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研究成果の概要（和文）：二酸化炭素（CO2）の再利用を目指し、一酸化炭素（CO）とCO2との酸化還元両反応を触媒可
能なCOデヒドロゲナーゼを有するCO資化性微生物を海洋熱水環境や温泉から分離し、その生態学的分布を明らかにする
ことを目的とした。鹿児島県海底カルデラより、酸化鉄や硫黄化合物など多様な電子受容体と共役したCO酸化により水
素を生成する新属細菌を分離した。熱水環境において細菌群集の約10%を占める主要な環境微生物であることを示した
。

研究成果の概要（英文）：To construct a platform towards next-generation technology for recycling of carbon
 dioxide (CO2), we explored novel hyperthermophilic microorganisms possessing carbon monoxide dehydrogenas
es (CODHs) that can catalyze both CO oxidation and CO2 reduction (carboxydotrophic bacteria). We isolated 
a novel carboxydotrophic hydrogenogenic bacterium strain KKC1 from a marine sediment core sample. This bac
terium grew chemolithotrophically producing H2 from CO oxidation with reduction of oxidized iron or sulfid
es. We also showed that carboxydotrophic bacteria may be dominate in hot environments.
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１． 研究開始当初の背景 
一酸化炭素(CO)は炭素の不完全燃焼によ

り生じる無味、無臭、無色の可燃性有毒ガス
で、極めて強い還元性を有している。そのた
め CO は、ニッケル等常磁性金属の精製や還
元作用の強い水素ガスと触媒中で反応させ、
メタン、メタノール等 C1 以上の有機化合物
を合成する C1 化合物工業分野において極め
て重要な物質の 1つである。石油資源の枯渇
が危惧される将来、C1 化合物の供給が問題と
なるが、その初発物質となる CO を石油やコ
ークス等から生産しているため真の持続可
能な物質生産とはなりえない。そこで CO2 の
直接還元により CO を生産する新手法が模索
されているが、触媒金属と錯体を形成しやす
い性質により無機触媒化学的なアプローチ
ではその生産が困難である。そこで、CO2 + 2e

- 
+ 2H+ ⇔ CO + H2O の反応を自然界で行なう
Carbon monoxide dehydrogenase (CODH)が新
規触媒として注目されている。本酵素はメタ
ン菌をはじめとする絶対嫌気性菌から見出
されているが、培養困難種で本酵素は酸素暴
露で直ちに失活し大量発現系も確立されて
いない。そのため細胞収量が高い微生物の分
離と酸素耐性が強く高比活性を有する CODH
が求められている。 
 
２．研究の目的 
 人類の増加とその産業活動等により急速
な地球温暖化が深刻な問題となっているが、
その原因物質である CO2 の再利用を目指し、
CO⇔CO2 の酸化還元両反応を触媒可能な酵素
CODH(CO dehydrogenase)を有する一酸化炭素
資化性微生物を海洋熱水環境から分離し、本
酵素を利用することにより CO2 からメタン、
メタノール等 C1 化学物質の初発物質である
CO を生産し持続的低炭素社会の基盤を創生
する。 
 具体的な全体構想としては、化石燃料から
生じる地球温暖化ガスであるCO2を再利用す
るため、CO 等を含む火山性ガス成分の多い海
洋熱水環境から高い CODH 活性を有する CO資
化性微生物を分離する。次に本種由来 CODH
遺伝子の発現系を確立し、CO2 からメタン、
メタノール等炭素数１の有機化合物合成の
初発物質である CO を本酵素の触媒反応によ
り生産し、石炭、石油に代わり得る CO2 から
の C1 化合物やポリマーの生産基盤を構築す
る。 
 
３．研究の方法 
(1)サンプリング候補地の検証と環境測定 
利用価値の高い高酸素耐性で好熱性 CO 資化
性微生物の生息域として、高温で高濃度 CO
が存在する火山性海洋熱水環境に生息する
CO 資化微生物には耐塩性も期待できる。本研
究では、鹿児島県指宿市山川の沿岸熱水孔、
周辺の火山性温泉である鰻温泉、長崎県雲仙
温泉および静岡県伊豆半島に位置する6か所
の温泉源泉を代表的な試料採取地とした。ま

た、鹿児島県薩摩硫黄島近海の海底カルデラ
(鬼界カルデ)内より採取された堆積物のコ
アサンプルを入手したので CO 資化性微生物
の探索試料とした。各地の火山性熱水環境の
温度、pH、CO 濃度および酸素濃度を測定し、
CO 資化菌の分布状況を調査した。 
 
(2)微好気性好熱性CO資化性微生物の探索と
分離 
熱水環境試料からの微好気性好熱性 CO 資

化微生物の分離培養を行った。炭素源を含ま
ず鉄や硫黄化合物を電子受容体とする数種
類の培地を準備し、気相の CO 濃度を 100％と
してブチルゴム栓付き試験管を用いて集積
培養を行った。細菌の増殖が確認された試験
管より培養液を採取し、限界希釈法を繰り返
すことによって純粋培養株を得た（図 1）。 
また、現場熱水環境試料の一部は DNA クロ

ーン解析に供し、16S rDNA と既知 CODH 遺伝
子を対象としたPCR法による遺伝子の検出を 
行った。得られた結果から、サンプリング地
点に分布する CO 資化性微生物とその系統学
的近縁種を推定した。 
 

図 1 培養方法 
 
(3)分離株の性状解析 
分離株の生理学的性状は、気相中 CO 濃度

の測定をガスクロマトグラフィーを用いて
分析し、細胞密度をはじめ CO 資化能と水素
生産量を測定して調べた。CO 資化性分離株に
ついては、分子系統解析と詳細な分類学的性
状および生理学的性状の解析を行った。次に、
培養細胞を遠心分離した後集菌して嫌気下
にて菌体を破砕し、nativePAGE を行って活性
染色法により CODH 活性を測定し、本酵素活
性の有無を調べる。 
 
４．研究成果 
(1)新規 CO 資化性菌の分離と性状 
鹿児島県薩摩硫黄島近海の海底カルデラ

(鬼界カルデ)内より採取された堆積物のコ
アサンプル TKR04(2.46 m)を用いた。TKR04
コアの中央部の堆積物を無機人工海水培地
ASW（pH 7.5）の入った試験管に接種し、気
相を 100% CO に置換した。還元剤として硫化
ナトリウム水溶液を加えて培地を嫌気条件
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にした後、種々の温度と pH 条件下で集積培
養を行った。 
その結果、65 ℃の培養条件下で H2 生成を

伴った CO 消費と、桿菌の増殖が見られた。
この集積培養をチオ硫酸添加ASW培地を用い
て嫌気チャンバー内で限界希釈法に供し、水
素と硫化水素を生成する KKC1 株の分離に成
功した。 
KKC1 株の 16S rRNA 遺伝子配列について ML

系統解析を行った。KKC1 株は、最近縁な
Moorella属細菌との相同性は89－91 %と低く、
分子系統学的に新規性の高い株であることが
分かった。KKC1株は1.0-3.0 µmの桿菌であり、
胞子形成能を有していた。最適増殖条件は
65 ℃、pH 7.5、塩濃度 2.4 % (w/ v)であった。
Moorella 属細菌は土壌や温泉などから分離さ
れており、海洋環境由来の株は報告されておら
ず、増殖塩濃度は 2 % w/ v 以下である。一方、
KKC1 株は 14% w/ v（最適 2.4 % w/ v）と高い
塩濃度条件下でも増殖できた。Moorella 属細
菌が有機物発酵により増殖できるのに対して、
KKC1 株は有機物を資化するのに電子受容体を
必要とした。また、KKC1 株は、酸化鉄(III)、
チオ硫酸、亜硫酸、フマル酸など多様な電子受
容体を用いて CO を資化することができ、特に
水素生成 CO 資化性好熱細菌において亜硫酸還
元と共役した CO 酸化は初めての報告である。
KKC1 株は分子系統学的かつ生理学的に新規な
微生物であったため、KKC1 株を標準株とした
新属新種細菌 Calderihabitans maritimusを提
唱した（図 2）。 

 
図 2．KKC1 株のネガティブ染色像 
 
既知の海洋性の水素生成 CO 資化性好熱細

菌や古細菌には、KKC1 株のように鉄をはじめ
とする様々な電子受容体を用いた CO 代謝系
は報告されていない。本研究により、海洋環
境においても、CO を基質とした多様な微生物
代謝系が存在する可能性が示された。 
静岡県伊豆半島に位置する 6か所の温泉源

泉を中心に CO 資化菌の探索を試みた。その
結果、慈雲寺地区試料より 9 つの CO 資化集
積培養系を得た。これらに対して16S rRNA ク

ローン解析を行ったところ、国外において分
離事例のある CO資化性菌 Carboxydocellaと
Thermolithobacterの近縁配列を得た。また、
CO 資化性能の知られていない菌に近縁な配
列も得られ、本地点の細菌群集は多様な CO
資化細菌から構成されているものと推察さ
れた。 
一方、雲仙温泉試料や山川温泉試料からは

明確に CO 資化を示す集積培養を得ることは
できなかった。 
 
(2)環境における CO 資化性菌の定量的検出  
(1)で示した通り、これまで分離事例のな

い海底堆積物中より水素生成 CO 資化性好熱
菌の分離に成功した。また、伊豆半島から国
内では初発となる複数の CO 資化菌を含む集
積培養を得た。また、当研究室での以前の研
究により、鹿児島県の酸性高温温泉である鰻
温泉からも水素生成 CO 資化性好熱菌を分離
することに成功しており、本微生物が多様な
環境に幅広く分布する可能性を示してきた。
そこで、CO 資化性菌の生態とその環境におけ
る役割を明らかにすることを目的とし、鰻温
泉において Carboxydothermus 属細菌の分布
を定量的に明らかにした。 

Carboxydothermus 属細菌として当研究室
で分離した C. pertinax に加え、現在 C. 
hydrogenoformans、 C. ferrireducens、 C. 
siderophilusおよび C. islandicusの 4種が
発見されており、C. ferrireducensを除いた
4種は CO 代謝産物として H2を生成する。そこ
で、Carboxydothermus 属細菌の CODH の一つ
である CODH-II 遺伝子（cooS-II）を標的と
した qPCR 法を開発した。Carboxydothermus
属細菌は嫌気性好熱菌であるため、温度依存
的に分布し、嫌気度の高い環境に多く分布す
ると考えられたため、鰻温泉より温度の異な
る 3地点(低温、中温、高温)から堆積物を採
取し、表層からの 1.5 cm 毎に区切った 3 つ
の層準を試料画分とした。これらの試料から
環境 DNA を抽出し、cooS-II および細菌と古
細菌の 16S rRNA 遺伝子コピー数を qPCR 法に
より定量した。 
まず、温泉環境からの効率的な DNA 抽出法

を検討したところ、市販の土壌 DNA 抽出キッ
ト（ニッポンジーン社製）を用いると、得ら
れる DNAの精製度と回収率ともに高く PCRの
阻害も認められなかった。 
本手法により得た DNA を qPCR 法に供した

ところ、中温の 0－1.5 cm 層準で cooS-IIコ
ピー数が 9.45×105 copies/ g sediment と最
も大きく、細菌の 16S rRNA 遺伝子コピー数
(8.72×106 copies/ g sediment )の 10.8%に
相当した。同様に、中温の 1.5－3.0 cm 層準
でも cooS-II と細菌の 16S rRNA 遺伝子コピ
ー数の比が 4.17%と高い値が得られた。qPCR
産物の配列を解読したところ C. pertinaxの
cooS-II部分配列と 99-100 %一致した。 
中温サンプルで cooS-IIコピー数が最大とな
ったのは、温度が C. pertinaxの増殖可能な



範囲にあるためだと考えられた。また、嫌気
的かつ温度条件が適していた下層よりも表
層に多く cooS-II が検出されたため、
Carboxydothermus 属細菌には温度や酸化還
元電位の他にも分布に影響を与える環境要
因（有機物濃度、栄養条件、共生菌の存在な
ど）があると考えられた。 
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