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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

鉄は，地球上第四位の構成元素であり，その多くは結
晶性鉄鉱物として土壌および堆積物に広く分布してい
る 1–3)。鉱物などの配位化合物を形成する際，鉄は二価
または三価の陽イオンの形態をとっており，両者の安定
性の差は小さい。このことは，鉄原子が電子を他から受
け取りやすく，かつ他へ渡しやすいという性質を生み出
している。生物的および非生物的な作用により生じる鉄
の酸化還元サイクリングは，地球規模の生物地球化学
（有機物の分解・貯蔵，生物に対する栄養源や汚染物質
の動態等）において極めて重要な役割を担っている 4–6)。
この中でも微生物による鉄還元は，自然環境の大部分を
占める嫌気条件下において，有機物酸化で発生する電子
の主要シンクとして捉えられる 7–10)。それ故，鉄還元は
地球上最大の最終電子受容プロセス「メタン生成反応」
の競合反応として，地球炭素循環や地球気候変動に大き
な影響を及ぼしている 11,12)。
ゴーサイト（α-FeOOH），リピトクロサイト（γ-FeOOH），
ヘマタイト（α-Fe2O3），マグネタイト（Fe3O4）等の結
晶性酸化鉄（水酸化鉄）は，フェリハイドライト等の非
結晶質な酸化鉄よりも大量に土壌や堆積物に存在してい
ることが知られている 3,13,14)。フェリハイドライトは，
生物利用されやすいため，鉄還元微生物を培養するため
の電子受容体基質として広く用いられてきた一方，結晶
性酸化鉄の微生物還元活性は検出できないレベルか，も
しくは極めて微弱であった 15–19)。しかし，過去の研究に
おいて鉄還元微生物の数種が，結晶性酸化鉄を電子受容
体として，熱力学限界条件下で生き延びることが示唆さ
れている 20–23)。加えて，酸化鉄との共沈時にしばしば観
察されるアルミニウムによる置換は，非結晶質のフェリ
ハイドライトの微生物還元を抑制するが，結晶性酸化鉄

であるゴーサイトやリピトクロサイトの還元にはほぼ影
響を与えない 24)。このことは，自然環境において結晶性
酸化鉄の還元がより頻繁に起こっている可能性を示すも
のである 25)。さらに，ゴーサイトの存在する嫌気土壌に
おいて，新規な鉄還元微生物が酢酸を低速であるものの
分解・同化していることが Stable Isotope Probing（SIP）
によって証明された 9,26)。しかし，結晶性酸化鉄の還元
に関与する微生物の多様性およびその還元機構について
はほぼ明らかになっていない。これまで得られている分
離株の少なさに起因して，結晶性酸化鉄還元微生物の生
理学および生態学的インパクトを理解するのは極めて困
難な課題となっている。以前，Lentini らにより結晶性
酸化鉄で集積された鉄還元微生物群集が特徴付けられ
てきたが，その純粋分離株の取得は為されていなかっ
た 27)。

2.　結晶性酸化鉄還元微生物の選択的分離培養法の 

考案と適用

増殖速度が極端に遅い微生物，貧栄養性微生物，共生
微生物等の未知未培養微生物にアクセスするため，これ
までに多くの分離技術や培養戦略が発展されてきた 28–30)。
私達の研究グループでは，結晶性酸化鉄還元微生物を選
択的に分離培養するための新しい二段培養法を考案し
た。一段目培養として，非標的の富栄養性微生物を死
滅・排除させるため，結晶性酸化鉄（ゴーサイト，リピ
トクロサイト，ヘマタイト，マグネタイト）を電子受容
体，酢酸を電子供与体とした嫌気制限培地にて長期間の
継代培養を行った。標的とする鉄還元微生物は，電子伝
達の促進のため結晶性酸化鉄の表面に付着し，固相（結
晶性酸化鉄）と液相（培地）の境界にて長期間存続す
ることができる 31,32)。鉄還元微生物が高度に集積された
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後，エネルギー的により有利な溶解性鉄（III）培地に
よる二段目培養へと供し，標的微生物を一気に増殖させ
た。さらに段階希釈培養法やロールチューブ法を用いる
ことで，最終的に鉄還元微生物の純粋分離株を取得し
た。また，低い溶解性と高い結晶性を示す酸化鉄の微生
物還元活性を評価するには，二価鉄の生成を指標とする
従来までの標準法では不十分である。そこで私達は，
様々な分子生態学的ツール（イルミナシークエンサー解
析，分子フィンガープリント解析［Terminal Restriction 
Fragment Length Polymorphism: T-RFLP］，クローンライ
ブラリ解析）を適用することで，一段目の集積培養系の
微生物群集構造を綿密に追跡し，系統的に新規な酸化鉄
還元微生物を見出した後，その解析データに基づき，二
段目培養を戦略的に展開した。この融合的アプローチに
より，従来は捉えることのできなかった，増殖は極めて
遅いが生態学的に重要な役割を担う結晶性酸化鉄還元微
生物の効率的取得を可能にした。

3.　一段目培養：結晶性酸化鉄による微生物集積と 

その分子生態学的特徴づけ

一段目培養の微生物接種源として水田土壌，森林土
壌，湿地土壌，用水路底泥，海底堆積物を用い，上記 4
種の結晶性酸化鉄および酢酸を基質とした 2種類の淡水
嫌気培地で，合計 136の培養条件にて 2年間の長期集積
培養を行った。なお，培地に含まれる結晶性酸化鉄の色
の変化を指標に 2–3回の継代を行った。その結果，培養
終了時の 58条件から 16S rRNA 遺伝子を標的とした
PCR 増幅が観察され，微生物の存続が確認された。使
用した結晶性酸化鉄の観点から見ると，14，16，10，18
の集積系がそれぞれゴーサイト，リピトクロサイト，ヘ
マタイト，マグネタイトの添加により得られた。鉄還元
微生物である Shewanella putrefaciensと Shewanella de-
colorationis では，リピトクロサイト≥ゴーサイト＞ヘマ
タイトの順で最大還元速度が観察されている 33–36)。この
報告された結晶性酸化鉄の利用性の減少と合致して，本
実験で得られた集積培養系の数も減少した。また各種微
生物反応の酸化還元電位によると 3)，有機物酸化と共役
するマグネタイト還元は 4種の結晶性酸化鉄の還元反応
の中でエネルギー生成が最も低い。それにも関わらず，
マグネタイトを電子受容体として最多の 18条件で集積
系が得られた。マグネタイトは二価と三価の鉄イオンの
両方を含有する鉱物であり，高い電気伝導性を示す。こ
のことは，微生物間および微生物－酸化鉄間の電子共生
を誘導し 37,38)，長期培養における微生物の生き残りに有
利であったと考えられた。また微生物接種源の観点から
見ると，水田土壌では培養を仕掛けた合計 48条件のう
ち大部分（80％以上）の 40条件から集積系が得られた
が，森林土壌では合計 16条件のうち 1条件，湿地土壌
では合計 16条件のうち 2条件，用水路底泥では合計 16
条件のうち 9条件，海底堆積物では合計 40条件のうち
6条件と，比較的少数の集積系しか得ることができな
かった。水田土壌では鉄還元はメタン生成に次ぐ第二の
最終電子受容プロセスであり 7)，鉄還元微生物の高い代
謝活性と存在量が報告されている 9,26)。このことは，使
用した 4種の結晶性酸化鉄全てから水田土壌を接種源と

して微生物集積系が得られた本結果を支持する。一方，
用水路底泥と海底堆積物を接種源とした培養では，それ
ぞれマグネタイトとゴーサイトからの集積系が多く得ら
れた。森林土壌と湿地土壌から取得された集積系は極め
て僅かであったが，マグネタイトを電子受容体とした系
が主であった。

58条件の集積系から得られた 16S rRNA 遺伝子の
PCR 産物をイルミナシークエンサー解析に供し，合計
で 1,845,969配列（1条件あたり 35,008配列）の塩基配
列を解読した。集積系の微生物群集構造を比較すべく，
シークエンスデータの主座標分析（PCoA: Principal 
Coordinate Analysis）を実施したところ，大部分（60.3％）
の集積系が PCoA プロット中央（図 1A）の赤四角線の
中（図 1B）に密集して配置した。この密集度合はヘマ
タイトによる集積系が，他の結晶性酸化鉄（50–61％）
に比べて突出して高かった（90％：合計 10条件のうち
9条件）。このことは，ヘマタイトで集積された微生物
群集がそれぞれ構造的に似ており，ヘマタイトの持つ微
生物集積の選択圧の高さを示すものである。結晶性酸化
鉄の生物利用性の低さ 33–36) や酸化還元共役で生産され
るエネルギーの低さ 3) がヘマタイトの高い選択圧の要因
になっていると考えられた。また 4種の結晶性酸化鉄で
得られた集積系は PCoA プロット上で幾分重なり合っ
て配置され，このことは 4種全ての結晶性酸化鉄を還元
可能な微生物の存在を示唆している。一方，微生物接種
源の観点からは，水田土壌の集積系がプロット全体に分
布しており，その微生物多様性の高さを強く示唆してい
る。その他の接種源は PCoA プロット上で大まかにグ
ルーピングされており（図 1：点線），接種源ごとに特
徴的な微生物群集が構築されていることが示された。こ
れらの結果は，16S rRNA 遺伝子に基づく T-RFLP デー
タの主成分分析（PCA: Principal Component Analysis）
の結果とよく一致した（データ割愛）。
次に，イルミナシークエンサー解析およびクローンラ
イブラリ解析により，58の集積系の構成微生物種を系
統学的に特徴づけた（図 2）。結晶性酸化鉄ごとに解析
結果をまとめ，ゴーサイト，リピトクロサイト，ヘマタ
イト，マグネタイトの集積系から得られたイルミナシー
クエンスライブラリをそれぞれ ISG（373,633配列），
ISL（490,300配列），ISH（331,059配列），ISM（650,977
配列）と定義した。16S rRNA 遺伝子に基づくクローン
ライブラリも，同様に CG（125配列），CL（148配列），
CH（89配列），CM（163配列）と定義した。イルミナシー
クエンスの結果，Deltaproteobacteria 綱が最優占メン
バーとして検出され，ISG，ISL，ISH，ISMライブラリ
で 51.7％，60.0％，72.1％，43.8％の高い相対存在量を
示した（図 2A）。中でも Geobacteraceae 科が最も主要
な構成員で，全体の 14.1％（ISG）から 29.1％（ISH）
を占めた。この結果は，クローンライブラリ解析結果と
よく一致していた（図 2B）。Deltaproteobacteria 綱を対
象とした系統樹解析により，得られたクローンのほとん
どが異化型鉄還元微生物として知られる Geobacter 属，
Pelobacter 属，Desulfovibrio 属，Anaeromyxobacter
属 8,39–41) の新しい系統群に分類されることが明らかに
なった（データ割愛）。さらに，イルミナシークエンス
ライブラリの種（OTU: Operational Taxonomic Unit）レ
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ベルでの分布を詳細に追跡したところ（図 3），合計
1,845,969配列のうち 411,343配列と 600,048配列がそれ
ぞ れ Geobacteraceae 科 の 301 種（OTUs） と
Deltaproteobacteria 綱の 1,225種（OTUs）に分類された
（図 3A–C）。ベン図解析の結果，4種全ての結晶性酸化
鉄で集積されたコア微生物種は Geobacteraceae 科で多
く見られ，構成種の 39.9％を占めた（図 3B）。この値は
全細菌を対象としたコア微生物の割合（28.1％）と比べ
ると極めて大きく（図 3A），全ての結晶性酸化鉄を還元
可能な微生物が Geobacteraceae科に多数存在することを
強く示唆している。ヘマタイトで集積された微生物種の

割合も，Geobacteraceae 科では全細菌に比べ著しく大き
か っ た（81.7％ vs 57.9％）。 ま た， そ の 他 の
Deltaproteobacteria 綱の微生物種では，リピトクロサイ
トで集積される微生物種の割合（78.4％）が全細菌での
解析値（66.2％）に比べて高い（図 3C）。このように，
ISG，ISL，ISHライブラリで検出される Geobacteraceae
科やその他の Deltaproteobacteria 綱の微生物種数の割合
が他の分類群よりも相対的に大きかったことから，
Deltaproteobacteria 綱（特に Geobacteraceae 科）に属す
る微生物種がゴーサイト，リピトクロサイト，ヘマタイ
トの還元に中心的に関与していることが強く示唆された。

図 2．イルミナシーケンス（A）とクローンライブラリ（B）により決定された集積系の微生物群集構造。構成要員を色で示し，その
種類を図右の凡例に示す。ゴーサイト，リピトクロサイト，ヘマタイト，マグネタイトの集積系から得られたイルミナシークエ
ンスライブラリをそれぞれ ISG，ISL，ISH，ISM と定義し，同様にクローンライブラリを CG，CL，CH，CM と定義した。本
研究で解析した配列およびクローンの総数を円グラフの下に示す。括弧内の値は得られた集積系の数を示す。

図 1．イルミナシーケンスデータの主座標分析（PCoA）プロット（A）およびその赤四角線内の高解像度表示（B）。PCoAプロット
は重みありの UniFrac 分析により作成された（供試遺伝子配列数：3,810）。緑，青，ピンク，オレンジのシンボルは，それぞれ
ゴーサイト，リピトクロサイト，ヘマタイト，マグネタイトによる集積系を示す。円，線，ひし形，四角，三角は，それぞれ水田
土壌，森林土壌，湿地土壌，用水路底泥，海底堆積物から得られた集積系を示す。水田土壌以外の接種源の集積系は点線で囲む。
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4.　二段目培養：結晶性鉄還元微生物の選択的分離培養

一段目培養で得られた 58条件の集積系の中から，系
統的に新規な鉄還元微生物を含む 38の集積系を選抜し，
溶解性鉄（III）培地へ継代することで，それら鉄還元
微生物の増殖を誘導した。段階希釈培養法やロール
チューブ法により，Deltaproteobacteria 綱に属する 6株
（AOG1–5株と AOP6株と命名）の純粋培養系を獲得し
た。それらの 16S rRNA 遺伝子全長の塩基配列を解読し
たところ，AOG1–5株は Geobacter 属に，AOP6株は
Pelobacter 属に分類された（図 4）。AOG1株と AOG4
株は，水田土壌を接種源，リピトクロサイトを電子受容
体とする集積系より得られ，それぞれ Geobacter luticola
（AB682759；98.1％配列相同性） 42) とカオリン粘土に由
来する G. pickeringii（NR_043576；95.5％相同性）に近
縁であった 43)。AOG2株と AOG3株は，マグネタイト
を添加した湿地土壌と森林土壌の集積系から取得され，
金属還元・脱ハロ呼吸微生物 G. lovleyi（NR_074979；
96.4％相同性） 44) と地下帯水層に由来する G. chapelleii
（NR_025982；96.7％相同性） 45) に近縁であった。AOG5
株は，ヘマタイトを添加した用水路底泥の集積系から
得られ，G. pickeringii（NR_026077；94.8％相同性） 46) 
と類縁であった。AOP6株は，ゴーサイトを電子供与
体とする海底堆積物の集積系から得られ，Pelobacter 

acetylenicus（NR_029238） 47) に 95.5％の配列相同性を示
した。これら 6つの純粋分離株は，異なる微生物接種源
（水田土壌，森林土壌，湿地土壌，用水路底泥，海底堆
積物）と異なる結晶性酸化鉄（ゴーサイト，リピトクロ
サイト，ヘマタイト，マグネタイト）により獲得された
ことから，一段目培養にて採用した様々な培養条件が新
規な鉄還元微生物の分離培養に極めて有効であったこと
が証明された。
これらの分離株が異化型鉄還元能を実際に有するか否
かを判断するため，溶解性鉄（III）と酢酸を基質とし
た培養試験に供し，鉄（II）生成，酢酸分解，細胞増
殖，タンパク質合成の生理学的パラメーターを追跡した
（図 5）。AOG1株，AOG2株，AOG5株は鉄（III）を迅
速に還元することで，系内の鉄（II）濃度が上昇し，培
養 10日以内に最終濃度（6.84–7.14 mM）でプラトーに
達した（図 5A）。一方で，それら以外の 3株は，相対的
に低い鉄還元速度を示し，鉄（II）の最終濃度（6.88–
7.32 mM）に到達するまで～ 30日を要した。酢酸分解
と鉄還元とは並行して起こり，それらの共役は想定され
る化学量論（酢酸：鉄［III］＝1：8）にほぼ一致して
いた（図 5B）。定量 PCR 法による 16S rRNA 遺伝子コ
ピーの定量と Bradford 法による全タンパク質の定量を
培養期間を通して行うことで細胞増殖とタンパク質合成
を評価したところ，6株はそれぞれ異なる生育挙動を示

図 3．イルミナシーケンスデータのベン図解析結果：全細菌（A），Geobacteraceae科（B），その他の Deltaproteobacteria 綱（C）。緑，
青，ピンク，オレンジの円はそれぞれ ISG，ISL，ISH，ISM ライブラリを示す。配列および OTU の総数をそれぞれの系統分類
群に対して示す。ベン図内の値は，それぞれの系統分類群で検出される OTU 総数に対しての割合を示す。全細菌数で検出され
た割合（A）よりも，それぞれの系統分類群（B，C）での割合が高い場合には太字で示す。
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した（図 5C，5D）。AOG1株と AOG5株は 2オーダー
（1.17–1.22×102コピー /ml）の増加を示し，その他の 4
株は 1オーダー（1.52–6.07×10コピー/ml）の増加を示
した。細胞増殖とタンパク質合成は，AOG4株を除き，
鉄還元と酢酸分解にほぼ同調して起こっていた。AOG4
株は，培養試験開始直後に増殖し，その後一定の菌体密
度を維持したが，鉄還元が観察された培養 15日目以降
に旺盛なタンパク質合成が検出された。このことからこ
こで得られた 6種の分離株は，酢酸と鉄（III）を基質と
して生育することが可能な異化型鉄還元微生物であり，
特に増殖速度の点において異なる生理学的特性を有して
いることが明らかになった。以上から，二段目培養法の
適用によって Geobacter 属と Pelobacter 属に分類され
る新規な 6種の鉄還元微生物の分離培養に成功した。こ
れにより，結晶性酸化鉄を還元する微生物が自然環境中
に普遍的に存在し，それぞれユニークな代謝様式を有し
ていることが強く示唆された 48)。

5.　おわりに　～結晶性酸化鉄還元微生物と 

地球炭素循環との関係解明に向けて～

鉄鉱物が豊富な海底地下圏における鉄還元微生物を探
索すべく，国際深海掘削計画（IODP）第 337次研究航
海「下北八戸沖石炭層生命圏探査」に乗船研究者として
参画した。これまでに海底下約 2.5 km までの地球深部
に微生物生細胞が存在し，現場の有機物が微生物により
分解され，さらにメタン生成が第一の最終電子受容プロ
セスであるという証拠が複数示されている 49,50)。その一
方で，近年報告された地球化学的データによると，ある
特定の海底下深度において生物活動由来と思われるナノ
マグネタイトが高濃度で検出され，結晶性酸化鉄還元が
地下深部の最終電子受容プロセスの一端を担っているこ
とが強く示唆されている 51)。私達の研究グループでは，
深度の異なる 15の海底コア堆積物試料を微生物接種源
に用い，結晶性酸化鉄と酢酸を基質とした長期間集積培

図 4．純粋分離株（AOG1–5株と AOP6株）とそれらの近縁種の 16S rRNA遺伝子に基づく系統樹。16S rRNA遺伝子全長を解析に用
い，系統樹は neighbor-joining法により作成された。ブートストラップ値は 1,000回の反復により得られ，スケールバーは 5％配
列分散を示す。GenBankアクセッション番号を括弧内に示す。
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養を行っている。その集積過程をイルミナシークエンス
により網羅的に明らかにするとともに，上述の二段培養
法を適用することで，ナノパイライト蓄積が観察された
深度付近から Firmicutes 門に属する 2種の鉄還元微生物
の分離培養に成功した。これらのことは，海底下深部の
炭素循環に結晶性酸化鉄還元微生物が密接に関与してい

ることを強く示唆するものである。また，陸上土壌環境
から多く検出された Deltaproteobacteria 綱に属する鉄還
元微生物が地下深部からは獲得されなかったことから，
海底下では陸上とは異なる結晶性酸化鉄の還元機構が存
在していることが推察される。現在，海底下の結晶性酸
化鉄の微生物還元をより直接的に証明するため，海底コ
ア堆積物試料自体に 13C- 酢酸と結晶性酸化鉄を投入し，
内在する微生物による 13C- 酢酸の酸化分解および 13C取
り込みの高感度検出を試みている。結晶性酸化鉄の還元
と地球炭素循環の関わりは，まだそのほんの一部しか垣間
見えていないが，未知の鉄還元微生物の選択的分離培養と
高感度機能解明，地球化学等の異分野領域との融合を通
して，その全貌が明らかにされていくものと期待される。
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