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微生物腐食(MIC)は微生物の活動が主因子とされる金属腐食であり、常温・中
性環境下でも金属が大きな損傷を受ける場合がある。よって理解と防止が求め
られている。MIC の発生した金属表面には微生物によるバイオフィルム(BF)が
観察されており、BF が MIC の関係が考えられていた。しかし、技術的な問題
から BF 形成と MIC が同時に観察された例はなく、両者の関係性についての知
見は乏しい。そこで我々は、当研究室の COCRM(Continuous-optimizing Confocal
Reflection Microscopy)法(1, 2)を用いることとした。本法では反射光を検出する
ため、BF の形成と金属表面の腐食の発生を継時的に観察することが可能であ
り、MIC の解析に非常に有用な観察手法である。 
ステンレス鋼を千葉県富津にて得た海水に浸漬し，表面に形成された BF を
COCRM 法にて観察した。 実際に金属表面への BF 形成と MIC の進行を継時的
に可視化することに成功した。また、その BF から単離した菌を用いた観察で
は金属表面に立体的な BF が形成される様子が確認され、腐食孔と推測される
孔の上部には細胞外多糖が存在することが示された。
本発表では、COCRM 法を用いた MIC の新規観察手法に加え、それを用いるこ
とで得られた BF と MIC に関する知見を報告する。 
(1)Yawata et al. J.Biosci.Bioeng. 2010 (2) Inaba et al. Microbiol. Immunol. 2013
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【目的】 本研究グループは，これまで大腸菌のセルロース生合成関連遺伝子で
ある bcsB の過剰発現により，フロックが自発的に形成されることを報告してい
る．一方で，メンブランベシクルとはグラム陰性細菌の外膜が部分的に遊離す
ることで産生される直径 20-250 nm 程の細胞外小胞であり，バイオフィルムな
どの微生物集合体の形成において，重要な役割を果たしている．本研究では，
大腸菌フロック形成における重要因子として，メンブランベシクルの産生量に
着目し，解析を行った．

【方法および結果】bcsB 遺伝子を導入した大腸菌を 2 g/L のグルコースを含む
LB 培地を用いて 37°C で培養し，目視観察により数 mm 程度のフロック形成を
確認した．フロックを種々の加水分解酵素で処理したところ，プロテアーゼの
みが高い分解性を示し，フロックの主構成成分はタンパク質であると考えられ
た．次に，フロックに含まれるタンパク質を SDS-PAGE とそれに続く LC-
MS/MS により解析したところ，細胞外膜タンパク質 OmpA と OmpC が検出さ
れたため，メンブランベシクルの関与が示唆された．
そこで，メンブランベシクル産生が促進または抑制されると報告されている遺
伝子欠損株について(それぞれ，ΔdegP, ΔdsbA)，フロック形成を確認したとこ
ろ，メンブランベシクル産生量の増加に伴いフロック形成が誘導されることが
確認された．以上の結果より，大腸菌のフロック形成過程において，メンブラ
ンベシクルの産生が関与していることが示唆された．
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[背景・目的]
近年、レアアース(REE)はハイテク製品に欠かせない金属としてその需要が増
大しているが、国際価格の上昇や埋蔵量の少なさと偏在による供給構造の脆弱
性が問題となっている。特に日本は REE のほとんどを輸入に依存しており、都
市鉱山中の REE を有効利用するため、効率的なリサイクル技術の確立が求めら
れている。我々はこれまでに、酵母細胞表層工学を用いた環境汚染重金属の除
去と水質浄化や、金属イオンの選択回収によるバイオリサイクル技術の開発を
進めてきた[1,2]。この技術を REE の吸着回収に展開していくためには、REE 吸
着ペプチド・タンパク質が必要となるが、天然にその存在は確認されていない。
そこで、本研究では REE を吸着する新規ペプチドの探索とその細胞表層提示に
よる REE の選択的吸着回収を目的とした。
[方法・結果]
REE の一種であり、光ファイバーをはじめ様々なハイテク製品に用いられる有
用なテルビウムイオン(Tb3+)に対して吸着能を示す新規ペプチドを得るため、ラ
ンダムなアミノ酸配列を持つペプチドを提示した酵母ライブラリーを作製した。
磁性ビーズを用い、ライブラリーから Tb3+吸着能の有無によりスクリーニング
を行った。スクリーニング条件の検討により、Tb3+吸着能を向上させた新規ペ
プチド提示酵母が得られたので、レアメタル吸着回収スクリーニング法につい
てまとめて報告する[3]。

[1] K. Kuroda, M. Ueda, Appl. Microbiol. Biotechnol., 87, 53-60 (2010)
[2] K. Kuroda, M. Ueda, Curr. Opin. Biotechnol., 22, 427-433 (2011)
[3] R. Ito et al, submitted
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【目的】近年、レアアースを巡る問題として、その偏在性が問題となっている。
レアアースは電子部品の材料として重要な役割を果たすが、その多くは中国、
アフリカ諸国等に多く埋蔵している。特にレアメタルの一種であるレアアース
は 97%が中国に埋蔵している。このような埋蔵量の偏在性は国家間の外交問題
等によるレアメタルの価格の高騰・急落の原因となる。従って現在、廃棄物に
含まれるレアアースを回収し、再利用することで輸入以外と供給源を確立する
ことが急務となっている。また廃棄物から有価金属を回収する場合、環境汚染
や新たな廃棄物が発生しないように環境負荷を低減することが望ましい。微細
藻類を用いて、薬剤等の投入を必要としない低環境負荷型のレアアースの回収
を最終目的としてレアアースを収着する微細藻類の探索と収着機構の解明を本
研究の目的とした。

【実験方法】環境中から採取した微細藻類を有機培養液中で培養し、洗菌した
後、100mg/L の EuCl3 または YCl3 溶液を加え、明所で 24 時間振とうした。藻
体と金属溶液を分離した後、藻体に 0.1M NHO3 を加えて金属を溶出した。金属
溶液と溶出液の Eu 及び Y の金属濃度を ICP を用いて測定した。

【結果及び考察】Eu 及び Y の吸着が確認できた 24 の藻類群集うち、特に収着
量が多かった 1 群集を選定した。その藻類群集をピペット洗浄法で単離した後、
無機培養液中で培養することで微細藻類を分離した。得た微細藻類の湿重量 1g
あたりの収着量は、それぞれ 5.6mg-Eu/g-wet、3.4mg-Y/g-wet であった。しかし
光条件を暗所とすることでその収着量は 2.0mg-Eu/g-wet、1.2mg-Y/g-wet まで低
下した。。
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