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The state-of-art and future prospects of BioHydrogen are overviewed， targeted on 

photosynthetic microorganisms (photosynthetic bacteria， cyanobacteria and green algae as 

main objects. We describe here our recent results， mainly hydrogen production with sugar by 

co-culture of photosynthetic bacteria and anaerobic bacteria. Recent efforts of genetic 
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1.緒言

水素の需要については、改めて言うまでも無し、電気自

動車が実用化されている現代であるが、発電がまだまだ化

石燃料に依存しているかぎり、水素エネルギーの重要性は

変わることがない。

再生可能エネノレギーとしての「バイオフk素生産Jの研究

史も、 1970年代のオイルショック以来長くなった[1]が、

まだ、実用化に至っているとは言いがたし¥

微生物による水素生産は、大きく分けて、 9有機物を原

料とした嫌気的な水素発酵(光合成プロセスを用いなしす、

u)存機防を原料とした光合成細菌による水素生産、jjj)シ

アノバクテリアおよひ部最藻による水素生産(原料は水)、

に大別できる。二酸化炭素を排出しないという点では、jjj)

が理思的であるが、水素の生嵐麦度は低い。水素生産速度

は、。が一番高く、u)は9とjjj)の中間である。 9、u)は

有機物が分解されるため二酸化炭素が排出されるが、もと

をたどれば、有機物は、光合成産物に由来するので光合成

によって再び有機防となり、新たに化石燃料を掘り出さな

くてもよい(カーボ、ンニュートラノレ)という考えである。

もう一つの許可面基準は、u)とjjj)では、収率、すなわち、

消費された単位有機物あたりの水素生産量で、あるOこれは、

9が最低で、理論的には、グルコース、デンプンの場合、
グルコース1モルあたり 4モルの水素が最高で、 2モルの

西撤と 2モルの二酸化炭素が副生するO これは、化学的な

エネルギ一変化論によるものなので、如何にバイオといえ

ど魔法ではないので、これを超えることはできない。ほぼ

これに近しオ直が超女子熱菌によって報告されている凶が、

実際には、 4モルを常に保つことは困難であろう。また、

副生する2モルの酢酸は、メタン発酵や光合櫛田菌による

しかエネルギーとして回収できなハ

以下、本文では、u)とjjj)を中心に著者らの研究をも含

め、概観していきたい。

2. 水素生産に関与する酵素について

まず、バイオフk素の原理について鰍もておく。水素生産

に関与する酵素は、ニトロゲ、ナーゼ~[3] とヒドロゲ、ナーゼ凶

の2手製領がある。
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とし1う空中窒素をアンモニアに還元する反応を行うが、

基質特異性が広くプロトン還元関志、すなわち、次の水素

生産反応をも行う。

2H+十2e一+4ATP→ Hz十4仏DP+助

窒素ガス還元同志と水素生産反応は互いに競合するが、窒

素ガス1仰も雰囲気下でも水素生産反応は副反応として25

'""30%の速度でおこる。還元力はフェレドキシン(各種の

細菌や藻類、植物に荷主する低分子量の電子伝達タンパク

質)~こよって供給されるとされる。ニトロゲナーゼによる

水素生産はATPを消費する(酵素の作用時に立桝再造の変

化のために消費されるとされる)分だけエネルギー的に損

であるが、反応は水素の発生側に非常に傾いており事実上

の不可逆風志である。

ヒドロゲナーゼは、

x0塁元劫+H+ご X般化劫+112Hz 

(xは電子伝達体)の可逆同志を角的某する酵素である。ニ

トロゲナーゼ、ヒドロゲナーゼとも赤制年な状態では酸素に

弱し、が、後者は酸素に比較的耐性があるものが荷主するな

ど、多様性がある。微生物における役割も異なる。ヒドロ

ゲナーゼについては、 V昭l3lSの総説凶に詳しし¥xには、

フェレドキシン、チトクロームC3、NAD+などが知られる。

高示藻で、はXはフェレドキン、シアノバクテリアでは、遺伝

子構造の解析結果によって、ジアフォラーゼ(生体内の電

子のキャリアーである NAD十やメチレンブルーなど人工

的な電子伝達体と電子の受け渡しをする酵素)とヒドロゲ

ナーゼが複合体を形成し、 NAD+と電子を授受すると考え

られている。

上述のようにニトロゲナーゼ、ヒドロゲナーゼとも酸

素に弱く、阻害、失活を受ける。ニトロゲ、ナーゼを有する

光合反応微生物のうち、シアノバクテリアは、細胞レベルで、

対酸素防衛欄曹を有するので、生菌体では好気条件で窒素

固定、ひいては水素生産が可能で、ある。光合成五日菌では、

ニトロゲ、ナーゼ、は対酸素防御樹薄を有せず、その酵素活性

を示すには嫌気条件が必要である。ヒドロゲナーゼによる

水素生産活性は、基本的に酸素の無い条件で発揮される。

3. 光合成細菌および嫌気也細菌との混合培養による水素

生産

光合成というと、酸素の生成、二酸化炭素の還元による

デンプンの生成というイメージが強くあるが、これは植物

特集

とシアノバクテリア、藻類(緑藻を含む)による光合成で

ある。もちろん生態学的にも重要で、主な光合成のタイプ

である。しかし、実は光合成には、もう一つのタイプがあ

る。これは細菌型光合成と呼ばれ、水の替わりにイオウ化

合物や有機酸を電子供与体とする光合成を行う。よって、

酸素は生成しない。

光合成細菌による水素生産は電子供与体の供給を要す

ることは一面制限条件であるが、有機廃棄物の処理を兼ね

ることができる、酸素を発生せず生成ガスは炭酸ガスと水

素のみでガス分離が容易、水分解に光エネルギーを使わな

くて良いため水素発生速度は大きい、など利点でもある。

光合成細菌の水素生産に関与するのは多くの場合ニト

ロゲナーゼであり、ヒドロゲナーゼは取り込みに関与する

ことが多い。

l¥1iyakeらが分離した強力な水素生産光合成細菌、

Rhalol回，cter870誹朱は、乳酸を電子供与体とし人工光源を

用いた実験では最九約7%の変換効率(発生した水素の燃

焼エネルギー/刈す光エネルギー)を達成した闘。光が充

分である条件下では、当該分南齢朱は、 262μ1Ih加gωEと光

合成激生物としての最高値を示した。

光合成系田菌による水素生産の研究例は非常に多く、特に

各種実廃水を用いた水素生産の研究は、近年、アジア各国

を中心にさかんである[6]。

10 

Fig. 1. Hydrogen production ratc and e:fficiel)cy同 light
intensity: Ught sources were; reai Hne、xen.onJamp; doued 
line， filtered xenon lamp (SOlar simulator). 

図1. 1あ'alol帥:T8703株による水素生産と

エネルギー変換効率[5]

水素生産の基質保料)として廃棄ノ〈イオマスの主阪¥

である糖質は当然考慮すべきであるが、光合蹴田菌は糖よ

りも主に有機酸を好んで三利用するものが多い。この問題点

を解決するため、l¥1iyakeら聞は、嫌気性細菌である

α俗的法問と光合劇団菌、 f函αiol脱却meroidaRVの
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グルコースをギ酸と水素にすることはできな川

図2. グルコースの変換と自由エネルギ一変化

(三省享氏作成による)

混合培養系(寒天による混合固定化)によって糖の還元力

を効率良く水素として取り出すことが出来る系を確立し

た。すなわち、図2.に示すように、糖→ H2+有機
酸、の発エルゴ、ン関芯を嫌気d性菌が行い、有機酸→ H2

+ C02 の吸エルゴン周芯を光合成細菌が光エネノレギ
ーの投入によって行う。全反応のグルコース1モル当りの

理論収率は、水素ガス12モルであるが、実際にも約7モル

と、高かったO

このような混合培養系の研究例は多いが、我々のグルー

プは、。指白lC主回刀の替わりに培養のより容易な乳酸菌刷、

大腸菌、エンテロバクター、またはRhI2npus(クモノスカ

ビ)闘の4種をそれぞれRh.sphaeroi伽 RVと混合固定化

し、グルコースからの水素生産を試みたO

その結果、乳酸菌とRV株の混合固定化では、 7.1モル水

素/1モルグルコースと、 σ“自主泊山刀との混合培養系に
匹敵する結果を得た。。俗的詰切η とは異なり、乳酸菌は

グルコースを分解する過程で、は水素を生産しないが、生成

する乳酸は一般に光合成細菌にとって水素生産に適した

基質であることが知られている。

さらに、 RhIzLJpusとRV;株の組み合わせでは、約8モル

水素/1モルグルコースの高収率が得られた(図3.置は

グコース+窒素源として加えたグルタミン酸、・はグルタ

ミン酸のみで、の水素生産量、差が収率に対応)0 RhIzLJpus 

は嫌気性ではなく、好気性のカビなので、好気的に培養し

た後、 RVi朱と混合固定化するのである。 RhIzLJpusは乳酸

菌と同様、主として乳酸を生成し、他の有明搬の副生は少

ない。また、嫌気的条件ではほとんど増殖しないと考えら

れ、一種の固定化酵素の様に使えるのであろう。乳酸菌は

嫌気的条件でもよく増殖して乳酸をつくるので、 pHが下

がりRV;株には悪く、その制御が困難である。乳酸菌との

特集

組み合わせよりもRhIzLJpusとの組み合わせがより高収率

であるのは、このことが原因であろうと考えているo

RhIzLJpusは、セルラーゼ、活性も有しており、現在、デンフ。

ンや実廃水についても検討中である。
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図3. RhizopusとRVの混合固定化による水素生産

大腸菌およびエンテロパクターとRV;株との混合固定化

の結果は未発表であるが、大腸菌はべプトンヰ酵母エキス

などのリッチな培地で無いと水素生産が宇都宅せず、これら

はRV株のニトロゲナーゼ生合成を抑制し、全体として水

素生産は困難であった(ニトロゲナーゼは、窒素源欠乏状

態でないと合成されなし、)。エンテロバクターは、窒素源

を制限した培地でも高い水素生産速度を保つが、アルコー

ルやブタンヂ、オールなどの副生物が多く、収率は3'"'-'4モ

ル水素/1モルグルコースに留まった。

4. 手品藻による水素生産

クロレラ、クラミドモナスなど信表藻は、ヒドロゲナーゼ

によって水素を生産するO 水素生産条件は複数あり、①こ

れらの緑藻を嫌気暗条件に保った後、明条件に移すと水素

と酸素が同時発生するが、やがて生成する酸素によって水

素生産は停止する、②嫌気暗条件に保つだけでもデンプ

ンの蓄積した藻体では、デンプンの嫌気分解により水素を

生産する(アルコールや有機酸も副生)、この方法は、昼

まず、クラミドモナスをイオウ(硫脚卸制限培地で光合

成的に増殖させると、この緑藻の光合成システムのうち、

酸素発生系の活性が低下し、 3.で述べたような細菌型光合

成を行うようになる、次に嫌気明条件に移すと水素生産が

観察される(電子供与体は、藻体内のデンプンなど存機物

であると考えられる)。これも水素生産と酸素の生成を時

-22 
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間的に分けている。

また、緑藻によりデンプンを生産させ、これから水素を

生産させる方法もある。Miyamotoらは、緑藻、

α伽 wdom，αJaS，(クラミドモナス)、 Dunah過などの藻
体に含まれる貯蔵デンプンを原料として、乳酸菌による乳

酸発酵と乳酸を基質とする光合成細菌による光水素生産

としづシステムを構築した[12叫。生成した水素は、而櫨

性光合成細菌を用いた系で、は高是藻デ、ンブロン中のグルコー

ス1モルあたり6ないし8モルに達した[13]。

5. シアノバクテリアによる水素生産

シアノバクテリアは約半世紀前はblue-gr肥nalgaeと呼

ばれていたが、現在では細菌であるという認識は定着した。

和名は、藍藻または藍色細菌と呼ばれる。高等植物や緑藻

を含む藻類と同様な酸素発生型光合成をする。高年持直物と

藻類の葉緑体の起源は化石年代に他の細胞に取り込まれ

たシアノバクテリアであると考えられている(内部共生

説)。

シアノバクテリアは細菌であるので、大腸菌を宿主とし

て展開されてきた遺伝子工学技術の適用が緑藻よりも容

易である。

。 へ予ロシスト
2 (ATP合成のみの先合成}

図4. ヘテロシストにおける水素の代謝

シアノバクテリアによる水素生産はニトロゲナーゼに

よるものとヒドロゲナーゼによるものとがある。前者の酵

素活性を有するシアノバクテリアは多くの場合後者の酵

素活性をも有しており、水素の吸収や生産に関与して、水

素の代謝を複雑にしている。

ニトロゲ、ナーゼ、による水素生産は、BenemannとW回re

により、糸状性シアノバクテリア、 Anaba臼Jaqylindriaを

用いて示された[15]。ニトロゲナーゼは、 Anabaenaなどで、

はヘテロシスト[16Hこ局在する。ヘテロシストは酸素発生

特集

能のない特異な分化細胞で、ニトロゲナーゼを酸素から守

るとともにA1P合成舌性(いわば細菌型光合成による)を

有し、酵素として機能させる(図4.)。ただし、取り込み

ヒド、ロゲ、ナーゼ (hupと略される)とともに可逆性ヒドロ

ゲ、ナーゼもox)をも有するため、水素の傾tは複雑であり、

特にhupは正味の水素生産を減少、させるo

Miyamo句ら[17]は同株による水素生産(アルゴ、ンをベ

ースとする混合ガス中に窒素源として窒素ガスを0.2'"'"'

0.4%添加し、連続通気)を屋外で行い5週間以上の長期に

わたり入射太陽光に文ナする平均変換効率 O.~もを得た。最

大生産速度品約1仰出音養液U日で、あった。

M白山ら[18]は、海洋性シアノバクテリア、身但白金α波間

関ω必511株(単細胞であるが、好気的に窒素固定をお
こなう)を用いシアノバクテリアとしては高し1水素生直墓

度 (50μl/h加g田n)を達成した。

我々は、天然のhupマイナス株と推定されるAnaba仰

の一種を用い、二酸化炭素を逐次添加した空気中で水素と

酸素を訴責させた凶。

楼井のグノレーフ。は、遺伝子工学によってAna伯仰の

hupマイナス変異株を創製し凶]、これを用し、た大規模な

水素生産システムを提案している[21]。

以上はニトロゲナーゼによるものであるが、シアノバク

テリアでも、ヒドロゲ、ナーゼによる水素生産が、我々のグ

ノレーブT22，23]、および~Lindblad ら凶]によって報告されて

し、る。

緑藻と異なり、水素生産条件は、嫌気暗剣牛のみで、あるO

電子供与体は菌体内に蓄積された藍藻デンフ。ンとも呼ば

れるグリコーゲ、ンで、ある。やはり、アルコールや有機酸を

副生するoLindbladら凶]は、侃政rapsa(⑨担dαrxr:usと

も分類される)がほぼ酢酸のみを副生する理思的な発酵タ

イフ。により、 26μl/h加gωEの水素を生産すると報告して

いる。しかし、菌体懸濁夜とアルゴンガスを封入した閉鎖

系で、は水素がo.aもに遣すると水素生産と取り込みが平衡

になるので、アルゴンの連続通気を行っている。

我々のグループは、明条件で、の水素生産をめざして、以

前に α倒的法'Umのヒドロゲ、ナーゼ遺伝子をシアノバクテ

リアに導入し、 活性のあるヒドロゲナーゼの発現に成功

した随]が(無細胞抽出液中に活性およひ粉体で検出)、

生菌体レベルで、は水素の生産は認められなかったDおそら

く、ヒドロゲナーゼタンパク質の酸素感受性によるものと

思われる。
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6. まとめと問題点

初めにも述べたが、微生物による水素生産は、速度は非

光合成の嫌気d↑生細菌による糖の発酵が最も高いが、対糖収

率は低い。酸素発生(水分解)型のシアノバクテリアや緑

藻が有機物を必要としない、従って二酸化炭素を排出しな

い点では理思的であるが、速度は相対的に遅い。光合揃田

菌はこの両者との中間の速度となる。糖質からの水素生産

では、混合培養によって収率が改善で、きるが、水素生歯車

度は、もっと上げたいところである。

光合閥、田菌によるバイオフk素で、は、色素量の減ろかした変

異株が、耕朱よりも高し1水素生産d性を示したものが見られ

る凶。また、科高で概説した緑藻、 αlamydomonasを用
いた水素生産では、同緑藻を用い極めて多様な遺伝子組み

替え研究がなされている[2寸。その中で、 Melisらのグルー

プは、光合成単位のクロロフィル数を減少、させることをめ

ざしている。光合成は量子的な過程で、遺伝子工学的改変

は困難であるとされるが、バイオフk素に限らず、近年油脂

や炭イtJk素の生産者として各種の藻類が注目されている

が、律速段階はやはり品、速度での大量培養である。今回

は触れなかったが、光バイオリアクター開発とともに、藻

類の改良が今後とも注目されていくであろう。
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