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１. 序論 

ヒ素による土壌汚染、地下水汚染は、地球規模で大

きな環境問題となっている。ヒ素は数十 ppb の低濃度

であっても長時間の摂取によって慢性中毒を引き起こ

し、発癌等の原因となる為、ヒ素による環境汚染実態

の早急な解明が必要である。現在、ヒ素濃度の測定に

は ICP-MSなどが用いられている。しかし、これらの方

法は大規模な施設や設備が必要なだけでなく機械の維

持費やガスなどの消耗品コストがかかる。そこで我々

は細菌を利用した生物学的なヒ素検出方法の確立を目

標として研究を行なっている。本研究では細菌のヒ素

耐性機構(図-1)を用いてヒ素を検出するシステムの構

築を行なうことを試みた。 

 

図-1. 細菌のヒ素耐性機構 

 

2. 実験方法 

2-1  レポータープラスミドの構築 

ヒ素耐性を示す細菌 Rhodococcus jostii RHA1 

のヒ素耐性遺伝子群 arsRBC のうち、ars遺伝子群の発

現を調節する転写制御遺伝子 arsRとその上流の ArsR 

結合領域を PCR で増幅し発光タンパク質をコードする 

 

 

luxAB の上流に挿入してレポータープラスミド

(pKLAParsR3+arsR)を構築した（図-2）。このプラスミ

ドをエレクトロポレーション法により、

R.erythropolis IAM1399 のヒ素耐性遺伝子群破壊株

IAM1399Δars1Δars2株に導入した。  

 

図-2. 構築したレポータープラスミド 

 

2-2 亜ヒ酸及びヒ酸に対する応答活性の測定 

様々な濃度のヒ素を含むカナマイシン入り LB培地を

試験管に 5ml用意し、菌液 100µl を植菌した。0,2,4時

間経過後に濁度（OD600）と発光量を測定した。リン酸を

加えて測定を行う場合は、作製した液体培地に 1Mリン

酸－Naバッファー(㏗ 7.0)を 1/10量加えた。発光量は

1 つのサンプルに対して 3回計測した。発光量の平均値

を OD600で割ったもの(Lux/OD600)を単位菌数あたりの発

光量とした。 
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3. 結果と考察 

作製した IAM1399Δars1Δars2株(pKLAParsR3+arsR)

株が亜ヒ酸・ヒ酸に対しどの程度反応をするか測定す

るために、100μMから 0.01μMの亜ヒ酸及びヒ酸存在

下で測定を行った。 

3-1 亜ヒ酸・ヒ酸に対する応答 

 IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株の亜ヒ酸

（図-3）および、ヒ酸に対する応答(図-4)を比較する

と、4 時間経過後最も高い値を示したのは亜ヒ酸では

0.01μMと 1μMで 4×106という結果であった。ヒ酸で

は、100μMで 4×106という結果であった。亜ヒ酸は環

境基準値である 10ppb を下回る 0.01µM（0.75ppb）まで

検出が可能であったが、ヒ酸は、10μM 未満の検出が難

しいことが示された。 

 

図-3. IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株の亜

ヒ酸に対する応答

 

図-4. IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株のヒ

酸に対する応答 

 

3-2 リン酸存在下での亜ヒ酸・ヒ酸に対する応答 

 3-1では、亜ヒ酸・ヒ酸どちらにも反応を示した。亜

ヒ酸とヒ酸の区別を行う為、リン酸を加える事でヒ酸

の取り込みを抑えることが可能であるか実験を行った。

リン酸存在下での亜ヒ酸に対する応答(図-5)とリン酸

非存在下でのそれに対する応答(図-3)を比較すると、

リン酸存在下での応答は、非存在下よりも減少してい

るが、同様の反応を示していることが分かる。次にリ

ン存在下でのヒ酸の応答(図-6)とリン酸非存在下での

それに対する応答(図-4)で比較すると、4時間経過後の

100μMでは、リン酸非存在下では、4×106に対し、リ

ン酸存在下では 8×104という結果であり、その他の濃

度でも反応が抑えられていることが明らかになった。

以上の結果から、リン酸によってヒ酸に対する反応が

抑えられたことが明らかとなった。 

 

図-5. IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株の亜

ヒ酸+リン酸に対する応答 

 

図-6. IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株のヒ

酸+リン酸に対する応答 

 

3-3 まとめ 

IAM1399Δars1Δars2(pKLAParsR3+arsR)株を用いる

ことで、亜ヒ酸・ヒ酸とも検出可能であることが明ら

かとなった。リン酸を加えることでヒ酸に対する応答

が抑えられることが明らかとなり、これを利用するこ

とで、亜ヒ酸・ヒ酸の区別を行うことが可能であると

考えられる。 

0

1

2

3

4

5

0 2 4

L
u

x
/O

D
6
0
0

時間(h)

×106

100μM

10μM

１μM

0.1μM

0.01μM

0μM

0

1

2

3

4

5

0 1 2 3 4

L
u

x
/O

D
6
0
0

時間(h)

×106

100μM

10μM

1μM

0.1μM

0.01μM

0μM

0

0.5

1

1.5

2

0 2 4

L
u

x
/O

D
6
0
0

時間(h)

×106
100μM

10μM

1μM

0.1μM

0.01μM

0μM

0

1

2

3

4

5

0 2 4

L
u

x
/O

D
6
0
0

時間(h)

×106

100μM

10μM

1μM

0.1μM

0.01μM

0μM

土木学会東北支部技術研究発表会（平成28年度）


