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研究成果の概要（和文）：土壌・底質に分布する腐植物質の中で酸でもアルカリでも不溶の固体腐植ヒューミンが、ペ
ンタクロロフェノール（PCP)を還元的に脱塩素する嫌気性微生物群の細胞外電子伝達物質として機能することを明らか
にした。同じ土壌由来の腐植酸では機能しなかった。FT-IR、NMR、ESR、成分分析、サイクリックボルタンメトリ解析
から、ヒューミンの酸化還元中心がキノン骨格および鉄錯体であることが推定された。還元型ヒューミンを電子供与体
として、PCPを電子受容体として脱ハロゲン呼吸を行う新規なDehalobacter属細菌の存在が推定された。電子伝達はヒ
ューミンと微生物細胞の間で直接行われていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Solid-phase humin, a fraction of humic substances in soil and sediment which is no
t soluble in any pH condition, was found to function as external electron mediator for the anaerobic conso
rtium reductively-dechlorinating pentachlorophenol. The humic acids extracted from the same source did not
 support the pentachlorophenol dechlorination. The redox-reacting centers of humin were suggested to be qu
inone structure or iron-organic acid chelating complex, based on the analyses using FT-IR, NMR, ESR, cycli
c voltammetry. It was suggested that a novel Dehalobacter sp., requiring reduced-form humin as electron do
nor and pentachlorophenol as electron acceptor for the organohalide respiration, was present in the enrich
ed consortium. It was considered that the electrons transfer from humin to microbial cells directly.
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１．研究開始当初の背景 
有機ハロゲン化合物による土壌地下水汚染

は、日本のみならず世界中で大きな環境問題と
なっている。各種溶剤として使われた脂肪族塩
素化合物、絶縁体として使われたポリ塩化ビフェ
ニル、非意図的に発生するポリ塩素化ダイオキ
シン類、近年環境中濃度が上昇しつつある難燃
剤等の有機臭素化合物など様々な汚染が報告
されている。これらの汚染は、しばしば広範囲の
低濃度の土壌地下水汚染であり、安価で省エネ
ルギーである微生物技術による浄化が有力視さ
れている。 

有機ハロゲン化合物の微生物浄化では、環
境残留性と有害性を高める原因となっているハ
ロゲンを取り除く「脱ハロゲン反応」が重要である。
近年、嫌気微生物が還元的脱ハロゲン反応を
行って増殖する（ATP 生成とリンクしている）こと、
そこでは有機ハロゲン化合物が嫌気微生物の
電子伝達系（呼吸系）の最終電子受容体として
使われて還元的脱ハロゲン反応が起こること（い
わ ゆ る 「 脱 ハ ロ ゲ ン 呼 吸 」 ） が 解 明 さ れ
（Haeggblom & Bossert 監修 「Dehalogenation: 
Microbial processes and environmental 
applications 」 Kluwer Academic Publishers, 
Boston 501pp. 2003）、脱ハロゲン呼吸を行う
Dehalococcoides 属菌を利用した浄化技術が開
発されている。しかし、その還元的脱ハロゲン反
応の活性は、共存する細胞外電子メディエータ
に大きく影響を受けることが見いだされ（Van der 
Zee & Cervantes, Biotechnology Advances, 27: 
256-277, 2009）、その実態と微生物との共役機
構の解明が重要課題となっている。 

これまでの水溶性物質(画分)に注目した研究
によれば、キノン構造、アジン構造、コバルト等
の有機金属構造を持つ物質が細胞外電子メデ
ィエータとして働くことが見いだされている。キノ
ン構造を持つ水溶性物質アントラキノン-2,6-ジス
ルホン酸(AQDS)は研究例が多く、微生物が
AQDS を還元して生成するアントラハイドロキノ
ン-2,6-ジスルホン酸が、四塩化炭素やヘキサク
ロロエタンの脱塩素反応を促進することが報告さ
れている。また、腐植物質（フミン質）のキノン構
造を有する水溶性画分が還元的脱塩素反応を
促進する例も観察されている（例えば Kappler & 
Haderlein, ES&T, 37: 1714-2719, 2003 や、Wang
ら J. Hazard. Materials, 164: 941-947, 2009）。こ
のことは、嫌気微生物の電子伝達系と細胞外電
子メディエータ間で電子を授受（共役）できれば、
還元的脱ハロゲン反応を促進できることを示唆
している。しかし一方で、AQDS や腐植物質によ
って四塩化ビフェニルの還元的脱塩素反応が
完全に阻害された例（Cutter ら Appl. Environ. 
Microbiol. 64: 2966-2969, 1998）もある。この様
な違いが生じる理由は、まだ明らかにされてない。
これは、還元的脱塩素反応における嫌気微生
物と細胞外電子メディエータ間の電子授受機構
が解明されていないためであり、細胞外電子メ
ディエータの化学構造と機能に関し、更に詳細
な研究が必要と指摘されている(Watanabe ら
Curr. Opinion Biotechnol., 20:633-641, 2009）。

また、これらの研究の殆どは、水溶性物質に限
られてきた。自然の地圏環境の細胞外電子メデ
ィエータとして期待される腐植物質は、その大半
が水に不溶の固体である。従って、嫌気微生物
と細胞外電子メディエータとの電子授受機構を
解明し、地圏環境における脱ハロゲン化反応を
促進するためには、腐植物質の固体電子メディ
エータ機能に関する研究が必要不可欠と考えら
れる。しかし、固体電子メディエータに関する研
究は、殆ど手つかずのまま、残された課題となっ
ている。 
 
２．研究の目的 

これに対し、本研究代表者らは、ペンタクロロ
フェノール（PCP）を脱塩素化する嫌気集積培養
物の脱塩素活性に関し、水田土壌が無いと失わ
れ る こ と （ Yoshida ら  Sci. Total Environ., 
381:233-242, 2007）、多様な水田土壌に維持能
力がみられること（Kim ら Korean J. Environ. 
Agric., 23, 138-141, 2004）、更に、AQDS や水
溶性腐植酸（AldrichTM Humic acid）では維持で
きないが、水田土壌から抽出した非水溶性腐植
物質（ヒューミン画分）では維持できること(未発
表)を見いだした。これは、PCP 還元的脱塩素反
応において、(1)水田の非水溶性画分中に固体
電子メディエータとして働く特異的化学構造があ
ること、(2)その特異的化学構造を持つ非水溶性
有機物が広く水田環境中に分布していることを
示唆している。そこで、本研究では、水田土壌中
の固体電子メディエータの化学的実態と、その
脱ハロゲン活性化機構を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(A) PCP 還元的脱塩素反応を高める水田土壌
中に分布する固体電子メディエータの特異的化
学構造の解明 

土壌に広く分布する固体電子メディエータは、
キノン構造を持つ腐植成分と予想される一方で、
水田土壌由来のペンタクロロフェノールを脱塩
素する嫌気集積培養物では、モデル腐植物質
としてしばしば用いられ、またキノン構造を持つ
AQDS や AldrichTM Humic Acid では脱塩素活
性が失われた(予備試験結果)。これまでに知ら
れている電子メディエータには、キノン構造の他
に、アジン構造およびシアノコバラミンの様な金
属を活性中心とする有機金属が報告されている。
固体電子メディエータの特異的構造を明らかに
するために、以下の研究を行う。 
 各種土壌およびモデル化合物の PCP 脱塩

素活性の維持能力の評価 
 脱塩素活性を高める土壌画分の化学的解

析 
 脱塩素活性を高める土壌抽出画分の共通

構造を持つモデル化合物の合成と脱塩素活
性維持能力の評価 

(B) 固体電子メディエータの還元的脱塩素反応
における役割の解明 

嫌気微生物と固体電子メディエータが電子授
受を行う際に、電子受容体および電子供与体の



二つの機能が予想される。ペンタクロロフェノー
ル還元的脱塩素反応において、酸化型および
還元型の固体電子メディエータを用いて、PCP
脱塩素嫌気微生物にとっての電子受容体なの
か、電子供与体なのかを明らかにする。 
(C) 固体電子メディエータと微生物間の電子授
受メカニズムの解明 

固体電子メディエータが働くためには、単なる
電子の授受だけでなく、細胞表面の電子伝達系
との電子輸送メカニズムが必要である。そこで、
以下の 2 点を解析する。 
 走査型電子顕微鏡観察による微生物の付着

状態の解明 
 固体電子メディエータの電子輸送メカニズム

の解析 
 
４．研究成果 
(A) PCP 還元的脱塩素反応を高める水田土壌
中に分布する固体電子メディエータの特異的化
学構造の解明 
 各種土壌およびモデル化合物の PCP 脱塩

素活性の維持能力の評価 
腐植酸、ヘマチン、ヘミン、リボフラビン、

ナフトキノン、ハイドロキノン、ビタミン B12
は、いずれも嫌気性微生物の PCP 還元的脱塩
素反応を維持できなかった。一方、固体腐植
ヒューミンは異なる土壌由来および底質由
来のものもPCP還元的脱塩素反応を維持した。 
 脱塩素活性を高める土壌画分の化学的解

析 
腐植酸（殆ど灰分を含まない）とヒューミ

ン（灰分 50%以上）の FT-IR による分析（有
機物部分の官能基解析）では明快な違いは見
られなかった。固体腐植ヒューミンの PCP 脱
塩素反応を指示する電子伝達能力は、30%過
酸化水素水 30 分、0.1N 塩酸 48 時間、0.1N
塩酸ヒドロキシルアミン 48 時間、0.1M の 4
水素化ホウ素ナトリウム 15 時間、121℃加熱
30 分でも、電子伝達能力は失われなかった。 
固体腐植ヒューミンの特徴的な構造には

アリルカルボニル基があることがFT-IRおよ
び NMR スペクトルから推定された。アルカリ
条件で ESR シグナルが増加することから、お
そらくキノン構造が酸化還元中心の一つと
考えられた。元素分析では、コバルトと鉄の
含量が高かった。有機無機複合体が電子伝達
に関与している可能性もあるが、ここでは有
機無機複合体による電子伝達能の有無に関
する結論は得られなかった。 
 脱塩素活性を高める土壌抽出画分の共通

構造を持つモデル化合物の合成と脱塩素活
性維持能力の評価 
ハイドロキノン重合物を合成したが、PCP

脱塩素反応を指示しなかった。固体腐植ヒュ
ーミンの電子伝達能を示す官能基は不明の
まま課題として残った。 
一方で腐植酸を硫酸鉄(II)とゆっくり反

応させて得られる黒色粉末がPCP脱塩素素活
性を高めることを見出した。鉄画分を分かく
してPCP脱塩素活性の有無を調べた。すると、

ピロリン酸処理によって電子伝達能力が失
われた。従って、ピロリン酸で抽出される鉄
錯体が電子伝達に関与していることが推察
された。 
(B) 固体電子メディエータの還元的脱塩素反応
における役割の解明 
 4 水素化ホウ素ナトリウムを用いて、固体
腐植ヒューミンを化学的に還元し、炭素源を
抜いた培養系におけるPCP脱塩素反応に及ぼ
す影響を調べたところ、反応速度はやや低下
するがPCP脱塩素反応が進んだ。このことは、
PCP 脱塩素微生物が直接的に電子を固体腐植
ヒューミンから受け取った（ヒューミンは酸
化される）ことを示唆している。また、固体
腐植ヒューミンが電子供与体として酸化さ
れることから、固体腐植ヒューミンを還元す
る微生物も存在すると思われる。この様な電
子を媒介とした嫌気性微生物は固体腐植ヒ
ューミンが支える細胞外電子伝達系によっ
て生物－非生物ネットワークが土壌中に形
成されていることを示している。 
(C) 固体電子メディエータと微生物間の電子授
受メカニズムの解明 
 走査型電子顕微鏡観察による微生物の付着

状態の解明 
走査型電子顕微鏡で観察すると、固体腐植ヒ

ューミンがサンプル調整時の乾燥過程で縮んで
しまい、無機結晶鉱物（おそらくは 1:1 型粘土鉱
物）のみが観察され微生物細胞は殆ど観られな
かった。そこで、エチジウムブロミド染色を行って
蛍光顕微鏡で観察したところヒューミンの膨潤性
の有機物の上に微生物細胞が点在して付着し
ていることが観察された。このことは、固体腐植ヒ
ューミンは微生物の棲み場所として機能するとと
もに、微生物が付着することによって固体腐植ヒ
ューミンとの電子授受を可能としているらしいこと
が、明らかとなった。 
 固体電子メディエータの電子輸送メカニズム

の解析 
輸送メカニズムについて考察した。固体腐

植ヒューミン無しではPCP脱塩素反応が起き
ないことから、脱塩素微生物群から電子伝達
物質が分泌されて電子伝達を行っている可
能性は低い。これまでに知られているメカニ
ズムは電気伝導性繊毛によるものかC型チト
クロームの直接接触によるものが報告され
ているが、ヒューミンの場合はどの様な電子
伝達メカニズムを採るのかは不明であった。
ヒューミン上に増殖が観察される微生物は、
新規な Dehalobacter 属細菌であることが推
察された。 
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