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1. 緒言 

電流生成菌は、有機物などの電子供与体を酸化してエ

ネルギーを獲得し、細胞外膜上のシトクロム蛋白を介し

て不要になった電子を細胞外へ放出できる[1] (図 1)。こ

のように、生体酵素が媒介する細胞内の代謝反応を、細

胞外への電子移動と共役させる能力が電流生成菌の特

徴であり、単離・精製した酵素にはない機能として、自

己修復・増殖能を持つ他、遺伝子発現の調節等により、

環境に合わせて代謝を変化させる能力を持つと考えられる。しかし、これまでの研究では、

電流生成菌を単離酵素の延長と捉えていたため、この生物特有の環境適応機能が電極触媒

能に与える影響については、これまで詳しく検討されてこなかった。 

以上の背景に基づき、本研究では、電子供与体の量や種類を変化させることにより、電

流生成菌が持つ代謝の環境適応機能を電極触媒の観点から明らかにすることを目的とした。

環境適応の機構として、微生物の集団的挙動、及び機能未知遺伝子の利用の二点に着目し

た分析を行った。また、上述の分析を行うための手段として、始めに、電気化学測定によ

る代謝の経時的追跡法、及び微生物代謝の集団的挙動の分析に必要な単細胞代謝解析法を

それぞれ開拓した。 

2. 電気化学測定による代謝追跡【1,2,3】 

電流生成菌による代謝が細胞外電子移動と共役するという特徴を利用し、電気化学的手

法を用いた代謝速度測定法の開拓を試みた。この分析法では、代謝に加え細胞外電子移動

に由来する情報も測定結果に含まれ得るため、それらを分離して代謝由来の情報のみを抽

出する必要がある。ここで、微生物による電流生成過程は、代謝と細胞外電子移動の二つ

 

図 1 電流生成菌による代謝と細胞

外電子移動の模式図。 

 

 

 

 



に大きく分けられるが(図 1)、観測される電流値には電流生成の

律速過程の速度が反映されると考えられる。そこで本章では、

代謝が電流生成の律速段階となる状況を作ることで、代謝を電

気化学測定により追跡するための方法論を構築した。 

【実験】酸化インジウム錫(ITO)電極、Ag/AgCl 電極、白金線を

それぞれ作用極、参照極、対極とした 3 電極系を嫌気に保ち、

作用極電位を+0.4 V (versus 標準水素電極)に保持したものを反

応器として使用した。ここに培地と 10 mM 乳酸ナトリウムを加

え、電流生成菌 Shewanella oneidensis MR-1 を添加して電流値を測定した。 

【結果と考察】まず、代謝が電流生成の律速段階となっているか検討するため、Riboflavin 

(RF)を用いた。RF は細胞外電子移動を媒介するシトクロム蛋白に補酵素として結合し、細

胞外電子移動速度を大幅に高めるため[2]、RF の添加により電流値が大きく増加すれば細胞

外電子移動が、そうでなければ代謝が電流生成の律速段階だと分かる。実験の結果、乳酸

濃度が低い場合には電流値は増加しなかった(図 1)。これより、電子供与体濃度を制御して

代謝速度を下げれば、代謝が電流生成の律速段階となり、代謝過程を電気化学的に測定で

きることが示された。 

3. 単細胞代謝解析【4,5】 

電流生成菌の代謝が示す集団的な挙動を分析するた

め、本章では高分解能二次イオン質量分析装置 

(NanoSIMS)を用いた。窒素標識同位体 15NH4
+を用いて、

一般に生合成活性の指標とされている培地からの 15N取

り込み量を測定し[3]、各細胞の生合成活性が NanoSIMS

により測定できるか検討した。 

【実験】15NH4Cl を窒素源とし、RF を加えた場合と加えない場合のそれぞれにおいて、2

と同様の反応器を用いて MR-1 を 24 時間培養した。その後、電極上の各 MR-1 個体につい

て、NanoSIMS を用いて全窒素に占める 15N の割合(15N/Ntotal)を測定した。 

【結果と考察】NanoSIMS により MR-1 各個体の 15N/Ntotalを測定できた。また、生合成活性

には大幅なばらつきが見られた(図 3)。これより、NanoSIMS を用いて微生物個体ごとの代

謝状態を分析できることが示された。 

4. 利用できる電子供与体の変化に伴う代謝経路の不均一性【6】 

微生物集団内に代謝経路の不均一性があると集団全体として環境変化に適応しやすくな

るという報告に基づき[4]、代謝経路の不均一性を

指標として、利用できる電子供与体が変化する

状況下での MR-1 の環境適応機能について分析

した。主要な電子供与体である乳酸が欠乏した

場合、MR-1 は乳酸代謝の産物である酢酸を新た

に利用すると考えられる(図 4)。そこで、まず 2

で開拓した手法を利用し、代謝の変化が実際に

起きているか検討した。次に、3 で開拓した分

析法を用い、代謝経路の不均一性を観測した。 

【実験】15NH4Cl を窒素源とし、1-13C 乳酸濃度

 

図 3 電流生成菌各個体における細

胞内の 15N 割合のヒストグラム。 

 

 
図 2 リボフラビン(RF)を加

えた際の電流値の変化。 

 
 
 

 

 

 
図 4 S. oneidensis MR-1 による 1-13C 乳酸と

酢酸の代謝経路。 



を 10 mM または 1 mM とした培地を用いて、MR-1 に

よる電流値を 2 と同様の反応器で 24 時間測定した後、

NanoSIMS により電極上の各個体の 15N/Ntotal, 13C/Ctotal

を測定した。 

【結果と考察】乳酸濃度を 1 mM とした場合、電流値

が一旦減少した後緩やかに回復するという挙動が見ら

れた。2 の結果より、電子供与体濃度が低い場合は代

謝の変化が電流値に反映されるため、電流値の減少と

回復は、乳酸の欠乏と酢酸利用の開始にそれぞれ対応

していると考えられる。そこで、乳酸の欠乏に伴い代

謝経路の不均一性が生じているか検討するため、電子源として 1-13C 乳酸を用いた。この場

合、乳酸を利用する個体は 1-13C ピルビン酸と 13CO2を使って生合成を行うのに対し、酢酸

を利用する個体は 13C を含まないアセチル CoA を利用する(図 4)。従って、乳酸を利用する

個体では全炭素に占める同位体炭素の割合(13C/Ctotal)が増加し、酢酸を利用する個体では増

加しないため、13C/Ctotal を基に各個体の代謝経路の差を分別できると考えられる。ただし、

3 で示したように、生合成活性には大きなばらつきがあるため、利用する代謝経路が同じで

あっても 13C/Ctotal の値は大きくばらつくと予想される。そこで、15N/Ntotalは代謝経路に関わ

らず生合成活性が高ければ上昇することから、13C/Ctotal と 15N/Ntotal の増加量の比(Δ

(13C/Ctotal)/Δ(15N/Ntotal))をとることで生合成活性のばらつきを規格化し、代謝経路の差に由来

する違いが見えないか検討した。13C/Ctotal, 15N/Ntotalの増加量を縦軸、横軸にとってプロット

すると、乳酸濃度 10 mMの場合は増加量の比がほぼ一定なのに対し、1 mMの場合は 13C/Ctotal

が下がる方向にばらつきが見られた(図 5)。酢酸を利用すると 13C/Ctotal が下がるため、
15N/Ntotal に対する 13C/Ctotalが低い細胞ほど酢酸を多く利用したと考えられる。以上より、電

流生成菌が電子供与体の欠乏に遭遇した場合、代謝経路の切り替えを行う個体と行わない

個体が混在する不均一な状態となることが示された。この知見は、電流生成菌が集団全体

として新しい環境に適応する能力を持つことを示唆しており、この能力を活かせば、電子

供与体濃度が大きく変動する廃水処理の現場において、電流生成菌による触媒能の安定性

向上に貢献できると期待される。 

5. 細胞外電子移動と共役した新規なアンモニア酸化反応の発見及び反応機構解析【7】 

現在知られている限り S. oneidensis MR-1 は電子供与体として有機物しか利用できないた

め、4 で示した適応機構を利用しても、有機物が全く無い環境には適応できない。しかし、

予想に反し、電子供与体となる有機物が全く存在しない系でもわずかながら MR-1 による電

流生成が見られた(図 6)。この結果は、MR-1 が未知のアンモニ

ア酸化代謝経路を有している可能性を示唆している。そこで本

章では、S. oneidensis MR-1 が実際にアンモニア酸化代謝を行う

のか検討し、さらにこの代謝経路の新規性の検討と、これを媒

介する酵素の探索を行った。 

【実験】20 mM の NH4Cl を含む無機培地において、MR-1 によ

る電流値を 2 と同様の反応器で測定した。また、15NH4Cl を用

いて同様の測定を行った後、電極上の個体の生合成活性を

NanoSIMS により測定した。生成物分析には質量分析器とイオ

 

図 6 NH4
+を電子供与体とし

た電流生成。灰色線 :NH4Cl

無し、破線:菌体無し 

 

 

 

 

 

図 5 電流生成菌の各個体の 
15N/Ntotal,13C/Ctotal のプロット。 

 



ンクロマトグラフィを用いた。 

【結果と考察】電気化学測定の結果、NH4Cl や菌体を加えない系では電流値増加が見られず、

主要なシトクロム蛋白の欠損株(ΔmtrC/ΔomcA)では電流値が大幅に減少した (図 6)。さら

に、NH4
+濃度の減少と細胞の生合成活性が電極の存在下でのみ見られたことから、MR-1 は

細胞外電子移動と共役したアンモニア酸化代謝を行うことが分かった。質量分析の結果、

一酸化窒素 NO の生成が見られ、NO 検出用蛍光試薬 DAF-2 DA を加えると約 25%の細胞で

NO の蓄積が見られた。この割合は NH4
+または電極の非存在下で低下したことから、MR-1

は NH4
+を酸化して NO を作ることが示された。なお、N2, NO2

-, NO3
-といった他の生成物は

検出されなかった。主生成物が既知の反応と異なることから、によるアンモニア酸化は新

規な機構を有していると考えられる。 

続いて、MR-1 が NO2
-存在下で NO を生成するという報告を踏まえ[5]、NO2

-を NH4
+へ還

元する酵素 NrfA の逆反応が NH4
+酸化に関与しているという仮説を立て、NrfA をコードす

る遺伝子の欠損株ΔnrfA を作成し検討した。ΔnrfA は野生株と異なり、反応器に導入して

から約 20 時間は明確な電流値の増加が見られなかったが(図 6)、その後電流値は増加し、こ

の時点では NH4
+酸化を示す結果が得られた。このため、NrfA はアンモニア酸化に必須では

ないものの反応に関与していると考えられる。本章の結果は、電流生成菌による電極触媒

反応の応用範囲をアンモニア酸化にまで拡大しうる有益な知見である。 

6. 総括と今後の展望 

本研究では、これまで単離酵素の延長とみなされてきた電流生成菌を、環境適応機能を

持った生物として捉え直し、その機能を電極触媒の観点から分析した。その結果、MR-1 は

代謝経路の不均一性と未知代謝機能の発現によって、環境変化に適応することが示された。

これらの知見は、電流生成菌を用いた環境配慮型廃水処理技術の開発・効率化に貢献する

と考えられる。なお、4 で構築した単細胞代謝経路分析法は、電流生成菌に限らず基本的に

全ての微生物に適用可能であり、蛍光蛋白遺伝子の導入も不要なので、環境から新たに単

離された種など遺伝子操作ができない微生物の分析にも広く利用できる。このため、微生

物代謝の集団的挙動という、生態系から人の感染症まで幅広く影響を与える重要な現象の

理解に貢献すると考えられる。さらに、本研究で発見されたアンモニア酸化は自然界の窒

素循環に関与している可能性が考えられ、地球科学分野に新たな視点を与える他、この反

応を媒介する酵素が特定されれば、酵素学や触媒設計といった分野への貢献も期待される。 
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