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＊
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　　　　　　　　 of 　Cu2＋ into　 the 　Cells　 of 　the 　 Yeast

Hiroyuki　Horitsu ，
　Kiyoshi　Ogawa

，
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　　Astrain　of 　 a　cupric 　acctate −tolerant　yeasら identi五cd 　as　Candida ∫α紘 was 　isolated

from　the 　activated 　sludge 　of 　a　waste 　watcr 　plant．

　　Incorporation　of 　Cu2＋ 三nto 　the　cells 　ofthis 　strain 　was 　tested　in　a　malt 　extract 皿 edium

containing 　100　ppm 　of 　Gu2＋．　 Res皿 ts　showed 　tha こ the　distribution　ratio 　of 　Cu2 ＋ in−

corporated 　into止 e　cells　is： 39．2％ in　thc 朕 tractable 飴 ction 　with 　O．15　M 　NaCl　solution

containing 　O，01　M 　ethylenediamine 　tetraacetic　acid ；35．8％ in　the　supernatant 　fraction

by　 centrifugation 　at 　26，000× g　f‘）r　15　min ，
16％ in　the　cold 　10％ trichloroacetic 　acid

extractable 　fraction　and 　9％ in　the　hot　5％　trichloroacetic 　acid 　extractable 　fraction，

緒 論

　近年 ， 銅化合物 の 需要が高まると と もに ， そ の 採掘 ，

製錬をは じめ ， い ろい ろの製造加工 等 に と もなう廃水

の 処理 が 問題 と な っ て きた一 す な わちそ の 処理 に は主

に 化学的処理法 が使用 されて い るが ， 活性汚泥や 散水

炉床などの 微生物処理法 も考えられる．しか しこの 微

生物処理の 場合考え な ければな らな い 問題 の 1 つ と し

て ， 銅化合物 の 微生 物 に 対す る 影響が あ る．微 生 物 に

対 する銅化合物 の 影響 に つ い て は， 内貴ら
1）に よ り

Saceharem）ces 認 ψ∫ρf伽 ∫ を もちい て，そ の銅耐性機構

が 報告 され て い る が，本 報 告 で は 先ず銅 耐 性微生物の

ス ク リ
ーニ ン グ を行な っ た結果，活性汚泥 中か ら特 IC

銅耐性酵母が分離された の で ， そ の 酵母 に つ い て 同定 、
を行 うと と もに，さ らに本酵母 につ い て 銅 の取込みに

つ い て も若干 の 実験を行 な っ た の で ， そ の 結果 に つ い

＊
微生 物 に よ る 重 金 属 化合物 の 回収 に 関す る研究 （第

　 4 報）

　Studies　on 　Recovery　of 　HeaVy　Metal　Gompounds
　by　Microerganisrns（IV ）・

て報告す る．

　供試銅化合物

た．

実　験　方　法

本報告の 実験で は酢酸鋼を使用 し

　銅耐性酵母 の 分離法　　前報
2僧4｝で 報告 したよ うに ，

い ろい ろの 毒物耐性微生物分離源として は活性汚泥を

用 い るの が効果的で あ る こ とが確かめ られたの で 本研

究で も銅耐性微生 物分離源 と して 活性汚泥を用 い た．

すな わ ち 名古屋名城下水 道 処理 場 よ りの 活性 汚泥 を

pH 　6．0 に調整 した 4 ％麦芽 エ キ ス に酢酸銅を Gu2＋ と

して 300・”400ppm 添加 した 後 ， 500ml の 振盪 フ ラス

コ に 100m1 加え 28℃ で 14日 間振盪培養 （往復振盪，

振幅 7  
， 120往復／毎分）を行 な った・そ の 間 ， 時 々

顕微鏡観察 に よ り， そ の ミク ロ フ ロ
ーラを調べ た と こ

ろ， は じめ の うちは ， か び ， 酵母，細菌が 混在して い

たが 時間の 経過とともに ， pH の 低下が み られ ， かび ，

細菌の 増殖 が み られ ず ， そ の代りに酵母の 増殖 が さか

ん とな っ た．そ こ で こ の 14日間振盪培養した 培養液か
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ら10ml を と り， 新 しく繝驢 した同培地 90m ヨに加え
』

再び培養をつ づ けると， ほ ぼ酵母の み増殖 した．そ こ

で 得 られた酵母を平板培養 に 移 し，数園平板培養を 繰

返 し純粋培養として 分離 した．

　培養法　　酵母 の 増殖培地として は 4％糖濃度 の 麦

芽汁を基本培地と し， こ れ に 酢酸銅を 添加 した ・ ．実施

に当っ て は ， オ ー
トク レープに て殺菌した麦芽汁に酢

酸鋸溶液をあらか じめ70％ エ タ ノ
ー

ル で 殺菌 した 東洋

科学製の ボ ア サ イズ O．45μ m の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ター

をとお して が過 したもの を所定の濃度 に なるように添

加した．培養法 として は ， あらか じめ酢酸飼無添加麦

芽汁に て 28℃ ， 24時間振盪培養 した前培養液を10
，
000

rpm ，
　10分間遠心分離偽　得 られた藤体を湿置量 で 30

mg
， 本培養液 に添加 し， 引っ づ き振盪培養 した．

　綱の定量洫　　鋼 の 定量法li）と して は ， 日立製作所

製原子吸光装匿208型を使用 し， 3247A の 銅カ ソ
ード

ラ ン プで放電々 流は 10mA
， 使用フ レ

ーム は アセ チ レ

ン ・空気 に よ る原子 吸光法に よ う た．な お測定に先だ

ち試料は前報留》の方法で萠処理 した．

　醤体量の 測足　　酵母園体量は 660rrrriに お ける 比

濁法 によ り測定した．

　分離攤母 の 閥走法　　J．Lodde ♂） の
“ Th¢ Yeasts”

（1970）および 飯塚 ・後藤？｝の 「酵母 の 分類同定法」

（1967）に もとつ いて 行 な っ た．

　 　 　 　 　 　 　 Wo 湘 do ●1b

＿
一⊥鞴 騾 評 咄

欄 sekttim 　　　　　　c凵b
 

　 　 ．
　 　

　 　

瞞 9醐   　　　 隔 c 瞬  膨

 

讐
黼 ゆ甑 馳

E轍 竃 恥恥 n　　　 剛 勧腫

‘C，ハd剛 8◎勧國● fゆ ロ輔  11〕　　　E蜊 劉輸 75つ6e置OH，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 脚

臨 憎劇 goM   　　　　や鷹 ψ臨

‘P，咄 ltoetkn　f，l　　 E虚 iet−d　with　EKow・E↑膨 1国 1・

邑 tttocti　 toLttkn　　　　 F  鹽

〔ε，P9鰤 lip協 fiwtlen仙，　　　6 け噂 繭 wtth 　het5つ6TCハ．9⊂陀 ，

E”　　　』 馴臨膚bn　　　　　P旧 c いi沁惚

‘Fl爾 団 ●o」恤 脅邸 b 晦 ‘闘｝　 E覧幡 bd 剛 h 願 2鴨晦 OH

鋼 悶 ch 臨 ◎o鰰   　　　　R瞞   9

‘G，円購 帥 醐 dn 掬 d   　  

F嬉・1。　S¢P3岬 tion　of　the 　cqpP 騾r　co 蹠 pound 　by
　 　 Sdhnc三dロ「

，

3　method ．
　　

・ E出 y  edhmi 皿c 紀t畑 Laoetic 　acid

　　bT 膩dh1α o已cctic　acid ．

　酵母酋体の破壌およぴ鍋化合物の 分別定量法　　菌

体内へ 取込まれ た銅 の 分布を しらべ るた め SChneiderr

法8，に もとづ き分別を試みた．その大要を Fig．1 に

示す．す な わ ち蒸溜水 に て 洗浄 した洗浄菌体をエ チ レ

ン ジ ア ミ ン ・四酢酸 ・ニ ソ ーダ塩 （0・01M ）を加えた食

塩水 （0．15M ｝に て 3 回抽出す る こ とに よ り菌体 に 吸

着された 区分 （A ）と菌体区分 に分けた．次い で 菌体区

分 は燐酸緩衝液 （0・05M ，　PH　7．0）に懸濁させ ， ガ ラス

ビ ーズ （0．45　rumgS ）存在下で Braun 　oel1　homogenim

に て菌体を破壊 した．次い で 26
，000×g， 15分間逮心

分離 ， 上清区分 （B）と沈澱区分 に 分け， 沈澱区分は三

塩化酢酸溶液 （10％）に て 0℃ で撹拌抽出， 遠心分離

し比較的高分子化合物を含む酸可溶区分 （C）と沈澱区

分 に 分け ， 沈澱区分は次い で 75％ エ タ ノ ール にて抽出 ，

75％エ タ ノール 可溶燐脂質区分 （D）を分画 し， 更 に エ

タ ノ
ー

ル ・エ ーテ ル 可溶燐脂質区分 （E）を分画 し， 沈 ，
澱区分を 5 ％三塩化酢酸熱溶液 で 抽出し酸可 溶 区分

（F）を分画 した後 　その沈澱区分を 2％熱苛性 ソ
ー

ダ

に て 抽出，燐蛋白区分 （G ）を分画 した．次い で 各区分

に つ い て そ れ ぞ れ銅含量 を 原子 吸光法 に より定量 した．

実験結果 および考察

　活性汚泥 よ り分離 され た 銅耐性酵母A 株を仮 りに

酵母 A 株と名づ ける．

　魏母 A 株の頒 学的蝕質につ い て　　酵母 A 株に

つ い て 分類，同定するた め に そ の性質を検討した．

　酵母 A 侏の 形感的および生還的性質　　純粋分離

され た 酵母 A 株に つ い て 4 ％麦芽汁培地 で 28°C で 72

時問培養 した 際 の 顕徽鏡写真を示す （Fig．2）・酵母 A

株の 細胞は球形又は卵形を呈す る．出芽方向につ いて

は， そ の培養観察よ り mUltilateral 　budding　ICよ る こ

とがみ とめられ 九
「
Ptic　alidc　Ulnire の 結果を示す

Fig・2・　1M［icrog鴇ph αf止 e　iSQIat●d　snai 且 of　ycast，
　 　 c4Uttade　sde ∠A ．
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Fig。3．　 Mi ¢ rngiaab ｛〕f　psendomyoelia　forTnation
　　by　the　i56置at尋d　5trai職 of　yea8t，　Cdnttla　sake ∠4・

（Fig．3）．酵母 A 株は Pscudomyoeliumを形成するこ

とがみ とめ られる．な お酵母 A 株の形態的および生理

的性質を要約する （Tab韮e　1）・また 酵母 A 株分離に際

し，そ の 特徴として 培養開始時の pH を低下するこ と

に よ り純粋分離 が 容易 とな っ た こ とは 酵母 A 株がか

な り pH の 低 い ところで増殖する もの と考え られるの

で，この点につ い て 若千検討 した 結果を示す（Table　2）．

酵母 A 株は pH 　2．0 で も発育出来る こ とが み とめ られ

る．ま た酵母 A 株は滲透圧に 対 して か な り耐性を有す

る こ とがみとめられた （Tabie 　3）．

　以上 の 形態的及 び 生 理的性質を 検討 した 結果 ， 酵母

A 株は （bUtlitla　sake 　ic属する こ とがみ とめられた．以

後酵母 A 株を （landide　s‘zke　A 株と命名す る．

　Candha 　8 α」be　A 株の 鋼耐性 につ い て　　Ckinditla

sake 　A 株 にっ い て そ の 銅耐性試験を行な っ た結果，酢

酸銅で は 800ppm まで，また硫酸銅 につ い て は 500

ppm で あ っ た （Table　4）．な お 保存標準株中 の Sac一

蜘 3 認ψ5伽 AHU 　3078 株およ び α徽 撮 ； utilts

Table　1．　 Mo τpho】ogica1 　and 　physiok）gical　cha −

　　racte 黷50f 　thc　i501atod　strain 　of 　yeasち （landiEde
　 　 ∫召初 』．

A．Morpholqgical　characters

　1．Shape：　globose　to 』hort■ovoid

　2．Size： 1．5　to　2．3　by　4．O　to　7。0μm

　3．Acoespore 正br實nation ： negative

　4．Pe1Lidc　formt藍on ：iSlets　to　fine　pe皿id¢

　5．kcudomycelia　ferrnation；poSitive
B．？hysiological　Charactcrs

　 1．Femcntation　of 　carbohydrates

　　D −glu◎o 鵠
，
　D ・galact。sc ，

　malt ・豊e，　 sucmse ：

　 　 　 POSItwe

　　lact（ 
，

τa 田 nos ¢
，
　D・】【ylc暦c ， レ arabinose ：

　　　negatlve

　 2．Assiπnilation 　of 　carbohydrates

　　D−glucose，　D ・galactose，　maltose ， 閲 cτ05e ：

　　　positive

　　lacto3e
，
　ra 旧臣ロ o ＄e ： ncgative

　3．Acid　Pi　oxluction ：positive
　 4．Ethanol　assimil しtion： posi嫉ve

　5．Med コano1 鰯 imHation：negative

　6．Nitrate　a85imiL しtion ： nq 監ative

　 7．Splittlng　of 　arbutin ：po8itive

　 8．Vitamin　requlrerpent ：bietin（8dmulative ）

　 9．NaC トtolerance （wlv ）110 ％

10．Gda 面 lique且cad   ： negative

11．Urea5c　activity ： n ¢ gative
12．】Litmus　millc 　reaction ： negat 量ve

AHIJ　3210株にっ い て も同様に耐性試験 を行な っ た

結果 ， 酢酸銅 100ppm 存在下で はい ずれ も増殖 がみ

と め られなか っ た。

Table　2．　Effect　of　pH 　on 　growth ，　gas　ferrnatien　and 　pellicle

　 　formation．

Growthの Gas　fbmat量onb ｝
Pdlic1¢ fb  tionC，
　　　 72  pH

24hr　　 72　hτ 24hr　 　 72　hr

1，52

．03
．04

．05
．0

土

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

±

十

（：勵 54 勧 Awa5 　q 皿tivated 　with 　a 　4％ malt ¢ 竃 鴕act 　mcd 歯u 皿 at 　thc　pH 呂 indi．

cated 　in出e 　tablc　by　korping　it　at 　28°C・
助 G 融 ； rno 　grvwth；± ，

5canty 　gmwth ；瓠 d 十 ， 800d 　gmwth ．
b》 Glas　fbrmtion　： 一，

　not 　fbmlcd；觚 d 十 ，
fbm 鳩 d．

°｝ Pdユido　fb皿 廿on ：一，
rK ）t　fermed ；±，

　scantly 　formed；and 十 ，
wd 監｛brmed．
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Table 　3．　 Effect　of 　osmotic 　pressure　due　te　the 　NaCl　ooncen ．

　　 tration　en 　growth ，　gas　formation　and 　pellicle　formation．

Conc．
of 　NaCl
　（％）

1236Q

げ

2
尸
D

　

　

　

　

　

11

Growtha）

24hr72hr

十

十

十

十

±

±

十

十

十

十

十

±

Gas　formationb）

24hr72hr

十

±

十

十

十

±

十

pellicle　fommtione ）

　　　　72hr

十

十

十

十

十

Candicla　sate 　A　was 　cultivated 　with 　a　4％ malt 　cxtract 　medium 　in　the　presence
of 　NaCI　concentratien 　indicated　ln　the　table 　by　keeping　it　at　28°C ．
の Grow 山 ：

一
，
no 　growth ；± ，

scanty 　growth ；and 十 ， good　growth．
b｝ Gas 負）rmation ；：

一
，

not 丘｝rmed ；± ，
scantly 　f（）rmed ；and 十 ， wel1 丘》rmcd ，

c）Pell至cle 　fc）rmation ：
一，not 　formed； and 十，well 　f｛）rmed ．

Table 　4．　 Tolerance　 of （randida　sake 　A 　for　copper 　compounds ．

、 Cu −compound

Cu−acctatc

Conc．　of 　Cu2十

　　（ppm ）

［

（】u曽sulfate

5008001000

1 50080

 

1000

Growtha）

24hr48hr72hr

十 十

十

十

十

十

± ± 止

Candida　sake 　A 　cells　were 　cultivated 　at 　28℃ in　a　4％   lt　agar 　slant 　which 　 con ・
talned 　Cu2＋ compounds 　at　the　cencentrations 　indlcated　in　the 　table ．
＆） Growth ；

一，no 　growth ；± ，scanty 　growth ； and 十 ， good 　growth ．

Table　5．　 Effect　 of 　the　initial　pH 　 values 　 of 　a 　 medium 　con −

　　taining 　Cu −acetate （100　ppm 　as 　Cu2 ＋）on 　the 　amQunt 　of

　　 （】u2
＋ inCorpOration　into　the　CellS．

pH

4．05

．O6

．07

．0

D・ w

欝
眺

u

・；響 欝 Incorporation
　efEiciency ＊

191300293265 2．243

．　063

．503

．20

11．710

．211

．912

．1

・ ・・… p・・a… n ・・・・… y − Cu2 ＋

晝驪 諜 牆錨
s （mg ）

・ …

Candida　sahe 　A　 cells （三nitial ， 30mg 　wet 　weight ）were 　cultivated 　in　a　500　ml 　shak −
ing　nask　contain 三ng 　100　ml 　of 　a 　4％ malt 　extract 　medium 　in　the　presence　of 　Cu2 ＋

，

100ppm ，
　at　28°G ｛br　72hr．
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Table　6．　Distribution　of 　the　Cu2 ＋ taken 　up 　by　the　cells ．

Fraction
Gu ＋ taken 　up

by　the　cells

　　 （mg ）

Incorporation
　 eMciency

istrユ　utlonratio

　（％）

（A ）Absorbed

（B ）lntracdlular 　soluble

（C ）Acid 　soluble （1）

（D ）Phospholipid （1）
’

（E ）Phospholipid（II）

（F）Acid　soluble （II）
（G ）Phosphoprotcin

（H ）Residue

1．050

．960
．43000

．2400

4．283

．921

．75000

．9800

39235

．816
．0009

．000

Candida　5礁 AcellS （三nitially 　30　mg 　wet 　weight ）were 　cultivated 　in　a　500　ml

shaking 　flask　containing 　100　ml 　Qf 　a　4％ malt 　extract 　med 三um 　in　the 　presence　of
Cu2 ＋

，
100　ppm 　at 　28QC 歪br　72　hr．　 The 　broth　was 　centri 血ged　at 　7，500×g　for　10

min ，　 The 　 cells 　 obtained 　 werc 　 washed 　with 　distilled　water ，3times，　 and 　 ccn −
tr洫 ged　to　separate 　them ．　 They　were 　then 　extracted 　with 　O．15MNaCl 　 con ・
taining 　O．Ol　M 　EDTA

，
　3　times 　and 　centrifuged ．　 The 　cells 　 obtained 　were 　disru−

pted　with 　a　Braun　ccl 互homogenizer　under 　the　condit 三〇ns 　dcscribed　in　the 　text．
Further　f珀 ctionation 　 of 　the　homogenate 　into　 each 　f｝actlon 　was 　carried 　out 　as

described　in　the 　text．

　 eandida 　 sake 　A 株 によ る 銅の 菌体へ の 取込 み

銅取込 み に際し，培地 の初発 pH が 菌体量 お よ び取込

み効率に 対し如何な る 影響を お よ ぼ すか を 100ppm

Cu2 ＋ を 添加培地 を用 い て 検 討 した 結果 ，
　 pH 　4．0 か ら

7．　0の 範囲で よ く増殖 し ， 取込 み効率 に っ い て もほ と

ん ど影響 しな い こ とが み とめ られ た （Table　5）．

　菌体 に 取込 まれた 銅の 分布　　菌体を Braun 　 cell

homogenizer に て 破壊 した後 ，
　 Fig．　2 に 従 っ て そ れぞ

れの 分画区分 に 取込まれ た銅 の 量 を定 量 した結果を 示

す （Table 　6）．本表 よ りわか る よ うに銅は菌体表層 に

39．2％吸着されるが，菌体内 に 取込まれ た もの に つ い

て は Schneider 法 に よ り，そ の 取込まれた 区分を 検討

した結果 ，
35．8％が菌体内の 可溶区分 に取込まれて お

り，また16％が菌体内の 酸可溶 の やや高分子物質区分

に み られ る・また （F）の よ うな や や 低分 子物質区分 に

9 ％ 取込 まれる． しか し phospholipid や phospho

protein 区分更 に は 不溶性区分 に は 取込 まれ て い な い

こ とが み と め られ ， 銅の 取込 み 区分 に つ い て は 選 択 性

がみられた．

　以 上 鯒 幽 ∫驫 A 株 にお け る銅 取 込 み お よ び 耐 性

機構に っ い て考察す る とTable　5 お よ び 6 の結果か ら

Candide　sake 　A 株 で は培地 に 100　ppm の Cu2 ＋ を 添加

培養 した 際，そ の 約30％ が 菌体 に 吸 着 な い しは 取込 ま

れ て お り，そ の うち吸 着 量 は，39．2％，菌体内取込み 量

は60．　8．％で あ っ た．なお内貴9｝お よ び芦 田
1°1

に よ る銅

耐性酵母で は硫化水素発生 に もとづ き添加鋼 が 硫化銅

とな る こ とに より耐性機構を説明 して い るが，Candida

s‘zke　A 　exで は特別，菌体外 に 硫化銅 に もとつ く黒 色化

もみ られず， 上述の 耐性機構とは別の も の と考え ら

れ る．な お 銅 に 対す る そ の 他の 耐性機構 と して は，
WoolfolkiI｝ に ょ り M ．　 lactilytionsを も ちい て ヒ ドロ

ゲ ナ ーゼ に よ る Cu2 ＋ か ら Cul ＋
へ の 還元機構が 報告

され て い るが，Candida　sake 　A 株の 耐性機構 につ い て

は更 に 詳 しく検討 した い 考えで ある ．

要 約

　活性汚泥中よ り，銅耐性酵母 Candida　sake 　A 株を分

離 し，同定 した．Candida　salbe　A 株は麦芽エ キ ス 3 日

間培養で培地添加 Cu2 ＋
の 約 30％を吸着な い し取込み，

そ の う ち39．2％ は吸 着区分 に ，
35 ．8％は 菌体破壊 後，

26
，
000 ×g ， 15分間で の 上 清区 分 に，16％ は 酸 可溶高分

子物質区分 に，そ して 9％は酸可溶低分子物質区分 に

見出された，

　 終 りに臨み，活性 汚泥 の試 料を提供 して 下 さい ま した ，名 古屋市

　 名城下水道処理場の藤 田利彦技官に対 し， また標 準菌株 を分譲い た

　 だ いた 北海道大学農 学部 農芸 化学科，高尾彰一教授に対し厚 く感謝

　する ．な お本研究 の
一
部 は 昭 和48年 4 月 4H ，日本農芸化 学会大 会

　 に お いて 発 表 し た ．
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