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1.はじめに

鉄は地球上第四位の構成元素であり,その多くは鉄鉱

物として陸上土壌圏や海底地下圏などに広く存在してい

る（Weber et al., 2006a）.鉄は,鉱物などの配位化合

物を形成する際,主に二価または三価の陽イオンの形態

をとっているが,両者の安定性の差は極めて小さい（矢

田,2005）.この事は,鉄原子自体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特筆すべき鉄の性

質を生み出している.鉄化合物は,生物学的および化学

的に酸化還元を受ける事により,自然環境中で二価と三

価の状態を行き来し,それによって地球上の炭素・エネ

ルギー循環に関与している.本書で特集する雪表面の彩

色現象「アカシボ現象」も,自然環境における鉄の酸化

還元ダイナミクスのひとつとして捉えられる.これまで

の研究から,アカシボの本体は結晶性酸化鉄を外部にま

とった緑藻（Hemitona sp.）の休眠胞子として形態学的

に特徴づけられること,さらにアカシボ現象が著しく観

察される雪中部位では鉄還元微生物である Geobacter
 

spp.が優占化していることが明らかにされている（Fu-
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鉄は地球上第四位の構成元素であり,二価または三価の鉄鉱物として陸上土壌圏だけでなく海底地

下圏にも広く分布している.そのため,鉄の酸化還元に関与する微生物群は,地球の炭素・エネル

ギーフラックスに重要な役割を果たしていると考えられる.本稿では,「結晶性酸化鉄を還元する土

壌微生物群」に関する我々の研究を紹介する.まず初めに,当該微生物群の発見に至った農耕地土壌

（水田）における生物学的な鉄還元反応を簡単に概説する.続いて,分子生態学的手法Stable Iso-

tope Probingを用い,嫌気水田土壌で代謝活性を有する「結晶性酸化鉄の還元微生物群」を同定し

た実験について解説する.さらに,様々な土壌試料を微生物接種源として用い,結晶性酸化鉄を還元

する微生物集積系を獲得した最近の試みを報告し,最後に本書の主題である「アカシボ現象」の発

生・発達に対する鉄還元微生物群の関与について考察したい.



kuhara et al.,2002;Kojima et al.,2009;Yamamoto et
 

al., 2006）.これらの研究成果は,アカシボ現象が「鉄」

と「微生物」の何らかの関わり合いにより引き起こされ

ていることを強く示唆するものである.

本稿では,これまでの研究からそのアカシボ現象への

関与が予想される「結晶性酸化鉄を還元する土壌微生物

群」に焦点を当てる.まず初めに,当該微生物群の発見

に至った農耕地土壌（水田）における生物学的な鉄還元

反応を概説する.その後,未培養微生物の種類と機能を

結びつける分子生態学的手法「Stable Isotope Probing

(SIP)」を用い,嫌気水田土壌で代謝活性を有する結晶

性酸化鉄の還元微生物を同定した我々の研究を紹介す

る.さらに様々な土壌試料を微生物接種源として用い,

結晶性酸化鉄を還元する微生物集積系を獲得した最近の

試みを報告し,最後にアカシボ現象における鉄還元微生

物群の寄与について考察したい.

2.農耕地土壌（水田）における鉄還元微生物群

について

水田土壌において鉄還元反応はメタン生成反応に次ぐ

第二の最終電子受容プロセスである（Yao et al.,1999）.

水田土壌の微生物学研究により,鉄還元活性は湛水後す

ぐの水田土壌,酸素が供給され鉄( )の酸化（鉄［ ］の

生成）が起こるイネ根圏域や水・土壌の境界域などで主

に観察されてきた（Frenzel et al.,1999;Liesack et al.,

2000;Lueders and Friedrich,2000）.また水田土壌にお

ける鉄還元微生物の菌数は乾燥土壌1g当たり10 cells

で,これは可溶化・発酵性細菌の菌数である10 cells
 

g に比べると極めて小さいが,それでもなおメタン生

成菌の10 cells g よりも１オーダー大きい値として報

告されている（Frenzel et al., 1999）.さらに培養に依

存しない分子生態学的解析法によっても,鉄還元微生物

は稀少種として特徴づけられている（Hengstmann et
 

al.,1999;Liesack et al.,2000;Noll et al.,2005）.では,

どのような微生物が水田土壌における鉄還元反応に関与

しているだろうか.これまでに分離培養法や微生物群集

構造解析法などによっていくつかの鉄還元細菌群が水田

土壌から検出されてきたものの（Hengstmann et  al.,

1999;Scheid et al.,2004;Treude et al.,2003）,土壌に

おける鉄還元活性と微生物の系統を直接結びつけた研究

報告はなかった.これは,鉄還元に関わる微生物が系統

学的に非常に多様であり（Lovley, 1991;Weber et al.,

2006b）,それにより鉄還元微生物群を特異的に検出す

る生物化学的指標やマーカー機能遺伝子が得られていな

いことに少なからず起因している.この技術的困難をブ

レークスルーしたのが,未培養微生物の「系統」と「代

謝機能」を結びつける分子生態学的手法SIPである

（Dumont and Murrell, 2005;Radajewski et al., 2000;

Radajewski et al.,2003）.本手法の原理は,ある系（環

境試料など）に Cなどを含む安定同位体基質を加えて

一定期間培養した後,そこから同位体を取り込んで重く

なった微生物核酸を密度勾配遠心で分離して塩基配列を

決定し,加えた基質を資化した微生物の同定を行うとい

うものである.我々は,SIP法を独自に改良し C同化

代謝と鉄還元反応（エネルギー代謝）とを関連づけて評

価することによって,未知のベールに包まれていた嫌気

水田土壌の鉄還元細菌群の同定に成功した（Hori et al.,

2010）.次項でこの研究の詳細について述べる.

3.S IP 法による結晶性酸化鉄を還元する土壌

微生物群の同定（Hori et al.,2010)

これまでに水田土壌微生物群の鉄還元活性を測定した

研究では,土壌にもともと存在する酸化鉄とその還元に

よって生じる二価の鉄の物質収支が完全にとれることは

なく,高結晶性を有する酸化鉄の多くはその生物難利用

性がゆえに還元されずに嫌気土壌に存在していると考え

られてきた（Liesack et al., 2000）.事実,土壌環境で

最も豊富に存在する結晶性酸化鉄のひとつである

Goethite(Cornell and Schwertmann,1996)は,生物学

的な還元をほぼ受けないと報告されている（Komlos et
 

al., 2007;Lovley and Phillips, 1986;Lovley and Phil-

lips,1987;Lovley and Phillips,1988）.しかし我々の先

行研究により,水田土壌で鉄還元菌に近縁な未培養微生

物群が嫌気的に酢酸を取り込むことが明らかされたこと

から,嫌気土壌における「結晶性酸化鉄の還元」の重要

性が問い直されることになった（Hori et al.,2007）.こ

こでは,嫌気土壌の主要な鉄鉱物である高結晶性の

Goethiteと水田の酸化・還元層の境界でよく観察され

る結晶性の弱い酸化鉄Ferrihydriteを電子受容体基質

として採用した.鉄還元菌の純粋培養試験により,Fer-

rihydriteは Goethiteよりも速く還元されることが示さ

れていたが（Roden, 2006;Roden and Wetzel, 2003）,

水田土壌において酸化鉄の還元に関与している微生物種

は明らかになっていない.そこで本研究では,嫌気水田

土壌においてFerrihydriteと Goethiteの存在に依存し

て酢酸を同化する微生物群,すなわちそれら結晶性酸化

鉄の還元と酢酸酸化を共役させてエネルギーを得る鉄還

元微生物群をSIP法により同定することを試みた.長

期間の前培養によりCO 以外の無機電子受容体をほぼ

枯渇させた水田土壌を用意し,そこに C-酢酸とその

酸化に十分量の結晶性酸化鉄（Ferrihydriteまたは

Goethite）を添加した後,72時間の嫌気培養を行った.

Ferrihydrite添加系では,化学量論に見合った酢酸酸化

と鉄還元が観察され（図1A）,鉄を添加しない対照系

と比べメタン生成量が77％減少した.一方,Goethite

添加系では,既存の方法では鉄還元活性が検出できな
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かったものの,対照系に比べ,メタン生成量が僅かなが

ら（９％）減少し酢酸の分解速度も勝っていた（図1B,

C）.培養後の土壌からRNAを抽出し,超遠心によっ

て密度ごとに分離した後,RNAの各密度画分をRT-

PCRを介したT-RFLPおよびクローンライブラリによ

り解析した.その結果,Ferrihydrite添加系の高密度

RNA画分では Geobacter属細菌群が主要構成種とな

り,一方でGoethite添加系の高密度RNA画分では

Geobacter属に加えてAnaeromyxobacter 属とBeta-

proteobacteria綱に属する未培養細菌群が優占化した.

これらの細菌群は,鉄還元菌として同定されているもの

の,既存の分離株とは異なり系統樹上で独自の新しい分

岐群を形成した.さらに興味深いことに,添加した結晶

性酸化鉄の種類によって代謝活性化される鉄還元微生物

群が異なっていたことから,土壌に生息する鉄還元菌群

が結晶性酸化鉄（電子受容体基質）の利用性の違いよっ

て棲み分けを行っていることが強く示唆された（図２：

本実験で C酢酸を取り込んだ Geobacter属細菌群の系

統樹）.これらの新しい鉄還元微生物群がどのような代

謝戦略により結晶性酸化鉄に電子を受け渡しているのか

今のところ分かっていないが,酸化鉄への接触による直

接還元（Childers et al.,2002;Weber et al.,2006a）,微

生物ナノワイヤーを用いた電子伝達（Reguera et  al.,

2005）,電子シャトル分子（腐植酸やFe( )キレート物

質,硫黄化合物）を介した間接還元（Lovley et  al.,

1999; Nevin and Lovley, 2002a; Nevin and Lovley,

2002b）などの様々な機構が考えられる.本研究によ

り,嫌気土壌圏においてこれまで知られていなかった鉄

還元微生物群が結晶性酸化鉄を着実に還元し生育してい

るという驚くべき事象が明らかになった.
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図1：結晶性酸化鉄（FerrihydriteまたはGoethite）と C-酢酸による水田土壌の培養過
程.全鉄濃度を○,二価鉄濃度を●,酢酸濃度を◆で示す.エラーバーは,３連実験で得
られたデータの標準偏差を示す.

図2：高密度RNA画分で主要となった Geobacter属細菌群の系統樹.

Ferrihydrite添加系またはGoethite添加系から得られたクローンをそれ
ぞれ「Ｆ」の頭文字（赤色,太字）,「Ｇ」の頭文字（青色,太字）で示
す.クラスターの横に表記される数字は含まれるクローンの個数（F:Fer-
rihydrite系から得られた個数,G:Goethite系から得られた個数）.結晶性
酸化鉄の種類によって異なる鉄還元細菌群が代謝活性化されている様子が
伺える.



4.結晶性酸化鉄を還元する微生物集積系の獲得

鉄還元微生物は,土壌や地下水,温泉,海底熱水噴出

孔など様々な自然環境からクエン酸酸化鉄やFerrihy-

driteなどを電子受容体基質とした嫌気培養により取得

されてきた（Lovley et al.,2004）.既存の鉄還元活性測

定法は可溶性または弱い結晶性を示す酸化鉄を標的とし

ているため,Goethiteなどの高結晶性酸化鉄による微

生物培養系において鉄還元活性を検出することは難しい

（Lovley and Phillips,1986;Lovley and Phillips,1987;

Lovley and Phillips, 1988）.しかしSIP法を駆使した

我々の研究により,高結晶性を示す酸化鉄であっても長

い時間をかければ土壌微生物群によって還元されうるこ

とが示された（Hori et al., 2010）.そこで本研究では,

分子系統学的に存在は知られているもののその実体の明

らかでない「結晶性酸化鉄を還元する土壌微生物群」の

集積培養系の取得を試みた.従来の微生物培養では用い

られてこなかった高結晶性を示す酸化鉄鉱 物

「Hematite,Goethite,Lepidocrocite,Magnetite」を電

子受容体基質,酢酸を電子供与体基質とした嫌気培地に

より,様々な土壌環境試料（水田・森林・湿地土壌,用

水路堆積物,海底地下コア）を微生物接種源として,約

150の条件で集積培養を開始した.なお,酢酸がメタン

生成反応に利用されることを防ぐために,メタン生成菌

の生育阻害剤である2-ブロモエタンスルホン酸塩

（BES）の添加区も用意した.結晶性酸化鉄が還元を受

けることで生じる培養系の色の変化を継代の指標にし,

約２年間にわたる培養の末,４種の酸化鉄それぞれに対

して鉄還元反応が観察される57の微生物集積系を取得

することができた.これらの構成微生物種を明らかにす

るために細菌とアーキアの16S rRNA遺伝子クローン

ライブラリを構築し,合計で約500クローンの塩基配列

解読・系統解析を行ったところ,得られたクローンのほ

とんどが既知微生物に対して90％程度の低い配列相同

性を示した.中でも鉄還元細菌として知られる

Geobacter属やAnaeromyxobacter属,Desulfovibrio属

細菌群を多数検出した.さらにいくつかの集積培養系に

おいて,Chloroflexi門やFirmicutes門,Acidobacter-

ia門,Betaproteobacteria綱などの広範な分類群に属

する未培養細菌群の優占化が観察された.これらは,鉄

還元や重金属還元などが活発な自然環境から取得された

クローンと配列相同性が高いことから（Burkhardt  et
 

al.,2010;Joynt et al.,2006;Winch et al.,2009）,鉄還元

能を有する新規細菌群であることが強く示唆された.一

方で,結晶性酸化鉄の微生物還元による変容に関して興

味深い現象が確認された.具体的には,同じ結晶性酸化

鉄を基質とした場合でも集積培養系の構成微生物種の違

いによって鉄還元後の培養系の色や形状が異なることが

明らかにされた（ここでは,図３,図４にLepido-

crocite培養系の例を示す）.培養系ＢとＣは構成微生物

種が似ているため鉄還元速度の差による培養系の色・形

状の違いと捉える事もできるが,培養系Ａでは構成種や

培養系の色も他の２種の培養系とは大きく異なる.この

ような事象は,Goethiteなどの他の結晶性酸化鉄を用

いた集積培養系でも同様に観察された.即ちこれらの実

験結果は,同様の結晶性酸化鉄であっても還元に関与す

る微生物群が異なれば,反応生成物（二価鉄の結晶性化

合物）の種類も変化することを示唆するものである.本

研究によって,これまで考えられてきたよりも多様な微

生物群が鉄還元に関与すること,さらにその反応メカニ

ズムも多岐にわたる可能性が示された.

5.おわりに

本稿の前半部では,SIP法を駆使し嫌気環境における

炭素とエネルギーの連鎖を紐解くことで,農耕地土壌で

代謝活性を有する「結晶性酸化鉄を還元する土壌微生物

群」を発見した研究を紹介した.本書の主題である「ア

カシボ現象」が観察される雪中においても,結晶性酸化

鉄の還元能を有する Geobacter spp.が主要な構成微生物

種として検出されている（Kojima et al.,2009）.これら

の点を踏まえれば,アカシボ現象の発生・発達には土壌

中の鉄還元微生物群が深く関与していると考えられる.

また本稿の後半部では,酸化鉄の還元による変容（変

色）がそれに関与する微生物群の種類によって大きく異

なるという実験結果を示した.この事は,アカシボ現象

が見られる様々な地域において雪表面の彩色が一様では

ないこと（山本ほか,2004；山本ほか,2006）の要因の

ひとつとして捉えられるかもしれない.しかし現在まで

のところ,アカシボ雪中では鉄還元微生物群の存在が確

認されているのみで,その鉄還元反応メカニズム（例え

図3：結晶性酸化鉄「Lepidocrocite」による微生物集積系
の写真.同一基質ながら異なる培養条件で得られた微生物集
積系Ａ,Ｂ,Ｃを示す（対照系は左に示す）.同じ酸化鉄を
用いた場合でも条件の違いによって鉄還元後の培養系の色や
形状が異なっているのが分かる.

堀 知 行156



ば,鉄還元反応を支える電子供与体が何であるか等）は

明らかになっていない.アカシボ雪中には緑藻休眠胞子

や無脊椎動物が高密度で存在することが報告されている

（Fukuhara et al., 2002；福原ほか,2006；Yamamoto
 

et al., 2006）.これらの土壌生物細胞の分解によって生

じる有機物も鉄還元と共役する酸化反応の基質として働

いている可能性は高い.一方で,アカシボ現象の顕著な

雪中部位では,鉄の酸化還元状態の劇的な遷移が予想さ

れるが,鉄( )から鉄( )への変換は鉄還元細菌群が担

うとしても,鉄( )から鉄( )への酸化が化学的に（大

気中酸素等によって）もしくは生物学的に（鉄酸化細菌

群によって）行われているのかについては全くの不明で

ある.アカシボ現象の発生・発達機構や生態学的意義を

根本的に理解するためには,アカシボ雪中の物質循環の

根幹をなす「鉄の酸化還元ダイナミクス」の詳細を生物

学的・化学的に明らかにしてゆくことが必要不可欠であ

ろう.
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