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　　GIUOOSe　WaS 　aSSimilated 　effeCtiVely 　by　irOn　OXidiZi   baCtefia，　WU −66　B ，　 Up 　 tO　 abOUt

O．2 ％ （w ／v ）．　 Both　of　the 　growth　and 　iron　oxidizing 　activity 　were 　inhibited　ahnost 　com ．

pletely　in　the　presence 。f　glucose　more 　than 　O．3 ％ ，　 When 　glucose　was 　added 　to　g　K 　me ．

dium，
　the　medium 　for　autotrophic 　growth ，　 both　 of　 the　 growth 　 and 　 iron　 oxldation 　 were ．

delayed　in　the 　early 　stage 　of　culture ，　but　the　delays　were 　Iestored 　at　least　within 　48　hr　of

cultivation ，

　　Malt　extract 　was 　assimilated 　effectively 　up 　to　about 　O．15 ％ （w ／v）and 　 the　 dehy　 of

the　growth　and 　iron　oxidation 　in　the　early 　stage 　of　culture 　was 　also 　found　in　this　case ．

　　Organic　nitrogen 　sources ，　 peptone　and 　 urea 　 were 　asslmilated 　 by　 WU −66　B ．　 When

peptone　was 　added 　to　the　g　K 　medium 　instead　of　ammoniu 皿 sulfate ，　 the　grewth　was 　 inc．

reased 　but　iron　oxidizing 　activity 　was 　decreased．　 It　was 　 presumed 　 that　peptone 　was 　assimi ，

lated　as　a　carbon 　source 　too，　 and 　 could 　 not 　be　 utilized 　 as　 an 　energy 　 source ．　 When 　urea

was 　added 　to　the　9　K 皿 edium 　 instead　 of　 ammonium 　 sulfate ，
　 the　 growth　 was 　 d  reased

slightly 　and 　less　iron　oxidation 　activity 　was 　found．

緒 言
．

　バ ク テ リア の エ ネル ギー誘導機講を利用 した バ クテ

リア ．・リ
ー

チ ン グ は近年各国で 盛 ん に 研究 さ れて い る

が，そ の 関与 微 生物で あ る 鉄酸化細菌，イ オ ウ 酸化細

菌 は化学合成独立栄養性細菌 （che 皿 oautot τophic 　bac・

teria）で あり，第
一

鉄 あ るい は イ オ ウ化合物を酸化 し，

そ の 間 の エ ネル ギーを生活 エ ネル ギーと して 独 立栄養

的 に 生 育す る と さ れて い る
t）．す な わ ち炭 素源 として

は 炭酸ガス を ， 窒素源 と して は 無機の 窒素を 利用 して

い る とい われ るが ， 近年，ThiobacillUS　thiooxidan5 ，

Ferrobaeillus　ferrOO
’
xidans の よ う．な 絶対独立栄養

性細菌 （obligate 　autotrophic 　bacteria） の 有機源培地

で の 生育の 可 能性
1−1） や有機物代謝能か ）が 議論 され

て い る．著者 らは
， 第一鉄を唯

一
の エ ネル ギー源 と し

て 独立栄養的 に 生育 し得 る 鉄酸化細菌 WU −66B 菌

をすで に分離 し，菌学的性質等 につ い て研究を行な っ

て きた が
5）

，
こ こ で は WU −66B 菌の 生 育 ， 鉄酸 化 能

な どに 及 ぼ す有機源 の 影 響に つ い て検討 した結果を報

告す る．

実験条件 お よ び 方法

1． 使用菌株　　本研究 に用 い た菌株 は ， 秋 田県同和

小坂鉱山排水中よ り分離 した もの で
の ，そ の 諸性質 は
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Table　1．　 Some 　cha 頂acteriStics　of　WU −66B　and 　Thibba‘illtts丿  oo詔   4”5．

Shape　and 　size （P）

Optinun 　temp ．（
OC

）

Optimum 　pH −value

Gram 　 stai1

Motility

蝨
日

鬟
国

　 　 　 　 　 　 　 　 　 FeSO4・7H20
Agar 　medium

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Na2S ，03 ・5H ，O

蓋髷
el
　 1・eS ・… H ・・

Isolation　source

WU −66B T ．fe厂rOOxidans ＊

＊
after 　Yagie）

short 　rc）ds，0．3x1 ．0

301

．5− 4．0

十

十

十

十

十

十

　 　 　 　 十

　 　 mlne 　water
（Dowa 　Kosaka　mine ）

short 　rα 墨s，α 5× 1．0

302

．5− 5．8

一

十

（＋ ）

十

十

一

十

十

十

十

Table 　1 に 示 した通 りで あ る．本菌 は エ ネ ル ギ ー源 と

して第一鉄 の 他に チ オ硫酸ナ トリウ ム を酸化 して 生育

し，他の 生理的特質か らも， ThiobacillttS　ferrooxi・

dans で あ ろ う と考 え られ る．

2． 培養　　独立栄養的な生育の 培地 として は ，

Table　2 に 示 した組成 の 9K 培地を用 い た．液内培養

Table　2．　 Com 騨〕sition 　of　gK 　medium ．

Basal　 salts

　 （NH ，）zSO4

　 KCl

　 K2HPO ．

　 MgSO4 ・7H20

　 Ca （NO3 ）2 ，
10NH2SO4

Distilled　 water

Energy　 source

　 FeSO4 ・7H20

　 3．0　9

　 0、1　9

　 0．59

　0．59

　 0．019

　 1．Om1

700　 エnl

　　14．74％
solution 　300　ml

は 500ml の エ ル レ ン マ イ ヤー・
フ ラ ス コ に 培養液100

m1 を入れ て 行な っ た．培地 の滅菌は エ ネル ギー源で

あ る Fe　SO4 ・7H ，O と basal　salts とを ， 別 々 に行な

い
， 初発 pH と して は，鉄酸化 ， 生育共に良好な 2．5

に 調 節 した
s ）．活性 の 高い 2m1 の 洗浄菌懸濁液を接種

に使用 した が，接種液の濃度 と して は，96時間培養後

の 鉄酸化，菌生育 に ほ とん ど差 が 出な い 範囲の もの を

用 い た 5）．培養は 30℃ 恒温で 回転振盪機 （200rpm ）

に て 行 な っ た。

3． 分析　 培養後 の 液 に は，FeSO ・
・7H20 の 変 化

した種々 の 不溶性物質や着色物質が菌と共に 存在 した

が ，

一定時間， 培養液を冷蔵， 静置す る こ とに より，

菌層 と沈殿 層 とを 分離で き，濾過 に よ っ て 菌の ほ と ん

どが存在す る上 澄み 液を回収で きた の で ，こ れ の遠 沈 ，

洗浄を繰 り返 して 洗浄菌体を 得．こ れを定容後，波 長

470 皿 μ で 濁度測定を行なうこ とに よ り菌生 育を調 べ

た．な お ケ ル ダール ・ネス ラ P・
法 に て 菌体窒素量を求

め，波長 470m μ に おける 0．　D ．との関係を調べ た と

こ ろ　菌体窒 素量 〔mg
−N ／1−broth〕 ＝ OD ．× 23で あ

っ た．ま た エ ネ ル ギー源 で あ る第
一

鉄量 は過 マ ン ガ ン

酸 カ リウ ム との 酸 化還 元反応を 利用 して 測定 し，培地

pH の 変化を pH メーターで 測定 した．

実験結果および考察

1． グル コ ー
ス の 影響　　9K 培地 は炭素源 として 何

も含有 して い な い が，
こ れに グル コ ース を 0〜 0．5％

N 工工
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Table　3，　Effect　of　the　addition 　of　glucose．

Gluc・se ％（w ／v ） 0．00 0．01 0．05 0．10 0．20 0．30 0．50

Fina且pH 2．10 2．00 2．00 2．00 2．03 2．50 2．50

Rate　 of 　Fe＋＋

　　。 xidation （％）
100 100 ↓00 100 100 11．1 10．5

Cell　growth
（O ．D ．　 at 　470　m μ）

0．1200 ．1250 ．1310 ．ヱ430 ．1610 ．0290 ．018

（w ／v ）添加 して 96時間培養した 時 の 鉄酸化割合， 培

地 pH ，菌生育を Table　3 に示した．表か らわ か る よ

うに，グル コ ース 濃度 が 0．3％以上 で は菌生育，鉄酸

化を阻害 して い る が ，
O．2 ％ まで は 炭素源 として 有効

に資化 して い ると考 え られ， こ れは渡辺 ら
7）の結果と

ほ ぼ
一致 して い る．

　9K 培地 と 9K 培地 に 0．1％ の グル コ
ース を添加 し

た グル コ
ース 添加培地で の本菌の 生育曲線を Fig，1 に

示す．グル コ ース 添加培地 で の 増殖 は培養初期 に 遅延
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　　　 Fig．　L 　Growth 　curve 　 of 　WU −66B ，

　 　 　 …O …　 9kmedium
　　　

−
●
一

　（9K 十 glucose ）medium

　 　 　 −一　●一一　　　control

が み られ るが ，

復 して お り， 増殖 の 促進 が 起 こ っ て い る．

こ の 遅 延 も培養 時間 の 経過 に つ れ て 回

　 こ の 両 培地で の 鉄 酸 化 お よ び pH 変化を 経時的に 示

した の が ，Fig．2 で あ る．9K 培地 に 比 べ て グ ル コ 尸

ス 添加培地 で は 鉄酸化 の 遅延 が み られ る．こ の 鉄酸化

の 遅 延 の 度合 い は グル コ ース 添加量 の 増大 につ れて 大

きくな っ た．た とえ ぼX
’

グル ＝
一

ス 濃度 が 0，0．01，

0．05
，
0．10％ に お ける 24 時間培養後 の 鉄酸化割合 は

各々 ，
38

，
31

，
14

， 5％ で あ っ た．しか し，48時間培

養後 に は ， す べ て ほ とん ど 100 ％鉄酸化 が進行 した．

培地 pH は両培地 で 同 じ経 過 を た ど っ たが，鉄酸化 の

Fig．2，　 Time　 course 　of　iron　oxidation 　and 　change

　 of　pH −
value 　during　the　growth 　of 　WU −66B ．

　 　 Rate　 of 　Fe什ox1dation

　 　 　・一△ …　 9Kmedium

　　
−

▲ 一　（9K 十 glucose）medium

　 　 −・一△ 一・−
control

　　 pH
　 　 　…○…　 9KmediUln

　　
−

●一　（9K 十 91ucose）me （五um

　 　 　−・一（D −・−　 contrd

遅延 に関速 して ， グル コ
ー

ス 添加培地 で は，や は り遅

延が 認められた．一
般 に鉄酸化細菌に よ る鉄酸化機構

は次の 2 式 に よ っ て 進 行 す る と さ れて お り
8 ）

，

　4FeS （，4十 2H2SO4 十 〇 z＝・2Fe2（SO4）3十 2H ，O ……（1）

　Fei（SO4）3 十 2H2Q 颪2Fe （OH ）SO4 十 H2SO ，
・・…・（2｝

〔1｝の 反 応 で 酸化生成 し た Fe3“は pH 　2．5〜3．0 で 〔2｝の

加水分解反応 に よ っ て Fe（OH ）SO4 と して沈殿 し， （1＞
の ア ル カ リ化反応に よ る pH 上昇もた だ ちに   の 酸性

化反応 に よ っ て pH 低 下 と な るが ， グ ル コ ース 添加 培

地 に お い て ， 8 〜16時間 の 遅延があっ て も 9K 培地の

時と同 じ pH 変 化 をす る とい うこ とは ， グル コ
ース 添

加培地 に お い て も鉄酸化機構自体は 変化 して い な い こ

とが わ か る。

2． 麦穿 ニ キス の影響　　Table　4 は 9K 培地 に麦芽

N 工工
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Table 　 4．　 Effect　 of 　 the　 addition 　 of 　 malt 　 extract ．

Malt 　extract ％（w ／v ） 0．00 0．OI 0．05 0．07 0．10 0．15　 　 　 0．30

Final　pH 2，00 1．96 1，92 1．97 1．97 2．59 2，59

Rate　of 　Fe軸oxldation

　　　　　　　　　　　　　　　（％ ）
100 100 100 100 100 6．5 6．0

Cell　growth
（0 ，D ，　 at　470　m μ、

0．1480 ．1610 ．1710 ．1740 ，1680 ，0080 ．004

エ キ ス を 0〜0．3 彩 添加し，96 時間培養 した結果を 示

す．グル コ ース 添 加 の 時 と同様 に，あ る 濃度 （0．15％ ）

以 上添加す る と鉄酸化およ び生育を 阻害 して い るが，

0，1％ 以 内に お い て は本菌の増殖に利用 されて い る こ

とが 考 え られ る．ま た グ ル コ ース の 場合 と同 様 に 培養

初期に お い て 鉄酸化 ， 菌増殖 が 遅延 した が ，麦芽 エ キ

ス の 濃度が 0，1％ まで は培養時間 の 経過に つ れて 回復

し，遅延 した 鉄酸化も48時間後に は，ほ ぼ 100％ 進行

した．

3． 靆素源 と くに ペ プ トン の 影響　　Bergey9）
の 記 載

に よ る と ，
Thiobaciltus　ferrooxidansは ，

一
般 に ア

ン モ ； ア 態窒素で よ く生育し ， 硝酸態窒素は，ほ とん

ど利 用 しな い と さ れて い るが，本菌 は Table　1 に 示

した 通り硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム で よ く生育し， 硝酸 カ リ ウ

ム で は，ほ とん ど生育せ ず ，
Bergey の 記載 とよ く
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　 Fig．3．　Effect　of　nitrogen 　 source

騾 　　Cdl　growth （0 ．　D ．　at　470　m μ）

匚 Rate　 ol　Fe＋“　 oxidation （％）

致 した．本菌の よ うな絶対独立栄養性細菌は窒素源と

して 無機 の 窒 素源を 利用す る と され て お り，有機態窒

素の 利用を検討する 為に 次の 実験を行な っ た．9K 培

地 の 窒素源で あ る硫酸ア ン モ ニ ウ ム の代わりに 尿素，

L一ア ス パ ラ ギ ン を そ れ ぞ れ 窒 素 量 と して 同量 入 れ，ま

た ペ プ トン は 50mg 入 れ て 培養 した．　 Fig．3 に こ の 結

果を示 した．有機 フ
’
ミノ態窒素で ある尿素で は，無機

ア ン モ ニ ァ 態 の 硫酸 ア ン モ ニ ウム に 比 べ て ，鉄酸化能

は か な り低下 して い る が 菌生育は
， わず か に 劣 る 程度

まで 起 こ っ て お り，同 じ ア ミノ 態窒素の レ ア ス パ ラ

ギ ン で は鉄酸化，菌生育共に阻害されて い る．ペ プ ト

ン で は 鉄酸化 が 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム の 場合に 比 べ て 劣 る

の に もか かわらず，良好な菌生育がみ られ た．

　 ペ プ トン で の 生育が良好な こ とか ら，ペ プ トン 濃度

の 影響をまず検討 した ．硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム の か わりに

ペ プ トン を O−・O，2 ％ 9K 培地 に 加 え， 96時間培養 し

た 結果を Table　5．に 示 した． ペ プ ト ン 量 と して は ，

O．16％ まで は資化し，ペ プ トン 量の 増加と共 に 菌生育

も伸びて い るが ， 鉄酸化は逆 に徐々 に 抑 え られて おり，

ペ プ トン 量増加 に つ れて ，単位菌体量当り（単位 O ．D ．

当 り）の 鉄酸化 割含は 減 少 して い る．そ して O．2％ 以

上 となると鉄酸化，菌生育共 に ほとんど完全な阻害が

起 こ っ て い る．

　 ペ プ トン を加 え た 時に，鉄酸化 が や や 抑え られる の

に対 して
， 菌生育 が伸 び て い る こ とから，

ペ プ トン が

資化され る時に エ ネル ギー効率よ く生育が起 こ り， 大

量 の 鉄酸化を必要と しな い こ とが考え られ ， 次 の 実験

を 行 な っ た。硫酸 ア ン モ ニ ウ ム
，

ペ プ トン
， 硫酸第

一

鉄を 9K 培地の basal　 salts に加えて 96時間培養 した

結果を Table　6．に 示 した．こ こ で ＋，一は培地中の

Table　5．　Effect　of 　peptone ．

Pept。 ne ％ （w ／v ） 0．00 0，0250 ．05 0．10 0．13 0．16 0．20

Final　pH 2．20 1．91 2．00 1．98 1．91 1．95 2．63

Rate　of 　Fe＋や
oxidat 三〇 n

　　　　　　　　　　　　　　（％）
85．0100 98，6 97．8 97．0 96．8 3，8

融 艚 ，。叫 ） 1 … 290 ．1370 ．1370 ．1490 ．1490 ．1670 ．009
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Table　6．　Ef壬ect 　of 　nitrogen 　and 　energy 　souroe ．

一 一
（NH4 ）2SO4

PeptoneFeSO

・・7H20

Final　pH
Rate　Qf 　Fe＋†oxidation

　　　　　　　　（％）
Cell　growth
（0 ．D．　 at　470　m μ）

＊
十

十

十

1．8999

．40

．184

十

十

2．60
丶

＼
0．000

＿＊＊

十

十

1．9199

．40

．143

十

2．65

＼
0．000

十

十

1．90rDo0

．134

＊ contailed 　 in　 the　 medium

＊＊ not 　contained 　in　the 　medium

有無を表わ して お り，硫酸ア ン モ ニ ゥム
， 硫酸第

一鉄

は 9K 培地に お ける の と 同量，ペ プ トン は 0．05％添加

した． Table　6．よ りエ ネ ル ギ ー源 で あ る 硫酸第
一

鉄

が存在 しない と菌 は 生育せ ず （9，IV），ペ プ ト ン は

エ ネル ギー源 と して は利用 され得ず，菌生育 に は必ず

無機 の エ ネル ギー源が必要 で ある こ と，窒 素 源 と して

は 硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム の 他 に 有機物 で あるペ プ b ン が 良

好で あ る こ と （皿），ま た 最適窒素範囲内の 硫酸 ア ン

モ ニ ウ ム 存在下 に お い て
5），さ らに ペ プ トン を 加 え る

こ とに よ り， 最大の 菌生育が もた らされ る こ と か ら

（1），ペ プ トン は 無機エ ネ ル ギ ー源 の 存在下で 炭素源

と して も利用 され う る こ とが 考 え られた ．

総 括

　鉄酸化細菌 WU −66B 菌 （Thiobacilltes　ferrooxi−

dans と思 わ れ る） の 生育 ， 鉄酸化能 な どに 及 ぼ す有

機源の 影響を検討した．

1）　 グル コ ース は 0．2％ まで は有効 に 資化 した が，そ

れ以 上 の 濃度 とな る と，菌生育，鉄酸化を ほ とん ど完

全 に 阻害 した．グル コ
ース 添加培地で は培養初期に生

育 ， 鉄 酸 化 が 遅 延 し た．
　 　 　 　 　 　 1

2） 麦芽 エ キ ス はO．　15％まで は有効 に資化 したが ， や

は り培養初期に 生育，鉄酸化 の 遅延が 起 っ た．

3） 無機窒素源で ある硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム の 他に ， 有機

窒素源で あ る ペ プ トン や尿素を資化 した．ペ プ ト ン で

は 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム よ りも良好な 生 育が み られた が，

単位菌量当りの 鉄酸化能は減少 し，また 炭素源と して

も利用 され得 る こ と が 推定 され た．しか し，無機の エ

ネ ル ギー源 が 生 育に は必ず必 要 で あ っ た．尿 素 は窒素

源 と して 用 い た場合 ， 硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム に比 べ て 菌生

育，鉄酸化能が共に低下 した．

　本研 究 の 終 りに供 試 菌 と比 較 の た め に菌 標本を分与 い ただ

い た 財団法人 醸酵研究所 に 厚 くお礼 申し上 げ ます．
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