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研究成果の概要（和文）：本研究では、固体腐植ヒューミン（ヒューミン）の電子伝達機構の解析を行うととも
に、ヒューミン還元に関連する可能性がある細菌を明らかにした。具体的には、(i)モデル電気活性微生物であ
るShewanella oneidensis MR-1株と微生物電気化学システムを用いたヒューミン還元機構の解析、(ii)ヒューミ
ン還元微生物の集積および次世代シーケンサーを用いたヒューミン還元微生物の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated mechanisms of reduction of solid phase humic 
substances by microorganisms and revealed microorganisms related in humin reduction. Specifically, 
we have carried out (i) examination of mechanism of humin reduction using Shewanella oneidensis MR-1
 as a model electrochemically active bacterium and (ii) identification of humin reducing bacteria 
using a next generation sequencer.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 固体腐植物質　微生物電気化学　細胞外電子伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒューミンは、土壌や底泥に普遍的に存在する有機無機複合物であり、電子伝達物質として様々な微生物反応を
促進することが報告されている。環境中では、ヒューミンを介した微生物間共生が予想されるが、ヒューミン還
元菌に関する知見は全くない。また、ヒューミンの利用には既知の細胞外電子伝達系を持たない多様な微生物が
関与することが示唆されているため、微生物電気化学システム(BES)への応用が期待されるが、その電子伝達機
構も不明である。これらの課題を明らかにするためヒューミン還元機構に着目して研究を実施した。本成果は、
環境微生物生態の一角の解明および、多様な微生物を利用できるBESの構築が期待される

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

腐植物質とは、動植物の死骸やフンなどが生物学的かつ化学的に分解された残渣であ
る。腐植物質は、異なる pHへの溶解性により 3種類に分類される。これまでの研究から、腐植
物質の中で、酸もしくはアルカリに可溶な画分（フミン酸とフルボ酸）は水溶性の電子伝達物質
として機能することが知られいる一方で、酸とアルカリの両方に不溶な画分の固体腐植ヒュー
ミン（以下ヒューミン）は電子伝達物質として機能しないと考えられてきた。しかし、2012年
に Zhang and Katayamaは、ヒューミンが固体電子伝達物質として機能し、ヒューミンから伝
達された電子を利用する微生物（ヒューミン酸化微生物）の異化代謝系を活性化することを報告
した。この報告以降、これまでに、ヒューミンが脱窒反応やペンタクロロフェノールの脱塩素反
応、鉄還元反応などの様々な生物学的還元反応を促進することが示されてきた（Zhang and 
Katayama, Environ Sci Technol., 46(12), 6575-6583, 2012）。さらに、ヒューミン酸化微生物に
は、Dehalobacter 属細菌や Pseudomonas 属細菌、Shewanella 属細菌、Geobactor 属細菌、
Sporomusa 属細菌などが関与することがすでに明らかになっている (Pham et al., 
Chemosphere, 269: 128697, 2021）。近年では、ヒューミンの物質的特性および電気化学的特
性の解析も進められており、ヒューミンの電子伝達物質としての機能について明らかにされつ
つある（Pham et al., Surf Interface Anal., 1-8, 2018）。このように、ヒューミンおよびヒュー
ミン酸化微生物について詳細な解析が精力的に進められてきた。一方で、ヒューミンを電子受容
体として利用して生育するヒューミン還元微生物は、先行研究からその存在が示唆されている
にも関わらず、これまで全く研究が行われてきていない。ヒューミンは土壌や底泥など幅広い環
境中に存在する天然物である。ヒューミンが存在する環境中に生息している一部の環境微生物
が、ヒューミンを介した電気共生により生存を図っていること、そしてヒューミンの存在が環境
微生物生態系に何らかの影響を及ぼしていることは容易に予想されるが、その詳細については
全く不明である。 

微生物が細胞外に存在する固体電子伝達物質（活性炭やマグネタイトなど）を利用す
る時、導電性タンパク質を含む細胞外電子伝達系を介して電子伝達が行われることが知られて
いる（Kouzuma et al., Frontiers in microbiology, 6:609, 2015）。細胞外電子伝達系を持ち、
細胞外の固体電子伝達物質を利用できる微生物は電気活性微生物と呼ばれ、微生物電気化学シ
ステム（Bioelectrochemical systems: BES）への利用に期待されている。BESは、電気化学的
に微生物代謝を制御し、有害物質の分解・除去や有用物質の生産などを行える新たなバイオテク
ノロジーとして注目されている技術であるが、本技術は微生物と電極間で電子授受を行う必要
があるため、電気活性微生物の利用が必須である。一方で、これまでのヒューミンと微生物を用
いた電子伝達に関わる研究では、既知の細胞外電子伝達系を持たない微生物（非電気活性微生物）
もヒューミンから電子供与を受けていることが示唆されている。このことから、ヒューミンと電
子授受する微生物には、未知の細胞外電子伝達機構が存在している可能性が考えられるが、その
詳細は不明である。また、ヒューミンを BESへ取り入れることで、電気活性微生物に依存しな
い多様な微生物種を利用したシステムの構築が期待される。 
 
 
２．研究の目的 

以上の背景から、本研究は環境微生物におけるヒューミン還元機構の解明を目的とし
た。本研究では、環境微生物のモデルとして異化的金属還元細菌の Shewanella oneidensis MR-
1株を使用し、ヒューミン還元機構の解析に取り組んだ。本細菌を使用した理由として、電気活
性微生物のモデルとしてもよく研究が行われており、すでに細胞外電子伝達系を構成するタン
パク質およびコードする遺伝子が同定されていること、全ゲノム配列が公開されていること、遺
伝子組み換え操作が容易なこと、通性嫌気性細菌であり培養が容易であることが挙げられる。ま
た、本細菌はヒューミンが存在する淡水湖（アメリカ合衆国、ニューヨーク州、オネイダ湖）の
底泥より単離された環境微生物であることも理由の一つである。本研究では、微生物によるヒュ
ーミン還元機構を調べるうえで、ヒューミンの酸化還元状態を常時測定できるシステムがない
ことから、初めに本システムの構築を行った後にヒューミン還元機構の解明に取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 細胞外電子伝達能欠損変異株の作製 
S. oneidensis MR-1株の細胞外電子伝達系を構成するタンパク質の中で、最終電子受容体還
元酵素 OmcAと MtrCをコードする遺伝子を二段階相同組換え法を用いて細胞電子伝達能を欠
損させた細胞外電子伝達能欠損変異株を作製した。 



 
(2) ヒューミンを使用した微生物電気化学システムの構築 
電気化学培養は、334 mL 容の 1 槽式リアクターを使用し、3 電極法により作用極電位の制
御を行った。作用極には炭素棒 (φ 5 mm, 15 cm)、対極は白金線 (φ 0.8 mm, 1 m)、参照電極に
は Ag/AgCl 電極を使用した。ヒューミンは懸濁もしくは作用極表面にエポキシ接着剤で固定し
た電極を使用した。培地には乳酸を唯一の電子・炭素源とした乳酸最少培地を使用した。なお、
培地には電解質として 10 g L-1の塩化ナトリウムを加えた。 

 
(3) ヒューミン還元微生物の集積培養 
ギ酸を唯一の有機炭素源としたギ酸最少培地に細胞外電子伝達物質として電気化学的に酸化
または還元したヒューミンを加え、ヒューミン還元微生物の集積培養を行った。微生物源は、水
田土壌からヒューミン混合培地で集積・維持していたペンタクロロフェノール脱塩素細菌群を
使用した。なお、酸化型または還元型ヒューミンは、ヒューミンに-600 mVまたは+300 mV (vs. 
Ag/AgCl)の電位を 2日間印加し続けることで作製した。 

 
(4) 16S rRNA微生物群集構造解析 
集積培養物から total DNAを FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) を用いて抽出
した。抽出した DNA を鋳型として 16S rRNA 微生物群集構造解析を行った。本解析は株式会
社生物技研のアンプリコンシーケンス解析に依頼し、V3-V4 領域の塩基配列のデータを取得し
た。データ解析は qiime2 (ver. 2021.2) を使用し、silva (ver. 138) により系統推定を行った。さ
ら に 、 系 統 解 析 で 得 ら れ た デ ー タ を 基 に Galaxy ア ル ゴ リ ズ ム 
(http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) を用いて Linear discriminant analysis effect 
size (LEfSe) 解析による各微生物群集の類似性を比較した。 
 
 
４．研究成果 

(1) S. oneidensisを用いたヒューミン還元機構の解析 
これまでの研究から、ヒューミンを電子伝達物質として利用できる細菌には、

Shewanella 属細菌や Geobacter 属細菌でよく研究されている細胞外電子伝達系と呼ばれる導
電性タンパク質を含むタンパク質複合体を必要としない可能性が示唆されているが、その真偽
は不明である。初めに、S. oneidensis を用いて、ヒューミン還元における既知の細胞外電子伝
達系の関与について解析を行った。本解析では、S. oneidensis の細胞外電子伝達能を欠失させ
た変異株を使用した。変異株は、S. oneidensis の細胞外電子伝達系構成タンパク質の内、最終
還元酵素である OmcA と MtrC をコードする遺伝子を欠損させて作製した（Kondo et al., 
Langmuir, 31(26): 7427-7434, 2015）。初めに、本変異株の細胞外電子伝達能を電気化学培養
を用いて確認した。野生株では電流生成が確認された一方で、本変異株では電流生成が見られな
かったことから、本変異株は細胞外電子伝達物質である電極へ電子を伝達できないことが示さ
れた。 

次に、変異株を用いてヒューミンと微生物間の電子伝達について解析するため、ヒュ
ーミンを懸濁した乳酸最少培地を用いて電気化学培養を実施した。その結果、ヒューミン無し条
件では、電流生成を示さなかったが、ヒューミン混合条件では電流生成を示し、さらにヒューミ
ンの添加量の増加に伴い電流生成量の増加が観察された。本試験は、リアクターの台数などの関
係により、統計解析に必要な反復実験が十分実施できていないが、実施したいずれの実験で、上
記と同様の結果が得られている。このことから、本変異株は異化代謝で獲得した電子をヒューミ
ンを介して電極へ伝達したことが示唆された。また、本変異株は既知の細胞外電子伝達系を欠損
させているにも関わらず、電流生成したことから未知の細胞外電子伝達系によりヒューミンへ
電子伝達したことが示された。 

当初の計画では、本変異株へ紫外線暴露やトランスポゾン挿入などによりランダム遺
伝子変異を行うことにより、ヒューミンへの電子伝達に重要な遺伝子を同定することを予定し
ており、そのスクリーニングに電気化学培養を利用することを考えていた。電気化学培養では、
多数の電気化学リアクターを並行して運転することで、複数のランダム変異株のスクリーニン
グを計画していた。そのため、本研究では、ヒューミンの攪拌が不要となるヒューミン固定電極
を用いた簡易リアクターを構築することも計画していたが、ヒューミン自体の導電性が低いこ
ともあり、ヒューミン固定電極の開発が非常に難航した。そこで、ランダム遺伝子変異によるヒ
ューミン還元関連遺伝子の同定と並行して、次のアプローチによるヒューミン還元機構の解析
を進めた。 

 
 

(2) ヒューミン還元微生物群の集積培養と群集構造解析 
ヒューミン還元微生物に共通する特徴から、ヒューミン還元機構を特定するため、継

代培養によるヒューミン還元微生物の集積を行った。培養系では、微生物源に研究代表者が所属
する研究グループで維持しているヒューミン依存的ペンタクロロフェノール脱塩素細菌群を用



い、最終電子受容体に酸化型ヒューミン、電子源および炭素源にはギ酸を使用した。継代培養で
は、バッチ培養系を 2週間の培養期間ごとに新しい培地へ植え継いだ。なお、比較対象のため、
酸化型ヒューミンの代わりに還元型ヒューミンを使用した集積培養を行った。 

集積培養期間中の集積具合は変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法により確認を行ったが、
酸化型ヒューミンまたは還元型ヒューミンを加えた培養系間において、微生物群集に違いが見
られなかった。そこで、各培養系で酸化・還元型ヒューミンを添加または無添加の培養系を作製
し、集積培養を継続した。その結果、ヒューミン添加の有無の培養系を加えてから 2世代後のヒ
ューミン無添加培養系において、ギ酸の消費量がヒューミン添加系と比較して大きく減少した。
この結果から、ヒューミンの有無により微生物群集に大きな変化が生じたと推察されたため、
16S rRNAアンプリコンシーケンスによる微生物群集構造解析を実施した。 

群集構造解析データをもとに多様性指数である Shannon 指数および Chao1 指数を
算出したところ、酸化または還元型ヒューミン添加系がほぼ同一の値を示し、ヒューミン無
添加系よりも多様性が高いことが示された。この結果は、ヒューミン添加培養系からヒュー
ミン無添加培養系へ植え継いだことにより、ヒューミン依存的な細菌の生育が著しく低下
したことに起因したためと考えられる。一方で、酸化型ヒューミンと還元型ヒューミンを添
加した培養系では、微生物群集構造に大きな違いは見られなかった。LEfSe による統計解
析により、ヒューミン添加系に特徴的な微生物としてAcidobacteriota門、Armatimonadota
門、Bacteroidota門、Desulfobacterota門、Firmicutes門および Planctomycetota門に属
する 13属が抽出された。また、酸化型ヒューミンと還元型ヒューミン添加系を比較した時
に、酸化型ヒューミン添加系で存在比が増加した微生物が 2属抽出され、Desulfobacterota
門 (Smithella) および Firmicutes 門 (DTU014) に属していた。一方で、ヒューミン添加
系で優位に存在比が減少した微生物として Bacteroidota 門、Chloroflexi 門、および
Proteobacteria門に属する 4属が抽出された。 

ヒューミン依存的な微生物として抽出された 6 門に属する 13 株の細菌には、グ
ラム陰性および陽性菌の両方が含まれていた。このことから、ヒューミンへの電子伝達には
外膜やペプチドグリカン層などを含む細胞膜構造に依存しないことが示唆された。ヒュー
ミン添加系で優位に抽出された細菌は分子系統学的に多様であることから、これまでの研
究で報告されてきた細菌よりも、はるかに多くの細菌がヒューミン利用に関与しているこ
とが予想される。ヒューミン添加系で優位に増加した細菌には、分子系統学的に偏りなく幅
広い細菌が見出されたことから、分子系統学的に多様な微生物がヒューミン還元に関与で
きる可能性が示された。 

電気活性微生物としてよく知られている Shewanella属細菌や Geobacter属細菌
は Proteobacteria 門に属する細菌であり、これまでにヒューミン酸化細菌として機能する
ことが明らかになっている。しかし、本解析では、ヒューミン存在下でこれらの細菌の存在
量が低下する結果が得られ、Firmicutes 門などヒューミン添加系で増加した微生物と比較
してヒューミンとの親和性は低いことが示唆される。上記の S. oneidensis MR-1株を用い
た解析において、ヒューミン還元に関する解析がうまく進まなかった要因の一つとして、本
株のヒューミン利用性が低かった可能性が考えられる。Firmicutes 門に属する細菌など、
ヒューミンとの親和性が高いと考えられる細菌を用いることで詳細なヒューミン還元機構
の同定が可能になると考えられるため、今後は本解析で得られた結果を元にヒューミン還
元菌を選定し、詳細な解析を進める必要があると考える。 
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