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研究成果の概要（和文）：環境浄化で重要な嫌気性微生物の還元反応に対しエネルギー源として働く還元型固体
腐植の生成維持機構の解明を目指し、固体腐植ヒューミン（酸アルカリに不溶の腐植物質）に含まれる酸化還元
構造と、電気化学特性、および固体腐植ヒューミンを還元する嫌気性微生物群を調べた。電子供与能の異なる固
体腐植ヒューミンにおける各種スペクトルの比較解析から、細胞外電子伝達へのペプチドグリカン構造の関与が
示唆された。電気化学インピーダンス法による電気化学特性解析は微生物代謝の傾向とは一致するが、特性値は
異なった。固体腐植ヒューミンの還元が見られる系で嫌気性微生物群は、その9割以上がClostridiales目に属し
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the formation and maintenance mechanism of 
solid-phase　humic substance (humin, humic substances insoluble in any pH), functioning as energy 
source for the reducing reactions of anaerobic microorganisms, important reactions for environmental
 remediation. Carried out were the chemical structural analysis of redox center in humin, its 
electrochemical characterization, and the analysis of community structure of anaerobic microbial 
consortium reducing humin. The comparative study of the various spectra for humins with different 
extracellular electron mediating efficiencies suggested the association of peptide glycan structure 
in the extracellular electron mediating function. Electrochemical analysis using electrochemical 
impedance spectra showed the trend agreeing with the microbial metabolism but not with the values. 
Microbial consortium containing the reaction of humin reduction was composed of mostly Clostridiales
 (>90%). 

研究分野：環境生物工学

キーワード： 固体腐植ヒューミン　細胞外電子伝達　化学構造解析　嫌気性微生物　最終電子受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌や底質に広く存在する腐植物質、特にその中でもかなりの割合を占める有機無機複合体である固体腐植ヒュ
ーミンが、嫌気性微生物に対して電気的エネルギー源として機能する機構の解析は、これまで不明であったエネ
ルギー欠乏条件の自然環境の中で生残する微生物戦略の解明につながると同時に、それを利用して環境中で得ら
れる小電力を利用した自立分散型の環境浄化システムの構築の端緒にもつながるものとして期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、Geobacter属や Shewanella 属のグラム陰性鉄還元細菌が、electroactive（細胞外の固体電
極と電子授受を直接行う電気活性微生物、いわゆる発電菌）であることが見いだされ、これを利
用した微生物発電や物質合成に関する研究が盛んに進められている（Lovley & Kelly, 2013）。電
気活性微生物の細胞外電子伝達は、導電性繊毛（ナノワイヤー）か C 型チトクロームタンパク
を介して行われる。一方、非電気活性微生物の場合は水溶性電子伝達物質（フラビン、アントラ
キノン-2,6-ジスルホン酸(AQDS)、水溶性腐植酸など）を介して固体電極との電子授受が行われ
る。非電気活性微生物の細胞の内外境界を超えて水溶性電子伝達物質が電子輸送を担うと考え
られてきた。しかし、本申請者らは、ペンタクロロフェノールの還元的脱塩素反応を行う嫌気性
微生物 Dehalobacter属（Firmicutes門、グラム陽性）を含む微生物群が、固体腐植ヒューミン（あ
らゆる pH条件で不溶性の腐植画分）を細胞外電子供与体として電子を直接受取って呼吸（すな
わち脱塩素反応）することを見いだした（Zhang & Katayama, 2012；Zhang et al, 2014）。嫌気脱ハ
ロゲン呼吸菌は非電気活性菌と推定され、また水溶性腐植酸では脱塩素活性が消失したことか
ら、これまでと異なる新規な細胞外電子伝達機構が予想されている。驚くべきことに、一つの固
体腐植ヒューミンが、嫌気性脱臭素細菌（Zhang et al, 2013）、鉄還元菌、硝酸還元菌（Zhang et al, 
2015）など広範な非電気活性嫌気微生物の電子供与体として機能することが、本申請者らの研究
により明らかとなった。このことは、還元型固体腐植ヒューミンはエネルギー源(電子供与体)と
して地圏の多様な嫌気微生物反応を活性化することを示している。 
 
２．研究の目的 
固体腐植ヒューミンが細胞外電子伝達物質として機能する酸化還元中心は、キノン構造
（Zhang & Katayama, 2012）または、鉄ポルフィノイド様の金属キレート構造が推定されている
（Zhang et al, 2014）。この様な化学構造は大気条件下で比較的容易に空気酸化されるはずである
が、経験的に安定であることが知られている。一方、嫌気性微生物は固体腐植ヒューミンから迅
速に電子授受（酸化還元）を行っていることが観察されている（Zhang & Katayama, 2012）。こ
の独特の性質が生じる科学的根拠は不明のままとなっている。そこで、本研究では、固体腐植ヒ
ューミンの電気化学特性および酸化還元に関与する化学構造の詳細解析を行う。 
また、固体腐植ヒューミンの細胞外電子伝達機能を担う酸化還元中心を還元する微生物は、こ
れまで特定されていない。腐植物質を還元できる菌としては、Geobacter 属と Shewanella 属の電
気活性微生物が知られている。しかし、これらの菌は上記のペンタクロロフェノール脱塩素培養
物や硝酸還元培養物中には必ずしも検出されていない。これまで電気活性が無いと考えられる
細菌で腐植還元能をもつ細菌として、Corynebacterium 属、Bacillus 属、Pseudomonas 属、
Paenibacillus属、Thauera 属、Kocuria 属が報告されている（例えば Guoら、2016; Yangら, 2013）。
しかし、これらの細菌は、いずれも腐植物質の水溶性低分子モデル化合物である AQDS または
その類似物質を還元できることから「腐植還元能を有する」と判断されているに過ぎない。固体
腐植ヒューミンは電子伝達物質であるが、非水溶性であり、細胞内外境界を超える電子輸送は起
こらないため、固体腐植ヒューミンの微生物還元プロセス(蓄電)は、AQDSとは全く異なるメカ
ニズムによるものと考えられる。そのためには、固体腐植ヒューミンを還元する微生物を特定す
ることが必要であるが、固体腐植ヒューミンは無定型高分子とシリカアルミナからなる有機無
機複合体であるため一定の微生物群を集積することが難しい。そこで、固体腐植ヒューミンを電
子供与体とする脱塩素微生物群を用い、水素から固体腐植ヒューミンを介して電子供与する微
生物群の群集構造解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）固体腐植ヒューミンの電気化学特性の評価：固体腐植ヒューミンを電気材料としてとらえ、
その電気伝導度、電気容量を、乾燥状態、湿潤状態、および水で飽和した状態で測定した。この
測定は、複数種の固体腐植ヒューミンをあらかじめ酸またはアルカリで処理して H型および Na
型とした試料を用い電気化学インピーダンス法で行った。 
（2）固体腐植ヒューミンの化学構造の詳細解析：固体腐植ヒューミンとして抽出する方法が複
数知られている。複数の抽出方法で得られる固体腐植ヒューミンの化学構造を固体腐植ヒュー
ミン依存性脱塩素反応の活性と詳細比較することによって、細胞外電子伝達に関与する化学構
造を推定した。 
（3）水素から固体腐植ヒューミンを介して電子供与する微生物群の群集構造解析：固体腐植ヒ
ューミンを電子供与体として依存する嫌気性脱塩素微生物群は、通常の嫌気性脱塩素微生物群
が電子供与体として利用する水素を利用できない。そこで、水素を用いて固体腐植ヒューミンを
還元する微生物群を脱塩素微生物群とともに集積し、群集構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）固体腐植ヒューミンの電気化学特性の評価：各種の異なる土壌から得られた固体腐植ヒュ
ーミンをあらかじめ、酸またはアルカリで処理して、H型および Na型として、電気化学インピ
ーダンス解析を行った。固体腐植ヒューミンは粉体であるため、乾燥状態および湿潤状態では電
気抵抗が非常に高く測定が難しかった。そこで、水飽和条件下で測定を行ったところ、測定に成
功した。H型および Na型に殆ど差は見られなかった。等価回路を設定することによってナイキ



ストプロットから得られた電気抵抗値は絶縁物として考えられる値に近く、また電気容量は主
に有機画分に見られたが、得られた値が生物反応から推定される値と大きく異なることから、電
気容量の評価のためには、更なる測定解析法の検証が必要な事が示唆された。細胞外電子伝達能
力との比較から、有機画分が細胞外電子伝達を担っているものと推定された。 
（2）固体腐植ヒューミンの化学構造の詳細解析：同じ水田土壌から異なる方法で調製した固体
腐植ヒューミン 7 種の詳細化学構造解析と脱塩素微生物群に対する電子供与効果を比較した。
その結果、調製方法によって化学構造および電子供与効果が異なることが明らかとなった。ジメ
チルスルホキシド・硫酸可溶画分が固体腐植ヒューミンの調製方法として化学構造変化が少な
いことから推奨されているが、この方法で得られたものは細胞外電子伝達能が無かった。調製に
用いる化学成分が、得られる固体腐植ヒューミンの構造に影響することも明らかとなった。特に、
シンクロトロン光を用いた XPSおよび XAFS測定から、鉄およびフッ素が構造の中に取り込ま
れていることが示唆された。シンクロトロン光を用いた XPS 測定においては、チャージアップ
を防ぐために、銅の微粉末を用いる試料調製法を新たに考案し測定を可能にした。FT-IRスペク
トル、固体 13CNMR スペクトル、シンクロトロン光 XPS、固体 ESR、元素分析の結果から、固
体腐植ヒューミンの有機画分は、脂肪族炭素および炭水化物構造が優占し、C=O、O=C-N、O=C-
O の部分構造を有することが明らかとなった。嫌気性脱塩素微生物の活性との比較から、O=C-
N、O=C-Oの部分構造が細胞外電子伝達能と関連していることが示唆された。キノン骨格が細胞
外電子伝達機能を担うものと推定されてきたが、キノン骨格が検出されない固体腐植ヒューミ
ンにも細胞外電子伝達機能が見られたことから、細胞外電子伝達能へのキノン骨格の寄与は小
さいと考えられた。 
（3）水素から固体腐植ヒューミンを介して電子供与する微生物群の群集構造解析：固体腐植ヒ
ューミンに活性を依存する嫌気性ペンタクロロフェノール脱塩素細菌は、脱塩素反応に必要な
電子を固体腐植ヒューミンから直接得ることが判っている。そこで、この微生物群に対して固体
腐植ヒューミン還元のための化学物質として水素を供与して、ペンタクロロフェノールの脱塩
素反応から、水素から固体腐植ヒューミンを還元するまでの電子の流れに関与する微生物群の
群集構造解析を行った。培養条件は、気相を水素と二酸化炭素の混合ガス（4:1）とし、30℃で培
養した。培養物中には酢酸生成が観察された事から、水素から供与された電子は二酸化炭素還元
して酢酸となり、酢酸を分解して固体腐植ヒューミンを還元するという順で電子が流れている
ことが推定された。16S rRNA遺伝子の V3-V4領域を次世代シークエンサーで調べ、群集構造を
推定した。その結果、Firmicutes 門が優占（96%）し、続いて Proteobacteria 門（<3.5%）であっ
た。 Firmicutes 門は、殆どが Clostridiales 目に属し、 96%の内 63％が Tissierella 科
（Tissierella_Soehngenia）、30%が Lachnospira科で 96%の内の殆どを占めた。Geobacter 属細菌や
Shewanella 属細菌は検出され無かったことから、これらの微生物が、ヒューミン還元に関与する
ものと推定された。 
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