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研究成果の概要（和文）：本研究は偏性水素資化性脱ハロゲン化呼吸細菌であるDehalococcoides mccartyi 
NIT01株が電極の電子を利用し脱塩素化するために、電極とNIT01株間の電子伝達を担う機能微生物の探索、電子
伝達機構の解明を目的とした。
電極－NIT01株間の電子伝達を担う機能微生物を特定・分離した。Desulfosporosinus sp. MM01株は既知同属の
meridiei 株及びOrientis株にそれぞれ95.2％と96.2％の相同性を示した新種であった。また、
Desulfosporosinusが電気化学的な水素生成を促進し、NIT01株の脱塩素化に寄与したと明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The primary objective of this study was to ascertain the functional 
microorganisms accountable for electron transfer between the electrode and strain NIT01. 
Furthermore, the study aimed to elucidate the electron-transfer mechanism employed by 
Dehalococcoides mccartyi NIT01, a selective hydrogenotrophic dehalogenating respiratory bacterium, 
in utilizing electrons from the electrode for dechlorination. In order to accomplish these 
objectives, functional microorganisms responsible for electron transfer between the electrode and 
strain NIT01 were identified and isolated. Notably, a novel species called Desulfosporosinus sp. 
strain MM01 was discovered, exhibiting a 95.2% and 96.2% homology to the known genera Meridiei and 
Orientis, respectively. These findings also demonstrated that Desulfosporosinus played a vital role 
in promoting electrochemical hydrogen production and contributed significantly to the dechlorination
 process of strain NIT01.

研究分野： 環境微生物

キーワード： バイオレメディエーション　電気化学脱塩素化　電子伝達　単離　低環境負荷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、偏性水素資化性脱ハロゲン化呼吸細菌であるDehalococcoides mccartyi NIT01株が電極
活性菌を介した電子伝達機構を解明した点にある。Desulfosporosinus sp. MM01株という新種の微生物が電子伝
達を担う機能微生物として特定され、その電気化学的な水素生成能力と脱塩素化への寄与も明らかにした。これ
により、塩素化合物を無害化する微生物の機能についての知見拡充ができた。社会的意義としては、NIT01株と
MM01株を利用する電気化学脱塩素化が低環境負荷なバイオレメディエーション技術として期待できる。

※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 

有機ハロゲンは世界的な地下水汚染物質であり,汚染を解消するべく微生物を用いたバイオレ

メディエーションが積極的に取られるようになってきた.しかし浄化過程において, 浄化を担う

微生物よりも現場で生育する雑多な微生物が必要以上に増殖することが観察されており,浄化を

担う脱ハロゲン化呼吸細菌（ORB）へ低リスクに電子供給できる手法が求められる.  

Dehalococcoides 属細菌(Dhc.)は,国内外のオーグメテーション事業現場で最も補填される代

表的な ORB であり,H2・有機酸の酸化に共役した,還元的な脱ハロゲン化反応による増殖に必要な

ATP が合成される.これまでの電気化学反応を用いた脱ハロゲン化研究において,H2 や有機酸を

供給しない電気化学セルにおいて,Dhc.を含めた複合微生物群集で脱ハロゲン化反応が起こるこ

とが観察されている[1,2].しかし,電極を電子供与体として脱ハロゲン化反応は,脱ハロゲン化

呼吸を行う Geobacter 属細菌観察され[3]たのみであり,偏性 H2資化性脱ハロゲン化呼吸細菌で

ある Dhc.が電極からの電子を利用できるかどうかは不明である.唯一これに近い研究とし

て,Geobacter 属細菌が生産するビタミン B12 が Dhc.の脱ハロゲン化の補酵素として用いられ脱

ハロゲン化を促進することが報告されている[3].これらの知見と申請者の基礎検討結果から,

我々は「電気化学セルにおいて,Dhc.と細胞外電子伝達(EET)を生じる菌種が存在する」と仮説を

立てた.本研究の学術的な問いは,「Dhc.は電極からの供給される電子を利用できるか？」またで

きるとすれば「Dhc.に電子を供給する機構は何か」であり, この研究成果を低リスクバイオレメ

ディエーション技術へと発展する. 

 

２．研究の目的 

本研究は従来の乳酸など C3 以上の高分子炭化水素を発酵して ORB に水素を供給するのではな

く，電極から ORB への電子供給する方法の確立に取り組む．具体的には，電気化学セルで，電極

から ORB に電子伝達できる異種間細胞外電子伝達（EET）菌を分離し同定する．続いて，分離株

のゲノム解析ならびにタンパク質発現解析ならびに代謝産物解析により電子伝達機構を特定し，

ORB-EET 間電子伝達の科学的根拠を明示する． 

 

３．研究の方法 

（１）実験に使用した培養物と水田土壌 

D. mccartyi NIT01 株は塩素化エチレンで汚染された河川堆積物から分離された[4]．1 mM 

TCE と 5 mM 酢酸を添加し，ヘッドスペースに 80％の H2が充填された条件で維持されている．

NIT01 株の脱塩素化に寄与する菌種の接種源とした水田土壌は日進市の水田から採取し，使用す

るまでに室温で保管されていた．なお，共培養に用いられる Desulfosporosinus meridiei S10

株（Dms10, DSM 13257）は DSMZ（ドイツ細胞バンク）から取り寄せた． 

（２）電気化学セル構成及び培養条件 

本実験は二槽型の電気化学セル（130 mL/セル）を用い，作用電極を黒鉛フェルト（5×1×0.3 

cm），対極を白金線，参照電極を Ag/AgCl 電極とした．アノードに 100 mM のフェロシアン化ナリ

ウム溶液を添加し，カソードにミネラル培地をベースにし，接種源と分極の違いによって四つの

条件を設けた（表１）．なお，Dhc.が 107 cells/mL，土壌が 5%（w.w./培地容積），酢酸が 10 mM，

TCE が 1 mM になるように添加した．カソードに－0.3 V vs SHE の電圧を印加した． 共培養実
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験では，カソードに NIT01 株と S10 株の純粋培養物を接種した．各条件は 2連で行った． 

表 1 電気化学培養条件 

実験系 分極（P） Dhc. 土壌（S） 

P－Dhc＋S ＋ ＋ ＋ 

P－Dhc ＋ ＋ － 

P－S ＋ － ＋ 

OCV－Dhc＋S － ＋ ＋ 

（３）機能微生物の単離 

微生物菌叢解析の結果により目標微生物を硫酸塩還元細菌として知られている

Desulfosporosinus 属細菌が想定され，電子供与体及び電子受容体はそれぞれ H2 + 5 mM Acetate

を使用した．1/4 のカソードバイオフィルムを切り取って，嫌気状態下で DHB-CO3-Br 培地を用

い 5000 倍希釈したサンプルから 0.5 mL を採取し，4 mL のアガー培養用 2倍濃縮培地（以降，

10-1で記述）に添加した．その後，2倍濃縮培地を用い 10-1から 10-7の順で段階希釈を行いた．

接種したバイアルに培地と等容積の 1%の液体アガーロース（SeaPlaqueTM Agarose，Lonza 

Bioscience）を添加し速やかに氷冷した．アガーロースゲルが固まったら培養物を嫌気ボックス

に入れて 28℃で培養した．培養中のコロニー形成を観察し，コロニーの形成が観察されたらピ

ックアップし，液体培養を行いながら顕微鏡形態確認する．また，制限酵素やサンガ―シーケン

ス解析などの分子生物学解析手法を用い培養物の純粋化の進捗を確認しながら，アガー培養及

び液体培養のサイクルを繰り返すことで純粋化する． 

（４）分析方法 

TCE，cis-1,1 ジクロロエチレン （cis-DCE），クロロエチレン（VC），エチレン（ETH）は，Porapak 

Q カラムと炎イオン化検出器（FID）を用いたガスクロマトグラフィーにヘッドスペースガスを

注入して分析した．16S rRNA アンプリコン解析による各培養物の菌叢構造を調べた． 

 

４．研究成果 

（１）電気化学的な脱塩素化パフォーマンス 

Dhc.と土壌を接種した P－Dhc＋S

において効率的な脱塩素化が観察さ

れ，初期添加 TCE 濃度と同程度の無害

化 ETH が生成された（図 1A）．これに

対し，分極しない OCV－Dhc＋S，Dhc の

みを接種した P-Dhc，土壌のみを接種

した P－S において ETH の生成が殆ど

見られなかった（図１B-1D）．また，

OCV－Dhc＋S において，DCE（0.128 mM）

とごく微量の VC（0.016 mM）が生成さ

れた．培養 4週間後に TCE と脱塩素化

生成物濃度が変化せず培養が終了した．本実験による土壌微生物が電気化学セルにおいて

Dehalococcoides の脱塩素化に寄与した可能性が示唆された． 

 

 
図 1 TCE と脱塩素化生成物濃度の経時変化 
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（２）微生物菌叢構造解析 

培養後の P－Dhc＋S，P-S のカソードに薄い灰色のバイオフィルムが観察された．分極した系

において，Desulfosporosinus 属細菌

が最も優占され，電気活性を持つ菌種

として知られている Pseudomonas 属

および Clostridium 属細菌が優占に

なった．これに対し，未分極の系であ

る OCV-Dhc＋S において異なる菌叢組

成が観察され，主に発酵性細菌が優占

し て い る （ 図 2 ）． こ の 中 ，

Desulfosporosinus属細菌がTCEの電

気化学脱塩素化セルにおいて初めて

観察され，その役割が未知である．な

お，この後の流加培養実験（培養期間 205 日）による得られた集積物でも Desulfosporosinus の

優占が確認され，Dehalococcoides の接種によって相対割合が大きく増えたことから

Dehalococcoides の脱塩素化に寄与した可能性が考えられる． 

（３）機能微生物の単離 

本研究では，アガーシェイク培養法による目標微生物の単離株を分離した．コロニー1と 2の

液体培養物の制

限酵素パターン

（HhaI，HaeIII）

に顕著な違いが

ない．そして，サ

ンガ―シーケンスで得られた 16S rRNA 配列の制限酵素パターン（C１-16S rRNA）と解析に提出

した液体培養物の制限酵素パターンが一致している．サンガ―シーケンス解析の全長配列を

Blast 検索した結果：コロニー1と 2が 99.6％の類似度を示し，異なる配列の波形の確認によっ

てサンガ―シーケンスがきれいに読まれていないことがわかったため，コロニー1と 2が同じ株

と考えた．また，ピックアップした

コロニーが D. meridiei と  D. 

Orientis の類似度がそれぞれ 95.2

（95.3）％，96.2（96.4）％である．

よって，本研究ではDehalococcoides

と電極間の電子伝達を担う可能性が

ある Desulfosporosinus 属細菌の類

縁種の新種を獲得した． 

（４）共培養による検証 

本実験では，Dehalococcoides と

Desulfosporosinus の純粋株を同時

にカソードセルに接種した．単独培

養（図３Bと図３C）においての脱塩

表 2 単離株と既知株の類似性  

Similarity (%) D.meridiei D.Orientis Colony-1 と２ 

Colony-1 95.2 96.2 
99.6 

Colony-2 95.3 96.4 

 
図 2 属レベルの菌叢組成（1%以上抽出） 

（B:カソードバイオフィルム，C:カソード液） 

 

図 3 TCE と脱塩素化生成物濃度の経時変化 
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素化の未進行に比べ，共培養系（図３A）の系において高濃度のエチレンが生成された．よって

Desulfosporosinus が 当 初 狙 っ て い た 機 能 微 生 物 の 一 種 で あ る と 示 唆 さ れ た ．

Desulfosporosinus が水素の生成を促進することによって電極―Dehalococcoides 間の電子伝達

を担ったと明らかにした． 
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