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学位論⽂の概要 

論⽂題⽬：(英) Controlling Denitrification by Extracellular Electron Transfer 

  (和) 細胞外電⼦移動による脱窒制御 

本論⽂は “Controlling Denitrification by Extracellular Electron Transfer” (細胞外
電⼦移動による脱窒制御)というタイトルで英⽂にて記述し， Chapter 1〜6 の
6 章から構成している． 

Chapter 1 ”Background and 
Objective of This Study”では，タン
パク質を構成し，⽣命に⽋かすこと
のできない元素である窒素の⾃然
界における循環について記し，それ
に関わる脱窒菌の役割を概説した
(Fig. 1 a)．今後の世界⼈⼝増加を考
えると固定窒素を含んだ肥料を無
駄なく利⽤する必要ある.⼀⽅で, 
環境汚染という観点からは脱窒反
応を促進することで固定窒素を取り除く必要があり, 環境に応じた脱窒反応の
制御が重要となる．脱窒とは呼吸の⼀種であり電⼦の流れによりエネルギーを
作り出す役割を⽣体内で担っている(Fig. 1b)。そこで，本論⽂では細胞外電⼦移
動という概念を脱窒菌に適⽤し，細胞外からの電⼦授受により脱窒菌の代謝を
制御することを⽬的とした． 

 

Chapter 2 “Anodic and Cathodic Extracellular Electron Transfer by the 
Filamentous Denitrifier, Ardenticatena Maritima 110S”では，鉄が豊富に存在する
環境から単離されたフィラメント状脱窒菌 Ardenticatena Maritima 110S におけ
る細胞外電⼦移動について調査を⾏った．110S は固体状の⽔酸化鉄を還元でき
るので，この菌が細胞外電⼦移動能⼒を持つという仮説を⽴てた．細胞外からの
電⼦授受を検証するために電気化学セル内で培養した上で電気応答性を検証し
た結果，硝酸イオンを電⼦受容体として含んだ培地内で電位を負に固定した場

Fig.1 a)窒素循環と脱窒菌の役割 b)脱窒反応の電⼦伝達系, 

Pseudomonas stutzeri のヘム染⾊した TEM 像 



合には還元電流(Fig. 2 a)，⼀⽅で電⼦
供与体としての有機物を含んだ培地
内で電位を正に固定した場合には酸
化電流がそれぞれ観測された(Fig. 2 
b). また、ゲノム配列情報，GC-MS/MS
ならびに抗体染⾊により発現する膜
タンパク質の調査から外膜シトクロ
ム(ARMA _0580)の存在を⽰し, 110S
は細胞外の電位と培養環境によって
酸化ならびに還元という双⽅的な直
接細胞外電⼦移動を⾏うことがわか
った(Fig. 2 c)．さらには⽔酸化鉄など
の鉄鉱物を加えることで酸化電流の増加も確認し，脱窒菌である 110S が鉄鉱物
の酸化還元状態に影響を受け代謝を変える可能性を⽰した. 

 

Chapter 3 “Metabolic Monitoring of Pseudomonas stutzeri Using Extracellular 
Electron Transfer Driven By Iron Minerals”では，脱窒菌のモデルのひとつである
Pseudomonas stutzeri を電極上で培養し，発⽣する電流のモニタリングを試み
た． P. stutzeri に関して BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) によっ
て外膜シトクロムを有していないこと
を把握した上で，実際にサイクリック
ボルタンメトリー及びクロノアンペロ
メトリーの測定で代謝電流が計測され
ないことを確認した．次に硫酸鉄を加
えて電気培養を⾏なった場合には鉄化
合物を介して電極と電⼦授受が可能に
なり, 硝酸イオンを加えた系において
は還元電流が流れることを確認した 
(Fig. 3 a) ．つまり，外膜シトクロムを
持たない P. stutzeri においても鉄化合

Fig.3 a) Fe2+を介した細胞外電⼦移動; ⽮印は Fe2+を添加

した時間を⽰し, 硝酸イオンを含んだ系で還元電流が流れ

る.菌を含まない系では電流が⾒られない(inset). b)Fe2+添

加による細胞外電⼦移動の模式図 

Fig.2 a) 酸化電流; 0.2 V で電⼦供与体としてイースト

とトリプトンを含む b)還元電流; -0.2 V で電位受容体

として硝酸イオンを含む c) 外膜シトクロムを介した

双⽅的な細胞外電⼦移動の模式図 

 



物を介し電極との電⼦授受が可能であることを⽰した (Fig. 3 b) ． 

Chapter 4 “Rate Enhancement of 
Microbial Denitrification of 
Pseudomonas Stutzeri Coupled 
with Iron Mineral Oxidation”では，
鉄の酸化還元状態を電極電位によ
り調整することで脱窒反応の制御
を試みた．サイクリックボルタン
メ ト リ ー か ら 鉄 鉱 物 の mid-
potential が-0.2 V であることから,
鉄の価数は-0.3 V で２価の状態, 
+0.3 V で 3 価の状態になることが
分かった(Fig 3 a-b). よって, 電位
の条件は-0.3 V または+0.3 V (vs 
Ag/AgCl sat.)および電位を印加しない Open circuit の 3 条件とし，電⼦供与体と
して酢酸ナトリウムを加えて測定し，脱窒量は同位体 15N を⽤いて GC-MS に
より窒素ガス量を厳密に定量した．その結果，-0.3 V の脱窒量は+0.3 V のもの
と⽐べて 20%程度増加した．さらに細胞外電⼦移動量と脱窒に必要な電⼦量の
関係を調査したところ，硝酸イオンから N2 を⼀分⼦⽣成させるために必要な電
⼦量は 10 電⼦であるが，細胞外電⼦移動で流れる電⼦総量は脱窒代謝に必要な
電⼦の 1000 分の１と極めて少ないことが分かった (Fig. 3 c)． 

 

Chapter 5 “Detecting Nitrosyl 
Iron Complexes Formed during 
Denitrification by Spectroscopy”
では，脱窒反応におけるシトク
ロムの働きを明らかにするため
に，⽣きたままの細胞をラマン
分光により観測した(Fig. 5 a)．
ラマン分光法によりシトクロム
のスピン状態と酸化還元状態を

Fig.4 a) サイクリックボルタンメトリー; Fe2+添加と菌を含む(⻘

字線), Fe2+添加と菌なし(⻘点線) b)電位による鉄の価数変化と細

胞外電⼦移動の模式図, Mid-potential -0.2 V c) 電極電位と電極に

流れた電⼦総量, 窒素発⽣量, 窒素発⽣に必要な電⼦量の関係 

Fig.5 a) ⽣きた脱窒菌の Raman 測定⽅法 b)シトクロムのスピン状態と

酸化還元状態の模式図 c) 脱窒反応過程における P. stutzeri のラマンス

ペクトル 



調べることができる(Fig. 5 b). ラマン分光スペクトルの解析により低スピン状
態のシトクロムは亜硝酸イオン存在下で酸化されること,そして,シトクロムと
NO が結合する状態が存在することが分かった. また,  UV-Vis により Fe(II)に
よりシトクロムは電⼦を受け取って還元状態になることをそれぞれ⽰した．シ
トクロムと NO の結合を考えた場合に Fe(II)は Fe(III)に⽐べ 1000 倍の吸着特性
が知られており，細胞外電⼦移動による電⼦注⼊はシトクロムのレドックス状
態を変化させそれにより NO の結合を強め，結果として NO による細胞毒性を
下げている可能性が考えられる． 

Chapter 6 “Conclusions and Perspective”では，本研究で得られた結果と議論を
総括するとともに将来の展望として細胞外電⼦移動と速度論的同位体効果に関
して記した．速度論的同位体効果は物質の循環を知る上で地球化学的に重要な
指標であるが, 細胞の酸化還元状態などにより変化し得る。本論⽂から細胞外電
位により脱窒速度が変化すること及び, 細胞外電⼦移動により細胞の状態をそ
の場でモニタリングできる可能性を⽰している. そこで, 本論⽂から得られた
知⾒を細胞外電⼦移動活かし, 速度論的同位体効果を検出するための⼿法を考
案した. この⼿法では同位体 14N と 15N をそれぞれ含んだ２つの系を⽤意し得
られた電流値の⽐を取るという測定⽅法になる(Fig. 6 a). P. stutzeri においてこ
の⼿法を適⽤したところ電流⽐の変化をモニタリングすることに成功した. 本
論⽂は細胞外電⼦移動を⽤いた脱窒菌の代謝制御だけでなく, 細胞外レドック
ス, そして, 地球化学的に重要な速度論的同位体効果の関係を繋げる⼀助とな
ると考えられる. 

Fig.6 a) 細胞外電⼦移動を⽤いた速度論的同位体効果の検出⽅法. 左図 14NO3
- を含む系, 右図 15NO3

-  b) 細

胞外電⼦移動を利⽤した同位体効果の検出実測例, 15NO3
- 濃度が 100, 50, 5 %における電流⽐を⽰している.  


