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　研究リポート　

1.　緒 言

現在日本で利用されているエネルギー資源は，そのほ
とんどが海外からの輸入に頼っており，資源輸入量軽減
と多角化を目的として導入した原子力発電も，東日本大
震災により安全性を問題視されている。今日では，経済
的にも環境的にも問題を抱えた火力発電への回帰，およ
び代替運転が実施されている。よってこれらに代わるエ
ネルギーの開発が急務となっている。その一環として，
環境に優しい新エネルギーの開発も重要な課題の一つで
ある。
現在世界で注目されている新エネルギーとして，水素
燃料がある。生産の効率化を図ることによって，クリー
ンで環境にやさしい循環型エネルギーとなるため，水素
をエネルギー源とした水素社会の到来も期待されている。
一般的な水素の生産方法は，水蒸気改質法が主であ
り，電気分解法も用いられている。しかし，今のところ
両方法とも化石燃料を原料として用いること，また二酸
炭素等が発生するなどの問題がある 1)。
本研究では，環境問題の原因となる化石燃料を原料と
して用いずに水素を得る方法として，水素を生産する細
菌に注目した。細菌の中には，糖を分解する過程で水素
を生産する経路を持つものが存在する 2–4)。よって，水
素を大量に生産する細菌を発見できれば，将来的にバイ
オマスから水素の生産が可能になる。現在までに，微生
物を用いて水素を生産する研究は多数行われている。し
かし，まだ実用化できていないのが実情である。もっと
も実用化に近い施設として，沖縄にある廃糖蜜を原料と
した水素生産実験プラントや，島根県海士町で海藻を原
料とした実験プラントを用いて，バイオ水素技術株式会
社が実証実験を進行中である。
様々な種類の糖を基質として，効率的に水素生産が可
能な菌を単離できれば，実用化に一歩近づくと期待でき
る。例えば，生ゴミなどにはグルコースが多く含まれて
いるが，グルコースを利用して効率的に水素を生産する
菌が発見できれば，生ゴミから効率よく水素を取り出す
ことが可能となる。日本は島国であり，海藻などの海洋
資源（海洋バイオマス）に恵まれている。そこで，海藻
に多く含まれるマンニトールやグルロン酸から，水素を
効率よく生産する菌を単離できれば，海藻を含んだ生ゴ
ミから水素を生産することも可能となる 5)。

よって本研究では，将来のクリーンで安定したエネル
ギー供給を実現すると同時に，地球温暖化の抑制を目指
して，様々な糖から高収率で水素を生産する細菌の探索
を行った。探索は 3年間にわたり，全校生徒を挙げて
行った。延べ 1200検体を採取し，その中から菌の選抜
を行った。また，選抜された菌株に対し，単糖であるグ
ルコール，海藻由来の単糖であるマンニトール，多糖で
あるデンプン，海藻由来の多糖であるアルギン酸，およ
びその分解産物で単糖のグルロン酸を基質に用いて回分
培養を行い，水素生産能を調べた 6)。

2.　実 験 方 法

2.1　菌の採取と選別

菌の採取
菌体は，生徒が各自学校から自宅までの間の任意の場
所で採取した。1年目は 2012年 11月に第 2学年の生徒
約 200人，2年目は 2013年 3月に第 1学年の生徒 360人，
3年目は 2014年 9月に第 1学年の生徒 280人と 2学年
の生徒 360人が 1人 1検体の採取を行い，延べ 1200検
体の培養選抜を行った。
採取はバクテリア探索キット（バイオ水素株式会社
製）を用い，水素やエネルギーに関する講義の後に配布
した 7)。バクテリア探索キットとその使用方法を（図 1）
に示す。バクテリア探索キットに用いられている培地組
成は Glucose 10 g，ABCM 糖分解用培地（栄研化学株
式会社）45 g，Agar 2 g，Ion-Exchange Water 1000 ml，
pH 6.8である。
選抜①：バクテリア探索キットによる選抜
回収したバクテリア探索キットを，37.0°C で 24時間

振盪培養し，3目盛り以上の気体発生が確認されたもの
を気体発生菌として選抜した。3目盛り以上を選抜した
理由として，現在最も高収率に水素を発生する菌をこの
キットで培養すると，3目盛りになるため，さらに高収
率の菌を探索することを目標としたためである。
選抜②：簡易水素発生装置による選抜
選抜①で気体発生が確認されたサンプルから，菌の単
離を行った。単離は，選抜した微生物を試験管で培養
後，1 μlをピペットマンで採取し，生理食塩水を用いて
1000倍希釈した。そこから 1 μl 採取して寒天平板培地
に植菌し，コロニー形成を行った。出現した各コロニー
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の菌に対し，簡易水素発生装置を用いて水素発生を調べ
水素を発生する菌を特定した。簡易水素発生装置は，試
験管を 2本用意し，片方の試験管には植菌した培地を，
もう片方の試験管には NaOH を入れ，植菌した試験管
で発生した気体が，NaOH の入っている試験管側に収
集されるような仕組みになっている（図 2）。コロニー
形成が認められた菌を，簡易水素発生装置に植菌し，
37.0°C で 24時間培養して気体発生実験を行った。菌の
培養と簡易水素発生装置に使用した培地は Glucose 
10 g，ABCM 糖分解用培地（栄研化学株式会社）45 g，
Agar 2 g，Ion-Exchange Water 1000 ml，pH 6.8で，コロ
ニー形成に用いた平板培地はグルコース（C6H12O6）
10 g，ABCM糖分解用培地 45 g，Agar 20 g，Ion-Exchange 
Water 1000 ml，pH 6.8である。気体収集側の試験管に
付けられたセプタムから，気体発生をシリンジで採取
し，ビニール袋にいったん貯め，気体検知管（GASTEC
社製）に通すことにより，水素の発生と硫化水素ではな
いこを確認した。

2.2　各種糖を基質にした分解能の検証

選抜された菌株に対して，多様な糖を基質とした水素
生産能を確認するため，500 ml の培養液を用いて，回
分培養を行った（図 3）。回分培養装置の写真を（図 3）
に示す。検定を行った基質として，単糖ではグルコー
ス，マンニトール，グルロン酸，多糖ではデンプン，ア
ルギン酸を用いた。培養は 37.0°C で行い，培地は各糖
を 1％添加した ABCM糖分解用培地 45 g，Ion-Exchange 
Water 1000 ml，pH 6.8を用いた。pH 調整は HaOH を
用いて行った。

2.3　16S r RNA 遺伝子解析による分離菌の同定

2.2で単離した菌体に対し，16S rRNA 遺伝子解析を

行った。シーケンス解析は東洋紡株式会社 GMP グルー
プに委託した。

3.　結 果

3.1　選抜の結果

2012年 11月に採取された 200検体から 4サンプル，
2013年 3月に採取された 360検体から 1サンプル，
2014年 9月に採取された 640検体から 1サンプルが気
体発生菌として選抜された。

図 1．バクテリア探索キットの使用方法
（a）バクテリアを採取する
（b）培地に差し込む
（c）恒温槽で培養を行う
（d）発生した気体量を確認する

図 2．簡易水素発生装置の構造
（a）気体発生前
（b）気体発生後
左の試験管には植菌した培地を，もう片方の試験管には
NaOH を入れ，左の試験管で発生した気体が，NaOH の
入っている右の試験管側に収集されるような構造になって
いる。
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選別②の選抜を経て，最終的に 1菌株が選抜された。

3.2　水素生産に及ぼす各種糖基質の影響

3.1で選抜された菌株の，各基質に対する水素収率を
以下に示す。グルコースに対しては水素収率 1.5（mol-
H2/mol-glucose），マンニトールに対しては水素収率 1.1
（mol-H2/mol-mannitol），デンプンに対しては水素収率

0.2（mol-H2/mol-starch），アルギン酸に対しては水素収
率 0（mol-H2/mol-alginate），グルクロン酸に対しては水
素収率 0.5（mol-H2/mol-gulucuronic acid）を示した。

3.3　16S rRNA 遺伝子解析による分離菌の同定

16S rRNA 遺伝子の 800 bpをシークエンス解析した結
果，Enterobacter asburiae（ATCC = 35953）と 99.78％
の相同性を示すことが分かった。この遺伝子情報を日本
DNA データバンク（DDBJ）のデータベース検索ツー
ル getentry（http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）に
Enterobacter asburiaeKUMAJO として登録した。Acces-
sion numberは，LC041128である。

4.　考 察

今回選抜された菌株の水素生産能について，グル
コースを基質にした場合，一般的に用いられている
Enterbacter aerogenes st.E.82005 の収率が 1.0（mol-H2/
mol-glucuronic acid）であることから 8,9) 本菌は，1.5倍
収率が高いことが分かった。また，デンプンを基質にし

た水素生産は，グルコースからの収率に比べて低いこと
から，選抜された菌はデンプンを単糖化しグルコースに
するアミラーゼなどの酵素を生産しない，もしくは生産
量が少ないと考えられた。また単糖であるマンニトール
とグルロン酸を基質にした場合，双方から水素生産が確
認された。マンニトールはコンブなどの海洋バイオマス
に含まれる単糖類である。グルロン酸は海洋バイオマス
の主成分の一つである多糖類のアルギン酸を構成してい
る単糖である。多糖類であるアルギン酸からの水素生産
は見られなかったため，アルギン酸を単糖化するアルギ
ナーゼやアルギン酸リアーゼなどの酵素を保有していな
いと考えられた。マンニトールとアルギン酸は海洋バイ
オマスの約 15％を占める成分である 10)。よって海洋バ
イオマス中のアルギン酸を分解し単糖化する，酸やアル
カリを用いた加水分解や，超臨界や亜臨界状態の水を用
いた熱分解による前処理を行えば，本菌によって海洋バ
イオマスを水素生産基質として利用可能ではないかと考
えられた。
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図 3．回分培養実験装置写真
（a） Chemostat：閉鎖系になっているが，スターラーにより

内部の培地を攪拌することができる。また，pH メー
ターにより常に pHを確認できるようになっている。

（b）NaOH
（c）Gas production
（d）pH-meter


