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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

現在，原油や石油製品などの高騰化，および原油枯渇
の危機が深刻な問題となりつつある状況の中，今後は石
油代替エネルギーの創成技術に関する研究開発は，必要
不可欠となってきた。世界のエネルギー事情は，現在の
化石燃料などへの依存から水素ガスとメタンガスへと将
来的に移り変わると言われており1)，水素ガスの需要（自
動車燃料や燃料電池など）は，益々増加することが予想
されている。水素ガスは，燃焼しても水を生成するのみ
であると共に，ガソリンの 3倍の燃焼エネルギーを持つ
ことなどから次世代エネルギー源として期待されてい
る2)。従来までの水素ガスの生産法は，石油類を原料と
して水蒸気改質法や熱化学分解などの化学的方法3,4) や
水の電気分解法などがあるが，これらの方法は「脱石
油」を達成できていない点や高コスト化などの問題点が
あり，有効な手段とは言えない。一方，生物学的な水素
ガスの生産は低コスト化が期待できる3)。現在，生物学
的な水素生産に関して，主に光合成細菌と発酵細菌に関
する研究が報告されているが，発酵細菌からの水素生産
量は光合成細菌よりも多いと言われており5)，発酵細菌
を用いた水素生産に関する研究は重要な取組みと考えら
れる。すなわち，発酵細菌による水素生産では，図 1に
示すように遺伝子工学技術を駆使することにより，微生
物が保持する「水素ガスを作る」という機能を最大限に
高めることができる。また，ギ酸，グルコースのみなら
ず，生ごみ，廃木材や米などの再生可能資源からの水素
生産化にも有益であり，自動車燃料や燃料電池などの未
来型エネルギーの源になる可能性が十分にある。
しかしながら，発酵細菌から生産される水素ガスの量
は，まだまだ石油に代わるレベルには到達しておらず 6)，

今後実用的な量の水素ガスを生産するためには，さらに
水素生産効率を高める研究を行う必要がある。本総説で
は，発酵細菌の中でも遺伝子工学技術が進展している大
腸菌の代謝改変およびタンパク質改変による水素生産の
高度生産化に向けた取組みについて述べることにする。

2.　大腸菌による水素発酵

大腸菌は，4つのヒドロゲナーゼ（Hydrogenase 1, 
Hydrogenase 2, Hydrogenase 3, Hydrogenase 4）を保持し
ている（図 2）。そのうち，Hydrogenase 1と Hydrogenase 
2は，水素ガスを消費する活性のみを持つ7)。報告され
ているヒドロゲナーゼの多くは，両方向性の活性（すな
わち，水素ガスの生産と消費）を示す8) のに対し，これ
らのヒドロゲナーゼと比較的相同性が高い Hydrogenase 
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図 1．水素ガスの高度生産化における未来構想



前田，尾川70

1と Hydrogenase 2が，水素消費活性のみしか持たない
ことは興味深い点である6)。一方，大腸菌からの水素ガ
スは，図 3に示すように，Hydrogenase 39) と Formate 
dehydrogenase-H（FdhF）10) から形成される FHL（Formate 
Hydrogen Lyase）複合体がギ酸を触媒する反応過程によ
り生産される11)。具体的には，FHL 複合体における
FdhFがギ酸を変換する際に生じる電子が，HycB，HycF，
HycG，最終的にはラージサブユニットである HycE に
移動し，ニッケルイオンなどが配位している活性部位で
の触媒反応により水素ガスが生産される9)。

3.　大腸菌の利点

大腸菌は，遺伝子工学技術を駆使して水素生産性を高
めることを意図した研究には，最適な微生物の一つであ
ると言える。その理由として，①大腸菌のゲノム解読が
終了している点12)，②過去からの研究データの蓄積によ
り，遺伝子機能の一部が明らかになっている点，③変異
株ライブラリー，P1トランスダクションや DNA マイ
クロアレイなどの遺伝子工学技術が確立・発展している
点が挙げられる。特に，大腸菌変異株ライブラリーの中
でも KEIO コレクションの使用は，図 4に示すように，
1つの菌株の中に多くの遺伝子変異を導入することを可
能にする13)。従来までは，フレームシフト変異やトラン
スポゾン変異などにより変異株が作製されてきたが，こ
れらの遺伝子変異は比較的不安定であること，および遺
伝子変異導入の確認に選択マーカー（薬剤耐性遺伝子）
を利用するため，多重変異株の作製に制限があった。一
方，KEIO コレクションは欠失遺伝子変異であること，
および本システムは，図 4に示したように，カナマイシン
耐性遺伝子の両側に FRT（Flippase Recognition Target）
配列が座位しており，pCP20プラスミドから発現され
る遺伝子組換えタンパク質が，この FRT 配列の部分で
組換えを誘発することで，カナマイシン耐性遺伝子カ

セットを取り除くことができる14)。また，その組換え誘
発プラスミドは，温度感受性のレプリコンから構成され
ているので，容易に脱落させることもできる。すなわ
ち，カナマイシン耐性遺伝子のみで，P1トランスダク
ションと上述の選択マーカー除去システムを利用するこ
とにより，多重変異株の作製が容易となる。

4.　代謝改変による水素ガスの高度生産化

大腸菌は，貧酸素条件下でギ酸を触媒する反応から
水素ガスを生産する。そこで，上述した発達している遺
伝子工学技術を駆使して，ギ酸から水素ガスを高度生
産するようにデザインした。水素ガスの生産性を高める
戦略の一つとして，水素ガスの生産を担う FHL 複合体
（Hydrogenase 3と FdhF）の遺伝子発現を誘導すること
が有効な手段であると考えられる。図 2に示すように，
転写調節タンパク質である FhlA は，UAS（Upstream 
Activate Site）配列に結合して，Hydrogenase 3および
FdhFの遺伝子発現に寄与している15,16)。そこで，大腸菌
内で FhlA の発現を増やすために，FhlA 発現系プラス
ミド（pCA24N-FhlA）を大腸菌株に導入した。また，
Hydrogenase 3の発現を負に制御している hycA 遺伝子9)

を欠失させ，水素発酵の活性化を図った。さらに，水素
ガスの消費活性を保持する Hydrogenase 1および Hydro-
genase 2を欠失するため，それぞれの複合体の活性部位
であるラージサブユニット HyaB および HybC の遺伝
子を破壊した。次に，大腸菌における水素ガスの原料
であるギ酸が，水素生産のみに使用されるように，①ギ
酸の細胞外輸送に関与している FocA17)，②機能はまだ
不明であるが，FocA と高い相同性を持つ FocB18)，③ギ
酸を消費する活性を持つ Formate dehydrogenase-N19) の
ラージサブユニット（FdnG）および Formate dehydro-
genase-O19,20) のラージサブユニット（FdoG），および④
Formate dehydrogenase-Nとリンクして機能する Nitrate 

図 2．大腸菌の水素生産を高めるための代謝改変デザイン（FDHO: Formate dehydrogenase-O, FDHN: Formate dehydrogenase-N, FDHH: 
Formate dehydrogenase-H）
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reductase A21) の α‐サブユニット（NarG）の遺伝子に対
して，様々なパターンの多重遺伝子変異株を作製し，水
素ガス高度生産化における効果を追究した22)。その結果，
結論を言えば，hycA，hyaB，hybC，と fdoG の 4つの
遺伝子変異，および FhlA の遺伝子発現は水素ガスの高
度生産化に有効であった。図 5に示すように，5つの
細工を施した大腸菌株（E. coli BW25113 hyaB hybC 
hycA fdoG/pCA24N-FhlA）は，ギ酸から親株（E. coli 
BW25113/pCA24N）よりも最大で 141倍高い水素生産
性を示した。また，本菌株はギ酸 1モルから水素 1モル
を生産するという，理論値通りの水素生成能を持ってい
ることも明らかとなった22)。最近では，これらの遺伝子
とは別に，iscR および nikR 遺伝子の変異が水素高度
生産化に有用であることが分かってきた。図 3に示す
ように，FHL複合体の中の HycB および HycF の内部に
は，電子の移動に関与していると考えられる鉄－硫黄
（Fe-S）クラスターが存在している9)。IscRタンパク質は，
タンパク質内でのこのクラスターの形成を負に制御して
いると考えられており23)，この遺伝子の欠失により，成
熟した FHL 複合体の量が増加して，水素生産に影響を
及ぼしたものと考えられる。また，同様に FHL 複合体
の HycE の活性部位には，水素生産を触媒しているニッ
ケルイオンが配位している（図 3）。ニッケルイオンの

タンパク質内への導入を負に制御する機能を持っている
NikR24) タンパク質が不活性化することにより，FHL 複
合体の活性が向上して水素ガスの生産性が高まったもの
と考えられる。

5.　タンパク質改変による水素ガスの高度生産化

次に，水素生産性を高めるために，水素生産に関わる
タンパク質の遺伝子を改変し，触媒機能の向上化を図っ
た。遺伝子内での塩基配列の変化は，コドン変化，アミ
ノ酸変化，タンパク質の構造変化を生み，最終的には触
媒機能が変化するという原理である。ここでは，水素生
産に関わる FHL 複合体の中で，水素生産の活性部位を
持つ hycE 遺伝子（569アミノ酸残基）を標的とした。
図 6に示したように，hycE 遺伝子を pBS（Kan）の lac
プロモーターの下流にクローニングして作製した pBS
（Kan）HycE をテンプレートとして，①変異性ポリメ
ラーゼ鎖反応（ep-PCR），② DNA シャッフリング，お
よび③飽和変異導入法の 3つの手法を用いて，この
hycE 遺伝子内にランダム変異を導入した。次に，作製
した変異ライブラリーを水素消費活性および水素生産活
性を持たない株，すなわち Hydrogenase 1，Hydroge-
nase 2，および Hydrogenase 3のそれぞれのラージサブ
ユニットが欠失した 3重変異株（E. coli BW25113 hyaB 
hybC hycE）に形質転換して，カナマイシンを含有した
LB培地で選択をかけた。その後，生育したクローンを，
ギ酸を含有した寒天培地に播種して，さらに 12時間嫌
気ボックスで培養した。水素生産性が向上したクローン
を探索するため，その寒天培地上のコロニーに濾紙（コ
ロニーが直接水素センサ膜に付着することを防止するた
め）および水素センサ膜を続けて押しつけ，水素センサ
膜上での色の変化を観察した（図 6）。この水素センサ
膜は，水素ガスを膜上で検知すると青色に呈するという
性質をもっており25)，「青色に早く変化するクローン」
または「濃い青色を示すクローン」を選び，水素ガスの
生産性などをガスクロマトグラフにより測定26) して，
高い水素生産性を示すクローンを特定した27)。
はじめに，ep-PCR によるランダム変異導入法により

遺伝子変異を導入して研究を行った。本手法は，4種類
のデオキシリボヌクレオシド三リン酸をアンバランスな
濃度で混合した条件，かつマンガンイオン存在下で Taq
ポリメラーゼを用いて PCR 反応を行うものであり28)，

図 3．大腸菌の水素生産酵素 FHL複合体の形成

図 4．多重変異株の作製方法のスキーム 図 5．代謝改変した菌株の水素ガスの生産性
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1000 bp に 5個程度の塩基変化を導入することが可能で
ある。この手法によって作製したクローン（4540クロー
ン）を探索したところ，7クローンが野生型の HycE よ
りも高い水素生産活性を示した（図 7）。その中で最も
高い水素生産活性を示した epHycE95の活性は，野生型
HycE の活性よりも 17倍高かった。また，DNA シーク
エンスにより，塩基配列の変化からアミノ酸変化を特定
したところ（表 1），2～ 8個のアミノ酸残基が変化して
いることがわかった。
次に，7つの HycE 変異体のうち，特に水素生産活性

が高かった epHycE21，epHycE67，および epHycE95を
用いて，DNA シャッフリングを行い，epHycE95より
も活性が高い変異体の探索を行った。DNA シャッフリ
ングは，標的の DNA 産物を DNA 分解酵素により断片
化した後，その断片化 DNA 産物から標的遺伝子に再編
成する過程にランダムに変異を導入するという手法で
ある29)。4080クローンをスクリーニングした結果，1ク
ローンのみ（shufHycE1-9）が，epHycE95よりも高い水
素生産活性を示した。この変異体の DNA シークエンス
を行ったところ，1つの塩基配列の変化が特定され，そ
の変異は HycE の 464番目のコドンの部位に終始コドン
が入ったナンセンス変異であった。この shufHycE1-9
は，野生型HycEよりも23倍高い水素生産活性を示した。
表 1に示した ep-PCR の結果より，変異体の中でも高
い水素生産活性を示した epHycE67および epHycE95に
おいて，共通の変異位置である HycE の 2番目のコドン
（セリン残基）と 366番目のコドン（スレオニン残基）
が，水素生産の活性向上に重要であると考え，これらの
2か所の部位にて飽和変異導入法により，それぞれの部
位に全てのアミノ酸および 1つの終始コドンを当ては
め，その中から epHycE95よりも高い水素生産活性を示
すクローンを探索した。その結果，HycE の 2番目の部
位での飽和変異導入では活性が向上したクローンは獲得
することができなかったものの，366番目の位置では，
活性が向上したクローンが 4つ見つかった。これらのク

ローンの DNA シークエンスを行ったところ，全てのク
ローンにおいて，366番目の部位に終始コドンが導入さ
れていた。この HycE 変異体 satHycE12T366は，野生
型 HycE と比較して 30倍高い水素生産活性を保持して
いた。
以上のように，ep-PCR，DNA シャッフリング，およ
び飽和変異導入法により野生型 HycE よりも水素生産活
性が高い変異体の作製を行ってきたが，一つの特徴とし
て，これらの 3つのいずれの手法においても，ナンセン
ス変異（終始コドン）を持った変異体が多数見つかっ
た。C末端側の 16残基（epHycE39），78残基（epHycE70），
106残基（shufHycE1-9），および 204残基（satHycE12T366）
が切断された HycE は，SDS-PAGE により確認された。
元来，HycE は，タンパク質が成熟する過程において C
末端側の 32残基がプロテアーゼ活性を持つ HycIによっ
て切断されることによって活性化される30)。したがっ
て，今回の結果のように，さらに 32残基よりも長く切
断されることによってタンパク質が効率良く成熟化する
ことで，活性が増加した可能性が考えられる。一方，
HycE の活性に必要な鉄イオンとニッケルイオンは，241
番目，244番目，531番目，および 534番目のシステイ
ン残基と配位しているという報告がある31)。今回，最も
水素生産活性が高かった satHycE12T366は，531番目と
534番目のシステイン残基が欠落しており，過去の報告
とは食い違う結果を示している。今後は，その水素生産
の活性向上のメカニズムの解明を行い，さらなる検討を
進めたい。

6.　お わ り に

現在まで作製した菌株の水素生成能をもとに，この菌
株が実用化に向けてどの程度有効であるかを次のように
評価した。1キロワットの電力を発生させるのに，1時
間あたり 23.9モルの水素が必要とされている32)。1モル
のギ酸から理論値通りの 1モルの水素を生産する菌株を

図 6．水素生産活性が向上した変異体の探索方法
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用いて，ギ酸から水素ガスを作ることを想定する。ギ酸
の 1キログラムあたりの価格を 1,000円と仮定すると，
1キロワットの電力を 1年間にわたり発生させるのに，
1年にそれぞれ 763万円の費用がかかるということにな
る。現在の電気料金では，同等の電力はおおよそ年間
14万円で供給されており，まだ 50倍以上の開きがある。
以上のように，応用化・実用化に向けては，さらに水
素ガスを高度に生産できる菌株を構築して，コストを低
減化する取組みが必要である。また，食料生産と競合し
ない再生可能資源を利用して，水素ガスなどのバイオエ
ネルギーを生産するさらなる取組みも必要である。これ
らの大きな課題に取組み，今後のエネルギー問題に向け
てさらに検討を進めていきたい。
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