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緒論

化石資源の燃焼は人の営みと深 く関わっており、そのため様々な弊害が生じこと

に環境における深刻さの度合いを増 している。二酸化炭素は代表的な温室効果ガス

であり、その排出削減について早急に対策が講 じられねばならず、 ここに至ってよ

うやく国際的な排出削減の枠組みが取 り決められるようになった。しかしながら、

二酸化炭素の排出は産業活動と直結 してお り、化石資源のエネルギー効率の改善、

太陽光、地熱、風波等の自然の力を導入するエネルギー生産の技術開発がない限 り

産業活動レベルの低下を招 きかねない。その申で最も技術革新が期待されるのは太

陽光のエネルギー変換であ り、環境低負荷型のエネルギー生産技術 として将来的に

極めて有望なものの一つである。光合成微生物は太陽光のもと二酸化炭素を固定 し

生物有機資源へと変換する機能を有し、単位体積当りの光合成能は高等植物より優

れていることから様々な研究が行われている1,2)。本研究に先立つ研究として、光合
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Fig.1.CombinationofalgaandphotosyntheticbacteriumforH2

productionsystem.
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成細菌並びに緑藻の特性 を生か し両者 を組み合わせた水素生産 システムが考案され、

その実用化 に向けた研究が続けられてきた3)。水素 は燃焼 において全 く二酸化炭素の

生成を伴わないので環境低負荷型の代表 的なクリーンエネルギーで ある。緑藻は二

酸化炭素の供給によ り太陽光のもと光合成 を行い澱粉 を藻体 内に蓄積 し、暗嫌気条

件下に移行すると澱粉を分解 し種 々の代謝産物を生成 すると共に水素を生成する。

一方、光合成細菌は明嫌気条件下、緑藻 の代謝産物 を光依存的に分解 して水素を生

成する(Fig.1)。

このシステ ムにお いて水素の生 成 は、緑 藻による澱粉分解 と光合成細菌による有

機物分解の双方にお いて起 きる。緑藻 において はヒ ドロゲナーゼ が(Eq.1)4)、 光合

成細菌においてはニ トロゲナーゼが(Eq.2)5)そ れぞれ水素の生成 を触媒 する。

2H++2e"自 ≧H2[Eq,1】

2H㌔←2e'+nATP-一 一一一一一>H2+nADP+nPi【Eq.2】

それぞれの 特徴 と して ヒ ドロゲ ナーゼが水素の生成 ・酸化の可逆的反応を触媒す

るのに対 し、ニ トロゲナーゼは水素生成 の一方向のみの反応を触媒 するという点が

挙げられる。水素の生成を経時的に測定 すると緑藻では暗嫌気条件下、水素濃度 が

数パーセ ン ト以上に増大 しないのに対 し、光合成細菌では明嫌気条件下、60%を 超

えてなお、持 続的 に水素 を生成 した。緑 藻における水素の生成が数パーセン ト以上

に増大 しない理由として気相中の水素濃度 が一定濃度 に達するとEq.1に 示 す ヒ ド

ロゲナー ゼ反 応の平衡 が水素の酸化方向へ と移行するためと考え られた。実用化 を

想定 した場合、数パーセン トの水素濃度 では水素の分離 ・集収の効率が低 く緑藻 に

よる水素生産 は成 り立たない。これを改善する方策 として、緑藻で は効率の低い水

素の生成 を抑制 し、その分 を続いて共役 させる光合成細菌による水素の生成に上乗

せする。終局的に水素生産の効率化 ・集約化はこのようなシステム において可能 に

なる(Fig.2)。 そ こで本研究では、 まず緑 藻の澱粉分解反応速度を低下させることな
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く、如何にしてこの回収効率の低い水素の生成を抑制するかを検討しそれにより生

じる代謝の変化を追跡した。また、水素の生成を抑制することで生 じた緑藻の代謝

産物を効率的に水素へと変換するため、新規な光合成細菌の培養法を検討した。
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本論

第1章 緑 藻 に お け る水 素 生 成 の 抑 制 と澱 粉 分 解 の促 進

一 緑 藻 の ヒ ドロゲ ナー ゼ の 関与 一

緑藻は光合 成により水を分解 し得 られた還元力によ り二酸化炭素を固定 し澱粉 を

藻体内に蓄積する。この澱粉は暗条件下 で呼吸に、あ るいは嫌気的代謝に供され、

藻体のエネル ギー需要を充す。緑藻では暗嫌気の発酵条件 において蓄積 した澱粉 は

アミラーゼ、フォスフォリラーゼにより分解を受けグルコース単位に分解された後6)、

解糖 系諸反応 によ りピル ビン酸 を経て種 々の最終産物へ と代謝され る7,8)。本 シス テ

ムは緑藻の蓄 積 した澱粉が完全分解され る過程 に共役 して水素を生 産するシステ ム

であ り[Eq.3]、 その初発過程 であ る澱粉 分解 の反応効率 によってシスデム全体の水

素生産効率は大 きく変動する。

C6H1206+6H20-一 一一一一一ヨ>12H2+6CO2[Eq.31

緒論 に述 べ た ように本 システム においては、緑藻の暗嫌気発酵におけ る水素生 成

を極力抑 えることにより澱粉から回収不可能な水素へ と流れる還元 当量の損失を防

ぐ必要がある。 ところが、水素は発酵過程 において生成する主な分解産物の一つで

あ り水素生成 を抑えることで澱粉分解反応、発酵産物生成 において種々の変化が生

じることが予測された8-1°)。そ こで、種 々 の発 酵条件 にっ いて澱粉分解および発酵産

物生成 を低下させずに水素生成を効果的に抑制する方法について検討 した。
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第1節 水 素 生 成 の 抑 制条 件 の 検 討

(1)実 験 目的

緑 藻 にお い て水 素 生 成 を触 媒 す る ヒ ドロ ゲナ ー ゼ は酸 素 感 受 性 が非 常 に高 く、 不

可逆 的 な 阻 害 を受 け る こ とが 知 られ て い る11)。0カ ノamγdomoηasハe1肋 甜d折 の ヒ ド

ロゲ ナ ー ゼ は ク ラス ター 金 属 と して 鉄 の み を含 む タ イ プ で あ り12}、そ の 特 徴 と して

一酸 化 炭 素 に よ り阻 害 を 受 け る こ とが知 られ て い る13,14)
。 そ こで 、 酸 素 並 び に一 酸

化 炭 素 を用 い て ヒ ドロゲ ナ ー ゼ を 阻 害 し た場 合 、 如何 な る影 響 が生 ず るか を澱 粉 分

解 お よび 発 酵 産 物 生 成 につ い て調 べ た 。 さ らに、 緑 藻 の 暗発 酵 にお い て水 素 生 成 を

抑 え る た めの 諸 条 件 を検 討 した 。

(2)実 験材 料 お よび 方 法

藻 株

緑藻 は 当研 究 室 に て単離 さ れ た海 産 性 株Chlamydomonassp.MGA161(以 下、

MGA161株)を 用 い た15)。

培 養 条 件

MGA161株 は 、modifiedOkamotomedium(MOM)に て 、 ミ リポ ア フ ィル タ ー

(0.45ｵm)に よ り除菌 し た5%炭 酸 ガ ス を含 む 空 気 を通 気 し、30°C、41W/m2の

光 照 射 下 で 培 養 した 。MOMはNaCl(3091L)、MgSO4・7H20(0.25g/L)、CaCl2・2

H20(0.2g/L),FeSO4.7H20(0.02g/L),H3BO4(2.86mg/L),MnCl2.4H20(1 .81

mg/L),ZnSO4.7H20(0.22mg/L),CuSO4.5H20(0.08mg/L),Na2MoO4(0 .021

mg1L)・CoCl2・6H20(0.01mg1L)、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム(50

mg1L)を 含 む無 機 塩 溶 液 を オ ー トク レー プ 滅 菌 し、 これ に チ ア ミ ン塩 酸 塩(20

mg1L)・ シア ノ コバ ラ ミン(0・2mg1L)、KH2PO4(8.1691L)、K2HPO4(9991L)を 含

む リン酸 緩衝 液(pH=8.0)を ろ過 滅 菌 後 に5ml/Lの 割 合 で混 合 して 調 整 した 。培

S



養容器はルーボ トル(1.6L)を 用 いた。

暗発酵条件

対数増 殖 中期 の藻体(OD68。=1.0-1.5)を 集 め本 実験 に用 いた 。遠心 分離 した藻

体はN源 を含 まないMOMに て再懸 濁 を行 い遮 光 した反応容 器 に分注 した。反応

容器はシリコン栓をするか、あるいは嫌気条件 を保つ場合はダブルキ ャップで密

栓した後 に30分 間、注射針 を通 じて窒素 ガス を通気 し置換 した後、密封 し30°C

で振 とうを行 った。 なお、発酵 前 に必要 に応 じて水素ガス、一酸化炭素等を一定

量、嫌気的に注入 した。

定量

発酵によ り生成した水素は、TCD一 ガス クロマ トグラフ法(カ ラム;モ レキュラシー

プ13X、 ガ スクロエ 業)に て定量 した。エ タ ノール は アルコールデヒ ドロゲナー

ゼおよびアルデ ヒ ドデ ヒ ドロゲナーゼ を用 いた酵素法 によ り生成するNADHの

340nmの 吸光度の増加 か ら定量 した。 グ リセ ロールはF一キ ヅ ト(ベ ー リンガー ・

マ ンハ イム)を 用 い た酵 素 法、 また 酢酸 は高速液体 クロマ トグラフ法(カ ラム;

TSKゲ ル、 東 ソー)に てそれ ぞれ定量 した。澱 粉 は10ml培 養 液 中の藻 体 を遠心

分離 にて集 めた後、40%過 塩素酸 にて2時 問の抽 出 を行 い沸騰水 浴 中で20分 間

処理 して加 水分解 した もの を試料 とした。澱粉か ら生成 したグル コースを酵素法

(F一キ ッ ト、 べ一 リンガー ・マ ンハ イム)に よ り定量 した。

ヒ ドロゲナーゼ活性の測定

発酵 中に発現 したヒ ドロゲナーゼ活性は、ハイ ドロサルファイ トナ トリウム(10

mM)、 トリ トンX100(0.1%)、 メチル ビオ ローゲ ン(2.5mM)を 嫌気 的 に藻体懸 濁

液 に添加 し、水素の生成速度 より算 出した。
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(3)ヒ ドロゲナーゼ活性の阻害が澱粉分解に及ぼす影響

暗条件、空気気相下にて緑藻の発酵を行ったところ窒素ガス気相下の嫌気条件 と

比較し澱粉分解の向上が認められた(Fig.3A)。 空気中の酸素濃度はヒドロゲナーゼ

活性を阻害するに十分高濃度であるため水素の生成は直接は測定しなかったが試験

条件下で起 きていないと考えられる。また、その際に低分子有機物の生成も認めら

れなかった(Rg.3B)。 これは酸素の存在により呼吸活性が活性化したため有機物は

完全に燃焼し二酸化炭素にまで酸化されたためと考え られる。したがって、酸素の

共存は水素生成の抑制と澱粉分解の促進を同時に可能にしたものの、目的の発酵産

物の生成が伴わないため、この場合、空気気相の発酵は適当でないと考えられる。

雪
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酸素はヒ ドロゲナーゼ活性を阻害するものの、上述の ように他の代謝系に及ぼす

影響が大 きいため次に、よ り選択的な ヒ ドロゲナーゼの阻害剤であ る一酸化炭素 を

用いて検討 した。すなわち、窒素気相下 において一酸化炭素を混合 し緑藻の発酵 を

試みた(Fig.4)。

一酸化 炭素 を添加 した場合 、暗条件下の水素生成は大幅に低下 し逆 に澱粉分解量
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は増加 した。その際、澱粉 の分解産物で ある有機物の生成にも変化が生じ、酢酸 は

減少、エタノールは増加傾 向を示 した。理論的に、酢酸は1モ ル 当 り4モ ル、 エ タ

ノール は1モ ル 当 り6モ ル の水 素へ と変 換 され るため、発酵産物においてエタノー

ルの量比の増大は、生成 した有機物の水素当量の増大 を意味する。 したがって、嫌

気条件下 にお いてヒ ドロゲナーゼ活性 を阻害することにより、水素生成の抑制、澱

粉分解の促進、および生成 した有機物の水素当量の増大が可能になると考えられる。

(4)水 素の取込みが澱粉分解に及ぼす影響

一酸化炭素 による水素生成の抑制がヒドロゲナーゼ活性の阻害を介しているか否

かを確かめるため、予め窒素気相中に水素を添加しその影響を調べた。その理由は

ヒドロゲナーゼ反応はプロ トンの還元と水素の酸化の双方を可逆的に触媒すること

から、気相部への水素の添加は反応平衡 を水素酸化(水 素の取込み)方 向に傾ける

と推定されたからである(Fig.5)。

Fig.5Aで は水素の終濃度か ら添加初期の濃度を差し引いて表示しているので、そ

の値は水素の生成に応 じて増加、水素の酸化に応 じて減少することになる。図か ら

明らかなように添加 した水素は2%の 濃度においても減少することが示された。し

かも、その減少は初期濃度を高 く設定するに従い増加 した。澱粉の分解率は初期の

水素濃度依存的に上昇し8%水 素添加において最高 となった(Rg.5A)。 発酵産物の

生成は水素濃度の増加に伴い酢酸では減少、エタノールおよびグリセロールでは増
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加傾 向とな り一酸化炭素添加時に類似 した変化を示 した(Fig.5B)。 これ らの結果 よ

り、水素 の取 込 みを促すと澱粉分解が向上 しエタノール とグリセロールの生成が増

加することが明かとなった。

(5)炭 酸 ガス気相下 にお ける発酵の検討

炭酸ガス は火力発電所の排ガスから回収 することのできる余剰 ガスであ り16)、酸

性 ガス として の性質 を考 慮 する とヒ ドロゲナーゼ活性 を低下させる可能性が考え ら

れる。そ こで、炭酸ガス、窒素ガスの各嫌気下において緑藻を発酵 させ、 ヒドロゲ

ナーゼ活性の経 時的変化、な らびに澱粉分解量お よび各発酵産物の生成 量を調べた

(Fig.6)0

炭酸 ガス気 相下 で発 酵 させた緑 藻 においてはヒ ドロゲナーゼ活性 は発現 したもの

の窒素ガス気相下における1/2以 下の活性 で あ った(Fig.6A)。 したがって、 ヒ ドロ

ゲナーゼ 活性 は炭酸ガス気相下では低い レベル に抑え られることが明かとなった。

また、炭酸ガス気相下においては水素添加時 と同様の効果が認められ、窒素ガス気

9



25

盆
A言20

耄 ご
v
"_15

§葱
=o

E10
N

主 龕5
δ

0

A

N2

0246
Time(h)

CO2

8 StarchAce-Eth-Glyc-H2

tateanolerol

.8

珍

讐^

・6雇 羣

§喜
.4冨8

悪量
2難

塞

Fig.6.EffectofCO20nhydrogenaseactivity(A),starchdegradation(B),and

end-productsformation(B).HydrogenaseactivitywasmeasuredunderanN2

atmosphereafterN2-orCO2-anaerobiosis.Barsindicatestandarddeviations.

相 下の発酵 と比較 し水素 、 酢酸生成量の減少な らびに澱粉分解量、エタノール、お

よび グ リセ ロー ル 生成 量 の増 加 が認 め られ た(Fig.6B)。Chlamydomonas

reinhardtiiの 精 製 された ヒ ドロゲナーゼ にお いて活性 の至適pHは7付 近で ある こ

とが報告 されて お り11)、また、MGA161株 の可 溶化 細胞 において ヒ ドロゲナーゼ活

性は酸性pHで 顕著 な低 下が認 め られた(Datanotshown)。 これ らの結 果 よ り、 炭

酸 ガス気相 下での ヒ ドロゲナーゼ活性の低 下は発酵時のpHが 至適 か ら外 れてい た

ため と考 え られ る。事実㍉炭酸 ガスにより嫌気状態を保った場合 にはpHは6以 下

にな るこ とか ら、培地 の緩 衝能 を低 くす ることによってよ り強い水 素生成の抑制効

果が期待で きる。また、 よ り実用化に近い培養スケールにおいても澱粉分解の向上

と発酵産物であるエタノールおよびグリセロールの増加が可能 になると考えられ る。

10



第2節 小韭舌

(1)水 素生成 の抑制 が澱粉分解反応 に及ぼす影響

通常の窒素 ガス嫌気 における暗発酵にお いては発酵産物 として酢酸生成が主体 と

なっていることから、Eq.4に 示 され る ように澱粉 分解反応 の際に生成 した還元 当

量は水素生成により消費されていると考えられ る。

(C6H120∂.+2nH20-一 一一一一》2nC2H402+2nCO2+4nH2【Eq.4j

ところが、 ヒ ドロゲ ナーゼ活性 を低下させる、あるいは水素添加によ り水素取込

みを促進させた場合、生成 した細胞内の余剰還元力に よりEq.5で 示 す酢 酸 の還元

反応 が活性化 し、結果的に酢酸生成の減少 とエタノール生成の増加 をひ き起 こした

と推察される。一方、 グリセロールの増加 はEq.6に 示 すよ うに余剰還 元 力がグル

コー スを還元 する形で、つ まりグルコースに水素が付 加 しグ リセ ロールを生成す る

ことに基づ くと推察される。しかしなが ら、一酸化炭素の添加によってはグ リセロー

ル生成量の増加は認め られず、グ リセロール生成酵素への直接的な阻害の可能性 が

考えられ る。この原因については今後の研究を待たねばならない。

2C2H402+4H2-一 一→2C2H60+2H20【Eq .5】

C6H1206+2H2--2C3H803[Eq .6]

また、水素 生成 を抑 制 す ると澱 粉分解量が向上することを今 回、初めて明らかに

したが、そのメカニズムと して藻体内の酸化還元バラ ンスと深 く関わっている可能

性が示唆され極めて興味深い。

(2)水 素生産 システ ムにお ける炭酸 ガス気相下の発酵法の評価

窒素ガス気相の発酵を基準 として、炭酸ガス気相の発酵 において得 られた成績 を

要約するとFig.7の ようになる。図 中の増加 は+で 、減 少は 一で表 示 した。炭酸 ガ
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ス気相下にお いて澱粉分解および有機物の発酵生成にこのような変化が生 じた原 因

は、ヒドロゲナーゼ活性の部分的な低下が一酸化炭素添加で認められたように嫌気

代謝に影響 を及ぼしたため と考え られる。また、 ヒ ドロゲナーゼ活性の低下は気相

成分を炭酸 ガスに保つことにより培地pHが 常 に、 ヒ ドロゲナ ーゼ活性 の至適pH

か ら外 れた酸性域 に維持 されたた め と推察された。

水素の生成 は緑藻な らびに光合 成細菌に よるもの全てを含 めて、澱粉 の分解に起

因する。Rg.6Bの 結 果 を例 に とる と窒素 ガス、炭 酸ガスそれぞれの気相下において

0.46,0.67ｵmot/mgcelldrywtの 澱 粉 が 分 解 して お りEq.3よ り5.52,8.04

μmollmgcelldrywtの 水素 が量論 的 に生成 し得 る。 この内、緑藻の発酵 により生成

C6H1206+6H20 一 12H2+6CO2 [Eq.3j

した水 素 は そ れ ぞれ0.68,040μmollmgcelldrywtで あ り、 理 論 的 な 全 生 成 量 の そ

れ ぞれ12.3,5.0%に 相 当 す る。 一 方、 炭 酸 ガ ス 気 相 にお いて はエ タ ノール お よび

グ リセ ロー ル が 増加 して お り各 々 が100%の 効 率 で 水 素 へ と変 換 さ れ た と仮 定 す る

12



と、窒素 ガス気相 、炭酸 ガス気相それ ぞ れで生成 した有機物か ら4.45,9.13

μmol!mgcelldrywtの 水素の生 成 が可 能 であ る。 これは全生成量のそれぞれ80.6,

113.6%に 相 当 す ζ。 これ ら水 素生成の 割合 を比較すると、炭酸 ガス気相 下の緑藻

の発酵は還元 当量が水素生成へ と流れる割合が低 くその分が有機物 に集約 している

ため、光合成細菌によ り水素を一括生産 するとい う当初の目的に合致する。また、

炭酸ガス気相下で生成 した有機物から変換され得 る水素の量が分解 した澱粉から変

換され得 る水素の量を上回る計算になるが、 これは澱粉以外の藻体成分に起因して

低分子有機物の生成が増加 したためと推察される。

窒素嫌気下の発酵で藻体 が生成 する水素はヒ ドロゲナーゼ阻害剤の添加、あるい

は炭酸 ガス気相下の発酵に よりエタノールやグ リセロールへ変換、集約することが

可能 にな った。中でも炭酸 ガス気相下 における緑藻の発酵は、生成 する低分子有機

物の水素当量 の増大 という点か ら光合成 細菌による水 素の一括生産、量的増大に寄

与するもので極めて意義深 い。 したがって、次に光合 成細菌がこれ らの有機物を効

率的に水素へ と変換するか否かを検討する必要がある。
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第2章 光 合 成 細 菌 の 水 素 生 成 制 御 メ カニ ズ ム の解 析

光合成細菌における水素生成はニ トロゲナーゼにより触媒され、Eq.2の 反応式 で

示 され る5)。この反応 にお け るA丁Pは 明嫌気条件 では光合成 によって供給されるた

め光合成活性 はニ トロゲナーゼ反応を高 レベルで維持するのに重要な意味を持つ。

2H++2e-+nATP-一 一一一一>H2+nADP+nPi【Eq.2】

さ らに、 光 合成が抑 え られ る暗所 あるいは好気条 件ではニ トロゲナーゼ活性のみ

ならずニ トロゲナーゼ蛋 白の生合成 も抑制されることから、光合成活性 とニ トロゲ

ナーゼ活性 との間には相 関があることが予測される17,18)。光合成 細菌は水 の分解 を

伴 わない酸素非生成型の光合成を行うため、水から還 元当量を獲得 することがで き

ず低分子有機物や硫化物 を必要 とする紛。 したがって、低分子有機物は電子供与体 と

して光合成の持続に不可欠 であ り、光合 成活性を左右 するのみな らずニ トロゲナー

ゼ活性 に何 らかの影響 を及ぼす可能性がある。

第1章 にお いて、炭 酸 ガス気相 下、緑藻の発酵ではエタノール、グ リセロール の

生成が促進されることを明 らかにした。光合成細菌が これらの有機物を効率的に水

素へ と変換す ることによ り、水素生産を一層有利 に進 めることがで きる。光合成細

菌の水素生成の基質につ いて リンゴ酸19-24)そして乳 酸21,22,25-29)を用 いた研 究は多数 、

報告されて い るが、エタノールやグ リセロールを用いた研究例 は限られている30'31)。

そこで 本章 では、 エ タ ノール お よびグ リセロール について水素生成の基質 として

の適性を検討 し効率的な水 素への変換を試みた。そ してその過程で、光合成の電子

供与体 とな り得る低分子有機物が転写レベルでニ トロゲナーゼ蛋 白の合成を抑制 す

るという従来に報告のない現象を見い出し、この現象を詳細に解析 した。
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第1節 ニ トロゲナーゼ未発現 の光合成細菌に対するエタノールの影響

(1)実 験 目的

水素生成 を触媒 す るニ トロゲナーゼは本来、生理的には窒素 ガスを還元 し細菌の

窒素源 として利用可能なア ンモニアを生成する酵素であるため、アンモニアが存在

するとニ トロゲナーゼ遺伝子 は抑制され発現 しない。一方、アンモニアが欠乏す る

と明嫌気条件 下、遺伝子は脱抑制され;ト ロゲ ナーゼ活性 が発現す る。そ して、活

性発現後 に窒素ガスが存在しない場合、Eq.2に 従 いプロ トンの還 元 によ り水素 を生

成する。

Light Carbonsources

NH4Ci

、

、

、

¶
州

Growthnifgen
eexpressionandH2evolution

Wig.8.ProcessofH2productioninphotosyntheticbacteria.

Arrows:一 ・靴lightillumination;一 ●レ,actionofareagent;一 レ,changeof

sltuatlon;-1レ,且owofsubstance(s).

Fig.8は 光合成 細菌 の培養お よび水 素生産の各過程 を示 している。菌体増殖を行

う培養過程においては窒素源 としてNH4C1を 加 え るため、 ニ トロゲナー ゼがコー ド

されるnitrogenfixation(n'f)遺 伝子 は抑 制 されてい る。増 殖後 に菌体がアンモニア

欠乏下において明嫌気条件 に移されると、ニ トロゲナーゼ活性は初 めて発現 し水素

生成が開始す る。 したがって、増殖後の菌体に供給された有機物が水素へと変換 さ
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れるためにはニ トロゲナーゼ活性の発現 が必須である。第1章 で緑 藻発酵産物 が 主

としてエ タ ノールおよびグ リセロールであることを明 らかにしたが、後に述べる よ

うにエタノールを光合成細菌の基質に用いた場合、水素生成が認め られなかった。

そこで、エタノールのニ トロゲナーゼ活性発現に対する影響について検討 した。

(2)実 験材 料 お よび 方 法

菌株

使 用 した 菌株 は 当研 究 室 にて 単 離 ・同 定 され た紅 色 非 硫 黄性 細 菌Rhodovulum

sulfidophiluma2)strainW-1S(以 下 、W-1S株)で あ る。 本株 は 和 歌 山県 の 沿 岸 域

の 海水 試 料 中 よ り単 離 され た海 産 性 株(通 性 嫌 気性)で あ り、16SrRNAのDNA

塩 基 配 列 を 決 定 し(GenBankaccessionno:strainU55277)、 そ の相 同 性 よ りR.

SU'fidophilumと 同種 で あ る と結 論 づ け た(Table1)。

Table1.IdentificationofspeciesofstrainW-1Sby16SrRNA

sequenceshomologyofphotosyntheticbacteria.

Species Homology(%)
GenBank

accessionno.

月hodovu'ums己 」'ガdoρ17"um

月v.strた 加m

月v.adriatたum

Rv.eu肋a伽um

Rhodobactersphaeroides

Rb.capsulatus

Rhodopseudomonaspalustris

母).9'0わ 施 〃nis

99.3

95.4

91.4

90.2

..

84.5

81.9

78.6

D16423

D32246

D16418

D16426

D16425

M34129

L11664

M59066

培地

W-1S株 の 増殖 、 水 素 生 成 、 ニ トロゲ ナ ー ゼ活 性 測 定 等 の 検 討 には 、MOMを 改

変 したhydrogenproducingmedium(HPM)を 用 い た 。 具体 的 に は光 合 成 細 菌 の

ビタ ミ ン要 求性 を考 慮 しチ ア ミ ン塩 酸 塩(100mg1L)、 ニ コチ ン酸(100mg/L)、 ρ一
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ア ミノ安息香酸(60mg1L)、 ビオチ ン(10mg/L)、KH2PO4(8.1691L)、tC2HPO4(99

91L)を 含 む リン酸緩衝 液(pH=8。0)を 調製 し、NH4C1を 削除 したMOMの 無機塩溶

液(第1章 第1節(2))に5ml1Lの 割 合 で添加 した。HPMはC源 、N源 を含

んでお らず、 それ ぞれ の試験、あ るいは過程に応 じて種々のC源 ・N源 あるいは

その他 の試薬 を添加 す ることとした。

菌体の増殖 にはC源 と して ピル ビン酸 ナ トリウム、コハク酸ナ トリウム、Dレ リ

ンゴ酸ナ トリウム、酢酸 ナ トリウムを各19/L、N源 と してNH4C1を5mM添 加

したHPM培 地 を用 い た。無機 塩 溶液 に ピル ビン酸ナ トリウム、コハク酸 ナ トリ

ウム、DL一リンゴ酸 ナ トリウム、酢酸 ナ トリウム、NH4C1を 加 えオー トクレー プ滅

菌 した後 、植 菌の直前 にろ過滅菌 した ビタ ミン入 りリン酸緩衝液(pH=8.0)を5

mi/Lの 割合で混合 した。

培養条件

菌体 増殖 を目的 とした培養 は、1Lル ー ビン(容 積 約1.6L)を 用い、1Lの

HPM培 地(4種C源 、NH4CDにW-1S株 の種菌液10mlを 植 菌 し、微好気、光

照射条件 下、30℃ にて、マ グネチ ックス ター ラーで撹拌 しなが ら行 った。

水素生成条件

対数増殖中期 の菌体(OD66。=0.40.6)を 集 菌 し本実験 に用 い た。遠 心分離 した

菌体はHPMに て2度 洗菌 しOD66。=1.2～1.4の 濃 度 にな るよう にHPMに 再懸濁

し、反応容器であ る φ18mmの 試験管 あ るいは100mlマ イヤー に分注 した。その

後・必要 に応 じて基 質 となる有機物を添加 した。反応容器はダブルキャヅプで密

栓 した後に30分 間 、注射針 を 通 じて アル ゴ ンを通気 し置換 した後、密封 し嫌気
/

条件を保 った。水素生成のインキュベー トは55Wm2の タ ングステ ンラ ンプ光 を

菌懸濁液 に照射 しつつ30℃ で振 とう して行 った。
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定量

水素の定量は第1章 第1節(2)の 方法に準 じて行 った。ATPの 定量 はル シフェ

ラーゼ の発 光 を利 用 した酵素法(ATPモ ニタ リング リエージェ ン ト、バ イオオー

ビッ ト)に よ り定量 した。poly(3-hydroxybutyrate)(PHB)の 定量 は以下 の手順 で

行 った。約20～100mgの 乾 燥菌体 に対 し30～60mlの クロロホル ムを加 え、60

°C
、6時 間の抽 出 を行 った。 ろ過 に よ り細胞残渣を除き得 られた ろ液 を蒸発乾固

後、残留物 にアセ トンを加 え色素を溶解 して除き、再度、蒸発乾固 した残渣の重

量をPHB量 と した。

ニ トロゲナーゼ活性測定

ニ トロゲナーゼ活性は細胞懸濁液を用 いてアセチレン還元法に より以下のよう

に測定 した。L字 型試 験管 に3mlの 菌 体 を嫌 気的 に封 入 しコ ハ ク酸ナ トリウム

(50mM)お よび クロラム フェニ コール(50ｵg/L)を 嫌気的 に添加 した・ その後、

気相部 に10%に な る ようにアセチ レンガ ス を加 え350Wm2の タングステ ンラ ン

プ光 を照 射 し30℃ で反 応 を開 始 した。 反応開始5、20分 後 に生成 した エチ レ

ンの量 を測 定 し、その差か ら活性 を算出 した。エチ レンとアセチレンの分離、検

出はFID一 ガス クロ マ トグラ フにポ ラパ ックR(ウ ォー ター ズアソ シエー ヅ)を 充

填 した カラムを装着 し窒素 ガスをキャ リアーガスに用いて行った。

PCRお よび シー クエ ンス

nif遺 伝子 あ るいは16SrRNA遺 伝 子 をク ローニ ングす るため にW-1S株 の トー

タルDNAを 鋳 型 と してPCRを 行 った 。 トー タルDNAは 培養後 の菌体 を プ ロテ

イナー ゼKで37°C、7時 間処 理 した後 フェノールークロロホルムーイソア ミルアル丶

コ ール(25:24:1)で 除 蛋 白 を 行 っ た もの を用 い た 。 プ ラ イマ ー の作 成 はGenBank

DNAデ ー タ ベ ー ス の 配 列 を参 考 に しRhodobactercapsulatusのnifHの5'側 配 列

か ら5'-TCAGATCGCCTTCTACGGCA-3'を 、nifDの3匚 側 配 列 か ら5'-GGATCTT-
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CTCGATGAAC丁rC-31を 選 択 しnifHDプ ライ マ ー と し、 ま た、 真 性 細 菌 の16S

rRNA遺 伝 子 の5巳 お よび3'末 端 の 高 度 に保 存 さ れ た領 域 か ら5'-TGAGAGT下rGa-

TCCTGGCTCAG-31お よ び5巳 一ACGGCTACCTTGTTACGACTTC-31の 配 列 を 選 択

しrRNAプ ラ イ マ ー と した 。nifHDプ ラ イマ ー お よびrRNAプ ライ マ ー を用 い た

PCRに よ り増 幅 され た2.1kbお よび1.5kbのDNA断 片 をTA一 ク ロー ニ ン グ に よ

りベ ク タ ー に組 込 み塩 基 配 列 の 決 定 に 用 い た 。 な お、nifHDプ ラ イ マー で 増 幅 し

た2.1kbの 断 片 を組 込 ん だ プ ラス ミ ドを 以 降 、pNM5と す る。pNM5に 組 込 まれ

た断 片 につ い て 両PCRプ ライ マ ー の下 流500bp塩 基 配 列 を蛍 光 プ ライ マ ー を用

い た ダイ デ オ キ シ法(サ ーモ シ ー ケ ナ ー ゼ サ イ クル シ ー ク エ ン シ ン グキ ッ ト、

島津)とDNAシ ー クエ ンサ ー(DSQ-1000、 島津)に よ り決 定 した。 ク ロー ニ ン

グ さ れ た2.1kbのPCR産 物 はRcapsulatusお よ びR.sphaeroidesのnifH遺 伝

子 と89.5%お よび91.7%、R,capsulatusのnifD遺 伝 子 と83.9%の 相 同性 を示 し

た こ とか らnifHD遺 伝 子 内の 領 域 か らな る断 片 で あ る と結 論 づ け た。

ノ ーザ ンプ ロ ッ ト解 析

W-1S株 のRNAの 抽 出 はOD66。=1.25の 菌 懸 濁 液40ml中 の 菌 体 を集 菌 しア イ

ソ ジ エン(ニ ッポ ンジー ン)3mIで 溶 解 す る こ とで 行 っ た。各 条 件 下 で培 養 した

菌 体 か ら抽 出 したRNA15ｵgを ホ ル ム アル デ ヒ ド(2.2M)、 ホ ル ムア ミ ド(50%

VIV)中 に て65°C、15分 間、 変性 処 理 した後 、 ホル ム アル デ ヒ ド(2.2M)を 含 む

ア ガ ロー ス ゲ ル(1.2%)に て 電 気 泳 動 した 。 これ と同 一 の ゲル にて 、RNAマ ー カー

(0.2-10kb、Novagen社)を 電 気 泳 動 しエ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドに よ り染 色 す る こ

と に よ りハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョン断 片 の サ イ ズ を推 定 した 。 その 後 、Hybond-N

(ア マ シ ャ ム)メ ン ブ ラ ン にRNAを トラ ンス フ ァー し、[α一32P]CTP標 識 さ れ た プ

ロー ブ と55°C、 一 晩 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン を行 っ た 。 プ ロー ブ はpNM5よ り

EcoRl消 化 に よ り切 り出 し回収 した2.OkbのnifHD-PCR断 片 を鋳 型 と しラ ンダ ム

プラ イ マ ーDNAラ ベ リン グキ ヅ ト(宝 酒 造)に て ラ ジオ ア イ ソ トー プ標 識 を行 っ
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た 。 ま た 、 サ ン プ ル ロー デ ィ ン グ の コ ン トロー ル と して 各RNA4dugを ホ ル ム ア

ミ ド(50%v1V)中 にて65°C、5分 間、 変 性 処 理 した後 、 ネー テ ィブ ア ガ ロー ス ゲ

ル(1.2%)に て電 気 泳 動 しrRNAを エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドに よ り染 色 した。

(3)エ タ ノール によ る水素生成 の完 全抑制

Fig.9は 光合 成細菌w-1s株 を用い、緑藻発酵の主要 な有機物であるエタノール、

グリセロール、および酢酸 からの水素の生成を調べた結果である。ポジティブコ ン

トロール として加えたコハク酸 と比較 し、グ リセ ロールおよび酢酸 では水素の生 成

量が低 くラグタイムも長 くなっていた。 とくにエタノールを添加 した場合は22時

間経過後 も水素生成 は全 く認 め られないという予期 しない結果が得 られた。

第1章 で明 らか に した ように、 炭酸 ガス条件下、緑藻の発酵で生成す る不必要 な

水素をエタノールやグリセ ロールに変換 できたにもか かわらず、その内のエタノー

ルが光合成細菌の水素生産 に結びつかないとなると重大な問題であ る。つ まり、 光

合成細菌W-1S株 が エ タノール を基 質 に しないな らば水素の収率は極端に低下 し水

素生産システム自体が成 り立たな くなる。エタノール は酢酸 よりも還元的であ り電

子供与体 として優れた性質 を持っているにも拘わ らず、何故、水素生成 に利用 され

ないのか非常に興味ある問題であり、その解決に向けて以下、詳細 に検討 した。
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(4)内 在性PHBの 蓄積 と水 素生成

増殖後の 菌体 をHPMに 再 懸濁 し電子供 与体 と して何 も添加せずにインキュベー

トした結果、水素 の生成が認められた(Rg.10A)。 これは水 素生成 の基 質 とな る内

在性物質の存在を示 してい る。光合成細菌において菌体内に蓄積されることが知 ら

れているpoly(3-hydroxybutyrate)(PHB)3336)の 含 量 を調 べ た ところ、W-1S株 菌体

に もその存 在が確認 され3η、 しかも水 素の生成 に伴 いPHB含 量が減 少 した。 また、

グル コー ス を含むポ リサ ッカライ ドはイ ンキュベー ト開始数時間後 には若干、蓄積

するものの、その後 に顕著な変化は認められなかった。Fig.10Aの 条件では インキュ

ベ ー トす る前 の菌体 は酢酸、コハク酸、 リンゴ酸、お よびピルビン酸か らなる炭素

源で増殖 させてお り、菌体乾燥重量当 りかな りのPHBを 蓄積 してい た(Table2)。

これ に対 し炭素源 をコハ ク酸 の みで培養 した場合、増殖に伴 うPHB蓄 積 はほ とん ど

認 め られ な くな った(Table2)。PHBは 分子 中にN原 子 を含 んでお らず、 したが っ

てPHBを 蓄 積 した菌体 は元素構 成 のCIN比 が増加す るが、 コハ ク酸のみで 培養 し

た菌体 では4種 の 炭 素 源 で培 養 した菌 体 と比 較 しCIN比 が減 少 して い た。 この

PHB含 量 が 低下 した菌体 をあ らか じめ調製 しFig.10Aと 同条 件で イ ンキュベー ト

した場合 、水素の生成は全 く認め られなかった(Fig.1:)。 これ らの結果 よ り、外

部 か ら基 質 となる物質を添加せずにインキュベー トした場合に、菌体増殖時にあ ら

かじめ蓄積 したPHBが あれ ばそれ を利用 して水 素が生成することが明かとなった。

したがって、エタノールを添加 した場合 に水素生成が全 く認められ ないのは、エタ

ノールの添加によ り内在基質であるPHBに 由来 する水素生成 が抑制 されて いるた

め と推察 された。
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 Table  2 Decrease of PHB content,  C/N ratio, and growth rate in 

succinate-grown culture.

Carbon source

 Mixturea Succinateb alone

Doubling time in terms of 0D660 (h)

Dried cells 

    Concentration  (g/L culture) 
    Carbon content (% of cell dry wt) 

    Nitrogen content (% of cell dry wt) 
    C/N ratio 

PHB 
    Concentration (mg/L culture) 

    Content (% of cell dry wt)

4.6

0.207 

45.7 

 6.1 

 7.5

5.0 

24.1

9.0

0.244 

38.9 

 9.7 

 4.0

0.2 

0.9

aThe mixture comprised 1 g/L each of succinate , malate, pyruvate, and acetate. 
bSuccinate was added at 3 g/L as a sole carbon source .

22



(5)エ タノールがnifHD遺 伝子の発現 に及 ぼす影響

W-1S株 の水 素生成 はイ ンキュベー トの時間経過 と共に発現するニ トロゲナーゼ

活性 に完全に依存 し、水素 を生成 している菌体 にヒ ドロゲナーゼ活性は検 出できな

かった(Datanotshown)。 した がって、エ タ ノール の共存 時、光合成細 菌のニ トロ

ゲナーゼ活性の発現 が起 きるか否か興味深い 問題であ る。そこで、 光合成細菌

W-1S株 のイ ンキュベー ト時 にエ タノールがニ トロゲナーゼ活性発現 に及ぼす影響

について調べた。Fig.11Cはw・1s株 のニ トロゲ ナー ゼ本 体 をコー ドするnifHD遺

伝子 をプ ロー ブとして ノー ザ ンハイブリザイゼーション解析 を行 った結果である。

同時に水素生成 量も測定 しFig.11Aに 図示 した 。nifHD遺 伝 子をプ ロー ブ とす る と

ポジテ ィブコン トロールであるコハク酸添加および基質無添加の菌体では4つ な い

し5つ のバ ン ドが確認 で きた(Fig.11C,lanes1,2)。 これ らの うちで4.6kbの 断片

はnifHDK転 写産物 と推察 され、残 りの4種 類の断片 はnifHDK転 写産物 が分子内で

プ ロセシ ング を受けた分解産物であると考え られる。一方、ネガテ ィブコン トロー

ルのNH4CI添 加 では転写産物 は完全 に消失 した(Fig.11C,lane5)。 転 写産物 のハ

イブ リダ イゼー シ ョンの強弱を遺伝子の発現量の指標 とした場合、100μMの エ タ

ノール を加 えた菌体 ではnitHD遺 伝子 は発現 したが1mM添 加 の菌体 では完全 に抑

制 され た(Fig.11C,lanes3,4)。 つ ま り、nifHD遺 伝子 の発現 が一定濃度 以上のエタ

ノールで完全 に抑制されることを反映 している。エタ ノール によるnifHD遺 伝子 の

抑制 はニ トロゲナーゼ活性 を調べることによっても裏付け られた。外部か らの基 質

を添加せずにインキュベー トするとニ トロゲナーゼ活性が発現するが、エタノール

を添加 しインキュベー トすると活性 発現は濃度依 存的に低下 し400ｵMで 完全 に抑

制 された(Fig.11B)。 なお 、水 素生成 は100ｵMの エタ ノール添加 で大 幅 に減 少 し

た もののnifHD転 写産物 の消 失 に対 応 して1mM添 加 では 全 く認 め られな か った

(Fig.11A)。 以上 の結果か ら基質 としてエ タノール をインキュベー ト時に添加す る

と、光合 成細菌W-1S株 のnif遺 伝 子 が抑制 されニ トロゲナ ーゼが生合成され ない

ため、水素生成が認め られないことが明かとなった。
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Fig. 11. Repression of nifliD genes and nitrogenase activity by ethanol. Strain W-1S 
was precultured in MOM with NH4C1 as a N source and a mixture of C sources. 
Incubation for nitrogenase derepression was carried out in HPM under an Ar atmosphere 
with illumination. 
(A)  H9 evolved over a period of 1 d. Conditions: 1, 1 mM succinate; 2, no external 

substrate; 3, 100  uM ethanol; 4, 1 mM ethanol; 5, 1 mM NH4C1 with no external 
substrate. (B) Derepression of nitrogenase activity at each concentration of ethanol over 
a period of 6 h. The activity was measured by the acetylene reduction method. Values 
are expressed as percentages of the level of the activity derepressed in the absence of 
ethanol (105 nmol  C11-14 mg-1 cell dry wt h-1). Data are means of three independent 
experiments; bars indicate standard deviations. (C) Northern blot analysis of total RNA 
from the cultures corresponding to those used for the  119-evolution measurement. After 
8-h incubation, total RNA was extracted for hybridization with a  tit/HD-specific probe. 
The lane numbering of 1 to 5 corresponds to that of the incubation conditions; lane 6, 
after cell  growth prior to incubation. For a loading control, rRNA bands were visualized 
by staining with ethidium bromide. The estimated sizes of the hybridizing mRNA 
species and the 16S and 14S rRNA bands are shown in kb. The 23S rRNA was cleaved 
in situ, giving rise to 1.5-kb and 1.1-kb fragments upon denaturation as in  Rhodobacter 

capsulatus and R.  sphaeroides54).
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(6)エ タ ノール がATP含 量 に及 ぼす影響

窒素固定 細菌 にお いてnif遺 伝 子 の発 現 は菌体 内のATP含 量 の量的 変化に よ り調

節されてい ることが明 らかにされている38,39)。光合成細菌 ではATPは 明嫌気条件下、

光合成 によ って供給される。nif遺 伝子の 発現 に及 ぼすエ タ ノールの抑制効果を知る

目的で細胞 内ATP含 量 を経 時的 に測定 した(Fig.12)。 外部 か らの基 質 を添加せずに

イ ンキ ユベー トするとニ トロゲナーゼ活性 が発現する直前 までATP含 量は減少傾 向

にある。エ タ ノールを添加した場合 にはさらに顕著なATP含 量の減 少が認 め られた。
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菌体に電子供与体であ るエタノールが供給 されているにもかかわらず、ATP含 量 は

む しろ低下 した。 この ことか ら、エタノールの添加によ り光合成の電子伝達系にお

ける光 リン酸化反応が何 らかの形で低下する可能性が示唆された。

(7)最 終電子受容体によるニ トロゲナーゼ活性抑制の解除

光リン酸化反応がスムースに進行 し効率良 くATPが 生成するためには、電子伝達

系に対して電子の供給源となる電子供与体と、電子伝達系を流れた電子を最終的に

持続 して受取 り続ける最終電子受容体が必要である。先の結果よりニ トロゲナーゼ

活性発現の抑制はATP含 量の低下に起因すると考えられるため、電子供与体のエタ

ノールと共に最終電子受容体を添加した場合にエタノールによる抑制効果が起きる
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か否 か は興 味深 い。 そ こで 最終 電子 受 容体 のNaHCO3やdimethylsulfoxide

(DMSO)を 同 時添加 してニ トロゲ ナーゼ活性の発現の有無 を調べた(Table3)。 ニ

トロゲナーゼ活性発 現 は工 タノールの単独添加で抑制されたが、NaHCO3と の 同 時

添加 で抑 制 が解 除された。 しかも、その時の活性は基質無添加で発現 した活性を上

回 り、NaHCO、 濃度 の増加 はさ らに促進的であ った。DMSOの 同時添加 もエ タ ノー

ル単独 添加 で起 きる抑制を解 除 し、DMSO濃 度 の増加 は促進 的に働 いた 。 また、

NaHCO、 とDMSOの 添加 で ニ トロゲナーゼ 活性 の脱抑制効果の度合いは大 きく異

なった。この効果の違いが何 に起因するかは明 らかではないが、一つの可能性 とし

てこれらの最終電子受容体 に電子を受け渡す酵素系が菌体 内に構成 的に存在するか

誘導を受けて機能するかの違いに起因す ることが考え られる。これ らの結果 より最

終電子受容体 が共存するとエタノールのニ トロゲナーゼ活性に対す る抑制効果は解

除することが明かとなった。

Table3Derepressionofnitrogenaseactivityinthepresenceof

ethanolcombinedwithdimethylsulphoxideorsodiumbicarbonate.

Concentrationsa(mM) Nitrogenaseactivityb

(nmol/mgcelldrywt/h)
DMSO/NaHCO3Ethanol DMSO NaHCO3

0

0

1

3

0

1

1

1

170±47

0.22±0.09

2.3±1.4

40±26

315±110

4±5

472±5

..

aCellswhichhadbeengrownwithammoniawereresuspendedintoHPM .Ethanol,

DMSO,andsodiumbicarbonatewereaddedbefore6-hincubation,respectively.
bAcetylenereductionactivitywasmeasured .Dataaremeanvaluesforthree

individualculturestogetherwithstandarddeviations.
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第2節 ニ トロゲナーゼ活性発現後の光合成細菌に対するエタノールの影響

(1)実 験 目的

第1節 の 結果 か ら、W-1S株 にお け る水素 生成 に 際 しエタ ノール の抑制 的作用 を

回避するため には最終的に電子を受取る電子受容体が必要であることが明かとなっ

た。ニ トロゲ ナーゼ反応系は還元力の消 費経路であ りプロ トン等を還元することで

光合成細菌の酸化 ・還元バランスを調節 するということが示唆されてお り4°,41)、こ

の場合 にはプ ロ トンが最終 電子受容体 になる。これが事実ならば、 ニ トロゲナーゼ

活性が既に発現 している菌体においてはエタノールに よる抑制的効果が回避され る

可能性 が推察される。そこで、この点を明 らかにするため以下の実験を試みた。

(2)実 験材料 お よび方法

第1節 の方法 に準 じて行 った。

(3)ニ トロゲナーゼ活性 発現後 の菌体調製 一

ニ トロゲナーゼ活性 が発現 した菌体を調製ナるため、まずニ トロゲナーゼ活性 の

経時的変化 を基質無添加の培地でインキュベー トした菌体について調べた(Fig.13)。
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前節 において述べたよ うに外部 か ら基質 を添加 しない場合、細胞 内に蓄積 した

PHBを 分解 す るこ とによ りニ トロゲナーゼ活性の発現に必要なエネルギーが獲得 さ

れる。この条 件はインキュベー トの途中で基質 となるエタノール を添加 しその影響

を調べるにあた り、他の基 質の影響がないため最適であると考え られる。このイ ン

キュベー トにおいてニ トロゲナーゼ活性は6時 間前後 で最大 とな った(Fig.13)。

(4)ニ トロゲナーゼ活性 発現後のnifHDに 対 す るエ タノールの作 用

あ らか じめ、基質無添加 にて菌体をインキュベー トし6.5時 間経過後 にエタノー

ルあるいはNH4C1を 嫌気 的に添加 した。そ して、各 々添加後のnifHD転 写産物 をノー

ザ ンハイ ブ リザイ ゼーシ ョンによ り解析 し(Fig.14A)、 同時 にエ タ ノール添加後 の

水素生成量 も経 時的に測定 した(Fig.14B)。6.5時 間のプ レイ ンキュベー トによ り

nifHD転 写産物 が確認 さ れてお り(Fig.14A,lane1)、 また、前述 の結 果か らも菌体

はニ トロゲナーゼ活性 を保持 していると考え られ る。この菌体 にnifHDを 抑制 す る

ことが知 られてい るNH4CIを 添加 して0.5、2時 間後 のn'm転 写量 を調 べた結

果、いずれの時間 において も転写産物は消失 していた(Rg.14A,lanes5,6)。 一方、

エタノールの添加後 には0.5お よび2時 間後 の双方 において添加 前 と同様に転写産

物が認め られ(Fig.14A,lanes3,4)、nifHDの 発現 に顕 著な変動がな い ことが示され

た。したがって、エタノールはニ トロゲナーゼ活性未発現の菌体においてはNH4Cl

と同様 にnifHDを 抑制 したが(Rg.11C)、 ニ トロゲナー ゼ活性発 現後 の菌体 におい

てはnifHDの 抑制 に関 しNH4C1と は異 なる効果 を示 したこ とにな る。

同様に6.5時 間のプレイ ンキュベ ー ト後にエタノールを添加 したところ、添加後、

エタノールは速やかに且つ持続的に水素へ と変換 され た。無添加では水素生成はほ

とんど認 められなかった(Fig.14B)。 つ ま り、 エ タ ノール が 電子供 与体 として代謝

されてお り、 さらにニ トロゲナーゼ活性 が発現 した菌体ではエタノールの代謝によ

り生成 した還元力が最終電子受容体のプロ トンに流れ、水素を生成 したと推察され

る。この場合、ニ トロゲナーゼ活性 が存在することで、NaHCO3やDMSOの 添加
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と同様 に最終電子 受容体の共存効果が現れnifHDは エ タノール存在 下 において も持

続的 に発現 したと推察され る。すなわち、ニ トロゲナーゼ反応系が活性である限 り

エタノールによるnif遺 伝子 の 抑制効 果は 回避 され る ことを示 してい る。そ して、

エタノールを基質として持続的に水素生成 が可能になる。

Fig.14.Derepressionof厘 置DgenesinH2-evol、7ingcellsinthepresenceofethanol.

Incubationwasstartedintheabsenceofanexternalsubstratetoderepress71ゲgenesand

nitrogenaseactivit)・andafter6,5hethanolorNH4CleachataconcentrationoflmM

wasaddedanaerobicallytotheculture.(A)NorthemblotanalysisoftotalRNAextracted

fromnitrogellase-derepressedcellswithaη 朔D-specificprobe.Lane1:after6.5-h

incubationpriortotheadditions;lane2:after8.5-hincubation≪-ithouttheadditionsof

ethanolandammoniumchloride;lanes3and4:0.5and2haftertheadditionofethanol;

lanes5and6:05and2haftertheadditionofNH4Cl.Theestimatedsizesofthe

hybridizingmRNAspeciesandthe16Sandl4SrRNAbands54)areshowninkb.rRNA

bandswerevisualizedbystainingwithethidiumbromide.(B)H2evolvedafterthe

anaerobicadditionofethanol(○)orwithouttheadditionsofethanolandNH4Cl(△).
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第3節 小括

(1)エ タノール による ηが遺伝子 の抑制

緑藻MGA161株 の主 た る発酵産物で あるエ タ ノール、グ リセロール、および酢酸

の内、光合成細菌W-1S株 に よる水 素生成 に利用 さ れ るの はグ リセ ロールおよび酢

酸であった。エタノールを基質として添加すると水素生成は認められなかった。外

部か ら基質を添加 しない条件 においても水素生成は認 められることか ら添加 したエ

タノールがこの反応 に対 し抑制的に働 くと推察された。この現象について解析 を行 っ

たところ、エタ ノールは水素生成を触 媒するニ トロゲナーゼ をコー ドするnif遺 伝

子 の発現 を抑 え るこ とが 明 らか となった。これまでnifを 抑 制す る化 合 物は アンモ

ニア、各種 アミノ酸など分子内にN原 子 を有す る もの に限 られて きたが19)、分子 内

にNを 含 んで いないエ タ ノール がnifの 発 現 に重大 な 影響 を与 え、 また一方では光

合成にお ける電子供与体であるという二面性を有することは興味深い。

(2)最 終 電子 受容体 に よる ηが遺伝子 の脱抑制

NaHCO3やDMSOは 最 終電子 受容体 として 作用 す る化 合物であ り、 これ ら両化

合物 を添 加 す る と抑制が解 除 されニ トロゲナー ゼ活性 が発現 した。 添加 した

NaHCO3は 二酸化炭素 として細胞 内に取 り込 まれ炭酸固定系により還元される際 に

細胞 内の 過剰 の還元力 を消 費す る42)。DMSOはDMSOリ ダ ク ター ゼ に よっ て

dimethylsulfide(DMS)に 還 元 され る 際 に最終電 子受容 体 として機能する(Rg.15)

ことがRhodovu'um属 の光合 成細 菌で報 告 されてい る43,44)。最終電子 受容 体 の非存

在下でエタノール を添加 した細胞においてはATP含 量 が低 下 した ことから、 エタ ノー

ル によるnifの 抑制はATP含 量の低 下 に起 因する可能性 が 考 えられる。一方、最終

電子受容体の混合によ り、電子供与体か ら受容体へ と光合成の電子伝達系における

電子の授 受が促され光合成 が正常化 する結果、ATP合 成 が復 元 しnifの 抑 制 が解 除

した と考 え られ る(Fig.15)。
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二酸化炭素およびDMSOの 促 進的効果 は光合成 による菌体 の増殖においても報告

されている。Rhodobactercapsulatusで は、酪酸あ るいはプ ロピオ ン酸 といった還

元性の高い基 質を用いた際 に、これ らの最終電子受容体の非存在下で菌体 は増殖 し

なかったのに対 し、最終電子受容体の同時添加 により増殖が認められて いる19,45)。

これ らの結果 か らも還元性 の高い基質による光合成系への阻害的な作用が示唆され

てお り、エタノール を添加 した場合にも同様の作用メカニズムが推察される。

Light
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Fig.15.Derepressionofnifgenesinthepresenceofethanolcoexistentwiththe
terminalelectron-acceptors.
DMSO;dimethylsulfoxide,DMS;dimethylsulfide.

エタノール存在下のnif遺 伝子 の発現 はニ トロゲナーゼ活性が発現 した菌体におい

ても確認された。これは、ニ トロゲナーゼを介 して最終電子受容体のプロ トンへ と

電子が流れ、エタノールによるnifの 抑制 が解除 されたため と考 え られる(Fig.15)。

ちよう ど、NaHCO3やDMSOを 添加 してエ タ ノール による抑制 が解除 したのと同
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様のメカニズムである。つ ま り、エタノールを電子供 与体 として添加 した場合、ニ

トロゲナーゼ活性が安定に発現するためには最終的なelectronsinkと なる電子受容

体 が必要で ある。

この ためエ タノール を基質 として供給す る場合には、 とくにあらかじめニ トロゲ

ナーゼ活性を充分に発現させた菌体 を用意 することが、高い水素生成効率を達成 す

るために重要である。水素生産へ供給す る光合成細菌のニ トロゲナーゼ活性を高 く

発現することが当面の課題 であ り、次章ではこの効率 の良い活性発現を目的に培 養

過程の検討を行った。
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第3章 ニ トロゲナーゼ反応 を基盤 とした水素生産システムの評価

光合成細菌 を用いて水素 を生産 する場合、培養過程は大 きく二つに分類すること

がで きる。一方は水素生産の反応槽 に菌体を仕込んだ後、菌体増殖 と水素生産を同

時に行わせる方法であ り19}、他 方 は水素 生産 の過程 とは別 に菌体増殖のための培養

過程を設ける方法である20)。前 者の方法 は1段 階の みの過程 であ るため簡便 さとい

う点で優れているが、N源 に原料 として 高価 な グル タ ミン酸等のア ミノ酸を用いな

ければならず、また、菌体 増殖へ と流れ る基質の割合 を量的に制御 し難い という問

題点を抱えている22,26,46)。一方、後 者の方法 は静止期 にあ る菌体 を用いて水素生産を

行 うため基質が菌体構成成分に流用され る割合が低 く、基質の大部分が水素へ変換

され るため効率が良いという特徴 を有 している4η。 したが って、水素 生 産 におけ る

培養過程 としては後者の方法がよ り多 く提唱されてお り、 この場合 には必要な菌体

量が確保されているため水素生産は基本的にN源 無添加 で行われ る2529綱。包括 的固

定化法 に よる水素生産 も後者 に分類される24,27,49}。本研 究 においては、後者 の水素生

産過程における菌体供給方法を改変 した新規な培養過程 を提案し緑藻発酵液を基質

とした水素生産効率の改善を試みた。

第1節 水素生産への菌体供給法

(1)実 験 目的

本 システ ムは主要な基 質 としてエタノール、グリセロールを含む緑藻発酵液か ら

の水素生産を前提 としてお り、基質である発酵液の供給段階で既 にニ トロゲナーゼ

活性を有する光合成細菌を用いる方法がエタノールか らの水素生産 に有利である。

というの は、発酵産物に含まれ るエタ ノールがニ トロゲナーゼをコー ドするnif遺

伝子 を抑 制す るか らで あ る(第2章)。 しか し、従来 の菌体増殖 と水素生産の2過
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程からなるシステムでは水 素生産の過程 でニ トロゲナーゼの活性発現、基質の水 素

への変換 を同時に行 うことになるため、ニ トロゲナーゼ活性 を効率 良 く発現する過

程の導入が重要な課題 とな る。そこで、 これら2過 程 にニ トロゲナ ーゼの活性 発 現

を目的とした過程 を加え、Fig.16に 示 す3過 程 か らなる培養法 に よ り発酵液か らの

安定な水素生産を試みた。

7wo卿stagecult'va跖oη 」me訪odTbee・s拍gooμ 拵 旧`joηmo痂od

蓐冫霪
Fig.16.SchematicdiagramofthecultivationmethodinH2

productionbycellsofphotosyntheticbacteriumfromalgal
fermentativebroth.

(2)実 験材料 お よび方法

藻お よび菌株

緑藻MGA161株 お よび光合成細菌W-1S株 を用 いた。

培地、培養条件、暗発酵条件、および水素生成条件

第1章 お よび第2章 に準 じて行 った。

定量

第1章 に準 じて行 った。
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(3)ニ トロゲナーゼ活性発現後 の菌体 における基質取込みの特性

外部からの基質を添加せずにイ ンキュベー トを行い、光合成細菌の菌体内にニ ト

ロゲナーゼ活性 を発現させ た場合、エタ ノール を添加後 もニ トロゲナーゼ遺伝子が

持続的に発現 し水素生成が継続することを見い出 した(前 章、Fig.14)。 この水素生

成が基 質 として添加 したエタノールに由来するものか否かを確認するため、エタノー

ルの細胞 内への取込みをニ トロゲナーゼ活性を発現 した菌体 において調べた。まず、

ニ トロゲナーゼ活性が発現 していない菌体にエタノール、グ リセロール、あるいは

酢酸を単独で添加 しインキュベー ト中の取込みを調べ たところ、エタノール、グ リ

セロールでは酢酸 と比較 し取込みが非常 に遅 く、特 にエタノールでは4時 間前後 か

ら停 止 しているの が判 る(Fig.17A)。 そ して、 エ タ ノール の取込み は菌体のニ トロ

ゲナーゼ活性発現 の有無 によ り変化が認 められた(Fig.17B)。 ニ トロゲ ナー ゼ活性

を発現 していない細胞ではエタノールの取込みは添加2時 間前後 か ら非常 に遅い速
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Fig.17.UptakeofsubstratesduringH2-producingincubation.(A)CelIs

inwhichnonitrogenasehadbeenderepressedweresuspendedinthe

mediumcontainingacetate(○),ethanol(△),orglycerol(口).(B)

Accelerationofethanoluptakeincellsinwhichnitrogenasehadbeen

derepressedbypreincubationintheabsenceofethanol(▲)
,comparedto

thatincellsinwhichnonitrogenasehadbeenderepressed(0) .
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度で推移 したが、ニ トロゲナーゼ活性発現後にエタノールを添加 した場合は、取込

み速度の低下が起 きなかったため結果的に取込み量は大幅に増加 した。ニ トロゲナー

ゼ活性を発現 した菌体では水素生成量の増加に伴 ってエタノールの取込みも増加 す

ることが明か とな り、この ことから添加 したエタノールを基質 として水素への変換

が行われていることが推察される。

W-1S株 にお いて は、 外部か ら基質 を添加 しないインキュベー トと比較 し1mM

の コハ ク酸 を添加 したイ ンキュベー トにおいては安定 に且つ高いレベルのニ トロゲ

ナーゼ活性が発現することか ら、 以下の試験ではコハ ク酸添加のインキュベー トに

よりニ トロゲナーゼ活性 を発現させた菌体を用いることとした。

緑藻発酵液成分 を想 定 し酢酸、エタノール、 グ リセロールを混合 した培地 にFig.

16に 示 す別々の培養過程 によ り得 られた菌体 を懸濁 し、水素生成のインキュベー ト

中の各基質の取込みを調べた(Table4)。 ニ トロゲナーゼ活性 の発現 した細胞を得 る

Table4.Ef£ectofnitrogenasederepressiononuptakeofsubstrates.

Substrate Substrateconcentration(mM)

BeforederepressionAfterderepression

ofnitrogenaseaofnitrogenasea

Acetate

Ethanol

Glycerol

on

21h

Consumption

Oh

21h

Consumption

Oh

21h

Consumption

5.64

1.85±0.03

3.79

4.58

4.23±0.18

0.35

5.05

4.63±0.11

0.42

5.64

0.45±0.18

5.19

4.58

3.86±0.17

0.72

5.05

3.87±0.09

1.18

aCellsweres
uspendedinthemediumcontainingacetate,ethanol,andglycerolafter

growthorafterthederepressionofnitrogenasebypreincubationwithlmMsuccinate.
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ために終濃度1mMコ ハ ク酸 を添加 して プ レイ ンキュベー トを行った。その結果、

活性発現 させ た後の菌体においては、酢酸、エタノール、グリセロールのいずれの

基質において も活性 を発現 していない菌体 と比較 し取込み量が増加 していた。これ

らの基質取込み速度の変化 か ら、緑藻発酵液を基質 とした水素生産 においてもニ ト

ロゲナーゼの活性発現の段 階を改善することで、基質の取込み ・分解 ・水素生成 に

至 る一連の代謝の流れが促進されることが示唆された。ニ トロゲナーゼ活性が発現

した細胞 においては、エタ ノールで約2倍 、 グ リセ ロールで約3倍 の顕著な取込 み

促進が起 きていることから、特 に炭酸ガス気相下の発酵により増加 したエタノール、

グ リセ ロールを効率的に水素へ と変換可能 と考えられる。

(4)菌 体供給法の改 変 による水 素生産性 の向上

水素生産の基質の取込みにおいても菌体 増殖、ニ トロゲナーゼ活性発現、緑藻発

酵産物の水素への変換の3過 程 か らな る培 養法 の有効性 が示唆され た。本培養法 を

水素生産 に応用するにあた り、本培養法 で水素生産に供される菌体 はどの程度の濃

度までエタノールによる抑制的効果を受けずに継続的 に水素生産を行うことがで き

るのかを明 らかにする必要がある。そこで、コハク酸添加によるプレインキュベー

トを行いニ トロゲナーゼ活性を発現させた菌体を用いて種々の濃度のエタノールの

存在下において水素生成量を調べ(Fig.18B)、 エタ ノール添 加量 に対 す る水 素 変換

効率を算 出した(Fig.18A)。 水 素 生成量 は50mMま では基 質供給量 に伴 い増加傾 向

となったが、それ以上の供給 は生成量を減少させる結果となった。 しか しなが ら、

50mM以 上の濃度 はエ タ ノール に限 らず他の有機物においても基質阻害が認め られ

得る濃度であ り、 また、ニ トロゲナーゼ活 性を発現 していない菌体では0.1mMと

い う比較 的低 濃度 で水 素生成 は認め られな くなることを考慮すると、本培養法で供

給され る菌体 は明らかにエタノールによる抑制に対 し耐性 を付与されていることが

判 る。一方、変換効率は1mMで 最高 の約70%と いう値が得 られ たが エ タノール

濃度 の増加に従い減少傾 向となった。緑藻の発酵液中に存在するエタノール濃度は
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0.5～5rnM範 囲内に収まりこの濃度範囲では比較的高い変換効率が得 られていることか

ら、発酵液中のエタノールは水素への変換において適当な濃度範囲にあると言える。

これまでの光合成細菌の水素生成に関する試験は全てHPMに 緑藻発酵液で想定され

る有機物を添加して行ってきたが、実際の発酵液を基質として用いた場合に本培養法が

光合成細菌の水素生産性をどの程度改善するのかを検討した。第1章 で検討した緑藻 に

おける炭酸ガス気相下での発酵法と、第2章 および本章で検討 した光合成細菌における

菌体供給法を組み合わせた新システムについて、従来のシステムと比較しつつ水素生産

量、および水素生産効率を評価 した(Fig.19)。 いずれのシステムにおいても水素へと変

換される還元当量の源は緑藻の発酵過程において分解 した澱粉であり、それはグルコー

ス単位で算出した。Eq.3に 従って、グルコースが完全分解を受けた時の理論的な全水

素生成量が算出されるので、実験から得られた光合成細菌による水素生成量、ならびに

緑藻による水素生成量が全水素生成量に占める割合を求めた。
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C6H1206+6H20 一一一一一一一一 一→レ12H
2+6CO2 [Eq.3]

光合成細菌により窒素ガス気相の発酵産物から生成した水素の量は、光合成細菌

の3過 程ならびに2過 程培養法の間に違いが認められた。3過 程の培養では9時 間

後には光合成細菌からかな りの量の水素が生成 してお り一方、2過 程の培養では水

素生成まで約9時 間弱のラグタイムが認められた。緑藻と光合成細菌のそれぞれか

ら生成した水素の総量においても、3過 程の培養では24時 間後にほぼ理論値に近

い水素生成量を得ることができたのに対 し、2過 程の培養では24時 間後において

も約60%の 水素の生成に留まった。また、発酵条件の気相ガスを窒素ガスから炭

酸ガスに変更 した場合、緑藻からの水素生成量は顕著に減少し、この減少部分は光

合成細菌からの水素生成量の増加という形で上乗せされていることが明らかになっ

た。また、緑藻の発酵過程 において水素を得るにしても、その濃度は希薄であり精

製困難である。したがって、炭酸ガス気相下の発酵は光合成細菌に水素生成が集約

され、水素回収効率の改善を見込むことができる。これらの結果から、緑藻におけ
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る炭酸ガス気相下の発酵 と光合成細菌における3過 程から成る培養法を組み合わせ

ることにより、システム全体における水素生産性の向上と回収の効率化が可能にな

ると考えられる。

第2節 小括

(1)水 素生産へ供給する光合成細菌の評価

水素生産に用いる光合成細菌の菌体供給法において、ニ トロゲナーゼ活性をあら

かじめ発現させた菌体を供給する方法の有効性を明らかにした。基質の取込み速度

は基質から水素への変換過程における初発過程であることから、水素生産性におけ

る重要な指標 となる。ニ トロゲナーゼ活性が発現した菌体においてはエタノールや

グリセロールなど、緑藻の炭酸ガス気相下の主要な発酵産物をより速やかに取込む

ことができた。R.sulfidophilum株 において、基質の取込みの向上と共に水素生成効

率の増大が認められているので22)、それと同種のW-1S株 においてもエタノール、

グリセロールからの水素生成効率の増大が期待される。ニ トロゲナーゼ活性をあ ら

かじめ発現させた菌体においてこれら基質の取込みが促進した原因を明らかにする

ためにはさらなる検討が必要であるが、この原因として2つ の可能性が考えられる。

一つ目の可能性はニ トロゲナーゼ活性が存在することにより、これ ら有機物の代謝

により生成す る還元力を細胞外に排出しやすくなるため代謝が全体的にスムースに

流れやす くな った結果取込み速度が向上したというものである。そして、もう一つ

の可能性は仮 にこれらの有機物の取込みがエネルギー依存的な能動輸送により行わ

れているならば、第2章 で議論されているようにニ トロゲナーゼ活性が存在するこ

とにより光合成を介したATP生 合成が正常化される結果、有機物取込みも回復する

という説である。実際、W-1S株 において種々の有機物の取込みを検討したところ、

光合成や呼吸 によるエネルギー獲得手段 を適用できない暗嫌気条件では極端に取込
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み速度が低下することが確認されてお り(Datanotshown)、 これ ら低分 子有機物が

エネル ギー依存的な能動輸送 により行われている可能性が示唆されている。

一方、酢酸 はニ トロゲナーゼ活性の未発現菌体 においても速 やかに取込まれてお

り、過去 にR.sulfidophilum株 で得 られ た結果 と一致 す る22)。酢酸 はア シルCoAシ

ンセ ター ゼに よ りアセチルCoAに 変換 され、 ア セチルCoAはPHB生 合成経路 の

初 発 基 質 で あ る た め 、 容 易 にPHBに 変 換 さ れ る5°)。Rhodopseudomonas

ρa'usbiss')、Rhodobactersphaeroides52}、 そ してRhodospirillumrubrum52)と いっ

た光合成 細菌 におい て酢酸 を基質 とした場合 に優先 的にPHBが 蓄積 され ることが

示されてお り、 また本株においてもr4C】 酢酸 を用いた実験か ら同様の成果を得た53}。

ニ トロゲ ナーゼ 活性 が発現 した細胞で は、酢 酸からPHBへ の 変換が 抑え られ、水

素への変換 が有利 になる。したがって、緑藻の発酵産物を基質 として供給 した場合、

ニ トロゲナーゼ活性の発現 を主眼とした3過 程 か らな る培養法が優 れてい ると言え

る。

(2)ニ トロゲナー ゼ反応 を基盤 と した水素生産システムの生産性評価

緑藻の発酵 を炭酸 ガス気相下で行 うこ とが光合成細 菌のニ トロゲナーゼ反応を基

盤 とした水素生産システムを構築する上で必要不可欠である。すなわち、窒素ガス

気相下 と比較 し、緑藻による水素生成は抑えられ、その部分を光合成細菌により変

換され得 る発酵産物へ と誘導できたからである。また、光合成細菌 を3過 程 か らな

る培養法 によ り供給 す ると、菌体のニ トロゲナーゼ活性は高 レベルで発現 し、水素

生成のラグタイムの短縮および生成速度の向上が認められた。

しか しなが ら、光合成細菌の培養過程 を3過 程 に区切 るこ と 自体 は水 素生産の よ

うな大規模培養を前提 とした過程の場合 にスケールア ップの障害 とな り得 るであろ

う。したがって、プラン トスケールの培 養では培地交換等の煩雑な操作を行わずに

各過程に移行 できる培養方法を取 らな くてはな らないであろう。このために菌体増

殖のための リアクター を設けず、培養開始時のN源 投入 量 を厳密 に決定 し菌体の増
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殖と共に自然にN源 枯渇 ・ニ トロゲナーゼ生合成へと移行させる必要がある。さら

に、ニ トロゲナーゼ活性が高発現した後の菌体に発酵液を供給する際にも培地交換

は行わず連続培養的に発酵液を供給する等、今後の改善が望まれる。

新規に考案 した、緑藻の発酵法および光合成細菌の培養法を組み合せる本システ

ムの特徴は、水素生産を光合成細菌に集約するものであり、さらに、その水素生産

性は従来法の約3倍 にまでに向上した。
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総括

本研究では光合成微生物の光エネルギー変換能を利用 し、環境に低負荷の代替燃

料としての利用が期待されている水素ガスを化石資源 に依存せずに生産するシステ

ムの一つのモデルを提案することができた。多 くの微生物が水素生成 ・取込みを触

媒する酵素として保持しているニ トロゲナーゼ、ヒドロゲナーゼに着目し、これら

の酵素が水素生成反応のみならず、水素生成 ・取込みを介して様々な嫌気代謝に影

響を与え得ることを示した。

緑藻の水素生成はヒ ドロゲナーゼ活性により触媒されるがこの水素生成を抑える

ことで澱粉分解反応が促進することを見出した。そして、従来より嫌気条件に用い

られてきた窒素ガス気相から炭酸ガス気相へと条件変更を行うことで、この水素生

成の抑制を容易に達成した。水素生成を抑えることは、水素生産を目的とした場合

には一見不都合なように思われるが、澱粉分解により生成ナる還元当量は水素生成

から低分子有機物の発酵生成へと転換されたため、還元当量の損失には結び付かな

かった。緑藻の水素生成を抑制することで量的に増加 したエタノールやグリセロー

ルといった低分子有機物は、光合成細菌に資化させることによりニ トロゲナーゼ活

性の触媒下、水素へと変換することができたからである。光合成細菌が低分子有機

物から変換する水素も緑藻が光合成により蓄積 した澱粉に由来するため、緑藻の水

素生成の抑制による澱粉分解反応の促進は結果的に光合成細菌の水素生成量、さら

にはシステム全体の生産量の向上に結びつくことになった。

緑藻の澱粉分解反応はこれまで細胞内のATP/ADP比 といったエネルギー充足率

により制御される機構が報告されている。一方、本研究で検討された水素生成の抑

制は細胞内の酸化還元バランスに変化を及ぼすと考えられ、それに伴い澱粉分解反

応が促進したという結果から、澱粉分解反応が酸化還元バランスを媒介することに

より制御されるという新規な可能性が示唆された。
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一方、緑藻の発酵産物であるエタノールやグリセ ロールを水 素へ と変換するため

に光合成細菌 によるこれ ら有機物か らの水素生成を検 討 した。その研究過程で、水

素生成を触媒するニ トロゲナーゼ活性の発現する段階がこれ ら有機物から水素へ の

変換過程 にお ける律速段階であることを見出した。このことから、菌体に水素生産

の基質である緑藻発酵液を供給する前に、あ らか じめ最適条件でニ トロゲナーゼ活

性を発現させてお く培養法 が非常に有効であることを示 した。この ようにニ トロゲ

ナーゼ活性の発現の段階が律速 とな るのは、エタノールがニ トロゲナーゼ活性を発

現 していない菌体 において、ニ トロゲナーゼ蛋 白をコー ドす るnif遺 伝子 を抑制す

ることに起 因 していた。細菌にとってのニ トロゲナーゼの生理的役割は、窒素化合

物の欠乏した環境 に置かれ た場合に大気 中の窒素ガス をアンモニアに還元するこ と

にある。このため、アンモニ アやア ミノ酸など分子 中にN原 子 を有す る化合物 によ

りnif遺 伝子 は抑 制 され る ことが知 られている。 しか しなが ら、エタ ノール のよう

な分子内にN原 子 を含 まず、 しか も細 菌 に資化 され得 る化合物がnif遺 伝 子 を抑 制

す る とい う報告 は為 されてい ない。このエ タノールによるnifの 抑制 はNaHCO3や

dimethylsulfoxide(DMSO)と いった 最終電子受容体 の共存下やニ トロゲナーゼ活性

が発現 した菌体においては全 く認められなかった。光合成細菌が水素生成を行う嫌

気条件では、二酸化炭素な どの最終電子受容体は光合成の維持 に不可欠であ り、還

元当量が最終 的に二酸化炭素の固定などに用いられることによ り光合成の電子伝達

系におけるスムースな電子の授受が促 されると考え られている。NaHCO3は 二酸 化

炭 素 として取込 まれそ の 固定系により、DMSOはDMSOリ ダ クター ゼ に よ り、 ま

たニ トロゲナ ーゼ活性はプ ロ トンを還元することによ りそれぞれ菌体 にとっての還

元当量のはけ口として作用 した結果、エ タノール存在下において光合成機能の正常

化に寄与 したと考えられ る。 したがって、エタノール によるnif遺 伝 子の抑 制 はエ

タ ノール が代 謝 されることによって生 じた何 らかの変化により光合成系の維持が困

難な状態に細胞が陥ることに起因するというメカニズムが示唆された。

本研究による、水素生産システムの各過程の改善 によ り最終的に水素生産性は従
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来の構成による水素生産システムの約3倍 にまで向上 した。しかしながら、コス ト

面で化石資源由来の水素ガスとはまだまだ比較にならないため、本システムを含め

太陽エネルギーを駆動力として生産された水素ガスが実用的に用いられるためには

更なる研究と技術革新が必要である。したがって、今後も、光合成微生物の有する

光エネルギー変換能という素晴らしい機能を最大限に引き出し利用するための研究

が継続して行われる必要がある。その上で本研究が明 らかにしたニ トロゲナーゼな

らびにヒドロゲナーゼ活性が光合成微生物の嫌気代謝に及ぼす影響は新たな知見 と

して光合成微生物ならびに水素生産の研究の発展に寄与するであろう。
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結論

緑藻および 光合成細菌の特性を生かした新規な水素生産システムの構築 を目指 し

以下の結論 を得た。

(1)緑 藻の 発酵 で生成 す る水素は可逆 的なヒ ドロゲナーゼ反応 に依存するため水

素濃度の上昇は望めない。

(2)従 来 の 窒素 ガス気相 を炭酸 ガス気 相下に移行す ると、緑藻の発酵における水

素生成を還元性の高い有機物の発酵生成へと転換できる。

(3)本 研究 に用 いた緑Chlamydomonassp.MGA161の 澱粉分解 は細胞 内の酸

化還 元バ ラ ンスに依存 して調節されていることが示された。

(4)緑 藻 の発 酵 にお け る主 要産 物 で あるエタノール は濃度依 存的 に光合成細菌

RhodovulumsulfidophilumstrainW-1Sの ηガ遺伝子 を抑制す る。

(5)最 終電子 受容体 を共存 す る ことでエタノールのnif遺 伝子 に対 す る抑 制は回

避され、 エ タ ノールを水素へ と変換で きる。

(6)一 旦、 ニ トロゲ ナー ゼ活性 が発現 すれば、プロ トンが最終電子受容体 として

作用するため、エタノールの ηκ遺伝子に対する抑制は回避される。

(7)ニ トロ ゲナーゼ活性 の発現 を主眼 とした新規な3過 程 培養法 によ り、水素 生

産の効 率化 ・集約化 を可能 にした。
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