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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　鉄シアノ錯体化合物含有水にグルコースを添加し、
　グルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有水を、グルコース資化性の嫌気性
微生物により分解して遊離シアンを生成させ、
　前記遊離シアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解する、
鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法。
【請求項２】
　前記遊離シアン分解酵素発現微生物が、シアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子を
組み込んだ遺伝子組み換え微生物である請求項１に記載の鉄シアノ錯体化合物含有水の処
理方法。
【請求項３】
　前記シアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子が、バチルスプミルス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｐｕｍｉｌｕｓ）ＮＢＲＣ１２０９２株由来のシアニダーゼをコードする遺伝子で
ある請求項２に記載の鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法。
【請求項４】
　浄化対象土壌に含まれる鉄シアノ錯体化合物を、微生物を用いて除去する土壌浄化方法
において、
　前記浄化対象土壌中の土壌間隙水にグルコースおよびグルコース資化性の嫌気性微生物
を添加して、前記浄化対象土壌中の土壌間隙水にシアンを遊離させるシアン遊離工程と、
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　前記シアン遊離工程で遊離したシアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解す
るシアン分解工程とを、
前記浄化対象土壌の原位置で行う土壌浄化方法。
【請求項５】
　前記遊離シアン分解酵素発現微生物が、シアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子を
組み込んだ遺伝子組み換え微生物である請求項４に記載の土壌浄化方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法および土壌浄化方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　シアン化合物は、炭素と窒素からなる無機物質であり、土壌汚染対策法（以下、土対法
という）においては重金属類として第二種特定有害物質に分類されている。シアン化合物
には、シアン化物と金属シアノ錯体と称される化合物群がある。前記シアン化物は、「遊
離シアン」とも呼ばれているもので、一般式Ａｎ（ＣＮ）ｘで表され、Ａには水素（Ｈ）
、ナトリウム（Ｎａ）、カリウム（Ｋ）、アンモニウム（ＮＨ4）、カルシウム（Ｃａ）
などがあり、シアン化合物の中で最も毒性の高い形態である。又、前記金属シアノ錯体は
、シアン化水素の金属塩と金属とが過剰のシアン化物イオン（ＣＮ-）と化合したもので
、一般式Ａｎ［Ｍ（ＣＮ）ｘ］で表される。ここで、Ｍには銀（Ａｇ）、金（Ａｕ）、カ
ドミウム（Ｃｄ）、コバルト（Ｃｏ）、銅（Ｃｕ）、鉄（Ｆｅ）、ニッケル（Ｎｉ）、亜
鉛（Ｚｎ）などの金属が該当し、溶液中に溶存、あるいは懸濁状で存在している。
【０００３】
　前記シアン化合物は、産業排水等に含まれていることがあり、浄化処理で取り除かれる
べき性質の物質である。シアン化合物を排出する工場としては、メッキ工場、選鉱精錬所
、鉄鋼熱処理工場、コークス製造工場等がある。これら工場では、シアン化合物を銅、亜
鉛、ニッケル、金等の建浴過程や、製品製造過程でシアン化合物が副生されるため、工場
内にシアン排水処理設備を設置している。「平成２０年度土壌汚染対策法の施行状況およ
び土壌汚染調査・対策事例等に関する調査結果：平成２２年２月：環境省」（以下、「土
対法事例結果」という）によれば、シアン化合物による土壌環境基準超過の業種区分は、
金属製品製造業、ガス業、化学工業の順となっている。日本では、中小規模のメッキ工場
が多く、全国で約２，０００社以上存在する。その多くは戦後の高度経済成長期に都市部
周辺に建設されており、操業時のシアン化合物の漏出や設備の経年劣化によるメッキ浴槽
や配管からの漏えいにより、潜在的に調査結果以上の工場敷地内で土壌がシアン化合物に
よって汚染されていることが予想される。
【０００４】
　溶液（排水）中でのシアン化合物の存在形態に関しては、排水処理分野で多くの研究が
行なわれており、その形態は大部分が前記遊離シアンと前記金属シアノ錯体であることが
報告されている。これらのシアン化合物を含有する排水の処理方法としては、アルカリ塩
素法、オゾン酸化法、電解酸化法、紺青法（難溶性錯化合物沈殿法）、酸分解燃焼法、煮
詰法（煮詰高温燃焼法）、湿式加熱分解法、および、吸着法などが知られている。しかし
、これらの処理方法においては、安定性の高い金属シアノ錯体、たとえば鉄、コバルト、
銀、金のシアノ錯体については適用されなかったり、反応条件が過酷で大規模な設備が必
要であったり、生成物の処理がさらに必要であったりするという問題点があった。そこで
、生物機能を利用して環境を修復する技術、所謂、バイオレメディエーション（ｂｉｏｒ
ｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ）が注目されており、前記シアン化合物分解能を有する微生物の検
索が行なわれている。
【０００５】
　現在、シアン化カリウム、シアン化ナトリウムなどの前記遊離シアンの微生物分解に関
しては、遊離シアンの分解菌としてＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ、Ｐｓｅｕｄ
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ｏｍｏｎａｓｓｐ．、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．、Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｓｐ．
、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ．などの微生物が単離、同定されたという報告がある。
【０００６】
　そして、前記金属シアノ錯体に関しては、ニッケル－シアノ錯体（［Ｋ2Ｎｉ（ＣＮ）4

］）の分解微生物として、Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｓｏｌａｎｉ、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｕｍ　
ｐｏｌｙｓｐｏｒｕｍ　が報告されている。又、鉄シアノ錯体であるフェロシアン化カリ
ウム（［Ｋ4Ｆｅ（ＣＮ）6］）の分解菌としては、Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕ
ｍ、Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｍ
ｉｃｚｙｎｓｋｉが報告されている（いずれも非特許文献１）。また、本願出願人におい
ても、鉄シアノ錯体を分解する種々の微生物を単離、同定している（たとえば特許文献１
、２等、本願出願人以外の同定例として特許文献３等）。
【０００７】
　しかし、前記鉄シアノ錯体を分解する場合に、上記微生物は、いずれも好気性条件下で
働くものであるため、その微生物の施用形態が限られ、ほとんど酸素供給のない土壌中で
鉄シアノ錯体を分解することができないなど、実際に用いるうえで、技術的に種々の問題
を抱えているため、実用化には至っていない。なお、前記特許文献３に記載されている微
生物は、嫌気条件下で鉄シアノ錯体を分解する可能性のあるものであるが、分解菌のＫｌ
ｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｎｕｍｏｎｉａｅ　はＢＳＬ２の病原菌であり、原位置処理法
のオーグメンテーション法による嫌気性のシアノ錯体化合物の処理には適さず、やはり、
技術的に種々の問題を抱えているため、実用化には至っていない。
【０００８】
　また、上述のような事情を鑑みれば、鉄シアノ錯体の浄化は土壌中、特に飽和層まで達
した汚染土壌に対して適用されることが望まれる。
　汚染土壌の処理の実態としては、土地所有者の心理的要因や、不動産取引における経済
的側面を考慮して、完全浄化を目的とした掘削除去を選択することが多い。特に重金属類
は、鉛やカドミウム等のようにそれ以上の分解は不可能であり、掘削除去による対策費用
は５万円／ｍ3以上の高コストであるにも関わらず、第二種特定有害物質の超過事例の８
３％で掘削除去が採用されている（「土対法事例結果」による）。掘削除去の比率が、８
３％と非常に高いのは、原位置浄化技術が確立されていないことも大きな理由である。特
に、シアン化合物については、原位置浄化技術が適用できる範囲が限られている。不溶化
処理は、長期的なモニタリングを必要とし、開発の際には土地造成が制限される。薬剤添
加処理（フェントン法）やオゾン注入処理は、安定なフェロシアン（鉄とシアンの錯体）
には適用できないなど、一部のシアン化合物に限られる。掘削除去の場合は、別途掘削土
壌の無害化処理が必要であり、セメント原料化を代表とする熱処理や、化学処理である不
溶化処理、薬剤添加処理、オゾン分解処理、物理処理である分級洗浄処理がある。前述の
ように、シアン化合物は分解が容易でなく、熱処理が採用されることが多い。また、その
熱処理についても、セメント原料化の場合での受入基準は厳しいものとなっており、専用
の熱処理施設に処理を委ねるしか手段がない。したがって、シアン化合物の処理費は、通
常の重金属処理費に比べても高価なものになっており、より低コストな処理方法として原
位置浄化工法の適用が求められている。
【０００９】
　また、遊離シアンを分解可能な微生物やシアン分解酵素を生産する微生物、シアン分解
酵素のたんぱく質をコードする遺伝子配列は、非特許文献２～３により知られており、下
記ＤＮＡデータベースより入手可能である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特開２０００－２７０８４７号公報
【特許文献２】特開２００３－２７５７９１号公報
【特許文献３】特開２００６－２８１０５３号公報
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【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｋｎｏｗｌｅｓ　Ｃ．Ｊ．　ｅｔ．　ａｌ，Ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２２：２２３－２３１，（１９９８）
【非特許文献２】Ｓｔｅｐｈｅｎ　Ｅｂｂｓ，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｌｏｇｙ　２００４，　１５：２３１－２３６
【非特許文献３】Ｒｏｂｅｒｔ　Ｄ．　Ｆａｌｌｏｎ，　Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎ
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，　１９９２　３１６３－３１６４
【００１２】
〔ＤＮＡデータベース〕
Ｇｅｎｂａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｉｔｅ
ｓ／ｅｎｔｒｅｚ？ｄｂ＝ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）
ＤＤＢＪ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｄｂｊ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ／Ｗｅｌｃｏｍｅ－ｊ
．ｈｔｍｌ）
ＥＭＢＬ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｄｂｊ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ／Ｗｅｌｃｏｍｅ－ｊ
．ｈｔｍｌ）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　現状のシアン汚染土壌のバイオレメディエーションは、栄養剤、溶存酸素水及び空気を
土壌中に注入して微生物活性を促す「注入工法」が行なわれている。しかし、「注入工法
」適用には条件があり、汚染サイトが＜１＞比較的シアン分解の容易な遊離シアンや銅シ
アノ錯体の汚染土壌である、なおかつ、＜２＞注入工法に適した地層条件（透水性が良く
、注入物質の移動が容易に行なわれる飽和層）といった場合において浄化を確認した実証
研究段階にとどまっている。
　シアン化合物はその形態が多岐にわたり、特にフェロシアンは非常に安定な物質である
。製鉄業やガス事業で問題になっている石炭ガス由来のシアン汚染土壌は、ほとんどがフ
ェロシアンであることが知られている。また、メッキ工場でのシアン汚染土壌は、メッキ
浴に使用した重金属による銅シアノ錯体であるが、土壌中には鉄が多く含まれるため、地
中に浸透拡散したシアンはフェロシアンとしても存在しており、環境基準達成のためには
難分解なフェロシアンの分解が必要である。
【００１４】
　そこで、本発明の目的は、上記実情に鑑み、前記鉄シアノ錯体等の難分解性シアノ化合
物を嫌気条件下であっても、効率よく分解浄化することができる鉄シアノ錯体化合物含有
水の処理方法および土壌浄化方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
〔構成１〕
　上記目的を達成するための本発明の構成は、鉄シアノ錯体化合物含有水にグルコースを
添加し、グルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有水を、グルコース資化性の
嫌気性微生物により分解して遊離シアンを生成させ、前記遊離シアンを、遊離シアン分解
酵素発現微生物により分解する点にある。
【００１６】
〔作用効果１〕
　本発明者等は、後述の遊離シアンを分解可能な遊離シアン分解酵素発現微生物は、嫌気
性条件下で鉄シアノ錯体化合物含有水を浄化することを明らかにした。さらに本発明者ら
がこの微生物の鉄シアノ錯体化合物分解プロセスを解析したところ、鉄シアノ錯体は、一
旦遊離シアンに変換された後、シアニダーゼの働きにより分解されていることが明らかに
なってきた。
【００１７】
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　そこで、本発明者らは、難分解性の鉄シアノ化合物であっても、まず、遊離シアンを生
成させる段階まで分解可能な条件を整えれば、遊離シアン分解酵素発現微生物であれば、
難分解性の鉄シアノ化合物を無害な状態まで浄化することができる可能性があることに想
到し、さらに、鋭意研究した。
【００１８】
　その結果、グルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有水で、グルコース資化
性の嫌気性微生物を培養した場合に、前記嫌気性微生物が、前記鉄シアノ錯体化合物を分
解して遊離シアンを生成しうるとともに、前記鉄シアノ錯体化合物含有水のｐＨ等の液性
を大きく変更する操作も必要ないことを見出した。
【００１９】
　従来より、前記鉄シアノ錯体化合物含有水のｐＨを酸により低下させると、鉄シアノ錯
体化合物から遊離シアンが発生しやすくなることは知られていたが、遊離シアンの発生に
伴い、シアンガスが発生するおそれがあり、実際には、このような操作には、慎重を期す
必要があるとの理由で、採用しにくいという事情がある。これに対して、嫌気性微生物の
培養に伴う遊離シアンの生成には、前記鉄シアノ錯体化合物含有水のｐＨを下げる効果が
あるが、シアンガスが発生するおそれがすくなく、温和な反応が進むと考えられ、特に好
ましいものと考えられる。
【００２０】
　そこで、鉄シアノ錯体化合物含有水にグルコースを添加し、グルコース資化性の嫌気性
微生物でグルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有水を処理すると、前記嫌気
性微生物は、鉄シアノ錯体化合物を分解して遊離シアンを生成させる。
　また、この結果生じた前記遊離シアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解す
ると、前記遊離シアンは無害化され、全体として鉄シアノ錯体化合物は分解浄化されるこ
とになる。
【００２１】
　したがって、従来、難分解性の鉄シアノ錯体化合物が含まれている土壌等を浄化する際
に、前記土壌を掘削して別途浄化処理する必要があったところを、水分の存在する地下の
酸素が存在しない原位置で浄化することができるようになり、簡便かつ安全、低コストで
適用することができるようになった。
【００２２】
〔構成２〕
　また、前記遊離シアン分解酵素発現微生物が、シアニダーゼたんぱく質をコードする遺
伝子を組み込んだ遺伝子組み換え微生物を用いることもできる。
【００２３】
〔構成３〕
　さらに、前記シアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子が、バチルスプミルス（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｕｍｉｌｕｓ）ＮＢＲＣ１２０９２株由来のシアニダーゼをコードする
遺伝子である点にある。
【００２４】
〔作用効果２〕〔作用効果３〕
　すなわち、前記遊離シアン分解酵素発現微生物は、グルコース資化性の嫌気性微生物に
より生成された遊離シアンを分解することができるので、嫌気性環境下での鉄シアノ錯体
化合物含有水の浄化に用いることができる。ここで、遺伝子組み換え微生物を用いる場合
にあっては、宿主として大腸菌等の無害な微生物を選択して使用することにより、さらに
安全に鉄シアノ錯体化合物含有水の浄化に適用することができるようになる。このような
微生物に組み込むシアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子としては、バチルスプミル
ス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｕｍｉｌｕｓ）ＮＢＲＣ１２０９２株由来のシアニダーゼをコ
ードする遺伝子が有効に用いられ、大腸菌に形質転換した場合にも遊離シアンの分解作用
を示すことが明らかになっている。このような微生物としては、たとえば、本発明者らが
大腸菌の遺伝子組み換えにより得たＣＤＨ－ｐＥＴ２６ｂ－Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
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ｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ）（受託番号ＮＩＴＥ　Ｐ－１２７８）を用いることができる。
【００２５】
〔構成４〕
　本発明の土壌浄化方法の特徴構成浄化対象土壌に含まれる鉄シアノ錯体化合物を、微生
物を用いて除去する土壌浄化方法において、
　前記浄化対象土壌中の土壌間隙水にグルコースおよびグルコース資化性の嫌気性微生物
を添加して、前記浄化対象土壌中の土壌間隙水にシアンを遊離させるシアン遊離工程と、
前記シアン遊離工程で遊離したシアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解する
シアン分解工程とを、浄化対象土壌の原位置で行う点にあり、
【００２６】
〔構成５〕
　前記遊離シアン分解酵素発現微生物が、シアニダーゼたんぱく質をコードする遺伝子を
組み込んだ遺伝子組み換え微生物であってもよい。
【００２７】
〔作用効果４〕〔作用効果５〕
　鉄シアノ錯体化合物含有水にグルコースを添加し、グルコース資化性の嫌気性微生物で
グルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有水を処理すると、前記嫌気性微生物
は、鉄シアノ錯体化合物を分解して遊離シアンを生成させる。
　すなわち、浄化対象土壌中の土壌間隙水にグルコースおよびグルコース資化性の嫌気性
微生物を添加することによって、前記鉄シアノ錯体化合物含有水は分解されて遊離シアン
を生成するシアン遊離工程を行うことができる。
　また、この結果生じた前記遊離シアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解す
ると、前記遊離シアンは無害化され、全体として鉄シアノ錯体化合物は分解浄化されるこ
とになる。
　したがって、前記シアン遊離工程で遊離したシアンに、遊離シアン分解酵素発現微生物
を作用させると、前記遊離シアンを分解するシアン分解工程が行えるので、全体として浄
化対象土壌の原位置で行うことができるようになる。
【００２８】
　なお、グルコース資化性の嫌気性微生物は、土壌中に存在する在来のものを利用するこ
とができ、在来のものの働きが不十分であると考えられる場合などは、別途添加すること
もできる。別途添加する場合には、ＢＳＬ１の微生物であればよく、土壌由来の微生物コ
ンソーシア、乳酸菌、放線菌、光合成細菌等、種々公知の微生物を利用することができる
。
【００２９】
　また、グルコースの添加量についても特に制限はないが、上記嫌気性微生物の活性を維
持することおよび資化されたグルコースから充分量の酸を生成させることを目的として0.
1％以上添加することが好ましく、添加しすぎても効果が飽和するという観点で１０％以
下としてあることが好ましい。
【００３０】
　前記遊離シアン分解酵素発現微生物としては、後述の実施形態より、シアニダーゼたん
ぱく質をコードする遺伝子を組み込んだ遺伝子組み換え微生物が用いられ、安全かつ手軽
に用いることができる。なお、土壌中よりスクリーニングして、遊離シアン分解酵素発現
微生物を取得して用いることもできる。
【発明の効果】
【００３１】
　したがって、従来は浄化困難であった汚染土壌を原位置で安全かつ低コストで浄化でき
るようになった。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】本発明の鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法のフロー図
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【図２】シアン遊離工程におけるグルコース添加の影響を示すグラフ
【図３】シアン遊離工程におけるラクトース、スクロース添加の影響を示すグラフ
【図４】遊離シアン分解酵素発現微生物による遊離シアン分解酵素の発現を示すＳＤＳＰ
ＡＧＥ写真
【図５】シアニダーゼ発現大腸菌による遊離シアン分解効果を示すグラフ
【図６】土壌浄化検証試験による総シアン減少効果を示すグラフ
【図７】土壌浄化検証試験によるフェロシアン（鉄シアノ錯体化合物）減少効果を示すグ
ラフ
【図８】土壌浄化検証試験による遊離シアン生成効果を示すグラフ
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　以下に、本発明の鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法を説明する。尚、以下に好適な
実施例を記すが、これら実施例はそれぞれ、本発明をより具体的に例示するために記載さ
れたものであって、本発明の趣旨を逸脱しない範囲において種々変更が可能であり、本発
明は、以下の記載に限定されるものではない。
【００３４】
〔鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法〕
　本発明の鉄シアノ錯体化合物含有水の処理方法は、図１に示すように、鉄シアノ錯体化
合物含有水にグルコースを添加し、グルコースを添加された前記鉄シアノ錯体化合物含有
水を、グルコース資化性の嫌気性微生物により分解して遊離シアンを生成させるシアン遊
離工程を行い、前記遊離シアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解するシアン
分解工程を行うことによって行う。
【００３５】
　ここで、鉄シアノ錯体化合物含有水としては、土壌中に含まれる鉄シアノ錯体が有望で
あり、特に、飽和層において、地下水とともに無酸素状態で存在する鉄シアノ錯体化合物
含有水が好適な対象となる。
【００３６】
〔シアン遊離工程〕
　フェロシアン含有培養液にグルコースを添加して微生物を嫌気培養すると、フェロシア
ンからシアンが遊離することを調べた。
【００３７】
　表１に示すグルコース添加ＬＢ培地２０ｍＬで大腸菌を接種したもの、しないものそれ
ぞれを嫌気培養した（Ａｒ－１００％、３０℃）。その後、液体クロマトグラフィーで遊
離シアン濃度を測定した。
【００３８】
【表１】

【００３９】
　本実施形態中、液体カラムクロマトグラフィーによる遊離シアン濃度の測定は、下記条
件下で行った。
【００４０】
カラム　　　　　：　Ｓｈｏｄｅｘ　ＩＥＣ　ＤＥＡＥ－８２５
　　　　　　　　　（８．０ｍｍＩＤ＊７５ｍｍ）
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溶出溶媒　　　　：（１０ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　ｃａｒｂｏｎａｔｅ　＋　１ｍＭ
　　　　　　　　　Ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ）ａｑ．／ＣＨ3ＯＨ＝９０／１０
溶出速度　　　　：　１．０ｍＬ／ｍｉｎ
検出器　　　　　：　ＥＣ　（Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ；　Ａｇ　０ｍＶ　ＳＣＥ）
カラム温度　　　：　４０℃
【００４１】
　その結果図２に示すようになり、無添加のＬＢ培地で培養した時と比べて、フェロシア
ンからの遊離シアン解離量が大幅に上昇した。また、このとき、グルコース入りのＬＢ培
地で培養した場合は培養終了時のｐＨが大きく下がっていた。よって、フェロシアンから
の遊離シアン解離は培地のｐＨが下がったことによる影響が考えられることがわかった。
（本明細書、図面中ＬＢは、表１の培地中基本３成分からなるＬＢ培地、Ｅｃｏｌｉは大
腸菌、Ｇｌｃはグルコース、Ｌａｃはラクトース、Ｓｕｃはスクロースを示す。）
【００４２】
　また、上記グルコースに代えて、ラクトース、スクロースを用いた場合の効果について
も同様に調べた。その結果図３に示すようになり、ラクトースを用いた場合でも遊離シア
ンの発生が認められ、しかも、表２に示すように、培地のｐＨは低下していることがわか
った。なかでも、グルコースとラクトースに基づく遊離シアン生成量は大きく、かつ、グ
ルコースの場合、特に長期にわたって遊離シアンの発生速度の低下もみられないことがわ
かる。
【００４３】
【表２】

【００４４】
　次に、遊離シアンの生成が培地のｐＨの低下による影響を受けていることを確認した。
【００４５】
　表３に示すｐＨ調整ＬＢ培地２０ｍＬで大腸菌を接種したもの、しないもの（コントロ
ール）それぞれを嫌気培養した（Ａｒ－１００％、３０℃）。その後、液体クロマトグラ
フィーで遊離シアン濃度を測定した。
【００４６】
【表３】

【００４７】
　その結果、ｐＨの低いＬＢ培地では大腸菌を接種しなくてもフェロシアンからの遊離シ
アン解離がみられた。よってフェロシアンからの遊離シアン解離は微生物の活動とは直接
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関係がなく、ｐＨが下がることによって起こるものと結論できる。
　しかし、実際の浄化対象の処理においては、ｐＨを薬剤等で酸性にすることは急激なシ
アンガス発生の危険があることやコストがかかるなどの問題がある。それを避けるため、
上記のように培養液にグルコースを添加し微生物の作用によって徐々にシアンを遊離させ
る方法が、作業の安全面、環境への悪影響などを考慮した場合に有効であるといえる。
【００４８】
〔シアニダーゼ発現大腸菌の作成〕
　Ｃｙａｎｉｄａｓｅ，　Ｒｈｏｄａｎｅｓｅ，　Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　Ｓ－ｔｒａ
ｎｓｆｅｒａｓｅ　（ＧＳＴ）　タンパク質をコードする遺伝子を発現ベクター（ｐＥＴ
２６ｂ）に組み込み、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ））
内で発現させた。
【００４９】
　まず、ＤＮＡ配列データベースより、上記酵素を保有する微生物を検索、ロダネーゼを
コードする遺伝子を有する微生物として、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ　
ＡＴＣＣ１７５８８、ＧＳＴをコードする遺伝子を有する微生物として、Ｐｓｅｕｄｏｍ
ｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ　ＫＴ２４４０、シアニダーゼをコードする遺伝子を有する微生
物として、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｕｍｉｌｕｓ　ＮＢＲＣ　１２０９２を入手してゲノム
から目的遺伝子をＰＣＲ法により増幅してシアン分解遺伝子を得た。各遺伝子を発現ベク
ターｐＥＴ２６ｂに組み込み大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換して、それぞれの遊離
シアン分解酵素発現微生物を作成した。
【００５０】
　３種類の遊離シアン分解酵素発現微生物を培養して、１２％ポリアクリルアミドゲル、
１５０Ｖ，１ｈｒの条件でＳＤＳＰＡＧＥを行ったところ、それぞれシアン分解酵素蛋白
質を生産していることが確認できた（図４参照）。なお、ＳＤＳＰＡＧＥでは、図４中シ
アニダーゼ（Ｃｙａｎｉｄａｓｅ）は、３７．３ｋＤａ、ロダニダーゼ（Ｒｈｏｄａｎｅ
ｓｅ）は、２９．８ｋＤａ、ＧＳＴは、２４．４ｋＤａ相当の位置に検出されている。
【００５１】
　また、それぞれの遊離シアン分解酵素発現微生物について、シアン分解活性測定を行っ
たところ、図５に示すように、シアニダーゼを発現する大腸菌ＣＤＨ－ｐＥＴ２６ｂ－Ｅ
ｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ）（受託番号ＮＩＴＥ　Ｐ－１２７８
）（以下シアニダーゼ発現大腸菌）が、遊離シアン分解活性を有することが明らかになっ
た。図５において、シアニダーゼ０．１ｍL、１ｍLとあるものは、表４で培養したシアニ
ダーゼ発現大腸菌の培養液０．１ｍL、１ｍLを用いて試験を行ったものを意味する。
【００５２】
【表４】

【００５３】
〔土壌浄化方法〕
　浄化対象土壌に含まれる鉄シアノ錯体化合物を、上記シアニダーゼ発現大腸菌を用いて
除去する場合には、前記浄化対象土壌中の土壌間隙水にグルコース含有培地およびシアニ
ダーゼ発現大腸菌を添加して、土壌中に存在する嫌気性微生物により前記浄化対象土壌中
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り、前記シアン遊離工程で遊離したシアンを、遊離シアン分解酵素発現微生物により分解
するシアン分解工程とを行うことにより、浄化対象土壌の浄化を原位置で行うことができ
る。なお、グルコース資化性の嫌気性微生物をグルコース含有培地とともに添加すること
もできる。また、シアニダーゼ発現大腸菌は、浄化対象土壌の浄化を行っている期間中、
定期的に追加補充することにより遊離シアン分解活性を維持することができる。
【００５４】
〔検証実験〕
　グルコース含有培地＋シアニダーゼ発現大腸菌の組み合わせでフェロシアンを完全に分
解できるか検証実験を行った。
【００５５】
　フェロシアン含有グルコース栄養培地（1% グルコース栄養培地、0.5mM フェロシアン
化カリウム）に時間をおいて（週２回、図中矢印表記）シアニダーゼ発現大腸菌を添加す
る（ＣＤＨ）。なお、ネガティブコントロールとしてシアニダーゼ非発現大腸菌を添加し
たものについても並行して実験する。週１回全シアンを測定する。
【００５６】
　その結果、図６～８のようになった。
【００５７】
　図６より総シアン量はシアニダーゼ発現大腸菌の添加を継続することにより減少傾向が
見られるが、コントロールではほとんど変化が無いことがわかる。ただし、図７、図８か
ら、コントロールの場合もフェロシアンが減少して遊離シアンが増加する傾向が見られる
ので、難分解性の鉄シアノ錯体化合物であっても遊離シアンにまでは分解が進むことが明
らかになっている。
　シアニダーゼ発現大腸菌を添加したものでは１ヶ月で約９０％のフェロシアンの減少と
約５０％の全シアン減少がみられた。一方、遊離シアンの蓄積はほとんどみられなかった
。したがって、フェロシアンの分解によって生成した遊離シアンの約半分はシアニダーゼ
発現大腸菌によって分解されている。
【産業上の利用可能性】
【００５８】
　本発明によれば、従来は浄化困難であった汚染土壌を原位置で浄化するのに用いること
ができる。
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