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研究成果の概要（和文）：本研究では、次世代の物質・エネルギー変換システムとして期待される微生物電気化
学システムに着目し、その効率向上において鍵となる電気化学活性バイオフィルム（EABF）の形成と活性を制御
するための知的・技術的基盤の確立を行った。具体的には、Shewanella oneidensis MR-1株のEABF形成を活性化
するシグナル伝達系を解析し、新規転写因子を同定するとともに、本シグナル伝達系を電極電位依存的に活性化
することによりEABFの形成を促進させる技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：This study established the scientific and technological foundation for 
controlling the formation and activity of electrochemically active biofilms (EABFs), which are key 
to improving the performance of bioelectrochemical systems. Specifically, the research identified a 
novel transcription factor involved in the signal transduction system that activates EABF formation 
in Shewanella oneidensis MR-1 and developed a technique to promote EABF formation by activating this
 signal transduction system in an electrode potential-dependent manner.

研究分野： 環境微生物学

キーワード： 微生物電気化学　バイオフィルム　細胞外電子伝達　発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では電気化学活性細菌に特有と考えられる環境認識・応答メカニズムの一端を明らかにし、さらにそのメ
カニズムを応用したバイオフィルム制御技術を開発した。これらの成果は微生物における未知の生理機能と生存
戦略の解明につながるだけでなく、産業利用上重要な微生物電気化学プロセスの高効率化にも寄与するものであ
り、学術的、社会的に意義あるものといえる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
近年、電気化学的な活性を持ち、電極と電子の授受を行うことのできる細菌（電気化学活性

細菌; EAB）が大きな注目を集めている。EAB と電極の電子授受を応用したシステムは微生物電
気化学システム（BES）と呼ばれており、微生物燃料電池や電気制御発酵（電極によって発酵生
産を促進させるシステム; electro-fermentation）への利用が期待されている（Yamada et al., 2022, 
Front Chem 9: 805597）。しかし、これらのプロセスを実用化するためには、BES の性能を現状よ
りも大幅に向上させる必要がある。BES は EAB を触媒として電気エネルギーと化学エネルギー
を相互変換するシステムであり、その変換速度は EAB と電極間に発生する電流量に依存する。
この電流量の不足が、BES における最大の課題である。例えば、電気制御発酵の場合、通常の発
酵プロセスに匹敵する物質生産速度を得るには、培養槽 1 L あたり約 1 A の電流を発生させる必
要があると試算される。しかし、現時点での最大電流値はこの目標値の 1/100 程度である。電流
値の向上には工学的なアプローチによって培養槽内の電極面積を増加させることも有効であり、
これにより 10 倍程度の電流増加が可能と見込まれる。しかし、さらに電流量を増加させるには、
触媒となる EAB 自体の高機能化が必須である。EAB は電極上にバイオフィルム（電気化学活性
バイオフィルム; EABF）を形成することによって効率的に機能する（Kouzuma et al., 2021, Biosci 
Biotechnol Biochem 85: 1572–1581）。そのため、BES の高性能化には、EABF を適切に制御し、そ
の形成量と電気化学活性を向上させる手法を確立することが重要となる。 

これまでに、EABF の構造や電気化学的特性に関しては、Shewanella oneidensis MR-1 株等の
モデル EAB を用いて多くの解析が行われてきた（Borole et al., 2011, Energ Environ Sci 4:4813 他）。
しかし、EABF の形成プロセスと電気化学活性を制御する分子機構に関する知見は乏しく、電流
生成を促進させるための知的基盤は十分に確立されていない。一方、研究代表者らは MR-1 株に
おいて EABF の形成と電流生成に関与する細胞内シグナル分子（c-di-GMP と cAMP）を同定す
ることに成功している（Kasai et. al., 2019, Bioelectrochemistry 129: 100–105; Koga et al., 2020, Environ 
Microbiol 22: 3671–3684; Matsumoto et al., 2021, Appl Environ Microbiol 87: e00201-21）。c-di-GMP は
細菌によるバイオフィルム形成に中心的な役割を果たすシグナル分子であり、Shewanella におい
ても細胞外多糖等のバイオフィルム形成因子の制御に関連することが報告されている
（Thormann et al., 2006, J Bacteriol 188:2681 他）。一方、cAMP は大腸菌において糖代謝のカタボ
ライト抑制に関与することで知られるが、研究代表者らは本物質が Shewanella では細胞と電極
をつなぐ導電経路（EET 経路）や乳酸代謝系の発現制御を担うことを明らかにしてきた（Kasai 
et al., 2015, BMC Microbiol; 2017, 
Front Microbiol; 2019, Appl 
Environ Microbiol）。さらに、研究
代表者らは MR-1 株において
EABF 形成と電流生成に主要な
役割を果たす c-di-GMP と cAMP
の合成酵素（それぞれ DgcS と
CyaC）を同定している。しかし、
c-di-GMP と cAMP を介するシグ
ナル伝達カスケードの全容は不
明であり、EABF の制御機構を解
明するにはさらなる研究が必要
であった（図 1）。 
 
２．研究の目的 
 

上記の背景から、本研究では MR-1 株において EABF 形成を制御するシグナル伝達カスケー
ドを解明し、EABF を制御するための知的基盤を確立することを目的とした。さらに、得られた
知見を利用して EABF を活性化する技術の開発を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
（1）dgcS 発現プラスミドと dgcS-OE 株の構築 

dgcS（SO_1646）遺伝子とその上流約 100 bp を含む DNA 断片を PCR 増幅し、pBBR1MCS-2
の NsiI と KpnI サイトにクローニングして dgcS 発現プラスミド（pBBR-dgcS）を構築した。本プ
ラスミドと嫌気性蛍光タンパク質（AFP）発現プラスミド（pMElacZ-AFP; Kitayama et al. 2017. 
Appl Environ Microbiol 83:e00903-17）を MR-1 野生株にそれぞれ大腸菌とのフィルター接合およ
びエレクトロポレーションによって導入し、dgcS 過剰発現株（dgcS-OE 株）を作製した。 
 

図 1 S. oneidensis MR-1株における EABFの制御系 



（2）EABF の観察 
MR-1 株が電極上に形成するバイオフィルム（EABF）の観察は、共焦点レーザー走査型顕微

鏡（CLSM）および電気化学フローセル（electrochemical flow cell; EFC）を用いて、以前に報告し
た方法（Kitayama et al. 2017）に従って行った。 
 
（3）遺伝子発現解析 

MR-1 及びその変異株における遺伝子発現は、定量的 RT-PCR（qRT-PCR）と DNA マイクロ
アレイを用いて、以前に報告した方法（Koga et al., 2020）に従って行った。qRT-PCR の検量線は
PCR で増幅した DNA 断片の希釈系列を使用して作製した。増幅断片の特異性は融解曲線分析に
より確認した。DNA マイクロアレイ解析は 60 mer の DNA プローブが配置されたカスタム DNA
マイクロアレイ（8 × 15 K; Agilent Technologies）を用いて行った。cDNA の合成、ラベル化とハ
イブリダイゼーションは原核生物用の遺伝子発現解析プロトコル（Agilent One-Color Microarray-
Based Prokaryote Analysis, version 1.4, http:// www.chem.agilent.com）に従って行った。遺伝子発現
データ（n = 4）は R 用 limma ソフトウェアパッケージ（ver. 3.36.2）を用いて正規化し、統計学
的解析を行った。有意差検定にはペアスチューデントの t 検定と Benjamini-Hochberg 偽発見率補
正を使用し、各プローブの発現変動量（fold change; FC）の log2値の絶対値が 1 以上、p 値が 0.05
以下の場合に遺伝子発現の差が統計学的に有意であるとみなした。 
 
（4）遺伝子破壊株の作製 

MR-1 株における遺伝子破壊株の作製は、自殺ベクター（pSMV-10）を用いたダブルクロスオ
ーバー法により、以前に報告した手順（Matsumoto et al., 2021）に従って行った。 
 
４．研究成果 

 
（1）c-di-GMP シグナルによる EABF の活性化 
 

c-di-GMP を介したシグナル伝達系によって制御される遺伝子を探索するため、EABF 形成時
における主要 c-di-GMP 合成酵素（DgcS）をコードする遺伝子（dgcS）の過剰発現株（dgcS-OE
株）を作製し、遺伝子発現および表現型の変化を解析した。dgcS-OE 株とベクターコントロール
株（MR-1c 株）を EFC に植菌して電極上にバイオフィルム（EABF）を形成させたのち、電極付
着細胞から RNA を抽出して DNA マイクロアレイ解析に供し、これらの株の遺伝子発現プロフ
ァイルを比較した。その結果、MR-1c 株と比べて dgcS-OE 株ではバイオフィルム形成や電流生
成に関与する多くの遺伝子の転写量が増加していた（表 1）。また、dgcS-OE 株では EFC におけ
る電流生成と EABF 形成が顕著に促進されていた。以上の結果から、dgcS の過剰発現（c-di-GMP
の合成促進）によって c-di-GMP シグナル下流の遺伝子発現が誘導され、これにより EABF の形
成と電気化学活性が促進されることが示唆された（岩波ら、日本農芸化学会 2024 年度大会）。 
 
（2）dgcS の転写制御因子の同定 
 

dgcS は EFC において培地流動条件で EABF を形成させた際に、非流動条件と比べて転写量
が増加する（Koga et al., 2020）。また、多くの c-di-GMP 合成酵素は N 末端側にシグナル感知ド
メインを有しており、これにより酵素活性が制御されるが、DgcS には既知の制御ドメインが含
まれていない。これらのことから、DgcS の活性は未知の制御因子によって転写レベルで調節さ
れていると予想された。そこで、本研究では dgcS の転写制御因子を探索した。 

先行研究 (Koga et al., 2020) において、培地流動条件では dgcS の発現とともに鞭毛合成系遺
伝子の発現が誘導されており、これらの遺伝子が協調的に制御されている可能性が示唆されて
いた。また、dgsS 上流には σ54因子の結合モチーフが存在することから、dgcS は σ54依存性転写
因子によって発現調節されている可能性が高いと考えられた。以上のことから、鞭毛合成系遺伝
子の発現を調節する σ54依存性転写因子（論文未発表のため本報告書では X と呼称する）が dgcS
の転写制御に関与していると予想された。そこで、当該転写因子の遺伝子破壊株（∆X 株）およ
び相補株を作製し、これらの変異株と野生株における dgcS の発現量を定量的 RT-PCR 法によっ
て比較した。この際、培地流動が dgcS の発現に及ぼす影響を明らかにするため、これらの株を
嫌気 (フマル酸呼吸) 条件で培養ボトルを振盪もしくは静置して培養した。その結果、野生株で
は培地振盪条件において dgcS の発現量が有意に増加しており、培地流動に伴う物理的刺激によ
って dgcS の発現が誘導されることが支持された。一方、∆X 株では振盪、静置条件ともに dgcS
の発現量が顕著に減少していたが、相補株では発現量が回復した。また、∆X 株では EFC におけ
る EABF 形成が阻害されていた。以上の結果から、転写因子 X が培地流動条件における dgcS の
転写活性化と EABF の形成促進に関与することが明らかになった（出水ら、2022 年度環境バイ
オテクノロジー学会）。 

 
（3）電極と c-di-GMP シグナルを利用した EABF 形成の制御 
 

これまでに、研究代表者らは MR-1 株が電極電位を認識して遺伝子発現を変化させる分子機



構を発見し（Hirose et al., 2018, Nat Commun 9: 1083）、本機構を利用した電極電位による遺伝子発
現制御法（“電気遺伝学”）を提案している（Hirose et al., 2019, Biotechnol Adv 37: 107351）。また、
上記項目（1）の研究において、c-di-GMP の合成促進により本株の EABF 形成を促進できること
が示された。そこで、本研究では BES において効率よく EABF を形成させるための技術を確立
するため、これらの知見の組み合わせにより電極電位依存的に EABF 形成を制御できるかを検
討した。具体的には、電気制御発酵の高効率化を視野に入れ、低電位条件（–0.4〜0 V vs. 標準水
素電極; SHE）において遺伝子発現を誘導するプロモーターを探索し、これにより c-di-GMP 合成
遺伝子（dgcS）の発現を活性化することで、EABF の形成が促進されるかを検証した。 

先行研究（Hirose et al., 2018）において実施された MR-1 株の電位依存性トランスクリプトー
ム変動解析にもとづいて低電位条件で発現誘導されると予想された遺伝子を選定し、その上流
プロモーター領域を AFP 遺伝子の上流にクローニングしてレポータープラスミドを作製した。
MR-1株をレポータープラスミドによって形質転換した後、EFC内で低電位条件（–0.4 V vs. SHE）
にて静置培養し、電極近傍の細胞から生じる AFP の蛍光を CLSM によって検出した。その結果、
nqrA2 遺伝子のプロモーター（Pnqr2）が低電位電極上の MR-1 株細胞において顕著に活性化され
ることが明らかになった（図 2）。AFP 蛍光強度の垂直分布を解析した結果、AFP の発現は電極
近傍の細胞から誘導されることが示され、本プロモーターによる発現誘導は低電位電極からの
電子流入に起因することが支持された。以上の結果から、Pnqr2が MR-1 株の EABF 内において低
電位応答的に遺伝子発現を誘導できることが示された（Tomita et al., 2023, J Biosci Bioeng 136: 28–
34）。 

次に Pnqr2 によって dgcS の発現を制御することで電位依存的に EABF の形成を促進できるか
を検証した。本実験では Pnqr2の下流に dgcS を連結したプラスミド（pUPNdgcS）を作製し、MR-
1 株（AFP 恒常的発現株）に導入した。得られた形質転換体を EFC において高電位条件 (+0.4 V)
と低電位条件 (0 V) で連続培養し、培地流動下での EABF の形成過程を観察した。その結果、
培養開始 120 時間後の時点で、pUPNdgcS 導入株は低電位条件においてベクターコントロール株
よりも密なバイオフィルムを形成していた。また、pUPNdgcS 導入株は低電位時に高電位時より
も密なバイオフィルムを形成していた。これらの結果から、Pnqr2を用いて c-di-GMP 合成遺伝子
（dgcS）の発現を制御することで、電極電位依存的に EABF を高密度化できることが示された。 
 
 

 
図 2. MR-1 株の EABF における Pnqr2からの AFP 発現の in situ モニタリング。(A) 低電位電極
（-0.4V vs. SHE）または開回路電極上で培養したレポーター株の CLSM 像。（B）AFP 蛍光強度
の経時変化。  



表 1. dgcS-OE 株で発現変動した遺伝子のリスト（一部抜粋; p < 0 .05） 
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