｡
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図 4-3 ヒ酸/亜ヒ酸分離定塁システム

4.2 ガス状 ヒ素化合物の検出法

無機態のAs3'やモノメチルアルソン酸 (MHA)､ジメチルアルシン酸 (DHA)などの

有機As化合物をメチル化 して トリメチルアルシン (TMA)などのガス状の有機As化合

物 (アルシン斯 )を生成する一群の央菌類の存在が知 られている｡As汚染土壌で倭占

してくるAs耐性糸状菌類が､この様なアルシン発生能を持つかどうかということは､

As汚染土壌におけるAs化合物の挙動を明らかにするうえで､また､As汚染土壌で優占

してくるこれらの糸状菌類の生態学的意味を考えるうえで重要であると考えられる｡

これまで､アルシン塀の発生を検定するには､A)喚覚によりアルシン類特有の臭

いを検出 したり､B)通気培養 して気相中のAs化合物を物理的または化学的に回収 し

たり､C)headspace法により培養容館内の気相中のAs化合物丑 を直接ガスクロで定

虫する､などの方法が行なわれてきた｡

このうち､A)の方法は､アルシン類に特有のニンニクの様な臭いを感知する方法

で､初糊の研究においては行なわれていた (Thomand又aper1932)ようであるが､
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発生するアルシン類が非常 に有毒であることか らも､危険 な方法である｡a)の 方法

は反応容器の通気をHgC12(Blginelll1901;Challengerら 1933;Birdら 1948)､

ピリジン (山根 1989)､AgNOS(山根 1989)､KI(Woolson1977)､州03(HcBrlde

andWolfe1971)な どと反応 させ､時には冷却 して回収す る方法で､発生 した アル

シン類 を走塁的 に回収 できるが､複雑 な装置を要 し､操作 も繁雑であることか ら､多

数の試料についてアルシン発生能を一次的 に検索するには適 さない｡C)の方法 (Cox

andAlexander1973;Cullenら 1979)も直接 ガスクロで定立するため ､特定の化合

物の検出には適するが､未知の化合物 も含めたAs化合物の揮散 を捉 えるには必ず しも

適当ではない｡

一方､高校 ら (1983a,1983b)は土壌か ら発生するアルシン灯を検 出するために､

気相の一部 をAgNO3滴液を渉み込 ませたろ紙 に通過 させ､吸着 したAsを蛍光X線分析

法により検 出 した｡本研究ではアルシンの発生 を簡便 に検 出する方法 と して､高偲 ら

(1983a,1983b)の方法を基本 として､サ ンプルカ ップに入れたAgNO3溶液 に気相中

のAs化合物 を吸収 させ､これをFAAで検 出する方法 を検討 した｡

1)方法

大気中の アルシン類のAgMO3溶液への清け込みを検討するため に､0.01､0.1､1.0

%のAgNO3溶液 2mlを入れた小型のサ ンプルカ ップを､As3'津加培地でAs耐性糸状菌

を増益 しているインキュベー ター内に置いた｡インキュベーター内はかすかにニ ンニ

ク様の臭いが した｡24時間後 にサンプルカ ップを取 り出 し､AgNO,溶液中のAs含丑をF

AA(島津GFA2/AA640-12)で測定 した｡

2)結果および考察

いずれの渦度 の硝酸銀溶液 も培弟容器か ら洩 れたインキ ュベータ-内の空気中のAs
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を吸収 したが､AgNO3渦度の増加に従 いAsの吸収量は増加 し (表4-3)､アルシン吸収

丑はAgNO3渦度 によって異なることが明 らかとなった｡ しか し､気相中に僅かにアル

シン臭を感 じる程度のアルシン発生でも､0.Ol‡のAgNO3溶液でAsを十分検出すること

が可能であ り､アルシンの発生を定性的に検出するには､本法の様に低渦度のAgNO3

浴液をサンプルカップに入れて置くだけで十分な感度が得 られた｡また､AgNO3溶液

に吸収 されたAs化合物を直接FAAで計測できるなど､従来法に比較 して非常に簡便で

あると思われた｡

袈 4-3 インキュベータ内においたAgNO,溶液中のAs渦度

AgNO3渦度 処 理 ピーク高●

% As(75.Oppb)涜加

% インキュへ◆一夕-内放LtiT}

インIユへ■一夕-内放置

インキュへ'-タ-内放置 1

対照(インキュへ◆-クー外)

●FAAによるピーク高

以上の結果か ら､半閉鎖系の増兵容器内の気相中の高渦度のアルシンはAgNO｡溶液

によって十分吸収､検出できると思われたため､次の様な方法で菓菌類のアルシン粁

発生能を判定す ることとした｡すなわち､10mHのAs3◆を法加 したマ-チ ンの液体培地

(付表)50mlを100ml容の三角フラスコに入れ､供試糸状菌を接種する｡25oCで 6日

から3週間静置培養 し､糸状菌が十分生育 した後､0.1%のAgNO3溶液 2mlを入れたサ

ンプルカップをフラスコの口か ら吊る し､フラスコ上部をアル ミホイルで閉 じる (図

4-4)｡再び増毛を続 け､フラスコ内の気相中のAs化合物をAgNO3溶液に吸収 させた後､

24時胤後にAgNO3溶液を入れたサンプルカップをフラスコか ら回収 し､AgNO,溶液中の
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As渦度をフレーム レス原子吸光光度計 (良沖GFA-2/AA640-12)で測定する｡糸状歯を

接種 しないフラスコに同様に吊るしたAgNO3猶液中のAs損度を対照とし､これより明

らか にAs渦度が高い糸状菌株を､As化合物を揮散する能力をもつ株 と判定する｡

阿~｢ ト- -

アルミホイル

吸収剤 (A9日03)

糸状菌ペ レット

液体培地

図 4-4 As化合物抑散検定用培養法
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4.3 ヒ素耐性細菌による亜ヒ酸の酸化

これまで､As化合物の酸化還元､例えば､鉱山排水中に多塁に含まれるAsa◆の酸化

(wakao ら 1988)や ､海洋 におけるAsS+のAs3'への還元 (Johnson and Pllson

1975)､湖沼の底泥でのAsの酸化還元 (Freeman 1986)には微生物の寄与が大きいこ

とが報告され､AICallgenesspp.､PseudoIWnaSSpp.など､As3'をAs5'に酸化する能

力を持つ細菌が分離 されている (Turner1954;PhilllpSand Taylor 1976;Osbome

andEhrllCh 1976).土壌中においても､As汚染土壌ではAs耐性微生物が優占 して

くる傾向にあり (第 3章)､これらのAs耐性微生物が土壌中のAs化合物の代謝に関与

している可能性もある｡本節では第 3章においてAs汚染土壌か ら単離 したAs耐性細菌

の代表的なものについてAs3'酸化能を培養系において検討 した｡

1)材料および方法

供試細菌 :

宮崎県西臼杵郡高千穂町As汚染畑地土壌から単離 した11グループ､71株のAs耐性細

鶴 (第3章)のうち､As3'涜加増地中でも比較的増殖速度の速いTR-17(BG-1群､A.

Eaecalls) とTR-44(BG-2群､PseudomonaSSp.)の 2菌株について､As3◆涜加培地

中での増殖 とAs3+からAs5'への酸化について検討 した｡

使用培地 :

使用 した培地の組成は付表に示 した｡TR-44の培養には炭素源 としてグルコース､

窒素源 としてアスパラギン酸を基礎培地の無機塩類に加えて用いた｡TR-17株はグル

コースを貿化せず､また､栄養要求性があるため､基本培地にアスパラギン酸 (0.2%)

と微塵の酵母エキス (0.5%)を添加 した培地を用いた｡As3+涜加培地はこれらの培地

にNaAsO之を10mH溌加 した.

実験方法 :
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図415に実験の概要を示 した｡As無法加培地で前培葺 (28oC､40時間)した供試菌

を､一定の渦度 (TR-17,4.4xlOS/ml;TR-44,9.2xlO6/ml)まで希釈 したものを､

200ml容坂口フラスコ内のAs3'法加およびAs無添加培地にlmlづつ接種 し､28oCで振 と

う培表 した｡培養中､経時的に培養液の一部を採取 し､培地のpHと菌の増殖史 (550

nm吸光度)および培養液中のAsb+渦度を洲足 した｡pHによっては培地の無機塩類が

沈殿するため､550nm吸光度の測定には､採取 した培養液 に塩酸を法加 してpH約3.0

に調整 し､無機塩類を溶解させた後に､吸光度を測定 した｡培養液中のAsS+渦度は

遠心分離器 (10,000rpm)によって菌体を分離 した後､HPLC-AA システム (4.1節)に

よって測定 した｡徴塁のAs5'の測定には､Ass+が流出するフラクション中のAs渦度を

フレームレス原子吸光光度計で測定 した｡

前培養 (28oC､40hr.)

J

吸光度測定 (550nm)
l

希釈
t

接種､本培養

(Ass+凍加および無法加培地 )

(28oC､振 とう培養)
J

培養液採取

pH測定 酸涜加 (pH3.0)

1

550nm吸光度測定

遠心分離
l

A s S十滴度測定 (HPLC/GFAA )

図 4-5実験プロ-チャ- ト

ー 61-



2)結果

As3◆涜加渦度 と菌の増殖 :

As3◆涜加増地 中での供試細 菌の増殖 を図4-6に示 した｡

TR-17株は培地へのAs3◆涜加丑の増加 につれて増殖開始が遅 れ､2OmHのAs3'涜加培

地では増殖開始 まで50時間以上を要 し､25mMのAs3十徳加培地では増殖 は認め られなか

った｡また､対数増殖期の増殖速度 はAs3◆の渦度が高 くな るにつれ僅か に遅 くなる傾

向にあった｡

TR-44株は10mHのAs3+の涜加 では増殖開始は遅れたものの､増殖期の増殖速度 では

As兜与凍加増地 との間に明確 な差は認め られなかった｡ しか し､15mM以上のAs3◆の襟加

では生田 しなかった｡

各幽株の最大増殖丑 :

各供試菌株 をAs3'涜加培地 で培ヰ した時の最大増殖量 (吸光度 )を表4-4に示 した｡

TR-17株 の最大増殖量 はAs3+涜加丑の増加 に伴 い明 らかに増加 し､20mHのAs3'涜加培

地ではAs3+無法加培地 に比較 して吸光度で約60%増加 した｡ しか し､TR-44株 はTR117

株と異な り､As3◆涜加培地中での最大増殖丑はAs3'涜加玉 の増加 に伴 い低下する傾 向

にあった｡

表 4-4 As耐性 AIcaJl'geDeSfaecall'Sおよび Pseudon70DaSSp.の

最大増殖丑 (550nm吸光度 )

培地凍加Asい渦度
A.faecall's pseudomonassp.

(TR117) (m-44)

OmH 0.560 1.367

10mH 0.710 1.157

20mM 0.903
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細菌の増殖 とAs5◆生成 :

各供試菌株を10mHおよび20mHのAsa◆を涜加 した培地で培養 した時の細菌の増殖丑

(吸光度)､培地pHの変化およびAsいの生成丑を図4-7および図4-8に示 した｡

TR-17株では､実験開始時のpHは涜加 したNaAs02のためAs3◆非涜加培地よりも由か

った (10mH涜加､pH8.6;20mH涜加､pH9.1)｡これらAs3'涜加培地のpHは実験開始後

しばらくは変化 しなかったが､細菌の増殖開始 と伴にpH7以下まで急速に低下 した後､

再び上昇 した｡培養液中のAs5'渦度は細菌の増殖と伴に増加 し､10mHのAs3'涜加増地

中では増益開始100時間後に添加丑の47%が､また､20mHAs3◆襟加培地では培養開始

175時RU後には襟加 したAs3◆の43%がAs5'に酸化された｡一方､As3◆非涜加培地では

和国の増殖 と伴 にpHは徐々に上昇 し統け､また､細菌非接種As3◆涜加 (lon門)堵地で

は培地のpHは殆 ど変化せず､As5'の若槻も認められなかった (図 4-7)｡培式中のdi

の低下はAs3+がAsb+に酸化されたためであり､その後のpHの上昇およびAs3◆無添加培

地におけるpHの上昇は供試細菌の増殖にともない生成 した塩基性物質によるものと思

われる｡

TR-44株では､実験開始時にpH8.3であった10mMAs3+添加培地のpHは細菌の増殖にと

もないpH6以下まで低下 したが､この間､増地中にAsいの生成は認め られなかった｡

As3'無添加培地では細菌の増殖開始後に若干のpHの上昇が認め られたが､再び次第に

低下 した｡As3'涜加培地および無添加培地で認められたpHの低下は供試細菌の増殖に

伴いグルコースから酸を生成 したためと思われる｡細菌非接種As3+添加培地において

は培地中にAs5◆の生成は認め られす､培地pHの変化も認め られなかった (図 4-8)｡
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3)考察

As3+はAs5'よりも酸性条件でより安定であるため､塩基性条件下では非生物的な

As3'か らAs5'への軟化が進むことも考えられる｡ しか し､As5'の生成がTRl17株 を接

種 した培養においてのみ認め られたこと､また､最もpHが高かった20rnHAs3'添加培

地においても細菌の増殖 とともにpHが低下するまではAs5◆の生成が認め られす､pHが

低下 した後 もAs5'の生成が続 いたことから､TR-17の培養において認め られたような

短時間での急激なAs5'の生成 は供試 したAs耐性 J.faeca11'Sの働きによるもの と思わ

れる｡

As3◆をAs日 に酸 化す る細菌 と しては､88C1'1lusarsenoxydans(Green 1918)､

PseudomonaS SpP.(Turner 1954)､AchroJWbacterarSeJ70Xydans(Tu川 er 1954)､

Xanthomonasarsenoxydans(Turner 1954)､AIcallgenesfaecaJlS(PhllllPSand

Ta∫lor 1976)､JlJcallgeDeSSp.(Osbome and EhrllCh 1976) さらに､グラム陰性菌

sp･ (Wakao ら 1988)などが､これまで報告されている (表 4-5)｡

表 4-5 これまでに単離 されたAs3◆酸化細菌

細菌種 分離源 分離培地As溝度 耐性As3◆渦度 Ref

JchromobacteL･arSenOXydans 洗羊液 20mM NaAsO2
(0.26%)

Pseudomonas spp. 洗羊液 20rnH ElaAsO2
XanthomonasarsenoxydaDS 洗羊液 20mM NaAsO2 - -I -

llcallgeneSfaecall'S 下水 20mM NaAsO2 10mM As3◆

AIcallgenessp. 土壌 0.1% NaAsO2 - -- I

Bacillusarsenoxydans 牛洗液 一一一- 1%Asa◆を酸化

グラム陰性菌 sp. 鉱山排水

JIcall'genesfaecalIs 土壌 10mM NaAsO2 20mMAs3'

'A.Turner (1954);B,Phillips and Taylor (1976);C.Osborneand EhrllCh

(1976);D,Green (1918);E,Wakao ら (1988);F,本研 究
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これらのAs3+酸化細菌の多くは洗羊液か ら分離され (Turner1954､Green1918)､

下水 (PhllllPSandTaylor1976)､高渦度のAsを含んだ鉱山排水 (Wakao ら 1988)

あるいは､動物の糞中にも見出されている｡一方､土壌中にはAs3'耐性細菌やAs3◆酸

化細菌は少ないと言われ､ (GreenandKestell1918/Tuner1954か ら引用 ;Turner

1954;PhlllipsandTaylor1976)､土壌からAs3◆酸化細菌を分離 した例も比較的

少なかった (OsbomeandEhrlich1976)｡ しか し､本研究においては土呂久のAs汚

染土蟻から､特にAsを涜加 して集積培束することな しにAs3'酸化細菌を分離すること

ができた｡このことは､自然条件下のAs汚染土壌中にも相 当数のAs3'酸化細菌が柴横

していることを示唆する｡

これまでに分離されたAs3◆酸化細菌のうち､B.arsenoxydaJ7S(Green1918)は現在

では失われ､Bergey'smanualにも記載されていないが､A.faecallSのecotypeの一

つではないかと考えられている (Tu川er1954;PhillipsandTaylor1976)｡また､

JcJ7TOmObac亡erat･senoxydaJ7S(Turner1954)は Bergey'smanual(Sneath ら 1986)

では A･faecallsに再分類されている｡この様に､これまでAs3◆酸化細菌として A.

faecalls､ (あるいはPseudomoDaS属の菌)が多く分離されている｡本研究において

土呂久As汚染土壌から単離されたAs3'酸化細菌 A.faecal)'sTR-17株は､これまで単

離されたAs3'酸化 A.faecallsおよび A.faecalL'Sのecotypeと思われる細菌 と比較

して (表 4-6)生理的性質は非常に類似 していた｡また､これまでに単離されたAs3◆

酸化 A.faecallsをAs3'非涜加培地で前培養 した時には､As3'津加培地に移植 した数

時間後にAs3'酸化能が細胞内に誘導された (Osborneら 1976;PhlllipsandTaylor

1976)が､本研究において土 呂久As汚染土壌から単軌された TR-17株 もAs3'凍加渦

度が高 くなるにつれ､増殖開始が遅れた (図 4-6)ことは､これまでに報告 された

As3'酸化 A.faeca11'Sと同 じく､As3'酸化系がAs3+添加培地中で培養することにより

誘申されるものであることを示唆 している｡
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A･faeca11'SのAs3◆酸化系についてはこれまで､以下の様なことが明 らかにされて

きた｡すなわち､各種の呼吸系阻害剤 (塩化水銀､バラクロロベンゾエイ ト水銀､ジ

ニトロフェノール､KCN､NaN3､NaF､アクアリン､ジコマロール)のAs3'酸化に対す

る影響から､Ass+酸化に伴いフラビン結合の酸化還元酵素チ トクローム C､チ トクロ

ーム酸化酵素､酸素へと電子が伝達することが示唆された くOsborneら 1976)｡また､

As3+酸化能が誘導され､飢餓状態にある A.faecallsは､As3◆添加液中の方がAs3◆非

涜加液中よりも生残率が高かった (Welch;H.S.thesis/tl.L.EhrllCh1978より引用)

｡これらの結果から､A.faecallsAs3'酸化株はAs3+を酸化することによって増殖お

よび維持のためのエネルギーを獲得 していると考えられた｡また､理論的にもAs3十の

Asいへの酸化により期だ気的発酵と同 じぐらいのエネルギーが得 られることが推定され

ている (Turner1954)｡一方､PhllllPSandTaylor(1976)は0.02MAss+を添加 し

た培地でAs3◆酸化菌を培養 したが増殖速度および細胞収量 に増加は認め られなかった

が､彼 らは､これは培養条件によってはAs3'酸化能が誘導 されるのに時rulを要 し､定

常朋に入ってか らAs3十酸化能が高まるためと考えた｡一万､本研究において土呂久As

汚染土壌より単離されたTR-17株のAs3'添加培地における増殖をAsa+非添加培地 にお

けるそれと比較すると､As3'溌加による比増殖速度の増加は認められなかったが､最

大増殖時の菌収量はAs3◆涜加玉の増加に伴い増加 した｡また､As3◆酸化能を持たない

As3◆耐性PseudomonasTR-44株では涜加As3'渦度の増加と共に薗収丑が減少する傾向

にあった｡これ らのことは､TR-17株がこれまでに報告されたAs3'耐性 AICallgeDeS

sp.と同 じく､Asき◆を酸化することによりエネルギーを獲得 し､増殖に活用 したこと

を示唆する｡
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表 4-6 これまでに単離 されたAs3'酸化 J.faecallsの生理的性質

Reference A B C D

周べん毛

蛍光性色糸

非水溶性東褐色色素

偏惟好気性

塘か ら酸を生成

ゼラチン液化

NO3~か らN2

NO3~か らNH/

NO3~か らNO2~

デンプン貿化性

酪酸白化性

生白可能温度 (oC)

グラム染色

細胞形!Li

胞子

リトマスミルクをアルカリ

カタラーゼ

H2S生成

イン ドール生成

+

一
一
十

一
一

一
+

一
+

+

一
一

+

一
一

+

73

S

一

d

25

一

rO

一

+

+

一
一

245C･3

十

一
一
十

一
一
+

一

十

一
一
+

一
一

一

十

一

Sd

一

rO

一

+

一

'A,Turner1954; B,PhilllpSandTaylor1976; C,OsborneandEhrllCh

1976; D,Green1918; E,本研究

この ように､本研究において土呂久As汚染土壌か ら分離 されたAs3◆耐性J.faecalls

はこれまでに報告されているAs3◆酸化J.faecall'Sと非常に類似 した性質 を有 していた｡

第3章において既に述べたように､A.faecalIsの全ての株がこの様なAs耐性能を持つ

ものではない｡ しか し､異なった地点､環境か ら源似のAs3'酸化能を持つ細薗株が多

く単離 されることか ら､この ようなAs3'酸化能が A.faeca11Sに特徴的に認め られる

惟田であるといえよう｡
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4.4 ヒ素耐性糸状菌によるヒ素化合物の揮散

Scopularlopsl'sbrevlcaul)'Sなど､いわゆる ｢ヒ素カビ｣と呼ばれる弟菌類が高渦

度のAsを含む培地に生育 し､ガス状のAs化合物を生成することが1890年代に既に知 ら

れていた｡その後､Aspergl'llusspp.､Fusarl'umsp.､PaeclloIWCeSSp.､Candlda

sp･､6110cladlumsp･､PeDlCl'111'umspp.など､多くの真菌類がこの様な揮発性のAs

化合物を生成することが報告 され (ThomandRaper1932;CoxandAlexander 1973;

Birdetal･1948)､今では､ScopulatJopsIs屈の菌類は全てアルシン鮪を揮散する

能力があることが明かとなっている (宇田川 ら 1978)｡一方､これらの共菌類 によ

って揮散されるAs化合物が トリメチルアルシン (TMA)などのアルシン姉であること

が明らかにされ (Challenger1933;Birdetal.1948)､アルシン柳を生成する共

幽期の生理代謝系については比較的良く研究されているのに対 し､アルシン蛸生成菌

の自然界での生態についての研究は少なく､ThomandRaper(1932)が実験室内でAs

を添加 した土壌から単離された糸状菌についてアルシン生成能を調べているのみで､

自然条件下でAsに汚染された土壌中の ｢ヒ素カビ｣の生態についてはこれまで殆ど調

査されていない｡一方､第 2章において述べたように､As汚染土壌においては高泊度

のAs3-に耐性を持つ菌類が集横する傾向にあり､これらのAs耐性菌掛 ま土壌中でのAs

の形態変化に関わっている可能性がある｡本節では､3.1節において自然条件下で継

続的に汚染されたAs汚染土壌から単離されたAs耐性糸状菌のガス状As化合物の生成能

を調べた｡

1)材料および方法

供試糸状菌 :

宮崎県西臼杵郡高千穂町のAs汚染土壌か ら単離された10mHAsa+耐性糸状協 (3.1節)

50グループ､計113株を供試 した｡
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アルシン揮散能検定方法 :

4･2節で述べた方法により､As3'添加培地からのガス状As化合物抑散能を検定 した｡

2)結果

アル シン非 生成 菌培養 お よび蘭 を接種 していないフラスコ中に吊る した吸収剤

(011%AgHO3溶液 2ml)中のAs渦度は24時間後にも0.03mg/L以下であったのに対 し､

アルシン生成蘭 と判断された菌の培養中のAgNO,溶液のAs渦度は数珠が0.06mg/Lであ

った他は､全て0･3mg/L以上のAsを含み､アルシン生成菌 と非生成菌は明確に区別さ

れた｡

供試 した113株 (50グループ)のうち､54%の61株 (26グループ)がAs3十流加培地

からAs化合物を揮散 したが､他の52株ではAs化合物の揮散が認められなかった｡各薗

群ごとのガス状 ヒ素化合物揮散株数を表4-7に示 した｡FG-2(A.funllgatuS)に屈す

る10株およびFG-9に属する7株はいずれもAs3◆流加培地か らAs化合物を揮散 した｡ し

かし､FG-1 (Talaromycessp.)に属する菌の殆どの株やFG-3､4(Chaetoml'umsp.)

に属する株はいずれもAsい添加培地からのAs化合物の揮散は認められなかった｡

3)考察

本研究において分離された50グループ､ 113株のAs耐性糸状菌のうち､半数の26グ

ループ､61株がAs3'捷加培地から揮発性As化合物を生成 し､土壌中のAs耐性糸状菌の

うちの広い群でアルシン発生能が認められた｡なかでも A.fumlgatus(FG-2)の10株

全てと他の Jsperglllus屈の菌 (FG-36､FG-39)はいずれもAs3◆からAs化合物を､揮

散することができた｡Aspelglllus属の菌ではこれまでも､ ｣.flscherl､ A.sydowl､

J･fumlgatus､A･glaucus､｣･ochL'aCeuS､A･verslcolorなどAs3+からアルシンを抑

散するものが多 く報告されている (ThomandRaper1932;Co又andAlexander 1973;
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表 4-7 各菌群におけるAs化合物揮散菌の比率 (揮散能を持つ株数/総株数 )

汚染土壌 非汚染土壌

A B C D

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

tb

1

1

1

1

1

1

1

1

l

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

㌧仙ut
0/2 1/7 0/7

10/10

0/1

1/1

0/1

1/16 TalaTOmyCeSSP

10/10 1.fum18atuS

0/1 0/4 0/5 Chaetoml'umsp.1

0/1 Chaetoml'umsp.2

1/1 ScopuJarlopslssp.

0/1 Penlcl'JIumsp.1

2/2 2/2

6/7 10/13 0/1 16/21

2/2 1/1 3/3 1/1 7/7

2/2 2/2

2/2 2/2

3/3

1/2

0/1 0/1

1/2 0/1 1/3

0/1

0/1

1/1 0/1

ACTemonlumsp. ?

0/1

0/1 0/1

1/1 1/1

0/1

1/2

1/1 1/1

0/1 0/1

1/1 1/1

0/1 0/1 Penlclllumsp.2

0/1 0/i PeL7).Clllumsp.3

1/1 1/1

1/1 1/1

0/1

0/1

0/1
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表 4-7 (続 き)

汚染土壌 非汚染土壌

A B C D

0/1

0/1

I/1

0/1

0/1

1/1

0/1

1/1

0/1

1/1

0/1

0/1

0/1

1

1

1

ll-
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

PenJclllumsp.4

J4sperglllussp.1

Asperg111ussp.2

ToLa1 27/41 21/36 9/16 3/6nUへ′】
/4

Birdetal.1948)｡一方､土呂久土壌か らはAspergl'11us屈 と並んでTalaromyces

屈の菌が多く分離された｡TalaroLWCeS属の分生子世代は Penlc1111'um属であり (辛

田川 ら 1978)､両者は JspeTgl'11us属と並んで土壌中の主要な糸状菌類であるが､

本研究において土呂久土壌か ら分離 した Penlcll11um屈およびralaromyces屈の菌で

はFG-1の 1株の培束の吸収剤で僅かにAsを検出 したのみで､殆 どはAsいからアルシン
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を生成 しなかった｡また､これまで多くの園輔がアルシン類を生成することが報告さ

れているなかで､TalaL･OnTYCeS屈あるいは Penlc11111unl属では Penlcl'111umsp.､P.

notatuれ P･chrysogenu仇 などがモノメチルアルソン酸 (MMA)､ジメチルアルシン

酸 (DHA)など有機As化合物から揮発性のAs化合物を生成することが報告されている

(Blrd etal,1948;Cox and Alexander 1973)ものの､As3'からのアルシン類の生

成は P.duclauxlにおいてその可能性が指摘されている (Thom and Raper 1932)の

みで､Talaromyces屈および PeDICl'111'um属の菌でAs3◆か らアルシン塀を生成する

という明確な報告はない｡このように､AspeTglllus属の菌でAs3◆か らアルシンを生

成する園が多く見られ､Talaromyces属や Penl'cllll'um屈ではAs3+か らアルシンを

生成する曲が見 られなかったことは､従来の報告と合せて､アルシン発生能が種ある

いは屈によって偏っていることを示唆する｡しかし､As3十からはアルシン類を生成 し

ないPenlc1111um属の菌もPenL'cl'111'umsp.､P.notatuれ P.chrysogenum,などがMMA､

DHAか らTMAを生成する事が報告されており (Blrd etal.1948;Cox and Alexander

1973)､土壌条件によってはTaJarOmyCeSなどもアルシン生成に寄与 している可能性

はある｡これらの蘭のAs化合物揮散能が土壌中で発揮される条件については今後明 ら

かにされねばならない｡
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第5華 ヒ系耐性亜 ヒ酸酸化細馴 こよる土壌中の亜 ヒ酸の酸化

前車までで､As汚染土壌中には多く種類のAs耐性微生物が存在 し､これらの中には

As化合物代謝能を持つ微生物が含まれることを示 した｡これらの微生物の代謝能を人

為的に利用することにより､土壌をは じめとする環境を汚染するAs化合物の不活性化

や除去を行なうことを考えた時､富栄養な培地中で活発な増殖 とAs化合物代謝能を示

したこれらの微生物が土壌の様な比較的貧栄毒 と考えられる環境中でも増殖 し､その

活性を維持するであろうかということが問題 となる｡本章では､土壌か ら分離 された

As3'酸化能を持つAs耐性細菌を人為的に土壌に涜加 した時の土壌中での生態とAsa+の

酸化について調べた｡すなわち､土呂久汚染土頓から単離 されたAs3'酸化A.faecaJlS

(TRl17抹 )の土壌からの検出法 (5.1節)､土壌中での生残性 (5.2節 )について検

討 した後､細菌を涜加 した土壌中でのAs3◆の酸化を土壌環流装置を用いて調べた (5.

3節)｡

5.1.希釈平板法によるヒ素耐性細菌の計数

目的 とするAs耐性細菌を希釈平板法によって定丑的に検出するためには､As3◆を法

加 した選択培地 を用いることが適当である｡しか し､培地の逮択性を増すために添加

As3'渦度を高めると､目的とする細菌のコロニー形成華も低下することが考えられる｡

そこで､涜加As3一滴度および培養期間とコロニ-形成数の関係を調べ､選択性が高く

コロニー形成数も高い培地 と培養条件を検討 した｡

1)材料および方法

供試蘭株 ;

As耐性 AIcallgeDeSfaecal}sTR-17株 (第4章 4.3節)
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使用培地 ;

ヌ トリエン トブロス寒天培地 (NB培地)､これにクリスタルヴァイオ レット (CV)

を添加 した培地 (CM培地)および､CN培地にさらにAs3･を 5､10､15､20mM涜加 した

培地を用いた｡Asヨ+の溌加に際 しては､酒解 した寒天培地 にミリポアフィルターで除

菌したlHNaAsO2溶液を使用直前に涜加 した｡

実験法 ;

供試細菌の培養液 1mlを50mlのペプ トン水に接種 し､ 1昼夜前培毒 した｡前増益

液を希釈 (550nm吸光度 0.291)した後､希釈液中の生菌数を各培地を用いた希釈平

板法で測定 し､28oCで培蓑 して平板上に形成されるコロニーを毎日計数 した｡

2)結果および考察

培養によって各平板上に形成されるコロニー数の変化を図 5-1に示 した｡

NB培地およびCN培地T･は培着開始 1日目に既にコロニーが認められ､3日目以降は

新たなコロニーの形成は認め られなかった｡ しか し､ 5mH､10mHおよび15mHのAs･を

涜加 した培地では､それぞれ培養開始 2､3､3日日以降に初めてコロニーの形成が

認められ､それぞれ､4､5､9日目まで新たなコロニーの形成が続いた｡この様に､

培地へのAs3十襟加渦度の増加 にともない平板上でのコロニ-形成に要する時間は長く

なった｡

NB培地とCN培地および10mHのAs3◆涜加CN培地の間で形成 コロニー数に有意な差は見

られなかったが､15mH以上のAs3◆涜加CN培地では形成コロニー数は大きく減少 し､20

mH涜加では10日間培養 してもコロニ-は形成されなかった｡

この様に､As3'の添加は培地の選択性を増すと共に､目的細菌のコロニー形成に時

間を要 し､さらに添加As3'渦度を高めるとコロニー形成数が減少 した｡このことか ら､

目的細菌を選択的に計数するために培地のAs3'渦度を10mMまで高めると､培養lU洞 を
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一･一･-仁一.一一一 cN培地+15nlMAs(111)十 cN析地+2OmMAs(川)

長くする必要があることが明かとなった｡ しか し､As耐性細菌を分離 した経験 (節 3

帝)で.は､土壌中には A.faecal}S以外のAs耐性細菌も存在 し､これらの多くは増殖

速度は比較的遅かった｡従って､長期間増益を行なうことは､これらの コロニー形成

の遅い他のAs耐性細菌をも計数する可能性が大きくなる｡一方､これらのAs耐惟細菌

の多くはCV耐性を持たなかった｡このことから､培地にCVを捺加することにより､こ

れらの比較的増殖の遅いCV感受性の細菌のコロニー形成は抑えられると考えられる｡

さらに､巨日付とする A.faecallsはCV添加培地rトでは特徴のある紫色のコロニーを形

戒 し､比較rfj生育の速い PseudomonasなどのCV耐性細菌のコロニーとも区別できた｡
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そのため､計数にはCVと 10mHAs3'を津加 した培地を用いて28｡Cで5日以上増益する

ことが適当と思われた｡

5･21ヒ素耐性 AIcallgenesfaec81Jsの土壌中での生残性

畑条件土壌に津加された A.faecalls (TR-17)の土壌中での生戎性 についてフラ

スコ内の静置土壌で検討 した｡

1)材料および方法

供試土鳩 ;

黒ポク土､沖横土の2種灯の土壌 (表 5-1)を風乾後､2mmの師いを通 して供試 し

た｡それぞれの土壌は滅菌および非滅菌の 2つの条件で供試 した｡非滅菌土壌系の試

験では､風乾細土10gを300ml答三角フラスコに取 り､蒸留水を加えて含水率を最大客

水丑 (黒ポク土壌 0.762g/g乾土､沖積土壌0.582g/g乾土)の50%に調整 し､25｡C

で5ないし7日間培養 して徴生物相等を安定させた後に実験を行なった｡非滅菌土壌

中のAs耐性細菌数は 102 CFU/g乾土 以下であった｡滅菌土壌系の試験では､同 じく

風乾細土10gを300ml客三角フラスコに採取 し､120oCで1時間､3日間繰返 し蒸気滅

菌 した後､非滅菌土壌系と同丑の滅菌水を実験直前に加えた｡

供試細菌および前培養 ;

As耐性 A･faecall'S (TR-17株)を供試 した｡1%ペプ トン水50rnlで 1晩培養 した供

試細菌前培頚液 l･25mlを滅菌水90mlで希釈 し､この 0.5mlをフラスコ中の土壌に接

種 し､振 り混ぜた｡この結果､黒ポク土壌では1.48xlO4/g乾土､沖横土壌では 2.14

xlO4/g乾土 の細菌が涜加された｡

土壌培養条件､期間 ;

水分が蒸発 しないように客解をアルミホイルで理い､25oCで 1､3､7､14､28日
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間静置培養 した後､土壌中の微生物数を測定 した｡各培養は2逆で行なった｡

微生物数の洲定 ;

土壌中の細菌数､糸状菌数､放線菌数､As耐性細菌数を希釈平板法で測定 した｡細

菌､放線菌数はアルブミン寒天培地を用いて､28oC､7日間､糸状菌数はローズベン

ガル寒天培地を用いて25oC､4日間､As耐性細菌数は10rnHAs3◆凍加CN培地 (4.1節)

を用いて5日間培養 し計数 した｡

表 5-1 供試土壌の性質

土性 p H ( H 20) pH(KCl ) T-C' T-Nr CEC= 最 大 容水虫=

只 ポク土 LIC 6,6 5.9 54.5 3.7 4 5 .4 0 .7 62

沖 倍土 LiC 7.4 6.2 6 .0 0 .5 9 2 4.4 0 .5 8 2

●mg/g乾上 ; me/100g乾土 ; ●H g/g乾土

2)結果

滅菌土壌中では､添加されたTR117株は 1日目に急激に増殖 し､7日目には菌数はほ

ぼ飽和 (黒ポク土壌､4-8xlOl/g乾土 ;沖積土壌､2.5-4xlO'/g乾土 )に達 した後､

菌数は28日目まで維持された｡非滅菌土壌中では､1日目には増加 (77;iホク土壌､6x

104/g乾土 ;沖税土壌､7-8.5xlOd/g章乞土 )したが､その後､菌数は徐々に減少 し､

28日目には土壌中の全生菌数 (細菌)の約1/1000の約104/g叱土 となった｡滅菌土壌､

非滅菌土壌 とも､黒ポク土壌の方が沖積土壌よりも生残数は高かった｡ (図 5-2)

この様に､土壌に凍加された A･faecalls(TR-17)は､滅菌土壌中では急激に増殖

しその菌数が維持されるものの､非滅菌土壌中で佃の微生物 と共存 した系では､接種

後一時的には増殖するもの､細菌相の中で優占する馴 まなく次第に減少 した後､歯数

は安定 した｡
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5.3 土壌環流粥道内でのヒ素耐惟細菌の憎柄 とqlヒ酸の酸化

土壌中でのAs3'のAs5◆への酸化におけるAs3◆酸化細菌の効果を評価するために､淡

色黒ポク土壌を充填 した土塊環流装置の環流液にAs3'を涜加 した後､環流液内のAs3◆

渦度を経時的に測定 し､土塊 にAs3+酸化細菌をは種 した系 と非接種系を比較 した｡

1)材料､装置および方法

尖tTl:

高木 ら (私情 )が用いた土壌環流装置 (図 5-3)を用いた｡
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図 5-3 土壌環流装置

供試土壌 ･

茨城県つ くば市か ら採取 した淡色黒ぼく土壌 (pH(H20),7･6;pH(KCl),64,CEC,

26.3me/100g苧乞土 ;T-C,16.8mg/g乾土 ;T-N.1･5mg/g苧乞土;土惟 HC)を供試

した｡土壌は風乾 (含水率約25%)した後､師別 し､2-5mm径の団粒33g(乾土 として

24.8g)を環流装置のカラム部 (内径35Tnrn､長さ41142rnm)に充填 した｡下部のフラス

コ部 に蒸留水 (160ml)を入れ､ポンプか ら送気 (空気 12rnl/min)して確 を環流
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(約 0･7ml/min)しながら､25oCで 1週間培養 し､土壌を馴化､安定させた｡この

時､カラム土壌の含水比は約0.931(乾土24.8g､水分23.1g)であった｡

供試細菌および接種法 :

土呂久As汚染土壌から単離されたAs耐性As3'酸化細菌 ｣.faecaJIsTR-lワ株 (第 4

章､4･3･節)を供試 した｡ペプ トン水中で 1夜培養 し､約109CFU/mlの渦度 となった

(550nm吸光度1･58)前培養液を希釈 して約6.5xlOSCFU/mlとし､その 1mlを土壌カ

ラム上部か らマイクロシリンジで土壌に接種 した｡

試験区､繰 り返 し数 :TR-17接種区､無接種区それぞれを繰 り返 し2逆で行なった｡

As3◆凍加方法 : 実験開始時 (TR-17接種 0日目)および同8日Elに1M､NaAsO2溶

液 010701ml(As5.26mgを含む)を環流液に流加 した｡これは､土壌溶液 (環流液 )

中の渦度 31ppm､土壌中のAs含丑 (土壌の水分率を48.2%として)29ppmに相当 した｡

14日目にIH､NaAsO2溶液 1.5ml(Asl13mgを含む)を涜加 した｡これは､土壌溶液

中の濃度が約 750ppm増加することに相当 した｡

試料採取､測定 : 1､2､3､8日目のAs3◆添加前および後､9､10､13､14日

目のAs3'涜加前および後､15､16､17日巨=こ環流液を採取 し､As5'およびAs3◆渦度を

測定 した｡この間の試料採取に伴う環流液の欠損を補 うために､8E]目に10mlの蒸留

水を追加 した｡19日目の実験終了時に環流液のAsいおよびAs8+渦度､土壌の水分含丑

および微生物数を測定 した｡

環流液中のAs渦度の測定法 :

第 4章 4.1節に述べたHPLC-AA/FAA法でAsS◆およびAs3◆の渦度を測定 した｡但 し､F

AAで測定の際には硝酸マグネシウム 0.25%溶液で希釈 して測定 した｡

微生物数測定法 :

ブ レンダー (池本理化工業､ハイパワーホモジナイザー)を用いて土壌を滅菌水中

で分散 (15,000rpm､2min.;金沢 ら 1977)させた後､As耐性菌 (10mHAs3◆添加CN
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培地 )､細菌､放線菌 (アルブミン寒天培地 )および糸状菌 (ローズベ ンガル寒天培

地)数を希釈平板法で測定 した｡

2)結果

1回 目のAs添加後 の環 流 液 中のAs5'およびAs3◆渦度の変化 を図 5-4に示 した｡

NaAsO2溶液法加 によって約31ppmとなった土壌水 (環流液)中のAs3◆泊度は､TR117接

種区では､ 1日後には6.6ppmに減 り､2日後には2.7ppmに､3日および 8日後 にはそ

れぞれ1･6ppmお よび0.9ppmに減少 した｡これに対 し､細菌非接種区では､TR-17接種

区と同様に急激 にAs3+渦度が減少 したが､1､2､3､8日後の渦度はそれぞれ10.9､

3･7､2･5､l･2ppmであ り､細菌非接種区のAs3'渦度の減少はTR-17接種区よりも綬や

かであった (図5-4上 )｡一方､環流液中のAs5'渦度はTR-17接種区では 1､ 2､3お

よび 8日後 にはそれぞれ 0.53､0.51､0.28､0.26ppmであ り､ 1日お よび 2日目に

As5'渦度の増加が認め られた後 に再び減少 した｡しか し､細菌非接種区ではAs3+添加

後 1日お よび 2日目にAs5'渦度の若干の増加が認め られたものの､増加 した渦度は

TR-17接種区に比較すると僅かであった (図5-4下)｡

土壌水中のAsB'およびAs3'は一部が土壌固相に吸着され､特に､実験 に供試 した様

な火山灰土壌では､Ass+よりもAs5◆の吸着性が強い (山根 1989)｡本実巌 において

も環流液中のAs渦度は急激に減少 し､このため､環流液中のAs3◆およびAsS+の渦度の

みか ら土壌中でのAs3◆か らAs5+への変化量を正確 に推計す ることはできない｡特に

As3'の酸化 によ り生成 したと思われるAs5'の大部分は土壌 に吸着され､環涜液中のAs

はその殆 どがAs3◆の形態であ りAsS◆は僅かであった｡ しか し､Asa◆渦度の減少はTRl

17接種区の方が非接種区より速 く､また､Asa◆凍加後 1､ 2日目にTR-17接種区で非

接種区よりも高渦度のAsS◆の若槻が認められた｡これらの ことは､TR-17接種区では

細菌非接種区よ りもAs3'か らAs8◆への酸化がより速 く進んだことを示 している｡
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3回日のAs添加後の環流液中の全As渦度の変化を図 5-5に示 した｡高渦度のAs3'

を涜加 した場命でも 1匝Ⅰ目の低渦度のAs3'を涜))[]した時と同 じく､捺加 1､ 2日後 ま

ではTR-17は椛区は細菌非描榔区よりもやや高いAs渦度であったが､3日目か らは両

区の間で差はなくなった｡

00
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DaysafterAsappFICatJOn

E対5-5 Ŝ(Ill)添加(3ll.=~[)後の還流液中の仝∧S濃度の変化

実額終了時の各土鳩カラム中の微生物数を表 5-2に示 した.TRl17接種区は非接種

区と比較 して､細菌数では差は認められなかった (何れも 3x107/gsoll)が､放線

菌数は少なく､糸状函数はやや多かった｡As耐性細菌数は､TR-17摺校区では実巌開

始時に接種 されたAs耐性菌数 (2,6xlOS/gdrysoil)の25-32倍となり､これは､全

細函数 (生菌数 )の23%に達 したが､細菌非は校区においても全紺歯数の 9%程のAs

耐性細菌が認め られた｡この様に､環流土砂 11の全細菌数が抑f･ti上)か こおけるAsWTJr生
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菌の生残性試験 (5.2節､非滅菌土壌系)におけるそれと同程度であったにも拘 らず､

土壌中のAs耐性細菌数が大きく異なったのは､環流試験ではAs3'溶液を繰 り返 し凍加

されたことによりAs耐性細菌が優占してきたためであり､また､琳流土壌ではTR-17

非接種区においても供試土壌に由来するAs3◆耐性細菌が蓄積 してきた｡

表 5-2 実験終了時の土壌カラム中の微生物数 (CFU/gsol上)

細菌 放線菌 糸状菌 As耐性菌

TR-17接種区 3.2xlO7 1.6xlO6 8.1xlO3 7.4x106

(3･5;2.9)● (1.8;1.3) (10.6;5.5) く8.3;6.5)

細菌非接種区 3.4 2.3 4.0 3.1

(3.4;3.3) (2.i;2.4) (2.2;5.7) (3.i;3.2)

-2連の実験､それぞれの伯

3)考察

As3'酸化細菌を接種された土壌では､土壌に添加されたAs3'は非接種土壌 よりも速

やかに酸化 され､土壌水中か ら消失 した｡一般に､As汚染土壌での植物への障害は､

As5'よ りも溶解度 が高 く､苛性 も強 いAs3十によると考え られている (Reedand

SturglS1963)ので､土壌中のAs3十がAs5'に酸化され､土壌粒子に吸若されることは､

As汚染による植物への障害を回避するうえで有効 と思われる｡ しか し､As3◆酸化細菌

非接種土壌においてもAs3◆渦度は減少 した｡この事は､As3'酸化細菌を特に津加 しな

くても酸化的条件では非生物的にあるいは土壌由来のAs3◆酸化細菌によってAs3'は次

第にAs5'に酸化されることを示 している｡As3◆酸化細菌を人為的に土壌 に涜加するこ

との効果はAs3'涜加 1ない し2ET後 までに速やかにAs3'渦度が減少することにある｡

このことか ら考えて､As3◆酸化細菌はAs汚染土壌の除染あるいは障害の抑制に利用す
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るよりも､汚水処理などに利用することの方が､より有効かもしれない｡すなわち､

As3◆酸化細菌を接種することにより､カラムに流れるAs3◆が短時間の間に酸化､土壌

に吸着されることは､この様なカラムを汚水処理などに利用 しようとするうえで好都

合である｡この場合､土壌に流加されたAs3◆酸化細菌が土壌中でその菌数と活性を維

･ - 持するかどうかが問題 となる｡Asを涜加 しない静置土壌中では凍加されたAs3◆酸化細

菌も時間の経過 と共に徐々にその菌数が減少 した (5.2.節 )のに対 し､高洩度のAs3◆

を繰 り返 し環流 した時には､土壌中でAs3◆耐性細菌が増殖 し､またAs耐性細菌を添加

しなかった土鳩においてもAs耐性細菌が集概 してきた｡この事は､高渦度のAs3'負荷

をかける糾 こより､土壌中のAs耐性細菌の菌数と活性を維持させることが可能である

ことを示す｡
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第 6章 総合考察

6･1 ヒ素による土壌汚染が土壌生態系に与える影智とAs耐性微生物の優占

これまで､高渦度のAs203の涜加によって土壌徴生物相に影響が現れることが､土

壌への人為的なAs涜加実験により指摘されている (Haliszewskaら 1985;Yangand

Ge1984)が､実際のAs汚染地において長期間継続的に土壌が汚染された時に土壌徴

生物相がどの様な影響を受けるのかについての研究は少ない｡このような調査の例 と

しては､Nordgrenら (1986)が精練所周辺の100-300ppmのAsで汚染された森林土壌

で細菌数が減少することを報告 している｡ しか し､これは､Asの他にPb､Zn､Cu等の

重金属による校合汚染地域における調査であり､その土壌微生物に対する影響も､As

の影響 というよりはむ しろそれぞれ数100ppm含まれていたこれら重金属類の影響と思

われる｡それに対 し､本研究において調査を行なった土呂久As汚染地では､Cdおよび

Zn含丑において汚染土壌は非汚染土壌よりもやや高かったが､その差は小さく (表2-

1)､Asが主要な土壌汚染物質であったと考えられ､自然条件下での継続的なAs汚染

がAs耐性糸状菌を優占させ､また､As汚染の徴生物相への影響は畑土壌 よりも水田土

壌においてより顕著に現れ､特徴的な徴生物相が形成されることが示された｡この様

に､実際のAs汚染土壌においてAs耐性微生物が優占 してくる傾向にあることは､この

様な環境下でAsが微生物に対 して苛性を発揮する渦度 と形態で土壌中に存在 している

事を示 している｡一方､優占 してきたAs耐性菌のなかには､これらの有毒なAsを不活

性化 または除去することによりその耐性を発現 しているものが含まれている可能性が

ある｡実際､この様なAs汚染土壌に優占し､集積 してくるAs耐性微生物のなかにはAs

化合物代謝能を持つものが多く見出された｡
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6,2 ヒ素耐性微生物 によるヒ素代謝

重金属耐性細菌に関するこれまでの研究で､その重金属耐性能の一部がプラスミド

に由来 し､このプラスミド上にはAs耐性迫伝子も存在することが明 らかとなっている

(NovICand罷oth1968)｡このプラスミド上の迫伝子のAs耐性能は､細胞膜におい

てAsO431を能動的に細胞外に排除する (アニオンポンプ)ものである｡本研究におい

ては多くのAs耐性細菌が見出されたが､そのなかでも比較的分離頻度が高かったJ.

faeca]llsにはAs3◆酸化能が認め られた｡これは､上述のプラスミド由来のAs耐性菌に

おいて知 られている様なアニオンポンプによるAsいの排斥機梢 とは別のAs耐性機構で

ある｡これまでにも高渦度のAsに耐性を持ちAs3'酸化能をもつ A.faecallsが多く分

離されていることから､ (全ての J.faecallsがこの様な性質を持つのではないにせ

よ)この様なAs3◆酸化能は､A.faecall'Sに特徴的に見られる性質かも知れない｡

As汚染土蟻か ら分離された真菌類についてはアルシン揮散能が調べ られた｡土壌か

らのアルシン瀬の生成に関 して､Woolson(1977)は種々のAs化合物を添加 した土壌

を好気および蛸気条件下で培養 し､HHAや DHAなど有機As化合物を添加 した土壌では

As与◆を涜加 した土壌よりもアルシン狩の発生丑が大きく､また､有機As化合物を添加

した土壌からのアルシン頬の発生丑は嫌気条件よりも好気条件で高いことを報告 して

いる｡しか し､その土壌からアルシンを生成する微生物については示 していない｡ア

ルシンを生成する微生物 として､メタン産生細菌 (〟ethanobacterl'un7)がAs化合物を

メチル化することが報告されている (McBrldeandWolfe1971)が､この細菌はこの

様な好気的条件では生育 しない｡畑土壌のような好気条件下でAs化合物をメチル化す

る微生物は央菌瀬が知 られているのみである｡本研究では､高渦度のAsを含んだ土壌

を畑条件で培養 した時に最もAs耐性糸状菌数が多く (第3章)､また､単離されたAs

耐性糸状菌の半数がAs3◆からアルシン類を揮散できた｡好気的条件下にある畑土壌で

は一般にAs3'は殆 ど存在 しないと思われ､これらのAs耐性糸状菌頬がAs3+からアルシ
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ンを生成するのは限られた状況であると思われる｡しか し､Bird ら (1948)や Cox

andAlexander(1973)によると､As3'からアルシン類を揮散する菌頬はすべて､MHA､

DHAからもアルシン頬を生成 し得る｡これらのことは､好気的条件でのAs添加土壌か

らのアルシン頬の生成塁の増加 (Woolson 1977)が､畑条件のヒ素汚染土壌で優占 し

てくるヒ素耐性糸状菌とそのアルシン揮散能によるものであることを示唆する｡

6.3 ヒ素耐性微生物の環境浄化への利用の可能性 と問題点

As汚染土壌ではAs耐性菌が優占する傾向にあるが､As含量以外の環境要因によって

優占 してくるAs耐性菌の種輔は異なってくる｡例えば､A.fuml'gatusと Tajaromyces

sp.はどちらも代表的な土壌糸状菌籾であ り､培地中では高浪度のAs3+に耐性を示 し､

Asを吸収 した (第 3章3.1節)が､T81aromycessp.は実験 に用いた2つの汚染土壌の

何れか らも分離 されたのに対 し､A.fumJ'gatusは一方の土壌からしか分離されなかっ

た (第 3章)｡一方､これらのAs耐性菌は種 によってAs化合物の代謝能が異な り､

TalaL･OmyCeSSP.はAs3◆からアルシン頬を生成できなかったが､A.fuml'gatusはAs3'

から摘発にアルシンを生成 した｡As化合物揮散能を持つ Jspez･gl'11us屈が優占 した

土壌 では アル シン類 の発生 は大きいが､As化合物揮散能のないTalaromyces屈や

PenlcIJljum屈が優占 した土壌ではAs3◆からのアルシン類の揮散は小さくなるかもし

れない｡すなわち､As汚染土壌にどの様なAs耐性微生物が優占 してくるかによって土

壌中のAs化合物の形態変化､挙動が異なってくることが考えられるが､土壌の徴生物

相と土壌中でのAs化合物の代謝の関係については今後､明 らかにされる必要があろう.

また､土壌にAs化合物代謝細菌を人為的に添加することにより､As汚染土蟻の除染や

浄化に利用することを考えた時､非汚染土壌中では添加されたAs3◆酸化細菌は優占で

きなかったが､高渦度のAs3◆の負荷を受けている土壌中では増殖 し､Ass+酸化能を発

柿 した｡しか し､自然条件下のAs耐性細菌が全てAs3'酸化能を持つわけではなく､こ
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の様なAs汚染土壌中でどの様な耐性菌が優占してくるかを規定する要因を明 らかにす

ることが､土壌微生物を利用することにより土壌中のAs化合物の形態変化を制御 しよ

うとする上で重要と思われる｡
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第 7章 摘要

土壌汚染物質 として､近年その環境への悲影響の懸念が増加 しつつあるAsについて､

汚染が土壌徴生物相に及ぼす影響と､As化合物の微生物的形態変化を明 らかにするた

めに､主としてAs耐性微生物に注目して調査､実験を行ない､合せて､これらの微生

物の環境改善への利用についても考察 した｡

1.ヒ茶による汚染が土壌徴生物相に与える影響

宮崎県西臼杵郡高千穂町のAs汚染対策地域および周辺の水田および畑 において調査

を行ない､汚染土壌 と非汚染土壌の徴生物相を比較検討 した｡その結果､土壌中のAs

含恩 と微生物数の間に明確な関係は認められなかったが､汚染水EEl土壌の徴生物相は

非汚染土壌および汚染畑地土壌の徴生物相に比較 して糸状菌が優占 していた.何れの

土壌においても､細菌および放線菌は糸状菌よりもAs3'に対する耐性が低い傾向にあ

った｡また､汚染水田土壌中の糸状菌相は他の土壌 よりも多様性が低 く､高渦度の

As3◆に耐性を持つ特異的な糸状菌が優占していた｡これらの事実は､As汚染水田では

Asが還元されてより毒性の強いAs3'に変化 し､As3◆耐性の強い特異的な糸状菌が集鎖

してくるのに対 し､畑土壌ではAsが還元されず､毒性の弱 いAsS◆の形態でとどまるた

め､土壌徴生物相へのAs汚染の影響が畑土壌では水田土壌 に比較 して小 さい串を示唆

していると思われた｡

2.ヒ素汚染土壌から分離されたヒ素耐性微生物

As汚染土壌に優占するAs耐性微生物の種籾と性質を明らかにするために､As汚染土

域を培毒 し､そこに出現するAs耐性微生物を分離 した｡糸状菌類では Asperglllus

fumlgatuS､TaJaL･OmYCeSSp.､PeD}'cllll'umspp.など多くの菌群が単離 された｡これ

らの分離された糸状菌類を10mMAsa◆涜加液体培地中で培養 した結果､比較的高頻度

で分離された A.fumlgatus､Talaromycessp･などでは､As3◆涜加培地における生育
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塁はAs非溌加培地における生育丑と比較 して差は小さ(､また､これらの菌は高洩度

のAsを蓄積 した｡As汚染土壌から分離されたAs耐性細菌も多 くのグル-プを含み､中

でも､AJcallgenesfaecal).S､8acL'11uscl'rculansなどの分離頻度が高かった｡これ

らの細菌は高渦度のAs3+に耐性を示 し､それぞれ最高20mHおよび40mHのAs3◆を沃加 し

たペプ トン水およびヌ トリエントブロス培地で増殖 した｡

3.ヒ素耐性微生物によるヒ素化合物の代謝

糸状菌輔によるアルシン類生成能の簡便な検定法 として､生成する揮発性のAs化合

物を0.1%硝酸銀溶液に吸収させ､フ レーム レス原子吸光分光光度計でAsを検出 した｡

As汚染土壌から分離 されたAs耐性糸状菌についてAs化合物揮散能を検索 した結果､供

試 した113株のうちの61株がAs3'から揮発性As化合物を生成 した｡供試薗株のうち､

A.fumlgatusなど Asperg111us屈に屈する株は全て揮発性As化合物を生成すること

ができたが､TaJaz10myCeSSp.の殆 どや Penl'C1'111'umspp.はAs3'か ら揮発性As化合

物を生成できず､Asa十からのアルシン生成能には屈 レベルで偏 りが認め られた｡

As3◆からAsS+への酸化塁を測定するために､高速液体クロマ トと原子吸光分光光度

計を組合せたシステム (HPLC-AAシステム)により培地中のAsの形態別定見を行なっ

た｡As汚染土壌から単離 したAs3◆耐性 JI.faecalls(TR-17株 )は､Ass+添加によりAs

非凍加培地よりも増殖開始は遅れ､増殖速度もやや遅れる傾向にあった｡しか し､TR-

17株は増殖にともないAs3'をAs8◆に酸化 し､10mMAs3十涜加増地では100時間で添加 し

たAs3+の47%を､20mMAs3◆涜加培地では175時間で涜加 したAs3◆の43%をAsHに較化

した｡また､TR-17株は培地へのAs3◆涜加塵の増加に伴い最大生育塁は増加 し､As3◆

をその増殖に活用 していると考えられた｡一方､Ass+耐性 PseudomoI7aSSp.(TRl44

秩)は10mMのAs3'添加培地中でも増殖 したが､As3十からAs5'への酸化は認め られなか

った｡
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4･ヒ素耐性亜ヒ酸酸化細菌による土壌中の亜ヒ酸の酸化

純粋培栽系でAs3◆酸化能を発揮 したAs耐性細菌を土壌に接種 した時に､土壌中でも

増殖 し､As°+酸化能を発揮 し得るかを､淡色,%ポク土壌を充填 した土壌環流装位など

を用いて検討 した｡その結果､Asa十非添加土壌に接種されたTR-17株の土壌中での生

残性は高くなかったが､土壌環流装直中ではAs3◆を繰 り返 し涜加することによりAs耐

性細菌が優占してきた｡また､TR-17株を接種 した土壌環涜装置ではTR-17株を接種 し

ていない土壌環流装置よりも速やかに環涜液中のAs3+が酸化 された｡

これらの結果は､As3'酸化細菌を土壌に人為的に接種することにより土壌中のAs3◆

の酸化を促進 し､As汚染による被害の軽減をはかり得る可能性を示唆するものである0
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付表 培地組成 (g/1)

7ルフ◆ミン寒天培地

エ ッグアルブ ミン 0.25

グルコース 1.0

K2HPO｡ 0.5

MgSO一･7H20 0.2

Fe2(SO.). trace

寒天 15.0

pH6.8

ツアベ ック寒天培地

Na.NOB

K2HPO4

MgSO47日20

KCI

FeSO47H20

シュークp-ス

agar

マーチ ン培地

KH2PO4 1.0

MgSO47日20 0.5

ク'ルコース 10.0

へ970トン 5.0

pH6.8

マーチ ン寒天培地

マーチン培地 に寒天 (2%)を添加

ローズベ ンガル寒天培地

マーチ ン寒天培地 にローズベ ンガル

(0.0033%)を添加

ヌ トリエ ン トブ ロス (NB)培地

ビーフエキス 10.0

ペプ トン 10.0

HaC1 5.0

pH7.2

クリスタル ヴァイオ レッ ト涜加NB培地

NB培地 にクリスタルヴ ァイオ レッ ト

(0.0005%)を凍加

ペプ トン水

ペプ トン 10.0

NaC1 5.0

pH7.0

As3'酸化能検定培地

基本培地

NH.NO3 1.0

KH2PO.i 1.0

HgSO4･7H20 0.5

KCI 0.2

TR-17用培地 :

基本培地 1000ml

Asp(0.2%) 2.0

酵母エキス 0.5

pH7.2

TR-44用培地

基本培地 1000ml
GIc 10.0

Asp 2.0

pH5.4
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Studiesonarsenicsoilpollutionandtransformationof

arseniccompoundsbyarsenic-tolerantmicroorganisms

MikiyaHIROKI

Summary

Arsenic (As)isoneofthemajorsoil pollutants. It

arises from varioussources,suchasmines and smelters,

waste water from geothermal electric power stations,

inorganicandorganicarseniccompoundsllSedas funglCides

andtheuseofAsin industry. Arsenicconsistsofvarious

organic and inorganicchemicalforms,and itsbehavior ln

theenvironmentandtoxicitytoorganismsdiffer depending

on thechemicalform. ThereforethefateofAs in the

envlrOnment and itseffectonecosystemshave become an

importantareaofinvestigation. Asthetransformationof

Ascompoundsisknowntobecarriedoutby microorganisTTlS,

the presentstudieswereplaLnnedtoclarifytheeffect of

As on soilmicroorganismsandthe transformation of As

compoundsbymicroorganismsinsoil.

1.EffectofAspollutiononsoilmicrobialpopulation

lnordertoestimatetheeffectofarsenicpollution on

soil TTlicroorganisms, afieldsurveywas carried out in

arsenic-polluted (391-459mg/kgdrysoil) and unpolluted

(32-43 mg/kg dry soil) fields located in Takachiho,

MiyazakiPrefecture,Japan,andthefollowingresults were

obtaLined. Fungl appearedtobemuch more tolerant to

l



As(ⅠⅠ工) than bacteria aLnd actino'nycetes. There were

differences in themicrobialpopulation of apollutedpaddy

field subjected to submerged conditions in summer and

populations of other fields,including a polluted upland

field and unpolluted fields;in the former,the ratio of

number of bacteria to number of fungl Was Slgnificantly

lower than in the latter;the ratio ofthe As(ⅠⅠ工)-tolerant

fungl tO the whole fungalpopulation was higher in the

former; the fungalgroup whichpredominated ln the former

belonged to a unique group andwasnever observed in the

latter; the diversity index ofthe fungal flora of the

forTner Was lower than the indices of the latter. In

conclusion,the continuouspollution of soilby Aspromoted

the predominance ofAs-tolerant fungl,and the effect ofAs

pollution on themicrobialpopulation wasmore drastic in

paddy than in upland fields.

21As-tolerant microorganisms in AsIPOlluted soils

ln order to isolate the As-tolerant microorganisms

predominant in the As-polluted soils, and to establish

their characteristics, As-polluted and unpolluted soils

were incubated and the following results were obtained.

The number ofAs-tolerant fungiwas largest in heavily

polluted soils under aerobic incubation･ Talaromyces sp.

and Asperglllus fumigatus,which couldgrow and absorb a

high concentration ofAs in medium treatedwith 0.75 g/L

2



As(ⅠⅠⅠ), were predominant among the As-tolerant fungi

isolated from As-polluted soils. SoTTle Strains of As-

tolerant bacteria were isolated from As-polluted soils,

including AIcaliJZeneS faecalis and Bacillus clrCulans,

WhichweretoleranttoahighconcentrationofAs(工ⅠⅠ), up

to 3･O g/L As(Ⅰ工Ⅰ)inthecaseofthe latter.

3･ Ability oftheAs-tolerantmicroorganismsto transform

Ascompounds

ln ordertodeterminetheirabilityto volatilize AsI

compoundsfromAs(ⅠⅠ工),As-tolerantfungiisolated fromAs-

polluted soils were cultured lna medium treated with

As(Ill). Volatile As compoundsfrom the culture were

collected lnAgNO3SOlution tobedeterminedby ヂlameless

atomicabsorption spectrometry･ Amongthe 113As-tolerant

isolatesI 61wereabletoproduceavolatile As compound

from As(ⅠⅠⅠ). Alltheexaminedstrainsof 主上 fumlgatuS

were abletoproduceavolatileAs-compoundfroTTI As(工ⅠⅠ),

unlikemostofthe strainsofTalaromycesandPenlCillium.

工n ordertodeterminetheoxldationofAs(ⅠⅠⅠ)to As(Ⅴ)

by As-tolerant bacteria,concentrations of As(ⅠⅠⅠ) and

As(Ⅴ) in culturesweremeasuredusing asystem based on

high-performance liquid chromatography and atomic

absorption spectrometry. An As-tolerant isolate of

A.faecalis (TR-17)whichwas isolated fromAs-polluted soil

was abletooxidizeAs(III)toAs(V)ina medium treated

3



with As(III)･ The isolate oxidized 47% ofAs(Ill) in a

medium treatedwith 0.75g/L As(ⅠⅠⅠ)in 100 h,and 43% of

As(Ill) in amedium treatedWith i.5g/L As(Ill)in 175 h.

Since the maximum growth of the isolate increased with

increasing concentration ofamendedAs(ⅠⅠⅠ), the isolate

appears to use As(ⅠⅠⅠ)for growth in culture.

4･Oxidation ofAs(ⅠⅠ工) by As-tolerant bacteria in soil

工n order to determine the role ofAs-tolerant bacteria

in the oxldation ofAs(ⅠⅠⅠ)in soil, an experiment was

carried out usingperfusion apparatusvlth columns filled

with Andosol.In the experiment,an As-tolerant isolate of

A･faecalis (TR-17)which was able to oxidi2:e As(I工I)in aL

pure culture Was inoculated to the soilto determine number

ofAs-tolerant bacteria in the soiland the concentrations

ofAs(ⅠⅠⅠ)and As(Ⅴ)in the soilwater. In the apparatus

amended With As(ⅠⅠⅠ),the number of As-tolerant bacteria

increased and becamepredominant in the soil,unlike those

ln the apparatuswithoutAs(ⅠⅠⅠ). In the apparatus to

which the isolate (TR-17)was inoculated,the concentration

of As(ⅠⅠⅠ) in the soilwater decreased sooner than in

apparatuses in which the isolatehad not been inoculated.

These results suggest that the inoculated As-tolerant

bacteriapromoted the oxidatlon ofAs(ⅠⅠⅠ) in the soil and

that it may be possible to use these As-tolerant

microorganisms to improveAs-polluted soils･

4
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