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研究成果の概要（和文）：酢酸生成微生物により二酸化炭素を酢酸に変換する技術は有望と考えられているが、
高濃度水素が必要である点が課題となっている。本研究者らは固体腐植ヒューミンを細胞外電子供与体として二
酸化炭素が酢酸に変換される新規な微生物反応を見いだした。そこでその反応を担う酢酸生成微生物とその条件
を解明するとともに、その電子伝達機構の解析を行った。酢酸生成微生物の中でMoorella thermoaceticaが酵母
エキス存在下で固体腐植ヒューミンの細胞外電子を利用して二酸化炭素固定・酢酸生成ができることが明らかと
なった。また、固体腐植ヒューミン中の還元型硫黄が高密度に電子を保持できる官能基であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：A technology that converts carbon dioxide into acetic acid using acetogenic 
microorganisms is considered promising, but the problem is that it requires high concentration of 
hydrogen. We have found that anaerobic microbial reaction converts carbon dioxide into acetic acid 
using solid-phase humin as extracellular electron donor.  In this study, we have conducted a study 
to elucidate the microorganisms that utilize solid-phase humin as extracellular electron donor and 
the conditions required for the microbial utilization, as well as the novel electron transfer 
mechanisms. In the acetogenic microorganisms, Moorella thermoacetica was able to utilize 
extracellular electrons in solid-phase humin for carbon dioxide fixation and acetic acid formation 
with the presence of yeast extract. Reduced sulfur in solid-phase humin was also suggested to hold 
electrons with high density in the matrix. 

研究分野： 環境工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
地球温暖化が進む現在、二酸化炭素固定化技術の開発は人類にとっての最大の緊急課題である。本研究は、その
中で有望視される酢酸生成微生物を用いた技術の弱点である高濃度水素の必要である点を回避して、二酸化炭素
固定を行う技術の開発につながることが期待される。本研究を通して、水の電気分解は起こらない（水素供給の
無い）温和な条件で、酵母エキス存在下、世界最高レベルの24.2mg-酢酸/L/日が達成され、今後の技術開発につ
ながる成果が得られた。また、この細胞外電子伝達の現象は自然界における嫌気性微生物生態系のエネルギーの
流れを明らかにするものとしても意義深いものである。

※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 

 
地球温暖化が進む現在、二酸化炭素固定化技術の開発は人類にとっての最大の緊急課題

である。再生可能エネルギーへの代替、植物光合成による二酸化炭素固定化、地下貯留技術

などの研究が進められている。特に二酸化炭素を有用物質へ変換する技術が必要とされ、多

様な二酸化炭素変換技術が研究されている（環境省）。二酸化炭素を有機酸に変換する非光

合成独立栄養微生物（酢酸生成微生物）を用いる技術は、その一つとして注目されている。

反応に必要不可欠な水素を、水の電気分解によって供給することによって、微生物の生化学

経路に応じた特定生成物(例えば酢酸)を二酸化炭素から生産できることから、盛んに研究が

進められている（例えば、Aryal et al Bioelectrochem., 128, 83-93,2019）。この方法は、光

合成生物を使う場合と異なり高密度化が可能であることから、二酸化炭素固定化技術とし

て有望視されている。しかし、微生物が二酸化炭素を酢酸に還元するためには、水素が高濃

度必要（電位で言えば標準水素電極基準で-414mV（Eo’、対 標準水素電極電位(pH7)、以下

同様）という高い還元エネルギーレベルが必要）とされている（Cord-Ruwisch et al, Arch. 

Microbiolo., 149, 350-357, 1988）。電極と細胞の間で直接電子授受ができる電気活性微生物

であり且つ酢酸生成微生物でもある微生物種を用い、その電気培養による二酸化炭素固定

か技術が盛んに研究されている。しかし殆どの場合、水の電気分解による水素発生を伴う条

件（Eo’＝－400mV よりも還元的条件）で行われている（例えば、Aryal et al, Biores. Technol., 

233, 184-190, 2017）。酢酸生成微生物による二酸化炭素還元－酢酸生成反応には外部から

の水素供給が必須とされていた（例えば、Luijten et al, Environ. Microbiol., 6, 646–650, 

2004） 
 
２．研究の目的 

 
この様な背景の中、申請代表者の研究グループは、土壌や底質中に含まれる固体腐植ヒュ

ーミン（腐植物質のなかで酸アルカリに不溶の画分）が多様な微生物に対して細胞外電子伝

達能力を持ち、嫌気性微生物の脱ハロゲン反応、鉄還元反応、硝酸還元アンモニア生成反応、

脱窒反応を促進する事を世界に先駆けて明らかにしてきた（例えば Zhang ら, JBB, 119, 

188-194, 2015）。また、有機無機複合体である固体腐植ヒューミンは、有機画分に細胞外電

子伝達能力を有し、等電点は平均的に－100mV～+100mV であることを明らかにしてきた。

更に、独立栄養条件にある酢酸生成菌を含む非光合成微生物群に固体腐植ヒューミンを唯

一のエネルギー源として加えたところ、電気培養でないにもかかわらず二酸化炭素から酢

酸を生成する（反応 Eo’＝－280mV）ことが見いだされた。この発見は、非光合成微生物に

よる新規な二酸化炭素固定法として期待される（特願 2019-183411、令和元年 10 月 4 日出

願）。この酢酸生成反応には、これまで未知の二酸化炭素の還元メカニズムが存在するもの

と推定された。酢酸生成微生物が二酸化炭素を酢酸に変換するには水素供給が不可欠とさ

れているためである（Wood-Ljundahl 経路）。即ち、水素の持つ還元エネルギー（Eo’＝－

414ｍV）を利用して、細胞内に NAD(P)H（Eo’＝－320ｍV）やフェレドキン（Eo’＝－420

ｍV）還元型を生成し、二酸化炭素を酢酸に還元（Eo’＝－280ｍV）するものと考えられて

いる (例えば、Westphal et al, J. Bacteriol., 200, e00357-18, 2018)。しかし、水素に比べ

て酸化還元電位が酸化側（低エネルギーレベル）にある固体腐植ヒューミンからの細胞外電



子供与では、酢酸生成に必要な還元エネルギーが不足すると考えられ、説明できない。そこ

で本研究では、この固体腐植ヒューミンをエネルギー源とする酢酸生成微生物の細胞外電

子伝達とその二酸化炭素還元機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
(1) 固体腐植ヒューミンを電子供与体とする酢酸生成微生物の分離 

 固体腐植ヒューミンを電子供与体とする嫌気性酢酸生成微生物群の集積物を既に得てい

るが、分離に必要な更なる集積を行う。分離のためには、酢酸生成微生物を高度に集積する

ことが必要であるため、固体腐植ヒューミン、硫化鉄、塩化ナトリウム、硫酸マグネシウム

等の条件を変えて集積し、二酸化炭素固定―酢酸生成速度の高い条件を明らかにし、固体腐

植ヒューミンを電子供与体として用いる酢酸生成微生物の集積を行った。また、酢酸生成微

生物は増殖が遅く、分離に困難な場合は菌株保存機関より想定微生物菌株（集積微生物群に

多くみられる Clostridium 類縁微生物）を購入し、固体腐植ヒューミンを電子供与体として

利用できる微生物菌株を探索した。 

 

(2)固体腐植ヒューミンを電子供与体として利用する酢酸生成微生物の反応条件の解明 

 水の電気分解による水素発生が起こらない温和な条件下で、固体腐植ヒューミンを電子

供与体として二酸化炭素固定―酢酸生成を行う酢酸生成微生物を選抜し、その反応条件を解

明するために、水素および酵母エキス等の有機炭素源の影響を調べた。 

 

(3) 酢酸生成微生物の電子供与体となる固体腐植ヒューミンの特性解析 

 固体腐植ヒューミンが二酸化炭素固定－酢酸生成反応の電子供与体として機能するため

には、その構造の中にEo’＝－280ｍVよりも還元的な部位が存在するものと推定される。そ

こで、固体腐植ヒューミンの化学的および電気化学的特性解析を行って、酸化還元に関与す

る官能基の解析を行った。 
 
４．研究成果 

 
(1) 固体腐植ヒューミンを電子供与体とする酢酸生成微生物 

 固体腐植ヒューミンおよび水素の両方を電子供与体とする酢酸生成微生物群を集積して、

特性を調べた。二酸化炭素固定－酢酸生成活性は、硫化鉄(0.2g/L)により 14 倍に高まった

が、硫酸マグネシウム(0.02g/L)および塩化ナトリウム（>6g/L）で阻害された。固体腐植ヒ

ューミンの細胞外電子を利用するためには、水素が必要であった。酢酸生成活性は持ってい

るが水素を電子供与体として固体腐植ヒューミンを電子供与体として利用できない微生物

群を集積して、群集構造を 16S rRNA 部分配列により比較したところ、両者ともクロスト

リジウム類縁菌が優占し、主要微生物群の種に違いは見られず、固体腐植ヒューミンの細胞

外電子伝達利用性はマイナーな微生物種により左右されるものと推察された。そのため、集

積・分離のアプローチをやめて、菌株保存機関から酢酸生成微生物を購入して、それらの固

体腐植ヒューミンの細胞外電子利用性を調べたところ、Moorella thermoacetica が細胞外

電子を利用して二酸化炭素固定―酢酸生成できることが明らかとなった。 

 

(2) 酢酸生成微生物が固体腐植ヒューミンを電子供与体として利用条件の解析 

酢酸生成微生物Moorella thermoaceticaを、固体腐植ヒューミンを用いた2槽式電気培養



系で培養し、二酸化炭素固定―酢酸生成活性に対する陰極電位、酵母エキス、二酸化炭素の

有無の効果を調べた。酵母エキス、二酸化炭素の存在下、陰極電位－300mVで、24.2mg-酢

酸/L/日が達成された。水の電気分解は起こらない温和な条件で世界最高レベルの二酸化炭

素固定活性が得られた。M. thermoaceticaは、電気活性微生物で電極から直接電子授受がで

きるとされているが、このときの供与電子の8割以上が固体腐植ヒューミンから供給されて

いた。一方、酵母エキスなしの条件では、全く二酸化炭素固定が起こらなかったことから、

この微生物が二酸化炭素固定をするためには、酵母エキスが必須であることが示された。 

 

(3) 酢酸生成微生物の電子供与体となる固体腐植ヒューミンの特性解析 

これまで、固体腐植ヒューミンの酸化還元反応には、キノン骨格およびペプチドグリカン

構造の関与が示唆されてきたが、酸化還元電位の低い二酸化炭素固定反応に対する電子供

与が可能な官能基は明らかとなっていなかった。腐食物質の酸化還元には炭素以外の窒素

や硫黄の関与の研究が必要とされていること、また上述したように硫化鉄によって二酸化

炭素固定―酢酸生成反応速度が高まったことから、固体腐植ヒューミン中の硫黄に注目した。

固体腐植ヒューミン中には硫黄は 0.9%未満しか含まれないが、その酸化数は-2 から+6 ま

で分布した。還元型および酸化型の固体腐植ヒューミンにおける硫黄の酸化状態変化を調

べたところ、約 19%の硫黄が、酸化還元可能であった。これは、1.2～17.1×10-5等量/g に相

当した。腐食物質中には含硫黄アミノ酸からなる部分構造があり、それらが有機物中に密に

存在することによって、低い酸化還元電位（高エネルギー電子）の源となっていることが推

察された。 
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