
6価クロムは3価に比べ酸化力と強い毒性を持ち、

腫瘍などの原因となる。工場からの廃液は、環境基

本法で0.05ppm、また水質汚濁防止法で0.5ppm以

下の基準値が定められている。6価クロムの安全な

処理方法として、一般的には化学処理を行っている

が、この方法では費用も高くなる。この問題点を解

決する方法として、バイオレメディエーション(微

生物や植物などの生物が持っている能力を用いての

環境修復技術)という方法がある1）。生物部では、

2007年度に土壌から6価クロムを還元する微生物

をスクリーニングし、酵母菌株C-10を得た2）。こ

のC-10を業者に依頼し同定してもらったところ、

この酵母菌はWilliopsis saturnusであることが判明

した。本研究ではこの酵母菌C-10（Williopsis

saturnus）の最適培養条件及び透析膜を利用した

還元について実験を行い、C-10がバイオレメディ

エーションへの適応ができる還元能力の高い微生物

かを検討した。

6価クロムの測定は、ジフェニルカルバジドと6

価クロムとの反応により生じる1,5-ジフェニルカル

バゾン（赤紫色）の吸光度を吸光度計で測定するジ

フェニルカルバジド比色法3）で行った（図1）。ま

た、菌濃度の測定は酵母菌濃度と吸光度の関係をグ

ラフにして、吸光度から菌濃度を測定した（図2）。

基本培地Ⅰ（スクロース1％、ハイポネックス

0.1％）に有機窒素源の検討を加えたものを基本培

地Ⅱとした。次に基本培地Ⅱの3つの成分の最適組

み合わせ濃度の検討をしたものを基本培地Ⅲとし

た。検討の経過は以下の表1の通りである。
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図1 検量線　高濃度用

図2 菌濃度と吸光度の関係

表１　これまでの培地の検討経過

1 はじめに

2 6価クロム濃度と菌濃度の測定

3 これまでの培地の検討
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（1）最適温度と最適pH

C-10の最適温度、pHを調べた。温度は15、27、

35℃の区分で実験を行い、pHはpH4～10の範囲で

実験した。また、データの平均は、全ての実験で1

実験区分につき3回実験を行い、その平均を用いた。

最適温度は27℃であった。しかし、地下水の温

度に近い15℃では還元速度が極端に遅く、残留ク

ロム濃度は51ppmであった（図3）。また、最適pH

はpH5であり、酸性側で還元能力が高かった（図4）。

以後の実験では最適温度27℃、最適pH5の条件

で実験した。

（2）高濃度耐性実験

C-10がどのくらいのクロム濃度まで耐性がある

か調べた。基本培地Ⅱにクロム濃度が1600～

100ppmになるように調整し、2週間培養した。ま

た、実験終了後の培養液を寒天固形培地にまき、生

えてきたコロニー数をカウントした。

C-10の高濃度での6価クロムの還元速度のピーク

は400ppmであった（図5）。また、酵母菌C-10は

400ppmになると急激に生存できる酵母菌の数が減

少する。しかし、最大800ppmの6価クロムにも生

存でき、1600ppmでは生存できなかった（図6、

図7）。
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図3 C-10の最適温度

図5 クロム濃度と還元速度の関係

図6 C-10のクロム濃度に対する耐性

図7 コロニーに対するクロムの影響

図4 C-10の最適pH

4 研究内容



（3）有機窒素源の検討

基本培地Ⅰをcontとし、contに酵母エキス0.02%

を加えたもの、contにペプトン0.02%を加えたもの

で実験した。

最適有機窒素源は基本培地Ⅰに酵母エキス0.02％

を加えたものが最も速く還元した（図8）。以後、こ

の培地を基本培地Ⅱとした。

（4）6価クロムの酵母菌増殖に対する影響

6価クロムの存在がC-10の増殖にどのような影響

をあたえるかを調べた。基本培地Ⅱと6価クロムを含

まない基本培地ⅡにC-10を加え、吸光度を測定した。

6価クロムを含まない場合、6日頃から定常期に

入り1.6×108cells/mlの濃度になった。しかし、6

価クロムを含む場合、対数増殖期が無く、ゆるや

かに増殖し10日に6.5×107cells/mlとなった。6価

クロムのC-10に対する増殖の抑制効果は、含まな

い場合の0.4倍であった（図9）。

（5）基本培地Ⅲの開発

6価クロムによるC-10の増殖の抑制を解決するた

め、更なる培地の改良を行った。6価クロムの含ま

ない基本培地Ⅱを用いて、栄養源の最適組み合わ

せ濃度をスクロース、酵母エキス、ハイポネック

スの順に調べた。

最適組合せ濃度は、スクロース6％、酵母エキス

0.06％、ハイポネックス0.1%となり、この時最も

C-10が増殖した（図10）。この培地成分にニクロ

ム酸カリウムをクロム濃度として100ppm加えたも

のを以後基本培地Ⅲとし、酵母菌の増殖が速くな

ったことにより還元速度が大きくなるかを次の実

験で調べた。

（6）基本培地ⅡとⅢを用いた還元

C-10を基本培地Ⅱと基本培地Ⅲで培養し、6価ク

ロムの還元速度を比較した。それぞれの培養液

200mlと酵母菌液1mlを三角フラスコに入れ、残留

クロム濃度と吸光度（菌濃度）を6日間測定した。
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図8 6日後の有機窒素のクロム還元に対する効果
図10 酵母エキスとハイポネックスの濃度の組合せの

検討（スクロース濃度は全て6%）

図11 基本培地ⅡとⅢの増殖曲線

図9 基本培地Ⅱにおける6価クロムの影響



基本培地Ⅲは、5日後に基本培地Ⅱより菌濃度が

2.6倍高くなった（図11）。培地の改良により酵母

菌が著しく増殖したので、基本培地Ⅲでは6日後に

残留クロム濃度が2ppmになった（図12）。

（7）透析膜を使用した場合の還元

予備実験で透析膜内にC-10を入れた状態でも外

液の6価クロムを還元できることが分かった。そこ

でこの透析膜内のC-10をそのまま再利用できない

か、水酸化クロムの沈殿が膜内に残留し、3価クロ

ムが回収できないかを検討した。基本培地Ⅱを用

いて透析膜を使用したもの（1回目）、それを再利

用したもの（2回目）、および再々利用したもの（3

回目）を調べた。また、菌濃度を108cells/mlから

109cells/mlにするとどうなるか調べた。

透析膜内のC-10をそのまま再利用すると、初回の

透析膜より速く6価クロムを還元できた。また、基

本培地Ⅱを用いて、菌濃度107cells/mlで6価クロム

を還元すると、6日間で0.5ppmにした（図13）のに

対し、基本培地Ⅲを用いて菌濃度109cells/mlで6価

クロムを還元すると、2日で1.7ppmまで下げること

ができた（図14）。したがって、基本培地Ⅱを基本

培地Ⅲにすると菌濃度が2.6倍に増加するので、還

元速度を約3倍に上げられることが明らかになった。

（8）透析膜使用の利点と欠点

透析膜を用いる利点は、初回の使用では膜外に沈

殿してしまうが、再利用すると水酸化クロムが膜内

に沈殿し回収ができ、さらに酵母菌の純粋培養も可

能である（図15）。しかし、高濃度の109cells/ml

では、（図16）に示したように二酸化炭素が発生し、

膜内の圧力が高まり培養液が外に多く出てしまっ

た。したがって、高濃度の酵母菌を用いると再利用

ができないことがわかった。
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図12 基本培地ⅡとⅢの残留クロム濃度の経時変化

図14 透析膜を利用した場合の菌濃度の影響

図15 水酸化クロム（Ⅲ）の沈殿
初回では、膜外に沈殿（左）再利用した場合、膜内に沈殿（右）

図13 透析膜の使用回数の効果



最適温度は27℃、最適pHは5であった。6価クロ

ムに対する耐性は最大800ppmまでであった。透析

膜を用いることで酵母菌C-10を膜内で純粋培養で

き、再利用も可能である。また、還元によって生

じた3価クロムも膜内に留まるので、これを回収す

ることもできる。

さらに膜内の菌濃度を109cells/mlにし、新たに

開発した基本培地Ⅲを用いることで還元速度は49.2

ppm/dayとなり、基本培地Ⅱよりも約3倍の速さに

することができた。

この結果を他の文献と比較すると（表2）、杉山

らの文献の特許登録されている放線菌ST13株の還

元速度に比べて酵母菌C-10は約3倍速い。

以上の結果からC-10は高濃度に対する耐性と高

い還元能力を兼ねそろえている酵母菌であること

が分かった。したがって、酵母菌C-10はバイオレ

メディエーションに適用できる可能性がある微生

物である。
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5 結論

執筆者 3年　岡野　たいら　梅北　耕典

2年　尾上　貴宏　　釜石　航平

栗島　誠尭　　堀井　嵩斗

藤澤　秀之

図16 高濃度（109cells/ml）ではCO2が発生

表2 酵母菌Williopsis saturnusと参考文献の細菌との
比較




