
1.

自然環境中では，生物は常に酸素が存在する環境で生
活するとは限らない。たとえば，海水や淡水中の堆積物
の中や，生物の消化管や循環器内，呼吸器官を持たない
ワームなどの宿主の中といった比較的嫌気的な環境に生
息する微生物が知られている3)。また，通常は酸素があ
る環境でも，酸素濃度の低下によって好気的なエネル
ギーの生成に十分な量の酸素が得られない場合もある。
細菌は，このような環境下で多様な発酵経路や呼吸機構
を発現させることによって，エネルギーを獲得するメカ
ニズムをもつ。このメカニズムは多様であり，環境中に
存在するおよそ全ての有機物と無機塩は細菌により変換
される。このことは，細菌が環境中の物質循環に重要で
あることを意味する。一方，一般的な多くの真核生物は
好気的な生物であり，その生育に酸素を要求すると考え
られている。真核生物の生育に必要なエネルギーの多く
はミトコンドリアで合成される。通常，ミトコンドリア
では酸素を利用した酸素呼吸によりエネルギーを獲得し
ている。すなわち，細胞内での有機物の酸化により生じ
た NADH の還元当量がリンゴ酸やアスパラギン酸など
の形でミトコンドリアへ運ばれる。これらは最終的にミ
トコンドリア内膜に局在化する呼吸鎖電子伝達系により
酸化され，さらには酸素の還元反応に利用される。この
とき生じるミトコンドリア内外での電気化学のポテン
シャル差を駆動力とした酸化的リン酸化によりエネル
ギー (ATP) が生まれる。したがって，真核生物の生存
にとって酸素は重要であり，酸素が欠乏すると細胞死が
引き起こされることもある。

一方，生育のために十分なエネルギーを酸素を利用せ
ずに獲得する真核生物の例も示されている。例えば，酵
母などは，解糖により生じるホスホエノールピルビン酸
などの高エネルギーリン酸化合物の加水分解と共役して 
ATP を合成する。この際に生じる還元当量 (NADH) は
ピルビン酸をエタノールや乳酸へと変換することによっ
て消費される（基質レベルのリン酸化，図 1 ）。真核生
物が基質レベルのリン酸化によりエネルギーを獲得する
メカニズムのもうひとつの例として，ヒドロゲノソーム
によるものがあげられる。絶対嫌気的な環境で生育する 
ciliate などの原生生物4) や chytridiomycete27) は，水素を
生成するヒドロゲノソームとよばれるオルガネラをも
ち，このオルガネラ内でスクシニル CoA の加水分解と
共役して ATP を生産する（図 1 ）。ヒドロゲノソームに
ついては，その代謝能や微細構造の類似性から，ミトコ
ンドリアとの進化的な関連性が議論されている5,13)。
これらの真核生物の嫌気的なエネルギー獲得機構は，
本質的に基質レベルのリン酸化によるものであるのに対
して，酸化的リン酸化によるものも知られている。1991
年に，祥雲らの研究グループによって報告されたカビの
脱窒はこの代表的な例のひとつである15)。一連の研究に
よれば，不完全菌に属するカビ Fusarium oxysporum は，
低酸素条件下で硝酸塩 (NO3

–) を亜硝酸塩 (NO2
–)，一酸

化窒素 (NO) へと順次還元し亜酸化窒素 (N2O) を生成す
る。NO3

– および NO2
– の還元過程はミトコンドリアに

局在化しており，それらの反応はミトコンドリアの呼吸
鎖電子伝達系と共役して ATP を合成する。この発見は，
真核生物も酸素以外の最終電子受容体を利用して電子伝
達鎖を介したプロトンポンプにより ATP を獲得するこ
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と（硝酸呼吸）が可能であることを示す点で重要である9)。
なお，N2O は常温常圧ではガス状であり気相へと放出
されることから，この過程は脱窒と呼ばれる（図 1 ）2,15)。
真核生物による嫌気的な呼吸の例としては，他に，回虫
が行うフマル酸呼吸が知られている（図 1 ）23)。一方，我々
は，最近，F. oxysporum が嫌気条件下で単体硫黄 (S0) 
を還元し硫化水素 (H2S) を生成することを見出した。ま
た，この反応が F. oxysporum の嫌気的な生育に寄与し
ていることを見出した。これは，カビがこれまで考えら
れていた以上に多様な嫌気的なエネルギー獲得機構を持
ち，環境中の酸素濃度などに適応していることを示唆す
るものである。本論文では，カビが行うこれらの新たな
嫌気的なエネルギー代謝機構についてのこれまでの知見
を概説するとともに，これらを利用した応用技術開発の
ための基盤研究と実用化の可能性について考察したい。

2.

カビ F. oxysporum が行う硝酸呼吸系は脱窒細菌のそ
れ29) と類似しており，NO3

– を順次還元し N2O を生成す
る（図 2 ）。これらの反応を触媒する酵素のうち，硝酸
還元酵素 (Nar) と亜硝酸還元酵素 (Nir) の活性は，ミト
コンドリアに局在化しており，膜内の複合体 I および 
III に特異的な呼吸阻害剤に感受性である。これは，こ
れらの反応が呼吸鎖電子伝達系を介する（すなわち，硝
酸呼吸としての意義を持つ）ことを意味する9)。また，F. 
oxysporum の硝酸呼吸系は，これまで知られている脱
窒細菌の行う脱窒系とは異なり，電子供与体としてギ酸
を利用できる点が特徴的である2,24)。ギ酸は，ユビキノ
ン–ギ酸脱水素酵素により酸化され，ミトコンドリアの
内膜のユビキノンを還元する。還元型のユビキノンは 
Nar による NO3

– 還元反応に利用される。Nar と Nir の
働きによって生じる NO は NO 還元酵素 (Nor) により 
N2O に還元される（後述）。

Cylindrocarpon tonkinense は F. oxysporum と近縁な
カビであり，F. oxysporum と同様の機構で NO2

– を 
N2O へ還元するが，NO3

– の還元反応のタイプは異なる
ことが報告されている。当初，C. tonkinense は NO3

– を
基質とした脱窒を行わないと考えられてきた。しかし，
培養方法を変えることによって，脱窒産物である N2O 
を生成することが見出された26)。NO3

– の還元反応の詳
細についての生化学的な解析により，C. tonkinense は
細胞質に局在化する NADH 依存性の Nar (NADH-Nar) 

により NO3
– を還元することが示唆された。NADH-Nar 

は，おそらく嫌気条件下で細胞内に余剰となる NADH 
の再酸化と還元当量の消費に寄与しているものと予想さ
れる。一方，本酵素は，細胞質に局在化する NADH-
Nar という点で，NO3

– を窒素源として利用（同化）す
るのに必須な同化型 Nar と似通っている。後述のアン
モニア発酵の場合と同様に，C. tonkinense は，同化と
異化における NO3

– の還元系を共有している可能性が考
えられている。

F. oxysporum の Nor には 2 種のアイソザイムの存在
が知られている。 Nor の N 末端アミノ酸配列と 
β-galactosidase の融合タンパク質をコードする nor::lacZ 
遺伝子をカビに導入して解析した結果，これらが同一の
遺伝子から転写され，翻訳開始点の違いによりミトコン
ドリアあるいは細胞質にそれぞれ局在化することが明ら
かとされた22)。Nor 遺伝子の発現は，NO3

– により誘導
され酸素により抑制される。我々は，これらの発現調節
に関わる Nor 遺伝子プロモーター上のシス領域をレ
ポーター解析により同定したところ，Nor 遺伝子の転写
は，カビでよく知られる NO3

– による転写の正の制御因
子 NirA および Saccharomyces cerevisiae でよく知られ
る酸素による負の制御因子 Rox1 の結合コンセンサス配
列を通して転写レベルで制御されていることを明らかと
した（図 2 ）20)。F. oxysporum は，転写翻訳の制御を巧
みに利用して硝酸呼吸しているといえる。

図 1 ．真核生物による嫌気条件下でのエネルギー獲得機構
真核生物には，嫌気条件下で細胞質やヒドロゲノソームなどでの基質レベルのリン酸化や，酸素以外の無機塩を利用した呼吸に
より生育するものが存在する。C I: respiratory complex II, HDR: hydrogenase

図 2 ．F. oxysporum の硝酸呼吸のメカニズム
細胞内に取り込まれた NO3

– は，多段階の反応により N2O 
にまで還元される（実線部）。一酸化窒素還元酵素 (Nor) 
とフラボヘモグロビン (fhb) の遺伝子の発現は酸素により
負に，NO3

– により正に制御される（点線部）。Nar: nitrate 
reductase, Nir: nitrite reductase, Nor: nitric oxide reductase, 
FDH: formate dehydrogenase, fhb: fl avohemoglobin.
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3.  NO 

通常の脱窒細菌の Nor とは異なり，カビの Nor は可
溶性のシトクロム P450 (P450nor) であり，NADH によ
り直接還元される。したがって，呼吸鎖電子伝達系とは
明らかに共役しておらず，硝酸呼吸に伴う ATP の生成
に直接的に寄与しているとは考えにくい。また，P450nor 
遺伝子の遺伝子破壊株は N2O を生成せずに NO を蓄積
することから，P450nor が脱窒に必須であることが示さ
れたものの22)，遺伝子破壊株はそれ以外には目立った表
現型を示さなかったことから，P450nor の生理的な役割
については非常に興味深かった。我々は，F. oxysporum 
が硝酸呼吸に際して P450nor とともに未知のヘムタン
パク質を大量に誘導合成することを見出し，これを単離
したところ，微生物界に広く分布する fl avohemoglobin 
(fhb) であることが判明した21)。fhb および P450nor 遺伝
子の変異株を作製・解析したところ，両者を欠損した変
異株は硝酸呼吸条件下で NO を蓄積し，ミトコンドリ
アの形態異常，呼吸活性の低下，NO による鉄硫黄クラ
スターの破壊が起きていた。NO は広範囲の生物でさま
ざまな生理作用を示す調節因子として注目されている
が，同時に活性窒素ラジカルの一種であり細胞にとって
は非常に危険な分子である。これらのことから，fhb と 
P450nor の役割の一つは硝酸呼吸に伴って生じる NO の
解毒であると考えている。通常の好気性生物は酸素呼吸
の副産物として生じる活性酸素種の消去系を持つが1)，
カビの硝酸呼吸（脱窒）においても副産物として生じる
活性ラジカル種 (NO) を消去する系を持つという共通性
は呼吸系の進化を考える上で興味深い。近年，fhb が 
NO ジオキシゲナーゼ活性を示し，外因性の NO の解毒
に寄与することが報告されたことは，fhb が呼吸に伴い
生じる内因性の NO に対して機能するという仮説と矛
盾しない。一方，微生物のゲノム解析の結果を参照する
と，P450nor はカビにのみ見出され，細菌や酵母には見
出されない。おそらく，カビは進化の過程で P450nor 
を獲得することによって硝酸呼吸条件に適応したと予想
している。

4.

カビは低酸素条件下（完全な嫌気条件ではない）で硝
酸呼吸系を発現するが，もっと極端な嫌気条件下に曝さ
れたときには硝酸呼吸せず，NO3

– をアンモニアに変換
して生育することが明らかとなってきた。また，この反
応は細胞質での NADH の酸化と ATP の生成とを伴う
ことから，アンモニア発酵としての生理的意義を持つこ
とが明らかとなった（図 3 ）28)。我々は，Aspergillus 
nidulans をモデルとして各種変異株を解析し，アンモニ
ア発酵に必須な遺伝子の多くを同定した。その結果，ア
ンモニア発酵における NO3

– のアンモニアへの還元反応
は，NO3

– の同化に必須である硝酸還元酵素 (NiaD) と亜
硝酸還元酵素 (NiiA) の働きによって触媒されることが
明らかとなった。これは，上述した C. tonkinense の硝
酸呼吸と同様に，カビが NO3

– の同化と異化のメカニズ
ムを共有することを意味する。それまで，アンモニア発
酵と類似の代謝は，絶対嫌気性細菌の Clostridium によ

る硝酸発酵が知られているのみであり7)，本発見は真核
生物の新たな嫌気代謝の例として重要である。
この代謝系の鍵酵素の一つは基質レベルのリン酸化に
より ATP を合成する acetate kinase (ACK) である。我々
は，A. nidulans がアンモニア発酵に際して，生物界に
広く分布する acetyl CoA synthethase (ACS) の逆反応に
よってこの反応を触媒することを示した18)。さらに，
ACK と ACS の反応の方向性は ACS/ACK のリシン残基
のアセチル化によって酵素レベルで制御されているこ
と，即ち，嫌気的なアンモニア発酵条件下では ACS は
アセチル化され，通常とは反対方向の ACK 活性を触媒
する酵素活性を示すことを見出した（図 3 ）18)。環境中
の酸素濃度に応答して翻訳後修飾が調節され可逆酵素の
反応の方向性を制御される例は，筆者の知る限り例がな
く，興味深い現象であると考えている。
また，カビの硝酸同化系遺伝子の発現はアンモニアな
どの利用されやすい窒素源によって転写レベルで抑制さ
れる（アンモニウム抑制）。これに対してアンモニア発
酵はアンモニアによって抑制されない。我々は，A. 
nidulans の NiaD をコードする遺伝子 (niaD) プロモー
ターのレポーター解析から，嫌気条件下では niaD の発
現がアンモニウム抑制を受けないことを見出した17）。こ
の機構は，自らが生成するアンモニアによってアンモニ
ア発酵系の酵素の発現が抑制されないために重要な機構
であると考えられる。

5.

F. oxysporum の硝酸呼吸系は，Nor が P450nor であ
ることとともに，電子供与体としてギ酸を利用できる点
が特徴的である。ギ酸の酸化を触媒するギ酸脱水素酵素 
(FDH) は，脱窒細菌のNO3

– 還元系には見られず 
Escherichia coli などの腸内細菌などによく見出される。
また，これらの細菌では，ギ酸は，ピルビン酸–ギ酸リアー
ゼ (PFL) の作用によりピルビン酸から生成される2)。硝
酸呼吸条件下で培養した F. oxysporum のミトコンドリ
ア画分には明瞭な FDH 活性が見出される。また，F. 
oxysporum を嫌気的環境下でピルビン酸とともに保温
するとギ酸が生成することが示されている。これは，F. 
oxysporum が PFL の働きによってピルビン酸をギ酸へ
と代謝できることを示唆する10)。この点で，カビと腸内
細菌のギ酸の利用メカニズムは類似していると考えられ
る。

図 3 ．A. nidulans によるアンモニア発酵のメカニズム
カビは NO3

– を利用して嫌気的にアンモニア発酵を行い生
育する。細胞内のピルビン酸は PFL によりギ酸へと変換
されギ酸は脱窒系の電子供与体として働く。Nir: nitrite 
reductase, Nar nitrate reductase, Nor nitric oxide reductase, 
ADH: alcohol dehydrogenase, ALDH: acetaldehyde 
dehydrogenase, ADD: acetaldehyde dehydrogenase (acylating), 
ACS: acetyl-CoA synthetase, ACK: acetate kinase.
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6.

カビが NO3
– を利用した嫌気的エネルギー獲得機構を

発動して嫌気的な環境へ適応することを述べた。一方，
細菌では，NO3

– 以外の無機塩化合物も異化的に利用さ
れることが知られている。では，カビもそのような異化
経路をもつのだろうか？我々は，単体硫黄 (S0) に着目
し，いくつかの興味深い現象を見出したので，以下に紹
介したい。
電荷が 0 価の S0 は無機硫黄酸化物との化学反応によ
り S-S 結合を形成しやすく，生体内でもさまざまな無機
硫黄化合物になりうると考えられている。単体硫黄 (S8), 
polysulfi de (–S-(S)n-S–), sulfane monosulfonates (–S-(Sn)-SO3

–), 
polythionates (–O3S-(Sn)-SO3

–)，などがそれである（ただし，
n は 0 以上）。古細菌に分類される Pyrococcus furiosus 
や Acidianus ambivalens などは，S0 や polysulfi de を呼
吸鎖の最終電子受容体として利用し還元することによっ
て H2S を生成することが知られている。この反応は，
S-S 結合を還元的に開裂する polysulfi de 還元酵素による
と考えられている11)。また，Salmonella enterica も S0 に
依存して嫌気的に生育する8)。この場合，S0 は環境中の
硫酸塩や H2S と反応し，チオ硫酸塩や tetrathionate に
変換された後，ペリプラズムでチオ硫酸還元酵素やテト
ラチオネート還元酵素により H2S へと還元されると考
えられている6)。一方，カビの無機硫黄化合物の代謝に
ついては，古くから，硫酸塩や亜硫酸塩を還元してアミ
ノ酸などの合成に利用する同化的反応が，生化学的・分
子生物学的に解析がされているものの14)，S0 の同化的お
よび異化的な利用については不明であった。
我々は，F. oxysporum を各種の無機硫黄酸化物を添
加した培地を用いて嫌気条件下で培養し，それらの化合
物が生育に与える影響を調べた。その結果，F. oxyspo-
rum は S0 を培地に添加することによって嫌気的に生育
可能であり，それに伴って H2S を生成することを見出
した。また，密閉したフラスコ内で F. oxysporum を S0 
とともに好気的に培養すると，培養系中の酸素濃度の低
下後に H2S が生成したことから，F. oxysporum は生育
環境が嫌気的になることによって初めて S0 の還元系を
誘導すると考えられた。
また，F. oxysporum とは異なる他の12菌株の菌類を
同様の方法を用いて培養し，嫌気的に H2S を生成する
微生物を探索した。その結果，Penicillium purproge-
num, P. abeanum, Aspergillus oryzae および A. nidulans 
の 4 菌株が嫌気的に H2S を生成することが見出された。
これは，比較的多くの菌類が H2S の生成に伴って嫌気
的に生育する可能性を示唆するものであると考えてい
る。

F. oxysporum の細胞内の S0 を H2S に還元する sulfur 
reductase (SR) 活性を探索した。ショ糖密度勾配を利用
した遠心分画によって無細胞抽出液中を分画し，それぞ
れの画分について NADH を電子供与体とした SR 活性
の再構成を試みたところ，細胞質およびミトコンドリア
画分を用いて有意な SR 活性を測定することができた。
これらの SR は要求する電子供与体や影響を受ける阻害
剤に対して異なる挙動を示したため，単に同じ酵素が局
在を変えているのではなく，2 つの異なる SR が独立し

て存在すると考えられる。細胞質での S0 の還元反応に
伴うエネルギー源（ここではエタノールを用いている）
の代謝メカニズムを調べた。その結果をまとめたものを
図 4 に示した。S0 還元反応に伴い，エタノールはアル
コールデヒドロゲナーゼ (ADH) とアルデヒドデヒドロ
ゲナーゼ（アシル化）(ADD) の働きによりアセチル 
CoA へと酸化され，生成したアセチル CoA は酢酸キ
ナーゼ (ACK) により酢酸に加水分解される。ACK はア
セチル CoA の加水分解反応に共役して ATP を生成する
活性をもつことから，S0 の還元に伴う基質レベルのリ
ン酸化がおこっていると考えられる。細胞質に見出され
る SR (cSR) は，エタノールの酸化に伴って生じる余剰
な還元当量を除去するために利用されているのであろう
（図 4 ）。これは，ちょうど，アンモニア発酵によって 
NO3

– がアンモニアへと還元される際に，エタノールが
酢酸に酸化される経路と類似している。また，これらの
酵素と SR の比活性は，培地に S0 を添加することによっ
て上昇したことから，S0 還元反応は誘導性の代謝であ
ると考えられる。

S0 を還元する細菌の多くがチオ硫酸やテトラチオ
ネートなどの硫黄化合物を基質として H2S を生成する
のに対して，F. oxysporum はこれらの硫黄化合物を基
質として H2S を生成しない。また，古細菌の polusilfi de 
還元酵素は S0 よりも polysulfi de をよい基質とするのに
対して，F. oxysporum の cSR は polysulfi de よりも S0 を
好む。F. oxysporum の S0 還元系は，これまで細菌や古
細菌で知られるそれとは，性質が異なるようである。
一方，ミトコンドリア画分に見出される SR (mSR) は，

NADH のほかにアスコルビン酸や呼吸鎖の電子伝達体
である還元型ユビキノンを電子供与体として利用でき
た。また，mSR は呼吸鎖電子伝達系の複合体 I の阻害
剤であるロテノンに強い感受性を示した。以上のことか
ら，mSR は呼吸鎖電子伝達系を介して機能することが
示唆される。

mSR 活性を誘導させた菌体のミトコンドリア画分を
回収し，嫌気条件下での ATP の合成能を観察したとこ
ろ，S0 の還元反応に伴って ATP が生成されることが示

図 4 ．F. oxysporum が行う異化的 S0 還元反応
細胞内に取り込まれた S0 は細胞質での基質レベルのリン
酸化に伴って生じる NADH により H2S に還元される。ま
た，ミトコンドリア内には，呼吸鎖電子伝達系と共役した
硫黄還元系が局在化しており H2S が生成される。cSR: 
cytoplasmic sulfur reductase, mSR: mitochondrial sulfur 
reductase, ADH: alcohol dehydrogense, ADD: acetaldehyde 
dehydrogense, ACS: acetyl-CoA synthetase, ACK: acetate 
kinase, C I: respiratory complex I, UQ: ubiquinone.
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された。また，この ATP 生成はロテノンで阻害された
ことから，S0 の還元反応と共役した酸化的リン酸化が
起きている可能性が示唆された。1 mol の S0 の還元に
ともない合成される ATP は 0.95 mol であった (P/S0 比
=0.95)。これは，F. oxysporum が行う硝酸呼吸に伴っ
て生成するATP量 (ATP/NO3

–=0.88)9) と類似しており，
S0 を還元するエネルギー獲得メカニズムにより F. oxys-
porum が嫌気的に十分生育し得ることを意味すると思
われる（図 4 ）。SR 活性を発現している F. oxysporum 
を透過型電子顕微鏡で観察したところ，硝酸呼吸やアン
モニア発酵により生育している F. oxysporum のミトコ
ンドリアと異なり28)，ミトコンドリアの電子密度が高い
状態で保たれていた。また，細胞内に占めるミトコンド
リアの割合は，S0 を添加せず嫌気的に培養した F. oxys-
porum の細胞と比べ有意に高かった。これは，低酸素
条件にさらされた酵母では，萎縮したミトコンドリアが
観察されるのとは対照的であり，カビがミトコンドリア
内で S0 を代謝していることを支持する（図 4 ）。
細胞内共生説12) によれば，真核生物の祖先は，真正細
菌（おそらく α プロテオバクテリア）を共生させるこ
とによってミトコンドリアを得たとされる。また，祥雲
らは，F. oxysporum が硝酸呼吸能を有することなどか
ら，ミトコンドリアの祖先が硝酸呼吸能を有する α プ
ロテオバクテリアであり，カビのミトコンドリアの硝酸
呼吸系が共生以前から現在まで引き継がれてきた可能性
を提唱している30)。では，F. oxysporum のミトコンドリ
アに見られる異化的硫黄還元系も過去に共生した細菌の
遺物である可能性は考えられるだろうか。これに対する
答えは，現在のところ得られていないが，S0 を還元す
る微生物のほとんどは γ プロテオバクテリアか古細菌
であり，α プロテオバクテリアは知られていないことか
ら，F. oxysporum は，細胞内共生よりももっと遅いタ
イミングで，おそらく真核生物が生まれた後に，SR を 
γ プロテオバクテリアからの水平伝播により獲得した可
能性が考えられる。
一方，近年，ミトコンドリアを持たない真核生物やヒ
ドロゲノソームをもつ真核生物の代謝系の比較などか
ら13)，始原ミトコンドリアの共生は α プロテオバクテリ
アによる 1 回のイベントではなく複数の細菌によるもの
であり，その結果，現在のミトコンドリアが誕生したと
する考えも提唱されている5,25)。この仮説に従えば，こ
れらの細菌の中に S0 を還元する能力を持ったものが含
まれており，F. oxysporum は，現在までその代謝系を
維持してきた可能性も考えられるのではないだろうか。
いずれにしても，これまで細菌や古細菌でのみ知られて
いる代謝が真核生物に存在することは，生物のエネル
ギー代謝系の進化となりたちを考える上で興味深い。今
後，SR を単離し，その 1 次構造を細菌の SR と比較す
ることによって，これに対する重要な答えが得られると
期待される。

7.

7.1.  fhb  N2O 

N2O ガスは二酸化炭素の数百倍という強い温室効果

を示すことから，N2O の排出削減は地球温暖化の防止
のために重要であるといわれる。元来，N2O ガスは主
に微生物の働きによって代謝され，土壌や水圏中での濃
度の恒常性が保たれているが，窒素肥料の過剰な施肥，
化学工業，排気ガスなどの人為的に発生する N2O ガス
のために，大気中の N2O 濃度は年々増加し続けている
といわれる。現在，多くの排水処理施設では活性汚泥を
用いて NO3

– やアンモニアなどの窒素化合物を除去して
いるが，このプロセスは通気に敏感であり，特に，脱窒
プロセスが嫌気条件下に保たれないと N2O が発生する。
これは，活性汚泥中に生息する脱窒細菌の N2O 還元酵
素の活性が酸素に感受性であることや，その遺伝子発現
が酸素によって抑制されるため，N2O の窒素ガスへの
還元反応が阻害されることによる。したがって，脱窒細
菌の N2O の還元過程の改良は，排水処理施設からの 
N2O の排出削減のために重要である。我々は，脱窒細
菌 Pseudomonas stutzeri に F. oxysporum の fhb の 
cDNA を導入し発現させたところ，野生株と比べて微好
気条件下での N2O の生成が抑制され，N2 を顕著に生成
することを見出した19)。現在のところ，N2O の生成が抑
制される詳細な機構は明らかではないが，カビ由来の
たった一つの遺伝子の導入により好気条件下で生じる 
N2O の生成抑制できたことは，今後の，N2O 除去技術
の開発にとって大きな意味をもつのではないだろうか。

7.2.

現在，鉱物資源の可採年数は長いもので200年程度，
特に銅，亜鉛，スズなどの重金属については40年以内に
底をつくと予想されている。また，わが国の重金属資源
の自給率はきわめて低く，その多くを輸入に頼っている。
一方，工業的に利用された多くの重金属は適切な処理を
行わないと工業排水として深刻な環境汚染を引き起こ
す。このような背景から，重金属資源の効率的な回収・
リサイクル技術は持続的な社会の構築のための最重要課
題の一つである。重金属排水は，めっき，半導体製造，
電池製造などの工程で排出されるが，これらの多くは，
アルカリ処理により水酸化物の沈殿として回収されてい
る（水酸化物法）（図 5 ）。この方法は，反応の制御が容
易である反面，得られる金属含有スラッジの含水率が高
く，リサイクルに適していない。これに対して，金属を
硫化物の沈殿として回収する方法（硫化物法）を用いて
得られる金属スラッジは水分が少なく鉱石と似た成分で
あることから，精錬可能な有価金属として有償で引き取
られる。硫化物法は，金属の沈殿剤として有毒な硫化水
素を利用するという欠点を持つという問題を持っていた
が，最近，余剰の H2S の発生を制御する技術が実用化
され，従来法の代替技術として利用が期待される（図 5 ）。
一方，本稿で述べたように，F. oxysporum は S0 を還元
して H2S を生成する活性を示すことから，沈殿剤とし
て菌体と S0 を添加することにより硫化金属の沈殿を回
収できると期待された。そこで，これを検討した。

F. oxysporum を S0 を添加した培地中で12時間培養し 
S0 還元活性を誘導させた。得られた F. oxysporum の菌
体を回収し，エタノールを電子供与体として S0 とニッ
ケルイオン (Ni2+) とともに保温したところ，速やかに
硫化ニッケル (NiS) の沈殿が生成した（16.2 ppm h–1 mg–1，
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図 5 ）。この間，系内に H2S は蓄積せず，反応系中の全
てのニッケルが沈殿した後に，H2S が生成したことから，
さらに高負荷の重金属を処理できると期待される。

F. oxysporum を用いたニッケルの回収効率を通気条
件を変えて比較したところ，フラスコを振とうした場合
には嫌気条件下で高い重金属の回収効率が得られたもの
の，好気条件下では効率が低下した。一方，フラスコを
静置した場合，好気条件を含むいずれの通気条件下でも
嫌気条件下と同程度の効率で NiS の沈殿が得られた。
これは，フラスコ上層部の菌体が H2S の生成を阻害す
る酸素を消費し，大部分の菌体が嫌気条件に保たれるた
めだと予想され，このシステムの利用に際して特に嫌気
装置を用いる必要がないことが明らかとなった。また，
処理の際に添加する電子供与体を検討した。その結果，
エタノールだけでなくメタノールやギ酸を添加したとき
にも NiS を沈殿させることが可能であった。さらに，
メタノールを用いた場合には，エタノールを用いた時よ
りも高い効率で NiS が回収できた。これは，本法を利
用するにあたって比較的安価な C1 化合物を電子供与体
として利用できる点で有利である。ニッケル以外の重金
属を用いて硫化重金属の生成反応を検討したところ，沈
殿の形成速度に差があるものの，Co2+, Mn2+, Zn2+, Cd2+ 
の回収も可能であることが明らかとなった（図 5 ）。F. 
oxysporum は脱窒性のカビとしても知られており，応
用の際めっき排水などに含まれる硝酸体窒素の同時除去
の可能性も期待される。今後，システムのスケールアッ
プ，反応の持続（連続）性についての問題をクリアーす
ることで，カビを用いた重金属回収システムを構築でき
るかもしれない。
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