
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

特　集
撚 響 驥 鯲 曇

a・iil；t；t醜 劬 瞬 蕨 鰯 灘謹貔1懸黛 鐸 笋 脇 購 ・癖 …
唖 遍 羅搬 蹤謬蓴搬 蠏 鱒 鰯 郷 ・・’ttt ；謡二；i：：；：業 鰯 1蹤 警ll蠏 搬 腿 鄲蹴……：／

’
：／
’
／／：：／f−／1：：一き1乏準 澱蝋 瞬 5滋 i凝 5凱 け 器 贈 謹 灘

根粒菌 一 レ ン ゲソウ共生系に よる重金属汚染土壌の

　　　　　　　　　　フ ァ イ トレ メディ エ ー シ ョ ン

山下 　光雄

　環境省は平成 19年 10 月末．都道府 県と上 壌汚染対策

法上 の政令市を対象に した L壌汚染調査事例 ・対策事例

に つ い て の 平成 17 年度調査結果と土壌 汚染対策法 の施

行状況調査 の 結果を 公表 した．土壌汚染調査事例 は平成

17年度ま で の 累計で 4887件あ り．この うち 2S73件 に つ

い て指定 基準に 適合 して い ない こ とが判明 し て い る，超

過事例 2573件を汚染物質項目別 に 分類すると，重金属の

み に関わ る もの が 1590件と半数以上を占め ．個別 の 汚染

物質で は鉛 ふ っ 素 ヒ素 の 順 に，事例が多か っ 7：　
1）．特

に 1999年の ⊥壌 ・地 ド水汚染に係る 調査 ・対策指針お よ

び運用基準以降に調査 事例，超過事例数ともに 人幅に増

加 した．七壌環境セ ン ターの 調査によると国内で浄化が

必 要な 上 地 は 32万 カ 所 に も及び，その 対策費用 は今後累

計で 13兆円に達する と試算されて い る
2）．

修復技術 と重金属汚染

　土壌環境セ ン ターが実施した ア ン ケ
ー

トを基 に 対策要

素技術を大 き く分類すると，  経路遮断 拡散流出防止

技術   原位置分解技術   原位 置抽出技術   1壌 浄

化技術がある 2〕，  は汚染物質を原位置で封 じ込 め る技

術で あ り，汚染物質は依然 として 原位置に残る．  一  の

技術 は，処理場所 の 違い はある が，固形化 ・
不 溶化，洗

浄，熱分解 酸化還元分解，吸引，生物処理な どが組み

合わ された処理が 行われる．原位置処理 で は，対策の 効

果の確認や事後モ ニ タリン グな どで，浄化完了まで に時

間を要する こ とが 負担 に な る．  の 技術 で は，経費は か

かるが浄化完了 まで短時間とい う利点がある，現在，数

万種の化学物質が製造 され，分解 されずに 汚染源 とな り

うる物質があ り，その挙動は現場の環境や生態に よ っ て ，

多様 な形態 で存在 して い る と思われる，実際さまざまな

修復技術があ る事から分か る ように，すべ て の 汚染現場

に適用できる優れた修復技術は存在 して い な い ．

　先述の ように，土壌汚染事例 の半数以上が重金属に よ

る．この ことか ら，カ ドミウム （Cd ），鉛 （Pb），ク ロ ム

（Cr）．ヒ素 （As），水銀 （Hg ），セ レ ン 〔Se） の 元素が土

壌環境基準に お い て指定有害物質とされて い る，こ れら

の 元素が生物に 吸収され る形態はさまざま （イオ ン ，オ

キ ソ酸化物 有機化 合物な ど） で あ る ．重金属は 地 中で

の移動性が低 い の で掘削処理が 多 くで採 用され て い る．

オ ン サ イ ト浄化処理 も必ず しも費用 対効果があ る と い え

ず，外部に搬出 ・処理 される場合が 多い ，い ずれ に しろ

汚染土壌を水 （酸〕洗浄する か，固定 ・不溶化 して 溶 出

を防止す る 方法 しかな く，電気浸透法，熱処理法，生物

処理法 も研究レベ ル であるS・’i：1．

　Cd は 原
．
チ番号48の 重金属で ，亜鉛精錬な どの 副産物

として採掘され，顔料，電極，め っ き材料な どの 工 業製

品 に 多用され て い る．Cd が体内 に 入ると中毒を起こ し．

嘔吐，呼吸困難 肺気腫，肝機能障害に陥 る，そ こ で食

の安全確保の た め 世界規模で 食品中に含まれる Cd 濃度

の 上限値を決め て い る．コ ーデ ッ クス 委員会 に より2UO6

年 5月現在 ，精米に つ い て は 0．4　PPtnとい う国際基準値

が 採択された，こ の 場合，生産米 の 約 O．3％に当た る約

3万 トン は非食用 とな り1 その 汚染面積は約8000　ha と見

積 られ て い る．

　Cd の浄化方法は，客土 と呼 ばれ る汚染 L壌 を入れ替え

る土木的処 理 か，硫黄 を用 い て 硫 化カ ドミウ ム として不

溶化 し，溶出を防止す る か，吸着効果 の あ るキ レ
ー

ト剤

な どを用い て 土壌を洗浄 ・除去す る化学的処殫方法が 主

流で あ る．こ の ような物理化学的処理 は コ ス トがかか る

と共に，土壌の 地味がやせ細る な どの難点が あ る．

　微生物の機能を活用 するバ イオ レ メデ ィ エ
ー

シ ョ ン

は，多様な汚染物質へ の適応可能性があ り，投入 エ ネル

ギーが 少な く、
一

般的に は浄化 費用 も安価で，将来に 向

けて の 主要技術の
・
つ と考え られて い る．近年，植物を

利用 し て 汚染環境を回復させ よ うとす る，フ ァ イ トレ メ

デ ィ エ ーシ ョ ン もある．特に 重 金属特異的 に蓄積する植

物はハ イパ ーア キ ュ ム レ ーターと呼ばれ，Cd に対して

はグ ン バ イナ ズ ナ，カラ シ ナ．ヘ ビ ノ ネ ゴ ザな どが挙げ

られる．しか し，浄化時間が長 く，処理物質に制限があ

り，根圏範囲に よる制限や汚染物質が比較的吸収し易い

形態で存在する 必要があ る などの 問題点が あ る 4〕．これ

ら問題点を克服す る た め に，微生物と植物の利点を効果

的に組み合わ せ た共生体で の 敢金属汚染浄化へ の応用を

紹介す る．
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マ メ科植物と根粒菌の 共生機構

　植物と微生物の 共生機構の 研究は，マ メ科植物 と根粒

菌また は樹木と菌根菌の系が進ん で い る．植物側の 根毛

か ら フ ラ ボ ノ イ ドが 分泌 さ れ，これ を根粒菌内の NodD

タ ン パ ク質が認識して根粒形成遺伝子 （nod ）群を発現誘

導 し，そ の結果根粒形成因子 （Nod 　factors）（キ チ ン オ

リゴ糖誘導体） を生成 して細胞外に 分泌する．この 因子

が宿主植物を認識して結合 し，根粒菌を取 り込む．取 り

込まれた根粒菌は，増殖しなが ら感染糸を形成 して根毛

組織に 入り，バ クテ ロ イド （共生時に特異的に分化した

根粒菌が詰ま っ た もの ） を形成す る．その結果．根の細

胞分化が起 こ り，根粒を形成する，植物側は エ ネル ギー

源 として の糖や有機酸をバ クテ ロ イ ドに供給 して 共生関

係が成立する 「・〕．根粒菌は好気条件下 で増殖で きる が，根

粒バ ク テ ロ イ ド内は極端な嫌気条件に保たれ て い る，

共生工 学の基盤技術開発

　生物種間の共生機構を解明 し，共生系をデザ イ ン し，

応用する こ とを 1共生．［学」 とい う
6〕．根粒菌とマ メ科

植物の共生の場合，以下の よ うに両者の利点を生か せ る，

　根粒菌は グ ラ ム陰性細菌で ある こ とか ら，大腸菌で の

系を 利用 で き る．特に，根粒菌は バ ク テ ロ イ ドの 中で複

数の tl　lf オ ペ ロ ン 遺伝f を ポ リシ ス トロ ニ ッ ク に転写 ・

翻訳して い る こ とか ら，多重遺伝 了
一
発現は 可 能で あ る．

植物は光エ ネル ギーを利用 して 炭酸ガス を固定し，種子

や 果実，根塊に 炭水化物，タ ン パ ク質な ど を蓄積で き，

環境調和型とい われ て い る．土壌か ら栄養分，水を吸収

で き，根圏の拡大に依存して，水溶性物質を吸収で きる．

　 レ ン ゲソウ ・ 根粒菌は共生 を活用した窒素固定の代表

で ある （図 1）．田ん ぼの 肥沃化に 用 い られて きたが，現

在は激減して い る．花は ミツバ チの糖蜜源 であり， レ ン

ゲ蜂蜜は市販 さ れ て い る．中国 と 日本 の レ ン ゲソウ根

粒菌は系統学的 に違 う こ とが分か り，日本 の 根粒菌は

Mesorhizobiumhuakttii　subSp ．　ren ．geiと改 名され た 7）．っ い

で 根粒菌に 有用遺伝 子を導入す るために，広宿主 ベ ク

ターを 用 い て 形質転換系が 開発 さ れた S）．

共生工学による環境浄化

　筆者らは Gd ，亜鉛 （Zn ），銅 （Gu ）な どの重金属 を特

異的に結合する ヒ 1・メ タ ロ チオ ネイ ン （hMT ）を大腸菌

で高発現した こ とか ら 9），重金属に焦点をお い て研究を

進め た．重金属結合能を向上 さ せ る た め に 4 量体メ タ ロ

チオネイン 遺伝子 （IVfTJ．4）をデザ イン し た 10）．組換え

MTL4 は タ ン パ ク質分 r一あ た り 28原子 の Cd ，　 Zn を結合

した 10），

　レ ン ゲソ ウ根粒菌は窒素冏定 に関わる酵素とその制御

遺伝子 G蝋 戸κ）や根粒形成 因子 の生合成遺伝 子 （nod ，

nol ）を菌体内の プラ ス ミ ド上 に 保有して い る
11）．瞬：nol

遺伝子群は酸素制 限下 の バ クテ ロ イ ド内で発現 してお

り、これ らの 遺伝 1一制御領域 （プロ モ
ー

タ
ー

）下 に 目的

遺伝子を組換え発現すれば 新機能を付加できると思わ

れ る．そ こ で，吻 71，nolB プ ロ モ
ータ ー

を分離し，その

ド流に IVfTL4 を挿入後，レ ン ゲソウ根粒菌 に 導入 した．

根粒バ ク テ ロ イ ド内で MTL4 が合成 さ れ た 12）．こ れは植

物根粒内に お い て ヒ トの 遺伝 r一を発現 させ た最初で あ

り，植物へ の新規遺伝 了導入法 で もある （図 2）．MTL4

が発現した根粒は野生株の約 2 倍の Cd を蓄積 して い た．

MT は ヒ素 も結合する の で 13｝，ヒ素浄化に も応用できる

か もしれな い ．

がべtt，
黙

無接種　　　根粒菌接種　　　根粒菌複数回接種
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図 藍，レ ン ゲ ソ ウ と根粒菌
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　さらに，植物などで存在して い る 金属結合ペ プチ ドで

あ る フ ァ イ トケ ラ チ ン を合成す る フ ァ イ トケラチ ン 合成

酵素遺伝子 （AtPC ∫）をア ラビ ドプ シ ス か らクロ ーニ ン

グ し，曜H プ ロ モーター下流に挿入 し，レ ン ゲソウ根粒

菌で 2−7 量体の フ ァ イトケ ラチ ン オ リゴ マ
ー

を合成させ

た．窟 PC ∫ 組換え根粒菌 は，　 AtPCS を有 しな い 根粒菌に

比 べ 10−20倍の Gd を蓄積 した 14）．こ の組換え根粒菌を

持 つ レ ン ゲ ソ ウ の根粒で は，野生型 根粒 に 比 べ 約 1．5 倍

の Cd 蓄積を検出 した，　MTL4 と！ltPCS両遺伝子を発現す

る組換え根粒菌を レ ン ゲ ソ ウに感染させ，水栽培す ると

根粒内で は 2倍の Cd を蓄積 した 15〕，次に Cd 汚染水 田土

壌に 組換 え根粒繭一レ ン ゲ ソ ウ共生体を植え る と，根全

体で （二d を S倍吸収した．2ヶ 月間の 培養 によ っ て汚染土

壌 （lmgGd ！kg）の 9％ の Cd を除去し1J・〕，重金属浄化に

貢献 で き る と思 わ れ る．

　続い て ，重金属の取 り込み 能を向上 させ る ためにアラ

ビ ドプ シ ス の 鉄制御 トラ ン ス ポーター遺伝子 （AtlRTI ）

を n ｛fl’プ ロ モ ータ ー下流に挿入 し，レ ン ゲソウ根粒菌で

組換え発現させ た，MTL4 とAtPCS とを同時に発現させ

た組換え根粒菌よ り は，約 1．6 倍 Cd を多 く蓄積した
161．

しか し，こ れ ら の遺伝子を発現す る根粒菌を レ ン ゲ ソウ

に感染さ せ，水栽培 した と こ ろ Gd や ZI）に対 して相乗効

果は 見られなか っ た が，Gu や As に対 して はやや見 られ

た 16〕．

　植物に 蓄積した金属含量を多 くすれば資源価値は上が

り，焼却 して有機物は 炭化 し，金属は トラ ッ プす る． こ

れを繰 り返せ ば汚染土壌は浄化され る．固化するよりは

処理後安全で ある し，客土する よ り経済的だ と思われ る．

重金属フ ァ イ トレ メ デ ィ エ
ーシ ョ ン の 促進技術

　植物 ・微生物体に よる浄化効率を向上する た め の戦略

として，図 3 に 示 すように バ イ オ マ ス の増産 に よ る 金属

蓄積量増加技術 の 開発 　 L壌重金属の 可溶化に よ る 金属

吸収促進技術の 開発　金属吸収 ・輸送 ・結合タン パ ク質

図 3．共 牛工 学に よ る 重 金属浄化 促進 戦略

な ど を コ ードす る遺伝子組換 え技術 の 開発が挙げられ る．

　バ イオ マ ス増産に は，腐植物質や植物活性化剤 の 投与

が考 え られ ，環境浄化に使用 で きな い か検討 して い る．

土 壌重金属の 可溶化に は，
一
般的に はキ レ

ー
ト剤や有機

酸が投 字さ れ て い る が，生分解性や溶出効果 の 知 見が不

足して い る，また環境へ の 低負荷 とい う点か ら．生分解

性 キ レー
ト剤を分泌する微生物の 探索や有機酸合成能が

高い 微生物の添加効果実験 を行 っ て い る．根粒菌以外で

も植物と共育し，浄化，環境修復を行う こ とがで きると

思われ る．

共生工 学における メ タル バ イオ の将来

　筆者ら は hMT の ア ス パ ラギン酸とセ リン をシ ス テイ ン

に置換 し、Gd へ の金属結合能と親和性を向上 させた 17〕，

こ の 知見を敷延すれば 新規な金属 へ の 結合能を創製で

きるか も しれない ．将来，貴 （希少）金属高含有根粒が

で きる か もしれな い．また植物の貯蔵 タ ン パ ク質合成遺

伝子 の プロ モ ーターの ド流に 乃M7「
遺伝了

．
を組換えれば

貯蔵組織に重金属を集積する こ とも夢で はな い ．デ ン プ

ン は栄養源や加 ll原料とな り，貯蔵タ ン パ ク質に存在す

る重金属 は回収 ・資源化す る．共生系を解明，新構築す

る こ とに よ り，エ ネル ギー循環効率を高め れ ば 環境低

負荷型 の メ タ ル バ イオ テ ク ノ ロ ジーを開発で きる に違 い

な い．

文 南犬

1） 環境省 （水 ・た気環境局）httP：〃wwW ，C 盲】v．gojp〆
2）　−L壌環境セ ン ター

　http；1／w −s，w，gelコc．or．jp！
3） 日本地 ド水学会編 ： 地下水 ・土 壌汚染 の 基礎 か ら応 用，

　　理 工 図書（2006）
4） eeUiIl憲，池　道彦 ： バ イオ環境⊥ 学，シ

ーエ ム シ ー
出

　　版 （2006）．
5＞　Hirseh，　A．　M ．et　al．：ptttntPh）

1si
θ1，，127，　i　48斗 （2001＞．

6＞ 宰 岡義勝 ：生物T．学，82，2 〔2004）．
7）　Mur 〔｝〔，ku，、t．　t’t　al．：．1．　Fei7nent．　Bioen9．，79，38 （1993），
8）　Ila＞ash 転M ．　et αt．：ノ．　Biosci，　Bioen，9．．，89，550 （2000＞・

9）　Yainashita，　M ・et　al・ニノ・Ferment・Bioeit9・，77，　l　l　3 （1994）・
10）　Ik 〕ng ，　S．−H ．　et　al．： APPt．　 iVficrebiol．　 Biotech〃nol．，54，84

　 　 〔200  ），
ID 　Xu ，　 Y 　 and 　 Murooka ，　Y ：ノ．　 Fer？ri．ent．　 Biθeng ．，80，276

　　（1995）．
12）　Sriprang，　R ．　et　al．：．f．　Bi θtechnθt．，99，279 （2002）．
13） lby・ ma ，　M ．et　at．：ノ、　Biθchem ．，　132，　217 （2002）・
14）　Sripran9，　R ．　et　al．： Appl、　Environ．　ilficrobioi ．，69，1791

　　 （2003）．
15＞　Ike

，
　A ．　E・t　al．：ChemosPhere，66，1670 （2007＞．

16）　Ike，　A ．　et　tll．：ノ．　Bios‘
’
t．　Bioertg．，105，642 （2008）．

17） To ｝
’
orna ，　M ．et　al．：ノ．　Bio．St

．
1．　Bioeng．．101，354（2006）．

616 生物．⊥：学　第86巻

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


