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研究成果の概要（和文）：新規蓄放電物質生成微生物を取得する為、嫌気的に微生物を分離した結果、本物質を
生成する単一微生物の分離に成功した。本物質の充電容量は約80 μAh mg-1であった。XRDおよびEDX解析から本
物質は鉄と硫黄で構成されたMackinawiteであることが判明した。本物質を添加した負極を装着した微生物燃料
電池（MFC）と本細菌を接種したところ、微生物からの電子移動と蓄電が確認された。ゲノム解析の結果、細胞
外電子伝達に関わるOmcBESTZやMtrABC-OmcA遺伝子は見出せなかったため、別の細胞外電子伝達機構が推定され
た。今後、本菌株の変異株を嫌気的に作成する方法を確立し生成機構の解明を進める。

研究成果の概要（英文）：We tried to isolate microorganisms anaerobically to obtain novel 
rechargeable material-producing microorganisms. We obtained a single microorganism enable to produce
 the material. Rechargeable capacitance was approximately 80 μAh mg-1.  XRD and EDX analyses 
revealed that this material consisted of iron and sulfur, which is known as mackinawite.  Microbial 
fuel cell equipped with anode including the material was run.  It was confirmed that electron 
transfer from cells to electrode and rechargeable were observed.  Genome analysis revealed that 
genes closely related to omcBESTZ and MtrABC-OmcA genes were not found, indicating that this strain 
has another extracellular electron transfer mechanisms.  In future plan, we establish the method for
 making mutant under anaerobic conditions and re-challenge to unveil the rechargeable 
material-producing mechanism of this strain.

研究分野： 微生物電気化学

キーワード： 微生物　ミネラル　細胞外電子伝達　微生物燃料電池　蓄電部材
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 微生物燃料電池は「微生物による有機物
の生物化学的変換によって生じるプロトン
と電子を用いて直接電気エネルギーを生産
する」装置であり、次世代型エネルギー生産
技術の一つとして期待されている。しかし、
電気生産密度が極めて低く、実用化には飛躍
的な効率化が必要とされている。ところが近
年、技術的改良や電気生産微生物に関する研
究が進み、発電効率と出力の飛躍的な伸びか
ら、実用化の可能性に光明が射しつつある状
況となっている。 
 しかし、実用化に向けた課題は、まだまだ
多いのが実状である。例えば、最も一般的な
プロトン交換膜 Nafion117 の性能を凌駕する
膜の開発や、複雑微生物系において高電気生
産微生物群（例えば Geobacter 属細菌）を適
切に制御する方法の確立など、未だ道半ばで
ある。現在、電極やプロトン交換膜などの「材
料の研究」、電気生産に関わる微生物やそれ
らの生態系を対象とした「微生物の研究」が
進展しているものの、国内外を問わず、新し
いブレークスルーが望まれている。 
 
(2) そのような状況の中、我々は、高電気生
産微生物の選択的集積化を図る研究を進め
る中で、極めて興味深い成果を得た。即ち、
微生物燃料電池を長期間運転した際、一時的
ではあるが極めて高密度の電流が生産（最大
値 3.9 A m-2）された。この要因を探るため、
微生物燃料電池から微生物群を取得し培養
したところ、黒色の沈殿物質が生成した。 
 そのため、「微生物と鉄酸化物の導電性複
合体」が形成されたのではないかと想定し、
黒色沈殿物質の成分分析を EDX（Energy 
Dispersive X-ray）により実施した。その結果、
酸素、チタン、リン等が検出され、これまで
の報告例とは異なる複数の元素で構成され
た物質であることが示された。なお、この物
質の詳細な特性については解明されていな
い。 
 電気化学的解析を実施した結果、本物質に
導電性が確認されたため、微生物燃料電池に
添加したところ、運転初期において、無添加
系と比較し約 300 倍もの高い電流密度の達成
に成功した。更に、大変興味深い事に、本物
質は、微生物が有機物を嫌気的に分解する際
の電子受容体となり蓄電すること、また放電
も可能であることが明らかとなった。即ち、
微生物に親和性を示す新規の蓄放電物質で
あり、この性能を向上できればエネルギー分
野における革新的ブレークスルーを引き起
こすことができるのではないか、と考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
(1) 循環型低炭素化社会の構築は、極めて挑
戦的でありかつ希求の課題である。この課題
を達成するためには、２つの大きな問題を解
決する必要がある。即ち、我々の生活基盤を

支える諸産業から排出される廃棄物の効果
的な処理と化石燃料エネルギーの低減であ
る。 
 
(2) 本研究では、廃棄物の中でも大きな割合
を占める有機性廃棄物の処理とクリーンエ
ネルギーである電気の生産を同時に行える
微生物燃料電池の実用化を図ることを究極
の目標とする。既に我々は、微生物に親和性
を示し蓄放電能力を備えた新規機能性材料
が、微生物によって生成される事を見出した。
そこで本研究では、本物質の蓄放電能力向上
を図るため、微生物による新規の蓄放電物質
の生成機構と特性の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、微生物学および物質科学の異
なる２つの面から解析を実施する。その骨子
は以下の通りである。（i）蓄放電物質生成に
関わる微生物群集の構造と機能解析を実施
した。特に、新規蓄放電物質生成に関わる複
数の微生物を特定・分離し、複数の微生物が
関わる生成機構について種間水素伝達系を
切り口として解明を試みた。（ii）分離菌株を
用いた蓄放電物質生成に関する分子基盤の
解析を行った。分離菌株を用いて、微生物が
溶解無機物質をどのように認識し、どのよう
な機構で固形の蓄放電物質を生成するのか、
関連する遺伝子および代謝機構を解明を図
った。（iii）蓄放電物質の特性を物質科学的に
解析し、二次電池用電極の作成と評価を実施
した。 
 蓄放電物質を生成する培養は、乳酸を電子
供与体、3 価の鉄を電子受容体とした嫌気的
条件下で実施した。予察実験の結果、蓄放電
物質形成には大きく分けて２つのステップ
から成ることが推察された。１）まず、培養
液中の硫酸イオン濃度が減少し、２）次いで
培養液中の鉄イオンが減少し、並行して蓄放
電物質が生成する。培養液中の鉄は 3 価であ
ったのに対して、蓄放電物質中の鉄のほとん
どは 2 価の鉄へと還元される。これらの変化
に付随して、培養液中の硫化水素濃度の増加
も確認されている。 
 以上の予察実験結果から、乳酸を電子供与
体とし、複数の微生物群による電子の授受
（種間水素伝達系）の過程で蓄放電物質が生
成されていると推察した。そこで、以下の手
法を用いて、微生物生態学的および分子生物
学的に蓄放電物質の生成機構を解明を目指
した。 
 
(1) 蓄放電物質生成に関わる微生物群集の
構造と機能解析 
 これまでの培養条件と同様に、乳酸を電子
供与体、3 価の鉄を最終電子受容体とした培
養系を用いて、蓄放電物質を生成させた。上
述した様に、培養液中の硫酸イオンと鉄の挙
動を追跡した。同時に培養液と蓄放電物質そ
れぞれから DNA を抽出し、PCR によって 16S 



rRNA 遺伝子を増幅後、DGGE 解析およびク
ローンライブラリー解析を実施した。これら
の解析から優占微生物および準優占微生物
の集団を捉えることができ、real-time PCR に
よる動態解析を図った。また、本蓄放電物質
生成には初発反応として硫酸還元が必須で
あることから、硫酸還元酵素の発現の有無や
他の発現している機能についてSDS-PAGEに
よる解析を試みた。これら一連の解析結果を
統合することで、蓄放電物質生成における微
生物生態系のダイナミックな動態と機能に
ついて理解を目指した。 
 
(2) 分離菌株を用いた蓄放電物質生成に関
する分子基盤解析 
 一方で、蓄放電物質の生成に、優占および
準優占微生物が具体的にどのように関与し
ているのかは不明のままであった。また、蓄
放電物質生成に深く関与している微生物は
少数派の微生物集団の可能性もあった。そこ
で、これらの問題を解決するため、まず、上
述した（１）で明らかとなった 16S rRNA 遺
伝子情報と硫酸イオンあるいは鉄の還元能
とが合致した微生物の取得を実施した。その
ため、遺伝子情報から推定される微生物の培
養条件を基に、分離に適した培地組成（主と
して炭素源および電子供与体と受容体の組
み合せ）を考案し、煩雑な嫌気微生物の分離
を簡便効率化した6 well plate法を用いて分離
株を取得した。単一微生物のみで培養し、蓄
放電物質生成の有無、16S rRNA 遺伝子解析、
硫酸イオンあるいは鉄の還元能を調べ、目的
の微生物（乳酸、硫酸、鉄、その他有機酸な
どを還元する微生物）を取得した。次に、ゲ
ノム解析を行い、電子伝達系（呼吸鎖）を中
心とした代謝マップ図の作成に着手した。こ
こで得られた代謝反応情報を遺伝情報に還
元し、分離菌株を標的としたトランスクリプ
トーム解析を実施する。ここでは分離菌株を
用いた解析のため、どのような物質に対して
どの微生物のどのような機能が発揮される
のか、を詳細に理解することが可能となる。
即ち、微生物間電子伝達系を軸とした、蓄放
電物質形成に関わる機能や無機物質に対す
る微生物の応答を理解することができる。本
解析で得られた情報を基に、大元の複合微生
物系における蓄放電物質生成過程を解析し、
同様の反応によって生じているのかどうか
を検証する。この解析を通して、蓄放電物質
に関わる具体的な微生物とその機能を分子
基盤レベルで理解する。分離菌株のゲノム解
析を実施する。 
 
(3) 物質の特性解析と応用 
 本物質の分子が、どのように配列し、どの
ような構造をとっているのかに関しては、全
く分かっていないのが現状である。そこで、
原子の電子状態や隣接原子の位置などの情
報を得るため、透過型電子顕微鏡観察、回折
パターンのシミュレーション、電子後方散乱

回折などを活用した解析を実施した。本解析
は、バイオミネラリゼーションによって生じ
た物質の解析を進めてある小暮博士（東京大
学、研究分担者）のご協力のもと、当研究室
の学生も参画して解析を実施した。 
 さらに、微生物燃料二次電池の実用化に向
けた基礎知見の集積を目指すため、本物質を
負極に添加した電極を微生物燃料電池に装
着し、微生物から本物質に蓄電することが可
能かどうかを電気化学的に解析した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、廃棄物の中でも大きな割合を
占める有機性廃棄物の処理とクリーンエネ
ルギーである電気の生産を同時に行える微
生物燃料電池の実用化を図ることを究極の
目標とする。既に我々は、微生物に親和性を
示し蓄放電能力を備えた新規機能性材料が、
微生物によって生成される事を見出した。そ
こで本研究では、本物質の蓄放電能力向上を
図るため、微生物による新規の蓄放電物質の
生成機構と特性の解明を目的とした。 
(1) 本物質生成培養物から、蓄電物質を生成
する微生物を２株分離した。１株（HB-II 株）
は Mackinawite に特有のヒラヒラとした構造
を形成し、片方の株（HB-IV 株）はヒラヒラ
とした構造に加え粒子状物質も形成してい
た。16S rRNA 遺伝子解析から、当初の予想
とは異なり、本物質は硫酸還元細菌分離株に
よって生成される事が示された。株によって
生成物の形態が異なる理由は未解明である。
硫酸還元細菌は多様な微生物群で構成され
ている為、複数の基準菌株を購入し、同様の
物質を生成するかどうかを調べたところ、系
統学的に生成するグループとそうでないグ
ループに分かれた。その原因は不明である。
生成機構としては、硫酸還元に伴う硫化水素
の生成と溶液中の鉄イオンが反応して生成
されると推定されている。しかし、同じ硫酸
還元細菌であっても生成物質の形状が異な
る事から微生物の関与が考えられた。HB-II
株のゲノム解析を実施し、細胞外電子伝達に
関わるタンパク質をコードしている遺伝子
について解析した。その結果、Geobacter 属
細菌や Shewanella 属細菌で報告例のある
OmcBEST, OmcZ あるいは MtrABC-OmcA（引
用文献①〜⑦）は見出せておらず、新規の細
胞外電子伝達機構を有する可能性がある。 
 
(2) 物質科学的解析の結果、微生物由来の蓄
電物質は Mackinawite であることが反映した。
化学的合成 Mackinawite（引用文献⑧）はナ
ノサイズ粒子状であり充電容量も HK-II 株の
約３倍を示した。しかし、MFC に添加した結
果、培養２ヶ月付近から pH が減少し MFC の
活性が減少した。そのため、実用化の為には、
生成反応速度を適性に調整する重要性が示
唆された。充放電に際して、mackinawite が可
逆的に変化している事が示された。充放電メ
カニズムは、微生物由来と化学合成由来にお



いて同様の傾向を示すものと、そうでない物
質とに分かれた。そのため、物質科学的およ
び電気化学的により深く解析を進める必要
が有る。本物質への電子授受を微生物が行え
るかどうかを調べる為、分離微生物と本物質
を微生物燃料電池に封入し、開回路および閉
回路時における電子供与体の減少、発電量等
を測定した。その結果、開回路時に微生物か
ら本物質へ電子が渡され充電されているこ
とが示された。 
 以上の結果から、１）硫酸還元に伴う化学
反応として本物質が生成されている事、２）
充放電機構の一端を解明できた、３）硫酸還
元細菌にとってこのような物質を細胞外に
生産する事は生存戦略の一つ、ということが
示唆された。 
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