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研究成果の概要：官能基を自発的に一分子層だけ配列させた金薄膜を電極として、細胞膜

（SAM)－酵素－U間の電子授受機構を解明する研究を行った。その結果、U(VI)-有機酸錯体の
還元挙動は錯形成定数の小さい場合には U(IV)の沈殿を生じ、大きな場合には可溶性の U(IV)-
有機酸を生じた。また、官能基として４－ピリジンに配位した U(VI)への電子授与を電気化学
的に検出し、錯形成定数のおおよその値を得た。さらに、微生物レベルではU(VI)を還元できな
い酵母由来のチトクロームＣを介したU(VI)への電子授与を捉えることに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
これまで主に無機物質で構成されていると考
えられていた、地層処分を予定している地表
１ｋｍまでの地下環境には嫌気性微生物など
が生息することが知られてきた。微生物の活
動によりアクチノイドの化学状態が変化する
ことが指摘されている。例えば、細胞膜への
吸着、呼吸に伴う電子授受、溢泌物（有機酸）
－アクチノイド錯体生成、などによるアクチ
ノイドの化学状態の変化が考えられている。
一方、硫酸還元菌、鉄還元菌はUを電子供与

体として用いることが可能なため、可溶性の
U(VI)が不溶性の U(IV）に還元し、ナノスケ
ールの粒子（コロイド）を形成し、地下水中
を移行する可能性があることが報告されてい
る。したがって、細胞膜における U(VI)の還
元機構を解明することは地層処分の安全評価
において重要である。 
これまでの研究から、還元菌とUとの電子
授受には膜タンパク質が酵素として関わって
いることが分かってきた。しかしながら、そ
の機構は明らかにされていない。その理由と
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して、細胞膜において、電子授受を制御する
化学的な条件であるｐH や酸化還元電位を直
接測定することが不可能であることが考えら
れる。 
一方、抽出したタンパク質を基板上に薄膜
化する技術として自己組織化単分子層
（SAM）が機能材料開発の観点から研究され
ている。これまでタンパク質を負荷した SAM 
による U 濃集機構の解明研究は世界的にも
なされていなかった。 
 
２．研究の目的 
自己組織化単分子層（SAM）の形成研究の

進歩に伴い可能になった、官能基を金表面に
自発的に一分子層だけ配列させる技術と、微
生物から酵素の抽出を可能にした分子生物
学の技術を融合させることで、細胞膜（SAM)
－酵素－U間の電子授受機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)U(VI)－有機酸錯体の還元 
1 mM UO2(NO3)2, 20 mM 有機酸（マロン酸，
リンゴ酸および酒石酸）および 0.1 M NaClO4
を含む pH 4 の溶液を用いて、ウランの酸化
還元特性をカラム電極電解法により調べた。
作用電極にはグラッシーカーボン繊維，対極
には白金線，参照電極には銀-塩化銀電極を用
いた．試料流量は 1.4-1.6 ml min-1, 掃引速度
は 0.3 mV s-1で測定した。さらに、微生物に
よる還元挙動を調べるため、様々な有機酸が
存在する pH7 の 1mM の U(VI)溶液を用いて
鉄還元菌 Shewanella putrefaciensによる U(VI)
の還元実験を行った。なお、乳酸を電子供給
源として用いた。 
(2) 自己組織化単分子層（SAM）を介した電
子授受機構の解明 
 模擬細胞膜を用いる研究として、有機配位
子の有機物単分子として４－ピリジン
(4-PyS)を用い金表面に自発的に一分子層だ
け 配 列 さ せ て 自 己 組 織 化 単 分 子 層
（4-PyS-SAM）を形成した。SAM を介した
電子移動を調べるため、対極及び参照電極を
用いて、電位－電流曲線（CV）を測定した。
さらに、4-PyS-SAM を介した U(VI)への電
子授与を調べるため、1mM の U(VI)NO3水
溶液中で CVを測定した。 
(3)タンパク質を介した U(VI)への電子受容 
 金薄膜上にチオール基を介して形成した
有機酸単分子層に酵母由来のチトクローム
Ｃを付加させ、酸化還元電流を調べる実験、
及び ITO 導波路上にチトクロームを付加さ
せて酸化還元電流並びに吸光スペクトルを
測定する実験を行った。さらに、溶液中に
U(VI)－シュウ酸を添加した溶液を用いて、
CVの測定を行った。 
 
４．研究成果 

(1) U(VI)－有機酸錯体の還元 
有機酸の存在しない系では，UO22+はそれ
ぞれ半波電位 E1/2=-0.13 Vおよび-0.27 Vの電
流を検知した。検知された波は n=1付近で変
曲していることから、UO22+から UO2+への還
元（一段目），及び UO2+から U(IV)への還元
（二段目）反応が生じたと考えられる。U(IV)
の酸化波は測定できなかった。この結果は、
pH 4で U(IV)イオンの溶解度が極めて低いこ
とと調和的である。一方、有機酸の存在下で
は，全ての系において UO22+の一段階二電子
還元波および U(IV)の一段階二電子酸化波が
観測された。各有機酸存在下での還元波およ
び酸化波の E1/2から、いずれの系でも還元波
の E1/2は有機酸が存在しない系のそれより低
い値であった。これは UO22+と有機酸との錯
形成により UO22+が安定化され、還元されに
くくなったためであると考えられる。 
微生物による U(VI)の還元では、有機酸を
含まない培地では、培養時間とともに溶存ウ
ラン濃度は減少し、約 50 時間後までにほぼ
０％になった。また、溶存ウラン濃度の減少
にともなって沈殿物が生成し、XANES スペ
クトルから、沈殿物中のウランは４価である
ことがわかった。酢酸、マロン酸またはアジ
ピン酸を含む培地でも、溶存ウラン濃度の減
少および沈殿の生成がみられた。シュウ酸、
コハク酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸また
は EDTAを含む培地では、培地中の溶存ウラ
ン濃度はほぼ一定であった。これらのうち、
リンゴ酸またはコハク酸を含む培地では、培
養開始後約 150時間まで培地の吸収スペクト
ルに変化は見られず、U(VI)の還元は見出され
なかった。その他の培地では、時間経過にと
もない 400 nm から 700 nm の波長領域に
U(IV)によると考えられる吸収が現れ、可溶性
の U(IV)-有機酸錯体の生成が示された。一例
として、EDTA を含む培地の吸収スペクトル
を図１に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 EDTA を含む培地の吸収スペクトルの経時
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以上の結果から、有機酸存在下における S. 
putrefaciensによる U(VI)の還元挙動は有機酸
の種類により異なり、次の３通りに分類でき
ると考えられる。(ｉ)還元されて U(IV)の沈殿
を生じる。(ii)還元されて可溶性の U(IV)-有機
酸を生じる。(iii)還元されない。また、(1)に
分類された有機酸は、U(VI)との錯形成定数が
比較的小さく、(2)に分類された有機酸は、比
較的大きい傾向がみられた。 

 
(2) 自己組織化単分子層（SAM）を介した電
子授受機構の解明 
４－ピリジン(4-PyS)を用い金表面に自発
的に一分子層だけ配列させて SAM を作用電
極として CV を測定した結果、－0.4 (V vs. 
Ag/AgCl)において 4-PyS の還元脱離に起因
すると考えられる電流が観測された。さらに、
U(VI)を加えた系で電位－電流曲線を測定し
た結果、U(VI)を加えることに起因して
-0.05V から負電位領域において還元電流が
観 測 さ れ た 。 し た が っ て 、 U(VI) が
4-PyS-SAMに吸着し金電極から4-PyS-SAM
を介して U(VI)に電子が移動することが分か
った。さらに、U(VI)を吸着した 4-PyS-SAM
をイオン交換水で洗浄した後、溶液中に
1mM の有機酸（酢酸、シュウ酸）あるいは
硝酸を加えて CVを測定した（図２）ところ、
酢酸中での電流は硝酸中のそれとほぼ同じ
であったが、シュウ酸では電流が減少した。
この結果から、U(VI)と 4-PyS との錯形成定
数は、U(VI)-酢酸よりも大きく、U(VI)-シュ
ウ酸よりも小さいことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)タンパク質を介した U(VI)への電子受容 

金薄膜上にチオール基を介して形成した
有機酸単分子層に酵母由来のチトクローム
Ｃを付加させ酸化還元電流並びに吸光スペ
クトルを測定した結果、チトクロームＣを付
加した SAM金薄膜電極では、チトクローム
Cの酸化還元に起因すると考えられる電流を
検知できた。一方、チトクロ－ム Cを付加し
た ITO電極では、チトクローム Cの酸化還
元に起因するピーク電流とともに吸光スペ
クトルで、チトクローム Cのソーレー帯
(420nm)付近に明確な吸収ピークが検知でき
た。さらに、酸化電位及び還元電位でピーク
の波長が変化し、チトクロームＣの酸化還元
変化を捉えることに成功した。これらの結果
から、有機単分子上に酸化還元酵素を付加さ
せることに成功するとともに、電極とチトク
ロームの間の電子授受を捉えることに成功
した。 
酵母由来のチトクロームCを付加した ITO
電極を U(VI)溶液中に浸けて、酸化還元電流
の検知を試みた結果、U(VI)/U(IV)のレドッ
クス反応に起因すると考えられる還元電流
を検知することに成功した。さらに、チトク
ローム C を付加しない ITOを用いて測定し
た U(VI/U(IV)の還元電流の電位と比較した
結果、電位が性電位側にシフトしていること
が分かった。この結果は、チトクローム Cの
触媒作用による U(VI)への電子の移動を示唆
している。酵母は U(VI)を還元することがで
きないことから、酵母由来のチトクローム C
が U(VI)に電子を授与するとは考えられなか
った。我々のデータは、従来の予測の範疇外
のものである、新しい発見と考えられる。今
後、チトクローム Cを介した電子授受の機構
を解明することにより、チトクロームの電子
授受機構の新しい機構の発見に繋がる可能
性があると考えている。 
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