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論文内容の要旨

将来のエネJレギー資源不足，石炭，石油等の化石燃料の大量消費に伴う環境破壊など，エネノレギー供

給に関連した問題が世界的に深刻化している。したがって，化石燃料などのエネルギー資源に代わる新

Lい無公害エネルギー資源の開発が切望されている。特に，水素は，クリ ーンなエネノレギー源として1

将来多くの分野で利用されると期待されており，これを安価かっ大量に生産するシステムの開発が試み

られている。

生物は生体内で極めて複雑かっ効率的な化学反応を安定に進行させながら，生命活動を行っている。

近年，生物体の優れた機能を利用して，食品，医薬品，エネJレギーを生産しようとする研究が注目され

ている。緑藻は，太陽エネノレギーを効率よく利用して増殖し暗嫌気条件下において，明期に蓄積した

デンプンを分解し水素を発生することができる。

本研究は，緑藻を用いた，効率のよいv 安定な水素生産システムの開発を目的とし，その主要な問題

点について検討を加えたものである。

第1章では，自然界より高水素発生能を有する緑濠の検索を行い，その水素発生能および増殖能につ

いて検討を加えた。その結果，近畿地区数ケ所の沿岸より，分離された167株の微細藻の中から，高水素

発生能を有する海産性緑藻ChlamydomonasMGA 161株が分離された。この株は新たに調製した合

成培地にて良好な増殖 (O.lhr-')を示し，また高い暗水素発生 (0.2μmol/mg dry wt/hr)が観察

された。

第2章では， MG A 161株の暗水素発生をさらに向上させるために，この株のデンプン蓄積畳ヒド

ロゲナーゼ活性発現，デンプンから水素への変換率，デンプン分解速度について検討を加えた。デンプ
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ン蓄積量に関しては，窒素制限，高塩濃度，低温条件下で倍養することによって，その蓄積量を増加さ

せることが可能であった。しかしながら，デンプン蓄積量の増加に見合った水素発生量の増加は認めら

れなかった。また，ヒドロゼナーゼに関しては，タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミドの添加

によるヒドロゲナーゼ活性の顕著な抑制作用にもかかわらず，この株の暗水素発生は，全く阻害されな

かった。したがって，ヒドロゲナーゼ活性が， MGA 161株の暗水素発生において律速因子となってい

ないことが明らかになった。さらに，デンプンから水素への変換率に関しては， MG  A 161株は 1モ

ルのグルコースから 2モルの水素を生成しており，現在までに報告されている緑藻の変換率の最高値

0.43 Cmol H2/mol glucose)と比較して1)この株は非常に高い水素への変換能を有していることが認

められた。しかしながら， MGA 161株は， 12時間の水素発生の後でも，まだかなりの未分解のデンプ

ンを細胞内に残存させており，この株のデンプン分解速度に関しては，まだ改善の必要性があることが

わかった。

第3章では， MGA 161株が，高水素発生能を有する理由を解明する目的でこの株および他の緑藻の

発酵現象の特徴を把握することを試みた。使用株としては， MGA 161株の他に，東大応微研より譲り

受けたChlamydomonasreinhardtii， Chlorella pyrenoidosa， Chlorococcum minuturnを用い，暗嫌気

条件下，これら緑藻が培地中に放出する発酵生産物を定量した。

MGA 161株の主な発酵生産物は，水素，炭酸ガス，酢酸，エタノールであり，キ激，乳酸，グリセロー

ルは，わずかしか検出されなかった O それに対して， Chlamydomonasreinhardtiiは，デンプン分解

活性が最も高く，水素よりも，キ酸，酢酸，エタノールを，それぞれ 2 2 の比率で大量に生成して

いた。 Chlorellapyrenoidosaでは，全体的に発酵速度が低いものの， Chlamydomonasreinhardtiiと

非常に良く似た分布を示したO また， Chlorococcumminuturnは主に，炭酸ガス，酢酸，グリセロール

を生成し，水素，ギ酸，エタノールは，ほとんど検出されなかったO デンプン分解過程で生成した還元

力は，グリセロール，水素，エタノールを生成することによって消費される O したがって，試験した緑

藻が，何を還元力消費産物とするかによって， 3つの発酵形式に分類できることが示された。すなわち，

MGA 161株では水素， Chlamydomonasreinhardtiiおよa:Chlorellapyrenoidosaではエタノール，

Chlorococcum minuturnではグリセロールを生成することで消費し，それぞれの細胞内の酸化還元バ

ランスを保っていることが示唆されたO

第4章では，水素生産性の向上を計るために，別の角度からのアプローチとして，緑藻一光合成細菌

の混合培養による水素生産システムについても検討を加えた。緑藻は，昼間，細胞内に蓄積したデンプ

ンを，夜間，嫌気条件下で発酵し，水素以外にも酢酸，エタノール，ギ酸などの有機物を生成できるこ

とが，第3章において示された。それに対して，一般に，光合成細菌は，有機物を外部基質として水素

を発生できることが知られているご)混合培養系の実験に対して，緑藻は，水素発生活性においてMGA

161株に劣るものの，デンプン分解活性は非常に高く，ギ酸，酢酸，エタノールなどの有機物を最も大量

に生成していたChlamydomonasreinhardtiiを用い，一方，光合成細菌は， NC 1 Bより譲り受けた，

紅色非硫黄細菌の一種であるRhodospirillumrubrumを用いたO 緑藻と光合成細菌を， 8 2に混合

した系において，緑藻単独系の水素発生量と比較して，約4倍の水素発生量が認められたO この水素発



生増大効果は，緑藻Chlamydmonasreinhardtiiが水素と同時に生成したギ酸を， Rhodospirilumru-

k旦旦がFormatehydorogen-lyase系を介して水素に変換しているためであると考察した O そして，こ

の混合培養系は，明暗サイクルに同調しながら，一週間にわたって安定に水素を発生していた。
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論文の審査結果の要旨

本研究においては先ず近畿地区数カ所の沿岸より分離された167株の緑藻より高水素発生能を有する

海産也緑藻ChlamydomonasMGA161が選抜され，その特性を調べられた結果，本緑藻は生成した還

元力を主に水素発生によって消費しているという非常にユニークな性質を持っていることが明らかとなっ

た。さらにc.MGA 161の他にChlamydomonasreinhardtii， C hlorella pyrenoidosa及びChloroco-

ccum minutumの醸酵特性を調べ，緑藻はその還元力消費形式によって水素発生型，エタノール生成型，

グリセロール生成形の 3タイプに分類できることを明らかにした。

またC.reinhardtiiと光合成細菌Rhodospirillumrubrumを混合培養することによって緑藻単独培

養の場合より，水素発生量及びデンプンから水素への変換率共に飛躍的に向上することが認められたO

以上の成果により本論文は充分博士論文に価すると認められた。
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