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研究成果の概要（和文）：高い水素生成能を有するマリンビブリオを生物触媒として，①連続的かつ安定的なバイオ水
素生産を達成するための連続培養系の構築，および②発酵残滓の高付加価値化を検討し，①マンニトールを基質として
70日間にわたり連続的に水素の生成が可能な培養系の構築，②2種類のマリンビブリオ生物触媒を利用した，アルギン
酸‐水素生成システムの構築，および③種々の新規・希少カロテノイド生合成遺伝子資源の獲得に成功した。

研究成果の概要（英文）：Aims of the study are to establishment of 1) continuous culture system and 2) 
biorefinery of hydrogen producing marine vibrios as biocatalysts. We did succeeded 1) continuous hydrogen 
production for 70 days with appropriate hydrogen producing rates and yields, 2) alginate-hydrogen 
conversion using 2 kinds of biocatalysts, and 3) bioprospects of new and rare carotenoid producers and 
their genome information.

研究分野：微生物学

キーワード： 再生可能エネルギー　水素　水産学　バイオマス　微生物　生物工学　カロテノイド

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

地球温暖化や原油価格の急激な変動によ
り，エネルギーをめぐる問題が地球環境や経
済活動に比類なき影響を及ぼす時代になっ
ている。このため化石燃料の代替エネルギー
を開発することは，人類の生存基盤を保障す
る学術的および社会的要請が高い重要な課
題となっている。日本では「バイオマス・ニ
ッポン総合戦略」が策定され，温室効果ガス
の削減を具体的な目標とし，次世代に豊かな
資源と美しい環境に恵まれた地球を残す取
り組みを進めている。その中で，再生可能エ
ネルギー政策は重要な柱である。エネルギー
自給率が極めて低い日本では，脱炭素社会と
原子力安全確保の情勢から，再生可能エネル
ギーの技術レベルと依存度の向上が期待さ
れている。また，地政学的観点から国土面積
の制約と食料との競合が常に重荷となる陸
上バイオマスだけでは，再生可能なバイオマ
スエネルギーの持続的供給は困難であり，海
洋で生産されるバイオマスをも最大限に利
活用するための研究レベルと生産技術の基
盤を強固にしなければならない。これに伴い，
日本では廃木材や海藻が主食と競合しない
バイオマスとして注目され，植物セルロース
系バイオマスからのバイオエタノール生産
プロジェクトが（財）地球環境産業技術研究
機構や神戸大学などで，海洋バイオマスから
のバイオ燃料研究は京都大学，水産庁，民間
のベンチャー企業などで進められている。 

このような状況の中で，申請者は科学研究
費補助金をはじめとするプロジェクトを通
じて，高塩分条件下でも，海藻糖質を発酵し，
水素とエタノールを同時生成可能なマリン
ビブリオ（Vibrio tritonius）を見いだした。本
菌は，5 L 回分培養系で，褐藻類の主要糖質
の一種であるマンニトールを原料とし，理論
モル収率の 75%の水素と約 2%（v/v）に達す
る高いエタノール生産が可能である。さらに，
海藻を原料とした5 L 回分培養系を組み立て，
水素-エタノール同時生産に成功し，約 24 L 

の水素生産を達成した。さらに，科研費や文
科省ゲノム支援事業などで，本菌の完全ゲノ
ム解析に成功し，海藻糖質代謝の全容が明ら
かになった。本菌のような，海水ベースの培
地において，海藻糖質をここまで効率よく発
酵可能な海洋細菌は，まだ知られておらず，
バイオ水素生成効率の高い腸内細菌の能力
を凌ぐ。 

  

２．研究の目的 

マリンビブリオの 1種 V. tritoniusは効率的
な水素生成能を示し，海藻を原料とした回分
培養にも成功した。しかし，(1)連続的かつ安
定的なバイオ水素生産を達成するための連
続培養系の構築，(2)発酵残滓の高付加価値化
および(3)持続可能な発酵原料供給技術の開
発，が重要な研究課題として残されている。

特に，本研究では，前者の 2 つのポイントに
焦点を絞り，「マリンビブリオを核とした次
世代型海洋バイオ水素生産技術」の構築を進
めることを目的とした。 

 具体的には，本マリンビブリオを用いて 2

週間程度の長期にわたりバイオ水素生産を
高い効率で維持するための培養系の構築，お
よびアルギン酸から水素生産系の構築を目
指した。さらに，本水素生成マリンビブリオ
を核として，水素に加え，有用物質生産能を
付加した生物触媒の開発に向けて，種々の機
能性カロテノイド生合成遺伝子クラスター
を探査し，遺伝子コレクションの拡充を目指
した。 

 

３．研究の方法 

(1) 連続的水素生産系の構築 

ガス生産能を有する 7種のマリンビブリオ
を供試し（図 1），グルコース（Glc）および
マンニトール（Man-ol）を基質として培養を
行い，水素生成量，基質消費量，水素生産速
度，水素生成モル収率を比較することで，連
続培養に用いる菌株を選択した。選択した株
を用い，3L 容量のジャーファーメンターを用
いフェドバッチ培養を行った。さらに，同菌
株を用い，200 mL 容量の連続培養を検討し
た。 

 

(2) アルギン酸からの水素生成系の構築 

V. tritonius の水素生成過程におけるギ酸塩
代謝を各種代謝産物のプロファイリングを
することにより検討した。また，アルギン酸
塩資化能を有するマリンビブリオにより生
成されたギ酸塩をV. tritoniusを生物触媒とし
たリアクターを用いて水素化可能であるか
を調べた。 

 

(3) 網羅的遺伝子発現解析および代謝産物の
解析 

 基質を活発に代謝しているV. tritonius細胞
を材料として，網羅的遺伝子発現解析
（RNA-Seq）およびメタボローム解析（HPLC

および CE-TOFMS）を行った。 

 

(4) 新規および希少カロテノイド生合成遺伝
子コレクションの拡充 

 生産される新規および希少カロテノイド
の同定は，常法により各種機器分析により行
った。特徴的なカロテノイドを生産する細菌
はゲノム塩基配列を取得し，相同性検索によ
り生合成遺伝子の同定を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 連続的水素生産系の構築 

まず，7 種のガス生成ビブリオについて，
水素の生成能の比較を進め，水素生成速度と
収率から，V. tritonius AM2 株を用いた水素生
成系の構築を目指した（図 1）。 



図 1. マリンビブリオの水素生成能の比較.青
Glc，赤 Man-ol. 

 
この AM2 株を用いたフェドバッチ培養の

開発を進め，2 度の基質注加を行うことによ
り，6 日間にわたり水素生成が可能であるこ
とを示した（図 2）。最終的な水素生成量は
50 L に達した。 

図 2. フェドバッチ培養の開発. ■フェドバッ
チ培養により生産された水素量の変化.矢印
の時間に基質を追加. 

 
さらに，マンニトールを基質として，70

日間にわたり，バイオ水素を連続的に生産さ
せることに成功した（図 3）。平均水素生成量
は一日当たり 3 L/L reactor volume であった。
水素生産速度はフェドバッチ培養系には劣
るものの，本菌を用いた安定した水素生産が
可能であった。 

図 3.連続培養系の開発. 

 
(2) アルギン酸からの水素生成系の構築 

V. tritonius は，発酵で生成されたギ酸を再
取り込みし水素化することが明らかになっ
た（図 4）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 4. V. tritonius によるギ酸塩の再取込み. 

 
50 mM のギ酸塩をリアクターに添加した

時，最も高い水素生成量が観察された（図 5）。
アルギン酸資化能を有する Vibrio gallicus に
より，アルギン酸から発酵的に生産されたギ
酸からも，V. tritonius は水素化した（図 6）。
このことから，海洋細菌を生物触媒として，
アルギン酸から水素生成が可能であること
が明らかになった。しかし，このアルギン酸
からの水素変換効率は 4％と低く，今後，改
善が必要である。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 5. 水素生産での至適ギ酸塩濃度の決定. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6.アルギン酸由来のギ酸の水素化 （●）. 

○陽性対照（ギ酸塩）. 

 
(3) V. tritonius の水素生成遺伝子群の発現動
態 
 V. tritonius の RNA-Seq 解析を行い，本菌
の発酵的水素生成の鍵タンパク質複合体を
コードするギ酸水素リアーゼ（FHL）遺伝子
クラスターの発現は pH の変動による変化が
少ないことがわかった。また，FHL 遺伝子ク
ラスターは，少なくとも 4 つのトランスクリ
プトに転写されていることが示唆された。さ



らに，このトランスクリプトームの結果に，
メタボローム解析の結果を加えて総合的に
検討したところ，pH 6 ではピルビン酸の菌体
内生成量が相対的に高いこと，およびピルビ
ン酸ギ酸リアーゼ（pfl）遺伝子の転写が他の
pH 条件よりも高まることから，水素生成の
基質となるギ酸プールの多さが高い水素生
成に寄与していると示唆された。 

 
(4) 新規および希少カロテノイド生合成遺伝
子コレクションの拡充 

海藻表面から分離した Jejuia pallidilutea 

11shimoA1 株は，アルカリ条件下で新規カロ
テノイドである 2’-isopentenylsaproxanthin

を生成するが，その細菌のドラフトゲノム配
列を得た。また，沖縄の海水から分離し修飾
基のないmyxolを生成するフラボバクテリア
科の細菌のドラフトゲノム配列を得た。これ
らのゲノム情報を基に，カロテノイド合成系
の同定を進展させた。さらに，単環式カロテ
ノイドの一種であるmyxolを合成する細菌の
多くが Nonlabens 属の種であり，ほぼ同一の
myxol 生合成遺伝子クラスターを有している
ことが明らかになった。希少カロテノイドで
ある nostoxathin および新規カロテノイドで
ある 2-hydroxy flexixanthinを生合成する海洋
細菌のゲノム解析を進め，それらの生合成遺
伝子を同定した。 
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