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研究分野：農学 

科研費の分科・細目：水産学・水産化学 

キーワード：深海熱水環境、新エネルギー、水素、CO2 固定、好熱菌、ヒドロゲナーゼ、CO デ

ヒドロゲナーゼ 

１．研究計画の概要 

本研究目的は、海洋性(超)好熱菌由来の触媒

機能を用いた石油資源に依存しない再生可

能な水素エネルギーおよび石油代替素材の

生産・開発である。次世代エネルギー及び新

素材の生産開発において、申請者は太陽光に

依存せず膨大なバイオマスを有する深海熱

水生態系を支える好熱菌のエネルギー及び

物質循環系に着目した。そして、次世代エネ

ルギーとして注目される水素の生産触媒と

して(超)好熱菌のヒドロゲナーゼ(H2ase)に

着目し、光触媒を組み合わせて持続的水素生

産系を構築する。また、新素材生産に関わる

触媒として化学合成独立栄養微生物ならび

に一酸化炭素デヒドロゲナーゼ(CODH)を用

いて、CO2 からの有用新バイオポリマーの生

産系を構築する。これらの触媒を、太陽光エ

ネルギーと共役させ、脱石油型エネルギーお

よび素材資源の生産プラットフォームを創

成することが本研究の最終的な目標である。 

 

２．研究の進捗状況 

（１）超好熱菌 H2ase の多様性解析 

海洋性超好熱古細菌 Aeropyrum pernix を

90℃で培養し、菌体をフレンチプレスで破砕

し、各種クロマトグラフィーを用いて 3 種類

のサブユニットからなる分子量 168kDa の

H2ase を完全に精製した。本酵素の水素生産

比 活 性 は 0.97 μ mol/H2/min/mg (85 ℃ , 

pH6.0)であり、4℃大気下での酸素耐性は 708

時間後も 50%の活性を維持し、既報の酵素に

比較して極めて酸素耐性が強かった。 超好

熱古細菌 Aeropyrum camini を好気条件下

85℃にて培養し精製した本酵素の水素生産

比活性は 7.3 mmol H2/min/mg(85 ºC,pH 6.0)

で、4 ºC 大気下で酸素耐性を調べた結果 336

時間後も 50％の活性を維持し極めて強い酸

素耐性を有していた。 

深海熱水孔から分離された微好気性好熱

水素細菌 Hydrogenimonas thermophila を水

素：二酸化炭素：酸素(78:20:2)混合ガス中

にて 55℃で培養し、ビーズビーターで細胞を

破砕し膜画分から H2ase を可溶化し精製した。

本 酵 素 の 水 素 生 産 比 活 性 は 900 μ

mol/H2/min/mg(80℃,pH6.0)と極めて高く、

酸素暴露 57 時間後も 50%の高活性を有した。 

精製酵素をエドマン分解法にて内部アミノ

酸配列を決定した。本配列をもとに本酵素遺

伝子(hyp)群を PCR 法にて調べた結果、H2ase

遺伝子は酸素耐性が強いε-proteobacteria

の[NiFe]-H2ase と高い相同性を示し、オペロ

ン構造を有していた。 

（２）耐熱・耐酸素性を有する固定化 H2ase

の電気化学的解析    

３種で最大の耐酸素性を示した Aeropyrum 

caminiの H2ase を交互積層法(LBL 法)並びに

シリカゾルゲルマトリクス法(SG 法)にて

Glassy Carbon 上に固定化し、アンペロメト

リー試験を行った。LBL固定化法において 168

時間にわたって水素生産が観察され、SG 法よ

り高い活性と持続時間が得られた。 

（３）熱水環境から CODH 活性を有する菌の

分離と性状解析及び本酵素発現系の確立 

鹿児島県指宿市の鰻温泉から、気相 100% CO、

55℃の培養条件下で増殖可能な桿菌を分離

した。本株の至適増殖温度は、62～64℃で鞭
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毛を有し 16S rDNA 塩基配列の解析結果から

Carboxydothermus hydrogenoformonas, C. 

siderophilus, C. ferrifeducens と 95～96%

の相同性を示した。本株は CO を消費して H2

を生産し、対数増殖時に CODH 活性が認めら

れたことから、Carboxydothermus属の新種と

考えられた。本株の CODH 遺伝子を PCR 法に

より解析した結果、ゲノム解析がなされた

C.hydrogenoformans の CODHⅠ～Ⅴに相同性

を有する５つの CODH 遺伝子ホモログが見出

され、各々異なるサブファミリーに属してい

た。次に、C. hydrogenoformansZ-2901 株由

来 CODHII コード遺伝子 cooSII 全長を

pET28-a ベクターに挿入し、大腸菌による発

現系を確立した。組換え CODH は、CO 酸化活

性ならびに CO2還元活性を保持していた。 

 

３．現在までの達成度 

②おおむね順調に進展している。 

(理由)超好熱菌からの H2ase の精製と性状解

析がなされ論文発表が完了しているが、酵素

の効率的な固定化については問題点が残さ

れている。CO 資化性菌の分離・性状解析と

CODH 遺伝子の発現は予定通り進展しており

現在論文投稿中である。 

 

４．今後の研究の推進方策 

（１）昨年度までの研究により、深海熱水孔

より分離した 超好熱古細菌 Aeropyrum 

camini から水素を生産するヒドロゲナーゼ

活性が検出され、精製してその耐熱性と耐酸

素性を有する性状を明らかにした。今年度は、

酵素の固定化や利用に向けて、ゲノム解析が

なされより比活性が高い本酵素を生産する A. 

pernix の株を異なった熱水環境から分離し

て調べ、培養条件や生理学的条件を変化させ

て本酵素活性を測定して比較し、高い比活性

を有する株を選択する。またこらの株が生産

するヒドロゲナーゼの遺伝子構造を比較解

析して、耐熱性や比活性との関係を検討する

計画である。 

（２）Aeropyrum 属古細菌や好熱性水素細菌

Hydrogenimonas thermophilaから精製された

ヒドロゲナーゼを大量培養系を確立して本

酵素を精製し、種々の方法を用いてより安定

な酵素固定化を試みる計画である。本酵素の

固定化法として交互積層法ならびにシリカ

ゲルマトリクス法を中心に検討して光触媒

等を用いた酵素固定化電極を作成し、電気化

学アナライザーと生じた水素をガスクロマ

トグラフィーを用いて測定し水素生産試験

を行う予定である。 

（３）昨年度までに鹿児島県指宿市の鰻温泉

から、気相 100%CO、55℃の培養条件下で増殖

可能な Carboxydothermus 属の新種を見出し

た。本属の CODHII に特異的な PCR プライマ

ーを用いた生態学的調査において、本サンプ

リング地点には、本属種が全菌数に対して最

大 10%も存在する可能性が示された。そこで、

本環境を中心に CODH 活性を有する新規な菌

の分離を引き続き試みる。分離法は、種々の

高温環境から堆積物や熱水試料を採取し、CO

を唯一の炭素源として増殖する菌を分離す

る。次に分離株の分類学的な性状を解析する。

さらに、昨年度までに開発した大腸菌による

CODH の大量発現系を用いて、分離株の CODH

の生化学的性状解析を行う。特に得られた組

換え酵素と既報の酵素において酸素耐性や

耐熱性を比較し有用性の検討を行う。 

 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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