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研究成果の概要（和文）：Geobacter bremensis R4株において、炭素材料の違いはそれぞれ生物膜形成/水溶性
電子キャリアーを介した電流生産という代謝の転換を引き起こすが、細胞内部でクエン酸回路で得た還元力を, 
呼吸鎖を通じて外部へ電子を伝達するまでの代謝経路に大きな違いはないことが示された.また他の電流生産微
生物や下水汚泥では、炭素材料の表面化学組成による影響は限定的であった。これより長期的な電流生産の活性
化には初期のバイオフィルム成長よりも、成熟したバイオフィルムへ基質をいかに供給するかが重要であり、バ
イオフィルム周りの流れが電流生産を活発化する現象をミカエリスメンテン式で表せることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study analyzed the differences of current production and metabolic 
pathways by Geobacter sp. on carbon anodes with and without the oxidation. Particularly in Geobacter
 bremensis R4 strain, differences of carbon materials such as graphite felt / graphene oxide showed 
different electron transfer pathways between cell to electrode, i.e. direct electron transfer from 
biofilm to anode and indirect electron transfer via water-soluble electron carrier. While, there is 
no significant difference in the metabolic pathway and the variety of cytochromes. For longer-term 
activation of current production, it is more essential to supply the substrate to the mature biofilm
 rather than the initial biofilm growth. One of the factors that enhances current production is the 
flow verbosity around the biofilm. The study demonstrated that the enhancement of current production
 by the flow velocity by the Michaelis-Menten equation-based model.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物燃料電池は次世代の省エネルギーまたは創電型廃水処理技術として期待されている一方、電流生産が小さ
く効率化が望まれている.本研究は炭素材料表面の化学組成が微生物の2つの境界領域、すなわり細胞のペリプラ
ズム空間とバイオフィルムの成長に影響し電流生産を促進することに着目したものである。研究の結果、特定の
微生物において、炭素材料表面の化学組成が大きく代謝に影響することが示されたが、この性質は電流生産微生
物に普遍的なものではなく効果は装置の性能を上げる効果は期待できないことがわかった.新たにバイオフィル
ム周りの流れが電流生産を活発化する現象を見出し、ミカエリスメンテン式で表せることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
微生物は、発酵食品や医薬品の生産、下水処理などを代表として広く産業利用されているが、

近年、特に急速に需要が高まっている環境負荷低減技術として、酸素に代わる酸化剤として電極

を用いる嫌気性微生物を用いた廃バイオマスからのメタンや水素 の生産、微生物燃料電池、バ
イオレメディエーションが着目されている。これらの技術における電子回収反応場として炭素

材料が用いられている。申請者らは、これまでの研究から黒鉛を化学的に酸化剥離した酸化グラ

フェンがミクロ・ナノレベルで微生物反応の活性領域の成長を促進することを示してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、環境浄化材料として長く用いられてきた炭素材料のどういった物性が微生物反応

の生物膜（ミクロ活性領域）およびペリプラズム空間の肥大（ナノ活性領域）の成長を促進する

か特定するとともに、その成長促進機構を分子レベルで解き明かすことを目的とした.さらに酸
化黒鉛等のアノードを用いた微生物燃料電池の電流生産をモデル化することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)炭素材料の酸化処理が微生物に与える影響評価 
 第一に、バイオフィルム（ミクロ活性領域）成長を促す炭素材料を選定することに取り組んだ.
モデル炭素材料として酸化グラフェン、黒鉛板、黒鉛フェルト、酸化黒鉛フェルトを用い、下水・

河川水等から分離された電流生産微生物を用いた電気培養試験を行い、バイオフィルム形成な

らびにペリプラズム空間の肥大が観察されるか試みた. 電気化学的酸化は、黒鉛フェルトを硝酸
または硫酸溶液中で +2.0Vの電圧を 30分間かけることで行った。この他、Ｏ2プラズマ処理に
よる酸化を行った. 培養は、炭素材料を作用極とし、Ag/AgCl参照電極、白金対電極とともに培
地中に設置し、ポテンショスタットを用いて一定電圧下で行った。得られた電はデータロガーで

記録し、最大電流値、電流生産の安定性、電気培養下におけるバイオフィルム形成の違いを蛍光

顕微鏡により観察した。 

(2)バイオフィルム成長機構の解明 
Geobacter sp. R4株を用いて黒鉛フェルトならびに酸化グラフェンをアノードに用いた際のト
ランスクリプトーム解析ならびにヘム鉄特異染色タンパク質泳動パターンから電子伝達経路を

決定した。  

(3)下水微生物燃料電池におけるアノード反応のモデル化 
続いて、微生物燃料電池による下水からの電流回収に取り組む。酸化黒鉛をアノードとして用

い、ラボスケールの微生物燃料電池リアクターを製作し、下水からの電流生産性を評価した.微
生物による有機物分解の反応速度式としてミカエリスメンテン式を用いクーロン効率を一定と

仮定し電流生産を算出した. 
 
４．研究成果 
(1)炭素材料の酸化処理が微生物による電流生産に与える影響評価 
炭素アノードの電気化学的酸化を試みたところ、XPS分析の結果、硫酸に比べて硝酸を用いた
場合に炭素の酸化がより多く観察された。2 つの電極について、無処理の電極と比較した結果、
酸化処理を行った電極を用いた際に微生物の電流生産が促進された。しかし、酸で電気化学的に

酸化を行う方法では、下水処理のような大規模な廃 水処理に用いるアノードの製作方法には適
さないと判断した。続いて、より簡便な酸化方法として、O2プラズマ処理を試みた。吸水試験の

結果、未処理アノード に対しプラズマ処理アノードで吸水率が高く、さらに活性汚泥に浸漬し
た際の微生物の担持性が向上することが示された。このプラズマ酸化処理を行ったアノードを

用い無処理のアノードを用いた場合と微生物の電流生産性を比較した。O2 プラズマ処理は，植

種から一定期間の電流の立ち上がり期に電流生産を促進し，培養全体を通して誤差が小さくな

る傾向が観察された．しかし，培養開始からしばらく時間が経過した後では未処理と酸化処理ア

ノードで差がなくなった.固体炭素の表面を部分的に酸化するだけでは、酸化グラフェンを用い
て得られたような長期的に高い電流生産を維持することはできないことが示された. 



 
(2)異なる炭素材料が電流生産微生物の生物膜形成に与える影響評価 
 Geobacter sp. R4 株をモデル微生物として炭素材料の酸化処理の有無が電流生産の長期安定性
ならびに代謝経路について解析した結果, 培養物の外観の観察ならびにトランスクリプトーム
解析の結果から、黒鉛フェルト/酸化グラフェンといった炭素材料の違いはそれぞれ生物膜形成/
水溶性電子キャリアーを介した電流生産という代謝の転換を引き起こすことが明らかになった。

さらに、下水ＭＦＣ等から新たに分離した種レベルで新規な 3 株について酸化グラフェン/黒鉛
フェルト/黒鉛板を用いた培養を行いＲ4 株に観察された炭素材料の酸化処理によるバイオフィ
ルム形成の促進がみられるか試みた結果、いずれの炭素材料においても生物膜を形成したこと

から、炭素材料の酸化処理の有無がバイオフィルム形成/水溶性電子キャリアーを介した電子伝
達の違いを生むのは Geobacter sp. R4株に特有であると考えられた. 
 
(3)異なる炭素材料が電流生産微生物の電子伝達経路に与える影響評価 
黒鉛フェルト/酸化グラフェン上で培養した R4株の租タンパク抽出液を SDS-PAGEしヘムタン
パク質を活性染色後にバンドを切り出し LC/MS解析した結果ではメジャーなシトクロムは同じ
であった.よって、最終的に電極へ直接的に電子伝達をするか/水溶性キャリアーを介して電子伝
達をするかの違いはあるものの、クエン酸回路で得た還元力を, 呼吸鎖を通じて外部へ電子を伝
達するまでの代謝経路に大きな違いはないと結論した. 
 
(4)下水微生物燃料電池におけるアノード反応のモデル化 
これまでに示した実験結果からアノード表面の化学組成が微生物燃料電池の電流生産に与える

影響は特定の微生物種および培養初期に限定的であると判断し、アノード反応を促進する要因

としてアノードへの基質供給を流れによって促進することを試みた.ラボスケールの微生物燃料
電池リアクターを製作し、下水からの電流生産をモデル化した。電流は微生物による有機物分解

量に比例し(1)式で表せる.微生物の有機物分解速度はバイオマス量が一 定であれば基質濃度が
反応速度を決めるミカエリス メンテン式で表せる. 流れ場にある MFC アノードでは微生物が
有機物に対して過剰に存在するため有機物が流れによりどれだけ供給されるかが反応速度を決

める. よって本研究では濃度に代わる指標として単位時間あたりに単位アノード面積に特定の
濃度の基質が供給される有機物量を用いミカエリスメンテン式を改変して用いた． 

76mg/L CODCr の下水中に設置した外部抵抗 3Ωを 接続した MFC に徐々に流れを与えた時
の電流生産を観察した結果. 流速の増加にともない電流生産が増加する様子が観察された. この
促進効果は特に有機物濃度が低く外部抵抗が小さいときに大きく, 最大で静置時の電流生産の
5.4 倍であった．各条件における下水流速に対する電流生産をプロットし近似した結果, 外部抵
抗 22Ωでは 電圧が電流よりも電圧に分配され全体的に電流値が 小さく, 流速 7cm/s 以上で電
流値はおよそ一定になった. 近似は特に COD=76mg/L, R=3Ω ではよく一致し, 外部抵抗が大き
く有機物濃度が濃い条件では実験と計算値にずれが見られた.これより,特に有機物濃度が薄い汚
水を用い低い外部抵抗に接続した条件では, 流れによるバイオフィルム内への基質供給が全体
の電流生産を大きく左右することが示された.本モデル式を用いることで異なる孔径をもつアノ
ードや流路に存在する生物膜周りの微小空間の流速が計算できれば、この値から有機物除去速

度ならびに電流値の算出が可能である. 
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