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微生物代謝を利用した自己治癒コンクリートが開発されているが，コンクリートのような強アルカリ環

境下では微生物が十分に機能しない課題がある．そこで，強アルカリ環境下で代謝可能な細菌を単離しそ

の特性を調査した．強アルカリ条件下での選抜実験の結果，2種類の強アルカリ耐性菌を獲得した．実験

的検証により，この 2菌株が自己治癒機能と防錆機能を併せ持った高性能コンクリートの開発に有利な特

性を保有することを確かめた．さらに，ゲノム解析の結果，2 菌株はBacillus altitudinis に最も近縁

であり，芽胞形成とアルカリ適応に関与する遺伝子を保有することが明らかとなった．
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高機能コンクリート開発に寄与する
強アルカリ耐性菌の獲得

ル材料の開発に応用されている 2，3，4，5）．コンクリート

材料に関しては，微生物機能を利用した自己治癒コン

クリートが開発されている．芽胞形成能を持つ

Bacillus 属細菌，なかでも鉱物化反応に有利なアルカ

リ条件（pH 9 ～ 10 程度）下で生育可能な好アルカリ菌

が利用されている．既に市販されているコンクリート

用自己治癒材料 6）では，オランダで取得された好アル

カリ菌 7）が使用されている．自己治癒機能の発現メカ

ニズムは，以下の 3 ステップに集約される 6）．①休眠状

態である芽胞細胞（微生物）と栄養分（ポリ乳酸）を

配合しコンクリートを作製する．②ひび割れが発生す

ることで水と酸素が浸入し pH 10 以下になると，微生

物が活動し始める．③微生物は乳酸カルシウムを分解

し，炭酸カルシウムを析出しひびを閉塞していく．し

かしながら，pH 12 ～ 13 というような強アルカリ条件

下では微生物が十分に機能できないため，自己治癒機

１．はじめに

１．１　微生物代謝を利用したコンクリート

地球上の多くの生物は，酸素を使って有機物を酸化分

解しエネルギーを獲得することで生命活動を行ってい

る．これを生物学的に呼吸という．酸素以外の化学物質

を使う場合はあるものの微生物も呼吸を行い，有機物を

代謝しエネルギーを獲得することで生命活動が可能と

なる 1）．酸素を使った呼吸の場合，有機物は最終的に二

酸化炭素まで分解される．このとき発生した二酸化炭

素は，アルカリ条件下においてカルシウムイオンなど

の二価金属イオンと共存すると，鉱物化反応が促進さ

れ炭酸塩が析出される（図- 1右：微生物代謝（呼吸）

による鉱物化反応）．この微生物機能により促進される

鉱物化反応を MICP（Microbially-induced carbonate 

precipitation）という．MICP は地盤改良技術やモルタ

図- 1　コンクリート内で期待される微生物機能
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能の発現にはある程度の風化（中性化）が必要である

ことに注意が必要である．

１．２　強アルカリ耐性菌の有用性

コンクリート内で効率よく自己治癒機能を発現させる

には，芽胞形成能を持ち高い耐久性を持つことに加え，

強アルカリ環境下で十分な代謝が可能な強アルカリ耐性

菌が有用であると考えられる．強アルカリ耐性菌であれ

ば，中性化を待たずに反応することで，ひび割れを速や

かに閉塞すると考えられる．また，強アルカリ環境下で

呼吸が可能であることは，コンクリート中で酸素を消費

し除去することを意味する．つまり，強アルカリ耐性菌

がコンクリート内部の酸素濃度を積極的に低下させ，カ

ソード反応に必要な酸素を除去する．その結果，電気化

学反応（腐食電流の発生）を抑制し防錆機能を付加でき

ると考えられる．（図- 1左：コンクリート中の鉄筋腐

食機構）．

筆者らはこれまでに，食経験があることから安全性が

高いBacillus 属細菌である，納豆菌を利用した自己治

癒コンクリートの開発を進めてきた 8）．芽胞形成能があ

ること，好気性微生物であり酸素除去能力が期待できる

ことから，納豆菌はコンクリートへの適用性が高いと考

えられた．納豆菌の栄養源として生分解性プラスチック

の検討も進め 9）納豆菌コンクリートの製品化を見据えて

いたが，納豆菌は好アルカリ性を示すものの強アルカリ

条件下ではあまり機能しないという課題が残っていた．

そこで，強アルカリ耐性菌を獲得すべくアルカリ性に

調整した培地を用いた単離培養実験を行った．獲得した

強アルカリ耐性菌の特性を調査し，自己治癒機能と防錆

機能を併せ持った高機能コンクリートの開発に有用であ

るか確認した．

２．強アルカリ耐性菌の単離

２．１　アルカリ選抜実験

これまでに使用していた納豆菌宮城野株（宮城野納

豆製作所製 10））をアルカリ性に順応させ，アルカリ耐

性能を獲得させる戦略をとった．具体的には，納豆菌

の培養に使用している LB 培地（表- 1）を 1N NaOH を

用いてアルカリ性に調整し，納豆菌を播種した（培養

温度 :37℃，静置培養）．増殖した納豆菌を段階的に高

い pH の LB 培地に播種し，pH 11 以上の強アルカリ性に

順応した菌株を得た（図- 2）．pH 10.0 までは良好な

増殖が観察された．pH 11.0 以降は増殖が困難になった

表- 1　培地成分

図- 2　微生物のアルカリ選抜実験

写真- 1　単離した強アルカリ耐性菌
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が，最終的に pH 11.6 の LB 培地から 2 つのコロニー（増

殖した菌体塊）を得た．アルカリ条件で生育可能

（Alkaline Habitable）であることから，2 つの菌株は

AH1 および AH2 と名付けた（写真- 1）．

２．２　アルカリ耐性能の評価

pHを調整したLB培地を入れた試験管を用いて，アルカリ

耐性を評価するための培養実験（培養温度:30℃，振とう速

度:100rpm）を行った．培養開始時，培養液は無色透明であ

る（写真- 2上段）．培養時間が経過し菌が増殖すると，培

養液は濁りが確認できる（写真- 2下段）．デジタル比

色計（簡易 OD モニター Miniphoto 620，タイテック社製）

を使用して培養 24 時間後の培養液濁度を測定し，pH 無

調整培地（pH 6.8）での濁度を 100 として，アルカリ

性に調整した培地での増殖度を比較した（図- 3）．

AH1 株は pH 10.0 を至適とし，pH 11.5 まで良好な増

殖が確認された．AH2 株は pH 10.0 を至適とし，pH 

12.0 まで良好な増殖が確認された．これらの結果より，

選抜された AH1 および AH2 の 2 つの菌株は，pH 11 以上

の強アルカリ条件下で代謝が可能な強アルカリ耐性菌

であることが明らかとなった．

３．実験的特性調査

３．１　芽胞形成能の評価

納豆菌が属するBacillus 属細菌は，芽胞形成細菌と

して知られている．芽胞形成細菌は，栄養のある環境

下では分裂増殖を行う栄養細胞の形態（桿菌）となるが，

栄養状態が悪くなると芽胞細胞に形態（短桿菌あるい

写真- 2　pH 耐性試験

図- 3　pH の増殖への影響
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細胞形態観察から，AH2 株は芽胞形成能を有すること

が明らかとなった．AH2 株は様々な環境ストレスに対し

高い耐久性を持ち，生育不適環境下においても生存す

る性質がある．コンクリート環境に対し，AH2 株の有用

性が高いことが示唆される．

表- 2　培地成分

３．２　培地成分の最適化

微生物培養に汎用的に使用されている LB 培地の成分

は，窒素源および炭素源としてトリプトン（ペプトン），

ビタミンなどの生育促進物質として酵母エキス（イー

ストエキストラクト），細胞浸透圧調整のための塩化ナ

トリウム（NaCl）で構成されている（表- 1）12）．納豆

菌を使用したコンクリートを製造する際，培養に用い

る LB 培地をそのまま使用していたが，スランプおよび

空気量が増大しコンクリートのフレッシュ性状に影響

があった 8）．この原因は，培地中に有機物や発酵代謝物

が多く含まれるためと考えられた．また，防錆機能コ

ンクリート製造を想定した場合，鉄筋腐食の原因とな

る塩化ナトリウムは除外したい．そこで代謝に必要な

最低限の栄養源を把握することと塩分を除外すること

を目的に，培地成分の最適化を検討した．検討した培

地成分を表- 2 に示す．酵母エキスはビタミンやミネ

ラルを多く含むため生育促進物質として考えられてい

るが，アミノ酸や核酸なども多く含まれるため総合的

は球菌）を変化し休眠状態となり，生育不適環境下に

おいての生存を図る 11）．芽胞細胞は様々なストレスに

抵抗性があり，極めて高い耐久性を持つ．例えば，

Bacillus 属細菌の芽胞は 100℃での煮沸に約 20 時間耐

えることができる 11）．強アルカリだけでなく水和熱の

発生や十分な栄養がないなど，コンクリート環境は微

生物にとって過酷な環境であるといえる．したがって，

芽胞形成能を持つ微生物が，コンクリートへの適用に

有用であると考えられる．

そこで，蛍光顕微鏡（BZ-X800，キーエンス社製）により

細胞形態を観察することで，AH2株の芽胞形成能を評価した

（写真- 3）．ここでは，SYBR greenⅠ（Life Technologies社

製）と PI（同仁化学研究所社製）の 2 種類の蛍光染色

剤を使用した．SYBR green Ⅰは，細胞膜に対し透過性

を有する．細胞膜が健全な生菌の核酸（DNA）に結合し

緑色蛍光を呈する．一方，PI は膜不透過性であるため，

細胞膜に損傷のある死菌の核酸に結合し赤色蛍光を呈

する．観察対象は，LB 培地（表- 1）で培養した培養

液と培養 24 時間後の培養液を 15 日間冷蔵庫（4℃）に

保管したものとした．

細胞形態観察結果をまとめると以下のようになる．

・培養 5時間後，8時間後

�　1 μ m × 3 ～ 6 μ m の桿菌が観察された．観察され

た細胞は栄養細胞であると考えられる．

・培養 24 時間後

�　1 μ m × 2 ～ 3 μ m の短桿菌が観察された．短桿菌

化が観察され芽胞形成中であると考えられる．

・冷蔵保存 15 日後

�　<1 μ m × 1 ～ 2 μ m の短桿菌あるいは球菌が観察

された．球菌化が観察され芽胞細胞が形成されたと考

えられる．

赤色に呈色された死菌も観察された．生菌数を全菌数

（生菌数と死菌数の和）で除し生菌率を求めたところ，

生菌率は 69.0% であった．これは，69.0% の細胞が芽胞

形成し低温環境下を生存したことを意味する．

写真- 3　蛍光顕微鏡による細胞形態観察（AH2）
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培地成分の最適化により，コンクリート製造時に投入

する栄養源を最小限にすることで余計な添加物の混入を

制限できると考えられる．微生物コンクリートのフレッ

シュ性状への影響を低減できることが示唆される．

３．３　生分解性プラスチック資化性試験

納豆菌を利用した自己治癒コンクリートの開発では，

コンクリート中での納豆菌の栄養源として，生分解性プ

ラスチックである PHBV（poly（3-hydroxybutyrate-co-

3-hydroxyvalerate））を使用する検討を進めてきた 9）．

PHBV はアルカリ環境下で加水分解されて微生物の有機

炭素源となると推測されているが，微生物が分解し炭素

源として利用しているかは不明である．そこで，PHBV を

唯一の成分とした培地を用いて AH2 株の PHBV 資化性（炭

素源およびエネルギー源として利用すること）試験を実

施した．

リン酸緩衝食塩水（PBS buffer; NaCl: 8.00 g/L，

KCl: 0.20 g/L，Na2HPO4: 1.44 g/L，KH2PO4: 0.24 g/L，

pH 7.2）を溶媒とし，0.1%（w/v） PHBV（ハイケム社製）

のみを成分とした培地を作成した．1N NaOH を用いて pH 

11.0 に調整した．LB培地で前培養し十分に増殖した AH2

株細胞を PBS buffer で洗浄し，培養液由来の有機物を

除去したうえで 0.1% PHBV 培地に植菌し，培養実験（培

養温度 :30℃，振とう速度 :100rpm）を行った．この実

験では，AH2 株を投与した試験系①と並行して，微生物

を投与していない試験系②（pH 11.0），試験系③（pH 7.2）

の培養も実施している（写真- 4）．PHBV は不溶性であ

るため，いずれも白濁しており見た目では分解されてい

るか判断ができない．そこで，培養 144 時間後の各試料

液を回収し，PHBV 分解物である 3-ヒドロキシ酪酸（3-HB）

モノマーおよび 10 量体までの重合体（オリゴマー）を

対象とした定量分析を行った（図- 5）．分析試料は各

試料液を孔径 0.2 μ m シリンジフィルターでろ過したろ

な栄養源として機能すると考えられる．そこで酵母エ

キスのみを栄養源とする最適化を検討した．LB 培地で

の培養 24 時間後の濁度を 100 として，各種成分の異な

る培地での増殖度を比較した（図- 4）．

図- 4　培地成分の違いによる増殖への影響

まず，栄養源の絞り込みとしてトリプトンを除外した

培地（LB（-T））で試験した．主要な窒素源および炭素

源であり含有量も多いため，トリプトンの除外は増殖へ

の影響が認められたものの大きく減少することはなかっ

た．酵母エキスが総合的な栄養源として十分に機能する

ことが確かめられた．

次に，塩化ナトリウムを除外し酵母エキスのみの培地

（YE）で試験した．塩化ナトリウムの除外は増殖に全く

影響しなかった．2 菌株とも酵母エキスのみで十分に増

殖することが確かめられた．さらに酵母エキスの含有量

の絞り込みを行った．0.8 倍量まで増殖度 80% を維持で

きることがわかった．

写真- 4　PHBV 分解実験



6

安藤ハザマ研究年報 Vol.12 2024

源として機能することが示唆される．

４．ゲノム解析による遺伝的特性調査

４．１　AH 株のゲノム解析

AH1 株と AH2 株は，納豆菌 10）をアルカリに順応させる

アルカリ選抜実験によって得られた強アルカリ耐性菌で

ある．納豆菌は分類学上Bacillus subtilis（枯草菌）

に属している 13）．枯草菌は古くから研究されている微生

物の一種であり，大腸菌同様モデル的な実験室微生物株

である 14）．1997 年にゲノム（全遺伝情報）解読がなさ

れており，ゲノムサイズは 4.19Mbp（塩基対）であり，

遺伝子数は 4，101 と推定されている 15）．モデル微生物

として微生物機能と遺伝子の関係が詳細に研究されて

いる 16）．納豆菌のゲノム解析もなされており，全ゲノム

長（ゲノムサイズ）は 4.18Mbp（塩基対），遺伝子数は 4，

375 と推定されている 17）．うち 82% の遺伝子は枯草菌と

同じ機能をもつと予想されている 17）．枯草菌の増殖可能

な pH 範囲は 5.5 ～ 8.5 とされており 14），遺伝的に近縁

な納豆菌も同程度と考えられている．そこで，強アルカ

リ耐性能が遺伝的特性によって獲得されたものなのかを

確認すべく，AH 株のゲノム解析を実施した．

AH1 株 お よ び AH2 株 の 培 養 物 か ら，Quick-DNA 

MiniPrep Kit（ZYMO RESEARCH 社製）を用いてそれぞれ

のゲノム DNA を抽出した．QIAseq FX DNA Library Kit

（QIAGEN 社製）を用いて抽出ゲノム DNA のライブラリ調

製を行った．このライブラリ調製後に，高速 DNA 配列解

読装置（NextSeq2000，Illumina 社製）を用いてショー

トリードシーケンス解析を行った．さらに，微細孔 DNA

配列解読装置（MinION，Oxford Nanopore Technology 社

製）を用いてロングリードシーケンス解析を行った．続

いて，フリーソフトウェアであるゲノムアセンブラツー

ル（MaSuRCA），ゲノムアセンブル補正ツール（POLCA），

生物系統分類ツール（GTDBTk）等のゲノム解析ツールを

使用して，ゲノムデータのアッセンブルや遺伝子機能の

アノテーションを行った．

AH1 株はゲノムサイズが 3.76Mbp，保有する遺伝子数

は 3，872，AH2 株はゲノムサイズが 3.77Mbp，保有する

遺伝子数は 3，873 であった（表- 3）．ゲノムはほぼ同

一ではあるもののそれぞれ独立した株であることが分

かった．AH1 および AH2 株のゲノムは，ゲノムサイズや

遺伝子数が枯草菌や納豆菌と大きく異なっていた．AH1

および AH2 株のゲノム配列の生物系統を分類した結果，

Bacillus altitudinis 41KF2b 株 18）と最近縁であると

液とし，液体クロマトグラフィー高分解能質量分析（LC-

OrbitrapMS） 法（LC: NexeraX2， 島 津 製 作 所 製；

OrbitrapMS: Q Exactive HF，Thermofisher Scientific製）

により分析した．

試験結果をまとめると以下のようになる．

・試験系①（AH2/pH 11.0）

　�　核酸に結合する蛍光染色剤（SYBR green Ⅰ，Life 

Technologies 社製）を用いた蛍光顕微鏡（BZ-X800，

キーエンス社製）観察により，AH2 株の細胞数を計

測した．培養開始時は 4.6 × 108cells/mL-sample

であったが，培養 72 時間後では 1.6 × 109cells/

mL-sample と AH2 株の増殖が認められた．

　�　モノマーが 120ng/mL，2 ～ 5 量体のオリゴマーが

7.3 ～ 20ng/mL 検出された．アルカリによる加水分

解に加え AH2 株の代謝により，最も PHBV 分解が進

行していたと考えられる．

・試験系②（微生物無 /pH 11.0）

　�　モノマーが 91ng/mL，2 量体が 11ng/mL，4 量体が

4.5ng/mL 検出された．本実験条件下（pH 11，30℃，

144h）では，アルカリによる加水分解はあまり起こっ

ていないと考えられる．

・試験系③（微生物無 /pH 7.2）

　�　モノマーは検出されなかった．2 量体が 2.1ng/

mL，4 量体が 5.0ng/mL 検出された．中性条件下で

は PHBV はほとんど分解されなかった．

PHBV 資化性試験と PHBV 分解物分析の結果から，強ア

ルカリ条件下において AH2 株は PHBV の分解能および資

化能を有することが示された．生分解性プラスチック

である PHBV が，コンクリート中における AH 株の栄養

図- 5　PHBV 分解物定量分析
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ションが起こり，強アルカリ耐性菌が選抜された結果，

AH1 株と AH2 株が獲得されたものと考えられる．

４．２　アルカリ適応遺伝子

pH 11 まで生育可能なBacillus halodurans C-125 株 20）

や pH 11.4 まで生育可能なBacillus pseudofirmus OF4

株 21）のゲノム解析データから，好アルカリ性菌のアル

カリ適応機構が推定されている22）．細胞壁の構造物（tua，

slp，cap，eps），細胞膜中の電子伝達系（yth，cyd，

cta），カチオン交換輸送体（mrp，ktr），細胞表層スト

レス応答（wal，bce，lia，yvr，css，fab）などの遺伝

子の存在とその機能がアルカリ適応に関連していると指

摘されている．AH1 株と AH2 株は，これらの遺伝子をほ

ぼすべて保有していた．pH 11.4 まで生育可能な OF4 株

と比較すると，アルカリ適応に関連が指摘されている遺

伝子をより保有していることが分かった（表- 3）．AH1

株と AH2 株が pH 11.5 以上で生育可能であることが，遺

伝的特性からも示された．

４．３　生分解性プラスチック分解遺伝子

PHBV は，poly（3-hydroxyalkanoates）（PHA）と呼ば

れる微生物が生産するポリエステル樹脂の一種である．

PHA は微生物産生であることから生分解性を有している

ことが知られている．PHA 加水分解酵素遺伝子（pha）や

PHA 構成モノマーである 3- ヒドロキシ酪酸（3-HB）の

脱水素酵素遺伝子（hbd）が PHAの分解に関与している 23）．

AH1 株と AH2 株はpha を保有していなかったがhbd を保

有していた．その他 PHA 分解に関連が考えられる遺伝子

を検索した結果，5 種類の加水分解酵素遺伝子（gloB，

gloC，mhqD，hsaD，todF）と炭化水素酸化酵素遺伝子（rl5）

が見いだされた（表- 3）．これら酵素遺伝子の一部機

能を利用して PHA を分解していると考えられる．した

がって，AH1 株と AH2 株は積極的に PHA を分解する能力

はないものの，アルカリによる加水分解に加え，加水分

解酵素や酸化酵素を利用して PHA を少しずつ分解するこ

とで資化すると考えられる．

ゲノム解析による遺伝的特性を調査した結果，同じ

Bacillus 属細菌ではあるものの，AH1 株と AH2 株は枯草

菌（納豆菌）とは異なる遺伝系統であるBacillus 

altitudinis であることが判明した．さらに，AH1 株と

AH2 株が強アルカリ耐性であることおよび生分解性プラ

スチック資化能を持つことが遺伝的特性からも支持され

た．

推定された．41KF2b 株は，インド半島のほぼ中央に位

置するハイデラバードの上空 41km までの空間から採取

された空気中に見いだされた微生物である．糖類，ア

ルコール類，炭水化物など多種にわたり有機物資化性

を有し，45℃と比較的高温度域でも増殖が可能な芽胞

形成細菌である．また，塩分耐性や複数の抗生物質に

対し抵抗性を示す，様々な環境ストレスに耐性のある

微生物種である 19）．納豆菌宮城野株がアルカリ性に順

応しアルカリ耐性能を獲得したのではなく，アルカリ

選抜実験のプロセスの中で浮遊菌などのコンタミネー

表- 3　ゲノム解析結果概要および保有遺伝子
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５．まとめ

コンクリートのような強アルカリ環境下で代謝可能な

細菌を単離するためにアルカリ条件下での選抜実験を実

施した結果，pH 11 以上で生育可能な強アルカリ耐性菌

AH1 株および AH2 株の獲得に成功した．2 菌株の特性を

実験的および遺伝学的に検証した結果，以下の特性を持

つことが確かめられた．

・�Bacillus altitudinis に近縁な新たな強アルカリ

耐性菌である．

・�強アルカリ条件（pH11 ～ 12）下にて代謝が可能で

ある．

・�芽胞形成能を有し，環境ストレスに対し耐久性を持

ち生存能力が高い．

・�生分解性プラスチックである PHBV の分解能および

資化能を有する．

強アルカリ環境下であるコンクリート内で生存し，必

要に応じ代謝活動を行うことができる強アルカリ耐性菌

（AH1，AH2）は，以下の機能を持つと考えられる．

・�速やかな微生物代謝による炭酸塩析出（MICP）促進

による迅速な自己治癒機能．

・�強アルカリ環境下の呼吸による酸素除去に起因した

鉄筋腐食反応の抑制機能．

以上のことから，強アルカリ耐性菌 AH1 株および AH2

株は，自己治癒機能と防錆機能を併せ持った高機能コン

クリートの開発に極めて高い有用性があると考えられ

る．
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Isolation of strong alkali-resistant bacteria for contribution of the high performance concrete

Takamichi NAKAMURA, Toshinari HAYASHI and Atsushi SAITO

Self-healing concrete that utilizes a bacterial metabolism has been developed. However, there is 
technical problem that microorganisms do not function adequately in a strong alkaline environment 
such as concrete. To overcome this technical challenge, bacteria that has metabolic activities in strong 
alkaline environments were isolated and their properties investigated. Selection experiments were 
conducted using a medium adjusted to high pH, and two strong alkali-resistant bacteria were 
obtained. Experimental validation indicated that the two strains possess advantageous properties for 
the development of high-performance concrete that combines self-healing and anti-corrosion 
resistance. In addition, genome analysis revealed that the two strains are most closely related to 
Bacillus altitudinis and possess genes involved in sporulation and alkaline tolerance.
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