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研究成果の概要（和文）：生物窒素固定の省エネルギー且つ高活性化を目的とし、窒素固定微生物の細胞外電子
供与による高活性化と、酢酸生成微生物の二酸化炭素固定による有機炭素源供給からなる共培養系を構築した。

研究成果の概要（英文）：For energy-saving highly efficient biological nitrogen fixation, a 
co-culture system was developed with a highly-efficient nitrogen-fixing microorganism utilizing 
extracellular electron donation, and with an acetogenic microorganism fixing carbon dioxide for 
providing organic carbon source. 

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
本研究は、嫌気性の電気的空間における共培養系における微生物の生態という、これまでに無かった新たな工業
的微生物学の一側面を拓くものである。
また、本研究の生物電気化学システムが機能すれば、これに太陽電池や小型水力発電のような小型発電装置を組
み合わせることによって、再生可能エネルギーのみを利用した二酸化炭素と窒素を同時に固定するシステムへと
発展させることが可能で、地球環境保全上の大きな貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

窒素肥料は、高温高圧を用いるハーバーボッシュ法による空中窒素固定法で製造される

が、世界エネルギー消費量の約 1%を占め、この工業的製造法の省エネルギー化は喫緊の課

題となっている。常温常圧で進む生物窒素固定は省エネルギーであり期待されているが、高

活性化が必要とされている。近年、メチルビオローゲン等の水溶性電子伝達物質を用いて窒

素固定酵素に直接電子供与を行って窒素固定を行う試みがされている(例えば Badalyan ら、

ACS Catal 9, 1366, 2019)。しかし、これらの酵素電気化学システムでは、窒素固定酵素ニ

トロゲナーゼが酸素により失活しやすいこと、水溶性メチルビオローゲンに除草活性があ

り且つヒト有害性があることから、農業技術として実用化をする上での課題となっていた。

これに対し、本研究申請者らは、固体腐植ヒューミンとその類似物質を用いた細胞外電子供

与によって多様な窒素固定微生物を細胞レベルで高活性化できることを明らかにしつつあ

った（Deyら Scientific Reports, 11, 6567, 2021）。固体腐植ヒューミンおよびその類似物

質は、無害で化学的にも安定な固相細胞外電子伝達物質である(Pham ら Chemosphere, 

269，128697，2021)。これまで、細胞レベルでの窒素固定微生物の高活性化の研究例は無

く、また固相の細胞外電子伝達物質が多様な窒素固定微生物を活性化できることが報告さ

れた例はなかった。また、これまで、細胞外電子伝達物質を用いた研究は、アントラキノン

-2,6-ジスルホン酸やメチルビオローゲンの様な水溶性物質の研究が殆どで、固相の細胞外

電子伝達物質を用いた研究は、本申請者らによるもの以外は殆ど無かった。実用化を想定し

た場合、水溶性の細胞外電子伝達物質を用いた場合は、反応系からの流出が問題となるため、

固相の細胞外電子伝達物質を用いるか、もしくはその様な外部物質を使わない方が、実用化

の上で有利と考えられた。また、微生物細胞を用いる窒素固定の促進技術では、微生物の窒

素固定を促すエネルギー源・炭素源として多量のマンニトールなどの有機炭素源を用いて

いた点も問題であった。実用化に向けては、有機物供給が不要となる様な方法を考える必要

があった。この点を二酸化炭素固定によって有機炭素を供給する方法によって解決するこ

とが考えられた。しかし、窒素固定微生物の細胞維持・活性化のために、二酸化炭素固定（酢

酸生成）微生物の共培養系を構築して有機炭素源を供給するという、微生物を複数種用いて

反応をデザインする事は、嫌気性微生物を対象とした研究では、これまで申請者の実験例

（例えば Liら Bioresouce Technol., 176, 225-232, 2015; Laskarら IJERPH 16:2873, 2019

など）を除いて殆ど無かった。また更に、そのような共培養系を生物電気化学システムで実

施した例は無かった。 

 

２．研究の目的 

 

そこで本研究では、窒素固定微生物を細胞ごと用いて固相電子伝達物質を介した電子供与

による高活性化システムの構築を行う。最も活性の高い生物窒素固定は、マメ科植物と窒素

固定微生物の共生系である。そこで、本研究では、マメ科植物と窒素固定微生物の共生系（根

粒）にみられる高エネルギー源供給系を、細胞外電子伝達を介した嫌気性酢酸生成微生物と

好気性窒素固定微生物の共生系（電気共生系）を作出し、二酸化炭素と空中窒素の同時固定

を実現することを目的とする。これまで、根粒等の共生的窒素固定の解析は数多く行われて



きたが、その反応場を人工的に再構成する試みは殆ど行われていない。本研究では、嫌気性

の細胞外電子伝達場で嫌気性酢酸生成微生物による二酸化炭素還元による有機酸生成と、

窒素固定微生物による高効率窒素固定の同時実現することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、まず（1）細胞外電子伝達系を利用して二酸化炭素還元できる嫌気性酢酸生

成微生物と、(2)同様の嫌気性条件で働く窒素固定微生物を選抜した。次に（3）酢酸生成微

生物と窒素固定微生物が共培養の可能な条件を探索し、電気培養を行い、その窒素固定活性

を評価した。 

 

４．研究成果 

 

（1） 細胞外電子伝達系を利用して二酸化炭素還元できる嫌気性酢酸生成微生物の選抜 

 細胞外電子を利用して二酸化炭素固定できる嫌気性微生物の培養条件を検討して、共培

養に適したものを選抜した。 

 

（2） 細胞外電子伝達系を利用し且つ酢酸を利用する窒素固定微生物の選抜 

好気性嫌気性の両者を含む多様な従属栄養窒素固定微生物を菌株保存機関から購入し、培

養条件を検討して、共培養に適した窒素固定微生物を選抜した。 

 

（3） 酢酸生成微生物と窒素固定微生物の電気共培養系の構築 

 まず酢酸生成微生物と窒素固定微生物の共培養系が可能であることを確認した後、電気

培養を行い窒素固定することに成功した。 
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