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研究成果の概要（和文）：水素を産生する白色腐朽菌として選抜されたTrametes versicolor K-41株の水素産生
特性を調査したところ、本菌は好気的に水素を産生していることが判明した。そこで、本菌の水素産生の鍵酵素
と思われるヒドロゲナーゼ遺伝子を高発現する株を作出した結果、野生株の1.5倍の水素産生を示す株の取得に
成功した。さらに本菌はシュウ酸－ギ酸を介した経路により水素を産生していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Trametes versicolor K-41, which was selected as the hydrogen-producing 
white-rot fungus, aerobically produced hydrogen in the woody medium. Hydrogenase (HYD) is involved 
in the hydrogen production, and the molecular breeding of HYD gene-overexpressing transformants was 
carried out. We obtained the transformant which showed 1.5-fold higher hydrogen-producing ability 
than wild type. Moreover, the strain K-41 produces hydrogen via the oxalate-formate pathway.

研究分野： 環境生化学
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１．研究開始当初の背景 
 世界的に石油・天然ガスに代わるクリーン
な代替エネルギーとして水素が脚光を浴び
ている。水素の製造方法として、天然ガス、
石油、石炭といった化石燃料から水素を取り
出す方法が採られているが、本法は枯渇して
いく化石燃料を使い、製造過程では二酸化炭
素も排出することから、資源・環境問題とは
逆行する方法である。再生可能なバイオマス
から、さらに生物学的手法による水素生産が
可能となれば、水素生産技術のブレイクスル
ーとなる。 
 研究代表者はこれまでに、全ゲノム解析が
行われた木材腐朽菌の大多数が水素発酵の
鍵酵素であるヒドロゲナーゼ（HYD）遺伝子
を有していることを見出し、半嫌気条件下で
培養すると、いくつかの白色腐朽菌で本遺伝
子が発現するとともに、低濃度（1.2 mol/L）
ではあるが水素を産生することを発見した。 
 
２．研究の目的 
木質バイオマスの約 5割を占めるセルロー

スを炭素源（電子源）として水素を生産する
場合、①リグニンの特異的除去及びセルロー
スのグルコースへの高速分解技術、②HYD
遺伝子高発現による水素発酵技術、この 2 つ
の技術が統合的に機能しないと、汎用性の高
い技術開発は困難である。そこで本研究課題
では『水素産生白色腐朽菌の分子育種による
木質バイオマスからの水素生産』を目指し、
各種検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 供試菌 
 供試菌として、自然界より水素産生白色腐
朽菌として選抜された Trametes versicolor 
K-41 株を使用した。 
 
(2) 水素産生特性の解析 
 供試菌をスギ木粉培地（含水率 85%）を含
む 100 mL 三角フラスコに接種し、30℃で 5
日間静置培養した。前培養後、密栓し、所定
期間培養を行った。培養後、ヘッドスペース
中の水素濃度を GC-TCD にて測定した。ま
たガス置換器によりヘッドスペース中の酸
素濃度を変化させて検討を行った。 
 さらに、発酵液体培地（1L 当たり、グル
コース 20 g、酵母抽出物 10 g、KH2PO4 10 
g、(NH4)2SO4 2 g、MgSO4・7H2O 0.5 g、pH 
4.5）に CaCO3、シュウ酸、ギ酸を添加し、
その時の水素産生量も測定した。その際、菌
体より無細胞抽出液を調製し、シュウ酸デカ
ルボキシラーゼ（OXDC）及びギ酸デヒドロ
ゲナーゼ（FDH）活性を測定するともに、菌
体より RNA を抽出し、RT-PCR により各種
遺伝子の発現量を確認し、水素産生との関係
について考察した。 
 
(3) HYD 高発現株の作出及び水素産生特性 
 K-41 株由来 HYD 遺伝子、グリセルアルデ

ヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GPD）遺伝
子プロモーター及びターミネーター遺伝子
を取得し、図 1 に示すようなプラスミドを構
築した。K-41 株のプロトプラストを調製し、
これに上記プラスミドを形質転換した。得ら
れた復帰株をゲノム PCR に供し、目的遺伝
子が導入された株の選抜を行った。 
 遺伝子導入株については、スギ木粉培地に
接種し、1 週間好気培養後に密栓し、2 週間

 

図 1 HYD 高発現プラスミド 

Tvgpd pro：K-41 株由来 GPD 遺伝子プロ

モーター 

Tvgpd ter：K-41 株由来 GPD 遺伝子ター

ミネーター 

Tvhyd：K-41 株由来 HYD 遺伝子 

 

図 2 K-41 株による水素産生挙動 



半嫌気培養を行い、ヘッドスペース中の水素
濃度を GC-TCD にて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) K-41 株の水素産生特性 
 K-41 株の水素産生特性を調査すべく、ま
ずは水素産生の経時変化を追跡した。その結
果、培養 14 日まで水素濃度は増加し、その
後水素産生が停止した（図 2）。その時の酸素
相対濃度は約 20%まで低下していたことか
ら、培養 28 日目にヘッドスペースを酸素あ
るいは窒素で置換したところ、酸素置換した
系では再度水素産生が開始した。なお、窒素
置換した系では新たな水素産生は認められ
なかった。これらの結果より、K-41 株は好
気的に水素を産生している可能性が示唆さ
れたため、培養系ヘッドスペース中の酸素濃
度を変化させて培養し、その時の水素産生量
を測定した。その結果、培養開始時の酸素濃
度が 30%の時、最も水素を産生したが、100%
においても水素産生が認められ、逆に 1%の
時は水素産生が認められなかった（図 3）。こ
れらの培養系における HYD 遺伝子発現を確
認したところ、どの酸素濃度においてもHYD

遺伝子の発現は認められた（図 4）。以上の結
果より、K-41 株は好気的に、木質バイオマ
スを原料として水素を産生可能であること
が判明した。 

 
(2) HYD 遺伝子高発現株の水素産生能 
 K-41株による水素産生にHYDが関与して
いると予想し、HYD 高発現株の作出を行っ
た。図 1 に示すプラスミドを K-41 株に形質
転換した結果、12 株の遺伝子導入株（H 株）
の取得に成功した。これらの株をスギ木粉培

地にて培養した結果、7 株で野生株より高い
水素産生能が認められ、特に H10 株では野生
株より約 1.5 倍高い水素産生能が確認された
（図 5）。よって、K-41 株による水素産生に

HYD が関与しており、HYD 遺伝子を高発現
させることで水素産生能が改善可能である
ことが示唆された。しかしながらその効果は
限定的であったため、K-41 株の水素産生経
路について解析を行うこととした。 
 
(3) K-41 株の水素産生経路 

 嫌気微生物による水素産生においてギ酸
経路が存在する。一方、白色腐朽菌の多くは
木材腐朽時にシュウ酸を産生し、このシュウ
酸は OXDC によりギ酸へと変換され、この
ギ酸の代謝にFDH
が関与しているこ
とは知られている。
そこで、K-41 株に
おける水素産生経
路として、シュウ
酸及びギ酸を介し
た経路が存在する
と仮定し、検討を
行った。 
 木材腐朽菌培養
系にCaCO3を添加
するとシュウ酸の
産生量が増加する
という報告がある
ことから、培養系

 

図 3 K-41 株による水素産生に及ぼす酸

素濃度の影響 

 
図 4 K-41 株による HYD 遺伝子発現に

及ぼす酸素濃度の影響 

 

図 5  HYD 遺伝子高発現株による水素

産生 

 

図6  CaCO3添加系における水素産生量 

 

図 7 K-41 株におけ

る水素産生経路 



に CaCO3 を添加し、その時のシュウ酸産生
量と水素産生量を調査した結果、CaCO3の添
加によりシュウ酸及びギ酸産生量の増加が
確認された。これらの系の水素産生量を測定
したところ、水素産生量の増加も確認された
（図 6）。 
 この系におけるOXDC及びFDH活性を測
定したところ、両活性共に CaCO3 添加系に
おいて活性増加が認められた。さらに、
RT-PCRによりOXDC及びFDH遺伝子の転
写量も比較したところ、CaCO3添加系におい
て両遺伝子ともに転写量の増加が認められ
た。 
 以上の結果より、K-41 株は、シュウ酸・
ギ酸を介した水素産生経路を有することが
示唆された（図 7）。 
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